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OZET

Kalsiyum kanal blokorleri, kalsiyum kanallarindan hiicre igine kalsiyum
(Ca2+) iyonunun girigini engellerler, bdylece diiz kas hiicrelerinin gevsemesini
saglarlar. Dana kardiyak veninde yapilan bu in vitro ¢alismada, serotonin (5-HT; 10°
M)’e bagl kasilma iizerine bir fenilalkilamin tiirevi kalsiyum kanal blokdrii olan
verapamil (10 - 3x10* M), ve dihidropiridin (DHP)tiirevleri olan amlodipin (18-
3x10* M) ve benidipin (18 —-10° M)’e baghi gevseme cevaplarina sogutmanin
etkileri arastirilmistir.

Dana kardiyak ven halkalari, 37 ‘C’de 1sitilan ve normal Krebs-Henseleit
soliisyonu igeren, % 95 Q ve % 5 CQile gazlandirilan 15 ml’lik organ banyosunda
caligildi. Preparatlara, dinlenme siiresinin sonunda, 10° M 5-HT ilavesiyle elde
edilen kasilma cevaplar1 iizerine uygulanan verapamil, amlodipin ve benidipin
konsantrasyona bagimli gevseme cevaplari olusturuldu. Ikinci asamada dokular
normal temperatiirde 10° M 5-HT ilavesiylekasildiktan sonra banyo 1sis1 28C’ye
diisiiriilerek banyoya kiimiilatif olarak sirayla verapamil, amlodipin ve benidipin
ilave edildi. 28C’de kalsiyum kanal blokérlerine ait maksimum cevap (&)
degerleri degismezken, pICsp degerleri 37 °C’de bulunan degerlere kiyasla anlaml
olarak yiiksek bulundu. Sogutma esnasinda nitrik oksidin (NO) etkisini arastirmak
amaciyla yapilan {li¢lincli asamada ise, 28 'C’de nitrik oksid sentez inhibitérii nitro-L-
arjinin-metil-ester (L-NAME; 10 M) ile 20 dk inkiibasyonun ardindan calisilan her
tic kalsiyum kanal blokoriine de duyarlik ve Emax anlamli olarak azaldi. Her bir
preparatta kalsiyum kanblokorlerinden sadece bir tanesi ile galisildi.

Bu sonuclar, dana kardiyak veninde verapamil, amlodipin ve benidipin
cevaparina sogutmanin etkisinde NO’nun roliiniin oldugunu géstermektedir.

Anahtar Soézciikler: Amlodipin; Benidipin; Kardiyak ven; Nitrik oksid,
Sogutma; Verapamil
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ABSTRACT

Calcium channel blockers inhibit the entry of calcium {Tanto the cell
from the calcium channels, allowing vascular and other smooth muscle cells to relax.
In this in vitro study, the effect of cooling (to Z8) on the vasodilatation induced by
verapamil; a phenylalkylamine calcium channel blocker®(203x10*M) and
dihydropyridines; aminodipine (f0- 3x10*M) and benidipine (I& 103M) were
investigated on serotonin-pre-contracted calf cardiac vein and the role of nitric oxide
in these effects were analyzed.

Ring preparations of veins obtained from calf hearts were mounted in 15 ml
organ baths which were maintained at'@7and bubbled with 95% O, and 5% CQ.
After the stabilization period, isometric contraction was induced by 5-Hf N0
and then one of the antagonists wgslied cumulatively at 37 °C. In another part of
the study, the medium temperature was decreased@oeft@r the preparations were
contracted with 5-HT, then cumulative concentrations of blocker was added. During
cooling, the plGy value, but not the maximal response, to all blockers were
significantly higher than at 37 °C. Cooling to 28 C in the presence of Thitro-L-
arginine methyl ester (L-NAME, 1DM) decreased the pigand En.x values to
verapamil, amlodipine and benidipine. Only one blocker was tested in each
preparation.

These results suggest that nitric oxide plays an essential role in the cooling-
induced responses of verapamil, amlodipine and benidipine in calf cardiac vein.

Key Words: Amlodipine; Benidipine; Cardiac vein; Cooling; Nitric oxide;

Verapamil
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1. GIRIS VE AMAC

Damar diiz kasinin ¢esitli ilaglara verdigi cevaplar fiziksel ve kimyasal
faktorlerden etkilenmektedir. Temperatiir, damar diiz kasinin endojen ve eksojen
maddelere olan yanitlarinda degisiklige neden olan faktorlerden biridir.

Ortam tmperatiiriiniin normal caligma temperatiiriiniin altina indirilerek
(<37°C) sogutma yapilmas1 kullanilan tiire, dokuya ve calisilan ajanlara bagh olarak
cevaplar etkileyebilmektedir.

Iyon kanallari, hiicrelerin fonksiyonu ve bazi 6zel hiicresel cevaplarin
gelismesi agisindan Onemli olusumlardir. Bunlar, hiicre membranlart boyunca
iyonlarin hareketlerine olanak saglar. Kimyasal ve fiziksel uyarilar sonucu; sodyum
(Na") , potasyum(K) , kalsiyum (C&"), kloriir (CI") gibi iyonlar, kendilerine 6zgii
kanallar aracilig1 ile hiicre icine ve disina hareket ederler. Iyonlarm bu hareketi belli
fizyolojik etkilerin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir. Kalsiyum kanallarmin g¢esitli
ilaglar tarafindan bloke edilmesi Ca?* iyonlarinin hiicre icine gecisini engelleyerek
kalp ve damar diiz kasinin kasilmasini inhibe eder. Bu nedenle, bu yolla etki gdsteren
ilaclar kalsiyum kanal antagonisti (kalsiyum kanal blokdorii) olarak adlandirilirlar.

Klinikte hipertansiyon tedavisinde kullanilan ilaglar arasinda yer alan
kalsiyum kanal blokorleri, damar diiz kast ve kalp hiicrelerinde sitoplazma
membranlarindaki voltaja-bagimli kalsiyum kanal proteini ve oligomerik kompleks
tizerindeki 6zel baglanma yerleri olan kendilerine 6zgii reseptorlere yiiksek afiniteli
bir sekilde baglanarak kalsiyum girisini azaltirlar. Bunun sonucu olarak damarlari
gevsetirler, myokard: ve diger kalp hiicrelerini deprese ederler.

Kalsiyum kanal blokrleri yapica farkli ii¢ alt gruba ayrilirlar: Dihidropiridin
tiirevleri, fenilalkilamin tiirevleri ve benzotiazepin tiirevleri. Dihidropiridin tiirevleri
vazosetktiftirler ve diger iki gruptan farkli olarak damarlarda gevseme olusturan doz
ve konsantrasyonlarda kalp kasindave diger kalp hiicrelerinde belirgin depresyona
neden olmazlar. Vazodilatér etkilerinde kismen damar endotelinden NO
saliverilmesini arttirmalari rol oynamaktadir.

Nitrik oksit, damar endotelindenalsverilen ve damar diiz kas tonusunun
lokal regiilasyonunda rol oynayan 6nemli bir endojen vazodilator maddedir. Nitrik
oksit; vaskiiler permeabilitenin diizenlenmesi, trombosit agregasyonu ve lokositlerin
adhezyonunun engellenmesi, diiz kas hiicrelerinin proliferasyonun ve yeniden

yapilanmanin (remodelling) diizenlenmesi, ayrica vaskiiler inflamatuvar ve



immiinolojik aktivitenin kontrolii gibi gérevlerinin yan1 sira arteriyel kan basincinin
diizenlenmesinde de 6nemli rol oynamaktadir.

Temperatiire bagli cevaplar1 arastiran ¢alismalar ¢ogunlukla yiizeyel
damarlarda yapilmis olup, izole derin damarlarda sogutmanin etkilerinin arastirildigi
calismalar olduk¢a az sayidadir. Literatiirde dana kardiyak veninde kalsiyum kanal
blokodrlerine bagli damar diiz kasi1 gevsemelerine sogutmanin etkisini ve NO’in
rollinii degerlendiren bir c¢alisma bulunmamaktadir. Calismanin bundan dolay1

orijinal nitelikli olacagi ve literatiire katki saglayacagi diistiniilmiistiir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Biiyiik Kardiyak Ven

Biiyiik kardiyak ven, kalbin vendz sistemi igerisinde yer almakta olup,
anterior intervenikiiler venin devamidir. Anterior intewentrikiiler sulkusta sol
anterbr inen arterin komsulugunda yer alir. Apeksen koroner siniis igerisine devam
eder(Sekil 2.1). Anterior interventrikiiler ven; anterior interventrikiiler septumu, her
iki ventrikiiliin anterior yiizeyini, sol atriyumun bir pargasini ve kalbin apikal
bolgesini drene eder.

Orta kardiyak ven apeksten baslayip posterior desendan artekomsu inferior
interventrikiiler sulkus boyunca yukar1 ¢ikar. Biiylik ve orta kardiyak ven arasinda,
posterolateral ven bulunabilirnEgenis ven Koroner siniis olup, sol sirkumfleks arter
ve atriyoventrikiiler arterle posterior aiyoventrikiiler oluk iginde seyreder. Koroner
siniis proksimalde biiyiik kardiyak ven distalde iseorta kardiyak ven ile birlesir. Sag

atriyuma drene olur.

Biiyiik Kardiyak
Ven

Anterior
interventrikiiler Oluk

Anterior
Kardiyak Ven

Sekil 2.1: Biiyiik Kardiyak Ven
Kaynak: Netter, 2015

2.2. Kalsiyum Metabolizmast
Kalsiyum iyonu hiicrelerde fizyolojik olaylarin diizenlenmesinde rol alir.
Kalsiyum iyonlar1 ikinci ulak olarak da gorev yaparlar. Kalsiyumunhaberci gérevine

cogunlukla kalmodulin aracilik eder. Kalmodulin, 148 amino asidden olusan Ca®



baglayici bir proteindir. Kalmodulin C&*’u baglamadik¢a aktif degildir; C&f* ile
baglanminca aktive edilir ve bir¢ok enzimin aktivitesini diizenler. Dort adet birbirine

benzer kismi vardir ve her biri kalsiyum iyonu baglar. Kalmodulin hiicre

membraninda, sitoplazmada ve organellerde serbest olarak ve bol miktarda bulunur.

Cizgili kaslarda ise kalmodulin yerine, kalsiyum baglayici troponin C’dir.

Kalsiyumun bir kismi hiicre i¢ginde, membran, mitokondri ve endoplazmik
retikulum gibi ¢esitli hiicre organellerine baglanmis durumdadir; diger kismi ise
sitosolda serbest durumda bulunur. Ayrica paratiroid, D vitamini (1.25-
dihidroksikolekalsiferol) ve daha az derecede olmak iizere kalsitonin viicutta Ce&*
dengesinin diizenlenmesinden sorumludurlar. Plazmada C&" diizeyi, paratiroid
hormon ve D vitaminitarafinizdan yiikseltilirken, kalsitonin tarafindan azaltilir
(Kayaalp 2012).

PlazmadaC& " ii¢ fraksiyon halinde bulunur:

(i) Iyonize Ca®*: Totalin %50’sini teskil eder.

(i) Proteine bagh Ca®": Totalin % 40> mi olusturur. Bu fraksiyondaki
Ce&™un % 90’a yakini albiimine ve geri kalan1 globiilinlere baglanmigtir.
Kalsiyumun proteinlere baglanmasi pH’sine bagli oldugu i¢in kan pH’sinin
degismesi bagli C& " un total i¢indeki paymni degistirir. S6yle ki asidoz baglanmayi
azaltir ve iyonize ce” diizeyini yiikseltir. Alkaloz ise (hiperventilasyona bagl akut
respiratuvar alkaloz sirasinda oldugu gibi), baglanmay artirir, iyonize ca’ diizeyini
diisiiriir ve tetani belirtilerine yol acabilir.

(iii) Suda ¢oziinen kompleks icindeki Ca®": Plazmadaki totalC&™’un
%10’unu teskil eder; kompleks, caun plazmadaki fosfat, sitrat, bikarbonat
benzeri anyonlarla birlesmesi sonucu olusur. Bu fraksiyondaki (o iyonize degildir.
Birinci ve liglincii fraksiyonlar kapillerin ¢eperinden difiize olabilir ve ikisi birlikte
diftizyona veya ultrafiltrasyona elverigli fraksiyonu olusturur; bu fraksiyon
ekstraseliiler sividaki C&™la denge halindedir. ikinci fraksiyon difiizyona elverisli
degildir.

Damar diiz kasi hiicrelerinin depolarizasyonu baslica Ca®" influksina baglidir

(Sekil 2.2).

ve
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Sekil 2.2: Damar diiz kasi hiicrelerinin depolarizasyonu baglica kalsiyum influksina baglidir
Kaynak: Mendrinos ve Chrysohoa2014

2.3. Kalsiyum Kanallar

Hiicrenin islevini etkileyen hiicre ici serbest Ca?" iyon artist iki yolla
gerceklesir.

i. Hiicre i¢i kalsiyum depolarindan Ca®" un salinmasi

ii. Hiicre digindan hiicre i¢ine Ca®* girisi

Bagka bir deyisle, cd* konsantrasyonu artigi, hiicre zarida bulunan iyon
kanallar1 ile endoplazmik retikulum (ER) veya sarkoplazmik retikulum (SR)
yiizeyinde yer alaniyon kanallar1 sayesind@lmaktadir (Berridge ve ark., 2000Db).

Hiicre membranindaki reseptorlere uygun agonistirkombine olmasiyla aktive
edilen Gs proteininin stimiile ettigi fosfolipaz C (PLC), membran fosfolipitlerinde
inozitol 1,4,5-trifosfat (IR) ve diagilgliserol (DAG) aracihg ile Ca* salinimini
saglar (Sekil 2.3). Endoplazmik retikulum zarinda yer alanlP3 reseptorii kanal gorevi
yapar Kalsiyum iyonlarmm IP3’e baglanmasiyla ER’dan sitozole C& salinr.
Sarkoplazmik retikulumdan && salimmi, kas hiicresi voltaja bagimh kalsiyum
kanallari ve C&" salium kanali olarak gbrev yapan riyanodin reseptorleri ile
diizenlenir (Putney ve McKay, 1999). Sayet hiicre i¢i Ca®* diizeyi belirli bir seviyeye
ulasgirsa store-operated kalsiyum kanallar1 (SOCCs) agilir ve hiicre digindan hiicre
icine daha fazla G4 girer. Br baska ca” kaynag hiicre dis1 sivilardir; hiicre zarinda

bulunan iyon kanari Ca&*un hiicre dis1 stvidan hiicre igerisine gegisine izin verir.



Sekil 2.3: Hiicre i¢i Kalsiyumu Diizenleyen Mekanizmalar
Kaynak: Ratz ve ark., 2005.

Kalsiyum seviyesinin diizenlenmesinde mitokondrinin rolii 6nemlidir.
Mitokondri C&*a karsi diisiik afinite gosterir ancak, yiiksek oranda depolama
kapasitesi vardir. Bundan dolayr C&* konsantrasyonunu azaltmadaictesel cevap
olusumunda 6nemli rol oynar. Ayrica hiicre disi ortamdaki Ca& un da sinyal
mekanizmasinda rolii 6nemlidir.

Hiicre igerisine Ca”"’un girigi, farklt Ozellikteki kanallar araciligi ile
gerceklesir (Berridge ve ark., 2003).

Bu kanallar;

1. Voltga bagl kalsiyum kanallar1 (Voltage operated calcium channels /
VOCCs)

2. Reseptore bagl kalsiyum kanallar1 (Receptor operated calcium channels
/ROCCs)

3. Mekanik olarak aktive olan kalsiyum kanallar1 (Mechanically activated
calcium channels)

4. Depolamis Ca®" miktaria duyarli kalsiyum kanallar1 (store operated

kalsiyum kanallari; SOCCs) seklinde tanimlanirlar (Sekil 2.4).
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Sekil 2.4: Plazma Membranindan Kalsiyum Transport Mekanizmalari: ROC: Reseptorle Caligtirilan
Kanal, VOC: VoltajaBagimli Kanal, SOC: DepdKontrollii Kanal, SMOC: Second Messenger’ a
Bagli Kanal, Kalsiyumun Uzaklastirilmasi: PMCA: Plazma Membran1 Ca**-ATPaz ve Na/Ca - Na+/
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Kaynak: Parekh&Putne®005

2.3.1.Voltaja Bagli Kalsiyum Kanallar: (VOCCs)

Istirahathalindeki hiicre depolarize olurken, transmembranal potansiyel -50- -
40 mV diizeyine erisince ve yavas olarak agilan kalsiyum kanallaridir. Kalp
hiicrelerinin membranlarinda reseptore-bagimli kalsiyum kanallarindan ziyade,
voltaja-bagiml kalsiyum kanallar1 vardir.

Tsien ve ark. (1998) farmakolojik ve elektrofizyolojik teknikler kullanarak
voltaja bagl kalsiyum kanallarinin aktive edilmeleri i¢in gerekli transmembranal
voltaj esigi, kanal i¢inden gecen akimin biiylikliigli ve inaktivasyon hizlar1 gibi
biyofizik ozellikleri ve belirteg ajanlarla blokaja duyarliklarini dikkate alarak {i¢
tipini belirlemislerdir. Bunlar L (“long-lasting”), T (“transient”) ve N (neither T nor
L) tipi kanallardir. Bu smniflandirma yeni bulgular ve 6zellikle bazi tiplere selektif
norotoksinlerin bulunmasi ile modifiye edilmistir.

Yeni siniflandirma ile s6z konusu kalsiyum kaallari, aktive edilebilmeleri
i¢in, istirahat halindeki eksitabl hiicreye uygulanmasi gereken voltajin biiyiikliigiine
gore iki ana grubaayrilirlar: bunlar, diisiik voltajla aktive olan (LVA, “low-voltage
activated”) ve yiiksek voltajla aktive olan (HVA, “higta-voltage activated”) kalsiyum
kanallar1 olup sirastyla diisiik esikli ve yiiksek esikli kanallar ad1 da verilir. Diisiik
voltajla aktive edilen grup, dnceki siniflandirmadaki T kanallarin1 kapsamaktadir. Bu
kanallar, membran potansiyelinin istirahat diizeyinden (yaklasik -80 mV), en fazla -
70 mV gibi diisiik bir esik diizeye yiikseltilmesi ile acilir. Diiiretik bir ilag olan
amiloridil tarafindan bloke edilirler. Yiiksek voltajla aktive olan kanallar, L-, N-, P-,
R- ve Qtipi kanallardir (Tablo 2.1).



Tablo 2.1: Voltaja Bagl Kalsiyum Kanallarinin Siniflandirilmasi

Tip Ozellik Lokasyon / Fonksiyon
L-tip Yiiksek voltay ile aktive olur. Endokrin, néron, diiz kas, 1skelet kasi
(Ca,1) Dihidropindin ile bloke olur hiicrelery, Uyariima-kasiima
P/Q-tip | Yiksek voltaj ile aktive olur. Sinir uglari, noroendokrin hiicreler;
(Ca,2.1) | @ -agatoksin ile bloke olur transmiter salimi, hormon salimi
N-tip Yiiksek voltaj ile aktive olur. Sinur uclary, noreendokrin hicreler;
(Ca,2.2) in-konotoksin ile bloke olur transmiter salimini, hormon salimi
R-tip Yiiksek voltaj ile aktive olur Néronal hiicre, dendnt; tekrarlayan
(Ca,2.3) | SNX-482 ile bloke olur ates, dendritik Ca'™ gegisi
T-tip Disiik volta) ile aktive olur ve Kalp ve noronlarda pacemaker aktivite
(Ca,3) | oktanol ile bloke olur ¢ Gnemlidir

Kaynak: Catterall ve ark., 2005

N-tipi kanallar santral ve periferik sinir sisteminde akson uglarinda;
presinaptik yerlesmislerdir ve bu uclardan néromediyatdr saliverilmesi igin Ca*"’un
iceri girisini saglarlar. R-tipi ve Q-tipi kanallar ise esas olarak santral sinir
sistemindeki néronlarda bulunur.

P-tipi kanallar yerlesim yerleri ve fonksiyonlar1 bakimindan N-tipi kanallara
benzer. P-tipi kanallar ilk kez beyincikugkinje hiicrelerinde bulundugundan bu
sekilde adlandirilmistir. Santral ve periferik sinir sisteminde bazi yerlerde presinaptik
uctan néromediyatdr saliverilmesine bu kanallar aracilik ederler.

N-tipi kanallar, omega-konotoksiGVIA(»-CgTx) adli bir toksin tarafindan
selektif olarak bloke edilirler. Bu toksin, 27 aminoasidli bir peptid olup, Conus
Geographus adli deniz salyangozundan elde edilir. P-tipi kanallar bu toksine
duyarsizdir; onlar bir huniagli 6rimcek (funnel web spider) tiirii olan Agelenopsis
Aperta venomundan elde edilen iki toksin tarafindan bloke edilirler. Bunlar, bir non-
aromatik poliamin olan hurig toksini (FTX, funnel web toxin) ve bir peptid olan
omega-agatoksiiivA (o-AGA-IVA)'dir, bu iki toksin N-tipi kanallarda etkisizdir
(Yousef ve ark., 2005). Bpi kanallar memelilerde ¢izgili kaslardaki motor sinir
uclarinda ayrica adrenal medulla kromatin hiicrelerinde bulunur (Llinas ve ark.

1989).



L- ve T-tipi kanallar damadiiz kasinin, myokard ve kalbin 6zellesmis iletim
sistemi hiicrelerinin ve tempo tutucu hiicrelerin disardan giren Ca* tarafindan aktive
edilmelerini saglayan ve kardiyovaskiiler sistemde onemli rolii olan kanallardir.
Aktive olmalari; igin istirahat halindeki hiicrenin transmembranal potansiyelifi
mV’a ¢ikarmaya yetecek kadar gorece yiiksek voltajli stimulus uygulanmasi gerekir.
Transmembranal potansiyel farki -10 mV veya daha asagiya inince bu kanallar
inaktive olurlar. Ltipi kanallarin konduktansi en yiiksek (ortalama 25 pS,
pikosiemens) ve inaktivasyon; kapanma siireleri en uzundur (500 milisaniyeden
fazla). Kalsiyum kanal aktive edilince, hiicre disindaki Ca®* konsantrasynu hiicre
icindekine gore yaklasik 10.000 kez daha yiiksek oldugu i¢in Ca®*, kanalagik kaldig
siire boyunca hizla hiicre igine girer.

Antianginal ila¢ olarak kullanilan DHP’ler ve diger kalsiyum kanal blokorii
ilaglar, sadece L-tipi kanallariblokeederler. Bu ilaglar T-, N- ve P-tipi kalsiyum
kanallarina etkisizdirler. T-tipi kanallar amhipertansif ve antianginal bir ila¢ olarak
cikarilan ve toksisitesi nedeniyle geri ¢ekilen mibefradil tarafindan oldukca selektif
bir sekilde bloke edilir.

Kalsiyum kanallarindan inaktivasyonu yavas olanlarin; aktivasyon hizi da
yavagtir. Esasinda, en hizli agilip kapanan T tipi kalsiyum kanallar1 bile hizli sodyum
kanallarina gore 20-30 kez daha yavas ¢alisir.

Kanal tiplerinin ilaglara duyarhigi farklidir; ayrica ayni kanalin alt-tipleri
arasinda da farklilik gozlenir. En ¢ok {iyeli olan ve klinikte en sik kullanilan DHP
tiirevi ilaglara (nifedipin ve benzerleri gibi), yukarida belirtildigi gibi, sadece L-tipi
kanallar duyarlidir. Cizgili kas hiicresi membraninda T tiibiillerinin SR membrani ile
birlesme yerleri olan triad noktalardgogun sekilde bulunan L-tipi kanallar ise
dihidropiridinlere ve diger iki tiir kalsiyum kanal blokoriine duyarsizdir; diisiik
molekiil agirlikli (170 kilodalton) olan bu atipik kanallar gergekte kanal degil, voltaj
duyargasi (sensor) gorevi yaparlar ve ¢izgili kas hiicresinin membrani (dolayisiyla T
titbiilleri) depolarize olunca hiicre igine SR’deki depodan Ca?* desarjini tetiklerler
(Kayaalp 2012).

Kardiyovaskiiler sistemin efektor hiicrelerinin esas kalsiyum kanallarini
olusturan L-tipi kalsiyum kanallan bes alt-birimden olusan, heterooligomerik
yapida bir proteindir. Bu alt-birimler: alfa (a4), alfa (a2), beta (B), gama (y) ve delta
(0) sekilnde isimlendirilir. Biitiin alt-birimlerin cDNA’s1 yapilmis ve klonlanmistir.

Kanal fonksiyonu yapan ve ilaglart baglayan alt-birim o4 alt-birimidir. L-tipi



kalsiyum kanalinin oy alt-birimi {izerinde, kanalin agilip kapanma mekanizmasini
allosterik bir sekilde ve genellikle kapatict yonde etkileyen stereoselektif baglanma
yerleri bulunur (Budreisi ve ark005; Gorlitzer ve ark., 1991) (Sekil 2.5).

VOLTAGE-GATED CALCIUM CHANNELS

Extracellular
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$323232 2
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Sekil 2.5: Voltaja BagliKalsiyum Kanallarinin Genel Yapisi
Kaynak: Gurkoff ve ark 2013

Kalsiyum kanal blokorii ilaglarin kalsiyum kanallarinda yaptigi blogun
derecesi kullanmima veya frekansa-bagimli olarak artar (“use- or frequency-
dependent” blok). Myokard hiicrelerinde istirahat potansiyel80 mV dolayinda,
damar diiz kaslarinda ise -50 mV kadardir; damar diiz kasinun daha depolarize
durumda olmasinin bu ilaglarin vazoselektifl 6zelliklerinin rol oynadigi ileri

stirtilmstiir.

2.3.2. Reseptore-Baglh Kalsiyum Kanallart (ROCCs)

Hiicre membraninda bir G proteini aracilifi ile reseptore kenetlenmis ve
reseptoriin kendine uyan agonist madderafindan aktivasyonuyla agilan ya da
kapanan kanallardir. Viseral ve vaskiiler diiz kaslarda bulunan reseptére bagh
kalsiyum kanallarinin muskarinik ve adrenerjik reseptorler ile aktive edildigi
bilinmektedir (Thorneloe and Nelson 2005). Bunlarin disinda histamin, endotelin-1
(ET-1), norokinin A, substans P, urasil trifosfat ve vazopressin gibi agonistler de bu

kanallar1 aktive etme yetenegine sahiptir (McFadzean and Gibson, 2002).
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Muskarinik reseptorler tarafindan aktive edilen reseptore bagli kalsiyum
kanallar1 bir¢ok diiz kasl yapida tanimlanmistir. Bunlar; gastrik, trakeal, jejunum,
ileum ve pilorik sirkiiler diiz kas hiicreleridir (Lee et al. 2003, Wang et al. 1997,
Pacaud and Bolton 1991, Komori et al. 1992, Vogalis and Sanders 1990).

Reseptore baglh kalsiyum kanallarinin diiz kas hiicre membranini depolarize
ederek voltaja bagli kanallardan Ca®* gecisi icin gerekli olan stimulasyonu
saglayabilecegi bilinmektedir (Thorneloe and Nelson 2005). Hiicrenin istirahat
membran potansiyelinde, reseptére bagli kalsiyum kanallarinin aktivasyonu ile
biiyiik oranda Na" iyonlar1 tarafindan tasinan igeriye dogru bir akim olusur. Bu akim
sonucu olusan membran depolarizasyonu sayesinde VOCGalir ve iceri giren Ca?*
iyonlar1 kontraksiyona neden olur. Bu mekanizma voltaja baglh kalsiyum
kanallarindan bagimsiz olarak gergeklesen yalnizca reseptdr stimulasyonu sonucu
C&* aliminin aracilik ettigi bir diiz kas kontraksiyon mekanizmasidir (Large 2002).

Bu kanallar, voltaja bagimli kanallarin aksine in vitro ortamda yiiksek K* ile
olusturulan depolarizasyonda Ca?" girigine neden olmazlar. Kalsiyum antagonistleri
bu kanallar1 voltaja bagimli kanallar kadar giiclii bloke etmezler. In vitro kosullarda
Ca suz ortamda agoniste bagli kasilmalar goriilmez ancak bazi agonistler reseptor
aktivasyonu iizerinden kalsiyum kanallarina dokunmaksizin hiicre icindeki
depoladan intraseliiler Ca®* salivermek suretiyle kasilma meydana getirirler (ou-
adrenoseptor agonisti fenilefrin’in yaptig1 gibi). Bu sekilde meydana gelen
kasilmalar genelde kalsiyum antagonistleri ile veya ortamdan Ca®*’u uzaklagtirmakla
ortadan kalkmazlar.

Kaynaklara gore bazi agonistler tarafindan intraseliiler depolardan Ca®*
saliverilmesinde hiicre i¢inde olusan IPs’in rol oynadigi belirtilmistir ancak son
yapilan ¢aligmalar reseptore bagl kalsiyum kanallarinin da i¢inde bulundugu non-
selektif katyon kanadkinin yalnizca intraseliiler IP3; tarafindan degil, DAG ve
analoglari tarafindan da aktive edildigini ortaya koymustur ( Large 2002).

Reseptore bagl kalsiyum kanallarinin damarlarda bulunan bir alt-tipi de .-
adrenerjik reseptorlere bagimli olan kanallardir. Bunlar, kural dis1 olarak kalsiyum

antagonistleri ile gii¢lii bir sekilde bloke edilirler (Kayaalp 1992).

2.3.3. Mekanik Olarak Aktive Olan Kalsiyum Kanallar
Bu kanallar, pekok hiicre tipinde bulunuwe hiicre deformasyonuna cevapta,

stres ve sekil degisikligi durumunda bilgi iletilmesinde gorev alirlar. Trakeadaki

11



epitelyum hiicreleri veya i¢ kulaktaki koklear hiicreleri 6rnek olarak verilebilir

(Boitano ve ark. 1992).

2.3.4. Depolanmis Kalsiyum Miktarina Duyarli Kalsiyum Kanallar
Hiicre i¢i Ca®* depolarinin bosalmasi durumunda aktive olabilirler ayrica,
farmakolojik bir madde veya fizyolojik olarak €ai hareketlendirecek haberciler

araciligi ile de aktive edilirler(Sekil 2.6).
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Sekil 2.6: Depolanmig Kalsiyum Miktarina Duyarli Kalsiyum Kanallar1 (SOC)
Kaynak: Parekh ve Putney, 2005.

Depolanms kalsiyum miktarina duyarl kalsiyum kanallarindan ca” girisi,

(i) Hiicre igi Ca** depolarmin IP3 ile bosaltilmasi ya da,

(i) Siklopiazonik asid(CPA), tapsigarjin gibi ajanlar ile SR igine Ca?*
alimin1  saglayan sarkoplazmik/endoplazmik retikulum CaATPaz (SERCA)
pompasinin selektif inhibisyonu sonucunda pasif olarak hiicre i¢i depolarin
bosaltilmasi sonucu olmaktadir (Targos ve ark., 2005).

Depolamis kalsiyum miktarina duyarl kalsiyum kanallarindan Ca®" girisi ile
hiicre igerisine giren Ca2+, hiicre membran1 ile SR arasindaki kompartmanda
hapsedilerek kasilma olusturmazken (Blaustein ve Golovina, 2001; Papp ve ark.,
2003), yine bu kompartmanda buén protein kinaz C (PKC) etkinlesmesi ile
kasilma olustugu kaydedilmistir (Abe ve ark., 1995; Tosun ve ark., 1998).
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Bu kanallarla elektrofizyolojikgalismalarda, hiicre tipine gore farkliliklar
goriilmiis olup, her bir hiicre tipinde farkli tipte SOCCs kanali bulundugu
sOylenebilir. Bu kanallarin en iyi 6rne8i Drosophila tiirlerinde transient reseptor
potential (TRP) kanallar olak adlandirilan homolog proteinler olabilir (Katz ve
Minke, 2009).

2.4. Diiz Kasin Kasilma ve Gevseme Mekanizmasi

Kalsiyum iyonlarinin, aksiyon potansiyeli ya da baska bir uyaran araciligi ile
hiicre sitoplazmasina girmeleri sonucu derisimleri artar vekalmoduline baglanirlar.
Kalmodulin-C&* kombinasyonumiyozin kinazla birlesir, onu aktive eder. Aktive
edilen miyozin kinaz miyozin hafif zincirini fosforile edeniyozin basinin aktin

filamentiile baglanmasi sonucu kasilma olusur (Sekil 2.7).
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Sekil 2.7: Vaskiiler Diiz Kasin KontraksiyonMekanizmasi
Kaynak:Ozyener F.

Kalsiyum derisimi geri pompalanmaaraciligi ile esik degerin altina
diistiiglinde miyozin fosfataz enzimi, miyozin hafif zinciinden fosfati ayirir.
Defosforile miyozin basinin aktinden ayrilmas1 sonucudongii ve beraberindiasilma
sonlanir (Sekil 2.8).
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Sekil 2.8: Diiz kas hiicresinde gevseme mekanizmasi
Kaynak:Ozyener F.

2.5. Kalsiyum Kanal Blokérleri

Kalsiyum kanal blokdrleri terimi; kimyasal, farmakolojik ve terapdtik olarak
heterojen bir kardiyovaskiiler terapotik ajan ve molekiiler ila¢ grubunu ifade eder.
Kalsiyum kanal blokorleri, temel yapilarina gore ¢ gruba ayrilirlar:
Fenilalkilaminler (verapamil), benzotiyazepinler (diltiazem) ve DRHP’ler
(nifedipin) (Ashimori ve ark.1990). Giiniimiizde, bu ilaglar, DHP’ler (nifedipin) ve
DHP yapisi tagimayanlar (non-DHP: verapamil ve diltiazem) olarak da

siiflandirilmaktadir (Budriesi ve ark., 2005) (Tablo 2.2).
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Tablo 2.2: Kalsiyum Kanal Blokorleri

Dihidropiridinler Fenilalkilaminler Benzotiyazepinler
Prototipi : Nifedipin Prototipi : Verapamil Prototipi : Diltiazem

Amlodipin Manidipin Anipamil

Barnidipin Nikardipin Devapamil

Benidipin Niguldipin Gallopamil

Elgoidipin Niludipin Ronipamil

Felodipin Nilvadipin Tiapamil

Flordipin Nimodipin

Isradipin Nisoldipin

Klevidipin Nitrendipin
Lasidipin Teludipin

Kaynak: Hernandez ve ark., Am J Ther, 2003

Bu ilaclarin antihipertansif, antianginal ve secici antiaritmik kardiyovaskiiler
aktiviteleri voltaja diarli L-tipi kalsiyum kanallari iizerinden Ca®" tasiimu ile olan
etkilesimleri ile karakterizedir. Bu bilesikler, heterojen kimyasal yapilar1 nedeni ile
kalsiyum kanalinin birbirinden farkli alt birimlerine baglanarak etki gostermektedir

(Sekil 2.9).

a,. pore-forming
Banzothlzzapine s AT, subunit of the L-type

o calcium channel
Dihysrogyridine

Plasma membrane

Sekil 2.9: Kalsiyum Kanal Blokoérlerinin Kalsiyum Kanalinda Baglandig1 Yerler
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[k olarak Freiburg Universitesi’nden Albrecht Fleckenstein (Kalsiyum kanal
blokorlerinin babasi; 191741992) kalsiyum kanallarinin kalsiyum kanal blokdorleri”
seklinde isimlendirilen ajandr tarafindan bloke edildigini belirtmistir (Fleckenstein
1967). Daha sonra yapilan ¢alismalar sonucu ikinci grup ilaglar kesfedilmis ve bunun
sonucu secici tlirevler olan 1,4-DHP tiirevi olan amlodipin, benidipin, silnidipin,
felodipin, isradipin, lasidipin, lerkanidipin, manidipin, nikardipin, nilvadipin,
nimodipin, nisoldipin ve nitrendipin elde edilmistir. Bu ilaglar, nifedipine yapisal
benzerlik gostermelerine ragmen belli farmakodinamik ve farmakokinetik farkliliklar
gosterirler (Trigle, 2007).

Kalsiyum kanal blokorlerinin baglica etki yerinin eksitasyon-kontraksiyon
igin hiicre dig1 Ca®* akisinin inhibisyonunu saglayan voltaja ba&imli kanallar oldugu
bilinir. Kalsiyum kanal blokérleri, yalmzca direkt olarak sitoplazmik Ca?*
konsantrayonunu azaltmaz, ayni zamanda hiicre i¢i depolardan Ca®* salimminin
azalmasina da neden olur (Sanborn ve ark.,1993).

Diiz kaslardaki kalsiyum kanallari, yavas ve hizli inaktivasyon
karakteristiklerine gore L- ve T4ipi kalsiyum kanallari olarak tanimlanir (Hess
1990). Ltipi kalsiyum kanallari, magnezyum (Mg?") iyonlart ve nifedipin,
nimodipin, isradipin gibi DHP’ler tarafindan inhibe edilir (Sperelakis ve ark., 1992).
L-tipi kalsiyum kanallarinin fonksiyonu, guanozin-5’- trifosfat (GTP) bagl proteinler
ve diiz kaslar {izerinde negatif etkiye sahip fosforilasyon ile diizenlenebilir (Sanborn
ve ark.,1993, Birnbaumer ve ark., 1990).

L-tipi kanallar i¢in, klinik olarak kullanilan 1,4-DHP’lerin etkilerinin
vaskiiler selektivitesi ve vazodilator ozellikleri, vaskiiler endotelyal hiicrelerden NO
salimin1 stimiile etme yeteneginden kaynaklandigini gosteren kanitlar vardir (Dehin
ve ark, 1999). Boyle bir etki, vaskiiler diiz kas hiicrelerinde, kalsiyum kanallarinin
direkt blokaji ile olusturulan vazodilatasyona ecklenebilir. Endotelyal NO sentaz
(eNOS), Larjinini vaskiiler diiz kas hiicrelerine difiize olan ve vaskiiler gevsemeyi
saglayan NO’e doniistiiriir (Furchgott ve Zawadzki, 1980; Lamas ve ark., 1992;
Thomas ve ark.,, 2001). Dihidropiridiatin NO salict etkisi, terapotik
konsarrasyonlarda goriiliir ve endotelyal hiicrelere Ca®* akisinin stimiilasyonunu
igerir (Dhein ve ark., 1995; Zhang ve Hinke 1998; Crespi ve ark., 2002).

Kalbin kasilma giicli, kardiyak etki potansiyeli siiresince hiicre
membranindan Ca®* akus1 ile kontrol edilir. Miyokardiyal ve vaskiiler diiz kas Ca?"

hareketi iki tip kanal tarafindan diizenlenir. Birincisi membran depolarizasyonu ile

16



aktive olan kanallardir ve hiicre membrani boyunca voltajda degisiklige neden olur
ve sonug olarak kalsiyum kanallar agilir. Boylece hiicre disi Ca*"un hiicre igine
girisine izin verilir ve kas kontraksiyonu baslar. Ikinci tip kanallar, a-adrenerjik
reseptOrlere norepinefrinin baglanmasi ile hiicre i¢i depolardan Ca®* salimmini
diizenleyen kanallardir. Prensip olarak kalsiyum kanal blokorti ilaglar, voltaj duyarl
kanallar boyunca hiicre igine Ca®"’un girisi ile etkilesirler. Ayrica bazi kalsiyum
antagonistlerinin  yiiksek konsantrasyonu, oa-adrenerjik reseptorler {izerinde
kompetitif mekanizma ile norepinefrinin etkilerini bloke edebilir (Weiner, 1988).
Kalsiyum, ¢esitli regiilator ve sinyal siireclerinde hiicresel aktivitede 6nemli bir role
sahiptir. Kalsiyum akis1 epinefrin veya teofilin gibi kardiyostimiilan ilaglar ile
artirilabilirken, kalsiyum kanal blokérleri ile inhibe edilir. Bu grup ilaglar, angina
pektoris, hipertansiyon ve bir¢ok kardiyovaskiiler hastaligin tedavisinde 6nemlidir.
Bu grup ilaglarin 6zellikle kardiyak, periferik ve serebral diiz kaslar basta olmak
iizere bircok dokuda, Ca®* akisini inhibe ederek etki gosterdikleri One siirilmiistiir.
Beyin, kalp, bagirsak, karaciger, bobrek ve cesitli endokrin organlar, isaretlenmis
DHP kalsiyum antagonistleri ile etkilesen baglanma bolgelerine sahiptir (Bellemann
ve ark., 1983).

Nitrovazodilator bir ilag olan nitrogliserin, bir NO dondriidiir ve vasiiler diiz
kaslarda siklikguanozin monofosfat (¢cGMP) diizeyini diisiirmek i¢in guanilat siklazi
aktive ederek gevsemeyi artirir. Nitrovazodilatorler, angina pektoris ve akut
miyokardiyal infarktiis tedavisinde yararli bilesiklerdir. Dihidropiridin halkasinin ii¢
numarali konumunda nitro grubu iceren bilesiklerin nifedipine goére femoral ve
vertebral arteriyel kan akisini arttirdiklari bulunmustur. Dihidropiridinlerin 1,3-
dinitrooksi-2propil analoglarinin gii¢lii kalsiyum kanal antagonist bilesikler oldugu
ve in vivo NO agi18a ¢ikardiklar kesfedilmistir.

Kombine ilag tedavisine alternatif olarak bir ilagta birden fazla farmakolojik
aktiviteyi tasiyan kardiyovaskiiler hibrit ilaglar 6nem kazanmaktadir. Bu amagla 1,4-
DHP halkasinin bes numarali konumundaki ester gruplarinin nitroksialkil gruplar ile
yer degistirdigi tiirevler sentezlenerek bes numarali konumdaki siibstitiientin NO
donoérii olarak aktivite gostermesi amaglanmistir. Boylece liciincli kusak kalsiyum
kanal modiilatorleri bir kardiyoselektif agonist olarak konjestif kalp yetmezligi
tedavisinde ideal terapétik profile sahip olmustur. NO dondrleri ayrica platelet
agregasyonu ve adhezyonu inhibe edici, immiinostimiilan ve anti-kanser etkilere

sahiptir (Miri ve ark., 2000).
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Nifedipin ve nikardipin gibi ilk kusak 1,4-DHP’ler klinikte genis kullanima
sahip olsalar da kisa etki siireleri bu ilaglarin dezavantajidir. Amlodipin ve
tiyamdipin gibi ikinci kusak 1,4-DHP’ler farkli farmakokinetik profile sahiptir. Uzun
plazma yar1 dmrii ve % 100 oral biyoyararlanim gibi farmakokinetik 6zellikler uzun
etki siiresi ve glinde bir kez alimla giiglendirilmis antihipertansif etkinin
stirdiiriilmesini saglar.

Miyokardiyal kasilmanin kontroliinii saglayan mekanizmalardan biri
sempatik sinir sistemi araciligi ile olmaktadir. Konjestif kalp yetmezligi, sempatik
sinir sistemi tarafindan katekolamin diizeyinin artirtlmasi ile miyokardiyal inotropik
kasilmanin sonucudur. Kalbin yiliksek diizeyde endojen katekolaminlere maruz
kalmas1 miyokardial Bi-adrenoreseptorlerin sayisint ve duyarlhiligini azaltmaktadir.
Kalp katekolamin stimiilasyonuna daha az duyarli hale gelmesine ragmen diger
mekanizmalar kardiyak kasilmayr artirir. Bu mekanizmalardan biri, histamin H
reseptorleri araciligr ile gerceklesir. Miyokardiyal histamin Hj reseptdrlerinin
stimiilasyonu adenilat siklaz sistemini aktive eder ve miyokardiyal kasilma stimiile
olur. Histamin H agonistiolan impromidin, dogal agonist histaminden 48 kez daha
giicliidiir. In vivo olarak impromidin insanda pozitif inotropik etki gdsterir ve
kardiyak verimi artirir. Kalp hizi sabit kalirken sistemik arteriyal kan basincini
azaltir. Impromidinin gastrik asit salinimmn giiglii stimiilatérii olmasi ve diger
kardiyak stimiilanlar gibi aritmilere neden olabilmesi dezavantajidir. Impromidinin
tasidigr imidazolin propil guanidin ile histamin Hagonistik aktiviteden sorumlu
oldugu, metil imidazol grubunun ise afiniteye katkisi oldugu sanilmaktadir. Pozitif
inotropik ve vazodilator etkilerin bir ilagta kombinasyonu, eger B1 adrenerjik
sistemden bagimsiz olarak kardiyak performans gelistirilebilirse konjestif kalp
yetmezliginin tedavisinde yararli olabilir. Bu amagla kalsiyum kanal blokor
aktiviteye ilaveten kardiyotonik aktiviteye sahip DHP’ler tasarlanmistir. Bu sekilde
iki aktivitenin bir ilagta toplandig1 molekiiller yeni arastirma konularidir.

Christiaans ve arkadaglart (1994), vazodilator etkili 1,4-DHP ve pozitif
inotropik aktiviteli histamin H agonist aktiviteye sahip negatif inotropik bir
molekiile ulasmaya calismiglardir. Yapisal modifikasyonlar impromidin iistiinde
olmustur. Impromidinin Hy-nonspesifik yapisal boliimii 1,4-DHP’ler ile degistirilerek
potansiyel vazodilator ozellikler molekiile kazandirilmaya galigilmistir. Bu amagla

histamin H agonist ve 1,49HP yapisini tastyan hibrit molekiiller sentezlenmistir.
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1,4DHP tiirevlerinin etki mekanizmasi, Ca®"un hiicre igine giriginin, kalp ve
damar diiz kasinda bulunan kalsiyum kanallarmin geri doniiglii olarak inhibe
edilmesiile 6nlenmesidir.

Nifedipin, diltiazem ve verapamil’in kardiyovaskiiler profilleri karsilastirildiginda,
ilk kusak kalsiyum kanal antagonistlerinin farkli kardiyovaskiiler profillere sahip
olduklart ve buradan yola ¢ikarak bu grup bilesiklerin kalsiyum kanallarinda farkli
bolgelere baglanarak aktivite gosterdikleri sdylenebilir. Onemli bir gozlem de 1,4-
DHP serilerinde yapilan kiigiik molekiiler degisiklikler ile vazokonstriikktor ve
kardiyoakselerator etkili giiglii kalsiyum kanal aktivatorlerine ulagilmasidir. Biitiin bu
gozlemler, kalsiyum kanallar1 iizerindeki farkli reseptor bolgelerinin asagidaki genel
ozelliklere sahip oldugunu gostermektedir:

e Aktivatdr ve antagonist ligantlar i¢in spesifik baglanma bolgeleri,

e iyon kanalmin gecirgenlik ve acilip kapanmasma baglanma bdlgesinin
katilimi,

e Homojen ve heterojen etkiler (hastalik hali ve genetik 6zellikler) tarafindan
diizenlenme,

e Hastalik durumunda fonksiyon degisimi.

Sonug olarak voltaja bagimli kalsiyum kanallarinin T, L, N, P/Q ve R alt-
tiplerinin o4 alt birimi ile birlikte kanalin ana biyofiziksel ve farmakolojik
ozelliklerini belirledigi, diger alt birimler olan ay, d, B, ve vy ile iyon kanallarnin
biitlinliigii ve ilag baglanma ve gecis 6zelliklerinin degistirildigi sOylenebilir. Cav 1
ile ifade edilen L tipi kanallar 1,HP tiirevlerine duyarlidir (Triggle, 1999, 2003.
Schleifer 1999). Tedavide nifedipin ve veraphkullanimimin bazi dezavantajlari
vardir. Plazma Omiirlerinin olduk¢a kisa olmasi nedeniyle bu ilaglar yeterli klinik
etkiyi olusturmak i¢in giin i¢inde tekrarlanan dozlarda alinmalidir. 1967 yilindan beri
uzun etki siireli, gliclii vazodilator bilesiklere ulagsmak i¢in ¢ok sayida DHP tiirevi
sentelenmistir. Daha sonra Bayer A.G. tarafindan DHP yapisina analog
dihidropiran, dihidrotiyopiran, dihidropiridazin ve dihidropirazin tiirevleri
sentezlenmistir. Cho ve arkadaslar1 (1989), 1,4(3,4)-dihidropirimidin tiirevlerininin,
anestezi altindaki kopeklerde vertebral arter iizerindeki vazodilator etkilerini
incelemislerdir. Bu g¢alismada DHP reseptoriine iyi afinite i¢in gerekli olan bir
numaralt konumdaki azota bagli hidrojenin olmamast durumunun aktiviteye olan
etkisi incelenmistir. Bazi dihidropirimidin yapisina sahip bilesiklerin DHP’lerle

kiyaslanabilir hipotansif etkiye sahip oldugu gozlenmistir.
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Amlodipin ile diger 1,4-DHP’ler arasindaki en temel fark DHP halkas1 2
numarali konumunda bulunan 2-amino etoksi metil grubudur. ¥inlar1 analizi ve
niikleer manyetik rezonans ¢alismalarina gore halkanin N-H grubu ile yan zincirdeki
oksijen atomu arasinda reseptore ve P450 enzim sistemine duyarlilifi etkileyen
molekiil i¢i bir hidrojen bagi bulunmaktadir. Buna ek olarak, amlodipinin biyolojik
membranlarda konumlanmasi, diger 1,4-DHP tiirevlerinden protonlanmis amino
fonksiyonu ile membranda bulunan negatif yiiklenmis fosfolipit temel yapisi ile
farklilik gosterir. Alker ve arkadaslar1 (1992), amlodipin tiirevleri sentezlemis ve bu
tiirevlerde yan zincirdeki oksijen atomu yerine kiikiirt atomu veya metilen grubu gibi
biyoizosterlerini yerlestirmek suretiyle farmakokinetik ve kalsiyum antagonist
etkilerini karsilastirmislardir. Bu biyoizosterlerde biitiin temel molekiiler boyutlar
saglanmis olsa da molekiil i¢i hidrojen bagi olusumu miimkiin olmamistir. Ayni
aragtirmacilarin farkli caligmalarina gore amlodipin molekiilinin DHP merkezi
aktivite i¢in kesin bir gereklilik degildir. Asil olarak molekiiliin yiiksek kalsiyum
antagonisti etki gostermesini saglayan, iki numaradaki hetero yapilarla DHP
reseptorii arasinda olusan hidrojen baglaridir; bunlar, hem afiniteyi artirmis hem de
etki siiresini uzatmustir.

Kalsiyum antagonistlerinin alt gruplart arasinda belirgin farkliliklar olup
bunlar; verapamil, diltiazem ve nifedipin gibirinci kusak bilesiklerle, daha sonra
gelistirilen DHP’i iceren ikinci kusak ajanlardir (Tablo 2.3). ikinci kusak ajanlag
damar diiz kaslarina segici olup vedaha uzun etkilidirler. Kalsiyum kanal blokorii

ilaglar, damarlarda ltipi kanallar1 bloke ederek vazodilatasyoohstururlar.

Tablo 2.3: Jenerasyonlara Gore Kalsiyum Kanal Blokorleri

I. KUSAK II. KUSAK I11. KUSAK
Verapamil Verapamil SR Uzun plazma yar1 6miirlii Amlodipin
Diltiazem Nifedipin XL Uzun reseptor yar1 omiirlii Lasidipin
Nifedipin Felodipin ER Lerkanidipin
Felodipin Diltiazem SR Manidipin
Isradipin Isradipin CR Benidipin
Nikardipin
Nitrendipin

Kaynak: Messerli FH, AJH July 2002;15:983s
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2.5.1. Verapamil

Hiicre iginde C&, kasilma, salgilama ve néral etkiler gibi fizyolojik olaylari
diizenlemekle gorevlidir. Kalsiyumun kendine aitkanallar araciligiyla hiicreye girisi
damar diiz kas1 ve kalp kasinda kasilma olusturur ve tansiyon yiikselir. Bu ilaglar
tarafindan kalsiyum kanallar1 bloke edilerek ticre icine C&™un girisinin énlenmesi
angina pektoris, hipertansiyon, vazospazm, atriyal fibrilasyon, miyokardiyal iskemi,
periferik hastaliklar ve diger bir¢ok hastalifin tedavisinde 6nemli bir yaklasimdir
(Janis ve Triggle, 1984). Kalsiyum kanal bbokrinin ilk 6rnegi verapamildir. Bu
ilag, 1960’larda tedaviye B-adrenerjikreseptor blokorii olarak girmis olup, yapilan
deneysl ve klinik ¢alismalarla 1970’lerin basinda s6z konusu etkisi bulunmustur
(Wehinger ve Gross, 1986).

CH; CN

.2 |
H,CO CH;CH;NECH;J;FQDCH;
L
H;CO H,e' “cHy, OFHs
Verapamil

Farmakokinetik: Intravendz yolla uygulanan verapamilin hemodinamik
etkileri, kisa siirer. Bes dakika i¢inde plazma diizeyi maksimuma ¢ikar. Etkisi 10-20
dakika icinde kaybolur. AV diigiim tizerine 10-15 dakikada belirgin etkgoriiliir ve
alt1 saat kadar devam eder (Towart ve Schramm, 1985). Oralagodlindiginda,
etkisi iki saatte baglar, bes saat sonra maksimum diizeye ¢ikar. Tedavi edici kan
diizeyi, 100-200 ng/ml’dir, yavas salgilanan formunun etki siiresi, 6-14 saat kadar
devam eder. Bu yollal@an verapamilin tamami barsaktan absorbe olurken,
biyoyaratanimi1 sadece % 1Q0 kadardir. Nitekim absorbe olan verapamil
karacigerden ilk gegisi esnasinda % 80-90 gibi biiyilk oranda metabolize olur. Oral
dozu intravendz dozun (5-10 mg) 1020 kat1 kadar yiiksektir. Hepatik metabolitlerin
de ilacin tedavi edici etkilerine katkilar1 vardir. Verapamil, % 8%2 gibi biiyiik bir
oranda plazmadgroteinlere baglanir (Towart ve Schramm, 1985). Bobrekler
tarafindan itrah edilir ve en hizli elimine olan kalsiyum antagonistidir.

Doz intravenéz yolla verapamil uygulanmasi, monitor kontrolii altinda
yapilir. Miyokardiyal hastalik varsa ya da betadrenerjik reseptor bloke edici ilag

veya digital alan hastalarda infiizyona ¢ok kiiclik dozda baglanir ve alinan cevaba
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gore, hiz ayarlanir. Bir dakikanin tizerinde bir siire igerisinde, 0.1-0.15 mg/kg
dozunda bolus verilebilir. Gerekirse, 30 dakika sonra bu doz tekrarlanabilir. Bolus
uygulamadarsonraki infiizyon hizi, 0,005 mg/kg/dk’dir. Oral doz, giinde 3 defa 80-

160 mg olup, bu dozmaksimum 720 mg/giin’e ¢ikarilabilir. Karaciger
yetmezliklerindedoz gbzden gegirilmelidir (Zanehetti ve Krikler, 1981).

Yan Etki: Oral alinan verapamilin yan etkileri nadir gozlenirken, en
belirginleri, bas donmesi, ylizde kizarma, bulant1 ve kabizliktir (Zanehetti ve Krikler,
1981).

Kardiyak Depressan Etki: Bir takim deneysel ¢alismalarda, negatif inotrop
etki gozlenmis olmakla birlikte klinikte uygulanan,dozlarda bdyle bir etki soz
konusu degildir (Mellemgaard ve ark., 1978; Mangiardi ve ark., 1977). Ote yandan,
kalp yetmezligi ya da iletimblogu olmayan koroner arter hastalarina verapamil
intraven6z uygulandiginda, muhtemelen a#floadin azalmasi neticesinde, Ssol
ventrikiil fonksiyonlarinda diizelme yapabilmektedir.

Kontrendikasyonlar: Verapamil,sol ventrikiil disfonksiyonu, hipotansiyon,
kardiyojenik sok, siniis sendromu, ikinci veyaigiincii derece A-V blok, atrial flatter
veya atriyal fibrilasyon, Wolff-Parkinson White Sendromda kontrendikedir
(Alstaedter, 1981).

Gebelik kategorisi C olup, ilag anne siitiine geger.

Ila¢ Etkilesimleri: Beta-adererjik reseptdr blokérleri alanlara intravendz
verapamil verilmemelidir ani 6lim bildirilmistir. Digital zehirlenmesinde de,
intravendz verapamil, oliimciil aritmilere neden olabildiginden verilmez. Benzer
sekilde, kinidin ve prokainamid alanlarda, intravendz verapamil uygulanmamalidir.

Toksik Etkilerin Tedavisi: Agir kardiyodepresan etkye bagl olarak kalp
yetmezligi ve hipotansiyon gozlenen hastalardajntravendz olarak 1-2 g dozunda
kalsiyum glukonat uygulanabilir. Atropin, kéyum glukonatin alternafidir, 1 mg
atropin intravendz uygulanarak uzamis olan A- V iletimi kisaltir. Beta adrenerjik

reseptor stimiilani ilaglar da verilebilir.

2.5.2. Amlodipin
Kalsiyum kanal blokorlerinden 1,4- DHP tiirevi ilaglar, angina pektoris ve
hipertansiyon tedasinde siklikla kullanilir. Bu ilaglar etkilerini voltaja bagh

kalsiyum kanallar1 araciligiyla gosterirler.
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Amlodipin, en yaygin kullanilan kalsiyum antagonisti olup tim diinyada
hipertansiyon tedavisinde tercih edilir.adkiiler diiz kas i¢ine Ca®* iyonlarmnin
akisini Onler.

Amlodipin, molekiiliinde amino metoksimetil grubu gibi iyonize olabilen bir
grup icermesi nedeniyle; nikardipin harig, iyonize olmayan nétral DHP tiirevlerinin
cogundan farklilik gosterir. Iyonize (bazik) olmasi nedeniyle kalsiyum kanallari
icindeki DHP reseptorii ile etkilesmesi de noétral tiirevlerinkinden farklidir. Diger
DHP tiirevlerinin ¢ogundan farkli olarak nitro (NO>) grubu icermez; 1s18a duyarh
degildir. Notral DHP tiirevleri kalsiyum kanallarinda sadece voltaja bagimli blok
yaptiklar1 halde, amlodipin hem voltaja ve hem de frekansa bagimli blok yapar
(Kayaalp, 2012) Diger DHP’lerden farkli olarak kalsiyum kanallarinin sadece DHP
baglanma yerlerine degil, verapamil ve diltiazem baglanma yerlerine de baglanir.

Uciincii kusak DHP tiirevi olan amlodipinin antihipertansif etkisfaninda,
antioksidan, lipid peroksidasyonunda inhibiyd®O iiretiminin artirilmasi, diisiik
yogunluklu lipoprotein oksidasyonunun azaltilmasi ve siiperoksid dismutaz (SOD)
aktivitesinn korunmasi gibi ozellikleri de vardir (Mason, 2002). Deneysel
caligmalarda iskemik kalpte NO iiretimini, endotel hiicrelerinde eNOS aktivitesini
arntirdigi ve kopeklerde miyokardin oksijen tiiketiminde azalma olusturdugu
gozlenmistir (Zhang ve Hintze, 1998; Lenasi ve ark., 2003). Oksidatif 3fi@3

inaktive eder ve amlodipin oksidadif stresi bastirir (Mason ve ark., 1999).

HN Amicdipin
Asil etki yeri periferik damarlar olup, periferik vazodilatasyonla, sistemik
vaskiiler rezistani azaltip koroner kanlanmay: artirarak antianginal etkiolusturur.
Boylece koroner spaznesnasinda miyokarda oksijersaglanir (Burges ve Moisey,
1994).Farkli ¢calismalarda diger iskemi/reperfiizyon (I/R) organlarindan olan beyin,
kalp ve karacigerde (Yao ve ark., 2000; Lukic ve Panin, 2007; Ahmed ve ark., 2009)

amlodipinin koruyucu etkisigosterilmistir. Amlodipin, lasidipin ve nikardipin
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hipertansiyon tedavisinde yaygin olarak kullanilmakta olup, bu ilaglarin kan
basincint  diisirmek suretiyle kardiyovaskiiler hastaliklart onledigi in  vitro
denemelerle déamarlar iizerindeki antioksidan etkilerigosterilmistir (Civantos ve
Aleixandre, 2004). Amlodipinin hayvanlarda (Kataoka ve ark., 2004) ve insanlarda
(Pitt ve ark.,2000) antiaterosklerotik ve anti-inflamatuvar etkilerigéierilmistir.
Bunlardan baska amlodipinin, overiyal I/R hasimna kars1 protektif ve antiosteoprotik
etkileri debildirilmistir (Halic1 ve ark., 2008). Amlodipinin gii¢lii antioksidan etkisi,
vaskiiler iskemilere bagli organ hasarlarinin azalmasin1 saglamaktadir (Mason,
2002). Deneysel hipertansiyon olusturulmus siganlarda gerceklestirilen bir inme
modelinde amlodipin tedavisinin beyin hasarini azalttigi ve bu etkileri SODu
arttirarak olusturdugu gosterilmistir (Umemoto ve ark., 2004). Bunlara ilaveten
amlodipin ile tedavi edilen siganlarda, kroner arter tikanikligina bagli olarak
gozlenen arter okliizyonunda azalma oldugu bildirilmistir (Kyselovic ve ark, 2001).

Farmakodinamik Ozellikleri: Amlodipin, miyokardve diiz kas hiicrelerinde
C&" iyonlarimin transmembran akimmi inhibe eder. Antianginal etkisinin temel
mekanizmalari sunlardir:

- Amlodipin, total periferik direnci azaltir. Birlikte refleks tasikardi
gelismemesi nedeniyle, kardiyak yiikiin azalmasi, miyokardin oksijen ihtiyacinin ve
tilketiminin azalmasi ile sonuglanir. Amlodipinin kardiyak iskemideki etkirgi bu
sekilde agiklanabilir (Tulenko ve ark, 1999).

- Amlodipin, yavas kalsiyum kanallarindan Ca® girigini inhibe ederek
koroner dilatasyonusaglar. Esas etki yeri periferik damarlardir, periferik
vazodilatasyonla, sistemik vaskiiler rezistani azaltip koroner kanlanmayi artirir,
antianginal etkblusturur (Carter ve ark, 1988).

Farmakokinetik Ozellikleri: Amlodipin oral uygulandiginda iyi absorbe
olur. Uzun plazma yar1 6miirlii bir DHP tiirevidir. Etki siiresinin uzun olusu hem
eliminasyon yarilanma Omriiniin uzun olusuna (ortalama 34 saat) ve hem de
kalsiyum kanallarindaki reseptorlere baglanmasinin ve onlardan ayrilmasinin yavas
olmasma baghdir. Yarilanma Omriiniin uzunlugu, ayrica sanal dagilim hacminin
blytikliigline de baglidir. Oral biyoyararlanimi diger DHP tiirevlerine gore yiiksektir
(ortalama %64). ik gecis eliminasyon olayina diger DHP tiirevlerine gore daha az
maruz kalir. Diger DHP tiirevleri gibi plazma proteinlerine, % 98 gibiyiiksek bir
oranda baglanir. Eliminasyon yarilanma siiresinin uzunlugu nedeniyle yinelenerek

verildiginde etkindir; platokonsantrasyonuna erigsmesi bir haftalik uygulamadan sonra
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olur. Bu nedenle ve reseptorlerine baglanmasinin yavas olmasi nedeniyle terapotik
etkinligi yavas gelisir. Plazma konsantrasyonu 6-12 saat sonra maksimuaga:.
Eliminasyon yarilanmaomrii 35-50 saate kadar uzar.yphlamaya basladiktan 7-8
giin sonra plazmada sabit konsantrasyona ulasir. Biiylik 0Olclide karacigerde
metabolize olurAlinan dozun % 10’undan az kismi ile metabolitler,degismeden
idrar ile viicuttan atilir (Packer ve ark, 1996).

Doz: Hipertansiyon ve angina tedavisindaitad baslangi¢ dozu giinde bir
defa 5 mg olup hastanin cevabina gére doz, maksimum 10 makadar ¢ikarilabilir.

Yan Etki: Uzun siire kullananlarda dis etlerinde hiperplazi yapar. Bas agrisi,
yiizde kizarma, bag donmesi, sersemlik, ayak bilegi 6demi ve yorgunluk gibi DHP
tiirevlerinin ortak yan etkilerini olusturabilir. Nifedipin gibi fakat daha hafif refleks
tasikardi yapabilir (Kayaalp, 2012).

2.5.3. Benidipin
Uzun etki siireli bir kalsiyum antagonistidir. Benidipin membranda voltaja-
bagl kalsiyum kanallarinin DHP baglanma bdlgelerine baglanilarak hiicre igerisine
C&”* girisini inhibe eder, koroner ve periferik damarlarda genislemeye yapar.
Benidipine
O

11
nNE
DEI

O O =
| Lo
XL ff
M
H

Benidipin ve bir diger 1,4-DHP tiirevi efonidipin’in, L-tipi kalsiyum
kanalbrin1 bloke ederek olusan antihipertansif etkilerinin yaninda, T-tipi kalsiyum
kanal blokasyonu yaparak, anjiyotensin 1l (A-1) ve potasyuni)’(K indiiklenen
aldosteron saliniminda inhibisyon yaptiklart gosterilmistir. Bu o6zellikleri, A-l
reseptor blokorleri veya anjiyotensin doniistiirlici enzim inhibitdrleriyle birlikte
hipertansiyonun kombine tedavilerindye ilaglari etkin kilmaktadir (Matsubara ve
ark., 2008).
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Her {i¢ kalsiyum kanalin1 da (T-, L- ve N-tipi) bloke ederek kardiyoprotektif
ve renalprotektif etki gosterir. Benidipin, aldesteron hormonunun iiretimini
engelleyerek,tuza duyarli hipertansiyon olgularinda istiinliik kazandiran ditiretik
etki de olusturur. Vaskiiler selektivitesi yiiksektir; vasospasmik angina prognozu
tizerinde diger kalsiyum kanal blokdrlerine kiyasla daha fazla etkilidir Giivenli ve
giiclii bir antihipertansif etki gosterir.

Farmakokinetik Ozellikleri: Benidipin, oral yoldarsiiratle absorbe olur,
0.5-1.1 saat i¢inde doruk plazma konsantrasyonuna ulasir. Plazma eliminasyon
yarllanma Omrii, giinde tek doz uygulandiginda 1-2.4 saattir. llag, plazma
proteinlerine yiiksek oranda baglanir, karacigerde metabolize olup, idrar ve fecesle
itrah edilir.

Hipertansiyonda, renal parankimal hipertansiyonda ve anjina pektoriste
kullanilir.

Doz Benidipin sadece oral yoldanygulanir. Hipertansiyonda ve renal
parankimal hipertansiyondatigkinlere genellikle kahvaltidan sonra giinde bir defa
2-4 mg benidipin verilir. 2+ mg’lik dozlar yeterli gelmez ise dozaj hastanin yas1 ve
semptomlarina gore glinde 8 mg’a kadar arttirilabilir. Agir hipertansiyon vakalarinda,
kahvaltidan sonra giinde bir kez 4-8 mg benidipin verilir. Anjina pektoriste
erigkinlere genellikle kahvalti ve aksam yemeginden sonra giinde iki kez 4 mg
benidipin verilir. Dozaj hastanin yas1 ve semptomlarin siddetine gore ayarlanabilir.

Yan Etki: Carpinti, yiizde kizariklik, ates basmasi, kizariklik, kan basincinda
diisme yapabilir.

Gebelik Kategorisi C’ dir.

Kontrendikasyonlari: Karaciger yetmezligi olan hastalarda dikkatli
kullanilmalidir. Kardiyojenik sok durumunda, benidipin altta yatan nedenlerin
siddetlenmesine nedenolabileceginden kontrendikedir. Gebelerde kullanimi gilivenli
degildir.

Besinlerle Etkilesimi: Greyfurt suyu benidipin karacigerdeki metabolizmasini
azaltir. Sonugta benidipin asir1 tansiyon disiikliigiine neden olabilir.

Ila¢ Etkilesimleri: Benidipin diger antihipertansif ilaglar ile birlikte
alindiginda, tansiyon diisiiriicii etkinin artmasi sonucy kan basincinda asir1 diisme

olusabilir.
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Kalp glikozidi bir ilag olan digoksinin etkisi, benidipin gibi kalsiyum kanal
blokorii ilaglar tarafindan azatilabilir ve digoksinin kandiizeyi yiikselebilir ve
zehirlenmeler ortaya ¢ikabilir.

Simetidin, mide asiditéni azaltarak bazi ilaglarin mideden emiliminde artisa
neden olabilir Buyiizden simetidinbenidipin birlikte kullanildiginda kan basincinda
da asir1 diisiisler olabilir.

Rifampisin enzim indiiksiyonu yaparak, ilacin plazma konsantrasyonlarinda
diisiise neden olur. Birlikte kullanilmalar1 durumunda, benidipin tansiyon diistiriicti

etkisi azalabilir.

2.6. Nitrik Oksit

Daha oOnceleri atmosferde kirletici bir gaz olarak bilinen, kii¢iik molekiil
agirlikli ve zehirli bir gaz olan NO’nun, memeli hiicrelerinde sentez edildiginin
gosterilmesiyle biyolojik aragtirmalarda onemli bir slire¢ baslamistir. 1916°da,
Mitchell ve arlkadaslari tarafindan NO’nun memeli hiicrelerinden salindigi kesfedildi.
1928°de, Tannenbaum ve arkadaslar1 tarafindan da memelilerin NO sentezledikleri
dogrulandi.

Furchgott ve Zawadski (1980), in vitro ortamda asetilkolin (A@ih)damar
gevsemesi lizerine etkilerini inceledikleri arastirmada; damar gevsetici ozelligi ile
bilinen ACh’nin, endotel tabakalar1 uzaklagtirllan damarlarda daralmaya neden
oldugunu goézlemlemislerdir. Yaptiklart calisma sonucunda, damar gevsemesine
neden olan ACh’nin endotel hiicrelerinden “Endotel-Kaynakli Gevsetici Faktor”
(EDRF) adim verdikleri bir endojenmaddenin salinimina neden oldugunu ve bu
aracinin damar diiz kas hiicrelerinde guanilil siklaz enzimini aktive ederek, cGMP

miktarinda artig olusturdugunu bildirmislerdir (Sekil 2.10).
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Sekil 2.10: Endotel tabakasinda NO sentezi ve diiz kas hiicresine etkisi.
Kaynak: Cauwels A. Nitrik aside in shock. Kidney Int 2077; 72:563-

Devam eden arastirmalar ile EDRF’nin esasinda NO oldugu belirlenmistir
(Ignarro ve Kadowitz 1985; Ignarro ve ark., 1987; Ignarro 1989; Palmer ve Moncada
1989). 1991°den sonra NO ile ilgili arastirmalarda artis olmus, 1992 yilinda da NO
yilin molekiilii secilmistir. Dr. Robert F. Furchgott, Dr. Louis J. Ignarro ve Dr. Ferid
Murad, NO’nun dolasim sistemindeki rolii {izerine yaptiklar1 aragtirmalardan dolay1
1998 yilinda Nobel Tip Odiilii’ne layik goriildiiler (SoRelle, 1998).

Damar diiz kasmi gevseten bu endojen maddeACh’den baska adenin
niikleotidler, trombin, P maddesi, kalsiyum iyonoforu A23187 (kalsimisin),
bradikinin, A-1l, vazopresin, histamin, noradrenalini%; arasidonik asit, vazoaktif
intestinal polipeptid (VIP), ergometrin, mellitin, tiomerasdektriksel stimiilasyon,
damar kan akiminin hizlanmasi, ultraviyole 15181 ve polifenoller gibi kimyasal ve
fizyolojik faktorler tarafindan da saliverilmektedir (Moncada ve ark., 1991; Cooper
ve ark., 1996jSekil 2.11).
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Sekil 2.11: Nitrik oksit saliveriimesini etkileyen kimyasal ve fizyolojik etkenler

Nitrik Oksit’in Fizikokimyasal Ozelligi: Nitrik Oksit, eslesmemis tek
sayida elektron igeren, renksiz, serbest bir radikaldir. Molekiil agirlig1 30, kaynama
noktasi -151°C” dir. Bilinen en diisiik molekiil agirlikli, memeli hiicresi tiriiniidiir.
Hem yagda hem suda c¢oziinebilme yetenegi sayesinde biyolojik membranlardan
gecerek hedef molekiillere kovalent bagla baglanir. Bu sayede ¢oziiniir guanilil
siklaza baglanarak onun aktivitesini 400 kat arttirabilir. Yarilanma 6mrii 3-5 sn kadar
kisadir. Basit kimyasal yapisina karsin olduk¢a farkli ve zit yonde etkileri
bulunmaktadir (Lancaster 2000).

Nitrik Oksit Biyosentezi: Nitrik oksit, L-arjinin aminoasidinden nitrik oksit
sentaz (NOS) enzimi aracilig1 ile olusmaktadir. Reaksiyonun sonunda NO ile birlikte
L-Sitrulin olugsmaktadir. NO’in sentezlendigi reaksiyonda ko-faktor olarak flavin
mono niikleotid (FMN), flavin adenin diniikleotid (FAD), kalmodulin (CaM),
tetrahidrobiopterin (BH4), ko-substrat olarak ise nikotinamid adeliniikleotit
fosfat (NADPH) ve oksijen (&) kullanilmaktadir. Reaksiyon esnasinda olusan
sitrulin, treden gelen bir azot atomunun eklenmesiyle L-arjinin’e geri
dontismektedir. Bu sekilde iretilen NO, hizla hemoglobin, metilen mavisi ve
siiperoksid anyonu trafindan nétralize olur ve 10 sn iginde nitrit ve nitratlara

doniistiiriilir (Sekil 2.6.3) (Mizutani ve Layon, 1996; Sakurada ve ark., 2001).
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Sekil 2.12: Nitrik Oksit Biyosentezi

Nitrik oksit, sadece damar endotel hiicrelerinde degil, ayni zamanda
serebelim ve 6n beyindeki néronlarda, nétrofil 16kositlerde, bobrek tubulus epitel
hiicrelerinde, adrenal medulla hiicrelerinde, mast hiicrelerinde ve bazi otonom
sinirlerin uclarinda da sentez edilip saliverilir. Sinaptik vezikiillerde bulunmaz,
ekzositozla terminddrden salinmaz ve hicbir rezervuarda toplanmaz, ancak bir
norondan diger bir ndrona difiize olabilir. Stimiilasyonla saliverilir ve noronal
hiicrelerde enzimleri etkiler.

Nitrik oksit, sentez edildik¢e saliverilen bir molekiildiir ve depolanmaya uygun
degildir. Fazlas1 dokular iizerinde toksiktir, hizla etkisiz hale dontstiiriiliir. Klasik bir
reseptor bolgesi bulunmayip, guanilil siklaza baglanarak, hiicre i¢in ikincil haberci
molekiil olarak ¢alisan cGMP’1n birikimine neden olur. Siklik guanozin monofosfat,
miyozin hafif zincir kinazin defosforilasyonunu saglayarak diiz kas gevsemesi yapar.
Potasyum kanallarinin agilmasi ile olusan hiperpolarizasyon, NO’in bazi etkilerine
aracidir. Nitrik oksit, L-tipi kalsiyum kanallarindan Ca®* girisini  ve intraseliiler
depolardan & saliverilmesini 6nler ayrica intraseliiler depolara SERCA aracilign ile
ca’ depolanmasimi artirir, sonugta, hiicre ici Ca** diizeyini diisiiriir. Bu etkiler cGMP
tizerinden olusur (Mizutani ve Layon 1996).

Nitrik Oksit Sentaz izoenzimleri: Nitrik oksit sentaiari sentezleyen ii¢ gen
mevcuttur. Bt genlerden her biri bir NOS izoformu olusturur; bunlar tip 1, tip 2 ve
tip 3 olarak tanimlanir. Bu enzimler yapisal (konstitutif) (cNOS) ya da indiiklenebilir
(INOS) formda olabilir.

Noral dokuda lokalize olmus kromozom 12 tarafindan kodlanan ndéronal NOS
(nNOS; tip 1) ve vaskiiler endotel hiicrelerde bulunan ve kromozom 16 tarafindan kodlanan
endotelyal NOS (eNOS; tip 3) aktifile gelmek i¢in Ca?"a gereksinim duyar, bu nedenle
yapisal NOS enzimleri olarak da adlandirilirlar. Endotelyal NOS, damar endotel
hiicrelerinde bulunur, 135 kDa agirhgmndadir ve Ca?* - kalmodiiline bagimhdir (Sekil 2.13).
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Sekil 2.13: VaskiilerDiiz Kas Hiicrelerinin eNOS AracilikliGevsemesi
Kaynak: www.kumc.edu/research/medicine/biochemistry/bioc800/sig02-11.htm

Noronal NOS, noronlarda ve non-adrenerjik non-kolinerjik (NANK)
sinirflerde mlunur ve 168 kDa agirhgnda olup, Ca&'-kalmodiilin sisteminin
etkisindedir. Beyinde 6nemli bir norotransmiter olan glutamat, N-metil-D-aspartat
(NMDA) reseptorlerine baglanarak postsinaptik hiicreya ce” girisini baglatir, hiicre
icerisine giren C&" da kalmodiiline baglanip NOS’u aktif hale getirir (Sekil 2.14).

Q NMDA-R

cGMP
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KTP

Sekil 2.14: Santral ve periferik sinir sisteminde nN@&iftir. Olusan NO norotransmisyon ve hafiza
olusumunda gorevlidir.
Kaynak: Snydeve Ferris2000.
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Kromozom 7 tarafindan kodlanan iNOS; tip 2 ekspresyonu makrofajlarda
endotoksin ya da inflamatuar sitokinlerle karsilasma sonucu artar. 130 kDa
agirlhigindadir. Kalsiyum ve kalmodiiline bagimli degildir. Bu izoforma immunolojik
NOS ad1 da verilir. Uyarildig1 zaman diger iki enzime kiyasla fazla miktarda ve uzun

stireli salinima neden olur (Sekil 2.15).

Endotel hacre

Sekil 2.15: Indiiklenebilir NOS (iNOS) aktivitesi
Kaynak:Forstermann ve ark., 1995.

Noronal NOS ve eNOS yapisal NOS (CNOS) olarak da isimlendirilir. Yapisal

NOS araciligiyla olusturulan NO, hava yolu fonksiyonunun fizyolojik

reglilasyonunda; iNOS araciligiyla olusturulan NO ise, hava yollarin inflamatuar

hastaliklarinda rol almaktadir (Rang ve ark., 1995) (Tablo 2.4).

Tablo 2 4: Nitrik Oksit Sentetaz {zoformlart

NITRIK OKSID SENTETAZ
NORONAL Noro nlar kordi omiyozidier gast rol ntestingd d dz kas hGorded,
NITRIK OKSID SENTETAZ | keratinositier,makula densa, ndtrofiller, iskelet kas hiicreler, Ca;* bagwnldur?
PeoataNO tubudar epitel, vaskillar diz kas hucresi, hepatositier
Endotel hicrelerl, brongal epitel hicresi, eozinofller, epitelyal
ENDOTELYAN hucreler ve insan nazal mukozas, fibroblastiar, gastroint et inal
NITRIK OKSID SENTETAZ | mukoza, hepatositier, lenfositier, notrofiller, iskelet kast hicreferd, by "
s } Insan plasenta hilcresinin sindtiotrofoblastiary, Tipll alveoler
hcreler
IndiMenebilir ortaya gles; Makrofajlann inddidenebilir
ekspresyonian, havayolu ddz kas hicrelerl, alveoler makrofajar,
kondrositier, endote! hMicreleri, Kupffer hicreleri, akclger
INDUKLENEBIUR Ca,’ bagimh
NITRIK OKSID SENTETAZ fibroblastian, mast hicrderd, ndtrofiller, iskelet kasi, tip 1l m
(NOS2-+NOS) epltelyal hicreler, vaskiler duz kas hilcrelerl,
Yagusal ortaya ¢ kis: Havayolu epitell, kolon muko zasi, kortikal
tubler nekroz, norontar, hepatositier, keratinositler
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Nitrik Oksid Sentaz Inhibitérleri: Nitrik oksid sentaz inhibitorleri iki
grupta siniflandirilabilir:

i. L- Arjinin Analoglari: Monometil-L-arjinin (L-NMMA), nitro-Larjinin (L-
NA), nitro-L-arjinin metil ester (L-NAME), N-aminoetil-l-ornitin (L-NIO), N-
amino-L-arjinin (L-NAA) ve N-N-dimetilarjinin (ADMA), NOS enzimini inhibe
ederek etki gosterirler. Bunlardan ADMA plazmada endojen olarak bulunur. Renal
veya bazi immiin yetmezlik durumlarinda ADMA diizeylerinin yiikseldigi
gosterilmistir. L-NMMA ve L-NAME oral olarak aktiftir. Diger iki L-arjinin analogu
ADMA ve a-amino<- izotiyoiireidovalenik asid, NOS enziminin aktivitesini inhibe
etmezler.

ii. L-Arjinin Analogu olmayanlar: 7-nitroindazol (7-NI),N¢1-aminoetil)-L-
lizin, merkaptoetilguanidin, L-kanavanin, aminoguanidin, deksametazon, hidrokinon,
glukokortikoidler, aminoguanidin, TGB; IL-4 ve IL-10 de NOS enzimini inhibe
ederek etki gosterirler. Nitrik oksit, NOS inhibitorleri disinda hemoglobin, metilen
mavig, siiperoksid anyonu , kalmodulin / hem / flavoproteibaglayicilar tarafindan
da inhibe edilir (Rang ve ark., 1995).

Nitrik Oksit Vericileri:  Nitroprussidler ve organik vazodilatorler;
nitrovazodilatorler uzun siiredir 6zellikle kardiyovaskiiler hastaliklarin tedavisinde
kullanilmaktadir. Gliseril trinitrit (GTN), sodyum nitroprussid (SNP) ve sidnonimin
(SIN-1) gibi vazodilator ajanlar ortama NO vererek damar diiz kaslarinin gevsemesi
(Sekil 2.16) ve platelet agregasyonunun inhibisyonu gibi bir seri olaya neden olurlar
(Rang ve ark., 1995).
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Nitratlar

Endotel

Sekil 2.16: Nitratlar ile Diiz Kasta Kasilma ve Gevseme Mekanizmasi

Nitrik Oksit’in Fizyolojik ve Fizyopatolojik Etkileri: Biyolojik yar1 dmrii
saniyeler kadar olan N@un insan fizyolojisi ve fizyopatolojisindénemi ¢ok
biiyiiktiir. Nitrik oksdin kendine o6zgii reseptoric olmamakla birlikte, endojen
reseptorli guanilat siklazin hem igeren bolgesidir.

Nitrik oksitin guanilat siklaza baglanmasiyla hemin demiriayrilir, enzim
yapisinda bir degisiklikle birlikte katalitik yiiz etkinlestirilmektedir (Ignorro 1992).
Siklik guanozin monofosfamiktarinda artis, hiicre i¢i Ca®* diizeyinde azalmaya
neden olanfarkli mekanizmalarladiiz kaslardagevseme ve sinirlerde uyarinin
iletimi gibi baz1 fizyolojik fonksiyonlari gerceklestirir.

Nitrik oksit, kardiyovaskiiler, endokrin, santral ve periferik sinir sistemi gibi
birgok sistemde onemli roller oynamaktadir. Sinir sisteminde major izoform olan
nNOS tarafindan sentez edilerek santral ve periferik sinir sisteminde de aract madde
olarak gorev yapan NO (Sekil 2.17), nérokimyasal sistemin Onemli bir parcasini
olusturmaktadir. Nitrik oksit, santral sinir sisteminde hafiza ve &grenme, sinirsel
aktiviteler, serebral kan akiminin diizenlenmesi ve agrinin hafifletilmesi gibi bircok
fizyolojik fonksiyonda aract madde olarak rol oynamaktadir. Bunun disinda, koku

alma ve gorme islevinde de rolii oldugu belirtilmistir.
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Sekil 2.17: Nitrik oksit, nitrerjik noronlardan nNOS etkisiyle sentezlenip noérotransmitter olarak
saliverilir.
Kaynak: Rang ve dig., 2000

Endokrin  sistem  {izerinde  yapilan  birgok  ¢alisma  NO’nun
hipotalamohipofizer hormon salinimini diizenledigini gdstermistir. Hayvanlarin ve
insanlarin omurilik ve beyin bolgelerinde NOS enziminin bulunmasiyla NO’nun
norotransmisyondaki 6nemi ortaya konmustur. Nitrik oksit, santral ve periferik sinir
sisteminde noronal bir haberci olarak gorev yapmakta ve sinaptik plastisite ile
norotoksisite gibi ¢esitli biyolojik olaylara karigmaktadir (Kawabata ve ark., 1994)
(Tablo 2.5).
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Tablo 2.5: Nitrik Oksitin Etkileri

NITRIK OKSID

BIYOLONK BIR MOLEKUL =
SUDA N ] ATMOSFERIK
ERIYIRLIGI 2 g BiR GAZ
COK YUKSEK NO
e
YARI-OMRU ENDOJEN
& SANIYE MEDIYATOR

HUCRE ici

SINYALLEME Asana [T BIYOLOJIK ULAK
[ 1 | 1 1
k 2 SITOTOKSIK NORO ANTI 3
DUZ Kas GEVSETICI g : z BRONKODILATATOR
MEDIATOR TRANSMITTER TROMBOENIK
Guql GASTROINTESTINAL
VAZODILATATOR GEVSETIA

- Damarlar Uzerine Etkisi: Nitrik oksit, guanilat siklaz enzimini aktive eeé&r
¢cGMP de artis ve hiicre igi Ca®* diizeyinde azalmaya neden olan farkli mekanizmalarla
diiz kas hiicrelerinde gevseme olusturur. Bu azalma, aktinomiyozin ATPaz etkinliginin
diizenlenmesinde goérevli miyozin hafif zincir kinazim (MLCK) fosforile eden cGMP
bagimli protein kinaz tarafindan gercgeklestirilir (Hathaway ve ark., 1985).

Damarlard ¢cGMP aracili gevsemeyi agiklayan cesitli mekanizmalar ileri
stiriilmiistiir (Moncada ve ark., 1991). Bunlar;

1- cGMP ve cGMP bagimli protein kinazin agonistler tarafindan uyarilan
PLC olusumunu inhibe etmesi ve IR iiretiminin engellenmesi,

2- Kalsiyumun hiicre digina atiliminin uyarilmasi (Muhtemelen Ca®**-ATPaz
diizenleyici proteinin, cGMP bagimli protein kinazla fosforilasyonu ve sarkoplazmik
retikulum C&*-ATPaz’nm aktivasyonuyla),

3- Miyozinin etkin olmayan formunu stabilize eden miyozin hafif zincirinin
defosforilasyonunun arttirllmasi (Ciinkii MLCK’nin  fosforilasyonu Ca*un
kalmoduline ilgisini azaltir),

4- Reseptorle kontrol edilen kalsiyum kanallarinin engellenmesi,

5- Membran C&-ATPaz’ inin uyarilmasi,

6- Potasyum kanallari aracih@ ile K™ gegirgenliginde artis. Potasyum

kanallar1 damar diiz kas hiicrelerinin membran potansiyelini diizenleyerek damar
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tonusunun ayarlanmasinda O6nemli rol oynar. Bu kanallarin agilmasi membrani
hiperpolarize eder, voltajgagimli kalsiyum kanallar1 kapanir ve damagenisler.

- Kalp Uzerine Etkisi: Nitrik oksit kalbin kasilma giiciinii azaltir ve sol
ventrikiiler diastolik hacni artirir. Kalpte kasilmay: baskilamak {izere her iic NOS
tarafindan da NO iiretilmektedir. Kolinerjik sinir uglar1 ve NANK sinirlerde néronal
NOSun immiinoreaktivitesi gosterilmis olmakla birlikte myositler, yiiksecek
miktarda eNOS eksprese etmektedite yandan myositler, inflamatuvar sitokinlerle
stimiile edildiginde, INOS enzimini de ekspreselegler. Noronal NOS tarafindan
tiretilen NO, sempatik sinir uyarimi esnasinda saliverilen noradrenalin yogunlugunu
azalir. iNOS tarafindan fazlacaiiretilen NO, kalbinkasilma giiciinii ve frekansini ve
ayrica f-reseptor agonistlerineverilen yanit1 azaltir (Ritter ve ark., 1991).

Nitrik oksidin kalpte olusturdugu etkiler, cGMP’ye bagimli ya dabagimsiz
olarak olusur. Nitrik oksidn hem pozitif hem de negatif inotropik etkisi olmakla
birlikte NO, kalp kasilmasini inhibe etme yoniinde hareket eder. Bununla birlikte,
cesitli agonistlerle olusturulan pozitif inotropik etki eNOS aktivasyonu veya NO
vericileri ile azaltilir. Nitrik oksit, myositlerin, mitokondriyel solunumunda
inhibisyonla da kalbin okgin tiiketimini azaltir (Karakaya ve ark., 2000).

- Trombositler Uzerine Etkisi: Trombosit hiicreleri yaklasik 2 mm’lik kan
hiicreleri olup, bu hiicreler eNOS mRNA’s1 igerir ancak nNOS’u eksprese etmezler.
Indiiklenebilir NOS mRNA’sinin varligi ise tartismalidir (Tiirkdz ve ark., 2001).

Endotel hiicrelerin baslica fonksiyonu damar koruyucu ve pihtilasmay1
engelleyici molekiillerin iretiminin saglanmasidir. Nitrik oksid, trombosit
agregasyonunu baskilar. Trombus olusumunun kontrolii ve kan akiskanliginin
saglanmasinda 6nemli rol oynar; kiimelesmis trombositlerin dagilmalarina neden
olur, trombositlerin, nétrofillerin ve monositlerin adhezyonlarini inhibe eder ve
kemotaksislerini diizenler. Damar liimenine dogru salman NO, difiizyonla
trombostlere girerek guanil siklazi aktive eder ve Ca®* yogunlugunu azaltarak
trombositlerinyapismasini ve kiimelesmesini engeller (Biilbiil ve Soylu, 2008).

- Damar Diiz Kas Hiicre Cogalmasim Onleyici Etki: Fizyolojik kosullarda,
damar bosluguna saliverilen, damar diiz kasinda c¢ogalmayi engelleyici maddeler
tarafindan damar diiz kasinin katman kalinlig1 sabit kalir. Nitrik oksit, diiz kas
hiicrelerinin ¢ogalmasini ve gociinii 6nleyen gli¢lii inhibitdrlerdendir. Nitrik oksit
gibi hiicre cogalmasini dnleyen maddelerin noksar@linda, cogalmayi baskilayici etki
ortadan kalkawve damar diiz kasi hiicreleri miktarinda artig gozlenir ki bu durum,
damar boslugunda daralma ilebirlikte sekillenen kalp-damarsikayetlerinin temelini
olusturmaktadir (Biilbiil ve Soylu, 2008).
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- Solunum Sistmi Uzerine Etkisi: Nitrik oksid hava yollarinda da
sentezlenmektedifOzkan ve Yiiksekol 2003). Nitrik oksidin akcigerlerdeki hiicresel
kaynaklari, epitel hiicreleri, pulmoner arter ve venlerin endotel hiicreleri, inhibitor
NANK noronlar, diiz kas hiicreleri, mast hiicreleri, mezotel hiicreleri, fibroblastlar,
notrofiller, lenfositler ve makrofajlardir (Barnes ve Belvisi, 1993). Solunum
yollarinda herii¢ NOS izoformu da bulunur.

Nitrik oksit sentetan lokalizasyonuna bakildiginda; eNOS pulmoner damar
endotel hiicrelerinde, brongiyal epitel hiicrelerinde; nNOS solunum yollar
sinirlerinde ve INOS iseip 2 alveol epitel hiicreleri, fibroblastlar, solunum yollari
epitel hiicreleri, mast hiicreleri ve nétrofillerde yogun olarak bulundugu bildirilmistir
(Shaul ve ark., 1994).

Nitrik oksit aracili solunum yollar1 gevsemesi, kismen guanilat siklaz ve
protein kinaz (PKG)aracili potasyum kanallarmin aktivasyonu ile olmaktadir.
Ayrica, cGMP’ye bagimli mekanizmalar aracilifi ile solunum yollar1 diiz kas
hiicrelerinin SR’dan C&”* saliverilmesinin inhibisyonunun da bu gevsemeye katkisi
gosterilmistir (Gimisel 2005). Nitrik oksidin ayrica bronsglarda 6nemi bulunan
NANK sistemde norotransmitter olarak davrandigi da bilinmektedir. (Sorelle 1998).

- Sitotoksik Etki: Nitrik oksit, akut ve kronik inflamasyonda pro-inflamatuar
veya anti-inflamatuar etkileriylénemlidir. Nitrik oksit ddukga reaktif bir molekiil
olup dogrudan ya da peroksinitrit olusumu yoluyla oksidan etki gosterir. Bu oksidan
Ozelligi nedeniyle bakterisid ve timor hiicrelerine karsi sitotoksik etkili olup,
savunma sisteminin bir parcasidir (Essizoglu ve Yildirim 2005).

- immiinomodiilator etki: Nitrik oksit, immiin sistem hiicreleri tarafindan

Ce*dan bagimsiz olarak , immiinolojik satasma sonucu da tiretilmektedir (Sekil 2.18).

/ . -—> Hedef Hiicre

Makrofaj

Sekil 2.18: Nitrik Oksidin immiinomodiilatér Etki Mekanizmas1
Kaynak: Beckman, J.S.: Koppenol, W.H. 1996
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Deneysel Prosediir

Calismada Konya Ak Seker Kurumunda kesimi yapilan iki yasin altindaki
danahrdan alinan kalpler soguk Krebs-Henseleit soliisyonu igerisinde laboratuara
getirildi. Kardiyak ven izole edilerek, bag dokusundan temizlenen venlerden, 2-3 mm
genisliginde halkalar hazirlandi. Bu sekilde hazirlanan preparatlar, 37 ~ C’de 1sitilan,
normal KrebsHenseleit soliisyonu igeren, % 95 O, ve % 5 CQ karisimu ile siirekli
gazlandirilan 15 ml’lik organ banyolarina asildi. Preparatlara 1 g dinlenme gerilimi
uygulandi ve 15 dk ara ile besleyici soliisyonla yikamak suretiyle 60 dk siireyle
dinlenmeye birakildi. ilaglara verilen cevaplar bir transduser (BIOPAC MP36, Santa
Barbara, California, USPAaraciligi ile izometrik olarak (Commat, Ankara, Turkey)
kaydedildi. Calismanin basinda halkalarin endotel tabakasinin biitiinligii, 5-HT (106
M)’e bagl kasilma cevabmin ardindan ACh (10° M) gevseme cevab: alinmastyla
test edildi.

Deneylerde kullanilan Krebs-Henseleit Soliisyonunun igerigi (mM) olarak
sOyledir: NaCl 119 ; KC1 4.7 ; MgS0O4 1.5 ; KH,PO, 1.2 ; CaCi 2.5 ; NaHCQ 25 ;
glukoz 11.

Dinlenme periyodunun bitiminde ¢alisma ti¢ boliim halinde yiiriitiildi. Birinci
boliimde, 37 'C’de 5-HT (1F M) ilavesiyle dokular kasildi ve maksimum kasilma
elde edildikten sonra banyo ortamna kiimiilatif konsantrasyonda verapamil (107 -
3x10* M) ilave edildi. Verapamil dozevap egrisi elde edildikten sonra dokular
yikanarak dinlendirildi ve ¢aligmanin ikinci asamasinda dokular normal temperatiirde
10° M 5-HT ilavesiyle kasildiktan sonra banyo temperatiirii 28 C’ye ayarlands,
dokular bu temperatiirde 30 dakika dinlendirildikten sonra banyo ortamina kiimiilatif
konsantrasyonda verapamil (16 3x10* M) ilave edildi. Calismanin igiincii
asamasinda, dokular normal temperatiirde 10°® M 5-HT ilavesiyle kasildiktan sonra
banyo temperatiirii 28 C’ye diisiiriildii ve L-NAME (10™ M) ile 20 dk inkiibasyonun
ardindan banyo ortamina kiimiilatif konsantrasyonda ilave edilen verapamile
gevseme cevabi alindi.

Benzer islemler farkli kardiyak ven preparatlarinda amlodipin (10‘9 - 3x10*
M) ve benidipin (10- 10° M) i¢in yapildi. Her dokudagalismada kullanilan

kalsiyum kanal blokdrii ilaglardan sadece biri denendi.
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Calismada endotel tabakas1 uzaklastirilmadi ¢iinkii amacimiz NO’nun roliinii
dearastirmakti.
Amlodipin ve benidipiningéziiciisii; dimetil stilfoksid (DMSO)ile yapilan 6n

caligmalarda, bu ajanin etkisiz oldugu saptanmistir.

3.2. Istatistik

Dana kardiyak veninde kalsiyum kanal blokorlerine verilen gevseme
cevaplari, 5-HT ile elde edilen kasilmanin % inhibisyonu seklinde gosterildi.
Maksimum gevseme cevabimin (Emax) % 50’°sini olusturan verapamil / amlodipin/
benidipin konsantrasyonu (46} her bir konsantrasyoeevap egrilerinden sirasiyla,
37, 28 ve 28C’ de LNAME varliginda elde edilerek pl6y degerleri hesaplandi.
Calismada elde edilen degerler, ortalama + standart hata seklinde verilmis olup
ortalamalar arasindaki farkin istatistiksel anlamlilik derecesi Student’in t testi ile
saptandi. Grup i¢i analizlerde eslestirilmis ve gruplar arasi analizlerde ise
eslestirilmemis test uygulandi. P degerinin 0.05’den kiigiik olmasi istatistiksel olarak
anlamli kabul edildi.

3.3. llaglar

Deneylerde, serotonin kreatinin siilfat, asetilkolin, L-NAME, verapamil,
amlodipin ve benidipin kullanildi. Caligmada kullanilan biitiin ilaglar Sigma’dan
temin edildi. Amlodipin ve benidipin stok soliisyonlar1 DMSO igerisinde,
kullanilan diger ilaglarin stok soliisyonlar1 ile amlodipin ve benidipin de dahil alt

diliisyonlar distile suda hazirlandi.
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4. BULGULAR

4.1. Verapamil’e Verilen Cevaplar

Dinlenme periyodunun bitiminde normal temperatiirde (37 C) kasici ajan
olarak submaksimal konsantrasyonda {10) 5-HT ilavesiyle dana kardiyak ven
halkalarinda kasilma cevaplari elde edildi. Bu cevaplar tekrarlanabilir nitelikteydi ve
zamana bagl degisme goriilmedi. Kasilma cevaplart maksimum kararli amplitiide
ulastiktan sonra ¢alisma ortamina kiimiilatif olarak ilave edilen verapamil (109 -
3x10* M; n=6) dokularda konsantrasyona bagimli tarzda gevseme cevaplari
olusturdu (Sekil 4.1). 37°C’de verapamile ait pl§gdegeri 5.55 + 0.14 olarak bulundu
(Tablo 4.1).

Verapamié verilen cevaplara sogutmanin etkisinin arastirildigi ikinci
asamada, dokular normal temperatirde 10° M 5-HT ilavesiyle kasildiktan sonra
banyo 1s1s1 28°C’ye diistiriilerek banyoya kiimiilatif olarak ilave edilen verapamil
(10° - 3x10* M)’e ait plCso degeri 5.98 + 0.04 olarak bulunmus olup, bu deger 37
°C’ de bulunan degere kiyasla anlamli olarak yiiksektir (p<0.05).

Sogutma esnasinda verapamile verilen cevaplara Ridn etkisini aragtirmak
amactyla yapilan {giincii asamada, dokular normal temperatiirde 10° M 5-HT
ilavesiyle kasildiktan sonra banyo 1sis1 28C’ ye diisiiriilmiis, L-NAME (10* M) ile
20 dk inkiibasyonun ardindan verapamil gevseme cevabi alinmistir. 28 'C’ de L-
NAME varliginda verapamile ait plGodegeri 4.55 + 0.40bulunmus olup, verapamil
gevseme cevaplart L-NAME ile inkiibasyondan anlamli olarak etkilenmistir
(p<0.05).

Verapamit ait % maksimum gevseme 37 C, 28 C ve 28 C’ de L-NAME

varliginda sirasiyla 100, 100 ve 83+4.0 olarak bulunmustur.

4.2. Amlodipin’e Verilen Cevaplar

Dinlenme periyodunun hiinde normal temperatiirde (37C) kasici ajan
olarak submaksimal konsantrasyonda® 1@ 5-HT ilavesiyle dana kardiyak ven
halkalarinda kasilma cevaplar1 elde edildi. Bu cevaplar tekrarlanabilir nitelikteydi ve
zamana bagl degigsme goriilmedi. Kasilma cevaplart maksimum kararli amplitiide
ulastiktan sonra calisma ortamina kiimiilatif olarak ilave edilen amlodipin (109 -

3x10* M; n=6) ddularda konsantrasyona bagimli gevseme cevaplari olusturdu
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(Sekil 4.2). 37°C’ de amlodipine ait plGodegeri 4.77 + 0.47 olarak bulundu (Tablo
4.1).

Amlodipin’e verilen cevaplara sogutmanin etkisinin arastirildigi ikinci
asamada, dokular normal temperatirde 10° M 5-HT ilavesiyle kasildiktan sonra
banyo 1sis1 28°C’ye diistiriilerek banyoya kiimiilatif olarak ilave edilen amlodipin
(10° - 3x10* M)’¢ ait plCso degeri 5.74 + 0.03 olarak bulunmus olup, bu deger 37
°C’ de bulunan degere kiyasla anlamli olarak yiiksektir (p<0.05).

Sogutma esnasinda amlodipin’e verilen cevaplara NO’nunetkisini aragtirmak
amactyla yapilan {igiincii asamada, dokular normal temperatirde 10° M 5-HT
ilavesiyle kasildiktan sonra banyo 1s1s1 28C’ye diisiiriilmiis, L-NAME (10* M) ile
20 dk inkiibasyonun ardindan amlodipin gevseme cevabr alinmistir. 28 ‘C’de L-
NAME varliginda amlodipine ait plGpdegeri 4.39 £+ 0.29 bulunmus olup, amlodipin
gevseme cevaplart L-NAME ile inkiibasyondan anlamli olarak etkilenmistir
(p<0.05).

Amlodipine ait % maksimum gevseme 37 'C, 28 C ve 28 C’ de L-NAME

varliginda sirastyla 100, 100 ve 69+3.8 olarak bulunmustur.

4.3. Benidipin’e Verilen Cevaplar

Dinlenme periyodunun bitiminde normal temperatiirde (37 C) kasici ajan
olarak submaksimal konsantrasyonda® 1@ 5-HT ilavesiyle dana kardiyak ven
halkalarinda kasilma cevaplar1 elde edildi. Bu cevaplar tekrarlanabilir nitelikteydi ve
zamana bagli degisme goriilmedi. Kasilma cevaplart maksimum kararli amplitiide
ulastiktan sonra ¢alisma ortamina kiimiilatif olarak ilave edilen benidipin (109 ~10°
M; n=6) ddckularda konsantrasyona bagimli gevseme cevaplari olusturdu (Sekil 4.3).
37°C’de benidipine ait plGodegeri 4.53 = 0.41 olarak bulundu (Tablo 4.1).

Benidipine verilen cevaplara sogutmanin etkisinin arastirildigi ikinci
asamada, dokular normal temperatiirde 10° M 5-HT ilavesiyle kasildiktan sonra
banyo 1s1s1 28 C’ye diisiiriilerek banyoya kiimiilatif olarak ilave edilen benidipin(10°
~10° M)’e ait plCsq degeri 5.37 + 0.49 olarak bulunmus olup, bu deger 37 °C’ de
bulunan degere kiyasla anlamli olarak yiiksektir (p<0.05).

Sogutma esnasinda benidipine verilen cevaplara N@ etkisini arastirmak
amaciyla yapilan iiglincli asamada, dokular normal temperatiirde 10° M 5-HT

ilavesiyle kasildiktan sonra banyo 1sis1 28C’ ye diisiiriilmiis, L-NAME (10* M) ile
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20 dk inkiibasyonun ardindan benidipin uygulanarak gevseme cevabi alinmistir. 28
'C’de LNAME varhiginda benidipine ait plGo degeri 4.16 + 0.41 bulunmus olup,

benidipin gevseme cevaplar1 L-NAME ile inkiibasyondan anlamli

etkilenmistir (p<0.05).

Benidipire ait % maksimum gevseme 37 C, 28 C ve 28 C’de L-NAME

varliginda sirastyla 100, 100 ve 72 + 4.6 olarak bulunmustur.

Verapamil

—0—37C
100 - a8 C o—eo

—— 28 C L-NAME

Gevseme (%)

o~~~
9 8 7 6 3x &5 3x 4 3x

Konsantrasyon (-log M)

Sekil 4.1: Serotonin (10° M) ile kasilan dana kardiyak veni halkalarinda 37 C’ de, 28 "C’ de ve 28

°C’ de 10*M L-NAME varhginda verapamil (10°-3x10* M) ile elde edilen gevseme cevaplari

Amlodipin

100 - [ —o0—37C
§/

—e—28C
80 - | —~—28 CL-NAME /

Gevseme (%)

o+
9 8 7 6 3x 5 3x 4 3x

Konsantrasyon (-log M)

Sekil 4.2: Serotonin (106 M) ile kasilan dana kardiyak veni halkalarinda 37 "C’ de, 28 'C’ de ve 28

°C’ de 10*M L-NAME varliginda amlodipin (10°-3x10* M) ile elde edilen gevseme cevaplari
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100

Gevseme (%)

Benidipin

—0—37C
—eo—28C
—2—28 C L-NAME

8 7 6 3x 5

3x 4 3x 3

Konsantrasyon (-log M)

Sekil 4.3: Serotonin (16 M) ile kasilan dana kardiyak veni halkalarinda 37 ‘C’ de, 28 C’ de ve 28
C’ de 10*M L-NAME varliginda benidipin (10°-10° M) ile elde edilen gevseme cevaplar

Tablo 4.1 Serotonin (5-HT10°M) ile kasilan dana kardiyak veni halkalarinda 37 C, 28°C ve28'C’
de L-NAME (10* M) varhginda Verapamil (10° - 3x10* M), Amlodipin (10° — 3x10* M) ve
Benidipin (10°-10° M) ile elde edilen pl§ degerleri.

pICso VERAPAMIL AMLODIPIN BENIDIPIN
37°C 5.55+0.14 477 +0.47 4.53 +0.41
28°C 5.98+0.04" 5.74.+0.03" 537 +0.49"
28°C - L-NAME | 4.55+0.40° 439.+0.29" 4.16+041"

Sonuglar ortalama + SS olarak verilmistir. Her grupta 6 farkli doku kullanilmistir.
"p<0.05 37°C’ ye kiyasla
" p<0.05 28°C’ ye kiyasla
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5. TARTISMA

Temperatiir, izole damar diiz kasinin cevap verebilirliginde 6nemli bir
faktordiir. Bu in vitro ¢alismada, dana kardiyak veninde, B1’e verilen kasilma
cevabinin  kalsiyum kanal blokorleri verapamil, amlodipin ve benidipinle
inhibisyonuna sogutmanin etkisi ve NO’nun olasi roliniin belirlenmesine
calisiimustir.

Dana kardiyak veni kolay temin edilebilen bir doku olmasina karsin, iizerinde
cok fazla in vitro ¢alisma yapilmamis bir derin damar olmasi, temperatiirle ilgili
calismalarin ¢ogunlukla yiizeyel damarlarda (Bailey ve ark 2004, Jantschak ve ark
2010),yapilmis olmasi bu galismay1 orijinal kilmaktadir.

Serotoninin, damar diiz kasinda bulunan 5-HT> reseptorleri araciliiyla biiytik
arter ve venlerde kasilmaya neden oldugu bilinmektedir (Vanhoutte, 1987).
Serotoniin 5-HT-tipi serotonin reseptorlerini (Clancy ve Mayani 1985), aktive
ederek vaskiiler diiz kaslarda olusturdugu kasilma cevaplarinda hem ekstraseliiler
stvidan hiicre i¢ine giren hem de intraseliiler depolardan saliverilen Ca® iyonlar1 rol
oynamaktadir (Karabacak ve Dogan 1996). Dana kardiyak veninde yapilan bu
calismada, 5-HT tekrarlanabilir nitelikte kasilma cevabi olusturmustur. Benzer
sekilde, yakin zamanda, 5-HT’nin dana kardiyak veninde, tekrarlanabilir ve zamana
bagli olarak degismeyen kasilmalar olusturdugu bildirilmistir (Guresir ve
Nurullahoglu, 2014; Nurullahoglu-Atalik ve ark. 2015Bundan baska, cesitli
arastiricilar 5-HT’ nin birgok damar yataginda oldugu gibi dana, kopek ve domuz
koroner arterlerinde de kasilma olusturdugunu gostermislerdir (Frenken ve Kauman,
1984, Kauman, 1983; Nabata ve Sakai, 1983; Barret ve ark., 1986; Cenik ve ark.,
1993).

Kalsiyum, diiz kasl yapilarda depolarizasyondan sorumlu temel katyondur.
Eksitasyon esnasinda voltaja duyarli kalsiyum kanallarindan Hhicre igerisine giren
ce” sarkoplazmik depodan ve sitoplazma membraninin i¢ yiiziindeki Ca?"
havuzundarsalinima neden alr, bdylece Caun hiicre ici diizeyi ileri derecede
artar ve eksitasyon-kontraksiyon keneti aktive ediinlsiyum kanal blokorleri,
kalsiyum kanallarindan Ca®"un hicre igine girisini engellerler, vaskiiler ve diger diiz
kas hiicrelerinin gevsemesi saglanir (Godfraind ve Kaba 1969a).

Sunulan bu caligmada, kalsiyum kanal blokdrlerinden verapamil, amlodipin

ve benidipinin normal temperatiirde 5-HT ile elde edilen &silma cevaplarinda,
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konsantrasyonaagli inhibisyon olusturduklari goriilmistiir. Verapamil ve diger
kalsiyum kanal blokorlerinin birgok eksitabl dokuda oldugu gibi, vaskiiler diiz kash
yapilarda da vazokonstriktor ajanlara verilen cevaplar1 ekstraseliiler Ca*"un girisini
inhibe etmek suretiyle azalttigi bilinmektedir. Literatiirde dana kardiyak veninde
kalsiyum kanal blokorlerine bagli gevsemeyi arastiran herhangi bir ¢alisma
bulunmamakta olup, dana koroner areé¢ yapilan ¢alismalarda 5-HT’ye bagh
kasilmalarin verapamil, nitrendipin, felodipin ve amlodipimarafindan inhibe edildigi
gosterilmistir (Sahin AS, 1989; Cenik ve arkadaslari, 1993). Sigan jugular veninde
diltiazem ve nitrendipin(Cohen ve Carpenter, 1986) ve tavsan baziller arterinde
nimodipin vefelodipin (Takagi ve ark., 1983) ile yapilan farkli galismalarda da 5-HT
ile elde edilen kasilmalarin, calisilan kalsiyum kanal blokoérleri tarafindan inhibe
edildigibelirtilmistir. Bunlardan baska, Cauvin ve ¢aligma arkadaslar1 (1983), farklh
tiirlerden izole edilen vaskiiler yapilarda voltaja bagimli kalsiyum kanallar1 araciligi
ile etki gosteren blokdrlerin duyarliginda sadece ¢ok kiigiik varyasyonlarin
olabilecegini gbzlemlemislerdir.

In vitro yapilan arastirmalarda ortam temperatiirli, damar diiz kasinin
tonusunu ve/veya endojen ve eksojen maddelere olan cevaplarini degistirebilen
fiziksel faktorlerden biridir. Calisma ortami temperatiirii 37 °C’nin altina disiirtilerek
yapilan sogutmanin damar reaktivitesi lizerine olasi etkileri, ¢alisilan tiire, dokuya ve
uygulanan ajana gore degismektedir (Bodelsson ve ark., 1991; Herrera ve ark.,2000).

Bu calismada, dana kardiyak veninde kalsiyum kanal blokorlerine verilen
gevseme cevaplarma sogutmanin etkileri de arastirilmis olup, 28 'C’de verapamil,
amlodipin ve benidipia duyarhgin 37 ‘C’ye kiyasla anlamli olarak arttig
goriilmiistiir. Temperatiire bagl etkilerin arastirildigr farkli ¢aligmalarda elde edilen
sonugclar celigkili olup; Fernandez ve ark (1994), yiizeyel bir damar olan tavsan kulak
arterinde histamin bagli olusan gevseme cevabinda duyarligin sogutma esnasinda
arttigini, derin bir damar olan femoral arterde ise degismedigini belirtmislerdir. Bir
baska calismada Monge ve ark (1993) da sogutma esnasinda kolinerjik stimiilasyona
verilen gevseme cevaplarinin izole tavsan kulak arterinde artarken, femoral arterde
degismedigini gozlemislerdir. Umblikal arterde yapilan bir ¢aligmada (Tiritilli 2000),
adenozin trifosfat (ATP)’ye duyarh bir K kanal agic1 ajan olan nikorandil ile elde
edilen gevsemelerin, kobay myokard: ve aortasinda (Saito ve ark 1998) ise, diger K*
kanal agict ilaglar olan NIP-121, kromakalim ve pinasidil bagli gevseme

cevaplarmin sogutma esnasinda azaldigi bildirilmistir. Izole vaskiiler yapilarda
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temperatiire bagl cevaplar, calisilan damarin yerlesimine gore; ylizeyel ya da derin
olusuna gore degisebildigi gibi, kullanilan ajanlara gore de degisebilmektedir.

Bilindigi iizere endotel tabakasi, bir takim kasici ve gevsetici faktorler
salivermek suretiyle damar diiz kasinda eksojen ajanlara verilen cevap
etkileyebilir. Nitrik oksit bu faktorlerden birisi olup, vaskiiler regiilasyonun
diizenlenmesinde onemli role sahiptir. Nitrik oksit, vaskiiler diiz kaslarda cGMP
araciligi ile gevseme yapar (Murad, 1994). Sogutma esnasinda elde edilen cevaplara
endotl tabakasindan saliverilen NO’nunroli kisith sayida ¢alismada arastirilmis ve
birbirinden farkli sonuglar elde edilmistir.

Bu c¢alismada, sogutma esnasinda kalsiyum kanal blokorlei verapamil,
amlodipin ve benidipia verilen cevaplarda gozlenen degisikliklere damar
endotelinden saliverilen NO’nun etkileri de arastirilmis olup, L-NAME’nin, izole
dana kardiyak veninde sogutma esnasinda kalsiyum kanal blokorlerine bagh
gevsemeleri istatistiksel olarak anlamli bir sekilde inhibe ettigi gozlenmistir. Bu
bulgu c¢alisilan kanal blokorlerine gevsemelerde nitrik oksidin roliinii telkin
etmektedir. Literatiirde, c¢alisma ortami temperatiirii degisikliklerinin NO
saliverilmesini, c¢alisilan damar yatagina ve kullanilan ajanlara bagl olarak farkli
etkileyebilecegi belirtilmistir (Bodelsson ve ark 1991, Herrera ve ark 2000). Nitekim
sogutma NO saliverilmesinde artisa bagl olarak, tavsan kulak arterinde kolinerjik
stimiilasyona verilen cevabi artirirken (Garcia-Villalon ve ark 1995), ET- (Monge
ve ark 1991) ve adrenerjikk@ivasyona kasilma cevaplarini azaltmistir (Garcia-
Villalon ve ark 1992)Kalsiyum kanal blokorleri ile elde edilen gevseme cevaplarina
sogutmanin etkisinde NO’nun rolii konusunda literatiirde herhangi bir bilgiye
rastlanmanstir. Giiresir ve Nurullahoglu (2014), dana kardiyak vende yaptiklar
calismada, sogutma esnasinda rosuvastatine verilen cevaplarda gozlenen
degisikliklere damar endotelinden saliverilen NO’nun etkilerini de arastirmis olup,
s0z konusu endojen maddenin sentezini inhibe ettigi bilinen L-NAME varliginda
rosuvastatia duyarligin, bu ¢alismadaki bulgularla benzer sekilde, 28 ‘C’ye kiyasla
anlaml olarak diisiik bulundugunu bildirmislerdir. Baz1 DHP tiirevlerinin; nifedipin
ve lasidipin gibi, endotel hiicrelerinden, NOS inhibitorleri tarafindan inhibisyona
duyarli NO saliverilmesini artirdiklar1 bildirilmistir (Ding ve Vaziri, 2000; Berkels
ve ark., 2001; Krenek ve ark., 2001).

Bir DHP tiirevi olan benidipinin giiglii ve uzun siireli antihipertansif etkisi

oldugu bilinmektedir (Yao ve ark., 2006). Benidipinin hipertansiyon ve

47



hiperkolesterolemi deney modellerinde endotel fonksiyonunu diizenleyici 6zelligi
oldugu gosterilmistir (Takayama ve ark., 2006; Takayama ve ark., 2007). Endotel
hiicrelerinde L-tipi kalsiyum kanallari mevcut olmadigindan benidipinin bu etkisi
kismen antioksidan etkisine ya da eNOS ekspresyonundaki mggilasyonuna
baglanmistir (Matsubara ve Hasegawa 2004; Matsubara ve Hasegawa 2005;
Matsubara ve ark., 2006).
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6. SONUC ve ONERILER

Sunulan bu ¢aligmada, 5-HT ile kasilan izole dana kardiyak ven halkalarinin
farkli kalsiyum kanal blokorleri verapamil, amlodipin ve benidipin tarafindan
konsantrasyona bagli olarak gevsetildigi, banyo ortami temperatiiriiniin
diisliriilmesine bagli olarak verapamil, amlodipin ve benidipthduyarligin anlaml
olarak arttig1 ve sogutma esnasinda gozlenen cevaplardaki degisikliklerde NO’nun
rolii olabilecegi gorilmiistiir. Sogutmaya bagli cevaplarda gozlenen bu
degisikliklerde rolii olabilecek farkli mekanizmalarin incelenmesi amaciyla daha ileri

aragtirmalar yapilabilir.
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