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1. OZET

Viicudun bircok biyokimyasal fonksiyonunda rol oynayan magnezyum
(Mg), hiicrede en ¢ok bulunan ikinci katyon olup, yasamin her evresi igin
gereklidir. Ote yandan, obezite gibi kronik hastaliklar ve yagli diyet alimi bir
elektrolit bozuklugu olan hipomagnezemiye neden olur. Genis literatiir taramasina
ragmen, yiiksek yagh diyetle (YYD) beslenen ratlarda, diyete ilave edilen Mg
formlarinin [magnezyum oksit (MgO); magnezyum pikolinat (MgPic)], renal Mg
tasiyicilar lizerindeki molekiiler etkileri ile ilgili ¢alismalara rastlaniimamistir. Bu
calismada, yiiksek yagli diyetle beslenen si¢anlarda, bu Mg formlarinin renal Mg
tasiyicilart (TRPM6, TRPM7, EGF, claudin-16, claudin-19, NCC) iizerindeki
molekiiler etkileri aragtirnllmistir. Bu amagla, 8 haftalik yasta 42 adet erkek
Sprague-Dawley sican 6 gruba ayrildi. 1)Kontrol; 2)MgO 3)MgPic; 4)YYD;
5 YYD+MgO; 6)YYD+MgPic. Mg, kg yemde 500 mg elemental Mg olacak
sekilde diyete katildi. Diyete katilan her iki Mg formunun serum kreatin ve tire
lizerine bir etkisi tespit edilmemistir (P>0. 05). Yiiksek yagl diyetle beslenen
ratlarda bobrek Mg diizeyi diisiik bulunurken, bobrek MDA diizeyleri ise yiiksek
bulunmustur. Ancak, bobrek Mg diizeyi, diyete Mg ilavesi ile artmig, bobrek
MDA diizeyi ise Mg ilaveleri ile azalmistir (P<0. 001). En yiiksek artig/diisiis ise
MgPic grubunda elde edildi. Ayrica, TRPM6, TRPM7, NCC, EGF, claudinl6 ve
claudinl9 Mg tasiyicilart da yiiksek yagh diyetle negatif yonde etkilenmistir.
Ancak, Mg formlarinin 6zellikle de MgPic’m bu iyon kanallarinin diizeylerini
iyilestirdigi belirlenmistir (P<0. 001). Sonug olarak, yiiksek yagl diyetle beslenen
sicanlarda MgO ve MgPic’in bdbrek oksidatif stresini azaltarak ve bdbrek
TRPM6, TRPM7, NCC, EGF, claudinl6 ve claudinl9 gibi Mg tastyicilarini
aktive ederek, bobrekte yagli diyete bagli olusabilecek olumsuzluklarin

onlenmesine katki saglayacagi kanisina varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Yiiksek yagh diyet, Bobrek, Magnezyum, TRPM, NCC,
Claudin



2. ABSTRACT
The Effect of Magnesium Forms on Renal Distal Tubule Transporters in
Rats Fed with High Fat Diet

Magnesium (Mg), which takes part in many biochemical body functions, is
the second most common cation of the cell and is essential for every step of life.
On the other hand, chronic diseases such as obesity and high fat diet intake lead to
hypomagnesemia, an electrolyte disorder. Studies on the molecular effects of
dietary supplementation of Mg forms [magnesium oxide (MgO); magnesium
picolinate (MgPic)] on renal Mg transporters was not found in high fat diet fed
rats, even with extensive literature review. In this study, the molecular effects of
these Mg forms on renal Mg carriers (TRPM6, TRPM7, EGF, claudin-16,
claudin-19, NCC) have been investigated in high-fat diet fed rats. For this
purpose, 42 male Sprague-Dawley (8 weeks old) rats were allocated to six groups:
1) Control; 2) MgO; 3) MgPic; 4) HFD; 5) HFD+MgO; 6) HFD+MgPic. Mg
added to the diet as 500 mg elemental Mg per kg/rat. No effect on serum
creatinine and urea levels of both Mg forms in the diets was detected (P > 0.05).
In high fat fed rats, kidney Mg levels were found lower, while kidney MDA levels
were higher. However, the kidney Mg level was increased by dietary Mg
supplementation and the kidney MDA level was decreased by Mg
supplementations (P<0.001). The highest increase/decrease obtained in the MgPic
group. In addition, TRPM6, TRPM7, NCC, EGF, claudin16 and claudin19 Mg
carriers affected negatively by the high fat diet. However, it has been determined
that Mg forms, particularly MgPic, improve the levels of these ion channels
(P<0.01). In conclusion, MgO and MgPic could reduce the oxidative stress in the
kidneys and activate Mg carriers such as kidney TRPM6, TRPM7, NCC, EGF,
claudinl6, and claudinl9, thus contributing to the prevention of adverse reactions

due to high fat feeding in the kidneys of the rats.

Key Words: High-fat diet, Kidney, Magnesium, TRPM, NCC, Claudin



3. GIRIS

Magnezyum (Mg*?) viicutta en c¢ok bulunan elementlerden biri olup,
300°den fazla enzimatik reaksiyonda gorev alir ve hiicre i¢inde potasyumdan
sonraki ikinci katyondur. ATP, DNA, RNA dahil pek ¢ok yapida bulunan Mg*?,
karbonhidrat metabolizmasinda bir¢ok enzimin kofaktorii olup, glikoz homeostazi
ve insiilin aktivitesinde 6nemli rol oynar (1-4). Mg*? proteinlerin ve niikleik
asitlerin ve iyon kanallarinin bir modiilatoriiniin 6nemli bir yapisal elementidir (5,
6). Magnezyumun kemik mineral metabolizmasi, vaskiiler tonusun korunmasi ve
kardiyak ritmin diizenlenmesinde de rolii bulunmaktadir (7). Negatif yiiklii iyonlar
ile etkilesime girerek allosterik etki gostermekte olup, farkli molekiillerinin
birbirine baglanmasimni saglar. Hiicre i¢i magnezyum diizeyleri; plazma
membranindan magnezyum girisini ve ¢ikisini, hiicre i¢i magnezyumun
depolanmasini ve organel lokalizasyonunu denetleyen kontrol mekanizmalari ile
diizenlenmektedir  (8). Mg*™? eksikligi migren, Parkinson, Alzheimer,
hipotansiyon, tip 2 diabetes mellitus ve kardiyak aritmi gibi bir¢cok hastaliga

neden olur veya katkida bulunur (7, 8).



3.1. Magnezyum

Fizyolojik kosullar altinda, hiicre i¢i Mg*? konsantrasyonlari, ¢ogu memeli

+21

hiicresinde 10 ila 20 mM arasinda degisir. Toplam hiicresel Mg™'nin yaklasik
%15-22’si hiicre organellerinin sitoplazmasinda ve liimeninde bulunur (9-11).
Erigkin insan viicudunda yaklasik 25 g magnezyum vardir. Bunun ficte ikisi
iskelette, tigte biri yumusak dokularda yer almaktadir. Negatif yiiklii iyonlar ile
etkilesime girerek allosterik etki gostermekte ve farkli molekiillerin birbirine
baglanmasma sebep olmaktadir. Toplam Mg*?un yaklasik%50'si, esas olarak
ATP (Mg-ATP) olmak iizere, niikleotid trifosfatlara baglanir (11). Tek bir
ribozom170’den fazla Mg*? iyonunu baglar ve tiim ribozom havuzunun hiicresel
Mg*?’un %25'"ini selatlayabilecegi tahmin edilmistir (11, 12, 13). Mg*?nin 6nemli
bir kism1 DNA ve non-spazomal RNA tiirleri ile iliskilidir. Sekiz yiizden fazla
enzimin aktivitesi icin Mg*? gereklidir (11). Koyu yesil renkli sebzeler, bol
miktarda islenmemis hububat, kuruyemis, ¢ekirdek, soyafasulyesi, yer fistigi,
rafine edilmemis tahillar, balik, tavuk eti, peynir ve yumurta Mg*? bakimindan
zengin gidalardir (4). Hava kirliligi, artmis rafine su ve diger triinlerin kullanimi
magnezyumun dogal yollardanalimini giin gectikce azaltmaktadir. Hiicrei¢i Mg*?
diizeyleri kati kontrol mekanizmalar1 ile kontrol edilmektedir ve mekanizmalar
plazma membranindan Mg*? girisini ve ¢ikisii ve hiicreici Mg*?’un
depolanmasin1 ve organel lokalizasyonu kontrol etmek suretiyle bu diizeni

saglamaktadir (8).



Mg*? salinimi Na/Mg exchanger adi verilen Na bagimli bir tasiyict ve Na
bagimsiz bir Mg exchanger adi verilen tasiyici tizerinden gergeklesir (14).
Kemikte bulunan magnezyumun ¢ok az bir kismi ekstraselliiler magnezyum ile
degisim icindedir. Viicuttaki total magnezyumunun yaklasik %1'c ekstraselliiler
stvidabulunur. Bu nedenle plazma magnezyum seviyesi ile total viicut
magnezyum seviyesinin ol¢timii  giivenilir degildir (5, 15). Total viicut
magnezyumu siit ¢ocuklarinda 260 mg/kg iken, erigskinlerde 330 mg/kg'a kadar
cikar (16). Insanlarda normal serum magnezyum konsantrasyonul.6-2.4 mg/dl
arasinda degisim gostermektedir (17). Total viicut magnezyumunun %60't
kemiklerde, geriye kalan %401 ise intraselliller alanda bulunmaktadir (4).
Intraselliiler magnezyumun %20-30'u intraselliiler alan ile ekstraselliilerarasinda
degisebilir, geriye kalan ise proteinlere baglidir. Total serum magnezyumunun
%30'u proteinlere bagli, %55'i iyonize, %15'i kompleksyapidadir. Iyonize ve
kompleks yapida bulunan fraksiyonlar1 filtrasyona ugrar. Magnezyumun viicuttaki
konsantrasyonu gastrointestinal sistemden emilim, bobreklerden reabsorbsiyon ve
ekskresyon ile diizenlenir (18).

Yetersiz hiicresel Mg*? alimi protein sentezini etkiler, enerji metabolizmasini
bozar ve hiicre biiyiimesini ve c¢ogalmasim engeller. Organismal Mg*?
yoksunlugu, tip 2 diyabet, metaboliksendrom, osteoporoz ve farkli immiin,
kardiyovaskiiler ve norolojik bozukluklar gibi yaygin insan hastaliklarina katkida
bulunur. ABD popiilasyonunun %60°1 yetersiz Mg*? alimi gostermekte ve
hipomagnezemi hastanede yatan hastalarin %30'unda ortaya ¢ikmaktadir (19, 20).
Bobrek, Mg*? homeostazini diizenleyen temel organdir (21). Son yirmi yilda,

Mg*? disregiilasyonunun nedeni olarak nadir goriilen genetik degisiklikler olan



hastalar1 arastirmak suretiyle bir dizi yeni Mg*? diizenleyici mekanizma ortaya

cikarilmistir (22).

3.2. Magnezyumun Boébreklerden Emilimi ve Atilim

Genlerdeki polimorfizmlerin Mg*? homeostasisi ile baglantilar1 olup,
Mg*™nin hayati 6neme sahip, hiicre i¢i bir element oldugunu gdstermistir.
Magnezyum, niikleotit ve baz eksizyonu onarimi ile yanhs eslesme dahil DNA
onarimina katilmaktadir (23). Magnezyum transport sistemi ve pasif difiizyonla
jejenumdan emilmektedir. Viicutta bulunan toplam 20-30 gr kadar magnezyumun,
%601 kemiklerde, %39'u intraselliler alanda ve %1'1 ise ekstraselliiler alanda
bulunmaktadir (4). Bobreklerin magnezyum dengesinde 6nemli bir rolii vardir.
Plazma magnezyumunun %80’i iyonizedir ve kolayca glomeriiler filtrasyona
ugramaktadir. Filtre olan magnezyumun yaklagik olarak %95’i nefronun degisik
boliimlerinden geri emilir. Magnezyum geri emiliminin ¢ogu proksimal tiibiilden
gerceklesmez. Magnezyum geri emiliminin en ¢ok oldugu kisim henlenin ¢ikan
kalin segmentinden (TAL) olmaktadir (24). Proksimal tiibiilden geri emiliminin
%15-25’1, distal tiibiilden %5-10 gerceklesmektedir. Henlenin ¢ikan kolunda geri
emilim pasiftir, hiicreler arasi siki baglantilarda Ca ile beraber olur.
Magnezyumun emilimi, besinlerle alim miktarina baglidir ve alman Mg*?’un
ortalama %30-40"1 emilir. Giinde 1 mmol diizeyinde Mg*? aliminda %80’i
emilirken, 25 mmol aliminda ise yaklasik %25’i emilir (25). Genel yetigkin
popiilasyonda diyet Mg*? alimi, 350-450 mg/giin araliginda olmalidir. Giinde
Mg*? fekal atilim1 270 mg’dir. Mg*?, gastrointestinal sistemden, ince bagirsaktaki

paraseliiler nakil ve kolondaki transseliiler transport yoluyla kan i¢ine emilir,

burada emilen Mg* 'min %25'i oncelikle albiimin olmak iizere dolasimdaki



proteinlere baglanir. Baglanmamis Mg*? kemik ve hiicre i¢i Mg*? ile dengelenir.
Hiicre i¢ci Mg*? konsantrasyonlar1 10-30 mM araligindadir ve serbest sitosolik
Mg*? konsantrasyonu 0.5-1.2 mM'dir (26). Dolasan Mg*™?'nin yaklasik %70-75'i

baglanmamis olup, bobrekler i¢inde siiziiliir (26).

3.2.1. Proksimal Konvoliisyonlu Tiipte Magnezyum Emilimi

Kalsiyum (Ca®) ve sodyumun (Na*) proksimal emiliminin aksine,
filtrelenmis Mg*?min nispeten kiigiik bir fraksiyonu (%15), bir paraseliiler
mekanizma yoluyla proksimal tiibiiller i¢inde emilir. Proksimal kivrimli tiibiiliin
birinci béliimiinde, Na*, Ca?* ve su, biiyiik 6l¢iide Mg*? emiliminden 6nce emilir
(27). Filtratlar, proksimal tubiiliin daha uzak kisimlarina ulastiginda, peritiibiiler
dolasimdakine kiyasla tiibiiler sivi Mg*? konsantrasyonunda bir artis olur. Liimen
akiskanlar ile peritiibiiler dolasim arasindaki Mg*™ konsantrasyongradyani
yaklasik1.7-1.9'a ulastiginda, Mg*? absorpsiyonu meydana gelir ve muhtemelen

konsantrasyon gradyani tarafindan yonlendirilir (28).

Bobrek tubiilleri

10%

(=
Ca/Na «'ﬂl =
o
\j—f"?»: ( . % Ca/Na
@& D [ 4

Korteks

Medula

Sekil 1: Renal tiibiiler Mg*? kullanim. Filtrelenmis Mg+2un%95'inden fazlas1 bobrek
iginde emilir ve giinliik olarak sadece yaklasik 100 mg Mg+2 atilir. Distal kivrimli tiip,
Mg*2 reabsorpsiyonunun olustugu son kisimdir. Bu béliimiin ilerisinde, bobrek tiibiilleri

Mg* ‘a kars1 gegirgen degildir (28).



3.2.2. Henle'nin Kalin Artan Ekstremitesinde Magnezyum Emilimi

Mg*?, Henle'nin (TAL) kalin artan kisminda, paraseliiler olarak absorbe
edilir, emilimi sik1 birlesme proteinleri tarafindan kolaylastirilir ve ana itici giig,
transepitelyal voltaj gradyanidir. TAL''m baglangi¢ kisminda luminal voltaj
pozitiftir (yaklasik +8 mV) ve Na" ve Cl" konsantrasyonlar1 nispeten yiiksektir
(Sekil 2). Pozitif voltaj esas olarak apikal Na-K-2Cl ko-transporter (NKCC2)
aracili Na*, K™ ve liimene paralel K* atilimi1, Cl™ absorpsiyonu ile gergeklesir (29,
30). NKCC2'nin itici giicii bazolateral Na-K-ATPaz'dir. Pozitif transepitelyal
voltaj gradyani, paraseliiler mekanizmalar yoluyla Mg*? emilimini ilerletir. Na*
konsantrasyonunun azaldigi TAL'in uzak ucunda, Mg*? emilimi, bitisik tubiiler
epitelyal hicreler, 6zellikle de claudin-16, -19 ve -14 arasinda siki birlesme

proteinleri tarafindan diizenlenir (31).
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Sekil 2: Henle'nin (TAL) kalin artan uzvunda Mg+2 kullanimi. Baglanam proteinleri
claudin-16 ve -19, Ca2+ve Mg*? gegirgen kanal olustururlar. Dolasgimdaki Mg*? veya
Ca?* sik1 baglant1 claudin kompleksi iizerinde inhibe edici etkiye sebep olan bazolateral
kalsiyum duyarl reseptorii (CaSR) aktive edebilir. Bazolateral Na-K-ATPase, paraseliiler
Mg*2 ve Ca?*emilimini kolaylastirmak i¢in olumlu bir pozitif liimen voltaji iireten, apikal
Na-K-2Cl kotransporter (NKCC2) ve paralel K + atilimmin ROMK yoluyla tesvik
kuvvetini saglar (19, 20).



3.2.3. Distal Kivrimh Tiipte (DCT) Magnezyum Emilimi

Mg*?*un yaklasik %10’u DCT'de emilir. Bu tiibiiler kesitte Mg*? emilimi,
paraseliiler yerine transseliilerdir. Mg*? absorpsiyonu, ¢ok kanalli yolaklar ve
tastyic1 proteinler ile siki bir sekilde diizenlenir (32). Ince ayar ve idrar Mg
atiliminin nihai miktarmi belirler. Bu bolimde Mg*?’un kimyasal gradyani
kiiciiktiir. Boylece, pozitif bir transapikalmembran voltaji gradyani, Mg*? girisi
i¢in kritik hale gelir. Bilinen tiim diizenleyici yollar, transapikalmembran voltajini
etkileyerek, TRPM6 araciligiyla DCT hiicrelerine Mg*? girisi icin temel itici giicii

etkilemektedir (Sekil 4) (33).

Claudin-14

Claudin-16

/—/
2+ ®
Claudin-19 CaSR
T Transepitelyal ‘ } 7~ Mg
voltaj | f e N

miR-9 ve -375
Degrade Claudin-14 mRNA

Na*

Sekil 3: Henle'nin (TAL) kalin artan uzvunda diizenlenmis paraseliiler Mg+2 emilimi.

Claudin-16 kendi basma Na' igin gegirgendir ve claudin-19 Cl “a karsi
gecirgen degildir. Claudin-14, claudin-16'nin Na kanali gegirgenligini belirler.
Na*", TAL'in distal kismina geri déner ve pozitif bir luminal voltajin korunmasina

yardimer olur. Claudin-14'tin bu etkisinin tikanmasi, pozitif luminal voltaji



tehlikeye atar ve Mg+2 emilimi igin itici giicli azaltir. Claudin-19 tarafindan CI°
passage'nin caydirilmasi, negatif bir mikro alanli yiik yaratir ve luminal Mg*? ve
Ca?" 'ya kars1 segici bir ¢ekim yaratir. Yiiksek konsantrasyonda Mg®* veya Ca?*
ile aktive edildiginde bazolateral kalsiyum duyarli reseptér (CaSR), miR-9 ve
miR-375'i inhibe eder. inhibisyon, mikroRNA'larin claudin-14 translasyonu ile
etkilesimini ortadan kaldirir, bu da claudin-14 translasyonunun ve claudin-14'in
claudin-14'in aracilik ettigi inhibisyonu ile sonuglanir, boylece Mg?* ve Ca?

absorpsiyonunu inhibe eder (19, 20).

3.3. Bobreklerin Mg HomeostazisindekiRolii

Magnezyum dengesinin diizenlenmesinde bdbreklerin 6nemli bir rolii
vardir. Magnezyumplazmada %80 iyonize formda bulunarak kolayca glomeruler
filtrasyona ugramaktadir (34). Magnezyum yaklasik olarak %95’ifiltre edildikten
sonra nefronun degisik boliimlerinden geriemilir. Magnezyum geriemiliminin
%60-70’ihenlenin ¢ikan kalin segmentinde gergeklesir (35). Toplayici sistemden
geriemilim yok denecek kadar azdir. Magnezyum geri emilimi, paracellin-1
(claudin-16) olarak bilinen protein iyon kanalindan henlenin ¢ikan kalin kolunda
sik1 baglantilarla Ca ile beraber pasif tagsima ile olur (36). Paracellin-1 proteininde
meydana gelen bir mutasyon bébreklerden asirt Mg*? ve Ca kaybina sebep olarak
hiperkalsiiiri ve nefrokalsinozisle seyreden hastaliga yol agarak bdbrek
yetmezligine sebep olur (FHHNC=Familyal Human HerediterNefroCalsinozis).
Distal tubiildeki geriemilimTRPM-6 isimli reseptor araciligiylaolur. TRPM6’daki
bir mutasyon ise otozomal resesif kalitilan ve siit c¢ocuklarinda goriilen

hipomagnezemiyle ve sekonder hipokalsemiyle seyretmektedir (37). Bu hastalik
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siirecinde  siit c¢ocuklarinda antikonvulzan ilaglaradirengli ~ generalize
konviilziyonlar ve noéromuskuler uyarilabilirliklerinde (kas spazmlari, tetani

gibi)artis goriiliir (38).

3.4. Renal Magnezyum Tasiyicilari

Omurgalilarda, gegici alic1 potansiyel (TRP) iyon kanallarinin melastatine
bagl alt familyasinin iiyeleri, Mg*? tasinmasinda 6nemli rol oynamaktadir. Gegici
alic1 potansiyel melastatin 6 (TRPM6) ve gecici alict potansiyel melastatin 7
(TRPM7) solven tasiyict ailesi 41, plazma membrani veya organellerin
membranlarindan Mg+2 tasinmasinda rol oynar (39). Son yillarda, Mg+2
homeostazina katilan bu iyon kanallar1 {izerinde yapilan c¢alismalar ilgi
cekmektedir. TRPM6 sistemik Mg*? homeostaz i¢in énemlidir, ¢iinkii bagirsagin
firga smir membrant ve renal distal kivrik tiibiiliin apikal membrant boyunca
yiiksek oranda eksprese edilir (40, 41).

Bagirsakta TRPM6 eckspresyonu, diyet Mg*™ ile diizenlenir. Bu,
TRPM6'in Mg emiliminin bir kapicist olarak islev gordiiglinii gostermektedir
(41). TRPM6 genindeki fonksiyon kaybi mutasyonlari, nadir otozomal resesif
hastaliginda hipomagnezemi olan hastalarda tanimlanmistir (42). TRPM7 ise
endotelde intraseliiler Mg diizeyinin ayarlanmasinda onemli gorev alir. Bu
kanallarin hem iyon kanali hem de kinaz olarak iki fonksiyonu vardir. C
terminallerinde bulunan aktif threonine/serine kinazdan dolayr kinaz olarak
fonksiyon goriirler (43). Magnezyumun distal tiibiildeki geri emilimi TRPM6
araciligiyla olur. Endotel hiicrelerinde bulunan TRPM?7, endotel proliferasyonunu

kontrol etmekte ve nitrik oksit sentezinde rol oynamaktadir. TRPM6, en yakin
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homologu olan Mg*™ gecirgen katyon kanali TRPM7 ile spesifik olarak
etkileserek, hiicre yiizeyinde islevsel TRPM6/TRPM7 komplekslerinin
toplanmasima neden olur (44). TRPM?7 ile heterooligomerizasyonunu Onleyen
amino asit ikameleri de dahil olmak tizere, TRPM6'daki mutasyonlar, sekonder
otozomal resesif hipomagnezemi ve sekonder hipokalsemiye neden olur (14).
Katyonla birlesmis klorid kotransporter ailesi olarak da bilinen SLC12'nin bir
tiyesi olan renal tiyazid duyarli NaCl kotransporter (NCC), distal kivrik tiibiildeki
tuz tastyicisidir. Bu kotranspterator aktivitesi, kan basinci, serum potasyum, asit
baz metabolizmasi ve iiriner kalsiyum atilim1 gibi ¢esitli fizyolojik degiskenlerin
diizenlenmesi i¢in kritik 6nem tasir (45). NCC bobreklerin distal kivrik tiiplerinde
eksprese edilir ve filtrelenmis NaCl yikiiniin yaklasik %5'inin yeniden
emiliminden sorumludur (46). NCC miktar1 diyet NaCl kisitlamasi ile artar (47).
Bobrek Na atilimi1 ve Na aliniminin ayarlanmasinda NCC homeostatik bir rol
istlenmistir (48, 49).

Bobrekte claudin-16 olarak adlandirilan ve claudin ailesinin bir iiyesi olan
parasellin-1, paraselliiler kalsiyum ve magnezyum taginmasindan sorumludur.
Parasellin-1 disfonksiyonu, hiperkalsiiiri ile konjenital hipomagnezemiye neden
olur. Parasellin-1 isimli gendeki mutasyonlar sonucu idrarla Mg ve Ca kaybedilir,
¢linkii parasellin-1 Ca ve Mg 'un bobreklerdeki pasif reabsorbsiyonunu diizenler.
Sik1 baglantili proteinlerin bulundugu claudin ailesinin farkl: alt gruplar1 nefronun
tamaminda dagilmis olarak bulunur ve paraselliiler iyon taginimindaki rollerini

anlama bobrek iyonu homeostazini anlamak i¢in oldukg¢a énemlidir (36).
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3.4.1. Gegici Reseptor Potansiyel Melastatin (TRPM) 6 VE 7

TRP siiper ailesinin bir liyesi olan TRPM6, DCT'nin apikal membrani
boyunca lokalize olur. TRPM6 ve TRPM7, homo ve heteromerik kompleksler
olusturabilir (50, 51). Ozellikle, TRPM6 fonksiyonel homomerik kanallar ve
heteromerik TRPM6/7 kanallar1 olusturur (52). U¢ kanal, TRPM6, TRPM7 ve
kompleks TRPM6/7, farkli iki degerlikli katyon gecirgenligi, pH duyarliligi ve
benzersiz tek kanalli iletkenlik gosteren farkli iyon kanallaridir (53). Memelilerde
ilk tarif edilen Mg tasiyicikanali TRPM  (transientreceptor potential
melastatin)’nin TRPM6 ve TRPM7, hem iyon kanali, hem de kinaz olarak ikili
fonksiyon gosterirler. Kinaz olarak fonksiyon gormelerinin nedeni C
terminallerinde bulunan aktif treonin/serin kinazdir (54). TRPM7 viicutta yaygin
olarak bulunur ve endotelde intraseliiler Mg diizeyinin ayarlanmasinda énemli rol
iistlenir. TRPM6 ise temel olarak bobrek ve barsakta Mg salinimimnin konroliinii
saglar (55). TRPM6 ve TRPM7, Mg homeostazinin diizenlenmesinde 6nemli rol
oynarlarve muhtemelen hiicresel ve biyofiziksel Ozelliklerdeki farkliliklardan
dolay islevsel olarak birbirine bagimlidirlar (51). TRPM6, Mg*? icin yiiksek bir
afiniteye sahiptir, bobregin apikal membraninda bulunur ve intestinal epitelyal
hiicreler esas olarak kalin bagirsak ve aktif transepitelyal transportta fonksiyonlari
vardir (56). TRPM6 ekspresyonu, hiicre i¢i Mg*? seviyelerine duyarlidir ve kritik
geri emilim bolgelerinde (DCT), Mg* geri emiliminde ve atiliminda 6nemli bir
rol oynar. Bu, TRPM6'nin Mg*? homeostazinin korunmasinda anahtar bir bilesen
oldugunu diisiindiirmektedir. Ayrica, TRPM7, hiicresel Mg*? ve Ca?* emilimi igin
gereklidir (57, 58, 59). Yapilan bir ¢alismada, TRPM6'daki mutasyonlarin

sekonder hipokalsemi ile hipomagnezemiye neden oldugu kanitlanmistir (60).
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Uygun bir transmembran potansiyeli ile harekete gecen Mg+2, epitel hiicresine
apikal epitelyal Mg+2TRPMé6kanali yoluyla girer. Ayrica, magnezyum eksikligi
olan diyetle beslenen farelerdke, TRPM6 mRNA ekspresyonununarttirdigi
gosterilmistir  (41). Diger bir ¢alismada da, HSH hastalarinda TRPM6
mutasyonlarinin neden oldugu diisiik serum magnezyum seviyelerinin, yiiksek
dozlarda magnezyumun oral destegi ile iyilestirilebildigi belirtilmistir (61). Hiicre
ici Mg*? ile indiiklenen TRPM6'nin regiilasyonu, Mg*? akisinda bir geri bildirim
mekanizmas1 saglar ve hiicre i¢i Mg*? tamponlama ve Mg*? ekstriizyon
mekanizmalari, kanal fonksiyonunu giigli bir sekilde etkilemektedir (62).
TRPMY, biiyiik o6lciide korunmus bitisik bir katyon kanali transdiiksiyon
membrant kapsayan bolge ve yakin sarmal bobin karakterine yakin kisa bir N-
terminal bolgesinden olusan 6zelliklerin bir takim kiimesi tarafindan tanimlanan,
yakin zamanda tarif edilen bir iyon kanali ailesi olan TRPM katyon kanali
ailesinin bir {yesidir (63, 64, 65). TRPM7 viicutta yaygin olarak bulunur ve
endotelde intraseliiler Mg*? diizeyinin ayarlanmasinda énemli rol {istlenir. TRPM7
kanal gecirgenlik ozellikleri ile ilgili olarak, Na ve Ca'nin hem segici olmayan
iletimini hem de i1ki degerlikli katyonlara karsit segicilie sahip kompleks
gecirgenligi diislindiiren ¢elisen veriler sunulmustur (62, 66). Endotel hiicrelerinde
TRPM7’nin bulundugu, endotel proliferasyonunu kontrol ettigi ve NO sentezini
sagladig1 gosterilmistir (44).

Yapilan bir ¢alismada farelerde diyette Mg*™ kisitlanmasi, bobrekte
TRPM6 mRNA seviyelerinin belirgin sekilde artisina neden olmustur (67).
Benzer bir ¢aligma diyetteki Mg*? kisitlamasmin muhtemelen diyet kompozisyonu

ve rejim siiresi gibi deneysel parametrelerin farkliliklar1 nedeniyle hem bobrekte
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hem de kolondaki TRPM6 ekspresyonunu arttirdigini gostermistir. Buna karsilik;
iki ¢alisma da benzer sekilde TRPM7 mRNA ekspresyonunun her iki dokuda da

degismedigini ortaya koymustur (68).

3.4.2. Na+-CL-Kotransporter (NCC)

NCCT veya da tiyazid duyarli Na*Cl" kotasiyicilar1 veya TSC olarak da
bilinen Na'Cl" kotasiyicilar1 (NCC), bobrekte sodyum ve kloriir iyonlarininin,
nefronun distal kivrimli tiibiiliiniin hiicrelerine geriemiliminde rol oynarlar (69,
70). Elektron gegirmeyen katyon ile baglanmis kloriir tasiyicilari olan SLCI12
kotransporter ailesinin bir iiyesiolan renal tiyazid duyarli NCC, distal kivrik
tiibiildeki tuz tasiyicisidir. Insanlarda, 16q13'te bulunan SLC12A3 tarafindan
kodlanir (71). NCC, hem N hem C terminusuolan hiicre i¢i amino ve karboksil
terminal bdlgeleri olan 10 ya da 12 transmembran domeninin hidrofobik bir
cekirdegine sahip oldugu kabul edilen bir transmembran proteindir (72). NCC
proteininin kesin yapist heniiz kristallesmedigi icin bilinmemektedir. NCC
proteini plazma membraninda homodimer olusturur. NCC fonksiyonunun
kaybedilmesi, tuz kaybi ve diisiik tansiyon, hipokalemik metabolik alkaloz,
hipomagnezemi ve hipokalsiiiri ile karakterize otosomik resesif bir hastalik olan
Gitelman sendromuna neden olur. NCC genindeki yiizlerce farkli mutasyon tespit
edilmistir (73, 74, 75). NCC, nefronun distal kivrimli tiipliniin apikal
membraninda bulundugu igin, tiibiiliin liimenine bakar ve tiip seklindeki siviyla
temas eder. Distal kivrimli tiibiil i¢indeki hiicrelerin apikal membran1 boyunca
sodyum gradyanininkullanilmasiyla, NCC, Na* ve CI tiibiiler akiskandan bu

hiicrelere tasir. Daha sonra, Na*, bazal membranda bulunan Na'-K* ATPaz
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tarafindan hiicrenin disina ve kan dolasimina pompalanir ve Cl” bazolateral kloriir
kanali CIC-Kb yoluyla hiicrelerden ayrilir (71). NCC aktivitesi, fosforilasyon ve
korunmus serin/treonin kalintilarinin tekrar fosforilasyonu sonucu protein gegisini
plazma membranina ve tasiyici kinetigine etki eden iki kontrol mekanizmasi ile
gostermektedir. NCC'nin islev gormesi i¢in plazma membraninda olmasi
gerektiginden, aktivitesi plazma membranindaki protein miktarinin arttirilmasi
veya azaltilmasi ile diizenlenebilir. WNK3 ve WNK4 kinazlar gibi baz1t NCC
modiilatorleri, hiicre zarindaki NCC miktarini, sirastyla, plazma membranindan
proteinin sokulmasini veya ¢ikarilmasini indiikleyerek diizenleyebilir (76, 77).
Bukotransporter aktivitesi, kan basinci, serum potasyum, asit baz metabolizmasi
ve lriner kalsiyum atilim1 gibi ¢esitli fizyolojik degiskenlerin diizenlenmesi i¢in
kritik 6nem tagir (78, 79). Sodyum kloriir kotransporter tiyazid duyarlidir ve tuz
dengesinin ayarlanmasinda ve siklikla hipertansiyon tedavisinde kullanilir (80).
Diyette NaCl kisitlamasi ile NCC miktar1 artar ve aldosteron kagisi yiiksek tuz
diyeti ile azaltilir ve mineralokortikoid reseptor blokaji ile azalir, bobrek
Na'atilimini Na* alimina ayarlamada NCC artmasi homeostatik bir roliiniinoldugu
gosterir (45, 46, 48, 81). Magnezyum salinimi elektrokimyasal gradiente karsi
gerceklesir. Na/Mg iyon exchanger adi verilen Na bagiml bir tasiyict ve Na
bagimsiz bir Mg exchanger adi verilen tasiyict iizerinden bu islem gerceklesir
(14).

3.4.3. Claudin-16ve 19

Claudinler (CLDN), nematodlardan insana kadar bircok organizmada
bulunan kiigiik transmembran proteinlerdir (MW: 20-27 kDa). Bunlar siki

baglanti bariyerinin olusmasinda ve ayarlanmig paraseliiler iyon akisindan
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sorumlu olan anahtar bilesenlerdir (31). Claudin-16 ve claudin-19 proteinleri
katyon kanali olusturmak icin TAL'de lokalize edilir (82). ilk hiicre dis1 déngii
ortalama 53 amino asit ve ikincisi ise biraz daha kii¢iik olan 24 amino asitten
olusur. N-terminal ucu genellikle ¢ok kisadir (4-10 amino asit), C-terminal ucu 21
ila 63 arasinda degisir ve bu proteinlerin siki baglantilarda lokalizasyonu ig¢in
gereklidir (83). Claudin-16 kendi basina bir Na* gegirgen kanaldir ve Claudin-19,
Cl'nin gegisi igin caydirici bir proteindir (82, 84). TAL'de, claudin-16 ve claudin-
19'un birlesik etkisi ile paraseliiler Mg*? emilimi kolaylastirilir ve claudin-14
tarafindan inhibe edilir (85).

Claudin-16 ve claudin-19, henle (TALH) dongiisiinde, filtrelenmis
Na*'un%25-40'i, Mg*?>’un %50-601 veCa’> un %30-35'ini geri emilmesinden
sorumludur (86). TALH'de tuz ve su geri emiliminin ayrismasi, luminal sivinin
seyreltilmesine ve daha sonra toplama kanalinda su geri emilimini baglatan bir
eksenel kortikomediiller osmolalite gradyaninin olugsmasina neden olur (87).
TALH'deki liimen sivismin seyreltilmesi de Ca?" ve Mg*™ pasif paraseliiler
reabsorpsiyon i¢in itici gli¢ olarak liimen pozitif voltajlara yol agan bir
bazolateral-luminal transepitelyal tuz konsantrasyonu gradyani olusturur (88).
Monojenik bobrek bozuklugu, hiperkalsiiiri ve nefrokalsinozlu otozomal resesif
ailevi hipomagnezemi (FHHNC; OMIM # 248250), claudin-16 ve claudin-19

genlerindeki mutasyonlar sonucu ortaya ¢ikar (89, 90).

3.4.4. Epidermal Biiyiime Faktorii

Epidermal biiytime faktorii (EGF), reseptor EGFR'ye baglanarak hiicre

biiyiimesini ve farklilasmasini uyarir (91). ErbB reseptor ailesi, epidermal biiyiime
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faktoric (EGF) reseptorii (EGFR; HERL; ErbBl), HER2/neu (ErbB2), HER3
(ErbB3) ve HER4 (ErbB4) igeren, reseptor tirozin kinaz stiper ailesinin alt sinif
I'ine aittir. Tim ErbB reseptorleri ortak bir hiicre dis1 ligand baglayici bolge, tek
bir membrana yayilan bolge ve bir sitoplazmik protein tirozin kinaz alanina
sahiptir (92, 93). insan EGF'si 53 amino asit kalintis1 ve {i¢c molekiil ici disiilfid
bagi olan bir 6-kDa proteinidir. EGF, epitelyal sodyum kanal aktivitesini
ayarlayarak distal nefron epitelyumu boyunca sodyum emilimini spesifik olarak
kontrol edebilir (94). EGF orijinal olarak farelerin submaksiyel bezlerinde ve
insan idrarinda bulunan salgilanmis bir peptittir. EGF, submandibular bez ve
parotis bezi dahil olmak iizere birgok insan dokusunda bulunmustur (95). Ayrica
timorlerin baslangicinda ve ilerlemesinde de rol oynar. Cesitli malign timoérlerde
anormal ekspresyona dayanarak, ErbB aile iiyeleri antikanser terapisinde hedef
olarak kabul edilmis ve su anda meme ve kolon malignitelerinin tedavisinde
kullanilmaktadir. Timor biyolojisinden baska, ErbB sinyallemesi bobrek
elektrolit homeostazinda kritik rol oynar. Ayrica, ErbB aile {yeleri,
hipertansiyonda ve aterosklerozda oldugu gibi, organ hasarinin gelisiminde rol
oynamaktadir (96). Simdiye kadar, ErbB reseptorleri i¢in 11 bilesik
tanimlanmistir. EGF, transforme edici biiylime faktorii (TGF), heparin baglama
EGF-benzeri biliyime faktorii (HB-EGF), amphiregulin (AR), betaseliilulin,
epigen ve epiregulin tercihen EGFR'ye baglanirken, neuregulin (NRG) familyasi
ligandlar1 (NRG-1, NRG-2, NRG-3 ve NRG-4) ErbB3 ve ErbB4'e baglanir ancak
EGFR'ye baglanmaz (97, 98). Ligand bagimli EGFR sinyallemesinin insan bobrek
fizyolojisinde ¢esitli rolleri vardir. EGF, glomeriiler hemodinami ve bobrek

metabolizmasini modiile eder in vitro ¢alismalarin higbiri, ErbB sinyallemesinin
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nefrojeneziyi etkiledigi kesin islevsel mekanizma hakkinda bilgi saglamamistir

(99).

3.5. Amag¢

Obezlerde yapilan g¢alismalarda, serum magnezyum diizeylerinin kontrol
grubuna gore diisiik oldugu ve insiilin direncinin arttig1 bildirilmistir (100, 101).
Magnezyum eksikligi sonucunda insiilin reseptoriindeki tirozin kinaz aktivitesinin
bozuldugu ve insilin direncinin gelistigi bildirilmistir (102, 103). Organik
bilesiklerle olusturulan Mg selatlarinin, inorganik Mg formlarina gére daha diisiik
toksisiteye ve daha yiiksek biyoyararliliga sahip oldugu bilinmektedir. Farkli Mg
selatlariin [nikotinat, propionat, metiyonin] etkileri ile ilgili bir dizi ¢alisma
mevcuttur (3, 103, 104, 105). MgPic yeni gelistirilen bir selattir. Bu ¢alisma,
yiiksek yagli diyetle beslenen sicanlarda farklt Mg-selatlarin (MgQO'ya karsi
MgPic) bobrek dokusu renal distal tubiil tasiyici proteinler ile ilgili molekiiler
mekanizmada meydana gelecek muhtemel degisiklikler {iizerine etkilerini
belirlemek ve bu etkilerini karsilagtirmak amaciyla yapilacaktir.

Hiicre i¢inde potasyumdan sonraki ikinci katyon olan Mg, viicutta en ¢ok
bulunan elementlerden biri olup, ATP, DNA ve RNA gibi 6nemli yapilarda
bulunmaktadir. Yeterli Mg tiiketimi, insan viicudunda Mg dengesini ve normal
Mg'a bagl hiicresel reaksiyonlari korumada kritik 6dnem tasir. Ancak, obezite,
diyabet gibi kronik hastaliklara veya yiiksek yagli diyet tiikketimine bagl olarak
goriilen Mg yetersizligi veya Mg tasiyicilarinin disfonksiyonu, Mg*? ve Ca?"'un
bobreklerdeki reabsorbsiyonunun bozulmasina neden olur. Yapilan literatiir

taramalarinda, yiiksek yaglh diyetle (YYD) beslenen ratlarda, diyete ilave edilen
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Mg formlarinin renal Mg tasiyicilart lizerindeki molekiiler etkileri ile ilgili
caligmalara rastlanilmamistir. Yukaridaki bilgiler 1s1ginda, bu ¢alismada, yiiksek
yagh diyetle beslenen siganlarda, farkli Mg formlarinin (MgO ve MgPic) renal
Mg tasiyicilart (TRPM6, TRPM7, EGF, claudin-16, claudin-19, NCC) tizerindeki

molekiiler etkileri arastiriimistir.
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4. GEREC VE YONTEM

4.1. Arastirma Materyali ve Deneme Diizeni

Calismada 8 haftalik yasta toplam 42 adet Sprague-Dawley sican (agirlik:
180 + 20 g) kullanilmistir. Firat Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu’ndan, onay alindiktan sonra (Tarih: 06. 12. 2017, Toplant1 Sayisi
2017/128 Karar No: 244), arastirma standart deneysel hayvan galismalar1 etik
Kurallarina uygun olarak yiritilmistir. Hayvanlar 15 giinlik adaptasyon
periyodundan sonra denemeye tabii tutulmustur. Deneme Firat Universitesi Deney
Hayvanlar1 Arastirma Merkezinde yiiriitiilmiistiir. Su ve yem deneme siiresince
serbest olarak verilmistir. Havalandirma ve 1sik kontrolii diizenli olarak
yapilmistir. Isiklandirmada 12/12 saat aydinlik/karanlik ve ortam sicakligi 22+2°C
olacak sekilde ayarlanmistir.

Sicanlar, her grupta 7 hayvan olacak sekilde rastgele asagidaki gibi 6
gruba ayrilmistir: 1) Kontrol: Ratlar kalorinin %12'si yaglardan saglanan standart
diyet ile beslendi; 2) MgO: Ratlar kg yemde 500 mg elemental Mg olacak sekilde
MgO igeren standart diyet ile beslendi; 3) MgPic: Ratlar kg yemde 500 mg
elemental Mg olacak sekilde MgPic iceren standart diyet ile beslendi; 4) YYD:
Ratlar kalorinin %42’si yaglardan elde edilen yiiksek yagl diyet (Tablo 1; YYD)
ile beslendi; 5) YYD+MgO: Ratlar kg yemde 500 mg elemental Mg olacak
sekilde MgO igeren YYD ile beslendi; 6) YYD+MgPic: Ratlar kg yemde 500 mg
elemental Mg olacak sekilde MgPic igeren YYD ile beslendi. Ayrica, Tablo 2’de

deneme diizeni gosterilmektedir.
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Calismada kullanilan Mg selatlar1 ticari firmalardan (Magnesium Oxide,
Hard Eight Nutrition LLC, Nevada, USA ve Magnesium Picolinate, Assay %98.
88, Nutrition 21, NY, USA) temin edildi. Magnezyum dozlar1 Bertinato vd. (24)
referansi esas alinarak belirlenmistir. Yem O0nce 6n karmalar1 mikro karistirict da
hazirlanarak magnezyumun yeme homojen olarak karistirilabilmesi saglanmistir.
Yem bilesimi Tablo 2'de gosterilmektedir. Deneme siiresi 8 hafta stirmiistiir.

Deneysel uygulamalar sonrasinda etik kurulun aldigi kararlara uygun
olarak kesimleri yapilan si¢anlarin serum bobrek dokulari alinarak, kuru buzda

hemen donduruldu. Analizler yapilincaya kadar —80 °C’ de saklandi.

Tablo 1. Arastirmada kullanilacak bazal diyetin bilesimi

Hammadde, % Kontrol (Bazal) Diyet g/kg Yiiksek Yagh Diyet (YYD)
Kazein 20.00 20.00
Misir Nigastasi 57.95 15.00
Siikroz 5.00 14.95
Soya Yagi 7.00 -
Si1gir Don Yagi

' - 40.00
(I¢ yagn)
Seliiloz 5.00 5.00
Vitamin-mineral karigimi* 4.50 4.50
L-sistein 0.30 0.30
Kolin bitartarat 0.25 0.25

*Vitamin-mineral karigiminin kilogrami;1. 8 mg tiim-trans retinil asetat (A vitamini), 0. 025 mg
kolekalsiferol (D Vitamini), 12. 5 mg tiim rac-alfa-tokoferol asetat (E vitamini),1. 1 mg menadion
sodyum bisulfit (K3 Vitamini),1. 1 mg tiyamin (Vitamin B1), 4. 4 mg ribolavin (Vitamin B2), 35
mg niasin (Vitamin B3), 10 mg kalsiyum pantotenat (B5 vitamini),2. 2 mg Vitamin B6, 0. 02
Vitamin B12, 0. 55 mg folik asit, 0. 1 mg d-biyotin, 40 mg Mn (MnO), 12. 5 mg Fe (FeSO.), 25
mg Zn (Zn0),3. 5 mg Cu (CuSQs), 0. 3 mg I (KI), 0. 15 mg Se (Na,SeOs), 175 mg kolin klorit
(CsH14CINO)
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Tablo 2. Deneme plani (n=7)

Gruplar Doz

Grup 1, Kontrol -

Grup2, Kontrol+MgO 500 mg elemental magnezyum/kg yem
Grup 3, Kontrol+MgPic 500 mg elemental magnezyum /kg yem
Grup4,YYD -

Grup 5, YYD +MgO 500 mg elemental magnezyum /kg yem
Grup 6, YYD +MgPic 500 mg elemental magnezyum /kg yem

YYD: Yiiksek yagli diyet; MgO: Magnezyum oksit MgPic: Magnezyum pikolinat

4.2. Laboratuvar Analizleri

4.2.1. Serum Ure Nitrojeni ve Kreatinin Analizi

Kan 6rnekleri 3000 g de 10 dk siireyle santrifiij edildi ve serumlar1 ayrildi.
Serum iire ve kreatin diizeyleri Firat Universitesi Veteriner Fakiiltesi Hayvan
Besleme ve Beslenme Hastaliklar1 anabilim Dalinda bulunan biyokimya analizor

cihazinda (Samsung LABGEO PT10, Suwon, Korea) ticari kitlerle 6l¢iildii.

4.2.2. Bobrek Magnezyum Analizi
Bobrek dokusu Mg diizeyleri Atomik Absorbsiyon Spektrofotometresinde
(AAS) olciildii. Olgiimlerde alev sistemi kullamldi. Magnezyum standart
cozeltileri, 1000 ppm’lik standart ¢ozeltiden 0.25, 0.50,1.00,2.00, 4.00, 10.00 ppm
olacak sekilde seyreltilerek hazirlanmistir. Doku 6rnekleri, AAS’de 6l¢iime hazir

hale getirilmesi i¢in yas yakma islemine tabii tutulmustur. Bu amagla, 250mg
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bobrek tartilip teflonlara konularak, iizerine 8 ml %65 lik HNO3z ilave edilerek,
yaklasik 30-35 dk mikro dalga firinda (Berghoff, Germany) yakildi ve tamamen
cOzelti haline getirildi. Elde edilen ¢ozeltiler deiyonize su ile dilue edildi ve
AAS’de 6l¢iime hazir hale getirildi. Bobrek magnezyum analizi Firat Universitesi
Veteriner Fakiiltesi Hayvan Besleme ve Beslenme Hastaliklar1 Anabilim Dali

Yem Analiz Laboratuvarinda bulunan Atomik Absorbsiyon Spektrofotometresi

(Perkin Elmer A Analyst 800, MA, USA) ile yapildi.

4.2.3. Bobrek MDA Analizi

Bobrek malondialdehit diizeyleri Sahin ve ark. (106) ’nin bildirdigi
yonteme gore belirlendi. Bobrek orneklerinden 0,5 g alinarak, 1 ml ultra saf su,
100 pl butil hidroksi toliien (500 pg/ml; 2,6-di t-butil-p-kresol, BHT) ve 1 ml 0.5
M perklorik asit (HCIOs, %60, Riedel, Almanya) ile ultraturrax mekanik
homojenizatdr yardimiyla parcalandi. Ornekler kapakli polipropilen santrifiij
tiiplerine alind1 ve vorteksle iyice karistirildiktan sonra 5000 rpm devirde 4 °C’de
10 dk santrifiij edildi. Siipernatant dikkatlice viallere alinarak dokularda
ekstraksiyon islemi tamamlandi.

Kalibrasyon grafigi olusturulmak ve hesaplamalarda kullanmak iizere
MDA (1,1,3,3-tetraethoksi-propan, Sigma-Aldrich, Almanya) standartlart
hazirlandi. MDA standardi i¢in tetraethoksi-propandan 10 pl hacimde alinarak 10
ml’lik kapakli bir cam tiipe alindi. Hacim 0.1 M hidroklorik asit (HCI, %37,
Merck, Almanya) ile 10 ml hacme tamamlandi. Benmaride (Memmert, Almanya)
100 °C’de 5 dk kapak kapal1 sekilde muamele edildikten sonra sogutuldu ve ultra

saf su ile 100 ml hacme tamamlandi. Elde edilen soliisyon2.92 pg/ml MDA
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icermektedir (98).

MDA analizlerinde kolon olarak C1g (ODS-3,5 um, 4.6 x 250 mm, Inertsil,
GL Sciences, Japonya), hareketli faz olarak ise pH:3.6 olarak ayarlanan 30 mM
potasyum dihidrojen fosfat (KH2PO4, Merck, Almanya) — metanol (CH40O, Sigma-
Aldrich, Almanya) karisimi (%82.5-17.5; v/v) kullanildi. Analiz sartlari; kolon
firi sicakligi 30°C, hareketli faz akis hiz1 1 ml/dk, enjeksiyon hacmi 30 pul, dalga
boyu 250 nm ve analiz siiresi 10 dk olacak sekilde ayarlandi. Orneklerde MDA
icin alikonma siireleri sirasiyla yaklagik 5.4 dakika olarak belirlendi. Bobrek
orneklerinin MDA diizeyleri3.54,2.98,2.40, 7.62, 6.76, 5.41 nmol/mg protein

olarak bulundu.

4.2.4. Western Blot Analizleri

Bobrek oOrneklerinin Western blot analizleri, Sahin (107), tarafindan
uygulanan metoda gore yapildi. Taze veya dondurulmus dokular 1:10 (w/v)
oraninda homojenizasyon soliisyonunda [10mM Tris- HCI (pH=7.4), 0.1
mMNaCl, 0.1mM fenil metil siilfonilflorid (PMSF), SuM soybean (bir tripsin
inhibitori olarak cam homojenizator yardimiyla soguk ortamda homojenize edildi.

Proteinlerin proteaz aktivitesi ile bozulmalarimi engellemek amaciyla
homojenizasyon islemleri esnasinda tiim islemler buz igerisinde yapilmistir.
Homojenatlar sogutmali santrifiijde +4 "C’ de 60 dakika siireyle 15.000 x g’de
santrifiij edildi. ilk siipernatantlar eppendorf tiiplere alinarak —80 °C’ de saklandh.
Pelletler, esit hacimde ilave edilen homojenizasyon solusyonunda [25 mMTris-
HCI (pH= 7.4), 0. ImM PMSF, %2’lik TritonX —100 ve %1’lik SDS] yeniden
stispanse edildi. +4 °C’ de 2 saat inkiibasyona birakild1 ve homojenatlar sogutmali

santrifiijde +4 °C’de 60 dakika siireyle 15.000 g’de santrifiij edildi. Elde edilen2.

25



Stipernatantlarmikrosantrifiij tiiplere alinarak SDS-PAGE ve Western blot
analizleri i¢in —80 °C’ de saklanda.

SDS-PAGE analizinde; jelin yapisinda yer alan sodyum dodesil siilfat
(SDS), deterjaninin bulunmasi ile proteinler kendilerini olusturan monomer alt
birimlerine ayrilmaktadir. Boylece protein agregasyonu oOnlenmektedir. SDS
molekiillerine baglanan denatiire polipeptidler negatif yiikk kazanirlar. SDS
baglantili polipeptid kompleksleri, molekiil agirliklarina bagl olarak jel igerisinde
hareket ederler. Hareket eden molekiillerin agirliklari; ayni jel iizerinde bulunan
bir standartla karsilastirilarak tespit edilir. Mutasyon gegirmis veya g¢esitli
olumsuz ¢evre faktérleri sonucunda canli organizmanin bir kisim proteinlerinden
normale gore par¢a kopmasi veya parca ilavesi ya da bazi proteinlerin yeterince
sentezlenmemesi gibi dzellikler bu jel sisteminde tespit edilmeye caligilir.

Serbest ve serbest olmayan protein ornekleri Laemmli (1970) tarafindan
belirtildigi sekilde hazirlanan SDS-PAGE ile incelendi. Jel olusturmak i¢in uygun
bir pozisyonda tutturulan iki cam arasina yerlestirilmek iizere 10 ml’ lik ayirma jel
solusyonu hazirlandi. Hazirlanan bu jel solusyonu iyice karistirildi ve uygun bir
otomatik pipet yardimiyla belirli kisimlardan sikistirilarak kaset haline getirilen
iki cam levha arasina aktarildi. iki cam levha arasina jel ilave edilirken {ist
kisimda tarak dislerinin yiiksekligi kadar (~1cm) bir bosluk birakildi. Hazirlanan
kaset seklindeki bu iki cam levha arasindaki jel yaklasik olarak 30 dakika oda
sicakliginda bekletilerek aralarindaki akrilamid monomerlerinin polimerlesmesi
saglandi. Daha sonra iki cam levhanin iist kismina O6rnek sayisina uygun sayida

dise sahip tarak yerlestirildi.

26



Tarak dislerinin ara dolgu maddesi olarak ifade edilen ylikleme jeli 10 ml
kadar hazirlandi. Hazirlanan bu jel solusyonu iyice karistirildi ve uygun bir
otomatik pipet yardimiyla, jel kasetine yerlestirilmis olan tarak disleri arasindaki
bosluklar dolduruldu. Bu dolgu iki camin en iist seviyesine kadar tamamlandi.
Yiikleme jeli cok ¢cabuk polimerize oldugundan islemlerin kisa siirede yapilmasina
dikkat edildi. 25-30 dakika oda sicakliginda bekletilerek polimerlesme saglandi.
Tarak, polimerlesmesi tamamlanan jelden ¢ikarildi. Bu islem sirasinda jel de
meydana gelen ve orneklerin birakilacagi yuvalarin bozulmamasina dikkat edildi.
Cam levhalardan olusan kaset elektroforez tankina yerlestirildi. Protein ¢oziicl
solusyonu; 0,125 M Tris (pH6.8), %2’lik SDS, %0.002 oraninda Bromofenol
mavisi, %20’lik gliserol, %10’luk merkaptoethanol seklinde hazirlandi. Yaklagik

olarak 150 W1 olarak alinan her bir protein Ornegine esit oranda ¢oziicii

solusyondan ilave edildi ve iyice karistirildi. Tarak disinin genisligine bagl

olarak, hazirladigimiz karisimdan 10-20 L1 kadar transfer edildi. Tank igerisine

yeterli miktarda tank solusyonu ilave edildi.

Gii¢ kaynagindan once diisiik bir voltajla (150 V) akim elektroforeze
verildi. 5-10 dakika sonra voltaj degeri yiikseltildi (180-200 V). Ciplak gozle
izlenilebilen mavi boya bandi jelin alt kismina gelince elektroforez cihazi
kapatildi.

Elektroferez islemi tamamlandiktan sonra kaseti olusturan iki cam
birbirinden ayrilarak aradaki jel ¢ikarildi. Protein bantlarinin goriiniir hale
gelebilmesi i¢in bu jel %1.25’lik Coomassieblue boya ortamina alindi. Burada en

az yarim saat en ¢ok bir gece boyunca oda sicakliginda bekletildi.

27



Boya  solusyonundan alman jel boyayr giderici  solusyon
(destainingsolution) ortamina alindi. Ara sira galkalanarak protein bantlarinin
disindaki boya maddesi uzaklastirildi. Boya giderici solusyonda 5’er dakika
bekletildi ve solusyon dokiildii. Jel tekrar boya giderici ortama alindi ve bu islem
2-3 kez tekrarlandi. Boylece jel {izerinde bulunan protein bantlarinin digindaki
boya giderilmis olundu.

Proteinlerin elektroforezleri SDS-PAGE’de gergeklestirildikten sonra
Western blot teknigi ile jeldeki proteinlerin nitroselilloz membrana aktarimi
(blotlama), spesifik olmayan reaksiyonlar1 engellemek igin nitroseliiloz
membranda protein baglanmamis bolgelerin ilgisiz proteinlerle kaplanmasi
(bloklama), 6zgiil antikorlarla tepkime ve en son asamada ise proteinlerin
goriintlilenme asamalar1  gerceklestirildi. Jeldeki proteinlerin nitroseliiloz
membrana aktarimi  (blotlama) ig¢in SDS-PAGE tamamlandiktan sonra
poliakrilamid jel blotlanmak tizere alindi. Nitroseliloz membrana transferin
gerceklestirilmesi igin poliakrilamid jel ile nitroseliiloz membran (Schleicher and
Schuell, Inc. , USA) yiizeyleri arasinda bosluk kalmayacak bigimde karsi karsiya
getirildi ve bunlar filtre kagitlariyla sarilmis bir sekilde blotlama diizenegine
yerlestirilerek tampon soliisyonuyla doyuruldu. Sogutulmus tampon soliisyonuyla
doldurulmus tanka yerlestirilen diizenek icin 60 dakika boyunca 150 mA elektrik
akimi uygulandi. Bu sekilde proteinlerin transferi saglanmis oldu.

Spesifik olmayan reaksiyonlar1 engellemek ic¢in nitroseliiloz membranda
protein baglanmamis bolgelerin ilgisiz proteinlerle kaplanmasi (bloklama) igin,
blotlama islemi bittikten sonra petri kutularina alinan nitroseliilloz membranlar

tampon soliisyonla [NaH2PO4. 2H20 (0.025 M), Na;HPO4. 12H,0 (0.075 M),
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NaCl (1.45 M)] calkalayici tizerinde 3 kez 5’er dakika olacak sekilde yikandi.
Spesifik olmayan baglanmalar, 100 mM NaCl, 20 mM Na;HPO4, 20 mM
NaH2PO4 (pH: 7.2) tamponunda % 1°lik taze sigir serum albumini ile 37 °C’ de
90 dakikalik inkiibasyonla bloklandi. Ozgiil antikorlarla tepkime islemi igin,
primer antikor olarak poliklonal TRPM6, TRPM7, NCC, EGF, Claudin 16 ve
Claudin 19 (Abcam, Cambr, dge, UK) antikorlar1 kullanildi. Primer antikorlar %
0.05 oraninda Tween-20 bulanan tamponda belirtilen oranlarda hazirlandi.
Nitroselilloz membranlar primer antikorlar ile +4°C’ de gece boyunca
inkiibasyona birakildi. Daha sonraki safhada nitroseliiloz membranlar 5 kez 5’er
dakika tampon soliisyonuyla yikandi. Yikama islemi tamamlandiktan sonra
nitroseliiloz membranlar % 0.05 oraninda Tween-20 bulanan tamponda 1:1000
oraninda hazirlanan, peroksidazla konjuge edilmis sekonder antikor ile 37 °C’ de
90 dakika siireyle inkiibasyona birakildi. Sonraki asamada nitroseliiloz
membranlar 5 kez 5 dakika tampon soliisyonuyla yikandi. Bantlarin
goriintiilenmesi igin 1 M Tris (pH: 7.4) tamponunda % 0.03-0.05 oraninda
hazirlanmig diaminobenzidin (DAB) solusyonu kullanildi. DAB’la reaksiyon
sonucu nitroseliiloz membranlar {lizerindeki bantlar kisa bir siire sonra goriiniir
hale geldi. 5-10 dakikalik bir reaksiyon siiresi sonunda DAB’la renklendirilen
bantlar net olarak goriildiikten sonra nitroseliiloz membranlar iyice yikandi.
Nitroseliiloz membranlar iyice kurutulduktan sonra, bantlarin rélatif yogunluklari
analiz edilmek {iizere alindi. Bantlarin rélatif yogunluklari Image analyses system
(Image J National Institute of Health Bethesda, USA) programi kullanilarak analiz

edildi.
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4.2 5. istatistiksel Analizler

Elde edilen veriler gruplar arasindaki farkliliklar1 ortaya koymak ig¢in
SPSS (IBM Corp. Released 2012. IBM SPSS Statistics for Windows, Version 21.
0. Armonk, NY: Amerika)paket programi ile PROC GLM prosediirii kullanilarak
analiz edildi. Grup i¢i farkliliklar da Fisher post hoc testi ile analiz edildi.

[statistiksel anlamlilik P < 0.05 olarak kabul edildi.
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5. BULGULAR

5.1. Ure ve Kreatin Diizeyleri

Sekil 4 ve 5°de goriilecegi lizere, normal ve yagl diyet ile beslenen
ratlarda, serum ire ve kreatin diizeyleri bakimindan bir farklilik tespit
edilmemistir. Ayrica, siganlarda diyete ilave edilen MgO ve MgPic katkilari ile de
bu degerler arasinda farklilik tespit edilmemistir (P > 0. 05). Kontrol, MgO,
MgPic, YYD, YYD+MgO, YYD+MgPic gruplarinda iire dizeyleri sirasi ile
17.64, 17.80, 16.25, 18.55, 16.45, 16.20 mg/dl ve kreatin diizeyleri de sirasi ile

0.40, 0.38, 0.40, 0.42, 0.41, 0.39 mg/dl olarak bulunmustur.

25

Kan Ure Azotu, mg/dL

Sekil 4: Yiiksek yagli diyetle beslenen ratlarda Mg formlariin Kan Ure Azotu

uzerine etkisi.
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0.6 -

Kreatin, mg/dL

Sekil 5: Yiiksek yagl diyetle beslenen ratlarda diyete katilan Mg formlarimin serum

keratin uzerine etkileri.
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5.2. Bobrek Mg Diizeyleri

Sekil 6’ya bakildiginda, Kontrol, MgO, MgPic, YYD, YYD+MgO,
YYD+MgPic gruplarinda bobrek Mg diizeyleri 230.46, 247.82, 262.40, 162.46,
178.01, 204.21 olarak tespit edilmistir. Bu degerlerden de anlasilacag iizere,
yiiksek yagli diyete bagli olarak, bobrek Mg diizeylerinde bir diisiis belirlenmistir
(P < 0.001). Diyete ilave edilen Mg formlarina bagli olarak bobrek Mg
diizeylerinde yiikselis tespit edilmis ve gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak
onemli bulunmustur (P < 0.05). En yiiksek Mg diizeyi, MgPic gruplarinda tespit
edilirken, en diisiik diizey ise YYD grubunda bulunmustur. Standart diyet ile
beslenen gruplarda, Mg diizeyi, MgO katilan grupta %7 ve MgPic katilan grupta
ise %13 diizeyinde artmistir. YYD+MgO ile beslenen ratlarda Mg diizeyi
YYD+MgPic diyetle beslenen ratlara gore, %15 civarinda daha disiik
Ol¢lilmiistiir. MgO verilen diyet ile beslenen ratlarda bobrek Mg diizeyi MgPic ve
YYD+MgPic ile beslenen gruplar kiyaslandiginda, MgPic grubundaki ratlarda
bobrek Mg diizeyi %24 oraninda yiikselis gostermistir. YYD grubuna gore MgPic

bobrek Mg diizeyini %38 arttirirken, MgO ise %35 arttirmustir.
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Sekil 6: Yiiksek yagh diyetle beslenen ratlarda Mg formlarinin bobrek Mg

diizeyleri lizerine etkisi.
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5.3. Bobrek MDA Diizeyleri

Bobrek MDA diizeyleri Sekil 7°de verilmistir. Sekilde de goriilecedi tizere,
yiiksek yagl diyet tiiketen siganlarda (YYD), MDA diizeyi, standart diyet ile
beslenen kontrol siganlara gére %13 artmistir (P < 0.001). Ancak her iki diyet ile
beslenen si¢anlarda Mg ilavesi ile MDA diizeyi diismiistiir (P < 0.001). Ancak en
yiiksek diisiis MgPic gruplarinda elde edilmistir. Kontrol, MgO, MgPic, YYD,
YYD+MgO, YYD+ MgPic gruplarinda MDA diizeyleri siras1 ile3.54,2.98,2.40,
7.62, 6.76, 5.41 nmol/mg protein olarak bulundu. MgPic grubu MDA diizeyji,
kontrol grubuna gore, yaklasik %30 daha disiikbulunmustur (P < 0.05). Yiiksek
yaglt diyetle beslenen ratlarda MgO bobrek MDA degerlerini yaklasik %13
diistiriirken, MgPic ise %30 oraninda diisiirmiistir (P < 0.05). Yiiksek yagh
diyetle beslenen siganlarda MgPic, MgO’e gore bobrek MDA diizeyinin %20

oraninda diistirmiistiir (P < 0.05).

35



Bobrek MDA, nmol/mg protein

Sekil 7: Yiiksek yaglh diyetle beslenen ratlarda Mg formlarinin bobrek MDA {izerinde

etkisi.
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5.4. Protein Diizeyleri

Standart diyet ile beslenen si¢anlarda, kontrol, MgO, MgPic gruplarinda
bobrek TRPM6 diizeyleri sirasiyla %100.00, %120.40 ve %151.18 bulunurken, bu
degerler YYD, YYD+MgO ve YYD+MgPic gruplarinda %69.12, %88.70 ve
%109.37 olarak bulunmustur (Sekil 8, P < 0.001). Yagh diyet ile TRPM diizeyi
%30 oraninda bir diisiis gostermistir (P < 0. 001). Standart diyet ile beslenen
siganlarda, kontrol grubuna goére MgO ve MgPic gruplarinda, bobrek TRPM6
diizeyi%?20 ve %50 artig gostermistir. YYD grubu, YYD+MgO ve YYD+MgPic
katilan gruplar kiyaslandiginda YYD+MgO ile beslenen ratlarda Mg diizeyi %28
ve YYD+MgPic katilan grupta ise Mg diizeyinde %8 oraninda yiikselis
gozlenmistir (P < 0.05). YYD+MgO ile beslenen ratlarda, TRPM6 diizeyi

YYD+MgPic verilen gruba gore %24 civarinda diisiik bulunmustur (P < 0. 05).
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Sekil 8: Yiiksek yagli diyetle beslenen ratlarda Mg formlarinin bobrek TRPM6 diizeyi

uzerine etkisi.
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Normal ve yiiksek yagli diyet ile beslenen sicanlarin bobrek TRPM7
diizeyleri arasinda onemli bir farklilik tespit edilmistir (Sekil 9; P < 0.001).
Kontrol grubu ile YYD gruplar kiyaslandiginda, YYD grubunda TRPM?7 diizeyi
%35 civarinda daha diisiik bulunmustur. TRPM7 diizeyleri Kontrol, MgO, MgPic,
YYD, YYD+MgO, YYD+MgPic gruplarinda siras1 ile %100.00, 104.55, 139.63,
65.21, 86.47, 109.69 olarak tespit edildi. Normal diyet ile beslenen si¢anlarda
bobrek TRMP7 diizeyleri lizerine MgO’in bir etkisi tespit edilmezken, MgPic’in
bu diizeyi yaklasik %40 oraninda yiikselttigi gézlenmistir. Ancak, yiiksek yagh
diyetle beslenen si¢anlarin bobrek TRMP7 diizeyleri MgO ilavesi ile yaklasik
%32 oraninda artig gostermistir. Bu oran MgPic ilavesi ile YYD grubuna gore,
%40 civarina yiikselmistir (P < 0.05). YYD+MgO ile YYD+MgPic ile beslenen
gruplar kiyaslandiginda, TRPM7 diizeyi MgPic ile %27 oraninda artis

gostermistir (P < 0. 05).
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Sekil 9: Yiiksek yagli diyetle beslenen ratlarda Mg formlarinin bébrek TRPM7 diizeyi

uizerine etkisi.
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Western blot sonuglarina bakildiginda (Sekil 10), NCC diizeyleri Kontrol,
MgO, MgPic, YYD, YYD+MgO, YYD+MgPic gruplarinda siras1 ile %2100.00,
109.47, 144.73, 49.37, 70.72, 96.91 olarak tespit edilmistir (P < 0.0001). YYD
grubu bobrek NCC diizeyi, kontrol grubu (normal diyet) ile karsilastirildiginda,
%50 civarinda diisiis gostermistir (P < 0.001). Normal diyet ile beslenen
siganlarda bobrek NCC diizeyleri iizerine MgO’in bir etkisi tespit edilmezken,
MgPic’1n bu diizeyi yaklasik %30 oraninda yiikselttigi gézlenmistir. MgO katilan
normal diyetle beslenen ratlarn NCC diizeyi, MgPic verilen gruplara kiyasla
yaklasik %32 oraninda diisiis gostermistir. YYD+MgPic beslenen grupta NCC
diizeyi YYD grubuna gore %49 artis gostermistir (P < 0.05). Ancak, YYD+MgO
ile beslenen ratlarda NCC diizeyi, YYD ile beslenen gruba gére %27 oraninda

artig gostermistir (P < 0. 05).
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Sekil 10: Yiiksek yagl diyetle beslenen ratlarda Mg formlarini renal tubiil tasiyici protein

olan NCC diizeyi tizerine etkisi.

Bobrek EGF diizeyleri yiiksek yagl tiiketimine bagli olarak diiserken (%50),
yiksek yagl diyete MgPic ilavesi artis gostermistir (Sekil 11; P < 0.001).
Ornegin, YYD grubunda bu oran %67.03 iken, YYD+MgPic grubunda ise
%92.90 olarak bulunmustur (P < 0.05) . Bunabenzer olarak normal diyetle
beslenen ratlarin kontrol grubunda EGF diizeyleri %100 iken, bu diyete MgPic
katilmasi ile bu oran %155’ya yiikselmistir. YYD-+MgPic grubunda EGF diizeyi,
YYD ile kiyaslandiginda %27 oraninda yiiksek bulunmustur (P<0.05). Gruplarda
MgO ilavesi ile de artis olmasimna ragmen bu artis istatistiksel olarak onemli

bulunmamustir (P < 0.05).
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Sekil 11: Yiiksek yagh diyetle beslenen ratlarda Mg formlarmin EGF diizeyi iizerine

etkisi.

Yiiksek yagl diyet tiiketimine bagli olarak bobrek claudinl6 ve 19 diizeylerinde
azalma tespit edilmistir (Sekil 12 ve 13; P < 0.001). Normal diyeti tiiketen
hayvanlarda her iki Mg formunun da claudin16 ve 19 diizeyleri lizerine bir etkisi
tespit edilmemistir (P > 0.05). Ancak, MgPic’in yiiksek yagli diyetle beslenen
hayvanlarda claudin-16 ve 19 diizeylerini arttirdigi goriilmiistiir (P < 0.05).
YYD+MgPic grubunda, YYD grubuna gore, Claudinl6 ve 19diizeylerisirasi ile
yaklagik %35 ve %37 oraninda artis gostermistir. YYD ve YYD+MgO ile
beslenen ratlarda claudin16 ve claudin 19 diizeyleri arasinda anlaml bir fark tespit

edilmemigtir (P > 0.05).
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Sekil 12: Yiiksek yagli diyet ile beslenen ratlarda Mg formlarinin claudinl6 diizeyi

uizerine etkisi
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Sekil 13: Yiiksek yagli diyet ile beslenen ratlarda Mg formlarinin claudinl9diizeyi

uzerine etkisi.
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6. TARTISMA

Magnezyum hiicre i¢indeki tiim ana metabolik ve sinyal yolaklarinda yer
alir (108, 109). Magnezyum, temel olarak insiilin reseptoriiniin tirozin kinaz
aktivitesi iizerindeki etkisi ile fosfati ATP'den proteine transfer ederek glikoz ve
insiilin metabolizmasinda 6nemli bir rol oynar (110). Magnezyum, glikoz-1-
fosfat1 glikojenden salarak fosforilaz b kinaz aktivitesini de etkileyebilir. EK
olarak, magnezyum glikoz tasiyict protein 4 (GLUT4) aktivitesini de dogrudan
etkileyebilir ve glikoz translokasyonunu hiicreye diizenlemeye yardimci olabilir
(111). Bir fizyolojik kalsiyum kanal1 antagonisti olarak, Mg*? hiicre i¢i kalsiyum
konsantrasyonu akislar1 tarafindan diizenlenen siirecleri etkiler ve bu nedenle
normal nérolojik ve kas fonksiyonu icin de gereklidir (112). Ayrica, Mg*?
fosfolipidlerle etkilesimler yoluyla membran gegirgenligini diizenler ve damar
tonunu ve kan basincini etkiler.

Magnezyum eksikligi, bir dizi metabolik bozukluklar, oksidatif stres,
sistemik inflamasyon, endotel disfonksiyonu, insiilin direnci, hipertansiyon, tip 2
diyabet ve koroner kalp hastalig1 gibi kronik hastaliklar ile iligkili bulunmustur
(113-115). Yapilan ¢alismalarda, yiiksek yagli diyetin, leptin direncine yol agarak
doyma hissini azalttigi ve bu durumun insanlarda ve hayvanlarda metabolik
bozukluklara ve obeziteye sebep oldugu bildirilmistir (116, 117). Birgok ¢alisma,
yiiksek yagli diyet ile beslenen ratlarin viicut agirliklarinin standart diyetle
beslenenlere goére artmis oldugunu gostermis, obezite ile ilgili olarak adipoz
dokunun ve viicut yag oraninin arttigin1 ve hiperleptinemik, hipertrigliseridemik

ve hiperkolesterolemik etkilerin meydana geldigini gostermistir (118-120).
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Normal yeme yaklasik %10 -%46 arasinda tereyagi, domuz yagi ve sigir i¢ yagi
eklenerek yapilan deneysel ¢alismalarda, viicut agirligi ve viicut yag miktarindaki
artis ile birlikte insiilin direnci, oksidatif stres, kronik pankreatik yaralanmalar,
kalp ve bobrek hastaliklar1 gibi bir¢ok olumsuz durumun ortaya ¢iktigi tespit
edilmistir (121, 122). Yiiksek yagl diyetle beslenme sonucu olusan metabolik
sendromdan etkilenen hastalarda hipomagnezemi ve azalmis hiicresel Mg*?
seviyeleri gibi degismis iyon homeostazisi gériilmiis, bu da Mg*? eksikliginin
patolojinin baslangict veya sebebi olup olmadigi sorusunu giindeme getirmistir
(123). Wegner ve ark. (124) ile Xu ve ark. (125) yaptiklar1 ¢alismalarda, Tipl
diyabetli gen¢ eriskinlerde serum magnezyum diizeylerinin  kontrol
grubundakilere gére daha disiik oldugunu bildirmislerdir (124, 125).
Tarafimizdan yiiriitiilen bu ¢alismada, yiiksek yagh diyetle beslenen ratlarda, iki
farkliMg formunun, bdobrekteki etki mekanizmalari arastirilmistir.  Calisma
sonucunda, daha onceki ¢aligmalara benzer olarak, yiiksek yaglh diyetle beslenen
hayvanlarda, bobrek Mg diizeyi daha diisiik, MDA diizeyi ise yiiksek bulunmustur
(106). Ayrica, yiiksek yagli diyet tiiketimi, hayvanlarin bobreklerinde TRPM6,
TRPM7, NCC, claudinl6-claudin-19 ve EGF protein ekspresyonlarinda
azalmalara yol agmistir. Ancak, diyete Mg ilavesi ile bobrek Mg diizeyinde artis,
MDA diizeyinde diisiis tespit edilmistir. Buna ilave olarak, yiiksek yagl diyetle
beslenen hayvanlarda Mg tiiketimi, Mg tasiyicilarini regiile ederek koruyucu etki
gostermistir. Bu etki 6zellikle MgPic formunda daha belirgin olmustur. Bunun da
nedeni, organik formun emiliminin daha yiikksek ve atilimmin daha disik
olmasina baglanabilir. Clinkli yapilan pek ¢ok calismada, organik Mg tuzlarinin

inorganik bilesiklere gore daha yiiksek biyoyararlanim gosterdikleri tespit
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edilmistir (126, 127). Coudray ve ark. (128), siganlarda yaptiklar1 bir ¢alismada,
diyetle Mg?* (550 mg Mg*? / kg) oksit, kloriir, siilfat, karbonat, asetat, pidolat,
sitrat, glukonat, laktat veya aspartate alimmin, Mg*? emilimini %50-67 arasinda
arttird1g1, organik Mg+2 tuzlarinin inorganik Mg*? tuzlarindan daha fazla emilim
gosterdigi ve Mg*? glukonatin ise en yiiksek Mg*? biyoyararlanimini sergiledigini
ortaya koymuslardir. Bizim bulgulara benzer olarak, yapilan ¢alismalarda, yiiksek
yagl diyetlerin Mg'nin emiliminidiistirdiigii bildirilmistir (127). Yine, Lindberg ve
ark. (129), saglikli goniilliilerdeki in vitro ¢oziiniirliik ve in vivo gastrointestinal
absorbsiyon agisindan Mg*?2 sitrat ve Mg*? oksidi karsilastirmislar ve Mg*? sitratin
biyoyararlaniminin, muhtemelen daha iyi ¢oziiniirligii nedeniyle, MgO’ten daha
yiiksek oldugunu gbzlemlemislerdir (129). Ayni sekilde, Kappeler ve ark. (2017),
biyomarker olarak 24 saatlik iiriner Mg*? atilimini kullanarak Mg*? oksit ile
karsilastirildiginda, Mg*™ sitratin  biraz daha yiiksek biyoyararlanimini
gozlemlemistir (130). Ancak, yiiksek yagl diyet ile beslenen ratlarda, MgPic’in
etkileri ile ilgili ¢alismalara rastlanilmamistir. Bu ¢alisma ilk kez yiiksek yagl
diyetle beslenen ratlarda, MgPic’in obeziteye bagli olarak diisen doku Mg
diizeylerini iyilestirdigini ortaya koymustur.

Deneysel ¢alismalarda, yiiksek yagl diyetin, ratlarda serum ve doku MDA
diizeylerini arttirip, SOD, CAT ve GSHPx antkioksidan enzimlerinin aktivitelerini
diistirerek oksitadif strese neden oldugu bildirilmistir (106, 131, 132). Ayrica,
yiiksek yagli diyetin oksidatif hasara karsi koruma saglayan antioksidan etkili bir
transkripsiyon faktorii olanniikleer faktorii (eritroid kaynakli 2) -like 2 (Nrf2)
inaktive ederek oksidatif strese neden oldugu da bildirilmistir (106).

Yiiriittiiglimiiz bu calismada, yiiksek yaglh diyet ile beslenen ratlarin diyetine Mg
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ilavesi ile bobrek MDA diizeylerinde azalma tespit edilmistir. MgPic’in etkisi
daha belirgin bulunmustur. Ancak, yiiksek yagli diyetle beslenen ratlarda
MgPic’mm MDA lizerine etkisi ile ilgili literatiirlere rastlanilmamuistir.
Magnezyumun diger formlarinin MDA iizerine etkisi ile ilgili caligmalarda ise
benzer sonuglar elde edilmistir (106, 131). Ornegin, Morakinyo ve ark. (133)
diyabetik ratlarda yaptiklar1 bir ¢alismada, MgSO4’1n MDA diizeyini diisiirdiigi
ve glutatyon konsantrasyonunu ise artirdigr tespit edilmistir. Yine, yapilan diger
bir caligmada da, diyabetik ratlarda Mg ilavesinin, plazma ve karaciger MDA
diizeylerini diislirdiigli ve antioksidan enzimleri (SOD & GST) ise arttirdigi
goriilmistir (134). Zhao ve ark. (135) renal iskemi- reperfiizyon hasari
olusturulan ratlarda, magnezyum izoglisitreniatin, timoér nekroz faktorii- o,
interlokin ~ (IL)- 1B, IL- 6, siliperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz,
indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (INOS) ve kaspaz- 3'lin aktiviteleriniinhibe
ettigini bildirmislerdir (135).

Bobrekler, Mg*? metabolizmasinda merkezi bir role sahiptir, ¢iinkii her
giin, 80 mmol Mg*?, glomeriillerden filtrelenen 84 mmol tiibiillerde yeniden
emilir (136, 137). TRPM6 ve TRPM7, Mg*? homeostazinda 6nemli rol oynar
(138, 139). Bobregin distal kivrimli tiipli, NCC araciligiyla Na* reabsorbsiyonunu
modiile ederek kan basinci regiilasyonunda 6nemli bir rol oynar. Yiiksek tuz ve
diisiik K* igeren NCC igeren bir diyet, Na* tutulmasina ve kan basincinda artisa
neden olur (140). Henle'nin kalin artan kisminda (TAL)'de, Mg*?, siki birlesim
yerlerinde claudin-16 (paracellin-1) ve claudin-19'un olusturdugu bir paraseliiler
yoldan geri emilir (141). Claudin-16 ve claudin-19 molekiillerinin, Mg*?

reabsorbsiyonu i¢in kritik oldugu gosterilmistir (142). Aksine, DCT'lerde, gegici
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reseptdr potansiyeli TRPM6 kanali, idrar Mg*? ¢iktismnin nihai diizenlemesinden
sorumlu olan Mg*? geri emilimi i¢in bir transseliller yol saglar (143). Bu
calismada, yiiksek yagh diyetle beslenen ratlarda, TRMP6, TRMP7, NCC, EGF,
Claudin16 ve Caludin 16 diizeylerinde diisme tespit edilmis ve MgPic ilavesi ile
de bu diizeylerin arttigi belirlenmistir. Yapilan literatiir taramalarinda, yiiksek
yagh diyete Mg ilavesi ile ilgili literatiirlere rastlanmadigindan bu sonuglar ile
literatiirler ~ arasinda  karsilastirma  yapilamamistir.  Ancak, NCC ve
TRPM6ekspresyonlarinintiim deney periyodu boyunca azalmasi tutarli bir
sonugtur ve bu da NCC downregiilasyonunun TRPM6 ekspresyonunun
azalmasina muhtemel katkisini diistindiirmektedir.

Yapilan birka¢ c¢alismada, obezlerde TRMP6 ve TRMP7 proteinlerin
ekspresyonlarinda diisiis tespit edilmistir (144). Takayanagi ve ark. (144) Evans
Tokushima yagli (OLETF) and Long-Evans Tokushima Otsuka (LETO) obez
diyabetik ratlardayaptiklari bir calismada, TRPM6 ve NCC gen ekspresyonlarinin
%63-85 oraninda baskilandigini, ancak claudin-16'nin, Henle'nin kalin artan
kisminda bir farklilik gostermedigini bildirmislerdir. Primer hipomagnezemi ile
sekonder hipokalsemi olan hastalarda, TRPM6'nin islev mutasyonu kaybinin,
renal Mg*? israfina (145) veya diisiik serum Mg*? diizeylerine gore fraksiyonel
Mg*? atilim hizinm uygun olmayan bir yiikselmesi ile sonuglandig1 bildirilmistir
(146).

Calismamizda EGF de, TRMP6 ile parelel bir degisim gostermistir. Daha
once yapilan bir ¢alismada da, EGF’in, TRPM6'nin pozitif bir regiilatorii olarak
islev gordiigii bildirilmis (147) ve anti-EGF reseptorii antikoru setuksimabin,

TRPM6'nin EGF-bagimli aktivasyonunu engelleyerek hipomagnezemiye neden
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oldugu da belirtilmistir (148). Benzer sekilde, siklosporin A uygulamasinin neden
oldugu hipomagnezeminin, temel olarak TRPM6'nin siklosporin ile indiiklenen
downregiilasyonundan kaynaklandig ifade edilmistir (149). Ayrica, TRPM6'nin
downregiilasyonunun diyabetik nefropatide hipomagnezemiye neden olabilecegi
bildirilmistir (144). Yine, Madala ve ark. (149). Zucker yagl si¢anlarda NCC
ekspresyonun %50 azaldigini tespit etmislerdir. Benzer sekilde Rondon ve ark.
(150), Zucker yagl siganlarda NCC ekspresyonunda belirgin bir azalma oldugunu
bildirmislerdir. Bizim sonug¢larimizin aksine, Lee ve ark. (151) streptozotosin ile
uyarilan diyabetik si¢canlarda TRPM6 ve NCC'nin ekspresyonun arttigini ve
claudin-16 ekspresyonunda degismedigini bildirmislerdir. Yiiksek yagli diyetle
beslenen farelerde claudin-1, claudin-3, claudin-4, claudin-7 ve claudin-15
ekspresyonu azaltmistir (152).

Yapilan diger bir ¢calismada, magnesium lithospermate B (MLB) nin, yag
asidi tastyict CD36 ve lipojenik transkripsiyon faktorii sterol diizenleyici eleman
baglama transkripsiyon faktorii 1¢ (SREBPIc) ekspresyonunu inhibe ettigi ve
lipolitik transkripsiyon faktorii peroksizom proliferatorii ile aktive edilen reseptor-
a'nin (PPAR«) regiilasyonunun ise active ettigi bildirilmiistir (153). Yiiksek yagl
diyet disinda farkli modellerde yapilan caligmalarda Mg katkisinin bu proteinlerin
ekspresyonunu arttirdigr bildirilmistir (154, 155). Ornegin, kolon hiicrelerinin,
TRPMG6/7 inhibitoria NS8593'e maruz kalmasi, I\/Ig+2 akisin1 ve bunun sonucunda
hiicre proliferasyonunu azaltmis ancak Mg takviyesi inhibisyonu dnlemistir (154).

Sonug olarak, yiiksek yagli diyetle beslenen ratlarda, yag tiiketimi
oksidatif hasara yol agmis ve MDA diizeyini artmigtir. Ancak, bobrek Mg

diizeyinde azalmaya neden olmustur. Buna ilave olarak, yiiksek yagli diyet
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tilkketimi TRMP6, TRPM7, NCC, EGF, Claudin 16 ve 19 diizeylerinde ise diisiise
neden olmustur. Diyete Mg ilavesiMg tastyiclarii regiile ederek, bobrek Mg
diizeyini artirmis, oksidatif hasar1 iyilestirmistir. Bu etkiler MgPic tiiketen

hayvanlarda daha belirgin olarak goriilmiistiir.
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