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TESEKKUR
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ONAY’a, tesekkiir ederim. Asistanlik egitimim boyunca hem egitimden sorumlu
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Dr. Ogr. Uyesi Yeliz KILIC a minnetlerimi sunarim. Ayrica tez jiirimde bulunan Prof.
Dr. Birgiil YELKEN ve Prof. Dr. Alparslan KUS hocalarima, tez planlama ve yazim
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Cinar’a sonsuz askla tesekkiir ediyorum.



OZET

Harbelioglu, M.A. Bupivakainin Ozonlanmasimin; Bupivakain Iliskili
Nérotoksisitenin Onlenmesindeki Etkisinin Arastirilmasi. Eskisehir Osmangazi
Universitesi Tip Fakiiltesi Anesteziyoloji ve Reanimasyon Anabilim Dal Tipta
Uzmanhk Tezi, Eskisehir, 2021. Bu calismada amacimiz, bupivakain iligkili
norotoksisitenin 6nlenmesinde veya azaltilmasinda; bupivakainin ozonlanmasinin
si¢an siyatik sinirlerindeki etkisini incelemek. Ayrica sekonder amacimiz da toksisitesi
olan bir ilacin ozonlanarak toksisitesinin azaltilabileceginin ilk kez gosterilmesidir.
Oncelikle ozonlama islemi ile bupivakainde yapisal degisiklik olmadig1 1H(Proton)
Nikleer Manyetik Rezonans (NMR) incelemesi ile gosterildi. Calismamizda siganlari
kontrol, bupivakain ve ozonlanmis bupivakain olmak {izere 3 ana gruba ayirdik.
Ayrica her grubu da 3. veya 7. giin 6rnek alinmak iizere 2 alt gruplara ayirdik.
Ardindan sicanlar anestezi altinda cerrahi diseksiyon ile siyatik sinir visualize edildi
ve grubuna gore salin, bupivakain veya ozonlanmis bupivakain siyatik bifurkasyo
proksimaline perindral olarak enjekte edildi. Anesteziden derlenmeleri ile tim
sicanlarda lokal anestezi etki siiresinin ve fonksiyonel blogun degerlendirilmesi
yapildi. 6 alt grubumuzdan siyatik sinir ornekleri gruplarina goére 3. veya 7. giinde
cerrahi olarak alindi ve immiinohistokimyasal boyama, TUNNEL boyama ve
transmission elekton mikroskobisi(TEM) ile norotoksisite incelendi. Sonuglarimizda
ozonlanmis bupivakainin 151tk mikroskobu incelemelerinde, immiinohistokimyasal
boyama (Neuroflament, S100, SOD, TNF-alfa) H-Skor analizlerinde ve TUNNEL
boyama sonrasi1 apoptotik indeks degerlerinde ndrotoksisiteyi istatistiksel anlamli
olarak azalttigimi gordiik. Hem 3. giin gruplarinda hem de 7. giin gruplarinda bu
protektif etki goriildii. Ayrica yapilan fonksiyonel testlerde, bupivakain ile ozonlanmis
bupivakain arasinda istatistiksel olarak anlamli fark olmadigini tespit ettik. Sonug
olarak yeni bir teknik olarak bupivakainin ozonlanmasinin, ila¢ etkinligini bozmadan,

si¢an siyatik sinir dokusunda norotoksisitenin azalttigini gosterdik.

Anahtar Kelimeler: Bupivakain iliskili nérotoksisite, bupivakain, ndrotoksisite, ozon
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ABSTRACT

Harbelioglu MA, The Effect of Ozonation-Bupivacaine on the Prevention of
Bupivacaine Induced Neurotoxicity. Osmangazi University Faculty of Medicine
Anesthesiology and Reanimation Department Residency Thesis, Eskisehir, 2021.
Our aim in this study is to demonstrate the efficacy of ozonated-bupivacaine in
reducing or preventing bupivacaine-related neurotoxicity in rat sciatic nerves. In
addition, our secondary aim is to show that, the toxic effect of a neurotoxic drug can
be reduced by ozonation. We conducted our study in 60 male, 10-12 weeks old (250-
350gr) rats. We obtained sciatic nerve samples from these rats on day 3 or 7 from the
control, bupivacaine and ozonated bupivacaine groups. We examined these samples
by immunohistochemical staining, TUNNEL staining and transmission electron
microscopy (TEM). In addition, the duration of local anesthesia effect and functional
block were evaluated in all rats. After the NMR examination, it was observed that there
was no change in the molecular structure of bupivacaine with the ozonation process.
Then, the sciatic nerve was visualized by surgical dissection under anesthesia and
saline, bupivacaine or ozonated bupivacaine were injected perineurally according to
the group. In our results, we found that ozonated bupivacaine statistically significantly
reduced neurotoxicity in light microscopy examinations, immunohistochemical
staining (Neuroflament, S100, SOD, TNF-alpha) H-Score analyzes and apoptotic
index values after TUNNEL staining. This protective effect was seen in both the 3rd
day groups and the 7th day groups. In addition, in the functional tests, we found that
there was no statistically significant difference between bupivacaine and ozonated
bupivacaine. As a result, we showed that ozonation of bupivacaine as a new technique

reduces neurotoxicity in rat sciatic nerve tissue without impairing drug efficacy.

Key Words: Bupivacaine-induced neurotoxicity, bupivacaine, neurotoxicity, ozone
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1.GIRIS

Bupivakain; uzun etki siiresi ve kolay ulasilabilir olmasi, yan etki profilinin
diger lokal anesteziklere kiyasla daha az olmasi nedeniyle anestezi pratiginde siklikla
kullanilmaktadir. Rejyonel anestezinin korkulan komplikasyonlarinin (lokal anestezi
sistemik toksisitesi, sinir hasar1 vb) USG kullanimi1 ve sinir stimulatorlerinin yardimi
ile azalmasinin ardindan; yeni giindem verilen ilaglarin direk kimyasal toksistesinin
aragtirilmas1 ve bu toksisitelerin nasil azaltilacagi olmustur. Ozellikle bupivakain
kullanim siklig1 nedeniyle bupivakain iligkili toksisite arastirmalari artmaktadir.
Yapilan ¢alismalar serbest oksijen radikallerine ve oksidadif strese isaret etmektedir.
Anti oksidan etkinligi bilinen ve yine sitoprotektif bir molekiil olmas1 nedeniyle ozon
ise doku iyilesmeleri ve protektif etkileri bagta olmak tizere birgok konuda ¢alismalarin
konusu olmaktadir. Yakin zamanda ndroprotektif etkisinin de gosterildigi ozon klinik
olarak ulasilabilir olmasi, kullanim kolaylig1 saglamasi ve ucuz olmasinin yani sira
noroprotektif etkisinin oldugu yolunda ¢aligmalarin olmasi nedeniyle protektif ajan
olarak sec¢ilmistir. Hipotezimiz ozonlanmis bupivakainin antioksidan mekanizmasi ve
olusturdugu lipid oksidayon iriinleri ile bupivakain iligkili norotoksisitenin
azaltilabilecegidir. Calismamizda ozonlanmig bupivakainin, sigan siyatik sinirlerinde
bupivakain iligkili norotoksisiteyi azalttifini, kontrol ve bupivakain gruplari ile
karsilagtirarak gostermeyi amagliyoruz. Ayrica sekonder amacimiz da toksisitesi olan

bir ilacin ozonlanarak, toksisitesinin azaltilabileceginin ilk kez gosterilmesidir.



2. GENEL BIiLGILER
2.1. Lokal Anestezikler

Lokal anestezik (LA) ilaglar; uygulandiklar1 bolge, doz, hacim, konsantrasyon
ve uygulama bigimine bagli olarak sinir iletimini gegici bir siireligine bloke eden ve
bu sayede anestezi saglayan ilaglardir. Bu ilaglarin kullanimi ile duyusal, motor ve
sempatik sinirlerde iletimin bloke edilmesi saglanmis olur. Kimi durumlarda bu
etkilerin tamami amaglanirken, ¢cogu zaman duyusal blok esas amag¢ olmaktadir. Bu
ilaglar siklikla analjezik olarak kullanilsa da, tim duyusal modalitelerin tamamen
kaybolmasini saglama yetenekleri de mevcuttur(1l). Bu yetenekleri nedeniyle klinik
pratikte olduk¢a yaygin kullanilan lokal anesteziklerin, daha detayli aragtirilmasi ve

gelistirilmesi ihtiyact mevcuttur.
2.2. Lokal Anesteziklerin Tarihcesi

Cerrahi midahale esnasinda lokal analjezi amaci ile farkli yontemler
denenmistir. Ambroise Pare 16.yy’in baslarinda; amputasyon dncesinde ekstremitenin
sikigtirilmasinin, insizyondan kaynaklanan agriy1 azalttigin1 gézlemlemistir. Benjamin
Bell, 1796 tarihli kitabinda, ampiitasyonlar esnasinda agriy1 azaltmak amac ile sinir
kompresyonunu tarif etmistir(2). 1844°de Francis Rynd, enjektor onciilii kabul edilen,
dokulara sivi gonderebilen bir alet gelistirmistir. Alexandr Wood ise bu aleti
gelistirmis ve bu delikli igneyi kullanarak tedaviler uygulamistir, bu sayede oral yol
disinda uygulama tekniklerinin 6nii agilmistir(3). 1858’deki raporunda agrili
noraljileri, hipodermik morfin ile tedavi ettigini bildirmistir. Sterilite ve bakteriyal
aseptik kosullarin iyilestirilmesi ile bircok doktor hipodermal enjeksiyon teknigini
kullanmaya baslamustir.

Albert Niemann tarafindan 1856 yilinda, dogal medikal bitki olan erythroxilon
coca’dan kokainin izole edilmistir. 1884 yilinda bir g6z doktoru olan Carl Koller’in
kokaini topikal uygulama ile goz cerrahisinde anestezi olusturuldugunu yayimlamasi
ile modern lokal anestezinin temelleri atilmistir(4). August Bier, 1898°de %0,51ik
kokaini, intratekal uygulayarak ilk kez cerrahi amacla spinal anestezi
gerceklestirmistir(2). 1905'te Alfred Einhorn tarafindan, daha az toksik bir lokal



anestezik olan prokain tanitilmugtir. ilk brakiyal pleksusun perkiitan bloklar1 1911'de

tanimlanmis ve periferik sinir bloklarmin gelisimi giiniimiize kadar devam etmistir.
Son gelismeler sayesinde sinirlerin dogrudan elektriksel uyarimi veya

ultrasonla goriintiilenmesi yoluyla sinir lokalizasyonu yapilabilmekte ve lokal anestezi

uygulamalari yaygin bigcimde kullanilmaktadir.
2.3. Lokal Anesteziklerin Kimyasi

Lokal anestezik maddeler; cogunlukla aromatik bir halka (lipofilik grup),
iyonize olabilen tersiyer amin ve bir ara zincirden olusmaktadir. Ara zincir ile iyonize
olabilen (amin) grup arasinda amid veya ester bagi bulunur (Sekil 2.1). Amid
baglarinin hidrolize olma egilimleri, ester baglarina gore daha azdir ve bu sayede amid

grubu ilaclarin etki siireleri daha uzundur.
AminoAmid Grubu Lokal Anestezik Molekiiler Yapisi
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AminoEster Grubu Lokal Anestezik Molekiiler Yapisi
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Lipofilik ug Hidrofilik u¢

Sekil 2.1. Lokal Anesteziklerin kimyasal yapisi

Lokal anestezik ilaglar zayif bazik ilaglardir. Bu ilaglarin viicuttaki

stabilitelerini ve ¢oziiniirliikklerini arttirmak i¢in tuzlar seklinde kullanilirlar. Lokal



anestezikler viicut stvisinin pH’s1 ve ilacin pKa.sina gore; yiiksiiz bazlar ve konjuge
asitler halinde Henderson-Hasselbach denklemine uygun oranlarda bulunurlar(1).

Lokal anesteziklerin biiyiik cogunlugu 7,5- 9,0 pKa’ya sahiptir ve bu sayede
fizyolojik pH’da yiikli (katyonik) formu yuksek oranda bulunur. Katyonik form
reseptor bolgesinde en aktif formdur. Lokal anesteziklerin etki ettigi reseptor sodyum
kanalinin i¢ yiizeyindedir. Bu reseptore ulasmak lizere membrandan gegisi gereklidir
ancak katyonik(yiiklii) form gegis agisindan zayiftir(2). Lokal anestezigin reseptoriine
ulagmasi i¢in yiiksiiz hali, reseptorde etkinlik gostermesi de yiiklii halinin dengesi ile
saglanmaktadir.

Lokal Anestezik ilaglar; yapisinda bulunan ara zincir ile iyonize olabilen
grubun baglanma bicimine gore amid ve ester gruplarina, etki siirelerine gore de kisa,

orta ve uzun olarak gruplara ayrilmaktadir (Tablo 2.1).

Tablo 2.1. Lokal Anesteziklerin Yarilanma Omrii ve Etki Siiresine Gére Gruplar

Lokal Anestezikler Yarilanma siiresi (saat)

Ester Grubu
Klorprokain 0.1
Prokain Kisa 0.1
Tetrakain 0.3
Kokain Orta 0.7

Amid Grubu
Artikain Kisa 0.5
Prilokain 1.6
Lidokain Orta 1.6
Mepivakain 1.8
Ropivakain 1.9
Etidokain Uzun 26
Bupivakain 3.5

2.4. Lokal Anesteziklerin Farmakokinetigi

Lokal anestezikler; lokal, periferik ve santral noroaksiyel anestezi amaci ile

kullanilmaktadir. Bu nedenle sistemik absorbsiyon, dagilim ve eliminasyon lokal



anesteziklerin etkilerinin sonlandirilmasinda goérev tstlenirler(2). Bu nedenle bu
ilaglarin farmakokinetigi, etkinin sonlanmasindaki veya istenmeyen etkilerin ortaya

¢ikmasindaki rolleri incelenmelidir.

Absorbsiyon

Lokal anesteziklerin sistemik dolasima absorbsiyonu; ilacin lipo/hidrofilik
ozellikleri, pKa’si, doz, enjeksiyon bolgesi ve doku kan akimi, vazokonstriktor
kullanimi gibi birgok faktérden etkilenmektedir. Lipidlerde ¢oziiniirliigii fazla olanlar;

cogunlukla daha potens, etki baslangig siireleri ve etki sonlanma siireleri daha uzundur.

Dagilim

Dagilim iki yonden degerlendirilmelidir. Dagilim acisindan  ilk
degerlendirilmesi gereken konu; ilacin yapildigi ve esas etkinin beklendigi lokalize
bolgedeki dagilimi. Bu ilag grubu hedef bolgeye direk olarak enjekte edildigi i¢in bu
bolgedeki dagilim dinamikleri ilacin etkinligini ve etki alanin1 belirlemektedir. ilacin
¢Oziiniirligl, barisitesi, dansitesi, konsantrasyonu ile bdlgenin sivi igerigi, kanlanma
miktari, alanin genisligi, doku basinci gibi degiskenlerden etkilenmektedir. Dagilimin
ile ilgili degerlendirilmesi gereken diger konu ise; sistemik dagilimdir. Intravaskiiler
ve ekstravaskiiler olmak iizere kompartman sistemi tanimlanmistir. Iki kompartmanl
modele uygun sekilde baslangic fazi (alfa fazi); hizli ve eksponansiyel diisiis ile
karakterizedir. Hizl1 perfiize olan beyin, karaciger, kalp, bobrekler pik degerlere ilk
olarak ulasacaktir. Bu nedenle alfa fazi1 ile dagilima ugrayan dokularda etki baslangici
da daha erken olacaktir. Daha sonra daha az perfiize olan dokulara dagilim gosterir ve

bu asama ise konsantrasyondaki diisiisiin yavas oldugu beta fazidir.

Eliminasyon

Ester tipi lokal anestezikler plazmada butiril-kolinesterazlar tarafindan
dakikalar i¢inde inaktif metabolitlerine hidrolize edilir. Olusan metabolitler idrarla
atilir. Atipik kolinesteraz aktivitesi ile azalmis veya tamamen kaybolmus etkinlik
durumunda, yuksek konsantrasyonlar birikmeye neden olabilir.

Amid grubu lokal anestezikler, karacigerde mikrozomal enzimler tarafindan
karmagik bir biyotransformasyona ugrarlar. Lokal anesteziklerin karacigerde

metabolizma hizlar1 diger bir degisle yari Omiirleri degiskendir: prilokain (en



hizl)>lidokain>mepivakain>ropivakain=bupivakain ve levobupivakain(en yavas).
Karaciger yetmezliginde uzamis etki ve toksisite riski olusur.

Tablo 2.2. Lokal Anesteziklerin Farmakokinetigi

Ester ve Amid Grubu Lokal Anesteziklerin Farmakokinetigi

Ester Grubu Amid Grubu
Metabolizma Plazma kolinestarazlan tarafindan. Karaciger tarafindan,
Hizh Yavas
Sistemik Toksisite Az Fazla
Alerjik Reaksiyon Daha sik Nadir
Stabilite Stabil degildir. Stabildir
Isik , 151 vb. durumlardan etkilenir
Etki Baslangic Yavag Hizli (orta-cok hizli)
pKa 7.4°ten yiiksektir 7.4’ten diisiiktiir

2.5. Lokal Anesteziklerin Farmakodinamigi
2.5.1. Etki Mekanizmalari

Voltaj bagimli sodyum kanal blokaji lokal anestezik ilaglarin baslica etki
mekanizmasidir. Noron hiicre govdesi ve aksonlarinin uyarilabilir membranlari,
istirahat halinde transmembran potansiyeli -90mV ile -60mV arasindadir(1). Sodyum
ve potasyumun hiicre i¢i ve dig1 arasindaki konsantrasyon farkinin korunabilmesi i¢in
enerji tuketen sodyum-potasyum pompasi aktif gorev almaktadir. Na*/K'/ATPaz
pompasi 3 tane Na' iyonunu hiicre disina ve 2 tane K* iyonunu hiicre igine tasir(1)
boylece iyonik konsantrasyon farki olusmus olur. Periferik sinir aksonlarinin
kimyasal, mekanik veya elektriksel olarak uyarilmasi ile sodyum kanallar1 agilir
(aktive olur) ve hiicre i¢ine hizli sodyum gecisi olur. Hiicre igine hizli Na akisi ile
transmembran potansiyeli +40mV ulasir ve membran depolarize olur. Bu etki tum sinir
membran1 boyunca bir depolarizasyon dalgasi olarak devam eder. Hizh
depolarizasyon sonucunda sodyum kanallar1 kapanir (inaktive olur) ve potasyum
kanallar1 agilarak hiicre iginden, hiicre disina potasyum c¢ikisi ile repolarizasyon ve
istirahat membran potansiyeline doniis gergeklesir. Lokal anestezik ilaglar voltaj

bagimli Na* kanallarin1 bloke ederek; hiicre icine Na* girisini engeller ve bu sayede



depolarizasyonu dolayisi ile iletimi engelleyerek sinir hiicresinde aksiyon potansiyeli
olusmasini durdurur. Bu etki mekanizmasi 1963’te Schanes tarafindan membran
stabilizatorii olarak tanimlanmis. Lokal anestezikler temel etki yeri olarak sinir hiicre
membranint hedef alirlar. Ancak bu etki ile beraber muhtemel mekanizmalardan da

bahsedilmektedir(5).

- Membran stabilizatorii etkisinin fosfolipidlerle birleserek Na*, K* ve Ca*™
iyonlariin membrandan gegisini engelledigi goriisii de mevcuttur.

- Bir basgka goriis ise lokal anestezik ilaglarin protein reseptorleri ile birleserek
bu reseptdrlerin por genisligini arttirmasini engelledigi seklindedir.

- Membranin hidrokarbon bélgesine yerleserek Na® kanallarini tikayacak

sekilde genisletmesi de One siiriilen bir bagka mekanizmadir.

2.5.2. Lokal Anesteziklerin Yapisal Ozelliklerinin Etkisi

Lokal anestezik ilaglarin esas etki alan1 Na*/K*/ATPaz kanallarinin hiicre i¢ine
bakan taraftaki reseptorleridir. Dolayis1 ile bu reseptore ulasabilen aktif formu ile
etkinlik dogrudan korelasyon gosterecektir. Kiiciik ve daha lipofilik olan lokal
anestezikler Na* kanal reseptorii ile daha hizli etkilesime gegecektir. Yapisal olarak
yagda daha fazla ¢oziinebilen tetrakain, ropivakain ve bupivakainin; suda daha fazla
cozlnebilen lidokain, prokain ve mepivakaine gore etki glcleri daha fazla ve daha

uzundur(l).
2.5.3. Sinir Hiicresinin Yapisal Ozelliklerinin Etkisi

Sinir liflerinin lokal anesteziklere olan duyarliliklari; sinirlerin ¢apina,
miyelinizasyonuna, fizyolojik ateslenme hizlarina, anatomik yerlesim yeri ve
dagilimina gore degiskenlik gosteriyor. Genel olarak miyelinli ve kiigiik lifler daha
kolay bloke olurlar. Aktive olmus liflerde aksiyon potansiyeli atesleme hiz1 yiiksektir
dolayist ile bloke olma hizi da yiiksek olacaktir(6). Sinir gévdesinin periferindeki lifler
merkezdekilere gore daha erken lokal anestezi yiiksek konsantrasyonuna maruz
kalacak ve daha hizli bloke olacaktir. Sinir liflerinin yapisal 6zelliklerine gore lokal

anestezi duyarliliklar1 tabloda 6zetlenmistir (Tablo 2.3).



Tablo 2.3. Sinir Liflerinin Fonksiyonel ve Yapisal Gruplandirmasi

Lif tipi Alt grubu Capi Fonksiyonu Miyelin iletim hizi  Lokal Anestezi
(um) Durumu (m/sn.) duyarlihg
Tip A Alfa 12-20 Propiyosepsiyon, Motor Yogun 70-12 +
Beta 5-12 Dokunma, Basing Yogun 30-70 B
Gama 3-6 Kas igcikleri Yogun 15-30 ++
Delta 2-5 Agri, Isi Yogun 12-30 +++
Tip B <3 Pregangliyonik, Otonom Hafif 3-15 4+
Tip C Dorsal kok 0,4-1,2 Agn Yok 0,5-2,3 4+
Sempatik 0,3-1,3 Postgangliyonik Yok 0,7-2,3 ++++

2.5.4. Blokajin klinik degiskenleri

Lokal anestezik ilaclara yanit belirli bir sira ile olur. Ilk olarak sempatik blok
ardindan sicaklik, agri, hafif dokunma ve en son olarak motor blok seklindeki bir sira
ile olusur. Ancak bu durum lokal anestezik uygulanan bolgenin sinir dagilimi ile
farkliliklar gosterebilir. Ornegin spinal anestezi ile uygulanan blok esnasinda
dermatomal yayilim ile sicaklik duyusu hizla kaybolurken sempatik sinir dagilimi
nedeniyle sempatik blok gerilerden gelecektir. Bunun yaninda periferik sinir blogu
uygulamalarinda ise proksimal kaslardaki motor sinirler blok bdlgesinde bulunan
sinirlerin dis ¢evresinde bulunduklari i¢in daha erken bloke olurlar. Klinik karsilig
olarak periferik sinir bloklarinda proksimal kaslarda kuvvet kaybini daha erken
gormek miimkiin olacaktir. Verilen anestezik maddeler sinirleri esit ve homojen
yayilim ile sarmayacaktir. Bunun sonucu olarak bolgesel farkli blok seviyeleri ile
karsilamak miimkiin olacaktir.

Blok siiresinin uzunlugu lokal anestezik maddenin sinir etrafinda kaldig siire
ile yakindan iligkilidir ve proteine baglanma ile iligkili oldugu yanlis bir algilamadir.
Lokal anesteziklerin Na kanallarindan ayrilmalar1 saniyelerle olgiiliir ve blogun
¢oziilmesi ile iliskisizdir(7). Lokal anestezigin sinir etrafinda kaldigi siire biiyiik
Olclide yagda c¢oOziiniirlik, dokunun kanlanma diizeyi ve kullanilan
vazokonstriktdrlerin varligi ile belirlenir.

Lokal anestezik ilaclara eklenen vazokonstriktorler sistemik emilimi azaltarak;

hem perindral alanda daha uzun siire kalarak alimi arttiracaktir ve etki siiresini



uzatacaktir, hem de sistemik dolasima daha diisiik dozlarda karigmasi ile sistemik
toksisite riskini azaltacaktir(1, 8).

Lokal anestezik ilaglarin klinik uygulamalarinda; Na kanal reseptorleri disinda
bircok reseptére daha baglandigi gosterilmistir. Bunlardan bazilar1 nikotinik
asetilkolin(Ach) reseptorleri, N-metil-D-aspartat (NMDA) reseptorleri, gama-
aminobdtirik asit (GABA) ve 5-HTs reseptorleridir(9-11). Bu galismalar ile lokal
anesteziklerin sistemik etkilerinin de olabilecegi ve hatta etkilerindeki farkliliklarin da
bu sebeple olabilecegi diisiintiliiyor. Ayni sekilde lokal anesteziklerin yan etki ve

toksisite risklerinin de bu reseptorlere olan etkileri sonucu olabilecegi tartigilmaktadir.
2.6. Lokal Anestezi Toksisitesi

Lokal anestezik ilaglara bagl toksisite 2 farkli yolla olusur. Birincisi lokal
anestezigin islem sirasinda yanlislikla intravaskiiler enjeksiyonu veya ilacin sistemik
emilimi sonrasi olusan sistemik toksisitesi. Ikincisi ise ilacin direk noral lifler {izerinde

olusturdugu lokal norotksisitesi.
2.6.1. Lokal Anestezi Sistemik Toksisitesi

Lokal anestezi sistemik toksisitesinin dnlenmesi amaci ile bir¢ok kaynak kitap
maksimum doz rejimleri tanimlamistir. Ancak klinik kullanima iligkin degiskenler
nedeniyle toksik dozlar da degiskenlik gosterecektir. Dolayisi ile lokal anestezik
maksimum dozlar1 rejyonel anestezi pratiginde kullanigsizdir(7). Lokal anestezik
serum seviyesi enjeksiyon teknigi, enjeksiyon bolgesi ve eklenen adjuvanlar ile

iligkilidir. Her sinir blogu prosediiriine spesifik maksimum dozlar belirlenmelidir(7).

2.6.2. Lokal Anestezi Santral Sinir Sistemi Toksisitesi

Intravendz uygulama veya yiiksek absorbsiyon sonucu yiiksek plazma
konsantrasyonlarina ulasan biitiin lokal anestezik ilaglar santral sinir sistemi toksisitesi
yapabilir. Santral sinir sistemi toksisitesinin ilk belirtileri agiz ¢evresinde ve dilde
uyusukluk, metalik tattir(3). Sedasyon ve sersemlik hissi, gorsel ve isitsel bozukluklar
huzursuzluk ile devam edebilir ve daha yliksek dozlarda nistagmus, kas segirmesi ve

takiben de tonik-klonik konvilsiyonlar olusabilir. Bu durum kullanilan lokal anestezik
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ilag, ilacin dozu, uygulama yolu ve hastaya ait degiskenlikler nedeniyle farkl: sira ve
ciddiyette gelisebilir. Serum ila¢ konsantrasyonun hizlica arttig1 veya duyarli kisilerde
direk olarak jeneralize ndbetler veya santral respiratuar merkezin baskilanmasi ile
solunum arresti ilk bulgu olabilir. SSS toksisitesi lokal anesteziklerin kortikal inhibitor
yollarin baskilanmasi ile olustugu diisiiniilmektedir. Profilaktik antikonviilzan etkili
sedadifler (6zellikle midazolam) Onerilmekte(2) ancak olasi toksisite bulgularini

perdeleyecegi de unutulmamalidir.
2.6.3. Lokal Anestezi Kardiyotoksistesi

Lokal anestezi uygulamalarinda en korkulan komplikasyon kardiyak
toksisitedir. Bu ilaclarin kardiyak iletim ve fonksiyonlar {izerine ¢ok giiclii etkileri
bilinmektedir. Lokal anesteziklerin kardiyak toksisite yapabildigi ve mortal sonuglar
ile iliskili oldugu 1979 yilinda Albright’in bupivakain ve etidokain sonrasi 6liim ile
sonuclanan alt1 adet vaka sunumu ile tartismaya acgilmistir. 4 yil iginde %0,75
bupivakain ile uygulanan epidural anestezi sonrasi kardiyak arrest goriilen 12 olgunun
bildirilmis ve kardiyaktoksisite aragtirmalari arttirilmis. Kardiyotoksisite; negatif
inotropik ve aritmik etki ile sonug¢lanan, kardiyak Na kanallarinin bloke edilmesi ile
olusuyor. Lokal anestezikler dogrudan Purkinje liflerinde ve kardiyomiyositlerde
iletimi azaltarak ve repolarizasyon suresini uzatarak etki eder. Lokal anestezik
toksisitesinde yag asidi metabolizmasiin inhibisyonu, kalsiyum homeostazinin
degismesi ve mitokondriyal solunum zincirinin bozulmasi da rol oynar(12). Tipik
olarak kardiyovaskiiler komplikasyonlar, SSS komplikasyonlarindan daha ytiksek
dozlarla olusmaktadir. Ancak SSS komplikasyonlari olmadan da kardiyotoksisite
gelisebilir. Bunun olas1 sebebi ise SSS komplikasyonlarinin baglamasia firsat
kalmadan ani gelisen ventrikiiler fibrilasyon veya duyarli miyokartta ani baglayan
aritmiler(7). ilaglar arasinda da nérotoksisite ve kardiyotoksisite riskleri agisindan da

farklar oldugu unutulmamalidir.
2.6.4. Immiinolojik Reaksiyonlar

Lokal anestezik ilaclar ile olusabilen hipersensitivite reaksiyonlar: nadirdir.
Alerjik reaksiyonlar sistemik toksisiteden farkli olarak asir1 plazma konsantrasyonlari

ile iligkili degildir(13). Prokain ve benzokain gibi p-aminobenzoik asit (PABA)
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deriveleri olan esterlerin; PABA kaynakli IgG veya IgE aracili alerjik reaksiyonlara
sebep olma ihtimalleri daha yuksektir. Amid grubu lokal anestezik ilaglarla olusan
reaksiyonlar siklikla baglayici ya da koruyucu olarak kullanilan metilproben gibi ek

maddelerden kaynaklanmaktadir.
2.6.5. Lokal Anestezinin Kas Iskelet Sistemi Etkileri

Lokal anestezik ilaclarin kas icine verilmesi zayif miyotoksiktir. Ancak
tekrarlayan dozlar, yiiksek doz ve hacimde uygulamalar toksisteyi arttirir. Ayrica es

zamanl1 steroid veya epinefrin uygulamalari da miyonekroz olusumuna neden olabilir.
2.6.6. Lokal Anestezi iliskili Norotoksisite

Lokal anestezik ilaglardan kaynaklanan ndrotoksisite, uygulanan c¢ozeltinin
veya koruyucu katki maddelerinin toksisitesinden kaynaklanir. Klinik olarak
kullanilan tiim amid ve ester grubu lokal anestetikler, yeterince ylksek intrancral
konsantrasyonlara ulasirlarsa sinirlere dogrudan toksisiteye sebep olabilirler (14).
Ancak siklikla tercih edilen lokal anestezik ilaglar; klinik kullanimda toksisite
olusturmayacak sekilde diliie edilerek kullanilirlar. Bazi ¢alismalarda diliie etmenin de
norolojik semptom riskini azaltmadigi yoniinde goriisler bildirilmistir. Lokal
anesteziye bagl dogrudan sinir hasari, klinik konsantrasyon seviyelerinde halihazirda
meydana gelebilir(15, 16). Blogun yapilmasi sirasinda sinire olan yakinlik, kullanilan
toplam doz, konsantrasyon ve kullanilan adjuvanlarin lokal anestezik iliskili
norotoksisite riske katkida bulundugu unutulmamalidir. Sinir iletiminde olusan blok
ile lokal anestezi toksisitesi arasinda dogrudan iliski gosterilememistir(17). Lokal
anestezi enjeksiyonlari sonrasinda gecici norolojik sendrom, gecici radikiiler irritasyon

ve nadiren kauda equina sendromu gortlebilmektedir(18, 19).
2.6.7. Lokal Anestezi Toksisitesinde Tam ve Tedavi

Lokal anestezi toksisitesinde erken bulgular siklikla nérolojik bulgulardir.
Bunun nedeni ise norolojik yan etkilere yol acabilecek dozun, kardiyovaskiiler yan
etki olusturabilecek olan dozdan daha diisiik olmasidir. Ancak bupivakain bu kurala

uymayabilir ve toksisitesini ilk olarak kardiyovaskiiler yan etkiler ile gosterebilir.
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Lokal anestezikler oncelikle serebral korteksin inhibitdr yolaklarinin blokajina sebep
olur ve dolayli olarak eksitator yolaklarin aktivitesi olarak kendini gosterir. SSS
toksisitesinin ilk semptomlar1 bayilma hissi, odaklanmada zorluk, agiz ¢evresinde
uyusma, kulak ¢inlamasi ve konfiizyondur(20, 21). Benzer sekilde tremor, miyotoni,
titreme objektif belirtiler olarak karsimiza c¢ikabilir. Lokal anestezik kan dizeyi
arttikga veya etki siiresi uzadikc¢a tonik klonik konviilsiyonlar meydana gelir. SSS
eksitasyon belirtilerinin devaminda toksisitenin daha ileri asamalarinda SSS
depresyonu gelisir(7). Nobet aktivitesinin arkasindan hizla gelisen solunum
depresyonu ve solunum arresti SSS depresyonuna isarettir.

Kardiyovaskiiler olaylar ise siklikla aritmiler ile baslasa da siralamas1 hastadan
hastaya degiskenlik gosterebilir. Genellikle lokla anesteziklerin diisiik kan diizeyi
sempatik aktivitede artis ile kendini gosterir ve kalp debisinde, kan basincinda ve kalp
atim hizinda hafif artisa neden olur(7). Artan kan duzeyleri ile vaskuler diiz kaslarda
gevseme, tonus kaybi ile periferik vazodilatasyon sunucu hipotansiyon gelisebilir.
Lokal anesteziklerin direk kardiyak ritim iizerine bloke edici etkileri oldugu
diisiniilmekte ve malign aritmilere neden olmaktadir(8, 13). Bu etkilerin
kombinasyonu ile kardiyak debinin diismesi ve aritmiler sonucu kardiyak kollaps ve
arrest gelisebilir. Ancak kan diizeyi ile doku lokal anestezik diizeyleri arasinda
degisken oranlar mevcuttur(22, 23). Bu nedenle ¢ok diisiik kan diizeyleri bile ciddi yan

etkilere neden olabilmektedir.
2.6.8. Lokal Anestezi Toksisitesinin Onlenmesi

Kural olarak uygulanacak lokal anestezik ilacin en uygun dozu ve
konsantrasyonu; istenen etki i¢in miimkiin olan en disik olamdir(7). Ayrica
uygulanacak bolgenin de miimkiin olan en giivenli ve kan damarlarina uzak bir alan
secimi de olas1 intravendz enjeksiyon riskini azaltacaktir.

Premedikasyon olarak kullanilan benzodiazepinlerin yeri tartismali olup hafif
yan etkileri maskeleyecegi ve hastanin hafif subjektif belirtiler bakimindan doktorunu
uyaramayacagi endisesi vardir.

Sistemik emilimin engellenmesi 6ncelikli hedeftir. Bu amag ile USG kullanimi,
intravaskiiler isaretler, enjeksiyon sirasinda sik aspirasyon, daha diisiik dozlar ve

emilimin azalmasi amaci ile vazokonstiiktif adjuvanlar denenmistir.
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USG kullanim klinik pek ¢ok yarari mevcuttur. Ozellikle islem bdlgesinin
direk olarak goriintiilenebilmesi dnemli avantajidir. Bu sayede sinire miimkiin olan en
yakin, vaskiiler yapilardan da en uzak yerin secilmesine olanak tanir. Sinire yakin
komsuluk; istenen etkinin olusmasi igin gerekli olan lokal anestezi dozunun da
minimuma indirilmesini saglayacaktir(24-26). USG kullaniminin LAST azaltacagi

yonde kanitlar mevcuttur(24, 27, 28).

Intravaskiiler isaretleyici olarak yapilan bir¢ok calisma 10-15pg epinefrinin
test dozu olarak yapilmasina alinan yaniti prediktif kabul etmistir. Bu yanitlar: kalp
hizinda alinan >10 atim/dk artis, sistolik kan basincinda >15mmHg arti(29) veya II.
derivasyondaki T dalgasinda %25ten fazla amplitiit diisiis olmasidir(30). Ancak
unutulmamasi gereken bir baska degisken ise hastanin mevcut medikal tedavilerinde
beta blokerler gibi epinefrine karsi azalmig yanit alinabilecegi ve yanlis negatif

sonuglara sebep olabilecegidir(7).
2.6.9. Lokal Anestezi Toksisite Tedavisi

LAST tedavisinin en 6nemli bileseni erken taninmasi ve ila¢ enjeksiyonunun
durdurulmasidir. Havayolu giivenliginden emin olunmali ve monitorizasyon eksiksiz
olarak saglanmalidir. Hastanin erken bulgu ve semptomlar1 6nemsenmeli, yakin takip
edilmelidir. LAST tedavisi; ndbet kontroli, kardiyak stabilizasyon (gerekli ise ileri
yasam destegi) ve %20 lipid emiilsiyon tedavisi olmak iizere ii¢ 6nemli bilesenden
olusmaktadir.

Nobet tedavisinde ilk segenekler; izole ve/veya hafif nobet aktivitesi olan
hastalarda benzodiazepinler tercih edilebilir. Bu sayede hastanin tonik-klonik veya
jeneralize nobet gec¢irmesi engellenerek hem hemodinamik bozulmalarinin 6niine
gecilebilir hem de asidoz ve hipoksi gibi lokal anestezi toksisitesini agreve edecek
komplikasyonlardan korunmus olunur. Bu amagla diisiik doz propofol kullanimi
tartismalidir. Bunun nedeni ise propofol ile olasi kardiyak disfonksiyon daha da
kotiilesebilecegi diisiincesidir.

Kardiyak toksisite belirtilerinin gelismesi halinde hizli ve agresif tedavi
yontemleri gindeme gelmelidir. Son zamanlarda; 06zellikle malign aritmilerin

gorilmesi halinde, zaman kaybedilmeden %20 lipid emiilsiyon tedavi protokoliniin
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baslatilmasi onerilmektedir(31-35). LAST tedavisinde lipid emulsiyon tedavisinin
Onemi gosterildikten sonra Amerikan Rejyonel Anestezi ve Agr1 Dernegi (American
Society of Regional Anesthesia and Pain Medicine - ASRA) tarafindan LAST tedavi
algoritmasi1 yayinlandi ve lipid emiilsiyon tedavisi algoritmanin merkezinde yer
almaktadir. Lokal anestezi toksisitesinde kardiyak arrest gelismeden lipid tedavinin
baslamasi basariyr anlamli derecede arttirmaktadir. Ancak lipid tedavisine ragmen
ciddi hipotansiyon, malign aritmiler ve asistol gelisme riski yliksektir. Hastalarda
gelisen hipotansiyonun tedavisi olas1 periferik vazodilatasyonun azaltilmasi ve
kardiyak kontraktilitenin giiclendirilmesi esasina dayanmaktadir. Ancak bu sebeple
kullanilabilecek olan epinefrinin disritmileri arttirabilecegi ve tabloyu daha da
agirlagtirabilecegi gosterilmistir(36). Bu sebeple sivi resiisitasyonunu takiben, koroner
perflizyonu korumak, kan basincini siirdiirmek ve lokal anestezik metabolizmasini
hizlandirmak amaci ile gereken minimum doz (epinefrin <lpg/kg) vazopresor ajan
kullanimi1 uygun olacaktir(37). Lokal anetezik toksisitesi ile gelisen kardiyak
aritmilerin malign seyirli olmalar1 nedeniyle bir¢ok ¢alisma amiodaronun ilk tercih
olarak kullanilmasini 6nermistir. Kardiyak kollaps ve kardiyak arrest ile sonlanan
toksisite durumunda ise lipid emiisiyon tedavisinin devami ve ileri yasam desteginin
usullerine uygun kardiyopulmoner resiisitasyonun(KPR) yapilmasi 6nerilmektedir.
Ancak kardiyak toksisitenin, ilag metabolizasyonu sonrasinda ortadan kalkacagi 6n
goriisii ile KPR’nin en az yapilan ilacin metabolizasyonu i¢in gerekli olan yar1 dmrii
kadar yapilmalidir. Uzun siiren KPR ve beraberinde lipid emiilsiyon tedavilerine yanit
alindigina dair yaymlar mevcuttur. Hatta bazi hastanelerde bu hastalarin
kardiyopulmoner bypassa alinarak lokal anestezi elimine edilmesi i¢in zaman
kazanilmistir(38).

Sonug olarak lokal anestezi sistemik toksisitesi tedavisinin zor olmasi ve basari
orani diisiik olmasi nedeniyle ortaya ¢ikmasinin 6nlenmesi en énemli tedavi yoludur
denmektedir. Bu nedenle LAST tedavisi yerine dncelikle koruyucu Onerilerin dikkatle
uygulanmas1 gerekmektedir. Ancak Onlemlere ragmen LAST olusabilecegi de
unutulmamalidir. LAST tedavisinde en 6nemli basamak erken taninmasi ve hizli

mudahale edilmesi olarak belirtilmektedir.
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2.7. S1k Kullanilan Lokal Anestezikler
2.7.1. Ester Grubu Lokal Anestezikler

Kokain

Bilinen ilk lokal anestezik olan kokain; koka bitkisinin dogal {iriinii olan bir
benzoik asit esteridir. Lokal anestezik etkisinin yaninda lokal norepinefrin geri alim
inhibisyonu ile vazokonstriksiyon yapabilmektedir. Bu etkilerin diginda ofori ve
kotiiye kullanim nedeniyle kisitli kullanim alan1 bulmustur. Giintimiizde kokain lokal
anestezik olarak kisa siireli burun cerrahilerinde nadiren tercih edilmektedir.

Benzokain

Yiiksek lipofilik 6zellikleri nedeniyle topikal kullanimda uzun yillar boyunca
tercih edilmistir. Ancak giliniimiizde benzokainin methemoglobinemi yapma riski
nedeniyle kullanim sikligi azalmistir. Ayrica benzokain; non-spesifik esterazlar
tarafindan kanda hizla hidrolize edilir ve PABA gibi anafilaksi ile iliskilendirilmis
metabolitler olusturma riskine sahiptir.

Prokain

Alfred Eindhorn tarafindan 1905 yilinda ilk sentetik olarak {iretilen lokal
anesteziktir. Plazma psddokolinesterazlari tarafindan hizla hidrolize edilir. Benzokain
gibi prokain de PABA metabolitleri nedeniyle anafilaksi riskine sahiptir. Hizl1 etki
baslangict (10 dakika) ve etki sonlanim siireleri (yaklasik yar1 omrii 6 dakika)
vardir(39). Dental kullanimda popiiler olan prokainin yiiksek vazodilatator etkisi
nedeniyle artan kanama komplikasyonlar1 nedeniyle yeni lokal anesteziklerin

bulunmasi ile kullanimi terk edilmistir.
2.7.2. Amid Grubu Lokal Anestezikler

Lidokain

Nils Lofgren tarafindan 1943 yilinda bulunmus ilk amid yapili lokal
anesteziktir(40). Lidokain aynmi zamanda grup Ib antiaritmik olarak ventrikiiler
tagikardi tedavilerinde de kullanilmaktadir. Lidokain karacigerde mikrozomal
enzimlerle monoetilglisein ve ksilidine metabolize edilir. Lidokain bdbrekten atilir.
Hizli etki baslangicina (3-5 dakika) ve orta-uzun siireli etkiye (yaklasik yar1 mrii 90-
120 dakika) sahiptir(39). Lidokainin maksimum dozu beraberinde vazokonstriktor
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eklenmesine gore degiskenlik gostermektedir. Ancak son zamanlarda net bir
maksimum doz belirlemek yerine islem bdlgesine gére dozun ayarlanmasinin daha
uygun olacag belirtilmektedir. Ancak lidokain i¢in 6nerilen maksimum doz 7mg/kg
ve totalde 500mg olarak belirlenmistir(41). Lidokain tilkemizde de siklikla kullanilan
bir lokal anestezik ilagtir. Piyasada %2 ve 10 luk konsantrasyonlarda mevcuttur ancak
%10 luk lidokain olas1 lokal anestezik norotoksisitesi nedeniyle kullanilmamaktadir.
Ayni zamanda epineftin iceren lidokain preparatlar1 da mevcuttur. Ozellikle dental
girisimlerde Lidokain/epinefrin kombinasyonlari kanamay1 azaltmasi nedeniyle tercih
edilmektedir. Lidokain topikal, lokal infiltrasyon, intraventz rejyonel, periferik sinir
blogu, epidural ve spinal anestezi uygulamalarinda uygun preparatlar segilerek
kullanilabilir.

Prilokain

Prilokain; lidokain ile benzer klinik kullanim alanlarina sahiptir. Prilokain
amid yapili lokal anestezikler arasinda; karacigerde en hizli metabolize ve en yiiksek
klirense sahip olanidir. Bu 6zelligi sayesinde lokal anestezik sistemik toksisitesine
sebep olma olasiliginin (lidokainden %40 daha az) diisiikk oldugu bilinmektedir(39).
Ancak metabolitlerinden olan O-toluidin  birikmesi ile 6nemli  06lglde
methemoglobinemi riski vardir. Bu nedenle de idiopatik veya konjenital
methemoglobinemili hastalarda, diger hemoglobinopatili hastalarda, anemisi olan
veya kardiyak/pulmoner hipoksemi riski olan hastalarda rolatif kontraendike kabul
edilmektedir(39). Etki baslangig siiresi yaklasik 5 dakika, yart omrii ise 90 dakikadir.
Maksimum dozu 8mg/kg ve totalde 600mg olarak belirlenmistir.

Bupivakain

Bupivakain; 1957 yilinda A.F. Ekenstam tarafindan bulunmus amid yapil
lokal anesteziktir. Mepivakainin metil grubu yerine bdtil grubu eklenmesi ile
olusturulmus daha uzun etkili bir tiirevidir. Lidokain, prilokain ve mepivakainden 4
kat daha potent, ayn1 zamanda da daha az toksiktir. Bu ozellikleri ile bupivakain
iilkemizde ve diinyada en sik kullanilan lokal anesteziklerden biridir.
Bupivakainin diger lokal anesteziklerden farkli olarak ciddi kardiyotoksik etkilere
sahiptir. Bu etkilerin; sistemik emilim sonrasinda kardiyak Na iyon kanallarinda
olusan blogun yani sira, miyokardiyal depresyon ve atriyoventrikiiler nodun iletimini

bozulmasi ile ortaya ¢iktig1 diistiniilmektedir. Sistemik emiliminin kardiyotoksisite
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riskleri nedeniyle dar bir terapdtik araligi vardir. Ayni zamanda bu riskleri nedeniyle,
rejyonel intravendz anestezi amaci ile kullanimi uygun degildir.
Bupivakain; lidokain ve mepivakaine gore daha hidrofobik yapiya sahiptir; bu da etki
baslangi¢ siiresinin daha yavas (6-10 dakika) olmasina sebep olur. Ayni zamanda
proteine baglanma orani yiiksektir ve bu da uzun yarilanma siiresine (2-6 saat) sahip
olmasini saglayacaktir. Bupivakain karacigerde amidazlar tarafindan metabolize edilir
ve bobreklerden atilir. Bupivakain maksimum dozu 3mg/kg (Kanada-2mg/kg) ve
totalde 250mg (Kanada-200mg) olarak belirlenmistir. Periferik blok, infiltrasyon blok
uygulamalarinda, epidural ve spinal anestezide siklikla kullanilmaktadir(13).

Ropivakain

Ropivakain; mepivakainin enantiyomeri olarak elde edilir. Ylksek
konsantrasyonlarda bupivakain ile es deger potense sahiptir ancak bupivakain anlaml
derecede uzun etkilidir. Yapilan calismalarda rasemik bupivakaine kiyasla %40 daha
az kardiyotoksiktir(42). Bupivakain ile benzer dozlar ve kullanim alanlarina sahiptir.

Levobupivakain

Levobupivakain; bupivakainin S(-) enantiomeri olarak izole edilmistir.
Yapilan calismalar levobupivakainin, bupivakainden %35 daha az kardiyotoksik
oldugunu gostermistir(43, 44). Bupivakain ile aym1 dozlarda ve aym

konsantrasyonlarda kullanilmaktadir.
2.8. Ozon Gaz1

Ozon gazinin kullanim1 1839 yilinda Christian Friedrich Schonbein tarafindan
kesfedilmistir. Ozon gazinin ilk olarak dezenfeksiyon amaci ile kullanilmistir. Bu
amag ile kullanimi igme sularinin ozonlanmasi seklinde olmustur. Tibbi amagla
kullanilan ozon, saf oksijen molekiillerinin yiliksek enerjili voltaj gradiyentinden

gecirilmesi ile elde edilmektedir.

30; + 168,400 cal — 205

Ozon yapis1 geregi li¢ oksijen atomundan olusan kararsiz bir molekuldir. Bu
nedenle okside olabilecek tiim organik bilesiklerle reaksiyona girebilir ve oksidasyona
sebep olabilir. Gliglii oksidan 6zellikleri, dezenfektan etkisinin temelini olusturur.

Ozonun herhangi bir bilesik ile reaksiyonu sunucu iki 6nemli mekanizma tetiklenir.
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Serbest oksijen radikalleri (ROS) olusumu ve Lipid Peroksidasyon Tiirevleri(LOPs)

olusumu; ozonun etki mekanizmasinda rol alir.
2.8.1. Ozon Gazimin Etki Mekanizmasi

Oksijenden farkli olarak kararsiz kimyasal yapida olmasi nedeniyle hizlica
reaksiyona giren ozonun aktif metabolitleri olan “ozon peroksitler” sistemik etkiden
sorumludur (Sekil 2.2). Ozon/oksijen karigimi olarak uygulanan ozon molekiilii
sirastyla; coklu doymamis yag asitleri (PUFA; polyunsaturated fatty acids), askorbik
asit, lrik asit, sistein, indirgenmis glutatyon ile reaksiyona girebilir. Daha yiiksek
dozlarda ise albimin gibi proteinler, karbonhidratlar, DNA ve RNA ile reaksiyona
girebilir. Biitiin bu bilesikler oksidasyona ugrayarak elektron vericisi olarak rol

alir(45).
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Sekil 2.2. Ozon peroksitleri

Ozon ile bilesikler arasindaki reaksiyon hem ex vivo (canli dis1 bilesiklerde)

hem de in vivo (canh hiicrelerde) gerceklesebilir. Bu nedenle ozon hem serum
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fizyolojik gibi sivilarin ozonlanmasi ile hem de direk intra lezyoner uygulamalarda
kullanilabilmektedir. Reaksiyon sonucunda H20: ve ozon peroksitler olusur(45). Bu
yeni olusan radikaller iki fazda etki gosterir.

[lk fazda serbest oksijen radikalleri (ROS) rol alir. ROS iiriinlerinden olan H.0-
non-iyonize bir molekiil olmasi nedeniyle hizla hiicre zarin1 gegebilir ve sitoplazmada
hiicre i¢i yolaklar tetikler. Bu tetikleme ile hiicrede yiiksek konsantrasyonda bekleyen
antioksidan mekanizmalar uyarilmis olur ve H20: suya indirgenir. Bu durum giiclii
oksidan olan ozonun paradoksu olarak tanimlanir(46). Ozon diisiik etkinlikli oksidan
uyart ile gii¢lii antioksidan mekanizmalari tetikleyerek 6n kosullanma benzeri koruma
sagladig diistiniilmektedir.

Ikinci faz ise olusmus olan lipoperoksidasyon tiirevleri (LOPs) aracili olur.
LOPs daha stabildir ve daha ge¢ metabolize olur. Bu sayede sistemik dolasimda daha
uzun stireler kalabilir ve tiim dokulara ulasma imkan1 bulur. ROS ile benzer olarak 6n
kosullanma ile olusturacagi antioksidan 6zellikler disinda ikinci mesajct olarak da
gorev alir.

Bu her iki faz ve etkinlik i¢in 6nemli olan uygulanacak ozonun dozudur. Diisiik
dozlarda hi¢bir mekanizmay1 tetiklemeyecegi veya yiiksek dozlarda direk hiicre
harabiyeti yapabilecegi gosterilmistir(47). Bu nedenle terapotik doz araliginin dogru
hesaplanmas1 ve verilecek doku/konsantrasyon iliskisinin hassas olarak Olclilmesi
onemlidir. Terapotik dozlarda redoks (indirgenme-oksidasyon) mekanizmalarinda
modiilasyona yardimci oldugu gosterilmistir. Bu dozlarda ozon, Nrf2/Keapl veya NF-
kB/IkB gibi molekiiler redoks diizenleyicileri araciligiyla; hiicre canliligini

degistirmeden hiicre koruyucu yolaklar1 ve niikkleer transkripsiyonu uyarir(48).
2.8.2. Ozon Gazimin Medikal Kullanim

Ozon gazinin terapdtik kullanimi i¢in; uygulanacak bolge ve uygulama yoluna
gore farkli doz/konsantrasyon Onerileri mevcuttur. Ozon gazinin terap6tik kullanim
kapsamai ilki 2010 yilinda ve sonuncusu 2020 yilinda yayinlanan “Ozon Tedavisinde
Madrid Deklarasyonu” ile netlik kazanmigtir(49). Guniimizde uygulama yontemine
ve siiresine gore degiskenlik gdsteren terapdtik doz araliklar: belirlenmistir. Sistemik
uygulamalarda terapotik doz araligi her seans i¢in maksimum 5-6mg olabilmektedir.

Uygulama amac1 ile kullanilacak ozon konsantrasyonu ise Spug/Nml ile 50pg/Nml
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arasinda olarak belirlenmistir(50). Lokal uygulamalarda ise 4pug/Nml ile 80pg/Nml

konsantrasyon ve maksimum 1mg onerilmektedir. Ancak her uygulama i¢in ayr1 ayri

doz hesaplamasi onerilmektedir. Giiglii 6neri olarak da diisiik doz ile baglanmasini,

yavas uygulanmasi ve kademeli olarak arttirilmasi onerilmektedir.

Ozon Tedavisinin Temel ilkeleri

Terapotik dozlar etki mekanizma ve amaca gore 3 gruba ayrilmaktadir.

a)

b)

Diisiik dozlar: Bu dozlar immiinomodiilator etkinin 6n planda amaglandigi
durumlarda kullanilmaktadir. immiin suprese durumlarda, immiin yanitin
artmasini sagladigi diisiiniilmektedir. Bu nedenle kanser hastalarinda, yasl
ve diiskiin hastalarda diisiik dozlar onerilmektedir.

Orta dizey dozlar: Bu dozlar hem immunomodilatér etkinin hem de
antioksidan etkinligin birlikte oldugu dozlardir. Bu dozlar kronik
dejeneratif hastaliklar bagta olmak iizere diyabet, ateroskleroz, KOAH,
Parkinson gibi hastaliklarda kullanilmak tizere tercih edilmektedir.
Yiiksek Dozlar: Ozellikle serum fizyolojik, su ve yagmn ozonlanmasinda
kullanilmaktadir. Bu sivilar ile muamele edilen dokularda ozon etkinliginin
saglanmasi hedeflenir. Yiiksek dozlarda ozon uygulamasi genellikle Glser

ve enfekte yaralarin inflamasyonunun inhibe edilmesi amaci ile kullanilir.

Ozon Tedavisinin Onerilen Uygulama Yontemleri

Ozon tedavisi 100 y1l1 agkin siiredir terapotik amaclar ile kullanilmaktadir.

Ancak son yillarda ozon tedavisinin klinik sinirlar1 ve doz rejimleri {lizerine yapilan

calismalar artmistir. Ozellikle Italyan, Rus ve Alman kaynaklari referans almarak

hazirlanan Madrid deklarasyonu ile Diinya Ozon Terapisi Federasyonunun (WFOT)

rehberleri esas alinmaktadir.

Ozon tedavisi birgok yoldan uygulanabilmektedir. Sistemik ve lokal olmak

tizere iki ana baslikta incelenebilir. Ozon gazimin siklikla kullanilan uygulama

yontemleri tabloda verilmistir(Tablo 2.4-2.5)(46).
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En yaygimn uygulama yollar:: LOKAL

Doz Rejimleri

Metod 0,/0, Aciklama
B Diisiik Orta Yiiksek
C. (ug/NmL) 4 10 20 som lik silikonlu (lateks
. ) . icermeyen) enjektér kullamlarak
Aurikular V. (mL) 50 50 50 5dk da yavas yikama ile
Doz (mg) 02 0.5 1
C. (ug/NmL) 30-20 50-40 80-60
. - " Tedaviden 20-30dk
Torba V. (L) torbanin boyutuna bagh degisken oncesinde uygulama alan:
Dose (mg) torbanin hacimine baglh degisken nemlendirilmelidir
C. (ug/NmL) 10 15 20
. . - Detaylar 1¢in ISCO3 (2014) ve
Paravertebral V. (mL) 5-20 ISCO3 (2016) 'e bakmiz.
Doz (ug) 50-200 75-300 100-400
C. (ug/NmL) 25 30 35
iy . servikal spinal uygulamalar i¢in
Intradiskal. Lomber V. (mL) 10 10 10 3_5ml volumde ozon kullanilir.
Doz (ug) 250 300 350
C. (ug/NmL) 5 8 10
. . Maksimum 100 mL/seans.
Subkutanoz V- (L) 12 Selilit tedavisinde 200ml
Doz (ug) 5-10 8-16 10-20
C. (ug/NmL) 20 10 5
Ellerin subkiitandz
- . Haftada 2 kez,
(eigifi‘l:;l?g'lflrlli%i) V. (mL) 10-40 toplam 6 hafta uygulanir.
- Doz (ug) 50-200 100-400 200-800
C. (ug/NmL) 5 10 15-20 Detaylar icin ISCO3 (2014)ve
Intra-artikular ' _ ISCO3 (2016) 'e bakimz.
(omuz, dirsek, V. (mL) 5-20 "Ozone in Non-Rheumatic Locomotor
kalga, diz, el/ayak System Pathologies"
bilegi vb.) Doz (ug) 25-100 50-200 st

Not: inhalasyon yolu ile uygulanmasi énerilmez (toksisite riski yiiksektir).
C: konsantrasyon; V: volim;

Ozon gazinin sistemik uygulama yollari ile 6ncelikle eritrosit ve l6kosit gibi

kan hicreleri olmak tizere doku ve organ sistemleri Gizerine etkileri mevcuttur. Ozonun

t1ibbi etkilerinden bazilari:

-eritrositlerde H-O: tarafindan glikolizin aktivasyonu sonucu ATP ve 2,3-

difosfogliserat (2,3-DPG) olusumu artar ve dokulara O2 sunumu arttirilir(51).

-yag asitlerinin oksidasyonu ile antioksidan sistemlerin uyarilmasi sonucu

antioksidan mekanizmalarin aktivasyonu(50),
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Tablo 2.5. Ozon Gazinin Siklikla Kullanilan Sistemik Uygulama Yodntemleri

En yaygm uygulama yollar:: SISTEMIK
Doz Rejimlent
Metod 0.,/0, Agiklamalar
- Diisiik Orta Yiiksek
C. (ug/NmlL) 10-20 20-30 35-40 Bazi durumlarda (otoimmiin hastaliklar
V (mL 50 - 100 ve viral enfeksiyonlar gibi).
Major (ml) > 50-60pug/NmL've kadar olan dozlarin
Autohemoterapi _ daha yiiksek sitokin inditksiyon
(MAH) 0.5-1.0 10-15 1.75-20 kapasitesine sahip ve giivenli oldugn
Doz (mg) 1.0-2.0 20-30 3540 diigiiniilmektedir.
M C. (ug/NmL) 5-10 15-20 30-40 Sml 'ye kadar diisiik voliimlerde kan
e : Inarak uygula
Autohemoterapi V. (mL) 5 almarak uygu.amr.
MiAH
( ) Doz (ug) 25-50 75-100 150-200
C. (ug/NmL) 10-15 20-25 30-35
- Akis iz 0.1-0.2 L/dk olmals ve
Vajmal V.(@) 1-2 yaklagik 10dk'da yavas infuzyon
Doz (ug) 10-15 20-25 30-35 venlmehdir.
0z Mg 20-30 40-50 60-70
C. (ug/NmL 10-15 20-25 25-30
(ue ) 40pg/mL'lik konsantrasyonlar enterosite
.Rekra_l . R zarar verebilir.
Iﬂ?ﬁ%ﬁ)ﬂm V. (mL) 100 150 200 (Tek istisna. iilseratif hemorajik kolittir.)
Doz (mg) 1.0-1.5 3.0-3.75 5.0-6.0
Exirakorporyal C. (ug/NmL) 0.1 0.25 0.4
. kan V. (L) 18 Optimum akis hizi 30-35 ml/dk.dar
oksijenfozonizasyon
Doz (mg) 18 45 72
C. (ug/NmL) 5 8 10 ozon ile 10-15 dakika yikanma,
Sauna™ i . ardindan 40-45°C su buhan 1le
V. (mL) Degisken 10-15 dakika durulanma
C. (ug/NmL) 6 ‘ 7 ‘ 9 Akupunktur noktalar: Her bir akupunktur
Akupunktur/ - noktasina mtradermal veya subkutan olarak
e V. (mL) 01-03 03/02 enjekte edilir.
refleksolog ) )
Doz (ug) 0.6-18 07-2.1 0927 Tetik nOkmalsiilg:‘ ij?e:‘b;%ze }ilgretdciuk_nckrasma
C. (ug/MNmL) 04 0.8 2 Uygulamadan 6nce doygunlugun
Ozonlanmis Salin - saglanmast i¢in 10 dakika boyunca ozon
Soliisyonu V. (mL) 200 mL ile muamele gerektirir. Ardindan
(0,55) Doz (ug/kg) N konsantrasyonun stabil olmasim saglamak
1 = 5 1¢in ozon muamelesi devam etmelidir.

Not:. * Lokal uygulama yoludur ancak sistemik etkilere sebep olur.
Dikkat: Direk intra-venoz uygulama dnerilmez, hiperbarik ozon énerilmez, intraperitoneal ozon énerilmez
C: konsantrasyon; V: volilm;

-platelet agregayonundan baglamak iizere pihtilasma kaskadinin her

asamasinda antikoagiilan etkileri ile koagiilasyonda orta dereceli azalmaya egilim

yaratir(50). Ayrica fibrinolizisi uyararak fibrin olusumunu inhibe eder.

-peroksit formasyonu ile uyarilan hiicrelerde olusan fagositoz aktivasyonu ile

immiinmodiilatdr etkileri mevcuttur. Ozellikle kronik enfeksiydz durumlarda azalmis

olan fagositik immiin yanitta iyilesmeler goriiliir. Ayrica IFN-y, IFN-f, IL-2, IL-6, IL-

8, TNF-a gibi sitokinlerin artisi ile immiinstimiilan etkileri gosterilmistir(52).
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-hiicre membraninda katyon/anyon dengesi lizerine etkileri ile analjezik etkinligi
oldugunu gosteren ¢alismalar mevcuttur(50, 51)

-noronlarda O:2’li solunumun uyarilmasi ile néroprotektif etkilerin oldugu ve
noronlarda yapisal hasarin azaltildig1 gosterilmistir

-santral modiilasyon ve opioid benzeri etkinlik ile agr1 restorasyonu ve kronik
agri olugsmasinin azaltilmasi

-ozonun arasidonik asit kaskadi iizerinden analjezik ve antiinflamatuar
etkinligi oldugu diisiiniilmektedir(50)

-antibakteriyal etkinligi, olusan oksijen radikalleri ve fagositik stimiilasyon

etkilerine bagl gelismektedir.

Tablo 2.6. Ozon Tedavisinin Uygulama Yollar

Ozon gazinin uygulama yollan

-Subkutan -Nazal

-intramuskuler -Tubal
-intraperitoneal -Oral

-intraplevral -Aurikiler
-intraartikiler -Vajinal

-intradiskal -Uretral ve mesane ici
-intralezyoner -Rektal
-intraforaminal -Dental

-intravenéz (indirekt uygulamaiile)  -Kiitanoz
-Major Otohemoterapi(MAH)
-Minér Otohemoterapi(MiAH)

Ozon tedavisinin endikasyonlar1 her gegen giin artmaktadir. Gelisen teknolojik altyaps,
farkli endikasyonlar i¢in farkli uygulama metodlar1 kullanilmasin1 miimkiin kilmistir.
Ozon tedavisinin endikasyonlarindan bazilar1 ve Onerilen uygulama ydntemleri

tabloda 6zetlenmistir (Tablo 2.7).



Tablo 2.7. Ozon Tedavisinin Endikasyonlari ve Onerilen Uygulama Sekli
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Ozon tedavinin endike oldugu durumlar ve 6nerilen uygulama sekilleri

Endikasyon

1-Dolasim bozuklukluklari

-Periferal arterial yetmezlik
-Serebral dolagim bozukluklari

2-Deri lezyonlari ve ilserler
-Diyabetik Gangren
-Yatak yarasi (dekiibit)
-Yanik
-Postoperatif basi lezyonlari
-Radyasyon yaralari

3-intestinal bozukluklar
-Kolit ve uilseratif kolit
-Crohn Hastalig

4-Kanser ve Karsinoid Sendromlar
5-Viral Enfeksiyonlar

6-Sepsis

7-Geriatrik Destek

8-Romatolojik bozukluklar
9-Dental Tedaviler

10-Algolojik islemler
11-Ortopedik Bozukluklar
12-Norolojik bozukluklar

Onerilen uygulama Sekli

v
v

AR

<

A N NN VN R NN

Major Otohemoterapi
Min6r Otohemoterapi

intralezyoner insiifflasyon
Ozonlanmig distile su ile kompres
Sauna

Rektal insiifflasyon

Degisken secenekler
Major Otohemoterapi
Major Otohemoterapi
Major Otohemoterapi
intraartikiiler uygulama
Ozonlanmisg distile su
Akapunktur/intraforaminal
intraartikiiler omuz/diz

intradiskal/ Major Otohemotarapi

2.8.3. Ozon Tedavisinin Potansiyel Yan etkileri ve Kontraendikasyonlari

Ozon tedavisinin yeteri kadar popiiler olmamasinin temel nedeni ROS olusumu

ile olusabilecek yan etki ve toksisite endisesidir. Ancak ozon tedavisi sirasinda; dogal

yollarla viicutta olusan ROS’a goére ¢ok daha diisiik diizeylerde, Olciilebilir ve

topografik olarak ROS’tan farkli siiperoksitler meydana gelmektedir. Ayrica son
caligmalar normal hidrojen peroksit iiretiminin hiicre yasami i¢in gerekli oldugu

konusunda bir fikir birligi var ve revize edilen kavram, ‘“reaktif turlerin yalnizca
5 y

hiicresel 1stirabin araglar1 degil, normal hiicresel fizyolojinin araglar1” oldugudur(53,

54). Hiicre i¢i mekanizmalar digindan uyarilmig antioksidan mekanizmalar bu nedenle

enzimler, proteinler, RNA ve DNA gibi tiim hayati hiicresel bilesenlerin gilivende

tutulacag disiiniilmektedir(55-57). Antioksidan igerigin iiretilemedigi ortamlarda ise

ozon ve oksijenin toksik olabilecegi yonde de ¢alismalarin mevcuttur.
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Cok yiiksek doz olan SmM ozon maruziyeti ile genotoksik olabilegine dair
calismalar mevcuttur(58). Ancak terap6tik olarak 6nerilen dozlarda bu genotoksik
etkiler gosterilememistir. Milyonlarca ozon tedavi verisinden derlenen olas1 yan etki
insidans ¢alismasi ozonun toksisitesinin %0,0007 olarak oldukc¢a diisiik oldugunu
bildirmistir(51).

Ozon tedavisi sirasinda 1980-1990 yillar arasinda goriilen hipokalsemi benzeri
yan etklilerin tamaminin ozon dayanikli olmayan torba ve materyalin kullanilmasi
nedeniyle oldugu gosterildi. 2000 yilindan itibaren ozon dayaniksiz malzemenin ozon
tedavisinde kullanim1 yasaklandi ve bu yan etkilerin tamami1 kayboldu.

IM enjeksiyondan hemen sonra, ozon konsantrasyonu 20-25 pg/ml ve gaz
hacmi 10 ml'yi asarsa islem bolgesinde akut agriya neden olabilir. Bu nedenle IM
enjeksiyonlarin her zamanki tedbirle uygulanmasi ve gazin ¢ok yavas enjekte edilmesi
onerilir.

Kontraendikasyonlart:

-Favizm, G6PD enzim eksikligi,

-Gebelik,

-Hipertiroidizm,

-Trombositopeni,
-Kontrolsiiz pihtilasma bozukluklari,

-Ciddi kardiyovaskdiler instabilite.
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3.GEREC VE YONTEM

Calisma, Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari
Yerel Etik Kurul onayir (Etik kurul tarih/no: 10.10.2019/771) alindiktan sonra,
Eskisehir Osmangazi Universitesi Tibbi ve Cerrahi Deney Hayvanlar1 Uygulama ve
Arastirma Merkezinde, (TICAM) uygulama kurallarina uyularak gergeklestirildi.
Calismada normal motor aktiviteye sahip, 250-330gr. arasi, 60 adet, Sprague-Dawley
tiirli, erkek rat kullanildi. Deney Oncesinde ratlar 12 saat aydinlik, 12 saat karanlik
ortamda birakildi ve ortam adaptasyon siiresi olarak 10 giin belirlendi.

Beslenmelerinde bu siirecte herhangi bir degisiklik yapilmadi.
3.1.Calismanin planlanmasi ve ila¢larin temini

Calisma icin gerekli ilag, tiiketim materyalleri ve deney hayvanlarinin teminini
saglamak amaci ile gerekli biitge Eskisehir Osmangazi Universitesi Bilimsel Arastirma
Projeleri (proje kodu: TTU-2021-1581) kapsaminda gerceklestirildi. Oncelikle
Bupivacaine hydrochloride (Sigma-Aldrich B5274-1G) bidistile su ile %0,5
konsantrasyonda hazirlandi. Hazirlanan bupivakain soliisyonu lateks igermeyen
enjektorlere ¢ekilen 80pg/Nml konsantrasyonda ozon ile 10dk boyunca kabarcik
olusturma yontemi (bubbling) ile ozonlandi. Ozonlama isleminin bupivakainin etkin
bolgesinde kimyasal degisiklik yapip yapmadigi ve dolayisi ile lokal anestezik
etkinliginde degisiklik yapip yapmadigr incelendi. Bu nedenle bupivakainin
ozonlanmasiin etkin bdlgede kimyasal degisiklik yapip yapmadiginin tespiti amaci
ile hem bupivakain hem de ozonlanmis bupivakaine 1H(Proton) Niikleer Manyetik
Rezonans (NMR) inceleme yapildi. 80pg/Nml konsantrasyonda ozon ile 10dk
boyunca kabarcik olusturma yontemi ile ozonlanmis 0,2ml %0.5 bupivakain ile saf
bupivakain arasinda NMR incelemede fark olmadigi goriildii ve doz bu sekilde
kesinlestirildi.

Ratlar randomize olarak 3 ana (kontrol-bupivakain-ozonlanmis bupivakain)
gruba ayrildi. 20’ser adet rattan olusan {i¢ ana grubumuz oldu. Her ana grup ise
orneklerin alinacag: giine gore 3. ve 7. giin gruplar1 olmak iizere 2 alt gruba ayrildi.

Bu sekilde toplam 10’ar sigandan olusan 6 alt grup olusturuldu.
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Gruplarimiz;
3. giin 0rnek alinacak gruplar 3-K, 3-B, 3-OB
7. giin ornek aliacak gruplar 7-K, 7-B, 7-OB olarak isimlendirildi.

3.2.Deney Hayvanlarina uygulanan islemler

Sicanlar 1°den 60°a kadar numaralandirildi. Bilgisayar modelli kura metodu ile
randomize edildi. islem yapilacak olan sican numara sirasina gére alind1 bu sayede
gruplar arasi arastirmaci el becerisindeki gelisme biasindan kagiilmis oldu. Sigani
secen kisi ile islemi ve sonrasinda dlgiimleri yapan kisi farkliydi ve enjekte edilecek
maddenin hangi gruba ait oldugunu bilmiyordu (gift kor).

Secilen sigana 15dk araliklarla 3 kere hot-plate testi uygulandi. Siganin el veya
ayaklarini yalamast, hizli ayak ¢ekme/ziplama hareketi agriya tepki olarak kabul edildi

ve yapilan 3 testin ortalamasi alinarak siireler kaydedildi.
3.2.1.Cerrahi diseksiyon ve ila¢ uygulama

Isleme alinan sigan 50mg/kg ketamin (ketamin hidrokloriir, Keta-controle,
1mL=100mg, Doga ilag) + 10mg/kg ksilasin (Xylazin Bio %2e, 1ml=20mg, Bioveta)
intraperitoneal olarak uygulanarak anestezi saglandi. Cilt ve ayak parmak sikigtirma
testi ile anestezi derinligi takip edildi. Yiiziistli pozisyonda tespit edildikten sonra
cerrahi alan temizligi ve isaretleme yapildi. Siyatik sinire posterior yaklasim ile
ulasilmast hedeflendi. Sag bacak torakanter major, iskial tuberositas ve diz eklemi
isaretlendi (Resim 3.1a). Paralel kesi ile yaklagik lcm cilt insizyonu yapildi (Resim
3.1b). Ardindan biceps femoris ve gluteal kas arasindaki sulkustan kiint diseksiyon ile
kaslar ayrildi (Resim 3.1c) ve siyatik sinire ulasildi (Resim 3.1d) . Siyatik sinirin
bifurkasyo noktas1 goriilerek Imm proksimali hedef bolge olarak secildi.
Enjeksiyonlar sinir lizerindeki fasiya altina 30G insiilin enjektorii ile gegilerek,
perinéral olarak verildi. K grubuna 0,2ml distile su, B grubuna 0,2ml %0.5
bupivakain, OB grubuna 0,2ml ozonlanmis %0.5 bupivakain yapildi ve enjeksiyon
saati kaydedildi. Ardindan kas planlar1 anatomik yapisina uygun olarak 4-0 prolen ile
yaklastirildi (Resim 3.1e). Cilt ise 3-0 prolen ile suture edilerek kapatildi (Resim 3.1f).
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Tiim ilaglar cerrahi islemi yapmayan bir baska kisi tarafindan hemen islemden
5 dakika dncesinde hazirlandi. Boylece hem uygulayici biast hem de ozonun uzamis

bekleme siiresi olmadan islemler gerceklestirilmis oldu.

Resim 3.1a. isaretleme Resim 3.1b. Insizyon
[

Resim 3.1c. Kaslarin kiint a¢ilmasi Resim 3.1d. Siyatik sinirin gérulmesi
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Resim 3.1e. Kaslarin yaklastirilmasi Resim 3.1f. Cildin kapatilmasi

Resim 3.1. Cerrahi islemler

3.2.2.Fonksiyonel degerlendirme

Fonksiyonel degerlendirme testlerimizin tamamini her si¢an i¢in hem islem
yaptigimiz (kontrol-bupivakain-ozonlanmis bupivakain) ayakta, hem de islem
yapilmadigimiz diger ayakta uyguladik. Bu sayede her sicanin islem yapilmayan diger
ayagindaki fonksiyonel degerlerinin normale gelme siireleri ile de kargilastirma imkani
bulduk.

Motor Fonksiyonun Degerlendirilmesi

Sicanlarda motor fonksiyon degerlendirmek i¢in farkli ydntemler
mevcuttur(59-63). Siyatik sinir motor fonksiyonlar1 agisindan siklikla kullanilan
yontem ise 4 puanli skorlama sistemidir(60, 63). Biz de 4 puanli skorlama sistemini
kullandik (Resim 3.2). islem yapilan ve islem yapilmayan her iki ayak igin ayri ayri
skorlama yapildi.

0 puan = Ayak dorsifleksiyonda, yiiriiyebiliyor, parmaklar agik
1 puan = Ayak dorsifleksiyonda, yiirliyebiliyor, parmaklar kivrilmig
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2 puan = Ayak eckstansiyondan fleksiyona kismen gegebiliyor,
stirtinerek yiriiyebiliyor, parmaklar kivrilmig
3 puan = Ayak ekstansiyondan fleksiyona gecemiyor, yuriyemiyor,

parmaklar kivrilmas.

1 puan:
ayak dorsifleksiyonda
yiiriiyor

0 puan:
ayak dorsifleksiyonda
yiirliyor

Motor fonk. 0 ve 1 puan | Motor fonk. 2 puan Motor fonk. 3 puan

Resim 3.2. Motor fonksiyonun degerlendirilmesi

Duyusal fonksiyonun degerlendirilmesi

Sicanlarda duyusal fonksiyon elektriksel, termal, mekanik ve kimyasal
uyaranlar ile degerlendirilmektedir. Biz de ¢calismamizda termal (hot plate) ve mekanik
(penge sikistirma, ayak ¢ekme testi) olarak duyusal degerlendirmemizi yaptik.

Pence sikistirma/ ayak ¢cekme testi

Ayak c¢ekme testine yanit kalca, diz ve ayak bilegindeki fleksor kaslarin
kontraksiyonu ile olusur. Polisinaptik bir reflekstir ve ektremiteye agrili uyaran
verilerek indiiklenir. Caligmamizda yiizeyel agri duyusu icin lateral metatars
lUzerindeki cilt katlantisina, derin agri duyusu igin besinci ayak parmagmin distal
falanksina basing uygulandi. Her seferinde tanimlanan bolgelere tek bir agrili uyaran;
uygulayici sapmalarin1 6nlemek amaci ile bulldog forceps (Resim 3.3) kullanilarak,
sabit siddette ve sabit stirede (1 sn) uygulandi. Siganlarin verdigi tepkiler skorlandi(60,
61).
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Penge sikistirma/ ayak ¢ekme testine verilen yanitlara gore skorlama asagidaki
gibi yapild1.

0 puan = giclu ayak cekme ve giicli vokalizasyon

1 puan = orta derece ayak ¢cekme ve vokalizasyon

2 puan = zay1f ayak ¢cekme ve ¢cok azalmis/hi¢ vokalizasyon

3 puan = ayak ¢cekme yok ve vokalizasyon yok

Resim 3.3. Bulldog Forceps ile Duyusal Blok degerlendirilmesi

Hot plate testi

Termal uyarilardan hot plate testi kolay uygulama ve gorece ucuz maliyeti
nedeniyle siklikla kullanilmaktadir. Hot plate testi akut, kutanéz agr1 duyarliligini
degerlendirmek i¢in kullanir. Hayvanlar 50-56°C'de tutulan bir yiizey Gzerine tek tek
yerlestirilir ve hareketleri bir silindir tarafindan sinirlandirilir. Arka pengeyi yalama
ve/veya sallama veya ziplama gecikmesi kaydedilir(Resim 3.4)(64).

Testimizi 52°C sicaklikta hazirlanmis hot plate {izerine sicanlar birakildi. Bir
ayaga islem planlanmasi nedeniyle iki ayakta da esik ol¢iilmesi amaci ile ilk tepkinin
ardindan diger ayakta da tepkinin goriilebilmesi amaci ile en fazla 10 saniye olmak

tizere beklendi. Siganlarda hasar olugmamas1 amaci ile plaka iizerinde maksimum 60
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saniye tutulmasi sart1 ile siireler kaydedildi. Tekrarlayan testlerimizi hiperaljezi
olugsmamasi amaci ile 15 dakika araliklarla yaptik.

Calismamizda hot plate testini iki asamada kullandik.

Dogal pozisyon Termal agriya yanit (arka ayak yalama)

Resim 3.4. Hot-plate testi

Oncelikle siganlarm termal agriya olan esik degerlerinin tespiti amaci ile
cerrahi islem Oncesinde her sigana 3 test yapildi ve ortalamalar1 esik degeri (giris
degeri) olarak kabul edildi.

Ikinci asamamz ise; cerrahi islem sonrasi dlgiimlerdi. Isleme alinan sicanlarin
hot plate testine alinabilmesi i¢in 6n kosul olarak, motor fonksiyonlarinin normale (0
puana) donmesi beklendi. Ardindan hot plate testleri yapildi. Hot plate testleri giris
degerlerine ulasana kadar 15 dakikada bir tekrarlandi. Bu agsamada bir ayagin iglemli
ayak olmasi nedeniyle her iki ayak igin degerler ayr1 ayr1 kaydedildi. Islem yapilmayan
ayakta tepki goriildiikten sonra; islem yapilan ayakta tepkinin olup olmayacaginin
tespiti icin en fazla 10 saniye daha beklendi. Islem yapilan ayakta tepki olmadiysa veya
giris degerinden gecikmis tepki siiresi var ise 15 dakika sonra test tekrarlandi. Hasar

olusturmamak amaci ile; 10 saniye bekleme siiresi dahil her test i¢in toplam siirenin
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60 saniyeyi asmamasi sartt burada da uygulandi. Hot plate testine yanit siiresi giris

degerine ulastiginda test sonlandirildi.
3.2.3.Doku Orneklerinin toplanmasi

Siganlara; gruplarina gore 3. giin veya 7. giin, siyatik sinir 6rneklerinin
toplanmasi amaci ile yeniden 50mg/kg ketamin (ketamin hidroklorir, Keta-controle,
1mL=100mg, Doga ilag) + 10mg/kg ksilasin (Xylazin Bio %2e, 1ml=20mg, Bioveta)
intraperitoneal olarak uygulanarak anestezi saglandi. Ardindan 6nceki kesi yerlerinde
siiturler acilarak ayni diseksiyon ydntemleri ile siyatik sinire ulasildi. islem sonrasinda
sakrifiye edilecegi i¢in bu asamada siyatik sinir daha net viziialize edilebilmesi amaci
ile daha genis acildi. Islemin yapilmis oldugu bifurkasyonun 1mm proksimali
merkezde olacak sekilde yaklagik 3mm.lik 6rnekler 11 numarali bistiiri ile tek seferde

hasar verilmeden alindi. Ardindan siganlar dekapitasyon yontemi ile sakrifiye edildi.
3.3.Doku drneklerinin degerlendirilmesi
3.3.1.Histolojik Yontemler

Siyatik Sinir doku ornekleri 151k mikroskobik inceleme i¢in ilk olarak %4
Paraformaldehit soliisyonunda tespit edildi. Tespit isleminden sonra doku Ornekleri
kasetlere konularak akar su altinda 2 saat siiresince yikandi. Suyun uzaklastirilmasi
icin dokular artan derecelerde alkol serilerinden (%60, %70, %80, %90, %96 %100)
gecirildiler. Sonrasinda dokular parlatilmalari amaciyla ksilolden geg¢irildi ve ardindan
parafine gomulduiler.

Hematoksilen-Eosin Boyama Ydntemi

Deney gruplarindan alinan kesitler 60°C etiivde 60 dakika bekletildikten sonra
3x5 dakika ksilole alinarak parafinden arindirilmalari saglandi. Daha sonra lamlar
sirasiyla azalan alkol serilerinden gegirilip (%100, %96, %90, %70) 1 dakika akar suda
yikandiktan sonra, Harris Hematoksilen’de 2 dakika boyandi ve 2x2 dakika akar suda
yikandilar. %1 Amonyak-Su karigimina batirilip tekrar 1 dakika akar suda yikandi.
Lamlar 2 dakika Eozinde bekletilip artan dereceli alkol serilerinden gecirilerek ( %70,
%80, %96, %100), 2x1 dakika ksilole alind1 ve entellan ile kapatildu.
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Luxol Fast Blue Histokimyasal Boyama Yontemi

Tim deney gruplarna ait Sinir dokularindan lamlara 6 pm kalinliginda
Cryostat cihazi ile kesitler alindi. Lamlar metanolde 10 dakika bekletildikten sonra
2x1 dakika distile suda bekletildi.%95 etil alkolde 1 dk bekletilen kesitler:

Luxol fast blue solution for 37°C etlivde 1 gece bekletildi. %70 alkol 2-3 saniye
lamlar ¢alkalandi. Lamlar distiler suyunda yikandi. Diferansiye etmek igin lithium
carbonate soliisyonunda 30 saniye bekletildi. Lamlar distiler suyunda yikandi. Cresyl
violet soltisyonu: 10 dk bekletildi. Diferansiye etmek icin, cresyl violet differentiator
solusyonunda 5 saniye bekletildi. Lamlar ¢gesme suyunda yikandi. %100 N-Butanol
alkolde 2x1 dakika bekletilerek ksilole alindi ve entellan ile kapatildi.

Kit bilgileri

Marka: Atom Scientific

CatNo: RRSK345

3.3.2.immunhistokimyasal Boyama Yéntemi

Immiinohistokimyasal boyamalar icin; doku 6rnekleri mikrotomda4 mikron
kalinliginda kesilerek su banyosuna alindi, burada agilan doku 6rnekleri Poly L-Lysine
(ThermoScientific) ile kapli 6zel lamlar tizerine alinarak 40°C’deki 1sitici tabla (Leica)
tizerinde 1 saat yapismasi saglandi. Tiim doku 6rnekleri boyamaya kadar lam saklama
kutularinda saklanmistir. Tiim doku ornekleri 1 saat siire ile 60°C’ deki etiivde
bekletilerek parafini giderildikten sonra iki kez ksilenden gecirilerek parafininin
tamamen dokulardan uzaklastirilmas1 saglandi. Daha sonra dereceli alkollerden
(absoli, %96, %80 , %70, %50) gecirilerek doku 6rnekleri hem ksilenden temizlendi
hem de sular1 giderildi (dehidrasyon). Distile suda bekletildikten sonra deiyonize su
ile hazirlanan %0,3’liikk Triton X100 (SantaCruzBiotechnology) soliisyonunda 10 dk.
bekletilerek, hiicre ve cekirdek zarlarinda bulunan porlardan soliisyonlarin daha iyi
gecmesi saglandi. Sonrasinda tekrar deiyonize sudan gecirilen doku ornekleri,
Neuroflament, S100, SOD, TNF-alfa boyamalari igin, iginde citratebuffer (pH:6,
dilisyon, 1:9) soliisyonu bulunan 1s1ya dayanikli plastik salelere konularak 40 dk. stire
ile 95°C’deki su banyosunda (niive) bekletildi. Pappen ile sinirlanan doku 6rnekleri

ucer kez 3 dk. siire ile PBS ile yikandi ve hiicre i¢indeki peroksidaz enzimini bloke
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etmek igcin her bir doku Orneginin iizerine peroksidaz blok sollisyonu
(DiagnosticBioSystems) konularak 30 dk. siire ile bekletildi. Sonrasinda her doku
ornegi tek tek PBS ile tiger kez 3 dk. siire ile yikandi, her 6rnegin etrafinda kalan PBS
soliisyonu kurutma kagidi ile temizlenerek Uzerlerine serum blocking sollisyonu
(LAB-SA DetectionSystem, Histostain-Plus Bulk Kit; A solusyonu, Invitrogen)
eklenerek 30 dk bekletildi. Neuroflament, S100, SOD ve TNF-alfa(abcam) primer
antikorlar1 eklendi. Bu islem her antikor i¢in ayr1 ayr1 olarak uygulandi. Antikorlar
eklenen doku ornekleri 37°C’lik etlivde 1 saat siire ile inkiibe edildi. Daha sonra
biotinylatedSeconderantibody soliisyonu (LAB-SA DetectionSystem, Histostain-Plus
Bulk Kit; A soliisyonu, Invitrogen) 30 dk. uygulandi. PBS soliisyonu kurutma kagidi
ile temizlenerek Uzerlerine kromojen madde olarak 3,3"-Diaminobenzidene
tetrahydrochloride (DAB, Invitrogen Corporation) soliisyonu 5 dk karanlik ortamda
uygulandi. Doku 6rnekleri 2 kez ve 2 dk. sure ile deiyonize suda bekletildikten sonra,
zit boyama i¢in Mayer’sHematoxylin’ de 5 dk. bekletildi ve ¢esme suyunda 10 dk.
yikama yapildi. Sonrasinda ksilen ve dereceli alkollerden gegcirilip, entellan
(BioMount, Bio-Optica) kullanilarak lamel ile kapatildi.

Doku Orneklerinin degerlendirilmesi ve istatistik: Boyanan tiim doku érnekleri Zeiss
AXIO Scope 1 marka arastirma mikroskobunda degerlendirilerek dijital kamera
(AxioCamlICc 3) ile fotograflandi. Leica LAS V3.8 goriintii analiz sistemi kullanilarak
Neurflament, S100, SOD ve TNF-alfaimmunoreaktif hlcreler tespit edildi.
Sonuglarin degerlendirilmesi sirasinda, secilen alanlarda immiinopozitif hiicrelerin
tim hiicrelere oran1 hesaplanarak H-skor yoOntemi ile immdinreaktivite
degerlendirildi(65). Immiinoreaktif hiicre saymmi, kor bir gézlemci tarafindan yapild
ve asagidaki gibi derecelendirildi: 0 boyanma olmadigini; 1 zayif boyanma; 2 orta
dereceli boyanma; 3 belirli bir alanda gii¢lii boyanma anlamina gelir.

Genel puan daha sonra asagidaki formiil kullanilarak hesaplandi:

H- skoru = (0'da boyanmus hiicrelerin %) x 0 + (1 +'de boyanmuis hiicrelerin %) x 1 +
(2 +'de boyanmis hiicrelerin %) x 2 + (3+’de boyanmus hiicrelerin %) x 3.

H-skor degeri 0 ile 300 arasinda degisir (65).
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3.3.3. TUNNEL Boyama Yontemi

Hiicre dliimiiniin belirlenmesinde apoptotik hiicreleri boyama olanagi saglayan
Terminal  TransferasedUTPNickEndLabeling  (TUNEL, ApopTag®  Plus
PeroxidaselnSituApoptosis Kit) yontemi kullanildi. Alinan kesitler deparafinizasyon
islemini takiben 6nce distile suda daha sonra 3x5 dk PBS soliisyonu ile yikandi. Sonra
PBS solusyonu ile 1/500 oraninda seyreltilen 20-pg/ml Proteinaz-K oda sicakliginda
15 dk uygulandi. PBS ile yikamay takiben 5 dk %3’liik H202 ile muamele edildikten
sonra yeniden 3x5 dk PBS ile yikama yapildi. Ornekler Equilibrationbuffer ile oda
isisinda 5 dk tutulduktan sonra TdT-enzimi ile nemli ortamda 370C de 1 saat
bekletildikten ~ sonra  Stop ~ WashBuffer ile 10 dk wve sonra
AntidioksigeninPeroksidazKonjugati ile 30 dk muamele edilen 6rnekler 3x5 dk PBS
ile yikandi. Ardindan DAB ile boyamasi yapilarak artalan boyamasi Mayer’s
Hematoksileni ile yapildi. Kor yontemle TUNEL pozitif hiicreler saptanarak
ortalamalar istatiksel olarak degerlendirilmistir.

3.3.4.Gecirimli Elektron Mikroskobu (TEM) ile inceleme

TEM incelememiz gruplar arasindan rastgele se¢ilmis siyatik sinir
orneklerinden 10 tanesine yapildi. Gruplardan segilen siyatik Orneklerinin Doku
ornekleri, 0,1M fosfat tamponu iginde %2,5 glutaraldehit icinde 24 saat 4°C'de
fiksasyon yoluyla hazirlandi ve ardindan sodyum fosfat tamponu ile durulanda.
Ornekler 0,1 M fosfat tamponu iginde %1 osmiyum tetroksit ile oda sicakliginda 2 saat
boyunca tespit edildi. Tim numuneler daha sonra artan dereceli etil alkol
soliisyonlarinda (%30, %50, %70, %90, %96 ve %100) dehidrate edildi, propilen oksit
ile berraklastirildi ve epon-araldit recinesine gémulda. Ultra ince kesitler (60 nm),
bakir 1zgaralar (Leica Ultracut RM, Wetzlar, Almanya) Uzerinde bir ultramikrotom ile

alind1 ve uranil asetat-kursun sitrat ile zit boyama yapildi.
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Numuneler, dijital goriintuleme 6zelliklerine sahip bir TEM (Hitachi HT 7800)
(Resim 3.5) kullanilarak incelendi ve fotograflandi(66, 67).

Resim 3.5. Hitachi HT 7800 marka Gegcirimli Elektron Mikroskobu(TEM)

3.4. Istatistiksel Degerlendirme

Siirekli veriler Ortalama + Standart Sapma olarak verilmistir. Kategorik veriler
ise yilizde (%) olarak verilmistir. Verilerin normal dagilima uygunlugunun
arastirtlmasinda Shapiro Wilk’s testinden yararlanilmistir. Normal dagilim goésteren
gruplarin karsilastirilmasinda grup sayisi ii¢ ve tizerinde olan durumlar igin Tek yonlii
varyans analizi (One-Way ANOVA) kullanilmigtir. Grup etkilerinin ve etkilesim
etkisinin testi i¢in Iki Y&nlii Varyans Analizi testi kullanilmistir. Analizlerin
uygulanmasinda IBM SPSS Statistics 21.0 (IBM Corp. Released 2012. IBM SPSS
Statistics for Windows, Version 21.0. Armonk, NY: IBM Corp.) programindan

yararlanilmustir. Istatistiksel onemlilik igin p<0.05 degeri kriter kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

Calismamamiza 60 adet sigan herhangi bir kayip yasanmadan dahil edildi.
Sadece 1 siganda hot-plate testi sirasinda tirnaklarini plakaya takmasi sonucu 6n ayak
tirnaklarinda kanama olmasi nedeniyle hot-plate testi tekrarlanamadi ve kayip veri
olarak girildi. Her grubun siyatik sinir 6rnekleri giiniine uygun sekilde basari ile alindi.

Veriler ¢alisma defterine kaydedildi.

4.1.Morfolojik Bulgular
4.1.1.Elektron Mikroskobik Bulgular:

Siyatik sinirde uygulanan ila¢ veya kimyasallara bagli histopatolojik degisiklikler
olabilir. Sinir dokusu ve siyatik siniri incelenerek degisiklikler tanimlanir ve meydana
gelen hasar bir sican modelinde kolayca gosterilebilir. Yaptigimiz ¢calismada serum
fizyolojik, bupivakain ve ozonlanmis bupivakain’in norotoksik etkileri histopatolojik
olarak degerlendirilmistir. Hematoksilen-Eozin ile yapilan histolojik boyamada, serum
fizyolojik uygulandiktan sonra {giincii giin ornekleri aliman 3-K Grubu ve serum
fizyolojik uygulandiktan sonra yedinci giin 6rnekleri alinan 7-K gruplarda yer alan
siganlarin siyatik sinir dokularinda aksonal sisme ve az miktarda vaskiiler prolifersyon
ve epindryumda lenfosit infiltrasyonu ile inflamatuar bulgulara rastlandi. Sinir
dokusunun sinir lifi demetlerini saran epindéryum, perinéryum ve endondryum bag
dokusundan olustugu ve normal oldugu gozlendi (Resim 4.1a ve 4.1d). Bupivakain
uygulandiktan sonra tiglincii glin 6rnekleri alinan 3-B ve yedinci glin 6rnekleri alinan
7-B gruplarinda, aksonal dejenerasyon, vaskiiler proliferasyon, demiyelinizasyon ve
epindryumda mononiikleer hiicre infiltrasyonu dikkati ¢ekmistir. Ozellikle 7-B
grubunda norotoksisitenin daha etkili oldugu goriilmiistiir. Demiyelinizasyon ve
inflamasyon bu grupta daha yogun gozlemlenmistir (Resim 4.1b ve 4.1¢). Ozonlanmis
bupivakain uygulanan tigiincii giin 6rnekleri alinan 3-OB ve yedinci giin 6rnekleri
alinan 7-OB gruplarinda histopatolojik gerileme oldugu, inflamasyon devam etse de
sinir lifi demetindeki biitlinliik ve aksonal dejenerasyonda ki gerileme 6nemli bulgular

arasindadir (Resim 4.1c ve 4.1f).



Re3|m4 1c Grup 3 OB sinir dokusu

ReS|m 4.1f Grup 7-OB sinir dokusu
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kisa ok: vaskiilerproliferasyon, uzun ok:aksonal dejenerasyon, yildiz demiyelinizasyon,

simsek: lenfosit infiltrasyonu

Resim 4.1. Hematoksilen-Eozin boyama bulgular1
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LuxolFast Blue (LFB) boyamasi ile serum fizyolojik uygulanan 3-K ve 7-K
gruplarinda miyelin kaybmin ¢ok az oldugu (Resim 4.2a ve 4.2d), bupivakain
uygulanan 3-B ve 7-B gruplarinda demiyelinizasyonun arttig1 (Resim 4.2b ve 4.2e),
ozonlanmis bupivakain uygulanan gruplarda ise demiyelinizasyonun daha az

gerceklestigi belirlenmistir (Resim 4.2¢ ve 4.2f).

Resim 4. 20 Grup . -OB ini} 'okusﬁl Re5|m 4.2f rup 7-OB sinir dokusu

ok: sinir lifi

Resim 4.2. LuxolFast Blue (LFB) boyama bulgular1
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4.1.2.Gegirimli Elektron Mikroskopu (TEM) bulgular

TEM ile elde edilen goruntilerde kontrol grubuna ait Kkesitlerde aksonlar
organize ve iyl boyanmig bir filament ag1 ile karakterizedir. Akson stoplazmasinin
normal ultra yapisal morfoloji sergiledigi goriilmiistiir. Ayrica miyelin lif yapisinin iyi
bir bigimde korundugu tespit edilmistir (Resim 4.3a ve 4.3b). Daha yiiksek boyutlarda
akson sitoplazmasindaki mitokondrilerin de saglikli morfolojide olduklar

gorulmektedir (Resim 4.3c ve 4.3d).

Bupivakain grubuna ait verilerde en belirgin morfolojik degisikliklerden biri
miyelinli aksonlarda gozlenen vakuolizasyonlardir (Resim 4.3e). Ayrica miyelin kilif
diizensizlikleri ve lamellar seperasyonlar goze ¢arpmaktadir. Genel goriintiide miyelin
hasarlarinin 6zellikle biiyiikk miyelinli liflerde daha belirgin oldugu goriilmektedir
(Resim 4.3f). Ozellikle biiyiik miyelinli liflerde aksonal shrinkage(biiziismeler) ve ice
cokmeler gorilmektedir (Resim 4.3g ve 4.3h). Ayrica yakin biiyiitmelerde aksonal
sitoplazmada mitokondrial hasar gortlmektedir (Resim 4.3h). Schwann hicresi
normal gérinimdedir (Resim 4.3e). Bupivakain uygulanmis grupta aksonal shrinkage,
mitokondri hasari, akson sitoplazmalarinda azalma ve miyelin hasar1 goriilmektedir

(Resim 4.3f, 4.3g ve 4.3h).

Ozonlanmis bupivakain grubunda aksonal erimeler ve miyelin diizensizlikleri
gorilmektedir (Resim 4.3i). Miyelin liflerinde ige ¢okmeler ve ayrismalar gorilmiistiir
(Resim 4.3j ve 4.3m). Aksonal biiziismeler ve mitokondri hasar1 yine ozonlanmig

bupivakain grubunda da gortlmektedir (Resim 4.3K).
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Resim 4.3a Kontrol Grubu

esim 4.3c. ntrol Grubu

o

Resim 4.3d. Kontrol Grubu

7

Resim 4.3e. Bupivakain Grubu

Resim4.3g. Bupivakain Grubu

5 = - o _‘.«' 9
’\;" A s _.-1,5\‘\. -

Resim 4.3h. Bupivakain Grubu
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z: wnw

Resim 4.3j. Ozonlanls Bupvakain

esim 4.3m. Ozonlanmis Bupivakain

Resim 4.3. Gegirimli Elektron Mikroskopu (TEM) bulgulari

Kontrol gruplarinda korunmus olan ultrayapisal bulgulari, sitoplazmik ve
miyelin kilif bulgular1 bupivakain ve ozonlanmis bupivakain gruplarinda dikkat ¢ekici
sekilde bozulmus olarak goriildii. Bupivakain ve ozonlanmis bupivakain gruplarinin
benzer bozulmalara neden olmasina ragmen; alinan 6rnek sayisinin kisitli olmasi

nedeniyle bu gruplar arasinda istatistiksel anlamlilik incelenememistir.
4.2. Immiinohistokimyasal Bulgular

Norofilament biyolojisi, radyal biiyiime ile akson ¢apinin olusturulmasi gibi
aksonlarin yapisal 6zelliklerini anlamak i¢in Onemlidir. Norofilament boyamasi
periferik sinirlerinin aksonlarinda ki nérofilament seviyesi gosterildi. Ayrica miyelin
kilif olusumunda oldukca 6nemli protein olan S100 antikor boyamasi ile Schwann
hiicrelerinin miyelinizasyon i¢in seviyesi belirlenmeye ¢alisildi. Anti ndroflament

boyamasinda 3-K ve 7-K gruplarindaki immin reaktivite siddetli olup istatistiksel
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olarak bupivakain ve ozonlanmis bupivakain gruplarina gore anlamli fark tespit
edilmistir (p<0,05). Sadece bupivakain uygulanan gruplar arasinda anlaml fark tespit
edilememistir (p>0,05). En yiiksek istatistiksel anlamlilik serum fizyolojik uygulanan
7-K grubu ile bupivakain uygulanan gruplar arasinda tespit edilmistir (p<0,001).

Ozon anti-oksidatif ve anti-inflamatuar etkilere sahiptir. No6roinflamasyon ve
oksidatif stresin, noropatik agrinin patogenezinde ¢cok dnemli bir rol oynadigi kabul
edilmistir. Noroinflamasyonu degerlendirmek icin proinflamatuar sitokin olan timaor
nekroz faktori (TNF-a) konsantrasyonu olgiildii. Ek olarak, oksidatif stres seviyesini
ortaya c¢ikarmak i¢in siiperoksitdismutazin (SOD) enzimatik aktivitesi 6l¢iildii. Ozon
uygulanan siyatik sinir dokusunda SOD aktivitesinin olduk¢a azaldigi goriildii.
Verilerimiz, sigan norotoksisite modelinde oksidatif stresi ve néroinflamasyonun

onemli Olgude azalttigini gosterdi.

Tablo 4.1. 3. giin siyatik sinir imminohistokimyasal boyama H-Skorlar1

Ozonlanmis
Kontrol ] ) ) ]
Bupivakain | Bupivakain
Grubu P Degeri
) Grubu (B) Grubu
(OB)
Neuroflament  230+£3.38 | 161+3.11 187+4.52 <0.001 (tiim gruplar arasinda)
5100 245+2.58 | 183+2.52 221+2.00 <0.001 (tiim gruplar arasinda)
SOD 164+2.71 | 132+1.55 148+1.79 <0.001 (tlim gruplar arasinda)
TNF-alfa 176+£1.94 | 244+1.67 204+1.87 <0.001 (ttim gruplar arasinda)

Sicanlardan 3. giinde alinan siyatik sinir 6rneklerinde beklenildigi gibi kontrol
grubu tiim boyamalardan hesaplanan H skorlarinda diger iki gruptan anlamli sekilde

olumlu sonuglara sahipti.

3. giin siyatik sinir 6rnekleri alinan Ozonlanmig bupivakain grubu ise 3. gin
bupivakain uygulanan gruba gore yine tim boyamalarda anlamli (p<0,001) sekilde

olumlu sonuglara sahipti.



45

Tablo 4.2. 7. gun siyatik sinir immunohistokimyasal boyama H-Skorlar1

. _ | Ozonlanmis
Kontrol | Bupivakain ] ]
Bupivakain P Degeri
Grubu (K) | Grubu (B)
Grubu (OB)

Neuroflament 237+3.30 151+3.58 207+2.22 <0.001 (tim gruplar arasinda)

<0.001 (B-K ve B-OB
S100 242+2.80 173+2.11 246+2.43 gruplarinda)
0.092 (K-OB grubunda)

<0.001 (B-K ve B-OB

SOD 163+2.08 124+1.61 154+2.18 gruplarinda)
0.034 (K-OB grubunda)
TNF-alfa 187+2.42 247+2.56 209+1.86 <0.001 (ttim gruplar arasinda)

Sicanlardan 7. giinde alinan siyatik sinir rneklerinde beklenildigi gibi kontrol
grubu Noroflament/SOD/TNF-alfa boyamalarindan hesaplanan H skorlarinda diger iki
gruptan anlamli sekilde olumlu sonuglara sahipti. Ayrica 7. giin drneklerinde S100
boyamasindan hesaplanan H skorlarinda; kontrol grubu ile ozonlanmis bupivakain
grubu birbirine istatistiksel olarak benzer sonuglar vermis ve bupivakain grubundan

anlaml sekilde daha olumlu sonuglara sahip bulunmustur.

7. giin siyatik sinir ornekleri alinan Ozonlanmis bupivakain grubu ise 7. giin
bupivakain uygulanan gruba gore yine tiim boyamalarda anlamli (p<0,001) sekilde

olumlu sonuglara sahipti.
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Neuroflament immunohistokimyasal boyamasi sonucu tum gruplardan 6rnek

fotograflar:

Grup 3-K sinir okusu Nedroflameﬁt Grup 7-K sinir dokusu Neuroflament

immuinohistokimya boyamasi immunohistokimya boyamasi
b P s o s~
- s , S
7™ e .ﬂ{&\* “,: X 4
o !

7N

Grup 3-Bsi i rup\7tB sinir‘d‘okds

immuinohistokimya boyamasi immunohistokimya
' ' : ' LIRS
. \36&5“ : 4

A e, A 5 >

),
N

Grup 3-0B sinir dokusu Nedroflameht Grup.7.-C.)B sinir dokusu N“e:
immunohistokimya boyamasi imminohistokimya boyamasi

Resim 4.4. Neuroflament immiinohistokimya boyamasi (ok: immiinopozitif hiicreler)
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Neuroflament

250
200
~
150
@)
-
Ull) 100
I
50
0
3.gln 7.gln 3.glin 7.gln 3.glin 7.gln
. . Ozonlanmig
Kontrol Grubu Bupivakain Grubu Bupivakain Grubu
B Neuroflament 230 237 161 151 187 207

Sekil 4.1 Yiksek Neuroflament H-Skoru; noroflament agisindan zengin akson

varligini ifade etmektedir. Diisiik degerler norotoksisite gostergesidir.

S100

300

250

> 200
e
o

2 150
9

T 100

50

0

3.gln 7.gln 3.gln 7.gln 3.gln 7.gln
. . Ozonlanmig
Kontrol Grubu Bupivakain Grubu Bupivakain Grubu
| S100 245 242 183 173 221 246

Sekil 4.2. Yiksek S100 H-Skoru Schwann hiicrelerinin miyelinizasyonu

gostermektedir. Diisiik degerler norotoksisite gostergesidir.
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S100 immiinohistokimya boyamasi sonucu tiim gruplardan 6rnek fotograflar:

Grup 3 K S|yat|k sinir dokusu S$100 o Grup 7K siyatik Sinfr dokusu 5160
immunohistokimya boyamasi |mmunoh|stok|mya boyama5|

Grup 3-B siyatik sinir dokusu $100 . Grupr7-B siyatik sinir dokusu $100
immunohistokimya boyamasi immunohistokimya boyamasi

Grup 3 OB S|yat|k sinir dokusu SlOO Grup 7-0B siyatik sinir dokusu $100
immiinohistokimya boyamasi immunohistokimya boyamasi

Resim 4.5. S100 immiinohistokimya boyamasi (ok: immiinopozitif hiicreler)
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SOD

180

160

140

> 120
rul

O 100
7

v 80

1

T 60

40

20

0

3.gln 7.gln 3.glin 7.gln 3.gln 7.gln
. . Ozonlanmig
Kontrol Grubu Bupivakain Grubu Bupivakain Grubu
mSOD 164 163 132 124 148 154

Sekil 4.3. Yuksek SOD H-Skoru; siiperoksit dismutaz aktivitesinin az oldugunu ifade
etmektedir. Diigiik degerler oksidatif stresin yliksek oldugunu ve noroinflamasyonun

gOstergesidir.

TNF-alfa
300
250
> 200
ru
@)
=~ 150
N
I 100
50
0 .
3.gun 7.gun 3.gun 7.gun 3. gln 7.gun
. . Ozonlanmig
Kontrol Grubu Bupivakain Grubu Bupivakain Grubu
B TNF-alfa 176 187 244 247 204 209

Sekil 4.4. Yuksek TNF-alfa H-Skoru; néroinflamasyonun yiiksek oldugunu ifade

etmektedir. Diisiik degerler norotoksisitenin az oldugunun gostergesidir.
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SuperOksitDismutaz(SOD) immiinohistokimya boyamasi sonucu tum gruplardan

ornek fotograflar:

up 3-K siyatik siir okusu SOD
|mmunoh|stok|mya boyama5|

Grup 3 B 5|yat|k sinir dokusu SOD

|mmunoh|stok|mya boyama5|

Grup 3- OB S|yat|k sinir dokusu SOD
immiinohistokimya boyamasi

Grup 7-K siyatik sinir dokusu SOD.
|mmunoh|stok|mya boyama5|

Grup 7- B 5|yat|k sinir dokusu SOD
immunohistokimya boyamasi

Gup 7-0B sit|k sinir okusu SOD
imminohistokimya boyamasi

ok: immiinopozitif hiicreler

Resim 4.6. Superoksitdismutaz immiinohistokimya boyamasi
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TNF-alfa immiinohistokimya boyamasi sonucu tum gruplardan drnek fotograflar:

Grup 3-K siyatik sinir dokusu TNF-alfa | Grup 7-K

siytik sinir dokusu TNF-alfa

immunohistokimya boyamasi immiinohistokimya boyamasi

Grp 3-B S|atik sinir dokusu TNF-alfa | Grup 7-B siyatik sinir dokusu TNF-alfa

immunohistokimya boyamasi immunohistokimya boyamasi

187 3% o VAL
Grup 3-0OB siyatik sinir dokusu TNF-

Grup 7-0B siyatik sinir dokusu TNF-

alfa immiinohistokimya boyamasi alfa immiinohistokimya boyamasi

Resim 4.7. TNF-alfa immiinohistokimya boyamasi (ok: immiinopozitif hiicreler)
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Ayrica 3. giin ve 7. glin toksisite bulgularinin karsilastirilmasi amaci ile her grubun

kendi i¢inde zamana gore degisimi degerlendirildi.

Tablo 4.3. Kontrol grubu immiinohistokimyasal boyama 3. ve 7. giin H-Skorlari

Kontrol Grubu

3.gln 7.gdn P Degerl
Neuroflament 230+3.38 237+3.30 0.594
S100 245+2.58 242+2.80 0.973
SOD 164+2.71 163+2.08 0.991
TNF-alfa 176+1.94 187+2.42 0.008

Kontrol grubunda TNF-alfa boyamasina ait H skoru istatistiksel anlamli olarak artmis

olarak bulundu bu durum néroinflamasyonun 7. giinde daha yiiksek oldugunu ifade

etmektedir. Kontrol grubuna ait diger boyamalarda ise istatistiksel anlamli degisim

olmamustir.

Tablo 4.4. Bupivakain grubu immunohistokimyasal boyama 3. ve 7. glin H-Skorlari

Bupivakain Grubu

3. gun 7. gun P Degert
Neuroflament 161+3.11 151+3.58 0.341
S100 183+2.52 173+2.11 0.030
SOD 132+1.55 124+1.61 0.087
TNF-alfa 244+1.67 247+2.56 0.883
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Bupivakain grubunda S100 boyamasina ait H skoru istatistiksel anlamli olarak azalmis
olarak bulundu bu durum miyelinizasyon kaybinin 7. giinde daha yiiksek oldugunu
ifade etmektedir. Bupivakain grubuna ait diger boyamalarda ise istatistiksel anlamli

degisim olmamuistir.

Tablo 4.5. Ozonlanmis Bupivakain grubu immiinohistokimyasal 3. ve 7. giin

H-Skorlar1
Ozonlanmis Bupivakain Grubu
P Degeri
3. gun 7. gun
Neuroflament 187+4.52 207+2.22 0.002
S100 221+2.00 246+2.43 <0.001
SOD 148+1.79 154+2.18 0.271
TNF-alfa 204+1.87 209+1.86 0.430

Ozonlanmis Bupivakain grubunda Neuroflament ve S100 boyamasina ait H skoru
istatistiksel anlamli olarak artmis olarak bulundu bu durum hem Neuroflament artisi
hem de miyelinizasyonun 7. giinde daha yiiksek oldugunu ve toksisitenin azalmakta
oldugunu ifade etmektedir. Ozonlanmis Bupivakain grubuna ait diger boyamalarda ise

istatistiksel anlamli degisim olmamustir.

4.3. TUNNEL Bulgular

Programli hiicre 6liimii mekanizmasi genellikle embriyonik dokularda meydana
gelirken, erigskin dokuda oksidan/antioksidan dengenin bozulmasi ve dokudaki
dejenerasyona bagl ortaya g¢ikmaktadir. NOrotoksik ajanlara maruz kalan sinir
dokusunda oksidatif stres ve enflamasyon glial hiicreler ve néronlarin apoptoza
stiriiklenmesine neden olur. Dokudaki fonksiyonel islemlerin aksaklig1 apoptozis i¢in
6nemli tetikleyici durumlardan biridir. TNF- alfanin kupffer hiicrelerinden salinimi ile
apoptotik mekanizma aktive olur ve hiicrelerde apoptotik siire¢ baslar. Bu olay sadece

hlcresel 6limle sonuglanmaz ayni zamanda yeni onarim igin sartlarin uygun hale
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getirilmesini saglar. Caligmamizda apoptozisin tim gruplarda tetiklendigi ve 6zellikle
bupivakain uygulanan gruplarda TUNEL reaktivitesinin siddetli oldugu
gozlemlenmistir. Serum fizyolojik uygulanan gruplarda apoptoz daha hafif ve
ozellikle stellat hiicrelerde meydana geldigi goriilmiistiir. Ozonlanmis Bupivakain
uygulanan gruplarda ise apoptozun geriledigi gozlemlenmistir. Gruplar arasinda
Apoptotik indeks degerlerine gore istatistiksel anlamlilik goriilmiistiir. TUNEL
pozitifliginde gruplar arasindaki en fazla anlamlilik serum fizyolojik uygulanan
gruplarla ve bupivakain uygulanan gruplar arasinda (p<0,0001) belirlenmistir. Serum
fizyolojik uygulanan gruplar arasinda en az anlamlilik goriliirken (p<0,05),
bupivakain ve ozonlanmis bupivakain uygulanan gruplar arasinda p<0,001 olarak

anlamlilik tespit edilmistir.
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Sekil 4.5. TUNNEL testi apopototik indeks degerleri
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TUNNEL boyamasi sonucu tiim gruplardan 6rnek fotograflar:

Grup 3-K siyatik sinir dokusu TUNNEL | Grup 7-K siyatik sinir dokusu TUNNEL

boyamasi boyamasi

Grup 3-B siyatik sinir dokusu TUNNEL | Grup 7-B siyatik sinir dokusu TUNNEL

boyamasi boyamasi

Grup 3-0OB s|yat|k sinir dokusu Grup 7-0OB S|yat|k sinir dokusu TUNNEL

TUNNEL boyamasi immiinohistokimya boyamasi

Resim 4.8. Tunnel boyamasi (ok: tlinel pozitif hiicreler)
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4.4.Fonksiyonel Degerlendirme Bulgularimiz

Anestezi iligkili gecikme hatalarinin gézden kagmamasii saglamak amaci
higbir islem yapmadigimiz (Diger-Islem yapilmayan) ayaklarda da testlerimizi yaptik.
Calismamizin sonucunda hem motor hem de duyusal blok siirelerinin ¢oziilme
zamanlar1 agisindan islem yapilmayan ayaklarda bekledigimiz gibi gruplar arasinda

fark olmadigini gordiik.

Tablo 4.6. Motor blok ¢dzilme streleri

Kontrol | Bupivakain | Ozonlanmis

Grubu | Grubu (B) | Bupivakain P degeri
(K) Grubu (OB)
Motor Blok
—E ¢cozulme 2 puana  55.65 54.40 52.10 >0,05 (her grup igin)
i ulagma siiresi
% Motor Blok
% ¢cozulme 1 puana  76.35 75.35 91.75 >0,05 (her grup icin)
; ulasma siiresi
é Motor Blok
; ¢O6zilme O puana  101.65 94.25 113.60 >0,05 (her grup igin)
Zé" ulagma siiresi
Motor Blok
cozilme 2 puana  60.25 145.70 17000 | 000 (K-Bve K-OB)

. >0,05 (B-OB arasinda)
ulasma siiresi

>0,05 (B-OB arasinda)

Motor Blok
- <0,0001 (K-B ve K-OB)
=<  ¢Ozllme 1puana  76.95 172.20 199.10
> . >0,05 (B-OB arasinda)
: ulagma stiresi
%_ Motor Blok
= <0,0001 (K-B ve K-OB)
>~ ¢ozllme 0 puana  93.35 212.90 230.80
g
o—

ulagma siiresi
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250
Motor Blok Cozulme Sireleri
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Diger- islem Yapilmayan Ayak islem Yapilan Ayak

B Kontrol Grubu (K) M Bupivakain Grubu (B) H Ozonlanmig Bupivakain Grubu (OB)

Sekil 4.6. Motor blok ¢ozllme sireleri

Duyusal Blok Cozlilme Sureleri
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B Kontrol Grubu (K) M Bupivakain Grubu (B) B Ozonlanmig Bupivakain Grubu (OB)

Sekil 4.7. Duyusal Blok ¢oziilme streleri
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Blok uyguladigimiz ayaklar arasinda ise ozonlanmis bupivakain ve bupivakain
gruplari, kontrol grubuna gore anlamli olarak uzamis motor ve duyusal blok siirelerine
sahipti. Ancak bupivakain grubu ile ozonlanmis bupivakain grubu arasinda motor ve
duyusal blok siireleri acisindan istatistiksel anlaml1 fark goriilememistir.

Ozonlanmig bupivakain uygulanan ayaklarda ortalama motor blok siireleri
daha uzunken, bupivakain uygulanan ayaklarda ise ortalama duyusal blok streleri

daha uzun goriilmiis ancak istatistiksel olarak bu durum anlamli bulunmamustir.

Tablo 4.7. Duyu blok ¢dztilme sureleri

Kontrol | Bupivakain | Ozonlanmis

Grubu | Grubu (B) | Bupivakain P degeri
(K) Grubu (OB)
Duyusal Blok
E coziulme 2 puana  27.25 26.00 24.35 >0,05 (her grup icin)
: ulagma siiresi
% Duyusal Blok
% cozilme 1 puana  46.90 45.50 50.80 >0,05 (her grup icin)
; ulagma siiresi
é Duyusal Blok
; cozulme O puana  71.65 61.60 70.10 >0,05 (her grup igin)
%D ulagma siiresi
Duyusal Blok
<0,0001 (K-B ve K-OB)
cozilme 2 puana  23.85 161.80 153.30

) >0,05 (B-OB arasinda)
ulagma siiresi

>0,05 (B-OB arasinda)

Duyusal Blok
o <0,0001 (K-B ve K-OB)

=< cozilme 1 puana  36.55 198.20 189.60
> ; >0,05 (B-OB arasinda)
: ulagma siiresi
]
3, Duyusal Blok
5 <0,0001 (K-B ve K-OB)
E ¢ozllme O puana  71.75 234.25 224.50
D

ulagma siiresi
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5.TARTISMA

Lokal anesteziklerin norotoksisiteye neden olduklari yapilan c¢alismalarla
gosterilmis. Bu etkiden 6zellikle yiiksek dozlarda uygulanan lidokain suglu bulunmus
olsa da devam eden ¢aligmalar aslinda tiim lokal anesteziklerin benzer sonuglara sebep
olabilecegini gostermistir [69]. Norotoksisitenin verilen lokal anestezigin dozu (veya
konsantrasyonu), siiresi ve yapisi ile iligkilidir [14, 69].

Lokal anestezik iligkili norotoksisite; yapilan hayvan, hiicre hatti ve insan
caligmalarinda ¢esitli mekanizmalarla gosterilmistir(68-70). Sinir htcrelerinin lokal
anesteziklere olan duyarliliklar1 hiicrelerin tipine ve yasma gore farklilik
gostermektedir(71-73). Tavsanlarda yapilan bir calismada dorsal root giris
bolgesindeki (Obersteiner-Redlich zone) oligodentrositler tarafindan olusturulan
miyelin kiliflar1 lokal anesteziklere daha hassas bulunmustur(71).

Periferik sinir lifleri, noronal aksonlar, Schwann hiicreleri tarafindan
sentezlenen miyelin kiliflar ve kollajenden zengin hiicre dis1 matristen olusan
histolojik yapilardir. Schwann hiicreleri, miyelinli lifleri olusturabilen lipid agisindan
zengin ¢ok katmanli miyelin kiliflar1 olusturabilir. Histokimyasal tekniklerin
kullanimi, periferik sinirlerdeki patofizyolojik durumlar hakkinda bilgi saglar.
Histolojik caligmalarda aksonal dejenerasyon ve demiyelinizasyonu gostermek i¢in
kullanilan en giivenilir yontemlerden ve altin standart tekniklerden biri LuxolFast Blue
(LFB) boyamadir. Periferik sinir sistemi igin ¢ok uygun bir boyama metodu olmasa da
norotoksisite sonucu meydana gelen demiyelinizasyonu belirlemekte fayda
saglayabilmektedir. Bizde calisjmamizda hem hematoksilen eozin hem de luxolfast
blue boyamalarin1 kullandik. Bu sayede demiyelinizasyonu degerlendirdik.
Sonuglarimiza goére her iki boyama yoOntemi ile de ozonlanmis bupivakainin,
bupivakaine oranla daha az néronal demiyelinizsyona neden oldugunu gézlemledik.

Ayrica yapilan ¢alismalar kesinlik kazanmis olmasa da motor néronlarin lokal
anesteziklerden kaynaklanan hasara duyusal néronlardan daha duyarli oldugunu
gostermistir(69, 74). Bizim calismamizda motor ve duyusal sinirlerde toksisite
acisindan ayri ayr1 degerlendirme yapilmadi.

Lokal anestezi iligkili ndrotoksisite karmasik bir fenomendir. Ayrica c¢ok

sayida klinik faktorden etkilenmekte olan ndrotoksisitenin lokal anestezi ile iliskisinin
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belirlenmesi olduk¢a zordur. Bugiin itibariyle, ndrotoksisite i¢in olast bir mekanizma
olarak birden fazla yol tanimlanmistir, ancak tek dominant yol bulunamamistir(9, 73,
75). Biz de c¢alismamizda oOncelikle radikal oksijen ftriinleri aracili toksisite
degerlendirilmis olsa da miyelin kayb1 ve inflamasyon belirtecleri de incelenmistir.

Lokal anesteziklerin etkilerinin doz ile de degiskenlik gosterebilecegi one
stiriilmistiir. Yapilan caligmalarda 6rnegin Jurkat hiicrelerinde (6liimsiizlestirilmis
lenfositler), klinik kullanimdaki lidokain konsantrasyonlar1 apoptozu indiiklerken,
daha yiiksek konsantrasyonlar spesifik olmayan hiicre 6limine ve nekroza neden
olabilmektedir(76, 77). Lokal anestezikler ayrica; DNA'nin pargalanmasina neden
olabilir ve mitokondride membran potansiyelini bozarak CASPASE enzim yolag ile
apoptozu tetikleyebilir. Lokal anestetiklerle aktive edilebilen diger pro-apoptotik
enzim Ornekleri, p38 mitojenle aktive edilmis protein kinaz(MAP-Kinaz) ve Jun N-
terminal kinazdir(68). Bir baska One siiriilen mekanizma ise reaktif oksijen tiriinleri
aracili oksidatif stresin sebep oldugu norotoksisitedir(78). Biz de ¢alismamizda hem
immunohisyokimyasal boyamalar hem de tunnel boyamasi ile bupivakain iliskili
norotoksisiteyi istatistiksel anlamli olarak gdsterdik. Calismamizda, literatiir ile benzer
oranlarda bupivakain iligskili norotoksisite degerleri goriildii. Calismamizda
kullandigimiz oksidatif stres belirte¢leri olan immiinohistokimyasal boyamalarin
sonuglar1 da, literatiirde yer alan oksidatif stres aracili norotoksisite ile uyumluydu.

Motor lifler, duyusal lifler veya otonom sinir liflerinin lokal anestezik
duyarliliklar1 degisken olabilmektedir. Lokal anestezik ilaclarin 6zellikle duyusal sinir
lifleri lizerine daha toksik oldugu goriisii mevcuttur ancak bizim ¢alismamizda sinir
liflerinin tiirtine 6zel degerlendirme yapilmamaistir. Bakilan blok stirelerinin uzunlugu
ile toksisite arasinda anlaml iligki goriilmemistir.

Fare siyatik siniri ile yapilan bir ¢calismada bupivakain perindral enjeksiyonu
sonrast 2. ve 7. glinde alinan siyatik sinirlerde miyelin dejenerasyonu ve aksanol hasar
goriildiigii belirtilmistir(79). Aynm1 zamanda yapilan hayvan deneylerinde aksonal
dejenerasyon ve yapisal degisikliklerin 2. ve 7. giinlerde maksimum diizeyde oldugu
gosterilmisti(80). Akut etkinin 1-3. giinlerde goriildiigii subakut etkinin ise 7. giinde,
kronik etkinin ise 14-21. giinlerde goriildiigii belirtilmis. Biz de ¢aligmamizda akut ve
subakut etkiyi degerlendirmeyi amacladik. Klinisyenler arasinda bupivakain iligkili

norolojik defisitlerin klinik bulgu vermeden kendiliginden onarildigi ve sekelsiz
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diizeldigi diisiincesi mevcuttur. Bu klinik deneyimin histopatolojik ve fonksiyonel
karsiligini incelemek istedik. Calismamizda siganlardan siyatik sinirleri 6rneklerimizi
islem sonras1 3. ve 7. giin olarak iki farkli zamanda aldik. Sonug¢larimizda Bupivakain
grubunda S100 boyamasina ait H skoru istatistiksel olarak anlamli sekilde azalmis
olarak bulundu; bu durum miyelinizasyon kaybinin 7. giinde daha yiiksek oldugunu
ifade etmektedir. Bupivakain grubuna ait diger boyamalarda ise toksisite artisi ile
uyumlu sonuglar olmasina ragmen istatistiksel anlamli degisim olmamustir.
Sonuglarimiz literatiirden farkli olarak 3. ve 7. giin Orneklerinde toksisitenin
azalmadigi, bazi 6l¢limlerde toksisitenin arttig1 seklindedir ancak zaman degiskeninin
daha uzun donemlerde nasil sonug verecegi incelenmemistir.

Bupivakain ile blok uygulanmis ve takibinde motor ve duyusal blogun
tamamen normale doénmiis ratlarda yapilan bircok ¢alismada histopatolojik
degisiklikler gosterilmistir(81, 82). Biz de ¢alismamizda hem TEM bulgular1 hem de
immunohistokimyasal bulgular ile bupivakain uygulanan tim gruplarda, kontrol
grubuna gore anlamli ndrotoksisite gosterilmistir.

BIN (bupivakain iliskili ndrotoksisite) mekanizmasi yapilan ¢alismalarda net
olarak anlagilamamistir. Serbest Oksijen Radikalleri (ROS), LDH salinimi,
mitokondrial potansiyelde azalma, niikleer yogunlasma ve hiicre apoptosizi aracili
toksisite arastirmalarin dikkat ¢eken unsurlaridir(83, 84). SH-SY5Y hiicre hattinda
BIN ile ilgili yapilan ¢aligmalarda ROS patlamalarinin; DNA hasari, mitekondrial
disfonksiyon ve hucre organellerinde hasar yaptigi1 goriildii(85-87). Bu nedenle ROS
patlamasi; bupivakain kaynakli sitotoksisite ve neurotoksisitede Kilit noktalardan biri
gibi gorundyor. Bununla birlikte, mevcut ¢aligmalarin ¢ogu, ROS'un asir1 tiretimi
sonucu ortaya ¢ikan yaralanmaya odaklanmistir (88). ROS, hiicre ¢ogalmasi,
farklilagsmasi, go¢ ve konak savunmasinda onemli bir rol oynar(89). Asir1i ROS,
apoptoza neden olabilecek proteinlerin, lipidlerin, niikleer asitlerin, zarlarin ve
organellerin fonksiyonlarint geri doniistimsiiz sekilde tahrip edebilir veya
degistirebilir(89, 90).  Bu dejeneratif degisikliklerin ve apoptotik hasarin gegici
norolojik hasar ve norolojik defisitler ile iliskili olabilecegi belirtiliyor.

Klonlanmis fare néroblastom Neuro 2a hiicre hattinda yapilan bir ¢caligmada
deksametazon ile treonin-serin protein kinaz B (AKT) yolaginin aktivasyonu hedef

alinmig ve bupivakain iligkili norotoksistenin azaldig1 gosterilmistir(83). 18 saglikli
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Sprague-Dawley si¢anlariyla yapilan ¢alismada siganlara intratekal verilen bupivakain
ile norotoksisite gosterilmistir. Olusan norotoksisitenin azaltilmasi amaci ile intratekal
rapamisin verilerek otofajinin guclendirilesi apoptoz ve kaspas-3 seviyelerini
diisiirerek noronal hasar1 azaltmistir(91). SH-SYSY hiicre hatti ile yapilan galismada
bupivakain ile hiicre canliligi azaldi apoptosis armig oldugu goriildii. Yapilan bu
calismada ROS diretimini baskilamak ve PI3K/PKB yolunun inaktivasyonu
hedeflenerek Artemisia capillaris tedavisi denenmistir. Capillarisin, ROS aracili
oksidatif stresi, mitokondriyal hasar1 ve endoplazmik retikulum stresini inhibe ederek
SH-SYS5Y hiicrelerini bupivakainin neden oldugu apoptoza karst korundugu
gosterilmig(92). Ratlarda intratekal bupivakain uygulamasi ve SH-SY5Y hicre
hattinin birlikte degerlendirildigi bir diger calismada ise artan bupivakain dozlar ile
hiicre apoptozunda artis ve canliliginda azalma goriilmiistiir. Yine ayni calisma
p47phox aracili sitoplazmik ROS iiretimini hedef almistir. Intravendz verilen NOX2
inhibitéri (VAS2870) ile in vivo ve in vitro olarak hiicre canlilifinda artig, ROS
tiretiminde azalma ve apoptosiste anlamli azalma goérilmistiir(93). Bizim
calismamizda bupivakain iliskili norotoksisitenin 6nlenmesi amaci ile antioksidan
mekanizmalardan biri olan ozonlama islemi uygulanmistir. Yapilan biitiin
immunohistokimyasal boyama H-Skor analizlerinde; sadece bupivakain uygulanan
gruplarda, Ozonlanmis bupivakain uygulanan deney gruplarina gére anlaml diizeyde
norotoksisite goriilmiistiir. Ozonlanmig bupivakain uygulanan gruplarda kontrol
grubuna gore norotoksisite daha yiksek gorildi. Sadece S100 immunohistokimyasal
boyama H-Skor analizinde kontrol grubu ile ozonlanmis bupivakain grubu arasindan
anlamli fark bulunmadi. Bu durum ozonlanmis bupivakainin 6zellikle miyelinizasyon
acisindan protektif etkisinin daha on planda olabilecegini diisiindiirdi. TEM
incelemesinde ise ozonlanmig bupivakain ile sadece bupivakain uygulanan gruplar
arasinda toksisite acisindan fark olmadigi goézlendi ancak bakilan TEM 0Ornek
sayilarinin yetersiz olmasi nedeniyle istatistiksel anlamlilik degerlendirilemedi.

Reaktif oksijen irlinler (ROS), LDH salinimi,  mitokondrial potansiyelde
azalma/dejenerasyon, nukleer kondansasyon(yogunlagsma) ve hiicre apoptosis
(AKT/PI3K pathway inhibisyonu ile) olast mekanizmalar olarak goriilmiis ve iizerine
caligmalar yapilmistir(82, 88). Ozonun bu toksisite mekanizmalarindan reaktif oksijen

radikalleri, mitokondrial dejenerasyon, oksidatif stres, olumlu etkilerinden
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faydalanarak azaltmasin1 bekliyoruz. Yapilan calismalarda 0Ozellikle lipid
peroksidasyonu, reaktif oksijen radikalleri ve anti oksidan mekanizmalar izerinden
etkinligini kanitlamistir (94). 2008 yilinda yayinlanmis olan bir derlemede diyabetin
sitotoksik etkilerinin; oksidatif stresin azaltilmasi ve lipid peroksidasyonu aracili
olarak azalttig1 gosterilmis(95). Yine ayni ¢alismada ozonun (Parkinson hastaliginin
olas1t mekanizmalarindan birinin oksidatif stres ve mitokondrial oksidatif hasar oldugu
bilinmekte olup) ratlarda rotenon ile olusturulmus Parkinson modellerinde; 6zellikle
de orta beyinde, histopatolojik olarak anlamli koruyuculugu gosterilmis(95). Yapilan
bir baska caligmada radyoterapi iliskili beyin hasarinin iskemi, norotoksisite,
perflizyon ve hipometabolizma aracili oldugu goriilmiis. Ozon tedavisi uygulanan
hastada SPECT ve PET goruntilemeleri ile toksistenin ve perfiizyonun diizeldigin ve
klinik performans agisindan da iyilesme sagladig1 gortilmiis (96). Son olarak ratlarda
kesi ile olusturulan siyatik sinir hasarinin iyilestirilmesinde ozon tedavisi incelenmis
ve anlamli iyilesme ile histopatolojik diizelme goriilmiistiir(97). Biz de ¢alismamizda
norotoksisitenin birincil tetikleyicisi oldugunu diisiindiigiimiiz oksijen radikallerinin
onlenmesi amaci ile ozon molekiiliinii protektif ajan olarak sectik. Bupivakainin
ozonlanmasinin etkin bolgede kimyasal degisiklik yapip yapmadiginin tespiti amact
ile hem bupivakain hem de ozonlanmis bupivakaine 1H(Proton) Niikleer Manyetik
Rezonans (NMR) inceleme yapildi. 80pg/Nml konsantrasyonda ozon ile 10dk
boyunca kabarcik olugturma yontemi ile ozonlanmig 0,2ml %0.5 bupivakain ile saf
bupivakain arasinda NMR incelemede fark olmadigi goriildii ve doz bu sekilde
kesinlestirildi. Ozonlama islemi slire bagimli kayiplar olmamasi amaci ile her
uygulama oOncesinde yapilarak ozonlanmis bupivakain bekletilmeden enjekte edildi.
Verilen ozon dozunun daha yiiksek dozlarda nasil bir etki edecegi ¢alismamizda yer
veremedigimiz bir degiskendir. Doz bagimli ndroprotektif/norotoksik etkileri bagka

bir calisma ile degerlendirilmesi gerekmektedir.

Calismamizda apoptotik siirecin takip edilebilmesi amaci ile TUNNEL
boyamasi uygulanmistir. Ozonlanmig bupivakain ile sadece bupivakain uygulanan
grup arasinda apoptotik indeks agisindan anlamli fark goriilmiis ve sadece bupivakain
grubunda apoptozun daha yiliksek oldugu tespit edilmistir. Kontrol grubu ile

ozonlanmis bupivakain gruplari arasinda da anlaml fark goriilmiis ve bu fark 3. giin
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orneklerinde daha yiiksek iken 7. giinde farkin azaldig: tespit edilmistir. Ancak daha
uzun siireler ile kronik siiregte bu etkilerin nasil degisecegine ¢aligmamizda yer
veremedik. Ayrica noropatik hastalarda veya bir sebeple travmaya ugramis hasarl
sinir dokusunda ozonlanmig bupivakainin etkisinin ne olacagi da baska bir arastirma

konusudur.

Bupivakain etki siliresinin ozonlama islemi sonrasinda nasil bir degisime
ugrayacaginin degerlendirilmesi amaci ile yapilan fonksiyonel degerlendirmelerimizi
yaptik. Ozonlanmis bupivakain motor blok siirelerinde uzamaya, duyusal blok
stirelerinde kisalmaya neden olsa da bu durum istatistiksel anlamli bulunmadi. Ancak
motor ve duyusal sinirlerdeki bu farkli etkiler ile sinirlerin toksisiteye duyarliliklari

arasinda korelasyon bizim arastirmamizda yer almadi.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamizda; siganlarda siyatik sinir orneklerine uyguladigimiz salin,
bupivakain ve ozonlanmis bupivakain enjeksiyonlarinin toksisitesi ve motor/duyusal
blok stirelerinin analizini yaptik. Bulgularimiz 1s1¢1inda ozonlama isleminin bupivakain
iliskili nérotoksisiteyi anlamli sekilde azalttigini buldu. Bu protektif etkinin 6ncelikle
reaktif oksijen radikalleri belirte¢leri olan immiinohistokimyasal boyamalarin
sonuglart ile gosterdik. Ayrica apoptoz indeksinin de anlamli sekilde ozonlanmis
bupivakain grubunda toksisiteyi azalttigini bulduk. Bu etkiler hem 3. giin hem de 7.
giin alinan siyatik sinir drneklerinde istatistiksel anlamli sekilde protektif bulundu.
Ayrica ¢alismamiz 3. giin ve 7. giin olmak {izere iki farkli zamanda 6rneklerin alinmasi
sayesinde, toksisitenin zaman ile degisimini de gozlemlendik. Kontrol grubu ile
bupivakain gruplarinda 3. ve 7. giin orneklerinde anlamli degisim olmaz iken
ozonlanmis bupivakain grubunda 7.giin aliman 6rneklerde hem Neuroflament artisi
hem de miyelinizasyonun daha yiiksek oldugunu ve toksisitenin azaldigini gordiik.
Ozonlama iglemi ile bupivakainin motor ve duyusal blok ¢oziilme siirelerinde anlamli
fark olmadi. Calismamizda daha 6nce uygulanmamis bir yontem olmasi nedeniyle,
ozon dozunu “diisiik basla, yavas yavas yiikselt” prensibine uygun olarak hafif-orta
doz rejimine gore belirledik. Bundan sonraki g¢alismalarda ideal ilag ozonlama
dozunun belirlenmesi icin farkli doz rejimleri ile yeni arastirmalarin yapilmasina
ihtiyag vardir. Calismamizda radikal oksijen {iriinleri aracili toksisite belirtegleri olan
immunohistokimyasal boyama yontemi bulgulari ile 151k mikroskobu bulgular ve
TUNNEL boyama bulgular1 korelasyon gosterdi. Ozonlanmis bupivakainin de aym
yontemler aracili protektif etkinliginin goriilmesi; reaktif oksijen {iriinlerinin toksisite
mekanizmalarindan 6nemli bir rolii oldugunu gostermektedir. Bu nedenle ozon ve
diger antioksidan ajanlarin bu toksisitenin azaltilmasinda yardimci olabilecegi
diisiiniildii. Ayrica TEM oOrneklerimizin az olmasi nedeniyle doku orneklerimiz
istatistiksel anlamlilik degerlendiremedik. Zaman degiskenin 7.glinden sonrasinda
olas1 degisikliklerin de degerlendirilebilmesi amaci ile daha uzun donemli ¢aligmalarin
yapilmas1 Onerilir. Bupivakain iligkili norotoksisitenin giderilmesinde ise yaradigi
diisiiniilen ozonlama islemi diger norotoksik ilaglar icin de uygulanabilecegi

diistinildii.
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