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OZET

Egzersiz sirasinda artan oksijen tUketimi, serbest oksijen radikallerinin
dretimini de arttirmakta ve bazi istenmeyen etkilere neden olabilmektedir.
Egzersiz sirasinda ortaya ¢ikan serbest oksijen radikalleri aracihdiyla olusan
oksidan stresin egzersiz proteindrisine neden oldugu bdélimimuizde daha
6nce yapilan ¢calismamizda, hem insanlarda hem de siganlarda gdésterilmistir.

Egzersiz proteindrisine neden olan olasi kaynaklar ortaya koymak igin,
NADPH oksidaz ve ksantin oksidaz enzim inhibitorlerinin etkisi iki farkli
calisma seklinde incelendi. ik gruba NADPH oksidaz inhibitor(i olan
difenileniyodonyum klorit (1.6mg/kg/giin) diger gruba da ksantin oksidaz
inhibit6rd olan oksipurinol (40mg/kg/giin) verilmesini takiben, her iki grupta da
sicanlara kosu bandinda tlketici egzersiz yaptirildi. Egzersizden sonra
hayvanlar, 24 saatlik idrarlarinin toplanmasi igin metabolik kafeslere alindi.
24 saatin sonrasinda, toplanan idrarin yaninda kan Ornekleri ve bdbrek
dokusu da cikarildi. ilk grupta NADPH oksidaz aktivitesi ve l6kosit
aktivasyonu saptandi. ikinci grupta da ksantin oksidaz aktivitesi tayin edildi.
Oksidan stresi degerlendirmek icin her iki grupta eritrosit ve bdbrek
tiyobarbitlrik asit tlrevlerine (TBARS), ve bdbrek protein karbonilasyonuna
bakildi. Proteinri degerlendirmesi ise total idrar protein, B>-mikroglobulin ve
albumin dlzeyi 6lgumleri ile yapildi.

NADPH oksidaz calismasinda, Egzersiz grubunda idrarda total protein
atiminda ve albumin dizeyinde kontrol grubuna goére belirgin bir artig
saptanirken inhibitdr tedavisiyle Egzersiz-inhibitdr grubunda bu artis énlendi.
Oksidan stres parametrelerinde de eritrosit TBARS hari¢, bobrek TBARS ve
bdbrek protein karbonilasyon diizeyinde Egzersiz grubunda anlamli bir artis
tespit edilirken bu artis inhibitér tedavisiyle énlendi. idrar ve oksidan stres
parametreleriyle uyumlu olarak I6kosit ve bdbrek NADPH oksidaz aktivitesi
ile 16kosit aktivitesi de Egzersiz grubunda anlaml bir sekilde artti. inhibitér
tedavisiyle de bu artis Egzersiz-inhibitér grubunda énlendi.

Ksantin oksidaz ¢alismasinda da, Egzersiz grubunda, idarda total ptotein
atihmi ve albumin atihmi artarken bu artis inhibitér tedavisiyle Egzersiz-
inhibitér grubunda énlenemedi. Oksidan stres parametrelerinde de Egzersiz
grubunda eritrosit  TBARS haric bdébrek TBARS ve bdbrek protein
karbonilasyonunda anlamli olan artis inhibitér tedavisiyle Egzersiz-Inhibitor
grubunda 6nlendi. Plazma ve bdbrek ksantin oksidaz enziminin aktivitesi
egzersiz ile artis gdstermedi, fakat inhibitér tedavisiyle hem inhibitér hem de
Egzersiz Inhibitér grubunda bu aktivite 6nlendi.

Bulgularimiza goére, egzersiz proteindrisi gelisiminde oksidan stres
kaynag! ksantin oksidaz enziminden c¢ok, NADPH oksidaz enziminin roll
oldugunu isaret etmektedir.

Anahtar kelimeler: Egzersiz, proteintri, NADPH oksidaz, ksantin oksidaz,
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ABSTRACT

The increase in oxygen consumption during exercise training leads to an
elevation in free oxygen radicals and thus may cause some undesirable
consequences. A previous study in our department showed that postexercise
proteinuria is interrelated with the exercise induced oxidative stres in rats.

This project was planned to reveal the probable sources leading to
exercise proteinuria. This investigation will be focused on effects of NADPH
oxidase and xanthine oxidase inhibitors on exercise proteinuria. Our project
is assembled as an investigation of two different studies. Two separate group
was exposed to exhaustive treadmill exercise after administration of NADPH
oxidase and xanthine oxidase inhibitors as diphenyleneiodonium chloride
(1.6mg/kg/day) and oxypurinol (40mg/kg/day) respectively. All rats were
haused individually in metabolic cages for the next 24 hours after exercise to
collect urine samples. Blood withdraval and kidney tissue isolation were also
performed beside urine samples. NADPH oxidase activity and leukocyte
activation were determined in first study’s groups while xanthine oxidase
activity was evaluated in oxypurinol treated group. Blood and kidney
thiobarbituric acid reactive substances (TBARS), and protein carboyl content
were measured in approach to evaluate the oxidant status in both studies.
Proteinuria was asessed by detecting total urine protein, B2-microglobulin
and albumin leves in urine samples.

In NADPH oxidase study total protein excreation and albumin levels in
Exercise group significantly increased in comparison with Control while
inhibitor treatment prevented this increase in Exercise-Inhibitor group. Except
erythrocyte TBARS the other oxiadant stress parameters ,kidney TBARS and
kidney protein carbonylation apperantly increase in Exercise group and this
increase was also prevented in inhibitor receivig Exercise-Inhibitor group.
Leukocyte and kidney NADPH oxidase activities and leukocyte activity in
Exercise group significantly increased. In accordance with urinary and
oxidant stress parameters, this increase was smilarly prevented by inhibitor
administration.

Urinary total protein and albumin excreation was found to be increased
in xanthine oxidase study, but this effect was not altered by inhibitor
administration. However oxidant stress parameters except erythrocyte
TBARS, the kidney TBARS and protein carbonylation exhibited significantly
increase and this elevation was prevented by inhibitor administration.
Exercise did not induce an increase in plasma and kidney xanthine oxidase
activity but inhibitor treatment reduced the enzyme activity in both Inhibitor
and Exercise Inhibitor groups.

Our findings indicates that NADPH oxidase enzyme, rather than xanthine
oxidase, plays a role as a source of oxidant stress in accurance of
postexercise proteinuria.

Key words: Exercise, proteinuria, NADPH oxidase, xanthine oxidase
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GIRIS

Egzersiz proteinUrisi, fiziksel aktivite sonrasinda idrarda protein atihmi ile
karakterize bir durum olup, uzun yillardan beri oldukga iyi bilinmektedir.
Egzersize bagli olusan proteindrinin olusum mekanizmalarini irdeleyen
aragtirmalar ise az sayidadir ve egzersiz proteindrisinin mekanizmasina
yonelik ileri sdrllen aciklamalar da bu konuya tam olarak 11k
tutamamaktadir. Egzersiz sirasinda renal kan akimi kadar azalmayan
glomerdler filtrasyon hizi, artmis filtrasyon fraksiyonu ile agiklanmakta ve
proteinlere kargi glomerUler gecirgenligin artmasi da buna baglanmaktadir
(1,2). Bunun yaninda glomeriler membran Uzerindeki anyonik yUklerin
noétralizasyonu ve kaybi da ileri surllen diger nedenlerden biridir (1,2).
Egzersiz proteinurisinde ileri strtlen bir baska mekanizma da glomerllden
stzlilen protein miktarinin ¢ok artarak tabdler emilim kapasitesinin
asiimasidir (1,3,4,5). Fakat bu mekanizmalar egzersizden 24-48 saat sonra
gbrilen egzersiz proteindrisini  aciklamakta vyetersiz kalmaktadir. Bu
bilgilerden yola c¢ikarak ve egzersiz proteindrisi olusumunda etkili olan
mekanizmalari ortaya koymak adina, bdlimimizde gergeklestirdigimiz bir
dizi ¢alisma sonucunda egzersiz sirasinda olusan oksidan stresin egzersiz
proteinUrisi olusumundaki etkisi hem sicanlarda (6) hem de insanlarda
gosterilmigtir. Oksidan stresin birgcok bdbrek patolojisinde (7,8,9) veya
dogrudan yapilan bir takim deneysel girisimlerle proteintriye yol agtigi iyi
bilinmektedir (10). Bu c¢alismalarda oksidan stres kaynagi olarak |6kosit
aktivasyonu ve iskemi-reperfizyon sureci 6n planda tutulmaktadir. Bu iki
mekanizma egzersiz sirasinda aktive olabilmekte ve egzersiz bitiminden
sonra olusan oksidan stresi agiklamaktadir. Lékosit aktivasyonu ile olusan
hasarda NADPH oksidaz enzimi (11,12), iskemi reperflzyon slrecinde ise
ksantin oksidaz enzimi (13,14,15) rol oynamaktadir. Ancak egzersiz
proteinUrisine neden olan oksidan stresin kaynaklari bilinmemektedir.

Bu calismanin amaci, egzersiz nedeniyle ortaya c¢ikan I6kosit
aktivasyonu ve iskemi reperflzyon surecinde olusan oksidan stresin,
egzersiz proteinlrisine neden olup olmayacagini ortaya koymaktir. Bu
amacla, NADPH oksidaz ve ksantin oksidaz enzim sistemlerinin, egzersiz
proteindrisine neden olan oksidan strese katkisi, bu enzimlerin inhibitorleri
kullanilarak agiga ¢ikariimaya calisiimigtir.



GENEL BILGILER

2.1. Egzersizin Bobreklere Etkileri

Egzersizde kalp ve iskelet kasi dokusunun artan oksijen ihtiyacinin
karsilanmasi, aralarinda boébregin de bulundudu, egzersize katkida
bulunmayan gesitli organlarin kan akimlarinin azalmasi yoluyla gerceklesir.
Oncelikle kan akiminin azalmasindan dolayl egzersiz sirasinda ve/veya
sonrasinda boébreklerde gesitli fizyolojik ve bazen de fizyopatolojik suregler
gelisir (16). Bu sulreglerden 6n plana c¢ikanlar hemodinamik degisiklikler,
hematuri, nefropati ve proteindridir.

2.1.1. Bobrek Kan Akimi Ve Fonksiyonu Degisikleri

2.1.1.1. Hemodinamik Degisiklikler

Egzersiz sirasinda boébrek kan akiminda ki azalmanin egzersizin
siddetine go6re degisiklik gdsterdigi bilinmektedir (17,18,19,20). Maksimal
oksijen tuketiminin (VO2max) % 50’si duzeyinde yapilan egzersizde renal
plazma akiminda % 30’luk bir azalma olusurken, VOomax % 65’e ulastiginda
renal plazma akimindaki azalma % 75 dlUzeyine ulasabilmektedir (17).

Egzersiz sirasinda bdbrek kan akimi énemli élglide degismesine ragmen
bdbrekteki otoreglilasyon mekanizmasi nedeni ile egzersiz siddeti belirli bir
dizeyin Ustine c¢ikmadikga glomertler filtrasyon hizi (GFR) degismez.
Maksimum siddette egzersiz sirasinda, GFR bazal dizeyinin % 60’ina kadar
disebilir. Egzersiz sirasinda renal kan akiminin azalmasina karsin, GFR’nin
ayni oranda azalma gdstermemesi filtrasyon fraksiyonunun (FF) artmasindan
kaynaklanir (2).

Egzersiz sirasinda bdbrek kan akimi, GFR, FF'unda ortaya cikan bu
degisiklikleri aciklayan en 6nemli mekanizma, egzersiz sirasinda ortaya
cikan sempatik sistem aktivasyonudur. Egzersiz sirasinda bir yandan renal
sempatik sinir aktivitesindeki artis 6te yandan dolagimdaki adrenalin
dizeylerinin ylUkselmesi afferent ve efferent arteriyollerde gittikce artan
vazokonstriksiyona neden olur (21). Egzersizde artan sempatik
aktivasyonun bir diger etkisi renin salgilanmasini uyarmasidir (22,23). Artan
renin salgisi anjiyotensinin Uretimine neden olur. Anjiyotensin II'nin bobrek
hemodinamisi Uzerine 6nemli etkileri vardir. Ozellikle efferent arteriyolde
vazokonstriksiyon olusturarak FF’da artisa neden olur (23).

2.1.1.2. idrarla Elektrolit Atilimi ve idrar Akim Hizi
Ozellikle agir egzersizde idrarla sodyum, klor, kalsiyum gibi elektrolitlerin
atihmi azalirken potasyum atiliminda degisiklik olmadigi gdsterilmistir



(17,20,24). Egzersizde diizeyi artan aldosteron idrarla sodyum atihmindaki
disisten sorumlu tutulmaktadir.

Egzersizle idrar akimi ve idrarla su atiimi azalmaktadir. Egzersize bagh
idrar akim hizindaki degisiklikler, suyun tibuler geri emilimi, GFR, solGtlerin
sekresyonu ve antididretik hormon (ADH)'un dolagimdaki seviyesi ile ilgili
degisikliklere baghdir. ADHnin egzersize verdigi yanit egzersiz siddeti ve
slresine, ayrica kiginin hidrasyon duzeyine bagh olarak yukselir (17).

2.1.2. Hematiiri

Sporcularda sikhkla ortaya cikabilen ve eskiden beri bilinen bir durum
olan mikroskobik veya makroskobik hematdri icin gértlme sikliginin % 55’ten
% 80’e kadar oldugu bildirilmistir (17,25). Tekrarlayabilme 6zelligine ragmen
spor hematudrisi cogunlukla bir iki gtin icinde ortadan kalkar.

Bilindigi gibi bdbrek kan akimi ve glomerUler filtrasyon hizi egzersiz
siddetiyle orantii azalma sergiler. Bu azalma nedeniyle glomeriler
gecirgenlik artisi, nefronda hipoksik hasar ve eritrositlerin idrara gecigsi
g6zlenebilir. Ayni zamanda effrent glomerller arteriyolde daha belirgin olan
renal vazokonstriksiyon sebebiyle filtrasyon fraksiyonu yukselir ve glomeruler
kapillerde meydana gelen sikisma, eritrositlerin idrara gecisini kolaylastirir
(17).

Mesane kaynakli hematiri travma sonucunda ortaya c¢ikar. Mesane
hasarinin ortaya c¢ikis mekanizmasi gevsek vyapidaki posterior kese
duvarinin, daha kalin ve saglam yapida olan ve trigonu da igine alan taban
kismina carpmasidir. Tek bir carpmanin giddeti kiigik olsada uzun kosular
boyunca bunun devamli tekrari travmaya sebep olabilmektedir (17).

Spor hematlrisi gbzlenen atletlerde ayirici tanida yurlyls (mars)
hemoglobindrisi ve miyoglobintri de degerlendiriimelidir  (3). Mars
hemoglobindrisi “ayak darbesi hemolizi’ olarak da bilinir. Bunun acgiklamasi
sert bir zeminde kosu sirasinda ayak tabanindan gegen eritrositlerin mekanik
travmaya ugramasidir (3,17). Ayni zamanda egzersiz sirasinda intravaskiler
hemoliz pek ¢ok nedenle olusabilir ve eritrositler idrara gecebilir.

2.1.3. Egzersiz ve Nefropati

Sik olmamasina ragmen egzersizin bdbrek sistemi Uzerindeki en ciddi
yan etkisi akut boébrek yetmezligidir (2,17). Yodun egzersiz sirasinda
bbdbrekteki kan akiminin énemli dizeyde azalmasiyla ortaya g¢ikan iskemi,
sivi kaybi sonucu dehidratasyon, miyoglobintri, hemoglobindri, vicut isisi
artisi, kas hasari sonucu ortaya ¢ikan enzimlerin bébrekten stztlmesi gibi
sebeplerle akut tubdler nekroz gelisebilir (2,17). Egzersiz ile olugan akut
bbébrek yetmezliginin seyri ¢ogunlukla iyidir. Bozuk bdbrek fonksiyonu olan
insanlarda bdbrek yetmezligi gelisme riskinin daha ylksek olmasi



6ngorulebilir. Calismalarla ortaya konan verilere gbre diyabetik insanlarda
bbébrek yetmezligi riski normal populasyona gére 17 kat daha fazladir (2).

2.1.4. Egzersiz Proteinurisi
Arastirma konumuzun temelini olusturdugu icin yukarida tartisilan
faktorlere gbre egzersize bagl olusan proteinUri etraflica incelenecektir.

2.1.4.1. Tanim ve Tarihce

Egzersiz proteinUrisi sporcularda sik goérilen ve egzersiz sonrasi gegici
olarak idrarda protein miktarinin artmasiyla izlenen bir durumdur
(1,3,4,5,26,27). insanlardan baska, domuz, képek, sican gibi tiirlerde de
ortaya konmustur (6,28,29,30,31,32). 1878'de ilk olarak Von Leube
tarafindan “Saglikli insanlarda egzersiz sonrasinda idrarda protein
bulunmasi” seklinde tanimlanmistir (2,17). Gardener ise egzersiz proteinurisi
icin “atletik pseudonefrit’ terimini kullanmig, bu durumda ortaya c¢ikan
degisikliklerin nefrotik sendromdan farkli olarak iyi huylu ve gegici olduguna
dikkat cekmistir (2,17).

2.1.4.2. Goruldugi Spor Dallar

Proteinuri darbeye acik olan veya olmayan bir¢cok spor dalinda gézlenir
(17,23). Kosu (19,27), bisiklet egzersizi (33,34), ritmik yartyus (24), dag
yurQyisu (23), triatlon (35), futbol (1,36), basketbol-hentbol (36), atletizm,
kirek (37), boks, lakros (1), yizme (30) gibi bir ¢ok spor dalinda egzersiz
proteinUrisinin  varhdi gosterilmistir. Bu bulgularin 1s1ginda egzersiz
proteinUrisinin sik goérilen ve hemen her tip egzersizde ortaya ¢ikan bir bulgu
oldugu 6ngoralebilir.

2.1.4.3. Sikhgi ve Siddeti

Oldukga sik gorilen egzersiz proteinurisinin atletlerin % 70-80’sinde
ortaya ¢iktigi saptanmistir (17). idrarla atilan protein diizeyleri, dinlenim ile
karsilastirildiginda, 6zellikle agir ve kisa sureli egzersizde belirgin olarak
arttigr gézlenmektedir. Yapilan g¢alismalarla protein atiimindaki artigin 20-
100 kat olabilecegdi gosterilmistir (17,23,33,37). Egzersiz sonrasi proteindrinin
ortaya ¢ikmasinda egzersiz slresinden ¢ok egzersiz siddetinin 6nemli oldugu
ortaya konulmustur (2,3,5,17,26,38). Bunun yaninda egzersiz tipinin de
proteindri miktarinin belirlenmesinde 6nemli oldugu gdsterilmistir; mesela
bisiklet, ylzme ve kirek egzersizlerine kiyasla, kosu sonrasinda ortaya ¢ikan
proteinUrinin daha belirgindir.

2.1.4.4. Bilegimi

Egzersiz sonrasi proteindrinin bilesenleri normal saglikli kisi idrarinda
gorulenden farkl olarak daha ¢ok plazma proteinlerinden olusur (17,23).
Egzersiz sonrasi idrarda albumin (33) gibi buytk molekul agirlikli ve/veya B»-
mikroglobulin (33), ay-mikroglobulin (39) gibi kiigik molekdl agirhdina sahip
proteinlerin miktarlari da artmaktadir. Egzersiz proteindrisi hakkinda yapilan
calismalar, uygulanan egzersizin siddeti ile idrara ¢ikan protein tipi arasinda



bir baglantinin olduguna isaret etmektedir (33). Arastiricilara goére, albumin
egzersiz sonrasinda idrarda tespit edilen plazma proteinlerinin baginda
gelmektedir. Hafif veya orta siddetli egzersizde, idrarda buyik molekdl
agirlina sahip proteinler gikmakta, yani glomerdler tip proteintri olugsmaktadir
(33,36,39,40). Agir ve kisa sureli egzersiz sonrasinda albumin ile birlikte
daha disuk molekadl agirlikh proteinlerin de idrara ¢ikisi artmaktadir ki, bu tip
proteinUriye miks tip proteindri denir (2,5,17).

Maroton kosusu 6ncesinde ve sonrasinda spesifik plazma proteinlerine
karsi antiserum kullanilarak uygulanan immunodifizyon teknigi ile idrar
orneklerinden protein 6lcimu yapilmis ve sonuglar Tablo-2.1 de verilmistir

(1).

Tablo-2.1. Maraton 6ncesi ve sonrasi idrarda ¢ikan proteinlerin miktarlari.

Proteinler Dinlenimde Egzersizden 30 dk sonra
(ng/dk) (ng/dk)

Triptofandan zengin prealbumin 0.03%0.01 0.26+0.31
Albumin 12.73+4.63 126.70+89.92
a4-Asit glikoprotein 0.41+0.14 11.83+10.22
a¢-Antitripsin 0.31+0.13 2.04+2.02
Seruloplazmin 0.06%0.01 0.39+0.44
Haptoglobulin 0.18+0.18 0.79+0.69
ao-Ge-globulin 0.03+0.01 0.37+0.37
HS- a,-glikoprotein 0.10+0.02 0.78+0.85
Zn- ax-glikoprotein 0.93+0.26 5.97+4.34
Hemopeksin 0.20+0.06 1.21+£1.06
Transferrin 0.16+0.07 3.31+2.19
Bo-glikoprotein 0.32+0.10 0.35%0.40
IgA-globulin 0.50+0.10 1.18+0.82
lgG-globulin 2.46+0.44 20.09+18.58
3S yi-globulin 0.02+0.01 3.5745.62
2.1.4.5. Siresi

Egzersiz bitiminden 20-30 dakika sonra idrarla protein c¢ikisi olur ve
egzersizi izleyen 24-48 saat iginde de kaybolur. Hem total proteinin hem de
albuminin idrarla atilimi egzersiz sonrasinda logaritmik olarak azalmaktadir
(2,5,17).

2.1.5. Egzersiz Proteinurisi Olugsumunda ileri Surilen Mekanizmalar
Proteinlerin tibuler geri emiliminin doygunluda ulagmasi ve glomeriler
gecirgenliklerinin artmasi egzersiz proteinlrisinin  ana mekanizmalarini
olusturmaktadir. Bunun yaninda bdlimimuizde yapilan ¢alismalarda egzersiz
proteinUrisine, egzersiz sirasinda artan oksidan stresin de neden olabilecegdi
gOsterilmistir (2,3,17,23,26). Bu konular asagida ayrintili olarak tartigiimistir.



2.1.5.1. Glomeriiler Filtrasyon ile ilgili Faktérler

Hemodinamik Faktorler: Egzersiz siddetine bagl olarak renal kan akimi
% 20 dizeylerine kadar disebilmektedir (1). Fakat GFR bu dususe filtrasyon
fraksiyonunun artmasi nedeni ile ayni oranda eslik etmemektedir (1,2).
Efferent arteriyol vazokonstriksiyonu ile artan filtrasyon fraksiyonu, kendini
glomeriler kan akiminin yavaslamasi ile solUtlerin yaninda makro
molekullerin de ultrafiltrata gegisini kolaylastirarak gosterir (1,2). Bilindigi gibi
arteriyel kan basincindaki belirgin  degisikliklere kargsin bdbrek ici
otoregllasyon mekanizmalariyla bébrek kan akimi ve GFR blylk oranda
sabit tutulur. Distal tObllde bulunan ve tubdler sividaki sodyum ve klor
konsantrasyonundaki degisikliklere hassas olan makula densa hcreleri,
afferent ve efferent arteriyollerin juksta glomertler hlcrelerinden renin
salgisini dizenleyerek otoregulasyon mekanizmasinda temel rolG oynar.
Bilinen otoregllasyon mekanizmalarina ek olarak kinin-kallikrein sisteminin
ve prostaglandinlerin de renal kan akimi degisiklilerini etkileyerek egzersiz
proteinUrisinde rol oynayabilecegi éne strilmektedir (1,31).

Renal hemodinami birgok faktér tarafindan kontrol edilmektedir. Fiziksel
aktivite sirasinda ise hemodinamiye etki eden faktbrlerin sayisi daha da
artmaktadir. Bu faktdérlerden hangilerinin 6n plana c¢ikip hemodinamiyi
degistirerek egzersiz  proteindrisine neden oldugunu gdésteren ki
calismamizda, nitrik oksit (NO) ve angiotensin-II'nin egzersiz proteindrisi
Uzerine etkileri incelendi (41,42). Disaridan NOS inhibitéri uygulanmasi
yoluyla egzersiz sirasinda NO dretiminin  engellenmesi, egzersiz
proteinUrisinde &nemli artis yaratirken, digaridan verilen NO dondrinin
proteinUriyi dGnemli 6l¢cide azaltmasi, NO'in egzersiz sonrasi olusan proteintri
dizeyinin daha ylUksek olmasini énledigini distndirmektedir (41). Diger
calismamizda ise egzersiz proteindrisi olusumunda angiotensin-II ile kinin-
kallikrein sistemlerinden hangisinin rolinin 6n planda oldugunu gdstermeyi
amagladik. Bu ¢alismada ACE inhibitéri ve spesifik AT-1 reseptér blokéri
kullanilarak egzersiz proteindrisi olusumuna kinin-kallikrein sisteminden ¢ok
angiotensin-1I'nin katkida bulundugu sonucuna varildi (42).

Yiik Secici Ozelliginin Kaybolmasi: Hormonal ve kan akimindaki
degisikliklerin yaninda kapiller duvarin negatif yUklerinin kaybolmasinin da
egzersiz sonrasl gelisen proteindriye neden olabilecegi 6éne sdrtlmektedir
(1). Zambraski ve arkadaslarinin kosan kopeklerle yaptiklari ¢alismalarin
sonuglari egzersizin glomeruler elektrostatik bariyeri azalttigini ve boylelikle
makromolekdllerin glomerdllerden gegisinin arttigini bildirmislerdir (1,2). Bu
olayda glikozaminoglikan ve a4-asit glikoprotein gibi glomeriler bazal
membranda yer alan molekdllerin idrarla kaybinin etkili olabilecedi
disunutlmektedir (1). Bu maddelerin etkisi kapiller membran negatif yUklerini
arttirarak anyonik molekullerin glomeruler bariyeri gecisini engellemektedir,
eksilmeleri ise tam tersi etkiyi yapmaktadir.



2.1.5.2. Tubuler Geri Emilimi Etkileyen Faktorler

Glomerdler filtrasyon membranindan gegebilen proteinler proksimal tubul
hiicrelerince belirli bir maksimum tibuler reabsorpsiyon kapasitesi dizeyine
kadar geri emilirler (1,43). Proksimal tlbdle gelen protein yukd, kendi Tm
degerinden fazla olacak olursa idrarla atilir. Distk molektler agirliga sahip
proteinlerin Tm degerinin filire edilen ylUkten biraz fazla olmasi, normal
kosullarda tamamen geri emilmelerini saglar. Fakat agir egzersizde maksimal
tibuler reabsorpsiyon dlizeyine ulagsmasi nedeniyle albumin ile birlikte dustk
molekdl agirhkli proteinlerin de idrarla atilimi gergeklesmektedir (1,3,4,5).

2.1.5.3. Egzersiz Proteiniirisinde Reaktif Oksijen Uriinlerinin Rolii

Cesitli nedenlerle olusan reaktif oksijen Grlnlerinin proteinlriye etkisi iyi
bilinen bir durumdur. Egzersize bagl oksidan hasarin, egzersiz proteinurisine
neden olabilecegi ise ilk defa bizim bélimimuizde gdsterilmistir (6). Bu konu
arastirmamizin temelini teskil ettigi igin, proteintri ve oksidan stres baglig
altinda bir sonraki kisimda daha ayrintili olarak incelenecektir.

2.1.6. Proteinuri ve Oksidan Stres

2.1.6.1. Reaktif Oksijen Turevleri

Organizmada normal oksijen metabolizmasi sirasinda olusan reaktif
oksijen drUnleri (reactive oxygen species, ROS), basitgce dis orbitallerinde
eslesmemis elektron tagiyan molekdller olarak tanimlanir (44,45,46,47). Bu
6zellikleri nedeniyle de kimyasal olarak oldukga reaktif Grtnlerdir. Bilinen en
6nemli serbest oksijen radikalleri; stperoksit anyonu (+O’), hidroksil radikali
(OHe), hidrojen peroksit molekilt (H205), hidroperoksit (HO2*), tekil (singlet)
oksijen ('02), ozon (Os), nitrik oksit radikali (NO<) ve hipoklorik asit
(HOCI+)'dir (48,49). Cesitli enzimatik reaksiyonlar sonucu olusabilen bu
arinlerin organizmadaki en 6nemli kaynagi elektronlarin mitokondrideki
elektron transport zincirinde (ETZ) tasinmasi sirasinda olusan elektron
kacaklaridir (46). ROS yapilarinda tasidiklari eslesmemis elektron nedeniyle
oldukga Kkarasiz yapida olduklarindan, kararli duruma gegmek igin
cevrelerindeki her yapiyla reaksiyona girerek bunlari hasarlayabilirler.
Oncelikli hedefleri ise lipidler, nikleik asitler ve proteinlerdir (46).

Egzersiz serbest oksijen radikallerinin arttigi fizyolojik bir durumdur.
Egzersizle birlikte tliketilen oksijen miktari 100 kat artabilmekte ve buna bagh
olarak Uretilen serbest oksijen radikal miktari da artmaktadir (50). Dolayisiyla
dretilen ROS miktari yapilan egzersizin siddetine, siresine ve tlrine de
baglidir. Egzersizle ortaya cikan ROS artiginin kaynagi olarak gdsterilen en
6nemli yolak ETZ’de olan elektron kagaklaridir. Egzersiz sirasinda, 6zellikle
kas dokusunda artan oksijen tiketiminin dogal sonucu olarak mitokondriyal
ETZ sisteminden elektron kacgaklari artmakta ve sonugta ROS Uretiminde
belirgin bir artis olusmaktadir. Egzersizde ortaya ¢ikan ROS artisina neden
olabilecek diger bir sistem ksantin oksidaz enzim sistemidir. Ksantin oksidaz,
iskemi-reperflizyon hasarinda artan ROS dretiminden sorumlu tutulan temel



enzim sistemini olugsturur. Egzersiz sirasinda, egzersize katilan kaslarin kan
akiminda artis olugsmasina ragmen, kas kontraksiyonu esnasinda ve
izometrik tlrdeki egzersizler sirasinda, kas kan akimi gecici olarak
azalmaktadir. Ayrica sindirim sistemi organlari ve bdbrekler de, egzersiz
sirasinda kan akiminin azalma gésterdigi diger dokulardir. Kan akiminin
azalmasi ve dokunun yeterince oksijenlenememesi ksantin oksidaz enzim
aktivasyonuna yol agmakta, kanlanma yeniden saglandiginda dokuya ulasan
bol miktardaki oksijenin varliginda ise ksantin oksidazin katalize ettigi bir dizi
reaksiyon sonucu bol miktarda ROS Uretimi gergeklesmektedir (13).

Egzersiz sirasinda I6kosit aktivasyonu ve inflamatuar yanita benzer
reaksiyonlarin  olustugu bilinmektedir. Lokosit aktivasyonu sonucu,
miyeloperoksidaz ve NADPH oksidaz enzimleri tarafindan da uretilen ROS,
egzersizde artan oksidan stresin bir diger kaynagi olarak gdsterilmektedir
(13).

Yukarida s6z edilen ve ROS olusumuna sebep olan temel
mekanizmalarin disinda; egzersiz sirasinda ROS olusumuna kaynaklik eden
farkli mekanizmalar Gzerinde de durulmaktadir. Egzersiz sirasinda artan kan
akimi nedeniyle iskelet kasi ve damar endotelinde artan NO Uretimi, yine
egzersizde artan katekolaminlerin otooksidasyonu sonucu olusan stperoksit
radikali gosterilen kaynaklar arasindadir (13).

2.1.6.2. Bobrekte ROS Kaynaklari

Bébrekleri de iceren birgok doku hasarinda ROS’un, &énemli rol
oynadigini goésteren ¢ok sayida calisma mevcuttur (8,51). ROS’un akut
bdbrek yetmezligi, tibulointerstisyel hastaliklar, immin ve non-immdn hasar
patogenezindeki roll go6sterilmistir (52,53). Serbest radikallerin Gretimi,
prostaglandin sentezi, siklik ndkleotid metabolizmasi gibi cesitli metabolik
yolaklara etki ederken, ayni zamanda, bazal membran hasarina ve vaskiler
yatagin gecirgenliginde degisikliklere de neden olmaktadir (10,54).

Makrofaj ve nétrofiller bébrekte Uretilen ROS icin énemli bir kaynak
olustururlar. Bu htcrelerden buyik miktarda ROS dretimi, c¢esitli immdn
reaktantlar tarafindan tetiklenebilir. Solunumsal patlamaya neden olan immin
reaktantlar arasinda kompleman 3b reseptdri ve cesitli kompleman
komponentleri, immuin kompleksler, anti-nétrofil otoantikorlar, zimozan
sayilabilir. Proliferasyon ve ekstdasyon ile karakterize olan glomerulonefrit
gelisiminde 6nemli rol oynayan ROS kaynagi olarak aktive nétrofil ve
makrofajlar gdsterilmektedir (55,56). Lékositlerin ROS olusturmasinda temel
roll olan NADPH oksidaz enzimi daha ileride tartisilacaktir.

Fagositlerin yani sira izole glomerdl hicreleri ve mezengiyal kultir
hiicrelerinin gesitli uyarilara yanit olarak ROS (retebilecegi de gdsterilmigtir
(52,54). Adriyamisin veya puromisin aminonukleosidi kullanilarak olusturulan
nefrotik sendrom modellerinde izole glomerul hucrelerinde ROS Uretiminin



arttigr in vitro olarak tespit edilmistir (57). Ote yandan normal glomeriil
hucrelerinin de H>O, Uretebildigi in vivo olarak gosterilmigtir (10). Ayni
zamanda glomeruler hicreler 6zellikle de mezengiyal hcreler, hicre
membranlari zarar gérduginde yuksek dizeyde ROS Uretimi yapabilirler.
Mezengiyal hicrelerin opsonize zimozan, platelet aktive edici faktér ve
immun kompleksleri iceren cesitli uyarilara yanit olarak blyik miktarda stper
oksit radikali ve H>O» Uretebildigi gdsterilmistir (57).

Bdbrekte sUperoksit radikali Gretimini katalizleyen bir diger enzim sistemi
de ksantin oksidazdir. Ksantin oksidaz enzimi, iskemi reperfiizyonda ROS
Ureten 6nemli bir kaynaktir. iskemi reperflizyon siirecinde bébrekte ksantin
oksidaz aktivitesinin arttigi ve inhibitéri olan allopurinol ile aktivitenin ve ROS
dretiminin inhibe edildigi gosterilmistir (58). Bu enzim ile ilgili olarak da
ayrintil bilgi ileride verilecektir.

2.1.6.3. Reaktif Oksijen Uriinlerinin Poteiniiri Olusumundaki Roliinii
Gosteren Caligmalar

Serbest oksijen radikallerinin ¢esitli bdbrek hastaliklarinda rol aldigi artik
¢cok iyi bilinen bir sirectir. Bobrek hastaligi olustuktan sonra veya heniiz
olusmadan da proteinliriye neden oldugu onlarca ¢alisma ile kanitlanmaya
calisiimistir. Patogenezinde ROS’un rol oynadigi gdésterilen bdbrek
hastaliklari arasinda glomeriler hastaliklar (minimal degisim hastalig,
membrandz glomerulonefrit, nétrofil bagimli hasar), iskemik veya toksik akut
bébrek yetmezligi, obstriktif nefropati, progressif renal yetmezlikler yer
almaktadir (59). Fakat olaya proteinlri agisindan bakilinca, ROS’un éncelikle
bébrek hasari olustuktan sonra mi proteiniriye yol actigi, yoksa cesitli
yollarla hastalik streci olusturmadan da proteiniri yapip yapmayacagina
insanlardaki ¢calismalardan ulagsmak olasi degildir.

Bundan dolayi ROS’un proteinliri olusturmadaki roli cesitli hayvan
modelleri ile agiklanmaya calisiimigtir. Notrofil bagimli glomeruler hasar anti-
GBM antikor modeli (60), membrandz nefropati ise pasif Heyman nefriti
modeli (60,61) ile benzerlik gobsterdiginden daha mekanizmaya yoOnelik
caligmalar yapilabilmigtir. Bunlarin disinda klinik acidan bir modeli
yansitmasa da si¢anlarda gentamisin (62), daunomisin (63), adriamisin (64),
puromisin aminondkleozid (65) ve kobra zehiri faktéri (66) ile olusturulan
nefrotoksisite patogenezlerinde oksidan stresin 6nemli 6lgtide yer teskil ettigi
gbsterilmistir. Bu modellerde olusan proteindri blyldk 6élcide ROS’a
baglanmistir. Cesitli nefrotoksisite modelleri yaninda immin komplekslerle
yaratilan modellerde de proteiniri ve ROS iligkisinin Gzerinde durulmustur
(67,68,69). Bu tartigilan modellerin gogunda olugsan ROS’larin kaynagi olarak
oncelikle 16kositler gosteriimis ve cesitli faktérler sonucu aktive olmalariyla
proteinUri basta olmak Uzere doku hasarini baslattiklari ifade edilmistir
(58,60,70,71).



Yukarida s6zU edilen calismalarda proteintriye ROS artisinin eslik
ettiginin gdsterilmesi, calismalarin seyrini olusan ROS’un antioksidanlarla
ortadan kaldinimasi ve proteinUrideki degisikliklerin izlenmesi ydnune
kaydirmigtir. Immunolojik veya toksik maddeler araciligiyla yaratilan hayvan
modellerinde antioksidan enzim olan sUperoksit dismutazin (SOD) ve/veya
katalazin (63,64,71,72) verilmesi, vitamin E basta olmak (zere cesitli
antioksidan vitaminlerin verilmesi (60,67,68,74) ya da c¢esitli radikal
supdrdcalerin - kullaniilmasi  (60,61,63,66,69), proteindriyi 6nemli sekilde
azaltmistir. Hayvanlarda diyetsel olarak yaratilan antioksidan vitamin eksikligi
de proteintri miktarinin artmasiyla sonuglanmistir (72).

ROS ve proteindri arasindaki en glcli baglanti ise oksidan Urtnlerin
dogrudan uygulanmasi ile yapilan ¢alismalar sonucu ortaya konmustur. izole
glomerdillerin ksantin oksidaz enzimine maruz birakilmasiyla olusan ROS’un
hizla albumin gecirgenligini arttirdigr ve bunun SOD ile 6&nlendigi
gOsterilmistir (72). Yoshioka ve arkadaslari (10) ise siganlara renal arter
yoluyla uyguladiklarn H.O2'nin, doz bagimli proteintiriye neden oldugunu ve
H.O, verilmesinin  kesilmesi ile kisa sUrede normale déndiginu
gOstermiglerdir (10). Akut ve kisa sireli ROS artiginin, glomertl yapisinda
herhangi bir bozukluk yaratmadan, molekillere kargl boyut seciciliginde artis
neden olarak proteindri olusturdugu ifade edilmigtir.

Bu konuda yapilan detayli ¢alismalarin sonucu hangi kaynaktan gelirse
gelsin, ROS’un proteindriye neden oldugu artik kabul géren bir gérustar.

2.1.6.4. Reaktif Oksijen Radikallerinin Glomeruler Hasar
Olusturma Mekanizmalari
ROS’un glomerller hasar olusturucu etkisi bir ¢ok deneysel nefrit
modelinde go6sterilmis, bunlardan én plana c¢ikanlardan asagida s6z
edilmistir.

1- ROS’un lipid peroksidasyonuna neden olarak dogrudan hicresel
hasarlanmaya neden olabilecegi bilinmektedir. Hicre membraninda ROS’un
olusturdugu lipid peroksidasyonu, glomerller bazal membrani direkt
hasarlayabilir (57,60). Bunun yaninda lipid peroksidasyonu ile aktive olan
metalloproteinaz ve gelatinaz gibi enzimler GBM’da degradasyon yaparak
proteinUriye katkida bulunurlar (57,60,74). Olusan degradasyon sonucu
glikozaminoglikanlarin  kaybi, GBM'nin negatif yUklerinin azalmasina
dolayisiyla proteinlere gecirgenliginin artmasina neden olur (57). Ayrica
deneysel olarak LPO araciligiyla kollajen gen ekspresyonunun arttigi, sigan
mesangial hadcrelerindeki tip | ve tip IV kollagen birikimi sonucu
tibulointerstisyel fibrozis gelistigi tespit edilmigtir (60).

2- ROS’un, glomertler hasar olusturma mekanizmalarindan bir digeri,
GBM bilesenlerinin proteolitik hasara yatkinligini arttirmalaridir (60,74). Bunu
Ozellikle nétrofillerdeki elastazin primer dizenleyicisi olarak kabul edilen ve
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o-proteinaz inhibitéri olarak iglev géren, o4-antitripsini inaktive ederek
yaparlar. Boylece serbestlesen elastaz, ekstrasellGler matrikste daha kolay
hasar olusturur. Ote yandan proteoglikanlarin de novo sentezini de azaltarak
hasarlanmanin devamina katkida bulunurlar (60).

3-ROS, etkilerini gen transkripsiyonu tzerinden de gdsterebilmektedirler.
ROS’un gen transkripsiyonunda rol aldigi ve bunu nikleer faktér kappa B
(NF-kB) uzerinden gergeklestirdigi bilinmektedir. Bu fakt6rin aktivasyonu
sonucu sentezlenen kemokinler ve inflamatuar molekdller (monosit
kemoatraktan protein-1, IL-6, GM-CSF, PDGF) araciligiyla olugsan makrofaj
ve T hicre infiltrasyonunun glomerller hasar gelisimine katkida bulundugu
savunulmaktadir (60).

4- ROS’un glomeruler hemodinamik slreglere etkisi de Uzerinde durulan
bir konudur. Bébrek kan akiminin sirddriimesinde ¢ok dnemli gérevleri olan
prostaglandinler ve nitrik oksit ROS saldinlarindan etkilenebilmektedir.
ROS’un doz bagimh olarak glomertler PGE,, PGFy,, 6-keto-PGFi,, TxB:
olusumunu arttirdigi gdsterilmistir. Bu durum ROS’un kullanima sunulan
arasidonik asit miktarini arttirmasindan kaynaklanmaktadir. Diger yénden
nitrik oksitin, serbest radikaller ile etkilesime girmesi, ¢ok zararh bir radikal
olan peroksinitrit olusumuna neden olmakta, ayni zamanda, NO’nun
biyoyararlanimi da engellenmektedir (58).

2.1.6.5. Egzersiz Proteinurisi Olusumuna Oksidan Stresin Etkisi

Serbest radikallerin protendriyle seyreden bir cok bdbrek patolojisinde
etkin rol oynadigi cesitli calismalarda goésterilmistir (57,61). Egzersiz ve
oksidan stres arasinda yakin bir iligkinin oldugu da bilinmektedir (6,14,71,75).
Egzersizle birlikte tUketilen oksijen miktarinin ¢ok artmasina bagli olarak,
Uretilen serbest oksijen radikal miktari da artmaktadir. Yiksek oksijen
tiketimi nedeniyle mitokondriden kaynaklanan serbest radikallere ek olarak
(75) iskemi-reperflzyon sureci (14) ve lokosit aktivasyonu (76), egzersize
bagli artan ROS kaynaklarini olusturmaktadir.

Egzersizin oksidan stresi arttirmasi ve c¢esitli kosullarda olusan oksidan
stresin proteintriye sebep olabilmesi gibi iki farkl taraftaki bilgi birikiminden
yola cikarak egzersizde olugsan oksidan stresin, egzersiz proteindrisine
katkida bulunabilecegini ileri stren ilk calismamizi sicanlarda gerceklestirdik
(6). Sedanter siganlarda tek doz tlketici kosu egzersizinin proteiniriye neden
oldugunu, egzersiz 6ncesi bir ay streyle uygulanan antioksidan tedavinin ise
egzersizin neden oldugu proteindrinin yani sira serum ve bdbrekte meydana
gelen oksidatif stresi de dnledigini gbsterdik. Ancak insan ve siganin bébrek
fonksiyonlari (77,78) ve antioksidan savunma duzeyleri (79) arasinda bazi
6nemli farklihklar bulunmasindan dolayr (77,78) elde edilen bu sonuglarin
insanlara atfedilmesi mimkun olmayabilir. Bundan dolayi, egzersiz sirasinda
olusan serbest oksijen radikallerinin sedanter ve antrene insanlarda da
egzersize bagh proteindri olusumuna katkisini inceledik. Bu c¢alismada
sedanter ve antrene bireylerde egzersiz sonrasi 30. dakika, 2, 4, 8 ve 24.
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saatlerde alinan idrar dérneklerinde protein duzeyleri 6lgildi. Literatlrdeki
bulgularla uyumlu olarak egzersiz sonrasi 30. dakika idrar protein diizeyinde
belirgin artis saptandi. Ara 6lgiimlerde proteintri gézlenmemesine ragmen
24. saatte tekrar idrar protein atiliminda yeni bir artis tespit edildi. 24. saatte
oksidatif stres gdstergeleri de proteiniriye es zamanh artiglar géstermesi,
mekanizmanin insanlarda da gecerli olabilecegini ortaya koymasi
bakimindan ilk sonuglari verdi. insan ¢alismamizin ikinci agsamasinda ise iki
aylik antioksidan tedavi ile bireylerin antioksidan kapasiteleri guglendirilip
tekrar tUketici egzersiz protokoll uygulandi. Antioksidan vitamin tedavisi
sedanter ve antrene grubun her ikisinde de hem oksidan stres hem de 24.
saatte goOzlenen proteindri olusumu engellendi. Bu sonuglara gobre
egzersizden hemen sonra (30 dk iginde) gorulen proteindrinin, literatirde de
siklikla goésterildigi gibi hemodinamik mekanizmalara bagli oldugu, fakat 24.
saatte ortaya cikan ikinci faz proteindrinin oksidan stresten kaynaklandigi ve
bunun da antioksidan tedavi ile 6nlenebildigini gdsterdik.

Hem siganlarda hem de insanlarda egzersiz sonucu olugsan oksidan
stresin egzersiz proteinlrisine neden olabilecegini géstermemizin yaninda,
bu calismalar, proteiniriye neden olan oksidan stresin  hangi
mekanizmalardan kaynaklandigini agiklayamamaktadir.

2.2. NADPH Oksidaz Sistemi

NADPH oksidaz (NOX), NADPH’1 kullanarak bir elektron indirgenmesi
sonucu oksijenin O, haline dénisiminl saglayan hicre zarinda yer alan bir
enzimdir. NADPH oksidaz enziminin katalizledigi reaksiyon su sekildedir.

NADPH
20, + NADPH ——, 20, + NADP + H*
Oksidaz

NADPH oksidaz, ROS uretiminden sorumludur. Fagositlerdeki NADPH
oksidaz slperoksit anyonu ve diger ROS tirlerini Ureterek mikrobiyal
patojenlere kargi savunmada Kkilit roli oynar. Bununla birlikte ROS
saliniminin artisi ¢evre dokulara da hasar vermektedir. Aktif NADPH oksidaz
cesitli alt birimlerden olusur. Dinlenimde bu alt birimler ayri ayri iken enzim
aktive oldugunda birleserek membrana lokalize olurlar (56).

2.2.1. Yapisi

NADPH oksidaz membrandz veya sitozolik yerlesim gésteren alti alt
birimden olusur. Membranéz alt birimleri flavositokrom bssg olarak
adlandirilan gp91phox ve p22phox’tur. Sitozolik alt birimler ise p47phox,
p67phox, p40phox ve Raci veya Rac2'dir. Flavositokrom bssg, oksidazin
merkezi membrandz birimidir. Glikozillenmis 91-kDa altbirim (gp91phox) ve
glikozillenmemis 22-kDa (p22phox) alt birimlerinin  1:1  kompleksidir.
P47phox, oksidaz aktivasyonunda sitozolik kompleksin sitozolden membrana
transportundan  sorumludur ve NADPH oksidaz alt birimlerinin
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dizenleyicisidir. /n vivo kosullarda p47phox fosforilenmeden bu olay
gerceklesmez (56).

2.2.2. Tipleri

NADPH oksidaz ailesi, fizyolojik rolleri reaktif oksijen trinleri olusturmak
olan yegane enzim ailesidir. Su an bilinen 70yesi vardir. NOX1, NOX2,
NOX3, NOX4, NOX5, DUOX1 ve DUOX2'dir (80).

NOX1, en fazla kolonda olmak Uzere uterus ve prostatda eksprese
edilmektedir. Ayrica damar diz kasinda uyarilabildigi de belirtilmigtir (81).
NOX1 fonksiyonu eksprese edildigi hiicre tipine baglidir. Kolon bakterilere
maruz kaldigindan burada savunma fonksiyonu aciktir. Vaskiler sistemde
ise kan basinci regilasyonunda rol aldigi ileri sUrilmektedir. NOX1’in
anjiyotensin aracili indiksiyonu vaskuler sistemde sUperoksit radikali
dretiminde artisa neden olmakta, bu durum NO’nun biyoyararlanimini
azaltarak kan basincinda artis olusturabilmektedir. Bu akut etkinin yanisira
sUperoksitler, kas hulcresi proliferasyonu uyararak uzun streli etkiler de
yaratmakta ve patolojik kosullar altinda aterosklerozise yol agan olaylar
dizisine katkida bulunmaktadir (80).

NOX2, myeloid serinin beyaz kan hicrelerinde (nétrofil, monosit/
makrofaj ve eozinofil) yer alir. NOX2, dogrudan veya myeloperoksidaz
sistemi ile igbirligi sonucu, ROS olugsumunu saglayarak mikroorganizmalara
karsi savunmada yer alir. Kardiyovaskuller hastaliklar, nérodejenarasyon
(82), enfeksiyon gibi patolojik sureclerde de NOX2 artmaktadir (80).

NOXS3, ic kulaktaki isitsel ve vestibular sistemlerin duyusal epitelyum ve
gangliyonlarinda yer alir (83). NOX3 yoksun farelerde otokonia olusumu
eksikligi ve sonradan gelisen denge problemleri bilinmektedir (84).

NOX4, bbbrek korteksinde bol miktarda eksprese edildiginden “renox”
olarak ta bilinir. Suana kadar tanimlanan NOX izoformlari arasinda en genis
ekspresyon alanina sahip olan tiptir. Bébregin yanisira, NOX4 ekspresyonu
astrositler, fibroblastlar, osteoklastlar, testis, over, iskelet kasi, plesenta,
pankreas ve kalpte tanimlanmistir (85,86).

NOXS5, lenfoid dokular ve testislerde bulunmustur. NOX5 mRNA’sI doku
lenfositlerinde bol iken dolagim kanindaki lenfositlerde hemen hemen yoktur.
Doku lenfositlerinde ve testislerde Ca™ bagimli ROS Uretimine aracilik eder.
Bu dokularda Ca™ bagimh ROS (retiminin fizyolojik fonksiyonu tam olarak
anlagiimis degildir (87).

DUOX1 ve DUOX2nin her ikisi de tiroid bezinde eksprese edilir. Tiroid
oksidaz olarak da s6z edilmektedir (88). Memelilerde DUOX enzimleri tiroid
ile sinirl degildir. DUOX1 solunum epitelyuminde, DUOX2 de tikrik bezleri
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ve rektal bezlerin epitelinde ¢ok miktarda eksprese edilir. Memelilerde
DUOX1 ve DUOX2nin tiroid hormon sentezinde goérevli oldugu, solunum
epitelinde ve gastrointestinal epitelde ise savunma mekanizmasinda rol
oynadigdi disindlmektedir (89).

2.2.3. Notrofillerde NADPH Oksidaz Aktivasyonu

Notrofillerin  hicre membraninda yer alan NADPH oksidaz enzimi,
sUperoksit radikali olusumunda &6nemli bir rol oynamaktadir ve normal
kosullarda aktif degildir. Fagositlerde, opsonize bakteri, opsonize zimozan,
lateks parikdlleri, komplement C5a, FMLP, I6kotrien B4, para amino hlppirik
asit, diacil gliserol, kalsiyum iyonoforlari gibi formillenmis peptidler ve
porbolmiristat asetat gibi PKC aktivatérleri ile NADPH oksidaz aktivasyonunu
uyariimaktadir. Anjiyotensin Il de vaskiler diz kas hdcrelerinde bu enzim
araciligiyla stperoksit Gretimini uyarmaktadir.

iki olay NADPH oksidaz aktivasyonuna eslik eder: i) protein
fosforilasyonu i) sitozolik alt birimlerin membrana transloke olmasi. Cesitli
uyaranlarla sensitize oldugunda ilk olarak sitozolik alt birimlerden p47phox ve
p67 phox fosforillenir. Fosforilenen alt birimler membrana gd¢ ederek
yerlesirler. Q Li ve arkadaglar (55), monosit aktivasyonunun iki yolla NADPH
oksidaz aktivasyonuna neden oldugunu gdstermistir. Birincisi monosit
aktivasyonunun protein kinaz C zeta aracili etkisidir ve NADPH oksidazin
sitozolik alt birimlerinin fosforilasyonuna neden olmaktadir. ikinci etkisi ise
hicre ici kalsiyum artigi aracili yaptigr etkidir; monosit aktivasyonu hem
ekstraselller ortamdan hem de hicre i¢i depolardan sitoplazmaya kalsiyum
girisine neden olmaktadir. Hlcre i¢i kalsiyum konsantrasyonundaki artis
protein kinaz Co aktivasyonuna ve ardindan sitozolik fosfolipaz A2
aktivasyonuna neden olmaktadir. Bu enzimin Grind olan arasidonik asit,
NADPH oksidazin fosforillenmis sitoplazmik alt birimlerinin membrana
translokasyonuna neden olmaktadir (55).

Monosit Aktivasyonu 02 02_ Monosit Aktivasyonu

Relea&.e & Influx

; ‘F\ (Raci)6DP
cF’LAz
¢ PKCa—} Phosphorylation

AA/ Sitozol

Sekil-2.1. Monositlerde NADPH oksidaz aktivitesi (55)
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2.2.4. NADPH Oksidaz ve Solunumsal Patlama

ROS olusturan pek cok mekanizma igcinde NADPH oksidaz birgok
hiicrede sUperoksit anyonu icin major kaynaktir. Notrofiller, monositler,
makrofajlar ve eozinofiller ¢esitli uyaranlar ile sensitize olarak siUperoksit
radikali, hidroksil radikali, hidrojen peroksit ve hipokloroz asit gibi toksik
oksijen metabolitleri Uretirler. Hlcre zarina bagl ve normal kosullarda inaktif
olan NADPH oksidaz cesitli etkenlerle aktive oldugunda molekiler oksijenden
sUperoksit radikali ve hidrojen peroksit yapimini kisa strede ve ¢ok fazla
miktarda katalizler. Bu olaya solunumsal patlama denir. Olusan toksik oksijen
artnleri ve grandllerden salinan proteolitik enzimler noétrofiller igin ¢ok etkili
bir dldirme silahi halini alir. Uyarilan fagosit oksidatif patlama stresince
stiperoksit tretimi 10 nmol/dk10° nétrofil olarak belirlenmistir (90).

NADPH +0,

NADPH Oksidaz

Siperoksit
SOD
v

Hidrojen Peroksit

H>0> \k;atalaz

Fe 02+ HO
miyeloperoksidaz
Hidroksil v
Radikali
. Hipoklorid
OH HOCI

Sekil 2.2. NADPH Oksidaz aracil olusan solunumsal patlama mekanizmasi

2.2.5. NOX Ailesi ve ROS’un Diger Etkileri

Fagosit olmayan bircok hicrede de NOX araciligi ile ROS (retimi
tanimlanmigtir. Savunma fonksiyonu olmayan hicelerde Uretilen ROS’un
amaci! konusu henliz tam olarak netlesmemistir. Bu konuda ileri sUrtlen
gbrisler; NOX ile olusan reaktif oksijen 0rinlerinin, tiroid hormonunun
sentezinde, fibroblastlarda protein sentezini ve hicre bdélinmesini
dizenleyen transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonunda, damar diz kasinda
ise tonlsun dizenlenmesinde rol alabilecegidir (56).
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2.2.6. NOX inhibitorleri

Bircok NADPH oksidaz enzim inhibitéri tanimlanmistir. Nitrik oksit (91),
steroidler (92), adrenalin (93), interldkin-10 (94) ve interl6kin-4 (95) NADPH
oksidaz enzimini inhibe eden endojen biyolojik molekullerdir. Ayni zamanda
farmakolojik inhibitért vardir. Bunlardan en ¢ok bilineni diphenylene iodonium
(DPI)'dur. DPI gp91phox ile elektron transportunu inhibe eder. Diger
farmakolojik inhibitérler arasinda, apocynin, pheynlarsine oxide, 4-(2-
aminoethyl)-benzenesulfonyl  fluoride  ve  N-oa-tosyl  phenylalanine
chloromethyl ketone bulunmaktadir (56).

2.2.7. Egzersiz ve NOX

Egzersiz sirasinda ROS olusumunu saglayan  mitokondriyal
mekanizmalar diginda 6n plana ¢ikan iki kaynaktan biri NOX ailesidir. Siddetli
fiziksel aktivite ile yUklenmelerin organizmada olusturdugu reaksiyonlar bir
¢ok ydbnden inflamasyona benzerlik gdsterir. Burada kilit roli egzersiz
sirasinda diizeyi artan interlékin-1’in oynadigi varsayiimaktadir. interlékin-1’in
I6kositleri aktive edici etkisi olduk¢a glcludir. Sonug¢ olarak egzersize bagli
gerceklesen |6kosit aktivasyonu, NOX enzimi araciigiyla ROS (retimini
gerceklestirmektedir. Egzersiz sirasinda aktif olmayan organlarda (beyin,
karaciger, bobrek gibi), egzersiz sonrasinda lipid peroksidasyonunun artmig
olmasinin sebeplerinden biri aktive I6kositlerin tim organizmaya dagilarak
NOX araciligiyla ¢ok miktarda ROS iretmeleridir. Diger yénden egzersiz
bitiminden sonra bile uzun stire ROS Uretiminin devam etmesinden de NOX
sorumlu tutulmaktadir. Bir ¢gok ¢alismada 24 saat sonra bile NOX araciligiyla
ROS olusumunun devam ettiginin gdésteriimesinin yaninda, bu etkinin 5 gline
kadar uzadigini ifade edenler de vardir. Ayrica yanitin Vitamin E ile
zayiflatildidr da gosterilmistir (13, 96,97).

2.3. Ksantin Oksidorediiktaz Sistemi
Ksantin oksidorediktaz, purin katabolizmasinda gbrev yapan kompleks
bir enzim olup. Hipoksantin/ksantinden urik asit olusumunu katalizler (98).

2.3.1. Yapisi

Ksantin oksidaz (XO) ve ksantin dehidrogenaz (XD) enzimlerinin her ikisi
de molibdenyum hidroksilaz flavo protein ailesi Uyesidir. Bu iki enzim formu
ve reaksiyonlarindan genellikle “XOR aktivitesi” olarak séz edilir. Ksantin
oksidaz yaklasik olarak 300 kDa agirliginda olup homodimer yapidadir. Her
bir Gnitesi molibdenyum kofaktor, flavin adenin dintkleotid (FAD) ve iki adet
demir sulfur molekdlu icerir (98).

Bakteriden insana kadar genis bir dagilim gdsteren (98) XOR’in, katalitik
Ozellikleri, kofaktorleri ve temel dizenlenmeleri rat, fare ve insanda yaklagik
olarak %90 oraninda benzerlik gdstermektedir (99,100). insanda XOR geni
22. kromozomun kisa kolunda bulunur ve yaklasik olarak 60000 bp
buyUklugindedir (98).
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2.3.2. Gorevleri

Fizyolojik kosullarda hlicrede esas olarak enzimin XD formu bulunur. XD
elektron alicisi olarak NAD* kullandi§i icin metabolitleri zararli degilidir.
iskemik dokularda XD formu XO formuna déniisir ki, XO formu elektron
alicisi olarak molekiiler oksijeni kullanir. Bu reaksiyon sonucunda stperoksit
ve hidrojen peroksit olusur. Olusan reaktif oksijen tirleri ve superoksit radikali
hicre icin zararl olabilir.

NAD* NADH NAD" NADH
XD XD
Hipoksantin » Ksantin » Urik Asit
¥ XOX . . ¥ X0V .
Og 02 Og 02
H202 H202

Sekil 2.3: XD ve XO araciligiyla hipoksantinden Urik asit olusumu (98)

Granger ve arkadaslari XO'in, iskemi-reperfliizyon patogenezinde Kkilit rol
oynadigini  belirtmektedirler  (101). Dokulara kan akiminin  ATP
olusturamayacak kadar azalmasi sonucu trans-membran iyon gradiyenti yok
olur. Bunun sonucunda, hucre i¢i kalsiyum konsantrasyonun artigi, XD
formunun, XO formuna geri dénlsimsiz olarak c¢evrimine neden olan
proteazlar aktive eder (101). Ayrica hicre i¢ci ATP dlzeylerinin azalmasi,
AMP konsantrasyonunun artmasina neden olur. AMP, sirasiyla adenozin,
inozin ve hipoksantine yikilir. Sonug olarak, iskemi sirasinda ksantin oksidaz
enzimi aktive olur ve enzimin substrati ortamda hazir hale gelir. Reperflzyon
slrecinde tekrar oksijene maruz kalinmasiyla XO ve hipoksantin birlikte
sUperoksit ve hidrojen peroksit Uretir. Bu reaktif oksijen tlrevleri hidroksil
radikalleri ile de etkileserek serbest radikal olusumuna katkida bulunur (Sekil-
2.4). Bir ¢cok calismada barsak (101), bébrek (101) ve karacigerde (101)
iskemi reperfizyon hasarinda XO’nun roll gésterilmistir. XO, allopurinol veya
oksipurinol gibi spesifik inhibitérlerle inhibe edildiginde ise hasarda azalma
oldugu ortaya konmustur.
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Sekil 2.4: XO’nun iskemi-reperflizyondaki roli (98)

2.3.3. Dagilimi

Yapilan immunohistokimyasal ¢alismalarda XO’a karsi olusan antikorlar
ile bu enzimin hicresel lokalizasyonu saptanmaya c¢ahsiimigtir. Bu
calismalarin  sonucunda en yiksek XO konsantrasyonu barsak ve
karacigerde bulunmustur. Eritrositlerde, jejunumun goblet htcrelerinde,
meme bezinde, iskelet kasinda, bdbrek ve jejunumun kapiller endotel
hucrelerinde XO aktivitesi tespit edilmistir (101).

2.3.4. Hiicre ici Dagilimi

XO hicrede sitoplazmada yer almaktadir. Fakat poliklonal XO
antikorlariyla yapilan g¢aligsmalarin sonucunda, XO'In sadece sitoplazmada
degil hicre membraninin dig ylzeyinde de var oldugu gosterilmistir.
insanlarda, endotel ve epitel hiicrelerde XO intraseliller vezikiiller iginde
bulunmaktadir. Fonksiyonu tam olarak bilinmese de hucreden sekrete
edilmek Gzere depolandigi distndlmektedir (101).
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2.3.6. XOR ve Egzersiz

XOR enzim sistemi, egzersiz sonrasi mitokondri disi kaynaklar
aracihgiyla ROS olugsumuna katkida bulundugu kabul edilen diger énemli
mekanizmadir. XD’in egzersiz sonrasinda kaslarda XO haline gelmesi
Ozellikle izokinetik kasilmalar, hipoksik ortamda fiziksel aktivite veya kan
akimmin bir gekilde bozulmasi sonucu olmaktadir. Bdylece iskemi-
reperflizyon benzeri bir stire¢ olusmakta ve XO ddéntisimi tetiklenmektedir.
Ayrica siddetli fiziksel aktivite sirasinda kan akimi oldukca azalan karaciger,
barsaklar, bébrek gibi organlarda da iskemi-reperfiizyon sonucu XO sekline
doéndstm olabilecedi ifade edilmektedir (13).

2.4. Hipotez

insanlarda oldugu gibi deney hayvanlarinda da, fiziksel egzersiz sonucu
idrarla ¢ikan protein miktarinin artmasiyla, geriye doéndsebilir egzersiz
proteinUrisinin gelistigi gosterilmistir. Egzersiz proteindrisi olusumunda 6ne
¢tkan mekanizmalar, proteinlerin tabuler geri emiliminin doygunluga ulagmasi
ve glomeriler gegirgenligin artisidir. Bunun yaninda bélimimuzde yapilan
calismalarda egzersiz proteindlrisine, egzersiz sirasinda artan oksidan stresin
de neden olabilecegdi gosterilmigtir. Ancak egzersiz proteindrisine neden olan
oksidan stresin kaynag hakkinda herhangi bir bilgi yoktur.

Bu bilgiler dogrultusunda arastirmamizi asagida verilmis iki hipotezi test
etmek icin planladik.

1. NADPH oksidaz enzimi egzersize bagli olarak aktive olup,
egzersiz proteinlrisine neden olur.

2. Ksantin oksidaz enzimi egzersize bagli olarak aktive olup,
egzersiz proteindrisine neden olur.
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GEREC VE YONTEM

3.1.Gruplandirma, Egzersiz ve inhibitorler ile Tedavi

Akdeniz  Universitesi Tip  Fakulltesi  Fizyoloji ~ Anabilim  Dali
Laboratvuarlar, Merkez Biyokimya Laboratuarlart ve Deney Hayvanlari
Unitesinde gerceklestirilen bu calismada 73 adet geng erigkin disi Wistar
sican kullanildi. Calisma boyunca, sig¢anlarin bulundugu ortam isisi
23+2°C’de sabit tutularak 12 saat aydinllk 12 saat karanlik déngisi
uygulandi. Tim hayvanlar deney siresince standart ticari sican yemi ile
beslendiler ve musluk suyu igtiler.

3.1.1 Gruplandirma
Siganlar arastirmanin basinda rasgele, NADPH oksidaz ¢alismasi ve XO
calismasi igin iki ana gruba ayrildilar. Daha sonra yine rasgele olmak Uzere
her bir grup kendi iginde yeniden, asagida gosterildigi sekilde alt gruplara
ayrildr:
1- NADPH Oksidaz Calismasi
1- Kontrol grubu (K) (n=10)
2- Egzersiz grubu (E) (n=10)

3- NADPH oksidaz inhibitéra verilen grup (1) (n=7)

4- NADPH oksidaz inhibitérii verilen egzersiz grubu (E-i) (n=7)

2- XO Caligsmasi
1- Kontrol grubu (K) (n=9)
2- Egzersiz grubu (E) (n=9)
3- XO inhibitérii verilen grup (i) (n=8)
4- XO inhibitérii verilen egzersiz grubu (E-i) (n=8)

3.1.2. Egzersiz Protokolu

Egzersiz iglemi Fizyoloji Anabilim Dali laboratuvarinda bulunan, elektrikli
motor suriciliginde dénen May marka (TME 9805, Ankara), bes yollu sican
kosu bandinda gercgeklestirildi. Kosu bandi, siganlarin kosmasini motive
etmek icin kullaniimak Gzere elektrik sok sistemi ile donatiimisti. Egzersiz
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protokold, iki gunluk alete alisma periyodunun ardindan tdketici kosu
egzersizi olarak uygulandi.

Tlketici egzersiz uygulamasinda kosu bandinin egimi ve hizi asagida
gosterildigi sekilde kademeli olarak arttirilarak siganlarin dogrulma (denge)
refleksi kayboluncaya kadar kosmalari saglandi.

%5 egdim ve 20 m/dk hizda 5 dk

%10 egim ve 20 m/dk hizda 10 dk

%15 egim ve 20 m/dk hizda 15 dk

%15 egim ve 24 m/dk hizda tikeninceye kadar.

3.1.3. Enzim Inhibitorleri ile Tedavi

NADPH Oksidaz inhibitorii ile Tedavi: NADPH oksidaz inhibitérii olan
difenileniyodonyum klorid (DPI) 4 gin boyunca ratlara 1.6 mg/kg (102)
dozunda intravendz olarak kuyruktan uygulandi. DPI'in son dozu, egzersiz
yapan hayvanlara egzersizden bir saat 06nce verildi. DPI, deneklere
veriimeden 6nce 100 pwl DMSO’da c¢6zlldi. Gobzgen olarak kullanilan
DMSOQO’nun élctlen parametrelere etkisinin olup olmadigi ek bir ¢dzgen grubu
(n=5) olusturularak test edildi.

Ksantin Oksidaz inhibitori ile Tedavi: Ksantin oksidaz inhibitdrii olan
oksipurinol 3 gun boyunca ratlara 40 mg/kg (103) dozunda intraperitonal
olarak uygulandi. Oksipurinolin son dozu, egzersiz yapan hayvanlara
egzersizden 1 saat 6nce verildi.

3.2. Deneysel islemler

3.2.1. idrarlarin Toplanmasi

idrar protein ve kreatinin dizeylerinin degerlendirilebilmesi amaciyla tim
sicanlar metabolik kafeslere yerlestirilerek 24 saatlik idrarlar elde edildi.
Egzersiz grubundaki sicanlar tlkenme egzersizlerinin hemen ardindan
metabolik kafeslere alindi. Metabolik kafeste kalma sireleri boyunca
sicanlarin yem almalari engellenirken, su alimlari serbest birakildi. idrarlar,
kar icine yerlegtirilen ve olasi buharlagsmayi engellemek amaciyla iglerine 2
ml gliserin ilave edilen tlipler igerisinde toplandi. idrar toplama periyodu
sirasinda ortam 1sisi 23+2°C’de tutuldu. 24 saatin sonunda elde edilen
idrarlarin bir kismi taze olarak kreatinin tayini igin kullanilirken, bir kismi da,
daha sonra yapilacak olan total protein, mikroalbumin ve B, -mikroglobulin
dlctimi icin derin dondurucuda —80°C’de saklandi.
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3.2.2 Deneyin Sonlandiriimasi

Metabolik kafeslerde 24 saatlik idrar toplama déneminin ardindan eter
anestezisi ile uyutulan siganlarin abdomenleri agildi. Abdominal aortadan
kanlari heparinize (151U/ml) bir sekilde alindiktan sonra dokular, pH’si 7.4
olarak ayarlanmis krebs sollUsyonuyla perflize edildi ve sonrasinda bdbrek
dokusu cikarildi. Doku 6rnekleri alindiktan hemen sonra kara gémiulerek kisa
sirede sogumalari saglandi. Alinan kanlar lékosit sayimi ve izolasyonu,
eritrosit TBARS diizeyi, tayini igin taze olarak kullanildi. Bébrekler daha sonra
yapilacak olan doku TBARS, ksantin oksidaz ve NADPH oksidaz enzim
aktivitelerinin &lgimii ve protein karbonilasyon tayini igin -80 °C 'de sakland..

3.3. idrar Proteini Parametreleri

3.3.1. idrar Kreatinin Ol¢iimii

Prensip: Idrar kreatin diizeyi, Jaffe yontemi esas alinarak spektrofotmetrik
yolla él¢hlmustir. Kreatinin alkali ortamda pikrik asitle birlesmesi sonucu
aciga cikan renk degisiminin 500 nm dalga boyunda verdidi absorbans
degerlendirildi (104).

Reaktifler:

1) Pikrik Asit: 0.036 mol/L.

2) NaOH: 1.4 mol/IL

3) Kreatinin standart solisyonu: 100 ml distile su i¢erisinde 10 mg kreatinin
¢6z0ldu ve bundan 1/10 oraninda dilisyon ile elde edildi.

islemler: idrarlar 1/50 oraninda distile su ile sulandirildi. Pikrik asit ve NaOH
esit oranda Kkaristirilarak calisma solisyonu hazirlandi. 1ml c¢alisma
solisyonuna 100 pl idrar 6rnegi eklenerek 37°C’de 500 nm dalga boyunda
30. ve 60. saniyelerdeki absorbanslar 6lgtldu. Olgim igin Schimadzu UV
1600 marka spetrofotometre kullanildi ve sonuglar mg kreatinin olarak
hesaplandi.

3.3.2. idrar Total Protein Tayini

Prensip: Idrarda total protein miktarini saptamak icin Randox marka total
protein kiti kullanildi. Alkalin ortamda bulunan bakir iyonlari proteinin peptit
baglari ile iliskiye girerek renkli kompleksler olusturur. Olugan bu kompleksler
546 nm dalga boyunda absorbans verir.

islemler: 1 ml reaktif, 200 ul idrar ile karistirilarak 30 dakika oda sicaklhiginda
inkibe edildi. Bu sidrenin sonunda numunelerin absorbansi 546 nm dalga
boyunda spektrofotometrik (Schimadzu UV 1600) olarak &lgtldi. Ayni idrar
numunelerinden taze olarak kreatinin dlgimleri yapildi ve sonuglar mg/mg
kreatinin olarak ifade edildi.

22



3.3.3. idrar Albumin Tayini

Prensip: Idrarda mikroalbumin miktarini saptamak igin Randox marka
imminoturbidimetrik ticari mikroalbumin kiti kullanildi. Spesifik albumin
antikoru iceren reaksiyon tamponu ile numune etkilesime girdiginde, antijen
antikor reaksiyonu sonucu olusan turbid sollisyon 340nm’de absorbans verir.

islemler: Bir mililitre reaksiyon tamponu, 100 pl idrar numunesi ile
karistirilarak 340 nm’de distile su kértine karsi spektrofotometrede okundu ve
bu absorbans A; olarak kaydedildi. Hizlh bir sekilde 100 ul antikor ilave
edilerek oda sicakliginda 30 dakika inklbe edildi. Bu slrenin sonunda tekrar
340nm dalga boyundaki absorbans okundu ve A, olarak kaydedildi
(Schimadzu UV 1600). Bu absorbanslar kullanilarak AA= A>—A+ formuliinden
hesaplandi. Kit iceriginde mevcut olan standart igin de ayni iglemler
uygulandi. Ayni idrar numunelerinin taze olarak kreatinin dlgiimleri yapildi ve
sonuglar mg/mg kreatinin olarak ifade edildi.

3.3.4. idrarda Bo-Mikroglobulin Tayini

Prensip: idrarda B.-mikroglobulin diizeyi tayini Spinreact marka turbimetrik
Bo-mikroglobulin kiti kullanilarak 6lgtldi. Anti-B2-mikroglobulin ile kaplanan
lateks partikdlleri numune ile karistirildiginda aglutine olur. Bu aglutinasyon,
B2-mikroglobulin igerigine bagli olarak 540 nm dalga boyunda absorbans
degisikligine neden olur.

islemler: 1ml reaktif soliisyonu 50 pl idrar numunesi ile karistirilip, 30°C isi
kontrolli spektrofotometrede 0. ve 3. dakikada 540 nm dalga boyunda
absorbanslar okundu. Kit icerisinde mevcut olan standartlar kullanilarak idrar
Bo-mikroglobulin dizeyi tespit edildi.

3.4. Oksidan Stres Parametreleri

3.4.1. Tiyobarbitiirik Asit Reaktif Uriinlerinin (TBARS) Tayini

Prensip: Stocks ve Dormandy yontemi kullanilarak dlgtldi. Bu yontem, lipid
peroksidasyon drlUnlerinin  tiyobarbitlrik asit ile reaksiyona girerek
olusturdugu kompleksin 532 nm dalga boyunda maksimum absorbans
vermesi ve bu absorbansin dlgllmesi esasina dayanmaktadir (105).

3.4.1.1. Eritrosit TBARS Tayini

Reaktifler:

1) Fosfat NaCl tamponu (pH 7.4): 0.5 M KH2POy4, 0.5 M KoHPOy4, 0.15 M
NaCl.

2) Trikloroasetik asit (TCA), distile su ile sulandirilarak %30’luk olarak
hazirland.
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3) Tiyobarbitirik asit, 5 g TBA ve 25 ml 1 N NaOH, distile su ile 500 ml'e
tamamlandi.

4) Standart solUsyonu: Tetraetoksipropan stok solisyonundan distile su ile
sulandirilarak hazirlandi.

islemler: Plazmasi ayriimis paket eritrositler 3 kez fosfat NaCl tamponu ile
yikandiktan sonra yine ayni tamponla 10 kez dilie edildi ve 3 ml’si ayr bir
tibe alinarak tzerine 2 ml TCA soltsyonu eklendi. Bu karigim 4000 rpm’de
10 dakika satrifije edildikten sonra, olusan sipernatanttan ayn bir tibe 3ml
alinarak tzerine 1ml TBA sollisyonu eklendi ve zaman kaybetmeden 15dk
kaynatildi. Kaynama isleminin ardindan tlpler musluk suyu altinda
sogutulduktan sonra 4000 rpm’de 10 dakika santrifuj edildi. Bu islemin
ardindan 532 nm dalga boyunda verdikleri absorbaslar él¢ildl. (Schimadzu
UV 1600). 10 kez sulandinimig olan paket eritrositlerden Drabkin yéntemine
gbre hemoglobin tayini yapilarak TBARS dlzeyleri nmol/mg Hb olarak ifade
edildi.

Hemoglobin él¢ctimi

Prensip: Alkali pH'da ve potasyum ferrosiyanlr varliginda hemoglobin ve
sulfhemoglobin digindaki hemoglobin deriveleri methemoglobine oksitlenir.
Methemoglobin ise potasyum siyanlr ile birlikte siyanomethemoglobin
bilesigini olusturur. Bu son bilesigin maksimum absorbans verdigi 546 nm
dalga boyundaki renk siddeti hemoglobin konsantrasyonu ile orantilidir (106).

Reaktifler:

Drabkin ayiraci: 140 mg KH2HPO,4, 200 mg potasyum fericyanide, 50 mg
potasyum siyanit ve % 30’luk 2 ml Triton-X karisimi Gzerine 1100 ml distile su
eklenerek elde edildi.

islemler: 2.5 ml Drabkin ayiraci (zerine, fosfat NaCl tamponu ile 10 kez
sulandinimig eritrosit paketinden 50 pL eklenerek 15 dk oda isisinda ve
karanlikta bekletildi. Bu sirenin sonunda tlplerin absorbanslari 546 nm’de
kére kargi okundu (Schimadzu UV 1600).

3.4.1.2. Bobrek TBARS Tayini

Reaktifler:

1) Homojenizasyon sivisi (pH 7.4): KoHPOs, 0.05 M; KH2PO4 0.05 M; KCI
150 mM; EDTA, 5mM; Triton- X %0.8.

2) Trikloroasetik asit, distile su ile sulandirilarak %30’luk sollisyon hazirlandi.

3) Tiyobarbitirik asit, 5 g TBA ve 25 ml 1 N NaOH, distile su ile 500 ml'e
tamamlandi.

4) Standart sollsyonu: Tetraetoksipropan stok sollisyonundan distile su ile
sulandirilarak hazirlandi.

islemler: Alinan bobrek dokusu, 2 ml homojenizasyon sivisi igerisinde, Tri-R
Stir-R marka K43 model homojenizatérde 9500 rpm’de, 20 sn homojenize
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edildi. Homojenizasyon islemi sirasinda asiri 1si artisini énlemek igin kar
kullanildi. Homojenize edilen dokularin Gzerine 6ml daha homojenizasyon
sivisi eklendi. Olusan 8 ml'lik ¢dzeltiden 3 ml ayri bir tiibe alinarak Uzerine 2
ml TCA soltsyonu eklendi ve 4000 rpm’de 10 dk santrifije edildi. Elde edilen
sUpernatanttan 3 ml alinarak Uzerine 1 ml TBA eklendi ve zaman
kaybetmeden 15 dk kaynatildi. Kaynama isleminin ardindan tdpler musluk
suyu altinda sogutulduktan sonra 4000 rpm’de 10 dk santrifuj edildi. Bu
islemin ardindan absorbanslari 532 nm’de kére karsi okundu (Schimadzu UV
1600). Dokular homojenize edildikien sonra elde edilen 8 ml'lik ¢bzeltiden
Lowry ydntemine gére protein dizeyleri élcllerek doku TBARS dizeyleri
nmol/g protein olarak ifade edildi.

Doku Protein Tayini

Prensip: Doku protein icerigi Lowry metoduna goére tayin edildi. Alkali
ortamda proteinlerin Cu*? ile reaksiyona girerek olusturduklari bakir-peptid
komplekslerinin, folin reaktifi varlhiginda tirozin ve triptofan kalintilar ile
birleserek renkli bilesikler olusturmalari ve bunlarin spektrofotometrik olarak
saptanmasina dayanir (107).

Reaktifler:

1) Standart sollisyon: Bovin serum albimin, 1 mg/ml’lik ¢bzeltisi hazirlandi.

2) NaOH, 1 N hazirland.

3) D reaktifi: 10 ml %2’lik NaCOg3 anhidr; 0.1 ml %1’lik CuSOs, 0.1 ml %2’lik
Natrium tartarat.

4) Folin reaktifi: Folin ile distile su 1/1 oraninda karistirilarak hazirlandi.

islemler: 0.1 ml numune veya standart zerine 0.1 ml NaOH ve 1ml D
reaktifi eklenerek 20 dk oda isisinda ve karanlikta bekletildi. Bu sirenin
sonunda, tim tdplere 1/1 oraninda distile su ile dillie edilmis folin reaktifinden
0.1 ml eklendi ve yine karanlkta ve oda Isisinda olmak tzere 30 dk bekletildi.
Daha sonra tlplerin tzerine 2 ml distile su eklenerek absorbanslari 500 nm
dalga boyunda kére karsi okunarak degerlendirildi (Schimadzu UV 1600).

3.4.2. Bobrek Protein Karbonilasyonu Tayini

Prensip: Protein  karbonil gruplari, Levine ve arkadaslarinin
spektrofotometrik yéntemine goére ol¢uldl. 2,4-Dinitrofenilhidrazin (DNPH)
proteinlerin karbonil gruplanyla birlestiginde renkli bir hidrazon bilesigi
olusturmaktadir. Olusan bu hidrazonun 360 nm’de absorbansinin okunmasi
esasina dayanir (108).

Reaktifler:

1) Homojenizasyon sivisi (pH 7.4): KoaHPOy4, 0.05 M; KH2POy4, 0.05 M; KCI
150 mM; EDTA, 5 mM; Triton-X %0.8.

2) 2,4-Dinitrofenilhidrazin (DNPH): 10 mM DNPH 2 N HCI iginde +50°Cde
hazirlandi.

3) Triklorasetik asit, distile su ile sulandirilrak %20’lik solisyon hazirlandi.
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4) Triklorasetik asit, distile su ile sulandirilarak %10’luk sollisyon hazirlandi.
5) 1 N NaOH hazirlandi.

islemler: Alinan bobrek dokusu, 2 ml homojenizasyon sivisi igerisinde, Tri-R
Stir-R marka K43 model homojenizatérde 9500rpm’de, 20 sn homojenize
edildi. Homojenizasyon islemi sirasinda asiri 1si artisini énlemek igin kar
kullanildi. 250 pl homojenat 500 ml %20 TCA ile karistirildi. 14000 rpm’de 15
sn santrifij edildikten sonra stpernatan dékuldi. Pelet 500 wl 10 mM DNPH
ile karistirildiktan sonra karanlikta oda isisinda 1 saat bekletildi. Bu sirada
10dk aralarla vortekslenerek peletin DNPH ile karigsmasi saglandi. Bir saatin
sonunda 500 pl %20 TCA ile karistirildiktan sonra 2-3 dk oda isisinda
bekletildi. 14000 rpm’de 3dk santriflj edildikten sonra stpernatan dékulda ve
ayni islem %10 TCA ile 3 kez tekrarlandi. Presipitat 2 ml NaOH iginde
37°C’de 30 dk bekletilerek ¢dziildi. Numunenin absorbansi NaOH kérline
karsi 360 nm’de okundu. Bbébrek homojenatlarindan Lowry yéntemine gore
doku proteini tayini yapilarak sonuglar umol/mg protein olarak ifade edildi.

3.5. Enzim inhibitérlerinin Etkinliginin Degerlendirilmesi

3.5.1.Bébrek NADPH Oksidaz Aktivitesinin Tayini

Prensip: Weihuan Fang ve arkadaslarinin yéntemi modifiye edilerek
kullanildi. Fagositik hlcrelerin uyarilmasi, oksidatif patlamaya neden olur ki
noétrofillerde bu olay NADPH oksidaz enzimi araciligiyla gerceklesir. Bu
enzim NADPH'’I elektiron vericisi olarak kullanir ve bu sirada molekuiler
oksijeni indirger. Ortama elektron alicisi olarak davranan resazurin eklenecek
olursa molekuller oksijenle yarigmaya girerek indirgenir ve floresan veren
formu olan resorfine dénistr. Resorfunin olusum hizi NADPH oksidaz
aktivitesinin hizi ile paralellik gésterir (109).

Reaktifler:

1) Zymosan A

2) Resazurin

3) RPMI-1640 Medium

4) Homojenizasyon tamponu: 0.1 M K;HPOQO4, 0.001 M phenymethylsulfonyl
floride (PMSF), %0.2 Triton-X 100 seklinde hazirland.

Zimozan ile aktive serum (ZAS) hazirlanmasi: Sicanlardan alinan kan
ornekleri 2000 rom’de +4°C 15 dk santrifuj edildi ve serumlari ayrildi. Serum
havuzunun icerisine 5mg/ml olacak sekilde zimozan-A ilave edilecek. 1 saat
37°C’de inkiibe edildi. inkilbasyondan sonra +4°C 15 dk santrifuj edildi ve
zimozan ¢oktirildi. Ustteki aktive serum kiiclik ependorf tiiplerine ayrilarak
-20°C’de saklandi. Deney giinii 0.5 mg/ml olacak sekilde sulandirildi.

islemler: Bobrek dokusu, 2 ml homojenizasyon tamponu kullanilarak Tri-R
Stir-R marka K43 model homojenizatérde 9500 rpm’de, homojenize edildi.
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+4°C 15000 rpm’de 30 dk santrif(ij edildikten sonra stipernatant ayrildi. 300
ul supernatant, 50 ul ZAS, 50 ul resazurin ve 100 ul NADPH ilave edildi.
Fluorimetrik olarak eksitasyon dalga boyu 544 nm, emisyon dalga boyu 584
nm olacak sekilde 37°C’de inklibe edilerek 0, 30 ve 60. dakikalarda él¢iimler
yapildi. Bobrek homojenatlarindan Lowry yéntemiyle protein tayini yapildi ve
sonuglar floresan yogunluk/protein olarak verildi.

3.5.2. Lokosit Aktivasyonu

Prensip: Lokosit aktivasyonu, Thomas C. Hofstra ve arkadaslarinin yontemi
kullanilarak tayin edilmistir. 2’,7’-dicholoro-fluroescin diacetate (DCF) normal
sartlarda floresan bir madde degildir. Lékositlerin aktivasyonuna bagl olarak
gelisen solunumsal patlama sonucunda DCF, ylUksek miktarda floresans
yayan dichloro-fluorescin’e okside olur. Dichloro-fluoresceinin floresans
yogunlugunun spektrofluorometrede 485 nm eksitasyon 510 nm emisyon
dalga boyunda tespit edilmesi esasina daynir (110).

Reaktifler:

1) Histopaque- 1119

2) izotonik Fosfat Tamponu: 124 mmol/L NaCl, 5 mmol/L KCI, 16 mmol/L
Na,HPO4, 5 mmol/L glukoz olarak hazirlandi.

3) Kreb’s Fosfat Tamponu: 120 mmol/L NaCl, 5 mmol/L KCI, 16 mmol/L
NaoHPO4, 1mmol/L CaCl,—H.O, 1mmol/L MgSO4, 5 mmol/L glukoz
karistirllip hazirlandi.

4) 2’,7’-dicholoro-fluroescin diacetate

islemler: Graniilositler, histopaque-1119 kullanilarak eritrositlerden ve diger
l6kositlerden ayrildi. izole edilen graniilositler (¢ kez izotonik fosfat tamponu
ile yikandiktan sonra hiicre sayisi 2.5x10° hiicre/ml olacak sekilde ayarlanip
10 mol/L 2’,7"-dicholoro-fluroescin diacetate ile karanlkta 37°C’de 25 dk
inkilbe edildi. inkiibasyon sonunda hiicreler izotonik fosfat tamponu ile
yikandiktan hemen sonra Krebs fosfat tamponunda hiicre sayisi mililitrede
10%hiicre olacak sekilde ayarlandi. Bu islemden sonra DCF’nin ortalama
floresansi spektrofluorometrede 485 nm eksitasyon 510 nm emisyon dalga
boyunda &lcildi. Sonuglar floresan yogunluk olarak verildi. islemler sirasinda
I6kosit dlguimleri ABX micros marka kan sayim cihazi kullanilarak yapildi.

3.5.3. Ksantin Oksidaz Aktivite Tayini

Prensip: Ksantin oksidaz aktivitesi Molecular Probes marka Amplex Red
Xanthine/Xanthine oxidase assay kiti kullanilarak Ol¢lldi. Reaksiyon
karisiminda, stperoksit spontan olarak hidrojenperokside yikilir, horseradish
peroksidase (HRP) varliginda hidrojenperoksit, Amplex red reagent ile
reaksiyona girerek resorufin olusturur ve olusan resorufin 560 nm dalga
boyunda absorbans verir.
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3.5.3.1. Plazmada Ksantin Oksidaz Aktivitesi
Reaksiyon Karisimi:

1) 50 ul Amplex Red reagent solisyonu

2) 20 pl HRP solisyonu

3) 50 ul ksantine

4) 4.88 ml reaksiyon tamponu

islemler: 96 kuyucuklu tablaya 50 ul reaksiyon karisimi 50 pl plazma veya
standart ilave edilerek 30dk 37°C’de inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasinda
560 nm dalga boyunda spektrofometrede okundu. Sonuglar mU/ml olarak
verildi.

3.5.3.2. Bobrekte Ksantin Oksidaz Aktivitesi

Reaktifler:

1) Fosfat tamponu: 50 nM K;HPO, ile 50 nM KH»PO4 uygun oranlarda
karigtirilarak pH 7.5’e ayarlandi.

2) 50 ul Amplex Red reagent solusyonu

3) 20 ul HRP solUsyonu

4) 50 ul ksantine

5) 4.88 ml reaksiyon tamponu

islemler: Bobrek dokusu, 2 ml homojenizasyon tamponu kullanilarak Tri-R
Stir-R marka K43 model homojenizatérde 9500 rpm’de,homojenize edildi.
+4°C 11000rpm’de 15 dk santrifiij edilerek sipernatant ayrildi. 96 kuyucuklu
tablaya 50ul reaksiyon karigimi 50 ul sUpernatant veya standart ilave
edilerek, 30 dk 37°C’de inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasinda 560 nm dalga
boyunda spektrofometrede okundu. Doku homojenatindan Lowry ydntemiyle
doku protein dlzeyi tayini yapildi ve sonuglar mU/mg protein olarak ifade
edildi.

3.6. istatistiksel Analiz

Sonuglar ortalama +* standart hata olarak verildi. istatistiksel analiz
GraphPad  software  programi  kullanilarak  yapildi.  Sonuglarin
degerlendiriimesinde tek yonli varyans analizi kullanildi ve gruplar arasi
degerlendirme Newman-Keuls testi ile yapildi. p<0.05 Uzeri degerler
istatistiksel olarak 6nemli kabul edildi.
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BULGULAR

Deneye alinan hayvanlarda genel olarak saglik ve gérinim agisindan
herhangi bir farklilik izlenmemistir.

Calismamiz, XO ve NADPH oksidaz olmak Uzere iki farkh protokol
seklinde planlandidi igin sonuglarimiz da her bir protokol igin ayri ayri
incelenecektir.

4.1. NADPH Oksidaz Caligmasi

inhibitér uyguladigimiz gruplarda DPI, DMSO igerisinde ¢ozilmustir.
DMSO’nun parametrelerimiz Gizerine herhangi bir etkisinin olup olmadigi ayri
bir grup olusturularak incelenmistir. Bu gruptaki hayvanlara DPI ¢bzlcUsu
olarak kullanilan DMSO’nun tek basina uygulanmasi, 6lgtigimiz hicbir
parametrede kontrol grubuna kiyasla herhangi bir farkliliga neden olmamistir.

Tukenme egzersizi uygulanan gruplar olan E ve E-I gruplarinin ortalama
tikenme surelerinde farklilik saptanmamigtir.

4.1.1. idrar Parametreleri

4.1.1.1. Total idrar Protein Diizeyi

Total idrar protein dizeyi, Sekil 4.1’de gdsterilmistir. Total idrar proteini,
metabolik  kafesler aracihdi ile toplanan 24 saatlik idrarlarda
degerlendirilmigtir ve yine ayni idrarlardan &l¢ilen kreatinin degeri Uzerinden,
mg/mg kreatinin olarak ifade edilmistir.

Total idrar protein dlzeyi, tiketici egzersiz sonucu E grubunda, K grubu
ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak Gnemli bir artig géstermistir (p<0.05).
Tlketici egzersiz sonucunda artig gosteren idrar protein dizeyleri, inhibitér
uygulamasi sonucu E-i grubunda E grubuna gére énemli olarak azalmistir
(p<0.01).
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Sekil 4.1. NADPH oksidaz ¢alismasinda idrar total protein degerlerinin karsilastiriimasi
* p<0.05; Kontrol (K) grubundan Egzersiz (E) grubunun farki
## p<0.01 Egzersiz (E) grubundan Egzersiz Inhibitér (E-1) grubunun farki

4.1.1.2. idrarda Albumin Diizeyi

Toplanan 24 saatlik idrarlarda 6lgtlen mikroalbumin duzeyleri, Sekil
4.2te gdsterilmistir. idrar mikroalbumin diizeyi metabolik kafeste toplanan
24’lik idrarlarda oélgUlmustir. Sonuclar, deney gunU taze olarak &lgllen
kreatinin degerleri Gzerinden mg/mg kreatinin olarak ifade edilmistir.

idrar albumin diizeyinin, tiiketici egzersiz uygulanan E grubunda K
grubuna gére 6énemli olarak artis gdsterdigi saptanmistir (p<0.05). inhibitér
uygulanan E-I grubunun idrar mikroalbumin diizeylerinde E grubuna kiyasla
6nemli bir azalma tespit edilmistir (0<0.05).
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idrar Albumin
mg/mg kreatinin

Sekil 4.2. NADPH oksidaz ¢alismasinda idrar albumin deg@erlerinin karsilastiriimasi
*p<0.05; Kontrol (K) grubundan Egzersiz (E) grubunun farki
#p<0.05 Egzersiz (E) grubundan Egzersiz Inhibitér (E-1) grubunun farki

4.1.1.3. idrarda B,-Mikroglobulin Diizeyi

idrarda Bg-mikroglobulin diizeyi kitin dlcim araligindan daha diisik
oldugu icin tespit edilememigtir. Numune olarak kullanilan idrar miktarinin
arttinlmasi veya idrarlarin bir miktar konsantre edilmesi de bu sorunu
giderememistir.  Kitin calisip ¢alismadigi sicanlarin  serumunda PBo-
mikroglobulin dlcllerek test edilmis ve serum Bz-mikroglobulin  dlzeyi
beklendigi gibi 5 ug/ml civarinda saptanmistir.
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4.2.2. Oksidan Stres Parametreleri

4.2.2.1. Eritrosit TBARS Diizeyi

Eritrosit TBARS dlzeyleri, Sekil 4.3’te gdsterilmis olup nmol/mg hb olarak
ifade edilmistir. Eritrosit TBARS dlzeylerinin E grubunda kontrol grubuna
gbre arttigi gbzlense de bu artis istatistiksel olarak dnemli bulunmamisgtir.
inhibitér uygulanan E-i grubu ile E grubu karsilastinldiginda, TBARS
diizeyinde E-i grubunda bir azalma gdzlenmis, fakat istatistiksel olarak
farklilik saptanmamistir.

K E i E-i

Sekil 4.3. NADPH oksidaz ¢calismasinda eritrosit TBARS degerlerinin karsilastiriimasi

nmol/mg Hb
W e [3)]
o o o

Eritrosit TBARS
N
o

4.1.2.2. Bobrek TBARS Diizeyi

Bébrek TBARS duzeyleri, Sekil 4.4’te gdsterilmis olup nmol/mg protein
olarak sunulmustur. Bébrek TBARS duzeyinin, E grubunda K grubuna gére
istatistiksel olarak 6nemli sekilde arttigi (p<0.01) gézlenmistir. inhibitdr
uygulanan E-i grubunda élglilen TBARS diizeyleri, E grubuna kiyasla dnemli
6lcide disuk bulunmustur (p<0.01).
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Sekil 4.4. NADPH oksidaz ¢alismasinda bdbrek TBARS degerlerinin karsilastiriimasi
* p<0.01; Kontrol (K) grubundan Egzersiz (E) grubunun farki
# p<0.01; Egzersiz (E) grubundan Egzersiz Inhibitér (E-1) grubunun farki
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4.1.2.3. Bobrek Protein Karbonilasyon Tayini

Bébrek protein karbonilasyon dizeyi umol/mg protein seklinde ifade
edilmis ve Sekil 4.5'te gbsterilmistir. TUketici egzersiz uygulanan E grubunda
K grubuna kiyasla bdbrek protein karbonilasyonunun énemli olarak arttigi
gbdzlenmistir (p<0.01). inhibitér uygulanan E-i grubunda ise E grubuna gére
onemli azalma tespit edilmistir (p<0.01).

Bobrek Protein Karbonilasyonu
(umol/mg protein)

10

K E i E-i

Sekil 4.5. NADPH oksidaz ¢alismasinda bdbrek protein karbonilasyon degerlerinin
karsilastiriimasi

**p<0.01; Kontrol (K) grubundan Egzersiz (E) grubunun farki

## p<0.01; Egzersiz (E) grubundan Egzersiz Inhibitér (E-i) grubunun farki

4.1.3. Enzim inhibitorlerinin Etkinliginin Degerlendirilmesi

4.1.3.1. Bobrek NADPH Oksidaz Aktivitesi

Bébrek NADPH oksidaz aktivitesi 06lcim sonuglari Sekil 4.6'de
gbsterilmis olup sonuclar floresan yogunluk olarak ifade edilmistir. Bobrek
NADPH oksidaz aktivitesi, E grubunda kontrol grubuna gére hem 30.
dakikada hem de 60. dakikada 6nemli bir artig gostermistir (p<0.01).
Egzersiz 6ncesinde inhibitér uygulanan E-i grubunda da E grubuna kiyasla
hem 30. dakikada hem de 60. dakikada 6nemli bir azalis goéralmusttr
(p<0.01). Yalnizca inhibitér uygulanan | grubunun degerleri, K grubuna
Kiyasla istatistisel olarak 6nemli él¢clide disuk bulundu (p<0.05).
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Bobrek NADPH Oksidaz Aktivitesi
(Floresan yogunluk/mg protein

Sekil 4.6. NADPH oksidaz ¢alismasinin bébrek NADPH oksidaz degerlerinin
karsilastiriimasi

*p<0.05; Kontrol (K) grubundan Egzersiz (E) veya inhibitdr (i) grubunun farki

** p<0.01; Kontrol (K) grubundan Egzersiz (E) grubunun farki

# # p<0.01; Egzersiz (E) grubundan egzersiz inhibitdr (E-i) grubunun farki

4.1.3.2. Lokosit Aktivasyonu

Loékosit aktivasyon duzeyi Sekil 4.7’de gbsterilmis ve sonuglar floresan
yogunluk olarak sunulmustur. Lokosit aktivasyonu, E grubunda K grubuna
gére o6nemli olarak artis gostermistir (p<0.01). Egzersiz 6ncesi inhibitér
uygulanan E-i grubunda ise E grubuna kiyasla énemli bir azalis saptanmistir
(p<0.01).

30 - Fx
25 4
20 - ##
15 1 - =
10 1

—

Lokosit Aktivasyonu
(Floresan yogunluk

o o
1

K E i E-i

Sekil 4.7. NADPH oksidaz calismasinda |6kosit aktivasyonu degerlerinin karsilastiriimasi
** p<0.01; Kontrol (K) grubundan Egzersiz (E) grubunun farki
## p<0.01; Egzersiz (E) grubundan Egzersiz Inhibitdr (E-I) grubunun farki
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4.2. Ksantin Oksidaz Calismasi

Tikenme egzersizi uygulanan gruplar olan E ve E-i gruplarinin ortalama
tikenme surelerinde farklilik yoktur.

4.2.1. idrar Parametreleri

4.2.1.1. idrar Total Protein Diizeyi

idrar total protein diizeyleri Sekil 4.8’de gdsterilmistir ve sonuglari mg/mg
kreatinin olarak ifade edilmistir. idrar total protein dizeyi, E grubunda K
grubuna kiyasla énemli olarak artis gosterirken (p<0.05), E-I grubunda
Olctilen idrar protein degerleri E grubundan farkl bulunmamistir.

N W A OO
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Total idrar Proteini
(mg/mg kreatinin)
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Sekil 4.8. Ksantin Oksidaz g¢alismasinda idrar total protein degerlerinin karsilastiriimasi
* p<0.05; Kontrol (K) grubundan Egzersiz (E) grubunun farki

4.2.1.2. idrar Albumin Diizeyi

idrar albumin diizeyleri, Sekil 4.9'da gdsterilmis olup sonuglari mg/mg
kreatinin  olarak  verilmigtir.  idrar  albumin  diizeyleri  agisindan
karsilastinldiginda E grubunda, K grubuna gbére ©&nemli bir artis
gdzlenmesine ragmen (p<0.01), E-i grubu ile E grubu arasinda fark
saptanmamistir. Ancak | grubunda K grubuna kiyasla énemli bir artis
g6zlenmistir (p<0.01).

ok
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Sekil 4.9. Ksantin Oksidaz galismasinda idrar mikroaloumin degerlerinin kargilagtirimasi
** p<0.01; Kontrol (K) grubundan Egzersiz (E) veya Inhibitdr (I) grubunun farki
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4.2.1.3. idrarda B>-Mikroglobulin Diizeyi

Alinan idrar &rneklerindeki B2-mikroglobulin  dlzeyleri, kitin  élgim
araligindan daha digsUk oldugu igin bu dl¢iim yapilamamistir.

4.2.2. Oksidan Stres Parametreleri

4.2.2.1. Eritrosit TBARS Diizeyi
Eritrosit TBARS dizeyleri, Sekil 4.10'da gb6sterilmistir ve sonuglan

nmol/mg protein olarak ifade edilmistir. Eritrosit TBARS dlzeyleri agisindan
gruplar arasinda farklilk tespit edilememistir.
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Sekil 4.10. Ksantin Oksidaz galismasinda Eritrosit TBARS degerlerinin karsilastiriimasi

Eritrosit TBARS
(mg/mg Hb)

4.2.2.2. Bobrek TBARS Diizeyi

Boébrek TBARS dizeyleri, Sekil 4.11'de gdsterilmis olup sonuclari
nmol/mg protein olarak ifade edilmistir. Bébrek TBARS dlizeyleri E grubunda,
K grubuyla kargilagtirildiginda 6nemli olarak artig gosterilmistir (p<0.01).

inhibitdr uygulanan E-I grubunda ise E grubuna kiyasla énemli azalma
saptanmistir (p<0.01).
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Sekil 4.11. Ksantin Oksidaz ¢alismasinda bébrek TBARS degerlerinin karsilastiriimasi
** p<0.01; Kontrol (K) grubundan Egzersiz (E) grubunun farki
##p<0.01; Egzersiz (E) grubundan Egzersiz Inhibitér (E-1) grubunun farki
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4.2.2.3. Bobrek Protein Karbonilasyonu

Bébrek protein karbonilasyon dlzeyi, Sekil 4.12°de gdsterilmistir. Bébrek
protein karbonilasyon diizeyi, E grubunda K grubuna kiyasla énemli olarak
artmistir  (p<0.05). E-i grubunda, E grubuna gére &nemli bir azalig
saptanmigtir (p<0.05).
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Sekil 4.12. Ksantin Oksidaz ¢alismasinda bdbrek protein karbonilasyonu degerlerinin
karsilastiriimasi

* p<0.05; Kontrol (K) grubundan Egzersiz (E) grubunun farki

#p<0.05; Egzersiz (E) grubundan Egzersiz Inhibitér (E-i) grubunun farki

Bobrek Protein Karbonilasyonu
(umol/ma protein)

4.2.3. Enzim inhibitérlerinin Etkinliginin Degerlendirilmesi

4.2.3.1. Ksantin Oksidaz aktivitesi Tayini

Plazma Ksantin Oksidaz aktivitesi: Plazma XO aktivitesi Sekil 4.13'de
gOsterilmis olup sonucglar mU/ml olarak ifade edilmistir. Plazma XO aktivitesi
acisindan E grubu ile K grubu arasinda énemli bir fark olmamasina karsin, E-
i grubunda E grubuna gére (p<0.01) ve | grubunda da K grubuna gdre énemli
dlzeyde farklilik saptanmistir (p<0.01

2 -

Plazma XO Aktivitesi
(mU/ml)

K E i E-
Sekil 4.13. Ksantin Oksidaz galismasinda plazma ksantin oksidaz aktivitesi degerlerinin
karsilastiriimasi )

** p<0.01; Kontrol (K) grubundan inhibitdr (1) grubunun farki
##p<0,01; Egzersiz (E) grubundan egzersiz inhibitdr (E-1) grubunun farki
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Bobrek Ksantin Oksidaz aktivitesi: Bobrek XO aktivitesi Sekil 4.14°de
gOsterilmis ve sonuglar mU/mg protein seklinde ifade edilmistir. Bébrek XO
aktivitesi E grubu ile K grubu arasinda énemli bir farklilik gdstermezken,
inhibitér uygulanan | ve E-i gruplarinda sirasiyla K ve E gruplarina kiyasla
6nemli azalma saptanmistir (p<0.01; p<0.01).

Bobrek XO Aktivitesi
(mU/mg protein)
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Sekil 4.14. Ksantin Oksidaz galismasinda bébrek ksantin oksidaz aktivitesi dederlerinin
karsilastiriimasi

** p<0.01; Kontrol (K) grubundan inhibitér (i) grubunun farki

##p<0.01; Egzersiz (E) grubundan Egzersiz Inhibitér (E-i) grubunun farki
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Tablo.4.1: NADPH Oksidaz galismasi tim sonuglar

KONTROL EGZERSIiz iNHIBITOR EGZERSIZ + INHIBITOR
Total idrar Proteini 3.42 + 0,3841 4.97 £ 0,36 2.908 £ 0,31 2.82+0.40
(mg / mg Kreatinin) * #it
idrar MikroalbuminDiizeyi 1.25+0.09 3.47 £0.80 1,35+ 0.48 1.50 £ 0.44
(mg / mg Kreatinin) * #
Eritrosit TBARS 29.93 +2.54 36.22 +7.51 27.57 +3.69 18.10+ 2.44
(nmol / mg hemoglobin)
Boébrek TBARS 150.1 £ 8.29 234.5+14.38 128.5+9.0 149.0 £ 7.85
(nmol / mg protein) > #it
Boébrek Protein Karbonilasyonu 19.74 £ 0.90 33.24 £ 0.46 17.39 £ 0.95 16.13 £ 0.99
(umol/mg protein) ** ##
Bébrek NADPH Oksidaz Aktivitesi 50.68 + 1.40 70.59 + 4.82 46.06 £ 3.72 50.45 +3.12
30. Dakika (floresan yogunluk) > #it
Bobrek NADPH Oksidaz Aktivitesi 67.58 + 1.80 92.21+5.58 52.13 +3.73 57.80 £ 2.96
60. Dakika (floresan yogunluk) ** #it

1"P<0.05 Egzersiz Grubunun Kontrol Grubundan farki
** p<0.01 Egzersiz Grubunun Kontrol Grubundan farki

# p<0.05 Egzersiz ir]hibitér Grubunun Egzersiz Grubundan farki
## p<0.01 Egzersiz Inhibitér Grubunun Egzersiz Grubundan farki
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Tablo.4.2: Ksantin Oksidaz g¢alismasi tim sonuglari

KONTROL

EGZERSIiz INHIBITOR EGZERSIZ + INHIBITOR
Total idrar Proteini 2.75%10.29 4.63+0.76 3.37 £ 0.27 3.08 £0.39
(mg / mg kreatinin) *
idrar Mikro Albumin 0.78 £ 0.21 1.91+0.34 2.72+0.23 2.58 £ 0.24
mg/mg kreatinin ** **
Eritrosit TBARS 20.87 +3.26 21.21 +2.28 20.56 +3.45 23.55 +3.52
(nmol / mg hemoglobin)
Bobrek TBARS 141.6 £9.02 216.1 £29.42 137.2 £9.55 129.9 +10.33
(nmol / mg protein) > #it
Boébrek Protein
Karbonilasyonu 13.97 £ 0.95 22.62+£2.0 17.30 £ 2.27 1411 +1.14
(wmol / mg protein) * #
Plazma XO Aktivitesi 1.19+£0.03 1.16 £ 0.04 0.68 £ 0.03 0.68 £ 0.03
(mU / ml) * ##
Boébrek XO Aktivitesi 1.49 + 0.06 1.59+0.13 0.89 £ 0.05 0.92 £ 0.07
(mU / mg protein) b ##

*P<0.05 Egzersiz Grubunun Kontrol Grubundan farki

** p<0.01 Egzersiz Grubunun veya inhibitér Grubunun Kontrol Grubundan farki

# p<0.05 Egzersiz i_nhibitér Grubunun Egzersiz Grubundan farki
## p<0.01 Egzersiz Inhibitér Grubunun Egzersiz Grubundan farki




TARTISMA

Fiziksel aktiviteler sonucu idrarda protein atiiminin arttigir 100 yildan
fazladir bilinen bir durumdur. Egzersize bagli olusan proteintrinin cesitli
Ozellikleri (siddeti, suresi, tekrarlamasi, kompozisyonu, goérildigi spor
dallart) ayrintili olarak bilinse de, olusum mekanizmalarini irdeleyen
arastirmalar daha az sayidadir. Bunun nedeni egzersiz proteinUrisine
patolojik bir sire¢ olarak bakilmamasi veya c¢esitli olumsuz durumlara yol
aclp acamayacagl konusunda fikir birliginin bulunmamasi ile aciklanabilir.
Tekrarlayan proteinUrinin var olan hafif dizeydeki renal patolojileri daha da
ileri g6tUrebilecegi gibi (43,112,113) normal sartlarda da mezengiyal
hicrelerde ve proksimal tibul hicrelerinde toksisite yaratabilecegdi
belirtiimektedir (112, 113).

Egzersiz proteinlrisinin olusum mekanizmasina katkida bulunmak igin
bélimimizde yapilan bir seri ¢alisma sonucu (6,41,42) ortaya c¢ikan
bulgular bir adim daha ileri goétirebilmek icin bu arastirmayi planladik.
Egzersiz proteindrisini agiklamak icin 6ne surilen iki temel yaklagimdan 6n
plana ¢ikan egzersizde olusan hemodinamik degisikliklere bagli olarak
glomertler gegirgenligin artmasidir (1,2). Digeri ise filtre edilen makro
molekullerin fazlaligindan dolayi tabuler geri emilim kapasitesinin asiimasidir
(1,3,5,12). Bizim ise bunlara ek olarak daha 6nceki ¢alismalarimizla ortaya
koydugumuz mekanizma, hem si¢anlarda (6) hem de insanlarda gegerli
olmak Uzere, egzersiz sirasinda olusan oksidan stresin egzersiz proteindrisi
olusumuna katkida bulunabilecegidir.

Diger yonden egzersiz ile oksidan stres arasindaki iliski ¢cok detayli
olarak bilinmektedir (6,14,71,75). Egzersiz sirasinda kaslarda artan oksijen
tUketimi sonucu, mitokondrilerden olusan elekiron kagaklari ile serbest
radikal olusumu artmaktadir. Bu yol, egzersizde olusan oksidan stresin ana
kaynagidir (13). Fakat bunun yaninda egzersiz sirasinda ve 0&zellikle
sonrasinda kas ve kan diginda birgok dokuda da oksidan stres bulgularinin
olmasi, egzersize bagh olarak aktive olan baska mekanizmalarin varligini
gbstermektedir (14). Bbdbrek egzersiz sirasinda aktif olmayan bir organ
oldugu icin, egzersize bagll oksidan stresten etkilenmesi, mitokondrilerden
olusan elektron kagag ile agiklanmamaktadir. Egzersize bagl oksidan stres
olusumunu agiklamak igin, mitokondrilerden olugsan elektron kagagi disinda,
en fazla Uzerinde durulan siregler I6kositlerin aktivasyonu (11,12) ve iskemi-
reperflzyon (13,14,15) mekanizmalardir.

Yukarida s6zU edilen iki siUregte I6kositlerin aktivasyonu ile olusan
oksidan hasarda NADPH oksidaz enzimi (11,12), iskemi-reperfliizyon da ise
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ksantin oksidaz enzimi (13,14,15) rol oynamaktadir. Lékosit aktivasyonu ve
iskemi-reperflizyon sireglerinin egzersiz sirasinda oksidan stres olusumunu
uyararak egzersiz proteinUrisine neden olup olmadiklarini ortaya koymak,
diger bir degdisle egzersiz proteintrisine neden olan oksidan stresin olasi
kaynagini arastirmak i¢in arastirmamizi iki kisim halinde dizenledik. Lékosit
aktivasyonu aracihgiyla olusan oksidan stresin etkisi NADPH oksidaz enzim
inhibitdra verilerek, iskemi-reperflzyon mekanizmasinin etkisi ise ksantin
oksidaz inhibitéri verilerek test edilmeye caligiimigtir. Arastirmamizin bu
dizaynindan 6tard tartismanin da iki baghk altinda yapilmasi, sonuclarin daha
iyi irdelenmesini saglayacaktir.

NADPH Oksidaz Caligmasi

insanlarda goriilme sikhdi %70-80'lere varan egzersiz proteinirisi
hayvanlarda da gézlenen bir durumdur (17). Képek (28,29,30), domuz (31),
siganlarin (6,32) denek olarak kullanildigi arastirmalarda ylzme veya kosu
bandi egzersizi sonucu proteindri olusumu gosterilmigtir. Biz de bu
¢alismamizda si¢anlara, kosu bandinda tiketici egzersiz modelini uyguladik.
Egzersiz sonucu tikenen hayvanlarda idrar total protein diizeyi 6nemli olarak
artti. ProteinUrinin belirgin olarak artmasinin yaninda tipini saptamak igin iki
6lcim daha yapildi. idrar albumin élgiimii ile protein(irinin glomeriler kokeni,
Bo-mikroglobulin élgimi ile de tlbller kdkeni arastirildi. Total proteinin
yaninda idrarda 6lctlen albumin dizeyi de benzer sekilde, tlketici egzersiz
sonucu istatistiksel olarak 6nemli artig gdsterdi. Fakat bunun yaninda idrarda
yapilan Bo-mikroglobulin élciimlerinden bir sonug elde edilemedi. Basta kitin
calismadidi dusinllse de serumdan yapilan dlgiimlerle sonu¢ alinmasi bu
olasih§ uzaklagtirdi. Idrarda PB.-mikroglobulin saptanamamasi 6ncelikle
tibdler komponentinin  olmadigini akla getirmektedir. Bunun yaninda
insanlarda tdbdler proteindriyi gbstermek igin iyi bir gbsterge olan B.
mikroglobulin’in siganlarda etkinligi konusunda herhangi bir literattr bilgisine
ulasamadik. Bundan dolayr Egzersiz Grubu (E) sicanlarda olusan
proteinUrinin glomerdler tip oldugu kanisina vardik.

Daha 6nce de sb6z edildigi gibi egzersiz ve oksidan stres arasindaki
yakin iligki bu calismamizda da g6ze carpmaktaydi. NADPH oksidaz
grubunun eritrositlerinde 6lgilen TBARS sonuglarinda her ne kadar E grubu
degeri, Kontrole gbére ylksek olsa da istatistiksel olarak énemli bir farka
rastlanmadi. Egzersiz sirasinda olusan oksidan stresin énemli bir kisminin
kaslardaki mitokondrilerden kaynaklandigi belirtiimisti. Bu slre¢ egzersiz
kesildikten bir sire sonra durmaktadir. Egzersiz sonrasi kanda saptanan
oksidan stres bulgularinin énemli bir kisminin kaslardan kaynaklandigi
dusdndlirse, bizim calismamizda egzersizden 24 saat sonra Olgllen kan
TBARS'’inde ¢ok belirgin bir artis gérmememiz agiklanabilir. Nitekim bir ¢ok
calismada da egzersizden 24 saat sonra oksidan stres bulgularinin normale
déndugl goézlenmistir (111,114)
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Bobrek dokusundaki oksidan stres bulgulari incelendiginde ise, lipidlerin
oksidan hasarini gésteren bébrek TBARS'in, ve proteinlerin hasarlanmasina
isaret eden bobrek protein karbonilasyonu parametrelerinin ikisi de,
egzersizden 24 saat sonra kontrol grubuna gére egzersiz grubunda
istatistiksel olarak 6nemli 6l¢clide ylUksek bulunmustur. Bu iki parametre
bdbredin egzersize bagll oksidan stresten etkilendigini ve bu sirecin 24 saat
sonraya kadar devam ettigini gbstermesi bakimindan 6&nemlidir.
Arastirmamizda simdiye kadar tartistigimiz bulgular olan egzersiz sonucu
olugan proteinari ile bébreklerde oksidan stres bulgularinin paralel olmasi,
literatire katkida bulunacak orijinal sonuclar degildir. Bundan sonraki
asamada NADPH oksidaz enzim inhibitéri kullanilarak elde edilen sonuglari
incelemek gerekmektedir.

Egzersizin inflamasyon benzeri yanita yol acarak l6kosit aktivasyonu
yaptigi ve bunun sonucunda olusan solunumsal patlama ile oksidan stres
olusabilecegi gosterilmigtir (96). Bu strecte 6nemli rol oynayan NADPH
oksidaz’in dogrudan akut egzersizden etkilendigi de ortaya konmustur (96).
Tlketici egzersiz sonucu bu mekanizma bizim deneklerimizde de harekete
gecti. Lokosit aktivasyonunun yaninda E grubunun bdébrek dokusundaki
NADPH oksidazin yiksek olmasi, I6kositlerin bébreklere de filtre oldugunu ve
burada oksidan strese neden olabilecegini gdstermektedir. Nitekim
bdbrekteki oksidan stres parametreleri az 6nce tartisildigi gibi yUksek
bulunmustur.

Biz bu ¢calismamizda bu slreci 6nlemek icin NADPH oksidaz inhibitéra
olan DPlyr kullandik. DPI, dimetil silfoksid (DMSO)'de c¢o6zllerek
verildigiinden &dncelikle 5 deneklik bir grupta DMSO’nun etkilerini inceledik.
DMSO’nun 6l¢tagimiz higbir parametreye etki etmemesi, Kontrol grubuna
benzer sonuglar vermesi, bundan sonra tartigilacak etkilerin hepsinin DPI'ya
bagl oldugunu géstermektedir.

NADPH oksidaz inhibitériiniin verildigi | grubunda, ldkosit aktivasyonu ve
enzimin aktivitesi acisindan kontrol grubuna kiyasla herhangi bir fark
saptanmadi. Buna benzer sonuglar egzersizle birlikte inhibitoriin verildigi E-I
grubunda da saptandi. Bagka bir degisle egzersizde olusan I6kosit
aktivasyonu ve NADPH oksidaz aktivite artigi, DPI verilmesi ile 6nlendi.
Egzersize bagli olarak I6kositlerin aktivitesinin veya NADPH oksidaz
aktivitesindeki artisinin énlenmesi, etkisini oksidan stres parametrelerinde de
gosterdi. E-I grubunun bdbrek dokusunun TBARS ve protein kabonilasyonu
degerleri, E grubuna gére 6nemli olarak distk bulundu.

Bircok arastirmada I6kositlerin etkisi ortadan kaldirildiginda proteintrinin
de dizeldigi ortaya konmustur (57,115). Bizim arastirmamizda da egzersiz ile
aktive olan NADPH oksidaz enzimi inhibe edildiginde idrar protein diizeyinde
ortaya cikan degismeler calismamizin orjinal bulgularini gdéstermektedir.
Enzim inhibisyonu E-I grubunda gbzlenen egzersiz proteindrisini
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engellemistir. Bu bulgu, hem total idrar protein hem de idrar albumin
dlzeylerinin, El grubunda E grubuna kiyasla istatistiksel olarak 6nemli él¢iide
disUk bulunmasiyla izlenmektedir.

NADPH oksidaz ¢alismasi sonuglarimiza gére, egzersiz sirasinda artan
I6kosit aktivasyonu ve aktive I6kositlerin bdbrek dokusuna infiltrasyonu,
egzersiz proteinUrisinin olusumunda etkili olan oksidan stresin kaynagi olarak
Onem tasimaktadir. Aktive I6kositlerdeki NADPH oksidaz enzimi ise bu
surecte Kilit rol oynamaktadir.

Ksantin Oksidaz Calismasi

Organizmada egzersize verilen en belirgin yanit kardiyovaskdiler
sistemde gerceklesmekte ve egzersize bagli artmis oksijen gereksinimini
karsilamak icin kalp debisinin artisinin yaninda vicut kan dagihmi da
diizenlenmektedir. iskelet kaslarina yollanan kan miktari gok fazla artarken
deri, splanik organlarin yaninda bdbreklere gonderilen kan miktari hatiri
sayllir 6lcide azalmaktadir (16).

Bobrek kan akimi egzersizin siddetine bagh olarak azalma gdésterir (17).
VOomax'In %50’si dizeyinde yapilan egzersizde renal plazma akiminda
%30’luk bir azalma olurken, %65 VOzmax'ta %75 civarinda azalma olmaktadir
(17,18,19,20). Agir egzersizde ise bobrek kan akimi istiharat dizeyinin
1/5’leri seviyesine dugmektedir. Egzersizin kesilmesiyle kisa sirede normal
dizeyine dobénen kan akiminin iskemi-reperfizyon benzeri bir sireci
tetikleyebilecedi daha &nceki calismalarda da gosterilmistir (116,117).
iskemi-reperflizyon sonrasi olusan hasardan sorumlu enzim ksantin oksidaz
oldugu igin, egzersize bagll olusan oksidan stres kaynadi olarak
arastirmamizin ikinci kisminda bu enzim Gzerine odaklaniimistir.

Ksantin oksidaz calismasinda da yalnizca tiketici egzersiz yaptirilan E
grubunda total idrar proteini ve idrarda saptanan albumin dizeyi kontrole
gbre istatistiksel olarak 6nemli dizeyde yiksek bulunmustur. Ayrica bunun
yaninda E grubunun bébrek TBARS ve protein karbonilasyon degerlerinin
yuksek olmasi da egzersize bagli olarak oksidan streste de artis oldugunu
gbstermigtir. Diger calismamizdaki gibi ksantin oksidaz ¢alismasinda da kan
TBARS degerleri 6nemli bir degisiklik sergilememislerdir.

Egzersize bagli oksidan stresin olugsmasli, egzersiz sonrasi protein
atilminin artmasi gibi beklenen bulgularin bu ¢aligsmada da izlenmesinden
sonra ksantin oksidaz inhibitéri ile tedavinin etkisi arastirildi. Toketici
egzersiz bizim ¢alismamizda E grubunda, kontrole gére hem plazmada hem
de bdbrekte, ksantin oksidaz enziminin aktivitesini degistirmedi. Daha 6nce
de sbz edildigi gibi egzersiz sonucu 6zellikle kanda ksantin oksidaz enziminin
aktivitesinin artigr gésterilmesine ragmen (15), biz bu sonucu ¢alismamizda
g6zlemedik. Bunun nedeni olarak éncelikle, egzersiz sonucu bdbrekte olusan
iskemi ve reperflizyon dénemlerinin yeterli olmadigi, baska bir degisle bébrek
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kan akimindaki azalmanin iskemi diuzeyine varmadigi akla gelebilir. Nitekim
Radak ve arkadaslar, tlketici egzersiz uyguladiklari siganlarda yaptiklari
calismada karaciger dokusunda ksantin oksidaz enzimininin arttigini
gosterirlerken, bdbrek dokusunda saptayamamiglardir (14). Ayrica bizim
deneyimizde enzim aktivitesi egzersizden 24 saat sonra OlgUlmustir ki bu
slreg, enzimin aktivitesi artsa da normal dizeyine ddénmesi icin yeterli bir
sire saglamis olabilir. Ksantin oksidaz inhibitéri olarak oksipurinol
kullandigimiz  gruplarda ise enzim inhibisyonu etkin bir sekilde
gerceklesmigtir. Hem plazma hem de bdbrek dokusunda enzim aktivitesinde
kontrole gore istatistiksel olarak digts saptanmigtir.

Ksantin oksidaz calismamizin idrar protein sonuglari incelendiginde ise
umulan profil gézlenmemisg, inhibitdér verilmesi egzersize bagl proteindriyi
énlememistir. E-i grubunda hem total idrar proteininde hem de mikroalbumin
dizeyinde egzersiz grubundan farkliik saptanamamistir. Bu c¢alismada
dikkati ceken bir nokta da yalnizca oksipurinol verilen i grubunun idrar
albumin duzeyinin, kontrolden &6nemli olarak yUksek bulunmasidir. Bu
bulgunun, oksipurinoliin dogrudan etkisi sonucu gelismis olabilecegi akla
gelse de literatirde bodyle bir bilgiye rastlanmamistir. Tersine bazi
calismalarda ksantin oksidaz inhibitérleri nefrozisli ratlarda proteinUriyi
azaltic etki géstermistir (118,119).

Yalnizca iskeminin bdbreklere etkisi géz 6nlne alindiginda gelisen
patolojik olaylarin daha c¢ok tubuluslarn etkiledigi gézlenmektedir. Tubuler
epitel hiicreleri anoksiye daha duyarlidirlar. iskemi sonucunda bu hiicrelerde
cesitli yapisal degisiklikler olusabilmektedir. Deneysel olarak olusturulan
iskemi modellerinde de tubullerde belirgin dilatasyon vakuolar formasyon ve
nekroza kadar varan sonucalar elde edilmistir. Fakat glomerillerde herhangi
bir hasar saptanamamistir (120). Bunun nedeni olarak tubullerin bazi
bélimlerinin (proksimal ve c¢ikan kalin henle) ¢ok yiksek enerji tuketimi
oldugu vurgulanmaktadir (121).

Bu bilgilerin 1s13inda tekrar proteintri sonugalarimiza bakarsak, egzersize
bagll proteindrinin 6ncelikle glomeriler kokenli oldugunu sdyleyebiliriz.
iskemi-reperflizyon slireci sonucu aktive olan olaylarin tubullerde
odaklanmasi ve glomerdllerin bu stregten korunmasi, egzersiz proteindrisinin
ksantin oksidaz inhibitérleri ile 6nlenememesini aciklamaya yardimci
olmaktadir. Egzersiz sirasinda bdbrekte olusan iskemiden, Oncelikle
tubullerin  etkilenmesi, glomerller gegirgenligin ise etkilenmiyor olmasi
muhtemeldir. Bizim sonucglarimiza gére ksantin oksidaz enzimi ile olusan
oksidan stresin egzersiz proteinlrisinin olusumuna katkisi yoktur.
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