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OZET

T.C.
NECMETTIN ERBAKAN UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

Dana Kardiyak Veninde Bupivakainin Etkileri : Endotelin Rolii

Oguz Rasit KARAKULAK
TIBBI FARMAKOLOJI ANABILIM DALI
YUKSEK LISANS TEZi/ KONYA 2017

Bu in vitro ¢aligmada uzun etkili ve potent bir lokal anestezik olan bupivakainin endotelli ve
endotelsiz dana kardiyak ven diiz kasi iizerine etkileri aragtiriimistir.

Dana kardiyak ven halkalar1 %95 O, ve %5 CO, ile gazlandirilan ve sicakligi 37°C’de sabit
tutulan KHS igeren izole organ banyolarma alindi. Uygulanan ajanlara verilen yanitlar izometrik
olarak kaydedildi. Bupivakain (10 — 10 M) endotelli ve endotelsiz ven halkalarinin bazal tonusunu
etkilemedi. 5-HT (107 M) ile maksimum kasilma cevabi alindiktan sonra uygulanan bupivakain diisiik
konsantrasyonlarda (10® — 10® M) kasilma cevaplarim anlamli olarak azaltti, yiiksek
konsantrasyonlarda (10° — 10™* M) ise kardiyak ven halkalarinda kasilma gézlendi. 10* M bupivakain
ilavesinden sonra olusan maksimum kasilma 5-HT ile elde edilen maksimum kasilma cevabina
benzerdi. Dokularin L-NAME (10° M) ile inkiibasyonu bupivakainin diisiik konsantrasyonlarinda
olusan gevseme cevaplarmi inhibe etti; 10° ve 10* M bupivakain varliginda ise ven halkalarinin
kasilma cevaplari kontrol 5-HT kasilmalarina gore anlamli olarak yiiksekti. indometazinle (10° M)
inkiibe edilen dokularda 10® — 10° M araliginda verilen bupivakain, kontrol dokulardakine benzer
sekilde, doza bagli olarak artan gevseme cevaplari olusturdu. Bupivakainin yiiksek dozlarinda
gozlenen kasilma cevaplari ise indometazin varliginda inhibe edildi.

Bu sonuglar; dana kardiyak veninde bupivakainin bazal tonusunu etkilemedigini, 5-HT ile
dnkasilma yapilan dokularda ise gevseme ve kasilma tarzinda bifazik cevap olusturdugunu endotelden
saliverilen NO’in bupivakainin gevsetici etkilerinde, sikloooksijenaz iiriinlerinin ise kasici etkilerinde
rol oynadigini gostermektedir.

Anabhtar s6zciikler: bupivakain, dana kardiyak ven, endotel
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ABSTRACT

TCs
NECMETTIN ERBAKAN UNIVERSITY
INSTITUTE OF HEALTH SCIENCES
Effects of Bupivacaine on Calf Cardiac Vein: Role of Endothelium

Oguz Rasit KARAKULAK
DEPARTMENT OF MEDICAL PHARMACOLOGY
MSc THESIS/ KONYA 2017

In this in vitro study, effects of long acting and potent local anesthetic bupivacaine at intact
and endothelium denuded calf cardiac vein were investigated.

Calf cardiac vein rings were placed in tissue bath containing Krebs-Henseleit Solution gassed
with %95 O, and %5 CO, at 37°C. Changes in tension produced by the agents recorded isometrically.
Cumulative bupivacaine did not affect basal tonus of intact and endothelium denuded vein rings. After
maximum contraction response taken with 5-HT (10° M), lower concentrations of (10® — 10 M)
bupivacaine significantly reduced contraction responses precontracted with 5-HT. At higher
concentrations (10° — 10* M ) bupivacaine produced contraction. Incubation with 10° M L-NAME
inhibited relaxation responses to low concentrations of bupivacaine. At higher concentrations (10~ —
10°M) bupivacaine produced contraction significantly higher than control . Incubation with 10° M
indomethacin produced dose dependent relaxation responses similar with control at low
concentrations of (10 — 10 M) bupivacaine. Contraction response to higher concentrations (10~ —
10 M ) of bupivacaine inhibited by Indomethacin.

Results demonstrate that bupivacain did not affect basal tonus of calf cardiac vein rings and
produced biphasic effects, from relaxation to contraction at 5-HT precontracted rings. Endothelium
derived NO seems to have role on bupivacaine induced relaxation and cyclooxygenase products seems
to have role on bupivacaine induced contraction.

Key words: bupivacaine, calf cardiac vein, endothelium.



1.GIRIS VE AMAC

Lokal anestezikler sinir liflerinde ve wuyarilabilir diger dokularda
depolarizasyonun olusumunu ve yayilmasini engelleyen; gegici olarak duyu, motor
ve otonomik fonksiyon kaybina neden olan maddelerdir. Hiicre membraninda
bulunan sodyum kanallarindan hiicre igine hizli sodyum akimini konsantrasyona
bagli olarak azaltirlar ve eksitabl hiicrelerde impuls iletimini reversibl olarak bloke
ederler. Kimyasal yapilarinda lipofilik 6zellikte aromatik grup ve hidrofilik 6zellik
gosteren amino grubu bulunur. Bu iki grup arasinda bulunan ara zincirin yapisina
bagl olarak ester veya amid yapili lokal anestezikler olarak iki gruba ayrilirlar. Bu
gruplar arasinda biyotransformasyon &zellikleri ve sistemik toksik etkileri a¢isindan

farkliliklar bulunmaktadir.

Lokal anestezikler agriy1 hafifletmek, cerrahi sirasinda cerrahiye stres yanitini
azaltmak ve postoperatif analjezi saglamak amaciyla kullamlirlar. Yiiksek dozda
lokal uygulama sonucu absorbe edilip dolasima fazla miktarda gegmeleri veya kazara
damar igine enjekte edilmeleri nedeniyle santral sinir sistemi ve kalp-damar sistemi
ile ilgili toksik etkiler olusturabilirler. Bu maddelerin damarlar iizerine olan etkileri

ilacin tiirtine gore farklilik gostermektedir.

Bupivakain amid yapili, uzun etkili ve potent bir lokal anesteziktir.
Infiltrasyon anestezisi, sinir bloku, epidural ve kaudal anestezi i¢in kullanilmaktadir.
Duyusal sinir lifleri iizerinde motor sinir liflerine oranla daha belirgin etki

olusturmasi nedeniyle obstetrikte epidural anestezi i¢in tercih edilmektedir.

Bupivakainin damarlar iizerine olan direkt etkileri ¢alismanin yapildigi damar
yatagina ve uygulanan doza gére degismektedir. In vitro ortamda doza bagli olarak
kasilma veya gevseme ya da bifazik nitelikte olan bu etkiler damar endotel
hiicrelerinden saliverilen vazoaktif maddeler tarafindan da etkilenmektedir. Bu
¢aligmanin amaci in vitro dana kardiyak veninde bupivakainin vazoaktif etkisini ve
bu etkide endotel hiicrelerinin roliinii arastirmaktir. Bupivakainin vazoaktif
etkilerinin damar yatagina gére degismesi ve literatiirde kardiyak ven iizerine olan
direkt etkileri ile ilgili bilgilerin yetersiz olmasi nedeniyle galismanin orijinal

nitelikte olacag ve literatiire katki saglayacag diistiniilmektedir.



2.GENEL BILGILER
2.1 Lokal Anesteziklerin Yapisi ve Etkileri

Lokal anestezikler, sinir lifi membraninda voltaj bagimli sodyum kanallarini
bloke ederek depolarizasyonu ve depolarizasyon dalgasimin yayilmasini reversibl
olarak bloke ederler. Bu etkileri nedeniyle agrili uyarilarin periferden santral sinir
sistemine iletimini gegici olarak engelleyebilirler. Baslica kullanim yerleri lokal
uygulama ile siurli bir bolgede anestezi olugturmaktir. Ayrica kronik agrilarda agri
kontroliiniin saglanmas1 amaciyla sistemik uygulama da yapilmaktadir. Bu ilaglar
sinir lifleri disinda; ¢izgili kas, diiz kas ve kalp kasi gibi uyarilabilir tim hticre

membranlarin etkileyebilirler (1).

Lokal anesteziklerin bir sinir govdesi veya dali {izerine uygulandiginda bu
yapilarda bulunan sinir liflerini bloke etme giicli ve hiz1 farklilik gosterir. Cesitli
captaki sinir lifleri farkli duyularin iletimi ile ilgili oldugu i¢in lokal anestezik
uygulamasi sonucu duyularin iletimi belirli bir siraya goére bloke edilir (1). J11'S
etkilenen agr1 duyusudur. Sonra sirasiyla sicaklik, dokunma, basing duyusu ve en son

motor fonksiyon bloke olur (2).

Lokal anestezik ila¢ molekiilleri gogunlukla aromatik yapidaki lipofilik grup
ile siibstitiie sekonder veya tersiyer amin yapisindaki hidrofilik grup ve bu ikisini
baglayan amid veya ester yapisindaki bir ara zincir olarak 3 kisimdan olusur (3). Ara

zincir yapisina gére kimyasal olarak siniflandirma yapilir (1).

Lipofilik grup Ara zincir Hidrofilik grup
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Sekil 1.Lokal anestezik genel formiilii (4).



Kimyasal yapilarina gore lokal anestezikler:
I) Ester yapili: kokain, prokain, tetrakain, benzokain

IT) Amid yapili: lidokain, mepivakain, prilokain, bupivakain, etidokain,

ropivakain, levobupivakain, kartikain, dibukain

Bu iki grup arasinda stabilite, metabolizma ve alerjik potansiyel agisindan
farkliliklar bulunmaktadir. Ester yapili lokal anesteziklerde ester badi plazma
psddokolinesterazlari ve karacigerde esterazlarla kisa siirede hidrolize olurken, amid
yapili olanlar hidrolize daha dayaniklidir ve karacigerde mikrozomal enzimlerle
yavas bir sekilde metabolize olurlar. Bu sebeple amid yapili lokal anesteziklerin daha

uzun etkili olduklar1 séylenebilir (1,3).
2.2 Amid Yapuli Lokal Anesteziklerin Etkileri ve Kullanmim Alanlar:

Yiizeyel anestezi i¢in lokal anestezikler mukoz membranlara ¢ozelti veya
slispansiyon seklinde uygulanabilirler (2). Amid yapili lokal anestezik olan lidokain
yuzeyel anestezi igin en ¢ok tercih edilen maddedir (5). Anestezisi 2-5 dakika icinde
baglar ve 45 dakika kadar siirer. Belirgin vazodilatér etkisi olmadigi igin
vazokonstriktor ilavesine gerek yoktur. Intakt cilde niifuz etmesini ve preparat
stabilitesini artirmak igin % 2,5’lik prilokain ile hazirlanmis 6tektik karisim formu da

yuizeyel anestezik olarak kullanilmaktadir (6).

Infiltrasyon anestezisinde lokal anestezik soliisyonu direkt olarak dokuya
uygulanmaktadir. Sadece cerrahi islem uygulanacak cilt bolgesini hedeflemek
mimkiindiir. Infiltrasyon igin diisiik konsantrasyonda ve yiiksek hacimde soliisyon
kullanlir. Infiltrasyon anestezisinde lidokain % 0,5-1’lik, bupivakainin % 0,125-

0,25’lik ve levobupivakainin % 0,25°lik soliisyonlar1 kullanilmaktadir (1,3).

Sinir bloku i¢in cerrahi girisim yapilacak bdlgeyi inerve eden sinir gévdesinin
yakinina lokal anestezik ilag kiigliik hacimde ve yiiksek konsantrasyonda uygulanir.
Sinir bloku periferik ve santral blok olarak iki tiptir. Periferik blok igin periferdeki
biiyiik sinirlere, sinir dallarina veya bunlarin yakinina ilag soliisyonu enjekte
edilmektedir. Prilokainin % 2’lik soliisyonu periferik blok i¢in kullanilabilir. Santral
blok ise omurilik veya omurilikten ¢ikan kékler ve spinal sinirler diizeyindeki

bloktur. Epidural anestezide soliisyon lumber veya torasik bélgede cerrahi girisim
3



yapilacak bolgeye uyan segment hizasindaki dura dis1 alana enjeksiyon veya kateter
ile tekrarlanarak kisa etkili ila¢ verilmesi seklinde uygulanmaktadir (1,3). Lokal
anesteziklerin sakral hiatustan sakral kanal i¢ine uygulandig1 kaudal anestezi epidural
anestezinin 6zel bir seklidir. Pediatrik anestezi pratifinde siklikla kullanilmaktadir
(7). Bier blogu olarak da adlandirilan intravendz rejyonel anestezide ise turnike ile
dolasimi bloke edilen ekstremitede ven igine lokal anestezik uygulanmakta ve

uygulanan lokal anestezik damar yatagindan difiize olarak etki gdstermektedir (8).

Spinal anestezide, lokal anestezik lumber bolgede serebrospinal siviya
uygulanir. Spinal anestezide lokal anestezigin uygulanan bolgenin disina yayilmasi
solunum merkezini ve vazomotor merkezi deprese edebilir. Hasta pozisyonu ve
soliisyon dansitesi ayarlanarak yayilma &nlenebilir. Bupivakainin % 0,5’lik

hiperbarik soliisyonu bu amagla kullanilmaktadir (1,3).

2.3 Amid Yapili Lokal Anesteziklerin Diger Organ ve Dokulara Etkileri/ Yan etkileri

Lokal anesteziklerin yiiksek dozda kullanilmasimin veya yanhghkla damar

icine verilmesinin toksik reaksiyonlar i¢in risk olusturdugu bilinmektedir.

Sinirsel iletim blokaji ile birlikte lokal anestezikler impuls iletiminin oldugu
tiim organ fonksiyonlarini etkileyebilirler. Santral sinir sistemi (SSS), otonomik
gangliyon, néromuskiiler kavsak ve tiim kas tipleri iizerinde etkileri goriilebilir. Bu

tip yan etkiler dolasimdaki lokal anestezik konsantrasyonu ile dogru orantilidir (3).

Lokal anestezik ilacin plazma konsantrasyonu verilen doza, absorbsiyon
oranina, uygulanan bolgeye, vazokonstriktor kullanimina, ilacin biyotransformasyon
ve eliminasyonuna bagli olarak degismektedir. Lokal anesteziklerin artan dozlari ile
once SSS ile ilgili yan etkiler goriiliir. Baslangigta anksiyete, gorsel disoryantasyon,
kulak ¢inlamasi, agiz cevresinde uyusukluk ve tremor gibi SSS’in uyarimina bagh
etkiler ortaya c¢ikmaktadir. Doz artigina bagl olarak tonik-klonik konviilsiyonlar
gdzlenir. Stimiilasyonun beyin korteksi iizerinde inhibitor etkinligin deprese
edilmesine bagl oldugu diisiiniilmektedir. Doz yiikseldik¢e bu stimiilasyonu santral

depresyon takip eder. Deney hayvanlarinda ve goniillillerde yapilan ¢aligmalara goére



ropivakain ve levobupivakainin bupivakaine gore daha az SSS toksisitesi gosterdigi

bulunmustur (9,10).

Kardiyovaskiiler toksisitenin ilk belirtileri SSS’in eksitasyon fazi ile iliskilidir
(11). Santral stimiilasyona bagli etkiler ilacin neden oldugu direkt kardiyak
depresyonu maskelemektedir. Lokal anesteziklerin kardiyovaskiiler sistemde esas
etkiledigi yapi1 miyokarddir. Miyokardda eksitabilite, iletim ve kasilma giiciinii
azaltirlar. Kardiyovaskiiler etkiler santral etkilere gore daha yiiksek lokal anestezik
konsantrasyonlarinda goriilmektedir. Bu ilaglarin kazara dolasima girmesi
istenmeyen kardiyovaskiiler yan etkilere neden olabilir (10). Lokal anesteziklerin
doza bagl olarak neden oldugu kardiyak iletimdeki azalma QRS uzamasina baglidir.
Ayrica lokal anestezikler potasyum kanallar1 tizerine de etkilidirler. Kardiyak
adenozin trifosfat (ATP) bagimli potasyum kanallarini, vaskiiler ATP bagimh
potasyum kanallarina gére daha selektif bir bi¢imde inhibe ederler. Lokal
anesteziklerin kardiyak kontraktiliteye etkileri molekiiliin lipofilikligi ve sinir blokaj

gicti ile dogru orantilidir (11).
2.4.Vaskiiler yapilar

Vaskiiler yapilarda diiz kas ve endotel hiicreleri olmak tizere baslica iki tip
fonksiyonel hiicre bulunmaktadir. Endotel hiicreleri ¢esitli kasici ve gevsetici
faktorleri damar diiz kas dokusuna salivererek damar tonusunu kontrol etmektedir
(12). Endotel hiicrelerinden saliverilen nitrik oksit (NO), endotel kaynakli
hiperpolarizan faktor, prostasiklin ve bradikinin, vazodilator etkili iken; endotelinler,
anjiotensin II, Tromboksan A, (TXA;) , arasidonik asit (AA) ve prostaglandin H;
(PGH,) vazokonstriktor etki olusturmaktadir (13).

Furchgott ve Zawadzki 1980 yilinda ilk kez endotele bagli gevseme yanitini
gostermis ve bu maddeye “Endothelium Derived Relaxant Factor-EDRF” adini
vermislerdir (14). Daha sonra yapilan ¢alismalarda bu maddenin NO oldugu kabul
edilmistir. NO kolaylikla diflize olabilen, lipofilik, yar1 émrii 5 saniye kadar olan
giicli bir vazodilatérdir (15,16). NO endotelde nitrik oksit sentaz enzimi ile L-
arjininden sentezlenir ve vaskiiler diiz kas tabakasina difiize olur. Burada guanilat
siklaz enzimininin hem grubuna baglanir ve enzimi aktive ederek siklik guanozin

monofosfat (¢cGMP) diizeyini yiikseltir. cGMP direkt ve dolayli olarak protein kinaz
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G, fosfolipaz C, fosfodiesterazlar ve iyon kanalar1 gibi birgok yolagi modiile
etmektedir. ¢cGMP’nin diiz kasta ana etkisi ise miyozin hafif zincir fosfataz
aktivasyonu tizerinden diiz kas miyozininin defosforilasyonu ve vaskiiler diiz kasin
gevsemesidir (15). Nitrik oksit sentaz enziminin 3 izoformu bulunmaktadir. Bunlar
ndéronal NO sentaz (nNOS), indiiklenebilir NO sentaz (iNOS) ve endotelyal NO
sentaz (eNOS)’dir. Nitro-L-arjinin metil esteri (L-NAME) endotelyal ve néronal nitrik
oksit sentazin potent inhibit6ériidiir (17). Bu nedenle endotel kaynakli NO’e bagli
gevseme yanitlar1 L-NAME ile inhibe edilmektedir. Arasidonik asit
metabolitlerinden prostasiklin ve PGE, de vazodilatér etkili maddelerdir. NO
etkinliginin azéldlgl durumlarda prostasiklinin NO’e benzer etkiler olusturdugu
distiniilmektedir. Prostasiklinin vazodilator etkisinin inozitol fosfat (IP) reseptorii

aracili oldugu gosterilmistir (12).

Endotel kaynakli mediyatorlerden arasidonik asit metaboliti PGH; ve TXA;
endoperoksidaz ve tromboksan (TP) reseptorlerini etkileyerek vazokonstriktor etki
olusturur (12,13). Fizyolojik kosullarda TXA,’nin vazokonstriktor etkisi NO
tarafindan baskilanmaktadir (18). Endotelin-1 de endotelden sentezlenen diger bir
vazokonstriktor etkili maddedir (13). Endotelinler ETA ve ETB olmak tizere G-
proteini ile kenetli iki reseptorli araciligi ile hiicre igi kalsiyum diizeyini artirarak

vazokonstriktor etkiye neden olmaktadir (19).

Damar diiz kasinda hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonunun artigt kasilma
olusturmaktadir. Kalsiyum bir uyaran etkisi ile voltaj/ligand kapili kalsiyum kanallari
aracilifryla hiicre disindan hiicre igine girebilecegi gibi ikincil ulaklar vasitasi ile
sarkoplazmik retikulumdan da saliverilebilir. Serbest kalsiyumun ATP varliginda
spesifik proteini kalmodulin ile kalsiyum-kalmodulin kompleksi olusturmasi ile
miyozin hafif zincir kinaz aktive olur. Aktive olan bu enzim miyozin hafif zincirinin
fosforilasyonuna ve kasilmaya neden olmaktadir. Kasilmanin sona ermesi miyozin

hafif zincir fosfataz enziminin miyozini defosforile etmesi ile gergeklesir (20).



2.5. Amid Yapili Lokal Anesteziklerin Damar Preparatlarina Etkileri

Lokal anestezikler ile yapilan in-vitro ¢aligmalarda genellikle bu maddelerin
kasic1 ve/veya gevsetici etkisi ve bu etkide endotel kaynakli NO ve AA tiirevi

mediyatdrlerin rolii arastirilmistir.

Sung ve arkadaslar1 (2012-1) mepivakain ile elde edilen kasilma cevaplari
lizerine vaskiiler tonusu diizenleyici endotel kaynakli vazodilatorlerin etkisini
arastirmuslardir. Mepivakain 1x10~ -3x10™ M konsantrasyonlarda kasilma ve 1x10
M konsantrasyonda ise gevseme olusturmustur. Kasilma cevaplarinin endotelsiz
dokuda endotelli dokuya gore daha giiglii oldugu tespit edilmis ve endotel kaynakli
nitrik oksit siklik guanozin monofosfat yolaginin mepivakaine bagli kasilmalar
tizerine baskilayici etkisi oldugu gosterilmistir. Ayrica bu ¢alismada mepivakain ile
alinan kasilma cevaplarinda siklooksijenaz yolagi ve voltaj bagimhi kalsiyum
kanallarinin rol oynadigi yaymlanmistir (21). Tokinaga ve arkadaslarinin (2007)
izole sigan aortunda ropivakainin etkilerini arastirdiklar1 bir ¢alismada ropivakain
3x107-3x10* M konsantrasyonlarda kasilma ve hiicre i¢i kalsiyum diizeyinde artis;
10? -3x10°M gibi daha yliksek konsantrasyonda ise gevseme ile hiicre igi kalsiyum
diizeyinde azalma olusturmustur. Ropivakaine bagli bu kasilma cevaplarinin
kalsiyum kanal blokerleri ile ve kalsiyumsuz krebs soliisyonu varliginda énemli bir
sekilde baskilandig1 gosterilmistir. Arastiricilar ropivakaine bagh kasilmalarda L-tipi
kalsiyum kanali aracilig ile ekstraseliiler ortamdan hiicre i¢ine giren kalsiyumun ve
IP; reseptorii aracili sarkoplazmik retikulumdan saliverilen kalsiyumunun rol
oynadigimi 6ne siirmiislerdir (22). Izole sigan aortunda ropivakain ile yapilan bir
baska ¢alismada ise doza bagimli bifazik kasilma cevaplarinda protein kinaz C, rho-
kinaz ve mitojen aktive edici protein kinazi kapsayan kalsiyum sensitizasyon
mekanizmalarinin rol aldig1 gosterilmistir (23). Ayni dokuda ropivakainin etkilerinin
arastirildigr bagka bir in vitro ¢alismada benzer sekilde bifazik cevaplar alinmis ve
kasilmalar endotelli dokuda endotelsiz dokuya goére daha zayif bulunmustur.
Endotelyal nitrik oksit ve voltaj bagimli potasyum kanallarinin bu kasilmay1
baskilayici etkileri oldugu yaymlanmistir (24). Izole sigan torasik aortunda
levobupivakainin etkilerinin arastirildigi bir c¢alismada ise levobupivakain doza
bagimli kasilma cevabi olusturmus ve endotelsiz dokularda kasilmalar endotelli

dokulara gore daha yiiksek bulunmustur. Bu kasilma cevaplarinda esasen
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lipoksijenaz yolaginin kismen de siklooksijenaz yolaginin rolii oldugu ve endotelyal

nitrik oksitin bu kasilma cevaplarini baskiladigi gosterilmistir (25).

Sung ve arkadaglar1 (2012-2) izole sigan aortunda yaptiklari bir ¢alismada
amid tipi lokal anesteziklerin vazokonstriktor etki gliglerini kiyaslamiglardir.
Endotelli ve endotelsiz dokularda levobupivakain, ropivakain, lidokain ve
mepivakain doza bagli olarak kasilma ile baslayan gevseme ile devam eden bifazik
cevaplar olusturmustur. Arastiricilar vazokonstriktor etki giicliniin esas olarak
molekiilin yagda ¢oziintrliigii ile arttigim ve kismen de molekiilin diger

fizikokimyasal 6zellikleri ile iligkili oldugunu 6ne siirmiislerdir (26).

Baz1 6nkasici ajan uygulanmis dokularda ise amid yapih lokal anesteziklerin
gevseme cevaplari olusturdugu goézlenmistir. Lin ve arkadaglar1 (2007) yaptiklari bir
calisgmada intravaskiiler ropivakain cevaplar1 iizerine endotelden saliverilen
maddelerin roliinii arastirmislardir. Intakt izole kobay aortunda ropivakain 3x10™-
102 M konsantrasyonunda kasilma olusturmus, fenilefrin ile 6nceden kasilmis
dokuda ise ayni dozlarda gevseme yaptigi gosterilmistir. Indometazin, L-NAME,
metilen mavisi ve guanilil siklaz inhibitérii ODQ bu cevaplar1 anlamli bir sekilde
azaltmistir. Calisma sonucunda ropivakaine bagli gevseme cevaplarina nitrik oksit ve

prostaglandin yolaginin aracilik ettigi yayinlanmistir. (27).

2.6. Bupivakain

Sekil 2. Bupivakain’in kimyasal yapisi (28).



Amid yapili uzun etkili bir lokal anestezik olan bupivakain 1957 yilinda
sentezlenmistir  (29). Kimyasal yapisi 1-biitil-N-(2-6-dimetilfenil)piperidin-2-
karboksamiddir. Piperidin halkasi {izerinde bulunan kiral merkezi nedeniyle iki optik
olarak aktif stereoizomeri vardir. Bupivakain miistahzarinda rasemik karigim olarak
bulunur. Rasemik bupivakain diisiik konsantrasyonda vazokonstriksiyon ve yiiksek
konsantrasyonda vazodilatasyon seklinde bifazik vazoaktif ozellikler gostermektedir
(30). S-enantiomeri yani levobupivakain rasemik karisim ile ayni etki giiciinde
olmas: ile birlikte R enantiomere gore daha az kardiyotoksiktir (31, 32). S-
enantiomerin kardiyak sodyum kanallarina daha az afinitesi olmasi nedeniyle daha az
kardiyotoksik oldugu kobay ventrikiil miyozitlerinde yapilan baska bir ¢alismada da
gosterilmistir (33). Bupivakainin vazoaktif etkileri {izerine insan umbilikal arteri,
sigan uterin arteri, insan uterin arteri ve sigan aortunda yapilan gesitli in-vitro
calismalar mevcuttur (34-37). Lokal anestezik etkisi bakimindan mepivakain ve
lidokainden 4 kat daha giigliidiir (1). Infiltrasyon anestezisi, sinir bloku, epidural ve
kaudal anestezide kullanilmaktadir. Uzun etkili olusu ve duysal sinir liflerine motor
sinir liflerine oranla daha se¢ici etki yapmasi sebebiyle sik kullanilan bir ilagtir (3).

Yiizeyel anestezide kullanilmamaktadir.



3.GEREC ve YONTEM

Calisma Necmettin Erbakan Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Tibbi
Farmakoloji Anabilim Dali Arastirma Laboratuvarinda gergeklestirildi. Torku-
Panagro Tarim Hayvancilik Et Kombinasindan alinan dana kalpleri Krebs-Henseleit
Soliisyonu (KHS) iginde laboratuvara getirildi. Kardiyak ven izole edilerek KHS
i¢cine alind1 ve 2-3 mm genisliginde halka seklinde preparatlar hazirlandi. Dokular
%095 O, ve %5 CO; ile gazlandirilan ve sicakligi 37°C’de sabit tutulan KHS igeren
izole organ banyolarina alinarak 2 g dinlenme gerilimi altinda 60 dakika siireyle
dinlendirildi. Bu siire i¢inde dokular 15 dakika araliklarla besleyici soliisyon ile
yikandi. Uygulanan ajanlara verilen cevaplar bir transdiiser (BIOPAC MP36,
California USA) yardimi ile izometrik olarak (Commat, Ankara, TURKIYE)
kaydedildi.

Calismada endotelli ve endotelsiz kardiyak ven halkalar1 kullanildi.
Endotelsiz dokular1 hazirlamak igin, preparatlarin endotel tabakasi pamukla hafifge
stirtiilerek mekanik yolla tahrip edildi. Bu sekilde hazirlanan preparatlarda 5-HT ile
alian kasilma cevaplari iizerine asetilkolin (10 M) ilave edilmesi gevseme cevabi
olusturmadi. Endotelli dokularda ise asetilkolin ilavesinde serotonin kasilma yanitina

gore % 50°den fazla gevseme cevabi g6zlendi.
3.1. Deneysel prosediir:

[k ¢alisma grubunda bupivakainin endoteli saglam ve endotelsiz kardiyak
ven halkalarinda bazal tonus tizerine etkileri arastirildi. Bu amagla 5-HT ile kasilma
cevaplar1 alindiktan sonra asetilkolin ilavesiyle dokularin endotel biitiinliigii test
edildi. Dokular yikanarak dinlendirildikten sonra bazal tonus diizeyinde kiimiilatif

tarzda ilave edilen bupivakain (10® — 10* M) ile konsantrasyon-cevap egrileri elde

edildi.

Calismanin diger bolumiinde 5-HT ile kasilan endoteli saglam kardiyak ven
halkalarinda bupivakainin etkileri arastirildi. Banyoya 10° M 5-HT ilave edilerek
kasilma cevaplar1 alindi. Kasilma cevaplari maksimum diizeye ulagtifinda ortama
kiimiilatif tarzda bupivakain (10® — 10 M) ilave edilerek konsantrasyon-cevap
egrileri kaydedildi. Diger ¢alisma gruplarinda kiimiilatif bupivakain ilavesinden 6nce

dokular 20 dk siireyle nitrik oksit sentaz inhibitérii No-nitro-L-argininemethyl ester
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(L-NAME, 10° M) veya siklooksijenaz inhibitorii indometazin (10° M) ile inkiibe
edildi. On caligmalarda indometazin ¢ozeltisi hazirlamak i¢in kullanilan etanol

konsantrasyonunun etkisiz oldugu gozlendi.

3.2. Kullanilan Kimyasallar:

Bupivakain: Marcaine Flakon (Astra Zeneca)

Serotonin (5-HT): Sigma Aldrich, (St. Louis, MO, A.B.D); distile suda ¢oztldi.
L-NAME: Sigma Aldrich, (St. Louis, MO, A.B.D); distile suda ¢6ztld{i.
Asetilkolin: Sigma Aldrich, (St. Louis, MO, A.B.D); distile suda ¢oziildii.
Indometazin: Sigma Aldrich, (St. Louis, MO, A.B.D); etanolde ¢ozuldii.

Krebs-Henseleit Solisyonu (KHS) [mM]: NaCl 118.3, KCl 4.69, KH,PO, 1.18,
CaCl, 1.25, MgS0O4 1.17, NaHCO; 25.0, glikoz 11.1; pH:7.4 ; kimyasallar Sigma
Aldrich, (St. Louis, MO, A.B.D).

3.3. Istatistik:

Galismada kiimilatif olarak uygulanan bupivakain’in her bir konsantrasyonundan
sonra cevaplarda olusan degismeler 5-HT ile alinan maksimum kasilma cevabinin

%/’si olarak ifade edildi. Verilerin 6zetlenmesinde aritmetik ortalama+standart sapma

(Mean£SD) kullanildi.

Analizler bilgisayar ortammda SPSS 17.0 paket programi yardimiyla yiiriitiildii.
Verilerin normal dagilima uygunlugunu belirlemek igin tiim gruplara Shapiro-Wilk
testi uygulandi. Bu test sonucuna goére tiim grup verilerinin normal dagilima uygun
oldugu goriildii. Her bir gruptaki verilerin farkli konsantrasyonlar yoniinden
kargilagtirlmasinda tekrarlayan olgiimlerde ANOVA (Repeated Measures of
ANOVA), bu testin ikincil (post-hoc) testi olarak Bonferroni diizeltmeli bagimli
gruplarda Student t testi (Bonferroni-adjusted Paired Samples Student t Test)
kullanildi. Tekrarlayan olgtimlerde ANOVA analizlerinde p<0.05 oldugunda,
Bonferroni diizeltmesi uygulanan bagimli gruplarda Student t testi analizlerinde ise

p<0.017 oldugunda aradaki farkin istatistiksel olarak énemli oldugu kabul edildi.
11



4.BULGULAR

5-HT (10” M) kardiyak ven halkalarinda tekrarlanabilir nitelikte ve zamana
bagli degisim gostermeyen kasilma cevaplari olusturdu. Ven halkalarinin bazal
tonusu tlizerine bupivakainin etkilerinin arastirildigi boliimde, kiimiilatif tarzda
banyoya uygulanan bupivakain (10® — 10* M) dokularin bazal tonusunu etkilemedi.
Benzer sekilde endotel tabakasi tahrip edilen dokularda da kiimiilatif bupivakain

ilavesi dokularin bazal tonusunu degistirmedi.

5-HT (10° M) ile maksimum kasilma cevabi alindiktan sonra kiimiilatif
olarak uygulanan bupivakain diisiik konsantrasyonlarda (10% — 10° M) 5-HT’ye
bagli kasilma cevaplarini anlamli olarak azaltt1 (p<0,05). Bupivakain konsantrasyonu
(10° = 10* M) artirildiginda ise kardiyak ven halkalarinda kasilma gézlendi. 10* M
bupivakain ilavesinden sonra olusan maksimum kasilma 10° M 5-HT ile elde edilen

maksimum kasilma cevabina benzerdi (p>0,05 n=7; Sekil 3; Tablo 1).

Bupivakain 10°M

Bupivakain 10™ M

Kontrol n=10 81,71+£8,10 * 100,57+20,46
Indometazin n=10 86,40+7,06 84,80+9,98 *
L-NAME n=9 08,78+5,72 * 185,44+60,27 *

Tablo 1. 5-HT ile kasilan dana kardiyak veninde 10 ve 10 M bupivakain varliginda alinan cevaplar.

(10° M 5-HT ile alinan maksimum kasilmanin ytizdesi olarak ifade edilmistir.)

* 10 M 5-HT kasilmasina gore p<0,05

Organ banyosuna 10° M L-NAME ilavesi bupivakainin diisiik
konsantrasyonlarinda (10® — 10 M) olusan gevseme cevaplarini inhibe etti; 107 ve
10" M bupivakain varliginda ise ven halkalarinda kasilma meydana geldi ve bu

cevaplar kontrol 5-HT kasilmalarina gére anlamli olarak yiiksekti (Sekil 3, Tablo 1).
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Sekil 3.L-NAME ile inkiibe edilen dana kardiyak veninde bupivakain (10® — 10* M) ile alinan
cevaplar. ( Bupivakain cevaplar1 10° M 5-HT ile alinan maksimum kasiimanin %’si olarak ifade

edilmistir, n=9)
*10° M 5-HT kasilmasina gore p<0,05

Indometazinle 10 M inkiibe edilen dokularda 10 — 10° M araliginda verilen
bupivakain, kontrol dokulardakine benzer sekilde, doza bagl olarak artan gevseme
cevaplari olusturdu. Bupivakainin yiiksek dozlarinda gozlenen kasilma cevaplari ise

indometazin varliginda inhibe edildi (n=10 p<0.05 Sekil 4, Tablo 1).
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Sekil 4. indometazin ile inkiibe edilen dana kardiyak veninde bupivakain (10® — 10 M) ile alinan

cevaplar. ( Bupivakain cevaplart 10° M 5-HT ile aliman maksimum kasilmanin %’si olarak

hesaplanmistir, n=10) * 10° M 5-HT kasilmasina gore p<0,05
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S. TARTISMA

Bu in vitro ¢aligmada; dana kardiyak ven preparatlarinda bupivakainin etkileri
bazal diizeyde ve serotonin ile ©nkasilma uygulanan dokularda calisiimistir.
Triptofan aminoasidinin triptofan hidroksilaz enzimi ile katalizlenmesi sonucu
olusan 5-HT, damar diiz kas hiicrelerindeki 5-HT reseptorlerini etkileyerek kasilma

olusturur ve buna en duyarh damar segmenti ven ve veniillerdir.

Kiimiilatif olarak uygulanan bupivakain, serotonin ile kasilan dana kardiyak
ven halkalarinda diisiik dozlarda gevseme, yiiksek dozlarda ise kasilma tarzinda
konsantrasyona bagimli bifazik cevaplar olusturmus ve ortama L-NAME ilavesi
bupivakaine bagli gevsemeleri azaltirken kasilma cevaplarini artirmistir. indometazin
bupivakaine bagli gevseme cevaplarini etkilemeksizin sadece kasilma cevaplarini
inhibe etmis, endotelsiz dokularda ise bupivakain etki olusturmamistir. Bupivakain

endotelli ve endotelsiz kardiyak ven halkalarinin bazal tonusunu degistirmemistir.

Bupivakain ve diger amid yapili lokal anesteziklerin vazoaktif etkileri
caligilan dokuya, tiire ve deneysel prosediire gore farklilik gostermektedir. Izole
sican aortunda kiimiilatif olarak uygulanan bupivakainin bazal tonusu doza bagiml
olarak artirdig1 gosterilmistir (38). In vivo sigan kremaster kas arteriyollerinde ise
bupivakain diisiik dozlarda kasilma yiiksek dozlarda ise gevseme cevaplar
olusturmustur (39). Gherardini ve arkadaglarinin (1995) insan mamarian ve radyal
arterlerinde yaptiklar1 bir ¢alismada da amid grubu lokal anesteziklerden ropivakain
ve lidokainin  diisiik konsantrasyonlarda kasilma olusturdugu, yiiksek
konsantrasyonlarda ise maksimum kasilmanin azaldign gosterilmis ve endotel
tabakasinin zedelenmesi kasilma cevaplarini etkilememistir (40). Levobupivakain ve
ropivakainin insan umbilikal arter ve ven preparatlarinda etkilerinin arastirildigi bir
¢aliymada her iki lokal anestezik ilag da dokularda kasilma olusturmus ve endotelli
ve endotelsiz dokularda kaydedilen kasilma cevaplari arasinda bir fark
bulunmamigtir (41). Lokal anesteziklerin vaskiiler tonusu artirdigini gésteren bu
calismalara karsin dana kardiyak veninde yaptigimiz ¢alismada kiimiilatif olarak
uygulanan bupivakain endotelli ve endotelsiz dokularin bazal tonusunu
degistirmemistir. Bulgularimizla uyumlu olarak Bariskaner ve arkadaslarinin (2003)
yaptiklari ¢alismada da bupivakain insan umbilikal arter seritlerinde bazal tonusu

etkilememistir (36).
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Lokal anestezikler farkli kasici maddelerle tonusu artirilmis damar
preparatlarinda kasici ya da gevsetici etkiler olusturmaktadir. Kopek femoral arter ve
venlerinde bupivakain ve ropivakainin etkilerinin arastirildig1 bir ¢alismada; her iki
lokal anestezik de fenilefrinle kasilan arterlerde anlamli kasilma olusturdugu halde
venlerde gevseme yapmustir (42). Calismamizin diger boliimiinde 5-HT ile kasilmig
endotelli ve endotelsiz kardiyak ven halkalarinda bupivakainin etkileri arastirilmistir.
Endoteli saglam dokularda 5-HT’ye maksimum kasilma cevabi alindiktan sonra
uygulanan bupivakain diisiik konsantrasyonlarda (10°-10° M) gevseme, yiiksek
konsantrasyonlarda ise (10°-10* M) ise kasilma olusturmustur. Bupivakaine bagh
kasilma cevaplar ile 5-HT ile alinan maksimum kasilma cevaplari arasinda anlamli
bir fark bulunmamistir. Calismamizda diisiik konsantrasyonlarda bupivakainin
gevseme olusturmasina karsin; bir g¢alismada insanlara intradermal uygulanan
bupivakain ve lignokainin diisiik konsantrasyonda kasilma yiiksek konsantrasyonda

ise gevseme seklinde bifazik etkileri olusturdugu gosterilmistir (30).

Damar endotel hiicrelerinden saliverilen maddeler lokal anestezik ilaglarin
etkisini degistirebilmektedir. Endotel hiicrelerinde L-arjininden nitrik oksit sentaz
enziminin etkimesiyle olusan nitrik oksitin diiz kas tabakasinda guanilat siklazi
aktive ederek gevseme olusturdugu ve nitrik oksit sentazi bloke eden maddelerin bu
gevseme cevaplarinl inhibe ettigi bilinmektedir (16). Calismamizda, nitrik oksit
sentaz inhibitérii L-NAME ile inkiibe edilen kardiyak ven halkalarinda bupivakain
gevseme olusturmamig, yiiksek bupivakain konsantrasyonlarinda ise kasilma
cevaplarinda anlamli artis oldugu saptanmistir. Buna karsin, endotelsiz dokularda
bupivakain 5-HT’ye bagli kasilma cevaplarim etkilememistir. Bu bulgu,
bupivakainin etkilerinin endotele bagimli oldugunu; endotel tabakasindan saliverilen
nitrik oksitin kiimiilatif olarak verilen bupivakainin diisiik dozlarinda olusan gevseme
cevaplarina aracilik ettigini ve yiiksek dozlarinda olugsan kasilma cevaplarini ise
modiile ettigini gostermektedir. Endotel hiicrelerinde sentezlenen nitrik oksitin lokal
anesteziklerin vaskiiler etkilerini degistirdigi sigan aortunda yapilan diger bir
calismada da  gosterilmistir.  Arastirmacilar, dokularin  endotel tabasiin
zedelenmesiyle veya ortama L-NAME ilavesiyle levobupivakaine bagli kasilma
cevaplarinin arttigini yayinlamis ve endotelyal nitrik oksitin levobupivakaine bagl
kasilmalar1 azalttigini 6ne stirmiislerdir (25). Buna karsin, noradrenalin ile kasilan

tavsan mezenterik veninde yapilan diger bir ¢alismada ise bupivakain ve lidokain
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diisik konsantrasyonlarda kasilmalarda artis yiiksek konsantrasyonda ise gevseme
olusturmus ve ortama L-NAME ilavesi bu etkileri degistirmemistir (43).
Bupivakainin endotelsiz dokularda da gevseme olusturdugu gosterilmistir. Ok ve
arkadaslarinin (2014) sigan aortunda yaptig1 bir ¢alismada farkli 6nkasict maddeler
uygulanarak kasilma olusturulan endotelsiz dokularda bupivakain gevseme
olusturmus ve fenilefrine kiyasla KCl ile kasilan dokularda yiiksek doz bupivakainin
daha fazla gevseme yaptigi yayinlanmistir. Arastiricilar, bu gevseme cevaplarinin
kalsiyuma duyarhiligin azalmasi ve kismen voltaja bagl kalsiyum kanallarinin

inhibisyonu ile iligkili oldugunu 6ne siirmiislerdir (44).

Damar tonusunu etkileyen endotel kaynakli diger maddeler arasidonik asit
metabolizmasinin  son  irlinii  olan prostanoidlerdir. Endotel hiicrelerinde
siklooksijenazin aktivasyonu ile olusan prostasiklin gevseme yaparken tromboksan
damarlarda kasilma olusturmaktadir (13). Calismamizda dana kardiyak veninde
bupivakainin etkilerinde prostanoidlerin roliinii arastirmak igin siklooksijenaz
inhibitdrii indometazin kullanilmigtir. Dokularin indometazin ile inkiibe edilmesi
bupivakaine bagli gevseme cevaplarini etkilememis ancak kasilma cevaplarini inhibe
etmistir. Bupivakaine bagli kasilma cevaplarinin indometazin varhginda inhibe
olmasi kasilma cevaplarina endotel hiicrelerinde siklooksijenaz aktivasyonuyla
olusan {irtinlerin aracilik ettigini gdstermektedir. Bulgularimizla uyumlu olarak;
indometazin endoteli saglam sigan aortunda levobupivakaine bagli kasilma
cevaplarim azaltmigtir (25). Ayrica amid yapili lokal anesteziklerden olan
mepivakainin sigan aortunda, ropivakainin perfiize fare mezenterik arterinde ve sigan
aortunda olusturdugu kasilma cevaplarinda da siklooksijenaz yolaginin rol oynadigi

gosterilmistir (24, 45, 46).
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6.SONUC ve ONERILER

Sunulan bu ¢aligmada bupivakainin dana kardiyak ven preparatlarinin bazal tonusunu
etkilemedigi, 5-HT ile onkasilma uygulanan dokularda ise gevseme ve kasilma
tarzinda bifazik cevap olusturdugu goézlenmis, endotelden saliverilen NO’in
bupivakainin gevsetici etkilerinde, sikloooksijenaz iiriinlerinin ise kasici etkilerinde

rol oynadig1 saptanmistir.

Endojen olarak bulunan diger vazokonstriktor ajanlar varliginda bupivakainin

etkileri ve etki mekanizmalarinin incelenmesi amaciyla yeni ¢alismalar yapilabilir.
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