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OZET

Tavsan aortunda yapilan bu in vitro ¢alismada, endotelli ve endotelsiz dokuda, noradrenalin |
(NA)'e bagh kasimalar iizerine kiimiilatif konsanirasyonda uygulanan asetilkolin (ACh) cevaplarimn |
ortamdaki Ca++ ve Mg++ iyonlarina ne olgiide bagumli oldugu aragtirild:.

Endoteli saglam dokuda Ca™*'lu ve Mg™ *Iu ortamda uygulanan ACh, 10°M NA'e bagh kasimalar:
biiyiik dl¢tide inhibe etti. Besleyici swvidaki bu iyonlarin, yariya indirilmesi ile séz konusu inhibis-
yon anlamli élgiide azaldi. Her iki iyonun ortamdan uzaklagtirimast ile inhibisyon gorilmedi. Endo-
telsiz dokuda ise, ACh ilavesi NA'e bagh kasimalar: her iic ortamda da anlaml él¢iide artird.

Bulgular, tavsan aortunda NA'e bagl kasimalarin ACh tarafindan inhibe edilebilmesi igin endote-
lin saglam olmasimin gerektigini gdstermistir. Ayrica endotelt saglam dokuda da ACh'in gevseme ya-

pabilmesi i¢in ortamda Ca™ ve Mg*™ iyonlarinin gerektigi ortaya konmugtur.
Anahtar Kelimeler: Kalsiyum iyonu-Magnezyum iyonu-Endotele Bagli Gevgeme
SUMMARY

The Role Of Calcium (Ca**) and Magnesium (Mg**) Ions on The Endothelium-
Dependent Relaxation of Rabbit Aorta.

In this in vitro study it was investigated how much the ACh responses, which obiained after NA
contractions in rabbit thorasic aorta preparations with endothelium or without endothelium, depends
on the concentrations of Ca++ and Mg++ ions in the medium. '

In peraparation with intact endothelium, Ach inhibited the contractile effect of 10-9M NA on a
large scala. When these ions’ concentrations were reduced to half, this inhibition decreased
significantly. In Ca++-free or Mg++-free solution there was no inhibition. However, in preparations
without endothelium and in also three medium, addition of ACh increased the contractile response to
NA, significantly.

The results suggest that there must be an intact endothelium in rabbit aorta for inhibition of
NA-mediated contractions, by ACh. Furthermore, it's demonstrated that, also in preparations with
intact endothelium Ca++ and Mg++ ions are necessary for relaxation by ACh.
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GIRIS .

Endotel kaynakhi gevsetici faktor (Endothelium Derived Relaxing Factor: EDRF), ilk
defa Furchgott ve Zawadzki tarafindan tavsan aortu striplerinde ACh'e bagli gevseme ile
gosterildi (1). Damar endotelinin tahribi sonucu bu gevsemenin ileri derecede azalmasi
veya kaybolmasi, EDRF'nin endotelden saliverilip damar diiz kasina gegerek
vazodilatasyon yaptifimi géstermektedir (2,3).

% Bu yaz: daha énce 10.9.1990 tarihinde Bursa'da yapilan X. Farmakoloji Kongresinde teblig edil-
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EDRF'nin saliverilmesinde Ca++(4) ve Mg++(5) 1iyonlarimin roliiniin 6nemli oldugu iler
siiriilmiigtiir. Nitekim, endoteli saglam tavsan aortu ile yapilan bir perfiizyon calismasinda,
perflizyon sivisindan Ca**'un cikarilmast ACh'e bagh gevseme cevaplarimin olusmasim
engellemistir (6). Ayrica tavsan aortunda yapilan bir ¢alismada (4) dokunun Ca**'suz
ortamda inkiibasyonu ile Cat+ ionoforu A23187'ye bagh gevseme cevaplarninin inhibe

oldugu belirtilmistir. Bu nedenle ekstraseliiler Cat*, EDRF'nin iiretim ve/veya
saliverilmesinde esas unsuru teskil etmektedir (7,8).

Ekstraseliiler Mg™™ iyonlari, képek koroner arterlerinde ACh'in neden oldugu endotele
bagh gevsemede onemli bir yardimc: faktérdiir (9). Mgt +'suz ortamda ACh'e bagh
gevseme konsantrasyon-cevap egrisinin énemli ol¢iide inhibe olmasi, vaskiiler diiz kas
hiicreleri iizerinde EDRF'nin etkili olabilmesi i¢in Mg++ iyonunun ortamda gerektifini
telkin etmektedir (5). Hayvanlar iizerinde yapilan ¢ok sayida calismada Mg++'dan eksik
diyetin myokard dejenerasyonuna neden oldugu gézlenmis, Mg++'dan yoksun tutulan
kopeklerde deneysel koroner spazm tesekkiil etmistir (10,11).

Yapilan bu calismada, tavsan torasik aortunda ACh ile stimiile edilen ve endotelden
saliverilen gevsetici faktérin ortamdaki Ca++ ve Mg++ iyonlarinin degisen
konsantrasyonlarina ne dlctide bagimh oldugunu arastirmak amaclanmistr.

MATERYAL VE METOD

Erkek Yeni Zelanda tiirii beyaz tavsanlar (2-2.5 kg) karotis arterleri kesilerck
olduriildi. Gogiis agilarak torasik aorta ézenle c¢ikarildi. Krebs soliisyonu ig¢ine alman
arterler cevre dokulardan temzlenerek 2-3 mm eninde, 15-20 mm boyunda spiral seritler
halinde getirildi. Her defasinda hazirlanan iki seritten birinin endotel tabakasi kiiciik ve
yumusak bir firca yardimi ile hafifce sirtiilerek mekanikyolla tahrip edildi. Endotelin
uzaklastirildig: histolojik tam ile kanitlandi. Preparatlar 25 ml Krebs-Hanseleit soliisyonu
iceren, 37°C' de 1sitilan ve %95 02-%5 CO2 kanisimi ile siirekli gazlandirilan organ
banyosuna asildi. 2 g gerilim uygulanarak 120 dk dinlendirildi. Bu esnada dokular 15
dakikada bir yikandi.

Endoteli saglam dokular normal Krebs soliisyonunda 6nce 10°M NA ile kasildy,
kiimiilatif konsantrasyonda ACh ilave edilip cevaplar goézlendi. Preparat tekrar
dinlendirildi. Ortamin Cat++ konsantrasyonu yariya indirilip ayn: islem tekrarlandi.
Denemenin sonunda preparatlar Na2-EDTA iceren ortama alinarak 90 dakika beklendi.

Yukarida belirtilen iglemler endoteli tahrip edilen dokularda da aym sekilde uygulandi.

Calismanin diger boliimiinde ise, endotelli ve endotelsiz dokularda NA'in olusturdugu
kasilma iizerine ACh'in etkisi normal soliisyon, Mg++ konsantrasyonu yariya indirilerek
hazirlanmis soliisyon ve Mg++ icermeyen sollisyonda arastirildi.

Histolojik tami i¢in endotelli ve endotelsiz preparatlar standart formaldehit soliisyonu
icerisine alinarak tespit edildi. Parafine gomiildii. Bloklama i¢in demir blokaj yontemi
kullamldi. Dokulardan 20 mikron kalinhiginda kesitler hazirlandil Mikroskobik inceleme
icin kesitler, hematoksilen-eozin ile boyandi (12). Isik mikroskobu ile endotelli ve
endotelsiz dokunun histolojik goriintimi tespit edildi.

Besleyici soliisyon olarak Krebs-Hanseleit soliisyonu kullanildi. Soliisyondaki Cat+ ve
Mg++ konsantrasyonlar:1 yukarida belirtildigi sekilde diizenlendi.

Kullanilan normal Krebs-Henseleit soliisyonunun igerigi mM olarak soyledir: NaCl
118.00, KC1 4.70, CaCl2 1.60, MgSO4 1.20, NaHCO3 24.90, KH2PO4 1.20, Glukoz
11.10, Askorbik asid 0.28.
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Deneylerde noradrenalin (Sigma) ve asetilkolin HC1 (Haver) kullanildi.

Ca++ ve Mg++ iyonlarinin defisen konsantrasyonlar: ile bu iyonlarinyoklufunda NA
ile kasilan endotelli ve endotelsiz dokularda, ortama ilave edilen ACh'e bagh cevaplar NA
cevabinin %'si olarak degerlendirildi. Ortalamalar arasindaki farkin istatistiksel anlamlilik
derecesi, Student'in "t" testi ile hesapland: (13). Grup ici analizlerde eslestirilmis ve
gruplar arasi analizlerde de eslestirilmemig test uygulandi.

BULGULAR

Endoteli saglam ve endoteli uzaklagtirilan dokuya, 10-9M konsantrasyonunda
uygulanan NA tekrarlanabilir nitelikte kisalmalar meydana getirdi. 2.5 mM ve 1.25 mM
Cat+'lu ortamda endotelli dokuda, kiimiilatif konsantrasyonda uygulanan ACh, bu
kisalmalar siras1 ile %76.17%£4.29, %46.25+5.58 oraminda anlamli olarak inhibe etti.

Cat'suz ortamda ise %19.92+ 3.60 oraninda anlamli olarak artirdi. Endotelsiz dokuda ise
ACh, NA'e bagl cevaplann 2,5 mM Ca++ iceren ortamda %25.71£5.98 ve Ca++'suz
ortamda ise %16.79+1.52 oraninda anlamli olarak artirildi (p<0.05) (Sekil 1).

1.5 mM ve 0.75 mM Mg++ iceren ortamda endotelli dokuda NA'e bagli kasilmalar
kiimiilatif konsantrasyonda uygulanan ACh tarafindan sirasi1 ile %84.92+4.81,
%45.47+4.33 oraminda anlamli olarak inhibe edilirken, Mg++'suz ortamda %?29.3617.82
oraninda anlamli olarak artirildi. Endotelsiz dokuda ise NA'e bagh cevaplarin ACh
tarafindan 1.5 mM Mg++ iceren ortamda %20.98+5.87 ve Mg++'suz ortamda da
%24.14+7.11 oraninda anlamli olarak artinildig: gorildi (p<0.05) (Sckil 2).

)
.3

Sekil 1: Tavgan torasik aortunda, endotelli E(+) ve endotelsiz E(-) dokuda farkl: CaZ +
konsantrasyonu iceren ve Ca2+'suz ortamda NA'e bagl kasilma iizerine ACh'in etkisi

D

Sekil 2: Tavsan torasik aortunda, endotelli E(+) ve endotelsiz E(-) dokuda farkls Mg2+
konsantrasyonu iceren ve Mg2+’suz ortamda NA'e bagl kastlma iizerine ACh'in etkisi
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TARTISMA VE SONUC -
Sunulan bu calismada endoteli saglam dokuda, normal Ca++'lu ortamda kiimilatif

konsantrasyonda uygulanan ACh, 10°M NA'e verilen kasilma cevabini bityik olciide
inhibe etmis, Cat+ konsantrasyonu yariya indirildiginde inhibisyon da anlamli 6lciide
azalmis ve nihayet besleyici sivi Cat+'suz iken inhibisyon goériilmemistir. Endotelsiz
dokuda ise ACh ilavesi NA'e verilen kasilma cevabini her lic ortamda da anlaml 6lciide
artirmistir. Uyarilma sonucu EDRF salivermesinin ekstraseliiler Ca++'un varhigina bagh
oldugu goriilmiistiir. Nitekim, tavsan aortunda perfiizyon suretiyle yapilan bir ¢aligmada,
perfiizattan Cat+'un uzaklastirilmasiyla EDRF saliverilmesinin inhibe oldugu bilinmektedir

(6).

Caligmanin endoteli saglam doku ile yapilan ikinci béliimiinde, Mg++ iyonun besleyici
sivida normal konsantrasyonda bulunmasi durumunda NA'e bagh kasilma cevabimin ACh
tarafindan inhibe edildigi goriilmiistiir. Mg++ konsantrasyonun yariya diisiiriilmesi ACh
cevabinda azalmaya ve Mg++'suz ortam ise ACh cevabmin ortadan kalkmasina hatta ACh'e
bagh kasilma cevabi olusmasina neden olmustur. Endotelsiz dokuda ise ACh, NA'in
olusturdugu kasilmay: artirmig ve Mg++ yoklugunda bu cevap daha da belirginlegmistir.

Calismada endotelsiz dokuya uygulanan ACh, NA'e bagh kasilmalarn artirmigtir.
Arastirmacilar bunlarin ACh'e baglhi tipik kasilmalar oldugunu belirtmektedirler (14,15,16).

Tavsan aortunda NA'e bagh kasilmalarin ACh tarafindan inhibe edilebilmesi i¢in
endotelin saglam olmasimin gerektigi gorilmiistiir. Ayrica saglam endotelli dokuda da
ACh'in gevseme yapabilmesi i¢cin ortamda Ca++ iyonunun bulunmas: gerektigi ortaya
konmustur. Her ne kadar arastiricilar Mg++ iyonunun endotele bagh gevsemedeki roliiniin
tam olarak bilinmedigini belirtmekte (17,18) iseler de bu ¢caligmada ACh'e bagli gevseme
icin bu iyonun da ekstraseliiler ortamda mevcut olmasmin gerektigi gosterilmistir.
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