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KISALTMALAR

BHCI: Bupivakain HCI

BOS: Beyin Omurilik Sivisi

CL: Konvansiyonel Lipozomlar

GUV: Cok biiyiik tek tabakal1 Vesikiiller
KVS: Kardiyovaskuler Sistem

LA: Lokal Anestezik

LB: Lipozomal Bupivakain

LCL: Dolagimda uzun siire kalan lipozomlar
LUV: Biiyiik tek tabakali Vesikiiller

MLV: Multilameller Vesikuller

MOE: Maksimum Olasi Etki

MSS: Merkezi Sinir Sistemi

MUYV: Orta biiyiikliikte tek tabakali Vesikiiller
MVV: Cok Vesikulli Vesikuller

NNCA: Sodyum kanalina bagli olmayan etkiler
OLV: Oligolameller Vesikdller
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UV: Tek tabakali Vesikiller
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1. GIRIS

Postoperatif agr1 tedavisi ve kullanilan analjeziklerin istenmeyen yan
etkileri hasta konforu ve memnuniyetini énemli 6lctde etkiler (1, 2). Hastalarda
postoperatif agrinin azaltilmasinda sik kullanilan opiyoid ilaglarin bulanti, bas
donmesi, kusma, idrar retansiyonu, kabizlik, kasint1 gibi istenmeyen yan etkileri
bulunmaktadir (3,4). Bu opiyoid iliskili yan etkiler hastanede kalis siiresini ve

boylece hastane masraflarini artirmaktadir (5).

Postoperatif agrinin azaltilmasinda analjezik amagli cerrahi kesi yerine
lokal anestezik infiltrasyonlar1 uygulanmaktadir. Lokal anestezik molekiilleri hizla
damar duvarini gegerek enjeksiyon bolgesinden uzaklastigi i¢in uzun etkili lokal
anestezikler bu amacla en sik tercih edilmelerine ragmen analjezi sureleri
kisithidir. Bu sireyi uzatmak igin hedef bolgeye kateter yerlestirilerek inflizyon
pompalar1 baglanmaktadir (6, 7). Ancak kullanilan bu kateterler hayat1 tehdit eden
enfeksiyon, sepsis, intravaskiiler yerlesim veya kateterin intravaskiiler alana gogii
gibi komplikasyonlara neden olabilir (8). Buradan yola ¢ikilarak tek doz ilag
enjeksiyonuyla ¢ok wuzun siireler analjezi saglayabilmek amaciyla lokal
anesteziklerin lipozomlar iginde enkapsiilasyonlar1 giindeme gelmistir (9-12).
Sicanlarda, tavsanlarda ve farelerde lipozomal bupivakain ile yapilan deneysel
aragtirmalarda yara yerine infiltrasyon, intrasisternal veya subkutan uygulamanin
norotoksik yan etkileri aragtirilmistir (9-12). Sicanlarda yara yerine multilameller
lipozomal bupivakain infiltre edilmesinin analjeziyi uzattigi gosterilmistir (9).

Tavsanlarda intrasisternal uygulanan multilameller lipozomal bupivakainin daha



az sempatik blok yaptig1 gosterilmistir (10). Farelerde subkutan multivezikiiler
(MVV) lipozomal bupivakain enjeksiyonu sonrasi analjezi siiresinin uzadigi

gosterilmigtir (11).

Ayrica lipozomal bupivakainin periferik sinir ve noroaksiyel blokta
kullanimu ile ilgili devam eden hayvan calismalari ve faz 1 ¢aligmalar1 yaninda in
vitro kosullarda multilameller lipozomal bupivakain ile yapay beyin omurilik

stvist (BOS) igindeki etkinligini ve salinim siireleri gosterilmistir (13-16).

Bu tez arastirmasinda ise uzun etkili bir lokal anestezik olan bupivakainin
analjezik etkisinden daha uzun sire faydalanabilmek igin in vitro kosullarda
hazirlanan multilameller lipozomal bupivakaini intratekal olarak siganlara
uygulayarak lipozomal bupivakainin in vivo kontrollii salinim paternlerini

gostermeyi amagladik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Lipozom Tanim

Fosfolipitler hidrate edildiginde veya sulu ortamda dagitildiklarinda olusan
mikroskobik kiiresel keseciklere lipozom denir (17). Onceleri biyolojik membran
Ozellikleri nedeniyle calismalarda kullanilmis olan lipozomlar, giinlimiizde ilag
sunum sistemi olarak bir¢ok bilim dalinda farkli kullanim alani bulmustur (18).

Caplar1 nanometre ile mikrometre boyutlar1 arasinda degisen lipozom
vezikdlleri biyogecimli ve biyoparcalanan 6zellikteki lipit icerikleri sayesinde
hiicre membran yapisina benzerlik gosterirler. Kimyasal modifikasyonlarla
artirilabilen bu 6zellikleri sayesinde, ilag hedeflendirme ¢aligmalarinda ve immiin
modulasyonda yaygin kullanilirlar (19, 20).

Enkapsiilasyon, ilacin lipozom i¢ine hapsedilmesi olarak bilinir.
Lipozomun, ilag tastyabilecek ii¢ bolgesi mevcuttur. Ilag molekiilii fosfolipit
tabakaya (lipofilik etkin maddeler), sulu kisma (hidrofilik etkin maddeler) veya
su-lipit ara yiizeyine (peptid ve kii¢lik proteinler) hapsedilerek tasinabilir. Boylece
hem lipofilik hem de hidrofilik etkin maddeler hatta orta derecede lipofiliteye

sahip etkin maddeler lipozom seklinde formiile edilebilir (17, 21, 22).



@ fosfolipit

8} kolesterol
sulu faz

Sekil 1. Sulu kismu lipit molekiilleri tarafindan olusturulan membranla ¢evrilmis mikropartikiiler
veya kolloidal lipit kesecikleri seklinde olan ¢ok tabakali konvansiyonel lipozomun Kkesitsel

gorintisi (17)

Lipozomlarin diger ilag¢ sekillerine gore bir¢ok iistiinliigii bulunmaktadir.
Bu sistemler, viicudun yapi tasi olan fosfolipitlerden olustugu igin toksik ve
immunojenik 6zellik gdstermezler (23). Lipozomlar, ilac1 kontrollii bir sekilde
verdikleri icin, etkin madde serum diizeyini istenilen siire terapotik degerde
tutabilirler. Bu nedenle de, dozlama araligim1 uzatirlar. Etkin madde kan
konsantrasyonunu aniden yikseltmedikleri icin de etkin maddenin yan ve toksik
etkilerini ¢ok azaltir veya ortadan kaldirirlar. Etkin maddeyi fosfolipit tabaka
icinde koruduklari icin de ortamdaki enzimatik bozunmadan korurlar. Ozellikle bu
peptit/proteinlerin verilisinde olduk¢a 6nemlidir. Ayrica, ilact kontrollii bir sekilde
verdikleri i¢in de yarilanma Omrii kisa olan maddelerin yarilanma Omiirlerini
uzatirlar. Lipozomlarin hem hidrofilik hem de lipofilik kisimlart oldugu icin

lipofilik ve hidrofilik etkin maddelerin verilisi i¢in uygun sistemlerdir.



Bolgesel uygulandiklarinda lipozomlar enjeksiyon tarafinda kalirken, ilaci
cevreleyen doku ve viicut bosluguna yavasca yayilir. Ilacin doku ve viicut
boslugundan temizlenmesi plazmadan temizlenmesine gore daha yavas olup, ¢ok
yuksek ve surekli bolgesel konsantrasyon olusmasina fakat ¢ok diisiik seviyede

sistemik maruziyete neden olur.

2.1.1. Etki Mekanizmalari
Lipozomlar baslica 5 yolla etki gosterirler.
1. Fuzyon: Lipozomun en dis tabakasinin hiicre membraniyla
birlesmesidir.

2. Adsorbsiyon: Lipozomun hiicre ylizeyine sikica tutunmasidir.

w

Lipit degisimi: Hiicre membran yapisindaki lipitlerin, lipozom
yapisinda bulunan lipitlerle karsilikli degisimidir.
4.  Endositoz: Hiicre yiizeyine temasta bulunan lipozomlarin fagositoz
yoluyla hiicre i¢ine alinmasidir.
5. Hiicre i¢ine lipozom si1zintisi: Hiicre ve lipozomun bire bir temasinin
sonucu olarak lipozomlarin hiicre i¢ine girisi s6z konusu olur. Bu giris
lipozomlarin serum albumini ve lipoproteinler ile etkilesimi sonucunda

meydana gelir (24).



2.1.2. Simiflandirilmasi

Lipozomlar; pH-duyarli lipozomlar, katyonik lipozomlar, konvansiyonel
lipozomlar (CL) dolasimda wuzun siire kalan lipozomlar (LCL) ve
immunolipozomlar olmak (zere gruplara ayrilarak bilesimlerine ve ilag tasima

Ozelliklerine gore siniflandirilirlar (Tablo 1) (25).

Tablo 1. Lipozomlarin tipleri, bilesimleri ve 6zellikleri (25)

Tip Bilesim Ozellikler

Konvansiyonel Lipozomlar (CL) Notral veya negatif yiklu | -Kisa yar1 dmiir
fosfolipitler ve kolesterol | Retikiilo endotelyal
sistem (RES)
tarafindan hizla alinir
-RES’e hedeflendirme
icin uygun

-Doza bagh

farmakokinetik

Katyonik Lipozomlar Katyonik lipitler DDAB | -Negatif ylkli
(dioktodesil makromolekillerin
dimetilamonyumbromid), | taginmasi igin uygun
DOGS (dioktodesil (DNA, RNA, vb)
amigdoglisin spermin), -Yapisal olarak stabil
DOSPA (2,3-dioleiloksi- | degil

N-[2 (spermin- -Yiksek dozlarda
karboksiamido) etil]- | toksik
N,N-dimetil-1-propan -Lokal kullanimi sinirli

aminyumtrifloroasetat)




Dolasimda uzun siire kalan Notral yiiksek camsi -Hidrofilik ylzey
lipozomlar (LCL) gecis sicakligina sahip kaplama
lipitler -RES tarafindan alim1
Kolesterol + % 5-10 PEG | zor
(poli etilen glikol)-DSPE | -Dolasimda kalis siiresi
(kuru  kati polimer | uzun
elektroliti), GM1 | -Doza bagh
(galaktozil-N- farmakokinetik
asetilgalaktozaminil-(N-
asetilnéroaminil)-
galaktozilglikozil
seramid) veya  HPI
(hidrojene fosfatidil
inozitol)
Immiinolipozomlar Antikora bagli CL veya | -Hucreye spesifik

LCL

baglanma
-Hedef doku

¢evresinde saliverilme




Ayrica lipozomlar yapisal ozelliklerine goére de smiflandirilirlar (Tablo 2) (25,
26).

Tablo 2. Lipozomlarin yapisal dzelliklerine gore siniflandirilmasi (25, 26)

Kisaltma Adi Boyutu

MLV Multilameller Biiyuk Kesecikler > 0,5 mm

oLv Oligolameller Kesecikler 0,1-1 um

uv Tek Tabakali Kesecikler Her boyutta olabilir

SUV Kiigiik Tek Tabakali Kesecikler 20-100 mm

MUV Orta Biiyiikliikte Tek Tabakali Kesecikler

LUV Biiyiik Tek Tabakali Kesecikler > 100 mm

GUvV Cok Bliyik Tek Tabakali Kesecikler Caplar1 1 pm’den biiyiik
MVV Cok Vezikulli Kesecikler Genellikle 1 um’den biiyiik

Multilameller blyuk kesecik tipi lipozomun kesiti Sekil 2°de gosterilmistir

(27).
Lipofilik bilesikler
{Haclar, besleyici
maddelerd
vitaminler }
Amfifilik r‘ﬁ}
lipitler /)
gy
Hidrofilik
bilegikler {llaclar,
hesleyici O
maddelerd
vitaminler)

Sekil 2. MLV’nin kesitsel goruntisu (27)




2.1.3. Lipozom Hazirlanmasinda Kullanilan Fosfolipitler

1.

Kolin iceren fosfolipitler
Lesitin
Sfingomiyelin

Eter baglanmis fosfatidil kolin

Yapisinda dogal olarak fosfatidil bulunan fosfolipitler

Fosfatidil kolin (PC)
Fosfatidil-etanolamin (PE)
Fosfatidilserin (PS)

Fosfatidilgliserol (PG)

Fosfatidilasit (PA)

Fosfatidilinozitol (PI)

Degisik yag asitleri iceren fosfolipitler
Lizolesitin

Kardiyolipin (19, 28)

DOPE Ri=Ra=Ciaq R1_D_f|3Hz o

DSPC R, =R;=Ciag RE—D—?H [|::n

EPC R, =Cigq Ry =Cys HzC—D—hj—C'—R:.,
O

A

Fosfatidiletanolamin{PE)

®
Ry —CH, CH, NH,

Fosfatidilkolin{PC)
®
R; —CH, CHz N{CH3 )

E

Sekil 3. A) Bir fosfolipidin genel kimyasal yapis1 B) PE ve PC’nin kimyasal yapist

DOPE: Dioleoilfosfatidil-etanolamin

DSPC: Disteroil fosfatidil kolin

EPC: Yumurta saris1 lesitini

PE: Fosfatidil-etanolamin PC: Fosfatidil kolin




2.1.4. Lipozom Hazirlama Yontemleri
Lipozomlar; mekanik dispersiyon, solvan dispersiyon ve deterjanda ¢6zme
gibi farkli yontemlerle hazirlanabilir (19, 26).
1. Mekanik dispersiyon

a. Elle ¢alkalama yontemi: Cam balonun ¢eperlerinde olusan lipit film,

sulu faz eklendikten sonra elle ¢calkalanarak suspande edilir.
Bu yontemle MLV ’ler hazirlanir.

b. Calkalamadan hazirlama: Lipit film kuruduktan sonra, 15 dk
boyunca suyla doymus azot piskiirtiiliir, boylece ¢alkalamadan
sulu ortamda sismesi saglanir.

Bu yontemle LUV ler hazirlanr.

C. Pro-lipozom hazirlama yontemi
Bu yontemle MLV ’ler hazirlanir.

d. Dondurup-kurutma yontemi
Bu yontemle MLV ler hazirlanr.

e. Lipit hidrasyon yontemi

f. Mikro-fluidizer yontemi
Bu yontemle mikroemiilsifiye lipozomlar (MEL) hazirlanir.

g. Sonikasyon yontemi
Bu yontemle SUV’ler hazirlanir.

Probe sonikasyon

Sonikasyon banyosu

h. Membran ekstriizyon yontemi

10



I. Kurutulmus-rekonstitiie lipozom hazirlama yontemi (DRV)
J. Dondurma-¢6zme sonikasyon yontemi (FTS)
k. pH ile indiiklenen vezikiil olusumu
I. Kalsiyum ile induklenen flizyon
Bu yontemle LUV ler hazirlanr.
2. Solvan dispersiyon yontemi
a. Etanol enjeksiyon yontemi
Bu yontemle SUV’ler hazirlanir.
b. Eter enjeksiyon yontemi

c. sly (yag-iginde-su) emiilsiyonu olusturma yontemi

Bu yontemle hiicre biiytlikliiglinde vezikiiller ve MVL’ler hazirlanabilir.

d. Ters faz buharlastirma yontemi
Bu yontemle REV’ler hazirlanabilir.
3. Deterjanda ¢zme yoéntemi (19, 26)

Lipozom hazirlama yontemleri Sekil 4’te gosterilmistir (28).

11



Amfifil Lipitler

4@% gb%ﬁ

oraanik fazda cozulur
kuru(lipit film) kolloidal soliisvon

i '

hidrasvon— MLV dispersivonu deterian uzaklastirma

/ \ dondurarak

urutma
fraoamantasvo,
Tomurcuklanma

ekstriizvon ret*d ratasvon
ara kel :
LUV
Suv | | LUV | | FRV |

Sekil 4. Lipozom hazirlama yontemlerinin sematik gosterimi (28)

2.1.5. Kullanim Alanlar1 ve Avantajlari

1. Diisiik dozlarla terapétik etkinin elde edilmesine olanak saglarlar.

2. Plazma etkin madde seviyesini istenen slire boyunca terap6tik dizeyde
tutabilirler ve bu sayede dozlama araligi uzatilmis olur.

3. Yan ve toksik etkileri azaltabilirler veya tamamiyla ortadan
kaldirabilirler.

4. Etkin maddenin enzimatik etkilerden korunmasin1 saglarlar.

5. Kisa yar1 6mre sahip maddelerin yarilanma 6mriinii uzatirlar.

6. Hem lipofilik hem de hidrofilik 6zellikteki maddeleri tasima 6zelligine
sahiptirler.

7. llact hedeflendirmek icin kullanilabilirler. Lipozomlar, icgine

hapsedilmis etkin maddelerin farmakokinetik 6zelliklerini degistirirler.
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8. Lipozomun igine hapsedilmis etkin maddenin emilim, dagilim ve
eliminasyon 6zellikleri serbest etkin maddeden tamamiyla farklidir (29).

9. Lipozomlar giiniimiizde teshis ve tedavide genis klinik kullanim
alanlarina sahiptir (19, 26, 29).

a. Tanisal gorintilemede
Bilgisayarli tomografi: Suda ve yagda ¢6ziinen iyot bilesikleri kontrast
bilesik olarak kullanilarak MLV, LUV ve MEL tipte lipozomlar hazirlanir.
Manyetik rezonans gorintiileme: Paramanyetik elementler ya da
lipozomal lipitler kontrast bilesik olarak kullanilirak MLV tipte lipozomlar
hazirlanir.

Radyonklid gorintileme: Gama (8) 1s1n1 ya da pozitron yayan maddeler
kontrast madde olarak kullanilarak MLV tipte lipozomlar hazirlanir (30).

b. Go6z hastaliklarinin tedavisinde: Etkin maddelerin, lipozomdan salimi,
gbzyas1 gibi biyolojik sivilardaki stabilitesi, lipozomla birlesim sekli,
elektrostatik 6zellikleri, partikiil bilyiikligii dagilimi ile lipozomlarin
yiizey Ozellikleri gibi degiskenler optimize edilerek oftalmik hastaliklarin
tedavisinde gayet olumlu sonuglar alinabilmektedir (31).

c. Kanser tedavisinde: Kanser tedavisinde kullanilan farkli etkin maddelerin
lipozom formiilasyonlar1 hazirlanmakta ve bu sayede etkin maddenin
tumor bolgesinde yogunlasmasi amaglanmaktadir (32, 33). Ornegin, beyin
tiimorlerinin tedavisinde ilaglar1 lipozom i¢ine hapsetmek ve boylelikle

kan-beyin engelini gegmelerini saglamak {izere ¢alismalar yapilmistir (34).
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d. Enzim c¢alismalarinda: Lipozom membranin hiicre membranina
benzerliginden faydalanarak enzimlerin hiicre igine girisi saglanmaktadir
(35).

e. Paraziter hastaliklarin tedavisinde: Lipozomlar 6zellikle mononikleer
fagosit sisteminde lokalize enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilmaktadir
(36).

f. Asilarda: Katyonik lipozomlar DNA’nin ve protein yapisindaki asilarin
viicuda verilmesinde kullanilmaktadir. Ayrica lipozom formiilasyonlari,
hiicresel bagisikligi ve buna karsilik olarak immiin cevabi artirmak igin
kullanilmaktadir (37-39).

g. Kozmetik driinlerde: Lipozomlarin tabakali yapist viicuttaki dogal
membranlara benzerlik gostermektedir. Bu sayede, hiicre membranlarinin
akicilik o6zelliklerini degistirerek, hiicrelerle etkilesebilmektedirler. MLV
lipozomlar1 tasidiklari etkin maddeleri 30 dakika iginde derinin stratum
korneum, epidermis ve dermis tabakalarina hizla gecirerek konvansiyonel
preparatlara tstiinliik saglarlar (40).

h. Gen tedavisinde: Lipozomlar gen tedavisinde terapotik aktiviteyi artirmak

i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir (41, 42).

Lipozomlarin viicuda bir¢ok yoldan verilmesi muimkindir. Bunlar;

parenteral yol (intravendz, intraperitonal, intramuskiler, subkutan), okdler yol,

nazal yol, pulmoner yol, oral yol, transdermal yol, rektal ve vajinal yol olarak
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sayilabilir (26, 29). Ayrica yapilan ila¢ faz ¢alismalarinda perindral, epidural ve

intratekal yoldan verilme ¢alismalar1 goriilmektedir (13-15).

2.2. Lokal Anestezikler

Klinik uygulamalarda genellikle cerrahi esnasinda ve sonrasinda agriyi
azaltmak ve anestezi saglamak ya da akut ve kronik agri durumlariyla miicadele
amagh lokal anestezikler (LA) kullanilmaktadir (43). Lipozomal bupivakain
formilasyonunun avantaj ve dezavantajlarin1  anlayabilmek igin lokal
anesteziklerin etki mekanizmasi ile sistemik ve lokal doku toksisitelerine kisaca

deginilecektir.

2.2.1. Tarihcge

Koka bitkisinin Peru’dan Avrupa’ya ithalinden sonra, 1859 yilinda Albert
Niemann tarafindan kokain izole edilmistir. 1884 yilinda Karl Koller tarafindan
g0zde analjezik etkilerinin gosterilmesi ile klinik uygulamaya girmistir. Kokainin
klinikte hizla ve siklikla kullanilmast sonucu goriilen kokain entoksikasyonu yeni
ajan arayislarina neden olmustur. Daha az toksik ajan olan benzokain 1900’de,
prokain 1904°te Alfred Einhorn tarafindan sentezlenmistir (44). Prokaine klor
eklenmesiyle kloroprokain olusturulmustur. Ester grubundaki son ajan tetrakain
1930°da sentezlenmistir. Ilk amid yapili lokal anestezik olan lidokain 1944’te

Lofgren tarafindan sentezlenmistir (45). Mepivakain 1957°de, prilokain 1960°da
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sentezlendikten sonra uzun etkili ajan arayislar1 sonucunda 1963’te bupivakain
kesfedilmistir. Artikain ve etidokain 1972’de sentezlenmistir. Bupivakain
toksisitesi klinik olarak ilk kez 1966°da tanimlanmasina karsin daha az toksik olan

ropivakain 1996’da, levobupivakain 1999°da klinik kullanima girmistir (46).

2.2.2. Etki Mekanizmasi

Her periferik sinir aksonu kendi aksolemmasi ve hiicre membranina
sahiptir. Otonomik postganglionik efferentler ve nosiseptif afferent C lifleri gibi
miyelinsiz sinirler tek Schwann hiicresi kilifi i¢inde bir¢ok akson igerir. Kalin
motor ve duyusal fibrillerin ¢ogu, aksonal gelisim sirasinda kendi aksonlarmnin
gevresini saran Ozellesmis Schwann hiicresinin plazma membranindan olusan
miyelin katman ile ¢evrilmistir. Miyelin kilifi boyunca periyodik kesintilere neden
olan Ranvier diigiimleri sinirin ileti hizim biiyiik oranda artirir. Impuls dogmasia
ve yayllmasma hizmet eden Na® kanallari, miyelinli fibrillerin Ranvier
diigiimlerinde yiiksek konsantrasyonda bulunmakta, fakat miyelinsiz fibrillerin

tim aksonu boyunca dagilmis durumdadir (47).

fletim blogu; sinir hiicresi aksonundaki aksiyon potansiyeli olusumunda
rol alan voltaj bagimli sodyum kanallarinda sodyum akiminin lokal anestezikler
ile gegici olarak durdurulmasidir. Sodyum kanali polarizasyonda dinlenim
membran potansiyelinin -40 mV {izerinde oldugu depolarizasyon fazinda agik

(aktif), -70 mV altinda oldugu repolarizasyon fazinda ise kapali (inaktif)
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pozisyondadir. Lokal anestezik molekiilii acik durumdaki sodyum kanalina
baglanarak kanalin inaktif hale gegmesine neden olur. Bu durum bir sonraki uyari

ile hiicre i¢ine sodyum girisini ve depolarizasyonu engeller (48, 49).

Sinir lifleri A, B ve C lifleri olmak iizere {i¢ gruba ayrilirlar. A grubu lifler
miyelinli somatik, B grubu lifler miyelinli preganglionik, C grubu lifler ise
miyelinsiz sempatik postganglionik ve agriyi ileten liflerdir. Her tip sinir lifi lokal
anesteziklerden etkilenir. Ancak bu etki, ince liflerde kalinlardan, miyelinsiz
liflerde miyelinlilerden daha cabuk ve daha disiik yogunluklarda gorulur.
Miyelinsiz lifler (C lifleri) erken etkilendiginden agr1 ve 1s1 en erken, somatik
motor gug¢ en son etkilenir. Otonom lifler (ince miyelinli B ve miyelinsiz C lifleri)
lokal anesteziklerden en hizli etkilenen liflerdendir. Klinik olarak fonksiyon kaybi
sirasiyla; agri, 1s1, dokunma, proprioseptif duyu ve iskelet kas tonusu seklinde

gerceklesir (50,51).

Son yillarda yapilan ¢aligmalarda kalsiyum, potasyum ve G-protein ile

regiile kanallarin da iletim blogunda etkili oldugu gosterilmistir (46, 53-55).

Voltaj kapili sodyum kanallar1 néronlarda ve diger bircok elektriksel
olarak uyarilabilir hiicrelerin zarlarinda olusan aksiyon potansiyelinin yiikselen
fazindan sorumludurlar (56). Lokal anestezikler bir akson icinde yeterince
sodyum kanalinda yer isgal edip buradaki aktiviteyi bozan, depolarizasyonu
durduran ve bdylece aksiyon potansiyel olusumunu ve sinirsel iletisgimin
ilerleyesini engelleyerek sinirsel iletimi geri doniisiimlii olarak bloke eden

bilesiklerdir (57). Bunu yapabilmek icin lokal anesteziklerin sodyum kanallarinin
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i¢ deligine bu kanallarinin hiicre i¢indeki kismindan girerek baglanmalari

gerekmektedir.

Klinikte kullanilan biitiin lokal anestezik molekiilleri ti¢ kisimdan
olusmaktadir; lipofilik (aromatik) ug, hidrofilik (amin) u¢ ve bu uglar arasindaki
baglanti. Bu baglanti da ya aminoester ya da aminoamid zincir igerir ve bu
baglantiya gore lokal anestezikler aminoester-baglh (halkali) (kokain, prokain,
benzokain) ya da aminoamid-bagli (halkali) (lidokain, bupivakain, ropivakain,
levobupivakain) olarak ikiye ayrilmistir (48). Aminoester halkali lokal
anestezikler doku ve kanda bulunan esteraz enzimleri tarafindan hidrolize
edilirken, aminoamid halkali olanlar ise karaciger sitokrom P450 enzimleri ile

hidrolize edilirler.

2.2.3. Kimyasal Yap1 ve Yap1 — Aktivite Tliskisi

Tipik bir lokal anestezik molekiilii yapisinda ii¢ temel fonksiyonel iiniteye
sahiptir. Bu tiniteler; lipofilik aromatik halka, genellikle tersiyer amin yapisindaki
hidrofilik amin halkas1 ve bu halkalar1 birlestiren ester veya amid yapisindaki ara

zincirdir (Sekil 5) (52).
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Sekil 5. Lokal anesteziklerin kimyasal yapis1 (52)

Aromatik halka; molekiilin lipofilik ozelliklerini  saglar.  Lipit
¢Ozliniirliigl; bilesigin membran lipidleri ile etkilesim egilimini ifade eder. Sinir
hiicre membrani lipoprotein yapisinda oldugu igin aromatik halka, lokal anestezik
molekiiliiniin hiicre membranindan gecerek aksoplazmaya ulagsmasini saglar.
Uygulanan dozun daha fazlasinin hiicre igine ge¢mesini sagladigi i¢in lipid
¢ozunurluk ile ajanin etki giicii arasinda pozitif korelasyon mevcuttur (58).

Amin halkasi; baz yapisinda, proton alicis1 olan kisimdir. Molekiiliin
hidrofilik 6zelliklerini belirler. Sodyum kanalinin tutulmasinda rol alir. Amin

halkasinin durumu ajanin biyolojik membranlardan gegisini belirler (48).

Ara zincir; ya ester ya da amid yapisindadir ve bu yapiya gore lokal
anestezikler aminoamid veya aminoester bilesikleri olarak simiflandirilirlar.

Lidokain, mepivakain, prilokain, etidokain, artikain, bupivakain, ropivakain, ve
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levobupivakain aminoamid grubu iken kokain, prokain, kloroprokain ve tetrakain

aminoester grubundaki lokal anestezik ajanlardir (49).

Tez arastirmamizda kullandigimiz bupivakainin Ozellikleri Tablo 3’te

gosterilmistir (51).

Tablo 3. Bupivakain’in 6zellikler (51)

Ilk Klinik Kullanima Temel Anestezik Olarak
Kimyasal Yap1 Tipik Ticari Preparatlar
Girdigi Yaklasik Yil Kullanimi
Infiltrasyon 2,5 mg/ml soltisyon
CH C
3 |“H° Periferik sinir blogu 2,5 ve 5 mg/ml soliisyon
Bupivakain | 1963

Epidural

Spinal

2,5, 5 ve 7,5 mg/ml soliisyon

5 ve 7,5 mg/ml soliisyon

Kimyasal

adi

L.butil-ol-piperidin-2-karboksilikasit-2-6-olimetil

anilid

hidroklorid (C18N2OH28HCI) olan aminoamid tipinde bir lokal anestezik ilagtir.

Bupivakain R(+) ve S(-) enantiomerlerinden olusan bir rasemik ajandir. Epidural

ve spinal anestezide % 0,5 - 0,75 konsantrasyonda kullanilir. Soliisyonun pH’s1

4,5-6,5, molekiil agirligr 288, pKa degeri 8,1, yagda ¢oziiniirliigii oldukea yiiksek,

sistemik absorbsiyonu yavas, plazma proteinlerine %95 oraninda baglanabilen

potent bir lokal anesteziktir. Lipid/su partisyon katsayis1 27,5 dir. Piyasada HCI

tuzu olarak bulunur (59).
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Spinal anestezide anestezik etkinlik 3-4 dk iginde baslamakta ve 3,5-4
saat devam etmektedir. Periferik sinir bloklarinda %0,5 konsantrasyonda 35 ml
volimde tam motor blok saglayabilmektedir. Epidural aralifa enjeksiyon sonrasi
etkinin baslama siiresi 5-7 dk, anestezinin yerlesmesi ise 15-20 dk icinde
olmaktadir. Periferik sinir bloklarinda 5-6 saat, epidural blokta 3,5-5 saate kadar
anestezik etki stirmektedir. Uzun etki siiresine karsin, motor blok yapici
etkisinden daha fazla olarak duyusal blok meydana getirmektedir. Bu 6zelliginden
dolayr dogum analjezisi ve postoperatif analjezide populler bir ajan haline

gelmistir (60)

2.2.4. Farmakokinetik Ozellikleri

Lokal anestezikler zayif baz yapisinda olduklari i¢in dolasimda alfa-1-asid
glikoproteinlere baglanirlar. Farkli oranlarda proteinlere baglanirlar ve bu
Ozellikleri ayn1 zamanda sodyum kanallarindaki proteinlere afiniteleri ile de
korele oldugu i¢in etki siirelerini belirleyen temel faktordiir (Tablo 4) (52).
Bupivakain en yiksek oranda (% 95,5) proteine baglanan ve en uzun etkili lokal

anestezik ajandir (54).

Tablo 4. Bupivakainin fizikokimyasal 6zellikleri (52)

pKa Molekiil Agirlhigi | Proteine Eliminasyon
(dalton) Baglanma (%) Yar1 Omrii (st)
Bupivakain 8,1 288 95 3,5
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2.2.4.1. Emilim

Kandaki lokal anestezik konsantrasyonu; enjekte edilen miktar enjeksiyon
alanindan absorbsiyon orani, doku yayilim orani, biyotransformasyon orani ve
spesifik ilacin atilimi ile belirlenir. Yas, kardiyovaskiiler durum ve hepatik
fonksiyon gibi hasta ile iliskili faktorler fizyolojik diizenlemeyi ve lokal

anestezigin son kan konsantrasyonunu etkiler (51).

Lokal anesteziklerin sistemik emilimi enjeksiyon yerinin vaskdlaritesi ile
dogru orantilidir. Damarlanmasi fazla olan bolgeye enjeksiyon ile emilim hizli ve
yiiksek orandadir (intravendz > trakeal > interkostal > paraservikal > epidural >

brakiyal pleksus > siyatik sinir > subkutan ) (52).
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2.2.4.2. Dagihm

Lokal anestezikler wviicutta tiim dokulara dagilirlar fakat doku ve
stvilardaki konsantrasyonlar: lipid ¢6ziiniirliik ve proteine baglanma 6zelliklerine
gore degiskenlik gosterir. Fazla kanlanan organlar (beyin, akciger, karaciger, kalp,
bobrekler) baslangigtaki hizli alimdan sorumludurlar ve ajan konsantrasyonlari
yiiksektir. Sonraki yavas dagilimdan ise orta dereceli kanlanan organlar (kas,
barsaklar) sorumludur. Akcigerden de atildiklari ig¢in pulmoner damarlardan
gecerken kan konsantrasyonlari diiser. En yiikksek oranda iskelet kasinda

bulunurlar (52).

2.2.4.3. Atillm

Lokal anesteziklerin metabolizma paterni kimyasal siniflamalarina gore
degisir. Ester veye prokain benzeri ilaglar, plazmada psddokolinesteraz enzimi ile

hidrolize ugrar (61, 62).

Aminoamid ilaglar primer olarak karacigerde enzimatik yikilima ugrar.
Lidokain mepivakainden daha hizli metabolize edilirken bupivakain hem

lidokainden hem de mepivakainden daha yavas metabolize edilmektedir (63).
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2.2.5. Toksisite

Lokal anestezik ajanlar ile olusan etkiler; alerjik reaksiyonlar, sistemik ve
lokal toksik etkilerdir. Sistemik toksik etkiler; santral sinir sistemi etkileri,
kardiyovaskdler sistem etkileri ve methemoglobinemiyi igerir. Lokal toksik etkiler

ise norotoksisite ve miyotoksisiteyi iceren doku toksisitesi ile olusur (48).

2.2.5.1. Sistemik Toksisite

Lokal anestezigin sistemik dolasimdaki konsantrasyonu arttikca, cesitli
kardiyovaskiler sistem (KVS) ve merkezi sinir sistemi (MSS) bulgulari ortaya
cikar. Kisaca MSS, lokal anestezik toksisitesine KVS’ye gore daha duyarli oldugu
icin, entoksikasyon belli belirsiz MSS aktivasyonu bulgularina neden olur
(terleme, kas segirmesi ve tremor). Bunu takiben kortikal inhibitdr ndronlarin
oncelikli olarak bloke olmasina bagli olarak tonik-klonik ndbetler olur. Daha da
artan plazma seviyeleri sonrasi hem inhibitér hem de uyarict yolaklarin bloke
olmasina bagli olarak tipik olarak hipoventilasyon ve koma ile seyreden yaygin
bir MSS depresyonu gelisir (64). Benzer olarak lokal anesteziklerin neden oldugu
kardiyotoksisitede ardisik iki evreli olaylar goriilir. Once sempatik sinir
sisteminin aktivasyonuna bagl tasikardi ve hipertansiyon baskindir. Bu evreyi
takiben artan plazma konsantrasyonlari sonrast direkt miyokardiyal depresyon,
aritmi, uzamig iletim siireleri ve son olarak kardiyovaskiiler kollaps gelisir (64).

Lokal anesteziklere bagli gelisen kardiyotoksisitenin fizyopatolojisi ¢ok yonlii ve
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karmasiktir. Bupivakain Na* kanal blokajina bagimli olarak kardiyak iletimi uzatir
boylece PR aralig1 ve QRS siiresi artar.

Ayrica, K* kanallarini iletkenligi iizerinde de belirgin etksisi vardir. QT
araligii uzatir ve inaktive Na® kanallarinin blokajim1 artirr ve doza-bagimh
miyokardiyal depresyon yapar (64). Bu konuda stereoselektivitenin anahtar bir
patojenik roli oldugu gosterilmistir (64, 65). Lokal anesteziklerin R- ve S-
enantiyomerlerinin farkli iyon kanallart (Na*, K* ve Ca*?), i¢in farkli derecelerde
baglanma egilimleri vardir ve bu R-enantiyomerleri ile karsilastirildiginda S-
enantiyomerlerinde MSS ve kardiyak toksisitede 6nemli derecede azalmayla
sonuglanir (66, 67). Bupivakain (dekstrorotatuar ve levorotatuar enantiyomerlerin
rasemik bir karigimi) ile karsilastirildiginda, ropivakain (goreceli olarak daha yeni
ve yapisal olarak bupivakaine yakin saf levorotatuar amino-amid LA) ve
levobupivakain (bupivakainin saf levorotatuar bir izomeri) MSS’ye belirgin
olarak daha az toksiktir. Zira her iki ajanin dozlarinin da MSS toksisitesi asikar
hale gelmeden énce % 10 — 25 daha fazla oldugu gosterilmistir (64). Ilging olarak,
bupivakain diger ajanlara gore daha diisiik kardiyovaskiler MSS oranina sahip
gibi goziikmektedir ve lidokaine goére aritmilere daha yatkindir (64). Bitiin ajanlar
izotonik ve izometrik kosullarda kalp gevsemesini (lusitropi) 6énemli miktarda
bozmasina ragmen, bupivakain ve levobupivakain ropivakaine gore daha fazla
negatif lusitropik etkiye neden olmuslardir (68). Anestezi almis kopeklerde dort
farkli lokal anestezikle yapilan artisli doz asimina bagh gelisen kardiyak arrest

sonrasi resiisitasyon basarisiziginin rasemik bupivakain (% 50)  verilen
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hayvanlarda levobupivakain (% 30), ropivakain (% 10) ve lidokain (% 0)
verilenlere gore daha yiiksek oldugu gortilmektedir (69).

Lipozomlar intravendéz uygulama sonrast  enkapsiile ilaglarin
biyodagilimmi modifiye ederler; tavsanlarda elde edilen deneysel veriler,
multilameller lipozomlarda enkapsiile edilmis bupivakainin, siklikla kullanilan ve
total doz artimina bagl olarak konviilziyon, kardiyak aritmi ve asistol gelisimine
neden olan saf solisyonlara goére daha iyi bir giivenlik marj1 sagladigini

gostermistir (70).

2.2.5.2. Lokal Toksisite

Klinik olarak lokal anestezik ilaclarin lokal doku toksisitesi olusturmasi
nadir ve yaygin olmayan yan etkiler olarak goriilmektedir. Lokal anestezik
verilmesi sonrasi hastalarda gelisen miyotoksik komplikasyonlarin rapor edildigi
sadece bir ka¢ tane olgu sunumu yayimmlanmustir. Bilhassa, strekli periferal
bloklar, yara kenarlarinin infiltrasyonu, tetikleyici nokta enjeksiyonlari, peribulbar
ve retrobulbar bloklar sonrasi olusan klinikle uyumlu miyopati ve kas nekrozlari
tarif edilmistir (71). Ancak, lokal anesteziklerin deneysel miyotoksik etkileri ¢ok
yogundur ve tekrarlanabilir (72). 1980 yilinda Foster ve Carlson test ettikleri
lokal anestezikler icinde prokainin en az ve bupivakainin is en cok kas
harabiyetine yol agtigini bildirdiler (73). Daha yakin bir zamanda Zink ve ark.
ropivakainin miyotoksisite potansiyelinin bupivakainden daha az oldugu

sonucuna vardilar (74). Bununla beraber her iki ila¢c da surekli periferik sinir
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bloklar1 sonras1 kalsifiye kas nekrozunu, skar dokusu olusumunu ve belirgin bir
kas lifleri rejenerasyon hizini i¢eren morfolojik olarak es paternler olusturdular
(71). En azindan deneysel sartlarda, incelenen biitiin lokal anestezikler klinik
konsantrasyonlarda uygulandiginda, ilaca 6zel ve doz bagimli toksisite oraniyla
miyotoksik bulunmustur (72). Dahasi, son veriler bupivakainin ratlarda
mitokondriyal yapida degisime ve ultrayapisal kas hasarina neden oldugunu ve en
ciddi degisimlerin yagh olanlarla karsilastirildiginda geng¢ hayvanlarda olustugunu
gostermistir (75).

Patofizyolojik olarak artmus hiicre i¢i Ca*? diizeyleri kas hiicresi hasarinda
en oOnemli etken olarak gorulmektedir. Farkli derecelerde, bupivakain,
levobupivakaine ve ropivakain klinik konsantrasyonlarinda sarkoplazmik
retikulumdan Ca*® verilmesini uyarir ve es zamanli olarak sarkoplazmik
retikuluma Ca™ geri alimmim inhibe eder, bdylece sitotoksik hiicre ici Ca*

seviyeleri olusur (71).

Bu nedenle incelenen buatin lokal anestezik ajanlar miyotoksik olarak
g0zukmektedir; kas hasarinin genisligi doz bagimlidir ve seri ya da siirekli

uygulamalar 6zellikle geng kaslarda daha da kétiilesmeye neden olur.

Bununla birlikte kas dokusu lokal anestezik soliisyonla uzun temas sonrasi
zarar goren tek yapi degildir. Gelismekte olan noronlarda bu ajanlar biylime
bolgesi kollapsini ve sinir dejenerasyonunu tetikleyebilir, erigkin hiicrelerde ise
sinir apopitozu baslayabilir (76). Dahasi yakin zamanda yapilan birgok ¢alismada
lokal anesteziklerin eklem kartilajinda bulunan kondrositlerde Kartilaj

dejenerasyonuna katkida da bulunabilecek geri doniisiimsiiz hasara neden
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olabilecegini ortaya koymustur. Deneysel modellerde ¢zellikle bupivakainin derin
bir kondrotoksik etkiye neden oldugu gosterilmistir (77). Bu tartismadaki anahtar
nokta lokal anesteziklerin doku bagimli etkilerinin sodyum kanallarinin blokajina
bagh degil, diger bolgelerle olan etkilesime bagli oldugudur (NNCA-sodyum
kanalina bagli olmayan etkiler) ve NNCA bilhassa ¢ok uzun etki streleri olan
lokal anestezik ilaglarlarda daha fazla goriiliir, ¢linkiit NNCA’ nin etkileri baskin
olarak zamana bagimlidir (78). Ornegin hiicreler lokal anesteziklerle dakikalar
yerine saatlerce enkiibe edilirse bu ajanlarin hiicre reseptorleri ve nétrofil
fonksiyonlar1 {izerindeki inhibit6r etkisi daha baskin hale gelir (54). Bupivakain,
tromboksan A2 reseptorinun sinyallenmesini bir saatlik enkiibasyondan sonra %
10 bloke ederken 24 saatlik enkibasyondan sonra bu oran % 75’e ¢ikar. Benzer
sekilde notrofillerde PAF (platelet aktive edici faktor) ile uyarilan siiperoksit
tiretimi diistik konsantrasyonlu bupivakain ile 10 ila 30 dakikalik enkiibasyonda
etkilenmezken, ayni1 konsantrasyondaki soliisyon 6 saatlik enkiibasyondan sonra
notrofil fonksiyonunu % 60’dan daha fazla deprese eder. Uzun enkibasyon
sonrasi artmis hassasiyetin altinda yatan mekanizma, lokal anesteziklerin hiicre
zarindaki Gq proteinlerini zamana bagimli olarak bloke etmeleridir (79). Bu
laboratuvar bulgularin1 klinik olarak diistindiigtimiizde, bilesiklerin saatlerce
verildiginde ortaya ¢ikan ve 6nemsiz gibi gdziken toksik etkilerinin bu ilaclar
daha da uzun verildiginde klinik olarak daha da eksajere olabilecegini akla
getirmektedir (78). Uzamis salinimli bupivakain formiilasyonlarmin biitiin

potansiyel analjezik uygulamalar1 (perinoral, intraartikiler, yara infiltrasyonu) g6z
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oniinde bulunduruldugunda, lokal doku toksisitesinin mutlaka temel bilimsel ve

klinik ¢alismalarla dikkatli bir bigimde incelenmesi gerekmektedir.

2.3. Lipozomal Bupivakain

Bupivakainin etkinligini ve etki siiresini artirmak bununla birlikte
toksisitesini ve yan etkilerini azaltmaya yonelik lipozomal formilasyonlarla
yapilan birgok c¢alisma olmustur. (9-11). Lipozomal bupivakain cozeltilerinde
lipozomlar bir ¢esit bariyer gibi davranip bupivakainin salinimini yavaglatirlar.
(80, 81). Bupivakainin lipozomal formiilasyonlarinin daha uzun motor blok stiresi
saglandig1 gosterilmistir (10-12). Lipozomal bupivakain kullanimina Amerika
Birlesik Devletleri Gida ve Ila¢ Dairesi tarafindan hemoroid ve bunyonektomi
ameliyatlarinda postoperatif analjezi amaciyla tek doz yara yeri infiltrasyonu
seklinde izin verilmektedir (82). Lipozomal bupivakainin klinik caligmalarda en
sik yan etkileri bulanti, kusma, kabizlik, ates, bas donmesi ve bas agrist olarak
gosterilmistir (83-85). Lipozomal bupivakain saf bupivakaine gére daha az
sempatik blokaja neden oldugu icin daha az hemodinamik degisiklige neden

olmaktadir (10).
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2.4. Noroaksiyel Blok

Noroaksiyel blok amaciyla subaraknoid araliga lokal anestezik
enjeksiyonu yapilarak spinal anestezi gergeklestirilir. Diisiik voliimde kullanilan
lokal anestezikler, viicudun alt kismindaki bltin duyularin bloke edilmesini
saglar. Islem genellikle spinal kordun sonlandig1 seviyenin altinda yapilir. Beyin
omurilik sivist (BOS) igine enjekte edilen lokal anestezik ilag sinir dokusu
tarafindan alinarak ve damar icine absorbe olarak ortamdan uzaklastirilir. BOS
icine verilen ilacin bir kismi da yogunluk farki ile duradan diffiize olarak epidural
araliga gecer ve orada gecerli mekanizmalarla uzaklastirilir (86).

Sinir dokusu tarafindan alinma, ilacin BOS i¢indeki yogunlugu, sinir
dokusunun lokal anestezikle temas eden yiizeyinin genisligi, yag icerigi ve
kanlanmas1 gibi etkenlere baghidir. Subaraknoid araliktaki lokal anestezik, spinal
kordun yilizeyel katlarim1 da etkiler; ancak asil etki spinal kordu terk eden sinir
kokleri ve dorsal kok gangliyonlar1 tizerinedir. Spinal anestezinin temel amaci
duyusal ve motor blok olup, birlikte gelisen sempatik denervasyon genellikle
sistemik degisikliklere neden olan bir yan etki gibi gorlir. Spinal anestezi sonucu
lokal anestezigin kan diizeyi ¢ok az yiikselir ve bunun sistemik etkisi ¢cok azdir.
Spinal anestezi derin bir motor bloga neden olur (86).

Anestezi suresi lokal anestezigin sinirleri terk etme hizina baghdir.
[lacin énemli bir kismi, BOS igine yayilir ve vendz drenajla, az bir kism1 da
lenfatiklerle uzaklastirilir. Damardan zengin pia mater burada en énemli rolu

oynar ( 86).
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2.5. Sicanlarda Noroaksiyel Uygulama Ac¢isindan Anatomi

2.5.1 Vertebral Kolon
Kraniyalden kaudale dogru 7 adet servikal, 13 adet torakal, 6 adet
lumbar, 4 adet sakral, 28 adet kaudal olmak Uizere 58 adet vertebradan

olusmaktadir. Rat iskelet sistemi gosterilmistir (Sekil 6).
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Sekil 6. Sican iskelet sistemi ( 87 )
2.5.2 Medulla Spinalis

Medulla spinalis kranialde medulla oblangatanin devami olarak baglar. Noral
kanalin icinden gecer ve filum terminale ile sonlanir. Servikal ve lumbar alanlarda
sinirlerin ¢iktig1 yerde genislemeler vardir. Siganin medulla spinalis 6zellikleri

gosterilmistir (Sekil 7) (88).
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74

Sekil 7. Sican medulla spinalisinin servikal ve lumbar genislemeleri ( 88 )

Meninksler: Beyini saran meninkslerin devamidir. Distan i¢ce dogru sirasiyla
dura mater, ortada araknoid ve en icte pia mater yer alir. Araknoid ve pia mater
arasinda serebrospinal siviy1 igeren subaraknoid bosluk bulunur (88).

Gri cevher: iki ventral koluna anterior gri boynuz adi verilirken, iki dorsal

kolu posterior gri boynuz olarak adlandirilir (88).
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Daha kiigiik lateral yansimalari ise lateral gri boynuzlar olarak adlandirilir.
Merkezindeki kiciuk bosluk santral kanal adi verilir. Gri madde destek doku ve
néron hicre cisimciklerini icerir. Fonksiyonel olarak ventral taraf motor ve dorsal
taraf duysal sinir liflerini icermektedir (88).

Beyaz cevher: Gri cevheri cevreleyen sinir dokusudur. Duysal liflerin
asendan yolunu ve motor liflerin desendan yolunu birlestirir. Medulla spinalisin

kesitlerinde dort kolon olarak gozlenir: bir ventral, bir dorsal ve iki lateral (Sekil
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dorsal root ganglion
' Eang ] subarachnoid space Y

; a0
//:_ _ posterior gray horn ‘\‘\
; ligament lateral gray horn Vo
communicating

rami ventral root
ventral ramus

anterior gray horn

lateral white funiculus Bray commissure
central canal

anterior white funiculus
body of vertebra

Sekil 8. Sigan medulla spinalisi ve ¢evreleyen dokularin transvers kesiti (88).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu arastirma, 1 Temmuz - 31 Aralik 2013 tarihleri arasinda, Gazi
Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulundan (G:U:ET-13.043) onay
alindiktan sonra Gazi Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasotik Teknoloji
Anabilim Dali’na ait laboratuvarda lipozomal bupivakain hazirlanarak Gazi
Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Deney Hayvanlari Arastirma Unitesinde

gerceklestirildi.

3.1. Laboratuvar Cihazlar ve Gerecler
¢ Rotavapor (Buchi Rotavapor R-200, Almanya)
e Sicak su banyosu ve su igine batabilen ¢oklu manyetik karistirict (Nive
BM 402, Turkiye)
e Ultrasonik banyo (Bandelin Sonorex, Almanya)
e Santrifij (Jouan MR 18 22, Danfoss, Slovenya)
e Desikator
e Tail-Flick cihaz1 (Ugo Basile 37360, Italya)
e Hassas tart1 (Shimadzu AW 320, Japonya)
e Vorteks (Firlabo, Fransa)
e Vial (Waters, ABD)
e Enjektor 2 ml (Hayat, Turkiye)
e Enjektor 10 ml (Ayset, Tlrkiye)

e Insiilin enjektorii (26 G, Hayat, Turkiye)
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e Cesitli cam olgii aletleri (pipet, balon joje, silifli balon v.b.) ve diger

laboratuvar malzemeleri

3.2. Kimyasal Maddeler

e Bu aragtirmada ¢ozelti olarak bupivakain hidroklorir (Bustesin® % 0,5
enjeksiyonluk ¢ozelti iceren flakon, Vem, Tirkiye) kullanilmistir.

e Kolesterol (Sigma, ABD)

¢ Dipalmitoil fosfatidil kolin (Sigma, ABD)

e Metanol (Merck, Almanya)

e Sevorane Likid %100, 250 ml soliisyon (Abbott, ingiltere)

e Povidon iyot

3.3. Deney Hazirhgi

Deney, ila¢ hazirligi yapilan in vitro ve siganlarda analjezi testlerinden
olan kuyruk ¢ekme ve motor blogun in vivo olmak {izere degerlendirildigi baslica
iki asamada gerceklestirlmistir.
3.3.1. in vitro lipozomal bupivakain hazirlama yontemi
3.3.1.1. Lipozomal Bupivakain HC| Hazirlama

Hacmi 100 mL olan silifli balona; 20 mg dipalmitoil fosfatidil kolin, 20
mg kolesterol hassas tartida tartilarak alindi. Uzerine 6 mL metanol ilave edildi,
hafifce sallayarak ¢ozelti haline getirildi. Elde edilen metanolll ¢zelti rotavapor
cihazina (Resim 1) takildi. Kazan suyu sicakligi 60°C, sogutucu suyu sicakligi

10°C’ye ayarlanarak diisiik basingta (340 mbar) metanol uzaklastirildi. Balonda
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kalan kalint1 {izerine bupivakain HCI % 0,5 10 mL ilave edilerek homojen bir

dagilim igin ultrasonik banyoda 30 dk tutuldu (89-92).

Resim 1. Rotavapor cihazi

3.3.1.2. Yuksek Verimli Lipozomal Bupivakain HCI Hazirlama
(Yiksek Verimli Lipozomal Bupivakain: High Yield Drug Entrapment in
Liposome)

Hacmi 100 mL olan silifli balona; 20 mg dipalmitoil fosfatidil kolin, 20
mg kolestrol hassas tartida tartilarak alindi. Uzerine 6 mL metanol ilave edildi,
hafifce sallayarak ¢ozelti haline getirildi. Elde edilen metanollli ¢ozelti rotavapor
cihazina takildi. Kazan suyu sicakligi 60°C, sogutucu suyu sicakligi 10°C’ye
ayarlanarak diisiik basingta (340 mbar) metanol uzaklastirildi. Balonda kalan

kalint1 tizerine bupivakain HCI % 0,5 10 mL ilave edilerek homojen bir dagilim
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icin ultrasonik banyoda 30 dk tutuldu. Lipozomlarin yikanmasi amaciyla bu
lipozom c¢ozeltisi santrifllj tlpine aktarildi, 10000 g devirde 15 dk santrifij
edildikten sonra tiipte ayrilan sivi kismin 9 mL’si mikropipet yardimi ile alinarak
atildi. Kalan kisim vortekslenerek homojen siispansiyon haline getirildi ve

ultrasonik banyoda 15 dakika bekletildi (89-92).

3.4. In vivo deneylerin yapihsi
3.4.1. Hayvan tiirii, bakim yeri ve kosullar

Arastirmada Gazi Universitesi Deney Hayvanlar1 Arastirma Merkezi’nden
alinan 250-300 gram (g) agirliginda 18 disi Wistar sigan kullanildi. Siganlar bir
kafeste 3 adet olacak sekilde yerlestirilip, yiyebilecekleri kadar pelet yem ve su
verildi. Hayvanlara 12 saat giindiiz, 12 saat gece olacak sekilde 151k diizenlemesi
yapildi.
3.4.2. intratekal ilac uygulamasi

Hayvanlar 3 gruba ayrildi. Hylden ve Wilcox’un yonteminden
yararlanarak her gruba 30 ul ilag intratekal yoldan verildi (93).
Grup 1 (n=6): bupivakain HCI (BHCI)
Grup 2 (n=6): lipozomal bupivakain HCI (LB)
Grup 3 (n=6): yiksek verimli lipozomal bupivakain HCI (YVLB)

Hayvanlara intratekal ila¢ verilmeden en az 2 giin 6nce islem yapilacak
saha tirag edildikten sonra povidon iyot sollisyonu ile silindi. Calisma giiniinde
tail flick test (kuyruk cekme testi) ve motor fonksiyonlar icin bazal olciimler

alindi.
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Hayvanlara islem oncesi kisa siireyle icinde sevofluran (SEVORANE®
likid, inhalasyon anestezigi, Abbott-Ingiltere) damlatilmis pamuk bulunan
desikatore konularak sedasyon-anestezi uygulandi (Resim 2). Go6z kirpma
refleksi ortadan kalkana kadar desikatorde bekletildi ve sonra anestezi altindaki
hayvan islem igin disariya ¢ikartildi. Yapilan bu islem yaklasik 3-4 dakikalik
anestezi imkani saglamistir. Islemin uzadig1 zamanlar sevofluran (SEVORANE®
likid, inhalasyon anestezigi, Abbott-ingiltere) damlatilmis pamuk hayvanin
burnuna tutuldu (94). Anestezi altindaki hayvanlarin lomber bolgesi povidon iyot
soliisyonu ile silindi ve karin altina gazli bez konularak hayvana uygun pozisyon
verildi. Hayvanin L4-L5 interspindz aralik bulunarak insiilin ignesi ile intratekal
bosluga diisme hissedilerek inrtatekal araliga girildi (Resim 3). Intratekal araliga
giris, hayvanlarin kuyruklarinda elektrik soku seklinde hareketin gdzlenmesiyle
dogrulandi (95). Daha sonrasinda 30 pl ilag yavas bir sekilde enjekte edildi. lag
enjeksiyonuyla elektrik sok seklinde olan kuyruk hareketi tekrar goézlendi. Her
islem yaklasik 2-3 dakikada tamamlandi. Daha sonrasinda her hayvan anesteziden

ayilmasi i¢in kafesine konuldu. Yaklasik 5 dk sonra tiim hayvanlar ayildi.
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Resim 2.Sedasyon-anestezi i¢in sevorane 1slatilmig pamukla desikatore konulan sigan

Resim 3. Insiilin enjektorii ile intratekal araliga ilag verilmesi
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3.4.3 Analjezik etkinin degerlendirilmesi

3.4.3.1.Tail Flick (Kuyruk Cekme) testi

Analjezik etkinligi 6l¢mek i¢in yapilan kuyruk c¢ekme testi, radyan 1s1
kullanan Tail-Flick cihaz1 (Ugo Basile 37360, italya) ile gerceklestirildi. Cihazin
1s1 kalibrasyonu hayvanlarin kuyruk cekme siiresi 3-5 saniye olacak sekilde
ayarlandi. Ilag uygulamasmdan bir giin énce tiim denekler lgiim yapmaksizin
hareket kisitlayict aparata yerlestirilerek &grenme aligtirmasi yapildi. Termal
stimiilasyon kuyrugun 3-4 cm distali isaretlenerek uygulandi. Stimilasyonun
basglamasi ile kuyruk ¢ekme arasinda gecen zaman 6lgiildii ve bu zaman “kuyruk
cekme (Tail-Flick) suresi” olarak tanimlandi. Yapilan pilot arstirmalarimizda ilag
uygulanmamis siganlarin ortalama kuyruk ¢ekme siiresi yaklasik 3-4 sn olup,
bazal deger olarak kabul edildi. Tekrarlayan Ol¢iimler sonucu kuyruk cekme
yanitinda olusabilecek olumsuzluklari engellemek i¢in maksimum cevap alma
suresi (cut-off time) veya deneyi kesme siiresi 12 saniye olarak kabul edildi. lac
uygulanmasindan 6nce 0 (bazal), uygulamadan sonraki 10., 20., 30., 45., 60., 75.,
90., 120. ve 150.dakikalarda ve 3., 4.,5. ,6., 12. ve 24. saatlerde kuyruk cekme

Olgtimleri alind1 (Resim 4) (95).
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Resim 4. Intratekal ilag verilen sicanin tail-flick cihazina yerlestirilmesi

3.4.4. Motor Blogun Degerlendirilmesi

Motor blok degerlendirmesi 10., 20., 30., 45., 60., 75., 90,
120.,150.dakikalarda ve 3., 4., 5., 6., 12., 24. saatlerde yapilan kuyruk cekme
testini takiben sicanin diiz bir zeminde yiiriimesi izlenerek arka bacaklarindaki
motor kuvvet degerlendirildi. Siganlarin ylrlimede zorlanmasi, arka bacaklarini
tam olarak cekemeyip sendelemesi “parsiyel blok” olarak degerlendirildi. Arka
ekstremitelerdeki motor fonksiyon derecesi asagida belirtilen skala ile
degerlendirildi (0= Tam motor blok, 1= Parsiyel blok, 2= Motor blok yok).
Olgiimler sonucu motor fonksiyon dereceleri belirlenen hayvanlarin motor

skorlar1 toplanarak kayit altina alind1 (96).
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3.4.5. Hayvan yasamini sonlandirma yontemi
Tiim denekler deney sonrasinda intraperitoneal 120 mg/kg tiyopental ile

sakrifiye edilmislerdir.

3.5. Istatistiksel Analiz

Deneylerden elde edilen veriler “ortalamatstandart hata ” seklinde
sunulmustur. BUtin veriler Student’s t testi ile degerlendirildi. Istatistiksel
analizler bir paket program (GraphPad Prism versiyon 5.00 for Windows:
GraphPad Software, San Diego, California, Amerika) kullanilarak yapilmistir. P

< 0.05 ise istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

Arastirmaya ait analjezik ve motor blok degerlendirmesi sonuglari; kuyruk
¢ekme siiresi, maksimum olasi etkinin yiizdesi (%MOE) ile toplam motor blok
derecesi ve motor blok gozlenen hayvan orani (%) olarak gosterilmistir.
4.1.Kuyruk Cekme Sireleri

Sicanlarda intratekal yoldan verilen BHCI (Grup 1), LB (Grup 2) ve
YVLB’nin (Grup 3) kuyruk gekme sureleri tizerine olan etkileri karsilastirilda.

Her (¢ grupta daha 6nceden 12 sn olarak tanimlanmis olan cut off
zamanina 10.dk’da ulasildi. Ancak YVLB grubunda bu stire 45 dk siirerken, diger
iki grupta 10.dk’dan itibaren hizla azalmaya basladi. Grup 3’te 45.dk. da halen cut
off degerde oldugu ig¢in kuyruk g¢ekme stiresinin 150. dk’ya kadar olan tim
6lcimlerinde hem BHCI hem de LB gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli
sekilde daha yilksek oldugu bulundu (p<0.05)(Sekil 9). Yaklasik 180. dakikada
bitiin gruplarda kuyruk cekme siresinin, ila¢ verilmeden onceki bazal seviye

olarak kabul edilen 3-4 sn’ye dondiigii gézlendi (Sekil 9).

43



Kuyruk Cekme Suresi (sn)
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Sekil 9. Bupivakain igeren farkli formiilasyonlarin intratekal enjeksiyonundan
sonraki kuyruk ¢ekme siirelerinin zamanla degisimi. BHCI= Bupivakain HCI,
LB= Lipozomal bupivakain, YVLB=Yuksek Verimli Lipozomal Bupivakain
(High Yield Drug Entrapment in Liposome). *BHCI’den farkli, &LB’den farkli.

(Student's t testi; p<0.05).

Ayrica intratekal yoldan ilag uygulanan gruplarin her birinin kendi iginde
0.dk (bazal) degerlerine gore karsilagtirmalar1 yapildi. Kuyruk ¢ekme sirelerinde
uzama BHCI ve LB gruplarinda 60.dakikadan sonra YVLB grubunda ise

150.dakikadan sonra anlamliligin yitirdi (Sekil 10, 11 ve 12).

44




Kuyruk Cekme Siresi (sn)
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Sekil 10. intratekal BHCI enjeksiyonundan sonraki kuyruk cekme stirelerinin

zamanla degisimi. *0. dakikadan farkli. (Student's t testi; p<0.05).
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Kuyruk Cekme Siresi (sn)
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Sekil 11. Intratekal LB enjeksiyonundan sonraki kuyruk cekme stirelerinin

zamanla degisimi. *0. dakikadan farkli. (Student's t testi; p<<0.05).

46




Kuyruk Cekme Siresi (sn)
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Sekil 12. intratekal YVLB enjeksiyonundan sonraki kuyruk cekme siirelerinin

zamanla degisimi. *0. dakikadan farkli. (Student's t testi; p<0.05).
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4.2 Maksimum Olas1 Etki Oran1 (%0MOE)

Sicanlarda intratekal yoldan verilen BHCI, LB ve YVLB’nin %MOE
degerleri kendi aralarinda karsilastirildi. YVLB grubunda 45.dakikada MOE
%100 iken, LB grubunda yaklasik %50, BHCI grubunda ise yaklasik %70 olarak
bulundu (Sekil 13).

Yine kuyruk ¢ekme siiresiyle ilgili sonuglarda oldugu gibi cut off
zamaninin grup 3’te 45 dk strmesi, bu YVLB grubundaki %MOE degerlerinin
diger iki gruba gore istatistiksel olarak anlamlilik 60.dkda baslamis gibi goriinse
de, 45-150.dkdaki tim Olcuimlerde anlamli sekilde yiiksek oldugu gozlendi
(p<0.05) (Sekil 13).

YVLB grubu 180. dakikada %0 MOE’ ye inerken, LB grubu 90.dakikada,

BHCI grubu ise 100. dakikada %0 MOE’ye inmistir (Sekil 13).

48



% MOE

1001

801

601

-20+
OPR® P S L ® PP P P RS

Zaman (dk)

Sekil 13. Bupivakain iceren farkli formiilasyonlarin intratekal enjeksiyonundan
sonraki %MOE degerlerinin zamanla degisimi. MOE=Maksimum Olasi Etki

*BHCL’den farkli, &LB’den farkli. (Student's t testi; p<0.05).
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4.3 Motor Blok Dereceleri

Toplam motor blok skoru 10.dakikada BHCI grubunda 6, LB ve YVLB
grubunda 10 oldugu hesaplandi. Yirminci dakikada BHCI grubunda 6, LB ve
YVLB grubunda 12 oldugu gozlendi (Sekil 14). Ancak 75. dakikaya kadar BHCI

grubunda toplam motor blok skoru 12’nin altinda idi (Sekil 14).

Toplam Motor Blok Derecesi

1 BHCI — LB BE= YvLB
129 M - - - u alm alm alm alm alm alm alm
104 ] B
8-
64 — — —
44
2
C T T T T T T T T T T T T T
Q Q Q N \>) N \2) QO Q \) N QO O
N Vv ) ™ o A S .\,"L ,\{o ,\C/b ’Lb‘ ,,)Q
Zaman (dk)

Sekil 14. Bupivakain i¢eren farkli formiilasyonlarin intratekal enjeksiyonundan
sonraki toplam motor blok derecelerinin zamanla degisimi. MOE=Maksimum
Olasi Etki, 0: tam motor blok var, 1: kismi motor blok var, 2: motor blok yok

(n=6).
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Motor blok (0 veya 1.derece) gozlenen hayvan oran1 BHCI grubunda 75.
dk da sifira inerken, hem LB hem de YVLB grubunda ancak 20. dk da sifir
degerine ulagsmustir (Sekil 15).

Yirminci dakikada BHCI grubunda motor bloklu hayvan yiizdesi yaklasik

%70 iken LB ve YVLB grubunda bu oran %0 idi (Sekil 15).

% Motor Bloklu Hayvan

100+
-®- BHCI
- LB
80- -+ YVLB
60+
404
204
0- T ¥ ¥ ¥ @ @ @ @ @ @—

T0 10 20' 30' 45' 60' 75' 90' 2sa 25sa 3sa 4sa 5sa

Sekil 15. Bupivakain i¢eren farkli formiilasyonlarin intratekal enjeksiyonundan
sonraki motor bloklu hayvan yiizdelerinin zamanla degisimi.
T.O=Tail Flick (Kuyruk Cekme) testi éncesi, %MB= Motor bloklu sigan

sayisinin toplam sican sayisina gore yiizdesi.
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5. TARTISMA

Bu tez arastirmasinda si¢anlara intratekal olarak uygulanan YVLB’nin
antinosiseptif etkisinin bupivakain ve LB’e gore daha uzun siirdiigiinii gosterdik.
YVLB ile kuyruk ¢ekme testinde ve maksimum olas1 etki oraninda 150 dk siiren
bir analjezik etki elde edildi. Ayrica bu analjezik etkiye ilaveten LB ve YVLB
gruplarinda BHCI’ye gore daha kisa stiren motor blok gézlemledik.

Kanai ve ark. (95), siganlara intratekal 30 pl 9%0,5 bupivakain,
levobupivakain ve ropivakaini sirasiyla uyguladiklarinda 40-50 dk arasinda
levobupivakain ve bupivakainin MOE orani olarak ifade edilen kuyruk ¢ekme
zamanlarinin ropivakainden anlamli sekilde yiiksek oldugu gosterilmistir. Oysa
her ii¢ lokal anestezigin %0,75 konsantrasyonlar1 kullanildiginda, yaklasik 45-60
dk arasinda %MOE levobupivakain ve bupivakaininin ropivakainden daha fazla
oldugu izlenmistir. Bizim ¢alismamizda hem epidural hem de spinal lokal
anestezik antinosiseptif etkisini arastiran Kanai ve ark. dan (95) farkli olarak
sadece intratekal uygulamay1 ve lokal anestezik olarak da sadece bupivakaini
tercih ederken, tam bir karsilastirma yapabilmek amaciyla 30 pl voliim uyguladik.
Ayrica bupivakainin de farkli lipozomal formiilasyonlarini intratekal uyguladik.
Bupivakain gibi uzun etkili bir lokal anestezigi kontrollii salinim 6zelligi saglayan
iki farkli lipozomal formda (LB ve YVLB) uyguladigimizda kuyruk ¢ekme
zaman1 ve MOE% ile belirledigimiz analjezik ve/veya antinosiseptif etkinin Kanai
ve ark’dan (95) daha uzun oldugunu g6zlemledik. Yine bu arastirmada intratekal
%0,5 ve %0,75 bupivakain gruplarinda tum sicanlarda 5.dkda baslayan motor

blok sirasiyla 35 dk ve 50 dk siirdiigiinden artan konsantrasyonla motor blok
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stiresinin uzadigr gosterilmistir (95). Calismamizda ise ilk 6l¢lim zamanimiz olan
10.dk’dan itibaren izlenen motor blok %0,5 bupivakainle 75. dk’da ortadan
kalkarken, LB ve YVLB gruplarinda sadece 20 dk siirmiis, yani bupivakaine gore
55 dk daha erken ortadan kalkmistir. Kanai ve ark (95) arastirmasiyla
karsilastirildiginda her iki lipozomal bupivakain formulasyonun hem %0,5 hem de
%0,75 bupivakainden daha kisa siiren motor blok olusturdugu izlenmistir. Bunun
nedeni lipozomal ilag sunum sistemlerinin bir yandan antinosiseptif etkiyi
uzatirken kontrollii salinim 6zelligi nedeniyle motor blok gibi istenmeyen etkiyi
de zamana yayarak daha az etkili olmasi sonucuna varilabilir.

Grant ve ark. (9), sicanlarda yara yerine cerrahi insizyondan 24 saat sonra
hiperaljezik olduklar1 dénemde 0,3’er mL LB, BHCI, salin veya lipozom infiltre
ettiklerinde analjezinin sadece BHCI (ortalama 23 dk) ve LB (ortalama 180 dk)
gruplarinda izlendigi belirtilmistir. Ayrica plazma bupivakain seviyesinin, LB
grubunda BHCI grubuna goére daha az oldugu bulunmustur. LB grubunda yaklasik
8 kat daha uzun siren analjezi siresi ve daha az plazma bupivakain seviyeleri
goriilmiistiir (9). Insanlarda da yara yerine LB uygulamas1 giivenli ve etkin bir
analjezi yontemi olarak klinik uygulamaya girmistir (85). Daha 6nce yapilan
yapay BOS’daki in vitro LB’nin kontrollii salinim arastirmasinin ardindan (16),
bu arastirmada siganlara noroaksiyel uyguladigimiz lipozomal bupivakain
formiilasyonlarindan sadece YVLB ile yaklasitk 150 dk siiren kuyruk cekme
stiresiyle belirledigimiz analjezi stiresinin hem BHCI hem de LB’den uzun (60 dk

) oldugunu gosterdik.
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Farelerde yapilan baska bir ¢alismada hayvanlarin kuyruk koklerine LB
verildikten 30 dk sonra kuyruk ¢cekme testi ile analjezi suresi degerlendirilmistir
(80). Her gruba toplamda 40 ul olacak sekilde 1.gruba %1,1 lik LB, 2.gruba ila¢
icermeyen lipozomal salin, 3.gruba %1,1 lik BHCI, 4.gruba 1:200000 epinefrinli
%1,1 lik BHCI, 5.gruba da salin uygulanmistir. LB verilen 1.grupta duyu blogu
stresi ortalama 130 dk olup, 3. ve 4.gruba gore anlamli olarak uzun tespit
edilmistir. Salin ve sadece lipozom verilen gruplarda ise duyu blogu olusmamustir.
Ayrica farelere intraperitonal LB (120, 180, 240 ve 480 mg/kg) ile BHCI (30, 50,
70,90 ve 110 mg/kg) enjekte edilerek % 50 hayvanda 6ldurict doz (LD50)
gruplar arasinda karsilastirmistir (80). BHCI ile LD50:61 mg/kg iken, LB ile
LD50: 291 mg/kg bulunmustur. Boylece LB’nin hem duyu blogu siiresini anlamli
sekilde uzattigini hem de sistemik ilag toksisitesi agisindan BHCI’ye gére daha
givenli oldugu bildirilmistir. Bu arastirmaya benzer sekilde kuyruk ¢ekme testiyle
analjeziyi degerlendirdik. Ancak bu arastirmadan farkli olarak LB’yi kuyruk koku
yerine bir noroaksiyel uygulama olan intratekal yolla ve 30 pl verdik.
Calismamizda 30 pl intratekal YVLB ile 150 dk olan duyu blogu siiresi hem diger
iki grubumuza gore hem de Grant ve ark’nin (80) LB ile elde ettigi 130 dk’lik
sireye gore uzun oldugu goézlenmistirr Bu da YVLB’nin normal LB
formiilasyonlarindan daha iyi oldugunun da bir gostergesidir.

Malinovsky ve ark (12) tavsanlara lomber epidural kateter ve femoral arter
kateter yerlestirerek epidural kateterden LB ve BHCI vererek motor ve
hemodinamik degisiklikleri karsilastirmistir. Tavsanlar 5 gruba ayrilarak epidural

kateterden her gruba 1 mL olacak sekilde 6nce ImL de 0,65, 1,25, 2,5, 3,75 ve
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7.5 mg olacak sekilde bupivakain verilmis ve 3 giin sonrasinda ayn1 dozlarda LB
gruplara verilmistir. Her iki gruptada doz arttikga tam motor blok olusma
zamanlar1 azalmistir. Ayrica her iki grupta motor blok siiresi doz arttik¢a
uzamistir. Maksimum etkinin yarisinin (Esp) olusmasi i¢in gereken doz LB
grubunda ortalama 2,61 mg iken, BHCI grubunda 4,49 mg’dir. Ayni1 zamanda LB
ile maksimum motor blokaj stiresi ortalama 202 dk iken BHCI grubunda bu sire
ortalama 152 dk dir. Dolayisiyle LB epidural kateterden uygulanarak Esy dozu
hesaplandiginda doz arttik¢a hem motor blok baslama zamaninin hem de motor
blok suresinin uzadig1 gosterilmistir. LB ile ilgili olsa da hem arastirma yapilan
hayvan tiirii tavsan oldugu i¢in hem de uygulama intratekal olmadig1 i¢in elde
ettigimiz sonuglarin kiyaslamasi yapilmamaistir.

Richard ve ark’nin (13) c¢alismasinda ise LB’nin lokal ve sistemik
toksisitesini arastirmak i¢in tavsan ve kopeklerde brakiyal pleksus blogu
yapilmigtir. Tavsanlar ve kopekler ayr1 ayr1 5 gruba ayrilmis. Grup 1, 2 ve 3’ e
sirasiyla 9, 18 ve 25 mg/kg EXPERAL (bupivacaine liposome injectable
suspension), Grup 4’e 9 mg/kg bupivakain, Grup 5’ ¢ de salin verilmistir.
EXPERAL iligkili kayda deger etki olarak 24 tavsanin 8’inde, 24 kopeginde
7’sinde brakiyal pleksus etrafindaki yagli dokuda hafif derece degranulamattz
inflamasyon ortaya ¢ikmistir. Bu durum lipozoma karsi yabanci cisim reaksiyonu
olarak diisiiniilmiistiir. Bunun disinda gruplar arasinda herhangi bir ciddi lezyon
farki tespit edilmemistir. Ayrica calismalar siiresince bupivakain toksisitesine
iliskin bir yan etkiye rastlanmamistir. BOylece LB’nin daha uzun analjezi siresini

daha yiiksek dozlarda bile lokal veya sistemik toksisite gostermeden sagladigi
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gosterilmistir. Sicanlardan farkli bir grup hayvanla arastirilmis olsa da LB ile
periferik sinir blogu yapildiginda toksisiteye rastlanmamis olmasi kontrollii
salinim sistemlerinin glivenligi agisindan 6nemli bir gostergedir.

Insanlarda da LB ile yapilmis arastirmalara rastlanmaktadir (15, 97).
Bunlardan birinde umblikal herni ameliyati olacak 13 hastada transvers
abdominis plan blogu i¢in 266 mg LB uygulandiginda cerrahi sonrasi en az 120
saat agr1 skoru (0=agr1 yok; 10=en dayanilmaz agri) 3’iin altinda kalmistir.
Hastalarin %77 si taburculuklarinda postoperatif agri kontrolii agisindan ¢ok
memnun olduklarini belirtmislerdir (97). Diger insan arastirmasinda ise Viscusi ve
ark (15), faz 1 randomize, cift kor bir ¢calismada toplam 30 saglikli gonulliide her
grupta 10 kisi olacak sekilde tek doz epidural kateterden her gruptaki 8 kisiye
sirasiyla 89, 155 ve 266 mg LB; her gruptaki 2 kisiye ise 50 mg BHCI yapilmustir.
Ilaglarm farmokinetik, farmodinamik ve giivenlik agisindan etlkileri izlenmistir.
LB verilen gonillulerde butin dozlarda BHCI ye gére maksimum plazma
konsantrasyonuna ulagsmak daha uzun siirmiistiir. Ortalama maksimum plazma
konsantrasyonu (Cmax) 89 ve 155 mg LB verilenlerde (266 mg haric) BHCI 50
mg verilenlere gore istatistiksel olarak anlamli sekilde daha diisiik oldugu tespit
edilmistir. BHCI verilen grupta Cmax 300 ng/mL iken LB 266 mg uygulanan
grupta 250 ng/mL, LB 89 mg lik grupta 120 ng/mL olarak tespit edilmistir. LB
gruplarinda yarilanma omiirleri (14-19,3 saat ) iken BHCI grubundan yaklasik
olarak 3 kat daha uzundur (5,7 saat). Ortalama motor blok siresi LB 266 mg
grubunda 1 saat iken, BHCI grubunda 2,8 saat olarak izlenmistir. LB 266 mg

grubunda pin prick ve soguk duyarliligi kayb1 sirasiyla 36 ve 69 saat iken BHCI
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grubunda her iki duyu blok testinde bu siire 12 saat olarak tespit edilmistir. LB iyi
tolere edilmis; en sik goriilen yan etki ise tlim gruplarda enjeksiyon yerindeki agri
olmus ve 30 giin i¢inde ¢ogu goOniilliide bu sikayet ge¢mistir. Calismamizda da
BHCI ve LB ile bazale gore kuyruk cekme silresi 60.dk’ya kadar, YVLB
grubunda ise 150.dk ya kadar anlamlilik gosterirken, maksimum motor blok stresi
YVLB ve LB gruplarinda 20 dk siirerken BHCI grubunda 75 dk kadar siirmiis
olsa da bu sonuglar1 insanlarda elde edilen sonuglariyla birebir karsilastirmak
dogru olmayabilir.

Lipozomal bupivakainin klinik kullanimima Amerika Birlesik Devletleri
Gida ve Ilag Dairesi tarafindan postoperatif analjezinin saglanmasinda
hemoroidektomi ve bunionektomi ameliyatlarinda sadece tek doz yara yerine
infiltrasyon uygulamasina izin verilmektedir (82). LB ile noroaksiyel blok yapilan
hayvan calismalar1 smirhdir.  Intratekal YVLB ile sicanlarda kuyruk cekme
testiyle belirlenen analjezi-antinosiseptik etkinlik yaninda literatiire gére oldukga
kisa siiren motor blok gdsteren ilk arastirma olmasi bu konudaki 6nemli
adimlardan biridir.

Sonugta uzun etkili bir lokal anestezik olan bupivakainin in vivo olarak
siganlara intratekal uygulanan YVLB formunun kontrollii salinimi antinosiseptif

etkiyi uzatirken daha kisa siiren bir motor bloga neden olmustur.
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6.SONUC

In vitro kosullarda Uretilen yiksek verimli lipozomal bupivakainin
siganlarda in vivo kosullarda gosterilen kontrollii salinimi1 sonucunda motor blok
siresini uzatmadan uzun etkili antinosiseptif etkinligi gosterildi. Bu sonuglar

gelecekte insanlarda noroaksiyel kullanimi agisindan umut verici olabilir.
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8. OZET

Sicanlarda Noroaksiyel Uygulanan Lipozomal Bupivakainin

Kontrollii Salimmm Paternleri

Bu ¢alismada uzun etkili bir lokal anestezik olan bupivakainin analjezik
etkisinden daha uzun siire faydalanabilmek i¢in in vitro kosullarda hazirlanan
multilameller lipozomal bupivakaini intratekal olarak siganlara uygulayarak

lipozomal bupivakainin in vivo kontrollii salinimin1 géstermeyi amagladik.

Etik komite izni alindiktan sonra bupivakain HCI (BHCI) ve bupivakain
baz ile kolestrol, dipalmitoil fosfatidil kolin, metanol kullanilarak rotavapor
cihazinda vakumlu distilasyon yapildi, ultrasonik banyoda tutularak homojen
dagilim saglanarak iki gesit lipozomal bupivakain formiilasyonu elde edildi;
Lipozomal Bupivakain (LB) ve Yiksek Verimli Lipozomal Bupivakain (YVLB).
Her grup 6 adet si¢an igerecek sekilde 3 grup olusturuldu. Grup 1: (BHCI), Grup
2: (LB), Grup 3: (YVLB). Siganlara islem oncesi 3 dk i¢inde uyanmayi
saglayacak sekilde diisiik konsantrasyonda sevoflurane inhalasyonu ile anestezi
indiiksiyonu yapildi. Lokal anestezik formiilasyonlar1 lomber alandan intratekal
bosluga 30 pl (%0.5 BHCI) olacak sekilde elektrik sok seklinde kuyruk
hareketinin goriilmesinden sonra verildi. Analjezi degerlendirilmesi tail-flick testi
(kuyruk ¢ekme testi) ile degerlendirilirken, motor blok derecesi (0= motor blok

yok, 1=kismi motor blok, 2=tam motor blok ) belirlendi.
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Kuyruk ¢ekme siiresi YVLB grubunda BHCI grubu ile karsilastirildiginda
enjeksiyon sonrast 150.dk’ya kadar anlamli olarak daha uzun bulundu (p<0.05).
Kuyruk c¢ekme siresi YVLB grubunda bazale gore 150.dk’da anlamliligini
yitirirken, BHCI ve LB grubunda 60.dk da anlamliligini yitirdi (p<0.05). BHCI
grubunda tam ve kismi motor bloklu (0 ve 1.derece) hayvan orani 75.dk’da sifira

inerken LB ve YVLB gruplarinda 20. dk da sifira inmistir.

Sonu¢ olarak in vitro kosullarda iiretilen yiiksek verimli lipozomal
bupivakainin si¢anlarda in vivo kosullarda gosterilen kontrollii salinimi
sonucunda motor blok suresini uzatmadan uzun etkili antinosiseptif etkinligi
gosterildi. Bu sonuglar gelecekte insanlarda noroaksiyel kullanimi agisindan umut

verici olabilir.

Anahtar Kelimeler: Lipozom, bupivakain, intratekal, sigan
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9. SUMMARY

Controlled Release Patterns of Liposomal Bupivacaine After

Neuraxial Administration in Rats

We aimed to evaluate the in vivo effect of intrathecal administration of

liposomal bupivacaine on the duration of analgesia and the motor block in rats.

After approval of the ethics committe, bupivacaine HCI (BHCI),
bupivacaine base, cholesterol, dipalmitoyl phosphatidylcholine and methanole
were distillated with vacuum in rotavapor device. They were kept in an ultrasound
bath to achive homogenic distribution. Two different liposomal bupivacaine
formulations were made as liposomal bupivacaine (LB) and High Yield Drug
Entrapment in Liposome (HYDEL). Three groups consisting of 6 rats were
assigned as Group 1 (BHCI), Group 2 (LB), Group 3 (HYDEL). Anesthesia
induction was provided with sevoflurane inhalation at low concentrations that
may allow awakening within approximately 3 minutes (min). Local anesthetic
formulations were injected into the intrathecal space in volume of 30 pl (0.5 %
BHCL) at lumbar region after achieving a positive indication of electrical shock-
like tail movement and analgesia was assessed using the tail flick test while motor
block degree was scored (0: Complete motor block, 1: Partial motor block, 2: No
motor block).

Tail-flick latencies significantly prolonged with HYDEL compared to
BHCI after 150 min of injection (p<0.05). The prolongation of tail flick latencies

in BHCI and LB groups have lost their significance after 60 min though the
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prolongation has stayed for 150 min. in HYDEL group (p<0.05). Complete or
partial motor block (0 or 1 st degree) decreased to zero in 75 min in the BHCL
group but it declined to zero after 20 min in LB and HYDEL groups.
Controlled-release pattern was observed after intrathecal administration of
HYDEL bupivacaine in rats. The longer duration of antinociceptive activity in
HYDEL than bupivacaine alone without prolonging the motor block might be

promising for human studies in future.

Key words: Liposome, bupivacaine, intrathecal, rat
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