ARASTIRMA Genel Tip Dergisi
Dana kardiyak veninde bupivakainin etkileri: Endotelin rolt*
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Amag: Bu in vitro ¢alismada uzun etkili ve potent bir lokal anestezik olan bupivakainin endotelli ve endotelsiz dana kardiyak ven diiz kas1
tizerine etkileri arastirilmigtir.

Gereg ve Yontem: Dana kardiyak ven halkalar1 %95 O, ve %5 CO, ile gazlandirilan ve sicakligi 37°Cde sabit tutulan KHS igeren izole organ
banyolarina alindi. Uygulanan ajanlara verilen yanitlar izometrik olarak kaydedildi.

Bulgular: Bupivakain (10 - 10* M) endotelli ve endotelsiz ven halkalarinin bazal tonusunu etkilemedi. 5-HT (10~ M) ile maksimum kasil-
ma cevabi alindiktan uygulanan bupivakain diisitk konsantrasyonlarda (10-8 — 10-6 M) kasilma cevaplarini anlaml olarak azaltts, yiiksek
konsantrasyonlarda (10°- 10*M) ise kardiyak ven halkalarinda kasilma gozlendi. 10* M bupivakain ilavesinden sonra olusan maksimum
kasilma 5-HT ile elde edilen maksimum kasilma cevabina benzerdi. Dokularin L-NAME (107 M) ile inkiibasyonu bupivakainin diisiik kon-
santrasyonlarinda olusan gevseme cevaplarini inhibe etti; 10° ve 10* M bupivakain varliginda ise ven halkalarinin kasilma cevaplar1 kontrol
5-HT kasilmalarina gore anlamli olarak yiiksekti. Indometazinle (10° M) inkiibe edilen dokularda 10* - 10 M araliginda verilen bupivakain,
kontrol dokulardakine benzer sekilde, doza bagli olarak artan gevseme cevaplari olusturdu. Bupivakainin yiiksek dozlarinda gozlenen ka-
silma cevaplari ise indometazin varliginda inhibe edildi. Endotelsiz ven halkalarinda ise banyoya bupivakain ilavesi (10® - 10°M) 5-HT’ye
bagli maksimum kasilma cevaplarini degistirmedi

Sonug: Bulgularimiz; dana kardiyak veninde bupivakainin bazal tonusunu etkilemedigini, 5-HT ile 6nkasilma yapilan dokularda ise gevseme
ve kasilma tarzinda bifazik cevap olusturdugunu endotelden saliverilen NO’in bupivakainin gevsetici etkilerinde, sikloooksijenaz tirtinleri-
nin ise kasici etkilerinde rol oynadigini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Bupivakain, dana kardiyak ven, endotel

Abstract

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

Material and Methods: Calf cardiac vein rings were placed in tissue bath containing Krebs-Henseleit Solution gassed with %95 O, and %5 CO,
at 37°C. Changes in tension produced by the agents recorded isometrically.

Results: Cumulative bupivacaine did not affect basal tonus of intact and endothelium denuded vein rings. After maximum contraction
response taken with 5-HT (10~ M), lower concentrations of (10 - 10 M) bupivacaine significantly reduced contraction responses precon-
tracted with 5-HT. At higher concentrations (10° - 10*M ) bupivacaine produced contraction. Incubation with 10° M L-NAME inhibited
relaxation responses to low concentrations of bupivacaine. At higher concentrations (10° - 10*M ) bupivacaine produced contraction sig-
nificantly higher than control . Incubation with 10° M indomethacin produced dose dependent relaxation responses similar with control at
low concentrations of (10®- 10°M) bupivacaine. Contraction response to higher concentrations (10° - 10* M ) of bupivacaine inhibited
by Indomethacin. At endothelium denuded rings cumulative bupivacaine did not alter maximum contraction response preduced with 5-HT
(10° M).

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

Lokal anestezikler sinir liflerinde ve uyarilabilir diger do-
kularda depolarizasyon olusumunu ve yayilmasini engel-
leyen; gegici olarak duyu, motor ve otonomik fonksiyon
kaybina neden olan maddelerdir (1). Baslica kullanim
yerleri lokal uygulama ile sinirl bir bélgede anestezi olus-
turmaktir. Ayrica kronik agrilarda agr1 kontroliiniin sag-
lanmasi amaciyla sistemik uygulama da yapilmaktadir (2).
Bu ilaglar sinir lifleri disinda; ¢izgili kas, damar diiz kas1 ve
kalp kas gibi uyarilabilir tim hiicre membranlarini etki-
lemekte ve yiiksek dozda lokal uygulama sonucu absorbe
edilip dolagima fazla miktarda ge¢meleri veya kazara da-
mar i¢ine enjekte edilmeleri sonucu kalp-damar sistemi
ile ilgili toksik etkiler olusmaktadir (3,4).

Bupivakain amid yapili, uzun etkili ve potent bir lokal
anesteziktir. S-enantiomeri ve R-enantiomeri olmak {ize-
re iki aktif stereoizomeri vardir ve bupivakain miistahza-
rinda rasemik karisim olarak bulunur. Uzun etkili olusu
ve duyusal sinir liflerine motor sinir liflerine oranla daha
secici etki yapmasi nedeniyle sik kullanilan bir ilagtir (5).
Bupivakainin vazoaktif etkileri ile ilgili insan umbilikal ar-
teri, sican uterin arteri ve sigan aortunda yapilan in-vitro
¢aligmalarda bupivakainin damarlar iizerine olan direkt
etkilerinin ¢alismanin yapildig1 damar yatagina ve uygu-
lanan doza gore degistigi, kasilma, gevseme ya da bifazik
nitelikte olan bu etkilerin damar endotel hiicrelerinden
salverilen vazoaktif maddeler tarafindan da etkilendigi
gosterilmistir (6-8) . Bu ¢aligmanin amaci in vitro dana
kardiyak veninde bupivakainin vazoaktif etkisini ve bu et-
kide endotel hiicrelerinin roliinii aragtirmaktir.

Gereg ve Yontem

Torku-Panagro Tarim Hayvancilik Et Kombinasindan
alman dana kalpleri Krebs-Henseleit Soliisyonu (KHS)
icinde farmakoloji laboratuvarina getirildi. Kadriyak ven
izole edilerek KHS igine alindi ve 2-3 mm genisliginde
halka seklinde preparatlar hazirlandi. Dokular %95 O, ve
%5 CO, ile gazlandirilan ve sicakhigi 37°Cde sabit tutulan
KHS iceren izole organ banyolarina alinarak 2 g dinlenme
gerilimi altinda 60 dk siireyle dinlendirildi. Bu siire i¢in-
de dokular 15 dakika araliklarla besleyici soliisyon ile yi-
kandi. Uygulanan ajanlara verilen cevaplar bir transdiiser
(BIOPAC MP36, California USA) yardimu ile izometrik
olarak (Commat, Ankara, TURKIYE) kaydedildi.
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Calismada endotelli ve endotelsiz kardiyak ven halkalar:
kullanildi. Endotelsiz dokular1 hazirlamak i¢in, preparat-
larin endotel tabakasi pamukla hafifce stirtiilerek meka-
nik yolla tahrip edildi. Bu sekilde hazirlanan preparatlar-
da 5-HT ile alinan kasilma cevaplari iizerine asetilkolin
(10°M) ilave edilmesi gevseme cevabi olugturmadi.

Deneysel prosediir

flk ¢aligma grubunda bupivakainin endoteli saglam ve
endotelsiz kardiyak ven halkalarinda bazal tonus iizerine
etkileri aragtirildi. Bu amagla 5-HT ile kasilma cevaplari
alindiktan sonra asetilkolin ilavesiyle dokularin endotel
biitiinliigii test edildi. Dokular yikanarak dinlendirildik-
ten sonra bazal tonus diizeyinde kiimiilatif tarzda ilave
edilen bupivakain (10 - 10* M) ile konsantrasyon-cevap
egrileri elde edildi.

Caligmanin diger boliimiinde 5-HT ile kasilan endoteli
saglam kardiyak ven halkalarinda bupivakainin etkileri
aragtirildi. Banyoya 10° M 5-HT ilave edilerek kasilma
cevaplar: alindi. Kasilma cevaplart maksimum diizeye
ulagtiginda ortama kiimiilatif tarzda bupivakain (10® -
10* M) ilave edilerek konsantrasyon-cevap egrileri kay-
dedildi. Diger ¢caligma gruplarinda kiimiilatif bupivakain
ilavesinden 6nce dokular 20 dk siireyle nitrik oksit sentaz
inhibitorit Nw-nitro-L-argininemethyl ester (L-NAME,
10° M) veya siklooksijenaz inhibit6rii indometazin (10~
M) ile inkiibe edildi.

Kullanilan Kimyasallar

Bupivakain: Marcaine Flakon (Astra Zeneca)

Serotonin (5-HT): SigmaAldrich, (St. Louis, MO, A.B.D);
L-NAME: Sigma Aldrich, (St. Louis, MO, A.B.D);
Asetilkolin: SigmaAldrich, (St. Louis, MO, A.B.D);
Indometazin: SigmaAldrich, (St. Louis, MO, A.B.D);

Krebs-Henseleit Soliisyonu (KHS) [mM]: NaCl 118.3, KCI
4.69, KH2PO4 1.18, CaClI2 1.25, MgSO4 1.17, NaHCO3
25.0, glikoz 11.1.; pH:7.4

Istatistiksel Analiz

Caligmada kiimiilatif olarak uygulanan bupivakain’in her
bir konsantrasyonundan sonra cevaplarda olusan degis-
meler 5-HT ile alinan maksimum kasilma cevabinin %’si
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olarak ifade edildi. Verilerin 6zetlenmesinde aritmetik
ortalamaztstandart sapma (Mean+SD) kullanildi.

Analizler bilgisayar ortaminda SPSS 17.0 paket programi
yardimiyla yiriitiildii. Verilerin normal dagilima uygun-
lugunu belirlemek i¢in tiim gruplara Shapiro-Wilk testi
uygulandi. Bu test sonucuna gore tim grup verilerinin
normal dagilima uygun oldugu goriildii. Her bir grupta-
ki verilerin farkli konsantrasyonlar yoniinden karsilasti-
rilmasinda tekrarlayan olgiimlerde ANOVA (Repeated
Measures of ANOVA), bu testin ikincil (post-hoc) testi
olarak Bonferroni dizeltmeli bagimli gruplarda Student t
testi (Bonferroni-adjusted Paired Samples Student t Test)
kullanildi. Tekrarlayan 6lgiimlerde ANOVA analizlerinde
p<0.05 oldugunda, Bonferroni diizeltmesi uygulanan ba-
giml gruplarda Student t testi analizlerinde ise p<0.017
oldugunda aradaki farkin istatistiksel olarak 6nemli oldu-
gu kabul edildi.

Bulgular

5-HT (10° M) kardiyak ven halkalarinda tekrarlanabilir
nitelikte ve zamana bagl degisim gostermeyen kasilma
cevaplar1 olugturdu. Ven halkalarinin bazal tonusu iize-
rine bupivakainin etkilerinin arastirildig1 boliimde, kii-
miilatif tarzda banyoya uygulanan bupivakain (10 - 10
M) dokularin bazal tonusunu etkilemedi. Benzer sekilde
endotel tabakast tahrip edilen dokularda da kiimiilatif bu-
pivakain ilavesi dokularin bazal tonusunu degistirmedi.

5-HT (10° M) ile maksimum kasilma cevabi alindiktan
sonra kiimiilatif olarak uygulanan bupivakain diigitk kon-
santrasyonlarda (10® - 10° M) 5-HT"ye bagli kasilma ce-
vaplarini anlamli olarak azaltt1 (p<0,05). Bupivakain kon-
santrasyonu (10° - 10* M) artirildiginda ise kardiyak ven
halkalarinda kasilma gozlendi. 10* M bupivakain ilave-
sinden sonra olugan maksimum kasilma 10° M 5-HT ile
elde edilen maksimum kasilma cevabina benzerdi (p>0,05
n=7; Sekil 1; Tablo 1).

Organ banyosuna 10° M L-NAME ilavesi bupivakainin
diisiik konsantrasyonlarinda (10® - 10 M) olusan gevse-
me cevaplarini inhibe etti; 10 ve 10* M bupivakain var-
liginda ise ven halkalarinda kasilma meydana geldi ve bu
cevaplar kontrol 5-HT kasilmalaria gore anlaml olarak
yiiksekti ($ekil 1, Tablo 1).

Indometazinle 10° M inkiibe edilen dokularda 10 - 10
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M araliginda verilen bupivakain, kontrol dokulardakine
benzer sekilde, doza bagh olarak artan gevseme cevaplari
olusturdu. Bupivakainin yiiksek dozlarinda gézlenen ka-
silma cevaplari ise indometazin varliginda inhibe edildi
(n=10 p<0.05 Sekil 2, Tablo 1).

Endotelsiz ven halkalarinda ise banyoya bupivakain ilave-
si (10°-10°M) 5-HT’ye bagli maksimum kasilma cevap-
larini degistirmedi (p>0,05 n=6).

Tablo 1. 5-HT ile kasilan dana kardiyak veninde 10°
ve 10" M bupivakain varliginda alman cevaplar.
(10° M 5-HT ile alinan maksimum kasilmanin yiizdesi
olarak ifade edilmistir.)

*10°M 5-HT kasilmasina gore p<0,05

Bupivakain 10° M Bupivakain 10*M
Kontrol n=10 81,71+8,10* 100,57+20,46
indometazin n=10 86,40+7,06* 84,80+9,98*
L-NAME n=9 98,78+5,72 185,44+60,27*
E(-) n=6 94,33+4,50 89,00+6,51

Sekil 1. L-NAME ile inkiibe edilen dana kardiyak ve-
ninde bupivakain (10% - 10* M) ile alinan cevaplar.
(Bupivakain cevaplar1 10°M 5-HT ile alinan maksimum

kasilmanin %’si olarak ifade edilmistirr, n=9)

*10-°> M 5-HT kasilmasina gore p<0,05

1 Kontrol L-NAME varlignda
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Sekil 2. indometazin ile inkiibe edilen dana kardiyak
veninde bupivakain (10® - 10* M) ile alinan cevap-
lar. (Bupivakain cevaplar1 10° M 5-HT ile alinan mak-
simum kasilmanin %’si olarak hesaplanmistir, N=10)*
10° M 5-HT kasilmasina goére p<0,05.
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Tartisma

Bu in vitro ¢aligmada; dana kardiyak ven preparatlarin-
da bupivakainin etkileri bazal diizeyde ve serotonin ile
onkasilma uygulanan dokularda ¢aligitlmistir. Kimiilatif
olarak uygulanan bupivakain, serotonin ile kasilan dana
kardiyak ven halkalarinda diisiik dozlarda gevseme, yiik-
sek dozlarda ise kasilma tarzinda konsantrasyona bagiml
bifazik cevaplar olusturmus ve ortama L-NAME ilavesi
bupivakaine bagli gevsemeleri azaltirken kasilma cevap-
larini artirmigtir. Indometazin bupivakaine bagh gevseme
cevaplarini etkilemeksizin sadece kasilma cevaplarini in-
hibe etmis, endotelsiz dokularda ise bupivakain etki olus-
turmamustir. Bupivakain endotelli ve endotelsiz kardiyak
ven halkalarinin bazal tonusunu degistirmemistir.

Bupivakain ve diger amid yapili lokal anesteziklerin va-
zoaktif etkileri ¢alisilan dokuya, tiire ve deneysel prose-
diire gore farklilik gostermektedir. Izole sigan aortunda
kiimiilatif olarak uygulanan bupivakainin bazal tonusu
doza bagiml olarak artirdig1 gosterilmistir (9). Insan
mammarian ve radyal arterlerinde yapilan bir ¢alismada
ise amid grubu lokal anesteziklerden ropivakain ve lido-
kainin diigitk konsantrasyonlarda kasilma olusturdugu,
yiiksek konsantrasyonlarda ise maksimum kasilmanin
azaldig1 gosterilmis ve endotel tabakasinin zedelenmesi
kasilma cevaplarini etkilememistir (10). Levobupivakain
ve ropivakainin insan umblikal arter ve ven preparatla-
rinda etkilerinin arastirildig diger bir ¢alismada da her
iki lokal anestezik ila¢ da dokularda kasilma olusturmus
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ve endotelli ve endotelsiz dokularda kaydedilen kasilma
cevaplar1 arasinda bir fark bulunmamistir (11). Lokal
anesteziklerin vaskiiler tonusu artirdigini gésteren bu ¢a-
ligmalara karsin dana kardiyak veninde yaptigimiz ¢alis-
mada kiimilatif olarak uygulanan bupivakain endotelli
ve endotelsiz dokularin bazal tonusunu degistirmemis-
tir. Bulgularimizla uyumlu olarak Bariskaner ve ark. nin
yaptiklari ¢aliymada da bupivakain insan umbilikal arter
seritlerinde bazal tonusu etkilememistir (6).

Lokal anestezikler farkli kasici maddelerle tonusu arti-
rilmis damar preparatlarinda kasici ya da gevsetici etki-
ler olusturmaktadir. Kopek femoral arter ve venlerinde
bupivakain ve ropivakainin etkilerinin arastirildigi bir
calismada; her iki lokal anestezik de fenilefrinle kasilan
arterlerde anlamli kasilma olusturdugu halde venlerde
gevseme yapmustir (12). Sican mezenterik arterinde yapi-
lan bir ¢alismada ise fenilefrinle kasilan dokularda levo-
bupivakain endotelden bagimsiz tarzda gevseme cevap-
lar1 olusturmustur (13). Caligmamizin diger boliimiinde
5-HT ile kasimis endotelli ve endotelsiz kardiyak ven
halkalarinda bupivakainin etkileri arastirilmistir. Endo-
telsiz ven halkalarinda bupivakain 5-HT’ye bagl kasilma
cevaplarini etkilememis, endoteli saglam dokularda ise
5-HT’ye maksimum kasilma cevabi alindiktan sonra uy-
gulanan bupivakain diisiik konsantrasyonlarda (10-8-10-6
M) gevseme, yliksek konsantrasyonlarda ise (10-5-10-4
M) ise kasilma olusturmustur. Bupivakaine bagl kasilma
cevaplari ile 5-HT ile alinan maksimum kasilma cevaplari
arasinda anlamli bir fark bulunmamistir. Calismamizda
diisiik konsantrasyonlarda bupivakainin gevseme olustur-
masina karsin; bir caligmada insanlara intradermal uygu-
lanan bupivakain ve lignokainin diisitk konsantrasyonda
kasilma yiiksek konsantrasyonda ise gevseme seklinde bi-
fazik etkileri olusturdugu gosterilmistir (14).

Damar endotel hiicrelerinden saliverilen maddeler lokal
Endo-
tel hiicrelerinde L-arjininden nitrik oksit sentaz enzimi-

anestezik ilaglarin etkisini degistirebilmektedir.

nin etkimesiyle olusan nitrik oksitin diiz kas tabakasin-
da guanilat siklaz1 aktive ederek gevseme olusturdugu ve
nitrik oksit sentazi bloke eden maddelerin bu gevseme
cevaplarini inhibe ettigi bilinmektedir (15). Calisma-
mizda, nitrik oksit sentaz inhibitérii L-NAME ile inkii-
be edilen kardiyak ven halkalarinda bupivakain gevseme
olusturmamis, yiiksek bupivakain kosantrasyonlarinda
ise kasilma cevaplarinda anlaml artis oldugu saptanmis-
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tir. Bu bulgu, bupivakainin etkilerinin endotele bagimh
oldugunu; endotel tabakasindan saliverilen nitrik oksitin
kiimiilatif olarak verilen bupivakainin diisiik dozlarinda
olusan gevseme cevaplarina aracilik ettigini ve yiiksek
dozlarinda olusan kasilma cevaplarini ise modiile et-
tigini gostermektedir. Endotel hiicrelerinde sentezlenen
nitrik oksitin lokal anesteziklerin vaskiiler etkilerini de-
gistirdigi sican aortunda yapilan diger bir ¢alismada da
gosterilmistir. Aragtirmacilar, dokularin endotel tabasinin
zedelenmesiyle veya ortama L-NAME ilavesiyle levobupi-
vakaine bagl kasilma cevaplarinin arttigini yaymlamis ve
endotelyal nitrik oksitin levobupivakaine baglh kasilmalari
azalttigini 6ne stirmuslerdir (16). Buna karsin, noradre-
nalin ile kasilan tavsan mezenterik veninde yapilan diger
bir ¢caligmada ise bupivakain ve lidokain diisiik konsant-
rasyonlarda kasilmalarda artis yitksek konsantrasyonda
ise gevseme olusturmus ve ortama L-NAME ilavesi bu
etkileri degistirmemistir (17). Bupivakainin endotelsiz
dokularda da gevseme olusturdugu gosterilmistir. Ok ve
ark. nin  sigan aortunda yaptig1 bir ¢alismada farkli 6nka-
sic1 maddeler uygulanarak kasilma olusturulan endotelsiz
dokularda bupivakain gevseme olusturmus ve fenilefrine
kiyasla KCl ile kasilan dokularda yiiksek doz bupivakainin
daha fazla gevseme yaptig1 yayinlanmistir. Arastiricilar,
bu gevseme cevaplariin kalsiyuma duyarliligin azalmasi
ve kismen voltaja bagl kalsiyum kanallarinin inhibisyonu
ile iligkili oldugunu 6ne siirmiiglerdir (18).

Damar tonusunu etkileyen endotel kaynakli diger mad-
deler aragidonik asid metabolizmasinin son irtnii olan
prostanoidlerdir. Endotel hiicrelerinde siklooksijenazin
aktivasyonu ile olusan prostasiklin gevseme yaparken
tromboksan damarlarda kasilma olusturmaktadir (19).
Calismamizda dana kardiyak veninde bupivakainin etki-
lerinde prostanoidlerin roliinii arastirmak igin siklook-
sijenaz inhibitorti indometazin kullanilmistir. Dokularin
indometazin ile inkiibe edilmesi bupivakaine bagl gev-
seme cevaplarini etkilememis ancak kasilma cevaplarim
inhibe etmistir. Bupivakaine bagli kasilma cevaplarinin
indometazin varliginda inhibe olmasi kasilma cevaplarina
endotel hiicrelerinde siklooksijenaz aktivasyonuyla olugan
triinlerin aracilik ettigini gostermektedir. Bulgularimizla
uyumlu olarak; indometazin endoteli saglam sican aor-
tunda levobupivakaine bagli kasilma cevaplarini azalt-
mustir (20). Ayrica amid yapili lokal anesteziklerden olan
mepivakainin sigan aortunda (21), ropivakainin perfiize
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fare mezenterik arterinde ve sican aortunda olusturdugu
kasilma cevaplarinda da siklooksijenaz yolaginin rol oy-
nadig1 gosterilmistir (22,23).

Sunulan bu ¢aligmada; bupivakainin dana kardiyak ven
preparatlarinin bazal tonusunu etkilemedigi, 5-HT ile 6n-
kasilma uygulanan dokularda ise endotele bagimli gevse-
me ve kasilma tarzinda bifazik cevap olusturdugu gozlen-
mis, endotelden saliverilen NO’in bupivakainin gevsetici
etkilerinde, sikloooksijenaz tiriinlerinin ise kasici etkile-
rinde rol oynadig1 saptanmastir.
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