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1.GIRIS VE AMAC

Dokunun oksijen ve diger metabolitlere olan ihtiyacinin dolasim
tarafindan saglanamamasi ve olusan artik {riinlerin dolasim tarafindan
uzaklastirilamamas:  iskemi olarak tanimlanmaktadir.'! Bunu izleyen kan
dolagiminin yeniden saglandigi reperflizyon doneminde dokunun oksijen ve diger
metabolik ihtiyaclari karsilanmakla birlikte paradoksal olarak hasar olusmaktadir.”
Iskemiyi izleyen reperfiizyon sonucu olusan hasar, dokunun sadece iskemiye

> Bu fenomen iskemi

maruz kalmasi sonucu olusan hasardan daha fazladir.
reperfiizyon (IR) hasari olarak tanimlanmaktadir. Iskemi reperfiizyon hasarinm
fizyopatolojisi tam olarak aydinlatilamamis olmasina ragmen serbest radikallerin
olusumu, polimorf niiveli 16kositlerin aktivasyonu, endotel ve kompleman sistemi
gibi major komponentlerin rol oynadig: bilinmektedir.*

Travma, safra yolunun tam veya kismi tikanikliklari, kanser, karaciger
nakli gibi cerrahi girisimlerden sonra veya cerrahi girisim olmaksizin bir
hemodinamik yanit veya kardiyojenik sok sonrasinda karaciger iskemisi
olusabilir.®

Torakal epidural anestezi (TEA) pek c¢ok amagla ve yaygin olarak
kullanilan, cerrahi travmaya bagli gelisen intraoperatif sempatik stimiilasyonu
etkin bigimde azaltan bir néronal deaferantasyon teknigidir.” Ayni zamanda TEA
major abdominal ve torasik cerrahi sonrasinda rehabilitasyonu hizlandirmak igin
kullanilan multimodel konseptin bir parcasidir. Béylece TEA segmental sempatik

blokaj yaparak kan akiminin splanknik wvaskiiler yataga redistribiisyonunu

saglayarak barsakta olumlu etkiler olusturmaktadir. *'°



Bu calismada TEA’nin splanknik perfiizyon artis1 ile karaciger kan
akimin1 ve doku oksijenlenmesini artirarak IR hasarina kars1 koruyucu etkisi
olabilecegi hipotezi ile, ratlarda bupivakainle saglanan TEA’nin IR hasarina
etkilerinin AST, ALT, IL-1B, TNF-0, MDA diizeylerine, dokuda apoptozis ve

histopatalojik yanita bakilarak arastirilmasi planlandi.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. iskemi reperfiizyon hasarin fizyopatolojisi
2.1.1. iskemi

Iskemi, organlarin kanlanmamasi, oksijen ve besin maddelerinin dokulara
yeterli diizeyde ulastirilamamasidir. Iskemi, orgam perfiize eden kan akimindaki
azalmaya bagli olarak gelisen geri donilisimlii veya geri doniislimsiiz hiicre
zedelenmesine yol agar.""

Iskemi sirasinda hiicre yapisinda ve metabolizmasinda degisiklikler
meydana gelir. Dokuya gelen kan akiminin kesilmesine bagli oksidadif
fosforilasyon ile yiiksek enerjili ATP ve fosfokreatinin seviyeleri azalir.'> Hiicrede
enerji depolarininin bosalmasi ile membraninda bulunan Na'/K'-ATP’az pompasi
inhibe olur ve sonugta hiicre ici Na" ve Ca™ konsantrasyonlar1 artar.”> Hiicrede
enerji zalmasina baglh olarak fosfolipid, polisakkarit, protein ve niikleik asitlerin
spontan yada enzim katalizli degredasyonlarinin ardindan bu yapi taslar1 yeniden
sentezlenemediginden hiicre biitiinliigii bozulur. Hiicre i¢i Ca™ artis1 fosfolipaz,

proteaz ve endoniikleaz enzimlerini uyararak bu olaya katkida bulunur.'*



Lresey U0AZNy1adax TS *T [PAS

S1

ISKEMI

Trombosit aktivasyonu Metabolizma degisikligi
Tromboz+Vazokonstriksiyon (ATP kayb1)

Doku hasari

Reperfiizyon
(Reoksijenasyon)
b,
PAF + TTB4
i Serbest radikaller i
v
Lipid peroksidasyonu Kemotaktik faktdrler Endotel hiicre hasari
v v v v v v v
Membran biitiinligiiniin Notrofil birikmesi NOv Adhezyon Kompleman PGI24 Sitokinler
bozulmasi molekiilleri Akt. TXA2 IL-1
hd b LTB4 IL-6
Fagositoz Lokosit tikaci i i
v v
02 radikali e Vazokonstriksiyon,trombosit agregasyonu, notrofil
kemotaksisi
b4 v |

B Artmis doku hasar1 f



2.1.2. Reperfiizyon

Hiicrede iskemiden kaynaklanan irreversibl hiicre hasarinin 6nlenebilmesi
icin kan akim yeniden saglanmalidir. Ote yandan iskemik dokunun tekrar
kanlanmas1 olarak tanimlanan reperfiizyon, iskeminin dokuda olusturdugu
hasardan daha ¢ok hasara neden olur.'

Reperfiizyon ile ortam oksijenlenirken artan serbest oksijen radikalleri
hiicredeki, oksidadif stresi artirir."” Ayrica TNF-a, IL-18, IL-6, IL-12, kemokinler
gibi proinflamatuar sitokinlerin de etkisi ile vaskiiler endotel hiicrelerinde
adhezyon molekiillerinin (ICAM, VCAM, E-Selektin) expresyonu sonucu
endotele yapisan notrofiller, fagositoza ve lizozomal enzimlerin de destegi ile
hasarin artmasina yardimet1 olur.

Reperfiizyon sirasinda olusan reaktif oksijen radikalleri endotel hasari,
mikrovaskiiler permeabilite artist ve doku 6demine neden olur."” Reperfiizyon
hasar1 lokal oldugu kadar sitokinler yoluyla uzak organlara da inflamatuar yaniti
tetikleyerek organ yetmezliklerine neden olabilir.'® Reperfiizyon ile enerji tekrar
saglanirken, uzaklastirilan toksik iirlinler sistemik dolagima katilarak hiperkalemi,
metabolik asidoz, myoglobinemi gibi ciddi sorunlarla lokal doku hasarinin daha

2
da artmasina neden olur.>*

2.2. Hepatik Iskemi Reperfiizyon Hasar
Hepatik IR hasari ilk kez 1975°de Toledo Pereyra ve arkadaslari
tarafindan deneysel olarak gerceklestirilen karaciger naklinde gozlenmistir.>'
Karacigerde IR hasari iki fazdan olusur:
1) Erken faz (0-2 saat); Serbest oksijen radikallerinin olusumu ve hiicre i¢i

Ca" artismin  etkili oldugu donemdir. Hepatosit hasarin1 baslatan erken



mekanizmalardan biri olan hiicre i¢i Ca™ artis1 apopitozis ve nekroz yollarini da
aktive eder."”

2) Geg faz (648 saat); Karacigere notrofil, makrofaj, lenfosit ve trombosit
gocii ile inflamatuar yanitin uyarildigi, siniizoidal kan akiminda degisikliklerin
ortaya ¢iktig1 donemdir.?

Mikrovaskiiler alanda notrofil artisgina bagli, intraselliiler 6dem ve
intravaskiiler hemokonsantrasyon ile kupffer hiicrelerinden ve nétrofillerden
cesitli proinflamatuvar mediatorlerin salgilanmasi ve trombosit-endotel hiicresi
arasindaki etkilesimler iskemi sonrasi sinuzoidal akimimin azalmasma katkida
bulunur. iskemi siiresine bagl olarak bu hiicrelerin etkilesimleri de artar.”>**
Mikrodolasimdaki bozuklugun sinuzoidal endotelyal hiicre hasari ile nitrik oksit
(NO) ve endotelin gibi vazodilatatdr ve vazokonstriktor molekiiller arasindaki

dengesizlige bagli oldugu diisiiniilmektedir.*

2.2.1 Kompleman sistemi

Hepatik, miyokardiyal, intestinal ve renal IR modellerinde komplemanin
da rol oynadigi gosterilmistir. Kompleman aktivasyonu sonucu ortaya ¢ikan
anaflatoksinler ve MAC (membran attack complex) gibi iriinler; karacigerde
noétrofil aktivasyonu, vazokonstriksiyon, mikrosirkiilasyonda bozulma, vaskiiler
permeabilite artis1 ve hiicre lizisi ile iliskilidir.”® Ozellikle lokal ve sistemik
inflamasyonun gii¢lii mediyatorlerinden biri olan C5a; ndtrofil aktivitesini ve
agregasyonunu, kemotaksisi, sitotoksik aktiviteyi ve reaktif oksijen tiirevlerinin ve
proteazlarin salimimini uyarir ayrica ICAM-1 ve VCAM-1’in up-regiilasyonunu
saglar. Eozinofiller, bazofiller, monositler/makrofajlar ve mikroglial hiicreler igin

giiclii kemotaktik etkiye sahiptir.”’



2.2.2. Nitrik Oksit

Bir¢ok dokuda kan akiminin kesilmesi gibi fiziksel uyarilardaendotel
vazodilatorlere yanit olarak NO {ireterekkan akiminin diizenlenmesinde 6nemli rol
alir.”® Nitrik oksit cesitli fizyolojik ve patofizyolojik siireclerde rol alan ve NO
sentaz izoenzimleri tarafindan NADPH ve oksijen bagimli bir reaksiyon ile L-
arjininin oksidadif metabolizmasi sonucu olusan bir biyolojik habercidir.”’
Karacigerde nitrik oksit sentazin 3 izoformu bulunur ve bunlarin iginde
uyarilabilen-inflamatuvar NOS (iNOS, NOS-2) ve endotelyal yapisal NOS en
onemlileridir.’*?'  Genellikle inflamatuar ~ mediyatorlere  yamit  olarak,
hepatositlerden, kupffer hiicreleri ve nétrofiller gibi inflamatuar hiicrelerden
salinan iNOS geninin ekspresyonel diizenlenmesinde NF-kB, merkezi rol oynar.*

Nitrik oksit IR hasarinda 6nemli rolii olan lokositlerin, adhezyon ve
kemotaksisinin endojen inhibitoriidiir ve bu etkilerini endotel hiicrelerinden
saliman ICAM-1 gibi adhezyon molekiillerini inhibe ederek gosterir. Nitrik oksit
ayrica hiicresel immiinite ve bakteriyel sitotoksistesi artirir, endotel proliferasyonu
ve apoptozisi modiile eder.”” Nitrik oksit IR hasarinda koruyucu etkilerine zit
olarak potent peroksinitrit {iretimini artirir. Inflamatuarnitrik oksit sentazin
endotoksinlerle uyarilmasi sonucu artan NO, sistemik vazodilatasyon ve
hipotansiyona neden olarak karaciger kan akimini ve peroksinitrit uyarimini
artirarak hiicre hasarini siddetlendirir.*

Iskemi reperfiizyon modeli uygulanan siganlara disaridan L-Arginin
verilmesi IR hasarini azaltir fakat L-NAME (NOS’un spesifik olmayan inhibitérii)

. Cq . o 4
verilmesi hiicresel hasari ve mikrodolasim bozuklugunu artirir.?



2.2.3. Sitokinler

Karaciger hasar1 gelismesinde TNF-a ve IL-1f gibi proinflamatuar
sitokinler kupfer hiicrelerinden erken mediator olarak saliir. *°

Biyolojik etkileri hiicre dliimiinden hiicre yenilenmesine kadar farklilik
gosteren TNF-a’nin hepatoselliiler hasardaki etkisi yeterince anlasilamamistir.
Ancak dogrudan mitokondriye toksik etkisi olabilecegi gibi apopitozisi veya
nekrozu da tetikleyebilir. Mitokondri tarafindan iiretilen reaktif oksijen tiirevleri
TNF-o’nin sitotoksik etkisine katkida bulunur.’® Septik sok, reperfiizyon donemi
sonrasindaki olaylarda ve ¢oklu organ yetmezligi gibi durumlarda kritik role sahip
olan TNF-q; IL-1, IL-6, IL-8 ve monosit kemotaktik protein-1 ekspresyonuna
neden olur.”” Ayrica TNF-q, lokal bir kemokin olan epitelyal notrofil aktive edici
protein—78 (ENA-78)’in de iiretilmesini indiikler. Bu protein ndtrofillerin
kemotaksisinde 6nemli rol oynar ve kupfer hiicrelerini, siiperoksit radikalleri
{iretmesi i¢in uyarir.*®

Rat karacigerinden izole edilen kupfer hiicrelerinde IR hasarinin ardindan
TNF-q iiretiminin kontrol grubuna gore 5 kat fazla arttig1 gosterilmistir.”® Ayrica
ratlarda hepatik IR hasarinda anti-TNFo antikorlarmin hepatik hasarlanmay1
azalttig1, akciger 6demini onledigi de tesbit edilmistir gosterilmistir.*’

Interlokin—1,TNF-o’a yanit olarak salgilamir ve nétrofillerden serbest
radikal tretimini uyarir.' Ratlarda IL-1’in reaktif oksijen tiirevi iiretimini
siddetlendirdigi bilinmektedir.Bununla beraber IL—1 antagonistleri kullanimi

TNF-a diizeylerini diisiirerek karaciger IR hasarim azaltir.*'



2.2.4. Apoptozis

Ik kez 1972°de Ker tarafindan terminolojiye giren apoptozis terimini
1974 de Luscken, programlanmus hiicre 6liimii olarak tanimlamustir.** Genetik
olarak kontrol edilen programli hiicre 6liimii olan apoptozis, organizmanin ihtiyag
duymadigi, biyolojik gérevini tamamlayan veya hasarlanan hiicreleri, zararsiz bir
bicimde ortadan kaldirir.Apoptozis hiicre i¢inden veya disindan gelen olim
sinyalleri ile baglar.*’

Apoptozis, nekrozdan tamamen farklidir. Hiicre membran biitiinliigliniin
kaybi, hiicresel 6dem ve belirgin inflamasyon ile karakterize nekrozda, DNA
iplikgikleri, apoptozisdeki gibi interniikleozomal baglanti noktalarindan diizenli
olarak degil rastgele kirilir,*+*>*

Apoptozisi  belirlemek i¢in kullanilan terminal deoksiniikleotidil
transferaz aracili dUTP labeling (TUNEL) testinin giivenilirligi kisithdir. Bu
yontem ile DNA dizisinde kirigi olan tiim hiicreler, hiicre hasari tipinin nekroz

(DNA ¢oziilmesi daha rastgeledir) veya apoptozis (DNA dizi kirilmasi ¢ok bol

miktardadir) olmasi ayirt edilmeden boyanmaktadir. */

2.3. Serbest Radikaller

Stabil molekiillerin dis yoriingesinde biri digerine zit yonde donen
elektron ¢iftleri vardir. D1 yoriingelerinde eslenmemis en az bir adet elektron
iceren atom veya molekiile serbest radikal denir. Serbest radikaller oldukga
reaktiftir ve elektron c¢iftlemek i¢in diger molekiillerle reaksiyona girme
egilimindedir. **

Serbest radikaller baslica 3 temel mekanizma ile olusur.®



I- Kovalent baglarin homolitik boéliinmesi (Kovalent bagli molekiiliin
boliinmesinden sonra, her bir parcasinda ortak olan elektronlardan
birinin kalmasi)

2-Normal bir molekiilden tek elektron kayb1 veya bir molekiiliin heterolitik
boliinmesi (Radikal 6zelligi olmayan bir molekiilden bir elektron kaybi1 sirasinda
dis orbitalinde ortaklanmamig elektron kalmasi)

3-Normal bir molekiile elektron transferi
Organizmada serbest radikal ve reaktif oksijen tiirlerinin olugsmasina neden olan
endojen ve ekzojen kaynaklar bulunmaktadir.”

Serbest radikallerin biyolojik etkileri,

1-DNA hasar1

2-Niikleotit yapili koenzimlerin yikimi

3-Lipid peroksidasyonu, zar yapisi ve fonksiyonunun degismesi

4-Protein ve lipidlerle kovalent baglantilar olusturmak

5-Zar proteinlerinin hasar1 ve transport sisteminin bozulmasi

6-Protein hasar1

7-Tiollere bagli enzimlerin yap1 ve fonksiyonlarinin bozulmasi

8-Mukopolisakkaritlerin yikimi olarak 6zetlenir.”!

Lipid peroksidasyonu organizmada olusan kuvvetli oksitleyici bir radikal
etkisi ile zar yapisindaki ¢oklu doymamis yag asitlerinde bulunan alfa metilen
gruplarindan bir hidrojen atomu uzaklagtirilmasi ile baslar. En 6nemli uyarani ise
hidroksil radikalidir. Olusan lipit radikali bir seri reaksiyon sonucu lipit hidroksi
peroksitlere doniisiir.”

Lipid peroksitlerinin yikim {iriinlerden biri de malondialdehit (MDA)’dur.

Protein ve fosfolipidlere capraz bag ve polimerizasyon yaparak ozelliklerinin
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kaybolmasina neden olur. Malondialdehit deformasyon, iyon transportu, enzim
aktivitesi ve hiicre yiizey bilesenlerinin agregasyonu gibi intrinsik membran
Ozelliklerini degistirir, siilfidril iceren enzimleri inaktive eder ve niikleik asitlerle
etkilesime girerek mutasyona yol agar. Sonucta enzim aktivite degisiklikleri, iyon
transportu bozukluklari, hiicre bilegenlerinin agregasyonlar1 gibi degisiklikler
ortaya ¢ikar.”'™

Aminoasitlerin oksidasyona duyarliliklar1 farklidir. Mikrosirkiilasyon
sirasinda  olusan  serbest oksijen radikalleri proteinlerin, enzimlerin
modifikasyonuna ve hiicre fonsiyonlarmimn degismesine yol agararak NA'/K"
ATP’az, Ca™*/ATP’az, laktat dehidrojenaz, glutamin sentetaz, alkol dehidrogenaz,
kreatin kinaz, protein kinaz ve al proteinaz inhibitdrlerinin inaktivasyonuna neden
olur. >**

Organizmada serbest radikal ve reaktif oksijen tiirlerinin olugsmasina neden

olan endojen ve ekzojen kaynaklar bulunmaktadir.”

Endojen kaynaklar:
1- Mitokondriyal ve endoplazmik retikulum elektron transport zinciri

2- Mikrozomal elektron transport sistemi

3- Kloroplast elektron transport sistemi

4- Notrofil fagositoz sistemi
5- Oksidan enzimler
a. Ksantin oksidaz,
b. Triptofan dioksijenaz,

c. Galaktoz oksidaz,

d. Siklooksijenaz, lipooksijenaz

11



6- Arasidonik asit metabolizmasi

7- Enzimatik olmayan reaksiyonlar

8- Lenfosit, fibroblast ve endotelden diizenleyici molekiiller olarak
salgilanma

9- Otooksidasyon reaksiyonlari

Ekzojen kaynaklar:
1-Iyonizan radyasyon (X-1s1n1)
2-Hepatotoksinler (Karbon tetrakloriir)
3-Ksenobiyotikler
4-Redoks siklusu yapan maddeler (Or. paraquat, doksarubisin)
5-Kemoterapotikler (Adriamisin)
6-Hava kirliligi, UV 1sinlari, sigara

7-Okside glutatyon

2.3.1. Reaktif Oksijen Tiirevleri

Normal sartlarda mitokondrial elektron transport sisteminde oksijene dort
elektron eklenir ve suya indirgenir. Ancak IR hasarinda sadece bir elektron
transferi ile oldukga reaktif serbest oksijen radikalleri olan, siiperoksit anyonu
(Oy), hidrojen peroksit (H,O,), hipoklorik asit (HOCI) ve hidroksil (HO") olusur.
Serbest oksijen radikalleri reperfiizyononun ilk birka¢ dakikasinda en fazla tiretilir
ve dolayistyla reperfiizyon hasari en fazla erken dénemde olusur.”

Oksijen tiirevi bilesikler, radikal ve radikal olmayan bilesikler olarak iki

gruba ayrilir (Tablo 1).”
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Tablo 1. Oksijen tiirevi bilesikler

Radikaller Radikal olmayanlar
Hidroksil (HO) Hidrojen Peroksit (H20,)
Alkoksil (RO Singlet Oksijen (02)
Peroksil (ROO) Ozon (03)
Siiperoksit (0y) Hipoklorid (HOC))
Nitrik oksit (NO) Hidroperoksit (LOOH)
Azot dioksit (NO») Peroksinitrit (ONOO)
Hidro peroksil (HO»)

Hipoksi veya reoksijenasyon sonucu olusan reaktif oksijen tiirevlerinin
DNA’y1 oksitleyen, membran lipidlerini peroksitleyen ve enzim proteinlerini
denatiire eden basit reaktanlardan ¢ok, fizyolojik sinyal ileticisi oldugu tespit
edilmigtir. Transkripsiyon faktorii niikleer faktdr kappa B, p53 ve aktivator
protein—1 oksijen bilesikleri ile diizenlenir. Reaktif oksijen tiirleri hipoksi-
uyarilabilen faktor—1, NF-kB, aktivator protein—1 ve stresle aktive olan protein
kinaz gibi transkripsiyonel diizenleyicilerin aktive olmasini saglayan anahtar

sinyal islevini gormektedir.”***

2.4. Antioksidan Sistem

Reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) birikimine karst c¢esitli savunma
sistemleri bulunmaktadir. Bunlar enzimatik ROT yakalayicilari; siiperoksit
dismutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz ve enzimatik olmayan molekiiller

(vitamin A, C, E ve flavenoidler)’dir. '
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Stiperoksit radikallerinin olusumunu ve meydana getirdikleri hasar

Onleyen ve detoksifikasyonlarin1 saglayan bu “antioksidan savunma sistemi”4

yolla etki gosterir.

1-

Siipiiriicii etki; Serbest oksijen radikallerini etkileyerek onlar1 tutma,
yok etme olup antioksidan enzimler ve kii¢lik molekiiller bu yolla etki
g(')sterir.éz’63

Inaktif sekle doniistiiriicii etki; Serbest oksijen radikallleri ile
etkilesime girip onlara bir hidrojen aktararak aktivitelerini azaltan
etkidir. Vitaminler, flavinoidler bu yolla etki gosterir.**

Zincir kiric1 etki; Serbest oksijen radikallerini baglayip zincirlerini
kirarak fonksiyonlarini engelleyen etki. Hemoglobin, seruloplazmin ve
mineraller bu yolla etki gosterir.”’

Onarict etki; Serbest radikallerin olusturduklari hasarin onarilmasi

seklinde gosterilen etkidir. ®°

2.5. Epidural Anestezi

Epidural anestezi spinal sinirlerin duradan ¢ikip intervertebral foramenlere

uzanirken epidural aralikta anestetize edilmesi ile meydana gelen bir anestezi

yontemi olup baslica sensorial sempatik lifler bloke olurken, motor sinirler

kismen veya tamamen bloke olabilir.®”*® Epidural anestezi ilk kez 1895°de

Cathelin tarafindan sakral bolgede, 1921°de ise Pages tarafindan lomber bdlgede

uygulanmistir. Spinal anestezi i¢in 1945°de gelistirilen katater tekniginin Curbelo

tarafindan 1949’da epidural blok sirasinda kullanilmasi1 6nemli bir asamadir.

67,68

Epidural anestezi uygulanirken sagittal planda orta hattan girildiginde

gecilen dokular sirasi ile cilt, cilt alti, supraspindz ligament, interspindz ligament
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ve ligamentum flavumdur. Bu ligamenler lomber aralikta daha kalindir. Epidural
aralik gecildikten sonra subaraknoid araliga ulasilir.”’

Epidural aralik dural kilif uzantilarim1 g¢evreleyen potansiyel bir bosluk
olup dura ile vertebral kanali doseyen periost ve bunun ligamentlere verdigi fibroz
uzantilar arasinda yer alir. Ventral olarak dura ile dorsal olarak ligamentum
flavum ile baglanir. Foramen magnumdan sakral hiatusa uzanir. Ponksiyon
yapilirken ligamenlerin  olusturdugu farkli direngler epidural araligin
lokalizasyonu agisindan 6nemlidir.**"

Subaraknoid veya epidural araliga verilen lokal anestezikler ile Once
preganglionik sempatik lifler sonra otonom lifler kalinliklarina gore 1s1, agri,
dokunma ve son olarak basing duyusunu tasiyan lifler bloke olur. Bununla uyumlu
olarak sirasi ile sempatik, duyusal ve motor blok olusur.”' Blogun geri déniisii ise

6nce motor sonra duysal ve en son sempatik blok seklinde tam tersi yondedir.®”"*

2.6. Rejyonel Anestezinin Stres Yamt Uzerine Etkisi

Cerrahi, travma, lokalize inflamatuar yanit, somatik ve visseral afferent
liflerin aktivasyonu ile bir néréendokrin yanit olusturur. Bu yanit ACTH, kortizol,
epinefrin, norepinefrin ve vasopressin diizeylerinde artis ve renin-anjiotensin
aldosteron sisteminin aktivasyonunu igerir. Klinik bulgular intraoperatif ve
postoperatif hipertansiyon, tasikardi, hiperglisemi, protein katabolizmasi, immun
yanitin baskilanmasi ve bdbrek fonksiyonlarinda degisiklikleri igerir.”

Agr1 ve cerrahi uyaran sempatik aktivasyona ve bir dizi hormonal ve
metabolik degisikliklere neden olur. Anestezi seviyesi ve cerrahi girisimin yerine
bagli olarak epidural ve spinal anestezi cerrahi strese olan yanit1 azaltir. Alt karin

bolgesindeki girisimlerde T4-Ss arasi bir epidural blok, glikoz ve kortizol
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diizeyindeki artis1 onler ancak T¢-Ss arasi blok bu artis1 6nleyememektedir. Ust
karin girisimlerinde ise C¢ diizeyine kadar ¢ikan bloklar bile stres yaniti 6nemli
derecede azaltir fakat tam olarak onleyemez. Burada vagal ve olasilikla frenik
efferent yolun bloke olmamasi, sempatik blokajin yeterli olmamasi, diyafram ve
peritondaki serbest sinir uclarinin uyarilmasi sorumlu olabilir.®’

Epidural anestezi adrenal yaniti baskilayarak hipertansiyon, miyokardial
stres ve hiperglisemiyi Onler. Epidural anestezinin etkin olmasi i¢in cerrahiden
once gergeklestirilmesi ve saglanan anestezik etkinin strese neden olan tiim siireci
kapsamasi gerekir. Stres yanit olustuktan sonra epidural anestezi hipotalamik—
hipofizer—adrenal aksin aktivasyonunu oOnleyemez. Katekolaminlerin epidural
anestezi ile saliniminin azalmasi, dogumda uterus kan akiminda artmaya ve yeni
doganda asit-baz dengesinde iyilesmeye neden olur. Spinal anestezi ise derin bir
analjezi saglasa da sinirl siiresi nedeni ile stres yanitt dnlemede epidural analjezi
kadar etkin degildir. Epidural anestezi uygulamalarinda lokal anesteziklerin
kullanim1 metabolik ve endokrin stres yaniti tamamen O&nlerken opioidler
sempatik blokaj yapmadigindan bu konuda yetersiz kalir.”’

Epidural anestezi doku hasariyla olusan siiperoksit anyonlari ve lizozomal
enzimlerin salintmin1  Onler, doku inflamasyonunu azaltabilir. Epidural
kateterizasyon ile cerrahi yanitin baskilanmasi, cerrahi girisimin sonucunu olumlu
olarak etkilemektedir.”*"”

Epidural anestezi travmaya karst gelisen metabolik yanittan kismen
sorumlu olan adrenokortikol ve sempatik desarji kismen veye tamamen
Onleyebilir. Epidural blok yeterli yiikseklik ve siirede uygulandiginda stres yaniti

en aza indirir hatta ortadan kaldirabilir.”
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Travma, kanama veya sirkulatuar soka bagl gelisen diisiik sistemik
perfiizyon sonrasindaki splanknik hipoperfiizyon, artan sempatik aktivite sebebi
ile kan akisinin splanknik organlardan diger bolgelere redistribusyonu ya da
mikrovaskiiler agdaki kan akiminin bozulmasindan kaynaklanabilir. Yiiksek riskli
cerrahi operasyonlarda gastrointestinal organlarin perfiizyonun yeterliligi 6nemli
bir yere sahiptir. Ciinkii splanknik hipoperfiizyon, artmis mukozal gegirgenlik,
endotoksemi ve organ yetmezligine neden olabilmektedir.”® Gastrointestinal
sistem hipoperfiizyonu, artmis mortalite oranlart ile iliskilidir.””’® Torakal
epidural blogun; azalmig mikrovaskiiler perfiizyona ve kanama/retransfiizyona
bagli gelisen 16kosit endotel iliskisine karsi barsaklari,korudugu gosterilmistir.”

Torakal epidural anestezi ile yapilan splanknik sempatik blokajin barsak
perfiizyonu tizerinde olumlu etkileri oldugu gosterilmistir. Fizyolojik kosullarda
TEA barsak perfiizyonunu splanknik sempatik yolaklari bloke ederek arttirir,*'
hipokside intestinal asidozisi geciktirir.*> Ayrica peritoniti olan hastalarda
mukozal pH’y1r arttirr.” Bu olumlu etkileri mikrosirkiilasyonu direkt veya
indirekt olarak arttirir.

Septik ratlarda barsak mukoza mikrosirkulasyonunda sepsis tarafindan
olusturulan perfiizyon bozuklugununun TEA ile azaldig1 gosterilmistir.**

Splanknik perfiizyon {izerinde TEA’nin etkisi konusunda Onemli
noktalardan biri de epidural blok lokalizasyonudur. Splanknik bolgede total
sempatik blogun elde edilebilmesi icin lokal anestetigin Ts-Ty, arasindaki
sempatik sinir liflerine etki etmesi gerekir. Lumber segmentlerdeki sempatik
blokaj, baroreseptorler nedeniyle splanknik sinirlerde sempatik aktivite artisina
neden olmaktadir.*”’ Tavsanlar iizerindeki bir deneysel calismada splanknik

sempatik sinirlerin epidural blokaji, splanknik bolgedeki vendz damarlarda
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kapasitans1 arttirmis ancak lumber bolgedeki epidural blok splanknik damarlarda
refleks vazokonstriiksiyona neden olmustur.

Torakal epidural anestezinin sempatik blok etkilerinin sadece splanknik
alan ile smirli olmadig1 dikkate alinmalidir. Torakal epidural anestezinin tercih
edildigi hastalarda myokardial infarkt insidansindaki azalmanin TEA’nin, kalbin
efferent sempatik outflowunda azalmaya bagli oldugu gosterilmistir.®’
Myokardiyal IR hasari modelinde uygulanan TEA, enfarkt biiyiikliigiinii ve

postiskemik hasar azaltir.*®

2.7. Lokal Anestezikler

Lokal  anestezikler = etki  yerlerine  yeterli  konsantrasyonda
uygulandiklarinda, aksonda aksiyon potansiyeli olusumunu saglayan Na" girisini,
geri doniisimlii bloke ederek sinir ve kas membranlarinin elektriksel uyari
iletimini 6nleyen ajanlardir.*’ Son yillarda yapilan ¢alismalar iletim blogunun Na™
kanal blokajindan daha komplike bir mekanizma ile Ca™ K™ ve G —protein
iliskili regiile kanallarin da etkili oldugu yéniindedir. ***"*

Tipik bir lokal anestezik molekiilii yapisinda ii¢ temel fonksiyonel {initeye
sahiptir. Bu tiniteler; lipofilik aromatik halka, genellikle tersiyer amin yapisindaki
hidrofilik amin halkasi ve bu halkalar1 birlestiren ester veya amid yapisindaki ara
zincirdir. > Ara zincir ya ester ya da amid yapisindadir ve bu yapiya gore lokal
anestezikler aminoamid veya aminoester bilesikleri olarak smiflandirilir.
Lidokain, mepivakain, prilokain, etidokain, artikain, bupivakain, ropivakain, ve
levobupivakain aminoamid grubuna, kokain, prokain, kloroprokain ve tetrakain

aminoester grubuna ait lokal anestezik ajanlardir.”* Aminoester ~ yapihh  lokal
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anestezikler doku ve kanda bulunan esteraz enzimleri ile, aminoamid yapida

olanlar ise karaciger sitokrom p450 enzimleri tarafindan hidrolize edilir.”’

2.7.1 Bupivakain

Aminoamid tipinde bir lokal anestezik ila¢ olan bupivakain R (+) ve S (-)
enantiomerlerinden olusan rasemik bir ajandir. Rasemik iki enantiomerin 50:50
oraninda karigimi olarak belirlenmis ve 1960 yilinin baslarinda klinik pratige
girmistir. Bir bilesik esit miktarda enantiomerlerin karisimini igeriyorsa genelde
“rac” terimi (rasemik karigim) olarak adlandirilir.”>®® Kimyasal adi L butil-ol-
piperidin—2-karboksilikasit—2—6-olimetil anilid hidroklorid. Molekiil formiilii:

C18N20H28HCI. Kimyasal yap1 formiilii; Sekil-2’de goriilmektedir.”®

CH,

NH— CO 5
CHj, |
CsHo

Sekil 2. Bupivakainin agik formiili

Farmakokinetik ve Farmakodinamik Ozellikleri

Bupivakain molekiil agirligi 288 kd, pH’s14.5-6.5, pKa degeri 8.1, yagda
¢Oziiniirliigli oldukca yiiksek ve sistemik absorbsiyonu yavas olan bir lokal
anestezik ajandir. °” Plazma proteinlerine en yiiksek oranda (% 95,5) baglanan ve

en uzun etkili lokal anestezik ajandir. %
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Lidokain ve mepivakaine oranla yagda c¢oziiniirliigi iki kat fazla
oldugundan daha giiclii etkiye sahiptir. Tek doz epidural veya interkostal
enjeksiyondan sonra 1-2 saat icinde plazma konsantrasyonu tepe plazma
seviyesine ulasir ve plazma seviyesi total doz ile direkt iligkilidir. Bupivakain

infiltrasyondan sonra 5 dk i¢inde kanda tespit edilebilir.”””®

Bupivakainin epidural enjeksiyon sonrasi etki baslama siiresi 5-7 dk,
anestezinin yerlesmesi ise 15-20 dk i¢inde olmaktadir. Spinal anestezide 3.5—4
saat devam eden anestezik etkinligi 3—4 dk icinde baslar. Bupivakainin anestezik
etkisi periferik sinir bloklarinda 5—6 saat, epidural blokta ise 3.5-5 saate kadar
devam etmektedir. Periferik sinir bloklarinda % 0.5 konsantrasyonda 35 mL
voliimde tam motor blok saglayabilmektedir. Obstetrik analjezi ve perine
cerrahisinde epidural uygulama i¢in % 0.25 konsantrasyonunda, alt ekstremite
cerrahisinde % 0.5 konsantrasyonunda ve batin operasyonlarinda ise % 0.75
konsantrasyonda 20 ml voliim olarak uygulanmaktadir. ***°

Uzun etki stiresine karsin, duyusal blok olusturma etkisi motor blok yapici
etkisinden daha fazladir ve bu o0zelligi bupivakaini dogum analjezisi ve
postoperatif analjezide popiiler bir ajan haline getirmistir. Bupivakain; rejyonel
intravenéz anestezi (RIVA), presakral ve paraservikal bloklar igin uygun

degildir.’

Metabolizma

Bupivakain amid yapili oldugu i¢in primer olarak karacigerde N-
dealkalizasyona ugrar, ilacin ¢ok kii¢lik bir miktar1 ise degismeden idrarla atilir.
Proteinlere yiiksek oranda baglanmasi nedeni ile plasental pasif diffiizyonu da

diisiiktiir ancak fetus iizerindeki etkilerine ait kesin sonuclar bildirilmemistir. ¢ 1%
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Toksisite
Lokal anestezik ajanlar ile olusan etkiler; alerjik reaksiyonlar, sistemik ve
lokal toksik etkilerdir. Sistemik toksik etkiler; santral sinir sistemi etkileri,
kardiyovaskiiler sistem etkileri ve methemoglobinemiyi igerir. Lokal toksik etkiler
ise norotoksisite ve miyotoksisiteyi iceren doku toksisitesi ile olusur.®’
Bupivakainin maksimum plazma konsantrasyonlar1 nadiren toksik seviyeye
ulagir ve toksik doz konsantrasyonu 4-5 pg/mL ’dir. Bupivakainin total dozu 2—
2.5 mg/kg’dir ve eger epinefrin kullanilacaksa 250 mg’1 gegmemelidir.
Bupivakainin tekrarlanan dozlar1 24 saatte maksimum 400 mg’1 gecmemek sarti

ile ilk dozun yaris1 veya ¥4’ii kadar uygulanabilir.””*

Santral Sinir Sistemi Etkileri

Bupivakain ile olusan SSS toksisitesinde, baslangicta serebral korteksteki
inhibitér yollar ve sonra tiim sistemler deprese oldugundan belirtiler Once
stimiilasyon sonra depresyon ile karakterizedir. Kortikal uyarilma sonucu
heyecan, huzursuzluk, bas agrisi, bag donmesi, kulaklarda ugultu, nistagmus, agiz
cevresinde ve dilde uyusma, titreme ve kas seyirmelerini takiben konviilsiyon
gelisir.”” Mediiller merkezin uyarilmasi sonucu arter kan basmci ve kalp atim
hizinda artma, bulanti, kusma, solunum sayisinda artma ve ritminde degisiklik
goriiliir. Depresyon belirtileri ise oryantasyon bozuklugu, sedasyon, biling kaybi,
arteriyel kan basincinda diisme, kalp atim hizinda azalma veya durma ve
apnedir.®”'” Bupivakain gibi lipid ¢oziiniirliigii ve proteine baglanmasi yiiksek
olan ajanlarin eksitasyon fazi bazen kisa ve hafif siddette geger ve ilk bulgular

bradikardi, siyanoz ve biling kaybi olabilir.'"’

21



Kardiyovaskiiler Sisteme Etkileri

Lokal anesteziklere bagli kardiyotoksisitede dnce sempatik sinir sisteminin
aktivasyonuna bagl tasikardi ve hipertansiyonun baskin oldugu dénem ile artan
plazma konsantrasyonlar1 sonrasi direkt miyokardiyal depresyon, aritmi, uzamis
iletim stireleri ve son olarak kardiyovaskiiler kollapsin gelisimi takip eder.'®

Bupivakainin miyokardial Na' kanallarma yiiksek afinitesi diger
ajanlardan daha fazla selektif kardiyak toksisite olusturmasina neden olur. Ayrica
L-tipi kalsiyum kanallarinda da inhibisyon yapar.'”" Bupivakain Na' kanallarina
hizl1 baglanir fakat yavas terk eder ve miyokardin izometrik kontraksiyonunu %33
oraninda diisiiriir. Yiiksek dozda hizli verildiginde veya ven icine yanlislikla
enjekte edildiginde; once atriyoventrikuler ileti yavaslar.Ayrica EKG’de QRS
kompleksinde genisleme, P-R segmentinde uzama, A-V blok, Q-T uzamasi,
ventrikiiler ritm bozuklugu (ventrikiiler tasikardi, ventrikiiler fibrilasyon sonrasi
asistoli) goriilebilir ve hipotansiyon, bradikardi gelisebilir. Bupivakain ile olusan

kardiyotoksisite resiisitasyona kolay cevap vermemektedir.®”*>*
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3. GEREC VE YONTEM

Arastirmanin gerceklestirilebilmesi i¢in Etik Kurul izni Gazi Universitesi
Rektorliigii Deney Hayvanlar1 Etik Kurulundan 30/06/201 1tarih ve G.U.ET-11-
053 sayist ile alindiktan sonra 2012 yili Haziran ayinda Gazi Universitesi

Deneysel Arastirma Merkezi (GUDAM)’da gergeklestirildi.

3.1. Denek Se¢imi

Arastirmada 250-330 gram agirliginda 18 adet Wistar cinsi erigkin erkek
rat kullanildi. Ratlar, aragtirma baglangicina kadar 12 saat aydinlik-12 saat
karanlik ortamda ve 24-25 °C oda sicakhiginda takip edildi. Rat gidasi olarak

pellet yemine ve siviya serbest erigim saglandi..

3.2. Kullanilan Yontem

Ratlar randomize olarak 3 gruba ayrildi.

[-Grup K (n=6) = Sham (laparotomi)

II-Grup S (n=6) = Kontrol (laparotomi, IR, epidural kateter, 20 mcg/kg/st % 0,9
NaCl)

III-Grup B (n=6) = Bupivakain (Marcain 1 mL=5mg, Astra Zeneca, Istanbul,
Tiirkiye) (Laparotomi, IR, epidural kateter, 20 mcg/kg/st bupivakain)

Tiim ratlara 50 mg/kg ketamin (Ketalar 1 mL = 50 mg, Pfizer, [stanbul,
Tiirkiye) ve 2.5 mg/kg Xsylazin (ImL=20mg,Egevet,izmir, Tiirkiye) ile anestezi
uygulandi. Ratlarin hidrasyonlar1 kuyruk veninden 24 Gauge (G) intravendz kaniil
(Ar-Es IV Neo, Izmir, Tiirkiye) kullamlarak saglandi. islem 6ncesi tiim ratlarin
cerrahi insizyon alanlar tiras edildi. iskemi ve reperfiizyon siiresi boyunca ratlara

optimum yasamsal sartlar saglandi.
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Epidural kateter uygulamasi

Sham grubu ratlara laparotomi ve karaciger eksplorasyonu yapildi.
Epidural katater uygulamasi yapilmadi. Epidural katater uygulamasi yapilacak
diger grup ratlar (Grup S ve Grup B) cerrahi tablalarin {izerine pron pozisyonda
olacak sekilde kol ve bacaklarindan tesbit edildi. Lumber bolge cilt antiseptikleri
povidon iyot ile saglandiktan sonra spindz prosesler boyunca yaklasik 2-3 cm’lik
orta hat cilt insizyonu yapildi ve lumbosakral fasya acildi. iki tarafli paravertebral
kaslar spindz proses ve laminalardan kiint diseksiyon ile subperiostal acildi.
Kiiciik ekartorler yardimi ile islem sahasi ortaya c¢ikarilarak operasyon
mikroskobisi kullanilarak L3-Ls4 seviyesinden mikrocerrahi teknigi ile total
laminektomi yapildi. Dis ¢ap1 0.6 mm olan polietilen kateter yerlestirildi. Kateter
T-6 seviyesine kadar yaklasik 2-3 cm ilerletildi. Negatif aspirasyon yontemi ile
kateterin subdural olmadigi dogrulandi. Ayrica sakrifikasyon sonrasi da yerleri
belirlenerek teyid edildi. Kateterler fasyada siitiire edilerek tesbit edildi. Epidural
kateterlerin 6lii bosluklar1 (28 pl) verilmesi planlanan inflizyon sivisi ile

dolduruldu.

Iskemi

Epidural kateterizasyon isleminden sonra supin pozisyona ¢evrilen ratlara
povidon iyot ile cilt antisepsileri saglandiktan sonra % 1’lik lidokain HCI
(Jetmonal %2, 5 mL ampul, Adeka, Samsun, Tiirkiye) ile cilt infiltrasyonu ve orta
abdominal insizyonlar1 yapildi. Ratlarin sol portal triaddaki hepatik arterine
atravmatik vaskiiler klemp yerlestirildi. Iskemi siiresi 60 dk. olarak belirlendi.

Klemp yerlestirildikten sonra batin serum fizyolojik ile 1slatildi ve 3/0 ipek
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kullanilarak insizyon hatlari siitiire edilip yaklastirildi. Islem boyunca 1s1 kaybinin

Onlenmesi amaci ile 1sitict blanketler kullanildi.

Epidural Kateter Kullanim
Iskemi islemi basladiktan sonra epidural kateter ile Grup S icin 20
mcg/kg/st %0,9 NaCl infiizyonu baslanirken, Grup B i¢in 20 mcg/kg/st % 0.5

bupivakain infiizyonlar1 baglandi.

Reperfiizyon
Iskemi siiresi sona eren ratlarin klempleri kaldirildi ve reperfiizyon
donemleri baslatildi. Reperfiizyon siiresi 360 dk. olarak belirlendi. Abdominal

bolgeleri SF ile yikandiktan sonra tekrar siitiire edilerek kapatildi.

Sakrifikasyon
Iskemi/reperfiizyon dénemini tamamlayan ratlarin  karaciger doku
ornekleri alindi. Intrakardiyak yaklastk 4-5 mL kan &rnekleri alindi ve

sakrifikasyonlar1 da saglanmig oldu.

Resim 1. Rat epidural kateter goriiniimii
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Karaciger doku 6rneklerinin bir kismi1 immiinhistokimyasal degerlendirme
i¢in % 10 formaldehit soliisyonu icerisinde + 4 °C’de saklandi. Gazi Universitesi
Tip Fakiiltesi Hastanesi Patoloji Kliniginde apoptozis ve histopatolojik
degerlendirmeleri yapildi. Karaciger doku 6rneklerinin bir kismi ise sivi azot ile
islem gordiikten sonra MDA analizi i¢in -80 °C’de sakland1

Kan oOrnekleri TNF-a, IL-1B, AST, ALT analizi i¢in EDTA’l1 tiiplere
alinip santrifiij edilerek (3000 devir/dk, 5dk)(Centronic- BL, P selecta, Barcelona-
Spain) serumlarinin ayrilmasi saglandi ve siipernatan kismi, analiz edilinceye
kadar -80°C’de muhafaza edildi.

Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Immiinoloji laboratuvarinda MDA ve

TNF-a, IL-1B, AST, ALT o6l¢timleri yapildu.

3.3. Arastirma Parametreleri

Lipid peroksidasyon diizeyinin belirlendigi MDA analizi i¢in doku drnegi
hepatoselliiler hasarin degerlendirildigi AST, ALT degerleri ile inflamatuar
yanitin degerlendirildigi IL-1 ve TNF-a diizeyleri i¢in kan 6rnekleri, apoptozis

ve histopatolojik degerlendirilme i¢in ise karaciger doku o6rnekleri kullanildi.

3.3.1. Karaciger fonksiyon testleri analizi

Hepatoselliiler hasarin degerlendirildigi AST, ALT enzim diizeyleri
(Beckmann) Olympus AU2700 model otoanalizorde standart metodlarla standart

ticari kitler kullanilarak ¢alisildu.
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3.3.2. Sitokin Analizi

Inflamatuar yamtin degerlendirildigi TNF-a ve IL-1B sitokin dlgiimleri

eBioscience marka Elisa kitleri kullanilarak standart metodlarla ¢alisildi .

Kullanilan Aletler

- Hassas terazi (Schimadzu, Libror, AEG 220)

- Homojenizatdr (Virtis-Virtisheur)

- Vorteks (Heidolf Reax 200)

- Benmari (Heto)

- Santrifuj (Hermle Z 380K )

- Sogutmali santrifuj (Damon IEC,B-20A sogutmali,Hermle Z 323K

- Spektrofotometre (Schimadzu, UV1601)

- Tecan Eliza okuyucu ve yikayici

- pH metre (Jenway)
Karaciger doku 6rnekleri 1/ 10 oraninda 0.01 M Tris-HCI ( pH=7.4 ) tamponda,
buz i¢inde, sogukta homojenize edildi. Homojenatlar sogutmali santrifiijde 15.000
rpm’de 15 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonucu elde edilen siipernatantlardan

doku MDA diizeyi ¢alisildi.(103)

3.3.3. Dokuda Malondialdehit Analizi

Ohkawa ve arkadaslarimin'®* tarif ettigi yonteme gore MDA diizeyleri
tayin edildi. Bu yontemin ilkesi; homojenattaki proteinlerin sodyum dodesil siilfat

(SDS) ile baglanmasindan sonra Ornekte bulunan MDA’nin ortam pH’st 3,5
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oldugu kosullarda tiobarbitiirik asit (TBA) ile olusturdugu komplekse bagl

kirmizi rengin spektrofotometrik dlgiimiine dayanir.

Kullanilan reaktifler

% 8,1 Sodyum Dodesil Siilfat (SDS); distile su i¢inde hazirlandi

% 0.8 Tiobarbitiirik asit (TBA); distile su i¢inde hazirlandi

% 20 Asetik asit; distile su i¢inde hazirlandi (NaOH ile pH=3,5’a

ayarlandi) n-butanol/ piridin (15:1 v/v)

Malondialdehit tayini i¢in doku siipernatantlarindan 50 pl alinarak tizerine
50 pl %8,1 SDS eklendi. Ardindan 375 ul % 0.8 TBA, 375 pul % 20 asetik asit
(pH=3,5) ve 150 pl distile su eklendi. Elde edilen karisim 60 dk, 95 °C’de su
banyosunda kaynatildi. Bundan hemen sonra drnekler sogutularak {izerine 250 pl
distile su ve 1,250 mL n-butanol/piridin (15/1v/v) ilave edilerek vortekslendi.
Daha sonra 4000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilip list faz 532 nm’de n-butanole
karst okundu.Malondialdehit standart olarak 1, 1, 3, 3 tetrametoksi propan
kullanilarak standart grafik elde edildi ve 6rneklerin absorbans degerlerinin nmol
cinsinden MDA miktar1 saptandi. Sonuglar “nmol/g/yas/doku” cinsinden

belirlendi.

3.3.4. Histopatolojik Analiz

Deneklerden rezeke edilen karaciger materyalleri %10’luk formalin
sollisyonu icinde tesbit edildi. Her denege ait materyalden yaklasik 1.5x1cm
boyutlarinda bir doku 6rnegi alinarak doku kasetlerine yerlestirildi. Otomatik
doku takibi cihazinda, dokularin dereceli alkoller ve ksilenden gecirildigi rutin

doku takibi islemi yapildi. Daha sonra doku oOrnekleri sivi parafine gdmiiliip
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buzlukta dondurularak parafin bloklar elde edildi. Deneklerin karaciger doku
orneklerini igeren parafin bloklarin herbirinden mikrotom yardimi ile standart 4
mikronluk kesitler alindi. Sicak su banyosuna aktarilan kesitler kodlanarak her
denek i¢in ayr1 bir lama alindi. Doku kesitlerini igeren lamlar daha sonar otomatik
boyama cihazinda Hematoksilen ve Eozinle boyandi. Yine otomatik kapama
cihazinda entellan kullanilarak lamel ile kapatildi. Daha sonra boyali karaciger

doku drneklerine ait kesitler kor bir sekilde hepatopatolog tarafindan incelendi.

3.4.istatistiksel Analiz

Istatistiksel degerlendirme SPSS 17,0 bilgisayar programinda asagida
siralanan testler kullanilarak gergeklestirildi. Istatistiksel analiz verileri [ortalama
+ standart sapma, (En az-En ¢ok) olarak sunuldu. Yapilan tiim istatistiksel
analizlerde anlamlilik sinir1 olarak p<0,05 degeri anlamli kabul edildi.

Olgiilebilen parametrelere Shapiro-Wilk testi uygulanarak dagilimm
normal ya da anormal olup olmadigi belirlendi. Normal dagilim gosterenler igin
gruplar arasinda fark olup olmadigini belirlemede bagimsiz gruplarda tek yonlii
ANOVA testi kullanildi. Farklilik olmasi durumunda gruplar arast Bonferroni
testi ile karsilastirilma yapildi.

Inflamatuar aktivite, apopitozis ve iskemi reperfiizyon hasar1 verilerinin
degerlendirilmesi ise Chi-square veya Fisher’in kesin Chi-quare testleri ile

yapildi.
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4. BULGULAR

4.1. Biyokimyasal Bulgular

Gruplar AST enzim  aktivitesi acisindan kendi  aralarinda
karsilastirildiginda, gruplar arasinda anlamli fark vardi (p=0,009). AST enzim
aktivitesi Grup S’de Grup K’ya gore anlamli dlgiide yiiksek bulundu (p=0,001).
Grup K ile Grup B karsilastirildiginda AST enzim aktivitesi benzer olarak
bulundu (p=0,112) (Tablo 3).

Gruplar ALT enzim  aktivitesi agisindan kendi  aralarinda
karsilastirildiginda; anlamli fark bulundu (p=0,018). ALT enzim aktivitesi Grup
S’de Grup K’ya gore yiiksek iken (p=0,022) Grup K ile Grup B degerleri arasinda
anlaml1 fark bulunmadi (p=0,087). (Tablo 3).

Gruplar IL-1p  enzim  aktivitesi acisindan kendi aralarinda
karsilagtirildiginda; gruplar arasinda anlamli fark vardi (p < 0,0001). IL-1B enzim
aktivitesi Grup S ve Grup B’de Grup K’ya gore anlamli 6l¢iide yliksek bulundu
(strastyla p=0,045, p<0,0001, ), (Tablo 3).

Gruplar TNF-o enzim aktivitesi agisindan kendi aralarinda
karsilagtirildiginda; gruplar arasinda anlamh fark vardi (p=0,001). TNF-o enzim
aktivitesi Grup B’de Grup K ve Grup S’e gore anlamhi 6l¢iide yiiksek bulundu

(strastyla p=0,001, p< 0,0001), (Tablo3).
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Tablo 3. Ratlarin kan 6rneginde AST, ALT, IL-1p ve TNF-a verileri [Ort £
SS (En az - En ¢ok)]
Grup K Grup S Grup B pP**
(n=6) (n=6) (n=6)
AST (U/L) 242,67+£93,14 | 1981,50+964,33* | 1344,17+1075,70 0.009
(155-393) (523-3176) (496-3344) ’
ALT (U/L) 82,83+£20,20 | 2268,00+£945,64* | 1780,67+1887,17 0.018
(62-120) (704-3400) (526-5322) ’
IL -1 beta (pg/mL) 8,07+4,54 24,84+14,88 58,96+16,58*,& | <0,000
(2,83-13,32) (3,78-43,10) (36,35-76,13) 1
TNF alfa (pg/mL) 12,54+4,18 33,31+14,35* 50,91+£17,04* 0.001
(9,07-18,21) (17,37-59,49) (28,23-70,60) ’

p**: ANOVA testi ile anlamlilikdiizeyi p< 0.05
*p<0.05: Grup K ile karsilastirildiginda
&p<0.05: Grup S ile karsilastirildiginda

Tablo 4. Ratlarin karaciger dokusunda MDA verileri [Ort + SS (En az-En ¢ok)]

Grup K Grup S Grup B p**
(n=6) (n=6) (n=6)
MDA 120,63+4,80 126,10+9,30 127,87+6,43 0216
(116,20-127,40) | (114-141,40) (119-137,20) ’

P**: ANOVA testi ile anlamlilik diizeyi p< 0.05
*p<0.05: Grup K ile karsilastirildiginda
&p<0.05: Grup S ile karsilagtirildiginda
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4.2. Histopatolojik Bulgular

Histopatolojik incelemede tiim gruplardaki deneklerde normal karaciger
mikroanatomisinin korundugu izlendi. Sham grubunda belirgin bir patolojik
degisiklik gozlenmedi.

Grup S’de yalnizca bir denekte portal alanlarin ¢evresinde konjesyon,
hepatositlerde niikleus kaybi, kollaps ve hepatosit kordonlarinda diizlesme ile
karakterize hiicresel zedelenme bulgulari belirlendi. Seyrek apoptotik cisim
gozlendi. Diger deneklerde ise belirgin bir patolojik degisklik gbzlenmedi.

Grup B’de ise 3 denekte portal alanlarin ¢evresinde belirgin konjesyon,
hepatositlerde niikleus kaybi, kollaps ve hepatosit kordonlarinda diizensizlesme
ile karakterize hiicresel zedelenme bulgular1 saptandi. Bu gruptaki tiim deneklerde
periportal alanlarda daha belirgin olmak {izere bir kismi tek hiicre nekrozu
seklinde bir kismi ise kiimelenmeler olusturacak sekilde apoptotik cisimler
izlendi. Santral venlerin g¢evresinde daha belirgin olan yer yer ise irregiiler
gorliinimde  sinilizoidal dilatasyonlar goriildii. Parankimde hepatositlerde
rejeneratif aktiviteyi diislindiiren mitotik figiirler izlendi.

Her ii¢ grupta hicbir denekte parankimde lobiiler alanlarda ya da portal
alanlarda inflamasyon izlenmedi. Safra duktuslarinda patoloji saptanmadi.
Gruplara ait histopatolojik sonug verileri tablo 5’de gdsterilmistir. Ayrica resim 2,
resim 3 ve resim 4 ‘de de histopatolojik preparat mikroskobik goriiniimleri yer

almaktadir.
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Tablo 5. Ratlarin karaciger dokusunda histopatoloji verileri [n %]

Grup K Grup S Grup B p**
(n=6) (n=6) (n=6)
Inflamatuar 0/6 0/6 0/6
aktivite (var/yok) )
Apopitoz (varlyok) | 6 (1000 | 5(833/1(167) | 06100 & | _o 1001
iR hasart (var/yok) | 6(100)0 | 5 (833)/1(167) | 3(G0)AG0) | oo

P**: X testi ile anlamhlik diizeyi p< 0.05
*p<0.05: Grup K ile ile karsilastirildiginda
&p<0.05: Grup SF Iile ile karsilastirildiginda

Resim 2. Normal karaciger parankim goriiniimii
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Resim 4. Santral ven ¢evresinde irregiiler siniizoidal dilatasyonlar
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5. TARTISMA

Bu c¢alisma, ratlarda olusturulan karaciger iskemi reperfiizyon modelinde
epidural yol ile uygulanan bupivakainin splanknik perfiizyonunu dolayisi ile
karacigerin perfiizyonu ve oksijenasyonunu artirarak IR hasarma kars1 koruyucu
etkisi olabilecegi hipotezi ile planlanmustir.'”” Ancak elde edilen sonuglar,
bupivakainin sistemik inflamatuar cevabi ve lipid peroksidasyonu onlemede
yetersiz kaldigin1 ve karaciger hiicrelerinde apoptozise neden oldugunu
gostermistir.

Ratlarda deneysel hepatik IR hasarinin olusturulmasinda parsiyel hepatik
iskemi uygulamasi tercih edilir. Bu sekilde total iskeminin neden oldugu
mezenterik  konjesyon &nlenerek IR hasarmmin  etkileri izole karaciger
parankiminde gosterilmis olur.'” Bu yontemde portal ven ve hepatik arter
avaskiiler klemplerle okliize edilmektedir. Bu aragtirmadada parsiyel hepatik
iskemi yontemi tercih edilmistir. Ancak bu yonteme alternatif olarak Chen MY.
ve ark.'”’ ratlarda hepatoduedonal ligamente %0.4 lidokain enjeksiyonu yaparak
uyguladiklar1 hepatik IR modelinde karaciger kan akimmi kesmek yerine, klinik
caligmalarla  desteklendigi takdirde, hepatodiiodenal ligamente lidokain
enjeksiyonu yapilmasinin daha gilivenli ve uygulanabilir bir yaklagim gibi
gorlindiigii one siiriilmektedir.

Hepatik IR hasarinin hiicresel diizeyde en iyi gostergeleri arasinda AST,
ALT gibi karaciger enzim diizeylerinin belirlenmesi ve oksidadatif stresin
gostergesi olarak da doku MDA tayini ile karaciger dokusuna ait histopatolojik
degerlendirmeleri sayilmaktadir.'®"'"° O nedenle arastirmamizda bu parametreleri

kullandik.
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Major abdominal operasyonlar sonrasinda torakal epidural anestezinin
karaciger perfiizyonunda artig gosterdigi ancak lumber epidural anestezide boyle
bir artis gozlenmedigi tesbit edilmistir.''’ Bu arastirmada TEA uygulamamizin
nedenlerinden biri de bununla iliskilendirilmistir.

Iskemi reperfiizyon hasarinda 6nemli rol alan sitokinler nétrofil
aktivasyonu, kemotaksis, notrofil- endotel adezyonu ve nétrofik transmigrasyonu
ile iligkilidir. Iskemi reperfiizyon hasar1 sirasinda salman sitokinlerden biri
olanTNF-a konsantrasyonlarinin artigi endotel hiicrelerinden IL-6, IL-8 ve IL-1 3

112 .
Bu nedenle bu arastirmamizda inflamatuar yanitin

tiretimini  indiikler.
gostergelerinden ilk sirada yer alan TNF-a ve IL-1 B diizeylerini calismay1
belirledik.

Wei Lan ve ark.'” lidokainin 0,5 mg/mL dozunda kullamminin aktive
edilmis insan umbilikal ven endotel hiicrelerinde (HUVEC) IL-1 B, IL-6 ve IL-8
konsantrasyonlarini kontrol grubuna gore azalttigin1 ancak 0,005 mg/mL klinikle
uyumlu plazma konsantrasyonlarinda, aktive endotelden salinan ICAM-1, IL-1,
IL-6 ve IL-8 diizeylerinde degisiklik yapmadigini gdstermistir. Biz de
calismamizda uygun konsantrasyonlarinda epidural bupivakaininin IL-1f
diizeylerinde artisa neden oldugunu gézlemledik. Bu sonuca gére IR hasarinda
epidural bupivakainin inflamatuar yanit1 baskilamadig: diisiiniilebilir.

Chika Kawasaki ve ark.''* bupivakain, lidokain, ropivakain ile inkiibe,
taze insan noétrofillerini izole ederek yaptiklart g¢aligmalarinda bupivakain ve
ropivakainin 400 pm konsantrasyonlar ile notrofil ve mitokondriyal fonksiyonlara
etki etmedigi halde, lidokain 400 pm kullanimi nétrofil fonksiyonlarini ve

mitokondriyal membran potansiyelini azaltmis, apoptozisi indiiklemis ayrica

ATP sentezini inhibe etmistir. Notrofillerde nekroz ise in vitro olarak bu ti¢ lokal
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anestezik igin 4000 um konsantrasyonlarinda gdzlenmistir. In vitro arastirmaya
gore kullanilan konsantrasyonlar farkli olsa da bu deneysel ¢alismamizda
bupivakain % 0.5’lik epidural uygulamasinin apoptozise neden oldugu tesbit
edilmistir.

Huang YH. ve ark.'” yaptig1 baska bir in vitro calismada ise murine
makrofajlari, lipopolisakkarit (LPS) veya lipopolisakkarit+bupivakain (1,10
veya 100 mikroM) ile islem gordiikten sonra degerlendirdiklerinde bupivakain
doz bagiml olarak LPS’in COX-2 transkripsiyonu ve PGE2 {iretimi lizerindeki
etkileri ile bunlarin TNF-a, IL-1p ve IL-6 {iretimi {izerine olan olumlu etkilerini
de anlamli derecede inhibe etmis ancak IL-10 iiretimi lizerinde anlamh etkisinin
olmadig1 gosterilmistir. Bunun aksine arastirmamzda uyguladigimz IR rat
modelinde ise bupivakain kullanimina bagli TNF-a ve IL-1B diizeylerinde
gbzlenen artig sonucu inflamatuar yanitt baskilamadigini diisiindiik. Sonugtaki bu
farkliligin nedeni ise in vitro bir aragtirmaya goére bizim yaptigimiz aragtirmanin
klinik sonuglari agisindan daha anlamli olacag: diisiiniilebilir.

Ralph Thomas Kiefer ve ark.''® bupivakain, lidokain ve ropivakain
inkiibe edilen kan Orneklerini S.aureus ilave ederek olusturduklari invitro
caligmalarinda reaktif oksijen tiirleri jenerasyonu, CD11b ekspresyonu ve
graniilosit fagositoz aktivitelerinin lidokain ve bupivakainin en yiiksek
konsantrasyonlarinda (1846 uM ve 770 uM) anlamli olarak azalttig1 gosterilmistir
Bu calisma sonuglart degerlendirildiginde, lokal anestezik ilaclarin inflamatuar
yanit tizerindeki etkilerinin doz bagimli olarak degisebilecegini ve antiinflamatuar
etkilerinin de in vitro sartlarda genellikle en yliksek konsantrasyonlarinda ortaya

ciktigini gostermektedir.
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Iskemi ve repefiizyon hasarina neden olan major faktorlerden biri de,
reaktif oksijen iiriinlerine bagh gelisen lipid peroksidasyonudur. Malondialdehit
lipit peroksidasyonunu sonucunda olusan bir {riindiir. Bu nedenle lipid
peroksidasyon diizeyi doku MDA seviyeleri dlciilerek degerlendirilebilir.'"”

Lokal anestezik ilaglarin lipid peroksidasyonlar1 {izerine etkilerinin
degerlendirildigi caligmalarda farkli sonuglar elde edilmistir. Angela De Iuliis ve
ark.'"™ bupivakainin goniillii insan deneklerinde aktive edilmis T-lenfositlerin
adhezyonunu, sitokin ekspresyonunu ve rat karaciger mikrozomlarinin lipid
peroksidasyonu lizerinde antioksidan etki gosteren human platelet agregasyonunu
inhibe ettigini tesbit etmistir. Bu sonu¢ bupivakainin bir yandan inflamatuar yaniti
baskiladigin1 gosterirken diger yandan lipid peroksidasyonunu onleyici ya da
koruyucu olmadigin1 gostermektedir. Bupivakaininin lipid peroksidasyonu
iizerine etkisininin degerlendirildigi farkli bir ¢alismada ise Leduc C. ve ark.'”
olusturduklar1 inflamatuar hayvan modelinde, bupivakainin klinikte kullanilan
konsantrasyonlarin1 ~ siyatik  sinire veya intraperitoneal uygulayarak
karsilastirildiklarinda,  siyatik  sinire  uygulanan  bupivakaininin  lipid
peroksidasyonu tlizerinde antioksidan etkisi oldugunu gostermislerdir. Bu sonuglar
dikkate alindiginda bupivakainin sistemik veya rejyonel kullanimlarina bagh
olarak lipid peroksidasyonu iizerinde farkli etkiler olusturabilecegi diistiniilebilir.

Bupivakainin mitokondriyal respiratuar zincirdeki complex I’i inhibe
edebilecegi, oksidatif fosforilasyonu bozarak ATP iiretimini azaltabilecegi ve
mitokondriyal membran potansiyelini kollabe ederek apoptozise neden olabilecegi

cesitli calismalar ile gosterilmigtir.'>*'*'

Lokal anestezik ile indiiklenmis
apoptoziste molekiiler mekanizma tam olarak anlasilamamis olsa da, mitokondri

ve mitojen aktive protein kinaz(MAPK) yolaklarinin iligkili oldugu hem in vitro
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hem de hayvan calismalarinda gésterilmistir.lzz’123 Boselli E. ve ark.'* ile Perez
Castro ve ark.'” lokal anesteziklerin olasi yan etkilerinden biri olan
norotoksisiteyi apoptozisle iliskilendirmislerdir. Park JC. ve ark.'*® yaptig1 bir
calismada bupivakaininin schwan hiicrelerinde apoptozisi indiikledigini
gosterirken benzer sekilde Jun Lu ve ark.'” in vitro ¢alismalarinda bupivakainin
mitokondri iligkili apoptozisi indiikledigini tesbit etmislerdir. Bu sonuglar dikkate
alindiginda gerceklestirdigimiz arastirma da da apoptozisin gosterilmesi gerek in
vitro gerekse klinik ¢alismalarin sonuglarini destekler 6zelliktedir.

Karaciger cerrahisi prosediirleri sonrasinda gelisen hepatik IR hasar
postoperatif hepatik disfonksiyon veya yetmezlik riski yaratmaktadir. Sistemik
lidokainin hepatoselliiler hasar ve hepatik IR hasar1 sonrasindaki karaciger
fonksiyonlari iizerindeki etkilerini arastirmak icin Wilmar de Graaf ve ark.'*® %70
IR hasarli grup ve parsiyel hepatektomi ile 45 dk’lik iskeminin kombine edildigi
diger bir grup olusturup iskemiden 30 dk Once baslayarak, reperfiizyonun 20.
dakikasina kadar siirekli sistemik lidokain uygulamislardir. Protombin, AST,
ALT, antitrombin T, total bilirubin parametrelerini degerlendirdikleri
calismalarinda, kontrol ve lidokain gruplarinda IR hasar1 sonrasinda,
biyokimyasal ve histolojik hepatoselliller hasarda benzer anlamli artig
gorlilmiistiir. Postoperatif karaciger fonksiyonlari iskemiye sekonder olarak
olumsuz yonde etkilenmis ancak kontrol ve lidokain gruplar1 arasinda farklilik
saptanmamustir. Inflamatuar yanit acisindan bakildiginda kontrol ve lidokain
uygulanan deneklerde IR hasarina bagl 16kosit gdciinde anlamli fark
saptanmamustir. Terapotik konsantrasyonlardaki sistemik lidokainin, hepatik IR
hasar1 sonrasinda hepatoseliiler hasari azaltmadigi gibi postoperatif karaciger

fonksiyonlarini da diizeltemedigi gosterilmistir.

39



Lee HT. ve ark.'” ratlarda renal IR hasari modelinde TNF-a, IL-1 B,
ICAM-1 gen expresyon analizleri, apoptozis, MPO aktiviteleri, 24. ve 48. saat
plazma Cr seviyeleri degerlendirilmistir. Subkutan miniozmotik pumplar ile 70
kg’lik bir kisiye siirekli epidural inflizyon ile verilecek klinik dozlarla esdeger
dozda %S5 lidokain (2 mg-"-h™), bupivakain%]I (0,4 mg-"'-h™"), tetrakain %2,5
(Img-"h™") ve 10 pL/h salin verilen gruplara 30 dk’lik sol renal iskemi
uygulanmis. Bazi ratlara %0,5’lik bupivakain yerine %1’lik bupivakain infiize
edilmistir. Salin infuzyonu alan ratlarda iskemiden 24 saat sonra orta diizeyde
renal disfonksiyon, 48 saat sonra ise normal Cr. seviyeleri saptanmistir.
Bupivakain %1’lik infiizyon alan ve yalnizca sham opere ratlarda Cr seviyeleri
24. ve 48. saatlerde normal izlenmistir.

Renal iskemi sonrasi bupivakain%], lidokain %5 yada tetrakain %?2,5
konsantrasyonlarindaki kronik infiizyonlar1 hasardan 24 ve 48 saat sonra renal
fonksiyonu kotiilestirmistir. Bupivakainin = %0,5 devamli inflizyonu salin
uygulanan grupla benzer sekilde hasardan 24 ve 48 saat sonra renal fonksiyonlari
etkilememistir. Ayni calismada apoptozis farkli sekilerde degerlendirilmistir.
Bunlar DNA laddering, TUNNEL testi ve 151k mikroskobisi incelemesi (H&E ile
boyanma). Sham opere ve IR+SF uygulanan ratlarda DNA laddering
gozlenmemistir. Aksine, iR+lokal anestetik uygulanan ratlarda kolay gozlenen
DNA fragmanlarindan olusan DNA laddering mevcuttur. Sham grubunda
TUNNEL-pozitif hiicreler tespit edilememistir. Salin infiizyon uygulanan ratlarda
¢ok az sayida TUNNEL- pozitif hiicre gozlenmis iken lokal anestetik uygulanan
ve renal IR’ye maruz birakilan ratlarda ileri derecede TUNNEL-pozitif hiicreler
gbzlenmistir. Tunnel boyanmasi nonspesifik olabildiginden, 151k mikroskobu ile

H&E ile boyanma ile de apoptotik cisimler incelendiginde sham opere ratlarda ve
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bupivakain %]1°lik infiize edilen renal IR hasar1 olmayan ratlarda, apoptozisin
morfolojik belirtilerine rastlanmamistir. Ancak bupivakain % 1 infiize edilen ve
renal IR hasar1 uygulanan ratlarda; salin infiize edilen ve IR hasarina maruz kalan
ratlara kiyasla apoptotik cisim igeren tiibiil sayis1 belirgin olarak fazladir (Sirasi
ile lidokain, bupivakain, tetrakain ve salin infiize). Lokal anestetik uygulanan ve
IR hasar1 uygulanmis ratlarda, sham opere ya da SF uygulanmis IR hasarma
maruz kalan ratlara kiyasla ICAM-1 ve TNF-o’y1 kodlayan mRNA
ekspresyonunda belirgin artis gozlenirken IL-1P ekspresyonunda gruplar arasinda
anlamli fark gozlenmemistir. Yaptiimiz arastirmadada bu caligma ile benzer
sonuglar elde edilmistir. Sham opere grupta apoptozis gozlenmemistir. Grup S’de
cok az sayida apoptozis tesbit edilirken epidural yol ile % 0.5 bupivakain infiize
edilen ratlarin tamaminda apoptozis gozlenmistir. Bupivakain grubunda TNF-a
enzim aktivitesi grup S ve grup K’ya oranla anlamli derecede yiiksek bulunurken
IL-1B enzim aktivitesi, hem grup B hem de grup S’de grup K’ya oranla anlamli
olarak yiiksek bulundu.

Intestinal iskemi, trombus veya emboliye bagl gelisen akut mezenterik
okliizyon ya da daha siklikla kardiak yetmezlige baglh diisik mezenterik akim;
hemorojik, travmatik veya septik sok; ciddi yaniklar veya bazi cerrahi prosediirler
sonucunda ortaya ¢ikan bir klinik durumdur.**"*'Bedirli N. ve ark.'* ratlarda
mezenterik IR modelinde epidural kateter ile uyguladiklar1  %0,5
konsantrasyonundaki 20 mcL/h bupivakainin TNF-o, IL-6, IL-1p ve MDA
diizeyleri ile apoptozisi anlamli derecede azalttigini tesbit etmislerdir

Klinik olarak IR hasari siklikla transplantasyon, iskemik serebrovaskiiler
olay (stroke), miyokard infarktiisii, sok/resiisitasyon ve turnike uygulamalarindan

133

sonra goriilmektedir. ”” Kardiyopulmoner by pass cerrahisi sistemik inflamatuar
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yanit1 tetikleyen cerrahi prosediirlerden biridir. Bach F. ve ark.”® epidural
infiizyon yoluyla %0,25 bupivakain siirekli uyguladiklar: elektif kardiyopulmoner
bypass cerrahisinde TNF-o ve lokosit sayisindaki artisin belirgin sekilde
azalmasina bagh olarak olusan antinflamatuar etkilerin, epidural yolun splanknik
kan akimimi iyilestirme mekanizmasi ile degil de farkli mekanizmalarla
olusturdugu sonucuna ulagmiglardir.

Freise H. ve ark."”> %0,5’lik bupivakainin 15 ul/h epidural infiizyonu
uyguladiklar1 ve cekal ligasyon ve ponksiyon olusturarak yaptiklari rat sepsis
modelinde sepsis ile indiiklenen siniizoidal vazokonstriksiyon TEA tarafindan
diizeltilememistir. Ayrica sepsistTEA grubunda, gegici veniiller 16kosit
adezyonunun diizelmesine karsin siniizoidal I6kosit adhezyonunda diizelme
gozlenmemistir. Sepsis ya da sepsis + TEA gruplarinda kalici siniizoidal 16kosit
adhezyonu ve veniillerde 16kosit adezyonu etkilenmemistir. Sepsise bagli olarak
artan TNF-a ve ortaya ¢ikan karaciger doku hasarinin Sepsis + TEA tarafindan
etkilenmedigi de gosterilmistir. Sepsiste serum AST, ALT seviyelerinde artis
gozlenirken bu artiglar TEA” den etkilenmemistir.

Freise H. ve ark."’® tarafindan yapilan bir baska arastirmada ise,
bupivakaini %0,5 konsantrasyonda 15 mcL/h torakal epidural yol ile uyguladiklar
nekrotizan pankreatit olusturulan ratlarda hepatik apoptozisi degerlendirdiklerinde
pankreatit gurubunda gozlenen hepatosit apoptozis artisi, pankreatit+TEA
grubunda gozlenmemistir. Ayrica intrahepatik 16kosit adezyonunun TEA
tarafindan etkilenmedigi ve sinlizoidal vazokonstriksiyonun TEA ile diizeltildigi
gosterilmistir. Bu caligmaya karsit olarak, aragtirmamizda torakal epidural yol ile
uyguladigimiz %0.5’lik 20mcg/kg/st bupivakainin iskemi reperfiizyon hasari

olusturdugumuz tiim deneklerde apoptozise yol actigini tesbit ettik. Epidural
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uygulama ile bupivakain kullanimi sonucu hepatosit apoptozisi ilizerinde farkl
sonuglarin ortaya c¢ikmasi muhtemelen kullanilan konsantrasyonuna bagl
olabilecegini ayrica karacigerin etkilenen primer yada sekonder organ olmasina
gore de sonuglarin degisebilecegini diisiindiirmektedir.

Hepatik IR hasarinda veya farkli organlarda olusturulan IR hasarmin
sonrasinda karaciger iizerine olan etkilerin arastirilmasi amaci ile Ginsenosid Rb1,
Shen-Fu, Resveratrol gibi farkli ajanlar kullanilmigtr.

Ginsenosid Rbl’in immumodulatuar etkileri antioksidan, anti timor
aktivite ve antiinflamatuar etki gibi gok genis biyolojik aktiviteleri igerir. '*"-1*%13
Beyin, kalp ve akciger de iskemi reperflizyon hasarinda koruyucu oldugu

140191192 1in Wang ve ark.'* yaptigi calismalarinda, intestinal iR

gosterilmistir.
tarafindan indiiklenen karaciger hasarini diizelttigi ve karaciger dokularinda TNF-
a ve MDA seviyelerini azaltig1 gosterilmistir

Chen T. ve ark.'** kalp, beyin, bobrek ve akciger gibi organlar1 iR
hasarindan korudugu gosterilen Shen-Fu’ yu ortotopik karaciger transplantasyonu
yapilacak rat modellerinde arastirmiglardir. Shen-F grubunun daha diigiik ALT,
TNF-a seviyelerine neden oldugu ve erken donem reperfiizyonda hepatositleri
hasardan korudugu, ileri donem rat karaciger greft fonksiyonlarimi gelistirdigi
gdsterilmistir.Baskabir ¢alismada ise Gedik E. ve ark.'® ratlarda uyguladiklari
hepatik IR hasar1 modelinde, Resveratrol uygulamasi sonucu MDA seviyesi,

hepatik hasar skoru ve karacigerde histopatolojik degisikliklerin anlamli olarak

azaldigini gostermisglerdir.
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6.SONUC

Bu deneysel arastirmanin sonucunda ;iskemi reperfiizyona maruz kalan ve
sadece SF uygulanan ratlarda AST ve ALT diizeyleri sadece sham operasyonu
yapilan iskemi reperfiizyon uygulanmamis gruba goére arttigi gdzlendi. Iskemi
reperfiizyona maruz kalan ve  bupivakain uygulanan ratlarda ise IL-1B
diizeylerinin hem SF uygulanan gruba hem de sham grubuna gore anlamli bir artig
gosterdigi tespit edildi. Ayrica iskemi reperfiizyona maruz kalan hem SF hem de
bupivakain uygulanan ratlarda TNF-a diizeylerinin sham grubundan daha yiiksek
oldugu saptandi.

Histopatolojik agidan yapilan degerlendirmeler sonucunda ise bupivakain
uygulamasi tiim ratlarda apoptozise neden olmustur.Ayrica MDA diizeyleri
acisindan gruplar karsilastirildiginda aralarinda anlamli fark olmadig1 gézlendi.

Bu arastirmaya benzer renal veya mesenterik IR hasar calismalarinda
torakal epidural anestezi yontemi ile bupivakain kullanimina ait veriler ¢ok az
olmakla birlikte literatiirde yer almaktadir.Bu nedenle torakal epidural anestezi
uyglamasinda bupivakain kullaniminin IR hasarindaki etkilerininin belirlenmesi

acisindan daha fazla ¢alismaya ihtiya¢ duyulmaktadir.
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8. OZET

Ratlarda Olusturulan Karaciger iskemi ve Reperfiizyon Modelinde Epidural
Bupivakainin Karaciger Hasarina Olan Etkilerininin Karsilagtirilmasi

Yiiksek riskli cerrahi operasyonlarda gastrointestinal perflizyon 6nemli bir
yere sahiptir. Ciinkii splanknik hipoperfiizyon, endotoksemi, mukazal ge¢irgenlik
artis1 hatta organ yetmezligine neden olabilir. Iskemi sonras1 reperfiizyon ise kisa
siireli iskeminin tek basina olusturdugu hasardan daha fazlasina neden olabilir.
Hepatik iskemi reperfiizyon hasari, genis veya radikal hepatobiliyer cerrahi
girisimlerine bagl olarak ortaya c¢ikabilir. Gegici iskemi sonrasi olusan
reperfiizyon, hepatositlerde letal hasar veya postoperatif karaciger
disfonksiyonuna neden olur.

Rejyonel anestezi yontemlerinden biri olan TEA’ nin splanknik kan akimi
tizerindeki etkilerinin mekanizmast net olarak aydinlatilamamis olmasina
ragmen, splanknik hipoperfiizyona karst koruyucu olabilecegi bilinmektedir.
Ancak bu etkilerinin olusmasinda kullanilacak olan lokal anestezik ajanlarin da
etkileri gbzardi edilmemelidir.

Aragtirmada denek olarak kullanilan 18 rat Grup K (n=6)=Sham
(laparotomi), Grup S (n=6)=Kontrol (laparotomi, IR epidural kateter, 20
meg/kg/st % 0,9 NaCl), Grup B (n=6)=Bupivakain (Laparotomi, IR epidural
kateter, 20 mcg/kg/st bupivakain) seklinde rastgele 3 gruba ayrildi. Hepatik
iskemi stiresi 60 dakika reperfliizyon ise 360 dakika olarak uygulandiktan sonra
karaciger dokusu orneklerinden MDA, apoptozis ve histopatolojik inceleme
yapildi. Kan 6rneginden TNF-a, IL-1B, AST ve ALT diizeyleri 6l¢iildii.

Iskemi reperfiizyona maruz kalan ve TEA amaciyla sadece serum

fizyolojik uygulanan ratlarda karaciger fonksiyon testleri dikkate alindiginda,
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AST ve ALT diizeyleri sadece sham operasyonu yapilan iskemi reperfliizyon
uygulanmamis gruba gore arttig1 gozlendi. Iskemi reperfiizyona maruz kalan ve
TEA amaciyla bupivakain uygulanan ratlarda ise IL-1 diizeylerinin hem TEA
amaciyla serum fizyolojik uygulanan gruba hem de sham grubuna gére anlamli
bir artis gosterdigi tespit edildi. Iskemi reperfiizyona maruz kalan ve TEA
amactyla hem SF hem de bupivakain uygulanan ratlarda TNF-a diizeyleri sham
grubundan daha yiiksek oldugu saptandi. Ayrica TEA amaciyla bupivakain
uygulamasi tim ratlarda apoptozise neden oldugu oldugu goriilmiistiir.Gruplar
arasinda MDA diizeyleri agisindan anlamli fark saptanmadi.

Bu sonuglara dayanarak, sistemik inflamatuar cevabi ve lipid
peroksidasyonunu onlemede epidural bupivakainin yetersiz kaldig1 ve karaciger
hiicrelerinde apoptozise neden oldugu ortaya ¢ikmistir. Ancak benzer IR hasari
modellerinde epidural bupivakain uygulanmasma karsin, hepatik IR hasarinda
epidural bupivakain kullanimina ait ¢aligmalara ratlanilmadigindan konu ile ilgili
daha fazla arastirmaya ihtiyag duyulmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Karaciger iskemi reperfiizyon, Torakal Epidural, Bupivakain
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9. SUMMARY

Comparison Of The Effects of Epidural Bupivacaine on Hepatic Injury in a
Rat Model of Ischemia and Reperfusion

Gastrointestinal perfusion plays an important role in high-risk surgical
procedures as the splanchnic hypoperfusion may cause endotoxemia, increase in
mucosal permability an deven organ failure. Reperfusion may even cause more
damage than the short period of ischemia. Hepatic ischemia reperfusion injury
may be observed after extensive or radical hepatobiliary surgery. Lethal
hepatocytes injury or postoperative liver dysfunction occur due to reperfusion
observed after ischemia. Although the exact mechanism of the effects on
splanchnic blood flow is obscure, TEA may be protective against splanchnic
hypoperfusion. Nevertheless the choice of local anesthetic agent should also be
taken in to consideration for these effects.

Eighteen rats were randomly divided into 3 groups: Group K (n=6)=Sham
(laparotomy), Group S (n=6)=Control (laparotomy, IR epidural catheter, 20
meg/kg/h% 0,9 NaCl) and Group B (n=6)=Bupivacaine (Laparotomy, IR epidural
catheter, 20 mcg/kg/h bupivacaine). Liver tissue was harvested for MDA
analysis, apoptosis and histopathological examination after 60 minutes of
ischemia followed by 360 minutes of reperfusion. Blood samples were also
collected for TNF-a, IL-1B, AST and ALT analysis.

The AST and ALT levels were higher in ischemia and reperfusion group
which took only normal saline for TAE than the sham group which was not
subjected to ischemia reperfusion. In ischemia reperfusion group which took

bupivacaine for TEA, IL-1 levels were significantly higher than both the group
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which normal saline was given for TEA and sham group. TNF-a levels were
higher in ischemia reperfusion groups which took both bupivacaine and normal
saline for TEA than the sham group. Besides, bupivacaine administration for TEA
revealed apoptosis in all animals.

These results showed that epidural bupivacaine is not a suitable agent for
preventing inflammatory response and lipid peroxidation. Moreover epidural
bupivacaine trigger apoptosis in hepatocytes. Further studies are needed as the
literature review revealed no studies on the effects of epidural bupivacaine on
hepatic ischemia reperfusion injury

Key Words: Hepatic Ischemia Reperfusion, Thoracic Epidural, Bupivacaine
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