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OZET

Bobrek korteks dilimlerinde, amonyak yapimi Uzerine nitrik oksidin
etkisini incelemek amaciyla dizenienen bu ¢ahsmada 250-300 g agirliginda,
- erkek Wistar sicanlarin bobrekleri Kullaniimistir. Bobrek korteks dilimleri iki
- saat boyunca 37 °C, pH 7.4 olan krebs tamponu iginde, 95% O, ve 5% CO,
fle gazlandinian ortamda inkube edilmistir. Glutaminsiz ve 1mM glutamin
eklenen ortamda korteks dilimlerinin amonyak yapim ve sekresyonu ve nitrik
oksit ve angiotensin [I’nin etkisi calisiimistir.

Iki saat boyunca krebs tamponu iginde inkiibe edilen bébrek korteks
dilimlerinden ortama saigilanan amonyak miktar1 31.98 + 1.76 pM/fg protein
iken, amonyak 6ncll maddesi glutaminin inkubasyon ortamina eklenmesi ile
amonyak salgisi 64.11 + 2.6 uM/g protein degerine yukselmistir (p<0.001).
107 M L-NAME'in inkiibasyon ortamina eklenmesi ile de amonyak salgisi
oneml duzeyde artmistr (99.14 + 16.02uM/g protein p<0.01) 107M
Angiotensin If ortam ve doku amonyaginda énemli bir artisa neden olmustur.
Angiotensin !l aracili amonyak yapimindaki artig; L-NAME ve 10* M L-
Canavanin ile endojen nitrik oksit tretiminin engellenmesinden ya da nitrik
oksit dondruntin (10° M SNAP) ortama eklenmesinden etkilenmemigtir

Kortek dilimlerinin kullandigi glutamin miktariari gruplar arasinda
onemli degisim géstermemistir. Ancak glutaminin amonyaga dénisum oran,
ortama L-NAME ilavesi ile 0.87 + 008 (mol/molyden 103 + 004 e,
Angiotensin Il ilavesi ile de 098 + 0.04% yUkselmistir. inkiibasyon sonu
ortam protein miktar 1 mM glutamin varhiginda anlamli olarak yUkselmigtir.
Protein salgisinda glutaminin neden oldugu bu artig, L-NAME ve Angiotensin
il ile tamamen ortadan kalkmistir  Angiotensin Il ve L-NAME'in yaptidi

inhibisyon, SNAP ilavesi ile ortadan kalkmis ve ortam protein miktar kontrol
seviyesine dénmustir

Sonug olarak bulgularimiz:

1- Angiotensin I'nin sican bobrek korteks dilimlerinde hem amonyak
yapimini hem de sekresyonunu stimule ettidini gostermektedir,

2- Amonyak salgilanmasinda inhibitsr bir etkiye sahip olan endojen nitrik

oksitin angiotensin 1! aracili amonyak yapiminda rolintin olmadigin:
gostermekiedir

3- L-NAME ve angiotensin il varliginda amonyak/glutamin oranindaki
onemli artis ve ortam protein miktarindaki azalls: bu iki ajanin
amonyak metabolizmas| izerine etkilerini glutamat dehidrogenaz
yolag Uzerinden yaptiklarini gostermektedir.




ABSTRACT

in order to study the effect of nitric oxide on ammoniagenesis ,the
renal cortical slices obtained from, 250-300 g male Wistar rats were used in

- this experiment. The ammonia production and secretion were studied in the
- cortical slices incubated in krebs buffer with and without 1 mM glutamin for 2
- hat37° C, pH7.4 under 95% O; and 5% CO, .

The ammonia secretion into the medium from the cortical slices

| incubated with krebs buffer for 2 h was 31,98 + 1.76 uM/g protein and the

- addition of 1 mM giutamin ,an ammonia precursor into incubation medium

increased the ammonia secretion to 6411 + 26 uM/g protein (p<0.001).
Presence of 107 M L-NAME in the incubation medium significantly increased
the ammonia secretion (9914 + 16.02uM/g protein, p<0.01). 107M
Angiotensin Il also caused a significant increase in the medium and tissue
ammonia. Neither prevention of endogenous nitric oxide production with L-
NAME and 10™*M L-Canavanin nor addition of 10° M SNAP, a nitric oxide
donor, to the medium influenced the angiotensin 1l mediated increase in
ammoniagenesis.

Glutamine utilisation by the cortical slices in all groups were the same
however the convertion of glutamine to ammonia increased significantly to
103 + 0.04 and 0.98 + 0.04 from 0.87 + 008 (mol/mol) in the slices
subjected to L-NAME and Angiotensin || respectively. The protein content of
the incubation medium significantly increased in the cortical slices subjected
to 1 mM glutamine for 2 h. |.-NAME and Angiotensin If completely prevented
glutamine mediated protein secretion but addion of SNAP overcomed the
Angiotensin and L-NAME dependent suppression and the protein content of
the medium returned to the control level

As a result our findings demonstrated that:

1- Angiotensin il stimulated both the production and secretion of
ammonia in the renal cortical slices of rats.

2- Endogenous nitric oxide which has an inhibitory  effect on
ammoniagenesis is not involved, angiotensin Il merdiated
ammoniagenesis.

3- The significant increase in the ratic of ammonia to glutamine and
decrease in medium protein contents in the presence of L-NAME and
Angiotensin il indicate that these two agents prefer the Glutamate
dehydrogenase pathway for their effect on ammoniagenesis.
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GIRiS

- Dokularda ve 6zellikle kas dokusunda agiri aktivite veya katabolizma
rtist durumlarinda aminoasidlerin deaminasyouna bagh amonyak retimi de
maktadir. Vicut i¢ dengesinin korunmasinda en énemli problemlerden
si, dokularda olugan amonyak gibi toksik bir maddenin beyine zarar
meden toplanip, toksik olmayan hale dénUstiriilerek viicuttan digar
tilmasidir. Amonyagin kan dolagiminda en zararsiz taginma sekli glutamin
‘yaptsindaki halidir (25-27) ve bu yapi icinde karacijer ve bdbrege
taginmaktadir  Karacierde giutamin deaminasyona ugrayarak Ureye
cevrilmekte ve vlcuttan atiimaktadir. Bobrege gelen glutamin ise bir taraftan
glukoneogenez i¢in substrat olusturup giukoza dénigturilltirken diger tarftan
da viicut asid baz dengesinde 6nemli olan amonyak ve bikarbonat Uretimine
katilmaktadir (1-3, 5, 6).

: Bobregin  metabolik  fonksiyonlarindan ~ amoniagenezis gibi
" glukoneogenezis de proksimal tubil hicresinde gergeklesmektedir (11,19-
- 24, 84, 85, 114, 115). Proksimal tiibul bobrekte en fazla geri emilim ve
- sekresyonun oldugu nefron kismidir ve buradaki hiicreler bu islevi yapacak

| sekilde yapisal farklilasma gosterirler. Bu tubiil segmenti ayni zamanda bagta
_ hidrojen iyonu ve amonyak olmak Uzere organizma icin tehlikeli pek ¢ok

~ limene amonyum salgilanmasindan da sorumiu olan Na*/H" es-degistiricisi
(NHE) ile gergeklesmektedir. Hidrojen ve amonyumun yani sira, safra tuzlar,
okzalat, drat, katekolaminler gibi organik asit ve bazlarin da lumene
salgilandidi yer yine proksimal tubuldur. Proksimal tubul H* iyon salgisi ile,
metabolizma sonucu olugan hidrojen iyonunu uzaklastirirken, ayni zamanda
ultrafiitrata gegen bikarbonat iyonunu (rezerv alkali) geri kazanmaktadir. Bu
nedenle hidrojen sekresyonu viicut asit-baz dengesi agisindan cok dnemlidir
(1-3).

Amonyak yapim ve salintmini, liminal pH ve K', plazma ve hiicre ici
pH, luminal akim hizi, ayrica angiotensin I, insdlin, paratroid hormon ve troid
hormon gibi pek ¢ok faktér degistirmektedir. Buniardan angiotensin |l AT;
reseptorleri uzerinden yaptidi bu etkisini, sekresyonda rol alan apikal NHE ve
bazolateral Na/K* - ATPaz aracilig ile gerceklestirmektedir ve bu etkinin
doza bagli bifazik 6zellik tagidig gosterilmistir (14, 21, 22, 24, 28, 29, 41, 44,
54, 117).

Son yiliarda bobregin buyuk bir nitrik oksid Uretme kapasitesine sahip
oldugu ve Uretilen NO'nun pek cok bébrek fonksiyonlarina etki ettigi
gosterilmigtir  Bobredin metabolik ve tubuler fonksiyonlarinin buyok

- maddenin limene saigilandidi kisimdir. Hidrojen iyonunun salgllanmasi,

g e "




yslomind Ustlenmis olan proksimal tiibllde, NO sentazin varhgi ve Uretilen
ynun tiibll fonksiyonlarina etkileri gosterilmistir Sonuglar NO'nun tubiiler
ransportu degistirdidini gostermekte ve genel gorus olarak endojen NO’nun
ibitér etki yaptigi kabul edilmektedir (39, 45-48, 50, 110)

©: Yukanda belirtildigi gibi, vicut asid-baz dengesinin korunmasi ve
mdh'yak itrahinda gok 6nemli olan hidrojen iyonu ve amonyak
kresyonunda Na'/K'- ATPaz ve Na‘*/H* es-degistiricisi gérev almaktadir,,
stlin, PTH gibi pek cok faktériin bu tasiyicr proteinler Uzerinden amonyak
apim ve salgisini etkiledikleri gosterimesine ragmen, bu tasiyicilar tzerine
hibitor etkileri saptanan nitrik oksidin proksimal tibul amonyak sekresyonu
zerine etkisini gosteren literatir bilgisine rastlanmamistir.

-~ Son zamanlarda artan nitrik oksid prekirsérierinin kullanimi g6z énline
indiginda, nitrik oksidin proksimal tubtldeki amonyak sekresyonu Uzerine
etkisini bilmek kiinik agidan 6nem tasimaktadir Bobrekte amonyak
“yapimindan sorumlu bélge proksimal tubtl oldugundan ve bu bolgede iINOS
agirhkii olmak lzere NO Uretimi gosterildiginden, bu ¢alismada NO’nun
roksimal tubll amonyak sekresyonuna etkisinin incelenmesi amagclanmigtir.




GENEL BILGILER

brek Anatomisi

“Karn arka duvarinda retroperitoneal olarak yerlesmis ve kendisini
¢evréleyen yaj dokusu tarafindan korunan bobrekler, total vicut agirhiginin
yaklagik % 0.9' kadardir. Bébrek, konkav bir ylizeye sahiptir ve ortasinda
an damarlar, sinirler, lenfatikler ve Ureterin girip ¢ikiidl “hilus™ olarak
adlandinian ¢ukur bir kisim vardir. Tum bobrek fibréz bir kapsul ile

kugatilmigtir

" Uzunlamasina ikiye bélinen bdbrekte, dista “korteks” ve igte “medulla”
olarak isimiendirilen iki bolge ayirt edilmektedir. Dig ve i¢ medulla olarak iki
bélgeye ayrilan medulla gok sayida koni seklinde ve “bébrek pramidleri”
“denen yapilar icermektedir. Insan bébredinde 4-14 adet bobrek piramidi
ulunmaktadir (3). Piramidlerin tabani, korteks ile medulla arasindaki sinirda
‘baslamakta ve wreterin huni bigimli st ucunun devamindan olusan “bSbrek
pelvising” dogru uzanan papillada son bulmaktadir Sigan, tavsan gibi baz
“hayvanlarda bobrek sadece bir piramide sahip olup “tek-papillait” olarak
“adlandirilirken, képek ve insan gibi tiirlerde ¢ok sayida piramide sahip olup
“cok-papillali” olarak adlandiriimaktadir

Babredin en kiguk fonksiyonel birimi olarak adlandirlan “nefron”
vaskiller ve tubtler olmak (zere iki kisimdan olugmaktadir (Sekil 2.1).
Nefronun vaskuler kismint glomeruler kapiller yumak olugturmaktadir. Dider
kapiller aglar ile kargilastiriidiginda daha yuksek permeabilite ve hidrostatik
basinca (60 mmHg) sahip, birbirine paralel 50 kadar kapiller damardan
olusan “glomertler kapiller yatak” ve bu yaplyl saran “Bowman kapsuli‘'ne
“Malpighi cisimcidi” denmektedir ve burast filtrasyonun yapidigi kisimdir.
Glomertler kapillerierden filtre olan sivi, Bowman kapsUll icine gegmekte ve
sonra nefronun tubiler kismi iginde ilerlemektedir. Bowman kapsulunden
itibaren baslayan ve korteks medulla sininna kadar uzanan tibul bolgesine
“proksimal tubiil’ denilmekte ve bu segmenti inen Henle, gikan Henle ve
ardindan distal tubul segmentleri izlemektedir (Sekil 2 1) (1-3)

Tum nefronlarin glomeruluslari bébrek korteksinde yer almakta ve
glomertiler yumagin bulundugu yere gére nefronlar “superficial®, “subcortical’
ve ‘“juxtamediller” olarak isimlendiriimektedir Degisik hayvan turlerinde
bébregin buyukiugl icerdigi nefron sayisindan etkilenmektedir insanda her
bir bobrekte yaklasik 1.2 milyon nefron bulunmaktadir. idrar olugumu

L




ia gergeklesmektedir Glomerilierden filtre olan sivi, Malpighi
gibi bobrek korteksinde yerlesmis olan proksimal tubil igine girerek
nmi iginde medullanin derinliklerine dogru ilerlemektedir Henle
- medullaya inen kolu daha sonra kortekse dogru dénus
maktadir (Sekil 2.1) Henle'nin inen kolu ve gikan kolun alt ucunda
le'nin. ¢apl ¢ok ince iken, kortekse dogru cikhiginda capin giderek
alinlastigs goriimektedir Bu nedenle Henie'nin ¢ikan kolu: “cikan ince
snt” ve “gikan kalin segment” olarak iki kisimda incelenmektedir. Cikan
olu glomeriil yumagina ulagmakta ve afferent ve efferent arteriollere
yretmektedir. Bu bélgede afferent arteriol duvarini déseyen hicreler
igilayan “jukstaglomeriler hucreler” sekline, tubiler epitel htcreleri
de dedisiklige udrayarak “macula densa’ hicrelerine dontsmustiir.
Jukstaglomerler htcreler, macula densa hucreleri ve bunlara yakin olan
ba'glahtl hicreleri (lacis) hepsi birden nefron fonksiyonlarinin kontroltinde

mli. yere sahip olan ‘jukstaglomeriler aparat”) olusturmaktadir. Tubul
¢l de ilerleyen sivi, macuia densadan sonra, kortekste yerlesmis olan distal

it icine girmekte ve hem birlestirici hem de kortikal toplayici tibiilierde
lerleyerek mediiller toplayict kanallara, buradan da papillanin  tepesi
acilidiyla bobrek pelvisine ulagsmaktadir :

Glomerd kapilier
damarlan
Proksimal
tabiil
- Glomer
1 ——— . Bowman
Efterent - = 3 kapsilii
arteriyol
e ., AiffGFENE
arteryol
Jukstaglome-
riller aparat
Distal
" " kavrimi
. lnen - tbal
ve — ul
Gkan " & Wity | "t —.. Toplama
Henle kulpy kanah
Vasa rekia /1
M

Sekil 2.1: Nefronun vaskiler ve tibiler segmentieri (128)
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Bobrek Fonksiyonlari

A 'Ekskresyon Gorevi: Kan hacmi ve bilegiminin sabit tutuimasinda
I.b!i’ yere sahip olan bobrek bu amagla (1-4);

Kan hacmini ayarlar: Kan hacmindeki degisimi algilayan sensérler
dustk basing ve yUksek basing sensdrleri ile bébrek senséril olarak gérev
jpan jukstaglomeruler aparattr Angiotensin [, aldosteron ve atrial
natritiretik peptid gibi hormonlar, bébrek Uzerinden ekstraselller sivi
hacminin normal sinirlar icinde tutulmasini sadlartar

Elektrolit diizeyini ayarlar: Vicut ozmolalitesi, total sodyum ve
_potasyumun total su hacmine oraniyla direkt olarak baglantiiidir. Plazma
ozmotik basincindaki dedisim vazopressin, aldosteron, angiotensin Il gibi
_hormonlarin bobrek Uzerine selektif etkileri araciigiyla normal duzeye
getlnlmektedlr

Kan basincinl diizenler: Bobrek vicut sivilarinin hacmini ve elektrolit
engesini duzenleyerek ozmolaritenin ve kan basincinin normal sinirlar
“i¢inde tutuimasini saglamaktadir.

etabolik atiklari itrah eder: Kandaki metabolik atlk ve yabanci
‘maddelerin idrarla atilimlan bobrek tarafindan gergeklestirimektedir,
‘Oksalik asit, urik asit, kreatinin, Ure gibi metabolizma son uriinleri ife
penisilin, salisilik asit, morfin, atropin gibi ilag veya ekzojen maddeler
Ozellikle proksimal tublll segmentinden sekrete ediimekte ve idrarla
atiimaktadir

. Asit-baz dengesini diizenler: Plazma bikarbonat konsantrasyonunu

.~ duzenleyen bdbrek bu fonksiyonu ile pH duzenlenmesinde &nemli bir yere
-sahiptir. Hidrojen iyon sekresyonu sirasinda bikarbonat geri emilimi
-~ olmakta ve boylece vicutta rezerv aikali korunmaktadir,

B. Endokrin Gérevi: Bébrekler bir endokrin organ gibi hareket ederek;
entropouetln renin, kalsitriol, endotelin, prostaglandin E; ve Fac ile nitrik oksid
gIbl hormonlarin sentezme katkida bulunurlar

' 1'. VUcutta retilen eritropoietin’in %90'1 bébrek, %10°u karaciger kaynaklidir.

~ Eritropoietin glikoprotein yapida bir hormondur ve babrek korteksindeki
- epitel ve endotel disi hicreler tarafindan uretiimektedir (1-6). Kemik
iliginde eritrosit yapimini uyaran bu hormonun yapimi hipoksik kogullarda
artmaktadir Kronik bébrek yetmeziiginde eritropoietin yoklugundan dofay!
anemi ortaya gikmaktadir (1-3).
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. Bobrekte jukstameduller hucrelerden salinan renin, bir aspartil proteaz
olup karacijerde yapilan angiotensinojen’i dolagtmda angiotensin I'e
- donustirmektedir.  Renin'in - énemli  rol oynadig! renin-angiotensin-

- aldosteron sistemi kan hacminin ve bilesiminin kontrolinde onemii bir
- yere sahiptir (1-3).

. Kalsiyum ve fosfat metabolizmasinda 6énemli rol oynayan vitamin D,
(calsitriol)’in  aktiflesmesi  bobrekte proksimal tubtl hicrelerinde
.+ gerceklesmektedir. Karacigerde 25'inci pozisyonu hidroksillenerek kan
araciligl ile proksimal tubule ulasan 25 hidroksikolekalsiferol, burada 1-
alfa hidroksilaz aktivitesiyle 1'inci pozisyonundan da hidroksillenmekte ve

1,25 dihidroksi kolekalsiferol veya calcitriol denen aktif D vitamini sekline
doénugmektedir (1-3).

. C. Metabolik Gérevi: Son yillarda glukoneogenezis yetisine sahip
~olan bébregin metabolik fonksiyonu izerinde de durulmaya baglanmistir (1-3,
-5, 6, 19, 40, 41, 55). Normalde karacifer glukoneogenezisin %90'indan
sorumluyken bobreklerin  payr %10 dur. Ancak uzun sdreli aclikta
‘bobrekierdeki glukoneogenezisin payi artmaktadir {4, 6)

Bobregin metabolik fonksiyoniarindan sorumlu olan nefron segmenti
~ proksimal tObul oldugundan ve konumuz olan amonyak yapimi da burada
. gergeklestifinden, bilgi akis! proksimal tiibgi agrlikli olarak verilmistir.

2.2 Idrar Olusumu

2.2.1. Glomertiiler Filtrasyon

idrar  olusumu  nefronun glomeriler kisminda baslamaktadir
Hidrostatik basincin yiiksek oldugu glomertler kapiller yatak; 70-90 nm
¢apinda porlara sahip pencereli endotel hucreleriyle désenmistir ve
permeabilitesi gok yiksektir Glomeruler kapiller yataktan plazmanin %20’si
filtrasyona ugrayarak Bowman bosiugu icine, oradan da proksimal tibiile
gecmektedir  Uitrafiltratin bilegimini  filtrasyon bariyerinin  6zellikleri
belirlemektedir  Plazmadaki ¢api 8 nm'den blyilk molekillerin hicbiri
filtrasyon bariyerini gecemezken, ¢apl 4 nm’'dan kugOk suda eriyebilen tim
moleklller bariyeri gegerek ultrafiitrasyona ugramaktadirlar. Gapi 4 ile 8 nm
arasinda olan molekiller ise yukieri ile iligkili olarak filtrasyona
ugramaktadirlar Membran komponentlerinden olan bazal membranin icerdigi
negatif yukiu proteoglikan gruplarindan dolayi, plazmadaki negatif yoklu
molekuiler ile gecirgenlik arasinda ters iliski vardir. Ultrafiltrasyona ugrayan
Sivi plazma ile karsilastiriidiginda, proteinsiz ve %5 daha fazla anyon iceren
bir sividir  Glomeruler filtrasyonu etkileyen kuvvetler, kanin onkotik ve
hidrostatik basinci ile Bowman ici sivinin hidrostatik basinct ve protein
icerigidir  Kf ile belirlenen glomeruler membran alani, glomeriiler filtrasyon
fuzini belirleyen bir diger snemii etkendir Bu nedenle Kfi etkileyen ANP, Al




ossin ve NO gibi pek gok vazoaktif madde glomertiler filirasyonun
nda soz sahibidir (1-3)

iibiiler Geri Emilim ve Sekresyon

owman kapsUiU igine gecen glomerUler ultrafiltrat, tibller yapi iginde
ken, icerigindeki bazi maddeler selektif olarak kana geri emilmekte ve
jaki bazi maddeler de tUbll igine &6zel olarak salgilanmaktadir Sonugta,
an: idrardaki butin maddeler glomeriiler filtrasyon, tiibuler geri emifim ve
ler sekresyondan olusan ¢ buyik islemin toplamint temsil etmektedir.

‘Nefronun glomeruler pargasi plazma filtrasyonu yaparken, tlbuler
arcas! ultrafiltrat hacmini azaltip, icerigini degistirerek idran olugturmaktadir
rofeinler ve proteiniere bagli olan maddeler diginda, suda ¢o6zllen
addelerin hepsi giomerulustan filtre olurken, tubillerin yaptigi geri emilim

gzellik gostermektedir. Glukoz ve aminoasidler gibi bazi maddelerin
amam! tubdllerden hem de tubilun ilk kismi olan proksimalden geri emilime
gramaktad:rlar Plazmadaki sodyum, klorir ve bikarbonat gibi iyonlarin geri

mleri ise oldukga yuksek olup, vucudun ihtiyacina gére geri emilim ve
rarla- atilim hizlan degisebilmektedir. Ure ve kreatinin gibi bazi yikim
nleri ise tublllerden gok az emildiklerinden idrarla atiima hizlan gok
uksekt:r Olusan idrar, vicut sivilarint normal hacmi ve kompozisyonunun
runmas igin atiimasi gereken bilesenlerden olugmaktadir. Glomerullerden
filtre. olan plazma miktan 125 mi/dk veya 180 L/gln iken, ginlik idrar
miitarinin 1.8 L olmasi ultrafilfrat hacminin %99unun tubUllerden geri
ildigini gbstermektedir (1-3)

2.2.3. idrar Olugumunda Proksimal Tibiil’iin Yeri

©- Glomerllde olusan ultrafiltratin ik olarak degisime ugradigi yer olan

oksimal tubill, Bowman kapsala ile inen Henle arasindaki kortikal kisimda
-yerlesmis, yaklasik 15 nm uzunlugunda ve 55 pum ¢apinda tubller yapidir
Proksimal ttbulin korteksteki pargasina genel olarak “proksimal kivrimli
tabdl” ve yine kortekste olup medullaya yonelmis olan pargasina “proksimalin
duz kismr'(pars recta) adi verilmekle beraber son zamanlarda proksimal
kivrimii tubul iki alt segmentte (81 ve S2) incelenmeye baglanmistir. Béylece,
- proksimal tubtl pars recta ile birlikte S1, S2 ve S3 olmak Uzere (¢ ait
-segmentten olugmaktadir (1-3).

: Proksimal tubili déseyen kubik epitel hucrelerin [iminal yuzeyi
mikrovillusler ile donatiimis ofup “fircamsi kenar” olarak tanimianmaktadir.
Oldukga blyuk olan hiicre cekirdedi bazal membrana yakin yerlesmistir.
Metabolik aktiviteleri cok yliksek olan bu hlcreler, bol miktarda mitokondri
icerirler ve birbirlerine apikalde sizdirict 6zellikte baglantt bélgeleri ile
tutunmusiardir Baglanti bélgelerinin sizdiricl niteligi proksimal tubtiin suya
tamamen gegirgen olmasimi saglamaktadir. Proksimal tublil epitel hiicresi,
bazal membranin yaptigi girinti ¢tkintilar ve apikal membranin firga kenarl




yiizeyi ile biriikte oldukca genis, ayni zamanda tagiytci proteinler ile yuklu bir
yizeye sahiptir. Tubulln bu kismini gevreleyen peritbuler kapiller yatak,
dustk hidrostatik ve ylksek onkotik basingli, emici gluct yuksek bir kapifler
ataktir ve bu ozelligi ile proksimal tubulde gerceklesen geri emilim ve
skresyonda bliyuk dneme sahiptir (1-3).

:2.2.4. Proksimal Tiibiil Fonksiyonlar

Proksimal tubll fonksiyonlarini geri emilim, sekresyon ve metabolik
“olmak tzere (¢ ana bagslikta toplamak mumkundur:

22241, Geri emilim

Filtre olan su ve sodyumun biiyuk bir kismi proksimal tiibilden geri
‘emilmektedir. Glomeriler kapiller yataktaki net filtrasyon basinc: ile
. peritubuler kapiller yataktaki net geri emilim basinci arasindaki dengeden
" (glomeruiotibiler denge) dolayl ultrafiltratin yaklastk % 65-70'i geri
- emilmektedir. Aynica hem apikal hem de bazolateral membrandaki tasiyici
- proteinler aracthg ile kolaylastiriimis transport ve sekonder aktif transport ile
- elektrolitlerin geri emilimi gercekiesmektedir. Tubu! igindeki glukoz ve amino
- asidlerin tamami sodyumla birlikte, kagak proteinler ise endositoz yoluyla
hicre igine alinip dolagima geri veriimektedir (1-3).

Filtre olan sodyumun %67'si proksimal tibliden geri emilirken bunun
ucte ikisi transselUler, Ugte biri paraselller yoldan gerceklesmektedir. Geri
emilen sodyuma bikarbonat ve klor anyonlan eslik ederek elektriksel
nétralizasyon saglanmaktadir (3). Proksimal tibiilde herhangi bir solUtin geri
emilmesi ozmotik basing farki dogrultusunda suyun da geri emilmesine
neden olacagindan, sodyum ve sodyumla birlikte dider anyonlarin geri
emilimi egzamanli olarak su geri emilimi ile sonuglanmaktadir (1-3).

2.2.4.2, Sekresyon

Safra tuzlar, oksalat, urat, katekolaminler gibi énemli miktarda organik
asid ve bazin sekresyonu (pH diizenleme ve amonyak yapimi) proksimal
tibllde  gerceklesmektedir  Buradan salgilanan maddelerin  cogu
metabolizma son Urunleri olup, gabuk bir sekilde vicuttan uzaklastiriimalan
gerektiginden, glomerller kapillerierden filtrasyonlarina ilaveten proksimal
tubll - igine de salgilanmalan ve tubul sisteminin higbir yerinde geri
emilmemeleri idrarla ¢abuk atiimalanni saglamaktadir Proksimal tubuitn
suya gecirgen yapisl, geri emilim ve sekresyon islemlerinden sonra bile
tubtler sivinin tonisitesinin degismeyip izotonik olarak Henle'ye ulasmasinin
sebebidir,

Proksimal tubulde yapilip lumene salgilanan maddelerin basinda
hidrojen iyonu gelmektedir. Proksimal tibul hicresi icinde ve fircamsi
kenarda bol miktarda bulunan karbonik anhidraz enzimi, hem su ve




karbondioksitten karbonik asit (H,COj3) yapimini hem de karbonik asitin su ve
karbondiokside ayrigmasint katalize etmektedir Hiicre icinde karbonik
nhidraz aktivitesi ile olusan H,CO; kararsiz bir asit olup, hemen hidrojen
H*) ve bikarbonat (HCO;) iyonuna aynsmaktadir. Olusan H*, hiicrenin
ipikal membraninda bol miktarda bulunan Na*/H* dedistiricisi ile lumene
irken her defasinda bir Na* da hucre igine taginmakta ve olusan HCOs ile
irlikte bazolateral membrandan kana verilmektedir (Sekil 2 2)

: Lumene atilan hidrojen iyonunun, ultrafiltratta bulunan HCO; ile
birlesip karbondioksit ve sUya doénusumuinde de karbonik anhidraz enzimi rol
almaktadir. Bdylece limene atilan her H* notralize edilirken HCOs da
karbondioksit olarak hicreye kazandiriimaktadir. Hiicre icine difaze olan
karbondioksit, bikarbonat olusturmak uzere hidroksillenmektedir Bu “yen;’
bikarbonat bazolateral membrandaki Na*-HCO;, K'-HCOj; es tagiyicilar ve
CI-HCOs’ es-dedistirici aracilig ile kana geri emilmektedir Proksimal tibulde
Na'/H* degistirici ve Na'-HCO; es tagiyic! aktivitesi asid-baz dengesindeki
~dalgalanmalarin dilzenlenmesi icin uygun sekilde dedismektedir Bu
~ tagiyicilarin aktivitesi ve ekspresyonu paralel duzenlenmektedir (1-3)

Proksimal tubilde Na* aracili olan emiiim ve sekresyon islemleri igin
gerekli enerji, bazolateral membrandaki Na*/K*-ATPaz tarafindan olugturulan
elekirokimyasal gradient tarafindan saglanmaktadir. Na*/K*-ATPaz'in
lugturdugu elektrokimyasal gradient dogrultusunda, Na'/ H* es-degistirici
(NHE) arachg ile hiicre igindeki bir hidrojen iyonu ile Iimendeki bir sodyum
iyonu yer degistirmektedir Proksimal tublide  NHE'\n (¢ izoformu oldugu
gosterilmig olup, bunlar NHE1, NHE2 ve NHE3 olarak adlandiriimaktadiriar
Memelilerin pek cok dokusunda ofdugu gibi bébredin de hemen her yerinde
- gosterilen NHE1 izoformu, proksimal tubGlan bazolateral membraninda
bulunurken (7, 102), NHE2 ve NHE3 izoformlar1 apikal membranda
- yerlesmistir (7). Son calismalar, proksimal tubul epitel hicresinin apikal
membraninda, NHE aktivitesinin buylk bélimunden NHE3 izoformunun
sorumlu oldugunu géstermektedir (7-10, 118, 124, 127).

Proksimal tiibtilden salgilanan hidrojen iyonunun 6nemli bir kismi
(yaklagik %70) NHE aracili iken (1-3), bir kisminin salgilanmasinda H*-
ATPaz aktivitesinin rol oldugunu bildiren yaymlar da vardir (74, 75, 127).

Lumene salgilanan hidrojen  iyonunun {tminal  sivi pH’sini
etkilememesi icin bagvurulan yontemlerden birisi, yukarida belirtildigi gibi
H"in HCO; ile COz ve H:O'ya cevrilmesidir Bu sayede uitrafiltrata gecen
yedek alkali tamamen geri kazaniimig olur (1-3)
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Sekil 2.2: Proksirmal tublde hidrojen ve amonyum iyon sekresyonu

Salgiianan hidrojen iyonunun nétralizasyonunda ikinci yol, lumendeki
amonyak (NHj;) ile hidrojen iyonunun birlegerek amonyum iyonunu (NHH
olusturmasidir. Kan yoluyla bazolateralden proksimal tubli epitel hiicresine
giren ve ultrafiltrasyon sunucu liminal sivlya gegen glutamin aminoasitinin,
hem Iimen iginde hem de hicre icinde glutaminaz enzimi aracill
deaminasyonu sirasinda clusan NHs , hidrojenin baglanmasinda énemii rol
sahibidir  Amonyagin yagda eriyebilme o6zelliginden dolayl, hiicre icinde
olugsan amonyak difiizyon ile limene kolayca gegebilmektedir Amonyagin bir
kismi lumene difiize olurken bir kismi da hicre icinde H" ile NH," olusturmak
Uzere protonlanmaktadir (1-3). Na*/K*-ATPaz'in potasyum baglama bolgesi,
ayni zamanda NH; tarafindan da kullanilabildiginden, bazolateral
membrandan direkt olarak hijcre igine NH," alinabilmektedir (11, 17, 107,
108). NH; gibi rahatca difiize olamayan NH,"Un limene sekresyonu,
Na'/NHs*  degistiricisiyle -ki bu ayni zamanda Na'/H* degistiricisidir-
gercekiegsmektedir (11-18, 24, 107) (Sekil 2.2).
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Lumene salgilanan hidrojen iyonu, tclnci olarak, filtre olan dibazik
sfat ve sulfatlan (HPO42', HSO4'2) monobazik fosfata (HoPO,, H280y) ve
ta dontsturmek Uzere titre etmektedir (1-3).

2.3. Proksimal Tlbiil Metabolik Fonksiyonlar ve Amonyak Yapimi

. Bobregin  metabolik  fonksiyonlarindan amonyagenezis  gibi
glukoneogenezis de proksimal tubul hicresinde gerceklesmektedir (11,19-
4 84, 85, 114, 115) Bobredin glukoneogenez aktivitesi, ileri achk ve pH
usmesi hallerinde, karacigerin yetersiz kaldigi kogullarda artmakta ve bu
olla 6nemli duzeyde glukoz yapip kana vermektedir Bébrek bu sekilde,
aracigerdeki glukoneogenezis yetersiziiginden kaynaklanan glukoz acigini
~kapatmaktadir (5, 6)

: Dokularda ve 6zellikle kas dokusunda asiri aktivite veya Kkatabolizma
artigl durumlaninda aminoasidlerin deaminasyonuna baglh amonyak uretimi

e artmaktadir. Bu durumda en énemli problemlerden birisi, amonyak gibi
toksik bir maddenin beyine zarar vermeden cevre dokulardan toplanip toksik
‘olmayan hale donustirilerek vircuttan disari atilmasidir (1-3). Amonyagin
kan dolagiminda en zararsiz tasinma sekli glutamin yapisindaki halidir (1-6,
25-27) Dokularda olugan amonyak “giutamin sentaz” aracili@iyla glutamat ile
. birlegerek glutamini olusturmakta ve glutamin yapisi iginde dolagima
- verilmektedir. Bu nedenle amonyak tagiyicisi olarak kabul edilen glutaminin
+ kandaki konsantrasyonu diger amino asidlerden fazladir (27).

Tum dokularda sentezlenen glutamin, kan yoluyla karacigere ve
bobrede tasinmakta ve bu dokularda bulunan ‘glutaminaz” araciigiyla tekrar
glutamat ve amonyum iyonuna (NH4") ayrismaktadir. Karacigerde olugan
amonyak ureye gevrilerek viicut disina atilirken, bdbrege gelen glutamin bir
taraftan glukoneogenez igin substrat olusturup giukoza dénustirtilirken,
diger taraftan da viicut asid baz dengesinde 6nemli olan amonyak ve
bikarbonat uretimine katiimaktadir (1-3, 5, 6). Ayrica glutamin ile matriks
proteinlerinin yapimi arasinda yakin iligki de g&steriimigtir (51).

Yukarida belirtildigi gibi glutamin bobrekte, proksimal tubtl hiicresine
hem ultrafiltrat yoluyla apikal taraftan hem de kan yoluyla bazolateral
taraftan, sodyuma bagimii amino asid tagtyiciian ile alinmaktadir (14, 21-23,
27-29, 31-32, 77, 79, 116). Giutaminin deaminasyonu hicre iginde i¢
mitokondriel membranda yerlegsmis olan “fosfat bagimli glutaminaz” (PDG)
araciligi ile olabilecegi gibi, hticre disinda: apikal ve bazolateral membranda
yerlesmis olan “fosfat bagimsiz glutaminaz® (PIG, y-GT) aracilg ile de
Olabilmektedir (23, 25-27, 31-33, 79, 84, 85, 116) PDG akfivitesinin Grinleri
olan glutamat ve NH,* direk olarak sitosolik kompartmana salinmaktadir
Mitokondri i membranindaki bu enzimin aktivitesi sitozoide bulunan glutamat
tarafindan inhibe edilmektedir. Cinku glutamat enzimin reaktif bélgesi icin
giutamin ile yarigsmaktadir (25),
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Gerek hucre diginda PIG aractlt olusup hiicre igine apikal
membrandan "Excitatory Amino Acid Carrier" (EAAC1;) ve bazolateral
 membrandan glutamat tagiyicisi olan GLT-1 (27, 31, 32, 34) ile tastnan ve
- gerekse hucre iginde PDG aracili olusan glutamat, proksimal tubil
= hucresinde g farkli yolaktan birisine girmektedir (33, 25) (Sekil 2.3)

Bunlardan transaminasyon yolag “alanin amino transferaz’ (ALT)
tarafindan katalizienmekte ve sonugta bir mol glutamattan bir mol o-
ketoglutarat ve bir mol aianin olugmaktadir. Glutaminin deaminasyonu ile
olugan glutamat ikinci olarak mitokondriyel “glutamat dehidrogenaz’
tarafindan katalizlenen deaminasyon yolagina (GDH) girebilmektedir Bu
yolagin sonunda mitokondri matriksinde bir mol o-ketoglutarat ve bir mol
amonyak olusmaktadir Deaminasyon reaksiyonu mitokondri matriksinde
gerceklesirken, transaminasyon reaksiyonu hem sitosolde hem de mitokondri
icinde gercekiesmektedir (20, 25, 33, 38, 88).

Sitozoldeki glutamat, hucre disindaki glutamatla es duzeyde olacak
sekilde plazma membran sistemi iie muhtemelen nétral amino asit tagiyicitar
ile hucre digina da taginmaktadir (25, 33, 38).

Sitoplazmadaki glutamatin mitokondriel matriks icine transportu i
memrandaki iki glutamat tastyicisi ile olmaktadir Glutamat dehidrogenaz
(GDH) ile birlegmis olan GIU/OH™ ve alanin amino transferaz (ALT) iie
birlesmis olan Glu/Asp’ tastyicilar glutamati matriks icine almakta (27, 36)
ve bu sirada alfa ketoglutarat ve NH," veya alanin olusmaktadir Normalde
bu yolaklardan ALT yolagi GDH yolagindan ¢ok daha aktiftir ve bir mol
glutaminden bir mol amonyak olusmaktadir. (27, 38, 88). ALT yolaginin
inhibisyonu ile bir mol glutaminden iki mol amonyak olugmaktadir {(38). Hucre
ici pH azaligi da sitosolik glutamatin mitokondriel GDH yolagina kaymasina
ve amonyak Uretiminde artisa neden olmaktadir (20, 32, 38).

Sitozolik ALT yolagi, ALT enzim aktivitesine oldugu kadar, glutamat,
piruvat ve H* varliina da baghidir (27, 125). Mitokondriel GDH yolagi ise i¢
membrandaki glutamat/H" tasiyicisina, sitoplazmadaki H* ve glutamata ve
GDH aktivitesine baghdir. PDG protein miktarini etkileyen faktérler arasinda
sitoplazmadaki glutamat konsantrasyonuna ek olarak, asid-baz durumu ve
growth faktdrier vardir (27).

Bobrek proksimal tubul hucreleri vicut sivisindaki yedek alkali
azaligina giutamin kullanimi ve glutaminaz enzim aktivitesinde artig ile cevap
vermektedir (20, 23, 32, 35, 37) Ozellikle, intramitokondriel GDH yolagindaki
aktivite artii sonucunda, glutaminden iki molekii NH,"* ve o-ketoglutaratin
tamamen oksidasyonu ile iki molekil bikarbonat (HCO3) meydana
gelmektedir  Amid ve amino nitrojenler, NH.* olarak hicrenin apikal




yuzeyindeki Na*/H* (NH4") es-degistirici araciligl ile tublie salgilanmakta ve
idrarla atimaktadirlar (11-18, 24, 102, 107).

Glutamin

Proksimal Tiibiil Liimeni
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Sekil 2.3: Proksimal tiibill epitel hiicresinde glutamin metabolizmas:

Glutamat ugUnclu olarak kollajen sentezi igin gerekli bir amino asid
olan prolin sentezine katilmaktadir ($ekil 2.3). Glutamatin halka yapisindaki
bir turevi olan prolin sentezinin ik asamasinda, glutamatin y-karboksi
grubunun ATP ile reaksiyonu sonucu y-glutamilfosfat olugmaktadir Bunun
NADPH ile indirgenmesi sonucu olusan glutamat y-semialdehit, kendiliginden
halkasal yap: kazanmakta ve ardindan indirgenerek kollajenin yapi tagini
olusturan proline dénugmektedir (5, 6). Bu nedenle glutamin mevcudiyetinde
proksimal tubulden matriks proteinlerinin sentezi artmaktadir (27).

Glutamatin transaminasyonu ve/veya deaminasyonu sonucu olusan o-
ketoglutarat, sitrik asid déngusu Uzerinden fosfoenolpirivata gevrilmekie ve
glukoneogenezise katilmaktadir (Sekil 2.2) (5, 8, 19, 20, 27) Bobrekler
sistemik dolasimdaki glutaminin %18.3 + 2.9'u kandan almakta, diger taraftan
kana kendi sentezledikleri glutamini de vermektedir. Dolagimdaki glutaminin
%52 + 0.6'sI bobrek kaynakhdir Dolagimdaki glukozun %4 2 + 0.2ini ise
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pobrekler tarafindan, glutaminden glukoneogenez ile sentezlenmis olan
glukoZ olusturur (55).

“2.3.1, Amonyak Yapimina Etkili Faktorier

. Angiotensin 1l (14, 21, 22, 28, 29), insulin (9, 87, 109), paratiroid
" hormon (8, 42), bilyiime hormonu (8, 35), tiroid hormon (9), glukokortikoidler
(9), norepinefrin (8, 42), dopamin (8), ve prostaglandin Faa (91) gibi ¢ok
~degisik faktorlerin proksimal tubilde amonyak yapimini etkiledigi bildirilmistir
~Bunlar arasinda en fazla ¢alisiimis olan angiotensin Il (A-Il)’ dir. Bu
“hormonun proksimal tubuldeki konsantrasyonunun (30 nMol) plazmaya gére
30 pMol) 1000 misli fazla olusu (43, 29, 30), hem apikal hem de bazolateral
membranda reseptérlerinin bulunusu (28, 22) amonyak Uretiminde A-II’nin
‘rolindn gok fazla incelenmis olmasinin nedenleri arasindadir Proksimal
tublle Na* girigi ile glutamin alnmasi arasinda paralelizim, proksimal
tubilden Na® geri emilimini etkileyen A-IPnin (14, 22, 29, 54, 94) amonyak
yapimtna etkisinin gok incelenmis olmasinin bir bagka nedenidir

2.3.2. Angiotensin [

Boébrekte bir vollim sensdrll olarak islev géren jukstaglomerdiler
aparatin grandler hucrelerinden, kan basincindaki azalmaya ve tlbdiler
- sividaki sodyum konsantrasyonunun azalmasina cevaben salinan renin,
~ daha dnce de belirtildidi gibi angiotensinojen’i bir dekapeptid olan angiotensin
. I'e dénusturmektedir Angiotensin | ise Angiotensin Converting Enzim (ACE)
- tarfindan  angiotensin I'ye  donusturlimektedir  Dolagimda pikomolar
konsantrasyoniarda bulunan A-ll, hipotalamustan ADH ve adrenal korteksten
aldosteron salimimint uyaran, ayrica, arterioler ve veniler diz kasta
kasiimaya neden olan bir oktapeptittir Boylece, dogrudan ve dolayh olarak
bdbrek fonksiyoniarinin en biyik dizenleyicilerinden birisidir (1-3)

A-l'nin bébrek fonksiyonlari Uzerine etkileri; renal vaskiler direncte
artis (89, 90) ve buna bagli meduller kan akiminda azalis (89), mezengial
hicre kasilmasi ve TGF moduiasyonu (1-3, 89, 104), mezengial hiicre ve
proksimal tibul epitel hicresinde ekstraseluler matriks proteinlerinin yapimi
(41, 51, 54, 92}, proksimal tublide sodyum ve bikarbonat geri emiliminde
artig (14, 22, 29, 54, 94), prostaglandin sentezinde artig (52, 119),
glukoneogenesis ve amonyagenesiste artis (14, 21, 22, 24, 28 29, 41, 44,
94, 117) seklinde dzetlenebilir

Kortikal nefron segmentlerinde, 6zellikle, proksimal kivnimli tibiiide A-
Il igin yuksek baglanma afiniteli béigeler gésteriimistir (52). Tubul epitel
hlcrelerinde A-ll hem luminal hem de bazolateral yuzeye baglanmaktadir
(22, 28) Son yapilan galismalarda dolagimdaki A-ll'ye ilaveten, bsigesel A-ll
Uretimi icin gerekli olan faktérlerin hepsinin bébrekte meveut oldugu ve gesitli
degisimlere cevaben plazmadaki seviyesinden bagimsiz olarak bobrek A-ll
Uretiminin degisebildigi gosteriimistir (22, 30, 43). Histokimyasal calismalarda
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roksimal tubll epitel hucrelerde renin mRNA'sinin, angiotensinojen
NA'sinin  ve angiotensinojenin varhgr gosterilmis, ayrica endotel
relerinde oldudu gibi proksimal tiibul hicrelerinin ylzeyinde de ACEnin
idugu gosterilmistir (43). Proksimal {Uminal kompartmanda A-lI'nin Gretimi
¢ konsantrasyonunun yuksek (29-30, 43) oldugunu gdsteren calismalaria
irlikte, A-ll reseptorlerinin bazolateralde oldugu kadar, liminal membranda
a oldugunu gosteren yayinlar proksimai tubiler transport fonksiyonlarinin
“duzenlenmesinde tbUl igi A-l'nin rolu oldugu gorigtyle uyum igindedir,

: Proksimal tubtlde A-ll, apikal ve bazolateral membranda yerlesmis
olan ATia velveya AT reseptorleri aracihgl ile sodyum geri emilimine
“dogrudan etkide bulunmaktadir (52). Reseptérune baglanan A-ll, Adenilat
siklaz inhibisyonu ve ardindan hugcre igi cAMP miktarinda azalig ve hucre ici
‘kalsiyum konsantrasyonunda bir artig meydana getirmektedir (8, 28, 42, 49,
53, 90). Sitozolik cAMP, hicrenin apikal membranindaki NHE igin inhibitSr
etkili oldugundan (22, 28, 42, 52, 53, 87, 104) A-lI'nin yaptigi cAMP azaligi ile
bu tasiyicl proteinin aktivitesi artmaktadir. Bazolateral membrandaki Na*/K'
ATPaz aktivitesini de arttiran A-Il (14, 29, 49, 92, 94, 120), bu sekilde tubuler
Na geri emilim ile birlikte tibuler hidrojen iyon sekresyonu da arttirmaktadir
. Ancak yapilan galigmalar A-Il'nin doza bagli, bifazik etkilere sahip oldugunu,
 dostk dozlarda (nanomolar ve pikomolar) sivi geri emilimini arttirirken
 yiksek dozlarda (>nanomolar) zit etki yaptigini ortaya ¢ikarmistir (22, 52,
54).

Proksimal tubllde amonyagenesisi stimile ettigi bilinen A-ll, hem total
amonyak yapimint hem de limen igine amonyak salgisini da artirmaktadir
(14, 21, 22, 24, 28, 29, 44). Asidozda renin-A-l aktivasyonu ve bu kosulda A-
II'nin amonyak yapimina uyarici etkisi, amiloride duyarli NHE Uzerindendir
(14, 21-23, 27-29, 118) A-lI'nin amonyak salgisina yaptid! artig ile hucre ici
kalsiyum konsantrasyonunda yaptigl artis arasinda biyuk bir korelasyon
saptanmustir (14). Ancak bazal amonyak yapimina A-Il'nin etkisi olmadigi da
sdylenmektedir (55) Proksimal tubul segmentlerinde yapilan pek g¢ok
calismada A-II'nin 107'-10° M konsantrasyonlarda, AT1 reseptor aracilii ile
amonyak yapim ve salgisini arttirdigi 107-10° M dozlarda ise azalthg

belirtimektedir (22, 52, 54, 55)

2.3.3. Al ve Nitrik Oksid (NO) iligkisi

A-iI'nin bobrek vaskuler ve tubuler yapilari Uzerine etkilerinde, nitrik
oksid (NOYin rolll olduguna iliskin galigmalar vardir. A-lI'nin bobrekte NO
Uretimini arthrdigi (90, 98, 99), ayrica endojen NO yoklugunda A-ll etkilerinde
artis oldugju saptanmigtir Bu nedenle, A-ll aracili etkilerde NO’nun bir negatif
feedback (geri bildirim) mekanizmas! olusturup, bu etkileri azalthg
belirtimektedir (39, 48, 49, 56-59, 61, 63, 64, 69, 90, 92, 120). |

1980'de Furchgott ve Zawadski tarafindan endotelyum kokenli
gevsetici faktorun kesfinden ve daha sonra Palmer ve arkadaslari ile Ignarro




arkadaglarinin bu faktoru nitrik oksid (NO) olarak tanimlamalarindan
nra, NO'nun organizmada cesitli fonksiyonlarin diizenlenmesinde bir
otokoid olarak rol oynadigi gosterilmistir (39, 48, 56-59). Kan basincinin
Kkontroll, merkezi sinir sisteminde norotransmision, makrofaj aktivitesi,
trombosis ve hemostasis, bobre§in tubiler ve metabolik aktivitesi NO

rafindan kontrol edilen fonksiyonlar arasinda yer almaktadir (47, 50, 58, 60-
62, 66, 92, 93)

- NO, L-arginin amino asidinin terminal guanidino nitrojen atomundan
selmektedir L-arginin: nitrik oksid sentaz (NOS) araciigi ile L-citrulline ve
NO'ya donugmektedir (39, 48, 56-59). insaniarda gunlik alinan L-argininin
aklagik %1'i bu yolakta metabolize olmaktadir Bu amino asit aynl zamanda
poliaminler, L-prolin ve agmatin sentezi igin de bir molekiiler substrattir (60).
nsan ve siganlarda plazma L-arginin duzeyi 100uM'dir (92). Vticudun
aglica arginin kaynadl bébrektir ve renal arginin sentezinin biylk bir kismi
proksimal tubtllde gerceklesmektedir (92)

02 Ca+2, CaM NO
+ +
L-Arginine L-Citrulline
+ +
NADPH BHa4, FAD, FMN NADP*

Sekil 2.4: L-Arginin'den NO olusumu

Nitrik oksid sentaz (NOS), Cytocrome P450 benzeri bir hemoprotein'dir
ve NO uretimi igin kofaktérlere ihtiyact vardir. Flavin adenine dinucleotide
(FAD), flavin mono nuclectide (FMN), tetrahydrobiopterin (BH4) ve

. calmodulin NOS aktivitesi icin gerekli olan kofaktérlerdir (Sekil 2.4) (39, 48,
- 56-59)

2.3.3.1. NOS izoformlar:
Kemiriciler ve insanlardan saflagtinlan ¢ NOS izoformu vardir Buniar

tip 4, tip I1, tip Il NOS olarak isimledirilmektedir (39, 50, 59, 63-67, 92}

- Tip I NOS (nNOS, NOS-1) néronlarda bulunan 168 kDa adirhginda bir
proteindir. Kaimodulin bagimi NO sentezi yapan bu enzim spinal kordun
belirli belumlerinde, nonadrenerjik nonkolinerjik periferik noronlarda, sotunum
yolu, akciger, uterus ve midenin epitel hucrelerinde, pankreas adacik
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relerinde, iskelet kast hlcrelerinde ve bobrekte adiriiklt olarak macula
ensa hucrelerinde  bulunmaktadir  Pek ¢ok ndronda NOS 1
grotransmitterlerie biriikte bulunmaktadir (63, 96, 97)

Tip It NOS (iNOS, NOS-2) bakteriyel endotoksin veya inflamatuar
itokiniere cevaben indiklenen, kalsiyum bagimsiz, 130 kDa agiriginda bir
teindir. Makrofajlarda, nétrofillerde ve bdbregin degisik nefron segmentieri
hil pek gok hiicrede bulunmaktadir (97) Bu izoform calmodulin ile siki bir
aglant icinde oldudundan NO Uretiminin uyariimasinda kalsiyuma baglilik
gostermez. Konstitutif olarak tanimianan eNOS ve nNOS izoformlarina gore
daha blyuk bir NO Uretme yetenegine sahiptir (97, 63, 100).

Tip 1l NOS (eNOS, NOS-3) endotelyum kokenli, 135 kDa agirhdinda
bir  proteindir Fizyolojik ~ simirlar  iginde  hiicre igi  kalsiyum
konsantrasyonundaki artis ile aktive olmaktadir. Bu izoform hicre
“membraninda iokalize olan tek NOS izoformudur ve bir N-myristolation bélge
gerir (59, 63-67). Endotelyumda asetilkolin ve bradikinin gibi agonistler
osfoinositid ikinci habeci sisteminin aktivasyonu ile hiicre ici inositol {1.4.5)-
uretimini stimule etmektedir 1P, endoplazmik retikulumdaki
dlanarak intraseiuler depolardan kalsiyum salinimina yol
igmakta ve bdylece kalsiyum-kalmodulin  bagimli  NOS aktivasyonu
-yapmaktadir (63).

Uretiien NO, yagda eriyebilen bir gaz oldugundan, hicre
membranindan hizh bir sekilde difize olur ve bitigikteki hucrelerin g
kompartmanlarina ulasir. Ornedin endote! hiicresinde tretilen NO, hemen
altindaki duz kas hicrelerine difuze olarak diz kasta gevsemeye neden
olmaktadir (95) Diflizyon uzakhd 100-200 um olmasina kargin, hemoglobin
- ve sliperoksid anyonu gibi NO-silpirict molekuller, NO'nun yar émrinii ve
boylece difuzyonunu azaltmaktadir (63). NO'nun biyolojik dokularda yari
. Omrt, 1-5 saniye olarak tahmin edilmektedir (39).

NO hticre igi gesitli ferroporphyrin proteinlerle reaksiyona girmektedir
En 6nemli reaksiyonlarindan birisi sitosolik guanilat siklaz ile ofanidir. Bu
reaksiyonun sonunda nitrosyl-heme-enzyme (gl kompleksi olusur, ki bu
kompleks c¢oziinebilir guanilat siklazin (sGC; soluble guanylate cyclase)
aktive olmus halidir sGC aktivasyonu ile hiicrede siklik guanozin 3, 5-
monofosfat (¢cGMP)in Uretiminde artig olmaktadir (65, 67,100). NO igin
hiicrede ikinci haberci rolinde olan ¢cGMP, NO'nun neden oldugu etkilere
aracilik etmektedir (39, 45, 59). '

2.3.3.2. NOS izoformlarinin Bébrekte Dagtlim

Vicutta NOS substrati olan L-arginin'in esas kaynag bobreklerdir ve
bobrek blyk bir NO sentez kapasitesine sahiptir (92) Genel olarak bébrekte
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jen NO'nun otokrin veya parakrin olarak renal tubuler ve vaskuler
slyonian etkiledigi kabul edilmektedir (56, 57, 59)

‘Tabio 2.1: Bébrekte NOS izoformlarinin dadilimi ve cGMP miktarlar

{ okalizasyon eNOS, nNOS iNOS cGMP
&gl rﬁerﬂler damarlar +
Iomerﬁlus + T+ Iy
pqus._.irr':al kivrimh tibal . o+
'k_s;i}nai duz tubdl s —
’ ﬁ:je;dt]iter kalin henle + Eser miktarda
' :ed(JI:l.er kalin henle ++ Eser miktarda
aku!é densa P
al tabU +
'_c':_n’_tikal toplayici kanal ‘ + o+ sy
_|'§:_:r.r.1'eduller toplayict kanal + +4 ++
"rh_e_di]l]er toplayici kanal bt ++ +
.fed:uller interstisyal hicreler +

Cesitli galigmalarda bébrekte nNOS, INOS ve eNOS enzimatik
_aktlvste5| ve MRNA ekspersyonu oldugu gosterilmistir. Bunlardan nNOS;
makula densa, i¢c ve dis meduller toplayici kanallar, glomertler visceral
epitelyum ve efferent arterioiin epitel hiicrelerinde ve perivaskller konnektif
dokunun renal sinirlerinde lokalize olmustur (56, 57, 59, 68) Glomeriiler
kapillerlerin, afferent ve efferent arterioflerin, intrarenal arterlerin ve medulier
vasa recta'nin endotelyumunda eNOS varli§i saptanmigtir (56, 62, 69).
Sitokinlere cevaben tim viicutta ekspresyonu artan iNOS ise normal
fizyolojik kosullarda bébredin  ¢ikan kalin  henlesinde, S3 proksimal
segmentinde, toplayict kanallarinda ve arkuat arterierde eksprese
ediimektedir (39, 50, 59, 63-67, 100).

Biyokimyasal galismalar sonucunda renal medullanin renai korteksten
daha buyik bir NO Uretim kapasitesi oldugu (66) ve bazal meduiler NOS
- aktivitesinin renal korteksten ¢ kat fazla oldugu gésteriimistir (39)
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Bobrekte NOS aktivitesinin segmental dagiimini saptamak amaciyla,
e renal tubller ve vaskuler segmentlerde NOS aktivitesinin analizler;
apiimis ve ig meduller toplayici kanallarin en fazia NOS aktivitesine sahip
gment oldugu gorlimUstir. Vasa recta ve glomerulus, ic mediiller toplayici
anallardan sonra en yuksek NOS aktivitesine sahip segmentlerdir. Bébrek
fron segmentlerinin farkli béigelerinde guanilat siklaz ve NOS’un
okalizasyonu Tablo-2 1 de gésterilmektedir (66).

2.4 _'_'_-Bbbrek Fonksiyoniari ve Nitrik Oksid

© Bir serbest radikal olan NO: bébrekte sivi ve sodyum geri emilimi,
enal hemodinami, renin sekresyonu ve tibtilogiomeriiler feedback cevap
ibi cesitli fonksiyonlar tzerine etkilidir (59, 60, 65, 66, 70, 71). Aynca
brekte Cyclooxygenase-1 ve 2 aktivasyonu yaparak prostagtandinlerin
‘Uretiminde artisa neden oimaktadir (50, 63, 69) Difuzyon yeteneginden
_dolay renal damarlarda ya da herhangi bir nefron segmentinde Uretilen NO,
_gevre yapllardaki fonksiyonlar etkileyebiimektedir (39, 47, 71). lzole
roksimal tubtllerde NOS aktivitesi 4-5 nmol L-[*H]citrulline.mg protein™! saat
olarak bildirilmistir (67).

.2;:4.1. NO ve Renal Hemodinami

B Endotelyum, renal hemodinaminin, sodyum geri  emiliminin,
natrirezisin ve ekskresyon fonksiyonlarinin diizenlenmesinde énemli bir rol
oynamaktadir  Normal endotelyumun vazodilatsr ve vazokonstrikisr
‘mediatdrler arasindaki dengeyi saglamasi ve hemostasise etkisi renal
+ fonksiyonlarin kontrolunde &nemli bir yere sahiptir NO afferent erterioler
“tontstn  yerel duzenlenmesindeki ve mesengiumun  gevsemesindeki
-~ rollinden dolay: glomeruler perfiizyonda blyuk bir éneme sahiptir (100, 111,
112, 121). Ayrica NO'nun antiplatelet ve antitrombotik etkileri glomertler
kapillerler icinde trombozisi engellemektedir Glomerulusta NO sentez
velveya salinimindaki bir azallg, glomeruler trombozisin artmasina ve
hicrese! proliferasyona neden olmaktadir (95).

Farkli turlerde yapilan gesitli deneyler, NOS blokasyonunun, sistemik
kan basincini arttirdigini ve renal fonksiyonlarda degisime neden oldugunu
gostermistir. Sistemik kan basincinda bir degisim olmaksizin intrarenal NOS
aktivitesi inhibe edildiginde afferent arteriol direncinde artig, Kfde ve tek
nefron GFR’de azahs gozlenmektedir (560, 64,100).

Yapilan caligmalar, afferent arteriolde A-linin neden oldugu
vazokonstriksiyonu énlemede NO'nun énemli  rol adigini géstermekte, bu
nedenle NOS inhibisyonuna bagianan etkilerin bir kisminin Al aracill
vazokonstriksiyonun gticlenmesinden kaynaklandidi dustntimektedir (72,
39, 56, 57, 92) Renal damarlarda A-lI'nin neden oldugu vazokostriksiyona
kargi NO'nun bu koruyucu etkiyi nasil yaptigi tartisma konusudur. Uzerinde
durulan agiklamaya gére A-ll, NO dretimini arttirmakta ve bu sekilde kendi
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jonstriktor etkisini azaltmaktadir (90, 98, 99). Deng ve arkadaglarn (98}
‘Al infuzyonunun Uriner NO metabolitlerini (nitrit ve nitrat) arttirdiqini
0. tretiminde artiga neden oldugunu géstermiglerdir. Hennington ve
sjart (99) ise A-ll infuzyonunun renal eNOS mRNA Uretiminde artisa
“oldugunu ve uzun dénemde eNOS protein sentezinin arttigini
nig ve A-llnin kronik olarak bobrekte NO Uretimini arttirdigini

iglerdir

2. NO ve Renin Sekresyonu

Renin sentez ve sekresyonu; baroreseptérier, sempatik sinirer (§-
enerjiik), prostaglandinler ve distal tubul ile macula densadaki sivi
pozisyonu gibi faktorler ile kontrol edilmektedir (1-3). Tubller makula
hucrelerinde, sodyum transport aktivitesine cevaben olusan “makula
ensa sinyali’, Jukstaglomerller granuler hucrelere gelerek renin sentez ve '
yonunu inhibe etmektedir (59) Tubuler sividaki sodyum klorlr
santrasyonundaki artis macula densa sinyalinin dogmasina ve renin
syonunun azalmasina neden olur (56, 59). Bébrek ontogenezi sirasinda
lugumu ve renin ekspresyonu ard arda meydana gelmektedir. Bu bulgu
n sisteminin kontrolinde NO’'nun katkisint destekleyen bir bulgu ofarak
lendirilmektedir (59) Bulgularin coguna gére; in vivo akut veya subakut
OS inhibisyonu bazal renin sekresyonunu azaltmaktadir. Kronik NOS
isyonunda ise renin sekresyonu artmaktadir. [zole perflize bobrek L
deneyleri in vivoe deneylerle uyumlu olup, NO'nun renin sekresyonunu bl
digint géstermektedir (101). Ancak, farkll deney diizeneklerinde yapilan i
lismalar, NO'nun renin sekresyonu Uzerine etkileri hakkinda celigkili
buigularin ortaya ¢ikmasina neden olmustur (56, 59, 62, 68, 1086, 123).

3','NO ve Tiibliloglomeriiler Feedback (TGF) Cevap

-+ Macula densada, mesengiumda ve glomertiler arteriolde tretilen NO,
GF. cevabin duyarhligini dogrudan etkilemektedir. Tubller sistemde ve
veritibuler kapillerlerde uretilen NO'nun, hem tubiler transportu degistirdigi
em- de macula densa’'ya gelerek TGF cevab etkiledijine dair ¢alhismalar
Isa da (56, 59), TGF moduiasyonunu yapan NO’'nun makula densada nNOS
racilt uretiten NO oldugunu belirten galismalar gogunluktadir (39, 47, 57, 59,
3,.66). NOS inhibisyonunun TGF cevapta bir artiga yol agtidi bu nedenle,
endojen NO'nun TGF cevabt agagiya cektigi belirtimektedir (57, 69). Spesifik
NOS inhibitorlerinin ve nonspesifik NOS inhibitérlerinin her ikisinin de ayni
Uzeyde TGF cevap artisina yol agtigim gosteren calismalar, TGF
odulasyonunu yapan NO'nun macula densadaki nNOS tarafindan uretilen
0. havuzundan geldigi gorugunu desteklemektedir (56, 59, 100). NO'nun
aptii TGF modulasyonu; macula densada sodyum transportuna,
kstraglomertiler mezengiuma etkisi veya glomertler mikrodamarlara etkisi
Lyla olabilir (39, 47, 59, 63, 66)
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2.4.4. NO ve Eritropoietin Uretimi

Eritrosit yapiminda énemli bir fakiér olan eritropoietin'in  bébrekte
yapimi hipoksik kosullarda artmaktadir (1-3). Bdbregdin bu fonksiyonuna
NO'nun etkisi kesinlik kazanmamakla birlikte, hipoksik kosullarda meydana
gelen eritropoietin sentez artiginin non spesifik NOS inhibisyonu ile azaldigi
ve NO'nun ¢cGMP aracili olarak bu stimUlasyonda rol aldigi belirttilmektedir
(76, 126). |

2.4.5. NO ve Tiibiiler Transport

NO'nun tuz ve sodyum atimindaki rolii gosterilmistir NOS
inhibitdrlerinin renal arterden infuzyonu sodyum atiliminda bir inhibisyona
neden olmaktadir (48, 50, 57, 72, 92, 110, 122) NO'nun neden oldugu
natrilirezis, muhtemelen, A-II'nin proksimal tlbulde sodyum geri emiiimine
ofan etkisinin antagonize olmasina sekonder olarak, ve kortikal toplayici
kanallarda sodyum geri emiliminin inhibisyonu ile ortaya ¢ikmaktadir (48, 57,
120). NOS inhibitorleri ile sodyum atliminda meydana gelen azalma
cyclooxygenase inhibitorieri ile daha da artmaktadir. Bu nedenie intrarenal
prostaglandinier ile NO arasinda bir Hiskiden soz edilmekiedir. Yiksek tuz
diyeti uygulanan sigantarda NO metabolitierinin Griner atiiminda bir artig
olmasi  tuz-duyarls hipertansiyonda degisen NO  iretiminin rolind
gdstermektedir (72, 95).

Son 10 yidir yapiian calismalar ile NO'nun nefron transportunun
duzenlenmesindeki dnemi ortaya koyulmustur (47). Nefron boyunca NO’nun
etkiledigi tasiyicilar Tabio-2.2'de Ozetlenmistir.

Proksimal tubuler transport mekanizmalarina NO'nun  etkisini !
gostermek icin dizenlenen in vitro izole proksimal tiibul ve hicre kiltar
¢alismalarindan elde edilen sonuglar geliskilidir. McKee ve arkadaglari,
ekzojen ve endojen NO'nun, renal medulla dilimlerinde Na'/K™-ATPaz
aktivitesini inhibe ettigi gostermiglerdir. Guzman ve arkadaslar da mediiller
kortikal tubulierde hem lipopolisakkarit stimulasyonuyla artan endgjen
NO'nun, hem de SNP (04 mM) kaynakli ekzojen NO'nun Na'/K'-ATPaz
aktivitesini yakiasik %30 azalttigini bulmuglardir (46). OK (opossum Kidney)
hicrelerde yapilan calismalarda da benzer bulgu saptanmis ve NO’nun bu
inhibisyonu genei mediatéri ¢cGMP araciliiyla yaptigr gosterilmistir (39, 45,
47, 50) :

Proksimal tubdl epitel hiicresinin apikal membraninda yerlesmis olan
Na'/H* exchanger aktivitesinin de NO tarafindan (10° M SNP) %30
azaitildigi ve bu inhibisyonun L-NAME ile ortadan kalktigl, fakat cGMP
analoglariyia (10° M 8-BreGMP) tekrar gézlendigi gosteritmistir. Yani NO,
NHE aktivitesini de cGMP aracili bir mekanizmayla inhibe etmektedir (39, 45-
48, 50, 110)
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ablo 2.2: Farkl nefron segmentlerinde tagiyici proteinler Gzerine NO'nun etkisi

155|y|c| Nefron Segmenti Etki

Ik -ATPaz Proksimal tibtd Inhibisyon
T ATPaz Cikan kalin henle Etkisiz
TPaz Kortikatl toplayici kanallar Etkisiz
Proksimal tibl inhibisyan
Cikan kalin henle inhibisyon
Cikan kalin henle inhibisyon
Kortikat toplayici kanallar {nhibisyon
l¢ meduller toplayici kanallar Stimilasyon
kanaiiar Cikan kalin henie Etkisiz, Stimulasyon
: -kanal!ara Kortikal toplayici kanallar Stimulasyen, Inhibisyon

_ Diger taraftan, sican bébreklerinde vyapilan  mikroperfuzyon
‘calismalarinda, proksimal tubuler sodyum ve bikarbonat transportunda
'NO'nun bifazik etkiye sahip oldudu gosteriimisgtir (47, 66) 1uM
sodyumnitroprussid (SNP) luminal perfuzyon solusyonuna eklendidinde,
proksimal tubiiler sivi ve bikarbonat geri emiliminin %50-70 oraninda arttidi
saptanmigtir  Bu artisin ¢cGMP badiml oldudu ve bu olaya Na'/H' es-
_ degistirici  stimulasyonunun aracihk ettii gdsterilmigtir (47) 1mM SNP
eklendigi zaman ise proksimal tibuler sivi ve bikarbonat geri emiliminin %50-
70 azaldidi gésterilmistir. Bu verilere dayanarak NO'nun dusik dozlarda
proksimal tiibuler geri emilimi stimile ettigi, yuksek dozlarda ise inhibe ettigi
s&ylenebilir (67). Ancak tum in vivo galismalar genel olarak NO'nun proksimal
tubtiler transportu azalttigini gostermektedir (47). Bobrek korteksinde
endojen NO miktarinin yaklagik 90 nM oldugu dikkate alinirsa (121) mevcut
NO nun fizyolojik kosullarda socdyum emilimini en azindan inhibe etmemesi
gerekir

2.5, Ama¢

Yukarida 6zetlenen galigmalarin sonuglan celismekle birlikte, NO nun
hidrojen iyonu taginmasinda rolu oldugu hepsinin ortak goéstergesidir
Hidrojen iyonu sekresyonu ile amonyak yapim ve salgisi arasinda paralellik
vardir. A-ll, insulin, PTH gibi Na'/H" es-degistirici ve Na'/K'-ATPaz uzerine
etkili pek ¢ok faktérin amonyak yapim ve sekresyonunu etkiledikleri
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i, pek ¢ok faktdrun amonyak yapim ve sekresyonunu etkiledikleri
osterllmigtlr Ancak, ayni tasiyicilara inhibitér etkisi oldugu bildirilen nitrik
ksidin amonyak yapim ve salgisini nasil etkiledigi konusunda literatr
|g|sme rastlanmamisgtir

AT1a reseptor aracifi olarak A-ll proksimal tibilden amonyak yapimini
stimlle ederken ayni zamanda NO yapimini da arttirmaktadir (49) Na'/H*
degistirici ve Na*/K'-ATPaz ‘1 aktive ederek amonyak salgisini artiiran A-ll
n-ayni zamanda bu proteinieri inhibe eden NO'yu da salgilatmasi, A-il nin
onyak yaptirict  guctnun dengelenmesinde nitrik  oksidin  énemli
olabilecegini dusundurmektedir. Bir bagka ifade ile, A-ll kendi amonyak
yaptlrlcu etkisini, salgiattigi nitrik oksid aracilidi ile dizenliyor olabilir Ancak
literaturde nitrik oksidin amonyak yapim ve saigisina dogrudan etkisini
g:dsteren bir callsma mevcut olmadi§indan bu olasitik agik degildir

Bu nedenle, nitrik oksidin proksimal tubllden amonyak yapimina
dogrudan etkisinin incelenmesi gerekmektedir. Bu konuya agiklik getirmek
amac ile bu ¢aligmada, sigan bébrek korteks dilimlerinde amonyak yapimina
itrik oksidin dogrudan etkisi olup olmadid! aragtirnimak istenmistir.




futulmayan siganlar eter a
islemi ile slduruldi. Gogus
krebs ile kandan arindinia
konuldular. Sogutuimug cam
e zar temizlendi. Boyuna i
korteks dilimlendi.
hobrekten elde edile

Akdeniz  Universitesi Tip Fakuttes
gergekle§tirilen bu deneysel
Wistar siganiar kullanildi D

calismada 2-3 ayli
eney oncesinde herhangi bir ozel igle

MATERYAL VE METOD

Fizyoloji Anabilim Dal'nda
k, 250-300 g, erigkin, erkek

me tabi

nestezisi ile bayiltildiktan sonra, kansizlagtirma
kafesleri acilarak, torasik aortadan verilen soguk

Her defasinda iki
n korteks dilimleri birlestirilerek bir havuz elde edildi

n her iki bobrek, daha sonra soguk krebs icine
plak uzerinde babreklerin di
kiye botunerek medulla uzaklastinidi ve kalan

sindaki yad dokusu

denek caligmaya alindi ve dor

Tablo 3.1: Deney gruplarn

GRUPLAR RENAL ORTAM STIMULAN | INHIBITOR SURE
KORTEK
S
GRUP 1 LMS (0.5mM)
(Krebs) 150 mg 3 ml Krebs YOK YOK 120 dk
GRUP 2 L-giutamin
(Glut) 150 mg (1 Mm) YOK YOK 120 dk
LMS (0 5mM)
3 ml krebs
GRUP 3 L-glutamin L-NAME
(L-NM) 150 mg (1 Mm) YOK (107 M) 120 dk
LMS (0.5mM)
3 ml krebs
GRUP 4 L-glutamin Al
(A-Il) 150 mg (1 Mm) (107M) YOK 120 dk
LMS (0 5mM)
3 mi krebs
GRUP 5 L-glutamin Al L-NAME
(A-lI+L-NM) 150 mg (1 Mm) (107M) (10 M) 120 dk.
LMS (0.5mM)
3 ml krebs
GRUP 86 L-glutamin Al L-CAN
(A-Il+L-CAN) 150 mg (1 Mm) (107M) (10°M) 120 dk
LMS (0.5m)
3 ml krebs
GRUP 7 L-glutamin A-ll L-NAME
(A-ll+L-NM+S) | 150 mg (1 Mm) (107M) (1o0* M) 120 dk
LMS (0 5mM) SNAP (107 M)
3 mi krebs
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Deneylerde;

o 1 mM Glutamin (Sigma,G-3146) amonyak yapiminda substrat
olarak

e 10* M Na-nitro-L-arginin metil ester (L-NAME, Sigma, N-5751),
non spesifik NOS inhibitori) olarak

e 10° M L-Canavanin (Sigma, C-1625) spesifik iINOS inhibitsri
olarak

« 10° M S-nitroso-N-acetyl-penicillamine (SNAP, Sigma, N-3398)
NO dondrl olarak

o 107M Angiotensin I (Sigma, A-9525) proksimal tubdl amonyak
Gretiminde uyanci ajan olarak kullanilmistir.

Tablo 3.7'de belirtilen protokole gére hazirlanmis ve iginde 3 mi,
glutaminli veya glutaminsiz, 18 saat %95 O, %5 CO, ile gazlandinimig krebs
iceren erlenlere 100-150 mg renal korteks dilimleri eklendi. Dokulardaki
glutamatin endojen “glutamin sentaz” ile glutamine dénlsimini engeliemek
(108) amaci ile Glutamin sentaz inhibitori “L-methionin sulfoksiming” (LMS,

0.5 mM, Sigma, M-5379) her ttipe eklendi ve galigsmalar duplicate. olarak
yapildi. -

Inkiibasyon ortami (krebs tamponu): pH 7.4

17 mM sodyum klortir (Sodium chioride, NaCl, Sigma, S-7653)

4.7 mM potasyum klorur (Potassium chloride, KCI, Merck, 4935),

: 25 mM sodyum bikarbonat (Sodium bicarbonate, NaHCOs, Merck,
' 6323)
. 16 mM monosodyum fosfat (Monosodium phosphate; NaH,POQ,,
Sigma, S-8282),

. 11 mM glukoz (Glucose, Sigma, S-7528),

2.4 mM kalsiyum klorir (Calcium chloride, CaCls, Merck, 2380),

. 06 mM magnezyum klorir (Magnesium chloride (hexahydrate)
MgCl, 6H,0, Merck, 5832)
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Korteks dilimleri 37 °C’de, ortamda 120 dakika stre ile inkiibe edildi ve
. esnada ortama %985 O; %5 CO, ile gazlandirimaya devam edildi
nkibasyon ortamindan 15, 60 ve 120. dakikalarda amonyak tayini icin érnek
hinip yerine esit hacimde krebs eklendi. 120 dakikanin sonunda erlenler buz
cine alinarak reaksiyon durduruldu. Doku ve ortam ayn tiplere aktariidi.
rtamdaki ve doku homojenatiarindaki amonyak ile nitrit Sigimi deney gln
__ya'plifrken, diger parametreler icin ayrilan érnekler —80 °C'de caligilincaya
kadar saklandilar.

Homojenizasyon Tamponu (pH: 7.2) {34):

o (.44 M Sukroz (Sucrose, S-8501),

» 5 mM MgCl; (Magnesium chloride (hexahydrate) MgCl, 6H20,
Merck, 5832),

¢ 10 mM Tris (AnalaR Biochemical, 10315) (pH:7 2)

_ Homojenizasyon tupune alinan doku UOzerine 3 ml soduk tampon
eklenerek teflon uclu doku homojenizatérll (TRI-R STIR-R, Model K43) ile
dokular 9500 rpm'de 20 saniye homojenize edildiler. Islem sirasinda
homojenizasyon tlipl sirekli buz iginde tutuldu, Elde edilen doku homojenati
buz iginde saklanan ayn bir tipe aktarildi. Lowry ile protein tayini igin
- homojenat ornedi saklandikian sonra kalan homojenatlar 10 dakika, 11000
- 1pm de santriflj edilip olugsan sUpernetanlan; nitrit, nitrat, amonyak ve
giutamin tayinleri icin kulianid.

3.1. Nitrit Tayini

Bobrek dokusunda ve inkiubasyon ortaminda yapilan nitrit digimieri
spektrofotometrik Griess metodu ile yapitmistir (111, 112). Sonuglar nM/g
protein olarak verilmigtir.

Prensip: Asidik ortamda nitrit (NO'); nitroz aside (NHNO;) déniisur ve
Griess A reaktifindeki sulfonilamidi diazotize eder Bu sulfonilamid-diazonium
tuzu Griess B reaktifindeki naftiletilendiamin ile reaksiyona girerek,
spektrofotometrik olarak 540 nm dalga boyunda élgiilebilen eflatun renkli bir
kromofor olugturur.

Reaktifler ve kimyasallar:

1. CoHsOH (% 99 5'lik Absoll alkol)
2. CHsCl3 (Chioroform, Merck, 2431)
3. NaNO; (Sodyum nitrite, Sigma, S-2252)
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4 Griess A reaktifi: %5'lik (v/v) Fosforik asitteki (HsPO4 ortho-Phosphoric
acid %85, Merck, 563) %1'lik (w/v) Sulfonilamide (CsHsN202S, Sigma, S-
9251)

5 GCriess B reaktifi  %01lik (w/v) CisH14N2 2HCI (N-(1-Naphtyl)
Ethylendiamine Dihidrochloride, Sigma, N-9125)

fslemler: 2 ml kér, standart ve numune (bdbrek homojenatinin
santrifijunden eide edilen supernetant ve inkibasyon ortamindan alinan
ornekler) konulan tuplerin Uzerine 3 5 ml buzda bekletilen bidistile su ilave
edildi. 1 ml etanol ve 0.6 mi kloroform ekiendikien sonra 20 saniyelik vorieks
islemi uygulandi. Ardindan tipler 4500 rpm’de 10 dakika santrifij edildi Bu
sekilde presipitasyonla proteinleri uzaklastirilan (deproteinize) siipernetandan
nitrit tayini i¢in 1 mi alinarak kugiik tiplere aktarildi. Uzerine 0.25 ml Griess A
reaktifi ilave edildikten 5 dakika sonra 0.25 mi Griess B reaktifi eklendi ve 5
dakikalik beklemeyi takiben tim tUplerin 540 nm dalga boyundaki absorbans
degerleri, kére karsi spektrofotometrede (Shimadzu UV 1600) okundu.

3.2. Nitrat Tayini

120 dk'lik inkubasyon suresi sonunda, bir kismt nitrat seklinde
oksitlenmis olan nitritin  miktarini belirlemek amaciyla, nitritin yani sira,
Bories'in yéntemine gore (86) nitrat tayini de yapimistir. Bu yéntemde nitrat
duzeyi, tek basamak! end-point enzimatik yéntem ile Olclimustir Sonuglar
nM/g protein olarak veriimistir.

Prensip: Numunelerdeki nitrat dizeylerinin “nitrat reduktaz® ile nitrite
indirgendigi reaksiyonda, B-NADPH'In oksidasyonu sonucu 340 nm de
absorbansdaki dusus ile deferlendirildi. Ortama FAD elektron tasiyicis
olarak eklendi.

Reaktifler:
Nitrat reduktaz (Aspergillus} (500 U/L), (Sigma, N-7265)
2 Flavin adenin dintkleotid (0.2 mmol/L), (FAD Sigma, F-6625)
3 RedUkte nikotinamid adenin dintikleotid fosfat (12 mmol/L), (B-
NADPH, Sigma, N-1630)
Sodyum nitrat (sodium nitrate, NaNQj3, Sigma, S-8170)
5. Fosfat tamponu (100 mmol/L; KH.PO, ve KaHPOQ,) (pH: 7.5)

islemler: icerisinde 250 plL potasyum fosfat tamponu, 50 uL distile su,
50 pL FAD, 10 pL B-NADPH ve 100 pl numune bulunan tupler 25 °C de
dengeye getirildi Enzimatik reaksiyonu baslatmak icin 40 pL Nitrat Rediiktaz
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eklendi. FAD nin fotolabilitesinden dolayl reaksiyon karanhk ortamda
gergeklestirildi 45 dakika sonra numunelerin absorbansi 340 nm de 6lgtldu.

Numune kérQ: Her bir numune igin humune kérl, 40 ul nitrat redlktaz
yerine 40 pl distile su kullanilarak hazirlandi

Reaktif kori: 250 L potasyum fosfat tamponu, 50 pl. distile su, 50 uL
FAD, 10 pL B-NADPH ve 150 ul distile suya ilaveten 40 puL nitrat reduktazin
varliginda ve yoklugunda 6lcida.
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$Sekil 3.1: Nitratin zamana bagii nitrite indirgenmesi

Hesaplama: Numunelerdeki nitrat konsantrasyonu asagidaki formul
ile hesaplandi. |
C=AA x faktor

AA= A numune keri = A numune - A reaktif ko
Faktér=Vr+/Vn x 1/ x 1/€340 = 08

Vr = Reaksiyon total hacmi (500 pl)

VN = Numune hacmi (100 pL)

| = Isik yolu (1 cm)

gaq0 = [-NADPH in 340 nm de milimolar absorptivitesi

(6.22 mmol ' .cm ™)
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3.3. L-Glutamin Tayini

- olugumunu geri déniisumit olarak kataliziemektedir Enzim ayni zamanda
~ glutaminin arsenolizizini de katalizlemektedir Bu sirada glutamin ve
- hidroksilaminden gama- glutamyihydroxamat olusmaktadir Reaksiyonda
~ ATP veya ADP'den katalitk miktarda olmasi gereklidir. Reaksiyonun bir
drinu olan gama- glutamylhydroxamate’in Fe** ile olugturdugu kompleksin
renkli olmasi yéntemin temelini olugturmaktadir (1 13).

Glutamine Synthetase
Glutamine + NH.OH » y-glutamylhydroxamate + NHj

Reaktif ve kimyasallar:

1. Tris tamponu (0.8 mol/l, pH 7.7); 800 ml distile su icinde 97 g Tris (AnalaR
Biochemical, 10315) eritilir, konsantre HC! ile pH 7. 7'ye getirilir, distile su
ile son hacim 1000 ml'ye getirilir.

2. Arsenat sollsyonu (02 mol/l): 6.2 g: disodyum hidrojen arsenat
(Disodium hydrogen arsenate, Na,HASO,.7H,0, Sigma, AB756) 100 mi
distile su icinde eritilir

Manganez soitisyonu (0.2 mol/l): 34 g manganez sulfat (Manganase
suifate, MnSO. H20, Merck, 5959) 100 mi distile su icinde eritilir

Ferric chioride/TCA reaktifi; 5 g demir (II1)-klorur (Iron (i) chioride,
FeCls 6H.0, Merck, 3946) ve 10 g trikloroasetik asit (trichloroacetic acid,
Sigma, T-8159) bir miktar distile su iginde eritilir. 25 m! konsantre HCl
eklenir, son hacim distile su ile 300 ml'ye getirilir.

Glutamin sentaz (Glutamine synthetase, Sigma, G-3144; 1 mg protein/mt;
20 kU/ml); stok sollisyon 01 molA, pH7 7 olan tris tamponu ile
sulandirilarak kuftanilir.

Ofgum karigimi (10 numune igin);

e 139 mg NH,OH.HCI,

* 13 mg ADP-Na; (Adenosine 5 -diphosphate, Sigma, A-2754),
e 5 ml tris tamponu,

* 1 mlarsenat solusyonu,

* 005 ml manganez solusyonu

¢ 1 mlNaGH (2 mol/l) karigtirnlarak hazirlanir.
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islemler: 120 mi numune (inkibasyon ortami veya homojenat
gpernetantl) Uzerine 0.7 mi &lcim karisimi ve 01 mi glutamin synthetase
eklenir. 30 dk boyunca 37 °C'de inkibe edilir inkiibe edilen karigima 2 mi
ferric chloride/TCA reaktifi eklenir, kanstirilir, santriflij edilir, sUpernetant
“ahinir. Reaktif eklendikten yarim saat sonra 500 nm dalga boyunda, kére
ars 6lgUm yapilir (113).

Glutamin  analizinin  spesifikliginin saptanmasi.  Glutamin tayin
~metodunun diger amino asitlerle reaksiyona girip girmedigini saptamak amaci
ite 100 pM L-arginine ve 100 uM L-citrulline iceren krebste glutamin analizi

'yapiidi ve absorbansin negatif oldugu saptandi. Yéntemin hassasiyeti 500
'nM glutamin olarak dl¢Uldu

Doku ve ortam glutamin miktari pM/g protein olarak verilmistir.
Dokunun kuliandigi glutamin miktarnini hesaplarken; krebs grubunun (ortama
+ glutamin eklenmedi)} doku ve ortam glutamin degerlerinin toplami (uM/g
* protein) bazal glutamin olarak kabul edildi. Diger gruplarda ise ortama
- eklenen 1 mM glutaminin pM/g protein degeri hesaplandi. Bazal glutamin ile
- eklenen glutaminin toplamindan, inklibasyon sonu ortam ve dokuda bulunan
-~ total glutamin (uM/g protein) dederi cikarilarak dokunun kullandig glutamin
miktari (uM/g protein) hesaplandi.

3.4. Amonyak Tayini

Prensip: Inkiibasyon ortamindan 15, 60 ve 120. dakikalarda alinan
orneklerde ve doku homojenatinin siipernetaninda amonyak tayini Berthelot
reaksiyonuna dayali kolorimetrik bir yéntem ile yapildt (82). Bu reaksiyonda
amonyak alkali ortamda, fenol ve sodyumn hipobromar veya sodyum
hipoklorir varsa mavi bir renk olusturmaktadir

Reaktif ve kimyasallar:

1. Phencl-peatacynonitrosyloferate solusyonu ;70 g %88lik fenol
(Phenol,CgHgO, Riedel-de Haen, 16017) ve 0.25 g Sodyum nitropurisit
(Sodium nitroprusside, NasFe(CN)sNO, Sigma, S-0501) 1 litre distile su
icinde eritilerek hazirlanir

Alkalin hipokiorit sollisyonu; 20 g NaOH ve 43 ml %5.25'lik sodyum

hipoklorit (Sodium hypochlorite, NaOCI, Sigma; 42,504-4) 1 litre distile su
icinde eritilir

i§lemler: 15 mi'lik test tupud icine 0.2 m! numune konulur. Numunelerin
uzerine 1 mi Phenol-peatacynonitrosyloferate solusyonu eklenir. Tlpler
vorteksleme iglemiyle karistirilip 5 dakika beklemeyi takiben tiplere 1 ml
Alkalin hipokiorit soliisyonu eklenir. Butin tlipler 40 dakika boyunca, 37°C’ de
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su banyosunda bekietilir Inkiibasyon bitiminde tuplere 10 ml distile su
eklenir. 625 nm’'de kdre kargl okunur (82)

Amonyak sonuglarinin ifade edilmesi: 15, 60 ve 120.dakikalarda
. ortama salinan amonyak ile 2 saatin sonundaki doku amonyagdi uM/g protein
(total protein) olarak hesaplanmigtir. Total amonyak ise 120 dakikada ortama

salinan amonyak (pM/g protein) ile doku amonyaginin (pM/g protein)
toplanmas| sonucu elde edilmistir (uM/g protein).

NHs/glutamin orani: Her tipte kullanilan glutamin miktarina (mol
olarak) isabet eden amonyak miktari (mol olarak) orantiianmistir. 1 mol
glutamin en fazla 2 mol amonyak yapacadl igin bu oran 0-2 arasinda
degismektedir.

3.5. Protein Tayini

Doku homojenatindan alinan &drneklerde ve inkubasyon ortaminda
Lowry metoduna gbre (73) protein analizi yapiimstir

Prensip: Bazik ortamda proteinlerin Cu*? (bakir) ile reaksiyona girerek
olusturduklar bakir-peptid komplekslerinin, Folin reaktifi varliginda tirozin ve
triptofan kalintilari ile birlesmesiyle olusan renkli bilesiklerin spektrofotometrik
olarak saptanmasina dayanmaktadir.

Reaktif ve Kimyasallar:
1- Sigir albumini (Albumine Bovine, Sigma, A-8022) 1 mg/ml'lik standart

2- NaOH (Sodium hydroxide, Merck, 6462) 1 N

3- D reaktifi: asagida belirtilen ¢ézeltilerden taze olarak hazirlanmigtir.

10 ml, %2'lik Na2CO3 (sodium carbonate, anhydrous, Merck, 6398),
01 ml % Tlik CuSO4 (Copper () sulfate, Merck, 2787)
0.1 ml %2'lik CsH4NaxOg (di-Sodium tartarate, Merck, 6662)

4- Folin reaktifi (Folin & Ciocalteu's Phenol Reagent, Sigma, F-9252)

Islemler: 0 1 ml numune veya standart tizerine 0.1 ml NaOH ve 1 ml
D reaktifi eklendi oda sicakliginda dengeye getirildi. Ardindan bitin tlplere
1:1 oraninda sulandinlmis Folin reaktifinden 0.1 ml eklenerek oda isisinda ve
karanlikta 30 dakika bekletildi. Surenin bitiminde tuplere 2 ml distile su
eklenerek 750 nm dalga boyunda kére kars! spektrofotometrede (Shimadzu
UV 1600) okuma yapiidi. Elde edilen standart grafiginden sonugiar mg/mi
protein olarak hesaplandi.
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120 dakikallk inkibasyonun sonunda, hem dokuda hem de
nkibasyon ortaminda protein miktarlarina bakilmis ve bu degerlerin toplami
total protein) amonyak, glutamin, nitrit ve nitrat duzeylerinin ifadesinde
ulfaniimigtir. Ortama salinan protein ise total proteinin ylizdesi olarak
esaplanmigtir

6 istatistik
- Sonuglar ortalama + standart hata olarak verilmistir. Gruplar arasi
farkiar t-testi, One-way ANOVA ve post hoc test olarak Newman-Keuls

kullantlarak degerlendirilmigtir. p<0.05 lzeri deferler istatistiksel olarak
enemli kabul edilmigtir
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BULGULAR

4.1.0n Galigma Bulgulari

4.1.1. Normal Oksijenasyonun Saglanmast

" Bir gece boyunca icinden %95 O; ve %5 CO» gegirilen krebs (pH 7 4) pO,
- degeri 37 °C'de 120 dakika inkube edildikten sonra clguldi ve bu deger 170 i
'+ 25 mmHg olarak bulundu Bu sonug deney esnasinda renal korteks
- dilimlerinin hipoksiye maruz kalmayacaginin kaniti olarak kabul ediidi

4.12. Hucre Canhliginin (viabilite) Test Edilmesi

Hucre caniih@ini test etmek amaci ile ortama konan korteks dilimlerindeki
baslangi¢ total LDH (Laktat dehidrogenaz) enzimi saptanmig ve 120 dakika
‘sonunda ortama bu miktarin % 36’stnin (71.5 + 4.1 U/mg protein) salgilandig .
bulunmustur Bu deger benzeri deney modeli ile glokoneogenez galismasi
‘yapan ve galismalanini givenilir bulan Gstraunthaler ve arkadasiarinin (19) :
bildirdigi 108 mU/mg protein LDH miktarindan oldukga dusiktir.

41.3 Deneyde Kullanilacak Angiotensin Il Dozunun Saptanmast

Kullanilacak A-ll'nin dozunu saptamak amaciyla; 107° - 10°% M Al
variiginda, 120 dakika inkiibasyondan sonra bobrek korteksinden ortama ‘
salinan amonyak miktart élctildu. A-li'nin yaptdi etki, A-ll'siz ortamla !
kargtlagtirip yuzde degisimler olarak hesaplandi (Sekil 3.6). Sonugta en fazla ‘
artis 107 M A-ll dozunda (% 26 77 + 8.1) gbzlendi. Literatiirde 10° M A-Il
dozu kuilanilmasina karsin, bizim ¢alismamiz igin en uygun dozun 107 M A-l|
oldugu bulundu.

4.1.4. Kullanilan Deney Modelinin Amaca Uygunlugunun Test Edilmesi

Deney modeiinin ve inktbasyon siresinin amaca uyguniugunu test etmek
amaclyla duzenlenen bu 6n calismada, bébrekte amonyak yapim ve
sekresyonunu arttirdigi  bilinen bir hormon olan Insiilin  kullantmistir.
Sonuglarimiz 107 M institinin 22 69 + 1 7'lik bir artis yaptigini géstermektedir.
Literattir ile uyumlu (9, 87, 109) olan bu sonucumuz, deney modelinin ve
inklibasyon suresinin amaca uygun oldugunu gostermektedir.
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‘2. Amonyak Bulgularn

ki saat sure ile 37 °C' de %5 CO; %95 Oz karisimi altinda, Krebs
sfat tamponu iginde inklbe edilen sigan bébrek korteks dilimlerinin ortama
Jlgiadiyl amonyak miktarl 31 98 + 1,76 uM/g protein ($ekil 4.3) ve dokunun
monyak igerigi 1964 + 0.87 uM/g protein (Sekil 4.4) ve total amonyak
eri 52 91£2 72 pM.g protem'1 (Sekil 4 5) olarak saptanmustir. $ekil 46 ve
'de géruldugu gibi krebs iginde 120 dakika inkibe edilen korteks
dilimlerinden ortama salgilanan amonyak miktari, zamana bagimh bir azahg
gbstermtgtlr Inklibasyonun 15. daktkasmda dilimlerden amonyak salgllama
hizi 1.25 £ 0.12 uM g protein™. dk™ iken, B0 dakikada 0.49 + 0.04 ve 120.
akikada 0 27 + 0.01 uM g protein™ dk™ deferine dusmus ve zamana bagl
u azalis istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (Tablo 4.1, p<0.001).

iy

- Ortama amonyak &ncll maddesi olarak 1 mM glutamin eklenmesi
amonyak yapiminda c¢ok onemli artiga neden olmugtur (p<0.001) 120
dakikada ortam amonyag) 64 11 £ 260 puMg protein™, doku amonyak miktar
ise 19.32 + 157 pM.g protein™ olarak saptanmigtir (Sekil 4.3 ve 4.4). Total
amonyak 84.38+3 8 uM g protein” (Sekil 4.5 ve Tablo 1) olarak bufunmustur.
Zamana badli amonyak salgl azaliginin glutamin igeren tuplerde de devam
ettigi gdzlenmigtir (Tablo 4 1). Giutam:nll ortamda 15. dakikada amonyak
yapim hizi 1.81 £ 021 uM g protein” dk™ iken bu deger 60. dakikada 0.84 =+
0.07 pM.g protein’ dk™ ve 120 dakikada 055 + 0.02 pM.g protein” dk™
olarak bulunmustur (Sekil 4.6 ve 4.7).

* 3k

e

o
<
.

ortam amonyak ¢M/g prot)

krebs alut E-NAME A-ll A-HL-NAME  A-lI+L-CAN A-lE-
NAME+SNAP

Sekil 4.3: Inkiibasyon sonu ortam amonyak miktarlar

Krebs grubu ile diger gruplaninin kargilagtinimas: * p<0.05, ** p<0.01, *p<0.001
Glutamin grubu ile diger gruplannin kargilastirnimas: # p<0 05, ## p<0 01
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Endojen nitrik oksidin amonyak yapimina etkisini incelemek icin
ama eklenen 10 M non selektif NO sentaz (NOS) inhibitoru (L-NAME),
gbrek korteks dilimlerinden salgilanan amonyak miktarlarini istatiksel olarak
nemli duzeyde arttirmigtir (p<0.01). L-NAME varliinda 120. dakikanin
onunda doku amonyak igerijindeki artis (23.29 + 393 uM/g protein)
stistiksel Snem gostermemistir (Sekil 4 4). Ancak 120 dakikanin sonunda
rtama salinan amonyak miktar 99.14 + 16 02 uM/g protein degerine ve total
amonyak igerigi 122.65+21.56 uM.g protein™ degerine yukseimistir (Sekil 4.3,
45 ve Tablo 4.1). Ortam ve total amonyak degerlerindeki bu degdisiklikler
glutaminli tuplerle karsiastinidijinda istatistiksel olarak 6nemli farkhlik
gostermistir (sirasiyla, p<0 01 ve p<0.05) NOS inhibitériintin, zamana bagh
amonyak yapimina da &nemli etkisi gézlenmistir L-NAME mevcudiyetinde
yapim hizi, 15 dakikada (299 + 056 pMg protein’.dk” ) glutamin
_grubundan Snemli 6lglde yuksek iken (p<001), giderek azalmis; 60
_ dakikada 1.35 £ 0 27 uM.g protein”.dk” ve 120. dakikada 0.83 + 0.16 pM.g
- protein™.dk™ duzeylerine indigi saptanmistir (Tablo 4.1). L-NAME'in neden
oldugu zamana bagh bu azahg glutamin grubu ile Kkargllagtinidiginda
statistiksel olarak farklt bulunmustur (15.dk'da p<0.01, 60 ve 120.dk'da
p<0.05) (Sekil 4 6 ve 4.7).

50 4

40 -

doku amonyak (:M/g prot)

krebs ghut L-NAME A-ll A-l+L-NAME  A-IHL-CAN A-lH-
NAME+SNAP

Sekil 4.4; Inktibasyon sonu doku amonyak miktariari
Glutamin grubu ile diger gruplarin karsilastinimasi * p<0,05
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Sekil 4.5: Inkitbasyon sonu total amonyak degerleri (ortam ve doku toplami)
. Krebs grubu ile diger gruplann kargllagtirlmasi; * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001
Glutamin grubu ile diger gruplarin karsilagtinimas: # p<0 05

Glutamin iceren ortama 107 M A-ll eklenmesi hem ortama salinan
amonyak miktarinda (p<0.05) hem de doku amonyak igeriginde (p<0.05)
onemli artisa neden olmustur (Tablo 4.1) A-ll ile 120 dakika inkUbasyondan
sonra ortamda amonyak miktari 85.93 + 4 10 uM/g protein (Sekil 4 3), doku
amonyak miktan 27.51 + 162 pM/g protein olarak Olcuimug (Sekil 4 4) ve
total amonyak miktan 120591919 uM/g protein olarak (Sekil 4.5)
hesaplanmigtir. A-ll ile stimilasyonun 15. dakikasinda amonyak yapim hiz
glutamin iceren tuplerdeki ile kargilagtinldiginda énemii artmistir (3.13 + 0 33
- uM g protein™.dk™, p<0.01) Bu deger 60 ve 120 inci dakikalarda azalarak
- sirasi ile 1.25 + 0.13 ve 081 £ 0.09 uM.g protein™ dk™ dizeylerine dismus
- ise de (Sekil 4.6 ve 4.7) glutaminin sebep oldudu amonyak yapim hizindan
 istatistiksel olarak énemli daha yuksektir (60 dk p<0.05 ve 120.dk p<0.01).

Glutamin L-NAME Al A-lHL-NAME A-lHL-Can A-lL-
NAME+SNAP
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pasyon ortamina 10° M L-NAME ve 107 M A-lnin birlikte
iin.-bobrek korteks dilimlerinde A-II'nin sebep oldugu amc_)nyak
ijave etkisi istatistiksel 6nem géstermemistir. 120 inci dakikada
nyak miktar 103.50 + 23,84, doku amonyagjt 26.24 + 4.53 ve total
129.78+27.28 uM g protein” olarak bulunmustur (Sekil 4.3, 4.4 ve
im hizindaki zamana bagli azalis bu grupta da devam etmis ve
5.dk'da 3.17 = 0.78 uM g protein™ dk™, 60.dk'da 1.34 + 0.35 uM g

120.dk'da ise 086 + 020 uMg proteindk’ olarak
tir. L-NAME ilavesi zamana bagli azaligta tek basina A-I'nin
iyi- degistirmemis ve istatistiksel olarak fark gézienmemigtir (Sekil

zaman (dk)

Krebs, glutamin, L.-NAME ve A-l| gruplarinda amonyak salg: hizi
Krebs grubu ile glutamin gruplarinin karsilastinimasi:;* p<0,05, **p<0,001
. Glutamin ile L-NAME gruplaninin karsiagtiriimasr; # p<0,05

Glutamin ile A-li gruplarinin karsilastirimasi;  p<0.05, 1f p<0.01




Adl~ =OF = A-IFL-NAME —A— A-JH+L-CAN — @ A-IHL-NANEJ-SNAP]

15 60 120

zaman (dk)

A?II, A-il+L-NAME, A-lI+L-Can, A-ll+L-NAME+SNAP gruplarinda amonyak
salgl hizi

OS'Un inhibe edildigi 1 mM glutaminli ortamda A-If'nin amonyak

etkisini_saptamak amaci ile bébrek korteks dilimleri 10% M L-
nin've 107 M A-lI’ ile 120 dakika inkibe edilmistir. 120 dakika sonra
amonyagt 111.02 + 24.77, doku amonyadi 29.15 + 653 ve total
k 140.18+29.8 M. g protein™ olarak saptanmistir (Sekil 43, 4.4 ve
ncak iINOS'un inhibe edilmesinin A-ll nin amonyak yapimini arttirict
atkis| istatistiksel olarak farkls bulunmamistir,  iINOS'un  inhibe
-l ye cevap olarak artan amonyak yapim hizini énemli dizeyde
ememis ve yapim hizi 15 dak'da 3.28 + 0.89 pM g protein™ dk™ 60.dk'da
10.28 uM g protein™ dk” ve 120.dk'da 0 93 + 021 uM g protein™ dk
k hesaplanmistir (Sekil 4 6 ve 4.8, Tablo 4. 1).

L-NAME ve A-fl igeren glutaminii ortama 10 M SNAP (NO donsra) iy
1e8. ortama salinan amonyak miktarinda istatistiksel &nem :
termeyen bir azaliga neden olmusg (80.71 + 15.07 uM.g protein™) (Sekil
Ve ‘doku amonyak miktarini tamamen glutamin grubunun degerlerine
nistir (19.85 + 3 54 pM.g protein™ ) (Sekil 4 4). Total amonyak degeri ise
4419.72 uM.g protein™ olarak bulunmustur (Sekil 4 5). Ortama eklenen
M ekzojen NO, bobrek kortikal dilimlerinde Al + L NAME'in yol agtigr
onyak salgt hizini degistirmemigtir (Sekil 4.8, Tablo 4 1). Gram protein
$Ina 15, dakikada 273 + 049 uM/dk olan amonyak salinim hizi, 60

“akikada 117 + 0.20 uM/dk ve 120 dakikada ise 0.76 + 0 14 uM/dk olarak
Saptanmistir (Sekit 4.6 ve 4 8)

A

o TN g el
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itrit ve Nitrat Bulgular

rek korteks dilimierinin nitrit ve nitrat duzeylera ortama eklenen glutamin, L-
i ve L-canavanin'den etkilenmemistir 10° M SNAP ekienen tuplerdeki nitrit
rigi ise eksojen olarak ekienen NO nedeni ile istatistiksel olarak &nemli bir
ermistir (Tablo 4.2, Sekil 4.9, 410, 4.11),

Glutamin L-NAME A-ll AlHL-NAME A-IHL-Can AL~

NAME+SNAP

4.9: Total nitrit degerleri
Krebs ite diger gruplann karsilastinimas; * p<0,01
Giutamin ile diger gruplann kargilastiriimasi # p<0,05 |
A-I+L-NAME ile diger gruplann karsilagtinimas) T p<0,01

L-NAME A-I A-IH-NAME A-IHL-Can A-THL -
NAME+SNAP

Glutamin

Total nitrat degerleri ‘
Krebs ile diger gruplarin karsilagtirimasi * p<0,001 ‘
Glutamin ile diger gruplann karsilagtiriimasi # p<0,001

A-lI+L-NAME ile diger gruplarin kargilastirimasi £ p<0,001
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B

Clutamin

L-NAME A-ll

Nitrit ve nitrat (NOx) degerleri
Krebs ile diger gruplann kargilagtinimasi

Glutamin ile diger gruplarin
A-ll+L-NAME ile diger grup

Tablo 4.2: Total nitrit, nitrat ve NOx degerleri

A-IHL-NAME  A-I+L-Can Alll-
NANME+SNAF

* p<0,001
karsilagtiriimasi # p<0,001
larin kargilagtinimast ¢ p<0,001

Total Nitrit Total Nitrat Nitrit ve Nitrat
0421005 17.25+ 319 1758+£323
047006 1132+197 1207 +192
040005 1054 +190 10.05+ 106
057008 1587202 16.23£219
045+ 005 13.37 101 1379+ 095
057+0.08 16.00 £ 1.80 17 13+£250
078008 #1 3576450 % # 36.41+445* #1
I

NAME ile diger gruplann k
stinimasi £ p<0.001

& zc‘iiger gruplann kargllagtiriimast * p<0 001
ile diger gruplann kargilastirimasi # p<0 001




ari

«rebs iginde inkube edilen babrek korteks dilimierinin
iktari ve ortamdaki giutamin miktarina bakilmig ve
otein Uzerinden hesaplanmistir. Krebs grubundaki ortam ve
{egerlerinin toplanmasiyla bazal glutamin  degeri
160 + 69.40 pM/g protein). Giutamin ekienen gruplarda;
glutamin, total protein uzerinden hesaplanmis ve bazal
vle toplanarak  olmasi gereken glutamin  degeri
Bu gruplarda inkiibasyon sonunda ortam ve doku glutamin
1 (uMig protein) olmasi gereken miktardan gikarilarak
n {(pM/g protein) miktar hesaplanmistir Buna gore;

gl amin variginda rena! korteks dilimierinin 120 dakikada
tamin 100.12 £ 14.00 pM/g protein'dir Sekil 4 12 ve Tablo 4 3
5 L-NAME varliginda bobrek korteks dilimlerinin kuilandig
43590 + 26 10 pM/g protein degerine yukselmigtir. A-ll ile
90+ 28.90 uM/g protein olarak bulunmustur A-ll ve L-NAME'in
masi esnasinda dokunun tukettigi glutamin miktar 152 30
otein olarak hesaplanmigtir iNOS inhibitéri L-Canavanin (10°
dokunun kullandigi glutamin 156 90 + 32.70 uMig protein
elmigtir 10°° M SNAP ve Al + L-NAME varligindaki glutamin
7 + 1815 puM/g protein'dir  Ancak giutamin kullaniminda
egisikliklerde istatistiksel olarak dnemli farkliik gézienmemistir

A-ll A-I+L-NAME  A-#+l-Can A-llL-
NAME+SNAP

Kullanilan glutamin degerleri
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K/ Glutamin Orani (Mol/Mol)

ékmahk inkiibasyonun sonunda, total amonyak (ortam ve doku
isrlarnin  toplami) degerinin, kullanilan glutamin degerine
|§ ve sonuclar Sekil 413 ile Tablo 4.2'de gosterilmistir
onunda, 1 mMol glutamin eklenen ortamdaki dokularda,
monyaga donus oran 087 + 0.08 olarak hesaplanmistir
o ‘akfivitesinin inhibe edildigi L-NAME grubunda, molar glutamin
amonyak orani 103 = 004’e gikmistir (p<0.01). 107 M A-l
jle bu deger 097 0 04 olarak bulunmustur (p<0.05). L-NAME
tisi le 1 mol glutaminin amonyada donusumu 1.06 + 0 08 olarak
o a6 INOS inhibitdru L-Canavanin ve A-ll varliginda glutaminin

“dénustm orani (093 + 003) glutaminli gruptakinden fark

igf’irf NO donéru SNAP'in ortama eklenmesi ile bu deder 092 +
h_esaplanmtg,t:r

§

A-T A-THL-NAME A-HL-Can A-THL-

NAME+SNAP
:13: Uretiten amonyak miktarlaninin kullaniian glutamin miktarlarina orani (mol/moi)

Glutamin grubu ile diger gruptarin kargilagtirimas * p<0,05, ™ p<0,01




ma Salinan Protein (% Total Protein)

bagyon sonunda, ortam ve doku protein miktarlannin
yla total protein elde edilmis ve ortama salinan protein total

kosullarda 120 dakikalik inkubasyonun sonunda total proteinin
0’1 ortama salinirken, 1 mM glutamin mevcudiyetinde bu deger
448'e yukselmistir (p<0.01). L-NAME variginda glutaminin sebep
tein salgisinda bir azalig oldugu gozlenmistir (%15.79 + 273,
Al ile inkibasyonda ortama salinan protein %1476 + 229
ne dusmustur (p<0.01) A-ll ve L-NAME ile A-ll ve L-canavanin
da bu dederler degismemistir; sirasiyla %16.52 + 1.57 ve %19 89 +
A1l ve L-NAME nin protein salinimini azaltici etkisi ortama ekienen 10°°
\P ile tamamen engellenmistir (%32 44+ 829, p<0.05) (Sekil 4 14 ve

04.3).

A-l+L-
NAME+SNAF

Krebs Glutamin L-NAME A-ll

Ortam proteini {{otal proteinin ylizdesi ofarak)

Krebs grubu ile diger gruplanmin karsilastinimasi * p<0 01

Glutamin grubu ile diger gruplaninin kargitagtinimast # p<0 05, ## p<0 01
A-l1+L-NAME ile A-1l+L-NAME+SNAP gruplarinin karsilastiriimasi; £ p<0.05
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on Bulgular

ruplarda uretilen amonyak (doku amonyak ve 120. dk amonyak degerlerinin
[lanilan giutamm degerleri arasinda istatistiksel olarak onemli bir

ptanmistir (R?=0 94, p<0.0001), (Sekil 4.15)

100 -

0+ T T
0 100 200 300

Kullarulan glutamin

4.15: Uretllen amonyak ile kullanilan glutamin arasindaki korelasyon;
R%=0.94, p<0 0001

ruplarda 120 dk. inkUbasyon sonunda ortama saltnan protein deJerleri ile
tamin degerleri arasinda istatiksel olarak énemii bir korelasyon saptanmlgtlr
08. Sekil 4.16). Her grubun bireysel verileri dikkate alindijinda saptanan R?
e istatistiksel dnemlilikleri farkh olup Sekil 4 17°de gosterilmigtir.
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TARTISMA

dukga altinda bir de@er oldugundan, deney suresince hiicrelerin
~bulgulanimizin literattrdeki benzeri calismalarin sonugiar ile
rilabilir nitelikte oldugu kanisina ulagilmistir

Deneylerimizde olgllen ortam amonyak degeri, bu calismada
pilan 0.5 mM LMS (Glutamin sentaz inhibitérd) ile amonyagin glutamat
mesi engellendiginden dogrudan salinan amonyag géstermektedir.
monyak miktarl ise yapildiktan sonra sitozoide kalan ve ¢ok az
‘da hucreden limene sahindidi halde bir sekilde ortama ¢tkamayip
[imeninde kalmis olan amonyad temsil etmektedir Ancak
rimizde renal kortikal dilimler kullanilmasi nedeni ile proksimatl tiibdil
U bozulmustur ve tubdl Jlumenine salinan maddelerin dogrudan
gegme sansi arttinlmigtir. Bu nedenle deneylerimizde ortam sivisinin
sivisint temsil ettigi varsaylimigtir

- Bobrek korteks dilimierinin 37 °C de PH si 7 4 olan krebs tamponu
e, 2 saat inkibe edilmesi esnasinda ortama salinan amonyak miktari,
ma 1 mM Glutamin eklendiginde cok anlamli bir artis gostermistir
ohyak oncll maddesi olan Glutamin'e bagli bu artig, literatir bilgileri ile
m icindedir (78, 80-82, 84, 107). Welbourne ve ark (77) 15 inci dakikada
an bébrek dilimlerinden ortama salinan amonyak miktarini 2.02 uM/g yas
oku olarak bildirmislerdir Bizim deneyimizde 1 g bébrek korteks dilimlerinin
5.inci dakikada rettigi 5.69 + 0.34 uM/g yas doku amonyak degeri, bsbrek
Kusunun yaklagik 1/3 0nUn korteksten olugtugu (1) ve glutaminden
amonyak Uretiminin kortekste gerceklestigi dikkate alimirsa, Welbourne'un
nuglari iie tamamen uyumiu bir bulgudur.

Bobrek amonyak yapimi ile figili bulgularin ¢ogu Izole perflze
nefronlar ile yapilan calismalardan elde edilmistir ve genis bir sapma
ergilemektedir. Welbourne ve ark (79) 1.3 mM glutamin mevcudiyetinde
Monyak yapimini 954 + 119 nMol/dakika olarak saptamig iken ayni deney
Nodelinde galigan Sastrasinh ve ark (80) bu degeri 510 + 50 nMol/dk olarak,
ubose ve arkadaslar (81) ise 154 + 022 uM/dk olarak bulmuslardir
__Proksimaf tubdl hiicre kidtirlerinde calisan Welbourne ve ark (25) Glutamin
varlifinda 18 saatte ortama salinan amonyak miktarini 5261 + 813 nMol/mg
protein ofarak belirlemiglerdir ki bu deger 2 saate indirgendiginde 584 pMol/g
protein olarak bulunur Meade ve arkadaslari (26) yine proksimal tubdil hicre
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yaptikiari bir caligmalarinda 1.8 mM giutamin varliginda amonyak
ni-0.144 "M mg protein™ dk™? olarak bulmuslardir Bu degerler
Gbulden salinan amonyak miktarinin deney modeli ve kosullarina
“cok blylk degisiklikler gosterdigini gostermektedir. Tek izole
malarinin sonuglari bile birbirini tutmaz iken, hlcre kultlrd veya
oks dilimierinden elde edilen bulgulann kanitatif olarak
vasi beklenemez ise de calismamizda,120 dakika suresince
jimlerden ortama salinan amonyak (549 + 20 nMol g protein™ dk™)
ol nefron galisma sonuglari olan 954 x 119 nMol/dk (79) ve 510 +
dk degerierine oidukga yakindir.

~alismamizda amonyak yapim hizi, daha onceki calismalari destekier
o inkibasyon sresi ile ters iligki sergilemistir (82, 84). Bazal olarak
digimiz glutaminsiz ortamda ve amonyak yapimi icin substrat olarak
iin. ekledigimiz ortamda, amonyak salgi hizinin 15 inci dakikada
imum dedere ulagtigl, 60 inci dakikada azaldidi ve 120 inci dakikada
ma indigi gézlenmistir. Amonyak yapim hizi (11, 12, 15, 85) ve
vak salgisinda gok énemii bir yere sahip olan NHE3 aktivitesinin (11-13,
pH dederi yakin iligki icinde oldudu bilinmektedir. Galigmamizda,
k korteks dilimlerinin 2 saatlik inkUbasyonu sonunda ortam pH'sinin
2 + 002 ye dustugu gozlenmistir. Azalan pH, NHE3 aktivitesini
- amonyak yapimini kisittamaktadir ki bu bizim deneylerimizde
gimiz amonyak yapim hizindaki dugmeyi agtktamaktadir

‘Proksimal tObil hicresinden amonyak yapimina pek gok faktorin
bilinmektedir. Bunlar arasinda angiotensin Il (14, 21, 22, 28, 29), instiin
87,109), norepinefrin (8, 42), paratroid hormon (8), dopamin (8), hippurat
atrial natritiretik peptid (53) ve troid hormonu (9, 41) sayilabilir. A-lI'nin
simal tUblilde amonyagenesisi stimile etti§i, hem fotal amonyak
mint hem de lumen igine amonyak sekresyonunu arttirdigi bildiriimistir
4,21, 22, 24, 28, 29, 44) Literaturdeki bu caligmalara dayanarak, bizim
neyimizde A-1l amonyak yapimini stimule edici ajan olarak kullaniimigtir

- Proksimal tubul segmentierinde yapilan pek ¢ok galigmada, A-ll'nin
Is0k (107%-10°° M) konsantrasyonlarda, AT1 reseptér araciligi ile amonyak
yapim ve sekresyonunu artiirdigi yUksek (107-10° M) dozlarda ise azalttig)
belirtiimektedir (22, 52, 54, 55). izole perfuze nefron ¢aligmalarinda amonyak
pimi igin kulfanilacak optimal A-ll dozu 10 M olarak bildirimig ise de,
kortikal dilimler kullanilarak yapilacak caligmamiz icin kullaniimasi gereken
€n-uygun dozun, 6n deneylerde 1077 M olmasi gerektigi bulunmustur. Bu
dozda A-ll, literaturle uyumiu olarak doku amonyak miktarini ve ortama
salgilanan amonyadi énemli olarak arttirmis, ayrica dokunun ortamdan aldig
lutamin miktari da %38 oraninda artmistir. On gahsmalar sirasinda
Wilandigimiz protein yapili bir hormon olan instlinin 10” M dozunda kortikal
_ _87rr;lgrden amonyak yapimini arttirmasi literattr ile uyumlu bir bulgudur (S,
87, 109)
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tubllde A-ll, apikal ve bazolateral membranda lokalize
veya AT1g reseptorleri aracii§: ile sodyum geri emilimine
ulunmaktadir (52). A-ll, hacre ici cAMP azaligi yaparak, NHE3
‘bazolateral membrandaki Na'/K* ATPase aktivitesini stimUle
u sekilde tubler Na geri emilimi ile birikte tubuler hidrojen iyon
da artirmaktadir (14, 29, 49, 92-94, 120) Proksimal tubil
utaminin deaminasyonu sonucu olugan amonyagin bir kismi
1ze olurken bir kismi da hicre iginde H*ile NH," olugturmak Uzere
oktadi.  NHs”Gn  lumene  sekresyonu  NHE  aracil
mektedir (11-18, 24, 107) A-lI'nin NHE3 tagiyicisini stimile edici
yicl aklivitesi ile hicre icine giutamin alimimi arasindaki paraleliik
1-23, 31, 32, 79) A-ll varliginda, hem glutamin tiketiminde hem
onyak yapiminda artig oldugunu gosteren bulgularimiz  ile
dir. A-ll iceren tiplerde amonyak yapim hizindaki zamana bagli
azalisin devam etmesi, ortam amonyaginin, A-II' ye gore NHE3
nde daha baskin roli cldugunu dugundurmektedir.

ndojen NO'nun proksimal tubuide Na'/K"-ATPaz ve NHE3 akfivitesini
figi ve Na" atiliminda hizlandirici bir etkiye sahip oldugu pek gok
rafindan gdsterilmistir (39, 45, 47-48, 50). Guzman ve arkadaslari
ojeén ve ekzojen NO'nun proksimal tubulde Na'/K'-ATPaz ve NHE3
ni.inhibe edici etkisini yaklasik %30 olarak saptamiglardir. Amonyak
yonunda Na'/K"-ATPaz ve NHE'In &nemli rolieri ve NO'nun bu tagiyict

olan inhibitér etkisi gdéz o6nune alindiginda, endojen NO'nun
sekresyonunu inhibe etmesi beklenir. Nitekim bizim L-NAME
k endojen NO Uuretimini baskiladigimiz deneylerimizde de amonyak
nunda anlamii artis saptanmis olmasi bu beklentinin dogrulandigini
rektedir. NO varliginin géstergesi olarak kullandidimiz nitrit nitrat
. L-NAME ile anlamii olarak degismemesine rafmen bir azaligin
‘gbzlenmis ve literatirdeki “endojen NO NHE aktivitesini %30 azaltir”
e uyumlu olarak L-NAME grubumuzda amonyak sekresyonu yaklagtk

A-ll ile NO arasindaki iligkiye isaret eden ve A-II'nin NO-cGMP
aktive ettigini belirten pek ¢ok calisma vardir. A-l'nin bobrek
r ve tubuler fonksiyonlar uzerine etkilerinde NO’nun bir negatif
ack mekanizmasi olugturarak, bu etkileri azalttigi belirtilmektedir (39,
19, 56-59, 61, 63, 64, 69, 90, 92, 93, 120). Ancak, A-llI'nin amonyak
imint arthrici etkisinde, A-ll aracili proksimal tubul kaynakii NO'nun rolu
hda bilgi mevcut degildir. Bununla birlikte bilinenler dikkate alindiginda,
Q' ve Adl'nin NHE3 ve Na'/K'-ATPaz uzerine olan etkileri zit yénli
dugundan, L-NAME ve A-Il'yi igeren tiiplerdeki amonyak yapiminin sadece
Il ile stimule edilen tuplerdeki amonyaktan daha fazla olmast beklenir.
tgtistiksel anlamlilik gézlenmese de elde edilen ortam ve doku amonyak
gerleri bu beklentiyi destekler sekildedir Ayrica, A-ll iceren tuplerde nitrit
trat seviyesinde gézlenen hafif artis ve L-NAME ilavesinin bu artigi ortadan
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mionyak sonuglari ile uyumlu olup, A-il aracili bir NO dretiminin
A §undurmekted|r

: rek':érde her 3 NOS izoformunun da buiundugu (39, 50, 59, 63-67),
sNOS hakim iken, Macula Densa ve Principal hiicrelerde nNOS,
b, Cikan Kalin Henle ve Distal kivrimli tiiblide ise iNOS'un NO
“sorumlu tutuldugu  bildiriimistir (39, 50, 59, 63-67). Bazal
_proksimal tubtilde iNOS, eNOS ve nNOS mRNA’sina
i ve NO nun fonksiyonel 6Snemi olamayacad ileri sirilse de (70)
‘cevaben proksimal tUbllde INOS aracili NO'nun arttigi
‘ark tarafindan gdsterilmistir (46). Bu bulgu Proksimal tlbul
resinde INOS ekspresyonu ve iNOS kokenli NO'nun tlbller

hibe edici etkisini bulan Kone ve ark (39) tarafindan
nmtg’_tir‘

simal tubulde A-ll aracili olan ve amonyak sekresyonunu inhibe
nun iINOS kokenli olup olmadigi kesinlik kazanmadidindan bunu
“igin galismamizda spesifik INOS inhibitorl L-canavanin (10° M)
istir. Non spesifik olarak NOS'un L-NAME ile inhibisyonu strasinda
ap olan amonyak yapimi ile L-canavanin variifindaki A-l'ye
cevaplarinin benzer olusu bizim deney kosullarimizda amonyak
tkileyen NO’nun iNOS aracilt oldugunu dugundurmektedir. Ancak,
kalsiyum bagimsiz 6zelligi, A-lI'nin hicre igi kalsiyum artigina dayall
tivasyonu ile NO'yu arttirdigini gosteren (39, 49) caligmalar ite
tedir. Ayrica, A-l varhiginda, nitrit nitrat seviyesinde L-NAME
zledigimiz hafif azalisin L-canavanin grubunda olmamasi da bu
miz ile gelismektedir

elbourne (81) ultrafilrata gegen glutaminin proksimal tubul epitel
sinde Na-bagimh amino asid tasiyici proteinler ile hiicre igine alindigini,
glutamin kullaniminin hiicre igi glutaminaz (PDG) aktivitesine oldugu
. tfransmembran sodyum farkina da bagii oldugunu géstermis ve bu
e sodyum gradientinin saglanmasinda gorev alan Na'/K'-ATPaz
tesini degigtiren faktdrlerin  hucre igine glutamin alimini  da
rebilecegini  belirtmigtir. Daha sonraki caligmalar bu  bulguyu
klemistir (23, 27, 31, 32). Calismamizda 120 dakikalik inkiibasyondan
-NAME ve A-ll gruplarinin Glutamin kullaniminda istatistiksel anlama
olmamakla birlikte yaptigi artis A-l'nin Na'/K'-ATPaz ve NHE
itesini arttinci ve bazal NO'nun ise bunlan azaltici etkisi Uzerinden Na
d-'e_'_f.l_t__i yaratarak glutamin alimmindaki artigt isaret eden caligmalarin
{ari ile uyumludur (22, 29, 34, 39, 44-49).

_voksim‘a! tubl hicresi ortamdan aldigi her mol glutamini, $ekil 2. 3'te
i__l.dUgU gibi tamamen amonyak ve a-ketogiutarata donlustirebilecedi gibi,
kismini alanin amino asidi ve matriks proteinlerinin yapiminda (27, 86)

Y glukoz (87) yapiminda da kullanabilir. Bu nedenle proksimal tubul




ortamdan aldi§ her mol glutamin igin Uretecekleri amonyak
ije 2 mol arasinda degigebilecektir Koliajen ve laminin gibi
r matriks proteinlerinin sentezi igin ortamda yeterli dncll amino
masi gerekmektedir. Proksimal tubtlde bu kaynak glutaminin amino
e glutamin transaminasyon yoladt (ALT) ile birlesmis olan protein
27) Glutamin variginda matriks proteinierinin yapimi stimile
(8, 27). Glutaminin matriks sentezinde gerekli éncil amino asid
esi igin Sekil 23 te gosterilen yolaklardan ALT yolaginin,
isyon yolagindan (GDH yolag)) daha aktif olmasi gerekmektedir.
‘képek proksimal tlblUlunde normal kosullarda bu yolaklardan ALT
| yolagindan g¢ok daha aktiftir (25, 27). Ancak hicre ici pH diigmesi
aska: stimulasyonlarin varhginda GDH yolagl on plana gegmektedir
u nedenle bazal kosullarda, ALT yolagdi inhibe edilmedigi taktirde,

n amonyaga donlisim orani ortalama 0.87 + 0.08 iken ortama
protein miktar artmistir. Bobrek korteks dilimlerinden ortama salinan
-efer matriks proteinlerini temsil ediyorsa- glutamin varhiginda 120
n sonunda ¢ok Onemli artis gostermistir ve kullanilan glutamin ile
sergilemistir (=085 p<0.003). Proksimal tiibtl hticrelerinin
ler matriks protein sentezindeki rolu ile uyum iginde olan bu bulgu
yak/glutamin oraninin birin altinda olmasi, fizyolojik kosullarda
. gereken ALT yolaginin bizim deney kosullarimizda da aktif
nu. disindUrmektedir. Ancak inkiibasyon ortamina eklenen A-ll, L-
L-CAN gibi maddelerin bu denge halini bozdudu ve glutaminden
ok amonyak yapimina neden olan GDH yolaginin aktive edildigi dikkati

edir Bu deneylerde amonyak/glutamin oranminin anlamli  olarak
asl-ve kullanilan glutamin ile ortama salinan protein arasindaki iligkinin
amasl da GDH yolaginin 6n plana gectigini gostermektedir. SNAP
enmesi ile bazal NO'nun yerine konulmas! sonucu ortama salinan protein
@rinin artmis olmasi hucrede tekrar ALT yolaginin hakim oldugunun
stergesi olarak alinabilir (r?=0 80 p<0 006).

Literatlrde A-II'nin veya NO’nun hticre ici yolaklara etkisini gdsteren
Iguya rastlanmamistir. A-ll'nin amonyak yapimint arttirici etkisi, daha
tasiyict proteinier Uzerinden agiklanmaktadirar (14, 21-22, 28-29)
clanmiz ise GDH yoladinda A-l'min stimUlatér, endojen NO'nun ise
hibitor bir etkiye sahip olabilecegini dusundurmustur.

- Sonug olarak;

L-NAME varliginda total amonyak miktarinin ve amonyak salgi hizinin
artigini  gésteren  bulgularimiz; bazal NO’nun  proksimal  tubil
crelerindeki amonyak metabolizmasina inhibitor etki yaptigini, hem
~amonyak yapimini hem de amonyak salgt hizini  baskiladigini
gostermektedir.
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inda total amonyak miktarlarinin ve amonyak sekresyon hizinin
stori destekler nitelikte olup, A-I'nin amonyak yapim ve
timulator bir ajan oldugunu gbstermektedir.

g

yoklugunda, A-ll bagimli amonyak Uretimindeki artigin daha

e ekzojen NO ilavesiyle bu artigin ortadan kalkmast NO'nun
sekresyonunu azaltici etkisi ile agikianabilir. A-ll variiginda
mayan NOS inhibisyonu ve spesifik INOS inhibisyonu’nun
sonuglar dogurmasi bu etkilerin INOS'a ait olabilecegini
yse de A-ll'nin sebep oldugu amonyak yapiminin Snemli
ovam etmesi NOnun bu etkiden sorumlu olamayacagini

ektedir.

L-NAME varliginda amonyak/glutamin oraninin énemli artmasi ve
4 salinan protein miktarfarinin anlamli azalmasi; A-ll ve NO'nun

‘metabolizmasina olan etkilerini hiicre ici GDH yoladi Uzerinden
iklarini dustndUrmektedir.
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SONUCLAR

arlijinda amonyak yapiminda istatistiksel olarak onemii bir
nmistir Amonyak sekresyon hizinda zamana bagl bir azalig
ristir. Sekresyon hizinin 15 dakikada maksimum hizda oldugu ve
azalan bir profil gizdigi gézlenmistir.

inda glutamin grubuna gdre istatistksel olarak Gnemli bir artig
mistir. Amonyak salgl hizindaki zaman bagl azalis bu iki grupta da
 etmis, ancak salgl hizlarinin glutamin grubuna gére daha yiiksek

ginda ortama L-NAME, L-Canavanin ve L-NAME ile birlikte SNAP
inin, amonyak salgl hizinda ve total amonyak miktarinda A-lI'nin
ive bir katkisinmn olmadidi gézienmistir.

lan glutamin dizeylerine bakildidinda, gruplar arasinda istatistiksel
onemli bir fark gézlenmemistir

len amonyagin kullanilan glutamine oraninin, L-NAME, A-ll ve A-
-NAME gruplarinda giutamin grubuna gore istatistiksel olarak énemli
eyde arttigi gozienmistir.

-gruplarda glutamin kullanimi ile total amonyak miktarlar arasinda
tistiksel olarak snemli bir korelasyon saptanmigtir

ibasyon sonu ortama salinan protein (total proteinin yizdesi olarak)
nin glutamin grubunda istatistiksel olarak énemli dizeyde arttig
zZlenmigtir. Ancak, ortama L-NAME, A-ll, A-l varliginda L-NAME ve A-li
flidinda  L-Cananvanin eklenmesiyle bu artigin  ortadan  kalktis
Planmistir Inktibasyon ortamina A-ll ve L-NAME ile birlikte SNAP
esinin ise ortama salinan protein miktarinin  glutamin  grubunun
lerine yiikselmesine neden olmustur.
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salinan protein miktarian ile glutamin kullanimi arasinda glutamin
1a gozlenen korelasyonun ortama L-NAME, A-ll ve L-Cananvanin
farin eklenmesiyle bozuldudu ancak, A-ll ve L-NAME ile birlikte
ijavesinin, Kkorelasyonun glutamin grubu duzeyine cevirdigi
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