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Tavsan trakea diiz kasinda tetrodotoksin, flekainid
ve pilsikainidin pre-ve postsinaptik etkileri*
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OZET

Invitro sartlarda yapilan bu calismada, elekt-
riksel alan stimiilasyonu (EAS, 40-50 volt, 20 Hz, |
ms) veya karbakol (106 M) uygulanarak kasilan
tavsan trakea diz kasinda sodyum kanal blokérleri
tetrodotoksin (TTX, 108 - 106 M), flekainid (106 -
3x104 M) ve pilsikainidin (106 - 3x104 M) pre- ve
postsinaptik etki giicleri karsilagtinlmis ve bu ajan-
larin etkilerinde, epitelden sentezlenen nitrik oksid
veya siklooksijenaz driinlerinin rolii aragtirimistir.

EAS ile olusan kasilma cevaplan kullanilan sod-
yum kanal blokérleri ile konsantrasyona bagimir tarz-
da inhibe edilmis ve bu ajanlarin presinaptik inhibitér
etki gdgleri TTX > flekainid > pilsikainid olarak bu-
lunmustur.

Bu  calismada, TTX kullanilan  konsantrasyon
araliginda postsinaptik etki gostermemistir. Buna
karsin flekainid ve pilsikainid karbakol ile alinan
kasilma cevaplarins inhibe etmis ve flekainidin post-
sinaptik inhibitor etki gticd pilsikainide nazaran daha
yuksek bulunmugtur. Postsinaptik gevsetici etkileri
yontinden ise flekainid ve pilsikainid arasinda anlamir
bir fark bulunmamigtr.

Dokularin indometasin (106 M) veya L-NAME
(104 M) ile inkiibe edilmesi kullaniian sodyum kanal
blokdrlerinin  pre- ve postsinaptik inhibitér veya
gevsetici etkilerini dedistirmemigtir.

Sonug olarak izole tavsan trakeasinda yapian bu
calismada kullanilan sodyum kanal blokérlerinden
flekainid ve pilsikainidin  hem presinaptik hem de
postsinaptik etki ile trakea diz kasinda gevseme
Olusturdukiar saptanmis, ayrica bu ajanlarin pre- ve
postsinaptik etkilerinde siklooksijenaz drcnleri ve nit-
rik oksitin rolindin olmadidi ortaya konmustur,

Anahtar Kelimeler: Ta vsan trakeasi,
rodotoksin, flekainid, pilsikainid
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SUMMARY

Pre- and Postsynaptic effects of tetrodotoxin
flecainide and pilsicainide in the rabbit tracheal
smooth muscle

The aim of this in vitro study was to investigate
the inhibitory and relaxant effects of sodium channel
blockers, tetrodotoxin (TTX, 108 - 106 M), flecainide
(106 - 3x104 M) and pilsicainide (106 - 3x10-4 M),
on both electrical field stimulation (EFS)- and car-
bachol-induced contractions in the rabbit trachea. In
addition, the role of nitric oxide or cyclooxygenase
products synthesized from epithelium in the pre- and
postsynaptic effects of these agents was in-
vestigated.

EFS (20 sec at 40-50 V, 20 Hz, 1 msec) pro-
duced reproducible contractions in the tracheal

strips. All of the sodium channel blockers used in-

hibited EFS-induced contraction in a concentration-
dependent manner. The rank order of potency for in-
hibition of EFS-induced response was TTX > fle-
cainide > pilsicainide. TTX did not influence the car-
bachol-induced  contractions. ~ Carbachol-induced
contractions of tracheal strips were dose-
dependently inhibited by preincubation with the other
sodium channel blockers and flecainide was more
potent than pilsicainide. However, in tracheal strips
precontracted with carbachol, the relaxant effects of
sodium channel blockers did not differ from each
other. TTX, flecainide and pilsicainide did not alter
the baseline tension. Preincubation with in-
domethacine or L-NAME altered neither the post-
Juctional inhibitory and relaxant effects of the sodium
channel blockers nor their inhibitory effects on EFS-
induced contractions.

In conclusion, all sodium channel blockers used
inhibited EFS-induced contractions of the rabbit trac-
hea. Flecainide and pilsicainide inhibited carbachol-
induced contractions while TTX did not influence
them. Pre- and postsynaptic effects of the sodium
channel blockers were not changed by in-
domethacine or L-NAME,

Key Words: Rabbit trachea, tetrodotoxin, fle-
cainide, pilsicainide.
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Solunum yolu diiz kaslarinin yogun bir sekilde ko-
linerjik sinirlerle inerve edildigi ve kolinerjik sinir
uclarindan saliverilen asetilkolinin ve eksojen olarak
uygulanan diger muskarinik ajanlarin bu yapilarda
kasiima olusturdugu bilinmektedir (1). Solunum yol-
larinin epitel hiicrelerinde sentezlenen bazi biyoaktif
maddeler de buradaki diiz kaslarin bazal tonusunun
ayarlanmasinda ve gesitli spazmojen maddelerle
olugan cevabin dizenlenmesinde rol oynamaktadir
(2). Brongiyal astma gibi bazi solunum yolu has-
taliklarinda ortaya cikan bronkospazmin kolinerjik
sinir aktivitesindeki artisa bagh oldugu saptanmis (3)
ve kolinerjik sinir uglarindan asetilkolin saliverilmesini
bloke eden maddelerin, solunum yollarinda kolinerjik
sinir akiivitesinin artisi ile ortaya gikan patolojik du-
rumiarda kullanilabilecedi éne strtlmustir (4).

Sodyum kanal blokérlerinin  elektriksel alan
stimiilasyonu (EAS) uygulanan solunum yolu diz
kaslarinda kolinerjik sinir uglarindan  asetilkolin
saliverilmesini inhibe ettigi bilinmektedir (5). Sodyum
kanal blokdri maddelerin presinaptik inhibitor et-
kilerinin yanisira eksojen muskarinik agonistlerle
olusan kasilma cevaplarini da postsinaptik diizeyde
etkiledigi gosteriimistir ( 6).

Yapilan bu in vitro ¢aligmada EAS veya karbakol
uygulanarak kasilan tavsan trakea diz kasinda sod-
yum kanal blokdrleri tetrodotoksin (TTX), flekainid ve
pilsikainidin pre- ve postsinaptik etk glgleri
karsilastinimig ve kullanilan bu ajanlarin etkilerinde
sentezlenen nitrik oksid veya sik-
looksijenaz driinlerinin roll aragtinimigtir.

MATERYAL VE METOD

Her iki sekse ait Yeni Zelanda tird erigkin
tavsanlar (2 - 2,5 kg) baslarina vurularak ser-
semletilip, a. carotisleri kesilmek suretiyle dlduralda.
Trakea cikarilarak besleyici soliisyona alindi ve her-
biri iki diz kas igerecek sekilde 3 mm eninde spiral
seritler hazirlandi. Dokular 37 °C'de Krebs-Henseleit
soltisyonu igeren ve % 95 Op - % 5 CO; karigimi ile
gazlandirilan 25 ml hacminde organ banyosu icine
alindi ve 1 g gerilim uygulanarak 60 dakika siireyle
dinlendirildi. EAS uygulanan grupta dokular iki uglu
platin elektrod tasiyan organ tutacagina asildi ve tek
kanalli bir stimillatdr (Harvard) kullanildi. EAS veya
karbakol uygulanarak alinan cevaplar izometrik ola-
rak osilografa (Harvard) kaydedildi. Deneylerde kul-

epitelden
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lanilan Krebs-Henseleit sollisyonunun igerigi (mM)
olarak sdyledir: NaCl 119; KCI 4.7; MgSOs 1.5
KH,POy4 1.2; CaClp 2.5; NaHCO3 25; glukoz 11.

Deneysel prosedur

Sodyum kanal blokérlerinin pre- ve postsinaptik
inhibitdr etki giiclerini aragtirmak amaciyla dokulara
20 saniye siireyle EAS (40-50 V, 20 Hz, 1 ms) uy-
gulanarak veya 10-6 M karbakol verilerek kontrol
kasilma cevaplari alindi. 40 ve 50 volida uygulanan
iki stimiilasyon arasinda 5 dakika interval birakild.
Dokular 15 dakika araliklarla besleyici solusyonla
yikanarak 45 dakika stireyle dinlendirildi. TTX (108 -
106 M), flekainid (106 - 3x10-4 M) veya pilsikainidin
(106 - 3x104 M) en kiglk dozu ilave edilerek 10 da-
kika stireyle inkiibasyon yapildi. Bu iglemden sonra
EAS veya karbakol uygulanarak kasilma cevaplari
tekrarlandi. Sodyum kanal blokérleri tek doz halinde
uygulandi ve bir st doz veriimeden dnce dokular 20
dakika sireyle besleyici soliisyonla yikanarak din-
lendirildi. On caligmalarda, belirtilen bu dinlenme
siiresinin sodyum kanal blokorleriyle olugan blokajin
tamamen ortadan kalkmast igin yeterli oldugu saptand.

Sodyum kanal blokdrlerinin gevsetici etkilerinin
arastirildigi bélimde ise dokular 10-6 M karbakol ile
kasildi. Maksimum kararll amplitide ulagildiktan
sonra ortama kimiilatif tarzda TTX (10-8 - 106 M),
flekainid (106 - 3x104 M) veya pilsikainid (10-6 -
3x10-4 M) ilave edildi.

Diger calisma gruplarinda ise, sodyum kanal
blokérlerinin - pre- ve  postsinaptik  etkilerinin
olusmasinda trakea epitel hiicrelerinden saliverildigi
bilinen (7,8) nitrik oksit ve prostaglandinlerin
modiilatér rolii aragtirildi. Bu amagla daha énce de
belirtildigi gibi, EAS veya karbakol uygulanarak
yapilan bu calismalar, siklooksijenaz inhibitéri in-
dometasin (106 M) ile 20 dakika veya nitrik oksit
sentez inhibitdri NG-nitro-L-arginin metil ester (L-
NAME, 104 M) ile 10 dakika streyle inkiibe edilen
dokularda da tekrarlandi.

istatistik

Sodyum kanal blokdrlerinin plCgy (-log ICs0)
degerleri ile % maksimum inhibitor veya gevsetici et-
kileri hesaplanarak veriler ortalama = standart hata
(SH) seklinde belirtildi. 1ki ortalama arasindaki farkin
istatistiksel analizi igin Studentin t testi (9), ikiden



Cilt :14
Sayr :1

fazla ortalama arasindaki farkin istatistiksel analizi
icin ise tek yonll ANOVA testi kullanildi. Tek yénlii
ANOVA sonucunun anlamli oldugu durumlarda,
coklu karsilastirma testi olarak Tukey-HSD kullanildr.
p<0.05 olmas: durumunda ortalamalar arasindaki
fark anlamli kabul edildi.

ilaglar:

TTX (Sigma), flekainid (Eisai Co. Ltd.), pilsikainid
{Suntary Ltd.), indometasin (Sigma), L-NAME
(Sigma), karbakol (Sigma), atropin (Sigma). in-
dometasinin  stok sollsyonu (10-4) etanolde
hazirlandi ve alt dilisyonlar distile su ile yapild:.
Diger ilaglar distile suda eritildi.

BULGULAR

Presinaptik inhibitor etki

EAS (40-50 V, 20 Hz, 1 ms) uygulanan tavsan
trakea diz kasinda elde edilen kasilma cevaplarinin
tekrarlanabilir  nitelikte oldugu, zamana bagi
degisme gériimedigi ve bazal tonusun da et-
kilenmedidi saptanmistir. ~ Stimllasyonla olugan
kasiima cevaplarinin kolinerjik sinir  uglarindan
saliverilen  asetilkoline bagh olup olmadigini
aragtirmak amaciyla dokular 10-6 M atropin ile 10
dakika siireyle inkibe edilmis ve bu uygulamanin
stimilasyonla elde edilen cevaplari tam olarak inhibe
ettigi saptanmistir.

Kimilatif tarzda ilave edilen TTX (108 - 10-6 M),
flekainid (10-6 - 3x10-4 M) ve pilsikainid (10-6 - 3x10-4
M) ile kasilma cevaplari doza bagiml tarzda ve tam
olarak inhibe edilmigtir (Sekil 1). Belirtilen ajanlar igin

Tavsan trakeasinda Na* kanal biokerieri

bulunan % maksimum inhibisyon ve plCsq dederleri
Tablo 1'de gdsterilmistir. Kullanilan sodyum kanal
blokérleri icin  hesaplanan  pliCsg  degerleri
karsilastirildiginda,  presinaptik  inhibitor etk
yéninden en etkili ajanin TTX oldugu saptanmis ve
flekainid ise pilsikainide gére daha etkin bulunmustur
(p <0.01). iIndometasin (106 M) ya da L-NAME (104 M)
ile inkibe edilen dokularda EAS ile olusan kasilma
cevaplarinin kontrol cevaplardan farksiz oldugu sap-
tanmis ve kullanilan sodyum kanal blokérlerinin bu ce-
vaplar lzerine olan inhibitér etki glicleri degismemigtir.

Postsinaptik inhibitor etki

Tavsan trakea striplerinde 106 M karbakol ila-
vesiyle kasiima cevaplar olusmus ve zamana bagli
gevseme gdzlenmemigtir. Dokularin TTX ile inkiibe
edilmesi karbakolle olugsan kasilma cevaplarini et-
kilememistir. Buna karsin, flekainid veya pilsikainid
ile inkiibe edilen dokularda karbakol ile olusan
kasilma cevaplari konsantrasyona bagimli olarak in-
hibe edilmis ($ekil 2) ve pICsp ve % maksimum in-
hibitér etkileri ydniinden flekainidin daha etkin oldugu
saptanmigtir (p < 0.05, Tablo 2). indometasin veya
L-NAME ile inklibe edilen dokularda karbakolle
alinan kasilma cevaplari ayni dokuda alinan kontrol
kasllma cevaplarindan farksiz bulunmustur. Ortamda
indometasin veya L-NAME bulunmasi durumunda bu
iki sodyum kanal blokériniin postsinaptik inhibitdr
etki glicleri degismemistir.

Postsinaptik gevsetici etki

Karbakol ile kasilan dokulara kiimlatif olarak uy-
gulanan TTX gevseme yapmamistir. Buna karsin or-

Tablo 1. Tavsan trakea diiz kasinda EAS (50V, 20 Hz 1 ms) ile olusan kasima cevaplarinin inhibisyonunda
TTX, Flekainid ve Pilsikainid icin bulunan % Max. inhibisyon ve plCsg dederleri (ortalama=sh).

Antagonist TTX Flekainid Pilsikainid p
% Max. inhibisyon (n=7) 99+0.095 98+0.111 98+0.095 >0.05
pICs50 (n=7) 7.699+0.086 5.295+0.151 4.684+0.065 <0.01*

" Coklu karsilagtirmaya (Tukey-HSD) gére, her tic grup ta birbirinden farklidir.

Tablo 2. Tavsan trakea diiz kasinda Karbakol (1070 M) ile olusan kasilma cevaplarinin inhibisyonunda Flekainid
ve Pilsikainid i¢gin bulunan % Max . inhibisyon ve plCsp degerleri (ortalama +sh).

Antoganist Flekainid Pilsikainid P
% Max. inhibisyon (n=7) 98+0.031 70+5.250 <0.05*
PICsp (n=7) 4.494+0.064 3.856+0.124 <0.05*

" Student t testine gére, her iki grup ta birbirinden farkhdir.
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Tablo 3. Tavsan trakea duz kasinda Karbakol (107 6 M) ile olusan kasiima cevaplarinin inhibisyonunda Flekainid
ve Pilsikainid igin bulunan % Max . inhibisyon gevseme ve plCs( degerieri (ortalama =sh).

Antoganist Flekainid Pilsikainid p
% Max. gevseme (n=7) 99+0.047 99+0.063 >0.05
plCsq (n=7) 4.485+0.213 4.791+0.124 >0.05

tama kimillatif olarak flekainid veya pilsikainid ilave
edilmesi konsantrasyona bagimli olarak gevseme
olusturmustur (Sekil 3). Bu bdlimde plCsg ve mak-
simum gevsetici etkileri yoniinden flekainid ve pil-
sikainid arasinda anlamli bir fark bulunmamigtir
(Tablo 3). Dokularin indometasin veya L-NAME ile
inkibe  edilmesi  kullanilan  sodyum  kanal
biokorlerinin postsinaptik gevsetici etki guglerini
degistirmemigtir. Sodyum kanal blokorleri dokunun
bazal tonusunu da etkilememigtir.

indometasin ile yapilan ¢aligmalarda, bu mad-
deyi eritmek icin kullamlan etanoliin banyodaki kon-

santrasyonu ile yapilan solvent kontrol de-
nemelerinde solvente ait bir etki gdzlenmemigtir.
TARTISMA

Sunulan bu galigmada, EAS uygulanan tavsan
trakea diiz kasinda kasiima cevaplari olugmus ve bu
cevaplar atropinle bloke edilmigtir. Trakea pre-
paratiarinda EAS ile olusan kasilmalara kolinerjik
sinir uglarindan saliverilen asetilkolinin aracilik ettigi
daha once de gosterilmigtir (10). Sinir uglarindan
nérotransmitter salimminin sodyum kanal blokérleri
ile inhibe edildigi bilinmektedir. Bu ¢alismada de-
nenen ajanlardan tetrodotoksin bilinen en giiglli sod-
yum kanal blokérii maddedir (11). Etki glct yuksek
olmasina ragmen toksik oimasi nedeniyle tedavide
kullanilmamaktadir. Flekainid ile yapilan elekt-
rofizyolojik galigmalarda bu ajanin kalp hiicresine
sodyum iyonunun giriginden sorumlu olan kanallari
- bloke ettigi gosterilmigtir (12,13). Bu etkisi nedeniyle
flekainid tedavide antiaritmik ilag olarak kul-
laniimaktadir. Pilsikainid ise antiaritmik etki po-
tansiyeline sahip olan yeni bir maddedir. Yapilan bir
calismada pilsikainidin izole ventrikiler hucrelere
sodyum iyonu girigini selektif olarak bloke ettigi
gosterilmistir (14).

Tavsan trakea diiz kasinda yapilan bu galigmada
kullanilan sodyum kanal blokérleri EAS ile olugan

10 -

kasilma cevaplarini tamamen bloke etmiglerdir. Bu
icin bulunan plCsg degerleri
karsilagtiriidiginda en etkili ajanin TTX oldugu sap-
tanmig ve flekainid de pilsikainide gore daha etkin
bulunmustur. Benzer sekilde kobay trakea diiz
kasinda yapilan bir galigmada, EAS ile olusan
kasiima cevaplani flekainid ve pilsikainid ile doza
bagiml tarzda inhibe edimig ve flekainidin pil-
sikainide gére daha glgli presinaptik inhibisyon
yaptigl belirtilmistir (5). Arastiricilar, kolinerjik sinir
uglarindan asetilkolin saliveriimesini inhibe eden
maddelerin bazi solunum yolu hastaliklarinda artmig
olan kolinerjik tonusu  azaltabilecegini &ne
stirmislerdir. Nitekim, beta-adrenerjik reseptér ago-
nistleri ile yapilan ¢aligmalarda da (15,16), bu ajan-
lann diz kaslar {izerindeki beta-adrenerjik re-
septorlerin aktivasyonuna ilaveten kolinerjik sinir
uglarindan asetilkolin saliveriimesini de azaltarak
bronkodilatér etki olusturduklari gosterilmistir.

ajanlar

Sunulan bu caligmada, kullanilan sodyum kanal
blokérlerinin tavsan irakea diz kasi (ze'™~= olan
postsinaptik etkilerini aragtirmak amaciyla, bu ajan-
larin karbakol ile olusan kasilmalar tzerine inhibitér
etkileri ve karbakolle 6nceden kasilan dokularda da
gevsetici etkileri aragtinimigtir. TTX kullanilan kon-
santrasyon aralijinda postsinaptik gevsetici yada in-
hibitor etki gdstermemistir. Buna kargin flekainid ve
pilsikainid karbakol ile alinan kasiima cevaplarini in-
hibe etmis ve % maksimum inhibisyon ve plCsg
degerleri kargilagtinidiginda flekainidin postsinaptik
inhibitor etki giict pilsikainide nazaran daha yuksek
bulunmustur. Postsinaptik  gevsetici etkileri
yoniinden ise flekainid ve pilsikainid arasinda an-
lamh bir fark bulunmamistir. Pilsikainidin karbakol ile
olugan kasiima cevaplan (zerine gevsetici etkisinin
inhibitor etkisine kiyasla daha giigli olmasinin ne-
deni, muhtemelen bu ajanin tonusu artmis dokuda
sodyum kanallari Uzerinden olan gevsetici me-
kanizmalara ilaveten damar tonusunu azaltici yonde
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Sekil 1. Tavsan trakea diiz kasinda EAS (50V, 20Hz, Sekil 2. Tavsan trakea diiz kasinda karbakol (10-6M)

1ms) ile olusan kastima cevaplari dizerine tet-
rodotoksin, flekainid ve pilsikainidin in-
hibitér etkileri.

(n:7, dikey c¢ubukiar standart hata (SH)'vi
gosiermektedir)

ile olugan kasiima cevaplan (izerine flekainid
ve pilsikainidin inhibitér etkileri.

(n:7, dikey cubuklar standart hata (SH)'yi
gdstermektedir)
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Sekil 3.

Tavsan trakea diiz kasinda karbakol (107M)
ile olusan kasilma cevaplar izerine flekainid
ve pilsikainidin gevsetici etkileri.

(n:7, dikey cubuklar standart hata (SH)'y1
gdstermektedir)
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fonksiyon goren diger bazi mekanizmalar da aktive
etmesine bagl olabilir.

Diger diz kasli yapilarda oldugu gibi trakea pre-
paratlarinda olugsan kasiima cevaplarina da si-
tosoldeki serbest kalsiyum iyonlari aracilik etmekte
(17) ve ekstraseliiler veya intraselliler sodyum kon-
santrasyonundaki degismeler sitoplazmik serbest
kalsiyum diizeyini etkilemektedir (18). Nitekim kobay
trakeasinda yapilan bir calismada, besleyici
solisyonda  sodyum iyonu konsantrasyonu
azaltldiginda asetilkolin, histamin ve serotonin ile
alinan kasilmalarin kontrol cevaplara gore daha
kiiglk oldugu saptanmistir (19). Ayrica, civeiv tra-
keasinda yapilan bir calismada, lokal anestezik ola-
rak kullanilan bir grup sodyum kanal blokérl de-
nenmis ve bu maddelerin eksojen olarak uygulanan
asetilkolinle olugan kasilma cevaplarini inhibe ettigi
saptanmistir (6). Aragtiricilar, lokal anesteziklerin,
hiicre membraninda depolarizasyondan sorumlu
olan sodyum kanallarini bloke ederek membrani sta-
bilize ettiklerini ve asetilkolin yada karbakol gibi ajan-
lara karsi membranin eksitabilitesini azalttiklarini be-
lirtmislerdir.

Epitelde olusan PGEp, PGl ve nitrik oksit gibi
endojen maddelerin solunum yolu diz kaslarini

A. S. Sahin, H. Dalgic, M. Kilic, N. Dogan

gevsettigi ve ayrica kasici ya da gevsetici ajanlara
verilen cevabin diizenlenmesinde de rol oynadig bi-
linmektedir (2). Sodyum kanal blokérlerinin inhibitér
veya gevsetici etkilerinde prostaglandinler ve nit-
rikoksit'in modiilatér roliini aragtirmak amaciyla sik-
looksijenaz inhibitérii indometasin ya da nitrik oksit
sentetaz inhibitori L-NAME ile de galigilmigtir.
indometasin veya L-NAME ile yapilan inkiibasyonda
dokularin bazal tonusunda bir degisme olmadigi ve
inkiibasyonun bitiminde EAS veya karbakolle alinan
kasilma cevaplarinin da kontrol cevaplardan farksiz
oldugu gérulmisgtir. Ayrica dokularin indometasin
veya L-NAME ile inkiibe edilmesi kullanilan sodyum
kanal blokérlerinin pre- ve postsinaptik inhibitér veya
gevsetici etkilerini degistirmemistir.

Sonug olarak, izole tavsan trakea diz kasinda
yapilan bu calismada, kullanilan sodyum kanal
blokérii ajanlardan flekainid ve pilsikainidin pre-
sinaptik inhibitdr etkilerine ilaveten postsinaptik in-
hibitér ve gevsetici etkilerinin de oldugu saptanmig
ve bu ajanlarin pre- ve postsinaptik etkilerinde sik-
looksijenaz Griinleri ve nitrik oksitin rolintin olmadigi
ortaya konmusgtur. Ancak bu ajanlarin solunum yolu
hastaliklarinin  tedavisinde kullanilabilmeleri igin
daha ileri calismalarin yapiimasi gerekmektedir.
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