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OZET

Bu calismada levosimendan’in kobay izole trakea preparatlarindaki etkisi ve
bu etkide potasyum kanallariin rolii arastirilmistir. Calismada kobaylardan alinan
trakea ornekleri 0,5 cm genisliginde (4-5 kikirdak i¢eren) halkalar seklinde kesilmis
ve 20 mL’lik organ banyolarina asilmistir. Izometrik gerilim bilgisayar bazli bir veri
toplama sistemine bagli izometrik transdiiserler araciligiyla siirekli olarak
kaydedilmistir. Karbakol (10° M) ile 6nceden kasilmis kobay izole trakea
preparatlarinda levosimendan (107-10™ M) ve ATP duyarli potasyum kanal agicis
kromakalim (107-10* M) konsantrasyona bagli gevseme yanmitlari meydana
getirmistir. Kobay izole trakea preparatlarin 30 dakika siireyle ATP duyarl
potasyum (Katp) kanal blokorii glibenklamid (10'6 M) ile inkiibasyonu levosimendan
ve kromakalim gevseme yanitlarini anlamli bir sekilde inhibe etmistir. Kalsiyumla
aktive edilen potasyum (Kca) kanal blokérii iberiotoksin (107 M) ile 30 dakika
inkiibasyon da levosimendan’la olusan gevseme yanitlarinda anlamli bir inhibisyona
neden olmustur. Trakea halkalarin 10 dakika siireyle voltaj bagimli potasyum (Ky)
kanal blokorii 4-aminopiridin (SmM) ile inkiibasyonu levosimendan’in gevseme
yanitlarinda anlamli bir degisiklige neden olmamustir.

Bu bulgulardan kobay izole trakea preparatlarinda levosimendan’in gevsetici
bir etki olusturdugu ve bu etkide K¢, ve Karp kanallarinin rol oynadigi sonucuna
varilmistir.

Anahtar sozciikler: levosimendan, potasyum kanallari, kobay trakeasi



ABSTRACT

We investigated both the effect of levosimendan and the role of various
potassium channels in the effect of levosimendan in isolated guinea-pig trachea
preparations. Samples of trachea preparations obtained from guinea-pig were cut into
0.5 cm wide rings (including 4-5 rings) and suspended in 20 ml organ baths.
Isometric tension was continuously measured with an isometric force transducer
connected to a computer-based data acquisition system. Levosimendan (107-10 M)
or cromakalim (107-10 M) produced concentration-dependent relaxation responses
in guinea-pig trachea rings precontracted by 10° M carbachol. Incubation of guinea-
pig trachea rings with ATP-dependent potassium (Katp) channel blocker
glibenclamide (10 M) for 30 min significantly inhibited the relaxant responses to
both levosimendan and cromakalim. Incubation of guinea-pig trachea rings with
Ca’*-activated potassium (Kca) channel blocker iberiotoxin (107 M) also caused a
significant inhibition on relaxant responses to levosimendan. Incubation of the
trachea rings with the voltage-dependent potassium (Ky) channel blocker 4-
aminopyridine (5 mM) for 10 min did not cause significant alterations in relaxant
responses to levosimendan.

The findings of the present study indicated that levosimendan induced
relaxation responses in guinea-pig trachea preparations that were depended on the
activation of Kcaand Katp.

Key words: levosimendan, potassium channel, guinea pig trachea



TESEKKUR

Sayin Hocam Dog¢. Dr. Coskun USTA’ya yiiksek lisans g¢alismalarimda
oldugu gibi tezimin hazirlanmasinda gosterdigi onciiliik, titizlik, 6zveri ve bilimsel
katkilarindan dolay1 tesekkiirlerimi sunarim.

Ayrica basta Anabilim Dalimiz Bagkani Prof. Dr. Giilay SADAN olmak
lizere diger Ogretim iiyelerimize, calisma arkadaslarima ve desteklerinden dolayi
aileme tesekkiir ederim.

Vi



ICINDEKILER

OZET
ABSTRACT
TESEKKUR
ICINDEKILER DIiZiNi
SIMGELER VE KISALTMALAR DIZiNi
SEKILLER DiZiNi
TABLOLAR DIZINI
GIRIS
GENEL BILGILER
2.1. Levosimendan
2.1.1. Levosimendan’in Etki Mekanizmasi
2.1.1.1. Pozitif Inotropik Etkisi
2.1.1.2. Levosimendan’in Vazodilator etkisi
2.1.2. Levosimendan’in Hemodinamik Etkileri
2.1.3. Levosimendan’in Farmakokinetigi
2.1.4. Levosimendan’in Yan Etkileri
2.1.5. Levosimendan’in Diger Olas1 Endikasyonlari
2.2. Hava Yolu Diiz Kasinda Eksitasyon Kontraksiyon Kenetlenme
Mekanizmast
2.3. Potasyum Kanallar1
2.3.1. Potasyum Kanallarinin Fizyolojisi
2.3.2. Potasyum Kanallar1 Yapisi ve Siniflandirilmasi

2.3.3. Hava Yolu Diiz Kasinda Potasyum Kanallar1

vii

Sayfa

O 00 ~N O o B W W N DN B

10
11
12



2.3.3.1. Voltaj Bagimli Gecikmis Rektifiye Potasyum Kanallar1
2.3.3.2. Biiyiik Kondiiktansli Kalsiyumla Aktive Edilen Potasyum

Kanallar1

2.3.3.3. ATP Duyarli Potasyum Kanallar

GEREC VE YONTEM
3.1. Trakea’nin Izolasyonu

3.2. Deney Protokolii

3.3. Deneylerde Kullanilan Ilaclar

3.4. Istatistiksel Analiz
BULGULAR
TARTISMA
SONUCLAR
KAYNAKLAR
OZGECMIS

viii

12
13

13
14
14
14
15
15
16
20
22
23
33



SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

Kv Kanallan : Voltaj bagimli potasyum kanallari

Kca Kanallan : Ca*?ile aktive edilen potasyum kanallar1

Katp Kanallar: : ATP duyarli potasyum kanallar1

BKa Kanallari : Biiyiik kondiiktansl kalsiyumla aktive
edilen potasyum kanallari

SKca Kanallan : Kiiciik kondiiktanslh kalsiyumla aktive
edilen potasyum kanallari

cAMP : Siklik adenozin monofosfat

MHZK : Miyozin hafif zincir kinaz

TEA : Tetraetilamonyum

4-AP : 4-Aminopiridin

SUR : Siilfoniliire reseptor

PDE : Fosfodiesteraz

™ : Transmembranal
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GIRIS

Levosimendan  ({[4-(1,4,5,6-tetrahidro-4-metil-6-okso-3-piridazinil)  fenil]
hidrazino} propandinitril’in (-) enantiyomeri) dekompanse kronik kalp yetmezliginin
ve akut myokard enfarktiisiiniin tedavisinde etkisi kanitlanmis pozitif inotropik bir
ajandir (1). Levosimendan troponin C’nin N-terminal ucuna baglanip Kkalsiyum-
troponin C konformasyonunda degisiklik yaparak kalsiyum baglanmasini stabilize
etmek suretiyle myokardin kontraktilitesini artirmaktadir (2, 3).

Yapilan in vitro ve in vivo ¢alismalarda levosimendan’in pozitif inotropik
etkisi disinda damarlarda gevsetici bir etkiye sahip oldugu da gosterilmistir (4-7).
Levosimendan’la olusan etkide basta degisik tipteki potasyum kanallarinin
aktivasyonu olmak tizere (8), fosfodiesteraz (PDE) enzim inhibisyonu araciligiyla
hiicre i¢i serbest kalsiyum diizeyini diisiirmesi gibi etkiler sorumlu tutulmaktadir (9).
Ayrica damarlardaki gevsetici etkide nitrik oksit {liretimini artirmasi ve damar diiz
kasina kalsiyum duyarliligin1 azaltmasinin rol oynadigimi gosteren calismalar da
vardir (10, 11). Bu nedenle halen levosimendan’in degisik damar diiz kaslarindaki
vazodilator etkiden sorumlu etki mekanizmalar1 arastirilmaktadir. Ancak
levosimendan’in damar dis1 diiz kaslardaki etkileri ve bu etkiden sorumlu
mekanizmalari heniiz ¢alisilmamustir.

Biz de bu ¢alismada bir diiz kas preparati olan trakeada ilk olarak
levosimendan’in etkisini ve bu etkide degisik tipteki potasyum kanallarinin roliiniin
olup olmadigini arastirdik.



GENEL BIiLGILER

2.1. Levosimendan

Levosimendan  ({[4-(1,4,5,6-tetrahidro-4-metil-6-okso-3-piridazinil)  fenil]
hidrazino} propandinitril’in (-) enantiyomeri) dekompanse kronik kalp yetmezliginin
ve akut myokard enfarktiisiiniin tedavisinde etkisi kanitlanmig pozitif inotropik bir
ajandir (1). Yapilan klinik ¢alismalarda Pi-adrenoseptér agonistleri ve PDE 3
inhibitdrleri gibi pozitif inotropik ilaglarla gozlenen yan etkilerden dolayr kalp
yetmezliginin kisa ve uzun siireli tedavisinde bu ilaglarin  kullanimlar
kisitlanmaktadir. Bu yan etkiler arasinda hiicre i¢i kalsiyum diizeyini ve sonrasinda
myokardin oksijen gereksinimini artirmalar1 ve aritmojenik etkiler yer almaktadir.
Levosimendan oksijen tiiketiminde Onemli degisikliklere neden olmaksizin
myokadiyal performansi ve myofilamentlere kalsiyum duyarliligini artiran, kalp ritmi
tizerine etkisiz inotropik etkili bir ilagtir.

Kasilma fonksiyonu ileri derecede bozulmus myokardin fonksiyonunu
diizeltmek icin oksijen, diliretikler, vazodilatorler ve antikoagiilanlarin verilmesine
ek olarak pozitif inotropik ajanlarla desteklemek olduk¢a 6nem tasimaktadir.
Kardiyak fonksiyonlar1 bozuk olan birgok hasta tipinde bu ilaglar siklikla
kasilabilirliligi artirmakta ve semptomlar1 diizeltmektedir (2). Bir¢ok klinik ¢aligma
sonucunda myokard kasilma fonksiyon bozuklugunun tedavisinde kullanilan bazi
ilaglara kisitlamalar getirilmistir (12). Mortaliteyi etkilemeyen digoksin disindaki
diger ilaglardan PDE 3 inhibitorleri ve PBi-adrenoseptdr agonistleri gibi pozitif
inotropik ilaclarin kalp yetmezliginin uzun siireli tedavisinde malign ventrikiiler
tagiaritmilerin gelismesine ve ani kardiyak oliim insidansinda artisa neden olmasi
gibi bazi zararli etkilerinin oldugu saptanmistir (13-16). Bundan dolayi, intraseliiler
kalsiyumda artig saglamayan bir mekanizmayla etki gosteren pozitif inotropik ilag
gelistirmek i¢in bir¢ok arastirma yapilmistir. Teorik olarak bu yaklasimlar arasinda
kardiyak aritmi riskini veya myokadiyal oksijen gereksinimini artirmaksizin kasilma
giiclinii artirmak yer almaktadir (2). Levosimendan, pimobendan, EMD-53998,
EMD-57033, ORG-30029, MCI-154 gibi ilaglar kontraktil proteinlerden troponin
C’in kalsiyuma afinitesini artirmakta ve troponin C’nin kalsiyuma baglanisim
stabilize ederek kalsiyuma duyarlilign artirmaktadir (17,18). Klinik ¢alismalarda
levosimandan’in  diyastolik fonksiyonlar1 bozmadigi, klinikte tavsiye edilen
konsantrasyonlarda ¢ok az PDE inhibitor etkiye sahip oldugu, kalp ritmi iizerine
etkisiz oldugu ve yasam siiresini artirmada dobutamin’e avantajli bir ilag oldugu
saptanmistir  (19-22). Kalsiyuma duyarliligi artiran ilaclar igerisinde yalnizca
levosimendan ve pimobendan klinik kullanima sunulmustur (23). Levosimendan ilk
olarak Isvigre’de 2000 yilinda onaylanmustir ve halen yaklasik 30 iilkede genellikle
de Avrupa ve Giliney Amerika’da klinik kullanimdadir (2).



2.1.1.Levosimendan’in Etki Mekanizmasi
2.1.1.1. Pozitif inotropik Etkisi

Myofilamentlere Ca*? Duyarhiiginin Artirllmasi: Myosit sarkolemmasi depolarize
oldugunda sarkolemmal voltaj kapili L-tipi kalsiyum kanallarindan ekstraseliiler Ca*?
hiicre igerisine girer. Bu etki myofilamentlerde kasilma meydana gelmesi igin
yetersizdir ancak sonradan kasilmayi baslatacak sarkoplazmik retikulumdan sitozole
bliylik miktarda Ca*®un pasif salimimim tetiklemektedir (24). Kasilma miyozin,
aktin, tropomiyozin ve troponin kompleks (troponin C, troponin I, troponin T) gibi
diizenleyici ve yapisal protein tiirleri arasindaki etkilesimle gergeklesir. Sitozolik
Ca'? gevseme sirasinda diisiik konsantrasyonda oldugunda (yaklasik 107M)
tropomiyozin aktin ve miyozin arasindaki etkilesimi inhibe etmektedir. Sitozolik
Ca* vyiikseldiginde (yaklasik 10°M) troponin C’ye baglanmakta ve bu proteinin
konformasyonunda degisiklige neden olarak kasilma baslatilmaktadir. Troponin
T’nin aktivasyonuyla adenozin trifosfat (ATP)’in reaktif bolgesinden tropomiyozin
ve troponin I ayrilmaktadir. Boylece aktinin miyozinle etkilesimine izin verilmekte
ve ¢apraz baglanma islemi gerceklesmektedir. Ca™ troponin C’ye baglandi: siirece
aktin ve miyozin arasi siirekli etkilesim olmaktadir. Burada bilinmesi gereken bir
nokta da kasilma sirasinda Ca*?’un myofilamentleri tam olarak doyuramamasi ve
tam aktivasyonun yaklasik % 25’1 diizeyinde bir etki elde edilmesidir. Bu yedek
aktivasyon ya baglanma igin gerekli Ca*® miktar1 ya da myofilamentlere Ca*
duyarliligr artirilarak harekete gecirilebilir. Gevseme troponin I’'nin fosforilasyonuyla
birlikte sitozolik Ca**’un genellikle sarkoplazmik endoplazmik retikulum kalsiyum
adenozin trifosfataz izoform 2 (SERCA 2) araciligiyla sarkoplazmik retikulum igine
alinmasiyla baglatilmaktadir. Her kasilma-gevseme dongiisiinde hiicre i¢i kalsiyum
konsantrasyonunda net kazang veya kayip olmamaktadir (2).

Levosimendan myokardin kontraktilitesini  kardiyak troponin C’nin
N-terminal ucuna yiiksek afiniteyle baglanarak ve bu diizenleyici proteinine Ca*?
baglanmasini stabilize ederek artirmaktadir (Sekil 2.1) (3, 25, 26, 27). Bu nedenle
capraz baglanma dongiisliniin hiz1 degistirilmeksizin aktin miyozin filamentlerinin
sistol sirasinda etkilesimini uzatmaktadir (2). Myofilamentlere Ca*? duyarliligin
artiran diger ilaclar hem sistol hem de diyastol siwrasinda troponin C-Ca*
kompleksine baglanirlar. Bu ilaglar sistol sirasinda kasilma fonksiyonunu artirirken,
diyastolik fonksiyon i¢in gerekli gevsemeyi saglayamazlar (28). Oysa
levosimendan’in trogonin C’ye baglanmasi sitozolik Ca*? konsantrasyonuna baghdir.
Sistol sirasinda Ca*~’a baglanma artmasina karsin diyastol sirasinda goreceli olarak
bir degisiklik olmamaktadir (29). Bu mekanizma deneysel ve klinik ¢aligmalarda
levosimendan’in aritmiye neden olmadan veya myokardin oksijen gereksinimini
artirmadan sol ventrikiil fonksiyonunu diizelttigini gostermektedir (19, 29, 30, 31,
32).
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Sekil 2.1. Levosimendan’in Pozitif Inotropik Etki Mekanizmasi

Fosfodiesteraz ~ inhibisyonu:  Levosimendan’nin  myofilamentlere ~ Ca*?
duyarhlastirilmasina ek olarak farkli hayvan tiirleri ve insan kalplerindeki
PDE’lardan genellikle PDE 3’ii inhibe ettigini gosteren ¢alismalar vardir (1, 20, 33,
34). Ancak, klinikte terapotik konsantrasyonlarda kullanildiginda levosimendan’la
meydana gelen pozitif inotropik etkiden PDE inhibisyonundan ¢ok Ca*? duyarhiligimi
artirict etkinin sorumlu oldugunu gésteren caligmalar vardir (1).

2.1.1.2. Levosimendan’in vazodilator etkisi

Levosimendan safen, portal, sistemik venlerde oldugu gibi koroner,
pulmoner, renal, splanknik, serebral ve sistemik arterleri de iceren cesitli damarlarda
vazodilatasyona neden olmaktadir (4, 5, 6, 7, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41). Sistemik,
koroner ve pulmoner damarlarin diiz kasindaki vazodilatasyondan sorumlu
mekanizmanin potasyum kanallarinin agilist oldugu ileri stirilmistir (6, 36).
Levosimendan’in potasyum kanallar1 {izerinden oldugu diisiiniilen etkisinin degisik
capta damarlardaki farkli tipte potasyum kanallar1 iizerinden oldugunu gosteren
calismalar vardir. Biiyiikk capli damarlarda Ky ve K¢, kanallarini, kiigiik caph
damarlarda ise Katp kanallarini aktive ederek vazodilator etki gosterdigi
bildirilmistir (42, 43, 44). Potasyum kanallarin agilisi hiicre membranini
hiperpolarize ederek Ca™’un ice dogru akimini inhibe etmekte, Na*-Ca*? pompasini
Ca* cikis1 yoniinde aktive etmektedir. Boylece hiicre ici Ca*?*un azalmasin sonucu
damarlarda gevseme meydana gelmektedir (Sekil 2.2) (2, 25).



Levosimendan’la olusan vazodilatasyonda olasi ikinci mekanizma olarak da
damar diiz kaslarindaki kontraktil proteinlerin Ca**’a duyarliligmm azalmas
distiniilmektedir (11). Bununla birlikte, PDE inhibisyonunun da levosimendan’la
olusan vazodilatasyona damar diiz kaslarinda siklik adenozin monofosfat (CAMP)’1
artirmasi nedeniyle katkida bulundugu ileri siiriilmektedir (9). Sonug¢ olarak
levosimendan ile ortaya c¢ikan vazodilator etkiden temel olarak potasyum
kanallarinin a¢ilmasinin sorumlu oldugu diistiniilmektedir (2).
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Sekil 2.2. Levosimendan’in Vazodilatér Etki Mekanizmasi

2.1.2. Levosimendan’in Hemodinamik Etkileri

Klinik ve deneysel ¢alismalarda levosimendan’in kardiyak debiyi artirdig:
gozlenmistir. Teorik olarak diisiinlildiiglinde bu etki olasilikla kalp atim hizinin
degismesi, kardiyak performansin diizelmesi ve vazodilatasyon araciligiyla olabilir.
Klinikte onerilen dozlarda kullanildiginda levosimendan’la olusan kardiyak debideki
artigta kalp atim hizinin roliiniin olmadig1 anlasilmistir (2). Kardiyak performans
acisindan  degerlendirildiginde in  vitro, in vivo ve Klinik ¢aligmalarda
levosimendan’in kardiyak performansi artirdigi saptanmistir (22, 33, 39, 45).
Bununla birlikte, Klinik ¢alismalarda levosimendan’la olusan vazodilatasyonun kalp
performansindaki artiga paralel oldugu gézlenmistir (2). Sonug olarak levosimendan
ile kardiyak debideki artistan kardiyak performanstaki artis ve vazodilatasyonun
sorumlu oldugu diisiiniilmektedir.

2.1.3. Levosimendan’in Farmakokinetigi

Kronik kalp yetmezligi sirasinda merkezi sivi voliimiin dligmesi, sivi
retansiyonu, karaciger ve bobrekler gibi farkli organlara kan akiminin azalmasindan
dolay1 bir¢ok ilacin farmakokinetiginin degismesine karsin, saglikli goniilliilerde ve
hasta grubunda levosimendan’in intravendz uygulanisi ile elde edilen farmakokinetik




parametrelerin benzer oldugu bulunmustur (Tablo 2.1) (2, 46). Levosimendan
intravendz bir ajan olarak gelistirilmistir. Levosimendan’in oral biyoyararlaniminin
yiiksek olmasina karsin (% 85) farmakokinetiginin karmasik olmasindan dolay:
simdilik oral preparatlari gelistirilmemistir (47). Kararli plazma diizeylerine inflizyon
basladiktan sonra 5 saat igerisinde ulasmaktadir (46, 48, 49). Levosimendan’in
B-eliminasyon yar1 Omrii yaklasik olarak 1 saat, sanal dagilim hacmi 20 litre ve total
viicut klerensi 300 mL/dak’dir. Levosimendan pH 7,4’de iyonize durumdadir (pKa =
6,26) ve plazma proteinlerine % 98 oraninda baglanir (2).

Tablo 2.1. Levosimendan’in Saglikli Goniillillerde ve Konjestif Kalp Yetmezlikli Hastalardaki

Farmakokinetigi
Saglhikl Goniilliilerde KKY'li Hastalarda
Degismemis ) Degismemis
Levosimendan Toplam llag Levosimendan Toplam ilag
ti/04: D 0.20 £ 0.08 0.16 = 0.08 0.26 = 0.08 0.17 = 0.08
t/08, Dr 0.96 £ 0.16 0.92 +0.16 1.08 = 0.11 0.94 £ 0.29
t/2,, D — 9./3 + 1.58 — 5.23 = 0.99

Cl., m/min 359 +69 104 +15 296 + 61 85 + 20

vV, | 123+33 7.6+09 13027 7.3=13
V., | 219+59 27.9+53 195+45 238+28
Voo | 30.3+9.1 522+201 264+59 37.4+55

(Not: Veriler ortalama + Standart Sapma seklinde verilmistir. Her grup icin n=15 dir. KKY=Konjestif
Kalp Yetmezligi; Cliy; = total klerens; t;,, tis Ve t=a B ve total eliminasyon yart omiirler;
Varea=egri alti alan ile ifade edilen dagilim hacmi; Vc=dagilimin merkezi hacmi; Vs=kararli durum
dagilim hacmi)

Levosimendan’in metabolizmasi sonucu aktif ve inaktif metabolitleri
meydana gelmektedir. Levosimendan’in baslica metabolizma yolagi glutatyon ile
konjugasyon sonucu inaktif metabolitlerinin olusmasidir. Levosimendan’in % 5’inin
rediiksiyon ile metabolize edilmesi sonucu aktif metabolit OR-1855 meydana
gelmektedir. OR-1855’in asetilasyonuyla ise yine aktif metabolit OR-1896
olusmaktadir. Levosimendan’in ¢ok az bir kisminin hidratasyonu sonucunda inaktif
metabolit OR-1420 olusmaktadir (Sekil 2.3)(50). Bu metabolitler plazma
proteinlerine % 40 oraninda baglanmaktadir, idrar ve fecesle elimine edilmektedir
(25). Klinik olarak en yararli metabolit OR-1896 kalsiyum duyarliligini artirici, zayif
PDE 3 inhibe edici 6zellige sahiptir ve ana bilesige benzer sekilde pozitif inotropik
etki gostermektedir. Kronik kalp yetmezlikli hastalarda levosimendan’in 24 saat
infizyonunun ardindan OR-1896 maksimum plazma konsantrasyonuna yaklagik
olarak 2 giinde ulasir ve eliminasyon yari Omrii 80-90 saattir. Bu nedenle
levosimendan’in uygulamasinin kesilmesinden sonraki gdzlenen uzamis ve giiglii
hemodinamik etkilerden sorumlu olabilir. OR-1896 gibi aktif ve uzun Oomiirli bir
metabolitinin olusmasi nedeniyle levosimendan intravendz olarak 24 saat boyunca



uygulanmaktadir. Sinmif II-IV kalp yetmezIlikli hastalarda levosimendan’in 6-24 ng/kg
bolus uygulanisinin ardindan 0,05-0,2 pg/kg/dak 24 saat inflizyonuyla 10-100 ng/ml
(0,035-0,35 uM) plazma konsantrasyonlar1 elde edilmektedir (2).
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Sekil 2.3. Levosimendan’in Metabolizmasi

2.1.4. Levosimendan’in Yan Etkileri

Levosimendan orta dereceli ve siddetli kalp yetmezlikli hastalarda genellikle
iyi tolore edilebilir ve yan etki siklig1 plaseboya benzer sekilde % 17-29’dur (2).
Ancak damar direncinde bu ilagla ortaya ¢ikan azalma degisik hemodinamik etkilere
neden olabilir. Hipotansiyon ¢ok sik goriilen 6nemli yan etkileri arasindadir (51, 52).
Bu vazodilator etki bulanti, bas agrisi, bas donmesi gibi diger yan etkilerden de
sorumlu olabilir (22, 39, 53, 54 ). Vazodilator etki 6nerilen levosimendan dozlarinda
cok az goriilmekle birlikte myokadiyal iskemi, kardiyak aritmiler ve hipoksiye neden
olabilir (51, 54). Levosimendan’in kardiyak ritm {izerine yan etkileri de soz
konusudur, ancak bu proaritmik etkisinin yasami tehdit edecek boyutta olmadigini
gosteren galismalar mevcuttur (21). Bununla birlikte levosimendan’in infiizyonunun
ardindan serum potasyum seviyeleri, eritrosit sayisi, hemoglobin ve hematokrit
degerlerinde az da olsa disiisler gozlenmektedir, bu nedenle klinikte bu
parametrelerin rutin kontrolii ve diizeltilmesi 6nerilmektedir (2).



2.1.5. Levosimendan’in Diger Olas1 Endikasyonlari

Akut dekompanse kronik kalp yetmezliginin kisa siireli tedavisinde
ditiretikler, anjiotensin doniistiiriici enzim inhibitérleri ve dijitallerle yapilan
konvansiyonel tedavi yetersiz kaldigi ve inotropik ajanlara gereksinim duyuldugu
durumlar i¢in levosimendan’mn kullanimi onaylanmustir. ilgi ¢ekici profili nedeniyle
diger olas1 endikasyonlar1 halen incelenmektedir. Levosimendan’in myokard
iskemisi ve sonrasinda, akut koroner sendromlu hastalarda perkiitanéz transluminal
koroner anjioplasti sonrasinda gelisen myokardiyal sersemlemede, kalp cerrahisinde
ameliyat oncesi ve sonrasi durumlarda, kardiyojenik sokta, sag ventrikiil fonksiyon
bozuklugunda olumlu hemodinamik etkileri gosterilmistir (2). Levosimendan’in
antiinflamatuvar, antiapoptotik ve kardiyoprotektif etkilere sahip oldugunu gosteren
calismalar da vardir (25).

Biitiin bu veriler toparlandiginda deneysel calismalarda genis Olcilide
arastirilan ve klinik caligmalarin artan konusu haline gelen levosimendan vazodilator
ozelligi ile birlikte pozitif inotropik etkili bir ilactir. Amerika’da ve Avrupa’da
yapilan klinik calismalar halen devam etmektedir. Bu calismalarda kronik kalp
yetmezlikli hastalarin kisa ve uzun donem tedavisinde levosimendan’in roliiniin
saptanmast amaglanmistir. Bu giine kadar levosimendan’la elde edilen klinik
deneyimler cesaret vericidir. Ciinkii levosimendan diger kardiyotonik ilaclardan
farkl1 olarak oldukca yararl birkac etkiyi bir arada bulundurmaktadir. Ilk olarak
levosimendan myokardiyal kasilma giiciinii hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonunu
yiikseltmeden artirmaktadir. Bu nedenle myokardiyal oksijen gereksinimini
artirmadigit ve kalp ritmi {izerine etkisiz oldugu goriilmektedir. Bu etki
katekolaminler ve PDE 3 inhibitorleri ile karsilastirildiginda klinik ag¢idan oldukga
yararhdir. Ikinci olarak levosimendan diger kalsiyum duyarliligm artiran ilaglardan
farkli olarak myokardiyal gevsemeyi bozmamaktadir. Ugiincii olarak Karp
kanallarinin uyarilmast koroner kan akimimi diizeltmekte, preload ve afterload’u
azaltmakta, anti-iskemik etkilere neden olmaktadir. Sonug olarak, ilacin kisa ve uzun
stireli Kullaniminda standart inotroplarla karsilagtirildiginda yasam siiresi {izerine
avantajli ve giivenli oldugu diistiniilmektedir (2).

2.2. Hava Yolu Diiz Kasinda Eksitasyon Kontraksiyon Kenetlenme
Mekanizmasi

Fizyolojik kosullarda iskelet kasmin kasilabilmesi i¢in kas hiicre
membraninin depolarize edilmesi ve bu depolarizasyonun aksiyon potansiyeli
seklinde olmasi1 gerekir. Membran depolarizasyonu sonucu kasilmanin meydana
gelmesi olayma ‘elektromekanik kenetlenme’ denir. Diiz kas kasilmasinda
elektromekanik kenetlenme olabilmesi igin ¢izgili kastan farkli olarak mutlaka
aksiyon potansiyeli seklinde hizli bir potansiyel degisimine gereksinim yoktur,
aksiyon potansiyeli yapmayacak kadar zayif depolarizasyon dalgalanmalar1 da yavas
bir sekilde kasilmay: saglayabilir. Diiz kasin kasilabilmesi (sarkoplazmik kalsiyum
diizeyinin belirli bir esik deger lizerine yiikselebilmesi) i¢in mutlaka depolarizasyon
olmast gerekmez; bu kaslar depolarizasyon olmaksizin da fizyolojik etkenler
(noromediyatorler, hormonlar ve otakoidler gibi) tarafindan kasilabilirler (55).
Fizyolojik etkenler ve onlarmn etkisini taklit eden ilaglar tarafindan depolarizasyon
meydana gelmeksizin diiz kas hiicresinin kasilmasina ‘farmakomekanik kenetlenme’
denir (56).



Biitiin kas tiplerinde elektro veya farmakomekanik eksitasyon aracili kas
kasilmasinin  gergeklesebilmesi i¢in kalsiyum gereklidir. Kisacas1 kaslarda
eksitasyon-kontraksiyon kenetinden temel olarak kalsiyum iyonu sorumludur (57).
Hava yolu diiz kasinin eksitasyonu sonucu intraseliiler depolardan hiicre igerisine
kalsiyum salmimi gerceklesmektedir. Hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonu ([Ca*];)
yaklasik olarak 0,1uM’dan 1uM’a artmaktadir. [Ca+2]i’daki hizli artis miyozin hafif
zincir kinaz (MHZK) enzimini aktive eden kalsiyum/kalmodulin kompleksinin
olusumu ile sonuglanir. MHZK ise diizenleyici miyozin hafif zinciri fosforile eder.
Fosforilasyon sonucunda miyozin baslarindaki ATPaz aktive olur sonugta aktin ve
miyozin arasinda ¢apraz koprii olusur (58). Kasilma ¢apraz kopriilerin kirtlip yeniden
olugsmasi ile baslar. Kalsiyum iyonunun sarkoplazmada kritik bir diizeyin altina
diismesi miyozin fosfataz’in aktivasyonuna veya egemen duruma geg¢mesine neden
olur. Bu enzim fosforile edilmis diizenleyici miyozin hafif zincir molekiiliinden
fosfat gruplarinin  koparilmasina neden olur (defosforilasyon). S6z konusu
defosforilasyon capraz kopriiler ile aktin arasi etkilesmeyi inhibe eder ve bunun
sonucunda gevseme meydana gelir (55, 59).

Hiicre i¢i kalsiyumdaki artis farmako ve elektromekanik kenetlenme sirasinda
farkli mekanizmalarla olusmaktadir. Baz1 kas tiplerinde elektromekanik kenetlenme
diger baz1 kas tiplerinde ise farmakomekanik kenetlenme 6n plandadir. Hava yolu
diiz kas hiicrelerindeki farmakomekanik kenetlenme agonistin reseptdriine
baglanmasiyla baglar. Sonrasinda membrana bagli guanin niikleotid diizenleyici
proteinler (G proteinler) araciligiyla fosfolipaz C enzimi aktive edilir. Fosfolipaz C
ile membran fosfolipidlerinden fosfotidil inozitol-4,5-bifosfat’dan inozitol-1,4,5-
trifosfat ve diacilgliserol olusur. Inozitol-1,4,5-trifosfat hiicre ici kalsiyumda hizl bir
artisa ve kontraksiyonun baslamasina yol agan sarkoplazmik retikulumdan kalsiyum
saliverilmesine neden olmaktadir. Diagilgliserol ise protein kinaz C’yi aktive ederek
etkinin devamini saglamaktadir. Hava yolu diiz kasinda farmakomekanik kenetlenme
sirasinda  dihidropiridin-duyarli  voltajla  diizenlenen kalsiyum kanallarindan
ekstraseliiler kalsiyumun igeri girigi kalsiyum yiikselisine ¢ok az miktarda katkida
bulunmaktadir. Ancak intraseliiler kalsiyum depolarmmin yeniden doldurulmasina
onemli katkist s6z konusudur. Diger yandan agonistle indiiklenen kasilmalar
sirasinda reseptorle diizenlenen kalsiyum kanallari araciligiyla kalsiyumun igeri girisi
[Ca*™); yiiksekliginin devamindan sorumludur. Hiicre ici kalsiyumdaki artis biiyiik
kondiiktansli  kalsiyumla aktive edilen potasyum kanallarnt (BKg) aracili
hiperpolarizasyonla agonistle olusan kasilmayi onlemeye meyillidir ancak BKc,
kanallarinin G proteini kenetli inhibisyonuyla bu mekanizma 6nlenmektedir.

Elektromekanik  kenetlenme sirasinda ise  ekstraseliiler —potasyum
konsantrasyonundaki artis ile meydana gelen hiicresel depolarizasyon kalsiyumun
hiicre icine girisini tetikleyen dihidropiridin-duyarli voltajla diizenlenen kalsiyum
kanallarim1 agmaktadir. Bu ise kasilma igin gerekli Ca**un sarkoplazmik
retikulumdan saliverilmesini saglamaktadir (57).

2.3. Potasyum Kanallari

Son 20 wyil igerisinde tekli kanal kayitlart ve molekiiler klonlama
tekniklerindeki ilerlemelerle birlikte iyon Kkanallarmin fizyolojisi hakkindaki
bilgilerimiz giderek artmistir (60).



Ikinci diinya savasi sirasinda belli basl iyonlarin izotoplarinin (42K, *Na,
%Cl, “°Ca vb.) elde edilebilmesiyle birlikte 1945’den sonra elektrofizyolojik
calismalarda hizli ilerlemeler kaydedilmistir (61). En 6nemli ilerlemeler voltaj klamp
metodunu yeniden tanimlayan Hodgkin ve arkadaslarinin (1952) bu metodu aksiyon
potansiyelinin mekanizmasini arastirmak amaciyla kalamarlarin dev aksonunda
uygulamastyla kaydedilmistir. ilk énce membran potansiyeli dl¢iilmesiyle aksiyon
potansiyelinin temelinde yatan Na® ve K kondiiktanslarindaki voltaja ve zamana
bagh degisikliklerin belirlenmesi saglanmistir. K™ kondiiktansindaki artis Na*’dan
sonra meydana geldigi ve voltaja bagimliligi dikkat g¢ekici bir sekilde non-linear
oldugundan gecikmis veya disa rektifiye olarak tanimlanmustir (62). Ikinci olarak,
Katz tarafindan iskelet kasinda olduk¢a farkli rektifiye K* kondiiktansi
tammlannustir. Burada K* akimlar gecikmis, rektifiye akimlara ters yonde ve
membran potansiyelini daha az negatif yapan bir akim oldugundan alisiimisin
disinda ige rektifiye olarak tanimlanmistir (63). 1950°lerde ise ilk defa insan
eritrositlerinde sitozoldeki kalsiyum konsantrasyonundaki artisla aktive edilen K*
gecirgenligi (Pk) gosterilmistir (64).

1970’ler ve 1980’lerin basinda hayvansal kokenli ii¢ peptid toksininin
potasyum kanallarin1 bloke ettigi kesfedilmistir. Bu peptidler arasinda apamin,
dendrotoksin, karibdotoksin yer almaktadir (65-68). Sonrasinda ‘patch elektrot kayit
sistemi’nin ve bununla iligkili ‘whole cell recording’ metodunun tanimlanmasiyla
intraseliiler elektrotlarla herhangi bir hasar olusturmadan hiicrenin elektriksel
aktivitelerinin izlenmesine olanak saglanmigtir (61). 1980 yilinda M akimi
(muskarinik agonistlerle inhibe edildigi i¢in bu ismi almis) Brown Adams tarafindan
tanimlanmstir (69). 1983 yilinda ise Noma tarafindan kardiyak myositlerde Katp
kanallar1 tanimlanmistir. Cok gecmeden bu kanalin pankreastaki [ hiicrelerinden
insiilin sekresyonunun kontroliinde anahtar rol oynadigi bulunmustur (70). Bu kanal
hiicre i¢i ATP konsantrasyonundaki azalma ile aktive edilmektedir. Kalsitonin gen
iligkili peptid ve adenozin gibi ¢esitli endojen agonistlerin diiz kas Katp kanallarini
aktive ederek hiperpolarizasyon ve gevsemeye neden oldugu saptanmistir. Bununla
birlikte  noradrenalin,  5-hidroksitriptamin, néropeptid Y  gibi  degisik
norotransmitterlerin ve anjiotensin II, endotelin I gibi vazokonstriktorlerin ise Karp
kanallarin1 inhibe ederek depolarizasyon ve kasilmaya neden oldugu ortaya
konmustur (71). Tekli kanal kaydiyla birlikte apamin ve karibdotoksinin kullanimi
sonucunda ii¢ ana Kc, kanal tipi ortaya konmustur. Bu kanallar kondiiktanslarina
gore kiiciik kondiiktansli, orta kondiiktansli ve biiyiik kondiiktansli kanallar olarak
tarif edilmistir. (61)

2.3.1. Potasyum Kanallarimin Fizyolojisi

Potasyum kanallar1 kalp atim hizinin diizenlenmesi, kas kasilmasi,
ndrotransmitter salinimi, ndronal eksitabilite, insiilin sekresyonu, epitelyal elektrolit
transportu, hiicre voliimiiniin diizenlenmesi ve hiicre proliferasyonu gibi degisik
fizyolojik siireglerde kritik rol oynayan membran proteinlerinin bir ailesidir (61, 72).
Degisik rollere sahip oldukga farkl: tipte potasyum kanallar1 bulunmaktadir. Ky gibi
baz1 potasyum kanallart membran potansiyelindeki degisiklige yanit olarak aktive
olur. Bu kanallar hiicrede depolarizasyona karst hareket etmektedir ve aksiyon
potansiyelinde repolarizasyonda onemlidir. Diger bir potasyum kanali intraseliiler
Ca*?daki yiikselmeyle aktive edilmektedir. Bu kanallar asir1 Ca*? girisini
engelleyerek kas gevsemesi ve norotransmitter saliniminin inhibisyonunda rol
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oynarlar. Diger bir sinif potasyum kanallar1 ige rektifiye kanallar temel olarak
hiperpolarize edici bir voltaj aralifinin lizerinde akim gegirirler ve birgok hiicrede
dinlenme membran potansiyelinin siirdiiriilmesinde 6nemli rol oynarlar. Baz1 ice
rektifiye kanallar intraseliiler ATP (ATP duyarli kanallar) sevileri ile diizenlenmekte,
hiicresel metabolizma ve membran potansiyeli arasinda baglanti saglamaktadir. Bu
kanallar insiilin sekresyonunun metabolik kontrolii ve kas kasilmasinda énemli rol
oynamaktadir. Ige rektifiye kanal ailesinin diger iiyeleri G-proteinine bagh
reseptorlerin ligand ve norotransmitter ile aktivasyonu sonucu G proteiniyle aktive
edilmektedirler. G-proteini ile aktive edilen potasyum kanallar1 kalp atim hizinin
kontroliinde ve noéronal fonksiyonlarda anahtar rol oynamaktadir. Bir¢ok merkezi
noronda ‘arka plan’ veya ‘sizinti’ seklinde potasyum kondiiktansina izin veren
potasyum kanallar1 bildirilmistir. Bu kanallar norotransmitterler ve intraseliiler
ulaklar ile diizenlenebilmekte membran potansiyelinin kontrol edilmesine ve santral
sinir sisteminde hiicresel eksitabiliteye katkida bulunmaktadir (73).

2.3.2. Potasyum Kanallarin Yapisi Ve Siniflandirilmasi

Potasyum kanallar1 por olusturucu o- ve diizenleyici B-alt initelerinden
olusmaktadir. Siniflandirma bu alt {nitelere gore yapilmaktadir ve yapisindaki
aminoasit dizilimindeki benzerliklere gore de alt ailelere ayrilmaktadir.

Bu giine kadar 80’den fazla kanalla iligkili gen (6rnegin; por olusturucu alt
tinite ve modiilator alt tiniteler) klonlanmis ve karakterize edilmistir. Por olusturucu
potasyum kanal a-alt {initelerin {i¢ genel grubu tanimlanmaistir.

Bunlar arasinda;

- Alt transmembranal (TM) segment ve bir por olusturucu bolge icerenler

- Iki TM segment ve bir por olusturucu bdlge icerenler

- DOort transmembranal segment ve iki por olusturucu bdlge icerenler yer
almaktadir (73).

2TM ailesi ige rektifiye potasyum kanallaridir ve G-proteini araciligiyla
kardiyak pacemaker iizerinde asetilkolin’in inhibitdr etkisine aracilik etmektedir.
Klasik i¢e rektifiye kanallar dogal halde siilfoniliire reseptorleri ile iligkili olan ATP
duyarl kanallar gibi iskelet, kalp kast ve néronlarda gézlenmektedir.

4TM kanallar1 yakin zamanlarda tanimlanmig bir gruptur ve bircok noronda
pasif (sizint1 seklinde) kondiiktansa katkida bulundugu diistintilmektedir. Hiicre
voliimiiniin diizenlenmesinde de rolleri vardir. 2TM ve 6TM alt iinitelerinin tersine
4TM alt {initeleri iki por olusturucu diziye sahiptir.

Son olarak yaygin olan 6TM grubunda her alt iinite tek bir por olusturucu
bolgeye sahiptir ve fonksiyonel kanal 2TM simifinda oldugu gibi tetramerdir. Bunlar
kalsiyumla aktive edilen potasyum kanallarinin baslica 3 tipi ve voltajla aktive edilen
potasyum kanallaridir (61).

Potasyum kanallar1 por olusturucu o alt iinitelere ek olarak kanallarin
biyofiziksel ve farmakolojik 6zelliklerini etkileyebilen B-alt tiniteleri de icermektedir.
Potasyum kanali diizenleyici f-alt {initeleri sitoplazmik proteinler, tek
transmembranal gecisli proteinler (min K ve min K iligkili proteinler-mirps), biiyiik
ATP baglayici kaset (ABC) transport iligkili proteinler (siilfoniliire reseptorleri) gibi
cesitli molekiiler gruplar1 temsil etmektedirler (73).
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Potasyum kanalar1 degisik sayida a-alt tinite ve [-alt {iinitelerinin
kombinasyonlarindan olugmaktadir. Kir6.x ve SUR6.Xx’in degisik kombinasyonlari
farkli karakteristik ve fonksiyonel Ozelliklere sahip dokuya 6zgii Karp kanal alt
tiplerinin olusumunu saglamaktadir. Omegin, diiz kaslara ait iki tip Katp kanali
klonlanmis ve tanimlanmustir (Kir6.2-SUR2B ve Kir6.1-SUR2B kanallar1) (71).
Biitlin alt {initeler potasyum kanal kimligini korumak icin kanal merkezi boyunca
uzanan 5 aminoasit (6zellikle TVGYG: treonin, valin, glisin, tirozin ve glisin) dizisi
iceren selektif filtre olusumundan sorumlu porlar olusturur. Filtre porun en dar kismi1
olup aminoasit dizilimindeki oksijen atomu aracilifiyla yalnizca K* iyonlarmin
gecisini saglamaktadir (61, 74, 75).

Baslangicta degisik selektiflik derecesi ile potasyum kanallarini etkileyen
yalnizca iki ajan bilinmekteydi. Bunlar tetraetilamonyum (TEA) ve 4-aminopiridin
(4-AP)’dir. Ancak bugiin potasyum kanallari iizerinden etki gésteren birgok ajan
bulunmaktadir. Retigabin (M akimi), NS1619, ketokanazol ve asetazolamid biiyiik
kondiiktansl kalsiyum ile aktive edilen K' kanallar1 (BKca),
1-etil-2-benzimidazolinon (EBIO: SK 1-4) ve kromakalim (Katp) kanal agic1 ajanlara
orneklerdir. Potasyum kanallar1 i¢in ¢ok sayida degisik blokdrler de s6z konusudur.
Bunlardan bazilar1 hayvan zehirlerinden izole edilen peptidlerdir. Bu tip peptidler
yilanlarda (yesil mamba’dan dendrotoksinler), bal arisinda (apamin, tertiapin),
salyangozda (bazi konotoksinler), oriimceklerde (hanatoksin, SGTx) ve tiim
akreplerde bulunmaktadir. Akrep toksinleri Kv 1.3 blokdrii margotoksin ve
agitoksin, BKc, kanal blokorii karibdotoksin ve Kyl kanal blokori iberiotoksin,
noksiustoksin ve SKc, kanal blokortii skillatoksin ve tamapin’den olusmaktadir (61).

2.3.3. Hava Yolu Diiz Kasinda Potasyum Kanallari

Potasyum kanallar1 hava yolu diiz kas hiicrelerinde ve eozinofiller, bazofiller,
makrofajlar gibi inflamatuvar hiicrelerinde yaygin olarak bulunmaktadir (76).
Ornegin, hava yolu diiz kas hiicrelerinde BKc,, voltaj bagimli gecikmis rektifiye K*
kanallart (K,), Katp gibi degisik tipte potasyum kanallar1 tanimlanmistir (77). Bu
kanallarin uyarilabilen hiicrelerde onemli fizyolojik fonksiyonlar1 s6z konusudur.
Potasyum kanallari dinlenme membran potansiyelinin saglanmasinda ve repolarizan
veya depolarizan akimlarin olusmasinda rol oynarlar. Baslica etkileri bulunduklari
hiicrelerin uyarilabilirliklerini ve uyariin dagilimini azaltmaktir ( 60).

Hava yolu diiz kas hiicreleri -45’den -60 mV’a kadar degisebilen oldukca
kararl bir dinlenme membran potansiyeline sahiptir (57). insan ve kobay gibi birkag
tiirde hava yolu diiz kas hiicrelerinin dinlenme potansiyelinde ¢ok az dalgalanmalar
gortliir (78,79). Bu dalgalanmalar giiglii disa dogru rektifikasyon nedeniyle nadiren
aksiyon potansiyeline donistiiriilebilir. Bunun anlami membranin depolarize olma
cabasmin potasyum kanallarinin acilmasiyla olusan membran hiperpolarizasyonu
araciligiyla engellenmesidir. Potasyum kanal kondiiktansi hava yolu diiz kas
hiicrelerinin rektifiye iyon akimlarindan ve elektriksel stabilitesinden sorumludur
(77,57, 80).

2.3.3.1. Voltaj Bagimh Gecikmis Rektifiye Potasyum Kanallar

Hava yolu diiz kas hiicresindeki Ky kanallar1 4 adet a-alt tniteleri (K,1.1,
Kyl.2, K,1.3 ve K,1.5) ve 4 intraseliiler B-alt tinitelerinden (K, B1, B2, B3, p4)
olugsmaktadir (81, 82, 83). K, kanallar1 kalsiyumdan bagimsiz voltaja duyarl
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potasyum kanallaridir. Sadece 20mV’un iizerinde membran depolarizasyonu kanali
aktive eder ve gecikmis disa dogru potasyum akimi gerceklesir (60). Bu kanallar
tizerinde ¢alismak i¢in selektif inhibitorlere ihtiya¢ vardir. 4-AP (1-5mmol/L) K,
potasyum kanallarinin inhibitorii olup bu tip kanal aragtirmalari i¢in uygun bir
farmakolojik ajandir (57, 77, 84, 85). Gastrointestinal (86), 6zefagus (87) ve damar
diiz kaslarinda (88) yapilan c¢alismalar K, kanallarinin diiz kaslarin dinlenme
membran potansiyelinin ve dinlenme geriliminin kontroliinde énemli rol oynadigin
gostermektedir. K, kanallart intraseliiler kalsiyum konsantrasyonu ve membran
kalsiyum kanal aktivitesinin kontroliiyle diiz kas uyarilabilirligini saglayan oénemli
bir potasyum kanalidir (60).

2.3.3.2. Biiyiik Kondiiktansh Kalsiyumla Aktive Edilen Potasyum Kanallari

Ozellikle genis hava yollarinin ve kiigiik bronsiyollerdeki diiz kas
hiicrelerinin BKc, kanallarindan zengin oldugu gosterilmistir (84, 89). Bu kanallar
alt1 transmembranal segment bir por olusturucu bolge igeren o ve iki transmembranal
bolge iceren p-alt iinitelerinden olusmaktadir (90). Intraseliiler kalsiyum
konsantrasyonunun artis1 Ve hiicre membranin depolarizasyonu BKc, kanallarimi
aktive etmektedir. BKc, kanallarinin aktivasyonu voltaj duyarli kalsiyum kanallarini
kapatan ve kalsiyum influksunu azaltan disa dogru potasyum hareketine ve membran
hiperpolarizasyonuna yol agmaktadir. Bu nedenle BKc, kanallar1 kontraksiyon ve
depolarizasyonu sinirlamada negatif feedback mekanizmasi olarak anahtar rol
oynamaktadir (60). Sican brongiyal diiz kasinda yapilan bir calismada BKc,
kanallarinin eksitator uyar ile indiiklenen gevseme ve kasilmanin diizenlenmesinde
roliinlin oldugu ileri siiriilmistir (91). BKc, kanallarinin membran dinlenme
potansiyelinin saglanmasina katkida bulunup bulunmadigi tartismahidir (60). Akrep
zehiri bilesenlerinden karibdotoksin ve iberiotoksin genellikle BKc; kanallarinin
selektif blokorleri olarak kullanilmaktadir (57).

2.3.3.3. ATP Duyarh Potasyum Kanallar:

Katp kanallar1 por olusturucu a-alt iinitesi olarak ice rektifiye potasyum kanal
ailesinden Kire.x (Kir6.1 veya Kir6.2) ve diizenleyici [-alt tinitesi olarak
ATP-baglayici kaset protein siiper ailesinden siilfoniliire reseptorii SUR’dan (SUR1
veya SUR2) olusan hetero-oktamer bir kanaldir (92). Ilk olarak insiilin
sekresyonunun diizenlendigi pankreatik B hiicrelerinde tanimlanmasindan sonra diiz
kaslar ve ¢esitli noronlar1 da igeren degisik dokularda da belirlenmistir. Bu kanallar
voltaj ve hiicre i¢i kalsiyum diizeylerinden ¢ok az etkilenmesine karsin temel olarak
hiicre i¢gi ATP/ADP oranmi ile diizenlenmektedir. Bu tip kanallar ATP ile inhibe
edilmekte, MgADP ile agilmaktadir (60). Gegtigimiz on yil igerisinde kanal
aktivasyonu yapan ligandlara benzer sekilde potasyum kanallarimi acabilen
kromakalim, lemakalim, bimakalim, rilmakalim gibi yeni farmakolojik ajanlar ortaya
cikmistir. SDZ 217-744 ve KCO 912 gibi ikinci kusak benzopiran derivelerinin hava
yollart iizerine daha selektif oldugu gosterilmistir. EK olarak pinasidil gibi bazi
siyanoguanidin deriveleri de gelistirilmistir. Bu bilesikler potasyum kanal agicilar
olarak adlandirilmaktadir. Glibenklamid gibi siilfoniliire deriveleri ise Katp
kanallarinin selektif blokorii olarak kullanilmaktadir (85, 93, 94, 95, 96). Siganlarda
ve insan hava yolu diiz kas hiicrelerinde yapilan ¢aligmalarda dinlenme durumunda
glibenklamid’in bazal tonus, dinlenme membran potansiyeli ve intraseliiler kalsiyum
konsantrasyonu lizerine etkisiz oldugu gosterilmistir (91, 97 ).
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GEREC VE YONTEM

3.1. Trakeann izolasyonu

Calismada 300-350g agirliginda 43 adet Dunkin Hartley kobaylar1 kullanildi.
Kobaylar 1g/kg iiretan ile anestezi edildikten sonra toraks bolgesi dikkatlice agilip
2-3 cm uzunlugunda trakea halkasi elde edilecek sekilde ¢ikarildi. Trakealar 6nceden
% 95 O2- % 5 CO; ile gazlandirilan fizyolojik tuz soliisyonu igerisine konuldu ve
dokularin etrafindaki bag dokusu temizlendikten sonra 0.5 cm genisliginde (4-5
kikirdak iceren) halkalar seklinde kesildi. Bu sekilde hazirlanan trakea preparatlar
igerisinde Krebs soliisyonu bulunan ve igerigi asagida belirtilen; (mM: NaCl 118,
KCI 5, NaHCO3; 25, NaH,PO,4 1.0, MgSO,4 1.2, CaCl;, 2.5 ve glikoz 11.2) 20 ml’lik
organ banyolarina asildi. Banyolardaki soliisyonun 1sis1 37°C olacak sekilde siirekli
Ol¢iim yapan bir termometre araciligiyla sabit tutuldu. Soliisyon pH’s1 7.4 olacak
sekilde % 95 O,- % 5 CO ile deney boyunca gazlandirildi. Trakea halkalar1 daha
onceden belirlenen 1 g istirahat gerilimi ile 1 saat boyunca dinlendirildi ve her 15
dakikada bir banyo sivisi degistirilerek dokularin yikanmasi saglandi. Trakea
yanitlar1 bilgisayar bazli bir veri toplama sistemine (I0X-base-4, EMKA Ltd.) bagl
izometrik transdiiserler (IT1-25, EMKA 1Ltd.) aracihigiyla kaydedildi. Ilag
konsantrasyonlar1 banyo soliisyonunda olusan molar konsantrasyonlar1 olarak ifade

edildi.

3.2. Deney Protokolii

1 saatlik dinlenme periyodundan sonra trakea halkalarina énceden 10° M
karbakol verilerek submaksimal kasilma yanit1 elde edildi. Kasilma yaniti1 platoya
ulastiginda levosimendan (107-10*M) kiimiilatif konsantrasyonlarda uygulanarak
doza bagimli gevseme yanitlart kaydedildi. Daha sonra degisik tipte potasyum
kanallarinin gevsetici etkideki rollerini degerlendirmek iizere trakea halkalar1t Karp
kanal blokorii  glibenklamid (10'6M) ile 30 dakika, Ky kanal blokori
4-aminopiridin (5mM) ile 10 dakika ve BKc, kanal blokérii iberiotoksin (107'M) ile
30 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan karbakol ile kasilmis trakea
halkalarinda levosimendan’a yanit egrileri elde edildi. Bunun disinda karbakol ile
kasilmis trakea Orneklerinde Karp kanal acicisi kromokalim’in (10'7-10'4M)
uygulanmasiyla olusan gevseme yanitlan1 ve bu yamtlara glibenklamid
inkiibasyonunun etkisi kaydedildi. Deneylerde kullanilan maddelerin ¢oziiciilerinin
trakea halkalarindaki etkilerine de bakildu.

Deneyler arasinda dokular 45 dakika dinlendirildi. Her kanal blokérii igin
9-12 adet trakea Ornegi kullanildi. Konsantrasyon-yanit egrileri elde edilen
deneylerin sonunda 3x10* M papaverin ile dokular maksimum olarak gevsetildi ve
yanitlar gram basina diisen gerilim (g/mg) olarak papaverin’in yiizdesi seklinde
hesaplandi. Deneylerin sonunda trakea halkalari tek tek kurutulup agirliklart 6l¢iildi.
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3.3. Deneylerde Kullanilan ilaclar

Deneylerde kullanilan Kkarbakol, glibenklamid, kromakalim, iberiotoksin,
4-aminopiridin  ve Krebs soliisyonu i¢in gerekli kimyasal maddeler Sigma
kimyasal’dan (St. Louis, Mo.), levosimendan Abbott sirketinden (istanbul) elde
edildi. Karbakol, 4-aminopiridin, iberiotoksin distile suda, glibenklamid ve
kromakalim dimetilsiilfoksit igerisinde ¢6ziildii.

3.4. Istatistiksel Analiz

Sonuglarin istatistiksel analizi Student t-testi kullanilarak yapildi. P degerleri
0,05’in altinda bulunan degerler anlamli kabul edildi. Tiim degerler ortalama +
standart hata olarak ifade edildi.
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BULGULAR

Trakea halkalarinda gevseme yaniti olusturabilmek ig¢in onceden karbakol
(10°M) ile kasilma yamtlan elde edildi. Bu kasilma yamitlarinin oldukca stabil
oldugu goriildii. Levosimendan’in trakea halkalarinda bazal tonus iizerine herhangi
bir etkisinin olmadigi saptandi. Bununla birlikte potasyum kanal blokdrlerinden
iberiotoksin ve 4-AP inkiibasyonunun trakea halkalarinda bazal tonusta istatistiksel
olarak anlamsiz bazi artiglara neden oldugu, glibenklamid inkiibasyonunun ise
herhangi bir etkisinin olmadig1 goriildii.

Karbakol ile Onceden kasilmis trakea halkalarinda ise levosimendan
(107~ 10™M) konsantrasyona bagli gevseme yanitlari olusturdu. Olusan bu gevseme
yamtinn Karp blokérii glibenklamid ~ (10°M) ve K, blokérii iberiotoksin (107M)
ile 30 dakika inkiibasyon sonrasinda anlamli bir sekilde inhibe edildigi goriildi
(Sekil 4.1, 4.2). Bununla birlikte K¢, blokorii iberiotoksin varliginda levosimendan
ile olusan gevseme yanitinin daha belirgin bir sekilde inhibe edildigi goriildi. Trakea
halkalarinin Ky blokori 4-AP  (5mM) ile 10 dakika inkiibasyonunun ise
levosimendan ile olusan gevseme yanitlarinda anlamli bir degisiklige neden olmadigi
saptand1 (Sekil 4.3).

Karbakol ile 6nceden kasilmig trakea halkalarinda spesifik Katp kanal agicisi
kromakalim (107-10*M) levosimendan’a benzer bir sekilde konsantrasyona bagh
gevseme yanitlart olusturdu (Sekil 4.4). Dokunun Kartp blokorii glibenklamid’le
(10°M) 30 dakika inkiibasyonu sonrasinda levosimendan yanitlarinda oldugu gibi
kromakalim’e gevseme yanitlarininda da istatistiksel olarak anlamli bir sekilde
inhibe edildigi goriildii. Levosimendan ve kromakalim ile olusan maksimum yanit ve
pD; degerleri arasinda anlamli bir fark olmadigi saptandi (Tablo 4.1).
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Sekil 4.1. 10° M karbakol ile kasilmis kobay trakea preparatlarinda; 10°M glibenklamid varliginda
(o) ve yoklugunda (m) levosimendan’in kiimiilatif dozlarda olusturdugu gevseme yanitlari
(n=11, *p < 0,05, **p < 0,001).
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Sekil 4.2. 10 M karbakol ile kasilmis kobay trakea preparatlarinda; 10""M iberiotoksin varligida (A)
ve yoklugunda (m) levosimendan’in kiimiilatif dozlarda olusturdugu gevseme yanitlari

(n =11, *p < 0,001).
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Sekil 4.3. 10° M karbakol ile kasilmus kobay trakea preparatlarinda; 5 mM 4-aminopiridin varliginda
(A) ve yoklugunda (m) levosimendan’in kiimiilatif dozlarda olusturdugu gevseme yanitlar

(n=12).
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Sekil 4.4. 10° M karbakol ile kasilmis kobay trakea preparatlarinda levosimendan (m) ve
kromakalim’in (A) kiimiilatif dozlarda olugturdugu gevseme yanitlart (n = 9).
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Tablo 4.1. Karbakol ile kasilmis kobay trakea halkalarinda levosimendan (n=9) ve
kromakalim (n=9)’in En.x (% papaverin) ve pD, (-log ECs) degerleri.

Emax pDZ
Levosimendan 72,48 £ 5,51 4,09+0,18
Kromakalim 76,09 +2,53 4,24 £ 0,06
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TARTISMA

Degisik hayvan tiirlerinde hava yolu diiz kas hiicrelerinin dinlenme membran
potansiyellerinin karakteristigi agisindan farkliliklar oldugu bilinmektedir. Ancak
insan ve kobay diiz kas tonusunda benzer sekilde yavas dalgalanmalar saptanmistir
(78, 98, 99). Kobay trakea diiz kasinin yavas dalgalanmalarinin ortalama amplitiid ve
frekansi yaklasik olarak 12mV ve 50 dalga/dakika seklindedir. Ortalama membran
potansiyeli yaklasik olarak -50mV’dur ve sonugta bu degerler insan preparatlarindaki
degerlere oldukg¢a yakindir (100). Bu agidan degerlendirildiginde insan ve kobay
hava yolu diiz kas hiicreleri olduk¢a benzer bir fizyoloji gostermektedir. Bu nedenle
levosimendan’in diiz kastaki etkisini arastirmak amaciyla ¢alismamizda kobay
trakeas1 kullanilmistir.

Insanlar da dahil olmak {iizere degisik hayvan tiirlerinde dinlenme
durumundaki bronsiyal tonustan basta kolinerjik sistem olmak {izere adrenerjik ve
non-adrenerjik non-kolinerjik inervasyon sorumlu tutulmaktadir (101). Insanlarda ve
hayvanlarda yapilan ¢alismalarda hava yolu diiz kas hiicrelerinde pek ¢ok potasyum
kanal tipinin eksprese edildigi gosterilmistir (96, 102, 103, 104). Bu nedenle
caligmamizda potasyum kanallarinin izole kobay trakeasinin bazal tonusu iizerine
herhangi bir etkisinin olup olmadigimi incelemek amaciyla tek basina degisik
potasyum kanal blokorlerinin etkisi arastirildi. Potasyum kanal blokorlerinden
iberiotoksin ve 4-AP’nin inkiibasyonunun trakea halkalarinin bazal tonusunda
istatistiksel ~olarak anlamsiz bazi artislara neden oldugu, glibenklamid
inkiibasyonunun ise herhangi bir etkisinin olmadigi goriildii. Dolayisiyla kobay
trakea bazal tonusunda potasyum kanallarinin fizyolojik bir roliiniin olmadigi
kanisina varildi.

Levosimendan selektif bir sekilde troponin C’ye baglanarak kalp kasinda
kalsiyum duyarliligin1 artiran yeni bir pozitif inotropik ilagtir (3). Diger pozitif
inotropik ajanlarla karsilastirildiginda aritmojenik etkisinin olmamasi ve inotropik
etki olustururken kalbin oksijen ihtiyacini artirmamasi nedeniyle daha avantajlidir
(22,32). Levosimendan bu etkisinden dolayr akut ve konjestif kalp yetmezliginin
tedavisinde kullanilmaktadir (26, 105).

Levosimendan’in pozitif inotropik etkisi disinda basta vazodilator etki olmak
tizere kardiyoprotektif, antiinflamatuvar ve antiapopitotik etkilerinin oldugunu
gosteren ¢aligmalar da vardir (11, 106, 107, 108). Bu c¢alismalar arasinda
levosimendan’in vazodilator etkisinde potasyum kanallarinin roliiniin oldugunu
gosteren calismalar s6z konusudur (109). Sigan atriyal ve ventrikiiler myositlerinde
yapilan ¢aligmalarda levosimendan’in Katp kanal agici etkisi gosterilmistir (8, 109).
Bununla birlikte levosimendan’in sican karaciger (110) ve kalp (111) preparatlarinda
ise mitokondriyel Katp kanallarimi agtigi saptanmistir (112). Levosimendan’in
vazodilator etkisinde fosfodiesteraz enzimlerinin de rol oynadigi diisiiniilmektedir
(9). Levosimendan degisik damarlarda farkli tip potasyum kanallarin1 agarak etki
gostermektedir. Ornegin insan izole portal ve safen venlerinde, kedilerde pulmoner
damar yataklarinda Katp kanallari izerinden etki gosterdigi saptanmustir (4, 5, 6, 36).
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Ayrica, domuz izole koroner arterlerinde Ky ve K¢, kanallarinin ve insan safen
veninde Kc, kanallarinin aktivasyonunun levosimendan’in gevsetici etkisinde
rollerinin oldugu gosterilmistir (5, 42). Bununla birlikte koroner arterlerde cAMP’ye
bagimli ve bagimsiz mekanizmalarin, domuz koroner damarlarinda nitrik oksit
iretiminin ve domuz koroner arterlerinde kalsiyum desensitizasyonunun
levosimendan’in gevsetici etkisine katkida bulundugunu gdsteren ¢alismalar da s6z
konusudur (7, 10, 11). Ayrica biz de koroner arter bypass grefti i¢in sik¢a kullanilan
internal torasik arter preparatlarinda yaptigimiz ¢aligmada levosimendan’in gevsetici
etkisinde Katp Ve Kc, kanallarinin rol oynadigimi gosterdik (40). Usta ve arkadaslari
ise sican mezenter arterinde yaptiklar: ¢alismada gevsetici etkide Karp kanallariin
rol oynadigini gostermislerdir (41).

Levosimendan klinikte kullanilan bir ila¢ oldugu icin kalp ve damar disi
dokulardaki etkilerinin de bilinmesi énemlidir. Arastirdigimiz kadariyla literatiirde
bu tip caligsmalara rastlanmamistir. Bu nedenle tezimizde levosimendan’in damar dis1
bir diiz kas preparati olan trakea iizerine etkilerini ve bu etkide hangi tip potasyum
kanallarinin rol oynadigini arastirdik. Calismamizda kobay trakea halkalarinda
levosimendan 0,1-100 pM konsantrasyon araliginda belirgin bir gevsetici etki
olusturmustur. Levosimendan ile degisik dokularda olusan etkilerin pD, degerleri
karsilastirildiginda belirgin farkliliklar séz konusudur. Ornegin, ¢alismamizda elde
edilen pD; degeri 4,09 + 0,18 iken, izole insan atrial trabekiiliinde 6,82 + 0,33 (113)
ve domuz koroner arterlerinde ise 3,64 + 0,05 olarak bulunmustur (7).
Levosimendan’in potensindeki degisikliklerin tiirler arasi farkliliklardan ve farkli
vazokonstriktor madde kullanimindan kaynaklandigini ileri siiren caligmalar soz
konusudur (7).

Calismamizda levosimendan’in bu gevsetici etkisinde hangi tip potasyum
kanallarinin rol oynadigini da arastirdik. Kobay trakea halkalarinda K¢, kanal
blokdrii iberiotoksin’in inkiibasyonu, Kartp kanal blokorii glibenklamid’den daha
belirgin derecede levosimendan’in gevseme yanitlarinda anlamli bir inhibisyona
neden olurken, Ky kanal blokorii 4-AP’de boyle bir etki gdzlenmemistir. Dolayisiyla
caligmamizda levosimendan’in bu dokudaki gevsetici etkisinden Kcz ve Katp
kanallarmin sorumlu oldugu gosterilmistir.

Levosimendan’m  etkisini  Katp  kanallar1  {lizerinden  gosterdigini
diistindiigiimiiz i¢in Katp kanal acicisinin prototipi olarak bilinen kromakalim’in
etkisiyle levosimendan’in etkisi karsilastirilmistir. Kromakalim kobay izole trakea
halkalarinda ayni sekilde gevseme yanitlart olusturmustur. Levosimendan (Epax
72,48 £ 5,51, pD, 4,09 + 0,18) ve kromokalim (Emax 76,09 £+ 2,53, pD, 4,24 + 0,06)
yanitlar1 arasinda anlamli bir farklilik olmadigi goriilmiistiir. Levosimendan ve
kromakalim ile olusan gevsetici etki Katp kanal blokorii glibenklamid ile anlaml1 bir
sekilde inhibe edilmistir. Bdylece levosimandan ile olusan etkide Kartp kanallarinin
rol oynadigi dogrulanmistir. Levosimendan’in Katp blokori glibenklamid ile
antagonize edilebilen vazodilator etkisi koroner arterlerde (36) oldugu gibi arteriyel
(8) ve venoz (4) damar yataklarinda da gosterilmistir.

Sonu¢ olarak bu g¢alismada ilk olarak kobay trakea halkalarinda
levosimendan’in gevsetici etki olusturdugu ve bu etkiden Kc, ve Katp kanal
aktivasyonunun sorumlu oldugu gosterilmistir.
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SONUCLAR

Kobay izole trakea preparatinda levosimendan’in etkisi ve bu etkide
potasyum kanallarinin rollerini aragtirmak amaciyla yaptigimiz bu ¢alismada;

1. Karbakol ile kasilmis kobay izole trakea praparatlarinda levosimendan kiimiilatif
dozlarda gevseme yanitlart olusturdu. Olusan gevseme yanitlariin Katp kanal
blokorii glibenklamid ve K¢, kanal blokorii iberiotoksin varliginda anlamli bir
sekilde inhibe edildigi gorildii. Ancak Ky kanal blokorii 4-AP  varliginda
levosimendan ile olusan gevseme yanitlarinda anlamli bir degisikligin olmadigi
gozlendi.

2. Karbakol ile 6nceden kasilmis kobay trakea preparatlarinda spesifik Karp kanal
acicisit kromakalim de konsantrasyona bagli gevseme yanitlari olusturdu. Karp kanal
blokorii glibenklamid varliginda kromakalim’e gevseme yanitlarinin istatistiksel
olarak anlamli bir sekilde inhibe edildigi goriildii. Levosimendan ve kromakalim ile
olusan maksimum yanit ve pD; degerleri arasinda anlamli bir fark olmadig1 saptandi.

Boylece karbakol ile onceden kasilmis kobay izole trakea preparatlarinda

levosimendan’in gevsetici bir etki olusturdugu ve bu etkide K¢, ve Karp kanallarinin
rol oynadig1 sonucuna varildi.
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