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I. GIRIS

Notrofil membranindaki nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (NADPH)
bagimli oksidaz sisteminin aktivasyonuyla siiperoksit radikali olugmakta ve
ekstraseliller ortama saliverilmektedir. Bu enzim aktive edildiginde, oksijenin
stiperoksit radikaline rediiksiyonu hizli bir gekilde katalizlenir ve siiperoksitin
dismutasyonu ile de hidrojen peroksit olugur. Siiperoksit radikalinin kendisi toksik
olabilecegi gibi notrofil ve monositlerin azurofilik graniillerinde yogun olarak
bulunan miyeloperoksidaz (MPO) enzimi tarafindan hidrojen peroksitin halidler
(klorid, Cl) ile reaksiyonu sonucu olusan hipohaloz asit (hipokloréz asit)
stiperoksitin toksisitesine aracilik eder™. Siiperoksit radikali ve hidrojen peroksit
etkileserek Haber-Weiss reaksiyonuyla hidroksil radikalini olusturur®'. Stimiile
edilen insan notrofillerinden serbest radikallerden farkli bir biyosentetik yolakla
NO saliverildigi de bildirilmistir®. NO, eslenmemis elektron icerdigi icin
siiperoksitle hizla reaksiyona girer ve kuvvetli oksidan peroksinitriti olusturur.
Peroksinitrit ise hidroksil ile nitrojen dioksit radikallerini olusturma

yetenegindedir®.

Bugiine kadar kemiliiminesans (KL) yontemiyle farkli ilaglarin
antioksidan aktiviteleri gosterilmistir ancak lokal anesteziklerin antioksidan

aktiviteleriyle ilgili yapilan gahigmalar kisith sayidadir'® 40 46 47 8

. Yapilan
caligmalarda, bazi lokal anesteziklerin lokositlerde siperoksit olusumu ile

lizozomal enzim saliverilmesini ve adhezyonunu inhibe ettikleri igin lokal



anesteziklerin 16kositlerin fonksiyonlarinin belirlenmesinde iyi bir sistem
olabilecegi bildirilmigtir** > Mikawa ve ark’ klinik olarak kullamlan
konsantrasyonlardan gok yiiksek konsantrasyonlardaki lidokain ve mepivakainin
insan notrofillerinde in vitro olarak superoksit, hidrojen peroksit ve hidroksil
olusumunu azalttigim1 gostermiglerdir. Yine bagka caligmalarda da lidokainin
membran stabilize edici ozelligi ile lipid peroksidasyonuna neden olan sitotoksik
reaktif oksijen tiirlerini (ROT) uzaklastirdig 6ne siiriilmiigtiir' ', Fakat lidokain
digindaki lokal anesteziklerin antioksidan etkileri ile mekanizmasi1 yaninda, lokal
anesteziklerin peroksinitrit gibi reaktif tiirlerle direkt olarak reaksiyona girip

girmedigine iligkin bir aragtirma hentiz bulunmamaktadir.

Bu caligmada degisik kimyasal yapilara sahip olan ve lokal anestezik
olarak kullanilan lidokain, prilokain, bupivakain, artikain ve tetrakainin insan
izole lokositlerinden saliverilen serbest radikaller ve ROT tizerindeki etkilerinin
KL yontemiyle arastirilmasi amaglanmustir. Bu lokal anesteziklerin hiicresiz
ortamda kimyasal veya enzimatik yolla olusturulan radikaller ve metabolitler
tzerine etkileri de aragtirilarak olusan etkilerin lokosit diizeyinde mi yoksa
saliverilen radikal ve metabolitler tizerinde direkt bir etki sonucunda mi oldugu

gosterilmeye c¢aligiimistir.



II. GENEL BIiLGILER

IL 1. Serbest Radikaller ve Kaynaklari:

Dis yoriingelerinde bir veya daha fazla eslenmemis elektron igeren tiirler
serbest radikal olarak tamimlanmaktadir. Stabil degillerdir, kisa yar1 6miirleri
vardir ve olduk¢a reaktiflerdir. Serbest radikallerin birgok hastaligin
patogenezinde rol aldig1 bilinmektedir'> *" *2. Son yillarda ROT terimi, serbest
radikaller yaninda hidrojen peroksit, hipokloréz asit ve singlet oksijen gibi bir
veya daha fazla eslenmemis elektron icermeyen fakat hiicre digi ve hiicre igi
ortamda serbest radikal olugturma kapasitesine sahip molekiilleri de igerecek

sekilde genisletilmigtir*®.

ROT olusumu, endojen antioksidanlarin kapasitesini asinca  gesitli
mekanizmalarla doku hasari olugur. Bunlar arasinda DNA hasari, lipid
peroksidasyonu, protein hasari, enzim oksidasyonu, hiicre igi tiyol bilesiklerinin
tiketimi ve niikleer faktér kB aktivasyonuyla monosit ve makrofajlardan
proinflamatuar sitokin saliverilmesini stimille etmek sayilabilir. Birgok ROT,
oldukga kisa yar1 6mre sahip olmalarina kargin serbest radikal zincir reaksiyonunu

baslatarak doku hasarina yol agabilir’®.

IL 1. 1. Siiperoksit Anyonu:

Oksijen molekiiliiniin fazladan elektron almasiyla olusur.

T.C. YOKSEKOGRETIM KURDLU
DOKOMANTASYON MERKEZ}
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ROT, hiicresel metabolizmanin normal Uriinleri olarak sirekli
olugsmaktadir. Oksidatif fosforilasyon sirasinda mitokondriyal sitokrom oksidaz
enzimi ile molekiiler oksijen 4 elektron alarak suya indirgenir. Bununla birlikte bu
yolaktan oksijenin yaklagitk %1-5’1 sizarak enzimatik olmayan basamakli ve her
basamakta tek elektronun kullanildig: bir bagka yolaga girerek toksik ara riinler
olustururlar. Bu reaksiyonlarin ilkinde siiperoksit olusur’®. Fakat inflamasyonda
en Onemli siperoksit kaynagi aktive notrofiller ile makrofajlardir ve daha az
Olgiide eozinofiller, monositler ve lenfositlerdir. Noétrofil, makrofaj gibi
fagositlerde stiperoksit olusumu membrandaki NADPH oksidaza baghdir (Sekil
1). Bu oksidaz kronik graniilomatoz hastaliginda fonksiyonel degildir ve bu
hastalarda nétrofiller opsonize bakteriyi alirlar fakat 6ldiiremezler® *°,

2NADPH + 20, [NADPHOidz 5 NADP + 2H" +2°0;

Nitrik oksit sentazin bilinen 3 izoformunun, substrat veya baz
kofaktorlerin yoklugunda oksijenden siiperoksit olusturdugu gosterilmigtir” 7> %
Superoksitin hidroksil radikaline oranla reaktivitesi daha zayiftir, membranlan
gecemez ve az sayida hiicresel hedeflere hasar verir. Genel reaktivitesi siurlidir
ve sadece NO gibi birkag bilesikle hizli reaksiyona girer. Spontan olarak sulu
ortamda hidrojen peroksit ve singlet oksijene dismutasyonu sonucu hiicre hasar

olusturur.

Oy + Oy +2H ————p H,0,+'0,



Sekil 1. Notrofillerden serbest radikal saliverilmesi. Notrofillerin stimilasyonu
NADPH oksidaz enziminin aktivasyonuna, siiperoksit (O;") saliverilmesine ve
miyeloperoksidaz (MPO) enziminin sekresyonuna yol agar. Notrofillerden nitrik
oksitin (NO) simultane olusumu peroksinitrit (ONOQ") ve nitrit (NO7") olusumuna

neden olur.



Superoksit, metal iyonlarinin katalize ettigi reaksiyonlarla hidrojen
peroksit ile reaksiyona girerek hidroksil radikaline dontigiir (Haber Weiss

reaksiyonu)'2.
.02- + H202 Fe veya Cu ‘OH + OH + 02
_.___»

Suiperoksit nitrik oksitle etkilesip, peroksinitrit ve hidroksil radikali
olusturabilir. Stperoksitin DNA veya proteinlerle direkt reaksiyona girip
girmedigi kesin degildir. Siiperoksitin ortamdan uzaklagtirilmasi spontan olarak
veya siiperoksit dismutaz (SOD) ile hidrojen peroksite dismutasyonuyla olusur.

20, +2H 22 3 H,0, + O,

IL. 1. 2. Hidrojen Peroksit

Hidrojen peroksit fagositlerden saliverilen siiperoksitin dismutasyonuyla
olusur ve birgok fizyolojik fonksiyona sahiptir. Ksantin oksidaz, glikopirolat gibi
bazt enzimler direkt olarak hidrojen peroksit olustururlar’®. SOD tarafindan
olusturulan hidrojen peroksit daha ¢ok hiicre igi ortamda bulunan katalaz enzimi
ile suya ve oksijene donistirilir.

2 H,0, X4 o 2H,0 + 0,

Hiicre dig1 ortamda katalazin gorevini daha ¢ok selenyum bagimli enzim
olan glutatyon (GSH) peroksidaz tistlenir.

2GSH + H,0, _SSHpercksidz o GSSG + 2 H,0




Hidrojen peroksit zayif bir oksidan olmasina karsin, hiicre membranindan
kolayca difiize olabilme yeteneginden dolayr hasar olugturucu potansiyeli
yuksektir. Fenton reaksiyonuyla metal iyonlarinin bulundugu yerlerde hidroksil
radikaline bagl doku hasar1 olusturur. Hidrojen peroksit proteinlerin tiyol
gruplarini okside eder, hiicre i¢i olaylan indiiklemesinden dolay: metabolik sinyal

olarak etki gosterebilecegi ileri siiriilmiigtiir’>.

IL 1. 3. Hidroksil Radikali
En reaktif okside edici radikaldir ve in vivo kosullarda 10° M s gibi
yuksek bir reaksiyon hiziyla hemen hemen her molekiile saldirir.

Fe> + H,0, ———  Fe™ + 'OH + OH

Hidroksil radikali lipid peroksidasyonu olarak bilinen klasik serbest
radikal zincir reaksiyonunu baglatabilir. Membran fosfolipidlerinin yaninda
hidroksil radikali olustugu zaman peroksil radikali, lipid peroksitler gibi radikaller
olusturur. Hidroperoksitlerin birikmesi membran fonksiyonunu bozabilir ve
sitotoksik aldehitler olugturabilir’®. Lipid peroksidasyonu-nun son Uriinleri olarak

PGF; benzeri bilegikler olusabilir®.



IL 1. 4. Lipid Peroksil Radikali

Reaktif serbest radikaller ve metabolitler membrandan bir hidrojen
uzaklagtinlmastyla lipid peroksidasyonunu baglatirlar. Olusan lipid radikal (L)
oksijenle reaksiyona girerek lipid peroksil radikalini (LOO’) olusturur.

L+ O p LOO
LOO +LH —» LOOH+L

Lipid peroksil radikali bagka bir lipidden (LH) hidrojen atomunu
uzaklagtirir ve lipid hidroperoksit (LOOH) ile bagka bir lipid radikali olugturur.
Bu zincir reaksiyonunun NO’un lipid peroksil radikali ile etkilegserek inhibe ettigi
gosterilmigtir®.

LOO + NO —»LOONO ———p LONO;,

IL 1. S. Nitrik Oksit ve Peroksinitrit

Fagositik hiicrelerde L-arjininden NO olustugu bilinmektedir®®. NO
prekirsorii L-arjinin ve NO donorleri 16kositlerden ROT saliverilmesini inhibe
ederler' '*. Bu etki muhtemelen direkt olarak NADPH oksidaz inhibisyonuna
baghdir®. Nitrik oksitin siiperoksitle reaksiyonu peroksinitrit iizerinden hidroksil
ve nitrojen dioksit radikallerini olugturur® *°. Peroksinitrit proteinlerdeki veya
serbest haldeki tirozini orto pozisyonundan nitrolayarak 3-nitrotirozinin olusturur.
Peroksinitrit notrofillerde etkin bir “priming” ajandir ve bu etkisine tirozin

. g, . . . 0
rezidiilerinin nitrasyonu aracilik eder®.



IL 1. 6. Hipokloriz Asit :

Hipokloroz asit notrofillerden ve monositlerden saliverilen MPO
enziminin hidrojen peroksit tizerine etkisiyle olugur ve hiicre digina saliverilir.
MPO inhibitérii olan azit ile olusumu engellenebilir'®.

H,0, +CI' + H_™° 5 HOCI + H,0

Eozinofiller tercihen bromiirii okside eden ve HOBr olugturan benzer bir
enzim olan eozinofil peroksidaz igerir. Endojen aminlerle reaksiyona girerek
kuvvetli oksidan ve bakterisit etkili kloraminleri olustururlar. HOCI’in, nitrit ile
reaksiyona girerek nitril klorid (CI-NO), klorin nitrit (CI-ONO) ve NO gibi radikal
ve reaktif ara driinler olusturdugu gosterilmistir'® . Hipohaloz asitler kuvvetli
antibakteriyel etkiye sahip olmalarina ragmen disik konsantrasyonlarda baz
proteinlerin fonksiyonlarim bozarlar’®. Yiiksek konsantrasyonlarda ise hiicre
lizisine yol agarlar. Hiicre membraninda tiyol gruplart kuvvetli oksidandir ve
membran transport sistemlerini inhibe ederler ve de tirozin rezidiilerinin

klorlanmasina neden olurlar*?.

IL 1. 7. Singlet Oksijen

Serbest radikal olmasina kargin kuvvetli oksidan bir ajandir ve birgok

molekulle etkilesir. Membran lipidlerine etki ederek peroksitleri olugturur. NO ve

hidrojen peroksitin etkilesmesiyle de singlet oksijen olugabilmektedir'” >,
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II. 2. Serbest Radikallerin Kemiliiminesans (KIL.) Yoéntemiyle

e

Olgiilmesi

Serbest radikal reaksiyonlarinin in vivo olarak olguldigu birgok yontem
vardir’*, Kararsiz durumdaki uyarilmig bir atom veya molekil temel enerji
diizeyine donerken fazla enerjisinin tiimiinii veya bir kismini 151k seklinde atabilir.
Boylece sistemden genel olarak “luminesans” olarak adlandirilan 151k yayilmasi
gozlenir. Atom veya molekiil gerekli uyarilma enerjisini kimyasal bir tepkimeden
sagliyorsa gozlenen luminesansa “kemiluminesans” (KL) adi verilir’™ 8. KL
yontemi 151k, sicaklik, pH, hiicre konsantrasyonu, yaslilik ve kullanilan prob
konsantrasyonu gibi ¢esitli faktérlerden etkilenebilir. Bu yontem submikromolar
dizeyde olgim yapabilecek duyarhliga sahiptirr Tek bir prob veya
kombinasyonuyla hizli ve basit bir Olgiim saglanabilmektedir. Problarin

kullanildiklari konsantrasyonlarda hig bir toksisitesi saptanmamigtir®,

IL. 2. A. KL Yonteminde Kullanilan Problar:

Solunum patlamasi swrasinda yayilan diigik miktardaki 151k ancak foton
sayicilarla tayin edilebilir. Bu nedenle diigik miktardaki KL sinyalini artirmak
i¢in toksik olmayan,' okside olma o6zelligine sahip luminol (5-amino-2,3-dihidro-
1,4-fitalazin-dion), lusigenin (bis-N-metil akridinyum nitrat), izoluminol (5,6-
diamino-2,3-dihidro-1,4-fitalazin-dion), lusiferin analoglari, penilin G, lofin ve
LO12 gibi substratlar tanimlanmigtir. Bu problarla artirilmig KL’sin baslica
avantaji her olgiimde daha az sayida hiicreye gereksinim olmast ve farkli deney

gruplarinin dogru bir sekilde kargtlastirilmasina olanak vermesidir™*’.

TC ISEKOGRETIV KTRTLY
DOKUMANTASYON MEREGZT
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II.2.1. 1. Luminol:

Luminol KL’si igin 6nce a-hidroksi-hidroksi peroksit olarak tanimlanan
luminoliin bir basamak oksidasyonu ile olusan luminol radikali ve daha sonraki
basamakta bu anahtar aracilar dekompoze olmaktadi®™® *. ik basamak
oksidanlarin tipine, eklenen kimyasal maddelere, tampon soliisyon ve pH’ya
bagimliyken, son basamak sadece sistemin pH’sina baglidir®’. Luminoliin
olusturdugu luminesansda iz kisitlayici basamak pH bagimli olan endoperoksitin
dekompozisyon olayidir. Fakat luminoliin reaktif radikal formu tek degerli

luminoliin oksidasyonu ile olugur® (Sekil 2).

Polimorfoniikleer l6kositlerde (PMNL) luminol KL’si MPO - H,0,
bagimhidir'. Luminoliin kendisi siiperoksit radikali igin kaynak olusturdugundan,

siiperoksit tayininde giivenilir bir prob olarak kabul edilmemektedir®®>¢.

I5. 2. 1. 2. Lusigenin:

Lusigenin KL’si iginse, lusigeninin bir basamak indirgenmesi ile olusan
lusigenin radikali olugmaktadir. Liiminesans veren bilesigin radikal formu serbest
radikallerle reaksiyona girerek 15tk olusturdugundan lusigenin KL’si da
luminoliinkine benzer. Fakat lusigeninin reaktif radikal formu tek degerli

lusigeninin rediiksiyonu ile gerceklesir®® (Sekil 3).
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IL 2. 1. 3. izoluminol:

Izoluminol, kimyasal yapisi yoninden luminolden sadece fitalat
halkasindaki amino grubunun konumu yoniyle farklilik gosterir. KL olugturma
bakimindan ise farklilik géstermez ancak amino grubunun aromatik halkadaki ilk
karbon atomundan daha uzakta lokalize olmasi molekiilin daha hidrofilik
olmasina ve bunun sonucunda izoluminol molekiiline kargi biyolojik
membranlarin gegirgen olmamasina neden olur. Bu nedenle izoluminol sadece

hiicre digt ROT nin tayininde kullamhir®.
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IL 3. Antioksidanlar

ROT’nin olusjumu ve sonucunda geligen hasar1 6nlemek igin viicutta
gelistirilmig olan savunma mekanizmalart “antioksidan savunma sistemleri”
olarak bilinir’® **. Antioksidanlar diisiik konsantrasyonlarda bile okside olabilme
potansiyeline sahip bir maddenin oksidasyonunu ya belirgin sekilde 6nler ya da

geciktirirler”.

Normal aerobik metabolizma yoluyla bir ¢ok hiicrede oksijen ve
metabolitleri olugurken, patolojik durumlarda bu olusum daha da artar ve oksidan
olusumu endojen antioksidan mekanizmalar1 astifi zaman doku hasan geligir .
Oksidatif aktivitenin arttig1 bir ¢ok patofizyolojik durum ve hastalik vardir.
Omegin; ateroskleroz, iskemi-reperflizyon hasari, transplantasyon, diabet,
inflamasyon, romatoid artrit, inflamatuar barsak hastaligi, pankreatit, kanser,
norolojik hastaliklar, hipertansiyon, goz hastaliklan, ilag toksisitesi, akciger
hastaliklari, AIDS, hematoljik hastaliklar ve egzersiz bunlar arasinda sayilabilir*®,
Normalde kanda ve hiicrelerde lipid peroksidasyonunu indiikleyen serbest radikal
zincir reaksiyonunun bloke edilmesiyle serbest radikal hasart azaltilmaya

59, 73

caligihr . Yiiksek oranda serbest radikallerin olusumu hiicre Sliimiine veya

apoptozise neden olur. Antioksidan enzim sistemleri mitokondri ve sitozolde
bulunmaktadir. Potansiyel antioksidan savunma sistemleri dogal antioksidanlar,

vitaminler ve antioksidan aktivitesi olan sentetik ajanlari igermektedir®™ *®.
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IL 3. 1. Enzim Antioksidanlar

Bunlar SOD, katalaz ve GSH peroksidazdir. Hiicre igi ortamda
oksidanlarin rediiksiyonunu katalizler®®. SOD siperoksit radikalinin hidrojen
peroksite dismutasyonunu katalizler ve hidroksil radikali olusturmak igin ortamda
hidrojen peroksitle reaksiyona girecek siiperoksit radikalini ortadan kaldirir. Bir
metalloprotein olan katalaz, hidrojen peroksitten su ve oksijen olusumunu katalize
eder. GSH peroksidaz sitozol ve mitokondride SOD tarafindan olusturulan
hidrojen peroksiti ortadan kaldiran baslica enzimdir. Selenyum igeren GSH

peroksidaz, katalitik fonksiyonlar igin gerekli hidrojen peroksiti ortadan kaldirir®.

IL 3. 2. Onleyici Antioksidanlar

Bu antioksidanlarin biyiik ¢ogunlugu hiicre digindadir. Demir ve bakir
gibi gec¢is metalleri eslenmemis elektron igerirler ve hizli bir sekilde serbest
radikallerle reaksiyona girerler. Bir ¢ok viicut sivisinda bulunan demir baglayici
protein laktoferrinin, demiri baglamasiyla serbest radikal olusumu 6nlenmis olur.
Bakir tagtyici protein olan seruloplazmin de aym gekilde bakirt baglayarak
oksidan olusumunu O6nler. Sentetik bir demir selatérii olan desferrioksamin,
demirle indiiklenen lipid peroksidasyonunu inhibe eder. Asir1 demir iyonu
sitotoksik oksijen radikallerinin 6zellikle de hidroksil radikali iizerinden membran
lipid peroksidasyonunu artirir. Demir gelasyon tedavisinin doku hasarinin
azalmasinda etkili olabilecegi ileri sirilmektedir. Desferrioksaminin peroksil

radikalini siipiiriicii etkisi vardir. Lipid zinciri kiric1 antioksidan olarak etki eder*®.
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IL 3. 3. Siipiiriicii Antioksidanlar

Siipiiriicii antioksidanlar hem hiicre i¢i hem de hicre diginda lokalize
olmuglardir. Tokoferol ve karotenoid, lipidde ¢oziinir ve peroksil radikalini
yakalayarak lipid peroksidasyon zincir reaksiyonunu bloke ederler. Piirin
metabolizmasinin son {riini olan drat, viicut sivilarinda yaklagtk 0.4 mM
diizeyinde bulnur. GSH, insan hicrelerinde mM konsantrasyonda olusur fakat
¢ok az miktarda plazma ve diger viicut sivilarinda bulunur. GSH, irat, a-tokoferol
ve askorbat katalitik olmayan bir reaksiyonla serbest radikalleri ortadan

kaldirirlar®®.

Dihidrolipoik asit, silfidril grubu igeren bir rediiktandir. Superoksit,
hidrojen peroksit ve hidroksil radikaline karsi antioksidan etkinlik gosterir.
Dihidrolipoik asit membranda peroksil radikalinin potent siipiriiciisii olarak lipid
peroksidasyonunu 6nler. Ozellikle hipokloréz asite karst etkilidir. Vitamin E ve
askorbat gibi diger antioksidanlarin antioksidan potensini artirir. Salisilatlar ve

bundan tiireyen aminosalisilik asit de efektif serbest radikal siipiriiciilerdendir®.

IL. 3. 4. Ksantin Oksidaz Inhibitorleri
Ksantin oksidaz enzimi iskemik dokunun reperfiizyonu sirasinda
superoksit radikalini olusturur. Allopiirinol gibi ksantin oksidaz inhibitorleri

reperfiizyon hasarindan korumada bazi hayvan modellerinde kullaniimigtir*®.
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IL. 4. Lokal Anestezikler
Lokal anestezikler sodyum kanallarim1 kullanan, sinir aksonlan ve diger
uyarilabilen membranlar boyunca sinir iletimini geri doniigiimlii olarak bloke eden

ilaglardir*'.

Pek ¢ok lokal anestezik ajan, genelde tersiyer amin yapida iyonize
olabilen bir gruba ve ester veya amid igeren ara zincirle baglanmig siklikla bir
aromatik halka olan lipofilik gruptan olusur. Optimal aktivite i¢in bu gruplarin

lipofilik ve hidrofilik giigleri arasinda bir denge gereklidir*.

H
7
@-—NHCOCH —N

\CH;; C3Hy

A

Aromatik halka (lipofilik)- ara zincir — tersiyer veya sekonder amin (hidrofilik)

Lokal anestezikler zayif bazlardir. Terapétik uygulama igin erirlik ve
stabilite nedenleri yiiziinden genellikle suda eriyen hi&roklorﬁr tuzlart halinde
kullamlirlar. Viicutta ya yiiksiiz bazlar ya da katyonlar halinde bulunurlar. Bu iki
formun relatif oranlar: pKa ve viicut sivilarimin pH’lar1 ile belirlenir*.

yilksliz form

Log = pH (dokunun) - pKa (ilacin)

katyonik form
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Pek ¢ok lokal anestezigin pKa dggeri 8.0-9.0 arasinda degistigi icin
fizyolojik pH’da viicut sivilarinda daha fazla oranda yuklii halde yani katyonik
formdadir. Katyonik formun reseptor bolgesindeki en aktif form oldugu
dustinilmektedir. Katyonik ilag, kapali kanallar1 kolaylikla gecemez. Ana yiiksiiz

form ise biyolojik membranlara izl penetrasyon igin gok 6nemlidir*.

Lokal anestezikler genellikle bloke edilecek sinir liflerinin oldugu bélgeye
injeksiyonla uygulanirlar. Boylece emilim ve dagilim, anestezinin baglangi¢ hizin
etkilemede onemli rol oynamaz. Ancak lokal anesteziklerin topikal
uygulamasinda anestezik etkinin hem baglamasi hem de sonlanmasi igin ilacin

difiizyonu gereklidir®'.

Uygulama bolgesinden enjekte edilen lokal anestezigin sistemik emilimi
doz, enjeksiyon bolgesi, ilag-doku baglanmasi ve ilacin fizikokimyasal ile
farmakolojik ozellikleri gibi bir gok faktor tarafindan degigir. Damarlardan zengin
olan trakea mukozasina lokal anestezik uygulamast daha hizli emilim ve kan
diizeyine neden olurken, tendonlarda bu kadar hizli emilim gozlenmez. Lokal
anesteziklere vazokonstriktorlerin eklenmesi bazi lokal anesteziklerin etkilerini

uzat1r76.

Amid lokal anestezikler intraven6éz bolus uygulamadan sonra yaygin
olarak dagilir. Sekestrasyon yag dokusunda meydana gelir. Baglangigta hzla

beyin, karaciger, bobrek ve kalp gibi perfiizyonu fazla olan organlara, daha sonra
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da kas ve barsak gibi az perfiize olan organlara dagilir. Ester yapililarin ise plazma

yarilanma 6mrii kisa olduundan doku dagilimlar1 bilinmemektedir®'.

Lokal anestezikler karacigerde veya plazmada suda erirligi fazla olan
metabolitlere doniigiir ve idrarla atilirlar. Ester yapili lokal anestezikler
butirilkolinesteraz (psddokolinesteraz) tarafindan kanda hizla hidrolize olur. Amid

yapida olanlar karaciger mikrozomal enzimleriyle hidrolize olur*.

Lokal anestezikler sinir impulslarinin olusumu ve iletimini bloke ederler.
Esas etki bolgesi hiicre membramdir. Lokal anestezikler membranin hafif
depolarizasyonu ile olusturulan Na"ya karsi uyarilabilir membranlardaki asin
miktarda gegici artigt onleyerek iletimi bloke ederler. Lokal anesteziklerin bu
etkisi voltaj duyarh sodyum kanallariyla direkt olarak etkilesmesine baglidir.
Sodyum kanallarina ek olarak lokal anestezikler diger membrana bagh

proteinlere de baglanabilirler, 6zellikle de K* kanallarini da bloke edebilirler®.

Lokal anestezikler kimyasal yapilarina gore amid yapililar, ester yapililar
ve digerleri seklinde ti¢ gruba ayrilirlar. Ester yapili olanlar grubunda kokain,
prokain, oksibuprokain, tetrakain (ametokain); amid yapililar grubunda lidokain,
bupivakain, prilokain, kartikain (artikain), dibukain (kinkokain), mepivakain,
etidokain ve digerleri grubunda benzokain (etilaminobenzoat), butilaminobenzoat,

butesin pikrat, siklometikain siilfat ve ortoform bulunur’,

Bu tezde kullanilan lokal anesteziklerden asagida kisaca bahsedilmistir.
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IL. 4. 1. Amid yapikllar:

IL 4. 1. 1. Lidokain:
Bu grubun prototipi 1943’de bulunmus olan lidokaindir. Kimyasal olarak

N-dietilamino asetil-2,6—ksilidin yapisindadir®.

CHy Lot
(S-~rcocre

\CH3 C,yHsg

Lidokainin kimyasal yapisi.

Ester turevi lokal anestezikler gibi kanda kolinesterazlar tarafindan
pargalanmaz, karacigerde hidroliz edilerek pargalanir. Lokal anestezik etkisi
uygulandiktan 3-5 dakika sonra baglar ve 10-15 dakikada maksimuma erisir.
Amid yapili lokal anestezikler igerisinde en kisa etki siresine sahip olanidir.
Lidokain yiiksek miktarda absorbe edildiginde sedatif etki gosterir. Status
epileptikusta i.v. olarak uygulandiinda etkili oldugu bulunmustur. Akut lidokain
zehirlenmesinde santral sinir sistemi depresyonuna ait belirtiler gorilirken

zehirlenmenin ileri donemlerinde konviilziyonlar ortaya gikar®.

Yizeyel anestezilerde, santral ve periferik bloklarda, intravenoz bolgesel
anestezide kullanilmasi yaninda ventrikiiler aritmilerin tedavisinde de antiaritmik

olarak kullamlmaktadir®?.
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IL 4. 1. 2. Prilokain:
Kimyasal yapisi (2-propilaminopropiyono-2-toludid), in vitro ve in vivo
kosullardaki lokal anestezik etkisinin giicii ve viicuttaki metabolizmasi yoniinden

lidokaine benzer, ancak etki siiresi daha uzundur’®.

CHy m

/
NHCOCH *""‘N\
CHg CsHy

Prilokainin kimyasal yapisi.

Topikal uygulandiginda mukozalarda egdeger aktivite gosterir. Mutad
dozlarda kullanildiginda bile sik olarak methemoglobinemi yapar. Bu olaydan
prilokainden olusan o-toludin, p-hidroksitoludin ve nitrozotoludin gibi
metabolitler sorumlu tutulmaktadir. Geri doniigimlii olmasina ragmen intravendz
metilen mavisi ya da indirgeyici olarak askorbik asit .oksijen inhalasyonu ile

birlikte uygulanabilir®.

Periferik sinir bloklarinda, spinal ile epidural bloklarda ve infiltrasyon

anestezilerinde kullanilir’.
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IL 4. 1. 3. Bupivakain:

Kimyasal yapist (1-butil-2-piperidil formo-2',6'-ksilidid) mepivakaine

benzer sadece metil yerine butil grubu igermesiyle farklilik gosterir’®.

Lokal anestezik etkinligi ve toksisitesi yaklagik olarak lidokainden 4 kat
daha fazladir ve etki siiresi 2-3 kez daha uzundur. Genel sistemik etkileri diger
lokal anesteziklerin etkilerine benzer. Sinirler ve ¢evre dokularinda lokal toksik

etkiler bildirilmemistir*?.

Infiltrasyon anestezisi, periferik sinir bloklar, spinal, epidural ve kaudal
anestezilerde kullamlir. Uzun etkili olmasi, duyusal sinir liflerine motor sinir
liflerinden daha segici etki (diferansiye blok) yapmasi nedeniyle daha ¢ok

obstetrikte epidural anestezi igin tercih edilir’.

Hj
@ﬁ*NHCO \\‘ED
|

Bupivakainin kimyasal yapisi.
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IL 4. 1. 4. Artikain:
Yapica prilokaine benzer, ancak diger amid tirevi ilaglardan farkli olarak
tiyofen halkasi igerir. Etkisi gabuk baglar, uzun siirer. Infiltrasyon, epidural, spinal

anestezilerde ve periferik sinir bloklarinda kullanilir*.

IL. 4. 2. Ester yapili:

II. 4. 2. 1. Tetrakain:

13

}:i
HaCah~(O)~CO0CH,CHz~N
H

CHg
Tetrakainin kimyasal yapisi.

Ester yapida, dokuda ve karacigerde metabolize olan tersiyer amin yapida,

oldukga hidrofobik bir sodyum kanal blokoriidiir*.

Tetrakain, tiim lokal anesteziklerin baglandigi ortak bir reseptore
baglanarak kanal deliginin limenini daraltarak sodyum iyonlarinin buradan

difizyonunu énler*.

Infiltrasyon anestezisi ve sinir bloklar1 igin tavsiye edilmez, spinal ve

yiizeyel anestezide kullanilir®.
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III. MATERYAL VE YONTEM

IIL. 1. Likosit izolasyonu:

Daha onceden belirtilmis olan metoda gore izole edildi’. Saglkl
insanlardan alinan 9 mL kan 1 mL (%3.8) sodyum sitrat ve 3 mL dekstran (% 6.0
MA:70 000, Makrodex®) eklenerek 60 dk. oda sicakhginda bekletildikten sonra
lokositlerden zengin olan ist faz alinip, 20 dk 900 rpm’de santrifiij edildi. Faz
ayrimu gergeklestikten sonra alt faz alinarak eritrosit lizisi yapildi. Hipotonik lizis
i¢in alinan kisim ise 6nce 2 mL %02’lik NaCl, daha sonra ise 2 mL %1.6’lik
NaCl ile 30 sn kanstirildi. Tekrar 900 rpm’de 15 dk santrifiij edildikten sonra alt
faz 10 mL Hanks’in dengeli tuz solisyonu (HBSS) ile 3 kez yikamip santrifiij
edilerek eritrositlerden temizlendi. Sonra alt faza 2 mL HBSS eklenerek stok
hiicre stispansiyonu elde edildi. Kan sayim cihazi (Contraves, Digicell 300, Ziirih,
Isvigre) ile hiicre say1st okunduktan sonra mL’de 107 hiicre olacak gekilde HBSS

ile dilie edildi.

IIL. 2. Farkh Stimiilanlarla Olusturulan K1.’lar:

III. 2. 1. N-Formil-Metiyonil-Losil-Fenilalaninin (FMLP) Olusturdu-

guKl.:

1 mL’lik 6lgtim kiivetine 100 uL lokosit siispansiyonu (10° hiicre/mL), 20
ul luminol (50 uM) soliisyonu eklendikten sonra toplam 1 mL’ye tamamlanacak
miktarda HBSS ile karistirildi. Stimiilan olarak FMLP (2 uM) 6lgiim kiivetine

T.C. YOKSEKOGRETIM KURULY
DOKUTMANTASYON MERKEZ
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enjekte edildi ve 37°C’de olusan sinyal kemiliiminometrede (BioOrbit 1250,
Turku-Finland) 6nceki ¢aligmalardaki gibi 6l¢iildii®:. Luminometer 1250 (version

1.12, BioOrbit) programi kullanilarak bilgisayara kaydedildi.

IIL 2. 2. Ksantin-Ksantin Oksidazin Olusturdugu K1.:

Ksantin-ksantin oksidaz reaksiyonundan stiperoksit radikali ve hidrojen
peroksit olugmaktadir’®. 0.9 ml fosfat tamponlu tuz soliisyonu (PBS; 10 mM
KH;PO4 ve 150 mM NaCl, pH=7.4) 0.1 mL luminol (250 uM) soliisyonu bir
kemiliminometre kiivetinde karistirildi. 10 pL (0.1 mM) ksantin eklendikten

sonra ksantin oksidaz (0.2 U/mL) enjekte edilerek olusan KL sinyali olgiildii.

IIL. 2. 3. Hidrojen Peroksitin (H,0,) Olusturdugu KL.:

PBS’de hazirlanmis olan 3.5 mM H;0,’in luminol (250 uM) veya
lusigenin (250 uM) varliginda olusturdugu KL sinyali iizerine lokal anesteziklerin

etkileri incelendi.

IL 2. 4. Demir Siilfat’in (FeSO,4) Olusturdugu KL.:

Luminol (250 pM) ve PBS igeren olgiim kiivetine 40 nM’lik FeSO4’tan

enjekte edilerek elde edilen sinyale lokal anesteziklerin etkileri daha 6nce

yaymlanmis olan yonteme gore incelendi®.
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IIL. 2. S. Hipokloroz Asitin (HOCI) Olusturdugu KL:

PBS ile dilie edilen 5 pM NaOCl’in pH’s1 7.4’e ayarlandiktan sonra
sadece luminol (250 uM) varhiginda olusan KL sinyali iizerine lokal anesteziklerin

etkileri incelendi.

IOl 2. 6. Peroksinitritin Olusturdugu Kl.:

HL 2. 6. 1. Peroksinitrit sentezi;

Beckmann ve ark.nin’ “quenched flow reaction” ad1 verilen yonteme gore
nitrit ve asidifiye H,0,’den sentez edildi. Sentezde 0.6 M NaNO,, 0.7 M HCI, 0.6
M H;0; ve 1.2 M NaOH kullanildi. H0,’t ortamdan uzaklastirmak igin siizme
asamasinda kat1 granilli mangan dioksitten (MnO; 30 mg/mL) gegirildi.
Sentezlenmis olan alkali peroksinitritin —20°C’de saklanan soliisyonlar1 1 hafta
iginde kullamld1. Peroksinitrit stok soliisyonundan 1.2 M NaOH ile 100-1000 kez
diliie edilerek spektrofotometrik olarak 302 nm dalga boyundaki absorbans artigi
dlgiilerek molar absorpsiyon katsayist 1670 Mcm™ kullanarak konsantrasyonu

hesapland1.

Beckman ve ark.” tarafindan belirtilen yonteme gore sentez edilmis olan
peroksinitritin katalaz (50 U/mL) varhiginda luminol (250 puM) veya lusigenin
(250 uM) eklenerek 50 nM peroksinitrit enjekte edilerek olusturdugu KL sinyali
tizerine lokal anesteziklerin etkileri daha once kullanilan yontemlere gore

incelendi.
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IIL. 3. Deney Protokolii:

FMLP’nin maksimum stimiilasyon yaptig1 konsantrasyonda (2 uM) lokal
anesteziklerin etkileri aragtirildi. Hiicresiz deneylerde de 2 uM FMLP ile elde
edilen KL sinyaline benzer sinyaller elde edilebilecek dozlarda ksantin-ksantin
oksidaz (0.2 U/mL) , H,0, (3.5mM), NaOCl (5 uM), FeSO4 (40 nM) ve
peroksinitrit (50 nM) konsantrasyonlar: kullamldi. Deneylerde lokal anestezik
ilaglarin etkileri olgiim kiivetine konduktan sonra stimiilanlarin ortama enjekte
edilmesiyle aragtirildi. He/r bir veri i¢in iki Ol¢limin ortalamasi alindi. KL
sinyalinin maksimuma erigtigi nokta belirlendi ve sonuglar maksimum KL (mV)

ve kontrole gore % degisim olarak goésterildi.

I01. 4. istatistiksel Analiz:

Sonuglar ortalama + ortalamanin standart hatasi olarak verildi. Ortalamalar
arasindaki farkin belirlenmesinde Student t testi kullamilirken, ikiden fazla
ortalamanmin kargilagtiilmasinda ANOVA ve sonrasinda Dunnett testi yapilds.

P<0.05 ise anlaml1 kabul edildi.

HI. 5. Kullamilan Malzemeler

Kemiluminometre (BioOrbit, 1250 Luminometre, Turku, Finlandiya),
bilgisayar kontrollii kaydedici sistem (A/D bilgisayar kart1 ve luminometre 1250
programi, siriim 1.12, Finlandiya), pH metre (ETD Instruments, GP 353), su
banyosu (Niive, BM-402, Ankara), kan sayim cihaz1 (Contraves, Digicell 300,

Zirih, Isvigre) ve spektrofotometre (Beckman, DU-650, Amerika).
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I 6. Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Hazirlanmalarn

Lidokain (Aritmal® ampul, %2, Tems), prilokain (Citanest® flakon, %2,
Eczacibag1), artikain (Ultracain® ampul/flakon, %2, Hoechst), bupivakain
(Marcaine® enjektable soliisyon,%05, Eczacibagi) ve tetrakain HC] (Pantocaine®

Botafarma).

Kullamlan diger kimyasal maddelerin tiimii Sigma Chemical Co.’dan (St.

Louis, Amerika) saglandi ve agagidaki sekilde hazirlands.

II1. 6. 1. Fosfat Tamponlu Tuz Soliisyonu (PBS):
10 mM KH,;PO4 ve 150 mM NaCl distile suda ¢oziildiikten sonra pH’s1

7.4°e 2 M NaOH ile ayarlandi.

HI. 6. 2. Hanks’in Dengeli Tuz Soliisyonu (HBSS):
5.36 mM KCl, 0.441 mM KH,PQ, 137 mM NaCl, 0.31 mM NaH,PO,,

5.046 mM D-glukoz, 1 mM CaCl, distile suda ¢ozildii.

II. 6. 3. Luminol Sodyum:

4.4 mg luminol 250 pL 2 M sodyum hidroksitte ¢oziilditkten sonra 9750

uL PBS ilave edilrerek 2.5x10™ M’lik ¢ozelti hazirland:,
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IIL. 6. 4. Lusigenin:
6.4 mg lusigenin 5 mL PBS’de ¢oziildii (2.5 x 10° M).

IIL. 6. 5. Ksantin:

4.35 mg ksantin 2.5 mL distile su iginde ¢6ziildi (1072 M).

II1. 6. 6. Ksantin Oksidaz (grade I):

450 uL 25 unitelik ksantin oksidaz 550 uL. PBS’de ¢6ziildii (17.85 U/mL).

1. 6. 7. Katalaz:

3.6 mg katalaz 2 mL PBS’de hazirlandi (5000 U/mL).

IT1. 6. 8. Sodyum Hipoklorit:

HOCI, Vissers ve ark.’mn ’’ belirttigi yonteme gore NaOCl PBS ile diliie
edildikten sonra pH’s1 7.4’e ayarlanarak 1:1 oraninda HOCI ve OCI igerecek

sekilde hazirlandi.

1. 6. 9. Hidrojen Peroksit:

110 pL hidrojen peroksit 890 pL PBS i¢inde ¢oziilerek (1 M), gerekli

diliisyonlar yapilarak kullanildi.
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II1. 6. 10. Demir Siilfat (FeSQOy4):

15.2 mg demir siilfat 1 mL serum fizyolojik iginde ¢ozildii (107'M).

Gerekli diluisyonlar yapilarak kullanild:.

IIL. 6. 11. FMLP:

Absolii etanolde ¢oziilmiig olan 10 M’Iik stok ¢ozeltiden deney 6ncesi

PBS ile dilisyonlar yapilarak kullanildi.

IIL 6. 12. Sodyum Sitrat (%3.8):

3.8 gr sodyum sitrat 100 mL serum fizyolojikte ¢oziildi.



-32-

IV. BULGULAR

Lokosit deneylerinde 2 uM FMLP 4079 + 978 mV’luk (n=20) sinyal
olustururken, hiicresiz deneylerde kullamlan H,O; (3.5 mM), FeSO,4 (40 nM),
HOCI (5 uM ), ksantin-ksantin oksidaz (0.2 U/mL) ve peroksinitrit (50 nM) ile
sirastyla 3641 = 444 (n =61), 5308 + 256 (n =32), 4711 + 164 (n=72), 2500 + 244

(n=56) ve 3969 * 514 mV’luk (n=76) sinyaller kaydedilmisgtir.
Deneylerimizde kullandigimiz lidokain, prilokain, artikain, bupivakain ve
tetrakainin 10> M konsantrasyondaki olgiilen pH degerleri sirasiyla 7.34, 7.35,

7.34, 7.35 ve 7.34 olarak bulunmustur.

IV.1. Lokal Anesteziklerin FMLP ile Uyarilmig Lokositler Uzerine

Etkileri
FMLP’nin olusturdugu luminol KL sinyali iizerinde lidokain varliginda

gozlenen inhibisyonlar Sekil 4’de gosterilmistir.
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Lidokain 1 mM

Kemiluminesans (mV)

Sekil 4. FMLP ile stimiile edilen insan Iokositlerinde lidokainin konsantrasyon

bagimli inhibitor etkisi.
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Lidokain 10 - 10® M, prilokain 10 - 10 M, bupivakain 10°-10°M ve
tetrakain 10° - 10® M konsantrasyonlarda FMLP’nin olusturdugu luminol KL

sinyali iizerinde konsantrasyon bagimh bir inhibisyon olugturdu ($ekil 5).

Kullanmilan en yiiksek konsantrasyon olan 10® M’da lidokain, prilokain,
bupivakain ve tetrakainin olugturdugu inhibisyonlar sirasiyla %92 * 1 (n=9), %94
+ 1 (n=5), %97 + 0.4 (n=5) ve %96 + 1 (n=6) oraninda g6zlendi. Artikain diginda
diger lokal anesteziklerle ¢aligilan en yiiksek konsantrasyonlarda gozlenen

inhibisyonlarin hepsinin birbirine ¢ok yakin oldugu tespit edildi (Sekil 5).

Ancak artikain 10” M konsantrasyonda aktivasyona neden olurken (%59 +
7, n=6), 10* M konsantrasyonda ise %13 * 6 (n=5) oraminda inhibisyon

olusturmustur.
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Sekil 5. FMLP ile stimiile edilen insan lokositlerinde lidokain (10% - 10° M, n=2-
9), prilokain (10° - 10® M, n=3-7), bupivakain (10° - 10° M, n=3-5) ve
tetrakainin (10° - 10° M, n=3-6) konsantrasyon bagimli inhibitor etkileri

(*P<0.05 kontrole gore).
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IV. 2. Lokal Anesteziklerin Direkt Olarak Olusturulmus Serbest

Radikaller ve Reaktif Metabolitleri Uzerine Etkileri:

IV. 2. 1. Lokal Anesteziklerin_ Siiperoksit Radikali Uzerine Olan

Etkileri

Lidokain 10°- 10® M, prilokain 10* - 10° M, artikain 107 — 10° M,
bupivakain 10* - 10° M ve tetrakain 107 - 10° M konsantrasyonlarda ksantin-
ksantin oksidazin olugturdugu luminol KL sinyali tizerinde konsantrasyon bagimli
bir inhibisyon gosterdi. 10° M konsantrasyonda lidokain, prilokain, artikain,
bupivakain ve tetrakainin olusturdugu inhibisyonlar sirasiyla %24 + 3 (n=8), %22
t 6 (n=6), %85 + 1 (n=6), %25 + 4 (n=6) ve %23 + 2 (n=6) bulundu. Artikain
disinda diger lokal anesteziklerle ¢aligilan en yiiksek konsantrasyonlarda gozlenen

inhibisyonlarin hemen hepsi birbirine ¢ok yakind1 (Sekil 6).

IV.2. 2. Lokal Anesteziklerin Hidrojen Peroksit Uzerine Olan Etkileri

Lidokain 10” - 10® M ile tetrakain 10* - 10® M konsantrasyonlarda
hidrojen peroksitin olusturdugu luminol KL’si iizerinde konsantrasyon bagimli bir
aktivasyon gosterdi. Lidokain ve tetrakainin 10° M konsantrasyonda
olusturduklari aktivasyonlar sirasiyla %61 + 17, n=8 ve %131 + 19, n=6 bulundu.
Ancak 10° M konsantrasyonda bile artikain tarafindan olusturulan inthibisyon
(%5 £ 7, n=5) ve bupivakain tarafindan olusturulan aktivasyonda (%42 + 17, n=6)
istatistiksel olarak anlamli farkhhga rastlanmadi. Prilokain ise 10° - 10° M
konsantrasyon bagimli bir inhibisyon olusturdu ve 10° M konsantrasyondaki

inhibisyon %97 + 0.3, n=7 bulundu (Sekil 7).
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Sekil 6. Ksantin-ksantin oksidazin olusturdugu luminol KL’si {izerine lidokain
(10° - 10 M, n=4-8), prilokain (10 - 10™ M, n=5-6), artikain (107 - 10° M,
n=4-6) bupivakain (10* - 10 M, n=5-6) ve tetrakainin (10° - 10® M, n=5-6)

konsantrasyon bagimli inhibitor etkileri (*P<0.05 kontrole gore).
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Sekil 7. Prilokainin (10 - 10° M , n=4-9) hidrojen peroksitle olugturulan luminol

KL’ si tizerine konsantrasyon bagimli inhibitor etkisi (*P<0.05 kontrole gore).
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Prilokain 10 - 10° M, artikain 10° ~ 10° M ve tetrakain 10 - 10° M
konsantrasyonlarda hidrojen peroksitin olusturdugu lusigenin KL’si Uzerinde
konsantrasyon bagimli bir inhibisyon olugturdu (Sekil 8). Lidokain ve
bupivakainin 10° M konsantrasyonda bile olusturduklar inhibisyonlarda
istatistiksel olarak anlamli bir farkliliga rastlanmadi (%10 £ 4, n=4 ve %20 £ 4,
n=5). 10® M konsantrasyonda prilokain, artikain ve tetrakainin olugturdugu
inhibisyonlar ise sirasiyla %26 + 6 (n=8), %64 + 6 (n=4) ve %21 + 3 (p=6)
bulundu. Artikain harig prilokain ve tetrakainle en yiiksek konsantrasyonlarda

gozlenen bu inhibisyonlar birbirine benzerdi.

IV. 2. 3. Lokal Anesteziklerin Demir Siilfatin Olusturdugu KL

Uzerine Etkileri

Tetrakain 10” - 10 M konsantrasyonlarda demir siilfatin olusturdugu KL
sinyali {izerinde konsantrasyon bagimh bir inhibisyona neden oldu ve 10® M
konsantrasyonda olusturdugu inhibisyon %42 + 2 (n=6) bulundu (Sekil 9).
Lidokain, prilokain, artikain ve bupivakainin 10° M konsantrasyonda bile
olusturduklar1 inhibisyonlarda ise sirasiyla istatistiksel olarak anlaml bir farklilga

rastlanmadi (%5 £ 3 n=6, %1 + 4 n=6, %6 * 3 n=6 ve %4 + 4 n=7).
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Sekil 8. Hidrojen peroksitin olugturdugu lusigenin KL’si izerine prilokain (10 -
10° M, n=3-6), artikain (10 - 10 M, n=2-6) ve tetrakainin (10 - 10> M, n=5-6)

konsantrasyon bagiml1 inhibitor etkileri (*P<0.05 kontrole gore).
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Sekil 9. Tetrakainin (10™*- 10° M, n=5-6) demir siilfatla olusturulan luminol KL’si

uzerine konsantrasyon bagimli inhibitér etkisi (¥*P<0.05 kontrole gore).
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IV. 2. 4. Lokal Anesteziklerin Hipokloroz Asitle Olusturulan KI.

Uzerine Etkileri

Lidokain 10® M, prilokain 10%-10> M, artikain 10°-10® M, bupivakain
10°-10° M ve tetrakain 10™-10® M konsantrasyonlarda hipoklordz asitin
olusturdugu luminol KL sinyali tizerinde konsantrasyon bagimli bir inhibisyon
gosterdi. 10° M konsantrasyonda lidokain, prilokain, artikain, bupivakain ve
tetrakainin olusturdugu inhibisyonlar sirasiyla %9 £ 2 (n=6), %99 + 0.04 (n=6),
%70 + 6 (n=7), %57 + 4 (n=15) ve %70 * 10 (n=5) bulundu. Lidokainle gozlenen
inhibisyon istatistiksel olarrak anlamli olmasina ragmen diger lokal anesteziklere
gore oldukga dugik bulundu. Prilokainin HOCl KL’si tizerinde en etkin lokal
anestezik oldugu saptandi ve 107 M konsantrasyonda bile anlamli inhibisyon
olusturdu. Ancak digerlerinin en yiiksek konsantrasyonlardaki inhibisyonlarin

hemen hepsi birbirine benzerdi (Sekil 10).

IV. 2. 5. Lokal Anesteziklerin Peroksinitritle Olusturulan KI. Uzerine

Etkileri
Lidokain 107 - 10° M, artikain 10* - 10® M, bupivakain 10%- 10° M ve
tetrakain 10 -10° M konsantrasyonlarda peroksinitritin olusturdugu luminol

KL’si tizerinde konsantrasyon bagimli bir inhibisyon gosterdi (Sekil 11).

T.C YOKSEKOGRETIM KURULY
DOKITMANTASYQON MERKEZL
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Sekil 10. Hipoklordz asitin olusturdugu luminol KL’si iizerine lidokain (10> M,
n=6), prilokain (10® - 10 M, n=6-8), artikain (10 - 10° M, n=3-6) bupivakain
(10° - 103 M, n=6-15) ve tetrakainin (10™ - 10° M, n=5) konsantrasyon bagimh

inhibitor etkileri (*P<0.05 kontrole gore).
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Sekil 11. Peroksinitritin olusturdugu luminol KL’si iizerine lidokain (107*- 10° M,
n=6-7), artikain (10 - 10® M, n=8) bupivakain (10* - 103 M, n=8-13) ve
tetrakainin (10° - 10® M, n=5.7) konsantrasyon bagimli inhibitor etkileri

(*P<0.05 kontrole gore).
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10 M konsantrasyonda bile prilokainle istatistiksel olarak anlamli bir
inhibisyon gozlenmedi (%7 % 3, n=9) ancak aym konsantrasyonda lidokain,
artikain, bupivakain ve tetrakainin olusturdugu inhibisyonlar sirasiyla %19 + 3
(n=7), %63 £ 6 (n=8), %26 + 5 (n=8) ve %54 + 7 (n=7) bulundu. Lidokainle ile

bupivakainin inhibisyonlar1 benzer olup, artikain ve prilokaine gore daha dugiiktii.

Lidokain 10” - 10 M, artikain 10 - 10® M ve tetrakain 10 -10® M
konsantrasyonlarda peroksinitritin olusturdugu lusigenin KL sinyali iizerinde
konsantrasyon bagimli bir inhibisyon gosterdi (Sekil 12). Prilokain ve
bupivakainle 10° M konsantrasyonda istatistiksel olarak anlamli bir inhibisyon
gozlenmedi (%12 = 6, n=7 ve %22 + 14, n=9). Ancak aym konsantrasyonda
lidokain, artikain ve tetrakainin olugturdugu inhibisyonlar sirasiyla %48 + 8 (n=6),
%30 £ 6 (n=6) ve %58 £ 3 (n=6) bulundu. Bu ii¢ lokal anestezigin

inhibisyonlarinin birbirine benzer oldugu tespit edildi.
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Sekil 12. Peroksinitritin olusturdugu lusigenin KL’si tizerine lidokain (10”- 107
M, n=5-6), artikain (10 - 10® M, n=3-6) ve tetrakainin (10* - 10> M, n=4-6)

konsantrasyon bagimli inhibitér etkileri (*P<0.05 kontrole gore).
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V. TARTISMA VE SONUCLAR

Solunum patlamasi sirasinda tiiketilen oksijenin %90’1 stperoksit ara
{iriinii iizerinden fagositler tarafindan hidrojen peroksite donistirilmektedir®” 7°.
Olusan hidrojen peroksit MPO enzimiyle giiglii bir oksidan olan hipoklor6z asite
gevrilir’. Notrofillerin fagosite edilebilen partikiiller ya da FMLP, forbol miristat
asetat (PMA), opsonize zimosan (OZ) veya 1-oleil-2-asetil-gliserol (OAG) gibi
¢Ozliniir agonistlerle uyarilmasi nétrofil membranina bagli NADPH-oksidaz
enzimi araciligtyla aktif bir siiperoksit olusumuna neden olur’”. FMLP’nin
siiperoksit yaninda hidrojen peroksit, hipokloréz ve hidroksil radikali olusumunu

da uyardigi bilinmektedir® > 7174,

ilk olarak Goldstein ve ark.’® tetrakainin OZ ile uyarilmis insan
notrofillerinde siiperoksit olusumunu inhibe ettigini gosterdikten sonra Irita ve
ark.’” dibukain ile tetrakainin hem katalitik aktiviteyi hem de NADPH oksidaz
aktivitesini etkileyerek siiperoksit olusumunu inhibe ettigini bildirmislerdir. Daha
sonra Hyvonen ve Kowolik®® tarafindan bizim ¢alismamiza benzer sekilde ayni
yontemle izole edilmis ancak PMA ile stimile edilmig insan lokositlerinde
kemiluminometre kullanilarak olusturulan KL’da 1 mg/mL lidokainle oksijen
radikali olusumunda belirgin azalma gozlenmezken, 2, 3, 4 ve 8 mg/mL
konsantrasyonlardaki lidokainle konsantrasyon bagimli gsekilde inhibisyon

oldugunu bildirmiglerdir. Diger yandan Mikawa ve ark’', lidokainin (20-200
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pug/mL)  klinik  konsantrasyonlarinin = (2-3  pg/mL) ¢ok  istiindeki
konsantrasyonlarda insan notrofillerinden olugturulan siiperoksit, hidrojen
peroksit ve hidroksil radikali gibi ROT’yi doz bagmmli inhibe ettigini
gostermiglerdir. Yaptigimiz deneylerde amid yapilt lokal anesteziklerden lidokain,
prilokain ve bupivakain ile ester yapililardan tetrakainin izole l6kositlerde FMLP
ile olugturulan tuminol KL’sini belirgin ve benzer gekilde konsantrasyon bagimh
olarak inhibe ettigini ancak artikainin ise aksine aktive ettigi bulunmugtur. Peck
ve ark® in vitro olarak PMA ya da OZ ile stimiile edilmis insan nétrofillerine
lidokain eklendigi zaman siiperoksit anyonu, lizozomal enzim ve MPO’nun
saliverilmesinin bozuldugunu bildirmiglerdir. Ayrica, aym arastirmacilar in vivo
olarak da koroner yogun bakimda lidokain tedavisi alan hastalarin PMA ile
stimile edilmi§ noétrofillerinden saliverilen siiperoksit anyonunun, lidokain
tedavisi almayan normal bireylere gore daha diisiik oldugunu gostermislerdir>.
Superoksit saliverilmesindeki bozulmanin serum lidokain seviyelerinin terapotik
konsantrasyon olan 1.0-5.6 ug/ml arasinda oldugunda anlamli bir degisiklige
neden olmadigim bildirmiglerdir. Bizim galismamizda 10° M konsantrasyonda
lidokainle elde ettigimiz sonuglar yaklagik olarak Peck ve ark® tarafindan
belirtilen lidokainin terapétik plazma konsantrasyonun st siniri olan 5.6 pg/
mL’ye (1.8 x 10° M) karsilik gelmektedir. Ancak diger lokal anesteziklerin kesin
olarak terapétik plazma konsantrasyonlar1 bilinmedigi i¢in boyle bir yorum
yapmak miimkiin degildir. Artikain hari¢ diger lokal anesteziklerin inhibisyon
mekanizmasinda bu maddelerin serbest radikal veya metabolitleriyle direkt

etkilesmesi veya Irita ve ark.’’ calismasinda oldugu gibi NADPH oksidazin



-49 -

inhibisyonu rol alabilir. Artikainin yilksek konsantrasyonlarda olusturdugu
aktivasyonun mekanizmasi ise heniiz agiklanamamustir. Wysocka ve ark”
lidokainin ne spontan ne de uyarilmig siiperoksit olusumunu etkilemedigini
onesiirmiilerdir. Siminiak ve ark.®® ise bagka bir aragtirmada, farkli agonistlerle
stimile edilmis notrofillerde lidokainin luminol veya lusigenin KL’larim
etkilemedigini bildirmislerdir. Diger taraftan Siminiak ve Wysocki® bizim
galiymamuza benzer sekilde izole notrofillerde lidokainin siperoksit anyonu
olusumunu inhibe ettigini bildirmislerdir.

Istirahatteki hiicrelerde plazma membranina bagli NADPH oksidazin
stiperoksit olusturan katalitik aktiviteden sorumlu olabilecegi bildirilmektedir®.
Ancak siiperoksit olusumundaki sinyal ileti mekanizmalann hala tam olarak
agiklanamadigi i¢in bu konuda galismalar devam etmektedir’®. Siiperoksit
olusumuna neden olan uyaranlardan PMA ve OAG’nin, ortamda diagilgliserol

yokken in vitro protein kinaz C’yi aktive ettikleri bilinmektedir " *°

. Bu uyaranlar
notrofillerde ne fosfatidilinozitol déniigiimiinii indiikklemekte ne de sitozolde
serbest kalsiyum artigina neden olmaktadir®*. Mikawa ve ark.’® bupivakainin tip 1
protein kinaz C’nin katalitik fragmanini inhibe ettigini bildirmislerdir. Tomoda ve
ark.” da lidokainin protein kinaz C aktivitesini inhibe e:ctiklerini bildirmiglerdir.
Bizim deneylerimizde de lidokain ve bupivakainin I6kositler tzerindeki

etkilerinde protein kinaz C’y1 inhibe etmesi miumkiindiir ancak kullandigimiz

diger lokal anesteziklerin protein kinaz C’yi inhibe ettigi heniiz gosterilmemistir.
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Ksantin oksidaz substratlartnin  oksidasyonunu katalizlerken hem
“siiperoksit hem de hidrojen peroksit saliverilmesine neden olur*’>. Mikawa ve
ark’!. hiicresiz deneylerde ksantin-ksantin oksidaz sistemiyle olugturulan ROT’yi
lidokain ve bupivakainin etkilemedigini bildirmiglerdir. Bizim yapti§imiz hiicresiz
deneylerde ise kullamlan tim lokal anesteziklerin ksantin-ksantin oksidazla
olugturulan luminol KL’sini belirgin sekilde ozellikle yiiksek konsantrasyonda
inhibe ettigi gosterildi. Bu da kullandigimiz lokal anesteziklerin direkt olarak
siiperoksit radikaliyle reaksiyona girerek inhibisyon olusturabilecegini

gostermektedir.

Biyolojik sistemlerde siuperoksit radikalinin belirlenmesinde siklikla hem
luminol hem de lusigenin luminesanslani kullanilir. Superoksit radikaliyle
reaksiyona giren tek degerli okside luminol ve tek degerli rediikte lusigenindir®.
Lidokain ve tetrakain hidrojen peroksitle olugturulan luminol KL sini
konsantrasyon bagimli aktive ederken, prilokainin inhibe ettigi, bupivakain ve
artikainin ise istatistiksel olarak anlaml gekilde degisiklik yapmadig1 gosterildi.
Ancak prilokain, artikain ve tetrakain hidrojen peroksit_le olusturulan lusigenin
KI’sini konsantrasyon bagimli inhibe ederken, lidokain ile bupivakainin ise
etkilemedi. Yiiksek konsantrasyonlarda hem tetrakain hem de lidokain ile luminol
varliginda gorilen aktivasyon, lusigenin varliginda gozlenmemigtir. Bu da
hidrojen peroksit varlifinda, bu lokal anesteziklerin luminol ile etkilegebilecegini
disindiirmektedir. Inhibisyon mekanizmasi lokal anesteziklerin hidrojen

peroksitle direkt etkilesmesiyle agiklanabilir ancak burada aktivasyonun



-5]-

mekanizmas1 heniiz anlagilamamistir. Siminiak ve Wysocki®® de lidokainin

hidrojen peroksitin olugturdugu luminol KL’sini ise etkilemedigini bildirmislerdir.

Ferr6z demir sadece luminol varliginda KL sinyali olugturdugundan,
hidroksil radikali {izerine ilacglarin etkisinin monitorizasyonunda demir siilfatla
olugturulan luminol KL’si kullamilmaktadu®. Bu caligmada demir siilfatla
olugturulan luminol KL’si sadece tetrakain ile konsantrasyon bagimli olarak
inhibe edildi ve diger lokal anesteziklerin higbirinin hidroksil radikali olusumunu
engellemedigi gosterildi. Ancak Das ve Misra'® ! tarafindan elektron
paramagnetik rezonans spektroskopi ve deoksiribozun hidroksil bagimli
tiyobarbiturik asit reaktif urinleri olarak olguldugi, kullandigimiz yontemden
farkl: iki 6lgtim teknigiyle de lidokainin potent bir hidroksil radikali siiptriiciisi
oldugu ve NADPH bagiml lipid peroksidasyonunu inhibe ettigi gosterilmistir.
Farklh 6lgim yontemlerinden kaynaklanan farkli sonuglart agiklamak igin bagka

caligmalarin yapilmasina gereksinim vardir.

She ve ark® bronkoskopi igin topikal lidokain uyguladiklar1 hastalarin
bronkoalveoler lavaj sivilarinda hipokloréz asitin lidokainle inhibe edildigini
gostermiglerdir. Bizim ¢aliymamizda da kullandigimiz lokal anesteziklerin hepsi
hipokloréz asitle olugturulan KL’si konsantrasyon bagiml sekilde inhibe ettigini
gosterdik. Prilokain, artikain, bupivakain ve tetrakainin hipokloréz asiti inhibe

ettigi ise ilk kez bu ¢alismada gosterilmistir.
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Prilokain harig diger lokal anestezikler peroksinitritle olusturulan luminol
KL’sini, prilokain ve bupivakain hari¢ digerleri ise peroksinitritin lusigenin
KL’sini konsantrasyon bagimli inhibe ettigi bulunmustur. Bu inhibisyonlarin lokal

anesteziklerle direkt etkilesmesiyle olabilecegi sonucuna vardik.

Artikain disinda galigilan diger lokal anesteziklerle izole insan
l6kositlerinde belirgin sekilde FMLP ile olusturulan luminol KL’si konsantrasyon
bagimli olarak inhibe edilmistir. Hiicresiz deneylerde ise lidokainin siiperoksit,
hipoklordz asit ve peroksinitritin; prilokainin stiperoksit, hidrojen peroksit ve
hipoklordz asitin; artikainin stiperoksit, hidrojen peroksit, hipokloréz asit ve
peroksinitritin; bupivakainin siperoksit ve hipokloréz asitin ve tetrakainin
siiperoksit, demir siilfat, hipokloréz asit ve peroksinitritin luminol ve/veya
lusigenin KL’larinin konsantrasyon bagimli bir sekilde inhibe ettigi gosterildi.
Sonug olarak kullamlan lokal anesteziklerin serbest radikaller ve metabolitlerinin
biiyiik bir gogunluguyla direkt olarak etkilestigi saptandi. Bu sonuglara dayanarak
amid yapili lokal anesteziklerin ester yapililara gore daha etkin olarak serbest
radikal ve metabolitleriyle etkilestigi soylenebilir. Bu Qa“hsmada kullanilan lokal
anesteziklerin direkt olarak reaktif oksijen ve nitrojen ttirleriyle etkilesebilecekleri
ve bu etkilesimin I[okositler tizerinde olusturduklarn inhibisyona katkida

bulunabilecekleri sonucuna varilabilir.
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VL. OZET

Bazi lokal anesteziklerin l6kosit fonksiyonlarimi etkiledii ve lizozomal
enzim saliverilmesini inhibe ettii bilinmektedir. Bu ¢alismada lokal
anesteziklerin uyarilmig insan lokositleri ya da hiicresiz sistemlerde olusturulan
reaktif oksijen veya nitrojen turlerini inhibe etme giici luminol yada lusigenin
kemiliiminesans1 (KL) kullanilarak kimyasal ya da enzimatik olarak

arastinllmagtir.

Dekstran ile sedimentasyon yapilmig sitrath insan vendz kanindan
lokositler izole edilmistir. Serbest radikal olusumunu belirlemek igin bir
luminometre kullanilmigtir. Reaksiyon karigimi 37°C ‘de 10° hiicre mL™, luminol
ve uyaran (formil-metiyonil-l6sin-fenilalanin=FMLP, 2 uM) i¢eriyordu. Hiicresiz
deneylerde hidrojen peroksit (H>0,), hipokloroz asit (HOC!), hidroksil radikali,
peroksinitrit ve ksantin-ksantin oksidazin luminol ve/veya lusigenin KL’lar1 3.5
mM H,0;, 5 uM sodyum hipoklorit, 40 nM FeSO,4, 50 nM peroksinitrit ve 0.1
mmol/L. ksantin ile 0.2 U/mL ksantin oksidaz ile olusturulmustur. Lokal
anesteziklerin etkileri stimiilan eklenmeden hemen 6nce uygulanarak arastirildi.
Pik KL olgiminden sonra lokal anesteziklerin etkileri tek bagina stimiilanla

olusan yanut ile kargilastirilarak % degisim olarak gosterilmistir.
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Yapilan deneylerde lokal anesteziklerden lidokain, prilokain, bupivakain
ve tetrakainin izole lokositlerde FMLP ile olusturulan KL’si belirgin gekilde
konsantrasyon bagimli olarak inhibe ederken, artikainin ise yiiksek
konsantrasyonda aktive ettigi gosterildi. Hiicresiz deneylerde ise kullanilan tiim
lokal anesteziklerin ksantin-ksantin oksidazla olugturulan KL sinyallerini belirgin
sekilde konsantrasyon bagimli olarak inhibe ettigi gosterildi. Ancak, lidokain,
bupivakain ve tetrakain hidrojen peroksitle olusturulan luminol KL’sinin
konsantrasyon bagimh sekilde aktive ederken, prilokainin inhibe ettigi, artikainin
ise etkilemedigi bulundu. Ayrica prilokain, artikain ve tetrakainin hidrojen
peroksitle olusturulan lusigenin KL’sini konsantrasyon bagimli inhibe ettigi
gosterildi. Demir silfatla olusturulan KL sadece tetrakain ile konsantrasyon
bagimli olarak inhibe edildi. Kullanilan lokal anesteziklerin hepsi hipokloroz
asitle olugturulan kemiliiminesans1 konsantrasyon bagimli gekilde inhibe etti.
Prilokain hari¢ diger lokal anestezikler peroksinitritle olugturulan luminol
KL’sini, prilokain ve bupivakain hari¢ digerleri ise peroksinitiritin olugturdugu

lusigenin KL ’sini konsantrasyon bagimli inhibe ettigi bulundu.

Bu caligmanmin sonucunda lokal anesteziklerin serbest radikaller ve
metabolitlerinin biiyik bir gogunluguyla direkt olarak etkilegsmekte oldugu ve bu
etkilesmenin 16kositlerde goriilen inhibisyondan da sorumlu olabilecekleri
sonucuna varilmigtir. Bu sonuglar lokal anesteziklerin kimyasal yapilar1 gézoniine
alinarak antioksidan aktivitesi olan molekillerin geligtirilmesine katkida

bulunabilir.
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VII. SUMMARY
EVALUATION OF ANTIOXIDANT ACTIVITIES OF LOCAL

ANESTHETICS BY CHEMILUMINESCENCE

Some of the local anesthetics are known to impair leukocyte functions and
inhibit lysosomal enzyme release. The ability of local anesthetics to inhibit
reactive oxygen and nitrogen species generated by stimulated human leukocytes
or cell-free systems either chemically or enzymatically was investigated by using

luminol- and lucigenin-enhanced chemiluminescence (CL).

Leukocytes were isolated from citrated human venous blood with dextran
sedimentation and studied. A luminometer was used to assay free radical
generation. The reaction mixture contained 10° cells mL™, luminol plus the
stimulant (Formyl-methionyl-leucyl-phenylalanine=FMLP, 2 uM) at 37°C. In
cell-free experiments, hydrogen peroxide (H;0,), hypochlorous acid (HOCI),
hydroxyl radical and peroxynitrite-induced luminol and/or lucigenin CL were
produced by H,0, (3.5 mM), sodium hypochloride (5 uM), FeSO, (40 nM),
peroxynitrite (50 nM) and xanthine (0.1 mmol/L) with xanthine oxidase
(0.2U/mL). The effects of local anesthetics were examined by adding it
immediately prior to the administration of stimulant agent. Following peak CL
measurement, the effects of local anesthetics were expressed as % change from

the response to the stimulant alone.
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Lidocaine, prilocaine, bupivacaine and tetracaine inhibited FMLP
induced-CL concentration dependently in isolated human leukocytes, whereas
articaine activated at high concentrations. In cell free experiments, all of the
studied local anesthetics markedly inhibited xanthine-xanthine oxidase induced-
CL in a concentration dependent mannner. However, lidocaine, bupivacaine and
tetracaine markedly activated hydrogen peroxide induced-CL while prilocaine
inhibited. Additionally, prilocaine, articaine and tetracaine inhibited hydrogen
peroxide induced lucigenin enhanced-CL. Only tetracaine inhibited ferrous iron-
induced CL. All of the 5 local anesthetics inhibited hypochlorous acid induced
CL. Other local anesthetics except prilocaine inhibited peroxynitrite induced
luminol enhanced CL. The local anesthetics except prilocaine and bupivacaine

inhibited peroxynitirite induced lucigenin enhanced CL.

In conclusion, local anesthetics interacted with most of the free radicals
and its metabolites, which could be considered to be responsible from the
inhibition observed in isolated human neutrophils. Those results might contribute
to the development of new molecules possessing antioxidant activities in

accordance with the chemical structure of the local anesthetics.
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