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GIRIS

Fiziksel egzersiz sonucu idrarda ¢ikan protein miktarinin artmasiyla,
geriye dénusebilir, bening egzersiz proteinurisi olusur (1,2,3,4,5). Insanlarda
oldugu gibi deney hayvanlarinda da gdsterilen egzersiz proteinurisi (6,7,8,9,10)
orta siddetli aktivitelerde glomerul kokenli iken adir egzersizlerde hem
glomertiler hem tubuler kdékenli olur (1,11,12). Egzersiz proteinurisinin
mekanizmasina yonelik ileri strtlen agiklamalar ise bu konuya tam olarak 1sik
tutamamaktadir Egzersiz sirasinda renal kan akimi kadar azalmayan
glomeruler filtrasyon hizi, artmig filtrasyon fraksiyvonu ile acgiklanmakta ve
glomeruler gegirgenligin artmasi da buna baglanmaktadir (2,11). Bunun
yaninda glomeruler membran Uzerindeki anyonik yuklerin nétralizasyonu ve
kaybi da ileri strilen nedenlerden biridir (2,11). Egzersiz proteinurisinde ileri
surtlen bir bagka mekanizma da glomerulden stzilen protein miktarinin ¢ok
artarak tubuler emilim kapasitesinin asiimasidir (2,3,4,12).

Antioksidan maddelerin (superoksit dismutaz, katalaz, probukol, selenyum,
vitamin E, vitamin C) proteinuriyi azalttigi, bir cok bébrek hastali§i modelinde
gosterilmistir (13,14,15,16,17,18,19). Ayrica vitamin E eksikliginin (20) ve renal
artere H;O; verilmesinin doza badli proteinuri olusturdugu (21) bilinen
durumlardir. Bu bulgulardan dolayi, cesitii yollarla olusan reaktif oksijen

urtnlerinin vaskuler permeabiliteyi degistirerek, glomeruler membran hasari




olusturarak veya glomeruler elekirostatik  bariyeri  bozarak proteinuri

olusturdugu ortaya konmustur (14,15,22,23)
Egzersiz sirasinda da, basta oksijen tuketiminin cok artmasi olmak uzere

cesitli nedenlerle olusan serbest oksijen radikallerinin, kas yaninda birgok

dokuda oksidan stres olusturdugu gosterilmigtir (24). Egzersizde olusan

oksidan hasarin, cesitli dokularda antioksidan girigimlerle, hem insan hem

hayvanda snlenebildigi kanitlanmigtir (24)
Simdiye kadar yapilan aragtirmalarda, egzersize bagll olugan oksidan

stresin egzersiz proteinurisine neden olup olmayacad incelenmemigtir. Bu

mekanizmanin gegerliligini kanitlamak igin, antioksidan vitaminler olan C ve E

vitamini ile egzersizde olugan oksidan hasari baskilayarak, egzersiz sonrasi

proteinuri  miktanni ve tipini ortaya koymay! amacladik Duzenli fiziksel

egzersizler sonucu antrene hale gelmis canlilarda bir gok metabolik uyumiarin

olugmasi yaninda, oksidan stres ve antioksidan savunmada da farkhhklar

gorulur. Bundan dolay egzersizdeki oksidan stresin proteinuriye etkisi hem

r aylik kosu sonucu antrene hale getirilen siganiar uzerinde

sedanter hem de bi

incelendi.



GENEL BIiLGILER

PROTEINURI

1960’1l yillardan beri renal glomerulun fonksiyonu ve yapisi, Gzellikle de
proteinuri ve ultrafiltrasyonun biyolojik temelini anlamaya yoénelik ¢ok fazla
sayida calisma yapiimistir. Ultrafitrasyon kavram ilk olarak Ludwig ve Bowman
tarafindan ortaya atildiktan sonra 1960 ve 70l yillarda birgok aragtirici bu
kavramin morfolojik ve fizyolojik 6zellikierini ortaya ¢ikarmak ve idrara protein
sizisina neden olan patojenik mekanizmalar tamimlamak igin ¢alsmislardir
(25). Kapiller bir ag tarafindan olusturulan glomerullerdeki kan akimi kalp
debisinin %20-25ni alir ve bir kismi Bowman araligina gegerek ultrafiltrats
olusturur. Filtratin buyuk kismi tubullerden geri emilirken sonug olarak gunde 1-
15 litre idrar meydana gelir Bu surecin olugumunda gesitli hormonlar,
hemodinamik degisiklikler, hucre igi ve digi komponentlerin yapisal ozellikleri
gibi cesitli faktérier 6nem tasir. Dolayisiyla tum bu faktorler, cesitli plazma
proteinlerinin glomeriuler gegcisini ve tubuler geri alinimini duzenieyerek

proteinlerin idrarla atilip atiimamasi Uzerine etki eder (25).




I) PROTEINLERIN IDRARLA ATILIMININ ONLENMES

Proteinuri mekanizmalarinin anlagilabilmesi icin 6ncelikje bébrekte

-'proteinlerin idrara gegisini engelleyen veya etkileyen mekanizmalar (zerinde

'durmak gerekiidir.

 A) GLOMERULER FILTRASYON BARIYERi

- 1) Glomeriiler Filtrenin Yapisi

Proteinlerin bébrekte korunmasinin en  kritik basama@! glomeruler
Gnem tasir. Tek bir glomertil yaklasik 0.19 mm? filtrasyon yuzeyine sahiptir (25)

- Kuguk molekuller filtreyi serbestce gecebilirler ve glomeriler kapiller lumenden

- (25,26)

- Kapiller endoteliyal hiicreler
- Glomeruler bazal membran
- Glomeruler epiteliyal hiicreler

a) Kapiller endoteliyal hiicreler: ileri derecede ince ve pencereli

sitoplazmalari olan hucrelerdir. Pencereler genis, zarsiz, yuvarlak acikliklar

| olup, bol miktarda plazmanin glomertler bazal membrana ulasmasini saglarlar.
Endoteliyal hucre membrani degisik tip sialoglikoproteinlerden ve heparan

Sulfat proteoglikandan (HS-PG) zengin oldugundan, endoteliyal hucrelerdeki

elektronegativiteden sorumludur (25,26),




pb) Glomeriiler bazal membran (GBM): Yaklastk 300-400 nm
ka_l;nizglnda . ug tabakadan olugan GBM, filtrenin en 6nemli komponentidir
En otel ile komsu olan 20-50 nm kalinhgindaki kisim famina rara interna adint
é:n:}.;-s_.llaminin, HS-PG, entaktin ve diger yapisal proteinleri igeren gevsek
ﬁ_t';_}r__illlerden arifmustur, Ortada yer alan ve 50-100 nm kalinhgindaki /amina
é’ébsa tabakas! yapisa! olarak lamina rara interna’ya benzer olmasina karsin,
_ufédaki fioriller gevsek degdil daha yogun bir sekilde bir arada bulunuriar
Ayrlca lamina densa, GBM'nin stabilitesinden sorumlu olan tip IV koliagenden
_i_éﬁgindir [ amina rara eksterna, lamina densanin dig kisminda bulunur ve

E1:_':iﬁ1ina rara interna ile benzer kalinlkta ve yapidadir (25,27) GBMnin

yép|smda yogun olarak bulunan anyonik sulfatiar ve karboksil radikal gruplary,

?G:BM’a guglu bir elektronegativite dzelligi verirler. Bundan dolay GBM, boyut
égici ozelligi yaninda yuk secici ozellige de sahiptir (25,26). Ayrica
:_lb'roteoglikanlarm silfat radikalleri suyu tutarak GBM'a hidrate je! matriks
:).:(éplsml kazandirirlar, bu yap! plazma proteinierinin gegisini &nlerken sabit
= .s.oIth akisinin da strekliligini sagtar (25).

c) Glomeriiler epiteliyal hiicreler (podositler): Glomeruier filtrenin dig
i.k;sml epiteliyal hucrelerden olusur. Epiteliyal hucrelerin  GBM'a dogru
uzattiklari ayaksi ¢ikintilar, bazal membrana sikica yapigiriar (25,26) ve zengin
.sialoglikoprotein icerikleri nedeniyle gugll elektronegativiteye sahiptirler
| (25,28) Ayrica ayaksi gikintilarin tabaninda 6nemli miktarda bulunan aktin
.'::flamenti de dinamik bir geometrinin surdurulmesini saglar Komsu ayaksi
'- :g|k|nt|lar|n aras) 20-30 nm olup sfit diyafram denen ince bir membran ile

értalidur (25,28).




. d) Mezengial hicreler: Bu hucreler filtrasyon bariyerinde bir katman
olarak gorev almasalar da, filtrasyon dinamiginde cok dnemli gérevieri vardir,
:_Mé'zen§im kékenli olan bu hucreler glomeruler yumagin interkapiller bolgesinde
_}.Iy'é'r alir ve olusturduklari Mezengial matriks iginde gémull bulunurlar (25)
_:':z.engin aktomyozin flamentleri, artmig fagositik yetenekieri ve kontraktil
:;:6zellikleri nedeniyle ultrafiltrasyon hemodinamigini kontrol edebilirler. Bu
'-.hUCreIerin ayrica eritropoietin, prostaglandin (PG), ve renin sentezi
 yapabildikleri de bilinmektedir (25).
. Glomertler filtreye bir biittin olarak bakildifinda, glomerullerde buyuk
molekiillerin gogunun gegisini engelleyen en énemli yapinin glomeruler bazal
membran siki dokusu oldugu gérulur (boyut segiciligi) Ancak glomeruler
filtrenin her katmaninda yogun olarak bulunan ve elektronegativiteden sorumlu
olan anyonik yukler de bu suregte oldukca onem tagimaktadir (yik segiciligi)
(25,26).
2) Molekiillerin Ultrafiltrata Gegigi

Bir molekulin ultrafiltrata gecisini temel olarak molekule ait ve
hemodinamik olmak uUzere iki faktér etkiler. Hemodinamik faktorlerden
proteinuri mekanizmalarinda séz edilecedi igin, bu baglik altinda yalnizca
molekule ait faktorler incelenecektir

Bir molekulun glomertillerden filtre olabilirligini belirleyen molekule ait Ug
temel faktér vardir. Bunlarin basinda molekulun buyuklugi-molekdl agirhg
gelmektedir (26,27,29). Glomeruler kapiller duvar kabaca bir elek olarak
dusunulurse, ancak belli buyuklukteki molekuller bu elekten gecebilir. Ornegin

molekul agirligi 5000 dalton olan inUlin serbestge gegis gbsterirken, molekul




girlig! 68 000 dalton olan albumin gecemez Bazi plazma proteinlerinin

'biékﬂl agirligr, efektif molekuler yarigapi ve renal tutulumu Tablo-1'de

gosterilmistir (27)

Tablo-1: Plazma proteinlerinin renal tutulumu

Protein Molekiil Agirlig: Effektif Glomeriiler
(Dalton) yangap filtrat/plazma orani
{nm)

indlin 5200 14 1.0
instilin 6.000 16 0.9
Lizozim 14 000 19 075
Myoglobin 16.000 19 0.75
AlbUmin 69.000 36 002
Ferritin 480 000 6.1 0.02

Glomeruler filtrenin gegirgenligi ile ilgili olarak degigik buyuklukteki
nétral dekstranlarla cok sayida calisma yapilmigtir (27,29,30). En kuguk nétral
- dekstranin efektif molekiler ¢api 1.8 nm den daha dusuk olup inuline yakindir,
yani serbestge filtre olabilir Nétral dekstranin molekil buyUkiugu arttikca
klirensi belirgin bir sekilde azalir (Sekil-1) ve bu azalig molekul buyukiugu
yaklagik 4.2 nm oluncaya kadar surer Bunun Uzerindeki buyuklige sahip
molekullerin gegisi ise glomeruler kapiller duvar tarafindan tamamen engellenir.
Aragtirmalardan elde edilen sonuglara gére fraksiyonel Kklirens ile
makromolekullerin gapi arasinda dodrusal olmayan ters bir iliskinin bulundugu
ve glomertler por buyuklugunun, capi 4-5 nm nin altindaki molekullerin
gegisine izin verdigi ortaya ¢ikmugtir (27,30). Molekullerin filtrasyonuna etki
eden bir diger faktér ise molekulun tagidi§r yuktur. Daha énce bahsedilen ve

glomeruler duvarin her katmaninda yaygin olarak bulunan negatif yukierden




+ dolayl molekulun (zerindeki negatif yukler makromolekiler filtrasyonun
kisitlanmasinda ¢énemli rol oynar (26,27,29) Bu konu ise degisik moleku|
| buyuklugtne sahip anyonik ve katyonik dekstranlarla calisiimigtir. Nétral
dekstranin fonksiyonel ekskresyonuna kiyasla, benzer molekuler blyUklukteki

anyonik dekstran belirgin olarak daha az, katyonik dekstran ise belirgin olarak

daha fazla ekskrete olur (Sekil-1) (27,30).
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Sekil-1: Glomertiler kapillerden dekstranin filtre olabilirligine slekfriksel yUkin

ve molekll buyikiGguniin etkisi D(nétral dekstran), DS(anyonik dekstran
stlfat), DEAE(polikatyonik dekstran).

Bébrege gelen makro molekullerin buyik béluminii albumin olusturur.
Albumin fizyolojik solusyoniarda negatif yuklg polianyon olarak bulundugundan,
bazal membranin ve endoteliyal pencereierin negatif yuku, dolasan albumin
molekullerini iter Ancak bazi molekuller, albuminden daha blUyuk olduklar)
halde eger pozitif yuk tagiyor iseler uriner araliga gecebilirler. Ornegin anyonik

ferritin molekuliinun efektif molekiler capi 6 1 nm, molekii agirh§i ise 480.000




daltondur ve GBM tarafindan filtrata gegisi engellenir. Oysa ayni boyuttaki
katyonik ferritin molekulleri slit diyaframa kadar gelebilir (25,27)

Makro molekullerin glomeruler duvardan fitrasyonunda, molekuiun yapisi
ve fleksibilitesi de énem tagimaktadir (29) Nétral dekstran lineer bir yapidadir
ve dallanmig fleksibl polimerleri ile surungenvari hareketler yaparak ilerler.
Oysa albumin kuresel ve rijit bir yapiya sahip oldugundan (25), daha énce
bahsedilen GBM'nin jel matriks yapisi da géz 6nunde bulundurulacak olursa
(25), glomeruler duvardan gegiste oldukga bluyuk bir direncle karsilacagi agiktir
(25,27).

B) TUBULER REABSORPSIYON

Normal yetiskin bir insanda glomeruler filtrasyon hizi gunde ortalama
kismi organizmaya geri kazandirthr Glomeruler filtrat bébrek tubuilerine
girdiginde idrar olarak atilmadan o6nce tubulun birbirini izleyen kisimlar
boyunca ilerler ve bu yol boyunca molekullerin go§u geri emilirken, bazilari ise
kandan tubul ltmenine salgilanir (25,26,31).

Glomeruier filtrasyon bariyerindeki etkin korumaya karsin proteinlerin az
bir kismi (6zellikle ktuguk molekul adirlikli olanlar) ultrafiltrata geger. Ginde
yaklasik 30 gram kadar protein glomerller filtrata geger (26). Bobrekler az
miktardaki bu proteinlerin kaybini dnlemek igin proteinlerin geri emilimini
sadlayan mekanizmalara sahiptir. Proteinlerin geri emilimi yalnizca proksimal
tubulde gergeklesir. Luminal kisimlarinda firgamsi ylzeye sahip olan ve
metabolik aktiviteleri fazla olan bu hucreler, proteinleri pinositoz yoluyla hicre

icine alirlar Pinositoz olayinin baglangici igin proteinlerin hiicre yuzeyindeki




"’befirlenmig bazi noktalara (reseptérler) baglanmasi gerekmektedir (26). Hucre
§ine giren proteinier vakuoler-lizozomal sistem tarafindan aminoasitlerine
'jf-:'kadar hidrolize edilerek bazal taraftan kolaylagtinimig diffizyon yoluyla kana
verilerek organizmaya geri kazandirilirlar (27,32)

Glukoz ve aminoasitlerin geri kazaniminda oldugu gibi proteinlerin geri

'-_.kazammlnda da O&zellesmis sistemler kullanildigindan, bunlarn calisma

kapasitelerinin bir ust sinirt vardir. Maksimum tubiller transport (Tm) denilen bu
ust sinir plazma proteinlerinin emilimi igin 30mg/dk olarak kabul edilir (26).
- Eger filtre olan protein miktari Tm uzerine ¢ikarsa proksimal tubulde hepsi
: emilemeyecedi igin idrara cikar Fizyolojik kosullarda Tm degeri ultrafiltrata

gegen protein miktarinin Uzerindedir (27)
il) URINER PROTEINLERIN KOMPOZISYONU

Filtrasyon bariyeri ile onlenmeseydi, glinde 180 litre olarak olusan
ultrafiltrata tum plazma proteinleri gececek ve ultrafiltratin protein icerigi
yaklasik 11-14 kg duzeyinde olacakti. Ancak normalde insan idrarinda protein
miktarinin ok dustik duzeyierde oldugu bilinmektedir (27). Saglkh bir eriskinde
idrarla atilan gunluk protein miktan 80+24 mg olup, normal yetiskinlerin
%95'inden fazlasinda gunde 150 mg'in altinda seyreder. idraria protein
ekskresyonu gocukluk ve ergenlik dénemlerinde artis gésterirken (gocuklar icin
140 mgim? Igun) ust simir 250 mg/gun olarak belirlenmistir. Yine normal

gebelerde de uriner protein ekskresyonu orta derecede yukselmistir (33).




Normalde idrarda  bulunabilen proteinlerin  %50'si plazma
:.p;joféinlerinden, %30'si de renal ve uriner traktus proteinlerinden
_kayﬁaklanmaktadlr Idrarda bulunan plazma proteinleri normalde glomerulden
f||t_ré olabilen ve proksimal tubul hucreleri tarafindan reabsorbe edilmeden

ka@én proteinlerdir ve temel olarak albuminden olusur Piazma digindan

kéyhaklanan proteinlerden ise renal kaynakli olanlar ya tubuler hicre hasar

sonucunda idrara sizan ya da tubuler hucreler tarafindan salgtianan renal

doku proteinleri tarafindan olugur. Uriner traktus kaynakli olanlar mesane,

_hicreler tarafindan sentezlenen ve uriner taglarin ana bilegenini olusturan

_r%iukoprotein yapisindaki protein tarafindan olusturulur (33).
I) ANORMAL PROTEINURININ SINIFLANDIRILMASI

Idrarda eser miktarda gérulmesi gereken proteinlerin daha fazla
.__miktarda bulunmasi proteinuri olarak tanimlanir. Daha dnce anlatildigi gibi
.glomerullere ulagan proteinlerin idrara gegmesi, glomeriler kapiller boyunca
protein hareketinin mekanik ve elektrokimyasal olarak kisitlanmasi velveya
“glomeruter filtreyi gegebilen proteinlerin proksimal tubtiler epitel hucreleri
tarafindan geri emilimi ile énlenir. Bu durumda, proteinterin artmis Uriner

_' ekskresyonunun ya filtre edilen protein miktarinin artisi veya tubdiler




sabsorbsiyon iglemlerindeki bir bozuklugunun sonucu oldugu sdylenebilir

Plazma proteinlerine kargi normal glomeruler filtrasyon bariyerinden
s_oi'u:mlu faktorlerin bozulmas) sonucunda ortaya ¢ikar. Bu durumda idrara
ézéllikle albumin, globulin gibi buyuk molekul agirhkh proteinler sizar. idrardaki

='_pr6tein miktar: hafif¢e artabilecedi gibi ¢ok yuksek dederlere de gikabilir (>40

gr/gun). 3.5 grigun/1 72m? ‘nin Uzerindeki degerler nefrotik proteintiri; altindaki

d.é(;erler ise non-nefrotik proteinuri olarak isimlendirilir (33).
2) Tubiiler Proteinuri
.. Normaide glomertler filtrasyona ugrayabilen proteinin yetersiz
- reabsorbsiyonu sonucunda ortaya cikar Tubuler proteinuride, B, mikroglobulin,
Y1 globulin, v, globulin gibi genellikle dugtk molekul agirlikli proteinlerin idrara
;':'gegigi gérulir Idrara sizan protein miktari genis bir aralikta seyredebilir ancak
__ genel olarak 200 mg/gun arasinda degisir (33).
| 3) Tagma {Overflow) Proteiniiri

Boyutlarindan 6turt normalde glomeruler kapillerden filire olabilen
proteinlerin artmig plazma konsantrasyonlari nedeniyle ya da bu proteinlerin
biyokimyasal yapilarinda degisiklik olusmasiyla normal kapilier duvardan
gecebilirliklerinin artmasi sonucu tubuler geri emilimlerinin yetersiz kalmasi
nedeniyle ortaya ¢ikar. Hemoglobinuri, myoglobinuri gibi durumlar bu tip

proteinriye érnek olugturur (33}




Doku Proteintirisi
Genellikle uriner traktusun bazi inflamatuar veya neoplastik anomalileri

ile iliskili olarak ortaya gikan proteinuridir. Nadiren agir proteinuriye neden olur.

. anll‘Jk protein ekskresyon duzeyi genellikie 500 mg'in altindadir.(33).

5) biger Proteintiri Tipleri
.Zaman ve postur ile iligkili olarak ortaya ¢ikan gesitli proteinuri tipleri

;;éh:mlanm@tcr. Bunlarin tanisal dederi az olmakla birlikte bir miktar prognostik

6nem tagirlar.

a) Gegici (transient) proteiniiri: Genellikle akut hastaliklar ile iligkili olan
ve geri donusumlu bir durumdur. Nadiren altta yatan ciddi bir renal
lezyona igaret eder (33).

b) Aralikli (intermittent) proteiniiri. Zaman iginde dalgalanmalarla
seyreden proteinuri tipidir. Agir proteinuri epizodlari daha fazla patolojik
Oneme sahiptir (27,33).

c) Israrci (persistan) proteiniiri: Genellikle daha ciddi bir dizi bozuklugun
habercisi olarak, israrci bir gekilde ortaya ¢ikar Tekrarlanan testlerle
saptanabilir (27,33,34)

d) Ortostatik proteiniri: Pozisyonla iligkili olarak, dik durumda (ayakta
iken) ortaya c¢ikar Bu hastalarin  %10-60'inda renal biyopsilerinde
nonspesifik anormallikler saptanabilmesine ragmen genellikle uzun ve
benign bir prognoza sahiptir Eger beraberinde hematuri gibi bagka idrar
sediment anormallikleri de varsa veya hipertansiyonla birlikte ise adir
seyredebilir. Hastalarin %70-80 gibi buyuk kismi birkag yil iginde

genellikle normale déner (27,33,34)




é)‘_ siirekli (constant) proteiniiri: Proteintri, pozisyonla iligkisiz olarak hem

gm gece yatar pozisyonda iken hem de ayakta iken meveuttur Patolojik
:ag:dan ortostatik proteinuriye gére daha buylk anlam ve éneme sahiptir
@
‘jzole proteiniiri. Anormal protein ekskresyonu, idrardaki tek anormal
: bulgudur. Eritrosit ve diger hicrelerin ekskresyonu normaldir (33).
. g) Asemptomatik proteiniiri: Bobrek veya uriner traktus ile ilgili herhangi
bir hastalig! isaret edecek herhangi bir anormal hikaye, fiziksel veya
. laboratuar bulgusu mevcut olmayan proteinUri tipidir (33).

Bu tarumlanan proteinuri tipleri sabit olmak zorunda degildir, bir tipten

digerine sigrama olabilir

IV) PROTEINURI MEKANIZMALARI

Birgok durumda birbiri icine gecse de idrarda protein ¢ikisini aciklamak

- Uzere ileri surtlen dért mekanizma vardir.

- A) HEMODINAMIK DEGISIKLIKLER

Proteinuriye neden olabilecek ultrafiltrasyon bariyerinin yapisindaki
degisiklikleri incelemeden énce fonksiyonel bozukluklari incelemek gerekir Bu
konuda vyapilan calismalar, hidrodinamik faktérlerin makro molekuilterin
glomeruler transportunu belirleyen énemii bir etken oldugunu gostermektedir

(25,30). Glomeruler kapiller akim normal veya yilksek iken albumin gibi buyuk




"rﬁdleki';i! agirlikli - molekullerin  klirensinin  dustk oldugu, bu molekullerin
endotelial pencerelerden Gteye penetre olamadiklar gosterilmistir. Oysa
gi"d.meruler kapiller akim, renal arter klempi veya angiotensin (Ang) infuzyonu

le deneysel olarak azaltildiginda albumin ve buytk molekul agirlikli

_intraglomeruler  hemodinamideki  bozukluklar Olusturmasi  U¢ sekilde
'Q'a};umanmaktadar (25,27)
| a) Fitrasyon fraksiyonunun arfigi. Tubuloglomeriiler feed-back teorisi
‘geregince bobrek kan akimi dustugu zaman GFR’deki belirgin dususi: énlemek
fllgm filtrasyon fraksiyonu artis gosterir. Bu durumda plazma akimmnin yuksek
__duzeyiermde, plazma igindeki makromolekuler solitierin Kapiller duvardan
.gegigi daha azken plazma akimi azaldiginda makromolekullerin filtrasyon
. 'fraksiyonfan yani konsantrasyon gradyenti yonunde kapiller duvardan
diffuzyonlari ve uriner araliga gegisleri artar (25,27)
b) Porlann sikismasi Yuksek akim sirasindaki yuksek intrakapiller
- basing GBW daki porlan sikistirarak molekuler hareketi engeller (25,27).
¢) Heteroporoz membran teorisi Son Zzamanlarda tartigilan bu teoriye
gore, bazi ézel durumlarda bir grup genis nonselektiv porlarin olusup
.proteinuriye neden oldugu dusuniimektedir (27). Endojen angiotensinin,

artarak renal ven konstruksiyonu olusturdugu deneysel proteinuri modeli buna

Ornektir (27).




) GLOMERULER FILTRASYON BARIYERINDE YAPISAL

NORMALLIKLER

Glomeruler filtrasyon bariyerini olusturan (¢ katmandan birinde
__lué'abilecek patoloji proteinuriye yol agabilir.
1 élomen‘jler Epitelial Hiicre Degisiklikleri

Epitel ayakst ¢ikintilanin birbiriyle yakinlagsmasi veya birlesmesi, belirli

_.féniarda GBM ile birlesmesi ile adir proteinuri arasinda guglu iligki oldugu,

"§er bir deyisle bu birlesme sonucunda transglomeruler protein gegisinde
;_-.lfﬁ.j‘;-:]anma oldugu gosterilmistir (25,27,28). Bu patoloji, immun kékenli birgok
f;ﬁ'efritik proteinuri patogenezinde rol oynayan kompleman aktivasyonuna bagl
‘olarak ortaya c¢ikabilir (35). Ayrica puromisin aminontikleosid (PAN) nefrozisi,
:_adriamycin nefropatisi, anti HS-PG antikor nefrozu gibi deneysel hayvan
| odellerinde ayaks! ¢ikintilarin siyaloglikoproteinlerini kaybederek birlestikleri
-’.gc'isterilmigtir (25,27,35),

Podositlerde sentez edilen ve ayaksi cikintilardaki negatif yuklerden
sorumlu olan en 6nemli yap) 140 kDa molekui agiriginda bir siyaloglikoprotein
olan podokaliksindir. Deneysel veya kiinik olarak organik (aminoglikozid grubu

{;}' antibiyotikler, immun mekanizma sonucu ortaya ¢ikan katyonik maddeler,
provitamin  S§0,) veya inorganik katyonlarin (adir metaller) etkisiyle
podokaliksinin sialik asit miktarinda azalma oldugu gosterilmistir Bunun

- sonucunda ayaks! gikintilarda retraksiyon olusup takiben slit membranin yeri

degisir ve proteinuri gozlenir (28).




Proteinuriden sorumiu olabilen bir bagka molekul de siki baglanti (tight

; on) proteinlerinden olan ZO-1'dir. Bu protein slit diagramlarda saptandig

Sllt diagramlanin bir siki baglanti cesidi olarak kabul edilir. Podositlerin

_gat:i.f_ yuklerinin kaybi veya komsu hucreler arasindaki iliskinin yeniden

dgzehlenmesi, slit diagramin siki baglanti haline gelmesi sonucu idrarda
go .I."e.nen protein miktari artar (28).

. Visseral epiteide gorulebilecek bir diger morfolojik bozukluk, fokal

__ epi.télial soyulma olabilir. Bu lezyonda epitelial hiicreler, fokai olarak glomeriler

yazal membrandan ayrilmistir ve bu bolgelerin plazma proteinlerine
___ég;irgenlig‘ji fazladir (27,29) insanlarda minimal degisiklik hastali§), fokal
Iéfnerulosklerozis ve membranéz nefropatide gérulen fokal soyulma, deneysel
_!__é?ak da bobrekierin néraminidaz ile muamelesi sonucu gergeklesebilir (27).
2) Endotelial Hiicre Degisiklikleri
Cok sik gorilen bir durum olmamakla birlikte, deneysel nefrotoksik nefrit
:6de!inde endotelial hucrelerin bazal membrandan ayrildidi ve endotelia!
-;oyulmamn oldugu bu bdlgeden bazal membran icine albumin giriginin oldugu
.:'gésterilmigtir. Bu deneysel modelde endotelial hicrelerin bazal membrandan
'::araya giren mezangial hicrelerce ayriimasi insanlarda gdrulen Goodpasture
éendromunun da bir 6zelligidir (27)
3) Glomeriiler Bazal Membran Degisiklikleri
GBM'In bobrekte proteinler ve makromolekiiller icin hem mekanik hem
de elektrokimyasal bir engel olusturdugu daha 6nce vurgulanmisti (25,27). Bu
mekanik veya elektrokimyasal butunlugt bozabilecek durumlar proteinuri ile

_"_SOnug:lanabilir. Cesitli maddelerin GBM'da birikmesiyle olusan duzensiz




lé\?ma sonucy, yalnizca albumini dedil daha buylk olan globulinleri de
,-_e'n agir bir proteinuri olabilir (27,35). Ayrica GBM’da bol miktarda bulunan
".o'ﬁa secici gecirgenlik &zelligini kazandiran anyonik bélgeler nétralize
iéinde de uriner protein atliminda artis oldugu gésterilmistir Bu

otralizasyona neden olabilen katyonik maddelerin organizmadaki kaynaklar

ombositler (PF-4), polimorf nuveli I6kositler ve makrofajlar (lizozimler,
.-p'é[jéksidazlar) olabilir. Katyonlarin anyonik sulfat radikallerine baglanmast
sonucu proteoglikanlarin sulfat  glikozaminoglikan zincirlerinde ug boyutlu
-yapisal dedisiklikler meydana gelir Insanda agrr proteinuri ile seyreden

kongenital nefrotik sendromda da anyonik bélgelerde azalma saptanmistir (25).

C) .IMMUN MEKANIZMA

| Yapilan ¢ok sayidaki calismanin sonucunda, insan glomeulonefritlerinin
g_oQundan immun mekanizmanin sorumlu oldugu ortaya gikmistir (19,35,36). Bu
#ékilde glomerulde olusan yapisal degigiklikler baglica GBM'da velveya
'yisseraf epitelial hucrelerde meydana gelmektedir (27,35)

| Humoral veya hucresel immun sistemin tetigi ¢ekmesiyle baglayan
primer glomeruler hasari takiben, sekonder inflamatuar mediator mekanizmasi
(polimorf niveli [6kositler, makrofajlar, kompleman proteinleri, trombositler)
“renal hasarin artarak devam etmesine neden olurlar (35).

1) immiin Mekanizmanin Olugturdugu Primer Glomeriiler Hasar

GBM'in normal yapisal komponentleri, antikorlar igin bir hedef olusturur
: Cesitli patolojik durumlarda ortaya ¢ikan antijen-antikor kompleksleri éncelikle

glomerll iginde stabilize olur ve glomeruler inflamasyonu indikleyen sureci
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r (35) Olugan immun kompleksin boyutu ve yuku gibi degiskenlere

yvanlarda deneysel olarak olusturulan nefrit modellerinde, glomerul igine

NL infiltrasyonu ile uriner protein ekskresyonu arasinda aniaml bir iliski

_'ul:&ndugu (37) ve dolagimdaki PNL'lerin monokional nétrofi antikoru ile
__1ukétilmesi sonucunda glomerulerdeki hucre birikiminin  ve proteinurinin
:_ "'}_ald@ gosterilmistir (35). PNL akis: saglam bir kompleman kaskadin
“gerektirir ve Csile Cs‘in kemotaktik etkilerine yanit olarak gergeklesir (35)

: b) Monositler: Monositlerin, glomertlonefritierdeki glomertilerde hiicre
birikimine belirgin katkisinin oldugu hem deneysel calismalarla hem de insan
renal  biyopsi calismalarinda gosterilmistir.  Monositlerin  glomerullerde
'f'.:t0pianmasmdan sorumiu faktérlerin basinda lenfokinler, C5a’nin kemoatraktan
;..etkisi, monositlerin yuzeyindeki Fc reseptéri ve baz glomeruler yapilara ait
reseptorlier  (laminin, fibronektin,  kollagen reseptorleri)  gelmektedir.
- Glomerullerde biriken monositier kompieman sisteminin cesitli uyeleri, platelet

aktive edici faktor, angiogenezis faktor, katyonik proteinler, serbest radikalier,




enaz, elastaz ve lizozomal enzimler gibi maddelerin sentez ve

lm",'_mnda etkilidirler (33) Bu faktdrlerden bazilari durumun daha da
__“g_{,_fi'azg.mas¢na katkida bulunur

c) Kompleman sistemi: inflamatuvar hucrelere bagli olarak ortaya
1kan glomertler hasarda indirekt rol oynadigi disunulen kompleman
_zste.fninin inflamatuvar hucrelerinkinden bagimsiz olarak ayni zamanda direkt
tkilerinin de bulundugu son vyillarda kanmitlanmistir (35) Aktive olan
o::h_:pleman sistemi dalayl etkisini PNL'lerin kemotaksisi sonucu glstererek
lomeruler hasar ve proteinuri olugturabilir (38). Kompleman kaskadinin kiasik
e--"a.ltematif yolaklarinin aktivasyonu sonucunda ortaya ¢ikan C5b-9 (membran
.ckt complex)’'un mekanizmasi tam bilinmemekle birlikte glomeruler filtrasyon
___éﬁerini hasarladigi gésterilmistir. C5b-9, kilttir ortaminda mesengial
.relerde prostoglandin, IL-1 benzeri faktér ve serbest oksijen radikali
_Sj;éhtezini stimtle ederek bu etkisini ortaya gikarir (35)

d) Trombositler: Inflamatuar glomerUler hasar  surecinde
t_i'ombositlerden salgilanan bazi maddeler glomerller hasara katkida
.-._.pulunabilirler‘ Bu maddelerden biri olan platelet aktive edici faktor (PAF)
I-__-monosit, granulosit, aktive trombosit ve glomeriler hiicrelerce salglianarak

'__kemotaktik etki, trombosit ve [6kosit aktivasyonu, kompleman sistemini

uyarmas) sonucu glomeruler hasar olusturabilir Platelet faktor-4 (PF-4) katyonik
etkisiyle filtredeki anyonlart nétralize ederek; B-tromboglobulin, endotelial
“prostasiklin uretimini inhibe ederek; Platelet derived growth factor (PDGF) ise

- glomeruler,mesangial ve endotelial hucrelere mitojenik etkisi ile zararh etkilerini

ortaya koyabilirler (35)
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'e) Koagiilasyon kaskad: Immun kékenli glomeruler hasardaki rol
artismali olmakla birlikte insan renal hastaliklarinda koagulasyon kaskadinin

:'tkzsmln bulunduguna dair indirekt kanitlar vardir (35).

_):ﬁROTEiNURiDE REAKTIF OKSIJEN URUNLERININ ROLU

Reaktif oksijen urunlerinin (reactive oxygen species, ROS) immun ve

__"no'n;;immUn glomertler hasar (39,40,41) akut renal yetmezlik (18,42) ve

.-:tljbﬂlointerstisyel hastaliklarda (42) rolu oldudu, ayrica varolan kronik renal

.-'yétmezligin ilerlemesinde de Haber-Weis reaksiyonu sonucu ortaya cikan
_serbest radikallerin énemii etkide bulundugu (43) belirtiimektedir ROS'un
. teinuri olusturmadaki etkilerinden sézetmeden 6nce arastirmamizda énemli
blr yer tuttugu icin bu molekullerin 6zellikleri ve olugturduklar oksidan
-j_hésardan, ayrica bunlara karsi islev géren antioksidan sistemden séz etmek
gerekir.

"_:"I) Reaktif Oksijen Uriinleri ve Oksidan Hasar

Organizmada normal oksijen metabolizmasi sirasinda olusan ROS,
.basitge dis orbitallerinde eglesmemis elekiron tasiyan molekiiller olarak
tanimianir (44,45,46,47) Bu ¢&zellikleri nedeniyle de kimyasal olarak oldukga
reaktif Urunlerdir. Bilinen en &nemli serbest oksijen radikalleri; superoksit
anyonu ('O7), hidroksil radikali (OH), hidrojen peroksit molekuld (H;0.),
- hidroperoksit (HO, ), tekil (siglet) oksijen ('Q,), ozon (Os), nitrik oksit radikali
(NO) ve hipoklorik asit (HOCI)dir (48,49) Cesitli enzimatik reaksiyoniar
- Sonucu olugabilen bu urunlerin organizmadaki en dnemli kaynad elektronlarin

- Mitokondrideki elektron transport sisteminde taginmasi sirasinda olusan




elektron kacaklaridir (46). ROS'lar yapilarinda tasidikiar eglesmemis elektron
'.:nedeniy!e oldukga karasiz yapida olduklarindan, kararli duruma gegmek icin
cevrelerindeki her yapiyt reaksiyona girerek hasarlayabilirler. Oncelikij
:hedeﬂeri ise lipidier, nukleik asitler ve proteinlerdir (46).

a) Memran lipidlerine etkileri: ROS'lar ile lipidlerin reaksiyonu sonucu
olusan lipid peroksidasyonun (LPO) ilk basamaginda, serbest radikaller
hidrojen atomu elde edebilmek icin poliansatiire yag asitlerinin yan zincirinde
bulunan karbonlara saldiririar. Béylece karbon merkezli bir lipid radikal (L)
olusur ve bu da genellikle konjuge dien sekline dénustukten sonra oksijenle
-.: reaksiyona girerek peroksil radikalini (LOO) olusturur (50,51). LOO,
memranda bulunan komsu yan zincirlerden hidrojen atomlarini ¢ikararak lipid
hidroperoksitlerin (LOOH) ve yeni peroksi radikallerinin olugmasina neden olur
(50,51,52,53). Lipid hidroperoksitler'in yikimi sonucu LO, LOO gibi radikaller ve
malonildialdehit (MDA), 4-hidroksinonenal gibi aldehitler olusur, serbest
radikaller gibi aldehitler de oldukga toksik molekullerdir, Hicre membran
komponentierine etki ederek iyon transportu, enzim aktivitesi, deformabilite gibi
membran &zelliklerini degistirebilmeleri yanisira, DNA'nin nitrojen bazlar ile
etkileserek de mutajenik, karsinojenik, genotoksik etki gosterebilmektedirler
(53,54,55,56). Demir ve bakir iyonlari, bazi demir iceren proteinier (hem,
hemoglobin, myogiobin), lipid hidroperoksitlerini bozarak peroksidasyonu
soniandirir ve son Urunler olarak etan, pentan gibi hidrokarbon gazlari ve kisa

zincirli yag asitleri olugur (50,53).

b) Diger yapilara etkileri: ROSnin etkiledigi dider yapilarin baginda

proteinler ve nukleik asitler gelmektedir Proteinleri olusturan aminoasitlerin




idasyonu sonucu proteinlerde fragmantasyon, agregasyon ve proteolitik
e"éuyarltk gelismektedir (57,58,59). Bu arada 6zellikle mitokonrial DNA'nin
n stresten zarar gordugu bilinmektedir (49,60,61,62). Ayrica alfa-

ORéiaIdehit yapisindaki karbonhidratlarin radikallerin etkisiyle ve metal

;Jéh varliginda ketoaldehid'lere donustugu (49) ve birgok monosakkarit'in
b'. ;idasyona ugrayabildidi de gosterilmigtir (49,63).
."'.ROS uretimi, cesitli hastalik durumlarinda artabilecedi gibi hastalik
0 é;k3|z|n, yaslhk, egzersiz, hiperbarik oksijen soluma gibi durumlarda da

_afak oksidatif strese neden olabilir (46,64)

) Antioksidan Sistem

Antioksidan savunma sistemi, organizmay! serbest radikallerin zararl|
etk.ilerine kargt korur (49,65) Bu sistemin en &nemli 6@eleri antioksidan
nzimler (sUperoksit dismutaz, katalaz, peroksidazlar) ve antioksidan
omolekulier (vitamin E, vitamin C, vitamin A, glutatyon, urik asit, bilirubin,
glukoz, selenyum, transferrin, ferritin, sisteinydir Bu iki sistem beraberce
primer defans mekanizmasini olugtururlar  Oksidan hasar sonucu olusmug
bozuk yapilarr ortadan kaldirmaya yarayan lipolitik enzimler (fosfolipazlar),
:proteolitik enzimler (proteaz ve peptidazlar) ve DNA tamir enzimleri
:(nukleazlar) ise sekonder defans mekanizmasini meydana getirirler
(49,66,67,68). Sekonder defansin gorevi oksidan hasardan zarar géren ve
- islevi bozulmus olan hucresel yapilan ortadan kaldirmaktir (49,69). Bu sistemi
: olugturan butun tyelerin birbirleriyle iligkili olarak, koordine bir sekilde caligiyor

olmasi ROS’un zarali etkilerinin ortaya cikmasini engeller (49,70,71,72)




a) Antioksidan enzimler

_:;: -Sﬁperoksit Dismutaz (SOD): Superoksit anyonunun hidrojen perokside
mutasyonuna neden olan bir metalloenzim olan SOD, yapisinda tagtdig
}a._ls'i.yonuna gore g tiptir (73).

1j)'.:Baksr-ginko superoksit dismutaz (Cu/Zn-SOD); herbiri 16 000 dalton

_ '}'i'g“;:tnda olan iki polimerden olugmustur. Polimerlerin biri bakir digeri ginko

cerir Okaryotik hucrelerin sitozolunde ve eritrositlerde bulunur (67,68)

SOD
O7+ O;+H"  —» H.0,+0,

Mangan superoksit dismutaz (Mn-SOD), tetramerik yapida olup toplam
m‘oll'ekUI agirhgr 80.000 daltondur Her bir ait birimi birer mangan igerir,
r:jlizt:_t.jkondri matriksinde lokalizedir (66,74)

"'S;Demir superoksit dismutaz (Fe-SOD); bazi bakterilerin (E. coli) periplazmik
.._oléelerinde bulundugu gédsteriien Fe-SOD'In dis kaynakh superoksit
adikallerine kargt koruyucu etkisinin oldudu bildiriimektedir (49),

Katalaz (CAT): 240 000 dalton molekul agirhginda, tetramerik yapida olan
-. vé_ aktif bolgesinde dort adet ferrinem grubu igeren bir enzimdir (49,75,76).

S_l_'@iperoksit anyonundan olugan hidrojen peroksidi suya gevirir.

‘Bu reaksiyon glutatyon peroksidaz tarafindan katalizlenir, fakat CAT’In hidrojen

-'eperokside affinitesinin glutatyon peroksidazinkinden az olmasi nedeniyle bu

f'énzim daha gok patolojik durumiarda énemlidir (64).




Glutatyon Peroksidaz (GPx). Hucre mitokondrial matriks ve

s‘it‘oz_oiiinde bulunarak organik hidroperoksitlerin ve hidrojen peroksidin

dﬂlzis.'iyonunu katalize eden GPXin, selenyuma badiml ve selenyumdan
Q’iméaz olarak caligan iki tipi vardir (53,77,78).

GSH-Px
2GSH + H:0; —» GSSG +2H:0

GSH-Px
2GSG+ ROOH —» GSSG + H,0 + ROH
Glutatyon Redijktaz (GSSG-R): Glutatyon peroksidazin substrat olarak
edukte glutatyona (GSH) ihtiyaci vardir Glutatyon rediktaz da okside
lutatyonu (GSSG) redukte glutatyona dénusturen ve NADPH'a bagimh olarak

aligan reaksiyonu katalize eder (65,79,45,64).

GSSG-R
GSSG + NADPH + H* ——» 2GSH + NADP
b) Antioksidan biyomolekiiller
Genellikle serbest radikallerle direkt kendileri etkileserek onlari zararsiz
__qr'mlara dénusturen molekullerdir. Buniardan en énemiilerinin ozellikleri ve etki
§ékilleri sOyle ézetlenebilir :
Vitamin E: En énemli yagda ¢ézunen zincir kirici antioksidandir Cogu

r_nitokondri i¢ membraninda olmak uzere tim hicre lipid membranlarinda boi

hjiktarda bulunur (45,49,65,80),

Vitamin C: Hidrofilik yapida oldugundan hucre ici ve digI sivilarda yaygin

olarak bulunur Antioksidan etkinligini hem serbest radikallerle dogrudan




5iyo a girerek hem de vitamin E reduksiyonuna katkida bulunarak gésterir

Glutatyon (GSH): Etkili bir reduktan olarak islev gdrur. Bir yandan
p_e'_fo":éid anyonu, hidroksil radikali gibi serbest radikallerle reaksiyona

erkén bir yandan da vitamin A gibi bazi antioksidanfarin okside formdan

edukte forma gegmelerini saglar.

Bobrekte ROS Kaynaklan

‘Bobrekte serbest oksijen radikallerinin kaynaklari buraya gelmis olan

trofiller, monosit-makrofajlar veya stimule mesangial hucreler olabilir (25,42)

Itﬁre rat mesangial hucrelerinin PAF, membran attack kompleks, immun
kom_p!eksler, opsonize zymosan ile stimule edilmesi sonucu ve 0Oz-H,O, gibi
.Ieri olusturabildikleri gosteriimigtir (42). Diger yandan glomeruliere filtre
'!a;n nétrofil ve makrofajlar aktive olduklarinda bol miktarda ROS uretebilirler
39) Superoksit anyonu olusumu; xanthine oxidase, aldehid oxidase, NADPH
- dehidrogenaleADPH oksidaz gibi fagositik hucrelerin memraninda lokalize
oian ve gesitli inflamasyon mediatorlerince aktive hale getirilen enzimler
éraml@ ile katalizlenir (39) Diger yandan, aktive nétrofillerden salinan
fnyeloperoksidaz enzimi, H,0;'den HOCI olusumunu katalizler ki bu urin GBM
boyunca subepitelial bolgeye baglanarak glomeruler yapida halojenasyona
“neden olmaktadir (25,42). Cesitli tip glomeruionefritlerde, nétrofil ve

- monosit/makrofajlarin - glomerullere infilire oldugu ve superoksit anyonu

olusturarak proteinuriye yol agtiklar gosteriimigtir (85).
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S’un Glomeruier Hasar Olugturma Mekanizmalan
Oncelikle hucre membraninda ROS araciligiyla olusan lipid
kéidéSyonu, GBM'da direkt hasar yapabilir (39,42) Ayrica LPO aracihifiyla

- bian metalloproteinaz ve gelatinaz gibi enzimler GBM'da hasar

'afék proteinuriye katkida bulunabilirler (25,39,42). Deneysel olarak LPO
;,'@'_,ﬁa kollajen gen  ekspresyonunun arttigr, sigan  mesangial
re__effndeki tip 1 ve tip IV kollagen birikimi sonucu tubllointerstisyel fibrozis

saptanmistir  Ayrica  antioksidanlarin diyetsel  eksikli§inin

_j_I_a_rak:':' kabul edilen ve o-1 proteinaz inhibitéri olarak iglev géren, a-1
tit ;;sini inaktive ederek vyaparlar. Boylece serbestlesen elastaz,
Sf_;aéeIIUIer matrikste daha kolay hasar olugturur (42).

* Bunun yaninda ROS'lar, gikozaminoglikanlari hasarlamakla birlikte (39)
f-iz‘oi_é___ perfuze bdbrek modelinde diganidan verilen ROS'a yanit olarak

P _téoglikanlarm de novo sentezinde de doz bagimii azalma oldugu

aﬁtjanm:@tlr (42).

| ROS'un gen transkripsiyonunda rol aldidi ve bunu niukleer faktar kappa
B.--__'_'__NF-kB) uzerinden gergeklestirdigi bilinmektedir Bu faktdriin aktivasyonu
$_¢nucu sentezlenen kemokinler ve inflamatuar molekuller (monosit
k_é’ﬁ?oatraktan protein-1, IL-6, GM-CSF, PDGF) aracih@iyla makrofaj ve T hucre

nfiftrasyonu sonucu glomeruler hasar olusturabilir (42)




Antioksidan Tedavinin Proteiniiriye Etkisi

g1 da degistirdigini géstermistir (22) Ayrica vitamin E ve selenyum gibi

stioksidanlarin  diyetsel eksikliginde ROS'un ortadan  kaldirimasinda

éizlik ve zararh etkilerinde artis oldugu saptanmigtir (20). Antioksidan

_edéwyle ROS aracih gen transkripsiyonu (42) énlenebilmekte, ROS aracil;

pr‘ptéinijri ise azaitilabilmektedir (17,40 41 ,86)

V) PROTEINURININ NEFROTOKSIK ETKIsi

Normal sartlarda yalniz dustik molekul agirlikli makromolekiiller uriner

- renal hastaliklarda proteinuri miktar: ile hastah@in progresyon duzeyinin iligkili

oldugu gésterilmistir (87).

Proteinurinin nefrotoksik etkisi 6zellikie iki yap! Uzerindedir:

1) Mesangial Hiicre Toksisitesi

Serum proteinlerinin  &zellikle

lipoproteinlerin mesangiuma akisi

SOnucunda mesangial hucreler aractigiyla glomeruloskieroz olugmaktadir,

LDL’in mesangial hlicreler Uzerindeki reseptorieri ile etkilesimi sonucunda by

hicrelerde proliferasyon ve anjiogenez induklenir (87). Ayrica LDL, mesangial




relerden monosit kemoatraktan protein-1{MCP-1), PDGF ekstraselluler bir
. proteini olan fibronektin uretimine ve ortama makrofaj akigina neden
iAyn| zamanda LDL mezangiumda makrofaj ve mezangial hicreler
;ta-raﬂhdan okside edilerek daha toksik formu olan okside LDL haline de
g"nuéwr‘uIUr (87). Bunun yaninda okside LDL'nin, redoks sensitif bir enzim
a'___hemeoksigenaz’tn hem aktivitesini hem de ekspresyonunu arttirarak
iaétif strese neden olabilecedi belirtiimektedir (88).
2) ::i'bksimal Tibiler Hilcre Disfonksiyonu
: Daha 6nce de séz edildigi gibi normalde glomerillerden filtre olan
pr-o_’téin!er tubuler siviya gegerek proksimal tubul hucreleri tarafindan geri
e'miiirler. Ancak hem tubuler sividaki artmig protein miktart hem de normalde
id rda bulunmayan ancak glomeruler hasar sonrasi idrara gegebilen biyolojik
akt;f proteinlerin etkisiyle tubuler toksisite gelisebilir (87)
| Proteinuri sirasinda olugan tubuler toksisite mekanizmalarl su sekilde
swélanabilir:

a) Tubil sivisina ulasan protein yuku arttiginda lizozomal yolagin asiri

“kullanimina bagll olarak lizozomlarda kabariklagma-gisme ve bir noktada

rilma ortaya cikar. Sonug olarak bu sure¢ hucre sitoplazmasina lizozomal
enzimlerin gikmasina ve dolayisiyla da hucre fonksiyonlarinin zarar gérmesiyle
sonuglanabilir (43,87,88,89).
b) Lipoproteinler glomertillerden filtre edildikten sonra tubul hucresindeki
spesifik membran reseptdrune baglanarak sitoplazmaya gecerler ve toksik
-radikallere okside olabilirler LDL okside oldugunda proksimal tubul

hUcresindeki oksidatif stresi indukler ve hucreye zarar verebilir (87,88).
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¢) Diger bir mekanizma ise protein presipitasyonu sonucu tubul sivisi

akiginda aksama ile tubllointerstisyel basingta artis ve doku hasannin

[.e'rlemesidir (43)

d) Proteinler, tubuler hucre fonksiyonlarini dogrudan degistirebilirler
':'57,88)‘ Proksimal tubuler hucreler, yuksek konsantrasyonda transferrin veya
é.llbumin ile karsilagtiklarinda monosit vefveya T lenfositler icin kemotraktan
olan MCP-1, osteopontin, kemotaktik lipid faktor Uretiminde artig gorulur
(87,88,89) T lenfositlerin ve monositlerin ortama gelmesiyle hucre aracil
immun yanit ortaya ¢ikar ve olay kronik tubtlointerstisyel hasar, tubuler kayip
ve fibrozis ile sonuglanabilir (89).

e) Glomerilonefritli hastalarda uriner amonyum duzeyinin, tubuler
hicrelere fazla miktarda ulagan proteinierin katabolizmasi sonucunda arttigi ve
proteinuri duzeyi ile iligkili oldugu gosterilmigtir. Amonyak, kompleman sistemini
alternatif yoldan aktive ederek olaylari daha da agrlagtirabilir (87).

f) Kompleman komponentleri de glomertiler bariyerden filtre olarak
proksimal tiibuler hucrelerin luminal kenari boyunca depozitler olugturabilirler
(87,89). C3 ile C5b-9 tubuler hasar ve interstisyel inflamasyonu, kemotaktik ve
ROS olusturucu etkiyle gergekiestirir. insan tubuler kultur hucrelerinde yapilan
calismalarda C5b-9'un fibronektin ve kollagen sentezini uyarict etkisinin
bulundugu gdsterilmistir (89) Diger yandan arimig protein yukune yanit olarak
proksimal tubuler hucreler tarafindan belirgin miktarda C3 sentezi de
yapilmaktadir,

g) Proksimal tubuler hucrelerin albumin, transferrin ve 1gG gibi

proteinierie normalden yuksek konsantrasyonlarda kargilagtiklaninda Endotelin-




1 (ET-1) uretiminde bir artis oldugu ve bu artisin protein miktar: ile korelasyon

‘gosterdidi  saptanmistir (88,89). ET-1, interstisyel fibroblast reseptérierine
~spesifik olarak baglanarak fibroblast proliferasyonunu ve ekstraselliler matriks
“proteinlerinin  sentezini arttinr (89) Diger yandan ET-1’in artmis sentezi,
’éfferent-efferent arteriollerde tonus artigina ve dolayisiyla da interstisyel
iskemi-fibrozise neden olabilir (88,89)

h) Proksimal tubuler hiicreler, yiiksek konsantrasyonda albumin ile
: .ihkUbe edildiginde bir transkripsiyon faktéry olan NF-kB'nin, DNA'ya baglanma
aktivitesinde doz bagimli artis oldudu saptanmistir  NF-kB yolagr kemokin
genlerin upregulasyonunda &nemli fonksiyonel etkiye sahiptir Bu yolak
aracih§ ile belirgin MCP-1 transkipsiyonu yaninda interferon ve sitokinlerin de
- yapiminda artig saptanmistir (89).

| 1) Transferrin, albuminden hafifce buytk bir proteindir ve glomeriler
* proteinuride filtre edilebilir. Transferrinin yapisinda bulunan demir, tubulun
ilerleyen kisimiarinda ortamin asiditesi artinca serbestlesir (43,87,90). Serbest
demirin, kulture tubller hicrelerde peroksidatif hasar olusturarak hucresel

MDA duzeylerini ve LDH salimmini arttirdigi gosterilmistir (87,90),

Butun  buniardan yola ¢lkarak, antiproteinirik tedaviyle veya

proteinurinin uyardidi yolaklar engellenerek en azindan bébrek yetmezligine

gidisin 6nlenebilecedi veya yavaslatilabilecegi duguntilebilir (87)




EGZERSIZIN RENAL FizYOLOJi JZERINE ETKILERI

Egzersize verilen en belirgin yanit kardiyovaskuler sistemde, egzersizde
éhén oksijen gereksinimini kargilamak igin kardiak atim sayisi ve hacminin
aﬁ:gl ile kan dagiiminin yeniden duzenlenmesi seklinde ortaya ¢ikar. Kalp ve
éézersiz yapan iskelet kaslarina olan kan akimi belirgin Olgude artarken, deri,

bébrekler ve splaknik organlardaki kan akimi azalir (91).

1) BOBREK KAN AKIMI vE FONKSIYONU DEGIiSIKLIKLERI
Kan akinu degigiklikleri: Egzersiz, renal kan akiminda egzersiz
~ siddetiyle orantili olarak azalmaya neden olur (1,92,93,94). Maksimal oksijen
tuketiminin (VOzmax) %50'si  dizeyinde yapilan egzersizde renal plazma
" akiminda %30 azalma olusurken VOama %65'te ise, %75 civarinda azalma
gorulur (1). Kanin bébrek igindeki dagilimi ise hayvan deneylerinden elde
edilen sonuglara gére egzersiz ile degismemektedir.

GFR  degigikligi: Egzersiz sirrasinda akiif Kkaslar bébrek
sirkulasyonundan gegen akimi degistirebilirler ancak GFR, egzersiz siddeti
belirli bir duzeyin ustune ¢lkmadikga de@ismez VOoms %50'nin lzerine
¢iktidinda GFR basamakii bir sekilde azalir ve maksimum egzersiz siddetinde
bazal duzeyin % 60'ina kadar duser (11)

Fitrasyon fraksiyonu (FF) degisiklikleri: Egzersizde GFR'daki
dusiistin, renal plazma akimindakinden daha az olmasinin nedeni egzersizin

$iddetine bagh olarak gérulen GFR/RPF orani olarak bilinen FF'deki artigtir
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1,2). FF, hafif egzersizde %15, adir egzersizde ise %67 duzeylerinde artig
| .sterir (1) S8z edildigi gibi egzersizde kaslarin artan oksijen gereksinimini
..rglfamak igin kan dagiiminin yeniden bébrekler aleyhine diizenlenmesi ve
_o'bregin otoregulasyon mekanizmalanyla, fonksiyonlarinda ortaya ¢ikan ileri
IL..lzeydeki degismelere kars koymaya calismasi, degdisik egzersiz siddetlerinde
.:eiki eden humoral ve sinirsel faktérlerin etkinliginin dedismesi ile agiklanr.
obrek kan akimi, glomeruler filtrasyon hiz, filtrasyon fraksiyonu
‘parametrelerine etki eden en énemli mekanizmalar su sekilde ézetlenebilir:

Bu konudaki en énemli mekanizma sempatik sistem aktivasyonudur

Egzersizde bdbreklere etki eden sempatik sistem aktivasyonu iki sekilde olur
_.I'lki renal sempatik sinir aktivitesinin (RSNA) artmas (95) digeri ise bébrek ustu
bezinden salgilanan adrenalin ve noradrenalinin dolasimdaki seviyelerinin
y‘ukselmesidir (1.2) Sempatik sistem aktivasyonu nedeniyle artan adrenalin-
.noradrenalin seviyeleri, afferent-efferent renal arterlerde ilerleyici
- vazokonstruksiyona neden olur (1,12,92). Diger yandan, egzersizdeki sempatik
~ aktivasyon sonucu olusan B adrenerjik stimUlasyon renin salimmini artar
':-(96,97)‘. Bunu izieyen Ang uretimi, bir yandan efferent glomeruler arter
- konstruksiyonu ile transglomeruler basinci ve FF'nu arttinrken (97) diger
;yandan adrenal korteksten aldosteron sekresyonunu diizenler (1) Ayrica

€gzersizde dopamin, néropeptid Y gibi diger sempatik nérotransmitterlerin de

artis  gosterdigi ve egzersizde ortaya ¢lkan splaknik ve renal

vazokonstriksiyona aracilik edebilecekleri belirtiimektedir (91).

Elektrolit atimi: Genel olarak agir egzersizde sodyum, Klor, kalsiyum

ve fosfor gibi elektrolitierin ekskresyonu inhibe olur, Potasyum ekskresyonu ise
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gzersizden etkilenmemektedir (1,94,98) idrar sodyum ekskresyonundaki

Us, egzersizde duzeyi artan aldosterona bagi olarak, sodyumun artmisg

ubuler reabsorbsiyonunun bir sonucudur (1),

idrar olusum hyzy: Idrar akimi ve idrarla su atilim egzersizle

azalmaktadir  Ancak bu azalmanin orani ve siresj Onceden kestirilemez.

Egzersizde idrar akim hizindaki degisiklikler GFR, suyun  tubuler

-_-réarbsorbsiyonu, solutlerin  sekresyonu ve antidiuretik hormon (ADH)'un

n énemli mekanizmay: olusturmaktadir Egzersize ADH yaniti egzersizin

karaciger ve renal metabolizmanin degismesi ile iligkilidir (1).
H) EGZERSIZIN BOBREK UZERINE OLUMSUZ ETKILER]

Bobrekte egzersizde Veya sonrasinda basta kan akim dedisikligine
bagli olmak uzere bir takim istenmeyen durumlar gozlenebilir Bunlarin goruiis
sikligr az olmamakig birlikte genellikle iyl huylu ve kisa surede geriye dénen

durumiardir Egzersize bagh proteinuriye deginmeden once, egzersiz nedeniyle

bdbrek tizerinde olusabilecek bazi olumsyz etkileri kisaca dzetiemek gerekir.
A) HEMATURI

Mikroskobik veya makroskobik hemattrinin egzersiz ile iliskisi, her duzey

atlette karsimiza ¢lkan ve eskiden beri bilinen bir durum olup bildirilen
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nsidanslar %55'ten %80'e kadar degismektedir (1,99) Spor hematrisi
skrarlayabilmesine ragmen genelliikle 1-2 gun icinde kaybolur

. Bilindigi gibi renal kan akimi ve glomeriler filtrasyon, egzersizin
‘i_ddetiyle orantili olarak azalmaktadir Bu azalig sonucunda nefronda hipoksik
::é;e;ar, glomeruler permeabilite artisi ve eritrositlerin idrara gegisi s6z konusu

slabilir. Bu arada efferent glomeruler arteriolde daha belirgin olarak ortaya

cikan renal vazokonstriksiyon sonucunda filtrasyon fraksiyonu yukselir ve

:.-g'_l'omeruler kapillerde ortaya gikan sikisma idrara eritrosit gegisini kolaylastirir

Mesane kaynakh hematuri, travma sonucunda ortaya c¢ikar. Mesane
hasarinin mekanizmasi gevsek yapidaki posterior kese duvarmin, daha kalin
'.':\/e saglam yapida olan ve trigonu da igine alan taban kismina carpmasidir. Her
bir carpigin giddeti ok kigik oimasina ragmen, bunun uzun kogular boyunca
tekrarlanmasi travmaya neden olabilmektedir (1)

Spor hematurisi olan atletlerde, ayirici tanida myoglobinuri ve yurlyus
(mars) hemoglobinurisi  dusunuimelidir.  Yurlyus hemoglobinurisi ayn|
- zamanda ayak darbesi hemolizi olarak da bilinir (3). Sert bir zeminde kosu
sirasinda ayak tabanindan gegen eritrositlerin mekanik travmaya ugramasi
seklinde agiklanmaktadir (1,3). Bunun yaninda egzersiz sirasinda bir cok
nedene bagh olarak intravaskuler hemoliz olusabilmekie ve idrara
gecebilmektedir

Myoglobin, agir egzersiz sirasinda kas liflerinin yikimi sonucu acida

Gikarak, glomerulden kolayca filtre olarak idrara cikabilir (1). Ozellikle sicak




rtamda yapilan adir egzersiz sonucu myoglobinuri gelisebilir (25). Nadir

Imakia birlikte mevcudiyetinde agdir kas hasarini gésterir (1).

) EGZERSIZ VE NEFROPATI

Renal foksiyonlari normal olanlarda, sik olmamasina ragmen egzersizin
renal sistem Uzerine en ciddi yan etkisi akut renal yetmezliktir (1,11). Siddetli
egzersiz sirasinda bdbrek kan akiminin énemli lgude azalmasiyla olusan
'iékemi, sivi kaybi sonucu dehidrasyon, myoglobinlri, hemoglobiniri, viucut 1st
.artlgl, kas hasar| sonucu ¢ikan enzimlerin bobrekten suzuimesi gibi nedenler ile
akut tubtler nekroz geligebilir (1,11). Egzersizle olusan akut renal yetmeziigin

~ prognozu genellikle iyidir ve renal fonksiyonlar 21 giunden kisa sirrede normale

“déner (11)

Renal fonksiyonlari bozuk olanlarda ise renal yetmeziik gelisme riskinin

daha fazla olmasi éngérulebilir Yapilan caligmalarda diabetikierdeki renal

yetmezlik riskinin normal populasyona gére 17 kat daha fazla oldugu

gosterilmistir (11). Ancak egzersizin, genc diyabetiklerde (11-18 yas) potansiyel

faydal etkilerinin oldugu da bildiriimektedir. Yapilan hayvan deneylerinde

kronik egzersizin renal hastali§in progresyonunu yavaslatmada faydal

olabilecedi g&sterilmistir (11) .

C) RENAL TRAVMA

Bébrekler arkasindaki kas tabakasi, kostalar, posterior karin duvari,

destekieyici fasya ve diger abdominal yapilarca iyi korunmasina ragmen

€gzersiz sirasinda hasarlanabilir Renal travma, futbol ve boksta oldugu gibi




D) EGZERSIZ PROTEIN(RiS]

1) Tanim ve Tarihge

Egzersiz proteinirisi oncelikle insanlarda tantmlanmis, atietlerde sk

:-'i?gc'jrulen Ve egzersiz sonras) gecici olarak idrarda protein miktarinin artmaslyla
_:zlenen bir durumdur (2,3,4,5,12 1 00) Daha sonra képek, domuz, sican gibi
turlerde de ortaya konmustur (6,7,8,9,10). ilk olarak Von Leube tarafindan 1878
"yllmda ¢

saglklt kisilerde €gzersiz sonras! idrarda protein bulunmag® seklinde

tanimlanmistir (1,2). 1956'da ise Gardener postegzersiz proteiniiris icin “atletik

_ pseudonefrit’ terimini

2) Goriildiigii Spor Daliarn

Hematiriye benzer sekilde proteiniri de darbeye acik olan veya

olmayan bir ¢ok spor dalinda ortaya cikmaktadir (1,.97) Kosu (93,100), bisiklet
€gzersizi (101,102), ritmik yurtyus (98), dag yurylsu (23), triatlon (103), futbol
(2,104), basketbol-hentbo| (104), atletizm, kurek (105), boks, lakros (2) gibi bir
¢ok spor dalinda egzersiz proteinurisinin varligi gosterilmistir Bu bulgularin

Sonucunda egzersiz proteinurisinin sik gorllen ve hemen her tip egzersizde

ortaya cikan bir bulgu oldugu saptanmstir
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“3) Sikhg ve Siddeti

Egzersiz proteinurisi nisbeten sik géruliur, Alvea ve arkadasglan (1)

aptiklari calismalarda atletlerin %70-80'inde ortaya ¢iktigini saptamigtardir
5..Ozelfikle agir ve kisa sureli egzersizde idrarla atilan protein duzeyi
gzainlenimdekinin ¢ok uzerine cikabilmektedir. Bu konuda vapilan ¢alismalarin
:;sonuglarma gore ise bu artig 20 ile 100 kat arasinda degisim
gosterebilmektedir (1,97,101,105),

Yapilan caligmalar postegzersiz  proteiniirisinin ortaya c¢ikiginda
- egzersizin sUresinden ¢ok siddetinin  énemli oldugunu gdstermektedir
-  (1,3,11,5,12,108). Ayrica egzersiz tipinin, proteinuri miktarinin belirlenmesinde
onemli oldudu, 6rnegin kosu sonrasinda ortaya cikan proteinrinin bisiklet,
- yuzme ve kurek egzersizleri sonrasi ortaya c¢ikandan daha belirgin oldugu
gosteriimistir.

4) Kompozisyonu

Postegzersiz proteinurisinin  komponentleri normal sartlarda idrarda
gorulen fizyolojik proteinlerden fark géstererek, agirlikl olarak plazma kaynakii
proteinlerden olugmustur (1,97). Omegin bir maraton kosusu sonrasinda idrara
¢lkan total proteinin yaklagik %82’sinden plazma proteinierinin ekskresyonu
sorumlu iken normal dinienimdeki bir kiside bu oran %57'dir (1) Egzersiz
sonrasi idrardaki miktarlar artan proteinler, albumin gibi buyuk molekul agirlikhi

(101) velveya B, mikroglobulin (101), oy mikroglobulin (107) gibi kiicuk motekul

agirlikli olabilirler. Yine yuzuculerde yapllan galismalarda yiizme sonrasi idrarla

atilan albumin ve B, mikroglobulin duzeylerinde artis oldugu saptanmistir (5).

Bu konudaki calismalar, idrara ¢ikan protein tipinin egzersiz siddeti ile iligkili




oldugunu vurguiamaktadir (101). Aragtincilara gére, egzersiz sonrasi idrardg

w

~agirlikli  proteinlerin idrarda géruldugu glomertiler tipte proteindri ortaya

Ikarken, agir egzersizde buna dusUk molekul agirlikli proteinierin de eklendigi
“miks (glomerdlotubuler) tip proteinuri oldugu kabul edilir (1,11,12).

Bir maraton kosusuy oncesinde ve sonrasinda, spesifik plazma

proteinierine karsi antiserum kullanilarak uygulanan immunodifflizyon teknigi
ile, idrar &meklerinden protein  Sigumu yapilmig ve sonuclar Tablo-2'te

- verilmistir

Tablo-2; Maraton dncesi ve sonrasi idrarda cikan proteinierin miktartar:

Proteinler Dinlenimde (ng/dk) Egzersizden 30 dk sonra (ug/dk)
Tryptofandan zengin prealbumin 0.03+£0.01 0 26+0.31

Albumin 12.73+4 63 126.70+89 92
ar-Acid glycoprotein 0.41+0.14 11.83+10.22
as-Antitrypsin 0.3110 13 2.04+2 02
Ceruloplasmin 0 06+0.01 0.39+0 44
Haptoglobulin 018+0.18 0.79+0.69
a-Ge~globulin 0.03+0.01 0.37+0.37
HS- a,-glycoprotein 0.10+0 02 0.78+0 85
Zn- ax-glycoprotein 0.93+0 26 5 9714.34
Hemopexin 0.20+0.06 1.21+1.06
Transferrin 0. 16+0.07 3.31+£2 19
Ba-glycoprotein 03210 10 0.35+0.40
IgA-giobulin 0.50+0 10 1.1840.82
l9G-globulin 2 4610 44 20.09+18 58
_38 ys-globuiin 0.02+0.01 3.57+5.62




5) Silresi
idrara protein ¢ikisi geneliikle egzersiz bittikten sonraki 20-30 dakika
'g';iﬁde gerceklesir ve egzersizi izleyen 24-48 saat icinde de kaybolur Hem total

p‘réteinlerin hem de albuminin idrarla atilim oranlari logaritmik olarak azalr,

nlanma omrt yaklagik bir saattir (1,1 1,12).

) Olugumunda ileri Siiriilen Mekanizmalar

Artmig glomeruler permeabilite ve proteinlerin tubtiler reabsorbsiyon
gleminin doygunlugu nedeniyle yetersiz tubuier reabsorbsiyonlar egzersiz
'sonrasi proteinurinin temel mekanizmalarin olugturmaktadir (1,3,5,11 ,97).

a) Glomerdiier filtrasyonu etkileyen faktorler

Hemodinamik faktérler: Renal kan akiminimn egzersiz giddetine bag)
- olmak uzere %20 dizeylerine kadar inmesine (2) ragmen GFR’de bu oranda
dusme olmadi§i bunun da nedeninin filtrasyon fraksiyonunun artmasi oldugu
daha &nce belirtilmisti (2,11). Efferent arteriol vazokostruksiyonu ile artan
filtrasyon fraksiyonu kendini glomeruler kan akiminin yavaglamasi ve sivi ile
solutlerin yaninda makromolekiillerin de uitrafiltrata gecmesini Kolaylastirarak
gosterir (2,11). Bilinen otoreguiasyon mekanizmalar yaninda kinin-kallikrein
sistemi ve prostoglandinlerin de renal hemodinamik degisikiiklere etki ederek
egzersize badl proteintiride rol oynadiklar ileri surtlmektedir (1,9)

Yik secici &zelligin kaybr: Hemodinamik ve hormonal degisiklikler
yaninda kapiller duvann sabit negatif yuklerinin kaybinin da egzersiz
proteinurisinden sorumiu olabilecegi ileri surulmektedir (2) Zambraski ve ark
kosan képekler uzerinde yaptikiari  arastirmalar sonucunda, egzersizin

glomeruler elektrostatik bariyeri azalttignii ve bunun da makromolekiillerin




:;'Qmerunerden artmis gegcisini kismen aciklayabilecegini bildirmislerdir (2,11)

.;;Bu;nda etkili olan nedenterin glikozaminoglikan ve a4 asit glikoprotein gibi
olekullerin idraria atiiminin artmasi oldugu savunulmaktadir. Bu maddelerin
tkisi muhtemelen kapiller membran negatif yuklerini arttirarak anyonik
lekutlerin glomeruler bariyeri gegisini engellemektir (11). Saglikl insanlarda
_._-3',5 km kosu sonrasinda idrarda gikozaminoglikan atiim oraninda artig olmasi
_ y:anlnda, agir egzersiz sonrasi plazma duzeyleri degismemesine ragmen oy-asit
g.'ikoproteinin uriner ekskresyonunun arttigr gésterilmigtir (11).

b) Tiibiiler reabsorbsiyonu etkileyen faktorler

Glomeruler filtreden gecebilen proteinler proksimal tubul hicreleri
“tarafindan , belirli bir maksimum tubuler reabsorbsiyon kapasitesi duzeyine
“kadar geri kazanilirlar (2,33) . Proksimal tubule ulasan protein yuku, kendisi
“icin belirli olan Tm degerini agacak olursa protein idrarla atiimaya baslar
Dusuk molekul agirlikli proteinlerin Tm degerinin filtre edilen yukten bir miktar
fazla olmasi normal sartlarda tamamen geri emilmelerini saglar. Ancak adir
egzersiz sirasinda maksimal tubuler reabsorbsiyon duzeyine ulagiimasi, yani
tubuler reabsorbsiyon kapasitesinin doygunluga ulasmasi sonucunda aibumin

ile birlikte dustk molekul agwhkli proteinierin de idrara cikmasl olasidir

(2,3,4,12).
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EGZERSIZ VE OKSIDAN SISTEM

Egzersiz, serbest radikallerin Gretiminin arttid fizyolojik durumliardan
birisidir Egzersizle oksidan sistem iligkisi ilk olarak 1978 yilinda ortaya konmug
: 109) ve yapilan calismalar bu konudaki bilgilerin énemli dlgtde artmasini
.S..aé[amlﬁlf. Egzersizin oksidan stres ve antioksidan sistem ile iligkisi temel
i I.arak akut ve kronik egzersizin etkisi olmak uzere iki kategoride

incelenmelidir
1) AKUT EGZERSIZIN ETKISI

A) AKUT EGZERSIZ VE OKSIDAN STRES

: Akut egzersiz, tek egzersiz periodunun uygulanmasiyla, egzersiz
sirasinda veya sonrasinda goérulen kisa veya uzun sureli degisiklikleri kapsar.
Bu etkiler genellikle duzenli antrenman yapmayan bireylerdeki farkliliklari
' ortaya koymaya yoneliktir.

Egzersiz sirasinda oksijen tuketiminin artigina paralel olarak serbest
radikal uretimi de artar ve bu artig egzersizin siddeti velveya suresi ile
dogrudan iligki gosterir. Akut egzersiz ile oksidan stres iligkisini ortaya koyan
¢ok sayida kanit mevcuttur (45,46,47 64).

1) Kanitlar

a) indirekt kanitlar: Oksidan urunlerin yaratti§i hasarlarin élcilmesine

dayanir. Lipid peroksidasyonunun géstergeleri olan tiyobarbiturik asit reaktif
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unieri (Thiobarbituric Acid Reactive Substance; TBARS), malonildialdehit

A) konjuge dien, lipid hidroperoksid ve hidrokarbon Glgumleri sonucu akut

gzersiz sirasinda veya sonrasinda artig gbsterdigi iyi bilinen bir durumdur

45.46,110,111).

Nukleik asit oksidasyonu, serbest radikallerin olusturdugu bir diger

asarlanma mekanizmasidir  Hucre icinde yeralan RNA hasarini yansitan

;d rla 8-hydroksiguanosine atiiminin akut egzersizde artmasinin yanisira,

g_ddet!i egzersiz sonrasinda DNA oksidasyonuna bagli olarak DNA’larda

praz baglanmalar ve kopmalar saptanmstir (45,111)

b} Direkt kanitlar: Elektron spin rezonans, paramagnetik rezonans ve

- ROS probu olan dikloroflorésans gibi daha ileri teknikler kullanilarak serbest

-1-_'rédikallerfn dogrudan 6élgulmesine dayanir. Bu ydntemlerle yapilan dlgumier

sonucunda hem deney hayvanlarinda hem insaniarda egzesizle ROS artig

‘gosterilmistir (45).

c¢) Okside glutatyon/rediikte glutatyon orani: GSH oksidan urunlerle

- Savagirken okside olarak GSSG's dénusir ve dizeyi azalr. Bu nedenle

- GSSG/GSH orani oksidatif stres belirleyicisi olarak kullanilmaktadr GSSG'nin

- enzimatik olarak GSH'a dénusmesiyle de yenilenir. Ancak egzersizde oldugu

- gibi oksidan stres artmig ise bu yenilenme yeterince GSH dénusiumu

saglayamaz ve GSSG/GSH orani azalir Egzersiz sonrasinda, GSSG/GSH

oraninin azalmasi yaninda GSH duzeyi ile MDA duzeyi arasinda negatif bir

iligkinin varligi da saptanmisgtir (64),




ut Egzersizde Oksidan Stresin Artis Mekanizmalar

Egzersizde artan oksidan stres kas hicresi veya kas hucresi disindaki
nedénlerden kaynaklanabilir

a) Kas hiicresi iginde serbest radikal olugsumu: Egzersiz sirasinda
tilen oksijen, egzersiz siddeti maksimuma ulastiginda 100 katina kadar
_|kébilir ve bu tuketilen oksijenden %2-5 duzeyinde serbest radikal olusur. Kas
:?:hubresi icinde olusan serbest radikallerin énemli bir kaynagi mitokondrilerdeki
_._'g_léktron transport zincirinden olan elektron kagaklaridir. Elektron transport
: _:incirindeki kagak daha gok kompleks | (NADH dehidrogenaz) ve kompleks I
f(ubiquinone ¢ redUktaz) seviyelerinde olmaktadir (46).

Kas hucresi iginde tretilen serbest radikallerin bir diger kaynag ise
endotelial nitrik oksit sentaz (eNOS) ve néronal nitrik oksit sentaz (NNOS)
 tarafindan yapilan nitrik oksit (NO)'tir. Bunlardan eNOS mitokondride yerlesmis
3.' olup egzersiz gibi bir uyan ile yapimt induklenmektedir. induklenen eNOS
-.'aracmg| ile olusan NO, O, ile birlikte peroksinitritleri Olusturarak oksidan
hasara katkida bulunabilir (46).

b) Kas hiicresi disinda serbest radikal olusumu: Eksternal kaynakl

serbest radikallerin en énemli olusum nedenlerinden biri, iskemi-reperfiizyon

mekanizmas: sonucu olusan Grtnlerdir Egzersiz sirasinda egzersiz siddetine

baglh olarak sindirim sistemi ve bébrekier gibi bazi sistemlerde kan akimi

onemli 6lglde azalabilir (1,92,93). Egzersiz bitiminde ise bu bolgelerdeki kan

akimi eski haline ddner, hatta artts gbstererek reaktif hiperemi ile

sonuclanabilir.  Yine iskemi-reperfuzyon olay), Gzellikle izometrik egzersiz

Sirasinda olusan guglu kas kasiimalar kas icindeki bazi fiflerin kan akimlarini




gecici olarak kesilip, gevseme ile normale dénmesi sonucu olusabilir
(46,110,111). Her iki durumda da oksidan streste artis olmasinin nedeni

ksantin oksidaz sistemidir Bu enzim normal §aﬁlarda ksantin dehidrogenaz

'6larak, kalp ve kas vaskuler endotelinde bol miktarda bulunur.  Ancak

- egzersizde oldugu gibi serbest radikallere maruz kalma, iskemi ve kalsiyum

~artigl gibi induklenme durumlarinda ksantin oksidaz sekline gevrilerek serbest

radikal Uretimine neden olur (46)

Akut egzersizdeki eksternal ROS kaynaklarindan biri de hem deney

_hayvanlarinda hem insanlarda egzersiz sonrast kas igi myeloperoksidaz

- aktivitesinde artigla ortaya koyulabilen nétrofil infiltrasyonu ve bununia birlikte

ortaya cikan inflamasyondur (46). Nétrofiller kaslarda biriktidinde olusan

solunum patlamasiyla (respiratory burst) agiga ¢lkan Q7 anyonu SOD ile

H20;'ye indirgenir. Bu da egzersiz sirasinda bol miktarda serbestienen Fe ile

reaksiyona girerek (Haber-Weiss reaksiyonu) oldukga saldirgan oldugu bilinen

OH olusumuna neden olur (46)

Kas iginde oldudu gibi kas diginda da NOS aracilifiyla olusan NO

oksidan strese neden olabilir Laktik asit olusumu, hemoglobin otooksidasyonu,

hipertermi, prostanoid metabolizmasi ise bu konuda suglanan diger

mekanizmalardir (46).

B) AKUT EGZERSIZ vE ANTIOKSIDAN SAVUNMA

1) Enzimler

Belirli bir zaman dilimini alan (dakika-saat) fiziksel aktiviteden kisa sure

Sonra enzim aktivitelerinde degisikligin ortaya ¢itkmas! beklenmemesi gereken




umdur. Fakat akut egzersiz sonrasi yapilan analizlerde antioksidan

,-mf_erih bazilarinda artis saptandig belirtimistir (64110112) Enzim

'mde bir degisiklik olmadigini ileri sirren calismalar da olmasina karsin, bu

a" abul bulan gérus, akut egzersiz sonras) kas dokusunda, ayrica Kaip,

ger ve akcigerde SOD ve GPx enzimlerinin aktivitesinde artig oldugu

:_dédlr; ancak CAT aktivitesinin degismedidini bildiren caligsmalar oldugu

adar arttugrm ileri suren gérusler de vardir (45,64,113). Ancak €gzersizden bir

e ‘sonra toparlanma dénem;

(recovery periyod) bittiginde artan enzim

- Enzim aktivitesindeki artigin mekanizmalari tam bilinmemekle birlikte

__osttranslasyonel

modifikasyon olasihdindan séz edilmektedir. Buna gdre,
rtamda fazla substrat

bulundugunda,

enzimle allosterik ve Kovalent

_ dUiasyonla etkileserek enzimin katalitik aktivitesinde artisa neden olmaktadir
112),

Genel olarak arastirmalar, akut egzersiz sonrasi vitamin £ ve C'nin

__kuHamlmaya bagll olarak tukendigi ve bu nedenie de kas, serum ve Kalpteki

konsantrasyon!armm azaldi§i yénunde sonuglar vermektedir (114).

Il) KRONIK EGZERSIZIN ETKisi

Gerek saglikly yagam gerekse spor kKargilasmalarina katiimak icin olsun

duzenli fiziksel egzersiz

Yapan bireylerin organizmalarinda

cesitli
adaptasyonlar gorulur ve kisi antrene hale gelir. Béylece by kisilerin egzersize




kg’éri yanitin farkli olmasinin yaninda istirahat kosullarinda da fizyolojik

’_E'y.'onlan farkhlik gésterebilir.

KRONIK EGZERSIZ VE OKSIDAN STRES

"'Bu adaptasyonlardan biri de oksidan-antioksidan sistemde gérulenlerdir
rahatte sedanter ile antrene birey arasinda Sigulen lipid peroksidasyon
u_zeyleri actsindan fikir birligi yokken, egzersizden hemen sonra antrene
;gruﬁia TBARS duzeylerinde daha dusuk bir artis saptanmistir  Yapilan
gall'g_malarln sonuglarina gore, sporcularda hafif egzersizde MDA duzeyi
ken orta siddetli egzersizde duzeyi degismemekte, adir egzersizde ise
rtis gostermektedir (45,46,64,115)

Sporcularda oksidan stresin daha az olugmasini agiklamaya yénelik
denler olarak, kapiller dansitesinde, mitokondri sayisinda ve icerigindeki
rtlg ileri surUlmektedir Bu, elektron transport zincirindeki enzimlerin de
aﬁigly!a, sistemin etkinlidi ve guvenirliginin artip ofugan superoksit anyonu

-'-'miktarlnm azalmasiyla agiklanir (46).

é) KRONIK EGZERSIZ VE ANTIOKSIDAN SISTEM

."'1:) Enzimler

Arastirmalarin sonuclarina gére egzersize bagl olarak 6zellikle tip | kas
liflerinde (kirmizi lifler) Mn SOD ve GPx aktivitesi artmaktadir Bu artis
‘Bgzersizin siddetinden ¢ok suresi ile iligkilidir ve istirahat dénemlerinde de
| Urmektedir Kronik egzersizde CAT duzeylerinde degisiklik olmadi§i veya

arttigini ileri stren gorusler vardir (45,64,112,113)

47




itaminler

Bu konudaki géruslerden biri, antrenman sirasinda kullamimaya bagl

gosterdigini ve bu artisin da antrenmaniar ile artan kalori alimina bagl

)} Glutatyon

- Antrenman sonrasinda karaci§er, akciger ve kasta GSH artigi iyi bilinen

ir durumdur. Bunun nedeni olarak hem hucresel tretimindeki artis, hem de

licreye girisindeki artig gosterilmektedir Ayrica GSSG'i GSH’a dénustiren

glutatyon rediktazin  aktivitesinin de antrenman ile arttigi bilinmektedir

46,110,112)




GEREC ve YONTEM

I) GRUPLANDIRMA, EGZERSIZ vE ANTIOKSIDAN TEDAViI

. Akdeniz Universitesi Tip Fakultesi Fizyoloji Anabilim Dali Laboratuariars,
erkez Biyokimya Laboratuarlari ve Deney Hayvanlart Unitesinde
g_ergeklegtirilen bu calismada 52 adet gen¢ erigkin erkek Wistar sigan
kullénlldl. Caligsma boyunca, siganiarin bulundugu ortam isisi 23+2° C'de sabit
tularak 12 saat aydinlik 12 saat karanhk déngusu uygulandi. Tum hayvanlar

__e'hey siiresince standart ticari sigan yemi ile beslendiler ve musluk suyu igtiler.

' A) GRUPLANDIRMA

Sicanlar galigmanin baginda rasgele, sedanter ve antrene olarak iki ana
gruba ayrildilar. Daha sonra yine rasgele olmak Uzere her bir grup kendi iginde
Yeniden, asaQida gosterildigi sekilde alt gruplara ayrildi:

1.-Sedanter Grup

| a) Sedanter Kontrol Grubu (S-K, n=11)

b) Sedanter Tukenme Grubu (S-Tk, n=10)

c) Sedanter Tedavi Tukenme Grubu (S-TdTk, n=9)
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Antrene Grup
| a) Antrene Kontrol Gruby (A-K, n=7)
¢) Antrene Tukenme Gruby (A-Tk, n=7)

d) Antrene Tedavi Tikenme Gruby (A-TdTk, n=8)

B) EGZERSIZ PROTOKOLU

Egzersiz islemi Fizyoloji Anabilim Daly’ nda, Deneysel Egzersiz Fizyolojisi

boratuarmda bulunan, elektrikli motor surucilugiinde dénen May marka

TME 9805, Ankara), bes yollu sican Kosu bandinda gerceklestirildi.
;bandl

Kosu
siganlarin kogsmasint motive etmek igin kuilaniimak tzere elekirik sok

temr ile donatimist), Egzersiz protokoll, siganlarin daha aktif olduklar,

'k'afanllk periyodu icerisinde ve bir haftalik alete alisma periyodunun ardindan

_‘i-)Antrenman Egzersizi

Antrene gruptaki Siganlanin bir ay suresince, haftada 5 gun, gunde 1

-Saat olmak Lzere, sican kosu bandinda %5 egimde ve 20 m/dk hizda kosmalar

- sa@land). Belirtilen bu hiz ve sureye 1 hafta icerisinde Kademeli olarak ulasiid.

2) Tiiketici Egzersiz

Tuketici egzersiz uygulamasinda kosu bandinin edimi ve hiz asagida
g0steriidigi sekilde kademeli olarak arttirilarak sicanlarin dogrulma (denge)
refleksi kaybo!uncaya kadar kosmalar sagland

%5 edim ve 20 m/dk hizda 5 dk

%10 egim ve 20 m/dk hizda 10 dk

%15 edim ve 20 m/dk hizda 15 dk

%15 e§im ve 24 m/dk hizda tukeninceye kadar

|




ANTIOKSIDAN TEDAViI
Egzersiz nedeniyle olusabilecek oksidan hasari engeileyebilmek
mecyla S-TdTk ve A-TdTk gruplarina anfioksidan tedavi uyguiandi Bu

magfé E vitamini (a-tocopherol, Sigma, T-3001) ve C vitamini (L-Ascorbic

:-'g"t'}n uyguland..

II- DENEYSEL i{SLEMLER

_ A)IDRARLARIN TOPLANMASI

[drar protein ve kreatinin dizeyierinin degerlendirilebilmesi amaciyla ttim
Sicaniar metabolik kafeslere yerlestirilerek 24 saatlik idrarlan elde edildi S-TK,
*8-TdTk, A-Tk ve A-TdTk grubundaki sigcanlar tukenme egzersizlerinin hemen
-ardindan metabolik kafeslere alinirken, A-K grubundaki sicanlar, egzersizin
Olugabilecek akut etkilerinden kaginabilmek amciyla son antrenman
kosularindan en az 24 saat sonra metabolik kafeslere alindiiar. Metabolik
kafeste kalma sureleri boyunca siganlarin yem almalar: engellenirken, su

alimlar serbest birakild idrarlar, kar icine yerlestirilen ve olasi buharlagmayi
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ngellemex amaciyla iclerine 2 ml gliserin ilave edilen tipler icerisinde

opland.. idrar toplama periyodu sirasinda ortam isis1 23+2°C’de tutuldu. 24

atin sonunda elde edilen idrarlarin bir kismi taze olarak protein ve kreatinin
ini igin kullanilirken, bir kismi da, daha sonra yapilacak olan gel protein

le froforezi igin derin dondurucuda —80°C’de sakland|

} DENEYIN SONLANDIRILMASI

Metabolik kafeslerde 24 saatlik idrar toplama déneminin ardindan eter
nestezisi ile uyutulan siganiarin abdomenieri agildi. Abdominal aortadan
anlan heparinize (15 1U/ml) bir sekilde alindiktan sonra bébrek, m. soleus ve
gastroknemius’lar ¢ikanldi. Doku 6rnekleri alindiktan hemen sonra kara
-_g:_ mulerek kisa sUrede sogumalari sa§landi. Hayvanlardan gikarilan m. soleus
Tip | kas liflerinin, m. gastraknemius ise Tip Il kas liflerinin yogunlukta oldugu
kas gruplarini temsil ediyordu Alinan kanlar hematokrit, serum kreatinin,
eritrosit TBARS dizeyi, SOD aktivitesi, CAT aktivitesi ve GSH miktarinin tayini
.i§in taze olarak kullanilirken, bébrek ve kaslar daha sonra yapilacak olan doku
'TBARS ve antioksidan enzim duzeyleri ile GSH &igumi icin —80°C’'de derin

5--'dondurucuda saklandi.

Ilf) IDRAR PARAMETRELERI

A) IDRARDA PROTEIN TAYiNi

[drar protein igerigi Lowry metoduna gdre tayin edilmistir.

2 .




r_e_néip: Alkali ortamda proteinlerin Cu*? ile reaksiyona girerek olusturduklari
fa-k,_'r;peptjd komplekslerinin, folin reaktifi varhginda tirozin ve triptofan
"flﬁfllar| ile birlegserek renkli bilegikier olusturmalari ve bunlarin
sektrofotometrik olarak saptanmasina dayanir (1186).

_eaktiﬂer:

i"Standart solusyon: Bovin serum albimin (Albumin Bovine, Sigma, A-8022),
1 mg/mllik gozeltisi

2): NaOH (Natriumhydroxide Platzchen, Merck, 6462) 1N.

3)':' D reaktifi: Na,CO3 anhidr (Natrium carbonat Wasserfrei reinst, Merck, 6398)
_.&2, 10ml; CuSO4 (Kupper (I1)-sulfat-Pentahydrat, Merck,2787) %1k, 0.1
Eml; Natrium tartarat (di-Natrium tartrat, Merck, 6662} %2’lik, 0 1 ml.

). Folin reaktifi (Folin& Ciocalteu’s Phenol Reagent, Sigma, F-9252).

glemler: 0 1ml numune veya standart uzerine 0.1 ml NaOH ve 1 ml D reaktifi

plere 1/1 oraninda distile su ile dilue edilmig folin reaktifinden 0.1 ml eklendi
Ve yine karanlikta ve oda 1sisinda olmak uzere 30 dk bekletildi Daha sonra
._tuplerin uzerine 2 ml distile su eklenerek absorbanslari 500 nm dalga boyunda

kére karsi okunarak degerlendirildi (Schimadzu UV 1600).

B) IDRAR VE SERUM KREATININ OLCUMU

Jaffe metodu esas alinarak spektrofotometrik Slgumle de@erlendirildi
Prensip: Kreatinin alkali ortamda pikrik asitle birleserek renk degisimine neden

Olur. Olusan renk degisimi 500 nm dalga boyunda verdidi absorbans

degerlendirilir (117),
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eaktifler:

Pikrik Asit (Picrinsaure, Merck, 623) 0.036 mol/lt

NaOH (Natriumhydroxide Platzchen, Merck, 6462) 1.4 mol/it
-_._':Na-WoIframat (Natriumwolframat, Merck, 6672) %10'luk.

y- H.804 (Sulphuric acid 95-98%, Merck, 713) 2/3 N.

Kreatinin standart solusyonu: 100 ml 0.1 mol/L HCI i¢inde 100 mg kreatinin
: .(Creatinine, Merck, 5206) hazirlandi ve bundan 1/100 oraninda dilusyon iie
 elde edildi

:;i'§i'e_mler: Kor, standart ve numune tuplerine 3.5 mi distile su, 0.5 ml 2/3 N HCI
ve 05 ml Na-Wolframat beraberce konduktan sonra kor tubune 0.5 mi distile
standart tubune 0.5 ml standart ve numune tubune de 0.5 ml serum veya
_:rar érnedi eklendi. Kullantlan serum érnekleri dilue edilmezken idrar Grnekleri
;ktJ:IIanllmadan énce, distile su ile 1/50 oraninda diltie edilerek kullanildi. Tum
.tﬁpler 1500 g'de 10 dk santriftje edildikten sonra supernatantlarindan 3 ml
:’al.lnarak uzerlerine 1 ml pikrik asit ilave edildi ve 30 saniyelik bir bekleme
:p.eriyodunun ardindan 0.5 ml NaOH ilave edilerek oda isisinda 15 dk sureyle

_beklemeye birakildi. Bu siirenin sonunda tiim tuplerin absorbansi 500 nm dalga

_boyunda kor tibune karsi okunarak degerlendirildi (Schimadzu UV 1600},

C) iDRAR PROTEIN ELEKTROFOREZI

idrar protein elektroforezi Sebia Hydragel Proteinurie kiti ile yapilmigtir.
.Prensip: Proteinler anyonik bir deterjan olan SDS buffer igerisinde SDS-protein
kompleksleri olugtururlar. Bu kompleksler yuksek agoros konsantrasyonuna

'Sahip bir gel ortaminda elektroforez yapildiginda, molekuler agirliklarina gére
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_gyrilirlar. Béylece mevcut olan proteinuri tipi (glomeruler, tubuler veya mixt)
pelirlenmis olur.
Hazir reaktifler:
1) Agoros gel: Her biri 5 g/dL agoros, pH 7 notral buffer, sodyum dodecyl

silfate (SDS) iceren kullanima hazir gel

2) SDS Buffer (Stok solusyon — 100 mi): Her 100 ml'lik stok solUsyon distile su
ile 1 L'ye tamamlanir.
-3) Acid Violet: Gelleri boyamak icin kullanilir. 75 ml'lik acid violet, 30 ml asetik

asit ve 195 ml distile su ile 300 ml'ye tamamlanir.

4) Destaining SbtuSyon: Stok solusyonun 1/1000 oraninda dilue edilerek

kullantlir.

5) Diluent: Kullanima hazir olup PH 7 nétral buffer, SDS, bromofenol mavisi

icerir Optimum performans igin kullaniir

6) Filtre Kagidi: Gel plakiari Uzerindeki fazla nemi almak icin kullanihr
Hazirlanmasi gereken reaktifler:

1) Storage solusyon: %15'lik gliserin solusyonu hazirlanir (Glycerol anhydrous
extra pure, Merck, 4093) Gellerin kuruma basamaginda yirtilmasini
dnlemek igin kullanilr.

2) Salin Solusyonu: 015 M NaCl (Natrimchlorid, Merck, 6400) solusyonu
hazirlamir. 0 2 g/dL'nin Uzerinde protein igeren idrar &rneklerinin dilusyonu
icin kullanilir

islemler: 80 pL idrar 6rnedi 20 pL diluent ile karistirllarak 5 saniye

vortekslendikten sonra, 0.2 g/dL protein igerecek sekilde serum fizyolojik ile
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ilue edildi. Gel plaklar uzerindeki fazla nem filtre kagid: ile alimip 5 uL idrar

rnedi her bir kuyucuga uygulandi Idrar Srneklerinin gellerin igine diffuze

Imas icin 10 dk'lik bir bekleme suresinin ardindan gel plaklar SDS buffer ile
~doldurulan tank igerisine yuzustu yerlestirildi. Geller, yurutucude (Sebia K 20
-chamber) 10£2mA ve 60 voltta, 60 dk bekletildikien sonra 80 dereceye kadar
‘isitilmig olan kurutucu (Beckman Dryer) igerisinde 20 dk kurumaya birakildi.

Kurumus-sogumus gellerin acid violet icerisinde 30 dk tutularak boyanmasi

aglandi Daha sonra destaining solusyon igerisine yerlestirilerek 45 dk
bekletildi. Geller 15 dk da storage solusyonda bekletildikten sonra 80 derecede
-tekrar kurutuldular

Deney hayvanlarinin idrarlar elektroforez edilirken bazi kuyucuklara

‘molekul agiridi belli olan standartlar (Sigma MW-SDS-280; 16 kDa, 32 kDa, 48

kDa, 64 kDa) uygulandi. Bu agiriiklardan 64 kDa'luklar, idrarda gikabilecek

olan albumine, 16 kDa'luklar ise tubuler orijinli dugtk molekul agirlikl

proteinlere kargilik geliyordu

IV) OKSIDAN STRES PARAMETRELERI

A) TIYOBARBITURIK ASIT REAKTIF URUNLERININ (TBARS) TAYiNi
.Prensip: Lipid peroksidasyon Grunlerinin tiyobarbitirik asit ile reaksiyona
girerek olusturdugu kompleksin 532 nm dalga boyunda maksimum absorbans

Vermesi ve bu absorbansin igulmesi esasina dayanir (118,119,120),
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) Fosfat NaCl tamponu (pH 7.4): 05 M KH,PO, (Potassium Phosphate
.-monobasic anhydrous, Sigma, P-5379); 05 M K,HPO, (Potassium
Phosphate, Sigma,P-8281); 0 15 M NaCl (Natrimchlorid, Merck, 6400).

2) Triklorasetik asit (Trichloroacetic acid, Merck, 1.00810), %200'luk stok
| solusyondan %30’Iuk olarak hazirlanir.

3) Tiyobarbiturik asit (2-Thiobarbituric Acid, Sigma, T-5500), 5 g TBA ve 25 ml
| 1N NaOH (Natriumhydroxide Platzchen, Merck, 6462), distile su ile 500 ml'e
tamamlanir.

4) Standart solusyonu: Tetraetoksipropan (1, 1, 3, 3-Tetraethoxy-propane,
Sigma, T-9889) stok solusyonundan distile su ile sulandirilarak hazirlanir
_iéiemler: Plazmasi ayrilmis paket eritrositler 3 kez fosfat NaCl tamponu ile
.ylkandlktan sonra yine ayni tamponla 10 kez dilue edildi ve 3 ml’'si ayr bir tlbe
ahnarak tzerine 2 ml TCA solusyonu eklendi. Bu karigim 4000 rpm’'de 10 dk
satrifije edildikten sonra olusan supernatanitan ayr bir tube 3 ml alinarak
. uzerine 1 ml TBA solusyonu eklendi ve zaman kaybetmeden 15 dk kaynatildi.
Kaynama igleminin ardindan tupler musliuk suyu altinda sogutularak 532 nm
- dalga boyunda kére kargli okundular (Schimadzu UV 1600) 10 kez
sulandinlmis olan paket eritrositlerden Drabkin ydéntemine (172) gére Hb tayini

yapilarak TBARS duzeyleri nmol/g Hb olarak ifade edildi.

Hemoglobin &lglmii

Prensip: Alkali pH'da ve potasyum ferrosiyanur varliginda hemoglobin ve

sulfhemoglobin disindaki hemoglobin deriveleri methemoglobine oksitlenir.
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Methemoglobin ise potasyum siyanur ile birlikte siyanomethemoglobin bilesigini
~olugturur. Bu son bilesigin maksimum absorbans verdigi 546 nm daiga
_:. boyundaki renk siddeti hemoglobin konsantrasyonu ile orantilidir (121).

.- Reaktifler:

1) Drabkin ayiraci: 140 mg KH,HPO, (Potassium Phosphate monobasic
anhydrous, Sigma, P-5379), 200 mg potasyum fericyanide (Potassim
Ferricyanide, Sigma, P-8131), 50 mg potasyum cyanide (Kaliumcyanid 96-
98%, Merck, 4965) ve %30'luk 2 ml triton X (Triton X-100, Sigma, Lot
31HO585) karisimi Uzerine 1100 ml distile su eklenerek elde edildi

2) Standart solusyon: Hemoglobin standart solusyonu hazirlandr (Hemoglobin
Sigma, H-7379).

islemler: 25 mi Drabkin aywracl Uzerine, fosfat NaCl tamponu ile 10 kez
sulandinimig eritrosit paketinden 50 WL eklenerek 15 dk oda isisinda ve

karanlikta bekletildi. Bu surenin sonunda tuplerin absorbanslari 546 nm'de kére

Kars! okundu (Schimadzu UV 1 600).
2) Doku TBARS Tayini (118,11 9,120)

Reaktifler:

1) Homojenizasyon sivisi (PH 7.4): K;3HPO, (Potassium Phosphate, Sigma, P-
8281) 005 moliL; KH,PQ, (Potassium Phosphate monobasic anhydrous,
Sigma, P-5379) 0.05 mol/L; KCI (Kalium chlorid, Merck, 4935) 150 mmoi/L:
EDTA (Ethyienediamine-Tetraacetic Acid, Tetrasodium sal, Sigma,
ED4SS), 5 mmol/L; Triton X (Triton X-100, Sigma, Lot 31H0585) %0 8

2) Triklorasetik asit (Trichloroacetic acid, Merck, 1.00810), %2000k stok

solusyondan % 30’luk solusyon hazirianir




3) Tiyobarbitirik asit (2-Thiobarbituric Acid, Sigma, T-5500), 5 g TBA ve 25 ml

TN NaOH (Natriumhydroxide Platzchen, Merck, 8462), distile su ile 500 ml'e

tamamlianir.

'4) Standart solusyonu: Tetraetoksipropan (1, 1, 3, 3—Tetraethoxy—propane,

Sigma, T-9889) stok solusyonundan distile sy ile sulandinlarak hazirlanir

islemler: Alinan bdbrek, kirmizi ve beyaz kas dokular 2 m homojenizasyon

le\‘

. sivis| igerisinde, Tri-R Stir-R marka K43 model homojenizatérde 9500 rom'de,

- bébrek dokusu 20 sn kas dokulan 30 sn olmak Uzere homojenize edildiler

Homojenizasyon islemi sirasinda asgin st artisini énlemek icin kar kullamid,

Homojenize edilen dokularin uzerine 6 m! daha homojenizasyon sivis) eklendi.

Olusan 8 mrllik ¢ozeltiden 3 m| ayri bir tube alinarak uzerine 2 mi TCA

solusyonu eklendi ve 4000 rpom'de 10 dk santriflje edildi. Elde edilen

SUpernatanttan 3 ml alinarak Uzerine 1 ml TBA eklendi ve Zaman kaybetmeden

15 dk kaynatilqi, Kaynama isleminin ardindan tupler musluk suyu altinda

sogutularak absorbanslar 532 nm’de kére Kars! okundu (Schimadzy UV 1600)

Dokular homojenize edildikten sonra elde edilen 8 ml'lik ¢cézeltiden Lowry (120)

yontemine gére protein duzeyleri élculerek doky TBARS duzeyleri nmol/g

protein olarak ifade ediidi

C) DOKU KONJUGE DIiEN (KD)TAYINi

Prensip: Lipid peroksidasyonunun oldukga erken urlnlerinden olan konjuge

dien’ler 215-250 nm arasindaki dalga boylarinda yogun absorbans gostermekie

birlikte en yogun absorbans pikini 233-234 nm’de vermektedirler (122).
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Reaktifler:

1) Kloroform (Chloroform extra pure, Merck, 2431)

2) Metanol (Methanol, Merck, 6008)

3) Nitrojen gazi (HABAS)

4) Sikloheksan (Cyclohexane, Fluka, 28

5) Homojenizasyon sivisi (pH 7 4): K,HPO, (Potassium Phosphate, Sigma,P-
8281) 0.05 mol/L; KH.PQ, (Potassium Phosphate monobasic anhydrous,
Sigma, P-5379) 0.05 mol/L: KCI (Kalium chlorid, Merck, 4935) 150 mmol/L;
EDTA (Ethylenediamine-Tetraacstic Acid, Tetrasodium salt, Sigma, ED4SS)
o mmol/L; Triton X (Triton X-1 00, Sigma, Lot 31 HO0585) %0.8.

islemler: Babrek ve kas dokular aynen TBARS 6lcumil sirasinda uygulanan

homojenizasyon islemine tabi tutuldular. Elde edilen 8 mllik homojenattan
alinan 0.5 m! numune Uzerine 0.5 ml kioroform/metanol kangimi (2/1, Viv)
eklendikten sonra olusan lipid tabaka ayri bir tube alinarak, nitrojen gaz
altinda kloroform/metanol fazi uguruldu. Tupte kalan ekstrakt 2 m! sikloheksan
iginde gbzllerek absorbanslari Shimadzu UV 1600 spektrofotometresinde, 234
nm dalga boyunda, sikloheksan kérine kars! okundu.

Sonuglar emax= 252 x 10° M'em" formulu kullamiarak  nmol

hidroperoksit/mg protein olarak hesapland!.

V) ANTIOKSIDAN SiISTEM PARAMETRELERI

A) SUPEROKSIT DisSMUTAZ (SOD) TAYINi Prensip: Epinefrinin

otooksidasyonu sonucu ortaya cikan adrenckrom olusumu SOD ile inhibe




edildiginden, adrenokromun maksimum absorbans verdigi 480 nm dalga
‘boyundaki absorbans degisikligi SOD inhibisyonu ile iligkilidir (123)
1) Eritrositte Cu/Zn-SOD Tayini

Reaktifler:

1)} Fosfat NaCl tamponu (pH 7.4). 05 M KHPO,, (Potassium Phosphate
monobasic anhydrous, Sigma, P-5379), 05 M K,HPO,, (Potassium
Phosphate, Sigma,P-8281); 0.15 M NaCl (Natrimchlorid, Merck, 6400).

2) Na,CO; (Natrium carbonat, Merck, 6398) ! NaHCO,
(Natriumhydrogencarbonat, Merck, 6323) tamponu (0.3 M, pH 10 2)
3) EDTA (Ethylenediamine-Tetraacstic Acid, Tetrasodium salt,

Sigma,
ED4SS), 075 M

4) Epinefrin (Epinephrine Hydrochloride, Sigma, E-4642), 36 mM, pH 2; taze
hazirianir.

islemler: Plazmas; ayrildiktan ve 3 kez fosfat NaCl tamponuyla yikandiktan
sonra elde edilen eritrosit paketinden distile su ile 1/5 oraninda dilisyon
uygulanarak hemolizat hazirland., Hazirlanan bu hemolizat, bikarbonat

tamponu ile 200 kez dilie edilerek Olgumde kullaniidi. Kontrol ve numune

tuplerine 550 L bikarbonat tamponu, 400 puL EDTA, 750 ML bikarbonat

tamponu (kontrol) veya hemoalizat (numune) konuldu.
Tuplere en son adrenalin eklenip karistiridiktan sonra 480 nm'de kontrol ve

numune tuplerindeki absorbans degisimi 3 dk boyunca izlendi (Schimadzu UV

1600) Olgum yapilirken ortam 1sis| 30°C'ye ayarland..
Aktivitenin hesaplanmasi: Kontrol tubunde enzim olmadigindan epinefrinin

adrenokroma oksitlenmesi inhibe edilemez, yani kontrol tublndeki inhibisyon
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'yuzdesi sifirdir Numune tubundeki inhibisyon yuzdesi ise SOD konsantrasyonu
Jile orantilidir  Numunenin % inhibisyon degeri, numuneden hazirlanan ilk

- hemolizatin gram hemoglobin degerine oranianarak sonuglar degerlendirildi

-2) Bobrek SOD Tayini (123)

‘Reaktifler:

::1) Fosfat tamponu (pH 7.4); 50 mM KH.PQ, (Potassium Phosphate monobasic
anhydrous, Sigma, P-5379); 50 mM K;HPO, (Potassium Phosphate, Sigma,
P-8281)

- 2) NaCO; (Sodium carbonate anhydrous extra pure, Merck, 6398) / NaHCOQ;
tamponu (Natriumhydrogencarbonat, Merck, 6323), 0.3 M, pH 10.2

:_ 3) EDTA (Ethylenediamine-Tetraacetic Acid, Tetrasodium salt, Sigma,

ED4SS), 0.75M

4) Epinefrin (Epinephrine Hydrochloride, Sigma, £-4642), 36 mM, pH 2; taze

hazirianir,

islemier: Alinan bébrek dokulari 2 ml bifosfat tamponu icerisinde Tri-R Stir-R
marka K43 model homojenizatérde 9500 rom’de, 20 sn homojenize edildiler.
Homojenizasyon islemi sirasinda agiri 1s1 artisini dnlemek icin kar kullamild.
Homojenize edilen dokularin uzerine 2 mi daha tampon eklenerek, 4m| doku
homojenati elde edildi. Bu homojenattan 1.5 mi alinarak 14.000 rom'de, 4°C'de
30 dk santrifuje edildi Olugsan supernatanttan bikarbonat tamponu ile 1/150

oraninda dilusyon yapilarak elde edilen homojenat dlgum igin kullanild). Kontrol

Ve numune tuplerine 550 ulL bikarbonat tamponu, 400 uL EDTA, 750 ML
bikarbonat tamponu (kontrol tubune) veya homojenat (numune tubune)

konuldu. Tuplere en son adrenalin eklenip karigtirildiktan sonra 480 nm'de




kontrol ve numune tuplerindeki absorbans degisimi 3 dk boyunca izlendi

—

Schimadzu UV 1600). Oleum yapilirken ortam 1sisi 30°

C'ye ayarland,
ik homojenattan Lowry yéntemiyie protein SleUmu yapilarak aktivite

ayini eritrositteki gibi hesapland

B) KATALAZ TAYiNi Prensip: H,0,, katalazin etkisiyle O, ve H,O'ya

parcalanirken 240 nm'de, reaksiyon karigimindaki absorbansta azalma ortaya

cikmaktadir (124)

- 1- Eritrositte Katalaz Tayini

- Reaktifler:

| 1) Fosfat NaCl tamponu (pH 7.4), 05 M KH;PO,4, (Potassium Phosphate

monobasic anhydrous, Sigma, P-5379); 05 M K.HPO, (Potassium

Phosphate, Sigma,P-8281); 0.15 M NaCl (Natrimchlorid, Merck, 6400) 0.15
M.

2) Fosfat tamponu (50mM/L, pH 7): KH,PO, (Potassium Phosphate monobasic

anhydrous, Sigma,  P-5379) 50 mM/L;  Na;HPO, H,O (di-
Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat, Merck, 6576) 50 mM/L

3) H0, (Hydrogen peroxide solution 35%, Merck, 8600), 30 mM: fosfat
tamponu igerisinde ve taze olarak hazirlanir.

islemier: Plazmasi ayrildiktan ve 3 kez fosfat NaCl tamponuyla yikandiktan

Sonra elde edilen eritrosit paketinden distile su ile 1/5 oraninda dillsyon

Uygulanarak hemolizat hazirland. Hazirlanan bu hemolizat, fosfat tamponu ile

1/500 oraninda dilue edilerek élgumde kullanildi. Bu son hemolizattan 1 mi

alinarak uzerine 0.5 mi H.0; eklenir ve 240 nm'deki baslangi¢c absorbans: ile
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15. saniyedeki absorbans degerleri kaydedildi {Schimadzu UV 1600) Olgtim

sirasinda ortam isist 25°C ‘de tutuldu.

Aktivitenin hesaplanmasi: Eritrositte katalaz tayini igin birinci derece

reaksiyon sabiti (k) kullanildi.

k = 23/At x log (Ad/Ass) formislu Uzerinden, baglangi¢ta yapilan
dilusyonlar (2500 kez) ve hemoglobin degeri de hesaba katilarak eritrosit
katalazinin aktivitesi k/g Hb olarak elde edildi,

2) Bbbrekte Katalaz Tayini (124)

Reaktifler:

1) Fosfat tamponu (pH 7.4): 50 mM KH.PO, (Potassium Phosphate monobasic
anhydrous, Sigma, P-5379); 50 mM K,HPO, (Potassium Phosphate, Sigma,
P-8281)

2) Fosfat tamponu (50mM/L, pH:7); KH,PO, (Potassium Phosphate monobasic

anhydrous, Sigma, P-5379) 50 mMIL; Na;HPO4 H,0  (di-

i

Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat, Merck, 6576) 50 mM/L

3) H,0, {Hydrogen peroxide solution 35%, Merck, 8600), 30mM; fosfat

tamponu igerisinde ve taze olarak hazirlanir.
i§lem!er: Alinan bébrek dokular|, daha dnce bébrek SOD tayininde anlatildig
sekilde homojenize edilerek elde edilen homojenatin 1.5 mi'si, 3000 rpm’de
4°C'de, 15 dakika santriflje edildi Olugan supernatanttan, fosfat tamponu ile

1/100 oraninda dilusyon yapilarak élgum igin kullaniidi. Olgum sekli yukarida

eritrosit katalazi icin anlatildi§l sekilde yapiidi Bobrek katalaz duzeyi gram

doku proteini bagina ifade edileceginden, Lowry metodu ile bébrek protein




duzeyi Slguldu ve aktivite hesabi yukarida anlatildidi sekilde yapilarak sonuglar

kfg doku proteini seklinde elde edildi.

D) REDUKTE GLUTATYON (GSH) TAYiNi

Prensip: Bir disulfid kromojen olan 5, 5-Dithiobis (2-nitrobenzoik asit)
(DTNB)'in, redukte glutatyonun yapisinda bulunan sulfidril gruplar tarafindan
indirgenmesiyle olusan koyu sari renk degisikliginin 412 nm dalga boyunda
verdigi absorbansin 6l¢timune dayanir (125).

1) Eritrositte GSH Tayini

Reaktifler:

1) Presipite edici solusyon: 167 g glasiel metafosforik asit (Metaphosphoric
Acid, Sigma, M-5043), 020 g EDTA (Ethylenediamine-Tetraacetic Acid,
Tetrasodium salt, Sigma, ED4SS), 30 g NaC! (Natrimchlorid, Merck, 6400)
tartilarak distile su igerisinde ¢ozulur ve volum 100 ml'ye tamamianir.

2) Fosfat solusyonu: Na;HPO, (Sodium Phosphate anhydrous, Sigma, S-
0876), 0.3m/L

3) DTNB solusyonu: 40 mg DTNB (5, 5-Dithiobis-(2-Nitrobenzoik Acid),
Sigma, P-8281) 1g/dL’lik sodyum sitrat (tri-Sodium citrate 5-5'-hydrat exira
pure) ile ¢dzulerek volum 100 ml'ye tamamlanir.

4) GSH standardi: 100mg/dL’lik GSH (Glutathione Reduced Form, Sigma, G-
4251) stok solusyonundan hazirlanan dilusyonlaria standart calismast
yaptlir

iglem!er: 200 plL tam kan uzerine 1 8 m! distile su eklenerek olusturulan

hemolizatin uzerine 3 mi presipite edici solusyon ilave edilerek oda isisinda 5
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dk bekletildi ve filtre kagidindan suzuldu. Elde edilen filtrat digum igin kullanild.
..umune tubune 500 pl filtrat, kér tubtne 300 ulL presipite edici solusyon ve
éoo uL distile su konuiduktan sonra her iki tube 2 ml fosfat solusyonu eklendi.
uplere en son DTNB eklenip kanstirlarak 4 dk igerisinde, 412 nm dalga
_ poyunda absorbanslar élguldu (Schimadzu UV 1600)

Hesaplama: Daha &6nceden hazirlanmig olan 100 mg/dl’'lik stok standart
- solusyonundan 10, 20, 30, 40 ve 50 mg/dL’lik dilusyonlar hazirlandi ve standart
caligmasi yapildi. Elde edilen absorbans degerleri ile konsantrasyon degerleri
arasinda yapilan regresyon analizi sonucunda;

Konsantrasyon = (0OD-0.0216)/0.000312 geklinde bir iliski saptandi
(korelasyon r=0.980) ve buradan elde edilen sonucglar gram Hb Uzerinden,
| mg/g hb seklinde ifade edildi

2) Bobrek GSH Tayini (125)

Bébrek dokulart daha énce SOD ve CAT tayininde anlatildi§i sekilde
homojenize edilerek elde edilen homojenat tam kan yerine kullanildi ve eritrosit
GSH tayinindeki islemler aynen uygulandi.

Hesaplama: BSébrek dokusunda yapilan ¢alisma sonucunda elde edilen optik
dansite degerleri daha dusuk oldugundan, daha dusuk konsantrasyondaki
dilusyonlaria yeniden bir standart ¢alisma yapildi ve elde edilen absorbans
degerleri ile konsantrasyon dederleri arasinda yapilan regresyon analizi
Sonucunda;

Konsantrasyon = (OD+0 0048) / 0.0316 seklinde bir iligki saptand

(korelasyon r=0962) Lowry yoéntemine gbre degerlendirilen doku protein
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duzeyleri de hesaplanarak bdbrek GSH konsantrasyonu, mg/g doku proteini

olarak ifade edildi
V1) ISTATISTIKSEL ANALIZ

Sonuglar ortalama + standart hata olarak verildi. Sonuglarin
.deéerlendirilmesinde tek yonlu varyans analizi kullamidi ve gruplar aras
_"degerlendirme Newman-Keuls testi ile yapildi. p<005 uzeri deJerler

istatistiksel olarak anlamii kabul edildi

67




BULGULAR

Deneyin baginda ve sonunda sedanter ve antrene gruplarnn vUcut

agiriiklar) dlgulerek aralarinda fark olup olmadidi incelendi. Sedanter grupta
"deneyin baglangicinda (ilk) ve deneyin sonlandiriimasindan hemen énce (son)
olgulen ortalama vucut agirliklar, gruplar arasinda herhangi bir fark

‘saptanmad (Tablo-3).

Antrene grupta da yine siganlarin ortalama ilk ve son vucut agirliklar
Olcllerek kargilastinldi Vucut adirlikiar agisindan antrene gruplar arasinda da
fark olmadig: gdsterildi Ayrica S-K grubu ile A-K grubu arasinda da ortalama

- vieut agirliklar yénunden fark yokiu,

Tukenme egzersizi uygulanan gruplarin ortalama tikenme sureleri S-Tk
grubunda 44.5£5 0 dk S-TdTk grubunda 38.3+3 5 dk A-Tk grubunda 110.7+6.6
dk ve A-TdTk grubunda 88.6+10 7 dk olarak belirlendi. Gruplar kendi iglerinde
tUkenme sureleri agisindan fark gbstermezken, antrene gruplarin tikenme
surelerinin sedanter gruplara kiyasia 6énemli olarak daha uzun oldugu gézlendi

(p<0.001) (Tablo-3).
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Siganlardan elde edilen kanlardan d&lgulen hematokrit degerleri S-K

‘grubunda 40.2+0 5, S-Tk grubunda 41.2+09 ve S-TdTk grubunda 42 7+1 4
iken; A-K grubunda 39.3+0.7, A-Tk grubunda 40.0+0.2 ve A-TdTk grubunda
41.0£0.5 olarak bulundu Sedanter ve antrene gruplar kendi iclerinde
‘kargilastinldiklarinda

% htc deg@erleri agisindan higbir grubun digerinden farkli olmadig saptand.
Ayrica S-K grubu ile A-K grubu arasinda da % htc degerleri agisindan énemli
fark yoktu (Tablo-3).

Deneyin sonlandiriimasinin  ardindan tum gruplarda élgulen serum
Kreatinin duzeyleri S-K grubunda 0.65+0 04 mg/dL, S-Tk grubunda 0.75+0.05
fmgldL ve S-TdTk grubunda 0.72+0 05 mg/dL iken A-K grubunda 0 8510 06
'imgldL, A-Tk grubunda 0.78+0 06 mg/dL ve A-TdTk grubunda 0.76+0.04 mg/dL
olarak &lguldu. Sedanter ve antrene gruplarin kendi iglerinde yapilan
kiyaslamada istatistiksel agidan 6nemli bir fark bulunamadi Yine S-K grubu ile

A-K grubu arasinda da fark gésterilemedi (Tablo-3).
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I) IDRAR PARAMETRELERI

1) idrar Protein Miktari

idrar proteini metabolik kafesler aracih ile toplanan idrarlarda
degerlendirildi ve yine aym idrarlardan dlgulen kreatinin degeri Uzerinden,
‘mg/mg kreatinin olarak ifade edildi (Sekil-2)

Sedanter grup incelendiginde, idrar protein duzeyinin tuketici egzersiz
sonucu S-Tk grubunda (4.7010.32 mg/mg kreatinin) S-K grubuna (3 73+0.30
mg/mg kreatinin) kiyasia artis gosterdigi ve bu artigin istatistiksel agidan énemli
“oldugu géruldu (p<005). Tukenme egzersizi ile artig gdésteren idrar protein
: duzeyinin, antioksidan tedavi sonucu S-TdTk grubunda dugus gdsterdig
| (3.60+0.14 mg/mg kreatinin) ve bu dustisun S-Tk grubuna kiyasla istatistiksel
agidan 6nemli oldugu saptandi (p<0 05). S-K grubu ile S-TdTK grubu arasinda
ise idrar protein duzeyi agisindan fark bulunamadi.

A-K grubu ile 8-K grubunun idrar protein duzeyleri kargilastiriidiginda, A-
K grubunun idrar protein duzeyleri (2 4010 20 mg/mg kreatinin), S-K grubuna
gére 6nemli derecede dusuktt (p<0.01) A-Tk grubunda tukenme egzersizi
sonucu idrar protein duzeyinde (4161030 mg/mg kreatinin) A-K grubuna
kiyasla énemli bir artig oldugu (p<0.001) gdruldu ve benzer sekildeki tneml

artig, A-TdTk grubunda da (4. 10+0.20 mg/mg kreatinin) saptandi (p<0.01).




rar Protein Miktan

S-K $-Tk S-TdTk A-K  A-Tk A-TdTk

$ekil-2: Sedanter ve antrene gruplann idrar protein degerlerinin karsilastiriimasi.

* p<0.05; Sedanter kontrol (S-K) grubundan sedanter tiikenme {S-Tk) grubunun farki.

T p<0.05; Sedanter tikenme (S-Tk) grubundan sedanter tedavi titkenme (S-TdTk) grubunun
farki.

## p<0.01; Sedanter kontrol (S-K) grubundan antrene kontrol (A-K) grubunun farki.

$$p<0.01, 11} p<0.001; Antrene kontrol (A-K) grubundan antrene tiikenme (A-TK) ve antrene
< tedavi tilkenme (A-TdTK) gruplarinin fark: .

2) idrar Protein Elektroforez Sonuglan

24 saat suresince kar altinda toplanan idrarlarin protein elektroforezi ve

molekul agirlik standardinin elektroforez sonuglar Sekil-3'te gosterildi

S-K grubuna ait band incelendiginde, albimin bandina uyan duzeyde (
M.A: 64 kDa) cok silik bir birikim ve daha ¢cok tubuler orijinli oldugu distnulen
dusuk molekul adirlikli proteinler duzeyinde (M.A<32 kDa) de vyine silik bir
birikim izlenmektedir. Tuketici egzersiz sonrasi hemen metabolik kafeslere
konup idrarlar toplanan S-Tk grubunda ise her iki bantta belirgin derecede
koyulagsma géze carpmaktadir. Bunun yani sira S-Tk grubunda, malekul agirligi '
64 kDa'dan yiksek olan ve yerlesim yeri olarak transferrin ile uyumlu gérinen,
ayrica S-K grubunda bufunmayan silik bir band daha izlenmektedir Bu

goruntmden dolay! S-Tk grubunda gérulen proteinuri miks tip proteinuri olarak




-e_-g'erlendirildi. Tlketici egzersiz 6ncesi bir ay boyunca antioksidan vitamin
dévisi alan S-TdTk grubu, gdrinium olarak S-K grubuna oldukca

_-nzemektedir. Burada da yalnizca albumin (M A: 64 kDa) ve dusuk molekiil

girlikli protein (M A<32 kDa) dizeyinde silik bantlar izlenmektedir

Antrene kontrol (A-K)} grubunun protein elekiroforez sonuglan S-K
rubuna oldukca benzemektedir. Fakat bu gruptaki hayvanlarin
elektroforezlerinde en dusuk molekil adirhkl proteinlerin (M A<32 kDa)
ébjai:ndmda S-K grubuna gére bir miktar yogunlasma goze carpmaktadir A-Tk
{'ubunda ise elektroforez gérintisti S-Tk grubuna oldukga benzerdi. Albumin
(MA: 64 kDa) ve disuk molekul agirhkh protein (M A<32 kDa) bandlarinin
b_iflikte yogunlagmasindan dolayt bu grup da miks proteinuri olarak
'dé.g“;erlendiriidi‘ A-TdTk grubunun elektroforez goriinumu de miks proteinuriye
u_'y:.makla birlikte 6zellikle A-Tk grubuna gére albumin bandina uyan kisimda bir

miktar azalma gbze carptl.

ATk  A-TdTk

S-Tk S-TdTk A-K

Sekil 3: Sedanter ve Antrene gruplarin idrar protein elektroforezi




i) OKSIDAN STRES PARAMETRELERI

Sedanter ve antrene gruplarin eritrosit ve doku TBARS ve konjuge dien

_degerleri Tablo-4'te gosterilmistir.

1) Eritrosit TBARS Diizeyi

Sedanter grubun eritrosit TBARS duzeyleri incelendiginde S-Tk
_grubunda, S-K grubuna kiyasta 6nemli bir artis oldugu dikkati cekti (p<0.01) Bu
| artig, S-TdTk grubunda bir miktar kontrol degerlerine geri gekildi ancak, S-K ve
S-TdTk grublart arasinda istatistiksel dnem bulunamad:.

A-K grubu ile S-K grubu eritrosit TBARS dizeyleri agisindan
kargilagtinidiginda, aralarinda énemli bir fark bulunmadigi gézlendi. Kosan
gruplar incelendiginde higbir antrene grubun, eritrosit TBARS diuzeyleri

agisindan A-K grubundan farkli olmadidi géruldis,

2) Bobrek TBARS Diizeyi

Sedanter ve antrene gruplanin bébrek TBARS degerleri Sekil-4'te grafik

olarak verilmistir.

S-Tk grubunda bdbrek TBARS duzeyinin, S-K grubuna gére istatistiksel
olarak Onemli sekilde artti§i (p<005), S-TdTk grubunda ise bu artisin
engellendigi ve bunun yaninda S-TdTk ile S-Tk gruplar arasindaki farkin
anlaml (p<0 01) oldudu saptand.

A-K grubunun bdbrek TBARS duzeyi S-K grubununkinden énemli olarak
yuksek bulundu (p<0.001).Antrene grupta tuketici egzersiz uygulamanin (A-Tk
grubu), bébrek TBARS duzeylerinde, A-K grubuna gére énemli bir degisiklik

yapmadig gbzlendi Fakat hem tuketici egzersiz uygulanan hem de antioksidan
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tedavi alan A-TdTk grubundaki sicanlarin bobrek TBARS degerleri A-K

‘grubundakilere gore énemli duzeyde dusus gosterdi (p<0.001)

Bobrek TBARS
(nmol/g protein)

250 A

200 -

150 -

100 -

S-K §-Tk S-TdTk A-K ATk A-TdTk

sekil 4: Sedanter ve antrene gruplarin hibrek TBARS degerlerinin kargilagtirilmasi

* p<0.05; Sedanter kontrol grubundan sedanter tiikenme (S-Tk) grubunun fark.

+1 p<0.01; Sedanter tikkenme (8-Tk) grubundan sedanter tedavi tukenme (S-TdTk) grubunun
farki.

##4# p<0.001; Sedanter kontrol (S-K) grubundan antrene kontrol (A-K) grubunun farks,

11t p<0.001; Antrene kontrol (A-K) grubundan antrene tiikkenme (A-Tk) ve antrene tedavi
tilkenme (A-TdTk) gruplannin fark

3) m. gastroknemius TBARS Diizeyi
m. gastroknemius TBARS duzeyinin S-Tk grubunda S-K grubuna kiyasla
bir miktar yukseldigi ancak bunun anlamli olmadigi, buna karsin antioksidan
tedavi sonucu S-TdTk grubunda S-Tk grubuna gére anlamli bir duslis oidugu
(p<0.05) géziendi. S-TdTk grubunda m. gastroknemius TBARS duzeyinde
saptanan bu azalig S-K grubuna kiyasla dnemli degildi.
A-K grubu ile S-K grubu karsilagtirildiginda, A-K grubunun m. gastroknemius

TBARS duzeyinin S-K grubuna gore belirgin olarak yluksek oldugu goruldu
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(p<0.01) A-Tk grubunda m gastrocnemius TBARS duzeyinin A-K grubuna
gore belirgin élglide artmuig oldugu belirlendi (p<0 05). A-TdTk grubunun ise
A-K grubundan farki yokiu.
- 4) m. soleus TBARS Diizeyi
S-Tk gubunda S-K grubuna gére anlamli artig gdsteren m. soleus
TBARS duzeyi (p<001), S-TdTk grubunda ise S-Tk grubuna kiyasla anlamii
- dusug gdsterdi (p<0.01) S-TdTk grubundaki bu dusug, S-K grubu ile
kargilastinidiginda anlaml degildi.
| A-K grubunun m. soleus TBARS duzeyi S-K grubuna kiyasla anlamh
derecede yuksek bulundu (p<0.05) A-Tk ve A-TdTk gruplarindan hig birinin m.
soleus TBARS duzeyi A-K grubununkinden istatistiksel olarak farkli bulunmadi.
5) Bébrek Konjuge Dien Dizeyi

S-Tk grubunda bébrek KD seviyesi S-K grubuna gére artmis oimakia
birlikte bu artis anlamli degiidi. S-TdTk grubunda, S-Tk grubuna gére bdbrek

KD seviyesinde saptanan azalig da benzer sekilde anlamsiz bulundu

A-K grubu ile S-K grubu arasinda bébrek KD seviyesi yénunden anlamh fark
gosterilemedi. A-Tk ve A-TdTk gruplarinin A-K grubu ile karsilagtiriimasi
sonucunda da énemii bir istatistiksel sonug elde edilemedi.

6) m. gastroknemius Konjuge Dien Diizeyi

Yapilan inceleme sonucunda, S-Tk ve S-TdTk gruplarinin m. gastroknemius
KD seviyelerinin S-K grubundan farksiz oldugu géruldu. A-K grubu ile S-K
grubu arasinda da anlamli bir fark saptanamadi. Benzer sekilde, A-Tk ve A-
TdTk gruplarinin m. gastrocnemius KD duzeylerinin A-K grubundan farkli

olmadid izlendi.
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-7) m. soleus Konjuge Dien Diizeyi

S-Tk grubunda saptanan m soleus KD duzeyindeki artis S-K
grubundakinden istatistiksel olarak farkhi degildi. Benzer sgekilde, S-TdTk
grubunda S-Tk grubuna kiyasla m. soleus KD duzeyindeki azalma egilimi de
-istatistiksel acidan ©nemli bulunmadi Ayrica S-K grubu ile S-TdTk grubu
_:arasmda da anlaml bir fark yoktu A-K grubu ile S-K grubu arasinda m soleus
KD duzeyleri agisindan fark olmad:ig1 géruldu. Antrene gruplarin hi¢ birisinin m.

- soleus KD duzeyi A-K grubununkinden farkli olarak gézienmedi.

7
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I}  ANTIOKSIDAN SISTEM PARAMETRELERI

edanter ve antrene gruplarin eritrosit ve bébrek dokusundaki SOD, CAT
GSH degerleri Tablo-5'te gasterilmistir
ritrosit SOD Diizeyi

-Tk grubuna ait eritrosit SOD duzeyi (% inhibisyon/g hb), $-K grubuna

asfé istatistiksel agidan dnemli olarak artis gésterdi (p<0 05) S-TdTk grubu ile

w

rubu kargilagtinldiginda ise S-TdTk grubundaki azalmanin dnemli oldugu

du (p<0.01). Ayrica S-TdTk grubu ile $-K grubu arasinda bir fark yoktu

A—K grubu ile S-K grubu arasinda énemli fark bulunamadi. A-Tk ve A-TdTk

arinin higbirinin eritrosit SOD % inhibisyon duzeyleri A-K grubuna gére

istiksel olarak énemli élgude farkli butunmadi.

Eritrosit CAT Diizeyi
S-K grubu ile S-Tk grubu eritrosit CAT duzeyleri agisindan

S
iy,
o

rsilastinidiginda, S-Tk grubunda S-K grubuna gore onemli artis oldugu

p%0.0T), S-TdTk grubunda ise eritrosit CAT seviyesinin S-K ve S-Tk

___r;:ubundan 6nemili bir fark géstermedigi saptandi.

A-K grubunda eritrosit CAT duzeyi S-K grubuna gére belirgin olarak
}iksek bulundu (p 0.01). A-Tk ve A-TdTk gruplarinin eritrosit CAT duzeyleri, A-

grubununki ile karsilagtirildiklarinda istatistiksel olarak farkli bulunmadilar,

S-Tk ve S-TdTk gruplar birbirleriyle ve S-K grubu ile kiyaslandiklarinda

ritrosit GSH duzeyleri agtsindan aralarinda énemli bir fark olmadigi saptandi.

A-K grubunda eritrosit GSH duzeyi S-K grubuna kiyasla hafif bir artis egilimi



se de bu artig énemli degildi. Antrene gruplarin tumunun eritrosit GSH

yleri A-K grubundan farkli bulunmad.

sbrek SOD Dizeyi

g-Tk grubunun bébrek SOD duzeyleri (% inhibisyon/g protein) S-K

ibuna gore artmig olarak bulunsa da bu artis istatistiksel olarak dnemii
Ayrica S-TdTk grubunun bobrek SOD degerleri de S-K ve S-Tk
ibundan farkh bulunmadi

'A-K grubu ile S-K grubu arasinda oldugu gibi, A-K grubu ile diger
'rgé gruplar arasinda da bobrek SOD inhibisyon duzeyleri agisindan
stiksel olarak énemli fark bulunamadi

:Bﬁt:)rek CAT Duizeyi

Bobrek CAT duzeyleri agisindan sedanter gruplar arasinda énemli bir

‘bulunmadi. A-K grubu ile S-K grubu arasinda yapilan kargiiagtirma
ticunda bu iki grup da birbirinden istatistiksel olarak farksiz bulundu. Benzer
lde, A-Tk ve A-TdTk gruplarinin da babrek CAT dizeyleri A-K grubundan
arksizdi

5)_;B'abrek GSH Diizeyleri

. Sedanter ve antrene gruplarin kendi igierinde deg@erlendirilmesiyle hi¢
r'Irﬁn bobrek GSH duzeyi bir digerine gore fark gostermedi. A-K grubuna
_._ésia S-K grubu ve diger antrene gruplann da bdbrek GSH duzeylerinde

Istatistiksel agidan énemli bir fark buiunmad.
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TARTISMA

Egzersize bagdli olarak idrarda protein atiiminin artig) ilk kez 1878

nda ortaya konmug ve Uzerinde ¢ok sayida c¢alisma yapiimis olmasina

gmen, nedeni hala net olarak ortaya konmus degildir Egzersize bagli
roteinurinin Gzellikleri  ayrintill  olarak ortaya konulmus olsa da,
__fekanizmasma yonelik aciklamalarin yetersiz clmasi, bu konulan insanlarda
alismanin zorlugundan ziyade egzersize bagh proteiniirinin patolojik bir sureg
up olmadig! veya patolojik birtakim durumlara yol acip agmadi§i konusunda
|r birliginin bulunmamas| nedeniyledir. Her ne kadar diabetik hastalarda
g__'zérsiz sonrasi proteintrinin ¢ok belirgin olarak artmas ilerideki bir renal
sarin gbstergesi olarak kabul edilse de (128), sadhkl kisilerde de
tekrarlayan proteinuri bazi olumsuz durumlar yaratabilir Proteinurinin 6zellikle
mezengial hucreler ve proksimal tubullerde olusturabilecedi hasar bilinen bir
rumdur (88,89). Ayrica proteinurinin, varolan hafif duzeydeki renal hasar
ilerletebilecegi de belirtiimektedir (43,87,88).
Bu calismayi, egzersize bagh proteinurinin olusum mekanizmasi
:_R'dnusunda literaturdeki bilgi agigindan dolay: tasarladik. Arastirmamizi temel
arak sedanter ve antrene olmak Uzere iki farkli grup tzerinde planiadik.
DL zenli fiziksel aktiviteler sonucu antrene hale gelen hayvan ve insanlarda bir

Qbk dokuda bir ¢ok metabolik degisiklikler olusur. Kaslar, solunum ve dolasim




'éni pasta olmak Uzere kemik dokusu, bag dokusu, sempatik sinir sistemi,
e vucut bilesimindeki (Ozeliikle kolesterol ve trigliserit agisindan)
gisimier bunlarin baslicalaridir (127). Bunlarin yaninda serbest oksijen
ikallerinin olusumu ve antioksidan savunma sistemi de egzersize uyum
glamaktadir (45,46,64).

Egzersize badll proteinurinin mekanizmasina oksidan sistemin katkisini
npe’lediéimiz arastirmamizda sedanter ve anirene gruplar farkli yanitlar
erfnigierdir Bundan dolayr bu gruplann sonuglarinn  ayn  ayr
eﬁzerlendirilmesi daha dogru olacaktir.

Sedanter Gruplarin Egzersize Yanti

insanlarda gérulme sikhginin - %70-80 oldudu belirtilen egzersiz
teintrisine travmatik sporiarda oldugu kadar non-travmatik egzersiz
:lviteierinde de oldukga sik rastlanir (2,23,98,101,102,103,104,105). Yalnizca
nsanlara 6zgll olmayan egzersiz proteinurisi képek (6,7,8), domuz (9) ve
icanlarda (10) da bildirilmigtir. Deney hayvanlar ile yapilan calismalarda
gzersiz protokolu olarak yizme ve en siklikla da treadmill aracthdi ile
-;_gergekle§tiriien kosu egzersizi kullaniimigtir (8,10) Biz de arastirmamizda,
::_:l'g:anlara kosu bandi aracilifi ile egzersiz yaptirdik. Tuketici egzersiz
:'ygulanan sedanter tukenme grubundaki (S-Tk) deney hayvanlarimzin
Uminde idrar protein duzeyleri artis gosterdi ve bu artig kontrol grubuna gore
statistiksel olarak dnemliydi (p<0.05). Deneklerimizde, tek doz tuketici egzersiz
liygulamaa ile ortaya ¢ikan proteinuri, literaturde de defalarca tekrar edilen bir
onugtur (6,8,9). Fakat yapilan calismalara géz atildiinda idrardaki protein

:"_'miktannln ifadesindeki farkliliklar dikkati cekmektedir. Proteinuri sonuglarinin
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mg/dl- veya mg/gun’den cok mg/mg kreatinin olarak veriimesi idrar toplanmasi

Egzersiz ile proteinuri arasinda séz edilmesi gereken bir bagka iligski de
_'gzersizin siddetine gbére proteinuri tipinin degismesidir. Hafif ve orta dereceli
gzersizlerde glomeruler proteinuri én planda iken agir-tuketici egzersizlerde

m'ixt tip proteinuri olur (1,11,12) Protein elektroforezi sonuglarimiz tuketici
"Qzersiz uyguladi@imiz  S-Tk grubunda miks tip proteintri oldugunu
__:_dstermektedir. S-Tk grubunun elektroforezinde hem glomerulierden
f_ﬁzUImenin arttigini gésteren yuksek molekul agirhikli proteinlerin bandinda
:__bgunlagma (6zellikle albumine uyan boélgede) vardir. Ayni zamanda, ézellikle
'fégjir egzersizde ve genellikle tubliler reabsorbsiyon kapasitesinin dolmasiyla
:.-drtaya ¢iktigi tahmin edilen hafif moleku! agiriikh protein bandinin koyulasmasi
_:a dikkati cekmektedir. Bu noktada da sonuc¢larimizin simdiye kadar
.lllnenlerle ayni yénde oldugunu gérulmektedir. Sedanterlerin kontrol grubunda
Idukga silik olan albumin bandinin tukenme egzersizi sonrasinda koyulasmasi
. aninda kontrol grubunda olmayan ve albumin bandindan daha énde yer alan

ik bir band géze ¢arpmaktadir Her ne kadar, hangi protein tipine karsilik

'i'__geldiéi tam olarak sOylenemese de, kullandigimiz elektroforez kitinde bu

‘bandin transferrin ile uyumiu oldugu belfirtilmektedir.




Bir cok arastirmada yuksek molekul agirhkli proteinlerin iginde albuminin
inda transferrinin de ¢ikti§i gosterilmistir (43,87,90). Diger yuksek molekl
g! ilk“ proteinlerin yaninda, transferrinin proksimal tubulde yapacagi hasarin
aha fazla olacagl bildiriimektedir. Transferrinin  yapisindaki  demirin
erbest!egmesiyle hucrelerde  6nemli  &éigude  peroksidatif  hasar
lusabilmektedir. (87,90).

| Denek secimi, egzersiz tipi-siddeti ve proteinurinin tipi agisindan dnceki
1lgi¥erie uyumlu gérulen arastirmamizdaki temel hedefimiz, egzersiz
roteinurisi mekanizmasi konusuna katkida bulunmaktir Bugune kadar ileri
;_]'rUIen mekanizmalar arasinda glomeruler ve/veya tubller proteinuri i¢in bazi
ciklamalar vardir. Egzersize bagh bdébrek kan akimi azaliginin, GFR'deki
Qgﬂgten daha fazla olmasi, egzersizde filtrasyon fraksiyonunun arttigini ve
-*b_t'jylece makromolekullerin filtrata gecisinin arttids, ileri surtlen nedenlerden
irisidir (2,11). Fakat hafif egzersiz sirasinda bébrek kan akimi ve GFR pek
égigmemesine ragmen proteintri goérulebilir (8). Ayrica orta-adir giddetteki
"'e'gzersiz sonrasinda da renal hemodinamik degdisiklikler ve GFR'deki azalig bir
:S_'aat icinde geriye donerken, proteinuri 48 saate kadar sUrmektedir (11).
‘:Egzersizde renal hemodinamik degisikliklerden sorumiu tutulan bdbrek
g"éempatik aktivite degisikligi (2,95), angiotensin Il (7,11,96,97) ve
:'.prostaglandinierén (9) egzersiz proteinurisine etkisi konusunda da celigkili
sonuglar alinmigtir Bu konuda soru igareti doguran bir bagka nokta da
;'kﬁpeklerde gosterilmistir.  Egzersiz  sirasinda egzersizin  giddeti  gok
‘afirlagsmadikca renal kan akimi dedismemekte ama egzersiz proteinurisi

izlenmektedir (6). Yine glomerul kékenli proteintriye neden oldugu ileri surulen
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‘bagka mekanizma da Zambraski ve ark’nin ileri surdugu, glomertler
trasyon bariyerindeki elektronegatif yuklerin kaybidir (108). Kan laktat mikiari
proteinuri arasinda onemli iligki olmasi negatif yuk kaybi igin yapilan
ciklamalarda kullaniimigtir. Fakat egzersiz yapmadan, disaridan verilen laktat
%ﬁzyonunun proteinuriye neden olmamasi bagka faktérlerin varliini akla
gétirmektedir (11,24,100,108). Ayrica egzersizde gérilen tubuler kékenli
pfoteinUride genellikie proksimal tubulun emilim kapasitesinin asiimasi neden
‘oférak gosteriimekte (2,3,4,12) ve egzersize bagli bagka bir faktérun proksimal
bllu etkileyebilecegine dair bir fikir ileri suriimemektedir.

Bizim aragtirmamizin simdiye kadar bilinenlere katkisi egzersize bagli
'q$an oksidan stresin, egzersiz sonucu olusan proteinlriye etkisinin
celenmesidir. Bu konuda literaturde gésterilen bir bulgu yoktur. Bu konudaki
dayanak noktamiz, serbest oksijen radikallerinin olusturdugu oksidan stres ile
_g':zersiz arasindaki siki jligkidir Egzersiz sirasinda 100 kata kadar artan
_kéljen tuketimi sonucu mitokondrilerden olusan elektron kagaklar: ile serbest
adikal olugumu artmaktadir (46). Mitokondrilerden olan eiektron kacad: disinda
_ézersizde gorulen oksidan stres icin bagka nedenler de ileri surulmektedir
1angi mekanizma ile olusursa olussun, oksidan Grunler éncelikle kas
Okusunda hucresel duzeyde hasarlanmalar yapmakta, bunun yaninda diger
ir cok dokuda (kalp, karaciger, akcider, beyin, bébrek, eritrosit) da oksidan

_fres bulgular izlenmektedir (24)

Bizim calismamizda da sedanter grupta tek doz tuketici egzersiz sonucu

ayvanlarin eritrosit ve dokularinda oksidan stresin artti§ina dair bulgular goze

-Arpmaktadir. Serbest oksijen radikallerinin, lipidiere saldirmasi sonucu olusan

[
il




id peroksidasyonun godstergelerinden biri olan TBARS duzeyleri
eritrositlerde, bdbrek ve m. soleusta anlamli bir gekilde artti. Incelenen diger
kas olan m  gastrocnemiusta ise belirgin bir artis izlenmesine ragmen
,_ t.atistiksel olarak 6énem saptanmadi Ozellikle fiziksel egzersizde yer almayan
u2ak organiardan olan bébrekteki artis bizim hipotezimiz agisindan énemilidir.
Lipid peroksidasyonun bir bagka gostergesi olan konjuge dienlerin dlgumunde
ise ozellikle bébrek ve m. soleus dokularinda artis olsa da istatistiksel olarak
dnemli degildi. Hayvanlarimizi, tuketici egzersiz sonrasinda, idrar toplamak
afnaC|yla 24 saat metabolik kafeslerde tuttuumuz dusunulurse konjuge
dienlerde TBARS'a gére daha az artisin saptanmasi normal bir durum olarak
goruimektedir. CuUnkl konjuge dienler lipid peroksidasyon sirecinin basinda
_c}lugan erken Urunlerdir ve bir sure sonra daha ileri basamaklarda yer alan
drunlere dodru kayarlar (128,129). TBARS degerinin m. gastrocnemiusta
anfamli glkmamas: ve konjuge dien degerinin de kontrol hayvanlarindan farkl

olmamasi dikkati gekebilir. Fakat unutulmamalidir ki, m. gastrocnemius, tip I

“yani anaerobik glikolitik metabolizmanin hakim oldugu liflerden zengindir. Bizim

Uyguladi@imiz  egzersiz  oncelikle aerobik mekanizmalarin  iglemesiyle

surdurulurken son donemlere dogru anaerobik sistem de devreye girebilir.
Ancak, m gastrocnemiusun tip Il kas liflerinden zengin olmasindan dolayi

serbest radikalleri olusturacak oksidatif enzimlerinin ¢ok gelismedigi akla

Reaktif oksijen Urunleri, egzersizde olusan hasar disinda birgok
hastalikta, hatta vyaslilk patogenezinde de suglanmaktadir (47,130)

" Ateroskleroz, bazi kanser turleri, artrit, katarakt, iskemi-reperfuzyon hasariar,




ktif akciger hastaliklar ilk akla gelen durumiardir (46,130,131,132)
idan stres, cesitli bobrek hastaliklarindan da sorumlu tutuimakta ve bu

staliklarda ortaya gikan proteinurinin fizyopatolojik mekanizmalarindan biri

r'ék kabul ediimektedir (14,15,17,19,37,38,41)

Serbest oksijen radikallerinin sorumlu oldugu ileri surtlen boébrek
__s;'allkiari veya deneysel bébrek hastali§i modelleri arasinda puromisin
ar_ﬁiﬁonUkleosid nefriti (86), daunomisin nefropatisi (22), IgA nefropatisi (85),
Heyﬁan nefriti (40), Masugi nefriti (37), immun kompleks nefriti (19), adriamisin
fropatisi (17), kronik renal yetmezlik (18), anti-GBM antikor glomerulonefriti
Q)_sayllmaktadlr Oksidan stres bu hastaliklarin patogenezinden sorumlu
ojlmésmm yanisira, bu hastaliklardaki proteinuriye de neden olmaktadir
Sé‘_r_best oksijen radikalleri ile proteinuri arasindaki iligki, H.O2'nin dogrudan
nal artére verilmesiyle proteinuri miktarinda doza bagiml: artisin gésterilmesi
'1:)_. ve diyetsel olarak antioksidan vitamin eksikli§i yaratilan hayvanlarda
oteinlri saptanmasiyla (20) da ortaya konmugtur
Yukarida s6zu edilen, egzersizde oksidan stres olusumu ile oksidan
stresin proteinuriye yol ag¢tigi bilgileri bir arada dusunuldugunde, bu reakiif
Unlerin egzersiz proteintrisinden sorumlu olabilecedi varsayimi mantikh bir
='1k:"ar|md|r‘ Bir gok bdbrek hastalijinda proteintriye neden olan serbest radikal
sumu, antioksidan girigimlerle ortadan kaldinldiginda proteinuride de
;elmeler gorilmektedir Yukarida adi gecen bdbrek hastaligi modellerinde
.Liﬁ_)ewksit dismutaz, dimetil tiyoure (17,40,41,86), katalaz (14,38), probukol
45) ve bazi deneysel antioksidan molekullerin (19) verilmesi sonucu idrarda

j;'_kan proteinuri miktarlarinda anlamli azalmalar olmaktadir. Ayrica kolaylikia




pulunabilen ve verilebilen guclu bir antioksidan olan E vitamini de by

ligmalarda kullantlmigtir.  Puromisin  aminonikieosid nefrozisinde ve IgA

3,16). Aynica E ve C vitamininin birlikte verildigi deneyse! bébrek hasarinda
proteinurinin %90’lar seviyesinde azaldi§i gdsterilmistir (133).

Antioksidaniar bébrek hastaliklarinda proteinlriyi azaltmanin yaninda,

ég}zersizde de c¢ok sik kullanimaktadir (110,112,114,130) Antioksidan

irigimlerin egzersizde olugan oksidan stresi hem insan hem de hayvanlarda,
"a_'s ve cesitli dokularda 6nledidi bir cok calismada gésterilmigtir (45,111,112).

\yrica vitamin E ve C bu tip uygulamalarda da en sik tercih edilen vitaminlerdir

Biz de ¢alismamizda egzersize badlli olusan oksidan stresi baskilamak
in E ve C vitaminini segtik ve uygulama yolu olarak, insandakine uygun
'i'n_'laS| amaciyla oral yolu tercih ettik Tuketici egzersiz éncesi bir ay boyunca
ntioksidan tedavisi uyguladigimiz S-TdTk grubunda, bu tedavinin egzersizle

Olusan oksidan stresi baskiladig! agik¢a gérulmektedir. S-TdTk grubu eritrosit,
i_bébrek, m. gastrocnemius ve m. soleus TBARS degerlerinin hig biri sedanter
kontrol grubundan farkii degiiken, bu degerlerin tumu S-Tk grubuna gére
Snemli olarak dusuk bulundu. Konjuge dien sonuglarinin hig birinde istatistiksel
__0_<f_arak onemli degerler saptanmasa da, bébrek ve m. soleus dokularinda S-Tk
grubuna gére dugme egilimi vardi. Antioksidan vitamin tedavisi sonucy gbrulen
:'.ip_id peroksidasyonun baskilanmasi beklenen bir durumdur Fakat antioksidan
®davi sonrasi tiketici egzersiz yapan hayvanlarin idrar bulgular ilk defa

9dsterilen bir sonugtur. S-TdTk grubunun idrar protein miktari, S-Tk grubuna
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{énlamll olarak dustis gosterdi ve S-K grubu ile aralarinda fark bulunmadi.
lektroforez sonuglarina bakildiginda ise, S-Tk grubunda miks tip olan

inin ortadan kalktidi, ¢ok silik bir albumin bandi ile yine silik bir duguk

Tllly
fekul agirhkh protein bandinin varligi izlenmektedir Sedanter hayvanlarda

idrar protein miktari hem de idrar protein eiektroforezi sonuglari egzersize
olusan oksidan stresin, egzersiz proteinurisinde rol oynadigini

ktedir. Oksidan stresin baskilanmasiyla egzersizdeki proteinuri de

's'?térme
emli dlgude baskilanmig oldu

Genel bilgiler kisminda anlatiidigi aibi, reaktif oksijen urunleri bir gok
gisik etkiyle proteinuriye neden olmaktadiriar. Eikozanoidler Uzerinden
Q_mermer permeabiliteyi degistirmeleri bu etkilerden birisi olabilir (25,40).
_'_;'_-:|ca glikozaminoglikanlan yikarak olusturduklarn negatif yuk kaybi egzersize
b‘ééh proteinuri  olugumunda 6N planda olabilir (25,39). Zambraski ve
kadaslar (108) egzersiz yapan kopeklerde proteinurinin artmasi yaninda
renal sialik asit iceriginin azaidigini gostermiglerdir. Antioksidan tedavisi
sonucu dusuk molekul agirlikii protein bandindaki duzelme ise glomeruler

proteinlirinin  azalmasi sonucu tiblle gelen protein yukunun azalmasi ile

'_"_é:glklanabilir‘

Caligmamizda her ne kadar sedanterlerde egzersiz proteintrisinin,

_egzersizde olugan oksidan stresten kaynaklandigi ortaya ciksa da, bébregdi

_’etkileyen serbest oksijen radikallerinin kaynag konusunda bizim ¢aligmamizla

‘ancak tahminde bulunabiliriz Kas hucrelerinde olusan serbest oksijen

radikallerinin dmurlerinin cok kisa clmasi ve bunlarin oldukga reaktif Grunler

‘olmalari nedeniyle, bsbrede ulagip hasar olusturmalarini beklemek pek olasi
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egildir Oncelikle akla gelmesi gereken, I8kositierden agiga ¢ikan radikallerdir,

qzersize bagli olarak ozellikle tuketici egzersiz sonrast lokositlerin aktive

dugu iyi bilinir (134,135,136) Aktive |5kositler gittikleri bir gok organda hasar
sturabilseler de kan akiminin yikksek olmasindan dolay! bundan en fazla

__tkl enebilecek organiardan biri bobreklerdir Deneysel bobrek hastalhginin

modellerinde de ldkositler ortadan kaldiriidiginda  veya aktiviteleri

engellendiginde proteinride duzelme  saptanmigtir (37,38,39,40,42,137)

Ayhca mesangial hucrelerin de bazi uyaranlar sonucu reaktif oksijen
r_adikallerini uretebilecedi ortaya konulmustur (40,42).

Lékosit ve mesangial hucreler diginda da iskemi-reperfuzyon
n ekanizmasinin bobreklerde serbest radikal tretmesi s6z konusu olabilir. AGIr
egzersiz sirasinda kan akimi gok azalan bobregin, egzersiz sonrasinda kan
skiminin normale dénmesi ksantin oksidaz enziminin aktivasyonu sonucu
onemli dlclde serbest oksijen radikali olusturabilir (14,22,24) Oksidan stresin
‘bobreklerdeki kaynagdi konusunda son olarak s6z ediimesi gereken yo! da
perokside metabolitlerin bébrekte tutuimasidir. Her ne kadar reaktif oksijen
‘Grinlerinin uzak organiarda olugup bobrege ulagmalari s6z konusu degilse de,
‘bu Uranlerin olusturdugu  metabolitlerin karaciger ve bobrekie biriktigi
gosteriimistir  (24). Egzersiz proteinurisi olusturmada  etkili oldugunu

gosterdigimiz oksidan stresin kaynagi bundan sonraki arastirmalarda ortaya

konuimalidir

Oksidan stres araciliiyla olugan egzersiz proteinurisi mekanizmas!
diger ileri surulen mekanizmalardaki bosiugu kapatiyor gibi gorunmektedir

Uzerinde en cok durulan mekanizma olan egzersizde filtrasyon fraksiyonu
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_egzersiz bitiminden sonra normale dénmekte ve 48 saate kadar devam

._proteinUriyi aciklamakta yetersiz kalmaktadir. Bu yolak egzersiz sirasinda

emen sonrasindaki proteiniriden sorumlu olabilir. Fakat proteinuri
.nm daha uzun strmesi, biraz énce saydiimiz olasi kaynaklardan agiga
_n'reaktif oksijen wUrunleri ile oksidan stresin ortaya ¢ikmasi ve proteinurinin

8:: saat kadar devam etmesini saglayabilir.
‘Sedanter grubun antioksidan enzim ve GSH duzeylerinde yalnizca
itrositlerde istatistiksel olarak énemli degisiklikier saptand. Eritrosit SOD ve
- enzimlerinin aktiviteleri tukenme egzersizi sonucunda, kontrol grubuna
gre artis gosterdi. Antioksidan enzimlerdeki bu yanit sik rastlanan bir bulgudur
yeni enzim sentezlenmesinden ziyade posttransiasyonel modifikasyon
arak yorumlanmaktadir (112). Gergi akut tuketici egzersiz grubundan 24
atlik idrar toplama periyodun sonrasinda aldiimiz doku Srneklerinde, ani
ksidan hasara kars! yeni enzim sentezlenmesi de olasidir. Bu yanit S-TdTk

bunda antioksidan tedavi ile oksidan stres baskilandigi igin goézlenmis

de aradaki fark anlamli bulunmadi Egzersiz sonrasi antioksidan enzim

isiklikleri 6zellikle kas dokusunda sézkonusudur (45,64,112), bébrekte bu

Antrene Grubun Egzersize Yaniti
Antrene ve sedanter hayvanlar arasindaki metabolik farkiardan ve
Q_?ksidatif-antioksidatif sistemde olasi dedisikliklerden tartismanin ilk kisminda

s6z edilmisti. Bizim sonuglarimizda sedanter ve antrene gruplar arasinda




siz proteinurisi bakimindan ileri strdugumiz mekanizmanin gecerliligi

dan farkli yanit gosterdi

':Antrene gruplarin bir ay suresince haftada 5 gun, gunde bir saat

siz yapmalari hayvanlarda cesitli uyumlarin geligmesine neden oldu.

- en basinda siganlarin dayanikliliklarinin artmas! gelmektedir. Kas

Iérinde olusan bir ¢ok degisiklik hayvaniarin tuketici egzersize daha uzun

‘dayanmasini saglamig ve bu sure iki-Ug kat daha uzun bulunmustur,

;: Bizim hayvanlarimizda da bir aylk egzersiz sonucu sedanter kontrol

u.na gbére doku lipid peroksidasyon degerlerinde artig saptandi. A-K
unun babrek, m. gastrocnemius, m. soleus TBARS degerleri S-K
bundan istatistiksel olarak aniam! sekilde yuksekti. Konjuge dienler ise her
ka:s dokusunda A-K grubunda daha yiiksek olarak saptansa da, bu yukselis
mii degildi. Fikir birligi olmamasina ragmen diuzenli antrenmaniar sonucu
1 dokularda lipid peroksidasyonun arttigin bildiren ¢aligmalar da vardir
46,111,115).

| Egzersiz proteinurisi bakimindan sedanter ve antrene gruplar arasi fark
k olarak her iki kontrol grubu arasinda goéze garpmaktadir. Her ne kadar idrar
m_fein miktari A-K grubunda anlamli olarak dusuk saptansa da ve idrar protein
lektroforezinde dusuk molekul agirlikl bantta biraz yogunlagma gorulse de
emel olarak S-K grubundan farkli degildi. A-K grubunda duzenli egzersizier
'ksidan strese yol actidi halde (6zellikle bébreklerde belirgin sekilde) egzersize
a3l proteinuri yaniti gézlenmedi. Bu sonug bizim ileri surdugumuz egzersize

agli oksidan stresin, egzersiz proteinurisinde rol oynadi§i hipotezimizin

fntrene hayvanlarda gegerli olmadiginin itk gtstergesidir
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Antrene hayvaniara tukenme egzersizi uygulandiginda ise zaten
_eimig. olan lipid peroksidasyonu ¢ok belirgin olarak artmadi. Yalnizca m.
-astfocnemius TBARS duzeylerinde anlamli artig saptandi A-Tk grubunun
brek ve m. soleus TBARS degerleri artsa da anlamli degildi Fakat A-Tk

ibunun TBARS degerleri, aralarinda istatistiksel karsilagtirma yapiimamig

5 da, sedanter tukenme ve sedanter tedavi tukenme gruplarina gore
Jduksa yiksekii (p<0.001; p<005). Tuketici egzersiz uygulanan antrene
ruptaki idrar parametreleri ise klasik olarak beklenen yaniti verdi. A-Tk grubu
drar protein miktari, A-K grubuna gére anlamii olarak artti Bu grubun idrar
p_gbtein elektroforezi sonucunda hem duguk hem de yuksek molekul agirlikii
p_rbtein bantlarinda belirgin yogunlagma sonucu mixt tip proteinuri saptandi. A-
._ grubu elektroforez gorunumit S-Tk  grubundan farkh degildi. Yapilan
agtirmalarda da agir egzersiz sonrast sedanterierin yaninda antrene
deneklerde de glomerller veya miks tip proteinuri  saptanmistir
3.93,103,104). A-Tk grubunda hem oksidan stresin hem de proteinuri
yanitinin olmasi anirene hayvanlarda bizim ileri surdugumuz mekanizmanin
gecerli olabilecegini akia getirebilir Ancak egzersiz, antrene hayvaniarda
‘oksidan strese yol agmasinin yaninda proteinuriye neden oimusgtur. Fakat her
ikisinin de egzersizde olugabilecegdi ve aralarinda sebep- sonug iligkisinin bu
.;__grupla ortaya konulamayacagi da bir gergektir Antrene hayvanlarda da

gzersiz araciifiyla olusan oksidan stresin proteinuriye neden olup

imayacagi, sedanter gruplardaki gibi egzersize bagll oksidan stresin

baskilanmasiyla anlagslabilir
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Bir ay suren antrenman kosulari sirasinda antioksidan vitamin alan ve
me egzersizine tabi tutulan A-TdTk grubunda lipid peroksidasyon, S-TdTk
_ndaki kadar olmasa da baskilandi. A-TdTK grubu bébrek TBARS
'efl'eri, A-Tk ve A-K gruplarina gére aniaml olarak duguktu. Bunun yaninda
dokularinda olgulen TBARS degerleri, anlamii olmasa da dusuk olarak
; di. Ancak 6zellikle bébrek TBARS degerinde azalma olmasina ragmen
dTk grubunun idrar sonuglari A-Tk grubundan farkli degildi Bu grup
anlarin antioksidan vitamin tedavisine ragmen idrar protein miktariar: A-K
puna kiyasla anlamli derecede yuksek kalmaya devam etti ve idrar protein
ektroforez gérunumlerinde de miks tip proteinuri saptandi. A-TdTk grubundan
e edilen bu sonug ise ileri sirdugumuz mekanizmanin antrene hayvanlarda
ecerli olmadiginin ikinci géstergesidir.
Antrene hayvanlarda egzersiz proteinurisinde egzersize bagli oksidan
sin rolu yok gibi gértinmektedir Daha énce de Uzerinde durulan, glomeruler

azal membrandan yuk kaybi, antrene hayvanlarda on plana ge¢mig olabilir.

ékat gézden kagmamasi gereken bir durum da, antrene hayvanlarda

/gulanan antioksidan tedavi dozunun yetmemis olma olasihididir. Antrene
reylerde egzersiz sirasinda wvucut kan dagilimi degismekte, ihtiyacin
rtmasina baglt olarak kalp ve iskelet kaslarinin kan akimi artarken karaciger
> bébreklere giden kan miktar iyice azalmaktadir (138). Bu yluzden iskemi-
perflzyon hasari sonucu daha fazla oksidan stres olugabilir ve bu nedenie de
i'amin dozu yetersiz kalmis olabilir,

Antrene hayvanlarin antioksidan enzim ve GSH degerleri incelendiginde

-i_Se belirgin bir géranum ve farklilik géze carpmamaktadir Yalnizca A-K




n eritrosit CAT degerleri S-K grubuna gére anlamll olarak yuksek
ndu Duzenli fiziksel aktiviteler, egzersizin siddetinden bagimsiz olarak
_.bir surenin Uzerinde uygulandiginda ézellikle kas SOD ve GPx
ivitelerinde artig| geneliikle 8-10 haftalik uygulamalardan sonra yapmaktadir

Antrene gruplara uyguladiimiz egzersiz periyodunun dort haftadan daha

"{tUtulmaSIyla bébrek dokusundaki antioksidan enzim aktivitelerinin artmasi

Sonu¢ olarak aragtirmamiz, egzersize bagh olusan oksidan stresin
danter hayvanlarda egzersiz proteinurisine yol actigini ve bu durumun
oksidan vitamin tedavisiyle, oksidan stresin baskilanmas! sonucunda
) _enebildi@ini gosterdi Fakat antrene hayvanlarda, A-K grubunda, &zellikle
iekte oksidan hasar gdzlenirken proteinUrinin oimamasi ve A-TdTk
ubunda da oksidan stres baskilandigl halde egzersiz proteinirisinin

lenmesi, bu mekanizmanin antrene hayvanlarda gecerli olmadigin




OzZET

Egzersize baglh renal hemodinamik degisikliklerin yaninda egzersiz
nrasl gegici proteinurinin ortaya gikmasi sik karsilagilan bir bulgu olmasina
'rr.i.en, mekanizmasi hakkinda ileri surulen gorugler yetersizdir. Egzersiz
aéinda ortaya ¢ikan serbest oksijen radikalleri aracihifiyla olugan oksidan
ssin egzersiz proteinurisine neden olup olmadigini sedanter (S) ve bir ay

sunca treadmil egzersizi ile antrene (A) olan siganlarda arastirdik.
Her grup kendi iginde rasgele kontrol (S-K, A-K), tuketici egzersiz
gﬂlanan (S-Tk, A-Tk) ve antioksidan vitamin (E ve C vitamini) verildikten

nra tuketici egzersiz uygulanan (S-TdTk, A-TdTk) gruplar olmak Uzere uge

rildi. Deneyin sonunda tUm hayvanlarin metabolik kafeslere alinmasiyla
oplanan idrar &rneklerinden protein  miktari éiculdu ve idrar protein
elektroforezi yapildi Her hayvanin eritrosit, bébrek, m. gastrocnemius ve m.

soleus dokularindan lipid peroksidasyon (LPO) ve antioksidan enzim aktivitesi

Sedanter hayvanlarda tUketici egzersiz sonrasi (S-Tk) idrar protein
fktarlnda aris ve idrar protein elektroforezinde miks tip proteinuri
saptanirken; eritrosit, bobrek ve kas dokularinda da LPQO’un anlamli olarak
rfttsgl g6ziendi. Tuketici egzersiz éncesi antioksidan vitamin tedavisi verilen
'ngpta ise (S-TdTk) LPO'un baskilandigi, idrar protein miktarinin normale

déndugu ve idrar protein elekiroforezinin kontrol grubundan farkli olmadig
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§-Tk grubunun superoksit dismutaz (SOD) ve katalaz (CAT) aktiviteleri
sek iken, S-TdTk grubunda kontrolden farkli degildi.

'ff Anterene gruplar incelendiginde ise, A-K grubunda bobrek ve kas
ularinda LPO yuksek oldugu halde, idrar protein miktar ve elektroforezinin
‘grubundan farkli olmadi§i saptandi. Antrene gruba tuketici egzersiz
_g*‘ iandlglnda (A-Tk), A-K grubuna gore belirgin bir LPO artigl olmamasina
'grhen idrar protein miktarinin arttigi ve elektroforezde miks tip proteinurinin
taya ciktigr saptandi. A-TdTk grubunda E ve C vitaminleri ile LPO
skllanmasma ragmen, tuketici egzersiz sonucu idrar protein miktari ve
ektroforezi A-Tk grubundan farkii bulunmadi. Antioksidan enzimler agisindan
eK.grubunda eritrosit CAT aktivitesinin yuksek bulunmasi diginda herhangi bir
rklilik saptanmadi.

Sonuc olarak egzersize bagl oksidan stresin sedanter hayvanlarda
giersiz proteinurisi olusturmada etkili oldugu, antrene hayvanlarda ise bu

olun gecerli olmadig géruldu.




SUMMARY

The renal hemodinamic changes and postexercise proteinuria are

ommon cosequence of exercise. However the mechanism of postexercise
ofeinuria is not clear. Reactive oxygen species that are produced in
xﬁaustive exercise may result in postexercise proteinuria. We investigated
héther oxygen free radicals generated during exhaustive exercise play role in

ostexercise proteinuria in untrained and trained rats,

Untrained and trained rats are randomly divided into groups as control,
xhaustive exercise and antioxidant therapy plus exhaustive exercise groups.
4 hour urine samples were collected in metabolic cages and used for protein
fér_ialysis. Lipid peroxidation (LPO) and antioxidant enzyme activities were
=détermine in erythrocyte, kidney and muscle tissues.

Exhaustive exercise in untrained rats, increased the urinary protein
_Xcretion and this proteinuria was identified as mixed type by electrophoresis.
.rythrocyte and tissue LPO levels were significantly elevated in this group in
he trained group, tissue LPO levels of control animals were significantly
levated compared to untrained control animals. However their urinary protein
evels and urinary protein electrophoresis were not different from untrained-

control group. Exhaustive exercise in trained rats, resulted mixed proteinuria

‘altough there was no significant increase in the LPO levels Antioxidant therapy
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_créased the LPO but did not affect urinary protein levels. These findings of
--]_ged-antioxidant therapy plus exhaustive exercise group, were not different
m: trained-exhaustive exercise group Erythrocytes catalase activity was
|g'hificantly increased in trained-control group compared other trained groups.

. In conclusion, oxidant stress related to exhaustive exercise may
contribute to postexercise proteinuria in untrained rats. However this

m'échanism may not be responsible for the proteinuria in trained rats.
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