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OZET

RATLARDA BUPiVAKAIN VE DEKSMEDETOMIDININ YARA
IYILESMESI UZERINDEKI ETKISININ ARASTIRILMASI

Vicut yapilarinin biitiinliigiiniin bozulmasiyla meydana gelen doku kayiplarina ‘yara’
ismi verilir. Yara iyilesmesi; hiicresel, biyokimyasal ve fizyolojik bir dizi olayin biitiinlesmesi
sonucu meydana gelmektedir.

Bupivakain, amid turevi lokal anesteziklerden bir tanesidir. Bu ila¢ lokal infiltrasyonda
hem anestezi hem de analjezi etkileri gosterilmistir. Yara yeri lizerinde agriyr azaltmak
amaciyla siklikla kullanilan bupivakainin yara iyilesmesi Uzerine etkileri tartismali oldugu
cesitli caligmalar ile gosterilmistir.

Klinik anestezi yonetiminde selektif alfa 2 adrenerjik reseptor agonisti olan
deksmedetomidinin ~ sempatolitik, anksiyolitik,  analjezik  ve  sedatif  etkisinden
faydanilmaktadir. Bir¢cok deneysel ve klinik ¢alismada deksmedetomidin uygulanmasinin anti
inflamatuvar etkilerinin oldugu gosterilmistir.

Bu calismada, analjezik 6zelligi nedeniyle lokal infiltrasyon ile yaygin olarak kullanilan
bupivakainin ve yakin zamanda kullanilmaya baglanan deksmedetomidinin yara yeri iyilesmesi
iizerindeki etkilerinin arastirilmasi1 planlandi. Insizyon ile yara yeri olusturulan ratlarda
bupivakain, deksmedetomidin ve bunlarin birlikte kullanimlarinin erken yara iyilesmesi etkisini
inceleyerek yara iyilesmesi tedavisine alternatif olanaklar1 ortaya koymak amaglandi.

Calismaya 6 — 8 haftalik 250-350 gr agirhigindaki, 28 adet Wistar albino cinsi erkek
ratlar dahil edildi. Ratlar aragtirma baslangicina kadar oda sicakliginda (22-24°C), ortalama %
35 nisbi nemde, 12 saat aydinlik-12 saat karanlik ortamda tutulup, standart pellet yem ve su ile
beslenerek izlendi. Herhangi bir yem ve su kisitlamasina gidilmedi. Ratlar, her grupta 7' ser
adet olmak tiizere toplamda dort gruba ayrildi.

Gruplardaki tiim ratlarin anestezisi intraperitoneal (ip) 50 mg/kg ketamin ile saglandi.
Gerektiginde ratlarin anestezi derinligini sabit tutmak i¢in idame ketamin (yar1 dozda, 25
mg/kg) refleks yanitlara (Gene ya da iskelet kas1 tonusu izlenmesi) bakilarak tekrarlandi. Ratlar
anestezi uygulamasindan sonra prone pozisyonda operasyon masasina sabitlendi. Sirt bolgesi
tiyleri elektrikli tiras makinesi ile tiras edilerek temizlendi. Insizyon yapilacak saha povidon
iyot ile silinip 2 dk beklendikten sonra steril gazli bez ile kurulandi. Her grup icin belirlenmis
olan soliisyonlar insizyon bolgesine infiltre edildikten 2 dk sonra sonra steril sartlar altinda
delikli kompres konularak sirt bolgesinden orta hat boyunca bistiiri ile 4 cm’lik cilt ve cilt alt1

bag dokusunu igeren longitudinal cerrahi kesi yapildi ve sonrasinda 3/0 prolen iplik ile cilt ve
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cilt alt1 dokular karsilikli olarak birlestirildi. Islem sonrasinda agr1 kesici olarak igme suyu
yoluyla 30 mg/kg, 1-2 ml dozunda asetaminofen verildi. Islemin herhangi bir asamasinda ve
islem sonrasinda antibiyotik verilmedi. Ratlar optimum yasam sartlarinda ayni ortamda ayni tiir
yiyecek ve su ihtiyaglar1 karsilanarak barinaklarda 8 giin siire ile tutuldu. Gunluk bir kez yara
bakimlar1 yapildi. Islem sonras1 8. giinde intraperitoneal ketamin ile anestezi altinda hayvanlar
sakrifiye edildi.

Biitilin ratlar 8. giiniin sonunda sakrifiye edilip sirt kisminda insizyon yapilan sahadan
steril sartlarda 6*4 cm cilt, cilt alt1 dokusu serit seklinde ¢ikarildi. Materyalin 2 cm’lik kismi
ile histolojik inceleme, 1 cm’lik kismu ile dokuda hidroksiprolin, geriye kalan materyalle ( 1x1
cm? ) tensiyometri cihazi ile yara yerinin gerilim kuvveti hesaplandi. 0. Saatte alinan
intrakardiyak kan ile Tnf-alfa, interlokin 6 ve interlokin 10 diizeyleri RT-PCR yodntemi ile
calisildi. Ek olarak dokulardaki hidroksiprolin seviyesinin analizi icin ELISA y&ntemi
kullanildi. Hidroksiprolin ELISA testi, A.B.T Laboratory Industry firmasmin Rat
Hyp(Hydroxyproline) ELISA Kitlerinde firmanin belirttigi protokol ile yapildi. Histolojik
degerlendirmeler, TOGU Histoloji ve Embriyoloji laboratuvarinda gergeklestirildi. Elde edilen
bltin sonuclar istatistiksel olarak degerlendirildi.

Caligmamizda literatiire uyumlu bir sekilde deksmedetomidin verilen grupta bupivakain
verilen gruba gore antiinflamatuar sitokin olarak kabul edilen IL-10 gen ekspresyonunun
anlamli olarak daha yiiksek oldugu saptandi.

Calismamizda vaskiilarite agisindan kontrol ve deksmedetomidin gruplari disindaki tiim
gruplar arasinda anlamli farklilik saptanmistir. Bupivakain yara iyilesmesini olumsuz yonde
etkileyerek bupivakainin damar sayisini1 azalttigi, deksmedetomidinin olumlu yonde etkileyen
damar sayisimi arttirdii ve bupivakaint+deksmedetomidin kullanilan grubun bupivakainden
fazla ancak deksmedetomidin den az damar sayisi1 olusturdugu goriildii.

Calismamizda elde ettigimiz veriler 1s181inda, bupivakainin yara yeri iyilesmesine
olumsuz, deksmedetomidinin ise genel olarak yara yeri iyilesmesine olumlu etkilerinin oldugu
diislincesindeyiz. Bu iki ila¢ beraber kullanildiginda ise deksmedetomidinin bupivakainin
olumsuz etkisini az da olsa azalttig1 kanaatindeyiz. Bu etkinin tam olarak ortaya konmasi i¢in
daha fazla calismaya ihtiya¢ duyulmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Bupivakain, Deksmedetomidin, Yara iyilesmesi, Inflamasyon, Yara

infiltrasyonu
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ABSTRACT
INVESTIGATION OF THE EFFECT OF BUPIVACAINE AND
DEXMEDETOMIDINE ON WOUND HEALING IN RAT

Tissue losses that occur due to the disruption of the integrity of body structures are called
‘wounds'. Wound healing; occurs as a result of the integration of a series of cellular,
biochemical and physiological events

Bupivacaine is one of the amide-derived local anesthetics. This drug has shown both
anesthesia and analgesia effects in local infiltration. Various studies have shown that the effects
of bupivacaine, which is frequently used to reduce pain on wounds, on wound healing are
controversial.

The sympatholytic, anxiolytic, analgesic and sedative effects of dexmedetomidine, a
selective alpha 2 adrenergic receptor agonist, are used in clinical anesthesia management. Many
experimental and clinical studies have shown that dexmedetomidine administration has anti-
inflammatory effects.

In this study, it was planned to investigate the effects of bupivacaine, which is widely
used by local infiltration due to its analgesic properties, and dexmedetomidine, which has
recently started to be used, on wound healing. It was aimed to reveal alternative possibilities
for wound healing treatment by examining the early wound healing effects of bupivacaine,
dexmedetomidine and their combined use in rats where wounds were created by incision.

28 Wistar albino male rats, 6 to 8 weeks old and weighing 250-350 g, were included in
the study. Until the beginning of the research, the rats were kept at room temperature (22-240C),
at an average relative humidity of 35%, in a 12-hour light-12-hour dark environment, and were
fed with standard pellet feed and water and monitored. There were no feed or water restrictions.
Rats were divided into four groups in total, 7 in each group.

Anesthesia of all rats in the groups was provided with intraperitoneal (ip) 50 mg/kg
ketamine. When necessary, maintenance ketamine (half dose, 25 mg/kg) was repeated by
checking reflex responses (monitoring jaw or skeletal muscle tone) to keep the depth of
anesthesia of the rats constant. After anesthesia, the rats were fixed to the operating table in the
prone position. The back hair was shaved and cleaned with an electric shaver. The area where
the incision was to be made was wiped with povidone-iodine and dried with sterile gauze after
waiting for 2 minutes. After 2 minutes after the solutions determined for each group were
infiltrated into the incision area, a perforated compress was placed under sterile conditions and
a longitudinal surgical incision was made, including the skin and subcutaneous connective

tissue, of 4 cm with a scalpel along the midline from the back area, and then with a 3/0 prolene
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thread. skin and subcutaneous tissues were mutually combined. After the procedure,
acetaminophen at a dose of 30 mg/kg, 1-2 ml was given through drinking water as a pain
reliever. Antibiotics were not given at any stage of the procedure or after the procedure. Rats
were kept in shelters for 8 days under optimum living conditions, in the same environment and
with the same food and water needs. Wound care was performed once a day. On the 8th day
after the procedure, the animals were sacrificed under anesthesia with intraperitoneal ketamine.

All rats were sacrificed at the end of the 8th day, and a 6*4 c¢cm strip of skin and
subcutaneous tissue was removed under sterile conditions from the area where an incision was
made on the back. Histological examination was done with a 2 cm part of the material,
hydroxyproline in the tissue with a 1 cm part, and the tension strength of the wound area was
calculated with the tensiometry device with the remaining material (1x1 cm?). Tnf-alpha,
interlokin 6 and interlokin 10 levels were studied by RT-PCR method with intracardiac blood
taken at hour 0. Additionally, ELISA method was used to analyze the hydroxyproline level in
tissues. Hydroxyproline ELISA test was performed in the Rat Hyp (Hydroxyproline) ELISA
Kits of A.B.T Laboratory Industry with the protocol specified by the company. Histological
evaluation was carried out in TOGU Histology and Embryology laboratory. All results obtained
were evaluated statistically.

In our study, consistent with the literature, it was found that IL-10 gene expression,
which is considered an anti-inflammatory cytokine, was significantly higher in the group given
dexmedetomidine than in the group given bupivacaine.

In our study, a significant difference was found between all groups except the control
and dexmedetomidine groups in terms of vascularity. It was observed that bupivacaine
negatively affects wound healing and reduces the number of vessels, while dexmedetomidine
increases the number of vessels, which has a positive effect, and the group using bupivacaine +
dexmedetomidine formed more vessels than bupivacaine but less than dexmedetomidine.

In light of the data we obtained in our study, we think that bupivacaine has a negative
effect on wound healing, while dexmedetomidine has a positive effect on wound healing in
general. We believe that when these two drugs are used together, dexmedetomidine slightly
reduces the negative effects of bupivacaine. More studies are needed to fully reveal this effect.

Key Words: Bupivacaine, Dexmedetomidine, Wound healing, Inflammation, Wound

infiltration



SIMGELER VE KISALTMALAR
TGF-a: Transforme Edici Blylume Faktori-Alfa

MCP-1: Makrofaj Kemoaktraktan Proteini
MMP-1,2,3 ve 9: Matriks Metalloproteinaz-1,2,3 ve 9
ECM: Ekstraseluler Matriks

IGF: Insiilin Benzeri Biiyiime Faktorii
EGF: Epidermal Buyime Faktor
VEGF:Vaskler Endotel Buyiume Faktor
IFN-Y': Interferon gama

PDGF: Platelet Kokenli Blyime Faktor
bFGF: Bazik Fibroblast Bliylime Faktor
TNF: Tumor Nekroz Faktor

PMNL.: Polimorfonikleer I6kosit

FGF: Fibroblast Buytume Faktor
IL-1,2,6,8 ve 10: Interlokin-1,2,6,8 ve 10
KGF: Keratinosit Buyime Faktor

Na: Sodyum

VGSC: Voltaj Kapili Sodyum Kanal

Ca: Kalsiyum

IV: Intervendz

FDA: Food and Drug Administration
N2: Azot

HCI: Hidroklorik Asit

mg: miligram

kg: kilogram

SKA: Serebral Kan Akimi

GABA: Gama aminobdtirik asit

EEG: Elektroensefalografi

ng: nanogram

ml: milimetre

ark. : arkadaglar

IL-1B: interlokin 1 beta

[g: mikrogram

MAK: Minimum Alveolar Konsantrasyon
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TOGU: Tokat Gaziosmanpasa Universitesi

gr: gram

Grup K: Kontrol Grubu

Grup B: Bupivakain Grubu

Grup D: Deksmedetomidin Grubu

Grup B + D: Bupivakain + Deksmedetomidin Grubu
Ip: Intraperitoneal

Dk: Dakika

Cm: santimetre

cm?2: santimetre kare

RT-PCR: Revers- Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu
ELISA: Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay
RNA: Ribontkleik asit

RL: Ringer Laktat

DNA: Deoksiribontkleik asit

RT: Revers transkripsiyon

PCR: Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Hyp: Hidroksiprolin

H&E: Hematoksilen Eozin

SPSS: Statistical Package for Social Sciences

K: kontrol

B: Bupivakain

D: Deksmedetomidin

B + D : Bupivakain + Deksmedetomidin

CT: dongii esigi

min: minimum

max: maksimum

OD: optik dansite

pmz2: mikrometre kare

pm: mikrometre

TIVA: Total intervendz anestezi
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1. GIRIS VE AMAC

Vicut yapilarinin biitiinliigiiniin bozulmasiyla meydana gelen doku kayiplarina ‘yara’
ismi verilir. Yara iyilesmesi; hiicresel, biyokimyasal ve fizyolojik bir dizi olayin biitiinlesmesi
sonucu meydana gelmektedir. Yara iyilesmesi; karmasik, dinamik ancak iyi diizenlenmis bir
dizi olaydan olugsmaktadir (1).

Yara bigimleri, iyilesme siirecleri ile slirecin sona erebilmesine gore akut ile kronik
seklinde iki gruba ayrilir (2). Akut yaralar; patolojik, travmatik, iskemik olaylar ya da cerrahi
sonucu meydana gelmektedir. Kronik yara, yaralanmanin ardindan 8 hafta iginde iyilesmeyen
yaralar seklinde isimlendirilmektedir (3). Cerrahi insizyon; epitel bazal membranin
devamliliginin bozulmasina ve sinirl sayida olan epitel ile bag dokusu hiicrelerinin 6liimiine
neden olur. Bu insizyonun cerrahi sitirler yardimiyla kapatilmasi sonucunda primer yara
iyilesme siireci baglamis olur. Yara iyilesmesi 3 ana fazdan olugmaktadir: Eksudatif veya
inflamatuar faz(3 guin), proliferatif faz(10 gun), rejeneratif faz(6-12 ay ) (4, 5).

Yara iyilesmesi, cerrahi insizyon ile beraber bir¢ok yerde karsimiza ¢ikan hasta konforu,
enfeksiyon riski ve mortalite agisindan 6nemli bir durumdur. Yara iyilesmesi i¢in birgok
calisma yapilmaya devam etmektedir. Literatiirlerde yara iyilesme patofizyolojisini anlamak
icin ¢esitli hayvan modelleri denenmistir. Mevcut hayvan modellerinin higbiri insandaki
patolojiyi tam olarak taklit edemese de, yara iyilesme patofizyolojisini anlayabilmek ve
yeni tedavi stratejilerini gelistirebilmek i¢in bu modeller gereklidir (6).

Bupivakain, amid tlirevi lokal anesteziklerden bir tanesidir. Bu ilag lokal infiltrasyonda
hem anestezi hem de analjezik etkileri bulunmaktadir (6). Yara yeri Uzerinde siklikla
kullanilan bupivakainin yara iyilesmesi Uzerine etkileri tartismali oldugu ¢esitli ¢alismalar ile

gosterilmistir.

Klinik anestezi yonetiminde selektif alfa 2 adrenerjik reseptdor agonisti olan
deksmedetomidinin ~ sempatolitik, anksiyolitik,  analjezik  ve  sedatif etkisinden
faydanilmaktadir. Bir¢ok deneysel ve klinik ¢alismada deksmedetomidin uygulanmasinin

antinflamatuar etkilerinin oldugu gosterilmistir (6).

Bu c¢alismada, lokal infiltrasyon ile yaygin olarak kullanilan bupivakainin ve yakin
zamanda kullanilmaya baglanan deksmedetomidinin, bunlarin birlikte kullanimi yara yeri

iyilesmesi tizerindeki etkilerini arastirmayi planladik.
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2.1. Deri

Viicuttaki en biiyiik organ olan deri, viicut agirliginin hemen hemen %15‘ini meydana
getirmektedir. Derinin bir ¢ok 6nemli islevi bulunmaktadir. Bunlar; fiziksel, kimyasal ve
biyolojik saldirilara karsi viicudu koruma, viicuttan ¢ok fazla miktarda su kaybinin
engellenmesi, termoregiilasyon vb. (8). Derinin 6zellikleri, bireyden bireye hatta ayn1 bireyin

farklh bolgelerinde bile kalinlik, esneklik, kil, renk, doku yapis1 ve sebasedz bezlerin miktari

2. GENEL BILGILER

bakimindan degisiklik gosterir (Sekil 1) (9).
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2.2. Yara

Yara; cildin ya da mukozanin epitel sinirinda devamliliginin bozulmasi, hiicre, doku ya
da organlarin islevsel ile yapisal 6zelliklerinin birgok neden kaynakli bozulmasi seklinde
tanimlanmaktadir. (1). Yaralar; bigimlerine, etiyolojilerine ve iyilesme zamanlarina bakilarak
akut veya kronik seklinde 2 gruptan olugmaktadir (2).

Akut Yara: Akut yaralar, fonksiyonel ve anatomik onarim neticesinde, zamaninda ve
diizenli bir iyilesme yolunu gozeterek kendilerini iyilestiren ve normal bigimde ilerleyen yaralar
seklinde gruplandirilir. Iyilesme zamani yaklasik 5 ila 10 giindiir, ayrica 30 giine kadar
stirebilmektedir (3). Akut yaralar tahmin edilebilir bir diizen ve zaman diliminde iyilesirler.
Siireg, nadir komplikasyonlarla gerceklesir ve sonug iyi iyilesmis yaradir. Cerrahi yaralar birkag
yolla iyilesebilir. Temiz ve sitiirlerle kapatilmis insize edilmis bir yaranin primer kapanma ile

iyilestigi soylenebilir (10).

Akut yaralarin iyilesme spektrumu genistir. Iyilesme esnasinda mekanik biitiinligii ve
kuvveti incelendiginde, yaralanma 6ncesindeki ile ayni seviyeye gelmek i¢in siirekli ve kararli
bir artis ile karakterizedir. Geg iyilesen yaralar normal siiresinde iyilesen yaralara kiyasla yara
yikim kuvvetinde azalma ile karakterizedir; ancak, sonunda her ikisi de normal iyilesen
yaralarla ayn1 butiinlik ve kuvvete erisirler. Beslenme yetersizligi, enfeksiyonlar veya ciddi
travma gibi durumlar altta yatan patofizyoloji duzeltildiginde iyilesmesi gecikmis yaralar
hizlica iyilesirler. Bozulmus iyilesme, normal iyilesen yaralara esit mekanik kuvvete erismede
yetersizlik ile karakterizedir. Diyabet, kronik steroid kullanim1 veya radyoterapi nedeniyle doku
hasarlanmasi gibi nedenlerle immun sistemi tehlikede olan hastalar bu tip bozulmus iyilesmeye

yatkindir (10).

Normal iyilesme hem sistemik hem lokal faktorlerden etkilenir. Yiksek riskli yaralarda
olusan komplikasyonlar iyilesmenin bozulmasina veya kronik iyilesmeyen yaralar gelismesine
neden olabilir (10).

Kronik Yara: Normal bi¢cimde iyilesmeyen ve zamaninda onarilmayan yaralardir.
Hemostazis, inflamasyon, proliferasyon ve remodelling boliimlerinin en az birinde bazi
faktorler sebebiyle degisiklikler bulunur. En sik goriilen kronik yaralar; insanlarda meydana

gelen diyabetik ayak iilserleri, basing iilserleri, iskemik ve venoz iilserlerdir (3).



Kronik yaralar, anatomik ve fonksiyonel butinligi saglayan islemlerin uygun bir
sekilde ilerletilemedigi veya onarim islemlerinin yeterli anatomik ve fonksiyonel sonuglari
saglayamadig1 yaralar olarak tanimlanir. Ug ayda iyilesmeyen yaralarin 6nemli bir kism1 kronik
seklinde kabul edilir. Deri ilserleri, bunlar siklikla travmatize veya damarsal yetmezlikli
yumusak dokularda olusur, yapisal olarak kronik kabul edilir ve kronik yaralarin ¢cogunlugunu
olustururlar. Yara iyilesmesini geciktiren faktorlere ilaveten diger nedensel mekanizmalar
kronik yara etiyolojisinde rol oynayabilir. Tekrarlayan travma, zayif perfizyon veya

oksijenasyon ve/veya asir1 inflamasyon yaray1 kronikliklestirir (10).

Normal regiilatuar sinyallere yanitsizlik da kronik yaralar i¢in bir neden olabilir. Bu
durum normal bityiime faktori sentezinin eksikligi olarak ortaya ¢ikabilir. Bu nedenle biiyiime
faktorlerinin yara cevresinde asir1 yikimi olur ki belirgin sekilde proteolitiktir. Kronik
yaralardaki fibroblastlarin ¢ogalma potansiyellerinin azaldigi bulunmustur ve muhtemelen

buiytime reseptorlerinin uyumasi veya azalmis sunumlarindan kaynaklanmaktadir (10).

Uzun siren herhangi bir yarada kronik tilserleri malign seyredebilir (Marjolin tlseri).
Uzun bir zaman diliminde iyilesmeyen herhangi bir yara malign dontsiime yatkindir. Malign
olan yaralar, malign olmayan yaralardan yara kenarlarinda disa donmenin olup olmamasi
yardimiyla Klinik olarak ayirt edilebilir. Kronik yaralardan kaynaklanan kanserler hem skuamoz

hem de basal hiicreli kanserleri icerir (10).

2.2.1. Yara lyilesmesi

Yara iyilesmesi, dokularmn biitiinligiiniin ve isleyisinin bozulmasina yara deniyorsa bu
isleyisin yeniden saglanmasina ve doku biitiinliigiiniin yeniden kazanilmasia denilmektedir
(4). Yara iyilesmesi; karmasik, dinamik ancak iyi diizenlenmis bir dizi fizyolojik olaydan
olusmaktadir. Yara iyilesmesi normal ilerleyisini saglamak amaciyla birgok hiicre ile

biyokimyasal diizenleyicinin komplike bir etkilesiminden olusur (5).

Yara iyilesmesi, yara bigimlerinin iyilesme stirelerine ve iyilesmede yonlendirilmelerine
bakilarak primer, sekonder ve tersiyer seklinde kategorilendirilir. Primer iyilesme; laserasyon
ve cerrahi insizyon gibi yaralarm 12 ila 24 saatte kapatilmasi sonucunda meydana gelir. Yara
kenarlart siitur, mekanik cihazlar ya da bantlar yardimiyla dogrudan bir araya getirilir. Sekonder
iyilesme; ciddi yaniklarda, buytk travmalarda ve gesitli cerrahi girisimlerden (6rn: laparotomi)
sonra goriildiigii gibi genis doku kayb1 olan yaralarda ortaya ¢ikar. Sekonder iyilesmede yara

kapanmasi i¢in aktif bir girisim yoktur ve yara, reepitelizasyon ve kontraksiyonla kapanir.
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Tersiyer iyilesme ise; gecikmis primer iyilesme olup enfeksiyonun énlenmesi igin birkag giin
sonra kapatilan (Orn: peritoneal kirlenme sonrasi batin yaralanmalar1) kontamine olmus
yaralarda goralur. Kontamine olan yara baslangigta antibiyotiklerle, tekrarlayan
debridmanlarla tedavi edilir, ardindan sutur atmak, doku grefti yerlestirmek ya da flep

uygulamasi gibi cerrahi girisimler kullanilir (4, 5).

Cerrahi insizyon; epitel bazal membranin devamlili§inin bozulmasina ve sinirli sayida
olan epitel ile bag dokusu hiicrelerinin 6liimiine neden olur. Bu insizyonun cerrahi siitiirler

yardimiyla kapatilmasi sonucunda primer yara iyilesme siireci baglamis olur (5).

Yara iyilesme surecindeki esas evreler; inflamasyon (bu basamakta hemostaz yer
almaktadir), proliferasyon (epitelizasyon) ve tekrar sekillenme (remodeling) olarak gecer (Sekil
1). Bu basamaklardan bir tanesinde olumsuzluk ya da gecikme olmasi, yaranin kapanmamasi

ya da onarimin uzamasina neden olmaktadir (4).

Yara iyilesmesi dokuda meydana gelen hasara hiicresel bir cevap seklinde olusur ve
keratinositler, fibroblastlar, endotel hiicreleri, makrofajlar ve trombositlerin aktivasyonundan
meydana gelir. Bu siireg, organize hiicre gocii ile anjiyogenez amaciyla endotel hiicrelerinin
islev gormesininden meydana gelir. Bu hiicre bicimlerinden salinan ¢esitli buytime faktori ve

sitokinler, yara iyilesmesini koordine eder ve ilerletir (11).

Yara iyilesmesi, inflamasyon, proliferasyon ve remodeling (yeniden yapilanma) olmak

uzere i¢ ice gecmis 3 evreden olusmaktadir (Sekil 2) (11).
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2.2.1.1. Hemostaz ve inﬂamasyon Evresi

Hemostaz, damar yaralanmalarinda kan kaybini sinirlayan kompleks bir siirectir. Bu
hemostatik siirece dort ana mekanizma katilir. Bunlar vaskiiler kontraksiyon, trombosit tikaci
olusumu, fibrin olusumu ve fibrinolizistir. Kan damari yaralanmalarinda lokal arteriol ve
kapillerdeki vazokontruksiyonu vazodilatasyon takip eder ve permeabilite artmasi saglanir.
Eritrosit ve trombositler hasar gormiis kapiller endoteline yapisir ve kapillerlerin ttkanmasini
saglayarak kanama durdurulur. Hemostazi saglamak icin olusan fibrin pihtis1 polimorfoniikleer
I6kositler ve monositler vb. inflamatuar hiicrelerin yaraya migrasyonu amaciyla bir iskele
gorevi gorir. Hemostazi takiben yara yatagindan kemotaktik faktorlerin salinimi ile
inflamasyon baslatilir. Bu asamada kanama durdurulmakta; yara yiizeyi kapatilmakta ve
nekrotik doku, yabanci kalmtilar ve mikroorganizmalar uzaklastirilmaktadir. inflamasyon ise;
artmis vaskiler gegirgenlik, hiicrelerin kemotaksis ile yara bolgesine gogt, sitokin ve biiyiime
faktorlerinin ortama salinmasi, go¢ eden hiicrelerin aktivasyonu ile karakterizedir.
Yaralanmadan sonraki 24 saat ic¢inde yara alanina ilk olarak nétrofil ulasir. Notrofil

migrasyonunu Doniisturici Buyiime Faktorii Beta (TGF-B), Tumor Nekroz Faktor Alfa (TNF-



a) ve interlokin-1 (IL-1) uyarir. Yaralanma sonrasi keratinositlerde makrofaj kemoatraktan
proteini (MCP-1) induklenir. Monositler/makrofajlar, T lenfositler ve mast hticreleri i¢in gugli
bir kemo- c¢ekicidir. Bu kemokinin ekspresyonu, kronik vyaralarda devam eder ve
polimorfoniikleer hiicrelerin ve makrofajlarin uzun siireli mevcudiyeti ile sonuglanir, bu da
uzun sureli inflamatuar yanita yol acar. 48. saatten sonra ise makrofajlar yara alanina gelerek
Matriks Metalloproteinaz-1,2,3 ve 9 (MMP-1, MMP-2, MMP-3 ve MMP-9) proteazlarini
ekstraseliller matriksi (ECM) degrede etmek igin salgilarlar. Bunun yaninda makrofajlar IL- 1
eksprese ederek hemostaz, vazodilator salinimi ve koagiilasyonda rol oynarlar. Ayrica
kollajenaz tretimi ile iliskili olup adezyon molekiillerini diizenlerler. Makrofajlar hiicre
proliferasyonunu, matriks sentezini ve anjiyogenezi insiilin Benzeri Biiyiime Faktorii (IGF),
Epidermal Buyume Faktorii (EGF), TGF-B ve Vaskiiler Endotel Buytime Faktorii (VEGF) ile
saglar. 120. saatten sonra ise lenfositler ulasir. Lenfositler yara iyilesmesinin 7. giiniinde en
yiiksek seviyelerine ulasir (Sekil 5). Lenfositler interlokin-2 (IL-2) eksprese ederek
fibroblastlar1 stimiile etmesiyle birlikte TGF-B, TNF-a ve Interferon gama (IFN-y) saliimi da
yapar (Sekil 3) (4, 10, 11).
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Sekil 3. Deri yaralanmasinin ardindan inflamasyon basamagi; hemostaz ile inflamatuar
hiicreler (9).



2.2.1.2. Proliferasyon Evresi

Bu evre anjiyogenez, kollajen sentezi, granilasyon doku formasyonu, ECM yeniden
olusumu, re-epitelizasyon ve yara kontraksiyonundan olusur. Bu evre dordlncu giinden 12.
gune degin devam eder. Doku siirekliliginin tekrar elde edilmesi bu evrede meydana gelir. Bu
asamada trombositler ve aktive makrofajlar tarafindan salinan sitokinler ve buyiime
hormonlarinin etkisiyle yara bolgesindeki fibroblast ve endotel hiicrelerinin ¢ogalmasi 6n
plandadir. Tyilesen yaraya en son infiltre olan hiicreler endotelyal hiicreler ve fibroblastlardir
ve fibroblastlar agisindan en kritik kemotaktik faktor Platelet Kokenli Biliyiime Faktori
(PDGF)’diir. Fibroblast proliferasyonunu takiben yara makrofajlarindan salinan sitokinler ve
bilyiime faktorleri tarafindan matriks sentezi igin aktivasyonu saglanir. lyilesmenin bu
evresinde endotel hiicreleri intakt veniillerden go¢ ederler ve yogun olarak proliferasyon
gegirirler. Bu gog, replikasyon ve yeni kilcal damarlarin olusumu, btiyiime faktorleri ve TNF-
o, TGF-B ve VEGF gibi sitokinlerden etkilenir. PDGF ve TGF-B, trombositler ve aktive
makrofajlar tarafindan salgilanir. PDGF; notrofillerin, makrofajlarin, diiz kas hiicrelerinin ve
fibroblastlarin kemotaksisini baslatir. Ayrica fibroblastlarda ve diiz kas huicrelerinde mitoz
boliinmeyi uyarir. TGF-B makrofajlari etkileyerek esansiyel fibroblast biiyiime faktorii (bFGF),
PDGF, IL-1 ve TNF-a gibi sitokinlerin salgilanmasini uyarir. Fibroblastlar yaraya dogru ¢evre
dokudan gog eder. Yara bolgesi civarinda saglam ventillerden ¢ogalan endotel hiicreleri bolgeye

gelir, ardindan anjiyogenezi baslatir ve yeni bir kapiller ag meydana getirir (Sekil 4). (10, 11).
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Sekil 4. Proliferatif Evre: Tikac organizasyonu, kollajen III sentezi, biiyiime faktorlerinin

salimimui ile anjiyogenezin baslamast (9)
2.2.1.3. Maturasyon ve Remodelling Evresi

Skar dokunun maturasyonu ile yeniden sekillenmesi fibroblastik fazda baslar ve daha
evvel Uretilen kollajenin reorganizasyonuyla karakterizedir. Kollajen MMP’lerce kirilir ve
ECM’nin yeniden yapilanmasi, nispeten aseliiler kollajen agisindan zengin bir skardan olusur.
Bu asamanin ana 6zelligi, yara bolgesinde kollajen birikmesidir. Bu siireg, kollajen birikiminin
miktari, oran1 ve kalitesinin yara gerilme mukavemeti uizerindeki etkisinden dolay1 klinik olarak
en 6nemli asamadir. Yara yataginda matriks birikimi karekteristik bir diizeni izler. Oncelikle
tip 3 kollajen ile fibronektin erken matriks iskeletini meydana getirir. Daha sonra
proteoglikanlar ile glikozaminoglikanlar matriks bilesenlerini olusturur. Tip 1 kollajen son
matrikstir. Kollajen sentezi ve birikimine ek olarak, olusan bag dokusunun anatomik ve
fonksiyonel optimal seklinde onemli rol oynayan diger faktorler kollajenazlar ve bazi
proteazlardir. Epitel hiicreleri, aktive makrofajlar ve fibroblastlar tarafindan salgilanan
kollajenaz, yara bolgesinde depo edilen kollajeni pargalayip tekrar sekillendirerek yara izlerinin
olusumuna yol agar. Yara iyilesmesi sirasinda meydana gelen tim hiicresel ve biyokimyasal
olaylarin en 6nemli sonucu maksimum yara gerilimidir. Yaralanmanin birkag hafta ardindan,
yarada bulunan kollajen duzeyi bir plato seviyeye ulasir, fakat gerilim kuvveti birka¢ ay
boyunca yukselmeye devam eder (12). Yara maksimum gerilim kuvvetine 12. haftada ulasir
(13). Salgilanmasi fibroblastlardan olan fibrillin, bag dokuda var olan elastik liflerin olusumu

acisindan esansiyeldir. Yaralanmanin ardindan skarin yeniden sekillenmesi uzun zaman (6 ila



12 ay) devam eder, kademeli bicimde matiir, avaskiiler ile aseliiler skar olusur. Skarin sahip
oldugu mekanik kuvvet hi¢hir zaman yaralanmamis dokunun kuvvetine ulasamaz (10, 11). Son
yara izi, normal derinin gerilme mukavemetinin sadece %80'ini sergileyecektir (Sekil 5) (13,
14, 15).

3.Evre: Yeniden sekillenme safhasi ( giinler 21 giin- 1 yil)

Kollajenll
\' -
Sty e
- T 3
L A . .
I “.\ Miyofibroblast
v
: v
——— \
d;;;‘“.‘? Skar ylzeyini azaltan
e S kasiima yaniti

Iyilesme yetenagi olmayan sac
folikullen veya ter bezleri

Apoptoz

Sekil 5. Maturasyon Evresi: Tamir siireci sona erer ve bag dokusunun remodellingi ve yara
kontraksiyonu (9)

2.2.2. Yara lyilesmesine Etki Eden Faktorler

Pek ¢ok faktor yara iyilesmesini etkilenmektedir. Bu faktorlerin baslicalar1 sunlardir;

2.2.2.1. Yas, Cinsiyet ve Irk

Yara iyilesmesi, ¢ocuklarda yetiskinlere nazaran daha hizhidir. Yashlarda travma
bolgesine olan makrofaj ve lenfosit gocli yavastir. Yine yaslilarda yara iyilesmesinin
inflamasyon ve proliferasyon agamalarinda gecikmeler olur (16).

Yara iyilesmesinde cinsiyetler arasinda gozle goriiliir bir fark olmamaktadir. Siyahi irkta

diger irklara nazaran daha fazla keloid olusumu gézlemlenmektedir (16).
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2.2.2.2. Beslenme

Yara iyilesme siirecinde yeterli ve dengeli beslenme ¢ok elzemdir. Malniitrisyonu olan
kisilerde yara iyilesmesinde gecikmeler olusur ve tamamlanamaz. Ayn1 zamanda bu kisilerde
yara bolgesinde enfeksiyon gelisme riski yiiksektir (17).
2.2.2.3. Kemoterapi-Radyoterapi

Kemoterapdtik ajanlar; hem yara bolgesine gd¢ eden mononiikleer fagositik hiicre
sayisin1 azaltarak hem de enfeksiyon gelismesine yatkinlik olusturarak yara iyilesmesini
geciktirirler. Ayrica yaranin saglamligini da bozarlar. Bu etkileri kullanimlarindan 2-3 hafta
sonra ortadan kalkar (18).

Radyoterapi; yara iyilesmesinin graniilasyon dokusunun olustugu asamada hem
fibroblastik proliferasyonda hem de kapiller olusumunda azalma ile sonug¢lanmasina ve yara

iyilesmesinin gecikmesine neden olur. Bu etkiler radyoterapiden 3 haftaya kadar devam eder

(18).

2.2.2.4. Hipoksi

Oksijen yara iyilesmesinin tiim asamalarinda endikedir. lyilesen dokulardaki oksijen
gereksinimi diger dokulardan daha fazladir (19). Travma sahasindaki kilcal damarlarin da
hasarlanmas1 nedeniyle, yara bolgesi saglam dokuya kiyasla daha hipoksiktir (20).

Yara alanindaki kollajen sentezi hipoksi durumunda aksar. Bu da skar dokusunun yetersiz
gelismesiyle sonuglanir. Bundan dolay: hiperbarik oksijen yaranin oksijenizasyonunu arttirarak

yara iyilesmesinde olumlu katkida bulunur (21).

2.2.2.5. Fiziksel etmenler

Yara iyilesmesinde yara bolgesinin nemi ve sicakligi 6nemlidir. Yara iyilesmesinde ideal
sicaklik 30°C derecedir ve 30°C iistiindeki sicakliklar yaranin gerilim direncini de azaltir.
Belirli bir diizeye kadar olan mekanik stres yara iyilesmesine olumlu katki saglar. Cok yiiksek

diizeydeki mekanik stres yara iyilegsmesini olumsuz yonde etkiler (10).

2.2.2.6. Sigara

Sigarada bulunan nikotin sempatik sinir sistemini uyarir.Bu da kapiller damar yataginda
vazokontriiksiyon olusturarak yara iyilesmesini olumsuz etkiler. Sigara parsiyel oksijen
basincini azalttigi igin rolatif hipoksi olusturur. Sigarada bulunan karbonmonoksit nedeniyle

karboksihemoglobin meydana gelir, oksijen hemoglobin dissosiasyon egrisini sola kaydirarak
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oksijenin hemoglobine zor baglanmasina neden olur. Béylece hemoglobin yara yerine yeterli

diizeyde oksijen tagiyamaz ve yara iyilesmesi olumsuz etkilenir (22).

2.2.2.7. Enfeksiyon
Yara yerindeki her gram dokuda bakteri miktar1 100.000 ‘nin iizerinde oldugunda yarada
enfeksiyonun varligindan bahsedilebilir. Enfeksiyon, yara iyilesmesini olumsuz etkiler, doku
oksijenizasyonunu da bozar. Inflamatuar faz1 uzatir ve kollajen iiretimini baskilar (23).
Bakterilerden salinan metabolit ve toksinler epitelyum olusumuna etki eder. Enfekte olan
yaralarda graniilasyon dokusu enfekte olmayanlara gore daha 6demli, kanamali ve kirilgan bir
yapidadir. Enfekte olan yaralarda kollajen yikiminda artma ve yara kontraksiyonunda azalma

meydana gelir (24).

2.2.3. Yaranin Iyilesme Siirecinde Sitokin Aktivitesi ve Bilyiime Faktorleri

Biiyiime ile gelisme evresinde kemotaksis, hiicre bityimesi, hiicre proliferasyonu ve
hlcre farklilasmasi gibi hiicresel olaylar diizenlenerek viicudun ihtiyaglarina goére bitytimeyle
alakali kimyasal ileti molekdlleri uretilir. Bu molekiillerinden polipeptit bicimdeki biiyiime
faktorleri; hiicre bolinmesini aktive ya da inaktive eden, 6zellesmis hiicrelere farklilagsmay1

baslatan, cok az duzeyleri bile etki gosterebilen proteinlerdir (25).

Sitokinler, hucreler arasinda mediator seklinde hareket eden, antikor olmayan cesitli
proteinlerin meydana getirdigi bir grup molekildir. Sitokinler; hiicre bityimesi, hiicre
iyilesmesi, inflamasyon ve yaralanmaya Kkarsi sistemik cevabin da oldugu bagisiklik ile

inflamatuar olaylar1 diizenler (26).

Proinflamatuar sitokinlerin (TNF, IL-6, IL-1 vb.) yara iyilesmesinde rolleri dnemlidir.
Bu sitokinler travma bolgesinde; keratinositlerin uyarilmasi ve fibroblastlarin proliferasyonu,
ekstraselliiler matriks proteinlerinin iiretilmesi ve parcalanmasi, immiin cevabin diizenlenmesi
ve fibroblast kemotaksisi gibi ¢esitli etkileri vardir. Bu sitokinlerin temel olarak PMNL ve
makrofajlar tarafindan sentezlenir, fakat baz1 yara bolgesine yerlesik hiicreler tarafindan da

sentezlenebilmektedir (28).

Anti-inflamatuar sitokinlerin de yara iyilesmesinde énemli rolleri vardir. Ozellikle, IL-
10'un, inflamatuar yanitlarin sinirlandiriimasinda 6nemli bir rol oynadigi tahmin edilmektedir.

IL-10; birka¢ kemokin ve proinflamatuar sitokinlerin ekspresyonunu saglamanin yaninda,
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notrofillerin ve makrofajlarin,travma alanina infiltrasyonunu inhibe ettigi, matriks birikiminin

azalmasina ve skarsiz iyilesmeye olanak tanidig1 gosterilmistir (Tablo 1) (27).

Sitokinler ile buyume faktorlerinin yara iyilesmesinde mihim goérevleri bulunmaktadir
(Tablo 2) (27). Buyiime faktorleri hiicrelerin farklilagmasi, hiicrelerin migrasyonu, hiicrelerin
boliinmesi, protein ve enzim sentezinde gorevlidir. Bitytime faktorleri, anjiyogenez ile hiicresel
cogalmay1 uyararak yara iyilestirici 6zelliklerini gosterir. Bu sebeple biiyiime faktorleri yara
iyilesmesinin bltin evrelerinde mithim bir konumdadir. Sitokinlerin uygun zamanda ve
kontrolli sekilde saliverilmesi ise, iyilesme isleminin ayn1 bicimde tekrarlanabilmesini saglar
(27).

2.2.3.1. Platelet Kaynakh Biiyiime Faktori (PDGF)

Travma sonrasinda endotel hiicrelerinden, makrofajlardan, monositlerden, diz kas
hicrelerinden ve plateletlerin alfa grandllerinden PDGF salgilanmaktadir. PDGF, yara
iyilesmesinin baslatilip devam edilmesinde ve bag dokusunun meydana gelmesinde oldukca
etkilidir. PDGF; polimorfniikleer 16kositleri (PMNL), makrofajlarin ve fibroblastlarin mitotik
aktivitelerini onlar1 travma alanina ¢ekerek giiclii bir bigimde artirir. PDGF, glikozaminoglikan
ve glikoproteinlerin tretimini artirmak suretiyle nonkollajen ekstraseliiler matriksin meydana
gelmesini hizlandirir. Yara dokusundaki kollajenaz dulzeyini de artirarak remodelling
asamasina katkida bulunur. PDGF’nin en 6nemli gorevi iyilesme yetenegine sahip olan kok
hicreler ile mitoz oncesi bir miktar farklilagmis olan 6ncii hiicrelerin g¢ogalmasini aktive
etmektir. PDGF endotel hiicrelerinin miktarin1 ylkselterek, vaskulller endotelyal blyume

faktoriine (VEGF) benzer etki ile anjiogenezise katkida bulunan bir biiyiime faktoriidiir (29).
2.2.3.2. Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF)

VEGF, vaskiiler permeabiliteyi artiran, endotel hiicreleri tizerinde mitojenik ile anti-
apoptotik etkileri olan, hiicre gociinii uyaran 6nemli bir biiyiime faktoriidiir. VEGF yaptig1 bu
etkiler ile normal ve patolojik anjiyogenik sureclerin diizenlenmesine aktif rol oynar. VEGF,
tirozin kinaz hiicre reseptorlerine (VEGFR) baglanir. VEGF ve VEGFR'ler hem endotelyal

hiicreleri hem de endotelyal olmayan hiicrelerden de salgilanabilir (30).
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2.2.3.3. Transforme Edici Biiyiime Faktorii Beta (TGF- B)

Travmanin ardindan makrofaj, T-lenfosit, trombosit ve PMNL’den TGF-f salgilanir.
TGF-B endotelyal hiicrelerin farklilasmasi ve fibroblast hiicrelerin bdliinmesini artirir, yara
onarmminin ilerleyen dénemlerinde fibroblastlarin sayisini azaltir. TGF-f kollajenin sentezi ve
olgunlagsmasinda etkilidir. Ayn1 zamanda diger biiyiime faktorlerinin yapmis oldugu mitotik
aktivitede olan artis1 diizenler, endotel hiicrelerinin gog¢ etmesini ve yeni damar olusumunu da

artirir (31).

2.2.3.4. Epidermal biiyiime faktorii (EGF)

EGF trombositler, makrofajlar ve monositlerden salgilanir. Reepitelizasyon agamasinda
yara kenarindan bol miktarda iiretilir. EGF tiim epitel hiicrelerinin ¢ogalmasi ve go¢ etmesini
uyarir. Ayn1 zamanda anjiogenezisi uyarir ve kollajen sentezini de diizenler. EGF hiicre

farklilasmasindan da sorumlu olan bir biiylime faktoridiir (29).

2.2.3.5. Fibroblast Biiyiime Faktorii (FGF)

FGF; platelet, makrofaj, fibroblastlar ve mekanik sekilde hasarli olan endotel
hiicrelerinden salgilanir. FGF anjiogenezisi uyarir. Damar gecirgenligini ve endotel

hiicrelerinin mitoz aktivitesini artirir (32).
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Tablo 1. Yara iyilesmesinde blytime sitokinlerin kaynaklar1 ve gorevleri (27)

Sitokin Hiicre Kaynag:

Biyolojik Aktivite

Anti-inflamatuar Sitokinler

Makrofajlar

T lenfositler

IL-4 Mast hicreleri IL-1, IL-6 ve TNF sentezinin, fibroblast
sentezinin, kollajen Uretiminin inhibisyonu
Bazofiller
T lenfositler
IL-10 Keratinositler IL-1, IL-6, TNF sentezinin, makrofaj ile

PMNL aktivasyonunun inhibisyonu

Pro-inflamatuar Sito

kinler

TNF-a

Makrofajlar

PMN marjinasyonu ve sitotoksisite ya da
kollajen sentezi; metabolik substrat saglar

Firoblastlar

IL-1 Keratinositler Keratinosit ve fibroblast kemotaksisi,
kollajen Uretimi
Makrofajlar
IL-2 T lenfositler Fibroblast infiltrasyonu ile metabolizmay1
arttirir
IL-6 Fibroblastlar Fibroblast proliferasyonu, hepatik akut faz
protein Gretimi
PMNL’ler
Makrofajlar
IL-8 Makrofajlar Makrofaj ve PMNL kemotaksisi, keratinosit

maturasyonu
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Tablo 2. Yara iyilesmesinde biiyiime faktorlerinin kaynaklari ve gorevleri (27)

BlUyume Faktorleri

Faktori

EGF Epidermal Buylme | Fibroblastlar ve Keratinosit agisindan
Faktord mitojeniktir. Keratinosit migrasyonu ve
granulasyon doku formasyonunu uyarir.
PDGF Trombosit  Kokenli | Fibroblastlar, makrofajlar, PMNL ve duz kas
Buyume Faktori hlcreleri agisindan kemotaktiktir. PMNL,
makrofaj ile fibroblastlar1 aktive eder.
Fibroblast, diuz kas hucreleri ve endotel
hicreleri agisindan mitojeniktir. Matriks
metalloproteinaz, fibronektin ve HA
sentezini uyarir. Anjiogenez ile yara
kontraksiyonunu  uyarir.  Remodelingde
etkilidir. Trombosit agregasyonunu dir
stimile eder. Integrin  ekspresyonunu
dizenler.
TGF-B Transforme  Edici | Fibroblast, makrofaj, lenfosit, PMNL ve diiz
Buyume  Faktoru- | kas hicreleri agisindan kemotaktiktir. TIMP
Beta uretimini, keratinosit migrasyonunu,
anjiogenezi uyarir.
TGF-a Transforme  Edici | EGF benzeri etki eder
Buyume  Faktori-
Alfa
FGF 1-2 Fibroblast Buyiime | Fibroblastlar icin kemotaktiktir.
Faktori 1-2 Keratinositler ve Fibroblastlar agisindan
mitojeniktir. Keratinosit migrasyonunu, yara
kontraksiyonunu, matriks depolanmasini ve
anjiogenezi uyarir.
KGF Keratinosit Buyume | Keratinosit proliferasyonu, migrasyonu ve

farklilasmasini uyarir.
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TNF-a, IL-1 ve IL-6 dahil olmak tizere proinflamatuar sitokinler, yara onariminda
onemli bir rol oynamaktadir. Bu sitokinlerin; keratinositlerin uyarilmast ve fibroblastlarin
proliferasyonu, ekstraselliiler matriks proteinlerinin iiretilmesi ve parcalanmasi, immiin cevabin
dizenlenmesi ve fibroblast kemotaksisi gibi ¢esitli etkileri vardir. Yara onarmminda pro-
inflamatuar sitokinlerin roliiniin desteklenmesinde, TNF-a, IL-1 ve IL-6’nin ekspresyonunun,
lyilesmenin inflamatuar fazi sirasinda kuvvetli sekilde arttigi gosterilmistir. Bu sitokinlerin ana
kaynagi PMNL ve makrofajlar olmakla birlikte baz1 yerlesik hucrelerce de

sentezlenebilmektedir (4).

Proinflamatuar sitokinlerin yanisira, antiinflamatuar sitokinler de yara onariminin
onemli diizenleyicisidir. Ozellikle, IL-10un, inflamatuar yanitlarin sinirlandirilmasinda
onemli bir rol oynadigi duisiniilmektedir. IL-10; birkag kemokin ve proinflamatuar sitokinlerin
ekspresyonunun yani sira, notrofillerin ve makrofajlarin, yaralanma bdlgesine infiltrasyonunu
inhibe ettigi, matriks birikiminin azalmasina ve skarsiz iyilesmeye yol agtigi gosterilmistir.
Ayni zamanda IL-10; ¢esitli bagisiklik hiicrelerinin biiyiimesini veya farklilasmasini, ayni

zamanda keratinositleri ve endotelyal huicreleri de dizenler (5, 26).

2.3. Lokal Anestezi

Lokal anestezi vicudun belli bir bolgesine farmakolojik ajanlar uygulanarak sinir
iletiminin gecici olarak engellenmesi anlamina gelmektedir. Santral sinir sisteminde biling
fonksiyonlarini etkilemeden, uygulandig: sinirlerde analjezi ve motor néron aktivitesini gegici
olarak engellemesi lokal anestezinin 6nemli bir avantajidir (33). Lokal anestezinin klinik

uygulamalari perioperatif tipta kokli degisikliklere neden olmustur (34).

2.3.1. Lokal Anestezikler

2.3.1.1. Lokal Anesteziklerin Tanimi ile Etki Mekanizmalari

Lokal anestezikler viicutta bulunan batdn sinir liflerinde ve 6teki uyarilabilir yapilarda
depolarizasyon dalgasinin meydana gelmesini ve yayilimmi gegici olarak onleyerek bu

dokularda motor, duyu ve otonomik fonksiyon kaybina neden olan farmakolojik ajanlardir (35).

Lokal anestezikler zayif bazlardir. Tersiyer formlarindaki terminal amin grup lipid
¢ozunur yapidadir. Ancak bu yapi bir hidrojen yakalayarak konjuge asit formu olusturup suda

¢ozuntr hale gelebilir. Bu nedenle enjeksiyon formlarinda lokal anestezikler suda ¢oziinebilir
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formdadirlar, ancak viicutta, fizyolojik pH’da lipid ¢6ziinebilir ve suda ¢6ziinebilir formlarin

bir dengesi s6z konusudur (36).

Lokal anestezinin amaci belirli bir viicut bolgesindeki agr1 duyusunun gegici olarak yok
edilmesidir. Lokal anestezikler bunu voltaj kapili sodyum (Na) kanallarina baglanip hiicre igine
Na akisin1 inhibe ederek yaparlar. Tyonize olmayan lokal anestezi molekiilii akson membranini
diffiizyon ile gecer ve daha asidik olan intraselliiler ortamda protonlanip iyonize forma dontsiir.
fyonize form voltaj kapili sodyum kanalinin (VGSC) intraseliiler kismina baglanir ve iletimi
bloke eder. Lokal anestezikler istirahat membran potansiyelini etkilemezler ancak VGSC’nin
bloklanmasi ve sodyum igeri gecisinin inhibe edilmesi aksiyon potansiyeline ulasmayi
dolayisiyla sinir iletimini engeller. VGSC depolarizasyon ve repolarizasyon sikluslari sirasinda
3 farkli konfigiirasyonda bulunabilir; dinlenme (resting), agik ve inaktif formlar. Lokal
anestezikler kanalin inaktif ve acik formlarna dinlenme halinden daha yiiksek afinite ile
baglanirlar. Bu durum lokal anesteziklere noronal sensitivitenin frekans bagimli olmasini
aciklar. Noronal sensitivite ayrica sinir lifinin ¢ap ile iliskilidir. Agr1 transmisyonunda gorevli
Ad ve C sinir lifleri kiigik caplart ve yiiksek frekansli iletimleri nedeniyle kolayca
bloklanabilirler. Motor iletimden sorumlu biyik ¢apli Aa lifleri lokal anesteziklere ¢ok daha
direnclidirler (37, 38).

2.3.1.2. Lokal Anesteziklerin Kimyasal Yapilar1 ve Farmakolojik Ozellikleri

Tim lokal anestezikler 3 bilesenden olusur: aromatik benzen halkasi, tersiyer amin ve
bunlar1 baglayan hidrokarbon bag (Sekil 6). Kimyasal baga gore 2 gruba ayrilirlar; esterler ve
amidler. Siklikla kullanilan esterler; benzokain, kokain, prokain, tetrakaindir. Ester baglar
kolaylikla yikildiklarindan bu ilaglar soliisyonda gorece olarak anstabildirler. Siklikla
kullanilan amid lokal anestezikler; bupivakain, levobupivakain, mepivakain, lidokain, prilokain
ve ropivakaindir. Amid soliisyonlar ¢ok stabildir ve sterilizasyon ya da pH degisikliklerinden
etkilenmezler (36, 38).
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Sekil 6. Lokal Anesteziklerin Kimyasal Yapisi

Lokal anesteziklerin amino gruplari pKa’y1 ve dolayisiyla suda ¢ozunirligi belirler. Bu
lokal anesteziklerin sodyum kanallarina baglanmasinda onemlidir. pKa ilacin yarisinin iyonize
(katyon) ve yarisinin aniyonize (baz) yapida oldugu pH seviyesidir. pKa Henderson-Hasselbach
esitliginden elde edilir : pH= pKa + log ([aniyonize] / [iyonize]). Bu esitlikten anlasildig: gibi
daha diisuik pKa lokal anestezigin aniyonize formunun miktarini artirir. Bu form sinir
membranini gecen formdur. Dolayisiyla daha diisiik pKa’li lokal anestezik daha hizli etki
baslangicina sahiptir. Ayrica bu esitlikten doku pH’siin lokal anesteziklerin etki baslangig
siiresine etkisi oldugu anlasilmaktadir. Iskemik ya da enfekte dokulardaki diisiik pH lokal

anesteziklerin etki baslangicinin gecikmesinin nedenidir (35, 39).

Aromatik halka lipid ¢ozinirligind (hidrofobisite) belirler. Daha yiiksek lipid
cozunurlik lipid membrana daha yiiksek afinite ve dolayisiyla etki bolgesinde daha uzun siire
varlik gostermesi ile sonuglanir. Boylece lipid ¢oziintirliik artisi ile potens ve etki stiresi artar.
Fakat yiiksek lipid ¢oztintirligli ayn1 zamanda toksisiteyi de artirir ve teropatik indeksi daraltir
(36).

Genel olarak molekiiler agirligi yiiksek olan lokal anesteziklerin daha lipofilik oldugu,
daha fazla proteine baglandigi ve etki siiresinin daha uzun oldugu, dolayisiyla daha toksik

oldugunu soylenebilir. Ancak etki baslangici1 daha yavastir (39).
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Lokal anesteziklerin etki siiresi genellikle proteine baglanma tarafindan belirlenir.
Proteine yiiksek afinite ile baglanan lokal anestezikler sodyum kanallarina daha uzun zaman
bagli kalirlar. Etki siiresi ayn1 zamanda lokal anestezigin enjekte edildigi bolgedeki vaskiiler
alim hizina da baghidir (36, 39).

2.4. Arastirmada Kullamlan Farmakolojik Ajanlar

2.4.1.Bupivakain

AF Ekenstum ile arkadaslari tarafindan 1963 senesinde elde edilmistir. Bupivakain amid
yapili lokal bir anesteziktir. Piperidin halkasi tizerinde butil grubu vardir. pKa degeri 8.1 olup
ticari preparatin pH degeri 4.5-5.5 araligindadir. Kimyasal ismi “L-n Butyl-DL-Piperidin 2-
Carbonsaure 2-6 dimethylanilid” olarak bilinir (Sekil 7) (40).

CHs

NH— CO N

CHs |
CaHo

Sekil 7. Bupivakain’in molekiiler yapisi (40)

Lokal anesteziklerin yaraya infiltrasyonu, yara yeri analjezisi amaciyla yapilan en basit
metotlardan bir tanesidir. Lokal anesteziklerin yara yerine enjekte edilmesiyle yara
iyilesmesini geciktirebileceginden korkuldugu icin cogu zaman ihmal edilir. Infiltrasyon igin

en sik tercih goren anestezik % 0.25 bupivakaindir (41).

Yavas etki baslangicli, uzun etki siireli (5-16 saat kadar), ancak yiiksek toksik
potansiyele sahip bir ajandir. Toksik dozu 3 mg/kg’dir. Bupivakainin plazma klirensi 0.58
litre/dakika iken, eliminasyon yarilanma émri 2.7 saattir ancak yenidoganlarda bu siire 8.1

saate kadar uzayabilir. Plazma proteinlerine, en basta alfa-1-asit glikoproteine %95 diizeyinde
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baglanir. Plasentay1 rahatlikla gecebilen bu ajanin plazma proteinlerine baglanma diizeyi fetiiste
anneye kiyasla disiiktiir. Karacigerde glukronid konjugasyonu ile metabolize olup, idrarla
atilir. Bupivakain, lidokain ile mepivakainden 3-4 kat daha potent iken, prokainden 8 kat fazla
potenttir (42).

Bupivakain %0.25, %0.5, %0.75 konsantrasyonlarda kullanilir. Konsantrasyon
azaldikca analjezi saglanabilirken motor fonksiyonlar korunabilir. Ozellikle %0.1’in altindaki
konsantrasyonlarda motor blok gériilmez. Bupivakaine blok sirasinda 6zellikle etki baslangig
hizin1 arttirmak amaciyla diger lokal anestezikler eklenebilmektedir. Bu ajanlar genellikle etki
suiresini degistirmezler. Epinefrin bupivakain ile olan blogun siiresini uzatmaz ancak ilacin
plazmaya emilimini azaltir, boylelikle olas1 yanlig intravaskiiler enjeksiyon durumu igin uyarici
bir ajan olabilir. Deksmedetomidin ve klonidin gibi a-2 adrenerjik reseptor agonistlerinin

eklenmesinin blogun siiresini uzatabilecegine dair ¢alismalar mevcuttur (42, 43).

Yiiksek lipofilik 6zelligi sebebiyle miyelinli motor liflere daha ¢ok penetre olur bu

yoniiyle guclii bir anestezi olusturur ancak daha fazla santral sinir sistemi toksisitesine sebep

olabilir. Miyokard Na* kanallarina kars: yiiksek afinitesi kardiyotoksik etkisinden sorumludur.

Ventrikiiler aritmiler, tasikardi ve ventrikiiler fibrilasyon da dahil tedaviye ¢ok direnclidir (43).

Bupivakain, miyotoksik etkisi en yiiksek lokal anestezik olup bu etkisini sarkoplazmik
retikulumdan (SR) Ca** salinmasmnin yani sira sarkoplazmik retikuluma Ca™* geri alimmini

inhibe ederek gosterir. Miyoplazma icinde ¢abucak birikerek kas liflerinde ca*t* un hiicre i

konsatrasyonu artirir boylece akut miyosit hasar1 ile apopitozis meydana gelir (43).

Bupivakain hemen hemen %95 proteine baglanir ve asil olarak karacigerde glukuronik
asitle konjugasyon seklinde metabolize olur. Karaciger hastaligi bulunan kisiler, bilhassa
siddetli bir karaciger hastaligt bulunanlar, amid yapili lokal anesteziklerin muhtemel
toksisiteleri agisindan daha duyarl olabilir. Bupivakainin ana metaboliti pipekoloksilidin’dir.
Bircok lokal anestezik ile metabolitleri bobrekler yardimiyla vicuttan uzaklastirilir.
Bupivakainin yalnizca %6's1 hi¢ degisim gostermeden idrar yoluyla uzaklastirilir. Hamilelerde
fetustaki ila¢ konsantrasyon diizeyi fazla artmadigindan dogum analjezisinde uygulanilir. Ayni
zamanda daha diisiik seviyelerde, motor blok meydana gelmeksizin analjezi olusturur ve
postoperatif analjezi icin uygulanabilir. Rejyonel IV anestezi blogunda turnikenin hatali bir

sekilde agilmasi sonucu sistemik sirkilasyona karisan bupivakain akut sistemik toksik
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reaksiyonlara sebep olabilir, bu nedenle tercih gérmemektedir. Yanlhs IV enjeksiyonu
durumunda toksisite 1 ila 3 dakikada olusurken, damar igine yapilmayan doz asimlarindaysa
daha ge¢ olusur. Hiicre membranindan Na+ iyonlarinin gegmesini 6nler ve sinir lifleri boyunca
impuls iletimininin geri dontisimli inhibasyonuna neden olur. Na+ kanallarina 6teki lokal
anesteziklere kiyasla ¢ok daha giiglii baglanir. Cogunlukla Oteki lokal anesteziklerin aksine
nébetler meydana gelmeden kardiyak toksisite gorulir. Diyastolde Na+ kanallarindan oldukga
yavas bicimde ayrilir, bu sayede Na+ kanallar1 eski sekline donemez, boylece ileti bloke olur.
Kardiyak outputta diisiis, negatif inotropik etki, kalp kasi kontraksiyonunda azalma, ventrikuler
aritmi, aritmojenik etki ve ventrikiler fibrilasyon meydana gelebilir. intralipid %20'lik
soliisyonu, bupivakainle iliskili kardiyak arrest geciren kigilerde yasam kurtaricidir.
Bupivakainin yan etkileri arasinda hipotansiyon, bradikardi, alerji, titreme ve konvdlsiyon
vardir (40).

2.4.2. Deksmedetomidin

CHz CH,

Sekil 8. Deksmedetomidin’in molekiler sekli (45)

Deksmedetomidin, 1999 yilinin sonlarinda, kritik hastaligi bulunan eriskin vakalarda
sedatif ajan amaciyla kisa siireli (<24 saat) infiizyon i¢in FDA tarafindan onay aldu.
Deksmedetomidin, veterinerlikte sik uygulanilan bir anestetik olarak bilinen medetomidinin
dekstro-izomeri ile aktif bilesenidir. Sempatik aktivitenin inhibe olmasi, hemodinamik cevapta
diistis ile beraber minimal respiratuar depresyon ile sedasyon, analjezi ve anksiyolizis meydana

getirmesi ayn1 zamanda orta seviyede antisialog etkisi sebebiyle ilgi gormiistiir. Kendine has
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ozellikleri sebebiyle butln perioperatif zamanda analjezi ve sedasyon amaciyla ideal bir ajan
olmustur. a2-agonistleri ayrica imidazol reseptorleri Ustunde etki etmelerine karsin,
deksmedetomidin, a2 reseptoriine klonidinden 8 kat fazla afiniteye sahip olan ¢ok fazla segici
bir a2-agonistidir. Deksmedetomidin a2 agonist etkisi al agonist etkisine kiyasla 1620 kat fazla
gucludir. Ayni zamanda klonidinden daha kisa etkilidir. Bu 6zellik 1V inflizyonlarinin

titrasyonuna izin verir (46).
2.4.2.1. Farmakolojik Ozellikleri

Deksmedetomidinin, molekiler formultd C13 H18 N2 HCL bigiminde, molekiler
agirhign 236.7, pKA’st 7.1 ve pH’s1 4.5 ila 7 ve renksiz, berrak, izotonik bir soliisyondur.
Eriskinlerde hemen hemen 6 dakikalik bir dagilim yar1 6mrii gibi hizli bir dagilim fazi
bulunmaktadir. Eliminasyon yar1 6mrii 2 ila 2,5 saattir. IV enjeksiyonun ardindan ortalama 15
dakika icinde etki gostermeye baslar ve IV infiizyonun sonrasinda tepe konsantrasyonuna bir
saatin ardinda gelir. Yiksek duzeyde proteine bagli olan ilacin %6 serbest fraksiyonu vardir ve
ortalama 118 L’lik sabit durum dagilim hacmi vardir. Karaciger hastaligi bulunan kisilerde,
saglikli kisilere gore plazma proteinine bagli deksmedetomidin fraksiyonu mihim duzeyde
diismiistiir (47).

Deksmedetomidin ayn1 zamanda transdermal (48), bukkal ya da intramuskiler(49)
bicimde sistemik olarak emilir ve son iki yoldan sirasiyla %82 ile %104'lik bir ortalama
biyoyararlanimi vardir. Deksmedetomidin yiksek dizeyde karacigerde glukuronid
konjugasyonu ile sitokrom P450 enzim biyotransformasyonu seklinde metabolize olur. Aktif
ya da toksik metabolitleri bulunmamaktadir. Ayrica, siddetli karaciger hastaligi varliginda
karaciger klirensi normalin yaris1 kadar diisebilir. Siddetli bobrek yetmezligi bulunan vakalarda
eliminasyon muhim diizeyde degisiklik gostermez, fakat hastalar daha uzun zaman sedasyonda
olur, bu da olasilikla iremik ensefalopati varligindan 6turt farmakodinamik etkinin arttigini
akla getirir (50). Bu sebeple, hepatik ya da renal hastalik durumlarinda dozajlar diisiiriillmelidir.
Deksmedetomidin doza baglh bicimde kardiyak debiyi disiiriir, fakat bunun klirens tstiindeki
etkisi klinik agidan anlamli olmamaktadir (51). Farmakodinamik etkileri elde etmek amaciyla,
10 dakikalik siirede 1 mg/kg dozunda ylkleme dozu, sonrasinda 0,2 ila 0,7 mg/kg/saat'lik
surekli 1V inflizyon doz rejimi FDA tarafindan onay aldi. Deksmedetomidin (192 mg yikleme
dozu, 2-30 mg/kg/saat) yanlislikla biiyiik doz asimi olgu raporlari, tek kayda deger belirti olarak

tedavinin kesilmesinin ardinda 1 saat i¢cinde ortadan kalkan asir1 sedasyondan bahsetmistir (52).
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FDA 2008 yilinin Ekim ayinda cerrahi prosedurler agisindan deksmedetomidin dozunun 1,5

mg/kg/saate degin artirtlmasina onay verdi.
2.4.2.2. Santral Sinir Sistemine EtKkileri

a2 adrenoreseptorlerin  aktivasyonu serebral vaskller vyatakta spesifik bir
vazokonstriktif cevaba sebep olur. Kortikal kan damarlarinda presinaptik o2
adrenoreseptorlerin aktive olmasi norepinefrin salimimii  diisiiriirken, postsinaptik o2
adrenoreseptorler vaskiler diz kastaki tonusun artmasma neden olabilir. Bu sayede,
deksmedetomidin inflizyonu hem dogrudan (o2-agonistlerle baglantili kalsiyum akisinda
yukselme) vaskuler diiz kas konstruksiyonunu tetikler, hem de dolayl bigimde santral sempatik
aktivitede degisiklikler meydana getirir ve serebral metabolik hizi disiirerek serebral kan
akimina (SKA) etki edebilir (53).

2.4.2.3. Sedasyon, Anksiyoliz, Hipnozis ile Amnezi

Sedasyon kalitesi, propofol ya da midazolam gibi GABAerjik ajanlarla kiyaslandiginda
benzersiz olmaktadir. Yapildiklar kisilerin uyaniklik testlerinde iyi bir performanslar: vardir.
Bu durum; uyanik fiberoptik entibasyon ile tumor diseksiyonu ya da stereotaktik
implantasyonlar igin kraniyotomiler sirasinda nérolojik testlere cevap verebilmeleri agisindan

“’kooperatif sedasyon’’ seklinde isimlendirilmistir (53).

Yogun bakimda yatan kisilerde, spontan solunumun korumasini ve inflizyon sirerken

sakin bir ekstlibasyon saglar.

Deksmedetomidin, spinal kod ile beyinde bulunan a2 adrenerjik reseptorleri tstiine etkil
gosterir ve etkisi esas olarak beyindeki uyku merkezlerini harekete geciren locus
coeruleus’tadir. Fonksiyonel manyetik rezonans goriintiilleme arastirmalari, deksmedetomidin
tarafindan indiiklenmis olan sedasyonun GABAerjik ajanlardan ayr1 bigimde, dogal uyku gibi
bir serebral kan akisin1 korudugunu, dogal uykuyla uyumlu solunuma ve EEG degisikliklerine

sebep oldugunu ortaya koymaktadir (54, 55).

Bu ilacin anterograd amnestik etkileri, benzodiazepinlere kiyasla ¢ok daha azdir. Bu
ilagla amnezi, retrograd amnezi meydana gelmeden yalnizca yiiksek plazma diizeylerinde (>1.9
ng/mL) olusur (56).
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2.4.2.4. Analjezi

Supraspinal bélgelerde ve omurilik diizeyinde olasilikla a-2a reseptdr aktivasyonuyla
analjezik etki meydana getirmektedir. Ayn1 zamanda spinal olmayan mekanizmalar araciligiyla
analjezi elde edilebilir. Diz cerrahisi sirasinda eklem i¢i uygulanmasi IV uygulamayla
kiyaslandiginda, daha az sedasyona sebep olarak muhtemelen, o-2a reseptorlerinin
aktivasyonu, C ile A lifleri yoluyla sinir sinyallerinin iletiminin inhibisyonu ve ensefalin'in

lokal salinimiyla operasyonun ardindan analjeziyi artirmustir (57, 58).
2.4.2.5. Solunum sistemi iistiine etkileri

Deksmedetomidin’in solunum sistemi (stline etkileri ¢ok azdir. Sedasyon meydana
getiren konsantrasyonlarda bir dakikadaki solunum hizin1 disiiriir ve karbondioksit
yukselmesine sebep olur (54). Deksmedetomidin, normal duzeyinden 15 kat fazla dizeyde
yapilsa bile opioidlerden ayri sekilde, anlamli bir solunum depresyonuna sebep olmadan
hipnotik, analjezik ve sedatif etkilerini gosterebilir (56). Sevofluran ya da desfluranla spontan
ventilasyon anestezisi esnasinda deksmedetomidinin yapilmasi, endtidal karbondioksit tistiinde

hicbir etkiye sebep olmadigi goriilmiistiir (59).
2.4.2.6. Kardiyovaskiiler sistem iistiine etkileri

a2 agonist etkisinden kaynakli bradikardi ile hipotansiyon olmasi, deksmedetomidin’in
kardiyovaskdler sistem Ustiine etkisidir. Plaseboyla kiyaslandiginda, deksmedetomidin kalp
atim sayisinda dakikada 1-8 vuru ve sistolik kan basincinda yaklasik 7mmHg azalmaya sebep
olur (60). Hipertansif ile tasikardik vakalarda perioperatif evrede hemodinamik stabiliteyi
iyilestirmeye yardimci olur. Fakat, iletim bozuklugu olan konjestif kalp yetmezligi vakalarinda
ya da kalp debisi hiza bagli olan kisilerde negatif sonuclara neden olabilir. Y{iksek doz boluslar,
periferik alfa-2B vaskdler reseptorlerin birinci stimilasyonunun neticesinde hipertansiyon ile
bradikardi, sonrasinda merkezi sempatolizis ile kan basincinda azalma ile bifazik bir cevapla

neticelenebilir (56).
2.4.2.7. Metabolik etkiler

Alfa-2 agonistleri, olasilikla beynin hipotalamik termoregilator merkezindeki alfa-2B
reseptorlerindeki aktiviteleri sayesinde titremeyi distiriirler (61). Deksmedetomidin, kisinin

postoperatif titremenin neden oldugu rahatsizligini azaltmada, akut inme ya da hipoksik
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iskemik ensefalopati icin terap6tik hipotermiyi erteleyebilecek titremeyi kontrol etmede yararh
olabilir. Ayrica, gocuklarda terapotik hipotermi esnasinda deksmedetomidin, remifentanile

eklendiginde kalp hizinda azalma meydana geldigi goriilmiistiir (62).
2.4.2.8. Diger Sistemlere Etkileri

Gastrointestinal sivilarin sekresyonu, intestinal motilite ve salivasyon kismen o-2

adrenoseptorler araciligiyla diizenlenmektedir (63).

Deksmedetomidin, salivasyonu ve sekresyonlari azalttigi i¢in agiz kuruluguna neden
olmaktadir. Ayrica bagirsak motilitesinde azalmaya, atriyal natritiretik faktér salinimin
uyarilmasina, renin ve antidiiiretik hormon saliniminin inhibisyonuna, glomeriiler filtrasyonun

artmasina ve bobreklerden su ve tuz atiliminin artigina sebep olmaktadir (64).

Kaslar tizerinde néromuskiiler kavsakta etkisi olamamasina karsin, benzodiyazepinler
gibi santral etkisi bulunmaktadir. Opioidlerin yiiksek doz kullanimina bagli olusan kas

rijiditesini azaltirlar (65).

Yapilan son calismalarda sepsis gelismis hastalarda inflamatuar cevabi baskilayarak

mortaliteyi azalttig1 yoniinde veriler bulunmaktadir (66).

Deksmedetomidin  ve diger o2 agonistleri, muhtemelen beynin hipotalamik

termoregiilator merkezinde a2B reseptorlerini aktive etmeleriyle titremeyi bastirirlar (67)

Meperidin ve diisiik doz deksmedetomidinin birlikte kullanimi titreme esiginin

diistiriilmesinde additif etki gostermektedir (68).
2.4.2.9. Deksmedetomidinin Koruyucu Etkileri

Yan ve ark.’lar1 deksmedetomidinin, akciger hasari meydana getirilmis ratlarda
antioksidan mekanizmalarda gorev alan gen bolgelerine etki ederek bazi hiicresel sinyal
yolaklar1 vasitasiyla inflamatuar cevabi ve oksidatif stresi baskiladigini belirtmislerdir (69).
Insan mikroglia hiicreleri {izerinde yapilan bir bagka deneysel calismada, deksmedetomidinin
NLRP3 gibi gen bolgelerine etki ederek hucre ici sinyal yolaklar1 vasitasiyla inflamasyonu
engelledigini belirtilmistir (70). Wang ve ark., spinal kord hasar1 olusturulan ratlarda 50 pg/kg
dozda uygulanan deksmedetomidinin, Bcl-2 ekspresyonunu arttirnp TNF-alfa ve IL-1pB

ekspresyonunu azaltarak spinal kord dokusunda 6dem olusumunu 6nledigini belirtmislerdir ve
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spinal kord hasarinda terapotik amagh deksmedetomidin kullanmasinin faydali olacagini

vurgulamiglar (71).

Yine ratlar iizerinde yapilan bir bagka calismada, sepsis ile akut bobrek hasart meydana
getirildikten sonra ratlara verilen deksmedetomidinin proinflamatuar sitokinlerin uretilmesini

kisitlayarak bobrek dokusunda hasari azalttigi rapor edilmistir (72).

Benzer baska bir c¢alismada, travmatik beyin hasar1 meydana getirilen ratlarda
intravendz 15 pg/kg deksmedetomidinin beyinde Bcl-2 ve HSP-70 ekspresyonunu uyararak
ndronal apopitoz olusumunu onleyerek noroprotektif etki meydana getirdigini vurgulanmisdir

(64). 02 adrenerjik reseptor antagonisti olan atipamezol ile deksmedetomidinin tim etkileri

kolay bir sekilde geri dondiiriilebilmektedir. (Sekil 9) (74).
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Synapse Feedback
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Sekil 9. a- 2-adrenoseptor agonist reseptoriiniin deksmedetomidin iligkisi. (74)
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2.4.2.10. Yan Etkileri

Deksmedetomidin uygulamasi esnasinda siklikla meydana gelen yan etkiler; bradikardi,

hipertansiyon, hipotansiyon, hipoksi, agiz kurulugu ve bulantidir (64).
2.4.2.11. Kullamim Endikasyonlar1 ve Doz

Deksmedetomidin anestezi indiksiyonunda tek basina kullanilmaz iken anestezi

idamesinde ve postoperatif sedasyonda adjuvan ajan olarak kullanimi mimkundr (70).

Alfa-2 adrenoseptdr agonistlerinin analjezik, sedatif ve anksiyolitik 6zelliklerinden
dolay1 premedikasyon i¢in kullanilmaktadir. Klonidin ve deksmedetomidin bunlar icinde en
cok tercih edilenlerdir (76).

Hatta deksmedetomidin inflizyonunun diisiik dozlarda kullanilmas: bu 6zelliklere ek

olarak amnezik etki gosterdigi de bilinmektedir.

Deksmedetomidin, endotrakeal entiibasyon esnasinda meydana gelen hemodinamik
degisiklikleri azaltir, intraoperatif donem boyunca hemodinamik stabilite saglar, anestezi ve

analjezi ajanlarin kullanim miktarini azaltir (77).

Sevofluran ile kullaniminda MAK gereksinimini biiyiik oranda diisiirdiigli gosterilmistir
(78).

Operasyon baglamadan 15 dakika evvel 0,33 ila 0,67 pg/kg deksmedetomidin iv yolla
uygulandiginda etkili bir sedasyon meydana getirir ve endotrakeal entiibasyon esnasinda
olusacak hemodinamik degisiklikleri azaltir. Ancak ani gelisecek hemodinamik degisikliklerin
oniine gegmek icin iv bolus dozlar verilemez. Intravendz yolla verildiginde enjeksiyon en az
10-15 dakikada yapilmali, inflizyona devam edilecek ise bu zaman dilimindeki yukleme dozu
uygulanmasinin ardindan devam edilmelidir. infizyonlar 24 saat ile sinirlandirilmalidir. Daha
uzun silireli infizyon uygulamalar1 i¢in yeterli ¢alisma bulunmadigindan dolay:
onerilmemektedir. Yapilan pek ¢ok calismada postoperatif mekanik ventilasyon uygulama
gereksinimi olan hastalarda sedasyon saglamak amaci ile verilen propofole alternatif olarak
deksmedetomidin  Onerilmistir. Aynm1 zamanda birgok calismada sedasyon igin
deksmedetomidin uygulandiginda ventilatorden ayrilma (weaning) esnasinda hemodinamik

verilerin daha stabil oldugu gozlemlenmistir (79).
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Yikleme dozunun 1 pg/kg olarak intraoperatif sedasyon icin 10-15 dakikada
uygulanmast uygundur. Yiikleme dozunun pesinden 0,2-0,7 pg/kg/saat idame dozu
uygulanabilir (56). Alfa-2 adrenoseptor agonistlerinin analjezik, sedatif ve anksiyolitik
Ozelliklerinden dolay1 premedikasyon ig¢in kullanilmaktadir. Klonidin ve deksmedetomidin
bunlar icinde en cok tercih edilenlerdir (76). Hatta deksmedetomidin inflizyonunun diisiik

dozlarda kullanilmas1 bu 6zelliklere ek olarak amnezik etki gosterdigi de bilinmektedir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Etik Kurul Onay1 ve Bilimsel Arastirma Proje Destegi

Bu calisma, Tokat Gaziosmanpasa Universitesi (TOGU) Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu Baskanligi’nin 21.12.2022 tarih, 51879863-70 No’lu karar1 ile onay alindiktan sonra
TOGU Deney Hayvanlar1 Laboratuvari, Biyoteknoloji Boliimii Hiicre Kiiltiirii labotuvari,
Histoloji ve Embriyoloji laboratuvarinda gergeklestirildi. Tez projesi, Tokat Gaziosmanpasa

Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyonun’nca desteklendi.

3.2. Deney Hayvanlar

Calismaya 6 — 8 haftalik 250-350 gr agirlhigindaki, 28 adet Wistar albino cinsi erkek
ratlar dahil edildi. Ratlar arastirma baslangicina kadar oda sicakliginda (22-24°C), ortalama %
35 nisbi nemde, 12 saat aydinlik-12 saat karanlik ortamda tutulup, standart pellet yem ve su ile
beslenerek izlendi. Herhangi bir yem ve su kisitlamasina gidilmedi. Ratlar, her grupta 7' ser

adet olmak iizere toplamda dort gruba ayrildi.

3.3. Deney Gruplar1 ve Deneysel Yontem

Grup K (Kontrol Grubu) (n=7); insizyon yeri olusturulup, insizyon kenarlarina 3 ml izotonik
infiltre edilip sonrasinda 3/0 prolen ip ile suture edildi.

Grup B (Bupivakain Grubu) (n=7); Insizyon yeri olusturulup, insizyon kenarlarina 2mg/kg
3 ml olacak sekilde bupivakain infiltre edilip 3/0 prolen ip ile suture edildi.

Grup D (Deksmedetomidin Grubu) (n=7); Insizyon yeri olusturulup, insizyon kenarlaria
10 pg/kg deksmedetomidin 3 ml olacak sekilde insizyon kenarina infiltre edilip 3/0 prolen ip
ile suture edildi.

Grup B+D (Bupivakain + Deksmedetomidin Grubu) (n=7); Insizyon yeri olusturulup,
insizyon kenarlarina 2mg/kg 1,5ml bupivakain ve 10 pg/kg 1,5 ml deksmedetomidin toplamda
3 ml olacak sekilde infiltre edilip 3/0 prolen ip ile suture edildi.

Gruplardaki tiim ratlarin anestezisi intraperitoneal (ip) 50 mg/kg ketamin 1ile saglandi.
Gerektiginde ratlarin anestezi derinligini sabit tutmak icin idame ketamin (yar1 dozda, 25
mg/kg) refleks yanitlara (Cene ya da iskelet kas1 tonusu izlenmesi) bakilarak tekrarlandi. Ratlar
anestezi uygulamasindan sonra prone pozisyonda operasyon masasina sabitlendi. Sirt bolgesi

tyleri elektrikli tiras makinesi ile tiras edilerek temizlendi. Insizyon yapilacak saha povidon
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iyot ile silinip 2 dk beklendikten sonra steril gazli bez ile kurulandi. Her grup icin belirlenmis
olan solusyonlar insizyon boélgesine infiltre edildikten 2 dk sonra sonra steril sartlar altinda
delikli kompres konularak sirt bolgesinden orta hatta boyunca bistiiri ile 4 cm’lik cilt ve cilt alt1
bag dokusunu igeren longitudinal cerrahi kesi yapildi ve sonrasinda 3/0 prolen iplik ile cilt ve
cilt alt1 dokular karsilikli olarak birlestirildi. Islem sonrasinda agr1 kesici olarak igme suyu
yoluyla 30 mg/kg, 1-2 ml dozunda asetaminofen verildi. islemin herhangi bir asamasinda ve
islem sonrasinda antibiyotik verilmedi. Ratlar optimum yasam sartlarinda ayni ortamda ayni tiir
yiyecek ve su ihtiyaclari kargilanarak bariaklarda 8 giin tutuldu. Giinliik bir kez yara bakimlari
yapildi. Islem sonras: 8. giinde intraperitoneal ketamin ile anestezi altinda hayvanlar sakrifiye

edildi.

Sekil 10. Anestezi sonrasi sirt bolgesinin tiraglanmasi ve cildin povidon iyot ile boyanmasi

Sekil 11. Denegin steril ortiinmesi
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Sekil 12. Denegin sirt bolgesine longitudinal yonde 4 cm’lik cilt ve cilt alt1 bag dokusunu
igeren insizyon yapilmasi

Sekil 13. Kesi sonrasi cilt altt dokular karsilikli olarak birlestirildikten sonraki goriiniim

Butin ratlar 8. glintin sonunda sakrifiye edilip sirt kisminda insizyon yapilan sahadan
steril sartlarda 6*4 cm cilt, cilt alt1 dokusu serit seklinde ¢ikarildi. Materyalin 2 cm’lik kismi
ile histolojik inceleme, 1 cm’lik kismui ile dokuda hidroksiprolin, geriye kalan materyalle ( 1x1
cm? ) tensiyometri cihazi ile yara yerinin gerilim kuvveti hesaplandi. 0. Saatte alinan
intrakardiyak kan ile Tnf-alfa, interlokin 6 ve interlokin 10 dizeyleri RT-PCR yontemi ile
caligildi. Ek olarak dokulardaki hidroksiprolin seviyesinin analizi i¢in ELISA yontemi
kullanild.
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Sekil 15. Real Time Pcr Cihazi ( Analytic Jena qTower )

Sekil 16. Elisa sonuglarini gosteren preparat
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3.4. Ratlardan RNA eldesi

Ratlar sakrifiye edildikten sonra 0. Saatte intrakardiyak olarak kani alinip ettal tiipe
koyulduktan sonra RNA ile ilgili islemlerin yapilmasi i¢in soguk zincirle Gaziosmanpasa
Universite Hastanesi Biyoteknoloji Bolimii Hiicre Kiiltiirii labotuvarma getirildi. Kandan RNA
ekstraksiyonu islemi i¢in Spin kolon Favorgen RNA ekstraksiyon kiti kullanildi. Kite gore
yapilan islemler asagida adimlar halinde agiklanmis olup sekil 10°da is akis1 sematize edildi.
1-2,0 mI’lik santrifiij tiiptine 300 pl kan 6rnegi konulduktan sonra RL tampondan 1500 pl
eklenerek vortekslendi.

2- Karisim 10 dakika boyunca buz tzerinde inkiibe edildi. Kulugka sirasinda 2 kez kisaca
vortekslendi.

3-Inkiibasyon sonrasinda, beyaz kan hiicrelerinin pelleti olusturmak igin 2.800 g' de 1 dakika
boyunca santrifiijlendi ve supernatant ortamdan uzaklastirildi.

4-Hucre peletinin tGzerine tekrardan RL tampondan 600 pl eklenerek vortekslendi.

5- Tekrardan, beyaz kan hiicrelerinin pelleti olusturmak i¢in 2.800 g' de 1 dakika boyunca
santrifijlendi ve supernatant ortamdan uzaklastirildi.

6- Hucre pelletine 350 pl FARB Tamponu ve 3,5 pl B-Mercaptoetanol eklenerek, 1 dakika
boyunca kuvvetli bir sekilde vortekslendi.

7-Lizat Filtre Kolonuna aktarildi ve 2 dakika boyunca tam hizda (~18.000 xg) santriftijlendi.
8-Santrifiij sonrasi elde edilen berrak lizattan 350 pl alinarak steril bir ependorf tiipiinden 350
Ml %70’lik etanol ile vortekslenerek karigtirildi.

9-Elde edilen karisim bir FARB Mini Kolon yerlestirildi ve 18.000 g’de santriftjlendi.

10- Kolon altindaki toplama tiipli yenilendikten sonra kolona 500 pl Yikama Tamponu 1
eklendi ve18.000 g’de santriftjlendi.

11- Kolon altindaki toplama tiipii yenilendikten sonra kolona 750 pl Yikama Tamponu 2
eklendi ve18.000 g’de santrifujlendi.

12- 11. Adim tekrarlandi.

13- Kolon altindaki toplama tiipii yenilendikten sonra kolon tam hizda 3 dakika daha
santrifujlendi.

14- Son olarak, kolona 40 pl Rnase free su eklenerek 1 dakika inkiibasyon sonrasi santrifiij

islemi yapildi. Elde edilen RNA galismalar igin -80°C’de muhafaza edildi.
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Sekil 17. RNA eldesindeki yapilan islemlerin adim adim sematize olarak gosterimi
3.4.1. Total RNA’dan Revers Transkripsiyon ile Komplementer DNA (cDNA)
Sentezi
Her bir Ornekten izole edilen total RNA’dan tek zincirli cDNA, Iscript Revers
Transkriptaz Supermix ile yapildi.

Revers transkripsiyonun yapildigi reaksiyon kosullar1 Tablo 3’te verildi.

Tablo 3. Revers transkripsiyonun yapildigi reaksiyon kosullar

Reaksiyon bileseni Hacmi
Iscript RT Supermix 5ul
RNA 06rnegi 4 ul
Rnase-free su 19 ul
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Revers transkripsiyonun yapildigi termal kosullar Tablo 4’te verilmistir.

Tablo 4. Revers transkripsiyonun yapildigi termal kosullar

Islem ad Sicakhk Sure
Primming 25°C 5 dakika
RT 46°C 20 dakika
Inactivasyon 95°C 1 dakika

RNA’nin ¢cDNA’ya donistiiriildiigii bu islem Biorad 100 T PCR cihaz1 yardimi ile
yapilmistir.

3.4.2. Ger¢ek zamanh kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu (Real Time-PCR, RT-
gPCR)

Gergek zamanli kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu, gTOWER3G Real-Time PCR
Thermocycler’da gergeklestirildi. Bu yontem gen ekspresyonu analizlerinin yapilabildigi hizli
ve hassas bir yontemdir. Bu ¢alismada, RT-gPCR analizlerinde ¢ift iplikli DNA’ya baglanarak
1s1ma yapan EvaGreen boyasi kullanildi. EvaGreen, PCR i¢in daha az inhibe edici ve SYBR
Green ile kiyaslandiginda daha az toksik olan, ¢ift sarmallt DNA baglayici bir boyadir. Serbest
halde sulu ¢dzelti icerisinde zayif bir floresan olan bu boya ¢ift sarmalli DNA ile baglandiginda
oldukga floresan hale gelmektedir. Arastirma amagh yapilan g¢alismalarda kullanilir. Bu
caligmada, miktar tayini igin goreceli kantifikasyon (relative quantification) yapildi. Kantitatif
Gergek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-qPCR), gen ekspresyon seviyesini 6lgmek
igin goreceli bir miktar tayini olarak kullanilir. Primer olarak tablo 5°te verilen
proinflamatuar(TNF-a ve IL-6) ve antiinflamatuar (IL10) ve referans (housekeeping) gen
olarak B-Aktin kullanildi (80, 81).
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Tablo 5. Real time PCR ig¢in kullanilan primer diziler (80, 81)

Primer Adi Primer Dizisi (5°----- 3%)

R-IL6-F TCCTACCCCAACTTCCAATGCTC
R-IL6-R TTGGATGGTCTTGGTCCTTAGCC
R-1L10-F CACTGCTGTCCGTTCTCC

R-IL10-R GCTCTTCCTTCTTACCCTCA
R-TNFa-F AAATGGGCTCCCTCTCATCAGTTC
R-TNFa-R TCTGCTTGGTGGTTTGCTACGAC

R-Beta Actin-F

CATTGCTGACAGGATGCAGA-AGG

R-Beta Actin-R

TGCTGGAAGGTGGACAGTGAGG

PCR reaksiyonu icin Tablo 6’da belirtilen bilesenler Real-Time PCR cihazinda
kullanilan 6zel seffaf diiz kapakli PCR tiipleri igerisinde kabarcik olmamasina dikkat edilerek
karistirilip ve cihaza yerlestirildi. Baslangi¢ denatiirasyonu 94°C’de 3 dakika ve bunu takiben
toplam 40 dongii; 94 °C’de 30 saniye denatiirasyon, 56 °C’de 30 saniye baglanma ve 72 °C’de
1 dakika zincir uzamasi gergeklesecek sekilde PCR programi qTOWER3G Real-Time PCR
cihazinda olusturuldu. Ek olarak, reaksiyon sonrasinda Ct hesaplanmasi qTOWER3G Real-

Time PCR cihazinin programinda bulunan otomatik esik degeri ile yapildi.

Tablo 6. PCR reaksiyonu i¢in gerekli bilesenler

Reaksiyon bileseni Hacmi
Primer F 2 ul
Primer R 2 ul
10X Taq DNA polimeraz tamponu 2 ul
dNTP 0,4 ul
25 mM MgCl» 1,6 ul
Evagreen(20 X) 1

Taq DNA polimeraz 0,25 ul
Su 4,75 ul
cDNA 6 ul
Toplam Hacim 20 ul
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Real time PCR (RT-PCR), gen ifadesini 6lgmek igin giiglii bir aragtir. Gergek zamanli
PCR i¢in kantitatif son nokta esik dongiistidiir (CT). CT, raportdr boyanin floresan sinyalinin
keyfi olarak yerlestirilmis bir esigi gectigi PCR dongiisii olarak tanimlanir. Verilerin CT olarak
sunulmasiyla PCR'nin amplifikasyonun {istel asamasinda olmasi saglanir. CT'nin sayisal
degeri, reaksiyondaki amplikon miktariyla ters iligkilidir (yani CT ne kadar diisiikse amplikon

miktar1 o kadar fazla olur) (Sekil 18). (82).
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Veriler tipik bir gercek zamanli PCR ¢ikisindan sunulur. PCR 40 déngii boyunca ¢alistirildi.
Egrinin esigi (yatay kirmizi ¢izgi) kesistigi nokta CT'dir. Bu 6rnekteki CT 22.5'tir.

Sekil 18. Real Time Pcr Cihazi ¢iktist ve CT hesaplanmasi’nin sematik gosterimi (82)

3.4.3. mRNA Ekspresyon Diizeylerinin 2-AACT Analiz Yontemine Gore Hesaplanmasi

Real-time PCR ile elde edilen amplifikasyon drunlerinin kantifikasyonu igin
“Komperatif AACT” yontemi kullanildi. AACT degeri; PCR {iriinlerinin miktarindaki 6nemli
artisin oldugu ilk dongiiyii ifade etmektedir. Kalibrator olarak referans genden ve karsilastirma
yapabilmek i¢in kontrol grubundan yararlanildi. Hedef genin bir control gene (B-Aktin) gore
relatif ekspresyonuna bakildi. Bu yontem diisiik yogunlukta sentezlenen genlerin ekspresyon

caligmalari i¢in cok uygun bir yontemdir. Hesaplama yaparken asagidaki denklemler kullanildi:
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Kontrol ACt = Kontrol Ct(gen) — Kontrol Ct(Beta Actin)
Ornek ACT = Ornek Ct(gen) — Ornek Ct(Beta Actin)
AACT = [(Ornek ACT)ort. — (Kontrol ACT)ort.]

Hedef gen mRNA miktar1 = 2"AACT

PCR eksponansiyel bir siire¢ oldugundan degisim 2’nin iistel fonksiyonu seklinde ifade
edilmektedir. Kontrol i¢in elde edilen AACT degerleri yaklasik olarak “0” oldugu 2 AACT i¢in
degerleri “1” dir. Elde ettigimiz sonug¢ ilgilendigimiz hedef genin 6rnek grubundaki
ekspresyonunun kontrole gore relatif miktaridir. Bir oranti ifadesi oldugundan birim igermez.
Kontrole gore Ornekteki hedef genin ekspresyonunun ka¢ kat arttiini veya azaldigini

gOstermektedir (82).

Tablo 7. ELISA ve RT-PCR igin kullanilan kimyasal malzemeler

Katalog No Marka Malzeme Adi

ELK8687 ELK Biotechnology Hidroksiprolin ELISA
Kiti (sigan)

ELISA W09-01-50 A.B.T. Laboratory Industry BCA Protein Assay

Kit

HY-K0011 MCE-MedChemExpress Protease Inhibitor
Cocktail

FABRK 001- | Favorgen Kandan RNA

2 Izolasyon Kiti

170-8840 Biorad- iScript Reverse Transcription
Supermix for RT-

RT-PCR gPCR
EP0401 Thermo Tagq DNA polymerase
R0193 Sigma-ThermoFisher dNTP mix
Scientific
31000 Biotum EvaGreen Dye

Hidroksiprolin  ELISA  testi, A.B.T Laboratory Industry firmasmmin Rat
Hyp(Hydroxyproline) ELISA Kitlerinde firmanin belirttigi protokol ile yapildi.

3.5. Histopatolojik Degerlendirme

Histolojik ~degerlendirme, TOGU Histoloji ve Embriyoloji laboratuvarinda
gergeklestirildi. Dokular histokimyasal teknikler uygulamak i¢in Oncelikle %10luk
formaldehit ¢ozeltisinde tespit edildikten sonra dokudan formaldehiti uzaklastirabilmek igin
akar su altinda 6-8 saat yikandi. Yikama isleminden sonra dereceli yiikselen alkol serilerinde

%70’lik alkolde 24 saat, %80 ve %90’lik alkolde ise 6-12 saat bekletildi. Takiben %100’lik
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alkolde 1 saat bekletilen dokular, takiben tc¢lu ksilen serilerinin her birinde 10 dakika ksilenle
muamele edilip seffaflastirildi. Dokudaki ksileni uzaklastirabilmek igin ise dokular son olarak
ticlii parafin serisinde birer saat bekletilip temiz parafine gbmme uygulandi. Parafin igerisine
gomilii olan dokulardan mikrotom ile alinan 5 mikronluk kesitler lamlara toplandi ve bir gece
56°C’ da inkube edildi.

Dokularin  genel morfolojik yapisin1 incelemek, akut inflamasyonu, kronik
inflamasyonu ve dokuda gorilen 6demi histokimyasal skorlama yontemi ile
degerlendirebilmek amaci ile teknik olarak Hematoksilen Eozin (H&E) boyama yontemi
kullanildi. Kesitlerin {izerine alindig1 lamlar, lam tizerindeki kesitlerin i¢erisinde ve ¢evresinde
yer alan parafinin uzaklastirilabilmesi i¢in {i¢ kez her biri 10 dakika olmak iizere ksilende
bekletildi. Daha sonra ksileni uzaklastirabilmek igin dereceli yiikselen alkol serilerinde (%70,
%80, %90, %100) 5’er dakika bekletilerek dehidrate edildi. Suya indirilen dokular {izerine
cekirdek boyamasi i¢in 6 dakika hematoksilen uygulandi. Distile suda yikanan preparatlar 3
dakika sitoplazmik boyanma icin eozin icerisinde bekletildikten sonra fazla boyanin
uzaklastirilabilmesi i¢in distile suda yikandi. Boyanmis preparatlart dehidrate etmek i¢in %70
ve %80’lik alkollerde 1’er dakika, %90 ve %100’liik alkollerde ise 2’ser dakika bekletildikten
sonra seffaflastirmak i¢in 3 kez 5’er dakika ksilende bekletildi. Son olarak ksilenden ¢ikarilan
preparatlar entellan ve lamel ile kapatildi. Takiben preparatlar akut inflamasyonu, kronik
inflamasyonu ve de 6demi degerlendirebilmek i¢in Nikon microscope (Nikon Eclipse 200) ile
incelendi. Akut inflamasyon, kronik inflamasyon ve 6demi degerlendirmek igin 0 (yok), +1
(hafif), +2 (orta), +3(siddetli) olmak iizere skorlama yapildi.

Dokularda gruplar arasindaki vaskiilarizasyon derecesinin farkliligini1 saptayabilmek
icin skar bolgesinde var olan vaskiiler yapilarin sayimini yapmak, herbir grupta skar bolgesinde
var olan fibroblast hiicrelerinin sayimini yapmak, dokularda olusan fibréz skar bdlgenin alanini
belirleyebilmek, skar bolgesinde ve de periferinde yer alan epitel kalinligin1 6lgebilmek i¢in ise
teknik olarak Modifiye Masson Trikrom boyama yontemi kullanildi. Kesitlerin iizerine alindigi
lamlar, lam iizerindeki kesitlerin igerisinde ve ¢evresinde yer alan parafinin uzaklastirilabilmesi
icin ¢ kez her biri 10 dakika olmak uzere ksilende bekletildi. Daha sonra ksileni
uzaklastirabilmek igin dereceli yiikselen alkol serilerinde (%70, %80, %90, %100) 5’er dakika
bekletilerek dehidrate edildi. Suya indirilen dokular iizerine ¢ekirdek boyamasi igin Weighert’s
Demirli Hematoksilende 20 dakika bekletildi. Takiben distile suda hizlica yikandi ve de fazla
¢ekirdek boyanmasini elemine edebilmek i¢in %1°lik asit-alkol igerisinde diferansiye edildi.
Distile suda yikanan preparatlar sitoplazmik ve kas boyanmasi i¢in 5 dakika Ponceu Fuchsin

icerisinde 5 dakika boyandi. Distile suda yikanan preparatlar bag doku kompanentlerinin,
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ozellikle kolajenlerin boyanabilmesi icin Oncelikle fosfotungustik asit icerisinde 30 dakika
diferansiye edildi. Kolajen liflerin tamamen beyazlastig1 mikroskop altinda gozlendikten sonra
preparatlar Metil Blue boyasi ile 5 dakika muamele edildi ve distile suda yikandi. Boyanmis
preparatlar1 dehidrate etmek icin %70 ve %80’lik alkollerde 1’er dakika, %90 ve %100’lik
alkollerde ise 2’ser dakika bekletildikten sonra seffaflastirmak icin 3 kez 5’er dakika ksilende
bekletildi. Son olarak ksilenden c¢ikarilan preparatlar entellan ve lamel ile kapatildi. Takiben
preparatlar vaskilarizasyon, kolejenizasyon, epitelizasyon ve fibrotik skar dokusunu
degerlendirebilmek i¢in Nikon mikroskop (Nikon Eclipse 200) ile incelendi. Ayrica 6l¢timleri
yapabilmek icin ise The Nikon NIS-Elements yazilimi kullanildi.

Vaskiilarizasyonun gruplar arasindaki farkini degerlendirebilmek icin skar bolgesinde
var olan vaskiiler yapilarin sayimi yapildi. Fibrotik skar dokusunun gruplar arasindaki
farkliligini1 kantitatif olarak ortaya koyabilmek icin ise her dokudaki fibroz skar dokunun alani
The Nikon NIS-Elements yardimu ile 6l¢iildii. Bu bolgelerdeki tiim fibroblast hiicreleri ve yine
skar doku hattinda birim alana diigen fibroblast sayis1 The Nikon NIS-Elements ile sayildi. Skar
dokusunda ve hemen yakin periferinde yer alan dokulara ait epitel kalinlig1 farkli bolgelerden

Olctimler yapilarak ortalamalar1 alindi.

3.6. Istatistiksel Degerlendirme

Calismada elde edilen veriler degerlendirilirken, istatistiksel analizler igin "Statistical

Package for Social Sciences for Windows 26.0" (SPSS) programi kullanildi.

Calisma verileri degerlendirilirken normal dagilima uygunluk Shapiro-Wilk testi,
basiklik-¢arpiklik (skewness- kurtosis) ve grafiksel yontemler (histogram, Q-Q Plot, Stem and
Leaf, Boxplot) ile degerlendirildi. Verilerin normal dagilima uygun olmadigi saptandi.
Tanimlayici istatistikler stirekli degiskenler igin frekans, ylizde, medyan, min-max seklinde
verildi. Gruplarin karsilastirilmasi igin Mann Whitney U Testi ve Kruskal Wallis Testi
kullanildi. Fark bulunan durumlarda farkliligin kaynagimi bulmak icin Bofferroni diizeltmesi
uygulandi ve ikili kargilastirmalarda p<0,01 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Bulgular
%95 giiven araliginda degerlendirildi. Ikili karsilastirmalar disindaki tim analizler igin

anlamlilik diizeyi, p<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Immiinokimyasal Bulgular

Arastirmaya 6 — 8 haftalik 250-350 gr agirhigindaki, 28 adet Wistar albina cinsi erkek
ratlar dahil edildi. Her grupta 7 rat olacak sekilde 4 grup olusturuldu (Tablo 8). Arastirmadaki
4 gruptaki (Kontrol Grubu, Bupivakain Grubu, Deksmedetomidin Grubu, Bupivakain +
Deksmedetomidin Grubu) ratlardan alinan doku 6rnekleri, Real Time-Pcr cihazi kullanilarak

TNF-a, Beta-actin, IL-6 ve IL-10 diizeyleri agisindan incelendi.

Tablo 8. Ratlarin gruplara gére dagilimi

Grup n=28 %
Kontrol (K) 7 25,0
Bupivakain (B) 7 25,0
Deksmedetomidin (D) 7 25,0
Bupivakain + 7 25,0
Deksmedetomidin (B + D)
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Tablo 9. Real Time Pcr Cihazi ile edilen dokulardaki TNF- a, IL-6, ve 1L-10 Ct degerleri

TNF- a

Ornek No K B D B+D
1 20,39 24,85 23,4 21,07
2 16,65 25,92 21,54 21,88
3 30,06 26,8 19,82 25,34
4 19,33 22,23 20,6 24,03
5 24,51 23,11 22,71 21,05
6 22,67 25,9 18,86 18,6

7 17,47 19,38 18,28 22,43

IL-6
Ornek No K B D B+D
1 17,98 22,03 19,98 17,44
2 15,97 19,31 16,18 17,07
3 28,14 26,96 15,24 20,28
4 16,26 20,24 17,65 24,43
5 18,44 20,54 19,25 19,74
6 18,58 22,43 16,75 16,85
7 16,7 17,6 15,55 20,51
1L-10
Ornek No K B D B+D
1 19,63 21,64 21,33 18,98
2 18,95 19,87 18,13 19,81
3 23,04 24,59 16,51 20,55
4 19,13 21,21 17,97 21,48
5 19,92 21,09 18,76 20,12
6 19,86 22,08 17,92 17,13
7 19,26 19,32 16,1 19,76
Beta-Actin

Ornek No K B D B+D
1 17,69 18,2 19,43 17,87
2 17,96 18,06 17,47 17,44
3 20,96 22,04 17,39 18,41
4 18,42 17,85 17,1 20,14
5 18,63 19,21 18,08 17,85
6 17,64 18,58 17,64 17,03
7 17,85 17,37 17,23 17,72
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Nicel ger¢ek zamanli PCR verilerini sunmanin bir bagka yontemi de karsilastirmali CT
yontemidir. Karsilastirmali CT yontemi, PCR'nin verimliliginin 1'e yakin olmasi ve hedef genin
PCR verimliliginin i¢ kontrol genine benzer olmasi da dahil olmak iizere cesitli varsayimlar
yapar. Karsilastirmali CT yonteminin avantajlar arasinda kullanim kolaylig1 ve verileri ifadede
“kat degisimi” olarak sunma yetenegi yer alir. Bu sekilde veriler, “tedavi edilmeyen kontrol

ile karsilastirildiginda, tedavi edilen numunedeki i¢c kontrole gore ilgilenilen genin ifadesi”

6.0

olarak yorumlanabilir

225

1.50

0.0

Kontro

gg vk

ksmedet)

B+D

Sekil 19. Gruplara gre TNF- a geninin 2°4CT diizeylerinin grafiksel gosterimi.

Kruskal Wallis Analizi, p =0,2645*

Gruplar arast yapilan karsilastirmada; TNF- o gen ekspresyonu acgisindan gruplar

arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigi saptanmistir (Tablo 10).

Tablo 10. TNF- a gen ekspresyonunun (244€T) verileri

B

D

B+D

0,15697116

2,0139111

0,233489337
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Sekil 20. Gruplara gore IL-6 geninin 2°2CT diizeylerinin grafiksel gosterimi

Kruskal Wallis Analizi, p =0,02964*

IL-6 gen ekspresyonu degerleri ikili gruplar seklinde karsilastirildiginda,
Deksmedetomidin grubu ile Bupivakain grubu ile arasinda anlamli bir fark oldugu saptanmistir
(p=0.01) (Tablo 11).

Tablo 11. IL-6 gen ekspresyonunun (2"22¢T) ikili gruplar seklinde karsilastirilmasi

p deger K B D B+D

K 0,05528 1 0,2502
B 0,05528 0,007226* 0,3067
D 1 0,007226* 0,05502
B+D 0,2502 0,3067 0,05502

Mann-Whithey U analizi ile gruplarin ikili karsilastirmasi.
Bonferroni Dizeltmesi, p<0,01
*[statistiksel olarak anlamlilik
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Tablo 12. IL-6 gen ekspresyonunun (222€T) verileri

B D B+D
0,237218053 1,968562964 0,335476988
IL-6

2,5
H
E 1,5
| =
9
E 1
=
T
w 0,5

i B a
K B D B+D
‘ HIL-6 1 0,237218053 1,968562964 0,335476988

Sekil 21. Gruplardaki IL-6 gen ekspresyonu kat degisiminin ( 222¢T ) sematik gosterimi
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K B D B+D
Sekil 22. Gruplara gore 1L-10 geninin 22¢T dizeylerinin grafiksel gosterimi

Kruskal Wallis Analizi, p =0,0001*

IL-10 gen ekspresyonu degerleri ikili gruplar seklinde karsilastirildiginda, tiim gruplarin
birbiriyle anlaml bir fark olusturdugu saptanmistir (p=0,01) (Tablo 13).

Tablo 13. 1L-10 gen ekspresyonunun (2"24€T) ikili gruplar seklinde karsilastiriimasi

p deger K B D B+D
K 0,0015* 0,0011* 0,0028*
B 0,0015* 0,0003* 0,0011*
D 0,0011* 0,0003* 0,0016*
B+D 0,0028* 0,0011* 0,0016*

Mann-Whithey U analizi ile gruplarin ikili karsilastirmasi.
Bonferroni Diizeltmesi, p<0,01
*[statistiksel olarak anlamlilik
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Tablo 14. IL-10 gen ekspresyonunun (222€T) verileri

B D B+D

0,490195503 1,824046941 1,286232704

IL-10

28]

=
-]

‘_h.l-ll
[

o
=

IL-10 ekspiresyon seviyesi (Kat)
o =
™ W0 =

K B D B+D

| = L-10 1 0,490195305 1824046541 1,286232704

Sekil 23. Gruplardaki I1L-10 gen ekspresyonu kat degisiminin ( 2"42CT) sematik gosterimi
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Gruplar arasi yapilan karsilastirmada; tensiyometri sonuglar1 agisindan gruplar

arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu saptanmistir (p=0,0001) (Tablo 15).

Tablo 15. Gruplarin Tensiyometri Sonuglarina Gére Karsilastirilmas: ( kg/cm?2)

K(n=7) B(n=7) D (n=7) B+D(n=7) P degeri
Median Median Median Median

(min-max ) (min-max ) (min-max ) (min-max )

1,48 0,98 2,34 1,96 <0,0001*
(1,29-1,70) (0,84-1,07) (2,96-2,04) (1,79-2,11)

Veriler median ( min- max ) olarak sunulmustur
Kruskal Wallis Analizi
*Istatistiksel olarak anlamlilik

Tensiyometri sonuglari ikili gruplar seklinde karsilastirildiginda, 4 grubun da birbiriyle

anlamli bir fark olusturdugu saptanmistir (p<<0,01) (Tablo 16).

Tablo 16. Tensiyometri sonuglarinin ikili gruplar seklinde karsilastirilmasi

p deger K B D B+D
K 0,002* 0,002* 0,002*
B 0,002* 0,002* 0,002*
D 0,002* 0,002* 0,005*
B+D 0,002* 0,002* 0,005*

Mann-Whithey U analizi ile gruplarin ikili karsilastirmas.
Bonferroni Diizeltmesi, p<0,01
*[statistiksel olarak anlamlilik
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Sekil 24. Rat Hyp (Hidroksiprolin) ELISA Kit proseddiriine gore cizilen grafik

Rat Hyp (Hydroxyproline) ELISA Kit prosediiriine gore yukaridaki standart grafik
cizildi. Siganlardan alinan deri 6rneklerinden yapilan ELISA testinde elde edilen OD degerleri

kullanilarak bu standart grafige gore konsantrasyon hesaplamalar1 yapildi. Veriler asagidaki

tabloya islendi.

Gruplar arasi yapilan karsilastirmada; hidroksiprolin konsantrasyonu agisindan gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmistir (p=0,0001) (Tablo 17).

0.5

2.5 3
oD

3.5 4 4.5

Tablo 17. Gruplarin Hidroksiprolin Konsantrasyonlarina Goére Karsilastirilmast ( ng/ml)

(0,006-6,969)

(0,022-1,373)

(0,612-14,704)

(0,033-10,751)

K (n=7) B (n=7) D (n=7) B+D (n=7)
Median Median Median Median P degeri
(min-max ) (min-max ) (min-max ) (min-max )
1,374 0,127 3,271 1,371
<0,0001*

Veriler median ( min- max ) olarak sunulmustur
Kruskal Wallis Analizi
*Istatistiksel olarak anlamlilik
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ELISA testinde elde edilen hidroksiprolin konsantrasyonlar1 ikili gruplar seklinde

karsilastirildiginda, 4 grubun da birbiriyle anlamli bir fark olusturdugu saptanmistir (p<0,01)

(Tablo 18).

Tablo 18. Hidroksiprolin konsantrasyonunun ikili gruplar seklinde karsilastiriimasi

p deger K B D B+D
K 0,002* 0,002* 0,002*
B 0,002* 0,002* 0,002*
D 0,002* 0,002* 0,005*
B+D 0,002* 0,002* 0,005*

Mann-Whithey U analizi ile gruplarin ikili karsilagtirmasi.
Bonferroni Diizeltmesi, p<0,01
* Istatistiksel olarak anlamlilik

Gruplar arasi yapilan karsilastirmada; fibroblast sayisi agisindan gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmustir (p=0,0001). (Tablo 19).

Tablo 19. Gruplarin fibroblast sayilarina gore karsilagtirilmasi ( adet )

K (n=7) B (n=7) D (n=7) B+D (n=7)
Median Median Median Median P degeri
(min-max ) (min-max ) (min-max ) (min-max )
1024 614 1529 861
<0,0001*
(827-1185) (567-917) (1249-1917) (785-903)

Veriler median ( min- max ) olarak sunulmustur
Kruskal Wallis Analizi
*Istatistiksel olarak anlamlilik
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Histopatolojik incelemede fibroblast sayilar1 ikili gruplar seklinde karsilastirildiginda,

deksmedetomidin grubu tiim gruplarla, kontol grubu ise bupivakain grubu ile aralarinda

anlamli farklilik saptanmistir. (p<0,01) (Tablo 20).

Tablo 20. Fibroblast sayilarinin ikili gruplar seklinde karsilastiriimasi

p deger K B D B+D
K 0,009* 0,002* 0,035
B 0,009* 0,002* 0,180
D 0,002* 0,002* 0,002*
B+D 0,035 0,180 0,002*

Mann-Whithey U analizi ile gruplarin ikili karsilastirmasi, Bonferroni Diizeltmesi, p<0,01
*[statistiksel olarak anlamlilik

Yara iyilesmesi siirecinde kolajen liretimininden sorumlu hiicreler olan fibroblastlarin

kontrol grubunda ve de ilag verilen gruplarda rejenerasyon durumunu degerlendirmek amaci

ile hematoksilen eozin ile boyanan preparatlar mikroskobun 40x buytitmesi ile fibroblastlar tek

tek sayilarak hesaplandi.

Daha sonra fibroblastlarin da i¢inde bulundugu graniilasyon

dokusunu temsil eden fibrotik skar alan hesaplamasi mikroskobun 4X biiyiitmesi ile

mikrometre kare cinsinden alan hesabi yapilarak yapildi. Bu veriler sonucunda 1 mikrometre

kare basina diisen fibroblast miktar1 hesaplanip karsilagtirma yapildi (Sekil 25, 26).
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Sekil 25. Gruplar arasinda fibroz skar doku alaninin degerlendirilmesi degerlendirilmesi:

A: Kontrol B: Bupivakain C: Deksmedetomidin D: Bupivakain+Deksmedetomidin Bar:

50um
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Sekil 26. Gruplar arasinda fibroz skar doku alaninin degerlendirilmesi:

A:Bupivakain B:Bupivakain+Deksmedetomidin: Bupivakaine maruz kalan yara bélgesinde
olusan fibroz skar dokusunun alaninin dikkat c¢ekici bir sekilde arttigi gézlenmektedir (A).
Bupivakaint+Deksmedetomidin verilen grupta ise fibrotik skar alaninin genis olmasina ragmen
bu alan igerisinde sik sik rejenere olan epitel ve altindaki bag dokunun varligr dikkat
cekmektedir (B). Fibrotik alan icerisinde iyilesme alanlar1 olarak degerlendirdigimiz kolajen
liflerin hakim oldugu alanlarda kolajen lif demetlerinin periferde yer alan kolajen Iif
demetlerine gore daha yogun ve kalin olmasi da bu alanlarin iyilesmekte olan alanlar1 temsil

ettigini gostermektedir (yildiz) Bar: 50pum
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Fibroz skar alanmi i¢in, hematoksilen eozin ile boyanan preparatlar mikroskobun 4x

biliyiitmesi ile alan Olglimii yapildi. Yapilan alan Ol¢liimii mikrometre kare biriminden

hesaplandi.

Gruplar aras1 yapilan karsilastirmada; fibr6z skar alami agisindan gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmistir (p=0,0001) (Tablo 21).

Tablo 21. Gruplarin Fibroz skar Alanina Gore Karsilastiriimasi ( um?)

K (n=7) B (n=7) D (n=7) B+D (n=7)

Median Median Median Median P degeri
(min-max ) (min-max ) (min-max ) (min-max )

188585,0 863690,0 177507,0 393373,0

(110815- (702628- (133710- (261346- <0,0001

310573) 1347804) 294872) 737934)

Veriler median ( min- max ) olarak sunulmustur
Kruskal Wallis Analizi
*{statistiksel olarak anlamlilik

Histopatolojik incelemede fibroz skar alanmi ikili gruplar seklinde karsilastirildiginda,

kontrol ve deksmedetomidin gruplar1 arasindaki ikili gruplar karsilastirilmas: hari¢ diger

gruplar aralarinda anlamli bir fark olusturdugu saptanmistir (p<<0,01) (Tablo 22).

Tablo 22. Fibroz skar alaninin ikili gruplar seklinde karsilastiriimasi

p deger K B D B+D
K 0,002* 0,565 0,004*
B 0,002* 0,002* 0,004*
D 0,565 0,002* 0,003*
B+D 0,004* 0,004* 0,003*

Mann-Whithey U analizi ile gruplarin ikili karsilastirmasi,
Bonferroni Dizeltmesi, p<0,01
*[statistiksel olarak anlamlilik
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Gruplar arast yapilan karsilastirmada; fibroblast sayisi / fibr0z skar alani agisindan

gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmistir (p=0,0001) (Tablo 23).

Tablo 23. Gruplarin fibroblast sayisi / fibrz skar alanina gore karsilastirilmasi ( adet/ pmz2)

K (n=7) B (n=7) D (n=7) B+D (n=7)
Median Median Median Median P degeri
(min-max ) (min-max ) (min-max ) (min-max )
0,005 0,0008 0,009 0,002
<0,0001*
(0,002-0,009) (0,0004-0,001) (0,004-0,01) (0,001-0,003)

Veriler median ( min- max ) olarak sunulmustur
Kruskal Wallis Analizi
*Istatistiksel olarak anlamlilik

Histopatolojik incelemede fibroblast sayis1 / fibroz skar alani ikili gruplar seklinde

karsilastirildiginda, 4 grubun da birbiriyle anlamli bir fark olusturdugu saptanmistir (p<0,01)

(Tablo 24).

Tablo 24. Fibroblast sayist / fibroz skar alani ikili gruplar seklinde karsilastirilmast

p deger K B D B+D
K 0,001* 0,003* 0,003*
B 0,001* 0,001* 0,003*
D 0,003* 0,001* 0,002*
B+D 0,003* 0,003* 0,002*

Mann-Whithey U analizi ile gruplarin ikili karsilagtirmasi

Bonferroni Dizeltmesi, p<0,01
*statistiksel olarak anlamlilik
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Epitel kalinliginin degerlendirilmesinde, ¢l boyama ile boyanan preparatlarda 10x
bilylitme yapilarak bakildi. Uclii boyama ile boyanan preparatlar mikroskobun 10x bilytitmesi

ile mikrometre cinsinden uzunluk hesab1 yapilarak bulundu (Sekil 27, 28).
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Sekil 27. Gruplar arasinda epitel doku kalinlik farkliliklarinin degerlendirilmesi:

A: Kontrol B: Bupivakain C: Deksmedetomidin D: Bupivakain+Deksmedetomidin Bar:

50um
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Sekil 28. Gruplar arasinda ep1tel doku kalinlik farkliliklarinin degerlendmlmem

A: Kontrol B: Bupivakain C: Deksmedetomidin D: Bupivakain+Deksmedetomidin: Kontrol
grubunda epitel kalinliligmin skar bolgesi ile smirlt kaldigr gozlenirken (A) Bupivakain
grubunda epitel kalinliginin skar bolgesinin yakin periferinde de arttigi dikkat ¢ekmektedir
(yildiz). Deksmedetomidin grubunda ise diger gruplara gére minimal derecede artan epitel
kalinliginin sadece skar bolgesinde oldugu gozlenmistir. Bupivakain ve deksmedetomidinin
birlikte verildigi grupta ise epitel kalinliginin deksmedetomidin grubunda fibrotik skar
dokusunun azalmasina ragmen anlamli bir sekilde arttig1 dikkati cekmektedir (yildiz). Bar:
50um
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Gruplar aras1 yapilan karsilagtirmada; epitel kalinligr agisindan gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmistir (p=0,0031) (Tablo 25).

Tablo 25. Gruplarin epitel kalinligina gore karsilagtirilmasi ( um)

K (n=7) B (n=7) D (n=7) B+D (n=7)
Median Median Median Median P degeri
(min-max ) (min-max ) (min-max ) (min-max )
113,5 153,2 91,5 128,4
0,0031*
(64,9-141,6) (84,8-213,3) (66,9-123,1) (121,2-161,7)

Veriler median ( min- max ) olarak sunulmustur
Kruskal Wallis Analizi
*Istatistiksel olarak anlamlilik

Hematoksilen eozin ile boyanan preparatlar 10x blyttmeyle 6demi, 100x biyltmeyle

kronik ve akut inflamasyonu asagida verilen parametrelerle semi kantitatif yontemle skorladik.

0: yok, 1:hafif, 2:orta, 3:siddetli (Tablo 26).
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Tablo 26. Gruplardaki ratlarin hiicre 6demi, kronik inflamasyon ve akut inflamasyon

puanlarinin dagilimi

Odem

Kronik

inflamasyon

Akut inflamasyon

K1

K2

K3

K4

K5

K6

K7

Bl

B2

B3

B4

BS

B6

B7

D1

D2

D3

D4

D5

D6

D7

B+D 1

B+D 2

B+D 3

B+D 4

B+D 5

B+D 6

B+D 7

N| P N N N P PP RPN N O N W N N W W W PP P O PN

RN P WO N RN R R R R RPN R WO W N W W W NN R R PR W w

R R o N k| o k| O R R R O Rk O w w R N R W R R R R R R R e
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Tablo 27. Gruplardaki hiicre 6demi puanlarinin ylzde dagilimi

0 1 2 3

14% 72% 14% 0%
B 0% 14% 43% 43%

14% 58% 28% 0%
B+D 0% 72% 28% 0%

Sekil 29. Gruplar arasinda dokularda olugsan 6demin degerlendirilmesi:

A: Kontrol: Kontrol grubunda genel olarak sadece papiller dermiste, vaskiilarizasyonun oldugu
bolgelerde hafif 6dem olusumu gozlendi B: Bupivakain: Bu grupta ise 6dem granilasyon
dokusu ¢evresinde yaygin 6dem olusumu gozlendi C: Deksmedetomidin: Bu grupta da
papiller dermiste, vaskiilarizasyonun oldugu bdlgelerde hafif 6dem olusumu gozlendi D:
Bupivakain+Deksmedetomidin: Bu grupta sadece graniilasyon dokusu cevresinde ¢dem

gozlendi. Bar: 50um
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Gruplar arasi yapilan karsilastirmada; hlcre Odemi agisindan gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmistir (p=0,002) (Tablo 28).

Tablo 28. Gruplarin hiicre 6demine gére Karsilastirilmasi

K (n=7) B (n=7) D (n=7) B+D (n=7)
Median Median Median Median P degeri
(min-max ) (min-max ) (min-max ) (min-max )
1,0 3,0 1,0 1,0
0,002*
(0-2) (2-3) (0-2) (1-2)

Veriler median ( min- max ) olarak sunulmustur
Kruskal Wallis Analizi
*Istatistiksel olarak anlamlilik

Histopatolojik incelemede hiicre 6demi, ikili gruplar seklinde karsilastirildiginda,

bupivakain grubu ile diger gruplar arasinda anlamh bir fark oldugu saptanmistir (p<0,01)

(Tablo 29).

Tablo 29. Hiicre 6deminin ikili gruplar seklinde karsilastiriimasi

p deger K B D B+D
K 0,002* 0,653 0,174
B 0,002* 0,004* 0,006*
D 0,653 0,004* 0,424
B+D 0,174 0,006* 0,424

Mann-Whithey U analizi ile gruplarin ikili karsilastirmasi, Bonferroni Diizeltmesi, p<0,01
*Istatistiksel olarak anlamlilik
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Sekil 30. Gruplar arasinda akut inflamasyon, kronik inflamasyon ve fibroblast yogunluk
farkliliklarinin degerlendirilmesi:

A: Kontrol: Kontrol grubunda fibroblastlarin birim alanda en fazla yer alan hiicre oldugu,
buna bagli olarak kolejen demetlerinin yogun ve kalin bir yap1 gosterdigi, inflamatuar
hiicrelerin birim alanda fibroblastlara gore daha az yogunlukta oldugu ve de kronik inflamatuar
hiicrelerin akut inflamatuar hiicrelerden daha fazla oldugu goriilmektedir. B: Bupivakain:
Bupivakain grubunda ise fibroblast hiicre yogunlugunun dikkat ¢ekici bir sekilde diistiigii, buna
bagli olarak daha az ve daha ince yapida kolajen demetlerinin varligr goriilmektedir.
Bupivakain grubunda 6zellikle akut ve kronik inflamatuar hiicrelerin ¢ok yogun bir sekilde tim
graniilasyon dokusu boyunca yer aldiklar1 goriillmektedir. C: Deksmedetomidin: Bu grupta ise
yara kabugunun hemen altinda, insizyon hatt1 boyunca olusan graniilasyon dokusu igerisinde
dahi fibroblast sayisinin oldukga artmis oldugu buna bagli olarakta kolejenizasyonun ¢ok yogun
bir sekilde artmis oldugu goriilmektedir. insizyon hatt1 boyunca deksmedetomidin verilen bu
grupta kontrol grubuna gore dahi oldukca artmis kalin kolajen demetlerinin varligi, akut ve
kronik inflamatur hiicrelerin sayica azaldigi, inflamasyonun 6nemli bir 6lgiide baskilandig:

dikkat gcekmektedir. D: Bupivakain+Deksmedetomidin: Bu grupta insizyon hatt1 boyunca ve
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periferinde genis bir hat boyunca graniilasyon dokusu olustugu fakat graniilasyon dokusu
icerisinde yer yer kolejenizasyonun artmaya basladig1 ve graniilasyon dokusunun bu kolajen
demetleri arasinda daha az yogun bdlgeler olarak sinirlandigi (yildiz) gorilmektedir.
Bupivakaine bagli olarak gelisen yogun graniilasyon dokusu i¢erisinde deksmedetomidine bagli
olarak inflamatuar hicrelerin azaldigi, fibroblast ve kolajen demetlerinin yogun bir sekilde
arttigr alanlar oldukga dikkat cekici bir bulgudur. (Sar1 ok : Fibroblast Kirmiz1 ok: Akut

inflamatuar hiicre Yesil ok: Kronik inflamatuar hiicre) Bar: S0pm

Tablo 30. Gruplardaki kronik inflamasyon puan dagilimi

0 1 2 3

0% 44% 28% 28%
B 0% 44% 28% 28%

0% 86% 14% 0%
B+D 0% 43% 43% 14%

Gruplar arasi yapilan karsilastirmada; kronik inflamasyon agisindan gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmstir (p=0,006) (Tablo 31).

Tablo 31. Gruplarin kronik inflamasyona gore Karsilagtirilmasi

K (n=7) B (n=7) D (n=7) B+D (n=7)
Median Median Median Median P degeri
(min-max ) (min-max ) (min-max ) (min-max )
2,0 3,0 1,0 2,0
0,006*
(1-3) (2-3) (1-2) (1-3)

Veriler median ( min- max ) olarak sunulmustur
Kruskal Wallis Analizi
*[statistiksel olarak anlamlilik
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Histopatolojik

karsilastirildiginda, bupivakain grubu ile deksmedetomidin grubu arasinda anlamli bir fark

incelemede

kronik

oldugu saptanmustir (p<0,01) (Tablo 32).

Tablo 32. Kronik inflamasyonun ikili gruplar seklinde karsilagtiriimasi

inflamasyon,

gruplar

p deger K B D B+D
K 0,061 0,084 0,784
B 0,061 0,001* 0,020
D 0,084 0,001* 0,096
B+D 0,784 0,020 0,096

Mann-Whithey U analizi ile gruplarin ikili karsilastirmasi, Bonferroni Diizeltmesi, p<0,01

*[statistiksel olarak anlamlilik

Tablo 33. Gruplardaki akut inflamasyon puan dagilimi

0 1 2 3

0% 100% 0% 0%
B 0% 43% 14% 43%

42% 58% 0% 0%
B+D 28% 58% 14% 0%
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Gruplar arasi1 yapilan karsilastirmada; akut inflamasyon agisindan gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmistir (p=0.015) (Tablo 34).

Tablo 34. Gruplarin akut inflamasyona gore Karsilastirilmasi

K(n=7) B (n=7) D (n=7) B+D (n=7)
Median Median Median Median P degeri
(min-max ) (min-max ) (min-max ) (min-max )
1,0 2,0 1,0 1,0
0,015*
1(1-1) 2(1-3) 1(0-1) 1(0-2)

Veriler median ( min- max ) olarak sunulmustur
Kruskal Wallis Analizi
*Istatistiksel olarak anlamlilik

Histopatolojik incelemede akut inflamasyon, ikili gruplar seklinde karsilastirildiginda,
bupivakain grubu ile deksmedetomidin grubu arasinda anlamli bir fark oldugu saptanmistir

(p<0,01) (Tablo 35).

Tablo 35. Akut inflamasyonun ikili gruplar seklinde karsilastirilmasi

p deger K B D B+D
K 0,024 0,060 0,533
B 0,024 0,001* 0,039
D 0,060 0,001* 0,424
B+D 0,533 0,039 0,424

Mann-Whithey U analizi ile gruplarin ikili karsilastirmasi, Bonferroni Diizeltmesi, p<0,01
*[statistiksel olarak anlamlilik
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Vaskiilarite i¢in {iclii boyama ile boyanan preparatlar 40x biiyiitmeyle tek tek sayilarak
hesaplandi.Bu preparatlar mikroskobun 4x biiyiitmesi ile mikrometre kare cinsinden alan hesabi1
yapilarak fibro skar alanlar1 hesaplandi. Bu veriler sonucunda 1 mikrometre kare bagina diisen

damar sayisi (vaskiilarite) miktar1 hesaplanip karsilastirma yapildi (Sekil 31).

N~ \
| - Q88 et
N s? .L" T"'v;

Sekil 31. Gruplar arasinda vaskiilarizasyon farkliliklarinin degerlendirilmesi:

A: Kontrol: Kontrol grubunda epitelin hemen altinda, papillar dermal igerisinde goriilen fibrétik skar
alanlar icerisindeki vaskilarizasyon dikkati ¢ekmektedir (sar1 ok). Yine retikiiler dermis igerisinde de
vaskiilarizasyonun arttig1 goriilmektedir (kirmiz1 ok) B: Bupivakain: Bupivakain grubunda ise hem
papillar dermis igerisinde ki fibrétik alanlarda (sar1 ok) hem de hipodermise dogru retikiiler dermis
icerisinde (kirmizi ok) wvaskiilarizasyonun graniilasyon dokusu boyunca azaldigi goriilmektedir. C:
Deksmedetomidin: Olduk¢a azalmig olan fibrotik doku igerisinde yara iyilesmesinin 6nemli bir
belirteci olan yogun kolejenizasyon gosteren alanlarda vaskiilerizasyonun kontrol ve bupivakain
grubuna gore Onemli Olclide arttigi goriilmektedir. Bu grupta o6zellikle biiylik vaskiiler odaklarin
olusumu (y1ldiz) goriilmektedir. Bu alanlarda kil folikiillerinin ve yag bezlerinin varligini siirdiirmesi
de 6nemli bir bulgu olarak gorilmektedir. D: Bupivakain+Deksmedetomidin: Bu grupta ise yine
papillar dermal alanlarda (sar1 ok) ve retikiiler dermal alanlarda (kirmmuzi ok) vaskiilarizasyonun

bupivakain grubuna gore arttign goriilmektedir. Bar: 50pm
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Gruplar arasi1 yapilan karsilastirmada; vaskilarite agisindan gruplar arasinda istatistiksel

olarak anlamli bir fark saptanmistir (p=0,004) (Tablo 36).

Tablo 36. Gruplarin vaskulariteye gore karsilastirilmasi ( adet )

K (n=7) B (n=7) D (n=7) B+D (n=7)
Median Median Median Median P degeri*
(min-max ) (min-max ) (min-max ) (min-max )
28 19 38 23
0,004
(23-39) (14-29) (26-49) (18-33)

Veriler median ( min- max ) olarak sunulmustur
Kruskal Wallis Analizi
*Istatistiksel olarak anlamlilik

Histopatolojik incelemede vaskiilarite, ikili gruplar seklinde Kkarsilastirildiginda
deksmedetomidin verilen grup ile bupivakain verilen grup ve deksmedetomidin verilen grup ile

bupivakain+deksmedetomidin verilen gruplar arasinda anlamli farklilik saptanmistir (p<0,01)
(Tablo 37).

Tablo 37. Vaskiilaritenin ikili gruplar seklinde karsilastirilmasi

p deger K B D B+D
K 0,025 0,141 0,124
B 0,025 0,004* 0,200
D 0,141 0,004* 0,010
B+D 0,124 0,200 0,010

Mann-Whithey U analizi ile gruplarin ikili kargilagtirmas,
Bonferroni Diizeltmesi, p<0,01
*[statistiksel olarak anlamlilik
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Gruplar aras1 yapilan karsilastirmada; vaskdlarite / fibroz skar alani orani agisindan

gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmistir (p=0,0001) (Tablo 38).

Tablo 38. Vaskdlarite / fibroz skar alan1 oranina gore Karsilastirilmasi ( adet/ um?2)

K (n=7) B (n=7) D (n=7) B+D (n=7)
Median Median Median Median P degeri
(min-max ) (min-max ) (min-max ) (min-max )
0,00015 0,00002 0,00021 0,00005
(0,00007- (0,00001- (0,00018- (0,000028- <0,0001*
0,0002 0,00003) 0,00027) 0,000087)

Veriler median ( min- max ) olarak sunulmustur
Kruskal Wallis Analizi
*Istatistiksel olarak anlamlilik

Histopatolojik incelemede ikili gruplar karsilagtirildiginda, vaskularite / fibroz skar

alan1 icin bupivakain verilen grup ile tiim gruplar arasinda ve bupivakain+deksmedetomidin

verilen grup ile tim gruplar arasinda anlamli farklilik saptanmigtir (p<0,01) (Tablo 39).

Tablo 39. Vaskiilarite / fibroz skar alani oranimin ikili gruplar seklinde karsilastiriimasi

p deger K B D B+D
K 0,002* 0,225 0,006*
B 0,002* 0,002* 0,003*
D 0,225 0,002* 0,002*
B+D 0,006* 0,003* 0,002*

Mann-Whithey U analizi ile gruplarin ikili karsilagtirmas,

Bonferroni Dizeltmesi, p<0,01
*statistiksel olarak anlamlilik
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5. TARTISMA

Bozulmus yara iyilesmesi; enfeksiyon riski, hastanede kalis siiresi ve maliyette artis,
hasta konforunda azalma gibi ¢esitli olumsuz sonuclar ortaya c¢ikarmaktadir (10,85). Yara
iyilesme siirecini anlamak icin pek ¢ok sayida calisma yapilmaktadir (85). Patofizyolojiyi
ortaya koymak icin her ne kadar insan fizyolojisini taklit edemese de hayvan modelleri
kullanilmaktadir (111). Bu calismalarda en yaygin olarak kullanilan modeller ratlar ile
olusturulmustur (112). Biz de ¢alismamizda, insan fizyolojisine en yakin olan, diisiik maliyetli

rat yara modelini kullanmay1 tercih ettik.

Yara yeri iyilesmesi; hemostaz, inflamasyon, proliferasyon, olgunlasma ve yeniden
sekillenme fazi1 gibi pek ¢ok basamagi i¢ ige girmis karmasik bir siiregtir. Yara iyilesme siirecini
181, beslenme, yas ve ilaglar gibi gesitli faktorler etkilemektedir. Lokal anestezikler, cerrahi
islemlerin gergeklestirilmesi i¢in hem anestezik hem de analjezik amagl infiltrasyon
yontemiyle yaygin olarak kullanilan ilaglardan biridir. Ancak literatiirdeki ¢aligmalar lokal
anesteziklerin yara iyilesmesi {izerindeki etkilerini heniiz net bir sekilde ortaya
koyamamuglardir. Bupivakain, infiltrasyon anestezisi igin siklikla kullanilan yavas etki
baslangigli, uzun etki siireli (5-16 saat kadar), ancak yiiksek toksik potansiyele sahip lokal
anesteziklerden biridir (41,42). Bupivakain, hiicre membranindan Na+ iyonlarinin ge¢gmesini
onler ve sinir lifleri boyunca impuls iletimininin geri doniisiimlii inhibisyonuna neden olur (40).
Yapilan calismalar ile bupivakainin yara yerindeki hiicreleri ve gerilme kuvvetini olumsuz
etkiledigi gosterilmistir (92). Ratlarda insizyon hatt1 olusturarak yapilan bir yara iyilesmesi
caligmasinda, bupivakain infiltre edilen grupta kollajen iiretiminin daha diisiik oldugu, kirilma
mukavemetinin azaldigi, 6dem ve inflamasyon skorlarmin arttig1, yara iyilesmesinin olumsuz
etkilendigi gosterilmistir (113). Ancak baska bir ¢alismada, bupivakain ve salinin yara
iyilesmesi Uzerine benzer sonuglara yol a¢tig1 bulunmustur (116). Bizde ¢alismamizda yara yeri

iyilesmesinde bupivakainin etkisini ortaya koymay1 amagladik.

Cerrahi insizyon hattinda agriy1 azaltmak amaciyla sedatif, analjezik, sempatolitik,
kardiyovaskdler stabilize edici 6zelliklere sahip alfa-2 agonist olan deksmedetomidin klinikte
kullanilmaktadir ( 83,84 ). Ancak anestezi pratigine yeni girmis olan bu ilacin yara yeri
lyilesmesi iizerine etkisi tam olarak ortaya konmamustir. Az sayida yapilmis calismalarin
sonuglari; deksmedetomidinin Yyara yeri iyilesmesi tizerinde olumlu etki saglayabilecegini
gostermektedir. Biz de calismamizda deksmedetomidinin yara yeri iizerine etkilerini ortaya

koymay1 amagladik.
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Proinflamatuar sitokinler, keratinositlerin uyarilmasi ve fibroblastlarin proliferasyonu,
ekstraselliiler matriks proteinlerinin {iretilmesi ve pargalanmasi gibi yara onariminda 6nemli bir
rol oynarlar. Bu sitokinlerin, yara onariminin inflamatuar fazi sirasinda kuvvetli sekilde arttigi
gosterilmistir (4). Proinflamatuar sitokinlerin yani sira, antiinflamatuar sitokinler de yara
onarmminim onemli bir diizenleyicisidir. Ozellikle IL-10; birkag kemokin ve proinflamatuar
sitokinlerin ekspresyonunu degistirerek, noétrofil ve makrofajlarin yaralanma bolgesine
infiltrasyonunu inhibe etmekte ve bdylece matriks birikimini azaltarak skarsiz bir iyilesme
saglamaktadir. (5, 26,96,97). Postoperatif lokal inflamatuar cevabi azaltan stratejiler, hastanin

yara iyilesmesi iizerinde olumlu etkilerinin oldugunu gostermektedir.

Bupivakain’in pro-inflamatuar faktor diizeylerini yara iyilesmesinin ilk giinlerinde arttirip
anti-inflamatuar faktor diizeylerini azaltarak, pro-inflamatuar etkilere yol a¢ip, yiuksek 6dem ve
inflamasyona sebep oldugunu ve kollajen tiretimini de diisiirdiigiinti gosteren pek ¢ok klinik ve
deneysel ¢alisma mevcuttur. Ozgergin ve ark.’nin yaptig1 bir ¢alismada, bupivakain, ropivakain
ve levobupivakainin TNF-a, IL-1 ve IL-6 ekspresyon diizeylerini azaltigi gosterilmistir (103).
Abdominal histerektomi yapilan hastalara inhalasyon anestezisi, TIVA anestezisi (propofol) ve
epidural anestezi (bupivakain) uygulanan bir ¢alismada, ameliyat ©ncesi, postop 2. ve
24 .saatlerde IL-6 ve TNF-a diizeylerine bakilmis. Mevcut ¢alismada IL-6, tim gruplarda
ameliyattan 2. ve 24. saatten sonra anlamli bir sekilde artmistir. TNF-a dlizeyi, ameliyat 6ncesi
degerle karsilagtirildiginda tiim gruplarda 2. saatte anlamli bir sekilde artmis iken ameliyat
sonrasi 24. saatte TNF-a dizeyinin tiim gruplarda ameliyat oncesi degerlerine geri dondigii
saptanmistir (93). Abdominal histerektomi yapilan hastalar {izerinde gergeklestirilen yara
yerine bupivakain infiltrasyonu ile birlikte intervendz deksmedetomidin veya ketamin
uygulanmasinin sitokinler iizerine etkisinin arastirildigi bir ¢alismada, deksmedetomidin
eklenmis grupta kontrol ( yalniz bupivakain ) grubuna gére I1L-6 ve TNF-o nin azaldigy, IL-10
nin ise artti@i saptanmistir.  (94). Siganlarin sirt bolgelerinde sag taraf kontrol, sol taraf; salin,
bupivakain, levobupivakain ve ropivakain yara yerine infiltre edilerek gergeklestirilen bir bagka
calismada, 7. glinde inflamatuar alanin en fazla buivakain de olmak tzere tim lokal anestezikler

ile kontrol gruplarina gore anlamli derecede daha biiyiik oldugu saptanmustir. (116).

Deksmedetomidinin pro-inflamatuar faktér diizeylerini azaltip anti-inflamatuar faktor
diizeylerini arttirarak, anti-inflamatuar etkilere sahip oldugunu gosteren birgok deneysel ve
klinik calisma mevcuttur. Yapilan bir meta analiz c¢alismasinda, ¢esitli ameliyatlarda

perioperatif deksmedetomidin uygulanan hastalarda ameliyat sonrast TNF-a, IL-6, IL-8 ve IL-
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10 duzeyleri incelenmistir. Elde edilen verilere gore TNF-a ve IL-6 duzeyleri 6nemli 6l¢lide
azalmistir (89). Benzer klinik ¢alismalarda, deksmedetomidin tedavisi ile TNF-a, 1L-6
ekspresyon seviyesinde azalma oldugu ve deksmedetomidinin anti-inflamatuar etkinlige sahip
oldugu gosterilmistir (86,87,88,90). Can ve ark.’lar1 ratlarda omurilik yaralanmasi
olusturduklaru ¢alismada, TNF-a ve IL-6 dizeylerini deksmedetomidin ve metilprednizolon
grubu kontrol grubuna goére anlamli sekilde azalmis olarak saptamislardir (91).
Deksmedetomidin etkilerinin incelendigi 15 randomize kontrollii ¢alismanin dahil edildigi bir
meta analiz calismasinda, perioperatif donemde genel anesteziye deksmedetomidin
eklenmesinin hastalarin postoperatif TNF-a, IL-6 ve IL-8 serum diizeylerini kontrol grubuna

gore azaldigini, IL-10 diizeylerinin kontrol grubuna gore arttig1 gosterilmistir (95).

Bizim ¢aligmamizda IL-10 gen ekspresyonu tum gruplarda kontrol grubuna gére anlamli
bir sekilde farkli saptandi. IL-10 gen ekspresyonu bupivakain verilen grupta azaldig:
deksmedetomidin verilen grupta ise artti. Bupivakain + deksmedetomidin verilen grupta
deksmedetomidin grubuna yakin bir artis gozlendi. Bizim ¢alismamizdaki bu veriler;
bupivakain ve deksmedetomidin ile ilgili literatir bilgilerini desteklemektedir. Dahasi
sonuglarimiz deksmedetomidinin, bupivakainin I1L-10 {izerindeki olumsuz etkileri diizelttigini
gostermektedir. IL-6 gen ekspresyonu higbir grupta kontrol grubundan farkli bulunmaz iken
TNF-a gen ekspresyonu da gruplar arasinda benzerdi. TNF-a ve IL-6 duizeylerinin intraoperatif
deksmedetomidin infiizyonu verilerek olgiilen 2 farkli ¢calismada da bizim ¢alismamiza benzer
sekilde TNF-a ve IL-6 diizeylerinin degismedigi goriilmiistiir (100,101). Taniguchi ve ark.’nin
calismasinda, deksmedetomidinin doz bagimli olarak TNF-a ve IL-6 diizeylerini degistirdigi
ortaya konmustur (102). Biz de ¢alismamizda deksmedetomidinin TNF-a ve IL-6 zerindeki
etkilerini net bir sekilde ortaya koyamamis olmamizin doz kaynakli olabilecegi kanaatindeyiz.
Dahasi insizyonun hemen sonrasindaki donemde bu interlokinlerin ekspresyonlarini
incelemedik. Degisim iizerine etkisinin tekrarlayan dlglimlerle incelenmesinin ¢ok daha farkli

sonuglar ortaya koyacagini diisiinmekteyiz.

Akut inflamasyon ani gelisir ve birka¢ saat ya da birkag¢ giin stirebilir, inflamasyona bagh
vazodilatasyon goriiliir ve sonucunda inflamasyon alaninda postkapiller veniillerden sivi ve
plazma proteinlerinde eksiidasyon meydana gelir. Bunun sonrasinda 6dem gelisir ve hasar
bolgesine 16kositler go¢ etmeye baslar. i1k gelen 16kositler polimorfontiklear ( I6kosit, eozinofil
ve bazofildir) I6kosittir ve notrofil ile makrofaj hakimiyeti vardir. Kronik inflamasyon ise daha

uzun sirelidir ve yillarca siirebilir. Cogunlukla akut inflamasyonu takip eder ama akut
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inflamasyon olusmadan da kronik olarak baslayabilir. Kronik inflamasyon da histolojik olarak
gordiigimiiz en yogun hiicreler ise lenfositlerdir. Hanci ve ark.’nin yaptigi bir ¢alismada, yara
yerine salin, lidokain, bupivakain ve tramadol infiltre etmis. Odem ve inflamasyon skorlarini,
bupivakain ve lidokain gruplarinda kontrol grubuna gore anlamli derecede yiiksek bulmuslardir
(109). Sicanlarin siyatik sinirlerine bupivakain, bupivakain + deksmedetomidin,
deksmedetomidin ve salin enjeksiyonu sonrasi perindral inflamasyonun degerlendirildigi bir
baska calismada, 24. saatteteki perindral inflamasyonun bupivakain grubunda salin grubuna
gore anlaml1 derecede yiiksek oldugu, deksmedetomidin grubunun ise salin ile benzer oldugu
saptanmistir. Dahasi bupivakaine, deksmedetomidin eklendigi grupta perindral inflamasyon
salin grubuna benzer bulunmustur (118). Bizim ¢alismamizda da hicre édemi, bupivakain
grubunda diger gruplara gore anlamli derecede artmisti. Akut ve kronik inflamasyonu
degerlendirdigimizde ise her ikisinin de bupivakain grubunda, salin grubu ile benzer ancak

deksmedetomidin grubundan anlamli derecede yiiksek bulundu.

Yara iyilesmesi lizerindeki etkiyi belirleyen diger bir kritik faktor de , yara gerilim
kuvvetidir. Yara gerilim kuvvetindeki bir azalma, dikislerin ge¢ alinmasina yol agabilir. Yara
gerilim mukavemeti, sentezlenen kolajenin miktar1 ve kalitesine gore belirlenir. Kolajenin
destek ve gii¢c saglayan yara iyilesme siirecinin 6nemli bir biyobelirteci oldugu saptanmigtir
(105). Kolajen sentezi ise hidroksiprolin konsantrasyonu ile degerlendirebilmektedir.
Hidroksiprolin; kolajen sentezinde ve dokularin iglii sarmal yapisinin termodinamik
stabilitesinde ¢ok énemli bir rol oynayan esansiyel olmayan bir amino asittir (117). Doku
hidroksiprolin miktar1 ve kalitesi, yara gerilim kuvvetini belirleyen faktorlerdir (105).
Siganlarin sirtinda agilan yaralara prolin verilip 4. ve 8. giinlerde yara iyilesmesinin takibi
sonrasinda yaralarin ¢ok hizli iyilestigi gorilmiistir (119). Bu nedenle, daha yuksek
hidroksiprolin konsantrasyonu artan kolajen dongiisiinii yansitir ve daha hizli yara iyilesme
oranini gosterir. Ayrica uyarilmis kolajen sentezi, vaskiilarizasyonun artisin1 saglar (104).
Lokal anestezik infiltrasyonlari ile yapilan bir yara yeri ¢caligmasinda, kolajen maturasyonunun
21. gunde bupivakain ve levobupivakain grubunda kontrol grubuna gore 6nemli Olcude
bozuldugu saptanmistir. Ayn1 zamanda 21. giindeki yara gerilme kuvvetinin de bu gruplarda,
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede azaldigin1 bulmuslardir (106). Hanci
ve ark.’nin yaptig1 calismada, yara yerine salin, lidokain, bupivakain ve tramadol infiltre edilip
8. guinde aldiklart numunelerde kolajen iiretimi ve kirtlma mukavemeti bupivakain ve lidokain
gruplarinda kontrol grubuna gore anlamli derecede azalmistir (109). Bizim ¢alismamizda da

bupivakain literatlir bulgularina benzer sekilde hidroksiprolin diizeylerini disiirdi.
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Deksmedetomidinin tek yada bupivakain ile birlikte uygulandigi gruplarda hidroksiprolin
dizeyleri yuksek bulundu. Literatirde deksmedetomidinin hidroksiprolin tzerine etkilerini
inceleyen ¢alisma bulunmamaktadir. Ayni zamanda yara gerilim kuvveti de deksmedetomidin
grubunda anlamli 6lgiide artmig iken bupivakain grubunda en diisiiktii. Bupivakain ile birlikte
deksmedetomidin uygulandiginda ise kontrol grubuna gore daha yiksek yara gerilim kuvveti
ve hidroksiprolin diizeyi saptanmistir. Deksmedetomidinin yara gerilim kuvveti ve kolajen
sentezi iizerinde olumlu etkilerinin oldugunu hatta birlikte verildiginde bupivakainin olumsuz

etkilerini geri dondirebildigini diisiinmekteyiz.

Fibroblastlar, normal yara iyilesmesinin desteklenmesinde kritik 6neme sahiptir; fibrin
pihtisinin pargalanmasi, yeni hiicre dis1 matriks (ECM) ve etkili yara iyilesmesi ile iliskili diger
hlcreleri desteklemek igin kolajen yapilarinin olusturulmasi gibi temel siireglerde yer alir (119).
Insan fibroblastlarinin lidokain, bupivakain ve ropivakaine 2 giin boyunca maruz birakildig1 in
vitro bir c¢alismada, canli hiicrelerin mitokondriyal aktivitesinde ve ¢ogalma hizinda
konsantrasyona bagli bir azalma oldugu goriilmiistiir. Analiz edilen lokal anestezikler arasinda
bupivakain en ciddi sitotoksik etkiyi gostermistir (107). Deksmedetomidin kullanilan bir bagka
caligmada insan akciger fibroblastlarinda deksmedetomidin doz bagimli olarak apaptozu
anlamli derecede azalttigi gosterilmistir (110). Bizim galismamizda da fibroblast sayilarini
bupivakain literatire benzer bir sekilde azaltirken deksmedetomidin arttirdi. Birlikte
kullanildiginda ise fibroblast sayisi {izerinde olumlu etkiler saptandi. Fibroz skar alani ise
kontrol ve deksmedetomidin gruplarinda benzer iken bupivakainin tek yada deksmedetomidin
birlikte kullanildig: gruplarda ise daha fazla idi. Fibroz skar birim alan basina diisen fibroblast
sayisina bakildiginda ise deksmedetomidinin grubunun kontrol grubundan daha da iyi oldugu,
bupivakain + deksmedetomidin grubunun ise kontrole benzer ve bupivakain verilen gruptan
daha iyi oldugu goriildii. Bupivakain + deksmedetomidin verilen grupta fibrotik skar alaninin
genis oldugu ancak bu alan igerisinde yogun rejenere epitel ve bag dokusu gozlenmistir.
Kolejen liflerinin hakim oldugu alanlardaki lif demetlerinin periferdekilere gére daha yogun ve
kalin olmasi bu alanlarin iyilesmekte oldugunu gostermektedir. Bu da bize deksmedetomidinin,

bupivakainin skar dokusu olusturucu etkisini azalttigin1 gdstermektedir.

Vaskularite, yara iyilesmesinin kritik bir bilesenidir (113). Gelismekte olan kilcal
filizler, endotel hicrelerindeki vaskiler bazal membrana nlfus ederek ekstraselliler matriks
stromasint istila eder. Endotel hiicre proliferasyonu ile itilerek genisleyen, dallanan tiip benzeri

yapilar olusur (115). Diizgiin bir vaskiilaritenin olusmasi sonrasinda graniilasyon dokusu
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olusur. Hizlandirilmis yara onariminin anahtarlarindan birisi yaranin graniilasyon dokusu
tarafindan zamaninda Ortiilmesi ve g¢evredeki epitel hiicrelerinin gogiine daha elverisli hale
gelmesidir (108). Hanci ve ark.’nin yaptigi yara yeri ¢aligmasinda, bupivakain uyguladiklart
gruplarin 8. Giinlindeki vaskiilarite degerleri kontrol grubundan anlamli derecede azalmistir
(109). Biz de ¢alismamizda, bupivakain grubunun damar sayisini deksmedetomidin grubuna
gore daha az oldugunu saptadik. Fibroz skar alanindaki vaskiilarite oranina bakildiginda
bupivakainin tim diger gruplardan anlamli bir sekilde vaskiilariteyi azalttigi goriilmiistiir.
Ancak deksmedetomidinin kontrol grubuna goére vaskiilariteye anlamli bir pozitif etkisi

bulunmada.

Yara iyilesmesinde epitelizasyon kritik bir siirectir ¢ilinkii epitelize olmayan bir yara ne
kadar miikemmel onarilmis olsa da iyilesmis sayilmaz (114). Siganlarda levobupivakainin yara
yeri infiltrasyon etkisini arastiran bir ¢calismada, sicanlarin sirtinda kesi olusturup yara yerine
adrenalin, adrenalin + levubupivakain, levobupivakain ve salin verilen hayvanlardan 8. glinde
doku alinip epitel kalinligina bakilmis. Yapilan analize gore adrenalin ve lokal anestezik +
adrenalin uygulanan grupta salin verilen gruba gore onemli farklilik saptanmustir. Lokal
anestezik + adrenalin verilen grupta, tiim gruplara goére epitel kalinligi azalmistir (120). Epitel
kalinlig1 epitelizasyonun bir gostergesi olmamakla birlikte ¢alismamizda epitel kalinligini
arastirdik. Bizim c¢alismamizda gruplar arasinda anlamli farklilik bulundu. Histopatolojik
incelemede epitel kalinlig1 kontrol grubunda skar bolgesi ile sinirli iken bupivakain grubunda
skar bolgesinin yakin periferinde de arttigi gézlendi. Deksmedetomidin grubunda ise sadece
skar bolgesindeki epitelin diger alanlara gore daha ince oldugu gorildi. Bununda
deksmedetomidinin yara iyilesmesi Uzerine olumlu etkilerinin bir baska histopatolojik kaniti

oldugunu diistinmekteyiz.

Calismamizda bir takim kisitlayict faktorler bulunmaktadir. Deneyimizi etik
nedenlerden dolayi rat modeli ile az sayida denekle gergeklestirdik. Sadece erken dénem yara
iyilesmesi ile ilgili tek bir giindeki verileri arastirdik. Caligmamizin ileride yapilacak olan klinik

caligmalara 151k tutacagi inancindayiz.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamizda yara infiltrasyonu ile bupivakain, deksmedetomidin ve bunlarin birlikte
kullaniminin yara iyilesmesi {izerine etkilerini aragtirdik.

Calismamizda elde ettigimiz veriler 1s18inda, tek basina bupivakainin yara yeri
iyilesmesini olumsuz etkiledigini, deksmedetomidinin ise genel olarak yara yeri iyilesmesine
olumlu etkilerinin oldugu diisiincesindeyiz. Bu iki ila¢ beraber kullanildiginda ise bupivakainin
olumsuz etkisini az da olsa azalttig1 kanaatindeyiz. Bu etkinin tam olarak ortaya konmasi i¢in

daha fazla calismaya ihtiya¢ duyulmaktadir.
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