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ingilizce terimler igin 6nerilen Tirkge kar ~ siliklari

gecici (transient)®

surekli (persistent)®

miyokardiyal sersemleme (myocardial stunning)

geri dénusumlu (reversibl)

geri déntusimsuz (irreversibl)

patlama (burst)

endotele yapisma (endothelial adherence)

cikis (upstroke)

erken-ard depolarizasyon (early after depolarization, EAD)?
yeniden akisin olmamasi (no-reflow)

hiberne miyokard (hibernating myocardium)

asiri yiklenme (overload)?

dusuk akisli iskemi (low-flow ischemia)

enerji koruyucu etki (energy sparing effect)

eslesmemis degis-tokuscu teorisi (uncoupled exchanger theory)

% Turk Kardiyoloji Dernegi Yayinlari, Genigletiimis ve Aciklamali 2. Baski,
TKD Nomenklatir Kurulu, Yayina Hazirlayan: Prof. Dr. Glngor Ertan
istanbul,1998. Kardiyoloji Terimleri Sozliigi, TKD Yayinlari



1. GIRIS

Koroner kalp hastaligi (KKH), dunyada bircok ulkede
olumlerin majoér nedenidir ve Diinya Saglik Orgutii verilerine gore her yil
ortalama 3.8 milyon erkegdin, 3.4 milyon kadinin bu hastaliktan oldugu
bildirilmigtir. KKH’ye neden olan en onemli faktorlerden biri de, akut
miyokard infarktlisii (AMI) sonucu miyokardiyal iskemi/reperfiizyon (i/R)
hasarinin olusmasidir. AMI'ya bagh miyokardiyal infarkt olusumunun klinik
gostergesi sol ventrikiil sistolik fonksiyonunda azalmadir'. Tromboliz,
perkutan6z koroner girisim (PCI) ve yardimci tedavi stratejileri
(antitrombotik ve antiplatelet ajanlar) erken veya zamaninda
uygulandiginda, miyokardiyal i/R hasarina bagh infarkt alan olusumunu
azaltmakta ve miyokardiyal disfonksiyonu engelleyebilmektedir’>. Bu
nedenle kalpte /R hasarina neden olan hiicresel mekanizmalarin
anlasiimasi, halen klinikte kullanilan uygulamalarin yani sira, bu hasari
onlemek icin duasunulen molekiler ve farmakolojik spesifik tedavi

protokollerinin gelistirilebilmesi agisindan olduk¢a énemlidir.

Miyokardiyal iskemi, kalbe oksijen sunumu ve gereksinimi
arasindaki dengesizlikle karakterize edilen, miyokardiyal hiicrelerde iyonik
homeostazin bozulmasi sonucu belirgin fonksiyonel bozukluk ve hiicre
slumuyle sonuclanan patolojik bir durumdur®. Bugiine kadar yayimlanmis
bilgilere gére, hiicre ici asin Ca*? konsantrasyonundaki artisin ve oksidatif
stresin kalpte I/R hasarina yol acan baslica mekanizmalar oldugu kabul
edilmektedir. Miyokardiyal hucrelere asiri Ca* vyilklenmesi (Ca*
overload), iskemik  miyokardiyumun  mekanik ve  elektriksel

disfonksiyonunun primer nedeni olarak gosteriimektedir*°°.



iskemik miyositlerde, intraseliller asidifikasyon sonucunda
membranda bulunan Na’-H® antiportu (NHE) ve gecikmis Na® akimi
araciliglyla hiicre ici Na* miktarinin arttigi bilinmektedir”®. I/R sirasinda
hiicre ici Na* konsantrasyonundaki bu artisin, Na*/Ca*™ antiportunun
(NCX) ters modda calismasi sonucu, hiicre ici asir Ca*? yiiklenmesine yol

actigini gosteren cok sayida calisma bulunmaktadir®®?,

Yapilan
calismalarda, iskemi ve reperfiizyonda olusan asiri Ca*? yiiklenmesinin,
NCX'in*?*®  engellenmesi, membrandaki Na* kanallarinin  bloke

edilmesit**>16

ve NHE'nin azaltiimasi*® ile 6nlenebildiginin saptanmasi da
intraseliiler Na* konsantrasyonundaki artisin asiri Ca*? yiklenmesinin
nedeni oldugu goriisiini desteklemektedir. Bu nedenle, hiicre ici asirt Na*
yiuklenmesinden sorumlu yolaklarin bloke edilmesi, miyokardiyal i/R
hasarinin azaltiimasi ya da dnlenmesinde olasi tedavi stratejileri arasinda

dusunulmektedir.

Yapilan calismalarda, /R sirasinda olusan asin Ca*

12,13

yuklenmesinin, NCX'in engellenmesi, membrandaki Na* kanallarinin

bloke edilmesi'*°16

ve NHE'nin azaltimas® ile cesitli derecelerde
onlenebildigi gosterilmistir. Literatirde, Na* ve Ca*? asiri yiiklenmesini
etkileyen mekanizmalardan birkaginin (Na* kanallari/NHE; NHE/NCX) ayni
deneysel kosullarda karsilastirildigr yayinlar olmasina karsin, butin

mekanizmalari ayni sartlarda inceleyen bir calisma bulunmamaktadir.

Yukaridaki bilgiler 1siginda, bu tez calismasinda; I/R
sirasinda hiicre ici Na* ve Ca*? asiri yiklenmesinden sorumlu yolaklari
inhibe ettigi bilinen cesitli ajanlarin (44Bu, gecici Na* blokorii; ranolazin,
surekli Na* kanal blokorii; zoniporid, NHE inhibitori ve KBR-7943, NCX
inhibitorii) I/R hasarina kars! kardiyoprotektif etkinliklerinin ayni deneysel

kosullar altinda karsilastiriimasi amaclanmistir. Ayrica bu kargilagstirmanin



yapiimasi, yeni bir Na* kanal blokérii olan ve i/R hasarina karsi koruyucu
etkisi bilinen 44Bunun”*' diger Na*-Ca*® asir yiklenmesini azaltan

ilaclar arasindaki yerinin belirlenmesine ve Kklinik agidan 6nemi olup
olmadigina isaret edebilir.



2. GENEL BILGILER

2.1. iskemi - Reperfiizyon Hasarl

i/R hasari, uzun sureli iskemi periyodunu takiben kan
akiminin restorasyonu (reperfiizyon) sonucunda olusur®®. Bircok bireyde,
miyokardiyal hasar, aterosklerotik plagin da eglik ettigi trombotik bir
koroner arter oklizyonundan kaynaklansa da, genellikle MI'ya yol acan
I/R, herhangi bir koroner arter hastaliyi olmaksizin uzun siiren koroner
spazma bagli olarak olugur. En o6nemli tetikleyicilerinden biri, ciddi
emosyonel strestir, nadir olarak da alerjik reaksiyonlar ve

hiperkoagiilasyon sonucunda olusabilir®>.

iskemi ve reperfiizyonun suresine gére i/R ile indiiklenen

kardiyak hasar 3 farkli derecede tanimlanmistir®*.

1. Derece I/R Hasar:: Hasarin en disik oldugu dizeydir. iskemi
periyodu 5dk’dan kisa oldugunda olusur. Bu dizeydeki hasarda
kardiyak aritmiler gozlenirken, ventrikiller kontraktil disfonksiyon veya

kardiyak hiicre 6limi olusmaz**

2. Derece I/R Hasari: iskemik periyot, 5-20 dk’ya uzadiginda olusur ve
bu dizeydeki kardiyak hasar, miyokardiyal sersemleme (stunning)
olarak tanimlanir. Miyokardiyal sersemleme, kardiyak miyosit 6lumu
olmaksizin olugsan geri donusumlu (reversibl) ventrikuler kontraktil

disfonksiyonla karakterize edilir®®.



3. Derece i/R Hasari: Hasarin en siddetli oldugu diizeydir. iskemi siresi
20dk’'nin Gzerine ciktiginda olusur. Bu asamada, kardiyak miyositlerde
hicre o6lumuyle sonuclanan geri donusumsiuz (irreversibl) hasar
meydana gelir. Bu dizeyde hasar, infarkte dokunun kontraktilitesi
bozuldugundan dolay! siddetlidir ve bdylece kalbin pompalama

fonksiyonu bozulur®,

MiYOKARDIYAL HASAR

1.Derece 2.Derece 3.Derece
Aritmiler ~ Miyokardiyal disfonksiyon ~ Nekroz

1 1 1 .
. i i . . —
1] 5 10 15 20 25

Iskemi sciresi (dakika)

Sekil 1: iskemi reperfiizyonla indiiklenen miyokardiyal hasarin

dereceleri®?

2.1.1. iskemi-Reperfiizyon Hasarinin Patofizyolojisi

2.1.1.1. Miyokardiyal Enerji Metabolizmasi

Kalp, oksidatif  bir doku oldugundan, kardiyak
metabolizmanin %90'dan fazlasi aerobiktir?®?’. Aerobik metabolizmanin

baskin olmasindan dolayi, kalp htcreleri, hiicresel volumin yaklasik %25-



35 kadar cok sayida mitokondri icerirler?®®. Kardiyak kasta, seliiler
yerlesimlerine gore subsarkolemmal ve intermiyofibriller olmak tzere 2 tip
mitokondri tanimlanmistir®®. Subsarkolemmal mitokondri, iyonlarin aktif
transportla sarkolemmaya gecisi icin gerekli olan ATP olusumunu
saglarken; intermiyofibriler mitokondri, kontraksiyon icin gerekli olan ATP
tiretiminden sorumludur®’. Kardiyak miyositte, hidroliz edilen ATP’nin 2/3'u
kontraktil aparat tarafindan kullanilir, diger 1/3’lik kismi ise iyon
pompalariyla iyon dengesinin surdurtlmesinde rol oynayan aktif
transportta kullanilir?’. Sarkoplazmik retikulumdaki (SR) Ca*?ATPaz bu
transport sistemleri arasinda sayilabilir®. Saglkli bir kalpte, yag asitleri
primer enerji kaynagidir ve enerji gereksiniminin %60-80’ini karsilar?’.

Diger eneriji kaynaklari laktat ve glikozdur®.

Normal fizyolojik kosullarda (aerobik kosullarda), glukoz
metabolizmasi sitoplazma icinde gerceklesen glikoliz reaksiyonuyla baglar.
Glikoliz reaksiyonunun son urind olan pirtvat, mitokondri igerisine alinir
ve pirivat dehidrogenazla (PDH) Asetil KoA'ya donustaralur. Ayni
kosullarda laktat da mitokondri icine kolaylikla tasinir ve burada laktat
dehidrogenaz (LDH) araciligiyla pirGvata donuastarialur. Yag asitleri,
plazma membranini difizyon ya da protein aracili tasima ile gectikten
sonra, koenzim A esterlerine cevrilirler(yag asidi aktivasyonu). Bundan
sonra, mitokondri icine alinirlar ve [-oksidasyonla Asetil KoA'ya
donustartlurler. Glukoz, laktat ya da yag asitinden elde edilen Asetil KoA,
krebs siklusuna girerek CO,, NADH, FADH, olusturur. Glikoliz
reaksiyonunda, B-oksidasyonda ve krebs siklusunda olusan NADH ve -
oksidasyonda olusan FADH;, elektron transport zincirinde (ETC)
reaksiyona girerek lzerlerindeki protonu (H*) oksijen ve ADP varliginda
H.O'ya transfer ederler ve sonugta enerji (ATP) elde edilir. Yag asiti
dizeylerinin artmasi yani (3-oksidasyonun artmasi, ¢ok sayida mekanizma

ile miyokardin glikoz alimini azaltir ve glikoz oksidasyonu baskilanir. Yag



asidi oksidasyonunun artmasi, mitokondri igindeki Asetil KoA ve NADH

miktarini artirarak PDH etkinligini azaltir®®.
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Sekil 2: Miyokardiyal enerji metabolizmasi yolaklari®!

Uzun sdreli iskemi sirasinda ise, mitokondriye oksijen
tasinmasi ve Krebs siklusu durur ve béylece oksidatif fosforilasyonla eneriji
elde edilemez. Boylece iskemide anaerobik glikoliz 6nem kazanir.
Doymamis yag asitlerinin seltler dizeyleri artmaya baslar, NADH’In
sitozolik diizeyleri artar, bu da NADH/NAD" oraninin birka¢ kat artmasina
yol acar?’. Iskeminin ilk dakikalarinda, seliiler ATP duzeyleri glikolizle
surdurulebilir. Fakat, glikolitik akista artisa sitozolik laktat duzeylerindeki
artis ve seluler pH'da azalma eglik eder. 30 dk'lik iskemiden sonra,



sitozolik H" iyonu konsantrasyonu belirgin olarak artar ve seliiler pH 5,5 —
6’'ya duser. Bu da, glikolitik enzim aktivitesinin inhibisyonu ve glikolitik

akista azalmayla sonuclanir®’3%2,

Kreatin fosfatin seltler dizeyleri
iskeminin baglangicinda azalir ve kreatin fosfat depolarinin yaklasik %90’I
iskeminin  10.dk’'sina kadar bosalir®*. iskemi sirasinda seliiler ADP
dizeyleri artmasina ragmen, ATP dizeyleri yavas olarak azalir ve
iskeminin 30. dk’'sindan sonra ATP duzeylerinin %50-60 oraninda azaldig!

gosterilmistir®®
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Sekil 3: iskemi ve reperfiizyon sirasindaki metabolik degisiklikler**
(KF: Kreatin fosfat)



2.1.1.2. Oksidatif Hasar

Hem iskemi hem de reperfiizyon sirasinda ROT olusumu, I/R
ile induklenen kardiyak hasara katkida bulunan major
faktordr?*343>3037.38 IR srrasinda ROT ve reaktif nitrojen tiirlerinin
olusumu, gerek lipid peroksidasyonu, gerekse nitrasyon veya oksidasyon
gibi olaylarla protein hasari araciligi ile lipid membranda hasar olusturur.
Oksidan aracilikli seluler hasar, hicre membraninda hasara yol agar,
hicrenin iyonik homeostazini regile etme vyetenegini bozar ve
mitokondriyal hasara da aracilik eder. Sonucgta oksidatif fosforilasyon
azalir ve mitokondriyal gecis poru acilir’®. I/R, farkli yolaklar aracilig ile
(mitokondri, ksantin oksidaz, NADPH oksidaz) ROT olusumunu basglatir®®.
Mitokondriyal ROT olusumu, /R sirasinda anahtar rol oynar?*3%3°,
Ozellikle mitokondriyal superoksit radikallerinin olusumu, hem iskemi hem
de reperfiizyonda kompleks 1 ve 3'de artar. iskemide, siiperoksit diizeyleri
dereceli olarak artarken, reperfizyonun ilk dakikalarinda respiratuvar

patlama (burst) gerceklesir®® 3.

iskemik dokularin reperflizyonu, siiperoksit anyonlari (O5),
hidroksil radikalleri (OH", hipoklorik asit (HOCI)), hidrojen peroksit (H2O,)
ve peroksinitrit tarevi nitrik oksiti iceren toksik ROT'un olusumuna sebep
olur. iskemi sirasinda seliiler ATP, hipoksantin formuna indirgenir.
Normalde hipoksantin, ksantin dehidrogenaz tarafindan ksantine oksitlenir
(yukseltgenir). Bununla birlikte, iskemi sirasinda, ksantin dehidrogenaz
ksantin oksidaza donisir. Ksantin oksidaz, nikotinamid adenin dintkleotidi
substrati gibi kullanan ksantin dehidrogenazin tersine, substrat olarak
oksijeni kullanir. Bundan dolayi, iskemi sirasinda, hipoksantinin ksantine
dontisumi katalizlenemez, bu da asin dizeyde hipoksantin birikimine

sebep olur. Reperflizyonla yeniden saglanan oksijenle, asiri hipoksantinin,



ksantin oksidaza donusumi sonucu toksik ROT olusur. Reaktif oksijen
turevleri, kuvvetli yikseltgen ve indirgeyici ajanlardir ve lipid
peroksidasyonu ile seliller membran hasarina yol acarlar*’. Ayrica, I6kosit
aktivasyonunu ve eikosonoid (TXA,, LTB,) sentezinde énemli bir prekirsor
olan arasidonik asidin olusumunu saglayan plazma membran fosfolipaz A,
nin aktivasyonu ile kemotaksisi uyarirlar®®. ROT, Iékosit adhezyon
molekillerini ve transkripsiyon faktorlerinin (nukleer faktor- KB gibi)
aktivasyonu yolu ile sitokin gen ekspresyonunu uyarir ve i/R sonrasi
l6kositlerin endotele yapismasi (endotelyal adherens) artar®.

iskemi sirasinda ve 6zellikle reperfiizyon sirasinda, oksidatif
stres, radikallerin asirt olusumuna, koruyucu enzimler ve radikal
temizleyicilerin eksikligine sebep olur**?. Oksijen radikalleri, proteinlere
saldinr ve K* kanallarinin bloke edilmesine, SR'deki Ca™ saliverici
kanallarin aktivasyonuna ve mitokondriyal mega kanalin aktivasyonuna yol
acar. Bu da, lipid peroksidasyonuna sebep olur. Elektrofizyolojik olarak,
aksiyon potansiyelinin ¢ikis (upstroke) hizi ve ileti hizi azalr, erken ard-
depolarizasyonun (early after depolarization, EAD) olusmasi ile plato uzar
ve sonug olarak plato seviyesinde depolarizasyon olusur. ikinci asamada,
hiicre repolarize olabilir, tekrar ¢ok kisa aksiyon potansiyelleri gbzlenir ve

sonug olarak hiicre uyarilir ve kas devamli kasiima halinde kalir*?.

i/R ile induklenen miyokardiyal oksidan olusumu, bircok
mitokondriyal proteinin oksidasyonunda rol oynar. Elektron transport zinciri
bozulur (kompleks | ve IV'de hasar olugur), mitokondriyal sisme ve
mitokondriyal membran permeabilitesi artar. i/R ile indiiklenen oksidatif
stres, hem nekroz hem de apoptozis de mitokondri aracilikli hicre

olumuna tetikler.?’
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iskeminin ardindan reperfiizyon, iskemi sirasindaki serbest
radikal olusumunu daha fazla artirir. Ksantin oksidaz reaksiyonu,
mitokondriyal solunum zinciri (yukseltgenme/indirgenme reaksiyonlari),
notrofil aktivasyonu ve katekolaminlerin oto-oksidasyonu serbest radikal
dretiminden sorumlu olan mekanizmalardir. Serbest radikaller, kimyasal
yonden cok reaktiftirler, doymamis yag asitlerinin ve fosfolipitlerin
oksidasyonuna, mitokondriyal ve seliler membranlarin bozulmasina,

membran enzimlerinin inaktivasyonuna neden olurlar®.

i/R ile induklenen ROT olusumu, Ca™ asiri yiklenmesi,
iyonik dengesizlik, ATP olusumunda azalma ve selluler pH'da azalma
sonucunda mitokondri i¢ membraninda bulunan mitokondriyal gecis
porunun (MPTP) acilimina yol acar. Bu da, mitokondriyal membran
potansiyelinin depolarizasyonuna ve mitokondriyal matriks icerisine su
girisi sonucu mitokondriyal sismeyle sonuglanir. Fizyolojik kosullarda,

mitokondri ic membrani, iyonlara karsi gecirgen degildir®* 2’

I/R hasarinda, kardiyak miyosit 8lumi, mitokondriyal hasarin
derecesiyle ve mPTP’nin acik kalma suresiyle iligkilidir. Soyle ki, sinirli
sayida por, kisa sdreli acildiginda, mitokondride anlamli derecede hasar
olusmaz ve hiicre, i/R'dan sonra iyilesir. mPTP aciliminin uzun sirmesi
mitokondri dis membraninin yirtilmasiyla sonuclanir ve mitokondriden
apoptotik proteinlerin saliveriimesine yol agar. Bunun sonucunda hucre
programli  6liume (apoptozis) gider, bu evrede enerji Uretimi yeterli
dizeydedir. mPTP acilimi daha da yayginlasir ve uzarsa, mitokondri
onemli derecede hasar gorur, ATP Uretimi azalir ve hicre 6lumu nekroz

araciligyla olusur (Sekil-4) 18 %27,
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Sekil 4 : /R hasarindan sonra kardiyak miyositlerin 6limiunde mPTP’nin

roli*®

2.1.1.3. lyonik Degisiklikler

Kardiyak miyosit sarkolemmasi, seliler pH’'nin ve membran potansiyelinin

surdurulebilmesi icin cesitli Gniport ve antiport iyon kanallari ve aktif

transport mekanizmalari icerir. Miyokardiyal inner membranda da ayni

familyadan uniport ve antiportlar bulunur?’.
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Sekil 5: Seliller ve mitokondriyal membran potansiyelinin kontroltinde rol

oynayan anahtar iyon kanallari*®

2.1.1.3.1. I/R ‘de Sitoplazmik Iyonik Degisiklikler

Sitoplazmadaki iyonik icerik, uzun sureli iskemi sirasinda
belirgin olarak degisir. Ornegin, iskemi sirasinda ATP dizeyleri azalir,
sarkolemmal Na*/K* ATPaz ve SR'deki Ca*>-ATPaz etkisiz olmaya baslar,
bu da hem Ca" hem Na* duzeylerinde artigla sonuglanir. Bununla birlikte,
iskemik miyositte dislk parsiyel O, basincindan dolayi, mitokondrideki
oksidatif fosforilasyon azalmistir. Sonugcta laktik asit Uretimi artar ve H*
iyonu akiumiilasyonu ile sonuglanir. Sitozolik H* iyonunda artig,
sarkolemmadaki Na'/H® tasiyicisinin etkisinden dolayi, sitozolik Na®
artisiyla sonuclanir. Sitozolik Na® artisi, Na*/Ca*? antiportunun ters
calismasina yol acar ve iskemide sitozolik Ca*? asir yiiklenmesine neden
olur. Sitozolik Ca*? homeostazisine katilan diger faktérlerden biri L-tipi Ca*
kanallaridir ki, miyosit kontraksiyonu sirasinda sitozole Ca™ girisini
saglarlar, digeri ise, hiicre disina Ca™ un aktif transportunu saglayan
sarkolemmal Ca">-ATPazdir. /R ile indiklenen ROT olusumu,

+2,

ekstraseluler Ca™nin miyosit icerisine girisini artirir. i/R ile indiklenen
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radikal olusumu, direkt olarak reaktif aldehitlerin olusumu araciligiyla
sitozolik Ca™ asir yiklenmesine katkida bulunur. Reaktif aldehitler,
plazma membranindaki Ca™-ATPaz aktivitesini inhibe eder ve hiicre
disina Ca™ transportunu geciktirir’’. Sitozolik Ca™ artisi, kardiyak
miyositlerde cesitli yollarla hasar olusturur. Ornegin, sitozolik serbest Ca*?
artist, kardiyak miyosit kontraktlrini promote eder ve kalbin normal
kontraktil aktivitesi engellenir. Ayrica, sitozolik Ca*? artisi, kalpain ve
katepsin gibi miyokardiyal hicre o6liminde (hem apoptozis hem de
nekrozda) rol oynayan proteazlarin aktivasyonuna yol acar*®. Son olarak
iskemi, ATP ile inhibe olan sarkolemmal ATP duyarli K* kanallari
araciigiyla, K™ akisindaki degisiklikleri tetikler. Bu kanallar, yapisal olarak
iki farkli protein icerir: ice yonelik rektifiye K™ kanal poru ve silfonilire
reseptor alt Unitesi. Sarko Karp'nin farmakolojik ajanlarla agilmasi,
miyositlerden disari K™ ¢ikmasina yol acgar ve kardiyoproteksiyon olusturur.
Hem iskemi hem de reperflizyon sirasinda kardiyak aksiyon potansiyelinin
suresini  kisaltir (faz 3 repolarizasyonu hizlandirir) ve L-tipi Ca’
kanallarindan hiicre icine Ca*? girisini azaltarak Ca*? asiri yiiklenmesini

onler®.

Ca'*? asiri yiiklenmesinin ve artmis serbest radikal tretiminin
(6zellikle oksijen radikalleri) reperfizyon hasarinda en ©6nemli
mekanizmalar oldugu hakkinda bircok kanit vardir. iskemi sirasinda,
intraseliiler asidoz Na*/H" antiport aktivitesini uyarir. Enerji bagimh Na*-K*
ATP.,In inhibisyonundan dolayr, Na® artar ve Na'/Ca’ antiportunun
aktivasyonuyla intraseliiler Ca*™ vyiikselir*®. Intraseliler Ca™ iceriginde
artis, membran fosfolipidlerinde degisiklik yapabilen, fosfolipazlari aktive
eder. Sitozolik Ca*™ asiri yiuklenmesi, endojen kaynaklardan bilhassa
SR’den saliverilen veya sarkolemmal katyon kanallarindan akigindan
kaynaklanir. Iskemi ve reperfiizyonda asiri intraseliler Ca™ asiri

yiklenmesinden sorumlu mekanizmalar Sekil-5'te gosterilmistir*>.
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Sekil 6: I/R’de sitoplazmik ve mitokondriyal iyonik degisiklikler'®

2.1.1.3.2. I/R'de Mitokondriyal iyonik Degisiklikler

Mitokondriyal inner membrandaki H*,Ca*™* ve K* kanallari, i/R
ile indiiklenen mitokondriyal iyonik homeostazin bozulmasinda anahtar rol
oynar. iskeminin baslangicinda inner membran yiizeyi ve mitokondriyal
matriks arasinda A[H'] ve mitokondriyal membran potansiyeli (Aym),
ATP,, aracilhigiyla sitozolik ATP hidrolizinden dolay! birka¢ dakika igin
korunur. ATP hidrolizi dereceli olarak sonlanir ve uzun sireli iskemide
mitokondriyal elektron transferi durur. Bu da, mitokondriyal matriks ve
inner membran yiizeyi arasinda A[H]'da yavas bir azalmayla sonuclanir®’.
Sonugta, mitokondri membran potansiyeli diser. A[H]daki azalma,
mitokondri matriksi Uzerindeki protonlarin sizmasini baglatan eslenmemis
proteinler aracihgiyla olur. iskemi ile indiiklenen mitokondriyal membran
potansiyelindeki depresyon, Ca*? influksunu ve ROT olusumunu azaltarak
reperfiizyonun erken fazinda protektif bir rol oynayabilir?’. Mitokondriyal

+2,

inner membrandaki Ca*® uniportu, Ca*a géreceli olarak diisiik afinite
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gosterir ve elektroforetik olarak calisir, bdylece mitokondri icine Ca*?
influksu, sitozolik Ca*? konsantrasyonuna ve mitokondriyal membran
potansiyeline baglidir. Normal perfiizyon kosullarinda, sitozolik Ca™ (~10
" M) disiiktiir, bundan dolayi mitokondriyal inner membrandan Ca*? sinirli
bir sekilde gecer. Bununla birlikte, mitokondriyal IR hasarinda sitozolik
Ca™ artar ve mitokondri membran potansiyeli degisir, mitokondriyal

r?"%%) " Iskemide mitokondriyal Ca** artmig

matrikse Ca*? influksu arta
olmasina ragmen, mitokondriyal membran repolarize oldugunda major
Ca'? influksu, reperfiizyon sirasinda olusur. Daha spesifik olarak, iskemi
sirasinda mitokondriyal Ca*?, bazalin %50'si kadar artar, oysa
reperfiizyonda, bazalin 4-5 kati kadar artar. Mitokondriyal Ca**daki bu

buyik artis, I/R ile indiiklenen seliiler hasara major olarak katilir®.

Son yillarda yapilan calismalar, mitoKatp kanallari tGzerinde
yogunlasmigtir. MitoKatp, mitokondri inner membranda lokalizedir ve sarko
Katp'ye benzer olarak gecici iskemiye cevap olarak acilir. Bu kanallarin
acihminin  kardiyoproteksiyonda rol oynadigr gosterilmigtir. MitoKarp
aktivasyonu, reperfizyon sirasinda ROT olusumunu azaltir, iskemi
sirasinda mitokondriyal Ca*? akumiilasyonunu azaltir, iskemiden sonra

mitokondriyal enerji olusumunu saglar *°.

2.2. I/R Hasarinin Klinik Sonuclari

I/R  hasarinin  klinikk sonuglari, gecici reperfiizyon
aritmilerinden 6lumcil (fatal) coklu organ disfonksiyonu sendromunun
gelisimine kadar bircok patolojiyi icerir. i/R’ye cevapta bireyler arasinda
biyuk farkhliklar olmakla birlikte, hiperkolesterolemi, hipertansiyon veya
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diyabet gibi mevcut risk faktérlerinin varhidi, i/R hasarinin zararl etkilerine

kars! mikrovaskulatiiriin duyarliigini artirir®®.

2.2.1. Vaskiler Hasar ve “Yeniden akisin olmamasi (No-Reflow)”

Fenomeni

Klinikte, vaskuler oklizyonun agilmasindan sonra iskemik
organa kan akisinin genellikle tamamen saglanamamasi “no reflow”
fenomeni olarak tanimlanir. Lokosit endotelyal hiicre adhezyonunda,
platelet-lokosit agregasyonunda, interstisyel sivi birikiminde artis ve
mekanik kan akisinin obstruksiyonu ile birlikte endotel bagimh
vazorelaksasyonun azalmasi bu fenomenin olusumuna aracilik eder.
Klinik olarak bu fenomen, reperflizyon sonrasindaki dénemde kalici organ
disfonksiyonuna (6rn. miyokardiyal stunning- sersemleme), organ naklinde

basarisizlija veya infarkt alanin artmasina yol acabilir®.

2.2.2. Miyokardiyal Sersemleme

Miyokardiyal sersemleme, reperfizyondan sonra kotilesen
ve geri donidsumsiz olmayan miyokardiyal disfonksiyon olarak tanimlanir.
Dogas! geregi, gecici kontraktil disfonksiyon, inotropik veya mekanik
dolasim destegine de ihtiya¢c duyulmakla birlikte, zamanla geri
donusumludar. Miyokardiyal sersemlemenin kabul edilen mekanizmalari,
reperflizyon sonrasi ATP'nin yeniden sentezinin azalmasini, koroner
mikrovaskiler spazmi veya tikanmayi, ROT bagiml sitotoksik hasari ve
anormal kalsiyum metabolizmasini icerir’*. Hiberne miyokart(hibernating

myocardium) terimi, miyokardiyal sersemlemenin tersine, istirahat halinde
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kalici miyokardiyal disfonksiyonu ifade eder ve reperfizyona deqgil

iskemiye bagli olarak gelisir>?.

2.2.3. Reperfuzyon Aritmileri

Reperfuzyon aritmileri, genellikle trombolitik tedavi alan veya
kardiyak operasyon geciren hastalarda gdzlemlenir ve koroner iskeminin

hafifletimesinden sonraki ani 6limlerin nedeni olarak kabul edilir.

Deney hayvanlarinda yapilan i/R ¢alismalari da gdstermistir
ki, herhangi bir koroner hasar tasimayan deneklerde, 15-20dk sureyle
iskemiye maruz kalan miyokardin reperfiizyonu, siklikla ventrikuler
tasikardi ve fibrilasyon olusumuna yol acar ve idiyoventrikiler ritim
olusumunu hizlandinr®®. iskemik boélgenin reperfiizyonu sirasinda iyon
konsantrasyonlarinin hizli ve ani degisimi de kismen reperfliizyon
aritmilerinin olusumuna yol acabilir. Dereceli yeniden akis veya gecici
asidik reperfiizyon malign aritmilerin frekansini azaltir’®*. Reperfiizyon
aritmilerinin ¢ogu klinik acidan énemli olmamakla birlikte, trombolitik tedavi
alan AMI gecirmis hastalarda, ventrikiler fibrilasyon veya tasikardi
insidansinin tedavi almamis hastalara go6re daha dusik olmasi,

reperfiizyonun miyokardiyal aritmi riskini azalttigini distindirmektedir>”.
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2.3. Na" ve Ca' asin yiklenmesine etki eden ilaglarin IR

hasarindaki koruyucu roli

I/R hasarina kars! etkin tedavi stratejilerinin gelistirilebilmesi
icin, bu patolojide rol oynayan hicresel sinyal yolaklarinin iyi anlagiimasi

gerekir.

I/R hasarinin temelinde, hiicrede meydana gelen iyonik
degisiklikler eslesmis degis-tokuscu teorisiyle (coupled exchanger theory)
aciklanir®®. Buna gore, iskemi sirasinda oksidatif fosforilasyon hizla durur
ve anaerobik glikoliz baslatilir. Anaerobik glikolizin net Granleri, laktat ve
protonlardir. Anaerobik glikoliz sirasinda 10dk icinde pH 1 birim diger ve
asidoz gelisir®®. intraseliiler asidoz NHE1 ve Na*-HCOj3 kotransportunu da
iceren asit uzaklastirma mekanizmalarini stimile eder. Bu da
uzaklastirilan her bir H" iyonuna kars! bir Na* iyonunun hiicre igine girisine
yol acar. intraseliiller Na" konsantrasyonundaki artis, membranda bulunan
Na® pompasinin aktivasyonuyla minimize edilmeye calisilsa da iskeminin
gec doneminde Na* pompasi inhibe edilir’’. Ayrica, iskemi sirasinda
ozellikle surekli (persistent) Na® akimini(lyap) iceren, hiicre icine Na*
girisine yol acan diger kaynaklar da intraseliler Na* artisina katkida
bulunur. Kaynagi her ne olursa olsun, intraseliler Na’
konsantrasyonundaki artis, NCX'in ters modda calismasini aktive ederek
intraseliiler Ca*™ konsantrasyonunun artmasina yol acar. Hiicre icinde
Ca'? birikmesi ise, kardiyak miyosit kontraktiirinii baslatarak ve ayrica
kalpain ve katepsin gibi miyokardiyal htcre 6liminde rol oynayan
proteazlarin ve fosfolipazlarin aktivasyonuna yol acarak, hiicresel hasara

neden olur®®,
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Sekil 7: I/R sirasinda kalpte [Na']i ve pH regiilasyonunda rol oynayan

yolaklar>®

I/R hasarinin olusumuna aracillk eden ve vyukarida
bahsedilen iyonik dedisiklikler g6z ©Oninde bulunduruldugunda,
intraseliler Na* girisini velveya sonucta intraseliler Ca™ asir
yiiklenmesini azaltan ilaclar, miyokardiyal i/R hasarinin azaltiimasi ya da

onlenmesinde olasi tedavi yaklasimlari arasinda yer alabilir.
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2.3.1. Na' kanal blokorleri

Hucre icine Na* girisinden sorumlu ana kanal, voltaja duyarli
Na® kanallaridir (Ing). Kalpte Na* akisi, tek bir kanal tarafindan kontrol
edilmez, ya kanalin farkh populasyonlari ya da tek bir kanalin
modiilasyonuyla diizenlenir. Baglica iki tip Na® akigindan stz edilebilir:
Gegici Na® akisi (Ina1) Ve sirekli Na® akisi (Inap). Biyofiziksel olarak,
inaktivasyon komponenti disinda, bu iki tip akigin 6zellikleri benzerdir. Iyar,
istirahat potansiyelinden daha pozitif membran potansiyellerinde inaktive
olurken, Inap, repolarizasyon sirasinda inaktive olur. Sican ventrikiler
hiicrelerinde, Ingp’nin  aktivasyonu icin gereken membran potansiyel,
20mV civarindayken Inar icin bu deger, (-52)-(-34)mV’dur®®. Kardiyak
hiicrelerde Inap, Inat ile ayni iyonik selektiviteye, kondiktansa, ortalama
acik kalma stiresine sahiptir®. Inap'nin bilytiklugu, gecici komponentin %1’
kadardir ki, sican miyositlerinde yapilan bir calismada -40mV’a
depolarizasyondan sonra 140ms icerisinde pik Inar'nin 53nA, Ingp’'nin ise
300pA oldugu bildirilmigtir®® 62 6364,

iskemi sirasinda ekstraseliller K”un akiimilasyonu, dereceli
olarak membran depolarizasyonuna neden olur ki, bu da aksiyon
potansiyelinin bozulmasina yol agan gegcici Na™ akiginin inaktivasyonuyla
sonuclanir. Bunun yani sira, depolarizasyonla inhibe olmayan, yavas
olarak inaktive olan ve Na" akisinin ¢ok kiigik bir miktarindan sorumiu
olan surekli Na* akigi uyarilir ve bu akis, iskemi sirasinda hiicre igine Na*

girisinin major kaynagidir®>:¢7,

Yapilan calismalarda, Ingp’'nin hipoksi veya iskeminin yani

sira®®% iskemi veya reperfiizyon sirasinda salverildigi bilinen
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70,71

lizofosfatidilkolin, palmitoil-L-karnitin ve hidrojen peroksitle arttigi

bildirilmistir.

Inap, tetradotoksin (TTX), lidokain ve kinidin gibi ajanlarla
blokasyona  Inarden  daha  duyarhdir®®®.  TTXin  dusik
konsantrasyonlarinda, izole kobay kalbinde, iskeminin neden oldugu
kontraktil disfonksiyonun diizeldiginin gésteriimesi®’, Iyap kanallarinin
blokajina neden olan ilaglarin /R hasarinin tedavisinde faydali
olabilecegini dusundurmustir. Tanonaka ve arkadaslari tarafindan izole
sican kalbinde yapilan calismada, TTX'in (0.1-1yM) konsantrasyon
bagimh olarak I/R ile induklenen miyokardiyal sodyum icerigini azalttigi ve
sol ventrikil gelisen basincindaki (SVGB) post-iskemik iyilesmeyi artirdigi
gosterilmistir. Ayni calismada, distuk konsantrasyonda TTX'in (0.1-0.3uM)
kontraksiyon buyukluguni  degistirmeksizin, kalbi /R hasarina karsi
korudugu gosterilmistir. Bu sonuglar, 0.1 ve 0.3uM TTX'in Inar Uzerine
daha dusik inhibitor etki gdsterirken, Ingp'yi inhibe ettigini gosteren
calismalari®®’? destekler. Ayrica, 60uM TTX'in izole sican miyositlerinde
hipoksiyle indiklenen Na* artisini azaltti§i saptanmistir’®.  200uM
lidokainin de izole sican kalbinde iskemiyle indiiklenen Na* artisini inhibe
ettigi ve buna bagl olarak post iskemik kontraktil disfonksiyonu duzelttigi

ve infarkt alanini azalttigi gosterilmistir’".

Takeo ve arkadaglari tarafindan yapilan bir caligmada, Na*
kanallarini bloke eden sinif-l antiaritmik ajanlarin (kinidin, disopramid,
prokainamid, lidokain, meksiletin, flekainid ve pilsikainid) post-iskemik
kontraktil fonksiyonu arttirdi§i ve bu etkinin Na* kanallarini bloke etme
gucuyle dogru orantili oldugu gosterilmistir. Buna gdre kinidin, flekainid ve
pilsikainid en guclu kardioprotektif etki gosterirken, bu ajanlari disopramid,

meksiletin ve daha sonra da lidokain, prokainamid izlemistir. Buna paralel
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olarak da lidokain ve prokainamidin pre-iskemik kalpte sol ventrikul gelisen
basincini diger ajanlara gére minimal diizeyde azalttigi saptanmistir ve
sinif-l antiaritmik ajanlarin negatif inotropik etkileriyle post iskemik
kontraktil giicii arttirmalari arasinda iliski oldugu 6ne siriilmistiir”®. Bircok
calismada da, kardiyoprotektif ajanlar icin negatif inotropik etki ve enerji
koruyucu etkinin (energy sparing effect) 6nemli oldugu rapor edilmistir™®"".
Ancak yukarida bahsedilen calismada, kinidin varhidinda miyokardiyal
yuksek enerjili fosfat dizeylerinin  degismediginin gosterilmesi ise
kardiyoprotektif etki icin negatif inotropik etkinin yani sira enerji koruyucu
etkinin mutlaka gerekli olmadigini gostermektedir. Ayrica Iyap’nin, /R
hasari sonucunda olusan aritmilerden sorumlu oldugu da gosterilmistir®®.
Butin bu bilgiler i1siginda Inap’nin blokaji, I/R hasarina karsi terapotik
yaklasim i¢in 6nemli bir hedef olarak gortulmektedir. Bu akisi bloke eden
ajanlardan ranolazin, 2006 yilinda kronik anjina tedavisi icin FDA’den onay
almistir. Akut miyokardiyal iskemi sirasinda, ranolazin uygulanmasinin
kardiyoprotektif etkili oldugu, dusik akigli iskemiye maruz birakilan izole
kobay kalbinde gosterilmistir. Bu calismada, ranolazin varliginda seltler
ATP duzeylerinin korundugu ve hicre olumandn belirtecleri olan kreatin
kinaz ve laktat dehidrogenaz saliveriimesinin azaldigi ve bdylece
miyositlerin iskemiye toleransinin arttigi bulgulanmistir®. iskemi sirasinda
ranolazin uygulanmasi, miyokardiyal hiicre 6lumint azaltir ve sol ventrikul
fonksiyonunu duzeltir. Global iskemi modelinin kullanildigi Langerdorff-
perflize tavsan kalbinde de ranolazinin iskemi dncesinde uygulanmasinin,
kreatin kinaz saliveriimesini anlamh olarak azalttigi ve reperfiizyon
sirasinda, sol ventrikil gelisen basinci ile kasilma-gevseme hizini
duzelttigi gosterilmistir’®. Bunun yani sira, bagka bir calismada da,
ranolazin uygulanmasinin normoksik kosullarda hemodinamik ve kontraktil
parametreleri etkilemedigi, i/R sonrasinda ise kardiyak isi ve hiz-basing

driniini korudugu gosterilmistir®.
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in vivo I/R caligmalarinda da, koroner arter okliizyonu ve
reperflizyonundan sonra ranolazinin, miyokardiyal kreatin kinaz ve laktat
dehidrogenaz saliveriimesini®, infarkt alanini ve kardiyak troponin-T
saliveriimesini azalttigi ve sol ventrikiler disfonksiyonunu duzelttigi
gosterilmistir®>. Ranolazinin infarkt alani (zerine etkisini inceleyen
calismalarin sonuclar birbiriyle ¢elisgkilidir. Black ve arkadaslarinin yaptigi
calismada, 90 dk koroner arter oklizyonu ve 18 saat reperflizyon
uygulanan kanin modelinde, ranolazinin kreatin kinaz saliverilmesini ve
infarkt alanini etkilemedigi bulgulanmistir®. Bu farkllik, farkl tirlerde
ilacin etkisinin de farkli olmasindan veya iskemi siresinin uzunlugundan
kaynaklanabilir. 15 dk koroner arter oklizyonu ve 3 saat reperfliizyonun
uygulandigi tavsan kalbinde yapilan bir calismada da, ranolazinin
kontraktil fonksiyonu duzeltirken, miyokardiyal nekrozu veya bdlgesel
miyokardiyal kan akisini degistirmediginin gosterilmesi® ise, infarkt alani
Uzerine olan etkisizliginin iskemi suresinin uzunluguyla alakal olmadigini
gostermektedir. Ayrica bu calismadan elde edilen sonuclar, kontraktil
fonksiyondaki dizelmenin nekrozdan bagimsiz oldugunu

dusundirmektedir.

Selektif olarak Inap'yi bloke eden bir bagka ajan riluzolun de
iskemi ve reperfiizyon sirasindaki kontrakttrin buydkligini azaltarak ve
reperflizyon sirasinda sol ventrikil basincinin normale donds sdresini
kisaltarak, kardiyak i/R hasarini énledigi gosterilmistir. Ayrica reperfiizyon
sonrasinda sistolik basinci arttirdigi ve diyastolik basinci azalttigr ve
bunlara bagh olarak da ventrikiler kasilma ve gevseme hizini arttirdigi

gosterilmistir®®.
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2.3.1.1.44Bu

44Bu (2- hidroksi- 3- (butilaminopropil- 4- [(butoksikarbonil)
amino] benzoat) hidroklorit), yeni sentezlenmis bir bilesik olup, sicanlarda
izoprenalinle induklenen tasikardiyi 6nledigi ve bu etkisinin, kimyasal
olarak cok kisa etkili bir B blokér olan esmolole kimyasal olarak
benzerliginden dolayi, potansiyel olarak 3 reseptorleri ¢ok kisa streli bloke
etmesine bagl olabilecegi 6ne siriilmiistur’. Bunun yani sira, sican izole
ventrikiler miyositlerinde 10um 44Bu’'nun gegici Na* akimini (Inat) %100,
gecici disa dogru K* akimini (l,) %50 oraninda inhibe ettigi gosterilmistir'®.
44Bu’nun membran iyon akimi izerindeki inhibitér etkisinin esmolol*® ve
sinif la antiaritmik ilaglardan biri olan ajmalinden®® daha potent oldugu
gosterilmistir. Bagka bir calismada ise 44Bu’'nun akonitin ile indiklenen
aritmileri ve mortalite oranini azaltmada lidokaine gére daha etkili oldugu

bulgulanmistir®.

Biz de daha 6nce yaptigimiz calismada, 44Bu’'nun (0.3-1 uM)
iskemi 6ncesinde 10dk ve iskemi sonrasinda 5dk uygulandiginda
kardiyodinamik fonksiyonlari dnemli derecede duzelttigini gosterdik. Bu
calismada 44Bu'nun fonksiyonel parametreler (zerindeki koruyucu
etkisiyle uyumlu olarak, ayni konsantrasyonlarda 44Bu, infarkt alanini ve
LDH saliverilmesini azaltmistir. 0.1uM konsantrasyonunda uygulandiginda
ise, hicbir kardiyoprotektif etki gdzlenememigtir. Ayrica reperflizyon
hasarina kargi izole kalp preparatinda gerek kardiyoprotektif, gerekse
elektrofizyolojik olarak ol¢tigumuz gecici sodyum akimi Gzerine inhibe
edici etkisinin, lidokaine gére daha potent oldugu bulgulanmigtir. Bunun
yani sira 44Bu’nun NHE aktivitesini ve Ca*? akimini etkilemediginin de
saptanmasi, kardiyoprotektif etkisinden Na* kanal blokasyonunun sorumlu

oldugu hipotezini desteklemektedir®.
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2.3.2. Na'-H" antiport inhibitorleri

Na’-H" antiportu (NHE), bitin dokularda intraseltler pH'nin
regulasyonunda rol oynar. NHE’nin 6 farkl izoformu bulunmaktadir. Ancak
NHE1, kardiyak dokuda predominant izoformdur ve iskemiyi takiben
kardiyak hicrelerden protonlarin uzaklastiriimasini saglayan en 6nemli
mekanizmadir 8®’. NHE1, protonlar hiicre disina atarken, Na* iyonlarini
kimyasal gradiyente gore hicre icine alir. Degis tokus hizi, kismen
intraselliler pH'nin derecesine baghdir ki intraseltler pH 7.2 civarindayken
veya daha alkali iken O0’'dir. Buna karsin, intraseltler pH 6.5 veya daha
asidikken degis tokus hizi maksimumdur®®. NHE1 aktivitesi, iskemi
sirasinda ve reperfiizyon baslangicinda Na'-K*-ATPaz inhibe oldugunda,
Na"nin akiimiilasyonu ile sonuglanan intraseliler Nanin artigina yol
acar. intraseluler Na'daki artis, Na*/Ca*? antiportu araciligi ile intraseliiler
Ca*"®un artmasina ve sonucta kontraktil disfonksiyona yol agar®® % 9% 92,
Batin bu bilgiler 1s1dinda, 0Ozellikle reperfiizyon sirasinda, NHEZ1'in
aktivasyonunun kalpte hasara yol actigi aciktir ve reperfliizyondan énce bu
antiportun inhibisyonu, miyokardiyal hasari azaltabilir. Bu hipotez, etil
izopropil amilorid (EIPA), kariporid, eniporid ve zoniporid gibi®® 9% 92 93. 94
NHE1 inhibitdrlerinin cesitli modellerde /R hasarini azalttigini veya

onledigini gosteren calismalarla desteklenmisgtir.

Amilorid, tanimlanan ilk NHE1 blokéradir. NHE1 Gzerine
rolatif olarak disuk afinite gosterirken, ayni zamanda epitelyal Na*

kanallari gibi diger kanallari da inhibe ettigi gosterilmistir®

Karmazyn ve arkadaglari tarafindan 1988 yilinda yapilan

calismada, NHE1l inhibitérd amiloridin izole sican kalbinde iskemi
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reperflizyonun neden oldugu miyokardiyal hasari azalttigi ve ventrikuler
fonksiyonun diizelmesini arttirdigi ilk olarak gosterilmistir®. Amiloridin (1
mM) intraseliiler Na”’nin iskemi sirasindaki artisini tamamen bloke ettigi

de bulgulanmistir®”.

30 dk. iskemi, 30 dk. reperfizyon yapilmis izole sican
kalbinde, amiloridin (100 mM) zoniporidden (100 nM) kardiyoprotektif
acidan daha etkili oldugu gosterilmistir®®. Daha 6nce yapilan calismalarda,
bu iki ila¢, yukaridaki konsantrasyonlarinda kullanildiginda, NHEL'i esit

99100 Bu nedenle, amiloridin

dizeyde inhibe ettikleri go6sterilmigstir
kardiyoprotektif etkisinin zoniporidden daha gucli olmasi, NHE1
uzerindeki inhibitor etki gucleri yerine, intraseliler Na* konsantrasyonunu
ne kadar azalttiklariyla iligkili olabilir. Williams ve arkadaslarinin yaptigi
calismada da, amiloridin iskemi sirasinda intraseliler Na“ artigini
tamamen bloke ettigi, oysa zoniporidin intraseliiler Na* artisini anlamli
diizeyde etkilemedigi ancak reperfiizyon sirasindaki gegici intraseliiler Na*

artisini tamamiyla 6nledigi gosterilmistir®®.

in vitro ve in vivo tavsan miyokardiyal iskemik hasar
modelinin kullanildi§i baska bir calismada ise, zoniporidin izole kalpte
infarkt alanini konsantrasyon bagimli olarak azalttigi (ECso = 0.25 nM) ve
50 nM konsantrasyonunda kullanildiginda infarkt alanini kontrole gore
%83 oraninda azalttigi saptanmigtir. Ayrica zoniporidin, bu etki
bakimindan eniporid (ECso = 0.69 nM) ve kariporid (ECso = 5.11 nM) den
2.5-20 kat daha potent oldugu gdsterilmistir. Bu ¢calismanin in vivo kismi

da in vitro kismi ile uyumlu sonuglar icermektedir'®*.
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2007 yihnda, Ten Hove ve arkadaglari sican kalbinde
yaptiklarl calismada, Na® kanal blokori lidokain (200 puM) ve NHE
inhibitérd eniporidin (3 pM) kombine kullanildiginda infarkt alani ve
kontraktil fonksiyon Uzerindeki kardiyoprotektif etkinliklerinin bu ilaglarin
tek basina kullaniimalarina gére daha yiiksek oldugunu saptamislardir™.

Deneysel olarak i/R hasarina karsi NHE1 inhibitorlerinin
kardiyoprotektif etkilerinin gosterilmesi, bu ajanlarin akut koroner
sendromdaki miyokardiyal iskemik hasari ve perioperatif miyokardiyal
hasari azaltmada klinik olarak faydali olabilecegini dusindirmektedir.
Kariporid ve eniporid, klinik deneme asamasinda olan NHELl
inhibitorleridir. ESCAMI  denemesinde, eniporidin infarkt alanini

azaltmadi§i gosterilmistir*®.

Bununla birlikte, 11590 hastada yapilan
GUARDIAN denemesinde ise, kariporid uygulanmasinin koroner arter
bypass graft cerrahisi geciren hastalarda sekonder olarak miyokard
infarktiisi gecirme riskini ve mortalite oranini azalttigi gosterilmigtir.
Benzer olarak EXPEDITION denemesinde de, kariporid uygulanmasinin

miyokard infarktiisti insidansini azalttigi saptanmistir'®.
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2.3.3. Na*-Ca™ antiport inhibitorleri

Kardiyak Na*/Ca*? antiportu (NCX), fizyolojik ve patofizyolojik
kosullarda, Ca*? homeostazinin sirdirilmesinde 6nemli rol oynar*®.
Fizyolojik kosullarda, bu antiport aracihgiyla 3 Na® iyonu hiicre igine
alinirken, 1 Ca* iyonu hiicre disina atilir'®. intraseliler Na*
konsantrasyonu arttiginda, bu antiport mekanizma ters modda calisir ve 1
Ca*? iyonunu hiicre icine alirken, 3 Na™u hiicre disina atar*®®. NCX'in ters
modda calismasi, I/R hasarina yol acan Ca™ asir yiiklenmesinde rol

oynayan major mekanizmadir'®” 108 109,

KB-R7943 (KBR), uM konsantrasyonlarda selektif olarak
NCX'in ters modunu inhibe eder'*®**, KBR'nin kardiyak i/R hasarina karsi
etkisinin incelendigi calismalarda, post-iskemik kontraktil disfonksiyonu
iyilestirdigi**?, miyosit hiperkontraktiirunt**®, infarkt alanini®*  ve

reperfiizyon aritmilerini**® azalttigi g sterilmistir.

SEA0400 (SEA) KBR’den daha potent ve selektif NCX
inhibitéril olarak tanimlanmis ve serebral iskeminin in vitro ve in vivo
modellerinde protektif etkili oldugu gosterilmistir*®. SEA0400'iin bélgesel
iskemiye maruz kalan izole perfiize tavsan kalbinde infarkt alanini*'’, izole
tavsan''’ ve sican™® Kkalplerinde /R ile indiklenen ventrikiiler
disfonksiyonu azalttigi, anesteziye sicanda ise koroner ligasyonla
olusturulan I/R modelinde, ventrikiller fibrilasyon insidansini ve mortaliteyi

azalttigr gosterilmistir''2.
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KBR ve SEAnin Kkardiyoprotektif etkilerinin gdsterildigi
yukaridaki calismalardan farkli olarak, Motegi ve arkadaglari 35 dk iskemi,
60 dk reperfiizyon veya 20 dk iskemi 60 dk reperfiizyon uyguladiklari izole
sican kalbinde, KBR (3-30 pM) ve SEAnin (0.3-1 pM) etkilerini
incelemiglerdir. Bu ¢alismaya goére, KBR veya SEA'nin 35 dk iskemi, 60 dk
reperflizyon uygulanan kalplere pre veya post-iskemik olarak
uygulanmasi, post-iskemik kontraktil disfonksiyonu diizeltmemistir. Ayrica
iskemi veya reperfiizyonla indiiklenen Na™ akiimilasyonunu azaltmamistir.
Ayni caligmada, 20 dk iskemi 60 dk reperfiizyon uygulanan kalplere 10 uM
KBR veya 1 puM SEA'nin pre veya post-iskemik uygulanmasinin, post-
iskemik kontraktil yaniti anlamli olarak arttirdigi ve bununla beraber
reperfiizyonla indiklenen Ca*? akiimiilasyonunu azalttigi gosterilmistir.
Ayrica KBR 10 uM ve SEA 1 pM kismen Na® influksunu azaltmistir. Bu
sonuclar gostermistir ki, NCX inhibitorleri, gbreceli olarak orta derecedeki

I/R hasarina karsi kardiyoprotektif etki gosterebilir™®.

NCX'i inhibe eden bir baska ajan MCC-135'in de Ca*? asiri

yuklenmesini baskiladigi ve izole sican kalbinde kardiyoprotektif etkiler

120

gosterdigi saptanmistir=". Bu ajanin ayrica perkitandz girisim yapilan

miyokard infarktisi  gecirmis hastalarda sistolik sol ventrikil

disfonksiyonunun frekansini azalttigi da gosterilmistir*?.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Geregler

3.1.1. Kullanilan Deney Hayvanlari

Deneylerde Kobay Deney Hayvanlari Laboratuvari A.S.
tarafindan Uretilen 300-450 g agirhiginda Sprague-Dawley erkek sicanlar

kullaniimistir.

Bu calisma icin, Gazi Universitesi Rektorligi Deney
Hayvanlar Etik Kurul Bagkanhgr’ndan G.U.ET-10.011 kod numaral ve
172-16792 sayih etik kurul izni ahnmigtir.

3.1.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Cozeltiler:

Ketamin (Ketasol %10 Enjektabl, 60mg/kg): Anestezi olusturmak
amacliyla i.p. olarak kullanilmigtir. Doz ayarlamasi, kullanilan ticari

preparattan hacim hesaplanarak yapilmistir.

Ksilazin (Alfazyne %2 Enjektabl, 10mg/kg): Anestezi olusturmak
amaciyla i.p. olarak kullanilmigtir. Doz ayarlamasi, kullanilan ticari
preparattan hacim hesaplanarak yapilmistir.
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44Bu (2- hidroksi- 3- (butilaminopropil- 4- [(butok  sikarbonil) amino]

benzoat) hidroklorit, M.A: 403): Cek Cumhuriyeti, Brno’da bulunan
Veteriner ve Farmasotik Bilimler Universitesi Eczacilik Fakiiltesi
Laboratuvarlarinda sentezlenmistir. 10“M (0.1 mM)'lik stok ¢ozeltisi distile
suda cozilerek hazirlanmistir. Krebs-Henseleit cozeltisiyle 3x107 M (0.3
uM)’a diltie edilerek kullaniimistir. Diltie cozelti, ilag hazirlanacagl zaman

taze olarak hazirlanmistir.

Ranolazin-2HCI (Sigma, R6152, M.A: 500,46): Distile suda ¢ozulerek
10° M (1 mM) stok cozeltisi hazirlandiktan sonra, ilagc uygulanacag
zaman 10° M (10 pMY'a Krebs Henseleit coOzeltisi ile dilie edilmistir.

Zoniporid-2HCI  (Tocris 2727, M.A: 397,77): Distile suda c¢6zllerek
10"M (0.1 mM) stok cozeltisi hazirlandiktan sonra ila¢ uygulanacag

zaman 10”7 M (0.1 pM)'a Krebs-Henseleit cozeltisi ile diltie edilmistir.

KB-R 7943 mezilat (Tocris 1244, M.A: 427,49): 102 M (ImM)lik stok
cozeltisi 1/10 DMSO’da ¢ozillerek hazirlanmistir. ila¢ uygulanacagi zaman
10° M (1 pM)'a Krebs-Henseleit ¢ozeltisi ile diliie edilmistir. Diliisyondaki
final DMSO konsantrasyonu %0.01’dir.
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Krebs-Henseleit Cozeltisinin Bile  gimi (mM)

Sodyum Klortr (NaCl) : 120

Sodyum Bikarbonat (NaHCO3) : 25

Anhidr Glukoz : 11

Potasyum Dihidrojen Fosfat (KH2PO,) : 1.2
Potasyum Klortr (KCI) : 4.8

Magnezyum Siulfat (MgS0O,4.7H20) : 1.2
Kalsiyum Klorur (CaCl,.2H,0) : 1.25

3.1.3. Kullanilan Deney araclari

Langendorff sabit akish perfiizyon sistemi (Commat Ltd., Turkiye)
Bilgisayarli veri kayit sistemi (BSL Pro36, Commat Ltd., Turkiye)
Amplifier moduli (Biopac Systems, Model MP30, Commat Ltd., Turkiye)
Sirkulasyonlu su banyosu ( MAY WBC3446V2, Commat Ltd., Turkiye)
Peristaltik pompa (Peri-Star, WPI)

Kan basincli transduseri ( Commat Ltd., Turkiye)

Sol ventrikil basinci transduseri ( Commat Ltd. , Turkiye)

Stimulatoér (MAY ISO150-C 220V 50-60Hz )

Vakumlu filtrasyon pompasi ( KnF Nevberger Type: NO22AN.18)

pH metre (Venco 6173pH )

Vorteks ( FIRLABO.sa Type:AGITATEUR )

Hassas terazi (Schimadzu)

Mikropipet (Eppendorf Research)

%95 O, %5 CO; iceren gaz karisim tipu

Cerrahi malzeme (makas, forseps, bulldog klemp)
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3.2. YOntem

3.2.1. Sican Izole Kalp Preparatinin Hazirlanmasi

Sicanlar, ketamin (60 mg/kg) ve Kksilazin (10 mg/kg)
karisiminin i.p. olarak uygulanmasiyla anesteziye edilmigtir. Toraks acilip
perikardiyektomi yapilarak kalp cikariimigtir. Cikarilan kalp, taze
hazirlanmig ve +4°C'de sogutulmus buzlu Krebs Henseleit (pH= 7.4)
cOzeltisi icerisine alindiktan sonra, 1 dk icerisinde sabit-akigli Langendorff
perflizyon sistemine asilmis, sicakhgi 37°C olan ve %95 O, %5 CO, gaz
karigimi ile havalandirilan Krebs-Henseleit ¢cozeltisi ile aortadan retrograd
olarak sabit akigla (10ml/dk) perfize edilmigtir.  Atriyumlar
uzaklastirildiktan sonra kalpler, kalp hizi 300 bpm olacak sekilde apekse
yerlegtirilen platin elektrot vasitasiyla stimile edilmistir (5 hz, 1.5 msn,
30V). Sol ventriktl basinci 6lcimu icin, ucunda stre¢ film kullanilarak
yapilmis balon bulunan ve diger ucu basing transdiseri ile baglantili olan
kanul, sol ventrikile yerlestirilmistir. Ventrikal icerisine yerlestirilen balon,
distile suyla sisirilerek, kalbin sol ventrikil diyastol sonu basinci 5-10

mmHg’a ayarlanmistir.

Laboratuvarimizda kullandigimiz Langendorff dizenegi sekil-

8’'de gosterilmistir.
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Sekil 8:

Sabit-akigl Langendorff diizenegi
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3.2.2. iskemi-Reperfiizyon Protokolii

20 dk.ik dengelenme periyodundan sonra aortadan
perfiizyon kesilerek 60 dk sureyle global iskemi yapilmigtir. 60 dk.lik global
iskemi sonunda perfiizyon acilarak 30 dk sireyle kalpler reperfize
edilmistir. iskemi ve reperfiizyon suresince perfiizyon basinci, sol ventrikiil

basinci ve kalp hizi kaydedilmistir.

Batun ilacglar, iskemiden once 10 dk ve reperfizyonun

baslangicinda 5 dk sireyle uygulanmistir.

3.2.2. Deney Gruplari:

Calismada 6 grup deney yapilmistir. Her bir deney grubunda 2-9’ar adet

sican kullaniimistir.

1. grup (Kontrol): 20 dk’lik dengelenme periyodunu takiben 60 dk’lik
uzun sureli global iskemi ve 30 dk.lik reperfiizyon uygulanmistir
(n=8).

2. grup (44 Bu): Kalpler, 10 dk.hk dengelenme periyodunu takiben
iskemi 6ncesi 10 dk, reperfiizyonun baslangicinda 5 dk sireyle 0.3

MM 44 Bu ile perfuize edilmislerdir. (n=9)
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. Grup (Ranolazin): Kalpler, 10 dk.lik dengelenme periyodunu takiben
iskemi dncesi 10 dk, reperfiizyonun baglangicinda 5 dk sireyle 10

UM ranolazin ile perfuze edilmiglerdir. (n=5)

. Grup (Zoniporid): Kalpler, 10 dk.lik dengelenme periyodunu takiben
iskemi 6ncesi 10 dk, reperfiizyonun baslangicinda 5 dk sireyle 0.1

MM zoniporid ile perfize edilmiglerdir. (n=5)

. Grup (KBR): Kalpler, 10 dk.lik dengelenme periyodunu takiben
iskemi 6ncesi 10 dk, reperfiizyonun baglangicinda 5 dk sureyle
1 uM KBR ile perfuze edilmiglerdir. (n=6)

. Grup (DMSO): Kalpler, 10 dk.hk dengelenme periyodunu takiben
iskemi 6ncesi 10 dk, reperfiizyonun baglangicinda 5 dk sureyle
Krebs-Henseleit ¢ozeltisi icerisinde % 0.01’lik DMSO ile perfize
edilmislerdir. (n=2)

Her bir deney boyunca perfliizyon basinci, sol ventrikil

basinci ve kalp hizi kaydedilmistir. Kaydedilen sol ventrikil basinci

degerlerinden sol ventrikill gelisen basinci (SVGB), sol ventrikil diyastol

sonu basinci (SVDSB), sol ventrikil kasilma ve gevseme hizlar (x dp/dt)

hesaplanmigtir. Ayrica, bu degerler kullanilarak dengelenme sirasindaki

degerlere gore % dizelme degerleri hesaplanmistir. Bu degerlerle ilgili

yapillan analizlerde, 30dK'lik reperfizyon sonunda olctlen degerin,

dengelenme sirasinda Olgilen degere go6re ylzdesi hesaplanarak

degerlendirilmigtir.
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3.2.2. istatistiksel Analiz

Sonuglar, ortalamazortalamanin  standart hatasi(S.H)
seklinde ifade edilmistir. Gruplar arasindaki farkllik, tek yonla varyans
analizi (ANOVA) vyapilarak karsilastiriimistir. Hangi gruplar arasinda
anlamh fark olup olmadigi ise, Student-Newman Keuls post-hoc testi
kullanilarak degerlendirilmistir. istatistiksel anlamlilik diizeyi p<0.05 olarak
kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. 60 dk global iskemi 30 dk reperfizyon protokol  Unun kontraktil
fonksiyon tzerindeki etkileri:

20 dk dengelenme periyodundan sonra, 60 dk global iskemi
ve 30 dk reperfizyon uygulanmis kontrol kalplere iliskin SVB’nin

kaydedildigi orjinal traseler Sekil 9'da verilmigtir.

Kontrol kalplerde, reperfiizyon sonunda SVGB belirgin olarak
azalmig ve baslangic degerine gore Kkalplerin % 34.415.8 oraninda
kontraktil fonksiyonunu korudugu gozlenmistir (Sekil 10, 11). Bu bulguyla
paralel olarak, reperfizyon sonunda kalplere iligkin kasilma ve gevseme
hizlarinin  (xdp/dt) da reperfizyon sonunda azaldigi saptanmistir.
Reperfizyon sonunda kasilma hizi % 28%7.1, gevseme hizi ise %
40.944.7 oraninda korunmustur (Sekil 14, 15, 16, 17).

I/R hasari sonrasinda gozlenen miyokardiyal disfonksiyonun
tanimiyla uyumlu olarak da kontrol kalplerde beklendigi gibi kalbin
gevseme yanitina iliskin  SVDSB’'nin reperflizyon sonunda baslangic

degerine gore % 12371262 oraninda arttigi gbzlemlenmistir (Sekil 12, 13).

iskemi sirasinda, asiri Na* yuklenmesinin ardindan hiicre ici
asir Ca*? yiiklenmesine bagli olarak gelisen hiperkontraktiiriin belirleyicisi
olan SVDSB degerlendirildiginde, kontrol kalplerin 37.5+2.6 dk'da
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maksimum kontraktire ulastigi ve SVDSB’nin 103.2+3.6 mmHg'ya kadar
yukseldigi belirlenmigtir (Sekil 18).

iskemiye girmeden hemen 6nce ve reperflizyon sonunda
koroner perfizyon basincinin baslangictaki degerine gore degismedigi
bulgulanmigtir (Sekil 19).

4.2. Hicre ici asin Na* ve Ca* yilklenmesini etkileyen ilaclarla

tedavinin /R ile indiiklenen kontraktil disfonksiyon tizerindek i etkileri

20 dk dengelenme periyodunun ardindan, 60 dk global
iskemi ve 30 dk reperflizyona maruz birakilan kalpler, iskemi 6ncesi 10 dk
ve reperflizyon baglangicinda 5 dk boyunca 44Bu (0.3 uM), ranolazin (10
KUM), zoniporid (0.1 uM) veya KBR (1 uM) ile tedavi edilmistir.

ilacla tedavi edilen deney gruplarinda kaydedilen SVB’na
iligkin orijinal trase 6rnekleri sekil 9'da verilmistir.

iskemi 6ncesinde 10 dk ilag uygulanmasi sonucunda higbir
ilag, incelenen kardiyodinamik parametreleri (SVGB, SVDSB, zdp/dt)
anlaml olarak degistirmemistir. (Sekil 10, 12, 14, 16).

44Bu ve ranolazinle tedavi edilen kalplerde, SVGB’nin
reperfiizyon sonunda % 72.6+3.8 ve % 95+6.7 oraninda duzeldigi ve bu
dizelmenin kontrol (% 34.4+5.8), zoniporid (% 54.4+5.5) ve KBR (%
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52.6x7.7) grubuyla kargilastiriidiginda istatistiksel olarak anlamli oldugu
saptanmigtir. Ayrica, ranolazinin SVGB zerindeki iyilestirici etkisi,

44Bu'ya gore anlamli olarak daha fazladir (Sekil 10, 11).

SVDSB, 44Bu, Ranolazin, Zoniporid ve KBR uygulanan
gruplarda i/R sonrasinda bazal degerine gore % 681.7+81.7 , % 536+128,
% 666.4184.4 ve % 852.4+128.8 oraninda artmistir. Gruplar arasinda
anlamh fark bulunmazken, butin gruplardaki SVDSB artisi, kontrol
gruplarindaki SVDSB artisiyla (% 1503+267.6) karsilastirildiginda anlamli
olarak daha azdir (Sekil 12, 13).

ilaclarla tedavinin kasilma ve gevseme hizlari {izerindeki
etkisi, SVGB Uzerindeki etkileriyle de paralel olarak bulgulanmistir. Buna
gore reperfiizyon sonundaki kasilma ve gevseme hizlarindaki dizelme
acisindan kontrol, zoniporid ve KBR grubu arasinda anlamli bir fark
bulunmazken, ranolazin ve 44Bu grubundaki dizelmenin diger butin
gruplarla  karsilastirildiginda anlamli  olarak daha fazla oldugu
bulgulanmigtir. Ayrica ranolazinin kasilma ve gevseme hizlari tGzerindeki
lyilestirici etkisinin 44Bu’dan anlamli olarak daha fazla oldugu saptanmistir
(Sekil 15, 17). Kasilma ve gevseme hizlarinin deney boyunca zamana

bagli olarak degisimi Sekil 14 ve 16’da gosterilmigtir.

iskemi sirasindaki hiperkontraktiir degerlendirildiginde ise,
ranolazinle tedavi edilmis kalplerde maksimum kontrakttire ulasma zamani
(56.7+2.9 dk), kontrol (37.5+2.6 dk), 44Bu (44.5+3.9 dk), zoniporid
(42.3+3.2 dk) ve KBR (48.4+4.2 dk) grubuyla karsilastirildiginda anlamli
olarak daha gectir. iskemi sirasinda ulagilan pik konraktiir ise 44Bu
(78.5£7.0 mmHg), ranolazin (79.4+16.4 mmHg) ve zoniporid (74.7+5.0
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mmHg) uygulanan gruplarda, kontrole gore (103.2+3.9 mmHg) anlaml
olarak daha disik bulunmustur. KBR grubunda da bu deder 96.6+5.2
mmHg’'a kadar yikselmis olmasina ragmen diger gruplarla arasinda
anlamh bir fark bulunamamigtir (Sekil 18). Koroner perfiizyon basinci,
gerek iskemiden 6nce 10 dk ila¢ uygulanmasi boyunca, gerekse ilacla
tedavi edilen tim gruplarda reperfiizyon sonunda baslangi¢c degerine goére

anlaml olarak degismemistir (Sekil 19).

4.3. KBR’nin ¢dziicisi DMSO’nun  i/R uygulanmi s izole perfiize

kalplerde olclilen kardiyak parametreler Uzerine etk isi

DMSO (%0.01) uygulanmasi reperflizyon sonunda baslangic
degerine gére SVGB'da %27.83+16.1 oraninda dizelme saglamistir.
DMSO’nun SVB'I Uzerine etkisine iligkin orijinal trase Sekil 9'da verilmistir.
+dp/dt lzerine olan etkisi de SVGB lUlzerine olan etkisiyle paralel
bulunmustur. DMSO’nun i/R uygulanmis kalplerde kardiyak parametreler
Uzerindeki etkisi kontrol grubuyla benzer olarak bulgulanmistir. DMSO,
deney boyunca koroner perfuzyon basincini da anlamh olarak
degistirmemigtir.
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Sekil 9: /R uygulanmis izole kalplerde, kaydedilen SVB'na
ait orjinal traseler A. Kontrol, B. 44Bu (0.3uM), C. Ranolazin(10uM), D.
Zoniporid (0.1uM), E. KBR (1 puM), F. DMSO (%0.01).
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4 Kontrol grubuyla karsilastirildiginda anlamh olarak farkh
# Kontrol, Zoniporid ve KBR gruplariyla kargilastirildiginda anlamh olarak farkh

Sekil 10: ila¢ uygulanmamis (Kontrol) ve 44Bu (0.3uM), Ranolazin
(10uM), Zoniporid (0.1uM) veya KBR (1 puM) uygulanmis izole perfiize
kalplerde i/R protokolii boyunca SVGB'nin % degisimi (n=5-9).
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# Kontrol, Zoniporid ve KBR grubuyla keitastirildiginda anlamli olarak farkli

Sekil 11: i/R uygulanmis izole perfiize kalplerde, 44Bu (0.3puM), Ranolazin
(10uM), Zoniporid (0.1uM) ve KBR (1 puM)'nin SVGB Uzerine etkileri
(n=5-9)
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Sekil 12: ila¢ uygulanmamis (Kontrol) ve 44Bu (0.3uM), Ranolazin
(10uM), Zoniporid (0.1uM) veya KBR (1 pM) uygulanmis izole perfiize
kalplerde i/R protokolii boyunca SVDSB’nin % degisimi (n=5-9).
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* Kontrol grubuyla kagilastirildiginda anlamli olarak farkli

Sekil 13: i/R uygulanmis izole perfiize kalplerde, 44Bu (0.3puM), Ranolazin
(10uM), Zoniporid (0.1uM) ve KBR (1 pM)'nin SVDSB Uzerine etkileri
(n=5-9).
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Sekil 14: ilac uygulanmamis (Kontrol) ve 44Bu (0.3uM), Ranolazin
(10uM), Zoniporid (0.1uM) veya KBR (1 pM) uygulanmis izole perfiize
kalplerde i/R protokolii boyunca +dp/dt’nin % degisimi (n=5-9).
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# Kontrol, Zoniporid ve KBR grubuyla keitastirildiginda anlamli olarak farkli

Sekil 15: i/R uygulanmis izole perfiize kalplerde, 44Bu (0.3uM), Ranolazin
(10uM), Zoniporid (0.1uM) ve KBR (1 uM)’nin +dp/dt Gzerine etkileri (n=5-
9).
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Sekil 16: ilac uygulanmamis (Kontrol) ve 44Bu (0.3uM), Ranolazin
(10uM), Zoniporid (0.1uM) veya KBR (1 puM) uygulanmis izole perfiize
kalplerde i/R protokolii boyunca -dp/dt’nin % degisimi (n=5-9).
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Sekil 17: i/R uygulanmis izole perfiize kalplerde, 44Bu (0.3uM), ranolazin
(10uM), zoniporid (0.1uM) ve KBR (1 pM)’nin -dp/dt tzerine etkileri (n=5-
9).
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Sekil 18: i/R uygulanmis izole perfiize kalplerde, 44Bu (0.3uM), ranolazin
(10uM), zoniporid (0.1pM) ve KBR (1 pM)'nin iskemi sirasindaki
A.Maksimum kontrakttre ulagsma zamani, B.Maksimum kontraktur tGizerine

olan etkileri (n=5-9).
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Sekil 19: i/R uygulanmis izole perfiize kalplerde, 44Bu (0.3uM), ranolazin
(10uM), zoniporid (0.1uM) ve KBR (1 pM)’nin koroner perfiizyon basinci
Uzerine etkileri. A. iskemi déncesinde 10 dk ila¢ uygulanmasi sonrasinda,

B. Reperfiizyon sonunda baglangi¢c degerine gore % degisim (n=5-9).
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5. TARTISMA

Miyokardiyal iskemi, kalbe oksijen sunumu ve gereksinimi
arasindaki dengesizlikle karakterize edilen, miyokardiyal hiicrelerde iyonik
homeostazin bozulmasi sonucu, belirgin fonksiyonel bozukluk ve hicre
slumuyle sonuclanan patolojik bir durumdur®. /R hasari ise, uzun siireli

iskemi periyodunu takiben kan akiminin restorasyonu sonucunda olusur®.

I/R hasarinin temelinde, hiicrede meydana gelen iyonik
degisiklikler rol oynar. iskemi sirasinda olusan intraseliller asidoz,
membranda bulunan asit uzaklastirma mekanizmalarindan NHEL1'i aktive
eder ve boylece her bir H* iyonuna karsi, bir Na* iyonu hiicre igine girer.
intraseliler Na® konsantrasyonundaki artisa, NHE1'in yanisira
membranda bulunan Na* kanallari da katkida bulunur. Kaynagi ne olursa
olsun, intraseliler Na® konsantrasyonundaki artig, NCX’in ters modda
calismasini aktive ederek, intraseliller Ca™ konsantrasyonunun artisina
yol acar’. Hiicre icinde Ca*? birikmesi ise, kardiyak miyosit kontraktilitesini
baglatir ve miyokardiyal hicre 6liminde rol oynayan proteazlarin ve
fosfolipazlarin aktivasyonuna yol acarak hiicresel hasara neden olur®®. i/R
hasarinin olusumuna aracilik eden bu iyonik degisiklikler géz 6ninde
bulunduruldugunda, intraseliller Na* girisini ve/veya sonucta intraseliiler
Ca'?nin asin yiklenmesini azaltan ilaclar, miyokardiyal I/R hasarinin
azaltlmasi ya da o©nlenmesinde olasi tedavi yaklasimlari olarak
gorulmektedir.

Yayimlanmis bircok calismada, Na® kanallarinin blokajinin,
ozellikle surekli Na* akiginin inhibisyonunun, NHE ve NCX inhibisyonunun
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73.74,75,98,119 gy- konusu

I/R hasarina kars! kalbi korudugu gosterilmistir
arastirmalarda Na* ve Ca'? asin yiiklenmesini etkileyen mekanizmalarin
birkagi (Na® kanallar/NHE; NHE/NCX) ayni deneysel kosullarda
kargilastiriimis olmasina kargin, bitin mekanizmalar ayni sartlarda

inceleyen bir calisma bulunmamaktadir.

Bu bilgiler 1siginda, miyokardiyal I/R hasarina kargi koruyucu
etkileri bilinen, hicre ici Na® ve Ca*? asin yiklenmesini engelleyen
ilaclardan 44Bu (gecici Na* kanal blokorii), Ranolazin (siirekli-Na® kanal
blokort), Zoniporid (NHE inhibitori) ve KBR (NCX inhibitori)’nin
kardiyoprotektif  etkinliklerinin  ayni  deneysel kosullar  altinda
kargilastiriimasi amaclanmigtir. Ayrica bu karsilastirilmanin yapilmasi,
yeni bir Na" kanal blokérii olan 44Bu'nun diger Na'-Ca* asiri
yuklenmesini azaltan ilaclar arasindaki yerinin belirlenmesine ve klinik

acidan 6nemi olup olmadigina isaret edebilir.

Calismamizda, izole sican kalplerinde /R hasarini
indiiklemek amaciyla 20 dk dengelenme periyodunu takiben, 60 dk global
iskemi 30 dk reperfizyon protokolii uygulanmigtir. Bunun sonucunda,
sadece I/R protokolii uygulanmis olan kontrol kalplerde, reperfiizyon
sonunda, SVGB’nin ve zdp/dt'nin belirgin olarak azaldigi saptanmistir.
SVDSB ise, i/R sonrasinda baglangi¢ degerine gore artmistir. Bu bulgular,
gerek laboratuvarimizda daha 6nce yapilmis olan arastirmalarla*?#'%® |
gerekse benzer deneysel metodun kullanildigr literatirdeki diger

calismalarla uyumludur. 2 7 124. 12

44Bunun i/R hasarina karsi kardiyoprotektif etkisinin ilk
olarak gosterildigi calismada, 0.3 pM 44Bu’nun, negatif inotropik etki
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olusturmaksizin SVGB ve zdp/dtyi %80-86 oraninda duzelttigi,
SVDSB'deki artisin ise 44Bu uygulanan kalplerde, kontrol i/R uygulanan
kalplerdekine gore yaklasik %50 daha az oldugu bulgulanmigtir. Ayni
calismada, 44 Bu'nun elektrofizyolojik olarak da gegici Na* akimini bloke
ettigi, bunun yani sira Ca™ akimini ve Na'-H* antiport aktivitesini
etkilemedigi de gdosterilmistir. Bu bulgu, 44Bu'nun kardiyoprotektif
etkisinden gecici Na® akimi {zerindeki inhibitor etkisinin sorumlu
olabilecegini agik¢a géstermektedir. Ayrica, 44Bu'nun lidokaine gore gerek
elektrofizyolojik olarak Na® kanallari Uzerindeki etkisinin, gerekse
kardiyoprotektif etkisinin daha potent oldugu saptanmistir. Bu tez
calismasinda da, 0.3 uM 44Bu, yukarida bahsedilen calismayla uyumlu
olarak, negatif inotropik etki olusturmaksizin, /R sonrasinda, kalbin
kontraktil fonksiyonunda kontrole gére anlamli bir dizelme saglamistir.

Ranolazin, 2006 yilinda FDA’dan antianjinal olarak
kullaniimak iizere onay almis*?® ve terapétik konsantrasyonlarinda (£10pM
da) kullanildiginda, selektif olarak siirekli Na* akimini 6nemli diizeyde
inhibe ettigi bilinen bir ajandir.*?"'? Literatirde deneysel olarak cesitli
hayvan modellerinde iskemik hasari azalttigini gosteren bircok calisma
bulunmaktadir®1#"1%12 By tez calismasinda da ranolazin, i/R hasarina
kargl  kardiyoprotektif etkinliginin incelenmesi amaciyla 10 pM
konsantrasyonda kullaniimigtir. Bu konsantrasyon, ranolazinle yapilan pre-
klinik calismalarda en sik kullanilan konsantrasyondur ve ranolazin igin

onerilen terapétik konsantrasyon araliginin tist siniricir.**

McCormeck ve arkadaslari (1996), izole perfize sican
kalbinde yaptiklarn calismada, normoksik kosullarda ranolazin (10 puM)
uygulanmasinin  bazal hemodinamik ve kontraktil parametreleri

etkilemedigini gostermiglerdir. Bununla birlikte, 30 dk global iskemi/60 dk
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reperflizyon uygulanan kalplere, ranolazinin iskemi o6ncesinde 10 dk
sureyle uygulanmasi, kardiyak yiuk ve hiz-basin¢ drtinindeki fonksiyonel
duizelmeyi kontrole gore anlamh olarak arttirmistir.2® Bu bulgular, global
iskemi metodunun kullanildigi izole-perfiize tavsan kalbinde, ranolazinin
(10-20 pM) iskemi oOncesinde uygulandiginda, konsantrasyon bagimii
olarak kreatin kinaz saliverilmesini azalttigini, SVGB ve dp/dt’yi duzelttigini
gosteren calismayi desteklemektedir. S6z konusu calismada da gerek 10
UM, gerekse 20 pM ranolazin uygulanmasi, bazal hemodinamik
parametreleri  degistirmemistir.”®  Bu  verilerle  uyumlu  olarak
arastirmamizda da 10 pM ranolazinin pre-iskemik olarak 10 dk
uygulanmasi bazal sol ventrikil fonksiyonunu etkilememistir. Ayrica,
koroner perfizyon basinci da ila¢ uygulandiktan sonra degismemigtir.
Ranolazin, iskemiden 6nce 10 dk, reperflizyon baslangicinda 5 dk sireyle
uygulandidinda, SVGB'ni baslangic degerine gore %95 oraninda
dizeltmistir. Kasilma ve gevseme hizi tzerine olan etkisi de buna paralel
olarak bulgulanmistir. Global iskemi yo6nteminin kullanildigr bu
calismalarin yani sira, dusuk-akigh iskemi (low-flow ischemia) metodunun
kullanildigi izole sican kalbinde yapilan bir calismada da i/R sonunda, sol
ventriktl fonksiyonundaki dizelme bakimindan benzer sonuclar elde
edilmistir'®®. Bu calismada 10 pM ranolazinin glukoz, ya§ asidi
oksidasyonu veya glikolizisi etkilemediginin goOsterilmesi de ayrica,
ranolazinin  kardiyoprotektif —etkisinde yag asidi oksidasyonunun
inhibisyonunun rolii olmadigini gostermekte ve sirekli Na® akiminin
inhibisyonunun ve buna bagl olarak Ca*? akiimiilasyonundaki azalmanin

bu etkiden sorumlu oldugu gortusini 6n plana ¢ikarmaktadir.

Ranolazinin i/R ile indiiklenen sol ventrikiil disfonksiyonu
Uzerindeki koruyucu etkisi, in-vitro calismalarin yani sira in-vivo i/R
calismalariyla da kanitlanmistir®*®*. Fonksiyonel parametreler tzerindeki

etkisiyle ilgili bulgularda bizim calismamiz da dahil olmak Uzere celiski
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olmamasina ragmen, infarkt alani tzerine koruyucu etkisinin incelendigi
calismalarin sonuclari birbiriyle celigkilidir. 90 dk koroner arter okliizyonu
ve 18 sa reperflizyon uygulanan kanin modelinde iskemiden dnce 30 dk
sureyle (7.2 mg/kg/h) ranolazin uygulanmasinin  kreatin kinaz
saliveriimesini ve infarkt alanini etkilemedigi gosterilmistir®®. Buna karsin,
60 dk iskemi 3 sa reperfiizyonun uygulandigi in-vivo tavsan i/R modelinde
ranolazin, infarkt alanini azaltmis ve sol ventrikil fonksiyonunda kontrole
gore anlamli olarak diizelme saglamistir®®. Bu celiski, kullanilan iskemi
suresinin fakhligina bagh olabilir. Bununla birlikte, daha kisa sureli (15dk)
iskeminin uygulandig! bir bagska calismada ise, ranolazinin hemodinamik
parametrelerden (kalp hizi, arteriyel basing ve kontraktilite) ve nekrozdan
bagimsiz olarak, I/R sonunda post-iskemik duvar kalinhgini dizelttigi ve
ejeksiyon fraksiyonunu iyilestirildigi gosterilmistir®®. Yapilan calismalarda,
ranolazinin kardiyoprotektif etki mekanizmasinin sirekli-sodyum akiminin
inhibisyonuna sekonder olarak, intraselller sodyum bagimli kalsiyum asiri
yiklenmesinin azaltiimasi olabilecegdi 6ne surulmustir®®***. Bu hipotezi
destekler nitelikte, Wang ve arkadaslarinin izole perfize sigcan kalbinde
yaptiklari calismada ranolazinle (10 puM) tedavinin iskemik kontraktir(
geciktirdigi, iskemi sirasinda ortalama SVDSB’ni azalttigi ve reperfiizyon
sirasinda SVDSB'ni dusiirdugi goésterilmistir'?®. Bununla uyumlu olarak
bizim calismamizda da ranolazin, iskemik kontraktire ulagsma zamanini
kontrole gore anlamli olarak geciktirmis ve iskemi sirasindaki maksimum

kontraktur yine kontrole goére anlamli olarak azaltmigstir.

Ranolazin (10 uM), 60 dk global iskemi/ 30 dk reperfizyon
uyguladigimiz izole sican kalbinde, reperflizyon sonunda, sol ventrikil
fonksiyonunda, 44Bu (0.3 pM)’ya gére anlaml olarak daha iyi bir dizelme

2 ve 44Bu'nun®* normoksik kosullarda,

saglamistir. 10 pM ranolazinin®®
Ca*® akimini etkilemedigi bilinmektedir. Ancak ranolazinin /R ile veya

stirekli-Na* akimini uyaran anemon toksiniyle indiiklenen diyastolik Ca*?
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akiimiilasyonunu azalttigi gosterilmis olmasina ragmen®"®, 44Bu'nun I/R
ile indiiklenen intraseliiler Ca*? artisi Gizerine etkisi hentiz incelenmemistir.
Ranolazinin gerek reperflizyon sonunda SVDSB'ni, aradaki fark
istatistiksel olarak anlamli olmamasina ragmen, kontrole gore 44Bu’dan
daha az yukseltmis olmasi ve gerekse iskemi sirasinda maksimum
kontraktire ulagsma zamaninin ranolazin uygulanan grupta 44Bu’ya gore
daha ge¢ olmasi, ranolazinin Na“a bagh Ca*™ akumilasyonu tizerinde
daha gugclu bir inhibitor etkinlige sahip olabilecegini ve bu nedenle
kardiyoprotektif  etkinliginin  44Bu’'ya g6re daha fazla oldugunu
diisuindiirmektedir. Ayrica 44Bu’'nun sirekli-Na* akimi tizerindeki etkisi de
henlz bilinmemektedir. Dolayisiyla, 44Bu’nun ranolazine gére bu akim
uzerindeki etki glictiniin daha dusuk olabilecegdi de, ranolazinin daha guclu

bir koruma saglamasinin nedeni olabilir.

Calismamizda NHE-inhibit6rii Zoniporid'in i/R hasarina karsi
kardiyoprotektif etkisini inceledigimizde, 0.1 uM zoniporid, kontrole goére
SVB'de daha fazla bir dizelme saglamasina ragmen, aradaki fark
istatistiksel olarak anlamli bulunamamigtir. Zoniporid uygulanmasi,
intraseliiler Na* ve buna bagli olarak Ca*? asiri yiiklenmesinin sonucu olan
iskemik hiperkontraktirii etkilememigtir. NHE inhibitorlerinden bazilari
(kariporid, eniporid) akut koroner sendromlu hastalarda klinik deneme
asamasinda olsalar da literatirde, /R hasari sonucu infarkt alanini
azalttiklari hemen her calismada dogrulanmis olmasina ragmen, kalbin
mekanik fonksiyonu utzerine koruyucu etkilerine iligkin sonuglar birbiriyle
celigkilidir. NHE inhibitorlerinin miyokardiyal I/R hasarina karsi ventrikl
fonksiyonunu korudugunu gosteren calismalara bakildiginda, uygulanan
iskemi stiresinin 30-40 dk arasinda oldugu géze carpmaktadir'’ 9824133,
Bizim calismamizda ise 1sa’lik iskemi protokolt kullaniimistir. Bunun yani
sira, yine daha duguk sureli iskemi protokolinin kullanildigr ¢calismalarda

da NHE inhibitérii ile tedavinin (eniporid) kontrolle karsilastirildiginda i/R
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hasarina karsi anlamli bir koruma saglamadigi gosterilmistir™®. ilging
olarak, zoniporid, kariporid ve eniporidin hem in-vivo hem de in-vitro
kardiyoprotektif etkinliklerinin karsilastirildigi calismada®, her iic ilacin da
infarkt alanina kargi anlamh bir koruma sagladigi gosterilirken,
hemodinamik parametreler acgisindan bizim de calismamizla uyumlu

olarak herhangi bir etki saptanamamistir.

NCX inhibitortc  KBR’'nin 10 upM  konsantrasyonda
kullanildiginda, post-iskemik kontraktil iyilesmeyi anlaml olarak arttirdigi

gosterilmistir*®

. Bununla birlikte calismamizda, bu konsantrasyonda
KBR’nin kalbi tamamen durdurdugunu gozlemledik. Benzer sekilde, in
vitro iskemi-reperfizyon hasarina karsi KBR’nin koruyucu etkinliginin
incelendigi baska bir calismada da, 1 uM'in tzerindeki konsantrasyonlarda
KBR'nin  kardiyak  fonksiyonu  bozdugu, ©zellikle 5-20 uM
konsantrasyonlarinda kalp hizini, SVGB'yi ve dp/dtyi hizli ve belirgin
sekilde deprese ettigi gosterilmistir**. Ayni calismada 1 uM KBR’nin kalbi
infarkt alanina kargi korudugu da bulgulanmistir. Bu nedenle
calismamizda KBR’nin kardiyoprotektif etkinligi 1 uM’lik konsantrasyonda

incelenmigtir.

1 uM KBR uygulanmasi, reperfizyon sonunda SVGB’'da
kismen bir dizelme saglasa da, bu dizelme, kontrole gore istatistiksel
olarak anlamh bulunmamistir. KBR’nin kasilma ve gevseme hizlari Gzerine
etkisi de SVGB'ye paralel bulgulanirken, SVDSB’nin kontrol i/R uygulanan
kalplere gore, reperfizyon sonunda anlamh olarak daha disiuk oldugu
saptanmigtir. Literatirde, bu ajanin iskeminin siddetine baglh olarak
kardiyak koruma sagladigina iligkin bir calismada, 35dk iskemi/60 dk
reperfiizyon protokoll uygulanan kalplerde 3-30 uM KBR uygulanmasinin

sol ventrikil fonksiyonu acisindan herhangi bir koruma saglamadidi,
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ancak 20 dk iskemi/60 dk reperflizyon protokoll uygulanan kalplerde 3-30
uM KBR’nin kalbi i/R hasarina kars! korudugu ve 10 yM konsantrasyonda
uygulandiginda en iyi diizelme sagladi§i gosterilmistir'®®. Bizim
calismamizda da iskemi suresinin 1 sa olmasi KBR ile kardiyoprotektif etki
saglanamamasinin nedeni olabilir. Ayrica, KBR’nin si¢an, tavsan ve kopek
kalbinde i/R hasarina karsi koruma sagladigini gosteren bircok calisma
olmakla birlikte®*8134 by calismalarda da iskemi siiresinin daha kisa

oldugu goze carpmaktadir.

I/R hasarinin mekanizmalarinin ve bu hasara yonelik tedavi
stratejilerinin incelendigi caligmalarda, iskemi sonundaki intraseltler Na*
konsantrasyonuyla kontraktil fonksiyonun duizelmesi arasinda ters iligki
oldugu™ ve Na* kanallarinin blokajinin Na* asiri yiiklenmesini azaltmada
NHE blokajindan daha etkili oldugu'** ortaya konmustur. Ayrica iskemi
sirasindaki Na™ asiri yiiklenmesinden primer olarak sirekli-Na® akiminin
sorumlu oldugu da bilinmektedir®”*®. Sonuc olarak, bu tez calismasindan
elde ettigimiz bulgular da yukaridaki hipotezleri destekler tarzdadir. Buna
gore, Na’ kanal blokorlerinden 44Bu ve ranolazinin, NHE inhibitori
zoniporid ve NCX inhibitérii KBR’ye gore, i/R sonrasinda gelisen
miyokardiyal disfonksiyonu anlamli olarak daha iyi duzelttigi gosterilmigtir.
Ek olarak, spesifik olarak siirekli-Na® akimini inhibe eden ranolazinin de
44Bu'ya gore daha guclu bir kardiyoprotektif etkiye sahip oldugunun
saptanmas! da, bir kez daha /R hasarinin tedavisinde siirekli Na*

akiminin inhibisyonunun 6nemine dikkat gekmektedir.
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6. SONUC

Bu calismada, yeni bir Na* kanal blokorii 44 Bu ile siirekli Na* akimi
inhibitord ranolazin, NHE inhibitorti zoniporid ve NCX inhibitoéri KBR’nin
I/R hasarina karsi kardiyoprotektif etkileri karsilastirilmistir. Elde edilen
bulgulara gbére, bu ajanlar kardiyoprotektif etkilerinin siddetine gore
Ranolazin>44Bu>Zoniporid>KBR seklinde siralanabilir. Bu siralama, i/R
hasarina karsi tedavi stratejilerinde, siirekli Na* akiminin inhibisyonunun,
hasardan sorumlu olan Na* ve Ca*? asiri yiiklenmesini azaltan diger tedavi

yaklasimlarina goére daha etkin oldugunu ortaya koymaktadir.
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7. OZET

Bu calismanin amaci, miyokardiyal /R hasarina Karsi
koruyucu etkileri iyi bilinen, hiicre ici Na* ve Ca*? asin yiklenmesini
engelleyen ilaclardan 44Bu (gecici-Na* kanal blokorii), Ranolazin (siirekli-
Na* kanal blokorii), Zoniporid (NHE inhibitéril) ve KBR (NCX inhibitérii)’nin
kardiyoprotektif  etkinliklerinin  ayni  deneysel kosullar  altinda
kargilastiriimasidir.

I/R hasarinin olusturulmasi icin, izole sican kalbine 60 dk
global iskemi-30 dk reperfizyon protokoll uygulanmistir. Deney boyunca
kalpler, sabit akigh (10 ml/dk) Langendorff diizeneginde perfize edilmis ve
elektrik stimilasyonu (5 Hz, 1.5 msn, 30 V) ile uyariimigtir. Butin ilaglar,
kalplere iskemi o6ncesinde 5 dk ve reperfizyon bagslangicinda 10 dk
sureyle uygulanmistir. Post-iskemik kontraktil fonksiyonda dizelme, sol
ventriktl gelisen basinci (SVGB), sol ventrikil diyastol sonu basinci
(SVDSB), kasilma ve gevseme hizlarinin (xdp/dt) dlgulmesiyle
degerlendirilmigtir. Butiin bu parametreler, iskemi 6ncesindeki degerlerinin
yluzdesi olarak ifade edilmistir. Ayrica, iskemik hiperkontraktir, iskemi
sirasinda maksimum kontraktire ulagsma zamani (MKUZ) ve maksimum

kontraktir (MK) olculerek degerlendirilmigtir.

Kontrol kalplerde, reperfiizyon sonunda SVGB ve zdp/dt
belirgin olarak azalirken, SVDSB’I artmigtir. Ranolazin (10 uM) ve 44 Bu
(0.3 pM), i/R hasari sonucunda gelisen miyokard disfonksiyonuna iligkin
bu parametrelerde kontrole goére anlamh bir dizelme saglarken, zoniporid
(0.1 uM) ve KBR (1 pM) uygulanmasi herhangi bir etki olusturmamistir.
Ayrica ranolazin, 44Bu’ya gore de i/R hasarina karsi daha iyi bir koruma
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saglamistir. iskemi sirasinda maksimum kontraktiire ulagsma zamani,
yalnizca ranolazin uygulanan grupta gecikirken, maksimum kontraktur
KBR hari¢ batun ilagc gruplarinda kontrole gére anlamli olarak daha dusuk

oldugu saptanmistir.

Bulgularimiz, i/R hasarina karsi Na* kanal blokérlerinin ve
ozellikle surekli-akimdan sorumlu Na® kanalinin inhibisyonunun, Na* ve
Ca™ asin yiklenmesini azaltan diger ilaclara gére daha gicli

kardiyoprotektif etki olusturdugunu gostermektedir.
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8. SUMMARY

The investigation of the role of intracellular sodi um overlaod in

ischemia reperfusion injury

The aim of the present study, was to compare
cardioprotective effects of 44Bu (transient Na® channel blocker),
ranolazine (persistent Na* channel blocker), zoniporide (NHE inhibitor)
and KBR-7943 (NCX inhibitor) which prevent intracellular Na* and Ca*?
overload against ischemia-reperfusion injury(I/R), in the same

experimental conditions.

For inducing I/R injury, isolated rat hearts were subjected to
60 min global ischemia and 30 min reperfusion. Hearts were perfused at a
constant flow rate of 10 ml/dk in a Langendorff apparatus and paced with
electrical stimulation (5 Hz, 1.5 ms duration, 30 V) throughout the
experiments. All drugs were given for 5 min prior to ischemia and for 10
min after the onset of reperfusion. Recovery of post-ischemic contractile
function was assessed by the left ventricular developed pressure (LVDP),
left ventricular end diastolic pressure (LVEDP), and the rates of pressure
development (+dp/dt) and pressure decay (-dp/dt). All parameters were
expressed as percentage of their pre-ischemic values. Additionally,
ischemic hypercontracture was evaluated by measuring the time to
maximum contracture (TMC) and maximum contracture (MC) during

ischemia.

In control hearts, LVDP and xdp/dt markedly decreased and

LVEDP increased at the end of the reperfusion. Ranolazine (10 uM) and
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44Bu (0.3 pM) elicited a significant recovery in the LVDP, LVEDP and
+dp/dt compared to control hearts, but recovery in any of the parameters
was not significant after the treatment with zoniporide (0.1 uM) and KBR (1
pMM). Also, ranolazine providing better functional recovery than 44Bu
against I/R injury. While TMC delayed only ranolazine administrated

group, MC was significantly lower than control in all other groups.

Our results demonstrate that Na® channel blockers and
especially inhibition of persistent sodium current have more potent
cardioprotective effect than other drugs which prevent intracellular Na*

and Ca*? overload against I/R injury.
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