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OzZET

inflamatuar barsak hastaliginin  (IBH) tedavisinde gesitli lokal
anestezikler alternatif bir secenek olarak onerilmigtir. Levobupivakain amino—
amid grubuna dahil yeni ve uzun etkili bir lokal anesteziktir. Bu galismanin
amaci IBH’'nda levobupivakainin antiinflamatuar etkinligini arastirmaktir.

Calismamizda 30 adet erkek Sprague-Dawley cinsi siganda
intramuskuler (i.m.) ketamin + xylazine ile anestezi uygulanmasini takiben
trinitrobenzen sulfonik asit (TNBS) + etanol ile kolit olusturuldu ve 10 adet
sigan da sham grubu olarak kullanildi. Kolit olusturulmasini takiben 7 gun
boyunca, budesonide grubunda (n:10) 0,1 mg/kg budesonide; levobupivakain
grubunda (n:10) 10 mg/kg levobupivakain; hastalik grubunda (n:10) ise
sadece 1 ml serum fizyolojik rektal yoldan uygulandi. Sham grubunda Kolit
olusturulmadi ve sadece rutin rektal kateterizasyon saglandi. Deneyin 8.
gununde tum gruplardaki siganlara laparotomi ve histopatolojik inceleme igin
total kolektomi uygulandi. Total kolektomi sonrasi tim siganlar serum |IL-6 ve
TNF—a Olgcumleri icin intrakardiak yoldan yuksek miktarda kan alinarak
sakrifiye edildi.

Agirlik kaybi ve makroskopi skorlari hastalik grubunda diger 3 gruba
gore anlamli derecede yuksekti (p<0,05). Levobupivakain ve budesonide
gruplarinda hastalik grubuna gore histopatolojik iyilesme gorulmekle birlikte
istatistiksel olarak anlamh degildi (p>0,05). TNF—-a Olgimlerinde gruplar
arasinda anlaml farklihk gézlenmedi (p>0,05). Levobupivakain grubunda IL—
6 duzeyleri daha dugsuk olmasina ragmen budesonide ve hastalik grubuna
gore anlamh farkhlik gozlenmedi (p>0,05).

Makroskopi skorlarindaki iyilesme, histopatolojik degerlendirme
skorlarinda ortalama degerlerin gerilemesi ve IL-6 seviyesinin dusuklugu

bize levobupivakainin topikal uygulamada deneysel kolit modelinde
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antiinflamatuar etki potansiyelinin olabilecegini dusundurmekle birlikte
istatistiksel analizler anlamli bir farklilik gostermemistir.

Anahtar Kelimeler: trinitrobenzen sulfonik asit, kolit, levobupivakain,

budesonide
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SUMMARY

Antiinflammatory efficiancy of levobupivacaine

in an experimental colitis model

In the treatment of inflammatory bowel disease (IBD); various topical
local anesthetics have been recommended as an alternative.
Levobupivacaine is a new, long acting local anesthetic drug belonging to the
amino amide group. The aim of this study was to investigate the
antiinflammatory efficiency of levobupivacaine on IBD.

In our study; TNBS + ethanol induced colitis was performed in 30 rats
after the rats were anesthetized with i.m. ketamin + xylazine; also 10 rats
were used as sham group. As treatment; 0,1 mg/kg budesonide had been
used in budesonide group (n:10), 10 mg/kg levobupivacaine had been used
in levobupivacaine group (n:10), only 1 ml saline solution had been used in
disease group (n:10) for 7 days by rectal route subsequent to induction of
colitis. In sham group; only routine rectal catheterization was performed
without induction of colitis. On the 8th day of experiment; laparotomy and
total colectomy were performed for histopathological examination in all rats.
The rats were sacrificed subsequent to total colectomy by intracardiac
puncture to get blood sample for serum TNF—a and IL-6 measurements.

Weight loss and macroscopic examination scores were significantly
higher in disease group than other 3 groups (p<0,05). Budesonide and
levobupivacine groups showed histopathological improvement against
disease group with no statistical significance (p>0,05). There was no
significant difference in TNF—a levels between all groups (p>0,05). Although
IL-6 levels were found to be decreased in levobupivacine group; there was
no statistical significance between levobupivacaine group and budesonide
group or disease group (p>0,05).
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Despite the improvement in macroscopic scores, decrease in
histopathological assessment scores and lower |IL-6 levels suggest that
levobupivacaine may have topical antiinflammatory effects in experimental

colitis model; however, this finding was not supported by statistical methods.

Keywords: Trinitrobenzene sulfonic acid, colitis, levobupivacaine,

budesonide.



GiRiS

inflamatuar barsak hastahigi (IBH) terimi genellikle benzer
karakteristiklere sahip ve etyolojisi bilinmeyen iki hastalik olan Ulseratif kolit
ve Crohn hastaligini ifade etmek Uzere kullanilir. Bu iki tablo arasindaki
ayrim klinik ve patolojik kriterler Gzerine kurularak yapilabilmekte ancak
kolonda vyerlesik hastalik olgularinin  %10-15'inde net ayrm
yapilamamaktadir ve “belirsiz kolit” olarak isimlendirilmektedirler (1).

Crohn, Ginzburg ve Oppenheimer (2) tarafindan 1932 yilinda
yayinlanan ve intestinal nonspesifik granulomatéz inflamasyon mevcut 52
hastadan olusan seride; 13 hastada “rejyonel ileitis” tanimlanarak hastaligin
formal klasifikasyonu ile birlikte nonkaze6z granulomlar ile iligkisi de
aciklanmigtir. Hastaligin sahip oldugu degisken klinik ve anatomik ozellikler
nedeniyle daha sonra bu hastalik “Crohn Hastalig1” olarak adlandiriimistir.

Lockhart-Mummery ve Morson (3), 1960 yilinda Ulseratif kolit ve
Crohn hastaligr arasindaki farkhliklari  aydinlattiklari  ¢alismalarini
yayinlayana kadar Crohn hastaliginin kolonik formu ile Ulseratif kolit
ayrimindaki karmasa devam etmisgtir.

Crohn hastaligi agizdan anuse kadar gastrointestinal sistemin
herhangi bir yerini tutabilen, kronik seyirli, progresif, granulomatdz
inflamasyonla karakterize bir hastaliktir. ince barsagdin en sik gériilen kronik
hastaligidir. Hastalik ilk tutulumunda en sik terminal ileumu veya ileokolik
bdlgeyi tutarken (%40), hastalarin %15’inde hastalik kolonda sinirli olabilir ve
ulseratif koliti taklit edebilir.

Crohn hastaligi insidansi cografi lokalizasyona bagli olarak 100000°'de
1 ve 10 arasinda degiskenlik gosterir. iskandinav Ulkeleri, iskogya, ingiltere
ve Kuzey Amerika insidansin yuksek oldugu bolgelerdir. Bimodal yas
dagihmina sahiptir (4); ilk tepe noktasi 15—-30 yas arasinda goriltrken ikinci
tepe noktasi 55-80 yas arasindadir. Yahudi populasyonda ve kentsel
yerlesimlerde daha sik gorulmektedir (5).



Etyolojisi halen gizemlidir ancak hastaligin manifest hale gegebilmesi
icin Ug faktore ihtiyag oldugu one surulmustar. Bu faktorlerin birincisi antijenik
etki potansiyeline sahip bir ligand veya “tetik” olarak tanimlanir. ikincisi bu
antijenik uyaranin konak tarafindan algilanabilmesi igin defektif bir mukozal
bariyer varhigidir. Son olarak ise bu uyarana konagin asiri cevabi Uguncu
faktor olarak gereklidir (6).

Ulseratif kolit; kolon ve rektum mukozasini tutan, tekrarlayan
inflamasyon ve lUlserlerle karakterize, remisyon ve relapslarla seyreden
kronik, idyopatik bir hastaliktir. ilk kez 1859 yilinda Samuel Wilks tarafindan
tanimlanmig, sonraki yillarda barsak mukozasindaki patolojik degisiklikler
ortaya konmustur (7). Lokalize formlari proktit ve proktosigmoidit (distal kolit)
olarak adlandirilir.

Ulseratif kolit her yasta gérulebilir, ancak en sik olarak 2.-3. dekadda
baglar. Olgularin %5—-10’unda ailevi bir predispozisyon bulunur. Hastaligin
sik olarak gorildigi Ingiltere’de insidans 100000'de 5 seviyesinde
seyretmektedir. TUm didnyada gorilmesine ve birgok irki etkilemesine
ragmen beyazlarda zencilerden daha sik rastlanir (8).

Crohn hastaliginda oldugu gibi Ulseratif kolitte de etyoloji belirsizligini
korumakla birlikte patogenezde; genetik olarak yatkinhgi olan bireylerde
immun sistemin disregulasyonuna bagh olusan asiri otoimmun bir yanit
sureci sorumlu tutulmaktadir.

Etyopatogenezdeki belirsizlik nedeniyle IBH i¢in gunumuze kadar
oldukga farkli tedavi segenekleri denenmistir. Cesgitli antimikrobial ajanlari
iceren yaklasimlari takiben antiromatizmal olarak kullanima giren
sulfasalazinin Ulseratif kolit hastalarinin eklem yakinmalarinin tedavisinde
kullanilmasi sirasinda; hem diare hem de artraljinin azaldig1 kegfedilmistir.
ileri arastirmalarda ise sulfasalazinin aktif metaboliti olan 5—aminosalisilatin
(5—ASA) etki potansiyeli ortaya konularak klinik kullanima gegisi saglanmistir.
IBH’nin histolojik olarak immun aktivasyonu isaret etmesi ile kortikosteroidler
iki ucu keskin bigak olarak tedavi alternatifi haline gelmistir (9).

Steroid kullaniminin keskin kenari olan ciddi yan etki potansiyeli ve

invaziv tedavi gerektirecek kadar ciddi komplikasyonlari olmasi kullanimdaki



sinirlayict unsurlardir (10). Steroid kullanilan hastalarin %16’sinin steroide
rezistan oldugu, tedavinin baslangicindan itibaren 1 yil sonra %Z22’sinin
steroide bagimli oldugu ve %29’unun cerrahi tedavi gerektirdigi bildirilmistir.
Steroid tedavisine alternatif olarak gortlen immunsupresanlarin kullaniminda;
IBH'nda doz bagimli olarak minor yan etkilerden ciddi firsatgi enfeksiyonlar
gibi 6lumcul komplikasyonlara kadar degisebilen bir risk profili mevcuttur
(11).

IBH’'nin uzun vadedeki komplikasyonlari veya tedaviye yanitsiz
semptomatik hastalik hastayi cerrahi tedaviye gotirmektedir. Cerrahi tedavi
masum olmadigi gibi kronik antiinflamatuar veya immunsupresan tedavi de
masum degildir. Bu nedenle etyoloji ve patogenezi halen net olmayan
IBH’'nda yan etki potansiyeli dlusuk tedavi modaliteleri halen arastirma
surecindedirler (11).

IBH'nin fizyopatolojisinde sempatik ve parasempatik sinirler arasinda
otonomik imbalans oldugu daha o6nce ileri sartlmastir (12). Proktitli
hastalarda submukoza, muskularis mukoza ve mukozada adrenerjik
hiperinnervasyon tespit edilmigtir (12). Adrenerjik baskinligin mukozal hasar
ile sonuglanacak sekilde epitelyal yenilenme hizinin artigini  ve
vazokonstriksiyonu tetikleyebilecegi bildirilmistir (13). IBH Uzerinde nikotinin
sahip oldugu olumlu etki potansiyeli otonomik imbalans mekanizmasini
desteklemektedir (14).

Lokal anestezik olarak kullanimda olan lidokainin konak immun
cevabinin farkli basamaklarinda etkisi olabilecegi bildiriimistir (15). Lidokain
tedavisi sonrasi mukozada inflamatuar belirte¢ olarak gdzlenebilmekte olan
polidendritik hlicre ve lenfosit sayisinda gerileme beklenebilecegi; olasi
antiinflamatuar etki mekanizmasi olarak da hiperaktif néronal reflekslerin
inhibisyonu, cesitli basamaklarda (lenfosit maturasyonu ve proliferasyonu,
makrofaj migrasyonu) immun regulatuar etki, membran stabilizasyonu etkisi
olabilecegi ©6ne surulmastir (16). Lidokainin proinflamatuar gen
transkripsiyonunu azaltarak sitokin dretimini de azaltabilecegi bildirilmistir
(17).



Bjorck ve ark.’nin (18) 1992 yilinda yayinladiklari 100 vakalik seride
sadece proktit mevcut olan hastalarda lidokaine baslangigta tam cevap
alinmasina ragmen tedavinin kesilmesini takiben iki yil icinde hastalarin
%68’inde relaps godzlendigi; proktosigmoiditli olgularda uygulanan rejim ile
%83 tedavi yaniti alinirken tedavisiz ilk 16 aylik zaman diliminde %50’nin
altinda bir relaps izlendigi bildirilmigtir. Relaps yuksekligi yine néronal hipotez
ile aciklanmigtir. Tedavi kesildikten sonra néronal aktivitenin kademeli olarak
geri ddonmekte oldugu belirtilmistir (18).

Kolit tedavisinde lidokaine alternatif olarak 6ne surulen ropivakain;
uzun etkili bir lokal anestezik olarak sinir bloklari ve epidural analjezide
kullaniimak Uzere geligtiriimigtir (19). In vitro olarak Tumdr Nekrozis Faktor
Alfa (TNF—a)'nin proinflamatuar etkisini antagonize ettigi ve arasidonik asit
sentezini inhibe ettigi gosterilmistir (20).

Lokal anestezik ilaglarin lokal uygulamalarinda ¢ok dusuk bir oranla da
olsa sistemik yan etki potansiyelleri oldugu bilinmektedir. Lidokain kargisinda
uzun etkili ajan olarak kullaniimakta olan amino amid grubundan bupivakainin
ciddi sistemik yan etkileri olmasi nedeniyle; bupivakainin sol izomeri olarak
uretilmis olan levobupivakainin ayni duzeyde Klinik etkinlik yaninda oldukga
nadir yan etki riskine sahip oldugu gosterilmistir (21).

IBH arastirmalarinda kullanilacak bir hayvan modelinde trinitrobenzen
sulfonik asit (TNBS) ile olusturulan kolit modeli hapten ile indiklenmis
gecikmig tip hipersensitivite sonrasi olugan kronik bir inflamasyon modelidir.
Mukozal bariyer kirllarak doza bagimh olarak Ulserasyon ve inflamasyon
gelisir. Segmental (Ulserasyon ve inflamasyon siktir. Iinflamasyon ve
Ulserasyonun uzun slre devam etmesi nedeniyle kolonik IBHnin
patofizyolojisinin ve yeni tedavi yontemlerinin arastirilmasinda uygun bir
modeldir (22). Bu ¢alismadaki amacimiz kimyasal induksiyon ile olusturulmus
si¢gan kolit modeli Uzerinde levobupivakainin antiinflamatuar etkinlige sahip

olup olmadigini aragtirmaktir.



GEREG VE YONTEM

Calismamiz Uludag Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulunun 2008 — 4/1 numarali karari ile Uludag Universitesi Deney
Hayvanlari Yetistirme ve Arastirma Merkezi’'nde gergeklestirildi. Histopatolojik
incelemeler Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali
Arastirma Laboratuar’'nda; IL-6 ve TNF—a 8lgtiimleri ise Uludag Universitesi
Tip Fakultesi Biyokimya Anabilim Dali Laboratuari’nda yapildi.

Calismamizda 270-390 gr arasinda agirhiga sahip erkek Sprague—Dawley
cinsi siganlar kullanildi. Siganlar calisma surecinde sadece calisma ekibinin
giris imkani olan standart bir odada bireysel kafesler igerisinde tutuldular
(Sekil-1). Her sigan igin yeterli su ve standart pelet yem saglanarak aglik ve
stresten minimal etkilenmeleri saglandi. Her grupta 10 adet olmak Uzere 3
grupta 30 siganda kolit olusturuldu (Sekil-2). Sham grubu ise 10 adet sigan

ile olusturuldu.

Sekil-1: Bireysel kafeslerde tutulan siganlar



Sekil-2: Tek doz TNBS + Etanol sonrasi 24 saatte olusan inflamasyon.

Gruplar:

1. Grup (Budesonide): TNBS ile kolit olusturularak budesonide
uygulanan grup (n=10)

2. Grup (Levobupivakain): TNBS ile kolit olusturularak
levobupivakain uygulanan grup (n=10)

3. Grup (Hastalik): TNBS ile kolit olusturularak serum fizyolojik
uygulanan grup (n=10)

4. Grup (Sham): Kolit olusturulmaksizin islem standardizasyonu igin
rutin rektal kateterizasyon yapilan grup (n=10)
olarak isimlendirildi. Kolit olugturulan gruplarda kolit induksiyon gunu tum
sicanlara ketamin (8mg/kg; Ketalar®) ve xylazine (90mg/kg; Ronpum®)
karigimi ile intramuskuler anestezi uygulandi. Anesteziyi takiben 6F feeding
tup ile rektal yoldan 8 cm proksimale ilerletildi. 0,6 ml TNBS (%5 w/v, 40 mg;
Sigma Chemical Co.) + 0,25 ml %50 etanol karisimi feeding tip araciligi ile
[imene verildi (Sekil-3). Tup igerisinde kalan hacim dikkate alinarak 0,5 ml



hava tup igerisine verilerek tum karisimin 0,85 ml toplam hacim olarak barsak

Ilimenine gegisi saglandi ve tup geri gekildi.

Sekil-3: TNBS ile kolit indlksiyonu.

Budesonide grubunda kolit induksiyonunu takiben 7 gun boyunca her
gun intramuskuler standart anestezi sonrasi rektal yoldan 6F feeding tup 10
cm proksimale ilerletilerek budesonide (Entocort® enema) 0,1 mg/kg tek doz
olarak kolon Iimenine verildi. Takiben 0,5 ml hava feeding tlp igerisine
verilerek tum ilag hacminin lUmene gecisi saglandi.

Levobupivakain grubunda kolit indlksiyonunu takiben 7 gin boyunca
intramuskuler standart anestezi sonrasi 10 mg/kg levobupivakain
(Chirocaine® 50mg/10ml) tek doz olarak rektal yoldan 6F feeding tiip araciligi
ile 10 cm proksimale uygulandi. Takiben 0,5 ml hava feeding tlp icerisine
verilerek tim ilag hacminin [limene gecisi saglandi.

Hastallk grubunda ise kolit indUksiyonunu takiben standart
intramuskuler anestezi sonrasi 6F feeding tup rektal yoldan 10 cm ilerletilerek
7 gun boyunca glinde tek doz olmak tzere 1 ml serum fizyolojik uygulandi.
Diger gruplarda oldugu gibi son olarak 0,5 ml hava feeding tlp icerisine

verilerek tim serum fizyolojigin limene gegisi saglandi.



Sham grubunda ise islem standardizasyonu igin sadece standart
intramuskuler anestezi prosedirl ve 7 gun boyunca gunde bir defa rektal
yoldan 6F feeding tlp ilerletiimesi basamaklari rutin uygulandi.

Tam gruplarda siganlar her gun tartilarak agirlik degisimleri kayit altina
alindi. Yedi gunliuk tedavi sonrasi 8. gunde tum gruplardaki siganlara
intramuskuler anestezi altinda laparotomi uygulandi. Laparotomide adhezyon

g6zlemi sonrasi total kolektomi uygulandi (Sekil—4).

Sekil-4. Laparotomi Oncesi tespit pozisyonu (a) ve total kolektomi (b)
materyali.

Sistemik inflamatuar yanit gdstergesi olarak interlékin—6 (IL-6) ve
TNF—a serum duzeylerinin tespitinde kullanilmak tzere intrakardiak puncture
ile yiksek miktarda kan alinarak siganlar sakrifiye edildi. Her sigan igin total
kolektomi materyalinin |Umeni agilarak makroskopik skorlama Wang ve

arkadaslarinin (23) TNBS kolit modelinde kullandiklari skala modifiye



edilerek yapildi (Tablo—1). Makroskopik skorlama ayni kisi tarafindan gruplar
hakkinda bilgilendirilme olmaksizin kor olarak yapildi.

Tablo-1: Makroskopik hasar skorlama cetveli; Wang ve ark.nin (23)

adaglarinin skalasindan modifiye edilmigtir.

Makroskopik Degisiklik Puan

Ulserasyon ve inflamasyon
Normal
Fokal hiperemi, ulser yok

inflamasyon veya duvar kalinlagmasi olmadan tek Ulser

0
1
2
inflamasyon + tek Ulser 3
inflamasyon + =2 (lser 4
1 cm > inflame segment + 22 Ulser 5
1 cm < inflame segment + 22 Ulser 6

2 cm < hasarli segment (her cm icin 1 puan eklenir) 7-10

Adhezyonlar

Yok 0

Minor 1

Major 2
Diare

Yok 0

Var 1

Makroskopi skorlamasi sonrasi doku ornekleri %10 formaldehid
solusyonu igerisinde muhafaza edildi.

Her total kolektomi materyalinden distal ugtan &5 mm, 4 cm
proksimaldeki segmentten 5 mm ve 8 cm proksimaldeki segmentten 5 mm
olmak uzere uger ornekleme yapilarak parafin bloklara alindi. Her segment
her sican icin distal, orta ve proksimal olarak isimlendirildi. Preparatlar rutin
histopatolojik inceleme igin hematoksilen — eozin (HE) ile boyanarak

hazirlandi.




Isik mikroskopisi altinda mikroskopik lezyonlar her segment igin ayri
olarak skorlandi (Tablo—2) ve her si¢an igin u¢ farkli segmentten yapilan
histopatolojik skorlamanin aritmetik ortalamasi alindi. Histopatolojik skorlama
Wang ve ark.’nin (23) TNBS kolit modelinde kullandigi skalaya gore yapildi.
Isik mikroskopisi incelemeleri ayni patolog tarafindan yapildi.

Tablo-2: Histopatolojik degisiklik skorlama cetveli (23).

Bulgu Puan

Ulser

Yok 0

3 mm’den kiguk 1

3 mm’den biyulk 2
inflamasyon

Yok 0

Hafif 1

Ciddi 2
Graniilom

Yok 0

Var 1
Hastaligin Derinligi

Yok 0

Submukozal 1

Muskuler 2

Serozal 3
Fibrozis

Yok 0

Hafif 1

Ciddi 2

Biyokimyasal analiz ELISA yontemi ile serumda sigan IL-6 ve TNF-a
kitleri (Invitrogen™ Rat Immunoassay Kit; Invitrogen Corporation, Carlsbad,
California, ABD) kullanilarak gergeklestirildi.

istatistiksel analizler icin The Statistical Package for Social Sciences
version 11.5 (SPSS, Chicago, IL, ABD) bilgisayar programi kullanildi.
Devamli veriler; ¢oklu gruplar icin Kruskal Wallis varyans analizi, ikili gruplar
icin Mann — Whitney U testi kullanilarak ve kategorik veriler ise ki—kare test
ile karsilastirildi, p<0,05 anlamh olarak kabul edildi. Sonuglar medyan

(minimum — maksimum) olarak verildi.
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BULGULAR

Gunlik tarti takipleri sonucunda kolit sonrasi budesonide ve
levobupivakain uygulanan gruplarda ve sham grubunda agirlik artigi
saptanirken hastalik grubunda agirlik kaybi mevcuttu (Sekil-5).

25
20
15

10

0
II 10 (0 - 20)
-5

-10

Ortalama Agirlik Degisimi (g)

-15

0(-30 - 10)

-20

Sekil-5: Gruplara gére ortalama agirlik degisimleri.
Budesonide, levobupivakain ve sham gruplari arasinda agirlik degisimi

acisindan anlamh fark gézlenmedi ancak her G¢ grup ile hastalik grubu
arasindaki agirlik degisimi agisindan fark anlamli olarak bulundu (p=0,016).
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Makroskopik inceleme: Laparotomi sonrasi tUm siganlarin kolon
lGmenleri agilarak makroskopik hasar skorlama cetveli ile degerlendirildiginde
budesonide, levobupivakain ve hastalik gruplarinda makroskopik hasar
skorlari sham grubuna goére anlamli derecede ylUksek olarak bulundu
(p=0,001).

Budesonide ve levobupivakain gruplarinda inflamasyon gozlenmekle
birlikte hastallk grubuna gore gerileme mevcuttu. Budesonide ve
levobupivakain grubu arasinda anlamh farklihk bulunmadi ancak her iki
grupta da hastalik grubuna gore makroskopi skorlari anlamli olarak dusuktu
(Budesonide vs. Hastalik grubu: p=0,001; Levobupivakain vs. Hastalik grubu:
p=0,002) (Sekil-6).

8 4,5(2-9)

2(0-5)

L=

Makroskopik Hasar Skoru
N

00-1) |

Budesonide Levobupivakain Hastallk Sham

Sekil-6: Gruplara gére makroskopik hasar skorlari dagihmi.

Mikroskopik inceleme: Hematoksilen Eozin boyama sonrasi

histopatolojik incelemede granilom formasyonu ve fibrozis higbir 6rnekte
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g6zlenmezken cesitli diizeyde inflamatuar hicre birikimi ve Ulser olugsumu
budesonide, levobupivakain ve hastalik gruplarinda izlenebilen ana
degisikliklerdi (Sekil-7).

- 3

Sekil-7: Kolit indiiksiyonu sonrasi inflamatuar degisiklikler. a: Ulserasyon
(=), fibrinli ekstuda (=), Ulserasyon zemininde inflamatuar hicre birikimi (=)
ve eslik eden intakt mukozal alanlar (%) (HE X 40). b: Ulserasyon olmaksizin
inflamatuar hiicre birikimi (=) (HE X 100). c¢: inflamatuar hiicreler arasinda
olusmakta olan kapiller proliferasyonlar (=) (HE X 200).

Tam ornekler histopatolojik degerlendirme skorlama cetveline gore
incelendiginde kolit olusturulmus G¢ grupta skorlar sham grubuna gore
anlamli olarak yuksek bulundu (p=0,014). Levobupivacaine grubunun skorlari
budesonide ve hastalik gruplarina gore disiuk olmasina ragmen istatistiksel

degerlendirmede anlamli  olarak farkh  degildi (Budesonide vs.
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Levobupivacaine grubu: p=0,436; Hastallk vs. Levobupivakain grubu:
p=0,105) (Sekil-8).

35 1,66 (0 —4,33)

2,5

Histopatolojik Degerlendirme Skoru

0.5 0 (0 - 0,66)

Budesonide Levobupivakain Hastalk Sham

Sekil-8: Gruplara gore histopatolojik degerlendirme skorlari dagihmi.

TNF—a olgumleri gruplar arasinda anlamli bir degisiklik gostermezken
(p=0,152) (Tablo—3) budesonide, levobupivakain ve hastalik gruplarinda
sham grubuna goére IL-6 duzeyleri anlamli olarak yuksekti (p=0,04).
Levobupivakain grubunda IL-6 seviyeleri budesonide ve hastalik gruplarina
gore dusuk olmakla beraber istatistiksel olarak fark gdézlenmedi
(Levobupivakain vs. Hastallk grubu: p=0,853; Levobupivakain vs.
Budesonide grubu: p=0,247) (Sekil-9).
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Tablo-3: Parametrelerin gruplara gbre median (minimum-maksimum)
degerleri.
Budesonide Levobupivakain Hastalik Sham p
Agiriik 10 10 0 10
doghoits
egisimi (~10-25) (0-20) (~30-10) (0-20) 0,016*
Makroskopi 1 2 4,5 0
skorlart (0-4) (0-5) (2-9) (0-1) 0,001*
Mikroskopi 1,33 0 1,66 0
korl
skorian (0-3,33) (0-5,66) (0-4,33) (0-0,66) | 0,014
37,61 32,29 31,85 0
IL-6 diizeyleri
(20,27-85,42) (0-43,81) (7,67-144,84) | (0-38,59) | 0,004****
TNF-a 0,53 0,22 0,46 0,14
duzeyleri (0,17-45.71) (0,17-312,04) (0,16-255.91) | (0-3,7) 0,152

*: Budesonide, levobupivakain ve sham gruplari ile hastalik grubu arasindaki adirlik degisimi
farki anlamlidir (p=0,016). **: Budesonide ve levobupivakain gruplarinda makroskopi skorlari
hastalik grubuna gére anlamli derecede disuktur (p=0,001). ***: Kolit olusturulmus t¢ grupta
mikroskopi skorlari sham grubuna goére anlamli olarak yuksek bulundu (p=0,014). ****
Budesonide, levobupivakain ve hastalik gruplarinda sham grubuna goére IL-6 duzeyleri
anlamli olarak yuksektir (p=0,004). TNF—a dizeylerinde gruplar arasinda anlaml farkhlik
mevcut degildir (p=0,152).
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31,85 (7,67 — 144.84)

IL-6 duizeyleri (pg/ml)

I 0(0—38.59)

Budesonide  Levobupivakain Hastallk Sham

Sekil-9: Gruplara gore serum IL-6 dizeyleri dagilimi.
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TARTISMA VE SONUG

Calismamizda kimyasal induksiyon yolu ile olusturuimus Kkolit
modelinde topikal levobupivakain uygulamasi sonrasi gesitli parametreler ile
antiinflamatuar etkinligin olup olmadigini arastirdik. Deney sonunda gerek
agirhk degisimleri gerekse makroskopik degerlendirme skorlarindaki iyilesme
lehine olan anlamli sonuglar bize levobupivakainin deneysel kolit modelinde
topikal antiinflamatuar etkinligi  olabilecegini dusundurmekle birlikte
histopatolojik  veriler, agirlik  degisimi ile  makroskopi verilerini
desteklememektedir.  Sistemik inflamatuar yanit goOstergesi olarak
kullandigimiz IL—6 duzeyleri kolit indiksiyonuna sekonder olarak artmig
bulunmasina ragmen levobupivakain uygulamasi ile anlamli dizeyde dusme
gostermemigtir. TNF—a  duzeylerinde gruplar arasinda anlamh farklilik
saptanmamistir.

Lokal anesteziklerin immun regulatuar etkileri nedeniyle yapilan
caligsmalarda ropivakain, bupivakain gibi daha uzun etkili ajanlar da denenmis
ve cgesitli duzeylerde antiinflamatuar etkinlik gozlenmistir (19,20). Lidokaine
gore daha uzun etkili olan bupivakain ile ilgili ciddi sistemik toksik yan etkiler
g6zlenmesi Uzerine levobupivakain daha dusuk sistemik yan etki potansiyeli
ile lokal anestezik olarak klinik kullanima girmistir (21). Levobupivakainin
topikal antinflamatuar etkinligine dair yapiimig bir gcalisma mevcut degildir. Bu
nedenle levobupivakainin klinik kullanimdaki diger lokal anestezik ajanlara
benzer sekilde deneysel bir kolit modelinde topikal antiinflamatuar etkinliginin
olup olmadigini arastirmak istedik.

IBH olusumunda mukozal hasar sonrasi antijenik uyarinin mukozal
bariyeri gecerek yarattigi humoral ve hucresel immun cevabin tetikledigi
olaylar dizisi deneysel modeller igerisinde TNBS ve etanol karigimi ile
indUklenen kolit modelinde taklit edilebilmektedir (22,23). TNBS etki
gosterebilmek icin etanol tarafindan mukozal bariyerin kirilmasina gerek
duyar ki takiben hapten olarak dokuda etki gosterir. Ancak etanol tarafindan

mukozal bariyerin yikilmasi sirasinda etanol derisiminin  yogunlugu
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deneklerde mortaliteyi etkileyebilmektedir. Bu nedenle farkli oranlarda TNBS
ve etanol karigimlari ile yaptigimiz gézlemlerde TNBS miktari sabit tutularak
karisimdaki etanol yogunlugu artirildikga deneklerde asirn diare ve
dehidratasyon sonrasi sure¢ mortal seyretmektedir. Sonu¢ olarak deney
oncesi gozlemler ile en ideal karisimin 0,6 ml TNBS ve 0,25 ml %50
yogunlukta etanol ile elde edildigini ve bu karisimin minimum komplikasyon
olasiligi ile ideal inflamatuar degisikleri olusturdugunu gorduk.

Martinsson ve arkadaslari tarafindan TNBS induksiyonu ile Kkolit
olusturulmus sicanlarda ropivakainin budesonide ve 5-ASA karsisinda
etkinligi arastinlmigtir. Gruplarda agirhk degisimleri her ne kadar tedavi
almayan grupta sinirh dizeyde kalmis olsa da istatistiksel olarak anlamli bir
fark gostermemistir (24). Calismamizda levobupivakain ve budesonide
gruplarindaki agirlik degisimi sham grubuna gore farklilik gostermemesine
ragmen hastalik grubuna goére anlamli derecede yuksek olarak bulundu.
Hastalik grubu ile levobupivakain ve budesonide tedavisi alan gruplar
arasinda gorulen bu farkhlik tedavisiz olan hastalik grubunda standart
beslenmeye ragmen inflamatuar surecin daha siddetli seyredebilecegini;
bunun da deney surecinde agirhk kaybina yol acabilecegini
dusundurmektedir.

Topikal levobupivakain uygulamasi ile makroskopi verilerine
baktigimizda; hastallk grubuna gbre gerek budesonide gerekse
levobupivakain gruplarinda makroskopi skorlarinda belirgin gerileme
mevcuttu ancak sham grubuna gore ise anlamli derecede skorlar yuksekti.
Uygulanan tedavi slreci levobupivakain ve budesonide gruplarinda
makroskopik olarak etkin goérulmektedir ancak inflamasyon tam olarak
gerilemedigi gibi sham grubuna gore ise anlamli duzeyde belirgindir.

Calismamizda levobupivakain grubunda daha belirgin olmak Uzere
histopatolojik degerlendirme skorlari levobupivakain ve budesonide
gruplarinda geriledi. Ancak histopatoloji verilerimiz makroskopi verilerimize
benzer olmakla birlikte istatistiksel olarak levobupivakain ile budesonide ve
hastalik grublari arasinda anlamli farkhlik saptanmadi (Budesonide vs.

Levobupivacaine grubu: p=0,436; Hastalik vs. Levobupivakain grubu:
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p=0,105). Levobupivakain, budesonide ve hastalik gruplarinda histopatoloji
skorlarinin sham grubuna gore yuksek olugsu (p=0,014) tedavi gruplarinda
yeterli antiinflamatuar etkinligin olmadigini  gdstermektedir. Mevcut
makroskopi verileri histopatolojik olarak desteklenmemektedir ancak
morfolojik degerlendirmede farkli calismalarda farkli veriler mevcuttur ve
makroskopi skorlari ile mikroskopi sonrasi histopatolojik degerlendirme
skorlari arasinda ayni galisma icerisinde de farkhliklar gézlenebilmektedir.
Kolit indiksiyonu sonrasi topikal lidokain uygulamasi ile makroskopik hasar
anlamli olarak azalmaktadir. Benzer bulgulara topikal ropivakain uygulamasi
ile de ulasilmistir. Topikal ropivakain uygulamasi ile makroskopi skorlari
anlamli derecede gerileme gdsterirken ayni c¢alismada tedavi gruplarinda
minimal histopatolojik iyilesme goérilmis ve mukozal butinligin bozuk
kaldigi bildirilmigtir (24—26).

IBH'nda IL-6 ve TNF-a proinflamatuar sitokinler olarak davranirlar ve
seviyeleri genellikle hastah@in siddeti ile iligkilidir (27). inflamatuar sirecin
sistemik belirteci olarak serum IL-6 ve TNF-a seviyelerini degerlendirdik.
TNF-a duzeylerinin IBH'nda farkliliklar gosterebilecedi hatta bazen tespit
dahi edilemeyecegi bildirilmistir (27). TNF-a icin elde ettigimiz bireysel
farkhliklar literatar verileri ile uyumludur.

Calismamizda IL-6 seviyeleri ise sham grubuna goére levobupivakain,
budesonide ve hastalik gruplarinda anlamli olarak yuksek bulundu (p=0,04).
Bu bulgular IBH'nda sitokin seviyelerinin yukseldigine dair bilgiler ile
uyumludur (27). Levobupivakain grubunda IL-6 seviyeleri budesonide ve
hastalik gruplarina gore dusuk tespit edilmekle beraber istatistiksel olarak
anlamli derecede dusuk degildi (Levobupivakain vs. Hastalik grubu: p=0,853;
Levobupivakain vs. Budesonide grubu: p=0,247).

Lidokain ve iligkili preparatlarin proinflamatuar medyatorlerin salinimini
azaltugr gorulmus; bu etkisilerini epitelyal hicreler Uzerinde membran
depolarizasyonuna neden olarak sagladiklari ve antiinflamatuar medyator
artisina neden olduklari bildirilmistir (28). Epitelyal bariyerin bozulmasi
antijenlere kargi gegirgenligi ve inflamatuar siddeti artirir. Lidokain tum kolon

segmentlerinde epitelyal bariyer butinligune zarar veren polidendritik hicre
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sayisinda azalma saglar. Morfolojik olarak epitalyal bariyer intakt bile olsa
fonksiyonel bozukluk devam edebilir (29). IL-6 seviyelerinin levobupivakain
grubunda daha dusik olmasi; levobupivakainin diger lokal anestezikler gibi
sitokin salinimi Uzerine direk ve indirek etkileri olabilecedini disundurebilir
ancak IL-6 duzeylerindeki dugukluk istatistiksel olarak anlamli degildir.

Sonu¢ olarak histopatolojik degerlendirme skorlarinda ortalama
degerlerin gerilemesi ve IL-6 seviyesinin dusukligu bize levobupivakainin
topikal uygulamada deneysel kolit modelinde antiinflamatuar etki
potansiyelinin olabilecegini dusundurmekle birlikte istatistiksel analizler
anlamli bir farkhlik gostermemistir. Ancak IBH’nda immun yanitin duzeyi
bireysel farkliliklar gosterebilmektedir (30). Gruplardaki 6érnek sayilari bireysel
olarak deneklerde gorulebilen farkli sayisal degerlerin grup ortalamalarini
belirgin sekilde etkilemesine neden olmus olabilir. Daha genis 6rnek havuzu
ile yapilacak calismalarda bu etkilesim azaltilabilir. Ayrica, TNBS ile
indUklenen kolit modelinde inflamasyonun 6-8 hafta devam ettigi
bilinmektedir (31). Calismamizda tedavi gruplarinda gézlenen makroskopik
iyilesme egilimi mikroskopik veriler ile desteklenmese de tedavi surelerinin 7
gunden daha uzun tutulmasi halinde daha iyi sonuglar elde edilebilecegini
dugunmekteyiz.
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Ek—1: Kisaltmalar

IBH: inflamatuar barsak hastalig
TNBS: Trinitrobenzen Sulfonik Asit
TNF—a: Tumor Nekrozis Faktor Alfa
IL-6: interlékin—6

5—ASA: 5—Aminosalisilat

HE: Hematoksilen Eozin

IM: intramuskuler
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ÖZET


İnflamatuar barsak hastalığının (IBH) tedavisinde çeşitli lokal anestezikler alternatif bir seçenek olarak önerilmiştir. Levobupivakain amino–amid grubuna dahil yeni ve uzun etkili bir lokal anesteziktir. Bu çalışmanın amacı IBH’nda levobupivakainin antiinflamatuar etkinliğini araştırmaktır.


Çalışmamızda 30 adet erkek Sprague–Dawley cinsi sıçanda intramuskuler (i.m.) ketamin + xylazine ile anestezi uygulanmasını takiben trinitrobenzen sulfonik asit (TNBS) + etanol ile kolit oluşturuldu ve 10 adet sıçan da sham grubu olarak kullanıldı. Kolit oluşturulmasını takiben 7 gün boyunca, budesonide grubunda (n:10) 0,1 mg/kg budesonide; levobupivakain grubunda (n:10) 10 mg/kg levobupivakain; hastalık grubunda (n:10) ise sadece 1 ml serum fizyolojik rektal yoldan uygulandı. Sham grubunda kolit oluşturulmadı ve sadece rutin rektal kateterizasyon sağlandı. Deneyin 8. gününde tüm gruplardaki sıçanlara laparotomi ve histopatolojik inceleme için total kolektomi uygulandı. Total kolektomi sonrası tüm sıçanlar serum IL–6 ve TNF–α ölçümleri için intrakardiak yoldan yüksek miktarda kan alınarak sakrifiye edildi. 

Ağırlık kaybı ve makroskopi skorları hastalık grubunda diğer 3 gruba göre anlamlı derecede yüksekti (p<0,05). Levobupivakain ve budesonide gruplarında hastalık grubuna göre histopatolojik iyileşme görülmekle birlikte istatistiksel olarak anlamlı değildi (p>0,05). TNF–α ölçümlerinde gruplar arasında anlamlı farklılık gözlenmedi (p>0,05).  Levobupivakain grubunda IL–6 düzeyleri daha düşük olmasına rağmen budesonide ve hastalık grubuna göre anlamlı farklılık gözlenmedi (p>0,05). 

Makroskopi skorlarındaki iyileşme, histopatolojik değerlendirme skorlarında ortalama değerlerin gerilemesi ve IL–6 seviyesinin düşüklüğü bize levobupivakainin topikal uygulamada deneysel kolit modelinde



antiinflamatuar etki potansiyelinin olabileceğini düşündürmekle birlikte istatistiksel analizler anlamlı bir farklılık göstermemiştir.

Anahtar Kelimeler: trinitrobenzen sulfonik asit, kolit, levobupivakain, budesonide

SUMMARY


Antiinflammatory efficiancy of levobupivacaine


in an experimental colitis model

In the treatment of inflammatory bowel disease (IBD); various topical local anesthetics have been recommended as an alternative. Levobupivacaine is a new, long acting local anesthetic drug belonging to the amino amide group. The aim of this study was to investigate the antiinflammatory efficiency of levobupivacaine on IBD.

In our study; TNBS + ethanol induced colitis was performed in 30 rats after the rats were anesthetized with i.m. ketamin + xylazine; also 10 rats were used as sham group. As treatment; 0,1 mg/kg budesonide had been used in budesonide group (n:10), 10 mg/kg levobupivacaine had been used in levobupivacaine group (n:10), only 1 ml saline solution had been used in disease group (n:10) for 7 days by rectal route subsequent to induction of colitis. In sham group; only routine rectal catheterization was performed without induction of colitis. On the 8th day of experiment; laparotomy and total colectomy were performed for histopathological examination in all rats. The rats were sacrificed subsequent to total colectomy by intracardiac puncture to get blood sample for serum TNF–α and IL–6 measurements. 

Weight loss and macroscopic examination scores were significantly higher in disease group than other 3 groups (p<0,05). Budesonide and levobupivacine groups showed histopathological improvement against disease group with no statistical significance (p>0,05). There was no significant difference in TNF–α levels between all groups (p>0,05). Although IL–6 levels were found to be decreased in levobupivacine group; there was no statistical significance between levobupivacaine group and budesonide group or disease group (p>0,05).


Despite the improvement in macroscopic scores, decrease in histopathological assessment scores and lower IL–6 levels suggest that levobupivacaine may have topical antiinflammatory effects in experimental colitis model; however, this finding was not supported by statistical methods.

Keywords: Trinitrobenzene sulfonic acid, colitis, levobupivacaine, budesonide.


GİRİŞ


İnflamatuar barsak hastalığı (IBH) terimi genellikle benzer karakteristiklere sahip ve etyolojisi bilinmeyen iki hastalık olan ülseratif kolit ve Crohn hastalığını ifade etmek üzere kullanılır. Bu iki tablo arasındaki ayrım klinik ve patolojik kriterler üzerine kurularak yapılabilmekte ancak kolonda yerleşik hastalık olgularının %10–15’inde net ayrım yapılamamaktadır ve “belirsiz kolit” olarak isimlendirilmektedirler (1). 

Crohn, Ginzburg ve Oppenheimer (2) tarafından 1932 yılında yayınlanan ve intestinal nonspesifik granulomatöz inflamasyon mevcut 52 hastadan oluşan seride; 13 hastada “rejyonel ileitis” tanımlanarak hastalığın formal klasifikasyonu ile birlikte nonkazeöz granulomlar ile ilişkisi de açıklanmıştır. Hastalığın sahip olduğu değişken klinik ve anatomik özellikler nedeniyle daha sonra bu hastalık “Crohn Hastalığı” olarak adlandırılmıştır.

Lockhart–Mummery ve Morson (3), 1960 yılında ülseratif kolit ve Crohn hastalığı arasındaki farklılıkları aydınlattıkları çalışmalarını yayınlayana kadar Crohn hastalığının kolonik formu ile ülseratif kolit ayrımındaki karmaşa devam etmiştir.

Crohn hastalığı ağızdan anüse kadar gastrointestinal sistemin herhangi bir yerini tutabilen, kronik seyirli, progresif, granulomatöz inflamasyonla karakterize bir hastalıktır. İnce barsağın en sık görülen kronik hastalığıdır. Hastalık ilk tutulumunda en sık terminal ileumu veya ileokolik bölgeyi tutarken (%40), hastaların %15’inde hastalık kolonda sınırlı olabilir ve ülseratif koliti taklit edebilir. 

Crohn hastalığı insidansı coğrafi lokalizasyona bağlı olarak 100000’de 1 ve 10 arasında değişkenlik gösterir. İskandinav ülkeleri, İskoçya, İngiltere ve Kuzey Amerika insidansın yüksek olduğu bölgelerdir. Bimodal yaş dağılımına sahiptir (4); ilk tepe noktası 15–30 yaş arasında görülürken ikinci tepe noktası 55–80 yaş arasındadır.  Yahudi populasyonda ve kentsel yerleşimlerde daha sık görülmektedir (5). 

Etyolojisi halen gizemlidir ancak hastalığın manifest hale geçebilmesi için üç faktöre ihtiyaç olduğu öne sürülmüştür. Bu faktörlerin birincisi antijenik etki potansiyeline sahip bir ligand veya “tetik” olarak tanımlanır. İkincisi bu antijenik uyaranın konak tarafından algılanabilmesi için defektif bir mukozal bariyer varlığıdır. Son olarak ise bu uyarana konağın aşırı cevabı üçüncü faktör olarak gereklidir (6).

Ülseratif kolit; kolon ve rektum mukozasını tutan, tekrarlayan inflamasyon ve ülserlerle karakterize, remisyon ve relapslarla seyreden kronik, idyopatik bir hastalıktır. İlk kez 1859 yılında Samuel Wilks tarafından tanımlanmış, sonraki yıllarda barsak mukozasındaki patolojik değişiklikler ortaya konmuştur (7). Lokalize formları proktit ve proktosigmoidit (distal kolit) olarak adlandırılır.


Ülseratif kolit her yaşta görülebilir, ancak en sık olarak 2.–3. dekadda başlar. Olguların %5–10’unda ailevi bir predispozisyon bulunur. Hastalığın sık olarak görüldüğü İngiltere’de insidans 100000’de 5 seviyesinde seyretmektedir.  Tüm dünyada görülmesine ve birçok ırkı etkilemesine rağmen beyazlarda zencilerden daha sık rastlanır (8).


   Crohn hastalığında olduğu gibi ülseratif kolitte de etyoloji belirsizliğini korumakla birlikte patogenezde; genetik olarak yatkınlığı olan bireylerde immün sistemin disregulasyonuna bağlı oluşan aşırı otoimmün bir yanıt süreci sorumlu tutulmaktadır.

Etyopatogenezdeki belirsizlik nedeniyle IBH için günümüze kadar oldukça farklı tedavi seçenekleri denenmiştir. Çeşitli antimikrobial ajanları içeren yaklaşımları takiben antiromatizmal olarak kullanıma giren sulfasalazinin ülseratif kolit hastalarının eklem yakınmalarının tedavisinde kullanılması sırasında; hem diare hem de artraljinin azaldığı keşfedilmiştir. İleri araştırmalarda ise sulfasalazinin aktif metaboliti olan 5–aminosalisilatın (5–ASA) etki potansiyeli ortaya konularak klinik kullanıma geçişi sağlanmıştır. IBH’nın histolojik olarak immun aktivasyonu işaret etmesi ile kortikosteroidler iki ucu keskin bıçak olarak tedavi alternatifi haline gelmiştir (9). 

Steroid kullanımının keskin kenarı olan ciddi yan etki potansiyeli ve invaziv tedavi gerektirecek kadar ciddi komplikasyonları olması kullanımdaki sınırlayıcı unsurlardır (10). Steroid kullanılan hastaların %16’sının steroide rezistan olduğu, tedavinin başlangıcından itibaren 1 yıl sonra %22’sinin steroide bağımlı olduğu ve %29’unun cerrahi tedavi gerektirdiği bildirilmiştir. Steroid tedavisine alternatif olarak görülen immünsupresanların kullanımında; IBH’nda doz bağımlı olarak minör yan etkilerden ciddi fırsatçı enfeksiyonlar gibi ölümcül komplikasyonlara kadar değişebilen bir risk profili mevcuttur (11). 

IBH’nın uzun vadedeki komplikasyonları veya tedaviye yanıtsız semptomatik hastalık hastayı cerrahi tedaviye götürmektedir. Cerrahi tedavi masum olmadığı gibi kronik antiinflamatuar veya immünsupresan tedavi de masum değildir. Bu nedenle etyoloji ve patogenezi halen net olmayan IBH’nda yan etki potansiyeli düşük tedavi modaliteleri halen araştırma sürecindedirler (11).


IBH’nın fizyopatolojisinde sempatik ve parasempatik sinirler arasında otonomik imbalans olduğu daha önce ileri sürülmüştür (12). Proktitli hastalarda submukoza, muskularis mukoza ve mukozada adrenerjik hiperinnervasyon tespit edilmiştir (12). Adrenerjik baskınlığın mukozal hasar ile sonuçlanacak şekilde epitelyal yenilenme hızının artışını ve vazokonstriksiyonu tetikleyebileceği bildirilmiştir (13). IBH üzerinde nikotinin sahip olduğu olumlu etki potansiyeli otonomik imbalans mekanizmasını desteklemektedir (14). 

Lokal anestezik olarak kullanımda olan lidokainin konak immün cevabının farklı basamaklarında etkisi olabileceği bildirilmiştir (15). Lidokain tedavisi sonrası mukozada inflamatuar belirteç olarak gözlenebilmekte olan polidendritik hücre ve lenfosit sayısında gerileme beklenebileceği; olası antiinflamatuar etki mekanizması olarak da hiperaktif nöronal reflekslerin inhibisyonu, çeşitli basamaklarda (lenfosit maturasyonu ve proliferasyonu, makrofaj migrasyonu) immün regulatuar etki, membran stabilizasyonu etkisi olabileceği öne sürülmüştür (16). Lidokainin proinflamatuar gen transkripsiyonunu azaltarak sitokin üretimini de azaltabileceği bildirilmiştir (17). 

Björck ve ark.’nın (18) 1992 yılında yayınladıkları 100 vakalık seride sadece proktit mevcut olan hastalarda lidokaine başlangıçta tam cevap alınmasına rağmen tedavinin kesilmesini takiben iki yıl içinde hastaların %68’inde relaps gözlendiği; proktosigmoiditli olgularda uygulanan rejim ile %83 tedavi yanıtı alınırken tedavisiz ilk 16 aylık zaman diliminde %50’nin altında bir relaps izlendiği bildirilmiştir. Relaps yüksekliği yine nöronal hipotez ile açıklanmıştır. Tedavi kesildikten sonra nöronal aktivitenin kademeli olarak geri dönmekte olduğu belirtilmiştir (18).


Kolit tedavisinde lidokaine alternatif olarak öne sürülen ropivakain; uzun etkili bir lokal anestezik olarak sinir blokları ve epidural analjezide kullanılmak üzere geliştirilmiştir (19). In vitro olarak Tümör Nekrozis Faktör Alfa (TNF–α)’nın proinflamatuar etkisini antagonize ettiği ve araşidonik asit sentezini inhibe ettiği gösterilmiştir (20). 

Lokal anestezik ilaçların lokal uygulamalarında çok düşük bir oranla da olsa sistemik yan etki potansiyelleri olduğu bilinmektedir.  Lidokain karşısında uzun etkili ajan olarak kullanılmakta olan amino amid grubundan bupivakainin ciddi sistemik yan etkileri olması nedeniyle; bupivakainin sol izomeri olarak üretilmiş olan levobupivakainin aynı düzeyde klinik etkinlik yanında oldukça nadir yan etki riskine sahip olduğu gösterilmiştir (21). 

IBH araştırmalarında kullanılacak bir hayvan modelinde trinitrobenzen sulfonik asit (TNBS) ile oluşturulan kolit modeli hapten ile indüklenmiş gecikmiş tip hipersensitivite sonrası oluşan kronik bir inflamasyon modelidir. Mukozal bariyer kırılarak doza bağımlı olarak ülserasyon ve inflamasyon gelişir. Segmental ülserasyon ve inflamasyon sıktır. İnflamasyon ve ülserasyonun uzun süre devam etmesi nedeniyle kolonik IBH’nın patofizyolojisinin ve yeni tedavi yöntemlerinin araştırılmasında uygun bir modeldir (22). Bu çalışmadaki amacımız kimyasal indüksiyon ile oluşturulmuş sıçan kolit modeli üzerinde levobupivakainin antiinflamatuar etkinliğe sahip olup olmadığını araştırmaktır.

GEREÇ VE YÖNTEM

Çalışmamız Uludağ Üniversitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulunun 2008 – 4/1 numaralı kararı ile Uludağ Üniversitesi Deney Hayvanları Yetiştirme ve Araştırma Merkezi’nde gerçekleştirildi. Histopatolojik incelemeler Uludağ Üniversitesi Tıp Fakültesi Patoloji Anabilim Dalı Araştırma Laboratuarı’nda; IL–6 ve TNF–α ölçümleri ise Uludağ Üniversitesi Tıp Fakültesi Biyokimya Anabilim Dalı Laboratuarı’nda yapıldı.

   Çalışmamızda 270–390 gr arasında ağırlığa sahip erkek Sprague–Dawley cinsi sıçanlar kullanıldı. Sıçanlar çalışma sürecinde sadece çalışma ekibinin giriş imkanı olan standart bir odada bireysel kafesler içerisinde tutuldular (Şekil–1). Her sıçan için yeterli su ve standart pelet yem sağlanarak açlık ve stresten minimal etkilenmeleri sağlandı. Her grupta 10 adet olmak üzere 3 grupta 30 sıçanda kolit oluşturuldu (Şekil–2). Sham grubu ise 10 adet sıçan ile oluşturuldu. 
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Şekil–1: Bireysel kafeslerde tutulan sıçanlar
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Şekil–2: Tek doz TNBS + Etanol sonrası 24 saatte oluşan inflamasyon.


Gruplar:


1. Grup (Budesonide): TNBS ile kolit oluşturularak budesonide uygulanan grup (n=10)


2. Grup (Levobupivakain): TNBS ile kolit oluşturularak levobupivakain uygulanan grup (n=10)

3. Grup (Hastalık): TNBS ile kolit oluşturularak serum fizyolojik uygulanan grup (n=10)


4. Grup (Sham): Kolit oluşturulmaksızın işlem standardizasyonu için rutin rektal kateterizasyon yapılan grup (n=10)

olarak isimlendirildi. Kolit oluşturulan gruplarda kolit indüksiyon günü tüm sıçanlara ketamin (8mg/kg; Ketalar®) ve xylazine (90mg/kg; Ronpum®) karışımı ile intramuskuler anestezi uygulandı. Anesteziyi takiben 6F feeding tüp ile rektal yoldan 8 cm proksimale ilerletildi. 0,6 ml TNBS (%5 w/v, 40 mg; Sigma Chemical Co.) + 0,25 ml %50 etanol karışımı feeding tüp aracılığı ile lümene verildi (Şekil–3). Tüp içerisinde kalan hacim dikkate alınarak 0,5 ml hava tüp içerisine verilerek tüm karışımın 0,85 ml toplam hacim olarak barsak lümenine geçişi sağlandı ve tüp geri çekildi. 
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Şekil–3: TNBS ile kolit indüksiyonu.


Budesonide grubunda kolit indüksiyonunu takiben 7 gün boyunca her gün intramuskuler standart anestezi sonrası rektal yoldan 6F feeding tüp 10 cm proksimale ilerletilerek budesonide (Entocort® enema) 0,1 mg/kg tek doz olarak kolon lümenine verildi. Takiben 0,5 ml hava feeding tüp içerisine verilerek tüm ilaç hacminin lümene geçişi sağlandı. 

Levobupivakain grubunda kolit indüksiyonunu takiben 7 gün boyunca intramuskuler standart anestezi sonrası 10 mg/kg levobupivakain (Chirocaine® 50mg/10ml) tek doz olarak rektal yoldan 6F feeding tüp aracılığı ile 10 cm proksimale uygulandı. Takiben 0,5 ml hava feeding tüp içerisine verilerek tüm ilaç hacminin lümene geçişi sağlandı.

Hastalık grubunda ise kolit indüksiyonunu takiben standart intramuskuler anestezi sonrası 6F feeding tüp rektal yoldan 10 cm ilerletilerek 7 gün boyunca günde tek doz olmak üzere 1 ml serum fizyolojik uygulandı. Diğer gruplarda olduğu gibi son olarak 0,5 ml hava feeding tüp içerisine verilerek tüm serum fizyolojiğin lümene geçişi sağlandı.


Sham grubunda ise işlem standardizasyonu için sadece standart intramuskuler anestezi prosedürü ve 7 gün boyunca günde bir defa rektal yoldan 6F feeding tüp ilerletilmesi basamakları rutin uygulandı. 

Tüm gruplarda sıçanlar her gün tartılarak ağırlık değişimleri kayıt altına alındı. Yedi günlük tedavi sonrası 8. günde tüm gruplardaki sıçanlara intramuskuler anestezi altında laparotomi uygulandı. Laparotomide adhezyon gözlemi sonrası total kolektomi uygulandı (Şekil–4). 
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Şekil–4. Laparotomi öncesi tespit pozisyonu (a) ve total kolektomi (b) materyali.

Sistemik inflamatuar yanıt göstergesi olarak interlökin–6 (IL–6) ve TNF–α serum düzeylerinin tespitinde kullanılmak üzere intrakardiak puncture ile yüksek miktarda kan alınarak sıçanlar sakrifiye edildi. Her sıçan için total kolektomi materyalinin lümeni açılarak makroskopik skorlama Wang ve arkadaşlarının (23) TNBS kolit modelinde kullandıkları skala modifiye edilerek yapıldı (Tablo–1). Makroskopik skorlama aynı kişi tarafından gruplar hakkında bilgilendirilme olmaksızın kör olarak yapıldı.

Tablo–1: Makroskopik hasar skorlama cetveli; Wang ve ark.nın (23) adaşlarının skalasından modifiye edilmiştir.


		Makroskopik Değişiklik

		Puan



		Ülserasyon ve İnflamasyon

     Normal


     Fokal hiperemi, ülser yok


     İnflamasyon veya duvar kalınlaşması olmadan tek ülser


     İnflamasyon + tek ülser


     İnflamasyon + ≥2 ülser


     1 cm > inflame segment + ≥2 ülser

     1 cm < inflame segment + ≥2 ülser


     2 cm ≤ hasarlı segment (her cm için 1 puan eklenir)

		0


1


2


3


4


5


6


7–10



		Adhezyonlar


     Yok


     Minör


     Major

		0


1


2



		Diare

     Yok


     Var

		0


1





Makroskopi skorlaması sonrası doku örnekleri %10 formaldehid solusyonu içerisinde muhafaza edildi. 

Her total kolektomi materyalinden distal uçtan 5 mm, 4 cm proksimaldeki segmentten 5 mm ve 8 cm proksimaldeki segmentten 5 mm olmak üzere üçer örnekleme yapılarak parafin bloklara alındı. Her segment her sıçan için distal, orta ve proksimal olarak isimlendirildi. Preparatlar rutin histopatolojik inceleme için hematoksilen – eozin (HE) ile boyanarak hazırlandı.

Işık mikroskopisi altında mikroskopik lezyonlar her segment için ayrı olarak skorlandı (Tablo–2) ve her sıçan için üç farklı segmentten yapılan histopatolojik skorlamanın aritmetik ortalaması alındı. Histopatolojik skorlama Wang ve ark.’nın (23) TNBS kolit modelinde kullandığı skalaya göre yapıldı. Işık mikroskopisi incelemeleri aynı patolog tarafından yapıldı.

Tablo–2: Histopatolojik değişiklik skorlama cetveli (23).


		Bulgu

		Puan



		Ülser


      Yok


      3 mm’den küçük

      3 mm’den büyük

		0


1


2



		İnflamasyon

      Yok


      Hafif


      Ciddi

		0


1


2



		Granülom

      Yok


      Var

		0


1



		Hastalığın Derinliği

      Yok


      Submukozal


      Muskuler


      Serozal

		0


1


2


3



		Fibrozis

      Yok


      Hafif


      Ciddi

		0


1


2





Biyokimyasal analiz ELISA yöntemi ile serumda sıçan IL–6 ve TNF–α kitleri (Invitrogen™ Rat Immunoassay Kit; Invitrogen Corporation, Carlsbad, California, ABD) kullanılarak gerçekleştirildi. 


İstatistiksel analizler için The Statistical Package for Social Sciences version 11.5 (SPSS, Chicago, IL, ABD) bilgisayar programı kullanıldı. Devamlı veriler; çoklu gruplar için Kruskal Wallis varyans analizi, ikili gruplar için Mann – Whitney U testi kullanılarak ve kategorik veriler ise ki–kare test ile karşılaştırıldı, p<0,05 anlamlı olarak kabul edildi. Sonuçlar medyan (minimum – maksimum) olarak verildi.

BULGULAR


Günlük tartı takipleri sonucunda kolit sonrası budesonide ve levobupivakain uygulanan gruplarda ve sham grubunda ağırlık artışı saptanırken hastalık grubunda ağırlık kaybı mevcuttu (Şekil–5). 
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Şekil–5: Gruplara göre ortalama ağırlık değişimleri.

Budesonide, levobupivakain ve sham grupları arasında ağırlık değişimi açısından anlamlı fark gözlenmedi ancak her üç grup ile hastalık grubu arasındaki ağırlık değişimi açısından fark anlamlı olarak bulundu (p=0,016).


Makroskopik inceleme: Laparotomi sonrası tüm sıçanların kolon lümenleri açılarak makroskopik hasar skorlama cetveli ile değerlendirildiğinde budesonide, levobupivakain ve hastalık gruplarında makroskopik hasar skorları sham grubuna göre anlamlı derecede yüksek olarak bulundu (p=0,001).


Budesonide ve levobupivakain gruplarında inflamasyon gözlenmekle birlikte hastalık grubuna göre gerileme mevcuttu. Budesonide ve levobupivakain grubu arasında anlamlı farklılık bulunmadı ancak her iki grupta da hastalık grubuna göre makroskopi skorları anlamlı olarak düşüktü (Budesonide vs. Hastalık grubu: p=0,001; Levobupivakain vs. Hastalık grubu: p=0,002) (Şekil–6).
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Şekil–6: Gruplara göre makroskopik hasar skorları dağılımı. 

Mikroskopik inceleme: Hematoksilen Eozin boyama sonrası histopatolojik incelemede granülom formasyonu ve fibrozis hiçbir örnekte gözlenmezken çeşitli düzeyde inflamatuar hücre birikimi ve ülser oluşumu budesonide, levobupivakain ve hastalık gruplarında izlenebilen ana değişikliklerdi (Şekil–7).
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Şekil–7: Kolit indüksiyonu sonrası inflamatuar değişiklikler. a: Ülserasyon ((), fibrinli eksüda ((), ülserasyon zemininde inflamatuar hücre birikimi (() ve eşlik eden intakt mukozal alanlar (() (HE X 40). b: Ülserasyon olmaksızın inflamatuar hücre birikimi (() (HE X 100). c: İnflamatuar hücreler arasında oluşmakta olan kapiller proliferasyonlar (() (HE X 200). 

Tüm örnekler histopatolojik değerlendirme skorlama cetveline göre incelendiğinde kolit oluşturulmuş üç grupta skorlar sham grubuna göre anlamlı olarak yüksek bulundu (p=0,014). Levobupivacaine grubunun skorları budesonide ve hastalık gruplarına göre düşük olmasına rağmen istatistiksel değerlendirmede anlamlı olarak farklı değildi (Budesonide vs. Levobupivacaine grubu: p=0,436; Hastalık vs. Levobupivakain grubu: p=0,105) (Şekil–8).









Şekil–8: Gruplara göre histopatolojik değerlendirme skorları dağılımı.


TNF–α ölçümleri gruplar arasında anlamlı bir değişiklik göstermezken (p=0,152) (Tablo–3) budesonide, levobupivakain ve hastalık gruplarında sham grubuna göre IL–6 düzeyleri anlamlı olarak yüksekti (p=0,04). Levobupivakain grubunda IL–6 seviyeleri budesonide ve hastalık gruplarına göre düşük olmakla beraber istatistiksel olarak fark gözlenmedi (Levobupivakain vs. Hastalık grubu: p=0,853; Levobupivakain vs. Budesonide grubu: p=0,247) (Şekil–9).

Tablo–3: Parametrelerin gruplara göre median (minimum–maksimum) değerleri.

		

		Budesonide

		Levobupivakain

		Hastalık

		Sham

		p



		Ağırlık değişimi

		10


(–10–25)

		10


(0–20)

		0


(–30–10)

		10


(0–20)

		0,016*



		Makroskopi skorları

		1


(0–4)

		2


(0–5)

		4,5


(2–9)

		0


(0–1)

		0,001**



		Mikroskopi skorları

		1,33


(0–3,33)

		0


(0–5,66)

		1,66


(0–4,33)

		0


(0–0,66)

		0,014***



		IL–6 düzeyleri

		37,61


(20,27–85,42)

		32,29


(0–43,81)

		31,85


(7,67–144,84)

		0


(0–38,59)

		0,004****



		TNF–α düzeyleri

		0,53


(0,17–45,71)

		0,22


(0,17–312,04)

		0,46


(0,16–255,91)

		0,14


(0–3,7)

		0,152





*: Budesonide, levobupivakain ve sham grupları ile hastalık grubu arasındaki ağırlık değişimi farkı anlamlıdır (p=0,016). **: Budesonide ve levobupivakain gruplarında makroskopi skorları hastalık grubuna göre anlamlı derecede düşüktür (p=0,001). ***: Kolit oluşturulmuş üç grupta mikroskopi skorları sham grubuna göre anlamlı olarak yüksek bulundu (p=0,014). ****: Budesonide, levobupivakain ve hastalık gruplarında sham grubuna göre IL–6 düzeyleri anlamlı olarak yüksektir (p=0,004). TNF–α düzeylerinde gruplar arasında anlamlı farklılık mevcut değildir (p=0,152).









Şekil–9: Gruplara göre serum IL–6 düzeyleri dağılımı.

TARTIŞMA VE SONUÇ


Çalışmamızda kimyasal indüksiyon yolu ile oluşturulmuş kolit modelinde topikal levobupivakain uygulaması sonrası çeşitli parametreler ile antiinflamatuar etkinliğin olup olmadığını araştırdık. Deney sonunda gerek ağırlık değişimleri gerekse makroskopik değerlendirme skorlarındaki iyileşme lehine olan anlamlı sonuçlar bize levobupivakainin deneysel kolit modelinde topikal antiinflamatuar etkinliği olabileceğini düşündürmekle birlikte histopatolojik veriler, ağırlık değişimi ile makroskopi verilerini desteklememektedir. Sistemik inflamatuar yanıt göstergesi olarak kullandığımız IL–6 düzeyleri kolit indüksiyonuna sekonder olarak artmış bulunmasına rağmen levobupivakain uygulaması ile anlamlı düzeyde düşme göstermemiştir. TNF–α  düzeylerinde gruplar arasında anlamlı farklılık saptanmamıştır.


Lokal anesteziklerin immun regulatuar etkileri nedeniyle yapılan çalışmalarda ropivakain, bupivakain gibi daha uzun etkili ajanlar da denenmiş ve çeşitli düzeylerde antiinflamatuar etkinlik gözlenmiştir (19,20). Lidokaine göre daha uzun etkili olan bupivakain ile ilgili ciddi sistemik toksik yan etkiler gözlenmesi üzerine  levobupivakain daha düşük sistemik yan etki potansiyeli ile lokal anestezik olarak klinik kullanıma girmiştir (21). Levobupivakainin topikal antinflamatuar etkinliğine dair yapılmış bir çalışma mevcut değildir. Bu nedenle levobupivakainin klinik kullanımdaki diğer lokal anestezik ajanlara benzer şekilde deneysel bir kolit modelinde topikal antiinflamatuar etkinliğinin olup olmadığını araştırmak istedik. 

IBH oluşumunda mukozal hasar sonrası antijenik uyarının mukozal bariyeri geçerek yarattığı humoral ve hücresel immun cevabın tetiklediği olaylar dizisi deneysel modeller içerisinde TNBS ve etanol karışımı ile indüklenen kolit modelinde taklit edilebilmektedir (22,23). TNBS etki gösterebilmek için etanol tarafından mukozal bariyerin kırılmasına gerek duyar ki takiben hapten olarak dokuda etki gösterir. Ancak etanol tarafından mukozal bariyerin yıkılması sırasında etanol derişiminin yoğunluğu deneklerde mortaliteyi etkileyebilmektedir. Bu nedenle farklı oranlarda TNBS ve etanol karışımları ile yaptığımız gözlemlerde TNBS miktarı sabit tutularak karışımdaki etanol yoğunluğu artırıldıkça deneklerde aşırı diare ve dehidratasyon sonrası süreç mortal seyretmektedir. Sonuç olarak deney öncesi gözlemler ile en ideal karışımın 0,6 ml TNBS ve 0,25 ml %50 yoğunlukta etanol ile elde edildiğini ve bu karışımın minimum komplikasyon olasılığı ile ideal inflamatuar değişikleri oluşturduğunu gördük.


Martinsson ve arkadaşları tarafından TNBS indüksiyonu ile kolit oluşturulmuş sıçanlarda ropivakainin budesonide ve 5–ASA karşısında etkinliği araştırılmıştır. Gruplarda ağırlık değişimleri her ne kadar tedavi almayan grupta sınırlı düzeyde kalmış olsa da istatistiksel olarak anlamlı bir fark göstermemiştir (24). Çalışmamızda levobupivakain ve budesonide gruplarındaki ağırlık değişimi sham grubuna göre farklılık göstermemesine rağmen hastalık grubuna göre anlamlı derecede yüksek olarak bulundu. Hastalık grubu ile levobupivakain ve budesonide tedavisi alan gruplar arasında görülen bu farklılık tedavisiz olan hastalık grubunda standart beslenmeye rağmen inflamatuar sürecin daha şiddetli seyredebileceğini; bunun da deney sürecinde ağırlık kaybına yol açabileceğini düşündürmektedir.  


Topikal levobupivakain uygulaması ile makroskopi verilerine baktığımızda; hastalık grubuna göre gerek budesonide gerekse levobupivakain gruplarında makroskopi skorlarında belirgin gerileme mevcuttu ancak sham grubuna göre ise anlamlı derecede skorlar yüksekti. Uygulanan tedavi süreci levobupivakain ve budesonide gruplarında makroskopik olarak etkin görülmektedir ancak inflamasyon tam olarak gerilemediği gibi sham grubuna göre ise anlamlı düzeyde belirgindir. 


Çalışmamızda levobupivakain grubunda daha belirgin olmak üzere histopatolojik değerlendirme skorları levobupivakain ve budesonide gruplarında geriledi. Ancak histopatoloji verilerimiz makroskopi verilerimize benzer olmakla birlikte istatistiksel olarak levobupivakain ile budesonide ve  hastalık grubları arasında anlamlı farklılık saptanmadı (Budesonide vs. Levobupivacaine grubu: p=0,436; Hastalık vs. Levobupivakain grubu: p=0,105). Levobupivakain, budesonide ve hastalık gruplarında histopatoloji skorlarının sham grubuna göre yüksek oluşu (p=0,014) tedavi gruplarında yeterli antiinflamatuar etkinliğin olmadığını göstermektedir. Mevcut makroskopi verileri histopatolojik olarak desteklenmemektedir ancak morfolojik değerlendirmede farklı çalışmalarda farklı veriler mevcuttur ve makroskopi skorları ile mikroskopi sonrası histopatolojik değerlendirme skorları arasında aynı çalışma içerisinde de farklılıklar gözlenebilmektedir. Kolit indüksiyonu sonrası topikal lidokain uygulaması ile makroskopik hasar anlamlı olarak azalmaktadır. Benzer bulgulara topikal ropivakain uygulaması ile de ulaşılmıştır. Topikal ropivakain uygulaması ile makroskopi skorları anlamlı derecede gerileme gösterirken aynı çalışmada tedavi gruplarında minimal histopatolojik iyileşme görülmüş ve mukozal bütünlüğün bozuk kaldığı bildirilmiştir (24–26).

IBH’nda IL–6 ve TNF–α proinflamatuar sitokinler olarak davranırlar ve seviyeleri genellikle hastalığın şiddeti ile ilişkilidir (27). İnflamatuar sürecin sistemik belirteci olarak serum IL–6 ve TNF–α seviyelerini değerlendirdik. TNF–α düzeylerinin IBH’nda farklılıklar gösterebileceği hatta bazen tespit dahi edilemeyeceği bildirilmiştir (27). TNF–α için elde ettiğimiz bireysel farklılıklar literatür verileri ile uyumludur.


Çalışmamızda IL–6 seviyeleri ise sham grubuna göre levobupivakain, budesonide ve hastalık gruplarında anlamlı olarak yüksek bulundu (p=0,04). Bu bulgular IBH’nda sitokin seviyelerinin yükseldiğine dair bilgiler ile uyumludur (27). Levobupivakain grubunda IL–6 seviyeleri budesonide ve hastalık gruplarına göre düşük tespit edilmekle beraber istatistiksel olarak anlamlı derecede düşük değildi (Levobupivakain vs. Hastalık grubu: p=0,853; Levobupivakain vs. Budesonide grubu: p=0,247).


Lidokain ve ilişkili preparatların proinflamatuar medyatörlerin salınımını azalttığı görülmüş; bu etkisilerini epitelyal hücreler üzerinde membran depolarizasyonuna neden olarak sağladıkları ve antiinflamatuar medyatör artışına neden oldukları bildirilmiştir (28). Epitelyal bariyerin bozulması antijenlere karşı geçirgenliği ve inflamatuar şiddeti artırır. Lidokain tüm kolon segmentlerinde epitelyal bariyer bütünlüğüne zarar veren polidendritik hücre sayısında azalma sağlar. Morfolojik olarak epitalyal bariyer intakt bile olsa fonksiyonel bozukluk devam edebilir (29). IL–6 seviyelerinin levobupivakain grubunda daha düşük olması; levobupivakainin diğer lokal anestezikler gibi sitokin salınımı üzerine direk ve indirek etkileri olabileceğini düşündürebilir ancak IL–6 düzeylerindeki düşüklük istatistiksel olarak anlamlı değildir. 

Sonuç olarak histopatolojik değerlendirme skorlarında ortalama değerlerin gerilemesi ve IL–6 seviyesinin düşüklüğü bize levobupivakainin topikal uygulamada deneysel kolit modelinde antiinflamatuar etki potansiyelinin olabileceğini düşündürmekle birlikte istatistiksel analizler anlamlı bir farklılık göstermemiştir. Ancak IBH’nda immün yanıtın düzeyi bireysel farklılıklar gösterebilmektedir (30). Gruplardaki örnek sayıları bireysel olarak deneklerde görülebilen farklı sayısal değerlerin grup ortalamalarını belirgin şekilde etkilemesine neden olmuş olabilir. Daha geniş örnek havuzu ile yapılacak çalışmalarda bu etkileşim azaltılabilir. Ayrıca, TNBS ile indüklenen kolit modelinde inflamasyonun 6–8 hafta devam ettiği bilinmektedir (31). Çalışmamızda tedavi gruplarında gözlenen makroskopik iyileşme eğilimi mikroskopik veriler ile desteklenmese de tedavi sürelerinin 7 günden daha uzun tutulması halinde daha iyi sonuçlar elde edilebileceğini düşünmekteyiz.
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TNF–α: Tümör Nekrozis Faktör Alfa


IL–6: İnterlökin–6


5–ASA: 5–Aminosalisilat


HE: Hematoksilen Eozin


IM: İntramuskuler
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