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OZET

Hipertansiyon kardiyak hipertrofi ve kalp yetmezligi gelisiminde major risk
faktorlerinden birisidir ve bu siireclerin gelisiminde Mg®*un énemli oldugu iddia
edilmektedir. Bu c¢alismada L-NAME kullanilarak olusturulan hipertansiyon
modelinde kardiyak miyositlerde meydana gelen elektrofizyolojik degisiklikler
belirlenerek, hiicre ici serbest Mg®*seviyelerinin bu degisikliklerle olan iliskilerinin
ortaya konulmas1 amaglanmustir.

Hipertansiyon ve MgO tedavisi uygulanan hipertansiyon gruplarina 40 mg/kg
dozunda L-NAME 6 hafta boyunca igme suyu ile verilirken, Mg?* tedavisi alan
gruplar ayn1 zaman periyodunda 1 g/kg dozunda MgO igeren yem ile beslenmistir. L-
NAME uygulamasi ile yiikselen kan basinci degerleri MgO tedavisi ile kontrol
seviyelerine donmiistiir ve hipertansiyona sekonder olarak gelisen hipertrofi
6nlenmistir. Hipertansif sigan ventrikiil miyositlerinde azalan hiicre ici serbest Mg?*
seviyeleri, 6 haftalik MgO tedavisi ile normal seviyelere donmiistiir. Hipertansiyonun
kardiyomiyositlerde fraksiyonel kisalma miktarin1 anlamli seviyede azalttigi, kasilma
kinetiklerinde yavaslamaya sebep oldugu, Ca®* transientlerinin genliklerinde anlaml
bir degisiklik olusturmamasina karsilik, zaman sabitinin uzamasina neden oldugu
goriilmiistiir. Alt1 haftalik MgO tedavisi hipertansiyona bagli olarak meydana gelen
kasilma bozuklugunu diizeltmistir. Aksiyon potansiyelinin repolarizasyon siiresinin
ventrikiil miyositlerinde hipertansiyona bagli olarak uzadigi, buna karsihik MgO
uygulamasinin  bu degerleri kontrol seviyesine yaklastirdigt goriilmiistiir.
Hipertansiyon, li, ve lss akimlarini baskilarken MgO tedavisi, li, akimlarini kontrol
seviyelerine getirmis, ancak lss akimlarinda anlamli bir degisiklik olusturmamustir.
Hipertansiyonda meydana gelen intraselliiler serbest Mg?* seviyesindeki azalma L-
tipi Ca** akimlari, SR Ca?" icerigi ve NCX aktivitesi iizerinde énemli bir degisiklige
sebep olmamustir. Ayrica hipertansif sican kalplerinde goriilen oksidatif stres ve
protein oksidasyonu artisinin MgO tevisi ile diizeldigi belirlenmistir.

Ozetle, Mg*’un hipertansiyona bagl olarak sigan ventrikiiler miyositlerinin
elektriksel ve mekanik aktivitesinde meydana gelen degisikliklerde etkili oldugu
gdzlenmistir. Bu sonuglar hipertansif siganlardaki Mg?* eksikliginin oksidatif stres
artigina ve kardiyak fonksiyon bozukluklarina neden oldugunu, MgO tedavisinin ise
antioksidan yolaklar1 aktive ederek hipertansiyona bagli degisiklikleri diizelttigini
gostermektedir. Sonug olarak, calismamizda Mg?* dengesindeki degisimlerin kronik
kalp hastaliklarinin patofizyolojisine katkida bulunan 6nemli faktorlerden biri oldugu
gorilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Hipertansiyon, L-NAME, Mg, Uyarilma-Kasilma Ciftlenimi,
ROS



ABSTRACT

Hypertension is one of the major risk factors of cardiac hypertrophy and heart
failure and Mg?* is suggested to be a contributing factor in the progression of these
diseases. In this study, we aimed to unravel the electrophysiological changes
produced in the cardiac myocytes and to establish the relationship between
intracellular free Mg levels with these changes in L-NAME induced hypertension
model.

Hypertension was induced by administration of 40 mg/kg of L-NAME in
drink water for six weeks, while MgO treated rats fed with a diet supplemented with
1 g/kg of MgO. Elevated blood pressure, with application of L-NAME for six weeks,
was reversed to control levels with MgO treatment, thereby cardiac hypertrophy
developing secondary to hypertension was prevented. Cytosolic free Mg”* levels of
ventricular myocytes were significantly decreased with hypertension and MgO
treatment restored these changes to control levels. Hypertension significantly
decreased the fractional shortening with slowing of contraction kinetics and elicited
prolonged Ca?* transient decay time, despite unchanged Ca®* transient amplitudes in
left ventricular myocytes. Thus 6 week MgO treatment was capable of restoring
hypertension-induced contractile dysfunction in ventricular myocytes. Hypertension
prolonged repolarization phase of action potential and Mg?* significantly restored
repolarization duration in ventricular myocytes from MgO-treated hypertensive rats.
In addition, L-NAME induced hypertension suppressed Iy, and lIss currents. Though
magnesium treatment corrected li, currents to control levels; it did not affect I
currents significantly. On the other hand, hypertension dependent decrement in
intracellular Mg®* level did not result in a significant change in L-type Ca* currents,
SR Ca*" content and NCX activity. Moreover, hypertension mediated increase in
oxidative stress and protein oxidation mitigated with MgO treatment.

In summary, it is likely that Mg?* affects electrical and mechanical changes
observed in hypertensive rat ventricular myocytes. Accordingly hypertension
induced Mg®* deficiency leads to upregulated oxidative stress and functional
abnormalities in  myocardium while MgO treatment ameliorates that
electropyhsiological changes via activation of enzyme-linked antioxidant
mechanisms. As a result, changes in intracellular Mg?* balance may contribute to the
pathophysiology of chronic heart diseases.

Key Words: Hypertension, L-NAME, Mg?*, Excitation-Contraction Coupling, ROS
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GIRIiS

Arteriyel kan basincinin (AKB) normal sinirlar {izerine ¢ikmasina “sistemik
arteriyel hipertansiyon ‘“veya kisaca “hipertansiyon adi verilir. Hipertansif
hastalarda sistolik kan basinci (SKB), diastolik kan basinci (DKB) veya her ikisi
birden yiikselmis olabilir. Sik goriilen durum hem SKB hem de DKB’nin birlikte
yiikselmesidir (1, 2). Kan basincinin birgok faktorden etkilenmesine bagli olarak
dengeyi bozan cesitli patolojik olaylar hipertansiyonun ortaya c¢ikmasina yol
acmaktadir. Kan basincinin diizenlenmesini etkileyen cesitli faktorler arasinda
genetik yatkinlik, hiicre zar1 kusurlari, bazi katyonlarin diizeylerinin degismesi,
renin-angiotensin  sistemi, katekolaminler, prostaglandinler, baroreseptorler,
natritiretik peptidler ve nitrik oksit (NO) gibi endotel hiicrelerden kaynaklanan
ajanlar yer almaktadir. Ayrica, serbest radikallerin yol actig1 hiicresel hasarlar gibi
halen arastirma safhasinda olan etkenlerin de kan basincinin diizenlenmesinde etkili
oldugu diisiiniilmektedir (3-10).

Arteriyel sistemik hipertansiyon kalpte 6n yiik artisina sebep olur ve sol
ventrikiilde basing artist meydana gelir. Bu basing artisi da kardiyak yeniden
modellenme kapsaminda ventrikiiler hipertrofiyi tetikleyebilir (11). Hipertansiyona
bagl olarak gelisen sol ventrikiil hipertrofisi sonucunda iyon kanallarinda, uygulanan
deneysel modele bagli olarak farkli sonuglara ulasilmis olmakla birlikte, aksiyon
potansiyeli siiresinin (APD) uzamasi genel ve karakteristik bir degisikliktir (12).
Yapilan c¢alismalarda aksiyon potansiyelindeki (AP) bu uzamaya neden olan
mekanizmalara iliskin ¢esitli varsayimlar bulunmaktadir. Bir¢ok c¢alismada
hipertansif hayvanlardan elde edilen kardiyomiyositlerde 6zellikle K* akimlarinin
azalmasinin bu faktorlerin basinda geldigi iddia edilmektedir (11-13). Kardiyak AP
uzamasina neden olabilecek bir diger iyon akimi da L-tipi Ca®*akimlaridir (lc,).
Ancak, hayvan modellerinin kullanildigi farkli calismalarda L-tipi Ca®* kanal
kinetiklerinin ve akim genliklerinin degismedigi, arttif1 ya da azaldigi seklinde
celiskili bulgulara rastlanmaktadir (11, 12, 14).

Ote yandan epidemiyolojik ve deneysel calismalar magnezyum (Mg?")
eksikliginin kardiyovaskiiler hastaliklar ve hipertansiyon gelisiminde énemli bir risk
faktorii olabilecegini isaret etmektedir (15-17). Birgok epidemiyolojik ¢alisma Mg?®*
tilkketimi ile kan basinci arasinda ters bir iliski bulundugunu gostermektedir. Bunun
yan1 sira deneysel ve klinik c¢alismalar da I\/Ig2+ eksikliginin hipertansiyon
patogenezinde rol oynadlgl tezini desteklemektedir (18-20). Sican ventrikiil
miyositlerinde hiicre ici Mg®* iyonlarinin 6zellikle pozitif potansiyellerde L-tipi Ca?*
kanallarmi inhibe ettigi gosterilmistir (21). Ekstraselliiler Mg®* seviyelerinin akut
degisimi intraselliiler magnezyum konsantrasyonunu ([Mg*'];) etkilemedigi halde
hiicre kasilmasini biiylik oranda degistirmektedir. Elinor J. Griffiths ve arkadaslari
(22) yaptiklari calismada Mg®"  eksikliginin Ca®* transient genliklerini
degistirmedigini, fakat hiicre kasilmasini anlamli seviyede artirdigin1 gézlemislerdir.



Magnezyum eksikligi baz1 elektrokardiyografik degisikliklere de neden olmaktadir.
T dalgasinda diizlesme, QT segmentinin kisalmasi, PR’nin ve QRS intervalinin
uzamas1 Mg?* eksikliginde goriilen degisikliklerdir (23). Magnezyum, AP sirasinda
hiicre ici K™un aktif tasimasindan sorumlu olan Na'/K'-ATPaz pompasi igin
gereklidir (24, 25). Mg®* eksikligi, miyosit Na*/K*-ATPaz aktivitesinin azalmasina
yol agtigindan kardiyak miyositte Na™ birikimine neden olur. Yiiksek seviyede Na,
Na*-Ca”* degistokuscusunun aktivitesini arttirir ve boylece intraselliiler Ca®* seviyesi
yiikselir. Ayrica miyokardiyal Mg®* eksikligi sonucunda Na*/K* ATPaz pompasinin
daha az etkili olmas1 nedeniyle intraselliiler K* azalmasi s6z konusu olabilir. Buna
bagli olarak dinlenim membran potansiyeli daha az negatif olacak ve QT intervali
uzayacaktir (24, 25). Ayrica yapilan calismalarda diisik [Mg?]i’nin kendisinin
kardiyomiyosit disfonksiyonlarina neden oldugu sonucuna varilmistir (22).

Reaktif oksijen tiirleri (ROS), ateroskleroz, diyabet, kardiyak hipertrofi, kalp
yetmezligi, iskemi-reperfiizyon hasar1 gibi kardiyovaskiiler hastaliklarin yaninda
hipertansiyon gelisiminde de onemli rol oynar. Bu durum, damar sistemi ve
bobreklerde antioksidan kapasitenin azalmasi, NO’in biyo-yararliliginin azalmasi ve
oksidanlarin asir1 Uretiminden kaynaklanir. Kardiyovaskiiler hiicrelerde ROS
tiretiminde 6zellikle siiperoksit anyonu (0,”) ve hidrojen peroksit (H,O;) énemlidir.
Bu iki radikal farkli yolaklar1 aktive eder. Artmis O, seviyesi, NO’yu inaktive
ederek endotelyal disfonksiyon ve vasokontriksiyona yol agar (26). Bu durum
hipertansiyonu da i¢eren bazi vaskiiler hastaliklar i¢in karakteristiktir. Hipertansiyon
ve vaskiiler hastaliklarda ROS’un enzimatik kaynaklar1 ksantin oksidaz, NOS ve
NAD(P)H oksidazdir (27, 28). Spontan hipertansif sicanlar (SHR)’da ksantin oksidaz
ve ROS dretiminin arttigt ve bunun arteryel tonus artis1 ile iliskili oldugu
gosterilmistir (26). Ayrica yapilan diger ¢alismalarda Mg** eksikliginin de
kardiyovaskiiler hastaliklarda oksidatif stres hasarin1 ve fonksiyon kayiplarim
arttirdigr tespit edilmistir (29, 30). Mg%, antioksidan enzim aktivitesini artirmanin
yaninda intraseliiler Ca®* agmn yiiklenmesini engelleyerek oksijen radikallerinin
iiretimini baskilar (30). Kalpte Mg®* eksikligi ile siiperoksit dismutaz (SOD) ve
katalaz (KAT) aktivitesinin azaldigi ve H,O, indiiklii lipid peroksidasyonun arttigi
gosterilmistir (31, 32). Ayrica, H,O;’nin kardiyomiyositlerde direkt olarak Icap
tizerine etkileri oldugu da bildirilmistir (33).

Viicuttaki NO {retiminin, hipertansif hastalarda bozuldugu, biyo-
yararlaniminin azaldigi, yikimiin ise arttigi gosterilmis, ayrica hastalarin NO
uyaricilarina verdikleri vazodilatdr yanitlari da genelde bozuk bulunmustur (34, 35).
NO’daki azalmanin hipertansiyon gelisimine katkist oldugu fikrini destekleyen
bulgular ¢esitli hayvan ¢alismalariyla da ortaya konmustur (36, 37). Yaygin olarak
kullanilan “nitrik oksit sentaz (NOS) Blokajiyla Olusan Hipertansiyon Modeli”,
NO’nun esansiyel hipertansiyonda rol oynayabilecegi goriisii temelinde L-arginin
analoglar1 kullanilarak olusturulan bir modeldir (37, 38). Si¢anlarda hipertansiyon
olusturmak i¢in kullanilan ilk NOS inhibit6rii, bir L-arginin analogu olan N-nitro-L-
arginine methyl ester hydrochloride (L-NAME)’dir (37-39). Bu ¢alismada L-NAME
kullanilarak olusturulan hipertansiyon modelinde kardiyak miyositlerde meydana
gelen elektrofizyolojik  degisiklikler belirlenerek, ROS’un ve hiicre i¢i
Mgz+seviyelerinin bu degisikliklerle olan iliskilerinin ortaya konulmasi
amaglanmistir. Ayrica, uzun siireli MgO tedavisinin hipertansiyonun kalpte



olusturdugu elektriksel, mekanik ve biyokimyasal degisikliklere etkisi incelenerek,
Mg®* un hipertansiyondaki rolii ve terapdtik potansiyeli kapsamli bir sekilde
arastirilmastir.



GENEL BiLGILER

2.1.  Hipertansiyon

2.1.1. Hipertansiyonun Tanim ve Simiflandirilmasi

Kan basinct kalbin kani sistemik dolasima pompalamas: sirasinda arteryel
sisteme giren kanin arterler tizerinde olusturdugu basinci anlatir ve kardiyak atim ile
periferik vaskiiler diren¢ ¢arpimi olarak ifade edilir. Sistemik arteriyel kan basincinin
normal kabul edilen siirlarin iizerinde seyretmesine hipertansiyon denir (40, 41).

Kan basinct sistolik (biiyiik tansiyon) ve diyastolik (kii¢lik tansiyon) olarak
iki degerden olusur. Insanlarda kabul edilen normal degerler; SKB igin 120 mmHg
ve DKB i¢in 80 mmHg’dir. Diger yonden SKB i¢in 140 mmHg’dan, DKB i¢in de 90
mmHg’dan biiyiik degerler yiiksek kan basinci degerleri olarak kabul edilir. Hem
SKB hem de DKB’nin arttigi durum kombine hipertansiyon olarak tanimlanirken,
DKB’nin 90 mmHg altinda oldugu fakat SKB’nin yiiksek oldugu (SKB>140 mmHg)
duruma ise izole sistolik hipertansiyon denir (42).

Eriskinlerde kan basinct degerlerinin siniflandirilmasi nitel olmakla birlikte,
pratikte hekimlerin tedaviye yaklagimima kolaylik saglamak i¢in kan basinci
seviyelerinin dikkate alinmasi yararlidir. Amerika Birlesik Devletleri Ulusal Birlesik
Komite (JNC, Joint National Committee) VII. Raporu’nda 18 yas ve {izeri
eriskinlerde kan basinci dort sinifa ayrilmistir (Tablo 2.1). Bu smiflandirma anti-
hipertansif ila¢ almayan ve akut olarak hasta olmayanlar icin kullanilir.
Siniflandirmada kullanilan kan basinci degerleri, 6l¢me tekniklerine uygun olarak en
az iki farkli muayenede alinan iki 6l¢lim sonucunun ortalamasidir. Sistolik ve
diyastolik kan basinglar1 farkli siniflara diiserse, kisinin kan basinct durumunu
degerlendirmek i¢in daha yiiksek olan kan basinci derecesi dikkate alinmaktadir (43).

2.1.2. Hipertansiyonun Epidemiyolojisi

Hipertansiyon, insanlarin ¢ogunun yasamlarinin bir siirecinde karsi karsiya
kaldiklar1 tibbi ve toplumsal onemi giderek artan bir hastalik haline gelmektedir.
Hipertansiyonun iilkeden {ilkeye prevelansi degismekle birlikte tiim diinyada
morbidite ve mortalite nedenleri arasinda en 6nde gelen sorunlardan biridir. 2000
yilinda diinyada eriskin niifusun % 26,4’tinde (erkeklerde %?26,6 ve kadinlarda
%26,1) hipertansiyon oldugu ve bu oranin 2025 yili itibariyle % 29,2’ye ¢ikacagi
ongoriilmektedir (44). Diinyada yaklasik olarak 1 milyar kisinin hipertansiyon
hastas1 oldugu ve yilda 7,1 milyon kisinin hipertansiyon ve hipertansiyona bagl
sebeplerden 61diigli tahmin edilmektedir (45).



Tablo 2.1. INC VII. Raporuna gore 18 yas ve lizeri erigkinlerde kan basinci siniflandirmasi

Simif SKB(mmHg) DKB(mmHg)
Normal <120 <80
Prehipertansiyon 120-139 80-89

Evre 1 Hipertansiyon 140-159 90-99

Evre 2 Hipertansiyo >160 >100

Ulkemizde 2003-2004 yillarinda yapilan TEKHARF (Tiirk Eriskinlerinde
Kalp Hastaliklar1 ve Risk Faktorleri) ¢alismasi 33 yasini askin katilimcilardan anti-
hipertansif ila¢ kullanan, ya da kan basinci >140 ve/veya 90 mmHg olanlarin
oraninin erkeklerde %38, kadinlarda ise %46 oldugunu gostermistir. Buna gore,
tilkemizde halen 5.2 milyon erkek ile 6.6 milyon kadinda hipertansiyonun var oldugu
tahmin edilmektedir (46). Ulkemizde yapilan bir diger calisma ise Tiirk
Hipertansiyon ve Bobrek Hastaliklari Dernegi'nin 2003-2004 yillar1 arasinda yaptigi
PatenT (Turk Hipertansiyon Prevalans Calismasi, Prevalence, awareness and
treatment of hypertension in Turkey) ¢alismasidir. Bu ¢aligma Tiirkiye’de 7 bolge ve
26 ilde, 18 yas lizeri 4910 kisi ile yapilmis olup, hipertansiyon prevalanst % 31,8
bulunmustur. PatenT ¢alismasinda hipertansiyon prevalanst kadinlarda % 36,1 iken
erkeklerde % 27,7 olarak saptanmistir. Hipertansiyonlu bireylerin sadece %
40,7’sinin hastaliklarinin farkinda oldugu, hastalarin sadece % 31,1’inin anti-
hipertansif tedavi aldigi, tedavi alanlarin ise sadece % 20,7’sinde kan basincinin
kontrol altinda oldugu tespit edilmistir (47).

2.1.3. Hipertansiyonun Etiyolojisi ve Etiyolojik Simiflandirmasi

Hipertansiyon bir ¢esit kan basinci diizenlenmesi bozuklugudur ve birgok
nedenden dolay1 ortaya c¢ikar. Hipertansiyonun etiyopatolojisi hakkindaki bilgiler
hala tam olarak netlesmemistir. Bununla beraber kan basinci yliksekligi temelde
primer ve sekonder hipertansiyon olarak ikiye ayrilir. Hipertansiyon olgularinin
yaklagik %95°nin nedeni tam olarak bilinmez. Bu tip hipertansiyona ‘primer’ veya
‘idiyopatik’ veya en sik kullanilan terimle ‘esansiyel hipertansiyon’ da denilmektedir
(48). Kan basincinin olusmasini saglayan iki ana bilesenden birincisi kalbin
pompalama giicli, ikincisi ise periferik arter direncidir. Bu komponentlere bir¢cok
faktoriin katkisinin oldugu bilinmektedir. Bu iki ana komponentin birisinde veya her
ikisinde olusan patolojiler hipertansiyona neden olmaktadir (42). Primer
hipertansiyonun patogenizinde rol oynadigi ileri siiriilen baz1 faktorler sunlardir (7,
42, 45, 49):

» Genetik faktorler
» Fazla sodyum alimi, renal sodyum atiliminda defekt
» Periferik direng artisi




Kalp debisi artis1

Obezite

Insiilin direnci ve hiperinsiilinemi
Renin-anjiotensin sisteminin rolii
Stress ve asirt sempatik aktivite
Hiicre zar degisiklikleri
Endotelyal disfonksiyon

Serbest oksijen radikalleri

Olasi1 diger mekanizmalar
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Sekonder hipertansiyon ise belirli bir nedene bagli olarak gelisen
hipertansiyondur ve mevcut olgularin %5’i bu gruptadir. Bu durumda hipertansiyon
baska bir hastaliga ikincil olarak gelisen kan basinci artisindan kaynaklanmaktadir.
Baglica nedenleri arasinda renal, kalp, endokrin, norolojik ve vaskiiler anomaliler
sayilabilir. Neden olan hastalik tedavi edildiginde bu hastalarda hipertansiyon
diizelebilir. Giiniimiizde hipertansiyon tedavisinde ¢ok ¢esitli ilaglar yaygin olarak
kullanilmakla birlikte, hastanin beslenmesi ve yasam tarzi ile ilgili 6nlemler de
alimmalidir.

2.1.4. Deneysel Hipertansiyon Modelleri

Giliniimiizde yaygin bir saglik problemi olan hipertansiyon ve hipertansiyona
bagli komplikasyonlarin bir¢ok {ilkede etkiledigi popiilasyon ylizdesi ve uzun
vadedeki mortalite ve morbiditeye etkisi hipertansiyon iizerine yapilan arastirmalarin
Oonemini ortaya koymaktadir. Bu nedenle hipertansiyonun mekanizmasini
aydinlatmak ve tedavi yontemleri gelistirmek amaciyla gesitli Klinik ve deneysel
yaklasimlar uygulanmaktadir. Hipertansiyon ile ilgili arastirmalarda yiiksek kan
basincit degerleri olan insanlarin yani sira daha detayli girisimsel arastirmalarin
yapilabilmesi i¢in deney hayvanlarindan da siklikla yararlanilmaktadir. Bu tiir
caligmalarda insandaki esansiyel hipertansiyonun karsiligi olan SHR modeli veya
cesitli girisimsel yollarla olusturulan deneysel hipertansif modeller kullanilmaktadir.

Spontan hipertansif sicanlar: Bu hayvanlar normalin iizerinde kan basinci
degerlerine sahip siganlarin en az birka¢ nesil boyunca kendi aralarinda
ciftlestirilmesiyle elde edilir. Bir aydan fazla siirede sistolik kan basinglar1 devamli
150 mmHg’nin {izerinde seyrettigi takdirde spontan hipertansiyon tanimlanir (50).
[k bir iki haftada sistolik kan basinglar1 100-120 mmHg arasindadir ve sonrasinda
12-14 haftalardan itibaren hipertansiyon gelisir (50). Genetik predispozisyon
nedeniyle sicanlardaki kendiliginden gelisen bu hipertansiyon, insanlardaki esansiyel
hipertansiyon olusumunu andirir.

Dahl-Tuz Hipertansiyon Modeli: Dahl ve arkadaslari tarafindan, genetik 6zellikleri
farkli olan; tuza direngli ve tuza duyarh iki ayr1 sican soyu gelistirilmistir. Tuza
duyarli olan sicanlarda normalin {iizerinde tuz alimi hipertansiyon olusumunu

uyarmaktadir (51, 52).

DOCA-Tuz Hipertansiyon Modeli: DOCA-tuz hipertansiyonu farmakolojik olarak
olusturulan hipertansiyon modelidir. Tek bobregi alinmis sicanlara iyilesme siirecini
takiben cilt altindan periyodik olarak DOCA’nin (deoxycorticosterone- Acetate)



enjeksiyonu ve igme suyu olarak %1°’lik sodyum kloriir ¢ozeltisi verilmesi kaydiyla
hayvanlarin kan basincinda artis gozlenir (53). Bu deneysel hipertansiyon modelinin
en biiylik avantaji hipertansiyonun gelisim evreleri sirasinda tuzun oynadigi roliin
arastirilmasinda 6nemli yarar saglamasidir (54).

Renal Hipertansiyon Modelleri: Siganlarda hipertansiyon olusturmak igin
kullanilan diger bir yontem bdbrek arterlerinin giimiis klipslerle daraltildigir Goldblatt
hipertansiyon modelidir. Hayvanin iki bobregi de saglamken tek bobrekteki renal
arter glimiis klipsle daraltilirsa "iki bobrek bir klips" deney modeli olarak adlandirilir
(55). Sayet hayvanin bir bobregi alindiktan sonra diger bobrege giren renal arter
glimiis klips yardimiyla daraltilirsa "bir bobrek bir klips" deney modeli olusturulur ve
her iki modelde de kan basinci artar (54, 56).

NOS Blokajiyla Olusan Hipertansiyon Modeli

1992 yilinda iki farkli aragtirma grubunun yapmis oldugu calismaya gore
kronik olarak oral NOS inhibitorii uygulamasinin hipertansiyona neden oldugu
gosterilmis  ve bu uygulamanin arteriyel hipertansiyon modeli olarak
kullanilabilecegi belirtilmistir (38). Hayvanlara NOS inhibitoriiniin yiiksek dozlarda
verilmesi daha agir hipertansiyona yol agarken ilerleyen donemlerde bobrek hasarina
da neden olmaktadir (38, 57). Periferik arteriyel direncin artmasi ile NO arasinda bir
iliskinin oldugu ve kan basincinin uzun vadede diizenlenmesinde NO’nun katkisinin
oldugu bilinmektedir (58, 59). Bununla iliskili olarak NOS enziminin kronik olarak
inhibisyonu ile periferik arteriyel direng¢ artis1 ve dolayisiyla sistemik hipertansiyon
gelisimi saptanmistir (59, 60)

Bu yontemde NG-nitro-L-Arjinin (L-NNA), L-NAME gibi L-arginin
analoglarinin uygulanmasiyla NOS enzimlerinin kronik kompetitif inhibisyonu
saglanir ve bunun sonucunda arteriyel kan basinci artar (61). L-NAME, esterazlarla
L-NNA’ya metabolize olur ve dokulara bu sekilde gecer (62). Bir L-arginin analogu
olan L- NAME siganlarda hipertansiyon olusturmak igin kullanilan ilk NOS
inhibitoridir (37-39). L-NAME’in suda ¢oziinebilmesi ve igme suyuyla birlikte
hayvanlara verilebilmesi, bu modelin kolaylikla ve yaygin olarak kullanilmasini
saglamistir. Siganlarda L-NAME’nin intraperitoneal enjeksiyonu da hipertansiyon
olusturmak icin kullanilan diger bir uygulamadir.

Kronik NOS inhibisyonuyla olusturulan hipertansiyonun gelisimine katkis1
oldugu ileri siiriilen mekanizmalar arasinda total periferik direng artisi, sempatik
sistem aktivasyonu, gesitli vazoaktif maddeler ve artmis renal sodyum tutulumu
sayllmaktadir (38, 63). Yiiksek doz L-NAME ve L-NNA uygulamasi ile yapilan
uzun sureli NOS inhibisyonunda dokularda hasar olusmakla birlikte bobreklerde
tiibiiler nekroz ve glomeruloskleroz, damarlarda media tabakasinda kalinlasma ve
kalpte fokal nekroz odaklari olusabilmektedir (38). Mevcut veriler 1s18inda diisiik
doz NOS inhibitorleri ile olusturulan hipertansiyondan esasen sodyum tutulumunun,
yiiksek doz NOS inhibitorleri ile olusturulan hipertansiyondan ise total periferik
direng artiginin sorumlu oldugu kabul edilmektedir (64).

Deneysel L-NAME hipertansiyon  modelinin  uygulandigt  sican
caligmalarinda, bu inhibitoriin degisen dozlardaki ve uygulama siirelerindeki etkisi
incelendiginde farkli kan basinci artiglar1 gézlenmistir (39, 61, 65). Farkli soylardaki



siganlara ayni dozda L-NAME uygulanmasinin kan basincini farkli diizeylerde
degistirdigi belirtilmektedir (37).

2.1.5. Deneysel Hipertansiyonda Hipomagnezemi

Hipertansiyonda hemodinamik anormalliklerin temelini arterlerde liimen
genisliginin azalmast nedeniyle periferal rezistans artist olusturur. Liimen
genisliginin daralmas1 ve periferal direng artis1 kiiclik arterlerde yapisal ve
fonksiyonel degisikliklere neden olabilir. Bu degisimler, ekstraselliiller matriks
iceriginin degismesi ve hiicre biliylimesinden dolayr ortamin kalinlagmasi ile
kontraksiyon artis1 ve/veya vasodilatasyonun azalmasindan dolay: vaskiiler tonus
degisimleridir. Bu siireglerde bir¢ok faktorler etkili olmakla birlikte magnezyum da
bu siireglerde kilit rol oynayabilir (66).

Magnezyum genel olarak viicutta en ¢ok bulunan dordiincti, hiicre i¢inde ise
(potasyumdan sonra) ikinci katyondur. Kardiyovaskiiler sistemde onemli biyolojik
fonksiyonlara sahiptir. Kontraktil proteinlerin regiilasyonu, Ca®**, Na* ve K"un
membran boyunca tasinmasi, ATPaz aktivitesi i¢in temel kofaktér olmasi, enerji
bagimli sitoplazmik ve mitokondriyal yolaklarin regiilasyonu, DNA ve protein
sentezi gibi onemli fonksiyonlarin ger¢eklesmesinde Mg?* selliiler seviyelerde
etkilidir (67, 68). Sistemik olarak Mg®* kan basincini diisiiriir ve periferik damar
direncini diizenler. Magnezyum seviyesindeki anormallikler neredeyse tiim organlari
etkileyebilir ve hatta ventrikiiler aritmi, koroner arter vazospazmi, ani 6liim gibi
oliimciil komplikasyonlarla da sonuglanabilir (66).

Cesitli deneysel hipertansiyon modellerinde doku Mg?* iceriginin azaldig1
gosterilmistir (69-74). SHR, DOCA-tuzu hipertansiyon ve NOS blokajina bagh
hipertansiyon modellerinde [Mg?*]; konsantrasyonunun hem kardiyak miyositlerde,
hem de ¢izgili ve vaskiiler diiz kas hiicrelerinde normotensif kontrollere gore azaldigi
gosterilmistir (74-79). Hipomagnezemiye Mg?* absorbsiyonunun azalmasi ve iiriner
Mg®" atiliminin artmasi katkida bulunan siireclerdir. Mg®* metabolizmasini etkileyen
bir baska siireg de plazma membramindaki bir yapisal degisiklik dolayisiyla Mg**’a
gecirgenligin azalmasidir (80).

2.2. Magnezyum Homeostazi

Ortalama kiloya sahip bir erigkin bireyin viicudundaki toplam Mg®* miktar1
25 gram, yani 1000 mmol'diir. Yaklagik olarak, bunun % 601 kemiklerde
bulunurken, % 20’si kasta, diger %20’si yumusak dokularda ve karacigerdedir.
Toplam viicut Mg*~’nun % 99’u hiicre icinde, sadece % 1°i hiicre disindadir (81).
Plazma Mg”* 'unun da % 80 i iyonizedir veya hiicre zarindan gegebilecek okzalat,
fosfat ve sitrat gibi iyonlarla kompleks haldedir. Bu % 80’lik iyonize kisim
bobreklerde glomeriiler filtrasyona ugrar. Diger % 20lik kisim proteinlere baghdir.
Normal plazma Mg** konsantrasyonu 1.7-2.1 mg/dl dir. Mg** homeostazini kontrol
eden ana faktorler gastrointestinal sistemden Mg®* emilimi ve renal atihmdir (82).
Tablo 1°de yaslara gore giinliik Mg®" alimi verilmistir. Mg®* dogada bol miktarda
bulunur ve 6zellikle yesil sebzeler temel kaynaklarin basinda yer alirlar. Tahillarda,
kuruyemiste, hububatta, baklagillerde ve ¢ikolatada da bol miktarda bulunur. Et ve
balikta orta derecede bulunmasina ragmen bu besinlerin islenmesi ve pisirilmesi
Mg®" icerigini azaltir.



Tablo 2.2. Giinliik Mg?* ihtiyacinin yaslara gére dagilimi (83)

YAS ERKEK KADIN HAMILE
0-6 ay 30 mg 30mg
7-12 ay 75 mg 75 mg
1-3 yas 80 mg 80 mg
4-8 yas 130 mg 130 mg
9-13 yas 240 mg 240 mg
14-18 yas 410 mg 360 mg 400 mg
19-30 yas 400 mg 310 mg 350 mg
31-50 yas 420 mg 320 mg 360 mg
51+ yas 420 mg 320 mg

2.2.1. Mg*" Emilimi

Intestinal Mg absorbsiyonu iki farli yol aracihgiyla gerceklestirilir:
transseliiler transport sistemi ve paraselliiler pasif transport sistemi (84, 85) (Sekil
2.1A). Disiik intraliiminal konsantrasyonlarda birincil olarak aktif transport yoluyla
ve konsantrasyon artisiyla birlikte paraselliiler yolakla absorpsiyon gerceklesir (Sekil
2.1B).

Mg2+ emilimi besinden alinan miktara baglidir. Ortalama bir Mg2+ aliminda
viicuda giren miktarin yaklasik % 30-40'1 emilir. Daha acik bir ifadeyle giinde 1
mmol diizeyinde Mg®" alinmasi halinde % 80’i emilirken, 25 mmol diizeyinde
yiiksek Mg®" alimirsa bunun yaklasik olarak % 25°i emilir. Biiyiik oranda sadece
iyonize Mg?* emilir. Liimende fosfat ve yag diizeyleri artarsa bu durum Mg®*
emilimini azaltir.
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i=]
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Sekil 2. 1. A: Intestinal Mg®* emilimi, B: Doymamus paraseliiler ve doyurulabilir transseliiler tagima
fonksiyonu egrileri (86)

> Yiiksek Ca®* alimi, Mg®" emilimini azaltabilir.
> Diisiik Mg?* alimi, Ca®" emilimini yiikseltir.
> Paratireod hormonun, Mg?* emilimini artirict etkisi vardir.



> Ca®* emilimini azaltan glukokortikoidler (ki hiperkalsemide glukokortikoid
tedavisinin yeri vardir) jejunumda Mg2+ transportunu arttirir.
> Vitamin D'nin de Mg?* emilimini artiric etkisi oldugu bildirilmistir.

2.2.2. Bobreklerin Mg Homeostazisindeki Rolii

Bobreklerin Mg®* dengesinde 6nemli bir rolii vardir. Plazma Mg®"'unun %
80’1 iyonize durumdadir ve bu % 80’lik kismu kolayca glomeriiler filtrasyona
ugramaktadir. Filtre olan Mg 'un yaklasik olarak % 95°i nefronun degisik
bolimlerinden geri emilir. Mg?* geri emilimi en ¢ok Henlenin ¢ikan kalin
segmentinden olmaktadir (geri emilimin % 50-70’1). Proksimal tiibiilden, geri
emiliminin sadece % 15-25’1 ve distal tiibiilden ise % 5-10’u olmaktadir (87, 88).
Distal tiibiildeki geri emilim ise aktiftir ve bir katyon kanali olan TRPM-6
aracihityla olur. Mg 'un hiicreden interstisyuma basolateral kenardan transportu
Na-K ATPaz araciligtyla olmaktadir (Sekil 2.2) (88-90).

Sekil 2.2. Transseliiler Mg?* transportu (91)

2.2.3. Bobreklerin Mg®* Dengesini Etkileyen Faktorler

Viicut sivi miktari, serum Mg?* diizeyi, hormonlar ve birgok faktér Mg®*
reabzorpsiyonunu etkiler.

» Ekstra selliiler sivi hacmi: Ekstraselliller sivi hacmindeki artis bobreklerden
Ca?*, Na** ve Mg”" atilimim artirir (Henle kulbundan Mg geri emilimini
azaltir).
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» Glomeriiler Fitrasyon Hizt (GFR): Kronik bobrek yetmezliginde GFR diiserken,
fraksiyonel Mg®* geri emilimi de haliyle azalir. Fakat hasta son dénem bobrek
yetmezligine erisinceye kadar plazma Mg2+ degeri normal sinirlarda kalir.

> Plazma Mg* ve Ca?* konsantrasyonu: Hiperkalsemi ve hipermagnezemi,
Ca’*’ya duyarli reseptor aracﬂlglgfla gerceklesen Mg?* geri emilimini inhibe eder.
Ayrica fosfat azlig1 da iiriner Mg®" atilimin1 artirir.

> Asit ve baz durumu: Kronik metabolik asidoz bdbreklerden Mg?* kaybiyla
sonuglanir. Kronik metabolik alkaloz ise, tam tersi etki yaratir.

> Hormonlar: Renal Mg®* geri emiliminin kontrolii birgok hormon tarafindan
kontrol edilir. Henlenin ¢ikan kolundaki Mg®* transportunu etkileyen birkag
hormon gosterilmistir: PTH, kalsitonin, glukagon, arjinin vazopressin hormon ve
beta adrenerjik agonistler.

2.2.4. Transseliiler Mg transportu

2.2.4.1. Magnezyum ¢ikisinin regiilasyonu

Magnezyum ¢ikisi, Na'-bagimli ve Na'-bagimsiz sistemler icerir. Sodyum
bagimli Mg?" transportu Na*/Mg®* degis-tokuscusu araciligiyla gergeklestirilirken,
Na*-bagimsiz mekanizmalar Ca®*/Mg®* degis-tokuseusu, Mn*/Mg* antiporter ve CI
IMg**ko-transporterlarini igerir ve ekstraselliiler iyonlarla Mg?**u degistirir (92-94).
Na*/Mg** degis-tokusgusu, vaskiiler diiz kas hiicreleri ve kardiyak miyositleri de
igeren bazi hiicrelerde gosterilmistir ve Ang II, vasopressin, isopreterenol, endotelin-
1 ve insiilin tarafindan regiile edilir. Sodyum bagimsiz Mg® atilim yolaklar1 ise
eritrosit ve hepatik hiicrelerde gosterilmistir (95-98).

2.2.4.2. Magnezyum girisinin regiilasyonu

Fonksiyonel —¢aligmalarda katyon kanallari boyunca ve Na“’un
elektrokimyasal gradiyentinden vyararlanan karsit-tasinim  (counter-transport)
yolaklar1 yoluyla Mg*/anyon es-tasizim (co-transport) ile hiicrelere Mg®* girisinin
oldugu ileri siiriilmiistiir. Farkli dokularda en az yedi adet transseliiler Mg”* kanali
klonlanmistir. Bu kanallar:

> Mitokondriyal RNA splicing 2 protein (Mrs 2p); yiiksek kapasitede bir Mg®*
girisine aracilik eder ve ana mitokondriyal tasiyicidir (99).

> Insan solute carrier family 41 iiyeleri I ve 2 (SLC41A1, SLC41A42) kanallari;
genel iki degerlikli iyonlarin gecisine izin veren katyon kanallaridir ve voltaj-
bagimli bir mekanizmada Mg?* tasinmasina aracilik eder (100, 101).

> Ancient conserved domain protrein 2 (ACDP2); ACDP2 araciligiyla Mg®* alimi
voltaj bagimlidir ve Na™ ya da CI iliskili degildir (101).

» Magnezyum transporter 1(Mag T1); diger iki degerlikli katyonlara diisiik bir
permeabiliteyle birlikte biiyiik Mg2+ akimi ortaya cikarir. Ekstraseliiler Mg2+
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konsantrasyonu araciliiyla regiile edilir ve 6nemli bir memeli Mg2+ tasiyicisidir
(102).

Bu tastyicilarin ¢ogu renal dokuda lokalizedirler ve viicudun Mg*homeostazinda
cok 6nemlidirler (Tablo 2.3).

» Transient reseptor potansiyel melastatin katyon kanali 6 ve 7 (TRPMS,
TRPM7);Magnezyum transportunda TRPM 6 ve TRPM 7 de ¢ok 6nemli bir yere
sahiptir (102, 103). TRPM 6 primer olarak intestinal epitelde ve bobrek
tiibiillerinde eksprese edilirken, TRPM 7 kan damarlarinda, kalpte, beyinde,
akcigerde, karacigerde, dalakta ve intestinal sistemde eksprese edilir (102, 104,
105). TRPM 7 iki degerlikli katg/onlara gecirgendir, esansiyel izmetaller olan
Zn?*, Cu®*, Fe**, Mn*, Co?*, Ni** elementlerini ve fizyolojik olarak dominant
olan Ca** ve Mg iyonlarimi gegirmektedir (103, 105-107). TRPM 6
gastrointestinal ~ sistemde ve bobrekler boyunca toplam viicut Mg®*
regiilasyonunda goérev alirken, TRPM 7 intraselliiler Mg2+ homeostazinda
6nemlidir (108, 109). TRPM 7 sitozolik Mg?* ya da Mg**-ATP’deki degisim ile
regiile edilmektedir. Intraseliiler Mg” yeterli seviyeye geldigi zaman Mg
alimim azaltmak i¢in negatif bir geri besleme mekanizmasi gibi davranarak
intraseliiler Mg®* TRPM 7 kanalim inhibe eder. Disiik Mg**
konsantrasyonlarinda bu inhibisyon ortadan kalkar, kanal agilir ve sitozoliik Mg2+
normal seviyelerine doner. Mg2+ ve Mg*-ATP’nin modiilatr etkisi kanalin
protein kinaz domaini ile iliskili olabilir (110-112). Vaskiiler diiz kas
hiicrelerinde Ang II ve aldosteronun TRPM 6 ve TRPM 7 ekspresyonunu modiile
ettigi ve TRPM 7 bagimli Mg®" transportunu etkiledigi gosterilmistir (113).

Tablo 2.3. Kardiyovaskiiler ve renal hiicrelerde Mg*" tastyicilari (19)

Tasiyici Hiicre/doku

Bobrek tibiilleri
UIRELAE Vaskiler diiz kas hiicreleri
Vaskiiler diiz kas hiicreleri

TRPM7 Kardiomiyositler

SLC41A1 Bobrek
Kalp

SLCA41A2 Bobrek

MagT1 Distal tiibiiler hiicreler

ACDP2 Bobrek Korteksi

Paraselin-1 Henle kulpu
Mrs2p I¢ mitokondrial membran

2.2.5 Hiicre ici Mg”* regiilasyonu

Birgok biyokimyasal reaksiyonda kritik bir bilesen olmasi nedeniyle Mg®**un
hiicre i¢i konsantrasyonu ¢ok siki regiile edilir. Kardiyovaskiiler hiicrelerde Mg®**un
hiicre disina atilmasindan sorumlu tasiyicilar hala kesin olarak bilinmemekle birlikte
hem diiz kas, hem de kardiyak hiicrelerde Na*/Mg®" antiporterlari oldugu ileri
siirilmektedir. Na*/ Mg®* degis-tokuscusu ilk olarak miirekkep baligi akzonunda
gosterilmis ve elektrokimyasal gradiyentle Na* hiicre icine alinirken Mg2+’un hiicre
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disina atildigr iddia edilmistir. Ayrica, Na* bagimli Mg®* tagmimmim amiloride,
quinidine, imipramine ve mangenez ile inhibe oldugu gosterilmistir (114-116). Hiicre
icerisinde Mg®* ¢ekirdek, mitokondri ve ER/SR’da depolanir ve regilasyonu
intraseliiler tamponlar, hormonlar ve vasoaktif ajanlarla saglanir. Phorbol esterler,
isoproterenol, glutatyon (GSH) ve endotelin-1 (ET-1) intraseliler Mg**
konsantrasyonunu arttirir; buna karsilik Ang Il, vasopressin, aldosteron, norepinefrin
ve epinefrin Mg?* ¢ikisimi stimiile eder ve [Mg?']; azalir. (Sekil 2.3 ) (66).

Mg2+ influx

Na*/Mg* 4
exchanger #

Mg2+-buffers
/:/{ Mg2+ + ATP = Mg-ATP=

V
,./
o

Mg?+ + protein = Mg?+-protein

Mitochondria
uptake/release

Unknown
Mg+ efflux
mechanisms

Sekil 2. 3. Mg®"un plazma membrani, hiicre i¢i organeller ve intraseliller tamponlar tarafindan
regiilasyonu (66)

2.2.6. Hipertansiyonda Vaskiiler Degisimlerde Mg”* Rolii

Hipertansiyon primer olarak periferal damar sistemindeki fonksiyonel,
yapisal ve mekaniksel degisikliklerle baglantili olarak, periferal vaskiiler direng
artigtyla iliskilidir (117, 118). Periferal direnci arttiran fonksiyonel degisiklikler,
vazokonstriktor ajanlara karsi vaskiiler reaktivitenin artmasi, vazodilatasyonun
bozulmasi ve hiicrelerin elektriksel 6zellikleri ile uyarilma-kasilma c¢iftlenimindeki
degisiklikleri igerir. Magnezyum bu siire¢lerde ¢ok dnemli bir rol oynar (119-121).

Ekstraseliiler Mg®* konsatrasyonundaki artis vazodilatasyona sebep olur ve
agonist indiiklii vazokonstriksiyonu zayiflatir, buna karsilik konsantrasyon diisiisii
kontraksiyona neden olur. Mg *un Kkontraktiliteye etkisinin molekiiler temeli tam
olarak  bilinmemesine  ragmen, [Ca’]i regiilasyonunu etkileyebilecegi
diistiniilmektedir (122, 123). Vaskiiler diiz kas hiicresinde, Mg2+ hiicre disinda Ca**
girigini ve Ca”’un membrandan tasmmasim inhibe ederek vazokonstriktor ajanlarin
kontraktil etkisini azaltir, ya da intraseliiler olarak Ca®* antagonisti gibi davranarak
artmig [Ca®']i’de vazokonstriktor etkileri modiile eder. Vaskiiler tonus iizerine
Mg®*’un etkileri Na*/K* ATPaz aktivitesi iizerine etkilerinden dolay1 olabilir. Na*/K*
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ATPaz pompasi, Na* ve K transportunu ve vazodilatasyonun modiilasyonu igin
onemli faktorler olan cAMP ve cGMP fosforilasyonunu regiile eder (124, 125).

Mg* i
B- AR Na*(Ca*"?)
M~ H Plasma membrane
I/TJ + '7 -7 M
Adenylyl cyclase — ¢cAMP ™ = i

MITOCHON- v Pi
DRION .
ATP*Mg

Na’( )

C "#(‘)

H (?)

Nucleus

Plasma membrane

---- PKC “/ZDAG'# IP3 e—
Far,

MR

Sekil 2.4. Memeli hiicresinde seliiler Mg®* homeostazinin regiilasyonu (23).

Vaskiiler kontraksiyonda rolii olan sinyal iletim yolaklarindaki bazi enzimler
iizerine etkilerinden dolay1 Mg®* seviyesinin diismesi énemli sonuglara yol acar. Bazi
¢aligmalarda hipertansiyonda vaskiiler Mg®* seviyelerinin belirgin sekilde azaldig
gosterilmistir (124-126). Hipertansiyonda goriilen seliiler Mg®* eksikliginin altinda
yatan mekanizmalar bilinmiyor olsa da, Mg®* eksikligi durumunda membran
gecirgenligi azalmakta, NaJ'-Mg2+ degistokusu ve hiicrelerin yanit1 degismektedir.
Ayrica, damar diiz kas hiicrelerinde hiperplazi, hipertrofi, elangasyon tespit edilmis
ve arterlerde liimen ¢evresindeki hiicrelerde reorganizasyon oldugu gosterilmistir
(125, 126).

Mg®* hiicre biliylimesi ve farklilagmasini da diizenlemektedir. Cogalabilen
hiicrelerde, digerlerine gore daha fazla Mg?* bulunmakta ve yiiksek ekstraseliiler
Mg?®* enerji metabolizmasini, protein sentezini ve DNA’y1 stimiile etmektedir. Mg®*
DNA yapisinin stabilizasyonunu, DNA replikasyonunu ve transkripsiyonunu, RNA
translasyonunu ve iyon kanallarmimin agilip-kapanmasimi etkiler. Ayni zamanda
Mg®*, mitojen aktivated protein kinaz, Rho/Rho kinaz, PI3K ile tirozin kinaz
aktivitelerini etkileyerek hiicre biiylimesini diizenler (127-130). Bugiine kadar
yapilan ¢alismalarin ¢ogu vaskiiler olmayan hiicrelerle iligkili olmakla birlikte, yakin
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donemde genetik hipertansif sicanlarda Mg2+ metabolizmasindaki degisikliklerin
vaskiiler diiz kas hiperplazisi ve hipertrofisi ile iligkili oldugu gosterilmistir (66).

2.2.7. Vaskiiler Tonus Regiilasyonu ve Mg?* Reaktivasyonu

Mg?* tuzu infiizyonu ile periferal vaskiiler direngteki azalma yoluyla kan
basmcinin diisdiigii ve boylece akut Mg** uygulamasinin vasodilatér etkisi nedeniyle
hipotansiyona yol actigi gosterilmistir (131, 132). Ekstraseliler Mg”*
konsantrasyonunun artmasi, kan basmcini  diizeltirken, vaskiiler direnci
diisiirmektedir. Ekstraseliiler Mg?* eksikliginde ise bu etkilerin tersi gozlenmektedir
(80, 133).

Hipermagnezemi veniillerde, venlerde, arterlerde ve arteriyollerde spontan
tonusu inhibe eder, kan akisina karsi arteriyel direnci azaltir (134). Ekstraseliiler
Mg konsantrasyonundaki artigin vaskiiler direnci diisiirmesinin mekanizmasi
anlagilamamis olmakla birlikte, Mg2+ iligkili vazorelaksasyonun doz bagimli olarak
hizli bir sekilde meydana gelmesi damar sistemi iizerine direkt etkisiyle ortaya
giktigi1 gostermektedir.  in  vitro  ¢aligmalarda  ekstraseliiler =~ Mg®*
konsantrasyonundaki artisin, izole edilen damarlarm Ca® indiiklii kontraksiyonunu
inhibe ettigi gosterilmistir. Ekstraseliiler Mg2+ konsantrasyonundaki artis ile spontan
mekanik aktivitenin ve bazal vaskiiler tonun azalmasi ekstraseliiler Ca®~un doz
bagiml artig1 ile geri dondiriliir. Bu veriler, Mgz+’un Ca®" ile yarigmal1 olarak
vaskiiler diiz kas hiicrelerinin aktivitesini regiile ettigini ve intraseliiler toplam ve
serbest Ca?* seviyelerini modiile ettigini gosterir. 1.2 mmol/L bazal seviyenin
iizerinde Mg** konsantrasyonundaki bir artis vazokonstriktor etkiyi zayiflatir ve bazi
vazoaktif ajanlarin vazorelaksan 6zelliklerini etkili hale getirir (66).

2.3. Kardiyak Kasin Uyarilma-Kasilma Ciftlenimi

2.3.1. Genel Sema

Kardiyomiyositleri saran hiicre zar1 (sarkolemma) depolarizasyonuyla
baslayan ve kalbin kasilmasina kadar siiren olaylar zincirine uyarilma-kasilma
ciftlenimi (excitation-contraction coupling) adi verilir. Miyositlerin senkronizasyonu,
komsu hiicreler arasindaki interkale disklerde lokalize olan oyuk-kavsaklar (gap
junction) boyunca elektriksel iletim yoluyla miimkiindiir. Kalp kasinin kasilmasi
diger kaslarda da oldugu gibi kasi olusturan hiicrelerin zarlarinin depolarizasyonu ile
tetiklenir. Hiicrelerin birbiriyle baglantili olmalarindan dolayr olusan AP bir
hiicreden digerine geger. Boylece, baslangicta bir hiicrenin uyarilmas: diger biitiin
hiicrelerin uyarilmasiyla sonuglanir.

Sarkoplazmik retikulum (SR), ventrikiiler miyositlerde uyarilma-kasilma
ciftlenimi sirasinda intraseliiler ortamda Ca*’un yiikselmesinden sorumludur. SR
iizerinde bulunan ve Ca®* salimum kanali olarak bilinen riyanodin reseptorlerinin
(RyR) yakinlarindaki lokal [Ca*"]; artis1, SR’dan bu kanal araciligiyla Ca®* salinimini
tetikler. Bu siire¢ ilk olarak Fabiato ve arkadaslar1 tarafindan tanimlanmis ve Ca®*-
uyarmmli  Ca** salimmi (CICR) olarak isimlendirilmistir (135, 136). CICR,
ventrikiiler miyositlerde uyarilma-kasilma c¢iftleniminin temel mekanizmasini
olusturur. Sitozolik ortamda artan Ca?", Ca2+-baglay101 protein olan Troponin C’ye
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baglanir ve hiicre kasilmasi1 gerceklesir. Relaksasyon i¢in Ca*’nin Troponin C’den
ayrilmast ve [Ca®’nin ortamdan uzaklastiriimasi gerekir. Ca?un  sitozolik
ortamdan uzaklastirilmas: dort yolla gergeklestirilir; SR Ca*-ATPaz (SERCA),
sarkolemmal Na'/Ca®" degis-tokuscusu (NCX), sarkolemmal Ca®*-ATPaz (PMCA)
ve mitokondriyal Ca®* unipoter (137). Sekil 2.5’de uyarilma kasilma ciftlenimi
boyunca meydana gelen olaylar dzetlenmistir.

3Na 2K
Sarkolemma ;%
Ca 3Na

Ca /—_\Ca
LN D 2

T-tubdl

200 ms

Sekil 2.5. Ventrikiil hiicrelerinde hiicre i¢i Ca diizenlenmesi (137)

2.3.2. Ventrikiiler Aksiyon Potansiyeli

AP gecici depolarizayon durumu olarak tanimlanabilir. AP olugmasinin
altinda zar gecirgenliklerindeki degisimler yatmaktadir. Dinlenim durumunda hiicre
zar1 potasyum iyonlarma (K") daha gecirgen oldugu igin dinlenim zar potansiyeli K*
denge potansiyeline (Nerst Potansiyeli) yakin bir degerdedir (138).

Kalp AP’nin konfigiirasyonu c¢esitli fazlara boliinebilir. Sekil 2.6’da ventrikiil
hiicresi AP’nin 5 faz1 ve temel olarak her fazdan sorumlu olan akimlar
goriilmektedir. Faz 0 AP’nin sigramast; faz 1 erken repolarizasyon evresi; faz 2 plato
evresi; faz 3 asil repolarizasyon fazi; ve faz 4 dinlenim potansiyeli evresidir.

Faz 0: AP’nin Na® akimlarma bagh olan hizli sigrama evresidir. Bu akimin hizh
aktivasyon ve inaktivasyon kinetikleri vardir. 1 ms’de tepe degerine ulastiktan sonra
kendiliginden azalir (inaktivasyon). Ufak bir depolarizasyonla Na® kanallari
acilmaya basladiginda, elektrokimyasal gradyentten dolay1r Na™ hiicre igine girmeye
baslar. Bu durum hiicrenin daha fazla depolarize olmasina ve depolarize oldukca da
yeni Na* kanallarmin agilmasina neden olur.
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Faz 1: AP’nin ¢ikisin1 hemen takip eden gecici ve bagil olarak kiiclik repolarizasyon
evresidir. Biiyiik oranda depolarizasyonla hizla agilan bir tip K* kanalinin gegici
disar1 dogru (transient outward (Iy,)) akimina baglidir. Daha az olmakla birlikte klor
akiminin da katkist vardir.

Faz 2: Plato evresi olarak bilinen bu faz erken repolarizasyon fazini takip eden ve
zar potansiyelinin goreceli sabit oldugu siireci kapsar. Kalp hiicrelerinde goriilen
uzun AP’nin nedenidir. Platonun nedeni iceri dogru pozitif akimlarin disar1 dogru
pozitif akimlar1 neredeyse dengelemesidir. L-tipi Ca?* kanallarindan igeri dogru Ca®*
girisine karsilik, yavas aktive olan K™ (gecikmis dogrultucu akim (Ix)) kanallarindan
K" disart ¢ikar. Buna ek olarak, I’da platonun erken evresine katkida
bulunmaktadir.

Faz 3: Platoyu takip eden son repolarizasyon evresidir. inaktivasyon nedeniyle Ic,
zamanla azalirken, yavas aktive olan Ik artar ve baskin hale gelir. Bu akimin
inaktivasyonu olmadigindan, uzun stirelidir.

Faz 4: Ventrikiil hiicrelerinde 4. faz dinlenim potansiyelidir. Zar K" iyonlarina
yuksek gecirgenlik gosterdiginden potasyum denge potansiyeline yakin bir deger
almaktadir. Dinlenim potansiyeli biiyiik oranda iceri dogrultucu (Ik1) da denen bir tip
K" akimi tarafindan belirlenmektedir.

2.3.3. L-tipi Ca*" Kanallar1 (LTCC)

L-tipi Ca®" kanallari, tim kardiyak miyositlerde eksprese edilen ve
ventrikiiler miyositlerde baskin olan Ca®* kanallaridir. Biiyiik bir kondiiktans, uzun
siirede agilma ve aktivasyon icin esik degerin -40 mV olmasi1 LTCC i¢in karakteristik
ozelliklerdir. Inaktivasyon yavastir ve iki bilesen tarafindan gerceklestirilir; voltaj
bagimli inaktivasyon yavas meydana gelirken, Ca** girisi ve SR’dan Ca®* salimmi
hizli bir inaktivasyonu tetikler ve Ca®* girisini smirlar (139, 140).

Ca? girisi, transmembran iyonik akim olarak olgiiliir (Ica.) ve SR’dan Ca®"
salimini tetikler. Repolarizasyonda Ics "nin “kuyruk akimlari” da SR Ca?* salinimini
tetikler(141, 142). Miyosit pozitif potansiyellere kenetlendigi zaman (6rnegin +50
mV), Ca*”un hiicre igine girisi ile ilgili siiriicii kuvvet gok kiigiiktiir. Bu nedenle
Ca®" kanallar1 a¢ik olmasina ragmen igeri dogru Ica. olusmaz ve dolayisiyla [Ca2+]i
transientleri meydana gelmez. Repolarizasyonda daha negatif potansiyellerde (-70
mV civarinda) Ca®" icin siiriicii kuvvet biiyiiktiir ve kanallar kapanmadan 6nce
kanallar boyunca Ca? girisi gerceklesir. Bu akim Igy. “kuyruk akimlari” olarak
tanimlanir ve kasilmaya katkida bulunur.

2.3.4. Na'/Ca®* Degis-Tokuscusu (Exchanger) Yoluyla Ca®* Girisi

Na*/Ca®* degis-tokuscusu (NCX), elektrojenik bir tasiyict proteindir ve
sarkolemma boyunca Na* ve Ca”* iyonlarimin tagmmasini saglar. Aktivasyonu,
konsantrasyon gradiyenti ve voltaj bagimhidir. Ug farli izoformu vardir ve NCX1
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Sekil 2.6. Ventrikiil aksiyon potansiyelinin evreleri ve onlara karsilik gelen iyon akimlart (143).

kardiyak dokudaki baskin izoformudur. Kardiyak izoformunun aktivasyonu, diger
izoformlarina gore 10 kat daha fazladir. NCX’in lokalizasyonunun T-tiibiillerinde
oldugunu gosteren ¢alismalarin (144, 145) yaninda sarkolemmaya dagilmis oldugunu
gosteren ¢alismalar da (146) mevcuttur. Ayrica Scriven ve arkadaslar1(147), NCX’in
RyR ile ko-lokalize olmadigim géstermistir. Bu sonug, NCX’in SR Ca’* saliminda
rolii varsa bunun ¢ok kii¢iik bir etkiye sahip oldugunu gosterir.

NCX, 3 Na*’a karsilik 1 Ca®* iyonu degisimi yaparken elektrojenik bir akim
(Incx) olusturur (148, 149). iki farkli modda galisir; ileri mod (forwardmod;Ca”*
hiicre digina atilir ve iceri dogru akim olusur) ya da tersine mod (reverse mod; c*
hiicre ic¢ine almir ve disart dogru akim olusur). Degis tokuscunun zitlanma
potansiyeli olduk¢a negatiftir (-30mV ile -80mV arasi) ve bu potansiyellerde dl¢iilen
akim disartya dogrudur. Cok pozitif potansiyellerde LTCC araciligiyla Ca?* girisi
yoktur ve Ca? girisinin NCX araciligiyla oldugu ayrica bu giren Ca®* un, SR’dan
Ca?* salmmum tetikledigi gosterilmistir (150-152). Ancak NCX’in verimliligi ve
olusturdugu [Ca?']; transientleri ¢ok kiigik ve yavastir (153). NCX’in en 6nemli
goérevi salimmin modiilasyonu ve Ca®* salimmu i¢in esik degeri kaydirmasidir (152,
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154)). Ek olarak dinlenim durumunda bazal Ca®** seviyesinin korunmasinda ve SR
ca?* iceriginin modiilasyonunda da etkilidir.

2.3.5. Sarkoplazmik Retikulum (SR) ve Riyanodin Reseptorii

Kardiyak kasinda, SR ana Ca®* deposudur. RyR, SR’daki Ca** saliim
kanahidir ve {i¢ farki izoformu mevcuttur. RyR1 baskin olarak iskelet kasinda
bulunmaktadir (155, 156), RyR2 izoformu ise kalp kasi izoformu olarak
bilinmektedir (157, 158). RYR3 (159) ise her yerde bulunur. RyR’ler biiyilik bir
sitoplamik domain ve kii¢iik bir transmembran domain olmak iizere iki kisimdan
olusur. Sitoplazmik domain regiilasyon proteinleri ile baglantilidir ve kanal kap:
modiilasyonundan sorumludur.

RyR’nin agilmasi sitozolik serbest Ca®* miktarina baghdir ve [Ca?'];
konsantrasyonu mikromolar seviyelerdeyken aktivasyona, milimolar seviyelerdeyken
inhibisyona sebep olur (160). Sitozoliik Ca?**ya ek olarak SR igerisinde depolanan
Ca®* miktar1 da RyR’nin gegirgenligini ve agilma olasiligini arttirabilir. Ayrica RyR,
cesitli fizyolojik ve farmakolojik ajanlar tarafindan da regiile edilir. ATP (ve diger
adenin niikleotidler) RyR’yi aktive ederken, Mg ve asidosis aktivitesini inhibe eder
(161). Kafein ve diger metilksantinazlar, RyR’nin Ca2+-bag1m11 acilma 6zelligini
degistirerek diisiik Ca®* konsantrasyonlarinda agilmasim saglar. Kafein diisiik
konsantrasyonlarda (<1 mM) biiyiik [Ca*]; transientlerini tetiklerken, yiiksek
konsantrasyonlarda SR’da depolanan Ca”*’min tamamen bosaltilmasima sebep olur.
Ek olarak RyR’nin, cAMP-bagimli protein kinaz A (PKA) ve Ca®*-Kalmodiilin
bagimli protein kinaz (CaMKII) tarafindan fosforilasyonu da regiilasyonu acisindan
olduk¢a 6nemlidir (162, 163). Marks ve ark tarafindan yapilan ¢alismalarda RYR2
nin PKA ile fosforilasyonu sonucu FKBP12.6’nin kanal olusturan kompleksten
ayrilmasini sagladigr ve bunun sonucunda kanalin agilma olasiligiin arttigi ileri
stiriilmektedir (164).

Junctin, triadin ve calsequestrin, RyR ilskili proteinlerdir ve SR Ca®*
salimminda gorev alirlar. Calsequestrin, Ca®"’ya afinitesi diisiik fakat Ca®* baglama
kapasitesi yiiksek olan bir proteindir. SR limeninde lokalizedir ve liiminal Ca®*
tamponlama 6zelligine sahiptir. Calsequestrin ve RyR arasindaki fizyolojik ¢iftlenim
icin triadin ve junction proteinleri gereklidir (165).

2.3.6. Sarkoplazmik Redikulum Ca** ATPaz (SERCA)

SERCA, fizyolojik bir uyaranla intraseliiler ortamda yiikselmis olan Ca®**un
SR’a yeniden taginmasindan sorumlu protein yapisinda bir pompadir. SERCA, P-tipi
iyon tastyict ATPaz ailesindendir ve bir ATP molekiiliinii ADP’ye hidrolize ederek 2
ca®* iyonunu SR liimenine tasir (166). Kalpte SERCA2a izoformu yliksek
seviyelerde eksprese edilir ve immiinohistokimyasal ¢alismalarda, T-tiibiiliine komsu
Z-bandlarinda lokalize oldugu gosterilmistir (167). SERCAZ2a, fosfolamban (PLB)
proteini tarafindan regiile edilir(168). PLB fosforile olmadigi zaman, SERCA2a ile
fizyolojik etkilesim igindedir ve SERCA’min Ca*’ a affinitesini diisiirerek
aktivitesini azaltir (169). PLB’nin fosforilasyonu, proteinde konformasyonel
degisiklige sebep olur ve SERCA {izerindeki inhibe edici etkisi hafiflemis olur (170).
Fosfolamban, PKA, PKC ve CaMKII tarafindan farkli bolgelerinden fosforile
olabilir. B-adrenerjik stimiilasyon sirasinda PLB’nin Ser'® bolgesinden PKA aracili
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fosforilasyonu, SERCA’nin Ca®" affinitesini arttirarak Ca* pompalama hizini arttirir,
boylece gevseme hizi artar (171). PLB’nin CaMKII tarafindan fosforilasyonu da
benzer etkiler olusturur (172) Ancak bu fosforilasyon yolaginin daha ¢ok miyosit
gevsemesi ve SR’a Ca’ nin geri alinmasmim frekans-bagimli hizlanmasindan
sorumlu oldugu diisiniilmektedir (173).

2.3.7. Kasilmada Ca®’mn Rolii

Miyofilamentlerin aktivasyonu Ca’"’ya bagli oldugundan kasiima dereceli
olarak meydana gelir ve sitozolik Ca®* ile diger faktdrlere baghdir. Inraselliiler
ortamda Ca”* serbest ve bagli olmak iizere iki formda bulunur. Bagli Ca**nin serbest
Ca?*’ya oram yaklagik 100:1°dir ve sitozoliin Ca®* tamponlama 6zelligi vardur.
Kasilmanin yar1 maksimum aktivasyonu ( half maximal activation) i¢in sitosolde 70
umol/L Ca*" olmalidir ve [Ca®']; 600 nM seviyelerine kadar yiikselir (174).

Fizyolojik kasilma, kani firlatmak i¢in kuvvet tiretir. Kardiyak kontraksiyon
iki yolla degisebilir; birincisi, Ca®* transientlerinin siiresinin ya da genliginin
degismesi digeri ise miyofilament Ca?* duyarliliginin degismesidir. Miyofilament
Ca®* duyarliligi, miyofilamentlerin gerimi aracihigiyla dinamik olarak yiikselir ve
kuvvetli bir kasilma ile sonuglanir. Miyofilament duyarlilig1 asidozis ile azalirken,
fosfat ve Mg®" iyonlari ile artar. Ayrica Ca®* duyarhiligi B-adrenerjik aktivasyon ile
azalirken kafein ve inotropik ilaglar ile yiikselir (175, 176).

2.4.  Reaktif Oksijen ve Nitrojen Tiirleri

2.4.1. Serbest Radika Tanmim

Molekiillerin dis yoriingelerinde biri digerine zit yonde hareket eden elektron
ciftleri bulunmaktadir. Bu elektron ciftleri, molekiillerin kararli kalmasini saglar. Dis
yoriingelerinde en az bir adet eslesmemis elektron igeren atom veya molekiile serbest
radikal denir (177-179). Serbest radikaller metabolizmanin yan {iriinii olarak veya
belli bir amaca yonelik olarak (6r: fagositoz) hiicre igerisinde stirekli iiretilirler.

2.4.2. Serbest Radikal Olusumu
Radikaller hiicrede baslica 3 temel mekanizma ile olusur.

1.  Normal bir molekiiliin kovalent baginin homolitik ayriimasiyla: Yiiksek enerjili
elektromanyetik dalgalar ve yiiksek sicaklik kimyasal baglarin kirilmasina neden
olur. Kirtlma sirasinda bag yapisindaki iki elektronun her biri ayr1 ayri1 atomlar
tizerinde kaliyorsa, bu tiir kirilmaya homolitik kirilma denir ve her iki atom tizerinde
de eslesmemis elektron kalir.

2. Normal bir molekiiliin elektron kaybetmesiyle: Radikal 6zelligi bulunmayan bir
molekiiliin elektron kaybetmesinin ardindan dis orbitalde paylasilmamis elektron
kaliyorsa radikal formu olusur.

3. Normal bir molekiile elektron eklenmesiyle: Radikal 6zelligi tasimayan molekiile
bir elektron transferi ile dis orbitalinde eslesmemis elektron olusuyorsa bu tiir
indirgeme radikal olusumuna neden olur (180).
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Bir radikal radikal olmayan bir molekiille reaksiyona girerse, baska bir serbest
radikal olusur. Bu o6zellik serbest radikallerin zincirleme reaksiyonlara girmesine
olanak saglar (180).

2.4.3. Reaktif Oksijen Tiirleri ve Kaynaklar

Reaktif oksijen tiirlerinin olusumu, aerobik kosullar altinda siiren yasam ile
fizyolojik ve patofizyolojik kosullar altinda iretilen reaktif aracilar ile ilgilidir (181).
Reaktif oksijen tiirleri DNA, karbonhidratlar ya da proteinler gibi biyolojik
makromolekiillere hasar verebilme yetenegine sahiptir. Bu oksijen metabolitleri ya
hidroksil radikali (OH’), peroksil radikali (ROO’) gibi radikal ya da tekil oksijen,
peroksinitrit (ONOOQO") ya da hidrojen peroksit (H.O,) gibi reaktif radikal olmayan
bilesiklerdir (182).

Stiperoksit hiicre icerisinde molekiiler oksijen rediiksiyonu ile olusan baglica
serbest radikaldir (181).

O, +e —>0;"

Siiperoksit anyonu elektron fazlasim1 bir baska elektron alicisina vererek
tekrar molekiiler oksijene (O2) oksitlenebilir. Ya da bir elektron daha alarak peroksil
anyonunu (O,%) olusturur, bu da ortamdan iki proton alarak (H") H,O, olusumuna
neden olur (183).

0,+¢ — > 022._
022‘_ +2H ——> H,0,

Indirgenmis gecis metallerinin otooksidasyonu O, meydana getirebilir.

Fe+2 + 0 — Fe+3 +0,”
Cut+ O, «—» CUu™?+0,"

Gecis metalleri iyonlarinin  oksijenle reaksiyonlar1 geri doniisiimli
reaksiyonlardir. Stiperoksit radikal anyonunun ondan meydana gelen diger reaktif ara
tirlinlerin olusumunda merkezi rol oynadigi gériilmektedir. Mitokondrideki solunum
zincirinde O;" olusumunun devaminda O,  dismutasyonunun bir {iriinii olarak
meydana gelen H,0,, ROS’un gii¢lii bir kaynagidir (184). Bu durum mitokondriyal
elektron tagima zincirinin spesifik bir bolgesinde oksijenin O, e uygunsuz
rediiksiyonu ile sonuglanan olasit eslesmemis elektron sizintisindan kaynaklanir
(185). Bir diger onemli ROS kaynagi inflamatuar reaksiyonlardir. Aktive olmus
makrofajlar ve notrofiller gibi inflamatuar hiicreler ¢esitli ROS’lar1 (H,0,, NO, O,7)
ve hipokloriti (HOCI) serbest birakirlar (186). Notrofiller membrana bagl ¢ok
bilesenli NADPH oksidaz olarak bilinen bir enzim kompleksine sahiptirler. NADPH
oksidaz aktive edildiginde biiyiik miktarlarda ROS firetir (187).

Stiperoksit anyonu, hiicre membranlarindan kolay gegemedigi i¢in kendisi
dogrudan zarar vermemektedir (188). Siiperoksitin énemi, gecis metal iyonlarinin
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indirgeyicisi ve H,0, kaynag1 olmasidir. Hidrojen peroksit tiretimi SOD tarafindan
katalizlenen O, dismutasyonu ile olusmaktadir.

20,7 +2H" ———— > H,0,+ 0,

Hidrojen peroksit diistik elektriksel yiikii ve noniyonize 6zelliklerinden dolay1
hiicre membranindan hizli bir sekilde gecer. Gegis grubu metal iyonlarinin varliginda
yiiksek derecede reaktif serbest radikaller olusur (188, 189) .

Dis gevrede 1s1, UV 151k, terapétik ilaglar, x- ve y- radyasyon gibi bir¢cok
kaynaktan ROS {iretilebilir (190). Demir katalizli Haber-Weiss reaksiyonu genellikle
fizyolojik durumlarda yavagtir. Fakat gecis metalleri, metal selatdrler veya
hemoproteinlerin varliginda bu reaksiyon hizli bir sekilde olusur. Bu durum Fenton
reaksiyonu olarak tanimlanir. Bu reaksiyonlarla O, radikali ferrik (Fe*) demiri,
ferroz (Fe*?) demire indirgerken H,0y, hidroksil radikaline doniisiir (191).

O, +Fe® ———>Fe'?+ 0,
Fe*? + H,0, ————> Fe™+ OH + *OH’ (Fenton reaksiyonu)

Hidroksil radikali olustugu yerde tiyoller ve yag asitleri gibi cesitli
molekiillerden bir proton kopararak tiyil radikalleri (RS"), karbon merkezli organik
radikaller (R’), organik peroksitler (RCOQ") gibi yeni radikallerin olusmasina ve
sonugta bliylik hasara neden olur.

R-SH + «OH — > RS+ + H,0
-CH; + *OH———>-CH< + H)O

Membrandaki kolesterol ve yag asitlerinin doymamis baglar1 serbest
radikallerle kolayca reaksiyona girerek peroksidasyon {iriinlerini olusturmaktadir.
Coklu doymamis yag asitlerinin (poly unsaturated fatty asid- PUFA) oksidatif yikimi
olan lipid peroksidasyonu, serbest radikallerin PUFA’nin yan zincirlerindeki
metillenmis karbonlardan hidrojen atomu koparmasiyla baslar. PUFA’nin
oksidasyonu, bir oksijen alarak ¢cabucak peroksil radikaline (LOO¢®) doniisebilen yag
asidi radikalinin (L) olugsmasina yol agar (179, 192). Peroksil radikali, membrandaki
komsu yan zincirlerden hidrojen atomlarini koparip peroksidatif zincir reaksiyonunu
baslatmaktadir (192). Lipid peroksil radikalleri diger lipidler, proteinler ve niikleik
asitler ile reaksiyona girerek elektron transferinin artmasina ve substratlarin
oksidasyonuna sebep olur. Biyolojik membranlarda lipid peroksidasyonu, membran
akiskanliginin  azalmasina, membran potansiyellerinin diismesine, H* ve diger
iyonlarin gecirgenliginin artmasina ve sonucgta hiicre membraninin pargalanarak
organellerin disar1 sizmasina neden olur (193).

2.4.4. Reaktif Nitrojen Tiirleri ve Kaynaklari

Nitrik oksit (NO), yararli bir metabolit olduguna inanilan bir serbest
radikaldir. Lipit peroksidazlarla reaksiyona girebilir ve antioksidan olarak fonksiyon
gorebilir (194). Nitrik oksit sentaz, L-arginini L-sitriiline ¢evirerek NO’yu meydana
getirir (195). Nitrik oksitin kontrolsiiz liretimi sonucu proteinlerin nitrolizasyonu,
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DNA kirilmalar1 ve diger molekiiler etkilesimler ile doku hasarna sebep olabilir
(196).

NO" ve nitrit (NO), tek sayida e igerdikleri igin serbest radikal tanimina
uymaktadir. Biyolojik sistemlerde olusan reaktif nitrojen tiirlerinin en Onemlisi
NO™dur. in vivo ortamda salman NO', NO," veya nitrat (NOs’)’a otookside olabilir.
NO;" zayif bir rediikte edicidir. Fizyolojik pH’da NO°, bir reaktif ara iiriin olan
ONOO “yu olusturmak tizere O, ile reaksiyona girebilir. Radikal olmayan ONOO",
gliclii bir oksidandir. Tiyol gruplarinin oksidasyonu yoluyla direkt sitotoksik etki
gosteren ONOO, ¢esitli nitrojen oksit radikallerini ve "OH olusturarak dekompoze
olabilir (197).

0,” + NOO — ONOO + H'
ONOO + HY «—— «OH + NO,
«OH + NO,, — NO3 + H'

2.4.5. Nitrik Oksit ve Oksijen Radikaller Arasindaki Etkilesim

Siiperoksit radikalinin NO™ya kars1 affinitesi yiiksektir. Nitrik oksit ve O;”
arasindaki reaksiyon, ONOO™ olarak adlandirilan yeni bir molekiilii meydana getirir
(197). Peroksinitrit oldukca reaktif bir molekiildiir ve protein, lipid ve ozellikle
DNA’da yogun hasara neden olabilir. Tiyol gruplarmin oksidasyonu yoluyla direkt
sitotoksik etki gosteren ONOO', ¢esitli nitrojen oksit radikallerini ve *OH radikalini
olusturarak dekompoze olabilir (197). Nitrik oksitin metalloproteinler, protein
stilfhidriller ve oksijen kaynakli serbest radikaller ile reaksiyonu inflamasyon ve
oksidatif strese aracilik etmesini saglar (198)

Peroksinitritin konjuge asidi peroksinitr6z asit (ONOOH) iki yolla reaksiyon
verir. 1k yol giiclii oksidan ara iiriinler olusturmaksizin nitrat {iretmesi diger yol ise
giiclii bir oksidan olan, yag asidi oksidasyonunu ve aminoasit nitrasyonunu
baslatabilen *OH ve nitrojen dioksit (NO,) olusturmasidir (197).

Oksidazlar ve oksijenazlar, oksijen radikal iiretiminde kritik kaynaklidir ve
metaloproteinlerin ve vazoaktif bir molekiil olan NO’nun serbest radikal aracil
tikketimi yolu ile NO sinyalizasyonundaki bozukluklara neden olabilir. Oksidazlar ve
oksijenaz aktiviteleri bu sebepten prooksidatif ¢evre ve kronik inflamasyona neden
olan NO’nun fonksiyonel inaktivasyonundan sorumlu olabilir (199).

2.5.  Antioksidan Savunma Sistemi

Antioksidan sistem, serbest radikallere karsi organizmanin en Onemli
silahidir. Hem hiicre i¢inde hem de hiicre disinda olusan radikallerin zararl etkileri
antioksidan savunma sistemi Ogelerinin ortaklaga calismalari sonucu ortadan
kaldirilir.

2.5.1. Antioksidan Enzimler ve Bilesikler

Hiicrede olusan ROS’un sitotoksik etkisinin ortadan kaldirilabilmesi veya
azaltilabilmesi antioksidan enzim sistemleri ile miimkiin olabilmektedir (200) Bu
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enzimler, sitoplazmik, mitokondriyal ve SOD glutatyon peroksidaz, katalaz ve
fagositik hiicrelerde mevcut olan miyeloperoksidaz enzim sistemleridir (Sekil 2.7)

Antioksidan molekiiller ve iyonlar ekzojen ve endojen kaynakli olarak
organizmada bulunur ve oksidanlara Kkarsi enzimatik olmayan bir savunma
gosterirler. GSH, ¢esitli vitaminler, melatonin, niasin, triptofan, riboflavin, a-lipoik
asit, biyoflavonoidler, koenzim Q, iirik asit, seruloplazmin ve sistein, bu grup iginde
sayilabilirler.

O,e
NADP+* NADPH
\/
Glutatyon
SOD Rediktaz
N\
GSH GSSG
\/
Myeloperoksidaz F?el ruotlilgc(i):z
H,0 —— H,0, H,O + O,
Katalaz
HOCI Cl-

Sekil 2.7. Antioksidan enzim sistemleri

2.6.  Protein Oksidasyonu

Protein oksidasyonu, ROS (OH", H,O, gibi) ile dogrudan veya oksidatif
stresin sekonder {irlinleri ile reaksiyonu sonucu dolayli olarak indiiklenen,
proteinlerin  kovalent modifikasyonu olarak tanimlanmaktadir (201). Protein
oksidasyonu bir¢ok mekanizmayla gergeklesebildigi ve amino acil yan zincirlerinin
hepsi oksidatif olarak modifiye olabildigi i¢in ¢ok farkli tipte oksidatif protein
modifikasyonlar1 vardir. Serbest radikal ya da radikal olmayan bir oksidan ile
gerceklesen oksidatif protein modifikasyonlarinin biyokimyasal sonuglari; yan zincir
gruplarinin oksidasyonu, omurganin fragmentasyonu, yeni reaktif tiirlerin olusumu,
fazla miktarda radikal olusumu ve zincir reaksiyonu seklinde devam ettirilmesi,
protein ya da aminoasitlerde dimerlesme, ¢okelme, proteinin normal katlanmasinin
bozulmas1 veya konformasyon degisimi, yapisal bozulmaya bagh islevsel kayip,
enzim gibi islevsel proteinlerin ¢evirim sayisinin degismesi, gen diizenlenmesinin ve
ifadesinin degisimi, hiicre sinyal yollarinda modifikasyon, apoptoz ve nekrozun
uyarilmasi, ¢apraz baglanmalar, yanls katlanmalar, konformasyon ve hidrofobik
yapida degisiklikler ve proteolitik enzimlerde aktivite kaybi olarak siralanabilir
(202). ROS’un proteinlerle etkilesimi sonucunda histidin, prolin, arjinin ve lizin gibi
cok sayida aminoasit kalintisinda ve/veya peptid omurgasinda meydana gelen hasar
sonucunda protein karbonil iirinleri meydana gelir (203)
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GEREC VE YONTEMLER

3.1. Deney gruplarimin olusturulmasi

Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Biyofizik ve Biyokimya Anabilim Dali
laboratuvarlarinda gercgeklestirilen bu ¢alismada 8 haftalik geng eriskin Wistar cinsi
toplam 100 adet erkek sigan kullanilmistir. Akdeniz Universitesi Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurul onay1 ile Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar
Bakim ve Uretim Unitesinden temin edilen siganlar sicaklign 22+2°C olan ve 12 saat
giin 15181 12 saat karanlik periyodu uygulanan bir odada tutulmus ve ticari sigan yemi
ile suya herhangi bir kisitlama olmaksizin ulagmalar1 saglanmustir.

Sicanlar calismanin baslangicinda rastgele olmak iizere dort gruba ayrilmistir.
Her grupta 25 hayvan olmak iizere gruplandirma asagida belirtilen sekilde
yapilmistir:

1- Kontrol grubu (K, n=25)

2- Hipertansif grup (HT, n=25)

3- MgO tedavisi alan hipertansif grup (HT-Mg, n=25)
4- MgO tedavisi alan grup (Mg, n=25)

Deneysel L-NAME hipertansiyon modeli olusturmak amaciyla hayvanlarin
icme sularima spesifik olmayan bir NOS inhibitorii olan L-NAME (40 mg.kg™.gun™)
ilave edilmistir. Hayvanlarin giinliik su tiikketimi belirlenerek amaglanan L-NAME
dozunun alimmasi saglanmistir. Suda ¢6ziinmiis L-NAME’nin zamanla aktivitesini
yitirmesi ihtimaline karsi, L-NAME eklenen i¢cme suyu iki giinde bir taze
hazirlanmis ve onceden artan L-NAME’li icme suyu tekrar kullanilmamistir. Bu
sekilde hipertansif ve MgO tedavisi alan hipertansif gruplardaki sicanlar, 6 hafta
boyunca i¢me sulariyla L-NAME almistir.

Mg tedavisi alan gruplara 1 g/kg dozunda MgO iceren yem hazirlanmis ve 6
hafta siiresince bu yem ile beslenmeleri saglanmistir. MgO uygulamasi1 L-NAME
uygulamasiyla es zamanl olarak gergeklestirilmistir.

3.2.  Kan Basmea Ol¢iimii

Deneydeki hayvanlarin kan basinglar invazif olmayan tail cuff yontemiyle
kuyruk arterlerinden ol¢iilmiistiir. Kuyruga takilan halka seklindeki basing probuyla
alinan sinyaller MP 150 veri toplama sistemi (BIOPAC Systems, CA-USA) ve
MAY-BPHR 9610-PC (Commat LTD., Ankara, Tirkiye) iinitesi araciliiyla
bilgisayara aktarilmis ve 6l¢timler Acknowledge paket programiyla ¢izdirilen basing
traseleri lizerinden yapilmistir. Tiim hayvanlarin deney Oncesi bazal degerleri
saptandiktan sonra kan basinci takibine 3 haftada bir yapilan olgiimlerle deney
sonuna kadar devam edilmistir.
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Bu o6l¢iim yonteminde kuyruktaki arterlerden gegen kan akiminin kisa bir
stireligine kesilmesi icin havayla sisirilebilen, halka seklindeki bir manget (cuff)
kullanilmigtir. Belli basing saglayacak diizeyde sisirilen mansetin otomatik olarak
yavage¢a sondiiriilmesiyle kan akiminin tekrar baglamasi saglanmistir. Bu sirada, yine
halka seklindeki basing probuyla belirlenebilen pulsasyonun basing degeri
saptanmigtir. Bu yontemdeki kan basincinin 6l¢iim prensibi insandaki kan basincinm
kol arterinden 6lgme yontemindekiyle benzerdir. Periyodik ol¢iimler sirasinda her
sican i¢cin en az bes basing trasesi kaydedilmis ve belirlenen degerlerin
ortalamasindan o giinkii kan basinci degeri hesaplanmustir.

3.3. Kardiyak Miyositlerin izolasyonu

Deney gruplarinda bulunan hayvanlar hafif anestezi altindayken (50 mg/kg
sodyum pento barbital) kalpler hizli bir sekilde ¢ikarilmis ve Langendorff sistemine
baglanmustir (Sekil 3.1). Daha énce Ozdemir ve ark., kullandiklar1 enzimatik yéntem
takip edilerek (204), asili kalpler once igerigi (mM): 137 NaCl; 5,4 KCI; 1,2 MgSOy;
1,2 KH,PO4; 5,8 HEPES; 20 glukoz olan ve pH 7.2 dengesinin saglanmasi igin % 5
CO2 -% 95 O, ile gazlanan, kalsiyumsuz perfiizyon soliisyonu ile 5 dakika
yikanmistir. Arkasindan, kalbin {izerinden 20-25 dakika siiresince ayni soliisyon iginde
hazirlanmis kollajenaz (Roche, Collagenase A type) (0,7 mg/ml) ve proteaz (0.06 mg/ml)
karisim1 enzim gegirilip uygun kivama ulasildiginda, kalp kiiciik bir kabin igine alinmis ve
sol ventrikiilii ayristirilarak, makasla ince bir sekilde dilimlenmistir. Daha sonra, ince bir
filtreden gecirilen hiicreler birka¢c yikama isleminden gecirilmistir. Ortamdaki
hiicrelerin Ca®* adaptasyonu kademeli olarak saglanmustir. Tiim deneylerde sol
ventrikiil miyositleri kullanilmustir.

3.4. Hiicre i¢i Serbest Mg?* konsantrasyonunun Ol¢iimii

Izole edilen kardiyomiyositler Mag-fura-2 AM (3 pM) ile oda sicakliginda 20
dakika inkiibe edildikten sonra, 340 ve 380 nm’de eksite edilerek 510 nm’ ye
merkezlenmis floresan oranlarn Slgiilmesi ile [Mg*7]; degisimleri bilgisayara
kaydedilip degerlendirilmistir. Mag-Fura2-AM ile elde edilen floresans 1s1ma siddeti;

[Mg®Ti = Kd (R-Ruin)/(Rmax-R)St2:Sh2

formiilii aracilifiyla konsantrasyona doniistliriilmiistiir. Hiicre gegirgenligini
degistirmek i¢in % 0,05’lik TritonX kullanilmistir. Eksternal ortamda 20 mM Mg2+
varliginda maksimum floresans (Rpyax) ve 30 mM EGTA varliginda ise minimum
floresans (Rmin) elde edilmistir

Ayrica ortamda asirt miktarda Mg?* mevcut iken 380 nm dalga boyunda elde edilen
floresans 151k yogunlugu (Sp,) ve ortamda asiri miktarda EGTA mevcut iken 380 nm
dalgaboyundaki floresans 151k yogunlugu (Sr) degerleri hesaplanmistir. Magnezyum
i¢in daha 6nce belirlenmis olan K¢=1,5 degeri kullanilmistir (205).

Kullanilan floresans indiikator Mag-Fura2-AM’in Ca®* iyonuna da affinitesi
olmasindan dolay1 elde edilen 1simanin Mg?* iyonlarindan kaynaklandigimi teyit
edebilmek i¢in 20-25 V genligindeki 0.5 Hz frekansh pulslar uygulanmis ve
kasilmaya karsilik transient elde edilip edilmedigine bakilmistir. Ayrica ATP
intraselliiler ortamda iyi bir Mg2+ tamponlayicisi oldugundan dolay1 poli-lisin kapl
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banyo igerisine konulan Mag-fura2-AM yiiklii olan miyositler iizerine 10 pM ATP
uygulanmis ve floresans 1s1ma siddetindeki degisim gozlenmistir. Kayitlar lonOptix
LLC sistemi ile (Milton USA) kaydedilmistir. Analizler lonwizard yazilim
(lonOptix, USA) programi araciligiyla gerceklestirilmistir (206).

Sekil 3.1. Sigan kalbi izolasyonunun temel basamaklari. Siganlar anestezi verilerek bayiltildiktan
sonra gogiis kafesi hizlh bir sekilde agilarak kalp alinmistir. Kalp daha sonra Langendorff
sistemine baglanarak retrograd sekilde perfiize edilmistir. Enzimatik uygulama (kollajenaz
ve proteaz) sonrasi kollajen doku ve hiicreleri bir arada tutan diger yapilar pargalanarak

kardiyomiyositler elde edilmistir.

3.5. Hiicre i¢i Bazal Ca** konsantrasyonunun Ol¢iimii

[zole edilen kardiyomiyositler fura-2 AM (4 uM) ile oda sicakliginda 15-20
dakika inkiibe edildikten sonra, 340 ve 380 nm’de eksite edilerek 510 nm’ ye
merkezlenmis floresan oranlarin 6l¢iilmesi ile bazal [Ca2+]i derisimi elde edilmistir.
Fura2-AM ile elde edilen floresans 1s1ma siddeti;

[Ca®™]i = Kd (R-Riin)/(Rmax-R)St2/Sn2

formiili araciligiyla konsantrasyona doniistliriilmistiir. Hiicre gegirgenligini
degistirmek icin % 0,05°lik TritonX kullanilmistir. Eksternal ortamda 35 mM Ca?*
varliginda maksimum floresans (Rmax) ve 30 mM EGTA varliginda ise minimum
floresans (Rmin) elde edilmistir. Ayrica ortamda asir1 miktarda Ca?" mevcut iken 380
nm dalga boyunda elde edilen floresans 1sik yogunlugu (Spy) ve ortamda asirt
miktarda EGTA mevcut iken 380 nm dalgaboyundaki floresans 151k yogunlugu (St,)
degerleri hesaplanmistir. Kalsiyum ic¢in daha once belirlenmis olan K4=225 nM
degeri kullanilmistir (207)

Yukarida Mag-fura2-AM ile yiiklii olan miyositlere uygulanmis olan 0.5 Hz
frekanslh elektrik alan uyarist ve 10 uM ATP uygulamasi ayni sekilde fura2-AM
yiiklii miyostlerde de yapilmis ve floresans oranlari (lonOptix LLC, Milton USA)
kaydedilmistir. Analizler lonwizard  (lonOptix, USA) programi araciligiyla
gergeklestirilmistir.
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3.6.  Kontraktil Parametreler

Izole edilen hiicreler, icinden Tyrode soliisyonu [(mM): 137 NaCl, 5,4 KCI,
0,5 MgCl2, 1,8 CaCl2, 11,8 Na-Hepes, 10 glukoz, pH:7.35)] gecen ve iki ucunda
elektrot yerlestirilmis kiivet i¢ine alinmistir. Bu hiicrelerden uyarilabilir olanlar
secilerek 20-25 V genligindeki 0.5 Hz frekansli pulslarin olusturdugu kasilma
miktarlar1 kaydedilmistir (Sekil 3.2) (lonOptix LLC, Milton USA). Alinan kayitlarin,
lonwizard (lonOptix, USA) programi araciligiyla % kasilma orani (L/Lo), gerimin
tepesine ¢ikis siiresi (TP) ve gevsemenin % 50’°sine (RTso)’ gevsemenin % 75’ine

(RT75), gevsemenin % 90’nina (RTgO) inis siireleri hesaplanmustir.

Sekil 3.2.  Elektrik alan altinda kasilma parametrelerinin almmasi. Ustte, stimulator kullanilarak
istenilen genlikte ve frekansta uyari olusturabilen elektrotlar varliginda uyarilacak
kardiyomiyosit goriilmektedir. Ortada, uyar1 verildikten sonra hiicrenin kasilip gevseme
islemi ve sarkomer boyu video tabanli kameralar yardimiyla es zamanl takip edilmekte
ve bilgisayar ortamina (altta) aktarilmaktadir.

3.7. Hiicre I¢i Serbest Ca®* Derisimi Ol¢iimii

Izole edilen kardiyomiyositler fura-2 AM (4 puM) ile oda sicakliginda 15-20
dakika inkiibe edildikten sonra, 340 ve 380 nm’de eksite edilerek 510 nm’ ye
merkezlenmis floresan oranlarin dlgiilmesi ile hiicre i¢i Ca?* degisimleri Ol¢tilmiistiir
([Ca?*1]i) hesaplanmustir (208). Hiicre i¢i serbest Ca®* l¢iim deneylerinde kullanilan
banyo ¢ozeltisinin igerigi su sekildedir; (mM): 137 NaCl, 5,4 KCI, 0,5 MgCI2, 1,8
CaCl2, 11,8 Na-HEPES, 10 glukoz (pH:7.35). ki ucuna elektrod yerlestirilmis kiivet
icine alinan hucrelerden uyarilabilir olan segilerek bir pencere igine alinmistir. Once
100 s’lik bazal Ca®* sinyali kaydedilmis, sonra hiicreler 20-30 V’luk 2pulslar ile 0.5
Hz frekansinda uyarilarak 200 s siireyle gegici Ca®* degisimleri (Ca” transientleri)
kaydedilmistir. Arkasindan ayni pencere, banyonun hiicre bulunmayan bir bdlgesine
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odaklanarak belli bir siire kayit alinip hiicre i¢i sinyalden ¢ikarilmistir. Boylece
banyo ortaminin floresansindan kaynaklanabilecek giiriiltiinlin ortadan kaldirilmasi
hedeflenmistir. Gozlenen Ca®* degisimine ait sinyallerin Ol¢limii bilgisayara
kaydedilip (lonOptix, USA) lonwizard (lonOptix, USA) programi ile
degerlendirilmistir Her hiicre 200 s siiresince kaydedilen transientlerin
parametrelerinin ortalamasindan elde edilen deger ile temsil edilmistir. [Ca®*];
sinyallerinin bazal degerden ¢ikarilarak olgiilen maksimum degeri (AFFl340/380) Ve

iissel fonksiyon uygulanarak maksimum degerin %37’sine ini§ siiresi (Tdecay)
Olgiilerek karsilastirilmistir.

3.8.  Aksiyon Potansiyelinin Kaydedilmesi

Calismamizda sol ventrikiil miyositlerinden AP kayitlar1 da alinmistir. Tiim
kayitlar direnci 2-2.5 MQ’luk elektrotlar yardimiyla 1 Hz’lik frekansta yapilmstir.
Pipet ici solusyon igerigi (mM): 120 K-aspartat; 20 KCI; 6.8 MgCl,; 5 Na,ATP; 5;
0.4 NaGTP; 10 EGTA; 4.7 CaCl,; 20 HEPES (pH=7,4) olacak sekilde
hazirlanmistir. Aksiyon potansiyeli i¢in akim kenetleme konfigurasyonunda; hiicre
icine kiigiik depolarize edici pulslar enjekte edilerek hiicrenin uyarilmasiyla
membranda olusan potansiyel degisimleri kaydedilmistir. Elde edilen AP’nin
repolarizasyon fazlarinin % 25, 50, 75, 90 (APD2s s0 75 90) siireleri
degerlendirilmistir (Sekik 3.3).

Zar Potansiyeli

e |

Sekil 3.3.  Sol ventrikiil miyositlerinden kaydedilen bir aksiyon potansiyeli egrisi {izerinde 6lgiilen
parametreler. Kalin ¢izginin egriyi kestigi nokta tepe degeri ve E., dinlenim potansiyeli
olmak iizere, ¢cizgiden saga dogru repolarizasyon evresinin maksimum degerinin %25, 50,
75 ve 90’ma diigmesi igin gegen siireler gosterilmektedir.
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3.9.  Potasyum akimlarinin kaydedilmesi

Biitiin akimlar voltaj kenetleme yonteminin tiim-hiicre konfigiirasyonunda
almmustir. Bunun ig¢in hiicrenin GQ diizeyinde diren¢ olusturacak sekilde elektrod
ucuna yapismast saglandiktan sonra elektrik pulsu uygulanarak hiicre zar1 kirilmistir.
Kenetlemeden sonra zar potansiyeli -70 mV diizeyinde tutulan hiicrelere 3 sn’lik
pulslar 4 s’lik araliklarla ve 10 mV’luk basamaklar seklinde transient outward
potasyum akimlari igin -60 mV’tan +60 mV’a kadar 13 defa uygulanmistir. Patch-
clamp amplifikatoriiniin (Axon 200B, Molecular Devices, USA) voltaj kenetleme
modunda 3 kHz’lik filtreden geg¢irilen potasyum akimlari, Digidata 1200’tin 5
kHz’lik 6rnekleme hizinda pClamp 10 yazilimi (Axon Instrument, Foster City CA,
USA) ile kaydedilmistir.

Kayit icin 1.5-2.5 MQ’luk elektrodlar kullanilirken, kenetleme sonrasi giris
(access) direncinin 4 MQ ve altinda olmasina 6zen gosterilmistir. Akim kayitlar1 i¢in
gerekli hiicre dis1 ortam, soliisyonlarin kapiller borular araciligiyla ve yer ¢ekimi
yardimiyla direk hiicre iizerine uygulanmasi araciligiyla saglanmistir. Bu akimlar
i¢in kullanilan ¢ozeltiler banyo ig¢in (mM): 137 NaCl; 5,4 KCI;1,5 CaCly; 0,5 MgCly;
10 Glukoz; 11,8 HEPES (pH=7.35), pipet i¢in ise (mM): 120 K-aspartat; 20 KCI; 10
NaCl; 5 MgATP; 10 K-HEPES (pH=7,2) olacak sekilde hazirlanmistir. Ayrica Ca®*
akimlarim1 bloke etmek icin kapiller i¢i ortama CdCl, (250 uM) eklenmistir.
Transient potasyum akimlari, akimlarin tepe degerlerinden 3 sn’lik pulsun son
boliimiindeki akim degerleri (Iss) ¢ikarilarak hesaplanmistir. Daha sonra, akimlar igin
Olciilen tepe degerleri hiicreler arasi biiyiliklik degisiminden kaynaklanabilecek
sapmalart onlemek amaciyla hiicre sigasina boliinerek akim yogunlugu cinsinden
degerlendirilmistir (209, 210).

3.10. Eszamanh Ca’" Akimi ve Hiicre i¢i Serbest Ca** Derisimi Ol¢iimii
Calismanin bu boliimiinde Ic, ve [Ca2+]; eszamanli olarak Olglilmiistiir. Bu
akimlar tiim hiicre voltaj kenetleme konfigiirasyonunda 1-1,5 MQ’luk elektrotlar
kullanilarak kaydedilmistir. Olgiimler igin pipet soliisyonu olarak (mM): 120 L-
aspartate, 20 CsCl, 10 NaCl,, 5 MgATP, 10 HEPES ve 0.05 fura-2 potassium tuzu
(pH = 7.2), banyo solusyonu ise (mM): 137 NacCl; 5,4 KCI;1,5 CaCl,; 0,5 MgCl,; 10
Glukoz; 11,8 HEPES (pH=7,35) icermektedir. Oncelikle hiicre, biiyiikliigiine uygun
olarak bir pencere i¢ine alinmistir. Belli bir siire hiicre lizerinden kayit alinip banyo
ortamimin floresansindan kaynaklanabilecek giiriiltiiniin  ortadan kaldirilmasi
hedeflenmistir. Simultane 6l¢timii gerceklestirebilmek i¢in voltaj kenetlemenin tiim
hiicre konfigurasyonunda hiicrelerde “giga-seal” saglandiktan ve pipet igerisindeki
zar parcasi kiigiik bir elektrik pulsu ile parcalandiktan sonra Ca** duyarli boyanm
hiicre i¢ine gecebilmesi icin 10 dakika beklenmistir. Boyanin hiicre i¢ine gegisini
kolaylagtirmak amaci ile kii¢lik pozitif akim pulslart kullanilmistir. Kayzit i¢in, =70 mV
diizeyinde kenetlenmis hiicrelere —45 mV’luk 6n-puls uygulanarak bu seviyede bir siire
tutulmus ve sodyum (Na") akimlari inaktif duruma getirilmistir. Sonra —50 mV’tan 10
mV’luk artislarla +80 mV’a 300 ms’lik depolarize edici pulslar uygulanarak 14 farkli voltaj
seviyesinde akim kayitlari alinirken, akima karsilik olusan Ca’* transientleri de Fura-2 340
ve 380 nm’de eksite edilerek 510 nm’ye merkezlenmis floresan oranlarin 6l¢iilmesi
ile kaydedilmistir. Patch-clamp amplifikatoriiniin (Axon 200B, Molecular Devices,
USA) voltaj kenetleme modunda 3 kHz’lik filtreden gecirilen kalsiyum akimlari,
Digidata 1200’tin 5 kHz’lik 6rnekleme hizinda pClamp 10 yazilimi (Axon
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Instrument, Foster City CA, USA) ile kaydedilmis ve Clampfit 10.2 yazilim ile
analiz edilmiglerdir. Tepe degerleri Olciiliip 300 ms’nin sonundaki kuyruk
akimlarindan ¢ikarilmistir. Her potansiyel igin elde edilen akim degeri 6l¢iim yapilan
hiicrenin sigasina boliinerek degerlendirilmis ve tiim akim degerleri akim
yogunlugunun voltaja gore degisimi olarak verilmistir.

Gozlenen Ca®* degisimine ait sinyallerin olgiimii bilgisayara kaydedilip
degerlendirilmistir (lonOptix, USA). Transientlerin kinetik analizi lonWizard 6.0
programi araciligiyla gergeklestirilmistir. [Ca2+]i sinyallerinin bazal degerden
cikarilarak olclilen maksimum degerleri (AF340/380) karsilastirilmastir.

3.11. SR Ca* Iceriginin ve NCX Akiminin Olgiilmesi

Kafein yaniti alinmadan hemen 6nce SR’in Ca®* ile tam yiiklenebilmesini
saglamak amaciyla =70 mV diizeyinde kenetlenmis hiicrelere arka arkaya 10 defa O
mV’luk 6n-puls uygulanmis ve bu islemin devaminda kapiller borular araciligiyla 10
uM’lik kafein 10 s siireyle miyosit iizerine uygulanmistir. Bu islem gergeklesirken
intraselliiler Ca** miktarindaki artis ile ortaya cikan igeri dogru (inward) Incx
akimlar1 da kafein yanitiyla es zamanli olarak kaydedilmistir.

3.12. Biyokimyasal parametreler

3.12.1. Nitrit/Nitrat Ol¢iimii
Nitrit/nitrat miktar ticari bir kit (Cat.#780001. Cayman Chemical Ann Arbor,
MI) ile yapilmistir.

Prensip: NO, son {irlinleri olan nitrit veya nitrata doniisiir ancak nitrat dogrudan
Olclilemez. Bu yontemde nitrat, nitrat rediiktaz yardimiyla nitrite indirgenir. Sonugta
ornekteki nitrat nitrite doniistiiglinden ortamdaki total nitrit miktar1 dlgiilerek nitrit ve
nitrat saptanmis olur.

Reaktifler
1- Nitrit/nitrat 6l¢lim tamponu
2- Nitrat rediiktaz enzim ve kofaktori
3- Nitrit/nitrat standart1
4- Greess reaktifleri (R1ve R2)

Islemler: Dondurulmus halde bulunan sol ventrikiil dokular1 PBS tamponunda buz
lizerine homojenize edilip (PRO 200Homogenizater, PRO Scientific Inc.,
Connecticut, USA) 4 C%de 10,000g’de 20 dak santrifiij edilerek siipernatantlari
alimmustir. Elde edilen doku siipernatantlar1 milipore marka (UFC503096) 30kD’luk
cut off filtreler kullanilarak 30 000g’de 30 dak santrifiij edilerek filtre edilmistir.
Boylece proteinden arindirilmis numuneler 6l¢lim i¢im igin hazir hale getirilmistir.
Olgiimlerin 6ncesinde dlgiim tamponu, nitrat rediiktaz, enzim kofaktdrii, nitrat
standandart1 kit prosediiriine uygun olarak hazirlanmigtir. Daha sonra her bir
kuyucuga 80 puL doku siipernatanti konulmus ve tiim kuyucuklara 10 pL enzim
kofaktorii ve 10 L nitrat rediiktaz karisim ilave edilmistir. Ornekler 3 saat boyunca
oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Inkiibasyonu takiben tiim kuyucuklara 50 puL R1
reaktifi ve hemen sonrasinda 50 pL R2 reaktifi eklenmistir. 10 dk’lik oda
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sicakliginda inkiibasyonun ardindan 6rneklerin absorbanslar1 540 nm dalga boyunda
plate reader kullanilarak 6l¢iilmiistiir.

Nitrit/nitrat miktarmin hesaplanmasi: Nitrit/nitrat standardi aynen numune gibi
caligilarak standart grafigi olusturulmustur. Dokulardaki nitrit/nitrat miktar1 bu grafik
yardimiyla hesaplandiktan sonra nmol/mg protein olarak ifade edilmistir.

3.12.2. Kardiyomiyositlerde O, Salimiminin ve Hiicre ici H,O;
Konsantrasyonunun Belirlenmesi
Siiperoksit anyon salmimi, CuZn SOD ile inhibe edilen sitokrom c
rediiksiyonu ile spektrofotometrik olarak olgiilmiistiir. Salinan O, miktar1 rediikte
sitokrom ¢’nin 550 nm’deki extinction coefficienti ( 2,1x10°M™*cm™) kullamlarak
hesaplanmistir.

Hidrojen peroksit ise KAT enziminin aminotriyazol ile inhibisyon kinetigine
bakilarak tayin edilmistir. Katalaz enziminin inhibisyon hizi, ortamdaki H,O;
konsantrasyonu ile orantili sekilde gerceklesmistir. Kardiyomiyositlerdeki
intraseliiler H,O, miktar1 %CAT inh/mg protein olarak hesaplanmistir.

3.12.3. Okside-Rediikte GSH Seviyelerinin Belirlenmesi
Okside-rediikte GSH miktari ticari bir kit (Cat.K006-H1.Arbor Assays ) ile
yapilmigtir.

Prensip: Olgiim prensibi; GSH’nun serbest thiol gruplarmnin kolorimetrik bir substrat
ile reaksiyona girmesine dayanmaktadir.

Reaktifler
1- %S5’lik 5-sulfo-salicylic acid dihydrate
2- Diliisyon tamponu (pH>6)
3- 2-Vinilpridin
4- Kolorimetrik deteksiyon reaktifi
5- Reaksiyon karigim soliisyonu

Islemler: Dokular 100 mM PBS tamponunda (pH=7) homojenize edilmistir. Daha
sonra 4 °C’da 10 dakika 14 000 rpm’de santrifiij edilmis ve siipernatantlar alinmstir.
Siipernatantlara es hacimde %5’lik 5-sulfo-salicylic acid dihydrate (SSA) soliisyonu
eklenerek 4 °C’da 10 dakika inkiibe edilmistir. Bu islemi takiben 14 000 rpm’de, 10
dakika 4 °C’da santrifiij yapilmis ve siipernatantlar toplanmistir. Toplam GSH
seviyesini belirlemek i¢in 6rnekler 1:2.5 oraninda 6l¢iim tamponu ile diliie edilmistir
daha sonra 50 pl 6rnek ve standartlar kuyucuklara yiiklenmistir. Ornek diliisyon
tamponu O standart olarak kullanilacagi igin 50pl 6rnek dilisyon tamponuda
kuyucuga yiiklenmistir. Tim kuyucuklara 25 pl kolorimetrik deteksiyon reaktifi ve
hemen arkasindan 25 pl reaksiyon karigim solusyonu eklenmistir. Reaktiflerin
karistigindan emin olmak i¢in plate hafifce sallanmis ve oda sicakliginda 20 dk
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresinin sonunda 405 nm’de okuma
yapilmigtir.

GSSG tayini i¢in 250 pl’lik SSA uygulanmis ornek, standart ve 6rnek diliisyon
tamponu iizerine 5 pl 2-VP’nin (serbest GSH’y1 bloke eder) etanolik soliisyonundan
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eklenmis ve oda sicakliginda 1 saat inkiibasyona birakilmistir. Bu islemden sonra
GSH ol¢limiindeki basamaklar aynen takip edilmistir.

GSH ve GSSG Miktarlarimin Hesaplanmasi: GSSG standardi aynen numune gibi
caligilarak standart grafigi olusturulmustur. Dokulardaki GSH ve GSSG miktarlar1 bu
grafikler yardimiyla hesaplandiktan sonra nmol/mg protein olarak ifade edilmistir.

3.12.4. Protein Karbonil Gruplarimin Ol¢iimii
Protein Karbonil 6l¢timleri ticari bir kit (Cat.#10005020. Cayman Chemical
Ann Arbor, Ml) ile yapilmistir.

Prensip: Protein karboniller DNPH ile reaksiyona girerek Shiff bazi olustururlar ve
son lriin olarak gosterilen protein hidrazon bilesikleri meydana gelir (sekil). 360-385
nm’de absorbans veren bu bilesikler araciligt ile protein karboniller
spektrofotometrik olarak tayin edilir.

Reaktifler
1- Hidroklorik asit
2- DNPH

3- TCA Solusyonu

4- Guanidin Hidroklorit
5- Etanol

6- Etil Asetat

Islemler: Dondurulmus halde bulunan sol ventrikiil dokular1 1 mM EDTA igeren 50
mM soguk KoHPO, (pH=7) tamponunda buz ilizerine homojenize edilip (PRO
200Homogenizater, PRO Scientific Inc., Connecticut, USA) 4 C%de 10,000g’de 15
dk santrifiij edilerek siipernatantlart alinmistir. Her numuneden alman 200’er pl
olacak sekilde bir tiip numune tiipii, diger tiip kontrol tlipii olmak tlizere iki ayri tiipe
aktarilmigtir. Numune tiiptine 800 ul DNPH, kontrol tiiptine 800 pl HCI ilave
edilerek 1 saat inkiibe edilmistir. Daha sonra biitiin tiipler sirasi ile %20 ve %10 TCA
eklenerek 5 dak inkiibe edilmistir ve her basamagin ardindan 4 C*’de 10,000g’de 15
dak santrifiij islemi gerceklestirilmistir. Pelet (1:1) etanol/etil asetat karigimi
icerisinde resiispanse edilerek 4 C”de 10,000g’de 15 dak santrifiij edilmistir. Bu
basamak iki kere daha tekrarlanip son yikamadan sonra protein peletleri 500 pl
guanidin hidroklorit igerisinde vortekslenerek resiispanse edilmis ve 4 C%de
10,000g’de 15 dak santrifiij edilmistir. Absorbanslar, 360-385 nm arasinda bir dalga
boyunda plate reader kullanilarak 6l¢iilmiistiir.

Protein Karbonil miktarinin hesaplanmasi: Kontrol o6rneklerinin ortalama
absorbans1 numune Orneklerinin ortalama absorbansindan ¢ikarilarak absorbans
degeri elde edilmis ve bu deger diliisyon faktorii ile ¢arpilip dinitrofenilhidrazin igin
370 nm’de molar absorblama katsayis1 ve (mg/ml) protein miktarma bdliinerek
karbonil miktar1 (nmol/mg) olarak ifade edilmistir.

3.13. Kullamlan kimyasallar

NaCl, KCI, MgSO,, CaCl,, KH,PO4, HEPES, glukoz, Cs-aspartat, CsCl,
MgCl,, Mg-ATP, CdCl,, L-NAME (Fluka, 51298-62-5 n5751), MgO (Sigma-
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Aldrich, 288667) kimyasal malzemeleri kullanilmistir. Ayrica Collagenasa A Roche
firmasindan (Roche Diagnostics GmbH, Manheim, Germany), Fura2-AM, Fura2-Ks
ve MagFura2-AM ise Molecular Probes’tan (Molecular Probes, USA) satin
alinmustir.

3.14. Istatistiksel Analizler

Istatistiksel degerlendirme SPSS paket programi kullanilarak yapilmistir.
Sonuglar ortalama + SEM olarak verilmistir. Her degisken icin normallik testi
uygulanmistir. Normal dagilima uyan veriler i¢in parametrik olan Tek Yonli
Varyans Analizi (ANOVA) ve onu takiben Tukey Post Hoc Testi, uymayanlarda ise
nonparametrik olan Kruskal Wallis Varyans Analizi ve onu takiben Mann-Whitney
U Testi kullanmilmistir. P<0.05°1 saglayan degerler istatistiksel olarak anlamli kabul
edilmistir.
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BULGULAR

4.1. Hayvanlarin Genel Durumu

Gruplarin deney baslangicindaki ve feda edilmeden hemen Once Olgiilen
viicut agirliklart Tablo 4.1.de sunulmustur. Gruplarin ortalama viicut agirliklar
arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark goriilmemistir.

Hipertansif gruplardaki siganlarin 6 hafta boyunca giinde 40 mg/kg dozunda
L-NAME almalarimi saglamak amaciyla, hayvanlarin giinliik icme suyu miktarlari
takip edilmistir. Su tiiketimleri yoniinden gruplar arasinda fark saptanmamustir.
Ayrica Mg tedavisi alan gruplar 1g/kg dozunda MgO igeren yem ile beslendikleri
i¢in tiim gruplarin giinliik yem tiiketimleri belirlenmis ve MgO’nun hayvanlarin yem
tiiketimi tizerinde degisiklige yol agmadig: tespit edilmistir (Tablo 4.1).

Tablo 4.1. Viicut agirligi, su tiiketimi ve yem tiiketimi

Viicut agirhg (g) Su tiiketimi | Yem tiiketimi
GRUPLAR Baslangic Son (ml/giin) (g/giin)
KON
(25 | 20227845 | 302.80:8.33 3625+ 132 | 24.68+0.44
(n":';&;) 227,38 + 8,43 | 322,44+10,04 37.46+0,63 | 26204093
'?nT:;g? 210,50+5.70 | 301,88+8,17 37814087 | 2639075
(n'\:"295) 209,0646,84 | 294.50+9,92 36,57 40,36 | 24,30+1,66

Yukaridaki kisaltmalar; kontrol grubu (KON), hipertansif grup (HT), MgO verilen hipertansif grup
(HT-Mg) ve MgO verilen grup (Mg) olarak kullanilmigtir. Gruplarin deney siirecinin baglangicinda ve
sonunda Olciilen agirliklart (g), giinliik su tiiketimleri (ml/giin) ve giinliik yem tiiketimleri (g/giin).

Degerler ortalama + SEM olarak verilmistir.

4.2. Kan Basinc1 ve Kardiyak Hipertrofi Parametreleri

6 haftalik deney periyodunun baslangicinda, ortasinda ve sonunda 6l¢iilen
kan basinci degerleri Sekil 4.1A°da gosterilmistir. Baglangictaki kan basinci degerleri
gruplar arasinda farkli olmamakla birlikte, hipertansif gruptaki degerler 3. haftadan
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itibaren deney sonuna kadar KON grubuna gore anlamli derecede yiiksektir
(p<0.001). Magnezyum tedavisi uygulanan hipertansif grupta 3. haftanin sonunda
Olciilen yiiksek kan basinci degeri (p<0.001) deney sonunda kontrol seviyelerine
donmiistiir. Deney siiresince KON ve Mg gruplar arasinda fark gozlenmemistir.

L-NAME indiiklii hipertansiyonun kalpte hipertrofiye sebep olup olmadiginm
anlamak amaciyla Kkalp agirhgi ve Kkalp agirhigi/tibia uzunlugu oranlar
degerlendirilmistir. HT grubunda KON grubuna gore Kalp agirhigi ve kalp
agirhigi/tibia uzunlugu oranlarinda istatistiksel olarak anlamli artis oldugu
goriilmiistiir (Sekil 4.1B, C). Bunun yaninda kapasitans degisimleri incelenerek L-
NAME indikli hipertansiyonun hiicresel boyutta da hipertrofiye sebep oldugu
belirlenmistir. Ayrica Mg®* tedavisinin doku boyutunda hipertrofiyi diizelttigi, ancak
hiicre boyutunda etkili olmadig1 tespit edilmistir (Sekil 4.1.D).
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Sekil 4. 1.  Kan basinct ve fizyolojik parametreler. A Sistolik kan basinci degerleri (mmHg), B.
Kalp agirhigr (mg), C. Kalp agirligi/Tibia uzunlugu (mg/cm), D. Kapasitans degisimi
(pF). Degerler ortalama + SEM olarak verilmistir. n=25, KON grubundan fark,
*p<0.001; HT grubundan fark, #p<0.001.
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43. Hiicre i¢ci Bazal Mg®* ve Ca®* Konsantrasyonlar

Hiicre i¢i serbest Mg2+ seviyesi ve dinlenim durumunda 6lgiilen bazal Ca®*
floresans 1s1ma siddetlerinin bu iyonlara spesifikligini teyid etmek gereklidir. Ciinkii
Mg?* indikatorii olan Mag-fura2-AM’in  Ca®* iyonunada affinitesi oldugu
bilinmektedir. Bu ayirim1 yapabilmek i¢in iki farli deneysel diizenek olusturulmustur.
IIk olarak Mag-fura2-AM ve Fura2-AM ile yiiklenmis olan hiicrelerde bazal
floresans 1simas1 kaydedilmis daha sonrasinda 0.5 Hz frekansta elektrik alan
uygulanarak transient olusumu incelenmistir. Sekil 4.2A’da gériildiigii tizere Mg
indikatorii ile yiikli olan miyositlerde uyar, transientleri tetiklemezken Ca®*
indikatorii ile yiiklii olan hiicrelerde uyari, Ca®* transientlerinin gézlenmesini
saglamustir. ikinci ayirt edici yontem olarak; bir seri deneyde sitozolik Mg?*
tamponlayict olan ATP kullanilmistir. Mag-fura2-AM ile yiikli olan hiicrelerde, 10
uM ATP uygulamasi ile birlikte zaman bagiml olarak floresans siddetinde azalma
gozlenirken, Fura2-AM ile yiiklii miyositlerde floresans siddetinde artis gdzlenmistir
(Sekil 4.2B). Sonug olarak elde edilen floresans siddetlerinin iyon spesifik ve Mag-
fura-2’nin hiicre ici Mg®* degisimini tayin etmede kullanilabilecegi belirlenmistir.

Sistemik olarak Mg** kan basmcm diisiiriir ve periferik damar direncini
diizenler. Bu nedenle hipertansyonun kardiyomiyositlerde hiicre igi serbest Mg2+
seviyeleri iizerine etkisini anlamak i¢in Mag-fura2-AM (3 uM) ile yiiklenen
miyositlerde hiicre i¢i bazal Mg2+ derigsimi belirlenmistir. Elde edilen floresans 1s1ma
siddeti konsantrasyona doniistiiriilmiistiir. Eksternal ortamda 20 mM Mg2+ varliginda
maksimum floresans (Rmax=2,23) ve 30 mM EGTA varliginda ise minimum
floresans (Rmin=0,41) elde edilmistir (Sekil 4.3A1 ve A2). Ayrica ortamda asiri
miktarda EGTA mevcut iken 380 nm dalgaboyundaki floresans 151k yogunlugu ve
ortamda asir1 miktarda Mg®* mevcut iken 380 nm dalga boyunda elde edilen
floresans 151k yogunlugu degerleri (S/Sp2=2,92) hesaplanmistir. Magnezyum igin
daha once belirlenmis olan K4=1,5 mM degeri kullanilmistir. Bu degerler ile gruplar
i¢in elde edilen bazal Mg2+ konsantrasyonlar1 Sekil 4.3C1° de verilmistir.

Kardiyomiyositlerde [Ca?']; degisimi kalbin mekanik aktivitesini diizenleyen
mekanizmalarda ¢ok 6nemli rollere sahiptir. Bu nedenle hipertansyonun bazal Ca?*
iyon seviyesi iizerine etkisi aragtirilmistir. Kardiyomiyositler Ca®" indikatérii olan
Fura2-AM ile yiiklenerek eksternal ortamda 35 mM Ca®* varliginda maksimum
floresans (Rmax=3,49) ve 30 mM EGTA varliginda ise minimum floresans
(Rmin=0,27) elde edilmistir (Sekil 4.3B1 ve B2). Ayrica ortamda asir1 miktarda
EGTA mevcut iken 380 nm dalgaboyundaki floresans 151k yogunlugu ve ortamda
asir1 miktarda Ca®* mevcut iken 380 nm dalga boyunda elde edilen floresans 11k
yogunlugu degerleri (St/Sy2=3,65) hesaplanmistir. Kalsiyum igin daha Once
belirlenmis olan Ky=225 nM degeri kullanilmistir. Bu degerler ile gruplar i¢in elde
edilen bazal Ca?* konsantrasyonlari Sekil 4.3C2’ de verilmistir.
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Sekil 4.2.

Mag-fura2-AM yiiklii miyosit
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Mag-fura2-AM ile yiiklii sol ventrikiil miyositlerinden elde edilen floresans siddetinin
Mg®’ya ve fura2-AM ile yiiklenmis olan sol ventrikiil miyositlerinden elde edilen
floresans siddetlerinin Ca*"ya spesifik oldugunun teyidi. A. Mag-fura2-AM ve fura2-AM
ile yiiklii miyositlerin 0.5 Hz frekansli elektrik uyarana kars: verdikleri yanitlar, B. Mag-
fura2-AM ve fura2-AM ile yiiklii miyositlerin 10 pM ATP’ye kars1 verdikleri zit yonlii
yanitlar.
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Sekil 4.3. Hiicre i¢i serbest Mg®* ve bazal Ca®" seviyeleri. A1.20 mM Mg®* bulunan ortamda

maksimum Mg?* floresans orani, A2.30 mM EGTA bulunan ortamda minimum Mg?*
floresans orani, B1. 35 mM Ca?* bulunan ortamda maksimum Ca?" floresans orani, B2. 30
mM EGTA bulunan ortamda minimum Ca?* floresans orani, C1. Hiicre ici serbest Mg?*
konsantrasyonu, C2. Hiicre i¢i bazal Ca*" konsantrasyonu. Degerler ortalama = SEM
olarak verilmigtir n=22, KON grubundan fark, *p<0.05; HT grubundan fark, #p<0.05.
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4.4. Kasilma ve Hiicre ici Ca® ile ilgili Parametreler

4.4.1. Fraksiyonel Kisalma

Hipertansiyonun sigan kalbinin yol actifi degisikliklerin fonksiyonel
parametrelere etkisini ve Mg®*‘un bu degisikliklere etkisini belirlemek amaciyla
kasilma cevaplarina bakilmistir. Bunun i¢in elektrik alan uyarist altinda 0,5 Hz’lik
elektriksel alan uyarisi sirasinda kardiyomiyosit boyundaki kisalmanin baglangic
boyuna orani (fraksiyonel kisalma) Olc¢iilmiistiir. Kalbin mekanik aktivitesine
bakildiginda, hipertansiyonun miyositin fraksiyonel kisalma miktarin1 anlamh
diizeyde azalttigi ve 6 haftalik MgO uygulamasimin bu degisiklikleri diizelttigi
belirlenmistir. Sadece MgO uygulanan normal siganlarda ise ventrikiil miyositlerinin
fraksiyonel kisalma miktarinda bir degisiklik olmadig1 gortilmustiir (Sekil 4.4 B).

Ayni kayitlarin tepeye ¢ikis (TP), gevsemenin %50, %75 ve %90 nina ulasma
(RTso, RTs, RTgo sirasiyla) siireleri  hesaplanarak ortalama  degerleri
karsilastirildiginda HT grubunda KON grubuna gore TP, RTsy, RT75, RTg
stirelerinin anlamli  derecede uzadigi gorilmistir. HT-Mg grubunda, MgO
tedavisinin hipertansiyondan dolay1 ortaya ¢ikan bozukluklar iizerinde anlamli
diizeyde iyilestirici etki gosterdigi goriilmiistiir. Sadece MgO uygulana normal
sicanlarda ise, degerlendirilen parametrelerde KON grubuna kiyasla anlamli uzama
oldugu belirlenmistir (Sekil 4C, D, E ve F).

4.4.2. Hiicre i¢ci Ca®* Transientleri

Hipertansiyonun sebep oldugu mekanik yanitlarin Ca®* regiilasyonuyla
iligkisini ortaya koymak ve MO tedavisinin bu degisikliklere etkisini
degerlendirmek i¢in Fura2-AM ile yiiklenmis olan kardiyomiyositlerde intraselliiler
ortama salinan ve geri alman Ca?* miktarini ve kinetigini belirlemek icin [Ca?'];
transientleri kaydedilmistir. Fraksiyonel kasilmada oldugu gibi miyositler, 0,5 Hz
frekansh elektrik alan uyarisi ile uyarilarak kayitlar elde edilmistir. HT grubunda
[Ca*]; transientlerinin anlamli diizeyde degismedigi, ayrica MgO tedavisininde
hipertansif sicanlarin [Ca2+]i transientlerinin genligine anlaml bir etkisinin olmadig1
gozlendi (Sekil 4.5.B).

izole edilen kardiyomiyositlerde kaydedilen [Ca®']; transientlerinin azalma

siirecinin %37’sine ulasma siiresinin (Tgecay) HT grubunda KON grubu miyositlerine
gore istatistiksel olarak anlamli seviyede arttifi gozlenmistir. Alti haftalik MgO
tedavisinden sonra hipertansiyonda uzamis olan [Ca®']; transienti zaman sabitinin
KON seviyelerine dondiigii tespit edilmistir (Sekil 4.5C)
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Sekil 4.4. 0.5 Hz frekansta uygulanan elektrik alan uyarisi ile uyarilan kardiyomiyositlerden elde
edilen kasilma yanitlari. A. 0.5 HZ frekansli uyart i¢in miyosit kasilma ornegi,
B.Miyosit kisalma orani, C.Tepeden relaksasyonun %50’sine inis zamani, D. Tepeden
relaksasyonun %75’ine inis zamani, E. Tepeden relaksasyonun %90’nina inig zamant,
F. Tepeye ¢ikis siiresi. Degerler ortalama + SEM olarak verilmistir. n=40-45, KON
grubundan fark, *p<0.05; HT grubundan fark, #p<0.05.
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Ca?* genligi (AFFl340/350)

Sekil 4.5.
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0.5 Hz frekansh elektrik alan uyarisi ile uyarilan kardiyomiyositlerden elde edilen
[Ca®T; transientleri. A. 0.5 Hz frekansli uyar: i¢in miyosit [Ca”]; transient Grnegi, B.
[Ca?"; transientlerinin genlik degerleri. C. [Ca®']; transientlerinin zaman sabiti. Degerler
ortalama + SEM olarak verilmistir. n=20-25, KON grubundan fark, *p<0.001; HT
grubundan fark, #p<0.001.
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4.5.  Aksiyon Potansiyeli Parametreleri

AP ile ilgili dlgiilen parametreler; dinlenim zar potansiyeli (RMP), AP tepe
degeri ve repolarizasyonun dort evresine ulagsma siireleridir. Bu siireler AP’nin tepe
degerinden repolarizasyon fazinin % 25, 50, 75 ve 90’mna ulagma zamani olarak
se¢ilmis ve APDys, APDsg, APD7s ve APDgp olarak temsil edilmislerdir. Gruplardan
elde edilen AP’lere iliskin 6rnek kayitlar Sekil 4.6A’da verilmistir. Alt1 haftalik
deney siirecinin sonunda deney grubu sicanlarindan izole edilen miyositlerden elde
edilen AP kayitlarinin RMP degerleri arasinda bir farka rastlanmamistir (KON:-71,5
+ 0,7 mV; HT:-73,2 £ 0,8 mV; HT-Mg:-69,74 + 1,4 mV; Mg: -70,5 = 0,9 mV).
Ayrica olgiilen AP’lerin maksimum depolarizasyon degerleri arasinda da bir fark
bulunamamistir (KON: 29,3 + 3,3 mV; HT: 30,9 + 2,4 mV,; HT-Mg: 28,3 + 4,4 mV
Mg: 32,1 £ 4,2 mV).

Kayitlarin analizinden hipertansif grubun repolarizasyon siirelerinin (14,2 +
3,2 ms; 39,4 + 7,0 ms; 56,8 + 8,3 ms; 69,8 £ 8,5 ms), kontrol degerlerine (5,5 + 0,9
ms; 13,4 +£ 1,9 ms; 27,9 + 4,9 ms; 42,7 + 3,7 ms) gore anlamh diizeyde uzun oldugu
goriilmistir (Sekil 4.6). Bunun yaninda, alti haftalik MgO uygulamasinin
hipertansiyon grubunun uzamis olan repolarizasyon siiresini kisalttig1 (8,6 £ 1,5 ms;
20,9 £4,2 ms; 35,0 = 5,6 ms; 49,3 £ 6,3 ms) ve bu degisimin istatistiksel anlamlilik
tasidigr gorilmustiir (Sekil 4.6). Sekil 4.6A’daki gruplara ait AP Orneklerinde ve
parametrelerin  ortalama degerlerini  goOsteren histogramda gorildiigi  gibi
magnezyum hipertansiyonun yol agtigi AP bozukluklarint 6nemli 6lgiide ortadan
kaldirmaktadir. Repolarizasyon fazinin 6lgiilen dort noktasinda da hipertansiyonun
stireyi uzattig1, buna karsilik MgO uygulamasinin her noktada bu degerleri kontrol
seviyesine yaklastirdigi goriilmiistiir. Ancak, alti hafta boyunca MgO uygulanan
normal siganlarda APD’nin repolarizasyon fazi ile ilgili parametrelerde dikkat ¢eken
bir uzama oldugu (8,7 2,1 ms; 28,6 ms; 4,3 + 6,1 ms; 59,3 + 6,9 ms), fakat bu
uzamanin istatistiksel olarak anlamli olmadig: tespit edilmistir.

46. K*veCa® Akimlari

Kalp kasi hiicrelerinde AP kasilmay1 tetiklemenin yaninda kasilma boyunca
varligini siirdiirerek kasilmay1 kontrol eder, dolayisiyla uyarilma-kasilma ¢iftlenimi
ile AP arasinda siki bir baglant1 vardir. Ayrica AP’nin sekli hiicre zarindan gecen
iyon akimlarmin miktarina ve bunlarin zamansal degisimlerine siki bir sekilde
baglidir. Bu nedenle, deney gruplarinda izole edilen miyotlerden elde edilen kasilma
ve AP’lerde olusan degisikliklerin altinda yatan iyonik mekanizmalar1 agiga
¢ikarmak amaciyla izole kardiyomiyositlerden gegici disar1 dogrultucu potasyum
akimlari (Iy), karali durumdaki potasyum akimlart (lss) Ve lca kaydedilmistir.
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Sekil.4.6. Deney gruplarina ait 6rnek aksiyon potansiyeli kayitlar1 ve ortalama APD degerleri. A.
Deney gruplart igin 6rnek AP kayitlari, B.Miyosit hiicresi AP repolarizasyon evresinin
%25, 50, 75 ve 90 (APD25, APD50, APD75, APD90)’ne inme stireleri. n=18-20, KON
grubundan fark, *p<0.05; HT grubundan fark, #p<0.05.
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4.6.1. Hipertansiyonun ve Mg?* Tedavisinin K* Akimlar1 Uzerine Etkisi

Potasyum akimlari, AP’nin repolarizasyon fazinin olusmasinda rol oynayan
iyonik akimlarin basinda gelir. Bu nedenle ¢alismamizda Iy, ve lgys Olglilmiistiir.
Gruplara ait ortalama akim yogunluklarinin zar potansiyeline gore degisim egrileri
ve Ornek akim kayitlar1 Sekil 4.7°de goriilmektedir.

Deneysel verilerin analizi sonucunda kontrol grubuna kiyasla HT grubunda Iy,
tepe degerinin anlamli seviyede fakli oldugu, yani hipertansiyonun bu akimlari
baskiladig1 gozlenmistir. Bununla birlikte, HT-Mg grubunda anlamli bir diizelmenin
gerceklestigi ve akim yogunlugu degerlerinin kontrol seviyelerine yaklastig
goriilmiistiir. Ancak MgO uygulanan kontrol grubunda da Iy, akimlari hipertansiyonla
benzer degisim gostermistir (KON: 15,9 + 1,0 pA/pF; HT: 10,2 + 0,9 pA/pF; HT-
Mg: 13,9 + 1,3 pA/pF; Mg: 9,0 = 1,2 pA/pF, +60 mV i¢in elde edilen degerler).

Hipertansiyon, kontrol grubu degerleri ile karsilastirildiginda Ig,s akimlarinin
yogunluklarinda da anlamli bir azalmaya sebep olmustur. Fakat 6 haftalik MgO
tedavisi bu akimdaki baskilanmay1r anlamli diizeyde ortadan kaldiramamastir.
Magnezyum oksit verilen kontrol grubunda I, akimlarinin aksine Igs akimlari
kontrolle paralel sonuglar sergilemistir (KON: 6,3 + 0,5 pA/pF; HT: 4,7 + 0,4 pA/pF;
HT-Mg: 5,4 + 0,4 pA/pF; Mg: 6,08 + 0,4 pA/pF, +60 mV i¢in elde edilen degerler).

A
\_

200 ms

HT-Mg Mg
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Sekil 4.7. Gruplara ait 6rnek potasyum akimlart ve 1-V degisim egrileri. A. Gruplara ait 6rnek
potasyum akimlar1 B, C. ly, Velg icin I-V grafkleri. K akimlar1 -60 mV ille +60 mV
arasinda 10 mV’luk artislarla 5 s siireli test pulslar1 uygulanarak elde edilmistir. I, K
akiminin tepe degerlerinden kuyruk kisminin (Is) ¢tkarilmasi ile elde edilmistir. Degerler
ortalama + SEM olarak verilmigtir. n=20-25, KON grubundan fark, *p<0.05; HT
grubundan fark, #p<0.05.
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4.6.2. Hipertansiyonun ve Mg?* Tedavisinin Ca** Akimlar1 Uzerine Etkisi

Aksiyon potansiyelinin plato fazinda L-tipi Ca?* kanallarimin agilmasi ile Ca®*
gecirgenligi artar ve hiicre digindan hiicre icine Ca’* girisi olur. Fakat Ca?*
kanallarindan gecen iyonlarin miktar1 uyarilma-kasilma ¢iftlenimi icin yeterli
degildir. Bu Ca?* girisinin O6nemi, Ca®* deposu olan SR’dan RyR araciligiyla
intraseliiler ortama yiiksek miktarda Ca*"un difiize olmasini saglayarak global bir
Ca®* artisina yol agmasidir. Boylece sitozoliik ortamda, Ca>* konsantrasyonu 10”7 M
seviyelerinden 10° M seviyelerine yiikselir ve kasiima igin gerekli olan Ca®*
saglanmis olur. Dolayisiyla L-tipi Ca’* kanallar1 AP’nin seklini etkilemenin yaninda,
SR’dan RyR araciligiyla Ca®* salimmini tetikleyerek uyarilma-kasilma ¢iftlenimini
diizenleyen primer hiicresel mekanizmalarin baginda gelir.

Bu nedenle ¢ahismamizda hipertansiyonun Ca?* regiilasyonu iizerine olan
etkilerini aragtirmak amaciyla Fura-2 yiiklii miyositlerde es zamanli olarak Ca®*
akimlar1 ve bu akimlara karsilik gelen Ca?* transientleri voltajin bir fonksiyonu
olarak kaydedilmistir(Sekil 4.8). Sonucglara bakildiginda, hipertansiyonun ve Mg2+
uygulamasinin Ca’®* akimlari iizerinde etkili olmadigi (KON: -9,6 + 0,6 pA/pF; HT: -
9,2 £ 0,6 pA/pF; HT-Mg: -9,9 £+ 0,7 pA/pF; Mg: -10,8 + 0,8 pA/pF, 0 mV igin elde
edilen degerler) goriilmiistiir. Ca®* tarnsientlerinin analizi hem [Ca®']i degisim
kinetikleri hakkinda hem de SR fonksiyonlar1 hakkinda bilgi verir. Sekil 4.8°de
goriildii gibi deney gruplarinda, Ca** akimlar ile paralel olarak Ca** transientleri
arasinda da anlaml fark elde edilmemistir (KON: 0,82 + 0,03; HT: 0,90 + 0,06; HT-
Mg: 0,87 + 0,05; Mg: 0,88 + 0,05, 0 mV i¢in elde edilen AF340/380 oranlari).

4.7.  SR’daki Ca’* miktar1

Kardiyomiyositlerde uyarilma-kasiima ¢iftlenimi SR’dan salinan Ca®* iyonu
araciligiyla gerceklestirilmektedir. Ayrica, kasilma sonunda intraseliiler ortamda
yiikselmis olan Ca®* yine SR tarafindan geri alinarak (reuptake) ortamdan
uzaklastiriimaktadir. Ozet olarak SR, [Ca®']; regiilasyonunda ¢ok énemli bir role
sahiptir. Hipertansiyonun ve Mg?’un SR Ca”" igerigi ve sitozolik Ca’* regiilasyonu
{izerine etkilerini arastirmak icin es zamanli olarak kafein-indiiklii Ca®* transienti ve
Incx akimlarinin 6lglimil yapilmustir. Sekil 4.9A’da gruplara ait kafein yanitlart ve
Incx akimlarina iligkin 6rnek kayitlar verilmistir.

SR’daki Ca*" miktarini belirleyebilmek i¢in Oncelikle miyosite kiigiik
depolarize edici pulslar uygulanmis ve devaminda 10 sn boyuca 10 mM’lik kafein
uygulamasi yapilmistir. Gruplar arasinda SR’da depolanan Ca®*" miktarinda fark
olmadigi (KON: 0,75 = 0,05; HT: 0,76 + 0,04; HT-Mg: 0,77 + 0,05; Mg: 0,76 + 0,06,
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Sekil 4.8. Deney gruplarindan elde edilen L-tipi Ca®* akimlari ve akimlara karsiik gelen Ca®*
transientleri. Solda Ca?* akimlarinin I-V grafigi ve Ca* transientleri, sagda, 0 mV igin
kaydedilen Ca?" akimu ve akima karsilik gelen Ca®* transentlerine iliskin kayit 6rnekleri.
Kayitlar =50 mV’tan 10 mV’luk artislarla +80 mV’a 300 ms’lik depolarize edici pulslar
uygulanarak 14 farkli voltaj seviyesinde almirken akimlara karsiik gelen Ca®* transientleri de
Fura-2 340 ve 380 nm’de eksite edilerek 510 nm’ ye merkezlenmis floresan oranlarin
Ol¢iilmesi ile kaydedilmistir. Degerler ortalama = SEM olarak verilmistir.
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SR’de depolanan Ca®* miktari, sitoplazmadan Ca*’nin geri tasinmasinda gorev alan NCX
ve SERCA aktiviteleri. A. 10 s’lik kafein uygulamas: boyunca Ca®" transientleri ve
membran akimlart ile ilgili 6rnek kayitlar, B. Ca®" transient genlikleri, C. Ca®

transientlerinin inis zamani, D. Incx akimi, E. Iycx akiminin integrali, Degerler
ortalama + SEM olarak verilmistir. n=13, KON grubundan fark, *p<0.05.
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a.u) tespit edilmistir (Sekil 4.9B). Ayrica Sekil 4.9C’de goriildiigii lizere intraseliiler
ortama SR’dan kafein aracili salinan Ca®"un geri alinma hizlar1 arasinda da fark
bulunamamigtir (KON: 1,17 £ 0,11 s; HT: 1,20 = 0,07 s; HT-Mg: 1,04 £+ 0,06 s; Mg:
1,05+ 0,10 s).

Ca?"’un sitoplazmadan uzaklastirnlmasinda iki 6nemli yolaktan biri olan
Na*/Ca®* degis-tokususunun olusturdugu akim miktar1 ve toplam tasidigi yiik
miktarini belirlemek i¢in akimin alanmin integrali alinmistir. Elde edilen veriler
sonucunda, ne Incx’in integralinde (KON: -0,98 + 0,06 pA/pF; HT: -1,14 £+ 0,09
pA/pF; HT-Mg: -1,26 £ 0,06 pA/pF; Mg: -1,08 + 0,12 pA/pF) ne de NCX akim
yogunlugunda da gruplar arasinda anlaml fark (KON: -1,25 + 0,10 pA/pF; HT: -1,29
+ 0,10 pA/pF; HT-Mg: -1,23 + 0,13 pA/pF; Mg: -1,42 + 0,17 pA/pF) goézlenmemistir
(Sekil 4.9.D, E).

4.8. Biyokimyasal parametreler

4.8.1. Nitrit/nitrat seviyeleri

Biyolojik sistemlerde olusan reaktif nitrojen tiirlerinin en énemlisi NO”dur.
Nitrik oksitin kontrolsiiz iiretimi sonucu proteinlerin nitrozilasyon ve DNA
kirilmalar1 gibi hasarlara yola agabilmektedir. In vivo ortamda salinan NO', NOy’
veya NO3"’¢ otookside olabilir. Calismamizda NO’in yarilanma omriiniin gok kisa
olmas1 ve diisiik konsantrasyonlariin 6lgiimiiniin zor olmasi nedeniyle onun daha
kararli olan metabolitleri nitrit/nitrat o6l¢iimii  Griess reaksiyonu metodu ile
Olcllmiistiir.

Deney gruplar incelendiginde hipertansif grupta nitrit/nitrat seviyelerinde
azalma oldugu, ancak bu azalmanin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 goériilmiistiir.
Bu durumun aksine MgO uygulamasi yapilan kontrol grubunda ise bu parametrenin
artis egiliminde oldugu ve bu artisin da anlamli diizeyde olmadigi belirlenmistir
(Sekil 4.10).

4.8.2. Oy Sahmmm ve Hiicre i¢ci H,O, Konsantrasyonunu

Izole edilen sol ventrikiil kardiyomiyositlerinde spektrofotometrik olarak O,
salinimu Sl¢iilmiistiir. Olgiilen O,”  salinimi miktarlar1 bakimindan hipertansif grupta
kontrole kiyasla yaklasik 2.5 katlik bir artis gézlenmistir. Buna karsilik MgO tedavisi
uygulanan hipertansif grupta O,” alinim diizeyleri hipertansif gruba gore istatistiksel
olarak anlaml diizeyde diismistiir (Sekil 4.11).

izole edilen sol ventrikiil kardiyomiyositlerinde H,O, seviyelerine de
bakilmistir. Hipertansif grupta H,O; saliniminin kontole gore oldukea yiiksek oldugu
ve MgO tedavisinin H,O; seviyelerini istatistiksel olarak anlamli diizeyde diistirdiigii
goriilmiistiir (Sekil 4.12).

50



4_
= *
= 1
EE ¥
e (=]
= & -
TE?
53
0 T —_—T T
KON HT HT-Mg Mg

Sekil 4.10. Kalp dokusunda dlciilen Nitrit/Nitrat seviyeleri. Degerler, ortalama + SEM olarak
verilmistir. n=10, KON grubundan fark, *p<0.05.
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Sekil 4.11.  izole edilen kardiyomiyositlerden 6lgiilen siiperoksid anyon salinimi miktar1. Degerler,
ortalama = SEM olarak verilmistir. n=9-10, KON grubundan fark, *p<0.001, HT
grubundan fark #p<0.01
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Sekil 4.12.  Kardiyomiyosit H,O, aktivitesi. Degerler, ortalama + SEM olarak verilmistir. n=8-10,
KON grubundan fark, *p<0.001, HT grubundan fark #p<0.01.

4.8.3. Glutatyon seviyeleri

GSH, O,", "OH ve H,0, gibi bilesiklerle etkileserek indirgeyici gorev goriir,
boylece hiicreleri oksidatif hasara karsi korur. Dolayisiyla GSH/GSSG oranindaki
degisimler dokudaki oksidatif hasar ya da antioksidan kapasite durumlar ile ilgili
bilgi verir. Calismamizda gruplarin GSH/GSSG oranlar1 degerlendirilmistir ve KON
grubu ile kiyaslandiginda diger tiim gruplarda GSH/GSSG oranlar istatistiksel
olarak anlamli diizeyde diismiistiir (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13.  Gruplara ait kalp dokusu orneklerinden elde edilen GSH/GSSG oranlari. Degerler,
ortalama + SEM olarak verilmistir. n=10, KON grubundan fark, *p<0.05.
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4.8.4. Protein Karbonil Icerigi

Hipertansiyonun kalpte olusturdugu degisikliklerde protein oksidasyonunun
roliiniin olup olmadig1 arastirmak amaciyla protein karbonil seviyeleri incelenmistir.
Alt1 haftalik deney periyodunun sonunda hipertansif grupta protein oksidayonunun
KON grubuna gore yaklasik on katlik bir artis gosterdigi goriilmiistiir (Sekil 4.14).
MgO verilen HT grubunda protein oksidayonunun anlamli diizeyde diistiigii, ancak
kontrol seviyelerine gore yine de anlamli seviyede yiiksek oldugu goriilmiistiir.
Sadece MgOuygulanan grupta da protein oksidasyonu yiiksek bulunmustur.
Dolayisiyla Mg2+, HT grubunda antioksidan 06zellik gosterirken, herhangi bir
patolojik durum soz konusu degilse ilging bir sekilde protein oksidasyonuna neden
olmaktadir.
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Sekil 4.14.  Kalp dokusunda protein karbonil diizeyi. Degerler, ortalama = SEM olarak verilmistir.
n=5-6, KON grubundan fark, *p<0.05, HT grubundan fark, #p<0,05.
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TARTISMA

Diinya Saglik Orgiitii 2002 Raporuna gore diinya genelinde kalp ve damar
hastaliklarina yol agan nedenlerin i¢inde ilk sirada hipertansiyon yer almaktadir (45).
Kardiyovaskiiler mortalite ve morbidite hem sistolik, hem de diyastolik kan basinci
ile stirekli bir korelasyon gostermektedir. Hipertansiyonun koroner Kkalp
hastaliklarina, kalp yetmezligine, bobrek hasarina, serebrovaskiiler hastaliklara
zemin hazirladigi ¢ok iyi bilinmekte ve kan basinci yiiksekligi toplum genelinde son
derece yaygm goriilmektedir (211). Bu nedenle kan basincinin uygun tedavi
yontemleriyle kontrol edilmesi son derece Onemlidir. Hipertansiyonun
mekanizmasinin, yan etkilerinin ve tedavisinin arastirildigi ¢calismalarda etik kaygilar
nedeniyle insanlarda ¢ok detayli incelemeler yapilamamaktadir. Bu zorlugu agmak
icin ¢esitli deneysel hipertansiyon modelleri kullanilmaktadir. Kendiliginden
hipertansif sigan tiirlerinin yaninda, ¢esitli girisimlerle hipertansif hale getirilen
siganlar (Dahl-tuz hipertansiyon modeli, DOCA-tuz hipertansiyon modeli, Goldblatt
hipertansiyon modelleri) uzun yillardan beri ¢ok sayida ¢alismada hipertansiyonun
mekanizmasini ¢ozebilmek amaciyla kullanilmistir. Arastirmamizda kullandigimiz
NOS-inhibisyonuna dayali hipertansiyon modeli ise son yillarda sik kullanilan ve
digerlerine gore oldukga yeni bir modeldir (38).

NO, néronal iletim, immiin yanit, palatelet agregasyonunun inhibisyonu, diiz
kas ve periferal sinirler arasindaki kimyasal iletim, kan damarlarmin endotelyum
bagimli relaksasyonu gibi bazi selliiler siiregler i¢in 6nemli bir aracidir (212, 213).
Nitrik oksit, biiyiik arterlerden en kiigiik kapiller damarlara kadar biitiin endotelyal
dokularda vardir ve saglam damar endotelinden bazal bir hizla iiretilmektedir.
Endotelden diisiik bir seviyede salinan NO damar tonusunun ve arteryel kan
basincinin diizenlenmesine katkida bulunmaktadir. NO’nun bu etkileri gunilat siklazi
(GS) ve ¢cGMP yolagimmi aktive ederek vazodilatasyon yapmasina baglidir ve NO
salmimindaki azalma kan basmcinin yiikselmesine neden olmaktadir (212, 214).
NO’nun kalp iizerine etkileri ¢cok iyi tanimlanmamis olmasia ragmen uyarilma-
kasilma ciftleniminde onemli bir role sahip oldugu da gosterilmistir (215). NO
yiiksek konsantrasyonlarda, cGMP aracili olarak miyofilamentlerin Ca®* duyarliligim
azaltarak kontraktilite yanitim1 azaltirken diisilk konsantrasyonlarda GS/cGMP
yolagindan bagimsiz olarak cAMP seviyelerinde artisa yol acgarak kontraktilite
yanitini arttirir (216, 217).

Bu calismada L-NAME kullanilarak olusturulan hipertansiyon modelinde
kardiyak miyositlerde meydana gelen elektrofizyolojik degisiklikler belirlenmis,
ROS’un ve hiicre igi Mg2+seviyelerinin bu degisikliklerle olan iligkileri
aragtirllmistir.  Ayrica, uzun siireli MgO tedavisinin hipertansiyonun Kkalpte
olusturdugu elektriksel, mekanik ve biyokimyasal degisikliklere etkisi incelenerek,
Mg®**un hipertansiyondaki rolii ve terapétik potansiyeli kapsamli bir sekilde
arastirilmustir.

54



NOS blokoérii L-NAME’in kronik etkilerinin arastirildigi bir¢ok calismada,
yiiksek dozlarda (40-250 mg/kg/gilin) miyokardiyal ve vaskiiler yeniden modellenme,
kardiyak iskemik nekroz ve mekanik disfonksiyonlarla birlikte hipertansiyon
gozlenen genel bulgulardir. Diisiik dozdalarda (<25 mg/kg/giin) yapilan ¢alismalarda
sonuglar net degildir (218). Mojiminiyi ve arkadaslarinin yaptiklari ¢aligmada (219)
100 mg/kg/giin dozunda 4 hafta boyunca igme suyu ile uygulanan L-NAME ile
olusturulan hipertansiyonda, kardiyak agirlik, sol ve sag ventrikiiler agirlikta anlaml
fark gbézlenmemistir. Diger yandan yapilan bir bagka caligmada 2, 4, 6 ay siirelerle
7,5 mg/kg/giin dozunda L-NAME uygulanmis ve kronik L-NAME uygulamasi viicut
agirhginin % 15 azalmasina sebep olmustur. Kalp agirligt % 13-20 ve ventrikiiler
agirlik % 20-34 oranlarinda azalmistir. Kardiyomiyosit biiytikliigii subendokardiyal,
subepikardial ve midmiyokardial bolgelerde zaman bagimli olarak azalmistir (220).
Ayrica benzer dozlar ve benzer siirelerin kullanildig1 ¢aligmalarda da farkli sonuglar
elde edilmistir. Pechanova ve arkadaslarinin yaptiklari bir ¢alismada (221), 4 hafta
boyunca igme suyu ile verilen 20 mg/kg/glin dozundaki L-NAME’in hipertansif
grupta sol ventrikiil agirhigi/viicut agirlig1 oranim artirdigi ve ventrikiiler hipertrofiyi
tetikledigi gosterilirken, Bell ve arkadaslarinin yaptiklar1 ¢alismada (218) ise ayni
doz 4 ve 8 hafta i¢cin uygulanmis ve ventrikiiler hipertrofi olusturmadigi sonucuna
vartlmistir. NOS blokajiyla olusturulan hipertansiyon modelinde yukarida bahsedilen
farkli dozlara karsin bugiine kadar yapilan ¢aligmalarda en yaygin kullanilan dozun
40 mg/kg/giin oldugu tespit edilmistir. Bu modelde genel olarak gdzlenen bulgular;
kan basincinin yiikselmesi, hayvanlarda kilo kaybina yol agmamasi, kalp hizinda
yavaglamaya sebep olmasi, NOS aktivitesinde diisiis ve sol ventrikiiler hipertrofisidir
(221-226). Bu model baglaminda ortaya ¢ikan arteriyel sistemik hipertansiyon kalpte
on yiik artisina sebep olur ve sol ventrikiil basing artis1 meydana gelir. Bu basing
artist da kardiyak yeniden modellenmesi kapsaminda ventrikiiler hipertrofiyi
indiikleyebilir (11). Hipertansiyonun kalpte olusturabilecegi etkiler ve hayvan
calismalarinda NOS blokajiyla olusturulan hipertasiyon modelinde elde edilen
sonuglar goéz Oniinde bulunduruldugunda g¢aligmamizda 40 mg/kg/glin L-NAME
dozunun calisilmasinin uygun olduguna karar verilmistir. Deney hayvanlarimizin kan
basinct non-invazif bir ydntem olan kuyruktan Ol¢iimle takip edilmis ve
hipertansiyonun indiiklendigi hayvanlarda 6lciilen kan basinct degerlerinin literatiirle
uyumlu oldugu (218, 225, 227, 228) ve kontrole gore yaklagik %36 arttig1 tespit
edilmistir. Yine daha once yapilan c¢alismalarla uyumlu olarak gruplarin Kilo
kazanimlar1 arasinda fark tespit edilmemistir (224, 229). Ayrica, kardiyak
hipertrofiyi degerlendirmek amaciyla kalp agirligi, kalp agirligi/tibia uzunlugu ve
miyosit biiyiikliikleri incelenmis ve 40 mg/kg/giin L-NAME dozunun tetikledigi
hipertansiyonun, kardiyak hipertrofiye sebep oldugu belirlenmistir.

Ote yandan epidemiyolojik ve deneysel calismalar Mg eksikliginin
kardiyovaskiiler hastaliklar ve hipertansiyon gelisiminde onemli bir risk faktorii
olabilecegini isaret etmektedir (15-17). Birgok epidemiyolojik calisma, Mg?*
tilkketimi ile kan basinci arasinda ters bir iliski bulundugunu gostermektedir. Bunun
yani sira deneysel ve klinik c¢alismalar da Mg2+ eksikliginin hipertansiyon
patogenezinde onemli rol oynadigi tezini desteklemektedir (18-20). Bu bilgiler
dogrultusunda calismamizda MgO tedavisinin, NOS blokajiyla olusturulan
hipertansiyon modelinde kalpte meydana gelen degisiklikler tizerine etkisi
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olabilecegi diisliniilmiistiir. Daha o6nce yapilan calismalar incelendiginde 25
mg/kg’dan 10 g/kg MgO dozuna kadar genis bir spektrumda doz uygulamasinin
mevcut oldugu gdrillmiistiir (73, 230-234). Calismamizda, Mg?* iyonunun diger
iyonlarla olan iligkisi de gbz oniinde bulundurularak 1 g/kg MgO dozunun uygun
olduguna karar verilmistir. Alt1 haftalik MgO uygulamasi normal siganlarda kan
basinct lizerine herhangi bir etki olusturmazken, HT-Mg grubunda sistolik kan
basincinin yiikselmesini engelleyerek, kontrol seviyelerine ¢ekmistir. Ayrica kalp
agirhigl ve Kalp agirligi/tibia uzunlugu sonuglari incelendiginde hipertrofiyi kismen
engellemis oldugu goriilmektedir. Bu elde ettigimiz sonuglar daha 6nce yapilan farkhi
hipertansiyon modellerinde elde edilen sonuglarla paralellik gostermektedir (73,
232).

Magnezyum, kontraktil proteinlerin regiilasyonu, Ca®, Na* ve K™ un hiicre
zarindan tasinmasi, ATPaz aktivitesi i¢in temel kofaktor olmasi, enerji-bagiml
sitoplazmik ve mitokondriyal yolaklarin regiilasyonu, oksidatif fosforilasyon
stirecinin diizenlenmesi, DNA ve protein sentezi gibi 6nemli fonksiyonlarin
gerceklesmesinde subseliiler seviyelerde etkilidir (68). Ekstraselliiler Mg®* ve/veya
[Mgz+]i seviyelerindeki kiiciik bir degisiklik kardiyak uyarilma, vaskiiler tonus ve
kasiima degisikliklerine neden olmaktadir (125). Bu nedenle Mg?*, kan basincinin
regiilasyonunda fizyolojik bir role sahiptir ve Mg?" seviyesindeki degisimler
hipertansiyonda patofizyolojik siireglere katkida bulunur. Nitekim c¢esitli deneysel
hipertansiyon modellerinde doku Mg?* igeriginin azaldig1 da gosterilmistir (70, 235).
Kardiyak miyositlerde ve vaskiiler diiz kastan izole edilen hiicrelerde [Mg®*]i‘un
NOS blokajiyla olusturulan da dahil olmak {izere farkli hipertansiyon modellerinde
normotensif kontrollere gore azaldig: belirlenmistir (66).Ayrica kan basinci ve Mg?*
arasindaki ters korelasyon gz Oniinde bulunduruldugunda intraselliiler ortamdaki
serbest Mg®* seviyesinin belirlenmesi biiyikk bir énem arz etmektedir. Ancak,
[M gz+]i’yi hiicre i¢cinde 6l¢mek oldukca zordur. Son yillarda [Mg2+]i Octimiinde farkli
teknikler kullanilmaya baslanmistir. Farkli hiicrelerde [Mg2+]i’yi O0lecmek icin
mikroelektrotlar, absorbans, floresan indikatorler, NMR spektroskopisi gibi bircok
teknik kullanilmistir (236-240). NMR ve mikroelektrod yontemlerinin kullanildigi
¢aligmalarda kardiyomiyositlerde sitozolik Mg®* seviyeleri ile ilgili olarak 0,4-3,5
mM arasinda degisen degerler bildirilmis olmasina karsin (240-242), fakli 6lgiim
yontemlerinin Kullanildig1 diger baz1 calismalarda da 0,4-0,8 mM arasinda degistigi
bildirilmistir (243, 244). Calismamizda, izole edilen miyositlerde dinlenim
durumunda intraselliiler serbest Mg®* seviyeleri floresan indikatér Magfura2-AM
kullanilarak belirlenmistir. Kontrol grubunda 0,88 mM olarak tespit edilen [Mg?'];
hipertansiyon grubunda 0,55 mM seviyelerine kadar diismiistiir ve Mg2+ tedavisinin
bu azalmay1 6nledigi belirlenmistir.

L-NAME indiiklii hipertansiyon modelinin kullanildigr c¢alismamizda,
kasilmanin azaldigir goriilmiistiir. Doggrell ve arkadaslarinin yaptiklari ¢alismada
(245), sol ventrikiil hipertrofisi gozlenen spontan hipertansif siganlarda da bizim
bulgularimizla paralel olarak kasilmanin azaldigi sonucuna varilmigtir. Mertens ve
arkadaglar1 ile Li ve arkadaslarmin da SHR’ler ile yapmis olduklar1 ¢aligsmalarda
kasilmada azalma oldugu teyit edilmistir (246, 247). Kasilmanin relaksasyon
parametrelerinde ve Ca®" transient kinetiklerinde anlamli uzamanm elde edildigi
bulgularimiz 6nceki bulgulari teyit etmektedir (247, 248). Ancak, SHR’lerde yapilan

56



baz1 ¢alismalarda kontraktil fonksiyonlarin arttigi yoniinde bilgiler de mevcuttur
(249, 250). Ayrica Bartunek ve arkadaslarimin yaptiklari ¢alismada 50 mg/kg/giin
dozunda L-NAME’nin 6 hafta boyunca uygulandigi hipertansiyon modelinde de
miyosit kontraksiyonunun arttig1 gosterilmistir (251).

Hipertansiyonda hemodinamik anormallikler, vaskiiler tonus ve fonksiyon
degisikliklerinden dolay1 periferal rezistansin artmasidir. Bu degisiklikler arteryel
duvarin kalinlagmasi, vaskiiler tonusun degismesi ve endotelyal fonksiyonlarin
bozulmasin1 icerir ve bu olaylar Mg2+’u iceren multifonksiyonel durumlardan
etkilenir. Mg*" seviyesindeki diizensizlik bu siireglerde onemli rol oynayabilir.
Ciinkii kontraktil proteinlerin regiilasyonunda, iyonlarin membrandan tasinmasinda,
enerji bagimli yolaklarin metabolik regiilasyonunun kontroliinde ve oksidatif
fosforilasyon stire¢lerinin diizenlenmesinde ¢ok Onemli bir role sahiptir. Mg2+
seviyesindeki kiiclik degisiklikler vaskiiler tonus ve kardiyak uyarilma iizerinde
bityiik etkilere sahiptir (66). Calismamizda hipertansiyon grubunda [Mg*];
seviyesinin anlamli derecede diismiis olmasi ve hipertansif hayvanlarda meydana
gelen kontraktil anormalliklerin MgO tedavisi ile geri donmesi, hipertansiyonda
ortaya ¢ikan kardiyak anormalliklerde Mg*un roli oldugu tezimizi
desteklemektedir.

Hipertansiyona bagli olarak gelisen sol ventrikiil hipertrofisi sonucunda iyon
kanallarinda, uygulanan deneysel modele bagl olarak farkli sonuglar ileri stirtilmiis
olmakla birlikte APD uzamas1 genel ve karakteristik bir degisikliktir (12). Ozellikle
SHR modelinde AP siiresinin uzadigi bir¢ok ¢alismada gosterilmistir (13, 250, 252,
253). Ayrica hipertansiyona bagli olarak kasilmada meydana gelen degisikliklerin
APD’deki uzamadan kaynaklanabilecegi belirtilmistir (13). DOCA-tuzu hipertrofik
sican kalbinde yapilan ¢aligmada, AP plato genligi ve siiresinin arttigi gézlenmistir
(254). Transgenik hipertansiyon modelinin (adrenal renin-angiotensin-aldesteron
sisteminin asir1 eksprese edildigi bir model) kullanildig1r bir bagka calismada AP
stiresi yine anlaml seviyede uzadigi gosterilmistir (11). Bizim deneylerimizde de L-
NAME indiiklii hipertansiyonun ventrikiiler miyositlerde AP’nin repolarizasyon fazini
anlamli diizeyde uzattigi goriilmiis, 6 haftahk MgO tedavisi bu degisikligi onemli
Olciide geri ¢evirmistir.

Hipertansif kalplerden izole edilen miyositlerde AP siiresindeki uzamalara neden
olan mekanizmalara iliskin c¢esitli varsayimlar bulunmaktadir. Bir¢ok c¢alismada
hipertansif kardiyomiyositlerde dzellikle K™ akimlarmin azalmasmin AP’deki uzamaya
neden olan faktorlerin basinda geldigi Onerilmektedir (11, 13, 254). Brooksby ve
arkadaslariin (13) yaptiklar1 ¢alismada, I, ve gecikmis dogrultucu potasyum kanali
akimlarinda (lx) degisiklik olmadigi, fakat igeri dogrultucu potasyum kanali
akimlarinin (lk1) genliginin azaldig1 gozlenmistir. Bu nedenle, APD’nin uzamasinin
altinda yatan sebebin Ik;’larindaki azalma olabilecegi ileri siiriilmiistiir. DOCA-tuzu
hipertrofik sigan kalbinde ve TGR27 transgenik modelin kullanildigi bir baska
calismada Iy, akimlarmin 6nemli Ol¢iide azaldigi saptanmustir (11, 254). Ayrica
Michailova ve arkadaslarinin yaptiklar1 c¢alismada, [Mg2+]i artisinin - APD’nin
kisalmasina neden oldugu gosterilmistir (255). Calismamizin sonuglari, literatiir
bulgulariyla uyumlu bir sekilde hipertansiyonun Iy, ve lgys akimlarint azalttigini
gostermistir. Alt1 haftalik MgO tedavisi |y, akimlarini kontrol seviyelerine ¢ekmistir
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ve lgs akimlarinda da diizelme saglamistir, ancak anlamli diizeylere gelmemistir.
Ayrica sonuglarimiz incelendiginde MgO uygulanan grupta da I, akimlarinin
hipertansiyonla paralel olarak azaldig1 goriilmiistiir. Magnezyum, AP boyunca hiicre
ici K*’un aktif transportundan sorumlu Na*/K* ATPaz pompast i¢in gereklidir. Mg®*
eksikligi, miyosit Na'/K" ATPaz aktivitesinin azalmasina yol acar ve bu durum
intraselliiler K™ azalmasi ile sonuclanabilir (256, 257).

Kardiyak AP siiresinin uzamasina neden olabilecek bir diger iyon akimi da
lca akimidir. L-tipi Ca®** akimlari ile ilgili olarak literatiirde c¢eliskili sonuclara
ulagilmistir. Li ve Jiang’in (12) yaptiklar1 ¢alismada Ica genliginin SHR’de arttigi
fakat membran kapasitansina oranlandiginda akim yogunlugunun degismedigi,
inaktivasyon zaman sabitinin ise uzadigi gosterilmistir. Yine yapilan bir baska
calismada Icy akim genliklerinin yani sira kalsiyum akimlarinin aktivasyon,
inaktivasyon ve reaktivasyon kinetiklerinin de degismedigi gosterilmistir (11). Buna
karsilik Keung ve arkadaglarinin (14) yaptiklart ¢alismada ise Ica genliklerinin
Goldblatt renovaskiiler hipertansif sicanlarda kontrole gore 2,5 kat arttigi
goriilmiistiir. Deneylerimiz sonucunda 6 haftalik hipertansiyon siirecinin lca . akimin
etkilemedigi gozlenmistir. Boylece, AP’nin repolarizasyon fazinin siiresindeki
uzamanin bu akimdaki bir degisikligin sonucu olmadigi goriilmiistiir. Ayrica
calismamizda lc, ile es zamanli olarak ve bu akimlara karsilik gelen Ca*
transientleri kaydedilmistir ve anlamh fark olmadig1 goriilmiistiir. 4-6 haftalik ve 8-
12 haftalik SHR’lerin kullanildig1 bir calismada, 4-6 haftalik SHR’lerde Ica’ye
karsilik gelen Ca®" transientlerinde fark goriilmezken, 8-12 haftalik grupta
transientlerin anlamli diizeyde yikseldigi gorilmiistir (250). Shorofsky ve
arkadaslarmin  (258) 6 aylik SHR’lerde yaptiklari calismada yine Ca®
transientlerinin anlaml derecede yiiksek oldugu gorilmiistiir.

L-tipi Ca®* kanali akimlari iizerine Mg”"nin regiilator etkileri, kanal
kinetiklerinin modiilasyonu ya da iyon permeabilite hizinin degisimi araciligiyla
gerceklesmektedir. Bu nedenle fizyolojik konsantrasyonlarda kanal kinetiklerindeki
degisim aracilifiyla Ica’nin modiilasyonunda sitozolik Mg2+’nin predominant
oldugu diisiiniilmektedir (259). Kurbaga ventrikiiler miyositlerinde, [Mg?'];
seviyelerindeki azalmanin Ic, genligini arttirdigi, buna karsilik sican ventrikiiler
miyositlerinde 1.8 mM [Mg®"]; konsantrasyonunun Ca** akimlarini azalttig:
goriilmiistiir (21, 260). Wei ve arkadaslarinin yaptiklari ¢calismada ise 1,2 mM ve 0,1
mM hiicre ici serbest Mg®* seviyelerinin Ca?* akim pikleri iizerinde etkili olmadig
goriilmiistiir. Bu bilgiler dogrultusunda sitozolik Mg?* seviyelerinin fizyolojik
siirlarm (0,1-1,2 mM) altinda ya da iistinde olmasi durumunda Ca®* akimlari
tizerinde degisiklige sebep olabilece§i sonucuna varilabilir. L-NAME indiikli
hipertansiyon modeline dayali ¢alismamizda sitozolik serbest Mg* seviyelerinin
kontrole gore anlamli derecede azaldigi, ancak bu azalmanm Ca®* akimlari
etkileyebilecek diizeye gelmedigi diisiiniilmektedir.

Calismamizda uyarilma-kasilma ¢iftlenimindeki bozuklarla iliskili olarak
miyositlerde SR Ca** miktar1 belirlenmis ve hipertansif sicanlarin ventrikiil
miyositlerinin SR Ca** igeriginde herhangi bir degisiklik olmadig1 goriilmiistiir. Bu
sonuglar ~ Ca®* transientlerinin degismedigini  goOsteren  bulgularimizi
desteklemektedir. Daha once 4-6 haftalik ve 8-12 haftalik SHR’ler de yapilan
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calismalarda (250) ve sol ventrikiil hipertrofisi olusturulan tavsanlarda SR ca®
icerigi degismedigi gibi (261), yas ve hipertrofinin de SR Ca®* igerigini
degistirmedigi ve bunun kalbi koruyucu hipertrofinin bir sonucu oldugu
belirtilmistir. SR Ca®* iceriginin belirlenmesinde iki temel bilesen; SERCA ve
RyR’dir. SHR’lerde yapilan bir g¢alismada RyR protein ekspersyonunda fark
olmadig1 gosterilirken (250) bir baska calismada RyR nin Ca®* duyarliliginda fark
olmadig1 ancak RyR protein yogunlugunda %30 oraninda azalma oldugu gorilmiis
ve hipertrofide goriilen degisiklikleri SR’dan salman Ca®’daki yavaslamanin
tetikleyebilecegi one siirlilmistiir (261). Diger yandan miyokard hipertrofisinin erken
evrelerinde SERCA protein seviyelerinde fark goriilmezken ilerleyen asamalarda
SERCA protein seviyesinde azalma ve bunun sonucu olarak SR Ca?* geri aliminin da
azaldig1 belirtilmistir (262, 263). Bir baska c¢alismada SHR’lerde, SR ca®
saliniminda ve SERCA ekspresyonunda azalma oldugu ve bu durumun kasilmadaki
azalmanin ve relaksasyon zamaninin uzamasmin sebebi olabilecegi sonucuna
varilmistir (247). Dolayisiyla, bizim ¢ahismamizda goriilen Ca?* geri-alim hizindaki
azalmanin kasilmada relaksasyonun yavaglamasindan sorumlu oldugu ve bunun
SERCA ekspresyonundaki veya aktivitesindeki azalmayla iliskili olabilecegi
diistiniilmektedir.

SERCA ve RyR’nin agilma &zelliklerinin serbest Mg*’un sitozolik
konsantrasyonlarma bagli oldugu gosterilmistir (264). RyR i¢in modiilator olarak
tanimlanan bazi molekiiller vardir ve bunlardan en dikkat geken ATP ve Mg dur,
RyR iizerinde Mg?* baglayici iki bdlge meveuttur ve bu bolgelere Ca** ya da Mg
baglanir. RyR’ye Ca*’un baglandig1 ve aktive edici bolgenin (A-bolgesi) Mg®*’a
olan affinitesi 40 kat daha diisiiktiir. Bu bolgeye Mg2+ baglandig1 zaman kanalin Ca®*
aracih@iyla aktivasyonu engellenir. RyR’nin inhibitér bolgesinin (I-bdlgesi) Ca®*’a
affinitesi cok diisik ve Mg®’a olan affinitesi ile benzerdir. Mg*~un vyiiksek
konsantrasyonlarda RyR’nin inhibitdr bolgesine baglanarak onu inhibe edebilecegi
ileri siiriilmektedir. Ayrica, Mg?* diisiik konsantrasyonlarda Ca”"un intraselliiler
ortamdan geri alinmasin1 saglayan SERCA2 ve PMCA icin kofaktdr rolii oynar.
Kardiyomiyositlerde Ca?* regiilasyonunda gérev alan bir baska énemli yap: da Na*-
Ca?* degistokuscusudur ve sitozolik serbest Mg2+’un Incx’1 regiile ettigi
diistiniilmektedir. Hem diisiik hem de yiiksek diyastolik Ca®* konsantrasyonlarinda
diisik [Mg®*]i’nin, Incx’i artirdign gosterilmistir. Sitozolik Mg®*, degis-tokuscuya
baglanmak i¢in Ca”" ile yarismaz fakat geri ve ileri modlarinda regiilasyon
bolgelerinde rol oynar. Sitozolik Mg”"un 1.2°den 0.12 mM’a diisiiriilmesi hem igeri
dogru, hem de disar1 NCX akimlar1 tizerinde anlamli bir artis ile sonuglanmistir
(265). Bunun yaninda SHR’lerin kullanildigi bir g¢alismada Incx akimlarinin
degismedigi de gosterilmistir (250). Bu bilgilerin 15181 altinda g¢alismamizda 6
haftalik deney periyodu sonunda hipertansiyonla birlikte gelisen Mg**
konsantrasyonundaki azalmanm, Ca®* regiilasyonununda gorev alan L-tipi Ca®*
kanallari, RyR, SERCA ve Na'-Ca* degistokuscusu lizerinde olumsuz bir etki
olusturmadig gorilmiistiir.

Reaktif oksijen tiirler, ateroskleroz, diyabet, kardiyak hipertrofi, kalp
yetmezligi, iskemi-reperflizyon hasar1 gibi kardiyovaskiiler hastaliklarin yaninda
hipertansiyon gelisiminde de 6nemli rol oynar. Bu durum, damar sistemi ve
bobreklerde antioksidan kapasitenin azalmasi, NO’nun biyo-yararliliginin azalmasi
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ve oksidanlarin asir1 {iretiminden kaynaklanir. Kardiyovaskiiler hiicrelerde ROS
tiretiminde 6zellikle O,” ve H,0, onemlidir. Bu iki radikal farkli yolaklar aktive
eder. Artmig O," seviyesi, NO’yu inaktive eder ve endotelyal disfonksiyon ve
vazokonstriksiyona yol agar (26). Hipertansiyon ve vaskiiler hastaliklardaki ROS un
basglica enzimatik kaynaklari ksantin oksidaz, NOS ve NAD(P)H oksidazdir (27, 28).
SHR’lerde ksantin oksidaz ve ROS firetiminin arttig1 ve bunun arteryel tonus artis
ile iligkili oldugu gosterilmistir (26). Ayrica, yapilan ¢aligmalarda Mg2+ eksikliginin
de kardiyovaskiiler hastaliklarda oksidatif stres hasarmi ve fonksiyon kayiplarini
arttirdig1 tespit edilmistir (29, 266). Mg®*, antioksidan enzim aktivitesini artirmanin
yaninda Ca®* agir1 yiiklenmesini azaltarak oksijen radikallerinin iiretimini baskilar
(30). Kalpte Mg?* eksikligi ile SOD ve KAT aktivitelerinin azaldigi ve H,0, indiiklii
lipid peroksidasyonun arttig1 gosterilmistir (32). Calismamizda miyositlerden salinan
O, miktar1 ve intraseliiler H,O, konsantrasyonu belirlenmis ve hipertansiyonda
anlaml diizeyde artt1g1 goriilen bu parametrelerin MgO tedavisi ile normal seviyelere
distiigii gorilmiistir. Magnezyumun bu diizeltici etkisini antioksidan aktivitesi
yoluyla gosterdigi disiiniilmektedir.

Oksidatif stresin kalp yetmezligine yol acabildigi ve bunu Ca®*
homeostazinda bir degisiklik olmaksizin sarkomerik proteinlerin ROS-bagimh
modifikasyonu ile gergeklestirdigi ileri siiriilmektedir (267-272). ROS,
miyofilamentlerin Ca®* baglanma bolgeleri iizerinde etki gostererek gapraz koprii
olusumunu engeller ve Ca®" aracili kuvvet iiretimini azaltir. Bazi calismalarda
miyozin agir zincir (MHC), sarkomerin redoks sensorii olarak tanimlanmaktadir.
Ciinkii Cys®" ve Cys"’nin redoks modifikasyonlar;, miyozin ATPaz aktivitesini
azaltir ve miyofilament disfonksiyonlarma yol acar (268, 273, 274). Redoks
modifikasyonuna ugrayabilen diger protein ince filamenttir (aktin ve tropomiyozin)
Bu proteinlerin redoks modifikasyonu sonucunda aktin-miyozin c¢apraz koprii
olusumunda ve ince filamentlerin Ca®* tarafindan aktivasyonunda bozukluklar
meydana gelir (275). Aktin Cys®™* bolgesinin oksidasyonu filament kayma hizini ve
maksimum aktomiyozin ATPaz aktivitesini degistirir (276). Tropomiyozinin Cys'®
bolgesinin oksidasyonu sonucunda biikiilebilirlik 6zelligi ve tropomiyozin-ince
filament baglantis1 bozulur (277). Dolayisiyla ROS iiretiminin artmasi ve sarkomerik
proteinlerin oksidasyonu miyofilament Ca?* duyarliliginda azalma ile sonuclanir.
Calismamizda, hipertansiyonda [Mg®]; seviyelerinde azalma olmasina karsin
uyarilma kasilma ¢iftleniminde gorev alan lc; akimlarinda, intraselliiler ortamdaki
Ca’* diizeylerini kontrol eden NCX, SERCA ve RyR gibi Ca*" salimm ve geri alim
mekanizmalarinda degisiklik gézlenmemistir. Ancak kasilma yanitt azalmis ve
relaksasyon zamanlart uzamistir. Kasilmada elde edilen bu degisiklikler, ROS
iiretimindeki artis dolayistyla miyofilament Ca®* sensitivitesindeki azalmadan
kaynaklanmaktadir. Ayrica, MgO verilen kontrol grubunda kasilma genliginde
degisiklik olmamasina ragmen relaksasyon zamanlarmin hipertansiyonla benzer
ozellik gostermesi, patolojik bir durum yok iken Mg** diyeti uygulanmasinin
ekstraselliiler Mg®*  seviyelerindeki degisiklik araciligiyla kanal kinetiklerini
etkileyebilecegini diisiindlirmektedir.

Bu giine kadar yapilan c¢aligmalarda, hipertansiyon modeli olarak SHR,

DOCA-tuzu hipertansiyon modeli gibi L-NAME indiiklii hipertansiyon modeli de
yaygin olarak kullanilmaktadir. L-arjinin analoglar1 (L-NMA, L-NNA, L-NAME, L-
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CPA, L-NIO) ve diger NOS inhibitorleri, NOS enzimini degisik oranlarda inhibe
etmektedir (278, 279). L-NAME indiiklii hipertansiyon modeli ile yapilan
calismalarda NOS enzim aktivitesinin yaklasik %60 civarinda bloke oldugu
gosterilirken (222, 225, 226), yapilan bazi ¢alismalarda da NOS enzimlerinin protein
ekspresyonlarinda farklilik gozlenmemistir (229, 280). Ayrica, Vrankova ve
arkadaslarinin yaptiklar1 ¢aligmada, 7 hafta boyunca 40 mg/kg/giin dozunda L-
NAME uyguladiklar1 siganlarda hipertansiyon ve hipertansiyona sekonder olarak
kardiyak hipertrofi gdzlenmesine karsin, NOS aktivitesinde farklilik bulunamamaistir
(281). Yang ve arkadaslarinin yaptiklar1 diger bir ¢alismada, 50 mg/kg/giin dozunda
L-NAME uygulanan siganlarin kalp dokusunda nitrit/nitrat seviyelerinin degismedigi
gbzlenmis ve NOS inhibitdrlerinin uzun siireli uygulanmasinin etkilerinin NO
seviyelerindeki azalma ile degil, oksidatif stres ve ACE artis1 lizerindeki etkisinden
kaynaklandigi ileri stirilmiistiir (282). Oksijen araciligiyla kolaylikla nitrit ve nitrata
yiikseltgenen yar1 dmrii ¢ok kisa olan bir molekiil olmasi ve biyolojik dokularda
dogrudan Ol¢iilmesinin zor olmasi nedeniyle ¢alismamizda da NO indeksi olarak
nitrit/nitrat kullanilmigtir. Kontrolle kiyaslandiginda hipertansiyonda nitrit/nitrat
seviyelerinde fark gozlenmemistir. Elde ettigimiz bu sonu¢ uzun siireli NOS
inhibisyonu sonucu ortaya ¢ikan degisikliklerin, Mg®" eksikliginin tetikledigi ROS
artigtyla iligkili oldugunu teyid etmektedir.

Daha 6nce yapilan bir¢ok ¢alismada, Mg2+ eksikliginin ROS artisinin yaninda
antioksidan kapasiteyi baskiladigi da gosterilmistir. Mg®* eksikliginde antioksidan
sistemin enzimatik yolagi (SOD, KAT) iizerinde olusturdugu baskilayici etkilerin
Mg®* tedavisi ile geri dondiiriildiigii yapilan tiim calismalarda ortak goriis olmasina
karsin GSH seviyeleri iizerine olan etkileri ile ilgili fakli sonuglar elde edilmistir (8,
283, 284). Calismamizda hipertansiyonun tetikledigi Mg®* eksikliginin antioksidan
kapasite {izerine olan etkilerini belirlemek amaciyla GSH seviyelerinin
belirlenmesinin tercih edilmesinde glutayonun kan basincinin regiilasyonunda da
gorev aliyor olmasi ve GSH inflizyonunun kan basincini diistirmesi etkili olmustur
(285). Yapilan deneylerin sonucunda hipertansiyonda GSH/GSSG oranin anlamli
seviyede diistiigii ve MgO tedavisinin azalan GSH/GSSG oranlar tizerinde etkili
olmadig1 goriilmistiir. Magnezyumun SOD, KAT gibi antioksidan savunma
sisteminin enzimatik yolaklarinin aktivasyonunu artirdigit ve GSH {izerinde etkili
olmadig1 gbz 6niine alindiginda, Mg®*un antioksidan etkilerini daha ¢ok enzimatik
yolaklar tizerinden gosterdigi sonucuna varilabilir.

Protein oksidasyonu, proteinlerin reaktif oksijen tiirevleri veya oksidatif stres
iiriinleri ile kovalent modifikasyonu sonucu meydana gelir (286). Mg** eksikligi
olusturulan hayvanlarda beyin, bobrek ve karaciger dokularinda protein karbonil
seviyelerinin yiikseldigi goriilmiistiir (287, 288). Calismamizda protein hasarinin
tespitinde yaygin olarak kullanilan protein karbonil miktar1 da 6l¢iilmiistiir. Mevcut
veriler 1s183iInda MgO tedavisi protein oksidasyonunu belirgin sekilde azaltmistir.
Ren, SHR’lerde yapmis oldugu calismada hipertansiyonda protein oksidasyon
seviyelerinin olduk¢a yiiksek oldugunu ve kardiyomiyosit kasilma oranindaki
azalmanin ve relaksasyon zamanindaki uzamanin molekiiler mekanizmasinin protein
oksidasyonuna ve apoptosise dayandigini agiklamigtir (289). Bu bilgilerin 1s181inda ve
elde ettigimiz  bulgular dogrultusunda kardiak kontraktilite  fonksiyon
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bozukluklarinda protein oksidasyonunun c¢ok o©nemli bir role sahip oldugunu
sOyleyebiliriz.

Literatiirde gesitli hipertansiyon modellerinde [Mg”*]; seviyelerinin azaldig
ve bu azalmanin kalpte hipertansiyona bagli gelisen hipertrofide meydana gelen
elektorofizyolojik bozukluklarda rolii olabilecegi ileri siiriilmesine karsin kronik
Mg®* tedavisinin sonuglari iizerine c¢alisma bulunmamaktadir. Sonu¢ olarak
calismamizda, L-NAME kullanilarak olusturulan hipertansiyon modelinde kardiyak
miyositlerde meydana gelen elektrofizyolojik degisiklikler belirlenmis, ROS’un ve
[Mg*]i seviyelerinin bu degisikliklerle olan iliskileri ortaya konulmustur. Ayrica,
uzun stireli MgO tedavisinin hipertansiyonun kalpte olusturdugu elektriksel, mekanik
ve biyokimyasal degisikliklere etkisi incelenmis ve Mg™ un hipertansiyonda
terapOtik potansiyele sahip olabilecegi gosterilmistir.
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SONUCLAR

Calismamizda, NOS blokoérii olan L-NAME ile indiiklenen hipertansiyonun
kalpte meydana getirdigi elektrofizyolojik anormallikler ile yine hipertansiyona
paralel olarak gelisen [I\/Igz+]i seviyelerinin azalmasi arasindaki iligki arastirilmstir.
Bu amagla hipertansif hayvanlara 6 hafta boyunca MgO tedavisi uygulmasi
sonucunda elde ettigimiz bulgular su sekilde 6zetlenebilir:

Alt1 haftalik L-NAME uygulamasi hipertansiyona ve ona bagl kardiyak hipertrofiye
sebep olmustur. Ayrica [Mg2+]i seviyelerinde azalmaya sebep olmustur.

Hipertansiyonun neden oldugu kasilma genligindeki azalma ve relaksasyon
zamanlarindaki uzama MgQO tedaviasi ile geri dondiiriilmiistiir. Bunun yaninda
kasilma ile es zamanli elde edilen Ca®* transientlerinin zaman sabitindeki uzama
MgO tedavisi ile diizelmistir.

Hipertansiyonla iligkili olarak AP siiresinin uzamasi, potasyum akimlarinin
baskilanmasi ve MgO tedavisi ile geri dondiiriilmesi hipertansiyonda uyarilma-
kasilma c¢iftleniminde meydana gelen -elektrofizyolojik degisikliklerde I\/Ig2+
eksikliginin 6nemli bir rolii oldugunu gostermektedir.

Hipertansiyona paralel gelisen ve kontrole gére anlamli azalma gosteren [Mgz+]i
seviyelerinin, ¢alismamizda elde ettigimiz diizeydeki azalmalarmin  Ca®*
homeostazinda gorev alan kanal ve protein yapilar {izerinde etkili olmadig1 ve [Ca2+]i
seviyelerinin ¢ok siki kontrol edildigini gostermektedir.

Bulgular hipertansiyonda arttig1 bilinen ROS’un miyofilament Ca®* duyarliliginda
azalmaya sebep olabilecegini diisiindiirmektedir. Hipertansiyonda oksidatif stresin
artmasi ve antioksidan sistemin baskilanmasinda Mg®* eksikligi 6nemli bir rol
oynamaktadir.

Calismamizda azalan GSH/GSSG orani iizerine antioksidan 6zelligi oldugu bilinen
Mg”"’un etkili olmamasi ve buna karsihk protein oksidasyonunu onemli Slgiide
diizeltmesi, Mg2+’un antioksidan o6zelliklerini enzimatik yolaklarin aktivasyonunu
kolaylagtirarak yaptiginin bir gostergesidir. Ayrica, hipertansiyonda protein
oksidasyonundaki ciddi artis, kardiyak kontraktilite bozukluklarinda protein
oksidasyonunun ¢ok 6nemli bir role sahip oldugunu gostermektedir.
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