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OZET

Bir antioksidan olan iirat, plazmada reaktif oksijen ve nitrojen tiirlerini
siipiirmektedir. Gut, bobrek tasi olusumu ve hipertansiyon gibi hastaliklarla iliskili
oldugundan, kan iirat diizeyi renal proksimal tiibiiller tarafindan siki bir sekilde
kontrol edilmektedir. Proksimal tiibiilde bulunan URAT1, OAT1, OAT3, UAT ve
MRP4 gibi baz1 tasiyicilar renal iirat tutulumunda gorev almaktadir. Hiperiirisemiye
neden olan faktorlerden birisi olan egzersiz, piirin katabolizmasinda artisa ve {irat
itrahinda artisa neden olmaktadir. Ancak, egzersiz yapanlarin bobreginde iirat
transport yollarinda herhangi bir adaptif degisimin olup olmadigi bilinmemektedir.
Bu calisma, egzersiz yapan sicanlarda URATI1, OAT1 ve OAT3 ozelliklerini ortaya
koymak amaciyla diizenlenmistir.

2,5-3 aylik erkek wistar sicanlarin kullanildigi bu ¢alismada kontrol, egzersiz
ve hiperiirisemi olmak iizere 3 grup olusturulmustur. Egzersiz grubunda sicanlara 5
giin sitire ile, giinde 1 kez, kosu bandinda tiiketici egzersiz yaptirilmistir.
Hiperiirisemi grubu, si¢anlara 5 giin siireyle iirikaz inhibitorii oksonik asid verilerek
(250 mgkg'.giin") olusturulmustur. 5 giiniin ardindan feda edilen sicanlarda,
proksimal tiibiil izolasyonu yapilarak, spesifik inhibitorler varliginda in vitro OATI,
OAT3 ve URAT]1 aktiviteleri ol¢iilmiistiir. Bobrek korteksinden alinan drneklerde bu
tasiyicilarin mRNA ve protein diizeyleri incelenmistir.

Egzersiz yapan sicanlarda soleus kasinda sitrat sentaz aktivitesi artmis, diger
gruplardan farkli olarak belirgin glukoziiri, proteiniiri ve hipoglisemi gozlenmistir.
Egzersiz ve deneysel hiperiirsiemi grubunda plazma ve idrar iirat konsantrasyonlari
artmasina karsin, ultrafiltrata gecen iiratin, geri emilen ve idrarla atilan paylari
degismemistir. izole proksimal tiibiillerde yapilan ¢alismalar bazal kosullarda tiibiiler
tirat igeriginin gruplar arasinda farkli olmadigin1 ancak URATI1, OAT1 ve OATS3
aracili total iirat transportunun hiperiirisemi grubunda onemli arttigin1 gostermistir.
Total {iirat tasinmasina URAT1’in katkis1 egzersiz ve hiperiirisemik gruplarda
artmistir. Bazolateral irat tasiyicilarindan OATI1 aracili taginan iirat miktan
egzersizden etkilenmezken, hiperiirisemide ©6nemli artmistir (p<0,05). Kontrol
grubunda hiicre i¢ine dogru olan OAT3 aracili taginma, egzersiz ve hiperiirisemi
gruplarinda hiicre disina dogru olmus, ancak sadece egzersizin etkisinde istatistiksel
onem bulunmustur (p<0,05). OATI, OAT3 ve URATI’in bobrek korteksindeki
mRNA diizeyleri hem egzersiz hem de hiperiirisemik grupta azalirken, bu degisim
sadece  URAT!’in protein diizeylerine yansimig, OATI ve OAT3 protein
diizeylerinde bir degisim gozlenmemistir.

Hem egzersiz hem de hiperiirisemi gruplarinda goézlenen bu degisimler,

proksimal tiibiil segmentlerinde hiperiirisemiye bagli olarak ortaya cikan adaptif
degisiklikler gibi goziikkmektedir.

Anahtar Kelimeler: Egzersiz, Urik Asid, OATI1, OAT3, URATI



ABSTRACT

Urate as an antioxidant molecule, scavenges both reactive oxygene and
nitrogen species in the plasma. Because of its association with gout, nephrolitiasis
and hypertension, the blood urate levels are tightly regulated by the renal proximal
tubules. Several transporters such as URATI1, OATI1, OAT3, UAT and MRP4
localized proximal tubules are involved in the renal handling of urate. Among the
several hyperuricemia inducers, exercise by increasing purine catabolism leads to
exess uricosuria. However, it is not known whether any adaptive change is developed
in the urate handling of the kidneys of exercisers or not. So in this study, we aimed to
evaluate the characteristics of URAT1, OATI1 and OAT3 in exercising rats.

2,5-3 month old rats divided into 3 groups as control, exercise,
hyperuricemia. Animals in exercise group were exhausted on a motor-driven
treadmill once a day for 5 days. Hyperuricemia was induced by intraperitoneal
administration of uricase inhibitor (oxonic acide, 250 mg.kg'l.day'l). Isolated
proximal tubule segments were used to evaluate in vitro OAT1, OAT3 and URAT1
activity. mRNA and protein levels of this transporters were determined by RT-PCR,
and western blot analysis respectively.

Exercise led to a marked increase in citrate synthase activity and caused
proteinuria, glucosuria and hypoglicemia as distinct from the other groups. Plasma
and urinary urate increased in the exercise and hyperuricemia groups, however, the
excreted and reabsorbed persentage of ultrafiltrated urate did not alter. The data from
isolated proximal tubule experiments showed similar basal tubular urate content but
total urate transport through URAT1, OAT1 and OATS3 significantly increased in the
hyperuricemia group. Both exercise and hyperuricemia caused an increase in the
contribution of URAT1 mediated urate transport. Basolateral urate uptake via OAT1
was similar in control and exercise groups but increased in the hyperuricemia. OAT3
mediated urate influx turned to efflux in exercised and hyperuricemic animals.
mRNA levels of studied urate transporters in the kidney cortex were found to be
depressed both in exercise and hyperuricemia groups, however, this depression
reflected to only URAT1 protein levels in both group. Protein levels of other two
transporters, OAT1 and OAT3 did not change significantly both in exercising and
hyperuricemia group.

These alterations observed both in exercise and hyperuricemia groups seem to

be atributed to hyperuricemia induced adaptive changes in proximal tubule segments.

Keywords: Exercise, Uric Acid, OAT1, OAT3, URATI1
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GIRiS

Zayif bir asid olan iirik asid, insanlarda ve diger yiiksek primatlarda piirin
katabolizmasinin son oksidasyon iiriinii olarak ortaya ¢ikmaktadir. Giiglii antioksidan
ozellikleri olan bu molekiilin plazma konsantrasyonunun artmasi veya azalmasi
cesitli hastaliklarin ortaya ¢ikmasiyla birliktedir. Hiperiirisemi olarak adlandirilan
serum iirik asid konsantrasyon artisi, basta gut ve bobrek tasi olusumu olmak iizere,
hipertansiyon, kardiyovaskiiler hastalik olusumu ve bobrek fonksiyon kaybi gibi
hastaliklarin olugmasinda rol oynamaktadir [1-6]. Serum iirik asid diizeylerindeki
azalma, yani hipolirisemi ise plazmada antioksidan kapasitesinin azalmasiyla iliskili
olarak ozellikle norodejeneratif hastaliklarin gelismesine katilmaktadir [7-8].

Organik anyon oOzelligi gosteren iirik asidin bobreklerde geri emilim ve
sekresyonu, diger organik anyonlara benzer sekilde nefronun proksimal tiibiil
segmentinde gerceklesmektedir. Proksimal tiibiil, serum iirik asid konsantrasyonunun
diizenlenmesinde anahtar rol oynamaktadir. Bobregin bu tiibiiler parcasindaki iirat
transportu 4 bilesenli bir modelle agiklanmaktadir. Bu modele gore, ilk basamakta
plazmada bulunan {ratin tamami glomeriiler kapiller membrandan gegerek
ultrafiltrata girmektedir. Ultrafiltrattaki iiratin yaklasik %99’luk bir kismi, ikinci
basamakta proksimal tiibiiliin S1 segmentinde geri emilmektedir. Geri emilen iiratin
%50’si ticiincii basamakta S2 segmentinde liimene salgilanmaktadir. S3 segmentinde
gerceklesen en son basamakta ise iiratin %40’1 tekrar emilmektedir. Boylece
organizmanin gereksinimine bagli olarak, ultrafiltrata gecen iiratin %1-10’luk bir
kismi proksimal tiibiilden ¢ikmakta ve nefron boyunca baska bir segmentte geri
emilim yada sekresyonu olmadigindan idrar ile uzaklastirnlmaktadir [9-11].

Proksimal tiibiilde iiratin transepitelial tasimmi apikal ve bazolateral
membranda bulunan organik anyon tasiyicilari tarafindan gergeklestirilmektedir.
Uratin geri emiliminden esas sorumlu tasiyici, tiibiil epitel hiicresinin liiminal
tarafinda bulunan URAT1’dir. Sekresyonda ise bazolateral membranda bulunan
OATI1 ve OATS3 ile apikal membranda bulunan UAT ve MRP4 isimli tasiyicilar
onemli rol oynamaktadir [9-11]. Bu tasiyicilardan OAT1 ve OAT3 yalnizca iirat
tasinimda degil, cok sayida endojen ve ekzojen organik anyonun sekresyonunda ve
viicuttan uzaklastirilmasinda onemli rol oynamaktadir. Insanda ve cesitli hayvan
modellerinde yapilan calismalar, bu tasiyicilarin ekspresyon diizeylerinin bodbrek
iskemi reperfiizyon hasari, bobrek ve karaciger hastaliklarinda degistigini
gostermistir [12-15].

Viicutta piirin yikiminda artisa neden olan herhangi bir faktor, plazmada iirik
asid konsantrasyonunun artmasina ve dolayisi ile hiperiirikoziiriye neden olmaktadir.
Diyetsel faktorler, polistemia vera ve hemolitik anemi gibi bazi hastaliklar,
kemoterapi veya radyasyon tedavisi gibi durumlar serum {rik asid
konsantrasyonunda artis yapan etkenler arasindadir [9]. Iskelet kasinda enerji
ihtiyacinin arttig1 bir siire¢ olan egzersiz, ATP yikiminin artmasi nedeniyle, serumda



inozin, hipoksantin ve ksantinin yam sira iirik asid konsantrasyonunun da artmasina
neden olmaktadir. Egzersizin bu etkisine, idrarla atilan iirik asid miktarindaki artig
eslik etmektedir [16-19]. Literatiirde, egzersize baghh {irat itrahindaki artis
gosterilmesine ragmen, bunun mekanizmasi veya egzersizin iirat tasiyicilarinda
adaptif bir degisiklige neden olup olmadigini gosteren ¢alisma yoktur.

Bu calismanin amaci, egzersiz ile artan iirat itrahinda proksimal tiibiilde
bulunan URATI1, OAT1 ve OAT3 tasiyicilarimin 6zelliklerini incelemektir. Bu
amagla, 5 giin boyunca tiiketici egzersiz yaptirilan sicanlarda ve hiperiirisemi
olusturulan sicanlarda konu edilen tasiyicilarin aktivite ve ekspresyonlarindaki
degisimler incelenmistir.



GENEL BIiLGIiLER

2.1. Urik Asid ve Biyokimyasal Ozellikleri

Urik asid (7,9-dihydro-1H-purine-2,6,8(1H,3H,9H)-trione) karbon, nitrojen,
oksijen ve hidrojenden olusan organik bir bilesiktir (Sekil 2.1). Insanlarda ve diger
yiikksek primatlarda piirin katabolizmasinin son oksidasyon iiriinii olarak ortaya
cikmaktadir. Urik asid zayif bir asittir ve iki farkli ayrisma sabitine sahiptir (pK1 =
5,75 ve pK2 = 10,3). Fizyolojik sivilarin farkli pH degerlerinde, iirik asit veya onun
monosodyum tuzu olan sodyum iirat seklinde bulunmaktadir. pH degerinin 5,75’den
diisiik oldugu ortamlarda molekiiliin iirik asit formu fazla iken, 5,75’den biiyiik
oldugu ortamlarda sodyum iirat formu daha fazladir. Ortam pH’s1 5,75’e esit
oldugunda ise sodyum iirat konsantrasyonu ile iirik asid konsantrasyonu birbirine
esittir. Sodyum iiratin serumda ve 37 °C’deki ¢oziinebilirligi 7 mg/dL’dir [9-11].
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Sekil 2.1. Urik asid ve iirat anyonu [9]

2.2. Urik Asid Sentezi

Piirin bazlar1 olan adenin ve guanin, hiicrede ATP ve GTP gibi enerji
kaynaklarmmin ve niikleik asidlerin yapisina katilmaktadir. Piirinlerin yikiminda
adenozin, sirasiyla adenozin deaminaz, piirin niikleozid fosforilaz ve ksantin oksidaz
enzimlerinin, guanozin ise sirasiyla piirin niikleozid fosforilaz ve guanin deaminazin
katalizledigi reaksiyonlarla ksantine doniistiiriilmektedir. Ksantin ise daha sonraki
basamakta ksantin oksidaz (XO) veya onun izoformu olan ksantin dehidrogenaz
(XD) enzimlerinin katalizledigi bir reaksiyon ile iirik aside doniistiiriilmektedir (Sekil
2.2) [9-11].

2.2.1. Ksantin Oksidorediiktaz (XOR) Sistemi

Urik asid sentezinde son basamaklari katalizleyen XO ve XD enzimlerinin
her ikisi de molibdenyum hidroksilaz flavoprotein ailesinin iiyeleridir. XOR geninin
esas liriinli XD’dir. Bu enzimin oksidasyon ve proteoliz gibi post-translasyonel
modifikasyonlara ugramasi, substrat baglama Ozelliginde degisime ve XO’a



doniismesine neden olmaktadir. XD ve XO enzim formlar1 ve onlarin katalizledigi
reaksiyonlar genellikle “XOR aktivitesi” olarak adlandirilmaktadir [20-21].

XOR aktivitesi gosteren her iki enzim de piirin katabolizmasinda son
basamag1 katalizlese de NAD" baglayabilme Ozellikleri yoniinden birbirlerinden
farkhidirlar. NAD" baglayabilen XD formu, hipoksantin ve ksantinin oksidasyonu
sirasinda ortaya ¢ikan elektronlan NAD™ya vererek molekiilin NADH’ya
indirgenmesine neden olmaktadir. NAD® baglama 6zelligi olmayan XO ise,
oksidasyon sirasinda aciga cikan elektronlari molekiiler oksijene transfer ederek
siiperoksid radikalinin olugmasina neden olmaktadir. XO formuna gore daha az olsa
da, XD da molekiiler oksijeni kullanarak ROS olusmasina neden olabilmektedir [20-
23]. XOR aktivitesi sonucu olusan ROS’un iskemi reperfiizyonun patolojisinde
onemli rol oynadigi bildirilmistir [21].
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Sekil 2.2. Piirinlerin yikimu ve iirik asid sentezi [23]



XO, elektron alicist olarak NADH’nin varli§inda nitratin nitrite ve nitritin de
NO’ya indirgenmesini katalize etmekte ve NO iiretebilmektedir. Bu yolla NO iiretimi
oksijenden bagimsiz oldugundan, yolagin o&zellikle NOS aktivitesinin hipoksi
nedeniyle smirlandigi iskemik bolgelerde, kan akiminin diizenlenmesinde rolii
olabilecegi diisiiniilmektedir. XO aracili nitrit rediiksiyonu i¢in Km degeri oldukca
yiikksek oldugundan, XOR’in bu fonksiyonunun fizyolojik ©Onemi tam olarak
bilinmemektedir [20-23].

2.2.2. XOR Aktivitesinin Regiilasyonu

XOR aktivitesi biitiin tiirlerde ve hemen her organda saptanmistir.
Memelilerde, karaciger ve barsakta yiiksek, diger organlarda ise daha diisiik aktivite
gostermektedir. Enzimin mRNA ve protein diizeylerinin dokular arasindaki dagilimi
aktiviteyle uyumludur [20-23]. Fizyolojik kosullar altinda, dolasimdaki XOR
konsantrasyonu diisiiktiir, ancak bazi hastalik durumlarinda dramatik olarak
yiikselmektedir. Akut viral hepatitte, enzimin dolasimdaki miktar1 normalin 1000
katma kadar cikmaktadir [20]. XD’in serum proteazlar tarafindan XO’a
doniistiiriilmesinden dolayi, dolasimdaki XOR’1n ¢ogu oksidaz formundadir. XO’1n
vaskiiler endotelyuma baglandig1 ve sonrasinda da hiicre i¢i kompartmanlara gecis
yaptig1 gosterilmistir [24].

Sitokinlerin XOR aktivitesini arttirdig1 ve bu aktivasyonun transkripsiyonel
diizeyde oldugu gosterilmistir [21]. Hipoksi ise enzimin aktivitesini
posttranskripsiyonel olarak arttirmakta, protein diizeyinde degisime neden
olmamaktadir. XOR’m  akut aktivasyonu, enzimin fosforilasyonu ile
gerceklesmektedir. Fosforilasyon bolgesi veya bolgeleri tam olarak bilinmese de,
fosforilasyonun kismen kazein kinaz II (CK2) ve p38 MAPK’lar tarafindan
diizenlendigi gosterilmistir [23]. Bu enzimlerin inhibitorleri hipoksi aracili XOR
fosforilasyonu ve aktivasyonunu engellemektedir [25].

Allopurinol, ksantin oksidorediiktazin ticari olarak satilan tek inhibitoriidiir.
Allopurinol inhibitor etkisini metaboliti olan oksipurinol {izerinden gdstermektedir.
Oksipurinol ksantin oksidazin yarigmaci inhibitoriidiir. Enzimin molibden bolgesine
baglanarak ksantinin {iirik aside oksidasyonunu engellemektedir. Allopurinol ve
oksipurinol diger piirin ve primidin bilesiklerine yapisal olarak benzediklerinden
spesifik inhibitorler degildirler. Febuksostat ise, piirin yapisinda olmayan yeni bir
ajandir ve ksantin oksidorediiktazin okside ve rediikte formlarini piirin ve primidin
metabolizmasindaki diger enzimlere etki etmeden inhibe etmektedir [23].

2.3. Serum Urik Asid Konsantrasyonunu Etkileyen Faktorler

Piirin yikiminda son iiriin olarak ortaya ¢ikan iirik asid, tirat oksidaz veya
diger adiyla iirikaz enzimine sahip olan tiirlerde karaciger peroksizomlarinda
eriyebilirligi daha yiiksek olan allantoine okside edilmektedir. Bu tiirlerde, piirin
katabolizmasinin son {iiriinii olan allantoin bobreklerden kolayca uzaklastirilmaktadir.
Memelilerin ¢ogunda bu enzim fonksiyonel olsa da insanda, kuyruksuz
maymunlarda ve bazi yeni diilnya maymunlarinda, miyosen ¢aginda (10-22 milyon
yil Once) meydana geldigi diisiinilen mutasyonlar nedeniyle iirikaz geni
fonksiyonunu kaybetmistir [1,2,9,10]. Bu tiirlerde iirikaz enziminin olmamasi ve
bobreklerde etkin bir iirat geri emilimi olmasi nedeniyle plazma iirat seviyesi diger



tirlerden ¢ok daha yiiksektir; Ornegin insanlarda plazma iirat konsantrasyonu 2
mg/dl’nin iizerinde iken, kemirgenlerde 0,5-2 mg/dl araligindadir [5,9,26].

Serum iirik asid konsantrasyonu hem genetik hem de ¢evresel faktorlerden
etkilenmektedir. insanda plazma iirat konsantrasyonunun erkekte 6,5-7 mg/dl’nin
izerine, kadinda ise 6 mg/dl’nin iizerine ¢ikmasi hiperiirisemi, 2 mg/dl’den diisiik
olmasi ise hipoiirisemi olarak adlandirilmaktadir [9,5,26]. Hiperiirisemi ve
hipotirisemi c¢esitli hastaliklarla iligkili oldugundan bu konu iizerine yapilan c¢ok
sayida arastirma vardir [1-9].

Serum {iirik asid diizeyini etkileyen cevresel faktorlerin basinda diyet
gelmektedir [1,2]. Hayvansal gidalar piirin yoniinden zengin olan besin
kaynaklanidir. Bu tiir besinlerin diyetten cikarilmasi veya azaltilmasi serum iirat
diizeyinde cok kisa siirede, onemli diizeyde azalmaya neden olmaktadir. Alkol
tilketim oran1 serum iirat konsantrasyonuna etkisi olan bir diger faktordiir. Alkol
kullanimindaki artig viicutta ATP yikiminda artig ile iligkili olarak {irat iiretiminin
artmasina neden olmaktadir. Etanoliin Asetil-Co A doniisiimiinii saglayan
reaksiyonlarda ATP kullanilmakta ve viicutta ADP ve AMP birikimine, sonug olarak
da iirik asid yapiminin artmasina neden olmaktadir [2].

Genel olarak viicutta net ATP yikimina ve AMP birikimine neden olan
kosullar serumda iirik asid artisina neden olmaktadir [1,2]. Alkol tiiketiminin yani
sira fruktoz alimi da bu yolla benzer bir etki gostermektedir [1,2,27,28]. Fruktoz iirik
asid metabolizmasina direk etkisi olan tek karbonhidrattir. Fruktozun karacigerde
fruktoz 6-fosfata doniigiimii sirasinda ATP kullanmaktadir. Bu nedenle fruktoz
alimindaki artis AMP birikimi ve piirin yikiminin hizlanmasi ile birliktedir. Sonug
olarak, fruktoz infiizyonundan sonra dakikalar i¢inde plazma ve idrarda iirik asid
konsantrasyonunda artmaktadir. Insanlarda ve kemirgenlerde, agiz yoluyla fruktoz
alimim takiben, serum irik asid konsantrasyonundaki artis 30 dakika icinde en
yiiksek degerine ulasmakta ve sonraki 90 dakika boyunca yiiksek olarak kalmaktadir
[29].

Viicutta yogun bir doku yikimi varsa, buna 6nemli miktarda DNA ve RNA
(niikleotid) salimmu eslik etmektedir. Bu durum, karacigere gelen piirin yiikiinde ve
buna bagh olarak da iirat tiretiminde ve serum iirat konsantrasyonunda onemli bir
arisa neden olmaktadir. Kemoterapi veya radyasyon terapisinin en genel
sonuglarindan birisi hiicre dongiisii veya hiicre lizisindeki artistir. Ozellikle 16semi ve
lenfomada cok sik karsilasilan bu durum “Timor lizis sendrom” olarak
adlandirilmaktadir [9]. Tiimor lizis sendrom, piirin yikimindaki artis ile uyumlu
olarak, serum {irat seviyesinde hizli bir artisla sonuglanmakta ve bunu idrar iirat
konsantrasyonundaki artis takip etmektedir. Uriner iirat artis1 tiibiil ici kristalizasyon,
tikanma ve akut bobrek yetmezligi ile sonuglanmaktadir. Tikanmanin uzamasi
halinde lokal inflamasyon veya interstisyal fibrozis goriilmektedir. Akut
hemodiyaliz, hidrasyon ve idrarin alkalizasyonuyla tedavide kullanilan yontemlerdir.
Timorlerin yani sira polisitemia vera, hemolitik anemiler ve hizli hiicre yikiminin
oldugu diger kosullarda da serum {irik asid artig1 goriillmektedir [9].



Diyete veya cesitli hastalik durumlarina baghh olarak goriilen {iirik asid
artislarina ilaveten, GFR’de veya iirik asid itrahinda azalmaya, ya da tiibiiler geri
emilimde artisa neden olan herhangi bir faktdr de kronik hiperiirisemiye neden
olabilmektedir. Diiiretik kullanimi renal iirat geri emilimini arttiran bir diger
hiperiirisemi faktordiir [9].

Egzersizde piirin yikimindaki artisa paralel olarak, serum ve idrar iirik asid
konsantrasyonu artisi daha ilerde tartisilacaktir [16-19].

2.4. Urik Asidin Fonksiyonel Onemi

Artis1 bir ¢cok patolojiye neden olsa da, iirik asidin bir antioksidan olarak
onemi fazladir. Urik asid, askorbik asid gibi suda eriyebilir 6zelligi olan dogal bir
antioksidandir [6,26,30-35]. Insan kaninda stiperoksid radikali, hidroksil radikali,
peroksinitrit ve tekil (singlet) oksijen gibi serbest radikallerin %60’1nin
siipiiriilmesinden sorumludur [34]. Urik asid, gegis metallerini baglama 6zelligine de
sahiptir. Ayrica proteinlerdeki tirozin rezidiilerinin peroksinitrit tarafindan
nitratlamasin1 engellemekte, boylece hiicresel enzimlerin inaktivasyonu ve hiicre
iskeletinde istenmeyen degisimleri engellemektedir [30,31]. Cok sayida ¢alismada
nitrasyonun iirat tarafindan inhibe edildigi gosterilmistir. Ornegin, kemirgenlerde
endojen {irat artigi, kalbi peroksinitrit aracili protein nitrasyonundan korumaktadir.
Urat (100 uM) sican embiryolarinda prenetal hipoksik hasar sonrasinda néronlarin
canli kalma oranin1 %20’den %80’e ¢ikarmustir [36]. Urik asid konsantrasyonundaki
azalis, viicudun peroksinitrit ve diger serbest radikallere kars1i antioksidan
kapasitesinde azalmaya neden olmaktadir. Antioksidan roliine uygun olarak, Waring
ve arkadaglar1 [33], ekzojen verilen iirik asidin oksidatif strese etkilerini gostermistir.
Saglikli goniilliilere intravenoz olarak verilen 1000 mg iirik asid, serumda serbest
radikal siipiirme kapasitesini, 1000 mg vitamin C’ye gore daha fazla arttirmaktadir
[33]. Urik asidin, atletlerde akut aerobik egzersiz ile ortaya cikan oksidatif stresi
azalttig1 gosterilmistir [34].

Hink ve arkadaglan, iirik asidin SOD3 yikimini engelledigini gostermistir
[37]. SOD3; siiperoksid anyonunu hidrojen peroksite doniistiiren hiicre dist bir enzim
olup endoteliyal ve vaskiiler fonksiyonlarin diizenlenmesinde 6nem tagimaktadir.
Normalde hidrojen peroksit bir feedback inhibisyon sonucu SOD3’ii inhibe
etmektedir. Urik asid, iirat radikaline doniiserek SOD3’iin rejenerasyonu saglamakta
ve hidrojen peroksit tarafindan inaktive edilmesine engel olmaktadir. Olusan {irat
radikali de potansiyel bir prooksidan olmasina ragmen, klasik oksidanlara kiyasla
cok daha diisiik bir reaktiviteye sahiptir ve askorbat varliginda tekrar iirat formuna
doniismektedir [37].

2.5. Hiperiirisemi ve Hastahklarla fliskisi

Urat ozellikle antioksidan rolii nedeniyle biiyiik nem tasisa da, genetik ve
cevresel faktorlerden dolay1r serum iirat konsantrasyonunun yiikselmesi yani
hiperiirisemi, beraberinde bazi sorunlar1 da getirmektedir. Hiperiirisemi ile
iliskilendirilen hastaliklarin basinda gut ve bobrek tasi (nefrolitiazis) gelmektedir.
Ayrica hipertansiyon, vaskiiler hastalik ve bobrek yetmezligi gibi hastaliklarin
patogenezinde serum iirik asid artiginin roliinii gosteren bulgular vardir [1-6, 38].



2.5.1.Gut

Gut, iirat ya da {irik asidin eklemlerde kristalizasyonu sonucu gelisen
inflamatuar bir artrittir. Fizyolojik sivilardaki iirat konsantrasyonu arttikca
siipersatiirasyon ve kristal olugsma riski de artmaktadir. Antihiperiirisemik tedavinin
tekrarlayan gut ataklarinda %80’e varan azalmaya neden olusu, serum iirik asid
diizeyi ve gut arasindaki nedensel iliskiyi desteklemektedir. Eklem sivisinda iiratin
eriyebilirligini 1s1, pH, katyonlarin konsantrasyonu, eklem dehidrasyonu gibi
faktorlerin yam sira kollojen, kondroitin siilfat ve proteoglikan gibi kristal olusumu
icin c¢ekirdeklenme saglayan ajanlarin varligir da etkilemektedir. Bu faktorlerdeki
cesitlilik nedeniyle hiperiirisemi hastalarinin hepsinde gut riski aym degildir
[1,2,9,39].

2.5.2. Hipertansiyon

Hiperiirisemi genel popiilasyonda hipertansiyonun habercisi olup, serum iirik
asid konsantrasyonu ve hipertansiyon gelisimi arasindaki pozitif korelasyon
gosterilmistir [5,6].

Sicanlarda yapilan calismalar, bir iirikaz inhibitorii olan oksonik asidin 3-5
hafta icerisinde, orta diizeyde hiperiiriseminin yani sira kan basincinda da artisa
neden oldugunu gostermistir. Bu siganlarda zamanla renal mikrovaskiiler hastalik
gelismekte, afferent arterioller kalinlagmakta ve bazen de hyalinozis gelismektedir
[40]. Arastiricilar, {irik asid artisina baglh hipertansiyona, bobrek makula densasinda
nNOS azalist ve renin-angiotensin sistemindeki aktivasyonun aracilik ettigini
gostermistir [5,6,40].

Urik asidin damar diiz kas hiicrelerine etkileri calistlmistir. Molekiiliin diiz
kas hiicresine girisini saglayan spesifik tasiyicilar tam olarak bilinmese de voltaja
duyarh tirat kanallarinin ve organik anyon tasiyicilart rolii olduguna dair bulgular
vardir [41,42]. Damar diiz kas hiicresine giren iirik asid, hiicre proliferasyonuna
neden olmaktadir. Urik asidin bu etkisinde, MAP kinaz, COX-2, PDGF, MCP-1 ve
CRP artisinin araci oldugunu gosteren calismalar vardir [40,42-44].

Urik asidin endotel iizerindeki etkileri antiproliferatif yondedir. Ayrica
endotelial NO salinmmimi inhibe ederek antioksidan 6zelligine zit bir etki ortaya
koymaktadir [45,46]. Aort halkalarinda yapilan bir calismada, asetilkolin aracili
gevseme yanitinin, iirik asid varliginda doza bagli olarak inhibe oldugu gosterilmistir
[47]. Hiperiirisemik sicanlarda diisiik olan plazma nitrit konsantrasyonu,
hiperiiriseminin  Allopurinol ile tedavi edilmesi sonucu normal diizeylerine
yiikselmistir [45]. Ayrica, hiperiirisemik sicanlarin bobrek makula densasinda nNOS
azalis1 gosterilmistir [48-51]. Urik asidin endotel hiicrelerinde 1-arginaz enzimini de
stimiile etmesi NO azaltic1 etkisiyle uyumludur [43]. Insanlarda yapilan calismalar
da, endotel hiicresindeki fonksiyon kaybina iirik asidin etkisini dogrulamaktadir.
Insanda, plazma iirik asid seviyesindeki artis endoteliyal fonksiyon kaybi ve NO
azalis1 ile birliktedir. Urik asid seviyesini diisiirmek, asemptomatik hiperiirisemili,
konjestif kalp yetmezlikli, diyabetli, hiperkolesterolemik hastalarda endotel
fonksiyonlarmi diizeltmektedir. Bu sonuclar, iirik asidin endotelial NO seviyesini
belirleyen gii¢lii bir regiilator oldugunu gostermektedir [43,52].



Kang ve arkadaslar1 [52] endotel hiicresinde iirik asidin CRP ekspresyonunu
arttirdigint gostermistir. Arastiricilar {irik aside baghh NO azalisina CRP artisinin
aracilik ettigini belirtmektedir. Sonug¢ olarak, iirik asid tarafindan NO’nun
inhibisyonu renal vazokonstriksiyon ve iskemik hasarin artmasimm saglayan bir
mekanizma olarak goriilmektedir.

2.5.3. Bobrek Tas1 (Nefrolitiazis)

Daha once de belirtildigi gibi, iiratin ¢oziinebilirligi iirik asite gore daha
fazladir. pK1 degeri olan 5,75’in altindaki pH degerlerinde daha az ¢oziiniir olan iirik
asid formu hakimdir. Idrar pH’simin 5,75’in altinda olmasi ve idrarda iirik asid
konsantrasyonunun artmasi, iiriner sistemde tirik asid kristallerinin olugmasina neden
olmaktadir. Bu sekilde olusan iirik asid taslari iiriner taslarin %5-10"undan
sorumludur. Urik asid taslari, sadece iirik asitten veya kalsiyum ve iirat
kombinasyonundan olusmaktadir. Idrarla atilan iirat miktarinin erkekler giinliik 800
mg’dan, kadinlarda 750 mg’dan fazla olmasi iiriner taslarin olusumuna neden
olmaktadir. Kalsiyum tasi olan hastalarin yaklasik %15-20’sinde ayni zamanda
hiperiirikoziiri de vardir. Ancak serum ve idrar iirik asid diizeyleri normal olan
bireylerde de iirik asid taslar1 olusabilmektedir [53,54].

2.5.4. Bobrek Yetmezligi

Gut hastalarinin ¢gogunda hafif veya orta diizeyde bobrek fonksiyon kaybinin
gelismesi iirik asid diizeyi ve bobrek hastaliklari arasinda muhtemel bir baglantiya
isaret etmektedir. Deneysel hiperiirisemik siganlarda, orta diizeyde renal hastalik
gelisimi gosterilmistir. Bu hayvanlarda hafif proteiniiri, renal arterioler degisimler,
glomeriiler hipertrofi, tiibiilointerstisyal fibrozis ve glomeriilosklerozis goriilmektedir
[3-5,40,51]. Hiperiirisemiden once sicanlarda bir bobrek hastaliginin olmasi, renal
lezyonlarda artisa neden olmaktadir. Sonug¢ olarak hiperiirisemi renal hastaliklar
indiikledigi gibi hastaligm ilerlemesine de katkida bulunmaktadir. Urik asid renin-
angiotensin sisteminin aktivasyonunu saglayarak bobrek hastaliginin kotiilesmesine
neden olmaktadir. Renin-angiotensin sistemi; hem sistemik ve glomeriiler basing
artisina hem de renal ve vaskiiler hiicrelerin fibrozisine yol acgarak renal hastaligin
ilerlemesine katkida bulunmaktadir [3-5,40,44,48,53].

2.5.5. Akut Bobrek Yetmezligi

Akut iirat nefropatisi akut bobrek yetmezliginin tiplerinden birisidir.
Genellikle tiimor lizis sendromunun bir komplikasyonu olarak goriilse de
rabdomiyolizisde ve baska durumlarda da goriilmektedir. Urik aside baghi akut
bobrek yetmezliginde renal vazokonstriksiyona bagli tiibiiler hasar onemli rol
oynamaktadir [54]. Deneysel hiperiirisemili siganlarda renal vazokonstriksiyon
gosterilmistir. Bu sicanlarda, afferent arteriol direncindeki biiyiik artisa ragmen
efferent arteriolde daha kiiciikk bir diren¢ artisi olmakta ve buna tek nefron
GFR’sindeki azalis eslik etmektedir. Urik asid seviyesinin allopurinol tedavisiyle
diisiiriilmesi renal vaskiiler direncin normale donmesini saglamaktadir [49,50]. Renal
kan akiminda iirik aside bagli azalis L-arginin varlifinda diizeldiginden, arastiricilar
bu etkinin nitrik oksid kaybindan kaynaklandigin1 belirtmektedir. Bu bulgu iiratin
endotelde NO salinimin1 azaltici etkisiyle uyumludur [54,49-51].



Deneysel hiperiiriseminin en 6nemli sonuclarindan birisi de preglomeriiler
arteriol hastalifinin gelismesi ve buna baglh olarak da bobrek otoregiilator cevabin
zayiflamasidir [4,48,50,51]. Arteriolopati iirik asidin dogrudan etki ederek damar diiz
kas hiicre proliferasyonunu stimiile etmesi, dolayli olarak da renin angiotensin
sistemini aktive etmesi ve endotelial NO azalis1 yapmasiyla gelismektedir [3,5].

Urik asidin vazokonstriktif, proinflamatuar, pro-oksidatif ve antiangiojenik
ozelliklerine ve bu Ozellikleriyle akut bobrek yetmezligi gelisimine katkida
bulunmasina ragmen, yukarida da belirtildigi gibi trik asid ayni zamanda
antioksidandir ve insan plazmasinda en bol bulunan antioksidan olarak kabul
edilmektedir. Urik asidin antioksidan ve NO koruyucu ozelligi ile hiperiirisemide
veya yliksek iirik asid konsantrasyonlarinda endotelyal NO’nun azaldigi bulgusu
birbirine zittir. Arastiricilar siddetli oksidatif stres kosullarinda iirik asidin bir miktar
antioksidan yarar saglasa da, serum iirik asid diizeyinde meydana gelen uzun siireli
ve biiyiik artislarin (> 7 mg/dl) yararli olmadigim diisiinmektedir [49].

2.5.6. Serum Urik Asid Seviyesini Diisiiren Yaklasimlar

Urik asidin gut olugmasi ve gelisimindeki roliiniin yam sira, hipertansiyon,
kardiyovaskiiler hastaliklar ve renal hastaliklara olan potansiyel katkisi nedeniyle
insanlarda serum {irik asid konsantrasyonunu diisiirmek {izere cesitli tedavi
stratejileri ~ gelistirilmistir. Baslangic  olarak, hiperiiriseminin ¢ogu sebebi
diizeltilebilir oldugundan, diyetsel ve yasam tarzi1 degisiklikleri Onerilmektedir.
Bunlarin arasinda protein ve alkol tiikketiminde azalig ve obezitenin azaltilmasi
gelmektedir.

Kronik hiperiiriseminin tedavisinde kullamilan 2 tip ilag vardir. Bunlardan
ksantin oksidaz inhibitorleri, endojen iirat iiretimi artmig olan hastalarda
kullanilmaktadir. Bir ksantin oksidaz inhibit6rii olan allopurinol, iirik asid sentezini
son 2 basamaginda bloke etmektedir. Allopurinol ile tedavi sonucunda, plazmada
irat konsantrasyonu azalirken, iirat sentezinde Onciil molekiiller olan ksantin ve
hipoksantin miktar1 artmaktadir [20-23]. Hastada hiperiiriseminin nedeni iiriner iirat
itrahindaki azalis ise irikoziirik ilaglar Orne8in probenesid, siilfinpirazon ve
benzbromaron kullanilmaktadir. Bu ilaglar, tiibiiler tirat geri emilimden sorumlu
tagiyict olan URAT1’i inhibe etmekte ve bu sekilde idrar ile uzaklastirilan iirat
miktarini arttirarak serum iirik asid konsantrasyonunu normale getirmektedir [2].

2.6. Urat Azahs1 ve Hastahklar

Serum {iirik asid seviyesinin normal konsantrasyonlarin altinda olmasi
multiple skleroz, optik norit, Parkinson ve Alzheimer gibi hastaliklar ile iliskilidir.
Diisiik tirik asid seviyesi ve kan beyin bariyeri disfonksiyonu arasindaki korelasyon
gosterilmistir [55]. Ozellikle multiple skleroz tedavisinde ekzojen iirik asidin
kullanilabilecegine dair ¢alismalar vardir. Multiple skleroz modeli olarak kullanilan
deneysel alerjik ensefalitli farelerde, tirat uygulanmasi hastaligin siddetini
azaltmaktadir. Hastaligin baslangicindan 6nce iirat verilmesi kan beyin bariyerinden
gecen makrofaj ve diger inflamatuar hiicre sayisinda azalmasina neden olmaktadir
[7,56,57]. Ayrica, yine multiple skleroz hastalarinda, iirik asid prekiirsorii olan inozin
tedavisinin hastaliginin ilerlemesini durdurdugu gosterilmistir [58,59].
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Parkinson ¢aligmalar1 i¢in kullamilan hayvan modellerinde, iirik asid
uygulamasinin oksidatif stresi azalttifi ve hiicre Oliimiine karsi koruyucu oldugu
gosterilmistir [60].

2.7. Bobrekler

Bobrekler viicut i¢ dengesinin korunmasinda hayati oneme sahip organlardir.
Sekresyon ve geri emilim fonksiyonlar1 sayesinde bobrekler; kan basinicinin ve kan
hacminin diizenlenmesi, plazma -elektrolit konsantrasyonunun sabit tutulmasi,
metabolik atiklarin ve viicut i¢in zararh bilesiklerin uzaklastirilmasi ve asit baz
dengesinin korunmasi gibi viicut icin elzem iglevlerin yerine getirilmesini
saglamaktadir. Aym zamanda endokrin bir organ olarak da tanimlanabilen
bobreklerde eritropoietin, renin, kalsitriol, endotelin-1, prostaglandin E2 ve F2a ile
nitrik oksid gibi hormonlarin sentezi de ger¢eklesmektedir [61]. Tiim bunlarin yani
sira bobrekler glukoneogenez fonksiyonlari ile metabolizmanin diizenlenmesine
katkida bulunmaktadir. Bobreklerin glukoneogenez fonksiyonu ozellikle ileri aclik
durumlarinda 6n plana ¢ikmaktadir [62].

Bobregin en kiigiikk fonksiyonel birimi olan nefron vaskiiler ve tiibiiler
yapilardan olugmaktadir (Sekil 2.3). Nefronun vaskiiler kismi1 olan glomeriiler
kapiller ag, yiiksek permeabilitesi ve hidrostatik basinci ile diger kapiller yataklardan
ayrilmaktadir. Glomeriiler kapillerlerden filtre olan sivi, glomeriiler yapiy1 saran
Bowman kapsiilii icine ge¢mekte ve sonra nefronun tiibiiller kismi iginde
ilerlemektedir [61].

Distal
‘Esas Hiicre

D oma

Sekil 2.3. Nefronun genel yapisi [61]
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Glomeriiler kapillerlerden gecerek bowman kapsiilii icine gecen ve oradan
tiibiiler yapilar boyunca ilerleyen ultrafiltratin igerigini filtrasyon bariyerinin
ozellikleri belirlemektedir. Plazmadaki ¢apt 8 nm’den biiyiikk molekiillerin hicbiri
filtrasyon bariyerini ge¢emezken, capt 4 nm’dan kiiclik suda eriyebilen tiim
molekiiller bu bariyeri gegerek ultrafiltrasyona ugramaktadir. Cap1 4 ile 8 nm
arasinda olan molekiiller ise yiikleri ile iligkili olarak filtrasyona ugramaktadirlar.
Bowman kapsiiliine giren ultrafiltratin bilesimi, nefronun tiibiiler segmentleri olan
proksimal tiibiil, inen Henle, cikan Henle, distal tiibiil ve toplayici tiibiil
segmentlerinde geri emilim ve sekresyon yoluyla degismekte ve en sonunda idrar
olusmaktadir [61].

2.8. Proksimal Tiibiil

Nefronun geri emilim ve sekresyon agisindan en Onemli tiibiiler segmenti
proksimal tiibiildiir. Bowman kapsiiliinden hemen sonra baglayan bu tiibiiler yapi,
korteks medulla sinirina kadar ilerlemekte ve medullada inen ince henle olarak
devam etmektedir. Proksimal tiibiil S1, S2 ve S3 olarak adlandirilmis ve fonksiyonel
olarak kiiciik farkliliklar gosteren 3 alt segmentten olugmaktadir. Tiibiil liimeni,
fircams1 apikal membran ve bol mitokondri igerigi ile karakterize epitel hiicreleri ile
astarlanmistir. Epitel hiicre tabakasindaki hiicreler liiminal taraflarindaki siki baglanti
bolgeleri ile birbirine baglanmis olsa da, elektriksel direncin ¢ok diisiik olmast
nedeniyle bu bolgelerin gegirgenligi oldukg¢a yiiksektir. Ayrica, epitel hiicrelerinin
apikal ve bazolateral membraninda bulunan ¢ok sayida tasiyici protein, kanal proteini
ve pompa proksimal tiibiilde geri emilim ve sekresyona aracilik etmektedir. Hiicreler
aras1 siki baglant1 bolgelerinden veya transseliiler yoldan geri emilen su ve soliitler,
proksimal tiibiilii cevreleyen peritiibiiler kapillerler sistem araciligi ile kana
verilmektedir [61].

Proksimal tiibiil fonksiyonlarim1 metabolik, geri emilim ve sekresyon olmak
tizere 3 baglikta toplamak miimkiindiir.

2.8.1. Proksimal Tiibiiliin Metabolik Fonksiyonlari

Viicutta yeterli glukoneojenik enzim aktivitesinin ve glukoz-6-fosfataz
aktivitesinin oldugu, yani glukoneogenez yoluyla dolasima glukoz destegi
saglayabilen dokular sadece karaciger ve bobreklerdir. Normal postabsorptif
kosullarda ve kisa siireli aclikta glukoneogenezin gerceklestigi tek doku karacigerdir.
Ancak, uzun siireli aclhik ve asidoz kosullarinda bobrek dokusu 6nemli bir glukoz
kaynag1r haline gelmektedir. Proksimal tiibiil hiicrelerinde gerceklesen renal
glukoneogenez icin kullanilan en 6nemli substratlar arasinda laktat, glutamin ve
glisin bulunmaktadir [62].

Proksimal tiibiiliin bir diger metabolik fonksiyonu glutaminden amonyak
tiretimidir. Proksimal tiibiil hiicresinde glutaminin hiicre dis1 ve mitokondriel olarak
deaminasyonu sonucu amonyak iiretilmektedir. Glutaminin iki molekiil amonyaga
tamamen oksidasyonu sonucu iki molekiil de bikarbonat iyonu agiga ¢ikmaktadir.
Bazolateral tasiyicilar ile kana verilen bikarbonat iyonu viicut sivilarinin
tamponlanmasina aracilik ettiginden, proksimal tiibiiliin ‘“amonyagenez” olarak
tanimlanan bu fonksiyonu asidozda biiyiilk 6nem kazanmaktadir. Viicutta rezerv
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alkalinin azaldig1 asidoz durumunda proksimal tiibiillde amonyagenez artmaktadir
[63,64].

2.8.2. Proksimal Tiibiilde Geri Emilim

Proksimal tiibiil geri emilim fonksiyonunda, tiibiil epitel hiicresinin
bazolateral membranda bulunun Na'/K'-ATPaz pompasmin onemi biiyiiktiir. Bu
pompanin olusturdugu hiicre i¢i ve liiminal sivi arasindaki sodyum gradienti ¢ok
sayida molekiiliin geri emilimi i¢in siiriicii kuvveti olusturmaktadir. Epitel hiicresi
icine dogru olan sodyum gradienti apikal membranda bulunan ve sodyum ile
eslesmis tastyicilar iizerinden sekonder aktif olarak glukoz, amino asid, siilfat ve
fosfat gibi molekiillerin geri emilimine aracilik etmektedir. Sodyum ile eslesmis
transportlar arasinda Na-glukoz (SGLUT’lar), Na-aa, Na-monokarboksilat, Na-
dikarboksilat, Na-siilfat ve Na-fosfat estasiyicilar1 bulunmaktadir [61].

Ultrafiltrata gegen sodyumun yaklagik %70’1 proksimal tiibiillerden geri
emilmektedir. Bikarbonat ve klor anyonlarinin sodyumu takiben geri emilmesi
elektriksel notralizasyon saglamaktadir. Proksimal tiibiiliin suya gecirgen yapisi, geri
emilen elektrolitlere, ozmotik gradient dogrultusunda suyun da eslik etmesine ve geri
emilmesine izin vermektedir [61].

Proksimal tiibiil, ultrafiltrata gecen glukoz, amino asid ve kagak proteinlerin
nefron boyunca geri emildigi tek tiibiil segmenti olmas1 nedeniyle 6nem tasimaktadir.
Bu molekiillerin proksimal tiibiilde geri emilememesi veya geri emilim esiginin
asilmasi idrarda goriilmelerine neden olmaktadir [61].

2.8.3. Proksimal Tiibiilde Sekresyon

Hidrojen ve amonyum iyonunun yani sira organik katyon ve organik anyon
sinifina giren cok sayida molekiiliin ultrafiltrat icine salgilandigr yer proksimal
tiibiillerdir. Proksimal tiibiiller, sekresyon fonksiyonu araciligi ile basta viicut asid
baz dengesinin saglanmasi olmak iizere, igcinde toksik etkileri de olan ¢ok sayida
organik katyon ve anyonun viicuttan uzaklastirilmasini saglamaktadir.

2.8.4. Hidrojen Sekresyonu

Proksimal tiibiilde sekrete edilen hidrojen iyonu viicut asid-baz dengesinin
saglanmasinda rol oynamaktadir. Karbonik asidin iyonlarma ayrilmasiyla epitel
hiicresi iginde olusan hidrojen iyonu, apikal membranda bulunan Na'/H" es-
degistiricisi (NHE) aracili sekonder aktif transport ile liimene verilmektedir.
Karbonik asidin iyonlarina ayrilmasiyla olusan bikarbonat iyonu da bazolateral
membrandan Na"™-HCO;, K*™-HCOs™ es tastyicilart ve CI-HCO; es-degistiricisi
aracili kana ge¢cmekte ve boylece asidozun kontroliinii saglamaktadir. Hidrojen
sekresyonunda anahtar proteinlerden birisi olan NHE nin NHE1, NHE2 ve NHE3
olmak iizere 3 izoformu vardir. Bunlardan NHE3, proksimal tiibiilde en fazla
bulunan izoformudur [65]. Tiibiiler hidrojen sekresyonuna H"-ATPaz’larin katkis1 da
gosterilmistir [66]. NHE3’iin yan1 sira bikarbonat emiliminde gorevli tasiyicilardan
birisi olan Na'™-HCO3 es tasiyict aktivitesi viicut asid-baz dengesindeki
degisimlerden benzer sekilde etkilenmekte ve asidozda daha fazla hidrojen
sekresyonu ve bikarbonat emilimine aracilik ederek homeostazisin saglanmasina
aracilik etmektedirler. Tiibiil liimeninde bulunan bikarbonat iyonu, amonyak, dibazik
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fosfat ve siilfatlar, liimene salinan hidrojen iyonunun titrasyonunda ve liiminal
pH’ nin diizenlenmesinde rol oynamaktadir [61].

2.8.5. Organik Katyon Sekresyonu

Proksimal tiibiil renal organik katyon sekresyonun gerceklestigi esas nefron
segmentidir. Organik katyonlar fizyolojik pH’da net pozitif yiikii olan heterojen
yapidaki bilesikler olup, molekiiler agirliklarina gore tip I ve tip II olarak
siniflandirilirlar. Tip I organik katyonlar tetraetilamonyum, tributilmetilamnyum ve
prosinamid etobromid gibi nispeten kiiciik (<400 mol wt) monovalant bilesiklerdir.
Tip II organik katyonlar ise d-tubocurarine, vercuronium ve hexafluorenium gibi
daha biiyiik (>500 mol wt) ve polivalent bilesiklerdir. Aktif olarak sekrete edilen
endojen organik katyonlar arasinda kolin, epinefrin ve dopamin sayilabilir. Ancak bu
yolak daha cok alkaloidlerin, diyet orijinli heterosiklik bilesiklerin, tedavi veya
destek amacgli alinan katyonik ilaclarin veya nikotin gibi katyonik cevresel
toksinlerin viicuttan uzaklastirildig: bir mekanizmadir [67,68].

Organik katyon sekresyonu basitce, peritiibiiler kapillerlerdeki organik
katyonlarin proksimal tiibiil epitel hiicresine bazolateral taraftan girisi ve apikal
membran tarafindan liimene gecisi seklinde olmaktadir. Tip I organik katyonlarin
bazolateralden girisi kolaylastirilmig difiizyonla veya elektrondétral antiport yoluyla
gerceklesmektedir. Hiicre igine dogru olan negatif potansiyel fark organik
katyonlarin proksimal hiicrelerinde kana oranla 10-15 kat daha yiiksek
konsantrasyonda olmasini saglamaktadir. Proksimal tiibiil epitel hiicresine girise
aracilik eden tasiyic1 proteinler organik katyon tastyicist (OCT) 1, 2 ve 3’tiir. Tip I
organik katyonlarin liiminal membrandan ¢ikisi, tasiyici aracili hidrojen iyonu ile yer
degistirmesi seklinde olmaktadir. Bu degisime aracilik eden proteinler organik
katyon/karnitin tasiyicist (OCNT)-1 ve 2°dir. Organik katyon/hidrojen degisimi
transliminal hidrojen iyon gradientine bagli olarak, organik katyonlarin hiicreden
ayrilip limende birikmesini ve net transepitelial sekresyonunu saglamaktadir.
Sekresyon liiminal hidrojen konsantrasyonunda dolayisi ile hidrojen sekresyonunda
gorev alan NHE3 ve H" -ATPaz’a baghdir [67).

Tip I organik katyonlarin aksine tip Il organik katyonlari proksimal tiibiil
hiicresine girisi difiizyon ile olmaktadir. Bu tip organik katyonlarin epitel
hiicresinden ¢ikis1 apikal membranda yerlesmis olan MDR1 (multidrug resistance
transporter) aracili olmaktadir [67,68].

2.8.6. Organik Anyon Sekresyonu

Organik katyonlarda oldugu gibi, organik anyonlarin da renal sekresyonu
primer olarak proksimal tiibiillerde gerceklesmektedir. Organik anyonlar; kimyasal
olarak heterojen yapida olan ve fizyolojik pH’da net negatif yiike sahip olan
substratlardir. Nispeten kiiciik (400-500 kDa’dan kiigiik) ve hidrofilik yapidaki
organik anyonlar, 6rnegin PAH, iirat, cAMP, cGMP Tip I organik anyonlar olarak
tanimlanmaktadir. Safra asidleri ve glukronid konjugatlar gibi daha biiyiik (400-500
kDa’dan biiyiik) ve hidrofobik yapida olan organik anyonlar ise Tip II organik
anyonlar olarak adlandirilmaktadir. Ekzojen ve endojen metabolitlerin yani sira
ilaclar, bitkisel ve hayvansal toksinler dahil ¢cok sayida molekiil organik anyon
tanimina uymaktadir. Tip I organik anyonlar tercihen bdobrekler araciligr ile
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uzaklastirilirken, Tip II'ler karaciger iizerinden safra yoluyla viicuttan atilmaktadir
[67-70].

Organik anyonlarin sekresyonu, organik katyonlara benzer sekilde peritiibiiler
kapillerlerden epitel hiicresine giris ve ardindan apikal membrandan liimene
sekresyon olmak iizere iki basamakta gerceklesmektedir. Peritiibiiler organik
anyonun epitel hiicresine girisi sekresyonda hiz kisitlayic1 basamak olup, tigiinciil
aktif transportla gerceklesmektedir. Bu basamakta, bazolateral membranda bulunan
organik anyon tasiyicilari (OAT) rol oynamaktadir. OAT1, OAT2 ve OAT3 olarak
adlandirilan bu tasiyicilar, organik anyonlarin intraseliiler metabolizma sonucu
olusan o-ketoglutarat ile yer degistirmesini saglamaktadir. Organik anyonla yer
degistirip hiicre disina c¢ikan o-ketoglutaratin tekrar hiicreye alinis1 ve hiicre igi
konsantrasyonunun yiiksek tutulmasi ise Na*-dikarboksilat kotransporter (NaDC)
tarafindan sekonder aktif transport ile saglamaktadir [67,68].

Apikal membranda organik anyon transportu hakkinda bilinenler daha az
olmakla birlikte, tasiyict aracili anyon esdegisimi ve elektrojenik kolaylastirilmisg
difiizyon mekanizmalar1 aracili sekresyonun gergeklestigi bildirilmektedir. Organik
anyonlarin liimene gecisine aracilik eden tastyicilar arasinda MRP2, OAT4, OATVI,
OAT-K1, OAT-K2 sayilabilir [67].

Bu ¢aligmanin aragtirma konusu olan iirat da bir organik anyondur. Ilerleyen
paragraflarda iiratin renal transport mekanizmasi ve transportuna katilan tasiyici
proteinler hakkinda detayli bilgi sunulmustur.

2.9. Renal Urat Transportu

Tipik bir organik anyon olan iiratin proksimal tiibiildeki transportu renal
fizyolojide organik anyon transportunun en onemli konularindan birisidir. Serum tirat
konsantrasyonu esas olarak renal proksimal tiibiill hiicreleri tarafindan
diizenlenmektedir. Proksimal tiibiilde iirat geri emilim veya sekresyonunu etkileyen
faktorler dogrudan serum {iirat konsantrasyonunun da degismesine neden olmaktadir
[9,10,53].

Dolasimda bulunan iiratin %5’den az bir kismi1 proteinlere bagh oldugundan,
irat renal glomeruler filtrasyon bariyerinden kolayca gecmektedir. Ultrafiltrattaki
irat konsantrasyonu plazma ile yaklasik aynidir ve bunun hemen hepsi geri emilir,
atilan kisim filtre olanin yaklasik %5-10’1uk bir kismdir [53,71].
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(1) Glomeriiler
Filirasyon %100
81 Segmenti
(2) Geri Emilim
. |(3) Sekresyon i
52 Segmenti %50
0ATI, OAT3
UAT, MRP4
53 Segmenti (4) Sekresyon Sonrasi
ﬂ 3 Geri Emilim %40
Idrar iirat
%10

Sekil 2.4. Renal iirat transportunu agiklayan 4 bilesenli model [72]

Renal iirat transportu 4 basamaktan olusan bir modelle a¢iklanmaktadir (Sekil
2.4) [9,10]:

1. Basamak; Glomeriiler Filtrasyon: Glomeriiler kapillerlerden gecen
kanda bulunan iiratin hemen hepsi filtrasyon bariyerinden gecerek proksimal tiibiile

ulagmaktadir.

2. Basamak; Geri Emilim: Ultrafiltratta bulunan iiratin yaklasik %99’u
proksimal tiibiiliin S1 segmentinden geri emilmektedir.

3. Basamak; Sekresyon: S1 segmentinde geri emilen iiratin yaklagik %50’si
S2 segmentinde tiibiil limenine sekrete edilmektedir.

4. Basamak; Sekresyon Sonrasi Geri Emilim: S3 segmenti salgilanan
iratin yeniden geri emildigi diiz proksimal tiibiil segmentidir. Yaklasik %40 oraninda
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geri emilim gerceklesir. Sonucgta tamamu filtre edilen iiratin sadece %5-10’luk bir
kismui idrarla atilmaktadir [9,10,53,72].

Proksimal tiibiilde tiratin geri emilim ve sekresyonundan sorumlu tastyicilarin
cogu organik anyon tasiyicisi ailesine ait proteinlerdir. Urat tasiyicisi-1 (URAT1),
organik anyon tastyicilart OAT1, OAT3, OAT4, UAT (urate transporter/channel) ve
ATP-bagimhi kaset tasiyicilarindan MRP4 (Multidrug Resistance Protein 4)
transepitelial {irat transportuna aracilik eden tasiyicilardir (Sekil 2.4 ve 2.5)
[9,10,53,72].

2.9.1. Urat Geri Emilimi
Ultrafiltrata gegen iiratin, %99’unun S1 segmentinde epitel hiicresi icine
alimmasi yani geri emilimi, esas olarak URAT]1 aracili olmaktadir (Sekil 2.4 ve 2.5).

URAT1: Bir iirat/anyon esdegistiricisi olan URAT1 proksimal tiibiil hiicrelerinin
apikal membraninda lokalize olmustur. 12 adet transmembran domaini olan proteinin
1. ve 2. transmembran domaininde N-glikozilasyon bolgeleri, 6. ve 7. transmembran
domainlerinin hiicre i¢i tarafinda PKC ve PKA fosforilasyon bélgeleri bulunmaktadir
[73,74]. Yapisinda bulunan PDZ domaini, tasiyici aktivitesinin diizenlenmesinde
onemli rol oynamaktadir [75]. Western blot analizleri URAT1 molekiil agirliginin
insanda 57 kDa ve farede 62-70 kDa oldugunu gostermektedir [73,74,76,77].

Proksimal Tiibiil Limeni

MMembran

Sekil 2.5. Proksimal tiibiilde iirat geri emilimi ve sekresyonunda gorevli tagiyicilarin lokalizasyonu
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URAT]I, ultrafiltratta bulunan iirat1 tiibiil epitel hiicresi i¢cine alirken ayni
zamanda, elektriksel dengeyi saglamak iizere tiibiil limenine bir anyon gecisini
saglamaktadir. Bu degisimde liiminal iirata karsilik, hiicre ici laktat, nikotinat,
asetoasetat, hidroksibiitirat, hidroksil, bikarbonat ve klor gibi monovalan anyonlar
kullanmilmaktadir [1,9,11].

URAT1 ekspresyonu bobrekte proksimal tiibiil apikal membrani ile kisitlidir.
Ancak, son yapilan bir ¢alismada insanda damar diiz kas hiicresinde de URATI1
mRNA ve protein ekspresyonu oldugu gosterilmistir [41].

URAT!’in ekspresyonu cinsiyetler arasinda farklilik gostermektedir.
Farelerde yapilan ¢alismalar, erkeklerde URAT1 ekspresyonunun disidekinden fazla
oldugunu gostermistir [67]. hURAT1 gen promoter bolgesinde yapilan calismalarda
ise promoter aktivitesinin testosteron aracili arttigi bildirilmistir [78]. Erkekte
URATI1 ekspresyonunun fazla olmasi serum iirat konsantrasyonunun disilerden
yiiksek olmasi ile uyumludur.

Insanlarda, renal {iirat tutulumu ve serum iirat konsantrasyonunun
regiilasyonunda URAT1’in 6nemi idiyopatik renal hipoiirisemili hastalarda carpici
bir sekilde goriilmektedir [79]. Idiyopatik renal hipoiirisemi, goriilme sikligi %0.12
olan iirik aside 0Ozgii, defektif renal transport hastalifidir. URAT1’in geni olan
SLC22A12’deki bir mutasyondan kaynaklanmaktadir. Tiibiiler iirat geri emiliminin
olmadig1 bu hastalik, serum iirat seviyesinin diisiik olmast (genellikle 2 mg/dl’nin
altindadir), egzersiz ile indiiklenen akut bobrek yetmezligi ve kronik renal
disfonksiyon ile karakterizedir. Japon herediter renal hipoiirisemili hastalarin %80-
90’inda hURATI1 genindeki mutasyonlar gosterilmistir [80]. Diger yandan,
hiperiirisemi ve gut hastalarinda URAT1’de tek niikleotid polimorfizmi ve cerceve
kaymasi mutasyonu gosterilmistir. Bu genetik korelasyonlar URAT1’in {irat
homeostazisindeki 6nemini gostermektedir. Nonselektif proksimal tiibiil fonksiyon
kaybimmin oldugu Fanconi sendromunda, glukoz, amino asid ve elektrolit geri
emilimindeki azalmanin yam sira iirik asid geri emilimi de bozulmakta ve
hipoiirisemi gelismektedir [81].

) URATI1 bobrekte iirat transportunun yalnizca bir agamasindan sorumludur.
Uratin bazolateral membrandan kana gecis yolu hala kesin olarak bilinmemektedir.
Ancak voltaja duyarl iirat tasiyicilar ile hiicreden ¢iktigi belirtilmektedir [53,72].

2.9.2. Urat Sekresyonu

Urat sekresyonu diger organik anyonlarda oldugu gibi kandan epitel
hiicresine giris ve apikal membrandan liimene c¢ikis olmak {iizere iki asamada
gerceklesmektedir. Uratin bazolateral ve apikal membrandan gegisine aracilik eden
farkli tasiyici proteinler vardir (Sekil 2.4 ve 2.5).

A. Uratin bazolateral membrandan gecisi: Peritiibiiler kapillerlerdeki iiratin, S2
segmentinde epitel hiicresine gegisi esas olarak OAT1 ve OAT3 aracili olmaktadir.

OAT1: 550 amino asidli transmembran bir protein olan OATI1, URAT1’e benzer
sekilde 12 adet transmembran domainine sahiptir. 1. ve 2. transmembran domainleri
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arasindaki biiyiik ekstraseliiler lup bolgesinde, tiire bagh olarak degisen 3-6 adet
potansiyel N-glikozilasyon bolgesi saptanmistir. 6. ve 7. transmembran domainler
arasinda ve karboksil terminalinde PKC, PKA, kazein kinaz II ve tirozin kinaz i¢in
potansiyel fosforilasyon bolgeleri bulunmaktadir. OAT1’in molekiiler agirhigi,
insanda glikozilasyon durumuna bagli olarak 60-90 kDa arasinda degismektedir.
Diger tiirlerde de molekiiler agirlign benzer sinirlar icindedir. Sicanda 57-77 kDa,
farede 70-75 kDa diizeyindedir [67,82,83].

OAT1’in ekspresyonu daha cok bobrekte ve ¢ok az oranda beyinde koroid
pleksusta ve plasentada goOsterilmistir. Bobrekte proksimal tiibiiliin bazolateral
membranminda lokalize olan OAT!’in ekspresyonu, S2 segmentinde diger
segmentlere kiyasla ¢cok daha fazladir [67].

OAT]1 bir organik anyon/dikarboksilat esdegistiricisidir. Organik anyonlarin,
hiicre icinde metabolizma sonucu olusan o-ketoglutarat ile yer degistirerek hiicre
icine alinmasim saglamaktadir. OAT1, PAH gibi molekiiler agirligi kiiciik olan
hidrofilik organik anyonlar i¢cin daha yiiksek afinite gostermektedir. OAT3 ile
kiyaslandiginda, OAT1’in PAH’a olan afinitesi OAT3’ten 5-10 kat fazladir [12].
OAT1’in PAH disinda, dikarboksilat, siklik niikleotidler, prostoglandinler (PGE,,
PGF,,), iirat, beta-laktamaz antibiyotikleri, ACE inhibitorleri, folat ve metotroksat
gibi antineoplastikler ve ¢evresel bilesiklerin de i¢inde oldugu yiizden fazla substrati
vardir [67-69,84,85].

Insanda OATI1 aracili iirat transportu benzbromaron, probenesid, salisilat ve
PZA gibi iirikoziirik ve antitirikoziirik ajanlar tarafindan inhibe edilmektedir. Anti-
inflamatuar ilaclar, antibiyotikler, kemoterapik ilaclar, antiviral ilaglar, vitaminler,
antihipertansif ilaclar, iiremik toksinler, mikotoksinler, agir metaller, DMPS (2,3-
dimercapto-1-propane sulfonic acid) ve onun okside formunun da icinde oldugu
organik anyonlar OAT]1 aracili transportu azaltmakta ya da inhibe etmektedirler [67-
69,86].

OAT 3: Sigan bobreginden elde edilen OAT3 cDNA’s1 536 aa’lik bir protein
kodlamaktadir. Fare, tavsan ve insan bobreginde de varligi gosterilen OATS3,
bobrekler disinda karaciger ve beyinde de eksprese edilmektedir. Insan ve sicanlarda
proksimal tiibiillerin S1, S2 ve S3 segmentlerinde bazolateral membranda lokalize
oldugu gosterilmistir. Sigcan bobreginde ayrica ¢ikan kalin henlede, distal tiibiilde,

kortikal ve mediiller toplayici tiibiillerde bazolateral olarak eksprese edilmektedir
[67-69,82].

OATI1 gibi organik anyon-dikarboksilat esdegistiricisi olan OAT3, yine
OAT1’e benzer olarak genis bir substrat segiciligine sahiptir. Substratlar1 arasinda
PGE,, esteron silfat, dikarboksilat, okratoksin A, metotroksat ve PAH
bulunmaktadir. OAT3, OAT1’e gore daha genis bir substrat seciciliine sahiptir.
OATI1 kiigiik hidrofilik organik anyonlar icin yiiksek afinite gosterirken OAT3
amfipatik organik anyonlar1 ve bazi organik katyonlar da tasimaktadir. OAT1’e gore
substrat segiciliginin daha genis olmasi ve renal ekspresyonunun daha fazla olmasi
nedeniyle OAT3 insanda renal organik anyon transportunda daha belirgin bir role
sahiptir [67-69,87].
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OAT1 ve OAT3 icin birka¢ polimorfizm tanimlanmistir ve bunlardan bazilar
in vitro kosullarda bazi substratlar ic¢in transport fonksiyonunun tamamen
kaybedilmesine neden olmaktadir. Bu polimorfizmlerin bireylerde herhangi bir
saglik problemine neden olmamasi, substrat seciciligi cakisan diger renal tasiyicilar
tarafindan eksikligin kompanse edildigini gostermektedir. Ancak bu polimorfizmler
ilag kinetiginde degisimlere yol acabildiginden herhangi bir ila¢ tedavisinde
farkliliklar ortaya ¢ikmaktadir. Bu durum OAT1 ve OAT3-knockout farelerde de
goriilmektedir. OAT1 knockout farelerde organik anyon transportunda onemli bir
azalis vardir. Bu farelerde PAH tutulumu goriiliir ve furosemide verilen cevap
azalmistir. OAT3 kaybi, renal dilimlerde taurukolat ve esteron siilfat alimim
azaltmaktadir. Yine de, her iki knockout hayvanlar sagliklidir ve herhangi bir major
organ anormalligi veya toksisite gosterilmemistir [85,88,89].

OAT1 ve OAT3 ekspresyonunun cinsiyet hormonlarn tarafindan regiile
edildigine dair bulgular vardir [90-92]. Buist ve arkadaglar1 farelerde ve sicanlarda
OAT1 ve OAT3 mRNA ekspresyonlarmin her iki cinste aym olmadigimi
gostermislerdir [93,94]. Bobrekte OATI mRNA ekspresyonu ve karacigerdeki
OATS3 ekspresyonu erkek sicanlarda disilere kiyasla daha fazladir. Erkek sicanlarda,
hipofizektomi OAT1 ve OAT3 ekspresyonlarini azaltmaktadir. Disi siganlarda
hipofizektomi ile OAT3 ekspresyonu artmaktadir. OAT1 ekspresyonunun cinsler
arasinda farkli oldugu protein diizeyinde de gosterilmistir. Disi siganlarin
bobreklerinde OAT1 ekspresyonu erkek siganlarin yalmizca %40’1dir. Renal
korteksteki OAT1 ve OAT3 diizeyleri erkek farelerde disidekinden daha yiiksektir.
Bu farkliliklar yalnizca yetigkin sicanlarda gézlenmektedir [88,95].

OAT’larn cinsiyet hormonlar1 disinda baska hormonlar tarafindan da regiile
edildigi gosterilmistir. Bu hormonlar etkilerini protein kinaz C aktivitesini
degistirerek, OAT’larin hiicre i¢i luplarinda bulunan PKC fosforilasyon bolgeleri
tizerinden gostermektedir. PKC aktivatorii olan PMA varliginda OAT1 ve OAT3
aktivitesinin azaldig1 pek cok calismada gosterilmistir [96-100]. Benzer sekilde PKC
yolagi ile eslesmis ligandlarin tavsan proksimal tiibiil S2 segmentlerinde, organik
anyonlarin bazolateral alimim1i ve transepitelial transportunu inhibe ettigi
gosterilmistir [101,102]. PKC aktivasyonu yaparak OAT1 ve OAT3 aktivitesini
inhibe eden hormonlar arasinda bradikinin, fenilefrin, angiotensin Il ve paratroid
hormon vardir [101-103]. EGF (epidermal growth factor)’nin ise MAPK ve onu
takiben PKA aktivasyonu yaparak OAT3 aracili transportu aktive ettigi
gosterilmistir. [104]. OAT1 ve OAT3 gibi tasiyicilarin hormonal regiilasyonu hem
toksik hem de terapotik ksenobiyotiklerin renal klirensini degistireceginden 6nem
tasimaktadir.

Son yapilan caligmalar, OAT ekspresyonunun patofizyolojik kosullarda
degistigini gostermektedir [12,13,15,105-110]. Diyetsel proteinlerden kaynaklanan
cesitli iiremik toksinlerin bobrek hasarinin ilerlemesindeki rolii bilinmektedir.
Uremik toksinler bobrekte birikerek hem renal disfonksiyona neden olmakta, hem de
var olan renal hastaliklarin gelisimini hizlandirmaktadir. Bu iiremik toksinlerden
birisi olan indoksil siilfatin bir organik anyon oldugu ve OAT1 ve OAT3’iin substrati
oldugu gosterilmistir. Enomoto ve arkadaglart [15] 5/6 nefroktomize sicanlara
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indoksil siilfat verildiginde kronik renal yetmezlik gelistigini gOstermistir.
Immunohistokimyasal ¢aligmalar, kronik bobrek yetmezliginde proksimal tiibiilde
indoksil siilfat biriktigini, ayrica OAT1 ve OAT3 ekspresyonunun arttigini
gostermistir.  Uremik kosullarda OAT’larin  ekspresyonundaki artis iiremik
maddelerin  eliminasyonu i¢cin verilen kompensatuar bir yanit olarak
degerlendirilmektedir.

Kwon ve arkadaslan [12] iskemi-reperfiizyon hasarinin  OATI1
ekspresyonunda azalisa neden oldugunu gostermistir. Arastiricilar ayrica, normalde
proksimal tiibiil bazolateral membraninda yerlesmis olan bu tasiyicilarin iskemi-
reperfiizyon hasarindan sonra hiicre i¢i dagilimimin bozuldugunu ve stoplazmada
agregatlar halinde biriktigini gOstermistir. Arastiricilar, proksimal tiibiildeki
OAT1’lerin proteozomal degradasyona ugradigimi diisinmektedirler. Iskemi
reperfiizyon hasarinin OAT1’in yam sira OAT3 mRNA ve protein diizeylerinde
azalisa neden oldugu baska arastiricilar tarafindan da gosterilmistir [107-109]. Ancak
bu calismalara zit olarak Zhang ve arkadaslar1 [110] iskemi reperfiizyon hasarim
takiben bobrek korteksinde OAT1 ve OAT3 ekspresyonunun arttigini ve bu artisin
reperfiizyonu takiben giderek azalsa da 4. giinde bile sham-opere gruba gore hala
yiiksek oldugunu gostermislerdir.

Insanda yapilan caligmalar, organik anyon tasiyicilarindan OATI
ekspresyonunun bobrek hastaliklarinda azaldigimi gostermistir [14]. Bu tasiyicilarin
ekspresyonu yalnizca bobrek hastaliklarinda degil karaciger hastaliklarindan da
etkilenmektedir. Akut safra yollar tikaniklig1 olan sicanlarda OAT1 aracili organik
anyon sekresyonunun kompensatuar olarak artis1 bildirilmistir [13].

B. Uratin apikal membrandan liimene cikisi: Bazolateral membrandan epitel
hiicresine giren iiratin liimene atilmasinda, yani sekresyonun tamamlanmasinda
MRP4, UAT, UATvI rol oynamaktadir (Sekil 2.4 ve 2.5).

MRP4 (Multidrug Resistance Protein; ABCC4): ATP bagimli organik anyon
tasiyicisi olan MRP4’tin diger MRP’lerden farkli olarak 1-5. transmembran
domainleri eksiktir. Bobrekteki ekspresyonu proksimal tiibiil apikal membrani ile
simirhdir. Konjuge veya konjuge olmayan bazi organik anyonlarin sekresyonuna
aracilik etmektedir. Substratlar1 arasinda trat, cGMP, cAMP, metotroksat, GSH,
glukuronat ve fosfat konjugatlart vardir. MRP4’{in iirat ile aym1 anda cAMP veya
c¢GMP transportu da yapmasi, ¢ok sayida allosterik substrat baglama bolgesi olan tek
yonlii ¢cikis pompast oldugunu gostermektedir [9,71,111]. Hepatositlerde bazolateral
membranda yerlesmis olan MRP4, iiratin hepatositten kana gecisini saglamaktadir.
Ancak bobreklerde iirat tasinmasina etkisi yeterince bilinmemektedir [9].

UAT/Galektin 9 (Urat tasiyicis/kanali): UAT galektin ailesinin diger iiyelerine
olan benzerliginden dolay1r “Galektin 9” olarak da adlandirilmaktadir. Proksimal
tiibiil hiicrelerinin apikal tarafinda lokalize olmus 322 amino asidli bir proteindir.
Kanalin iirata olan gecirgenligi potasyum, klor, kalsiyum ve siilfata kiyasla cok daha
fazladir [67-69,71].
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Insan ve siganda kalp, beyin, dalak, akciger, iskelet kasi, testisler ve
duedonumun da i¢inde oldugu ¢ok sayida dokuda UAT mRNA’sina rastlanmistir.
Insanda giinliik iiretilen iiratin biiyiik boliimii bobrekler aracili uzaklastirilirken
1/3’lik kismu gastrointestinal sistem aracili uzaklastirilmaktadir. UAT nin intestinal
dokularda ekspresyonunun yiiksek olmasi, bobrektekine benzer olarak gastointestinal
sistemde iiratin liimene ¢ikisina aracilik ettigini diisiindiirmektedir [71,112].

OATVv1: Vezikiiler glutamat tasiyici ailesi SLC17 nin bir iiyesi olan OATv1 apikal
membranda yerlesmis voltaja bagl olarak organik anyon ¢ikisini saglayan bir tasiyici
proteindir. Ik olarak domuz bobreginde voltaja bagli PAH tasiyicist olarak
tanimlanmistir. Proksimal tiibiil apikal membraninda lokalize olan bu tasiyici iiratin
tiibiil liimenine gecisine aracilik etmektedir [67-69]. Insan, kopek ve sicanlarda
bobrekte net iirat geri emilimi s6z konusu iken tavsan, domuz ve kug gibi tiirlerde
kan iirik asid diizeyi esas olarak sekresyon ile diizenlenmektedir. OATv1’in 6zellikle
bu tiirlerde fonksiyonel 6neme sahip oldugu diisiiniilmektedir [9]

2.10. Egzersiz ve Bobrek Fonksiyonlari

Kas aktivitesindeki istemli ve sistemli artis olarak tanimlanan egzersiz,
viicutta metabolizma hizinin ve oksijen tiikketiminin arttigi bir siirectir. Artan
metabolik ihtiya¢ kardiyovaskiiler sistem ve solunum sisteminde meydana gelen
degisimler sayesinde karsilanmaktadir. Egzersiz sirasinda metabolik aktivitesi ve
oksijen tiiketimi artan dokularin basinda iskelet kasi gelmektedir. Egzersize
adaptasyon siirecinde, sistemik kan dolasiminin yeniden diizenlenmesi ve iskelet
kasina gelen kan akiminin artmasiyla bu dokunun artan ihtiyaclar1 karsilanmaktadir.
Egzersizin bu etkisi o kadar belirgindir ki, istirahat kosullarinda iskelet kas1 kardiyak
debinin yaklasik %21’ini alirken, siddetli egzersizde bu oran %88’lere kadar
cikmaktadir. Egzersizde iskelet kasi kan akimindaki biiyiik artislar ancak egzersize
katilmayan dokularin kan akimindaki azalmayla miimkiin olmaktadir. Bu azalmanin
en belirgin oldugu organlarin basinda bobrekler gelmektedir. Egzersiz sirasinda,
metabolizma hizi ve buna bagh olarak bobrekler aracili uzaklastirilmasi gereken
metabolitler artmasina ragmen, renal kan akimi azalmaktadir. Kan akimindaki azalig
bobrek fonksiyonlariin degismesine neden olmaktadir [113].

Bobrek fonksiyonlarim diizenlenmesinde noéral, endokrin ve hemodinamik
faktorler rol oynamaktadir. Egzersiz sirasinda bobrekler 6zellikle bu faktorlerin etkisi
altindadir [114].

Bobreklerin noral girdisi biiyiik oranda sempatik sinirlerle olmaktadir. Renal
sempatik sinir aktivitesi renal hemodinamiyi (renal kan akimi, GFR), su ve sodyum
itrahini, renin, prostaglandin ve norepinefrin gibi bilesiklerin salinimini
etkilemektedir. Renal cevaba katilan adrenoreseptorlerden «-1 reseptorleri renal
vazokonstriksiyon ve tiibiiler sodyum geri emiliminin artmasina aracilik ederken,
beta-1 reseptorler renin salintmina aracilik etmektedir [114].

Renal fonksiyonlarin endokrin veya kimyasal kontroliine Angiotensin II,
ADH, Aldosteron, ANP ve NO aracilik etmektedir. Bu hormonlar, renal su ve
sodyum tutulumu, GFR ve bobrek kan akimi degisimleri yaparak etkilerini
gostermektedir [114].
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2.10.1. Renal Hemodinami ve Egzersiz

Renal hemodinamik parametreler; renal kan akimi, GFR, kanin bdbrek icinde
dagilimi (medulla-korteks) ve filtrasyon fraksiyonundan olusmaktadir. Egzersiz
siddetine bagl olarak renal hemodinamide ortaya cikan degisimler Tablo 2.1’de
Ozetlenmistir.

Renal Kan Akimi:

Dinlenim kosullarinda renal plazma akimi 800 ml/dk’dir. Hematokrit ile
diizeltme yapildiginda renal kan akimi 1300 ml/dk olarak hesaplanir. Egzersiz
yogunlugunun artmasiyla dogru orantili olarak renal kan akimi azalmaktadir. Renal
kan akimindaki azalis, egzersizin sicak bir ortamda yapilmasiyla veya kisinin
dehidrate olmasi halinde daha biiyiikk olmaktadir [115]. Agir veya maksimal
egzersizde renal kan akimi1 300 ml/dk ya kadar diismektedir. Renal kan akimindaki
azalis, renal sempatik sinir aktivitesi ve Angiotensin-II aracili meydana gelen renal
vazokonstriksiyondan kaynaklanmaktadir.

Tablo 2.1. Farkh egzersiz siddetlerinde renal hemodinamik parametrelerin degisimi [114].

Istirahat %25 %40 >%380
VO2max V02max VO2max
Bobrek kan akimi, (ml/dk) 1330 1250 1100 990
GFR, (ml/dk) 120 135 110 >80
Idrar hacmi, (ml/dk) 1,0 1,2 0,75 0,30-0,50
Uriner sodyum itrahu, 100 125 60 20-50
(% istirahat)

Glomeriiler Filtrasyon Hiz:

Glomeriiler filtrasyon bobrek fonksiyonlar: icin esensiyaldir. Bobregin itrah
fonksiyonunun yerine getirilebilmesi i¢in su ve cesitli kimyasal bilesiklerin filtre
edilmesi veya sekrete edilen bilesiklerin renal tiibiiler yapilara gecmesi
gerekmektedir. GFR glomeriiler kapillerlerdeki Starling kuvvetleri tarafindan
belirlenmektedir. Glomeriiler kapillerlerde filtrasyonu saglayan en biiyiik etken
hidrostatik basinctir ve genellikle filtrasyonun gerceklesmesine yetecek giictedir
[114].

Dinlenim halinde GFR yaklasitk 120 ml/dk degerindedir. Hafif egzersiz
GFR’yi etkilemezken egzersiz siddetinin artmast GFR’nin diismesine neden
olmaktadir [114]. Bu azalisin en 6nemli sebebi sempatik aktivasyon sonucu renal kan
akimi ve buna bagl olarak net filtrasyon basincinin azalmasidir. Renal damar agi
sempatik sinirlerce yogun bir sekilde innerve edilmektedir. Bu innervasyon hem
preglomeriiller hem de postglomeriiler damarlara kadar girmektedir [116].
Preglomeriiler afferent arterioliin selektif olarak kasilmasi glomeriiler kapiller
basincin azalmasina ve GFR’nin azalmasina neden olurken, postglomeriiler efferent

23




arterioliin kasilmasi tersi bir etki yaratmaktadir. Egzersiz siddeti arttikga bobrek kan
akiminda ve GFR’de meydana gelen degisimlerin ayn1 ydnde olmasi
vazokonstriksiyonun daha ¢ok preglomeriiler afferent arteriollerde oldugunu
diisiindiirmektedir [117]. Egzersizde artan Angiotensin II ve Endotelin-1’in de
afferent ve efferent arterioler vazokonstriksiyona katkilar1 vardir [118].

Filtrasyon Fraksiyonu ve Egzersiz:

Filtrasyon fraksiyonu renal plazma akimimin filtre olan kismim ifade
etmektedir (GFR/renal plazma akimi). Bu deger normalde %20’dir. Eger egzersizde
GFR ve bobrek kan akimi benzer oranda diiserse filtrasyon fraksiyonu sabit kalir.
GFR hafif egzersizde degismediginden veya ¢ok az arttigindan ayrica orta ve agir
egzersizde renal plazma akimina gore daha kiiciik bir azalig gosterdiginden, egzersiz
siddeti ve siiresi arttikca filtrasyon fraksiyonu artmaktadir. Filtrasyon
fraksiyonundaki artista postglomeriiler efferent arteriol vazokonstriksiyonu
onemlidir. Angiotensin-II tercihen postglomeriiler damarlarda etki gosterdiginden ve
egzersiz siddeti arttikca konsantrasyonu arttigindan [119] bu etkide Angiotensin
II'nin rolii oldugu diisiiniilmektedir.

Renal Kan Akiminin Dagilimi:

Total bobrek kan akimmin %90’dan fazlas1 korteksi perfiize ederken geri
kalan %10’luk kisim vasa rekta ile medullay1 perfiize etmektedir. Egzersiz sirasinda
bobrek kan akimi azalsa da intrarenal kan akimindaki bu dagilim degismemektedir
[120]. Bobrek kan dagiliminin de8ismemesi mediiller interstisyumdaki yiiksek
ozmolaritenin korunmas1 acisindan fizyolojik 6neme sahiptir.

2.10.2. Renal Sodyum Tutulumu ve Egzersiz

Ekstraseliiler tonisitedeki belirleyici roliinden dolayr sodyum en onemli
elektrolitlerden birisidir. Dinlenim kosullarinda viicuttaki sodyum miktarim diyetle
alman ve idrar ile kaybedilen sodyum miktar1 belirlemektedir. Dinlenim halinde
renal tiibiiler sodyum geri emilimini kontrol eden faktorler sodyum dengesini sifirda
tutmaktadir. Egzersiz sirasinda, 6zellikle termal stres varsa, fazla miktarda sodyum
terleme yoluyla kaybedilmektedir. Bu durum total viicut sodyumunda azalmaya
neden oldugundan, sodyum dengesi saglanmasit ancak iiriner sodyum kaybinin
azalmasiyla miimkiin olmaktadir [121].

Egzersiz siddeti artikca sodyum itrah1 da azalmaktadir. Calismalar sodyum
itrahi ile egzersiz siddeti arasindaki ters iliskiyi gostermektedir. Maksimal egzersizde
idrar ile sodyum atilmi bazal degerlerin %10-20’sine kadar diismektedir [121].
Egzersizin antinatriiiretik etkisinde GFR ve tiibiiler geri emilimdeki degisimler rol
oynamaktadir. Egzersiz siddeti arttikca GFR’de meydana gelen azalis sodyumun
ultrafiltrata gecisinde, dolayisi ile idrarla atiliminda azalmaya neden olmaktadir
[121].

Renal sodyum geri emilimini kontrol eden ¢esitli faktorler vardir. Sempatik
sinir aktivitesi, Angiotensin II ve Aldosteron dogrudan tiibiiler sodyum geri
emilimini arttiran faktorlerdir. Egzersizde artan bu faktorler, sodyum tutulumunda rol
oynamaktadir.
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2.10.3. Egzersiz Proteiniirisi

Egzersiz proteiniirisi egzersiz sirasinda veya sonrasinda iiriner protein
konsantrasyonunun artmasi anlamina gelmektedir. Normalde, biiyiikliikleri ve
elektriksel oOzellikleri nedeniyle, yalmizca kiiciik miktarlarda protein glomeriiler
kapiller membran1 gecebilmektedir. Ultrafiltrata gecen proteinler ise renal tiibiiler
hiicreler tarafindan geri emilmektedir. Idrarda protein goriilmesi, proteinlerin
filtrasyonundaki artis ve/veya geri emilimin azalistan kaynaklanabilir. Egzersiz
proteiniirisinde, her iki sebebin de etkili oldugu, ancak glomeriiller membran
gecirgenligindeki artisin en biiyiik neden oldugu belirtilmektedir [122,123]. Akut
egzersizde glomeriiler membranin negatif yiik 6zelligi kaybolmakta ve albumine olan
gecirgenlik artmaktadir. Glomeriiller membranin anyonik 6zelligi normalde negatif
yiiklii plazma proteinlerinin gecisini engellemektedir. Glomeriiler membrandan
protein gecisi, cesitli bobrek hastaliklarinda da gozlenmektedir. Ancak egzersiz
proteiniirisi hastaligin indiikledigi proteiniiri ile karistinlmamalhdir. Egzersiz
proteiniirisi iyi huylu, geri doniisiimlii bir siirectir. Egzersizden 24-48 saat sonra
proteiniiri diizelmektedir [121]. Idrardaki protein miktar1 egzersizin siddetine ve
siiresine bagl olarak artmaktadir [124]. Siddetli renal vazokonstriksiyonun egzersiz
proteiniirisinden sorumlu oldugu diisiiniilse de [121], aslinda renal prostaglandinlerin
proteiniiriye neden oldugu gosterilmistir. Mittleman ve Zambraski, egzersiz yapan
bireylere renal prostaglandin sentezini inhibe ederek yaptiklar1 calismalarinda,
egzersiz proteiniirisinin renal hemodinamide herhangi bir degisim olmaksizin 6nemli
Olciide azaldigin1 gostermislerdir [125]. Egzersiz proteiniirisinde artmis reaktif
oksijen tiirlerinin rolii Giindiiz ve Sentiirk tarafindan gosterilmistir [126].

2.10.4. Egzersizle indiiklenen Akut Bobrek Yetmezligi

Egzersizde bobrekler stres altindadir. Renal oksijen tiikketimi geri emilen
sodyum miktar1 ile orantili olarak artmaktadir. Ancak egzersizde bobrek kan akimi
ve bobreklere ulagan oksijen miktar1 da azalmaktadir. Istirahatte, renal arterioventz
oksijen farki kas ile kiyaslandiginda oldukg¢a kiiciiktiir. Egzersizle birlikte artan
metabolik ihtiyact karsilamak iizere oksijen tiiketimi de artmaktadir. Yetersiz
oksijenden dolay1 egzersiz sirasinda bobreklerin veya renal tiibiillerin zarar gordiigii
gosterilmemistir. Ancak, egzersizin yam sira dehidrasyon da varsa tiibiiler hasarin
gelisebilecegine dair bulgular vardir. Giires¢gilerin idrarinda potasyum ve 16sin
aminopeptidaz  konsantrasyonu son derece yiiksektir [127]. Egzersiz ve
dehidrasyonun kombine etkisinin bir sonucu olarak renal tiibiil hiicre hasarinin
olustugu ve 16sin aminopeptidaz ve potasyum konsantrasyonundaki artisin bu hasarin
bir gostergesi oldugu one siiriilmektedir [128].

Akut bobrek yetmezligi GFR’deki onemli azaligla iliskili olarak bobrek
fonksiyonlarinda meydana gelen ani azaliglar olarak tanimlanmaktadir. Renal
sempatik aktivitenin ve Angiotensin II’nin artmasi, hipovolemi ve hipotansiyon gibi
renal perfiizyonda veya renal kan akiminda degisime neden olan faktorler akut
bobrek yetmezliginin gelismesine neden olmaktadir. Rabdomyolizis kas dokusundaki
yikimdir ve akut bobrek yetmezligine neden olmaktadir. Agir egzersiz, ozellikle
dehidrasyon, 1s1 stresi ve sempatik cevapla birlikte akut bobrek yetmezligine neden
olabilmektedir. Yine de egzersizin indiikledigi akut bobrek yetmezligi oldukca nadir
goriilen bir durumdur [127,128].
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2.10.5. Hematiiri

Idrarda kan hiicrelerinin 6zellikle eritrositlerin goriilmesi hematiiri olarak
tanimlanmaktadir. Hematiiri egzersiz sonrasinda sik goriilen anormalliklerden birisi
olup egzersiz siddetine bagl olarak idrara eritrosit gegisinin arttifi gosterilmistir
[129]. Egzersiz hematiirisi travmaya bagh olarak veya herhangi bir travma olmadan
ortaya cikabilmektedir. Travmatik hematiiri renal hasardan veya idrar kesesi
hasarindan kaynaklanmaktadir. Travmatik olmayan hematiiri i¢in iki mekanizma 6ne
siriilmektedir. Bunlardan ilki; egzersizde glomeriiler membran gecirgenliginin
artmasi, ikincisi efferent arterioliin afferent arteriole oranla daha fazla kasilmasi
sonucunda filtrasyon basincinin artmasidir. Permeabilite ve/veya filtrasyon
basincinin artmasi proteinlerin yani sira eritrositlerin de ultrafiltrata gecmesine ve
hematiiriye neden olmaktadir. Egzersiz proteiniirisine benzer olarak, spor aktivite
sonucu olusan hematiiri de gecicidir. Egzersizden sonraki 1-2 giin i¢inde ortadan
kalkmaktadir [130].

2.11. Egzersiz ve Urat Artis1

Egzersiz, iskelet kasinda ATP ihtiyacinin arttifi, aerobik ve anaeoribik
metabolizmanin hizlandig bir siirectir. Egzersiz yogunlugunun artmasiyla kasta ATP
hidrolizi sentez reaksiyonlarinin Oniine ge¢gmekte ve sonraki miyokinaz ve AMP-
deaminaz aktivitesi ile iskelet kasinda net ATP kayb1 gerceklesmektedir. Bu siirecte
ATP yikim iiriinleri olan IMP ve amonyak konsantrasyonunda artis olmaktadir.
Kasta biriken IMP, enzimatik olarak inozine ve ardindan hipoksantine
doniistiiriilmektedir. Bu iki yikim iiriiniiniin biiyiik boliimii plazmaya gec¢ip dokudan
uzaklasirken, kiiciik bir kismi piirin kurtarma yolagi aracili tekrar IMP’ye
dontistiriilmektedir (Sekil 2.2). Piirin kurtarma yolagi, hipoksantinin IMP’ye
doniismesini ve tekrar piirin niikleotid dongiisiine katilarak ATP sentezine
kullanilmasini saglayan bir mekanizmadir. Bu mekanizma kasilma veya toparlanma
donemlerinde kastaki potansiyel ATP kaybini azaltmaktadir. Ancak, egzersizde bu
yolakla ATP geri kazanimi, net ATP yikiminin Oniine ge¢cememektedir. Yogun
egzersizden sonra kas dokusunda yikilan piirin baz1 miktarinin, egzersiz oncesinde
kasta bulunan total ATP miktarinin yaklasik %9’u oldugu, ancak bireyin antrene
olusuna bagl olarak bu oranin azalabilecegi bildirilmistir [131,132].

Egzersizi takiben dolagimda konsantrasyonu artan hipoksantin karaciger
tarafindan alinmakta ve XOR aktivitesiyle ksantine ve iirik aside doniistiiriilmektedir.
Daha once deginildigi gibi iirik asid piirin katabolizmasinin son iriiniidiir ve
egzersizden sonra, egzersizin siddetiyle dogru orantih olarak plazmada
konsantrasyonu artmaktadir [18,132-139]. XOR inhibitorii allopurinol ile 6n
tedavinin egzersizde iirat artisgina engel oldugu bildirilmistir [17]. Egzersiz, iirik
asidin yam sira, diger piirin yikim iiriinleri olan inozin, hipoksantin ve ksantinin de
plazmada birikmesine neden olmaktadir. Bu metabolitlerin plazmadan
uzaklastirilmas: esas olarak bobrekler aracili olmaktadir. Ancak daha diisiik
oranlarda gastrointestinal sistem aracili dirat atilimi da s6z konusudur. Dolasimdaki
irat konsantrasyonu c¢ok yiiksek oldugunda, egzersiz sonras1 toparlanma doneminde
kas dokusunun kii¢iik miktarlarda iirik asidi ROS siipiiriicii olarak kullanmak iizere
geri aldig1 da bildirilmistir [17,131,139].
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Piirin yikim {iriinlerinin uzaklastirilmasimi saglayan ana yol renal atihim
oldugundan, egzersizde serum iirat artisina paralel olarak, idrar iirat konsantrasyonu
da artmaktadir. Bobrekler aracili iirat atilimindaki bu artis, agir egzersizde tirolitiazis
riskinin artmasina sebep olmaktadir [140-142]. Bu risk, renal hipotirisemili hastalar
icin de gecerlidir ve daha once belirtildigi gibi egzersiz bu hastalarda akut bobrek
yetmezligine neden olmaktadir. Renal hipoiirisemili hastalarda egzersizle birlikte
akut bobrek yetmezligi gelismesinin nedeni, egzersizin neden oldugu iirat artisidir
[9,72,80,140]. Serum iirat konsantrasyonunun artmasi ve fonksiyonel URATI
tagiyicisinin olmamasi nedeniyle, egzersizle birlikte renal tiibiillerdeki iirat miktar
artmaktadir. Yiiksek konsantrasyondaki iiratin tiibiil icinde kristallesmeye baslamasi
ve egzersizin neden oldugu ROS artigi, tiibiil hiicrelerinin hasar gérmesine neden
olmaktadir. Fonksiyonel URAT1’i olmayan idiyopatik renal hipoiirisemili hastalar,
egzersiz yapmadiklart siirece bobrek taglarimin artisi disinda, normal yasamlarina
devam etmektedir. Ayrica, egzersiz sirasinda serum {irat artisinin engellenmesi
halinde de bu hastalarda bobrek fonksiyonlari korunmaktadir [80,140].

Egzersizde gbzlenen artmis iirat itrahinin nedeni, sistemik iirat iiretiminin
artmast yani renal geri emilim kapasitesinin agilmasi olarak diisiiniilmektedir. Ancak
irat geri emilim ve sekresyonundan sorumlu tagiyicilarin sayis1 veya aktivitesindeki
degisimler de bu sonuca neden olabilir. Ornegin URATI1 aracili geri emilimin
azalmasi veya lirat sekresyonunda gorev alan OAT1, OAT3, MRP4 veya UAT aracili
sekresyonun artmasi gibi degisimler iirat itrahinin artmasina neden olacaktir. Ancak
literatiirde bu tasiyicilarin egzersiz ile nasil degistigine dair herhangi bir calisma
yoktur.

Proksimal tiibiil transport fonksiyonlar1 iizerine yaptigimiz daha Onceki
calismanin sonuglar1 egzersizin, proksimal tiibiil tastyici proteinlerinde bir takim
adaptasyonel degisimler yaptig1 izlenimi vermistir [143]. S6z konusu c¢alismada 5
giin boyunca tiiketici egzersiz yapmis olan sicanlarin proksimal tiibiilleri izole
edilmistir. Izole proksimal tiibiillerde bir organik anyon olan PAH’in transportu
incelenmistir. Sonu¢ olarak, egzersiz yapmis sicanlarda, tiibiil limenine salgilanan
total PAH miktar1 degismedigi halde, tiibiil icinde biriken PAH miktarinda artis
gozlenmistir. Daha 6nce belirtildigi gibi PAH afinitesi OAT1 e daha yiiksek olmakla
birlikte hem OAT1 hem de OAT3 tarafindan tasinarak bazolateral membrandan
epitel hiicre igcine alinan bir organik anyondur. Bu nedenle tiibiil icinde PAH
birikiminin fazla olmasi, OAT1 ve OAT3 aracili PAH transportunun arttigini
disiindiirmektedir. Aymi tasiyicilarin iirat sekresyonunun birinci basamaginda da
gorev aldigr diisiiniiliirse, egzersizle artan iirat itrahinda bu tastyicilarin rolii oldugu
sonucuna varilmaktadir. Literatiirde benzeri bulgu olmayisina karsin, bu sonuc,
egzersizin proksimal tiibiil tasiyicilarinda yeniden yapilanmaya neden olduguna
isaret etmektedir. Ancak bu bulgu, artigin tastyicilarin aktivite artisindan mi, yoksa
tasiyici protein sentezindeki artigtan mi1 kaynaklandigin1 gostermekten uzaktir.

Aslinda egzersizin bobrek kan akiminda yarattigi degisiklikler g6z Oniine
alindiginda Zhang ve arkadaslarinin ¢alismast bu diisiinceyi destekler niteliktedir.
Egzersizin, ozellikle siddetli egzersizin, bobrek kan akiminda yaptigi azalis ve
egzersiz sonrasinda kan akiminin normale donmesi, egzersizde bobreklerin iskemi
reperfiizyon benzeri bir durumla karsilasmasina neden olmaktadir. Zhang ve

27



arkadaslan iskemi reperfiizyonun OAT1 ve OAT3 ekspresyonunda artis yaptigini
gostermislerdir [110]. Bu bulgu egzersizde iirat itrahinin artmastyla uyumludur.

2.12. Amac¢ ve Hipotez

Egzersizde goriilen artmig tirat eliminasyonundan, apikal membranda geri
emilimden sorumlu URATI1 aktivitesinde ve/veya sentezindeki degisimler kadar,
bazolateral membranda bulunan OAT1 ve 3 aktivitesinde ve/veya sentezindeki
degisimler de sorumlu olabilir. Bu konunun incelenmesi sorunun ¢oziimiine daha
dogrudan yaklasim icin gereklidir. Bu nedenle bu deneysel ¢alismada agir egzersiz
yapmis sicanlarda, renal URAT1, OATI1 ve OAT3 aktivitesi ve ekspresyonundaki
degisimler incelenmistir. Boylece, bu calismada daha Onceki bulgularimiza
dayanarak, olusturulan “Agir egzersizdeki artmis {iirat itrahi, proksimal tiibiilde
URATI1 aracili geri emilim azalhis1 ve/veya OATI1 ile OAT3 aracili sekresyon
artisindan kaynaklanmaktadir” hipotezi test edilmistir.
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GEREC VE YONTEMLER

Bu calismada, 5 giin siire ile agir egzersiz yaptirilan sicanlarda iirat itrah1 ve
buna aracilik eden proksimal tiibiil URAT1, OATI1 ve OAT3 tasiyicilarinin aktivite
ve sentezindeki degisimler incelenmistir.

3.1. Deney Hayvanlari

Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dali ve Merkezi
Arastirma Laboratuvarinda gerceklestirilen bu deneysel calismada 30 adet, 2,5-3
aylik erkek Wistar sicanlar kullamilmistir. Etik kurul onayi ile Deney Hayvanlan
Unitesinden saglanan sicanlar 23+2°C oda 1sisinda ve 12 saat aydinlik-12 saat
karanlik periyodu uygulanan kosullarda tutulmus ve istedikleri kadar ticari sican
yemi ve musluk suyu almalarina olanak saglanmistir.

3.2. Gruplandirma

Calismanin basinda sicanlar rastgele 3 gruba ayrilmis ve gruplandirma
asagida tammlandig sekilde yapilmistir;

1. Kontrol grubu (K)

2. Agir egzersiz grubu (E)

3. Hiperiirisemi grubu (H)
3.3. Egzersiz Protokolii

Egzersiz protokolil, tiikketici kosu egzersizi olarak belirlenmis ve May marka
(TME 9805, Ankara), bes yollu sican kosu bandinda gergeklestirilmistir. Siganlar 2
giinliik alete aligma periyodundan gegirildikten sonra deneye alinmis ve 5 giin
siiresince tiiketici egzersiz yaptirilmistir. Uygulama sirasinda, kosu bandinin egimi
ve hiz1 asagida gosterildigi gibi kademeli olarak arttirilmistir;

%5 egim ve 20 m/dk hizinda 5 dk,

%10 egim ve 20 m/dk hizinda 5 dk,

%15 egim ve 20 m/dk hizinda 5 dk,

%15 egim ve 24 m/dk hizinda tiikeninceye kadar.

Sicanlarda dogrulma refleksinin ortadan kalkmasi tiikenme belirtisi olarak
kabul edilmistir.
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3.4. Oksonik Asid Tedavisi (Hiperiiriseminin Olusturulmasi)

3. gruptaki siganlara 5 giin boyunca intraperitoneal olarak, 250 mg.kg’l. giin’1
dozunda oksonik asid verilmistir. Oksonik asid, hepatik iirikaz inhibitoriidiir ve
sicanlarda iirik asidin allantoine okside olmasini engelleyerek hiperiirisemiye yol
acmaktadir [4,45,50,51,144]. Yukarida belirtildigi gibi egzersiz de hiperiirisemiye
neden olmaktadir. Deneye bu grubun eklenmesi ile egzersizin iirik asid itrahina
olacak dogrudan etkilerinin, hiperiirisemiye bagli adaptif degisikliklerden ayird
edilmesi amaclanmistir.

3.5. Deneysel islemler

3.5.1. idrar Toplama

Kontrol grubundaki denekler, feda edilmeden 1 giin once, egzersiz grubu ve
hiperiirisemi grubundaki denekler ise egzersiz veya ila¢ uygulamasinin 4. giinii
metabolik kafese alinmistir. Deneklerin 24 saatlik idrarlar toplanmig ayrica yem ve
su tiiketimleri takip edilmistir.

3.5.2. Kan Basma Olciimii

Sicanlarin kan basinci dl¢iimleri feda edildikleri giin gerceklestirilmistir.
Hafif eter anestezisi altindaki si¢anlarin kan basinci dlgiimleri, tail-cuff metoduyla
kuyruk arterinden yapilmistir. Kuyruga takilan halka seklindeki basing probuyla
alman sinyaller, MP 150 veri toplama sistemi (BIOPAC Systems, CA-USA) ve
MAY-BPHR 9610-PC (Commat Ltd, Ankara) tiinitesi aracilifiyla bilgisayara
aktarilmis ve olgiimler Acknowledge paket programiyla cizdirilen basing traseleri
tizerinden yapilmistir. Her bir sican i¢in en az {i¢ Ol¢iim yapilmis ve degerlerin
ortalamasi alinmistir.

3.5.3. Bobrek Kan Akim Olciimii

Sicanlarin bobrek kan akimi, feda edilmeden once, PAH klirensi yontemi ile
Olctilmiistiir [145]. Denekler, iiretan (1 mg/kg) ile anestezi edildikten sonra, PAH
infiizyonu i¢in jugular ven kataterizasyonu, idrar toplama islemi i¢in mesane
kataterizasyonu yapilmistir. Cerrahi islemler tamamlandiktan sonra, jugular venden 1
saat siiresince, %0,9’luk izotonik sodyum kloriir i¢inde hazirlanmis, %0,6’lik PAH
infiizyonu yapilmistir. Infiizyon pompasi yardimiyla yapilan infiizyonun hizi, 100
gram viicut agirhigi basma 8 pl/dk olacak sekilde ayarlanmistir. Plazma PAH
konsantrasyonunun sabit bir degere ulagmasi icin 30 dakika beklenmistir. ilk 30
dakikanin bitiminde mesane igindeki idrar bosaltilmistir. Infiizyonun son 30
dakikasinda mesanede biriken idrar toplanmis ve hacmi kaydedilmistir. Calismanin
bitiminde, abdominal aortadan alinan kan Orneklerinde ve idrar orneklerinde PAH
tayini yapilmistir. Plazma ve idrar PAH diizeyleri ve idrar akim hizi iizerinden
asagidaki formiile gore bobrek plazma akimi hesaplanmistir. Hematokrit degeri ile
yapilan diizeltme sonucu bobrek kan akimi hesaplanmistir:

Bobrek Plazma Akimi (ml/dk) = ( [PAH]igrar X idrar akim hiz1 ) / [PAH]piazma

Bobrek Kan Akimi (ml/dk) = Bobrek Plazma Akimi / (1-Hematokrit)
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3.5.4. Glomeriiler Filtrasyon Hiz1 (GFR) (")l(;iimii

Sicanlarin GFR degerleri kreatinin klirensi olarak hesaplanmistir. Metabolik
kafeslerde toplanan 24 saatlik idrarlarda ve deneklerin feda edilmesi sirasinda alinan
kan orneklerinde kreatinin tayini yapilmistir. Idrar ve plazma kreatinin degerleri ile
idrar akim hizi degerleri kullanilarak asagidaki formiile gére GFR degerleri
hesaplanmstir:

GFR (ml/dk) = ( [Kreatinin]igrr X idrar akim hiz1 ) / [Kreatinin]yjazma

3.6. Deneyin Sonlandirilmasi, Dokularin Alinmasi ve Saklanmasi

Anestezi altindaki sicanlarda orta hat kesisi yapilarak abdominal aorta agiga
cikarilmigtir. 22 gauge braniil yardimiyla aorta kaniile edilmistir. Braniil aracilifz ile
kan 6rnegi alindiktan sonra, ayn1 yolla soguk krebs tamponu (pH 7,4; 118 mM NaCl,
4,7 mM KClI, 25 mM NaHCO;3, 0,4 mM NaH,;PO4, 11 mM glukoz, 2,4 mM CaCl,,
0,5 mM MgCl,) perfiize edilmistir. Bobrek dokusundaki kanmi uzaklastirmak igin
yapilan bu isleme, dokudaki kirmiz1 renk kaybolana kadar devam edilmistir. Kandan
arindirilan bobrekler, hizl bir sekilde alinip soguk krebs tamponu i¢ine koyulmustur.
Yag dokusu ve dis zar1 uzaklastirilan bobreklerin yas agirliklart kaydedilmistir.
Boyuna ikiye ayrilan bobreklerin mediiller kisimlar1 bir makas yardimiyla ¢ikartilip
uzaklastinlmistir. Bobregin korteks kismindan alinan yaklasik 100 mg’lik bir ornek,
s1vi azot icinde dondurularak sonraki OAT1, OAT3, URAT1 ve beta-aktin mRNA ve
protein Olciimleri i¢in, kullanilincaya kadar -80 °C’de saklanmistir. Bobrek
korteksinin kalan kisimlar1 proksimal tiibiil izolasyonu i¢in kullanilmistir.

3.7. Proksimal Tiibiil izolasyonu

Bobrek korteksinden proksimal tiibiil izolasyonu Perkol dansite gradienti
yontemiyle yapilmistir [146]. Bobrek korteks dokusu, bir bistiiri yardimiyla miimkiin
oldugunca kiiciik pargalara ayrilip kiyma haline getirilmistir. Kiyma halindeki doku,
onceden oksijenlendirilmis (%95 O,, %5 CO,, 30 dakika) krebs tamponu icinde 3
kez yikanmistir. Yikamayi1 takiben doku, %0,15 kollojenaz (Sigma-C5138,
Clostridium histolyticum, = 125 CDU/mg solid) i¢eren 10 ml krebs tamponu i¢ine
alinmistir. Kollojenaz ile sindirim islemi 37°C’de 1 saat silirmiistiir. Doku
siispansiyonu 100g’de 1 dakika santrifiij edilmistir. Pellet alinarak 2 kez yikama
isleminden gecirilmistir (100g’de, 1 dakika). Son pellet %5’lik albumin ig¢inde
resiispanse edilmis ve 100g’de, 5 dk tekrar santrifiij edilmistir. Santrifiijiin sonunda
elde edilen pellet %50’lik perkol (Sigma P1644) i¢inde resiispanse edilmistir.
26000g’de 1 saat devam eden santrifiijiin sonunda bir doku siispansiyon gradienti
olusmaktadir. Bu gradientin en altta kalan bdéliimii, proksimal tiibiil yoniinden
zengindir. Digerlerinden ayrilan proksimal tiibiil siispansiyonu, krebs tamponu ile 3
kez yikanmistir (26000g’de 5 dakika). Yikama islemlerinden gecirildikten sonra,
protein diizeyi saptanan tiibiil siispansiyonu, asagida tanimlandigi sekilde OATI1
OAT3 ve URAT]I aktivite 6l¢iimleri i¢in kullanilmstir.
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3.8. URATI, OATI1 ve OAT3 Fonksiyonlarmmn Olciimii

OAT1 ve OAT3 proksimal tiibiilde bazolateral membrandan, URATI ise
apikal membrandan epitel hiicre i¢ine {irat tasinmasinda gorev alan tasiyicilardir. Bu
tasiyicilarin aktivitesi, spesifik inhibitorleri varliginda ve yoklugunda tiibiil icine
alian tirat miktarina gore degerlendirilmistir.

Ortalama 300 pg protein iceren 0.5 ml tiibiil siispansiyonu, asagida gorevleri
tanimlanan inhibitorlere, farkli kombinasyonlarda maruz birakilmistir. Ortama 100
UM iirat eklenerek, 37°C’de %95 O, + %5 CO, varhiginda gerceklestirilen
inkiibasyona 30 dakika devam edilmistir. Inkiibasyon ortama soguk kreps eklenerek
sonlandirilmistir. Santrifiij edilerek ¢oktiiriilen tiibiil siispansiyonu, i¢inde asagida
tanimlanan biitiin inhibitorleri iceren krebs tamponu ile 2 kez yikanmis ve ortamdaki
irat uzaklastirilmistir. Yikama isleminden sonra iirik asid ol¢iim kitinde bulunan 1x
reaksiyon tamponu i¢inde resiispanse edilen tiibiil segmentleri sonikasyon islemi ile
parcalanmistir. Bu islemi takiben yapilan santrifiigasyon sonucu elde edilen
siipernetantlarda tirat dl¢iimii yapilmistir.

Tasiyic1 fonksiyonlarinin Slgiimlerinde kullanilan inhibitorlerin dozlar ve
etkileri Tablo 3.1°de belirtilmistir.

Tablo 3.1. OAT1, OAT3 ve URATI fonksiyonlarinin l¢timiinde kullanilan inhibitorlerin
doz ve etkileri.

Inhibitor Fonksiyonu Konsantrasyon
MKS571 MRP4 inhibitorii [147] 10 uM
Ksantin UAT inhibitorii [148] 5uM
Morin URAT! inhibitorii [149-151] 100 uM

Sefadroksil | OAT1 ve OAT3 inhibitorii [9,74] 50 uM

Simetidin OAT3 inhibitorii [147,152] 500 uM

Proksimal tiibiil siispansiyonu Tablo 3.2’de belirtilen protokollere uygun
olarak hazirlanan kosullarda, inhibitorlere maruz birakilmistir.
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Tablo 3.2. OAT1, OAT3 ve URAT]I fonksiyonlarimn dl¢iimiinde uygulanan protokoller.

Urat MKS571 | Ksantin | Morin | Sefadroksil | Simetidin

aooum) | A0 pM) | S uM) | (100 uM) | (50 pM) | (500 uM)
0. Protokol - - - - - -
1. Protokol + + + - - -
2. Protokol + + + + + -
3. Protokol + + + - + -
4. Protokol + + + + - +
5. Protokol + + + + - -

0.Protokol: izole tiibiillerde, bazal sartlardaki iirat iceriginin
amaclanmigtir.

Olclimii

1.Protokol: Bilinen cikis yollart olan MRP4 ve UAT’nin inhibitorleri
varliginda, OAT1, OAT3 ve URATI aracili tiibiil i¢cine giren net iirat miktarinin
Olclilmesi amaclanmistir. Bu protokol ile 2. protokoliin farki OATI, OAT3 ve
URAT1 aracil tiibiil i¢ine giren iirat miktarin1 gostermektedir.

2.Protokol: MRP4, UAT, OAT1, OAT3 ve URAT1 inhibitorleri varliginda,
biitiin tasiyicilar inhibe haldeyken tiibiil i¢ine nonselektif yollardan giren ve ¢ikan net
tirat miktarinin saptanmasi amag¢lanmustir.

3.Protokol: MRP4, UAT, OAT1 ve OATS3 inhibitorleri varliginda, URATI1
aktif iken tiibiil i¢ine giren net iirat miktarinin 6l¢iilmesi amaglanmigtir. Buradan elde
edilen sonu¢ ile 2. protokoliin farki URATI1 aracili transportun katkisini
gostermektedir.

4.Protokol: MRP4, UAT, OAT3 ve URATI inhibitorleri varliginda, OAT1
aktif iken tiibiil i¢ine giren net iirat miktarinin 6l¢iilmesi amaglanmigtir. Buradan elde
edilen sonug ile 2. protokoliin farki OAT1 aracil1 girisi gostermektedir.

5.Protokol: MRP4, UAT ve URAT]1 inhibitorleri varliginda OAT1 ve OAT3
aktif iken tiibiil i¢ine giren net iirat miktarin1 gostermektedir. Buradan elde edilen
sonucun 2. protokolden farki OAT1 ve OAT3’iin birlikte katkisini, 4. protokolden
farki ise OAT3’{in iirat tasinmasina olan tek basina katkisini gostermektedir.
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3.9. Biyokimyasal Parametreler

3.9.1. PAH Tayini

Bobrek kan akiminin hesaplanmasinda kullanilmak iizere, plazma ve idrar
orneklerindeki PAH konsantrasyonlar1 spektrofotometrik olarak olg¢iilmiistiir [153].
Yontem, p-dimethylaminocinnamaldehyde (DACA) ile PAH arasindaki reaksiyonun
kirmizi renk vermesine dayanmaktadir.

Kullanilan soliisyonlar
e DACA soliisyonu (%1); 100 ml %99,5’lik etanol icine 1 gram DACA
eklenerek hazirlanmistir.
e Trikloroasetik asid (TCA) soliisyonu (%15); 100 ml distile su icin 15 gram
TCA eklenerek hazirlanmistir.

Islemler

e PAH tayini yapilacak olan idrar numunelerinde 1/10 oraminda diliisyon
yapilirken, plazma numuneleri dogrudan kullanilmistir.

e 100 pul numune (idrar, plazma, standart, distile su) tizerine %15’lik TCA
solisyonu eklenerek vorteks ile karstirildiktan sonra 14000g’de 4 dakika
santrifiij edilmistir. Bu asamada 6rneklerdeki proteinler ¢oktiiriilmiistiir.

e Santrifiij sonras1 elde edilen siipernetantlardan 50 pl alinarak 96 kuyulu
plakalara aktarilmistir.

® Her 6rnegin iizerine 150 pl %1°lik DACA soliisyonu eklenmistir.

® (Oda 1sisinda 20 dakika inkiibasyonu takiben, spektrofotometrede 550 nm
dalga boyunda okuma yapilmistir.

® Hazirlanan standart grafigi iizerinden numunelerdeki PAH konsantrasyonlari
hesaplanmistir.

3.9.2. Kreatinin Tayini

Idrar ve serum kreatinin 6l¢iimleri Jaffe metoduna gore yapilmustir. Yontem,
kreatinin alkali ortamda pikrik asid ile birleserek turuncu-kirmizi renkli bir bilesik
olusturmast ve bu bilesigin absorbansinin spektrofotometrede 500 nm’de
okunabilmesi esasina dayanmaktadir [154].

Kullanilan soliisyonlar
e Pikrik asid soliisyonu 33 mM
¢ Sodyum hidroksit (NaOH): 0,4 M
e Standart soliisyonu: 2 mg/dl kreatinin soliisyonu

Islemler
e Kaullanilan idrar ornekleri distile su ile 1/50 oraninda sulandirilmis ancak
serum Orneklerinde herhangi bir sulandirma yapilmamustir.
e Pikrik asid soliisyonu ve NaOH 1:1 oraninda karistirilmistir.
e Numuneler ve Pikrik asid soliisyonu-NaOH karisimi deneyden 10 dakika
once 37°C’ye ayarlanmig su banyosuna koyulmustur.
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¢ 1 ml Pikrik asid-NaOH karisimi1 iizerine 100 pl numune-standart-distile su
eklenerek karistirilmistir.

e Spektrofotometrede 550 nm dalga boyunda 30. ve 90. saniyelerde absorbans
degerleri kaydedilmistir.

¢ Hesaplama asagidaki formiile gore yapilmistir.

mg/dl kreatinin =[(Absgy-AbS30)numune / (AbSgo-Abs3)sal X 2

3.9.3. Urik Asid Tayini

Idrar, plazma orneklerinde ve inkiibasyon sonunda proksimal tiibiillerde
biriken {iirik asid konsantrasyonu ticari kit kullanilarak ol¢iilmiistiir (Amplex® Red
Uric Acid/Uricase Assay Kit, Invitrogen: A22181). Kit iirikaz varliginda, iirik asidin
allantoin, hidrojen peroksid ve karbondiokside doniisiimii ve ardindan hidrojen
peroksidin “Horseradish peroxidase (HRP)” enzimi varlifinda kirmizi renk veren
resofurine doniigsmesi esasina dayanmaktadir.

Kullanilan soliisyonlar

e Karisim soliisyonu; kit icinde bulunan reaktif ve enzimlerin prospektiiste
belirtilen sekilde karistirilmasiyla hazirlanmistir. Iceriginde Aplex Red
reaktifi (100 uM), HRP (0,4 U/ml) ve iirikaz (0,4 U/ml) enzimi olan
sollisyon, deneyden hemen 6nce hazirlanmistir.

e ldrar, plazma 6rnekleri ve aktivite olciimleri sonucunda elde edilen doku
siipernetantlart  kullamlmistir.  Orneklerde  herhangi  bir  diliisyon
yapilmamustir.

Islemler: Yukarida icerigi belirtilen karisim soliisyonu (50 ul) ile Kor/Standart
/Pozitif kontrol/Numune (50 pl) esit oranda karistirllmistir. 37 °C’de 30 dakika
bekletilen bu karisim spektrofotometrede 560 nm’de, kore karst okunmustur.
Sonuglar hazirlanan standart grafigi araciligi ile UM olarak hesaplanmistir.

3.9.4. Glukoz Tayini

Idrar ve plazmada glukoz tayini, ticari kit aracili spektrofotometrik olarak
yapilmis (Glucose Assay Kit, BioVision: K606-100) ve ol¢iim kitte onerildigi sekilde
gergeklestirilmistir.

3.9.5. Protein Tayini

Lowry yontemi kullanilarak numunelerdeki protein Ol¢iimleri yapilmistir.
Yontem, bazik ortamda proteinlerin Cu*? (bakr) ile reaksiyona girerek olusturduklari
bakir-peptid komplekslerinin, Folin reaktifi varliginda tirozin ve triptofan kalintilart
ile birlesmesiyle olusan renkli bilesiklerin spektrofotometrik olarak saptanmasina
dayanmaktadir [155].

Kullanilan soliisyonlar
e Sigir albumini (Albumine Bovine, Sigma, A-8022) 1 mg/ml’lik standart
e NaOH (Sodium hydroxide, Merck, 6462) 1 N
¢ D reaktifi: asagida belirtilen ¢ozeltilerden taze olarak hazirlanmistir.
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10 ml, %2’1ik Na2CO3 (sodium carbonate, anhydrous, Merck, 6398),
0,1 ml %1’1lik CuSO4 (Copper (II) sulfate, Merck, 2787)
0,1 ml %2’lik C4H4Na206 (di-Sodium tartarate, Merck, 6662)

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

iglemler: 0,1 ml numune veya standart iizerine 0,1 ml NaOH ve 1 ml D reaktifi
eklenerek karistirnlmigtir. Ardindan biitiin tiiplere 1:1 oraninda sulandirilmis Folin
reaktifinden 0,1 ml eklenerek oda 1sisinda ve karanhikta 30 dakika bekletilmistir.
Siirenin bitiminde tiiplere 2 ml distile su eklenerek 750 nm dalga boyunda kore karsi
spektrofotometrede (Shimadzu UV 1600) okuma yapilmistir. Elde edilen standart
grafiginden sonuglar mg/ml protein olarak hesaplanmistir.

3.9.6. Sitrat Sentaz Aktivitesinin Olciimii

Deneklere egzersiz yaptirildiginin gostergesi olarak, soleus kasi drneklerinde
sitrat sentaz enzim aktivitesi Ol¢iilmiistiir [156,157]. Yontem; Asetil CoA ve
Oksaloasetik asid’in Sitrat sentaz varliginda Sitrat ve CoA-SH’a ve ardindan 5,5’-
dithio-bis(2-nitrobenzoic acid) (DTNB) varliginda CoA-SH’1n 412 nm’de 15181 gii¢lii
bir sekilde absorbe eden Merkaptid iyonuna doniismesine dayanmaktadir.

Kullamilan Soliisyonlar

® Tris tamponu (pH: 8,0): 100 mM
Fosfat tamponu (pH: 7,4): 100 mM
DTNB: 1 mM
Asetil CoA: 3 mM
Oksaloasetik asit; S mM

Doku Orneklerinin Hazirlanmasi: Deney giiniine kadar -80 °C’de saklanan Soleus
kas oOrnekleri, yas agirliklar1 kaydedildikten sonra, bir bistiiri yardimiyla kiigiik
parcalara ayrilmistir. Fosfat tamponu ile 1:20 oraninda diliie edilen doku parcalari,
teflon uglu homojenizator ve sonikatdr yardimiyla homojenize edilmistir.
Homojenatlarin fosfat tamponu ile tekrar 1:20 oraninda sulandirilmasiyla ornekler
Olctime hazirlanmistir.

Islemler: Tris tamponu (650 ul), Asetil CoA (50 ul), DTNB (100 ul) ve homojenat
(100 ul) kartstmi hazirlandiktan sonra 30 °C’de 5 dakika siireyle inkiibe edilmistir.
Siirenin bitiminde karistma 100 pl oksaloasetik asit eklenerek spektrofotometrede
412 nm dalga boyunda ilk okuma gergeklestirilmistir. 37°C’de gerceklestirilen
spektrofotometrik okuma 3 dakika sonra tekrarlanmistir. Merkaptid iyonunun molar
ekstinsiyon katsayis1 (13,6), 1 dakikalik absorbans degisimi, diliisyon faktorii ve kas
yas agirliklan iizerinden enzim aktivitesi hesaplanmis, sonuglar pM.g yas doku™.
dakika™ olarak verilmistir.
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3.10. URATI1, OAT1 ve OAT3 mRNA Diizeylerinin Olciilmesi

RT-PZR (reverse transcription-polymerase chain reaction = ters
transkripsiyon-polimeraz zincir reaksiyonu) yontemi ile bu tasiyicilarin mRNA
diizeyleri degerlendirilmistir.

3.10.1. RNA izolasyonu

RT-PZR icin kullanilacak olan bobrek korteks ornekleri kullanilacagi giine
kadar -80°C’de saklanmistir. Deney giinii, buz iizerinde ¢oziilen dokular 30-40 mg
agirh@inda tartilarak total RNA izolasyonu igin kullanilmistir. izolasyon, kullanilan
ticari kitin (RNeasy Protect Mini Kit; QTAGEN: 74126) onerdigi sekilde yapilmistir.
Elde edilen RNA’larin miktarlar1 spektrofotometrik olarak ol¢iiliip kaydedildikten
sonra, kullanilincaya kadar -20°C’de saklanmastir.

3.10.2. cDNA Eldesi

250 ng total RNA, reverse transkriptaz enzimi ve oligodT (12) primerleri
kullanilarak cDNA’ya doniistiiriilmiistir. Bu amac¢ icin  Sensiscript RT Kit
(QIAGEN: 205213) kullanilmis ve iiretici firmanin Onerileri dogrultusunda sentez
gerceklestirilmistir.

3.10.3. PZR Kosullar1
cDNA’nin amplifikasyonu sirasinda kullanilan primerlerin  dizin ve
lokalizasyonlar1 Tablo 3.3’de belirtilmistir.

Tablo 3.3. URATI1, OAT1, OAT3 ve Beta aktin mRNA diizeylerinin 6l¢iimiinde kullanilan
primerlerin dizilim ve lokalizasyonlari.

Sican URAT1 primerleri (LOCUS: NM_001034943 Lokalizasyon

Sol:  5’-gcacaatagctgccctcatge 817-837

Sag: 5’-gccaactgcagcatcctcc 1048-1030
Sican OAT1 primerleri (LOCUS: NM_017224) Lokalizasyon

Sol:  5’-gctagcattgcaatcaactgc 851-871

Sag: 5’-gctccatggcetgaggcttgg 1238-1219
Sican OAT3 primerleri (LOCUS: NM_031332 Lokalizasyon

Sol:  5’-gcctgagaagtgtctccge 330-348

Sag: 5’-gccatgaagatcgactggg 515-497

Sican Beta Aktin primerleri (LOCUS: NM_031144 Lokalizasyon

Sol:  5’-gg agaagagcta tgagctge 789-808
Sag: 5’-gcaatgatcttgatcttcatgg 1071-1052
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Her bir gen i¢in hazirlanan PZR kosullart birbirinden farklidir;

3.10.3.1. URAT-1

Tanmimlanan URATI1 primerleri kullanilarak ¢cDNA’da 231 baz ciftlik bir
bolge ¢ogaltilmistir. Reaksiyon 0,5 pl cDNA ve 0,3 uM primer (her biri) varliginda
gerceklestirilmistir. PZR sartlart; zincir ayrilmasi (denaturation) 94 °C’de 30 saniye;
primer-kalip eslesmesi (annealing) 52 °C’de 30 saniye ve zincir uzamasi (elongation)
72 °C’de 40 saniye olarak belirlenmis ve 35 dongii uygulanmistir.

3.10.3.2. OAT-1

Tablo 3.3’de dizin ve lokalizasyonlar verilen OAT1 primerleri kullanilarak
cDNA’da 387 baz ciftlik bir bolge ¢ogaltilmistir. Reaksiyon 4 pul cDNA ve 0,3 uM
primer (her biri) varhiginda gerceklestirilmistir. PZR sartlari; zincir ayrilmasi
(denaturation) 94°C’de 30 saniye; primer-kalip eslesmesi (annealing) 50°C’de 30
saniye ve zincir uzamasi (elongation) 72°C’de 40 saniye olarak belirlenmis ve 35
dongii uygulanmistir.

3.10.3.3. OAT-3

Tablo 3.3’de belirtilen OAT3 primerleri varliginda cDNA’da 185 baz ciftlik
bir bolge cogaltilmistir. Kullanilan ¢cDNA ve primer konsantrasyonlarni ile PZR
kosullari, OAT1 amplifikasyonunda tanimlandig1 sekildedir.

3.10.3.4. Beta aktin

Sican beta-aktin mRNA’sindan elde edilen PZR iiriinleri kontrol olarak
kullanilmistir. Bunun icin, Tablo 3.3’de tanimlanan primerler ile cDNA’da 282 baz
ciftlik bir bolge cogaltlmistir. 2,5 pl cDNA ve 0,2 uM primer kullanilarak reaksiyon
ortami olusturulmustur. PZR sartlart; zincir ayrilmasi (denaturation) 94°C’de 30
saniye; primer-kalip eslesmesi (annealing) 50°C’de 30 saniye ve zincir uzamasi
(elongation) 72°C’de 40 saniye olarak belirlenmis ve bu kosullar 35 kez
tekrarlanmistir.

Amplifikasyon sonrasinda 6rnekler, %2’ lik agaroz jele yiiklenmistir. 70 V’da
45 dakika siiren elektroforezi takiben jeller etidyum bromiir ile boyanarak goriintii
alimmustir. Elde edilen goriintii ImageJ (Image Processing and analysis in Java) analiz
programi ile analiz edilmistir. Sonuglar, beta-aktin degerlerine gore normalize
edilerek saptanmstir.
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3.11. URATI1, OAT1 ve OAT3 Protein Diizeylerinin Tayini
Bobrek korteksinde bu tasiyicilarin protein diizeyleri Western Blot yontemi
ile saptanmistir.

3.11.1. Doku Orneklerinin Hazirlanmasi

Bobrek korteksinden alinan 6rnekler deney giiniine kadar -80°C saklanmustir.
Deney giinii ¢ikariip buz icine alinan doku Orneklerinin yas agirliklan
kaydedilmistir. 10 mI’lik plastik tiipler i¢cine alinan dokularin tizerine, agirliklarinin 3
kat1 hacimde, i¢inde %5 oraninda proteaz inhibitor kokteyli (Sigma P2714) bulunan
lizis tamponu (10 mM Tris pH 7.4, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 1
mM NaF, 20 mM NasP,07, 2 mM NazVOy, 1% Triton-X, %10 gliserol, %0.1 SDS,
% 0.5 deoksikolat) eklenmistir. Teflon u¢lu doku homojenizatérii (TRI-R STIR-R,
Model K43) yardimi ile dokular maksimum hizda 20 saniye homojenize edilmistir.
Homojenat, %70 giicte, 5 saniye siireyle, 2-3 kez sonike edildikten sonra 30 dakika
buz icinde bekletilmistir. Siirenin bitiminde, numuneler +4°C’de 10.000g’de 10
dakika santrifiij edilmistir. Elde edilen siipernetantlarda Lowry yOntemi ile protein
tayini yapilmistir. Esit miktarda (50pug) protein iceren Ornekler, protein
denaturasyonu i¢in esit hacimde 2xLaemmli tamponu (Sigma, S3401) ile
karistirilmustir. Kisa siireli vorteksleme islemini takiben ornekler 5 dakika 95°C’de
bekletilmis ve ardindan 5 dakika 5000g’de santrifiij edilmistir. Elde dilen siipernetant
western blot analizi i¢in kullanilmistir.

3.11.2. Elektroforez ve Antikorlarin Uygulanmasi

Elektroforez ve blotting asamalarinda BioRad Mini Protean 3 sistemi
kullanilmigtir. Proteinlerin molekiiler agirliklarina gore ayristirilmasi i¢in %7,5’lik
poliakrilamid jel kullanilmistir. Molekiiler agirlik standardi (Fermantas, SM1811) ve
50 pg protein igeren Ornekler kuyucuklara yiiklenmis ve elektroforez islemi
baslatilmistir (80 V akimda, 2 saat). Elektroforezin bitiminde, molekiiler agirliklarina
gore ayrilan proteinler, 1slak transfer yontemi ile jelden nitroseliiloz membrana (Bio-
rad, 162-0115) transfer edilmistir. Transfer islemi +4°C’de, 3 saat boyunca 250 mA
akim uygulanarak gerceklestirilmistir. Transfer sonrasinda membran, %5 siit tozu
(BioRad, 170-6404) iceren TBS-T soliisyonunda 1 saat bloke edilmis ve ardindan 40
dakika boyunca 4 kez tazelenen TBS-T soliisyonu (%0,1 Tween 20 iceren TBS)
kullanilarak yikanmistir. Yikama islemini takiben membranlar 1:100 diliisyonda
hazirlanmis anti-OAT1 (Alpha Diagnostic, OAT11-A), anti-OAT3 (Alpha
Diagnostic, OAT31-A), anti-URAT1 (Alpha Diagnostic, URATI11-A) veya B-aktin
(Santa Cruz; SC47778) primer antikorlar1 ile +4 °C’de, calkalayici iizerinde, gece
boyunca inkiibasyona birakilmigtir. Primer antikor inkiibasyonu sonrasinda
membranlar, 40 dakika siireyle 4 kez yenilenen TBS-T soliisyonu ile yikanmis ve bu
sekilde fazla antikor uzaklastirilmistir. Yikama islemini takiben membranlar 1:3000
oraninda sulandirilmis HRP-konjuge IgG (Alpha Diagnostic Intl. Inc, 20120) ile oda
1is1sinda, 1 saat boyunca calkalanarak inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun bitiminde
membranlar tekrar 40 dakika siiresince calkalanarak yikanmis ve goriintilleme
asamasina gecilmistir.
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3.11.3.Goriintiilleme ve Degerlendirme

Sekonder antikorla konjuge halde bulunan peroksidaz enziminin
kemiluminisans olusturacak {irlinii i¢in substrat iceren ECL reaksiyon karigimi
(Pierce, 32209) nitroseliiloz membranlarin {izerine uygulanmis ve karanlikta 5 dakika
bekletilmistir. Bekleme siiresinin sonunda, ECL’nin uzaklastirilmasin1 takiben
membranlar fotograf filmine (Hyperfilm, Amersham, RPN3103K) konularak
goriintilleme saglanmistir.

Her bir 6rnek icin 3 kez tekrarlanan deneylerin sonucunda elde edilen filmler
taranarak bilgisayar ortamina aktarilmis ve goriintiilerin dansitometrik analizi igin
ImageJ programi kullamilmistir. Sonuglar; her grup icin OATI1/B-aktin, OAT3/B-
aktin, ve URAT1/B-aktin seklinde B-aktin proteininin miktarina oranlanarak ayri ayr
hesaplanmis ve iinite cinsinden ifade edilmistir.

3.12. Istatistiksel Analiz

Sonuglar ortalama =+ standart hata olarak verilmistir. Sonuclarin
degerlendirilmesinde tek yonlii varyans analizi kullamilmis ve gruplar arasi
degerlendirmede Newman-Keuls testi kullanilmigtir. P<0.05 olan degerler
istatistiksel olarak dnemli kabul edilmistir.
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BULGULAR

4.1. Genel Bulgular

2,5-3 aylik erkek Wistar siganlarin kullanildigr bu calismada, Kontrol (K)
grubundaki denekler sedanter birakilirken, Egzersiz (E) grubundaki siganlara 5 giin
boyunca, giinde 1 kez tiiketici egzersiz yaptrilmistir. 3. grup olan Hiperiirisemi (H)
grubunda ise sicanlara 5 giin boyunca, giinde 1 kez 250 mg/kg dozunda oksonik asid
verilerek hiperiirisemi  olusturulmustur. Tablo 4.1°de goriildiigii gibi, bu
uygulamalarin giinliik yem ve su tiiketimi, viicut agirhigi ve bobrek agirhigi gibi
parametrelerde istatistiksel olarak 6nemli bir etkisi olmamustir.

Tablo 4.1. K, E ve H grubunda genel bulgular.

K E H
Yem tiiketimi (g/giin) 20,0%1,3 20,4%1,0 18,3+1,4
Su tiiketimi (ml/gtin) 30,9+4,7 29,942,6 28,7£3,0
Viicut agirligi (g) 303,0+8,7 307,2+6,1 307,1£7,6
Bobrek agirligr (g) 1,910,1 2,1140,1 2,1+0,1
% Bobrek agirlig 0,64+0,02 0,6910,04 0,6710,02

Her grup icin n=10

4.1.1. Giinliik Egzersiz Siiresi

Birbirini takip eden 5 giin boyunca, tilkenene kadar egzersiz yaptirilan E
grubundaki deneklerin giinlilk tiikenme siireleri 53,2+2.3; 53,0+2,8; 52,6+2,1;
54,3422 ve 54,9+1,8 dakika olarak kaydedilmistir. Bu degerler arasinda istatistiksel
olarak onemli bir fark saptanmamustir.

4.1.2. Ortalama Kan Basinci

Deneklerin feda edilmeden hemen 6nce Olciilen kan basinci degerleri Tablo
4.2’de sunulmusgtur. Hiperiirisemi grubunda kiiciik bir artig goriilse de, ortalama kan
basinci degerleri arasinda istatistiksel onemli bir fark goriilmemistir.

4.1.3. Glomeriiler Filtrasyon Hiz1 (GFR)

Kreatin klirensi tizerinden hesaplanan glomeriiler filtrasyon hizi degerleri
Tablo 4.2’de sunulmustur. Egzersiz ve hiperiirisemi grubunda gozlenen hafif
azalislarin kontrol degerlerine gore istatistiksel olarak 6nemli bir farki yoktur.
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4.1.4. Bobrek Kan Akim

PAH Kklirensi tizerinden hesaplanan bobrek kan akimi degerleri K, E ve H
grubunda birbirinden farkli degildir. Sonuclar Tablo 4.2’de sunulmustur.

Tablo 4.2. K, E ve H gruplarinda ortalama kan basinci, glomeriiler filtrasyon hizi, bobrek kan akimi
degerleri ile idrar ve plazma analizleri.

K E H
Ortalama Kan Basinct (mmHg) 95,20%+1,83 93,5612,3 100,5+4,2
GFR (ml/dk) 0,692+0,13 0,605+0,08 0,633+0,03
Bobrek Kan Akimi (ml/dk) 5,45+1,03 7,61£0,99 6,09+1,96
Idrar glukoz (mg/dl) 0,910,2 26,412,2%* 1,7£1,0
Idrar protein (mg/dl) 0,05+0,07 0,51%0,1%* 0,08%0,02
Plazma glukoz (mg/dl) 146,2+6,3 97,8+5,7* 156,1+17,6
Plazma protein (g/dl) 1,52+0,02 1,49+0,01 1,44+0,1

K grubundan fark; *p<0,05, ** p<0,001.
Her grup icin n=10

4.1.5. Idrar ve Plazma Glukoz Degisiklikleri

Idrar ve plazma orneklerinde yapilan glukoz olgiimlerinin sonuglar1 Tablo
4.2’de sunulmustur. Tiiketici egzersiz grubunda idrar glukoz konsantrasyonundaki
artis (p<0,001) ve plazma glukoz degerlerindeki azalis (p<0,05) istatistiksel olarak
onemli bulunmustur. Hiperiiriseminin idrar ve plazma glukoz degerlerine 6nemli bir
etkisi gbzlenmemistir.

4.1.6. idrar ve Plazma Protein Degisiklikleri

Tablo 4.2°de goriildiigii gibi tiiketici egzersiz, deneklerde proteiniiriye neden
olmustur (p<0,001). Hiperiiriseminin ise bdyle bir etkisine rastlanmamistir. Plazma
protein diizeyinde ise istatistiksel olarak dnemli bir degisim gozlenmemistir.

4.1.7. Soleus Kasinda Sitrat Sentaz Aktivitesi

Tiim gruplarda, deneklerden alinan soleus kas orneklerinde sitrat sentaz
aktivitesi Ol¢iilmiistiir. Sedanter birakilan kontrol grubunda sitrat sentaz aktivitesi
60,38+3,45 UM.g yas doku™.dk™" olarak saptanmus, tiiketici egzersiz yapan grupta ise
bu deger 116,17#7,01 uM.g yas doku'.dk” degerine yiikselmistir (p<0,001).
Hiperiirisemi grubunda bulunan sonug, kontrol grubundan farkli degildir (69,05+5,24
UM.g yas doku™.dk™). Sonuglar Sekil 4.1°de sunulmustur.
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Sekil 4.1. Soleus kasinda sitrat sentaz aktivitesi. Kontrolden fark *p<0,001.
Her grup i¢in n=10

4.1.8. Plazma ve idrar Urik Asid Degisiklikleri

Plazma ve idrar iirik asid konsantrasyonlar1 hem tiiketici egzersiz grubunda
hem de iirikaz inhibitorii oksonik asid verilen hiperiirisemi grubunda istatistiksel
olarak onemli diizeyde artmistir. Sonuglar Tablo 4.3’de goriilmektedir.

Plazma iirik asid konsantrasyonu ve glomeriiler filtrasyon hizinin carpima ile
hesaplanan 1 dakikada ultrafiltrata gecen iirik asid miktari, kontrol ve egzersiz
gruplarinda birbirine benzer iken, hiperiirisemi grubunda bu deger istatistiksel olarak
yiiksek bulunmustur (p<0.01).

Idrar akim hizi ve idrar iirat konsantrasyonunun carpimu ile hesaplanan 1
dakikada idrarla atilan tirik asid miktar1, hiperiirisemi grubunda kontrole gore 6nemli
diizeyde artarken (p<0,001), egzersiz grubu ve kontrol grubu degerleri birbirine
yakin bulunmustur.

Yukarida tanimlandigi sekilde hesaplanan filtre olan iirat ile idrara gecen iirat
miktarlar1 arasindaki fark geri emilen {irat miktar1 olarak kabul edilmistir.
Hesaplanan bu deger, kontrol ve egzersiz grubunda birbirinden farkli degilken,
hiperiirisemi grubundaki artis istatistiksel olarak dnemli bulunmustur (p<0,05).

Atillan ve emilen iirat miktarlari, filtre olan iiratin % degeri olarak
hesaplandiginda ise kontrol sicanlarinda filtre olan iiratin %96,57+0,43’iiniin geri
emildigi ve %3,43+0,43’iiniin ise idrar ile atildig1 gozlenmistir. Bu degerler E ve H
gruplarinda istatistiksel olarak onemli dl¢iide degismemistir (Tablo 4.3).
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Tablo 4.3:. K, E ve H gruplarinda plazma ve idrarda 6lgiilen iirik asid degerleri ile hesaplanmus filtre
olan, idrarla atilan ve emilen iirik asid sonuglari.

K E H
Plazma iirik asid (mg/dl) 0,81%0,03 1,2240,07%% | 1,9520,23%%* ###
Idrar iirik asid (mg/dl) 3,00+0,39 4,8010,41%* | 7,2010,61%**##
Filtre olan iirik asid (ug/dk) 6,74+1,84 6,42+1,12 13,24+1,65%*#

Idrarla atilan iirik asid (ug/dk) 0,19+0,04 0,21+0,02 0,68+0, 14%**##

Emilen {irik asid (ug/dk) 6,56+1,84 6,88+0,87 12,56+1,64*#
Atilan iirik asid (%) 3,43+0,43 4,03+1,05 5,42+1,15
Geri emilen iirik asid (%) 96,57+0,43 96,05+1,07 94,58+1,05

K grubundan fark; *p<0,05, ** p<0,01, ***p<0,001
E grubundan fark; #p<0,05, ##p<0,01, ###p<0,001
Her grup i¢in n=10

4.2. Tasiyic1 Proteinlerin Fonksiyonel Olarak Degerlendirilmesi

Metodolojide tanimlanan protokollere maruz birakilan proksimal tiibiillerde
30 dakikalik inkiibasyonu takiben biriken iirat miktarlar1 6l¢iilmiis ve sonuglar Tablo
4.4’de sunulmustur.

Tablo 4.4. Farkli protokollerde 30 dk. inkiibasyonu takiben proksimal tiibiilde dlciilen iirat miktarlari.

Doku iirat K E H
(ug/mg protein)
0. Protokol (P0) 7,79+1,85 6,06+0,84 8,46+1,69
1. Protokol (P1) 11,76+2,93 10,53+1,45 14,88+1,99
2. Protokol (P2) 7,45£1,99 7,52+1,06 6,79+1,62
3. Protokol (P3) 8,67+2,17 9,55+1,32 9,79+1,82
4. Protokol (P4) 8,89+2,30 8,55+1,19 9,27+1,68
5. Protokol (P5) 9,16£2,30 8,00+1,11 8,81+1,73

P0: Bazal kosullarda, ortama iirat eklenmeden tiibiilde 6l¢iilen endojen tirat miktari.

P1: 100 uM iirat varliginda, URAT1, OAT1 ve OAT3 inhibitorleri yoklugunda 6l¢iilen iirat miktari.
P2: 100 uM iirat ile URATI, OAT1 ve OATS3 inhibitorleri varliginda olgiilen tirat miktari.

P3: 100 uM iirat ile OAT1 ve OATS3 inhibitorii varliginda 6l¢iilen tirat miktari.

P4: 100 uM iirat ile URAT1 ve OAT3 inhibitorleri varliginda dlgiilen iirat miktari.

P5: 100 uM iirat ile URATT inhibitorii varliginda olgiilen tirat miktari.
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Izole proksimal tiibiillerde baslangicta var olan iirat miktarlarinm 6l¢iildiigii
PO protokoliinde, degerlerin egzersiz grubunda kontrole gore diisiik ve hiperiirisemi
grubunda yiiksek oldugu gézlenmis, ancak bu degisimlerde istatistiksel olarak bir
onemlilik bulunamamustir.

Bazal iirat miktarlarinin 6lciildiigii PO protokolii ile bilinen giris ¢ikislarin
inhibe edildigi 2. protokolde, proksimal tiibiilde Ol¢iilen iirat miktarlar1 birbirine ¢cok
yakin oldugundan non-selektif giris ve c¢ikiglarin deneyimizde énemli bir katkisinin
olmadig1 sonucuna ulagilmistir. Bu nedenle, P2’de elde edilen sonuclar P1, P3, P4 ve
P5’de elde edilen sonuclardan cikartilarak tasiyicilarin dirat transportuna olan
katkilar1 degerlendirilmistir. Bu sekilde hesaplanan sonuclar Tablo 4.5 ve Sekil
4.2’de sunulmustur.

Tablo 4.5. Proksimal tiibiile iirat girisine farkli tagiyicilarin katkisi.

Doku iirat K E H
(ug/mg protein)
P1-P2 | OATI, OAT3, URATI1 4,30+0,95 3,02+0,46 7,51+0,76
aracili girisin katkisi A
P3-P2 | URATTI aracihi girisin 1,22+0,22 2,03+0,31 2,88+0,23
katkis1 * T
P5-P2 | OATI1 ve OATS3 aracili 1,71+0,38 0,49+0,13 2,08+0,31
girigin katkisi ok ##
P4-P2 | OAT]1 aracih girisin 1,44+0,27 1,04+0,14 2,34+0,25
katkis1 4
P5-P4 | OAT3 aracih girisin 0,27+0,25 -0,55+0,14 -0,26+0,21
katkisi *

Kontrol grubundan fark *p<0,05, **p<0,01
Egzersiz grubundan fark #p<0,05, ##p<0,01, ####p<0,001
Her grup i¢in n=8

Bu tablodan goriilecegi gibi kontrol grubunda 30 dakikalik siire icinde
proksimal tiibiile incelenen her ii¢ tasiyici aracilign ile 4,30+£0,95 pg/mg protein iirat
alimmustir. Egzersiz grubunda ise aym siirede tiibiile giren iirat miktarinda istatistiksel
onem gostermese de bir azalma dikkati ¢cekmistir. Hiperiirisemik grupta iceri alinan
tirat miktarinda belirgin sekilde artis gézlenmistir.

Kontrol grubunda URATI1 ve OAT!’in iirat girisindeki paylar1 birbirine
yakin, hatta OAT1 ile taginan miktar daha fazla iken OAT3’{in katkisinin olduk¢a az
oldugu goriilmiistiir. Egzersiz bu durumu degistirerek URAT1 aracili girisi 6n plana
cikarmistir. OAT3 ile giris ortadan kalkmis ve ters yonde taginma ortaya ¢ikmistir.
Hiperiirisemide ise URAT1 ve OATI1 aracili tasinma, hem sedanterlere hem de
egzersiz yapan deneklere gore anlaml artmis ancak OAT3’te bir baskilanma, hatta
ters yonde taginma ortaya ¢ikmistir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. izole proksimal tiibiillerde OAT1, OAT3 ve URAT] aracili iirat transportu.
Kontrol grubuna gore istatistiksel fark; *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.
Egzersiz grubuna gore istatistiksel fark; #p<0,05, ##p<0,001, ###p<0,001
Her grup i¢in n=8

4.3. URAT1, OAT1 ve OAT3 mRNA Degisimleri

Tiim gruplarda bobrek korteksinde olciillen OAT1, OAT3 ve URAT1 mRNA
miktarlari, aym1 dokuda oOl¢iilen Beta-aktin mRNA miktarina oranlanmistir. Her bir
ornek icin mRNA 6l¢iimii 3 kez tekrarlanmis ve sonuclarinin ortalamasi alinmistir.
Sonuglar Sekil 4.3 ve 4.4’de sunulmustur.

4.3.1. URAT1 mRNA Degisimleri

Kontrol grubunda 6,40+2,66 olarak saptanan URAT1 mRNA diizeyi, egzersiz
grubunda 2,38+0,70 ve hiperiirisemi grubunda 1,94+0,83 olarak bulunmustur.
Egzersiz ve hiperiiriseminin neden oldugu bu diisiis her iki grupta da istatistiksel
olarak 6nemli diisiik bulunmustur (p<0,001).

4.3.2. OAT1 mRNA Degisimleri

Kontrol grubunda 1,36+0,38 olan OATI1/Beta aktin oranmi, Egzersiz
(0,43£0,15; p<0,001) ve Hiperiirisemi (0,72+0,29; p<0,01) gruplarinda istatistiksel
olarak onemli diizeyde azalmistir.
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4.3.3. OAT3 mRNA Degisimleri

Bobrek korteksinde OAT3 mRNA diizeyi, egzersiz (0,51+£0,08; p<0,05) ve
hiperiirisemi (0,69+0,19; p<0.01) gruplarinda kontrol (2,31+0,99) degerlerine gore
diisiik bulunmustur.

M K1K2 K3 E1 E2E3 H1 H2 H3

TSR UrATI (31 b
| [ OATI (357 be)

E OAT3 (185 bo)

Sekil 4.3. OAT1, OAT3 ve URAT1 PZR o6rnekleri
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K E H
Sekil 4.4. Bobrek korteksinde OAT1, OAT3 ve URAT1 mRNA diizeyleri. Kontrole gore istatistiksel

fark; *p<0,01, *#p<0,001 (n=5).
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4.4. URAT1, OAT1 ve OAT3 Protein Diizeyleri

Tiim gruplarda bobrek korteksinde dlgiilen OAT1, OAT3 ve URATI protein
diizeyleri, ayn1 dokuda dl¢iilen Beta-aktin miktarina oranlanmistir. Her bir drnek icin
3 kez tekrarlanan Olciimlerin ortalamasi alinmig ve sonuclar Sekil 4.5 ve 4.6’da
sunulmustur.

4.4.1. URAT1 Protein Diizeyi

Yaklastk 60 kDa agirliginda gozlenen URATI proteininin - bobrek
korteksindeki diizeyi kontrol grubunda 1,09+0,02 olarak saptanmustir. Egzersiz ve
hiperiirisemi bu proteinin ekspresyonunda istatistiksel olarak 6nemli diisiislere neden
olmustur. URATI1/Beta aktin orani, egzersiz grubunda 0,90+0,05 (p<0,01) ve
hiperiirisemi grubunda 0,89+0,03 (p<0,01) olarak 6l¢tilmiistiir.

4.4.2. OAT1 Protein Diizeyi
Yaklagik agirligt 72 kDa olarak gozlenen OATI1 proteininin ekspresyon
diizeyi egzersiz ve hiperiirisemiden etkilenmemistir. OAT1/beta aktin orani kontrol

grubunda 1,09+0,14, egzersiz grubunda 1,19+0,04 ve hiperiirisemi grubunda
1,04+0,10 olarak saptanmustir.
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A5KDE ey e w— o — — —— - Bcia-Akfin
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130kD2  weee weo osw GED SN0 WY GNP GNP =  (OAT3
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Sekil 4.5. URAT1, OAT1 ve OAT3’iin western blot 6rnekleri
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4.4.3. OAT3 Protein Diizeyi
Sicanda 130 kDa’luk bir protein olan OAT3’lin bobrek korteksindeki diizeyi

kontrol grubunda 1,24+0,1 olarak saptanmistir. Bu deger egzersiz grubunda
1,4240,15 ve hiperiirisemi grubunda 1,30+0,16 olarak hesaplanmistir. Degerler,
gruplar arasinda istatistiksel olarak 6nemli bir fark gostermemektedir.

3.0
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Sekil 4.6. Bobrek korteksinde OAT1, OAT3 ve URAT]1 protein diizeyleri.
Kontrol grubuna gore istatistiksel fark; *p<0,01. (n=5)
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TARTISMA

Calismamizda, egzersiz esnasinda kanda yiikselen tiirik asidin bobrekler
tarafindan uzaklastirilmasinda rol alan proksimal tiibiil tasiyicilart OAT1, OAT3 ve
URATY’in aktivite ve ekspresyonunda, egzersize bagh olas1 adaptif degisikliklerin
incelenmesi amaglanmstir.

Istemli ve sistemli kassal aktivite artis1 olarak tanimlanan egzersizin, bireyin
beden ve ruh sagligi iizerine olan olumlu etkileri yaninda toplumsal yararlar da ¢ok
yonlii incelenmistir [158-160]. Son yillarda yapilan calismalar, istemsiz (forced)
egzersizin, egzersizden beklenen yararlari saglamayacagini One siirmektedir
[114,121,129,130,161,162]. Bu c¢alismalar dikkate alindiginda, cesitli deneysel
egzersiz modelleri kullanilarak yapilan calismalardan elde edilen sonuglarin istem
dis1 kassal aktiviteyi yansitacagt ve deneysel ve insan calismalarimin sonuglari
arasindaki bazi tutarsizliklarin acgiklanmasinda bu farkin 6nemli olabilecegi
diistiniilmektedir.

Ister istemli, isterse istemeden yapilsin, her tiirlii kassal aktivite esnasinda
bobrege giden kan akim Once kesintiye ugrayip, sonra normale donmektedir [120,
163]. Boylece hem atletler, hem de bedenen calisan iscilerde (istemsiz kassal
aktivite) kassal aktivitenin bobrekler iizerine iskemi-reperfiizyon benzeri bir etkisi
olmaktadir. Agir egzersizin bobrekler iizerine olumlu etkilerinin yam sira glikoziiri,
hematiiri ve proteiniiri gibi olumsuz etkilerinin bildirilmesi de, bobreklerde egzersiz
sonrast bir takim degisikliklerin oldugunu gostermektedir [113,114,119-121,128-
130,161,162]. Bu diisiinceden hareket ederek, haftanin 5 giinii ¢alisan bir is¢inin
veya her giin yorucu antrenmana maruz kalan atletlerin bobreklerine, egzersiz ile
binen yiikiin ve bu yiike bobreklerin adaptif cevabinin daha gercekg¢i incelenebilecegi
bir model olusturmak amaci ile, biz calismamiz1 5 giin ard arda tiiketici egzersize
maruz birakilan sicanlarda gergeklestirdik.

Akut, agir egzersiz modeli olarak kabul edilen kosu bandindaki tiiketici
egzersize 5 giin ard arda maruz birakilan sicanlarda yapilan analizler, viicut agirhigi,
su-yem tiiketimi, GFR, bobrek kan akimi, ortalama kan basincit gibi rutin
parametrelerin bu egzersiz modelinden etkilenmedigini gostermistir. Bu sonuglar
literatiirdeki benzer calismalarin sonuglar1 ile uyumludur [121,164]. Agir kassal
aktivitenin proteiniiri ve glukoziiri yapici etkisini gosteren yayinlar1 destekler sekilde
egzersiz grubu deneklerin idrarinda hem glukoz hem de protein miktar1 6nemli artig
sergilemistir (Tablo 4.2) [121,122,125]. Soleus kasinda olgiilen sitrat sentaz enzim
aktivitesindeki artis, secilen egzersiz modelinin yeterli oksidatif fosforilasyon artisina
neden oldugunun kamtidir [157]. Bu hayvanlarda, kan iirik asid miktarinin artis1 da
kassal aktivite esnasinda artan piirin yikim {riinii olarak, dolayli yoldan kassal
aktivite gostergesi olarak kabul edilebilir [16-18].
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Urik asid, plazmadaki onemli antioksidanlardan biri olmasina karsin kandaki
diizeyi normal sinirlarda tutulmaya calisilmaktadir. Plazmadaki iirik asid proteinlere
baghh olmadigindan, egzersiz sirasinda plazmada artan iirik asidin hemen hepsi
kolaylikla ultrafiltrata gecmektedir [7-11]. Bu nedenle egzersiz sonrast donemde
proksimal tiibiile binen iirik asid yiikii artmaktadir. Calismamizda, plazmada artan
tirik asid bobrekler aracili uzaklastirllirken, bobreklerde egzersize has adaptif
degisimler olup olmadigi incelenmek istendiginden, ayrica hiperiirisemi
olusturulmus bir grup ¢alismaya dahil edilerek, hiperiiriseminin bobreklerdeki olasi
etkisinin egzersize ait etkilerden ayirt edilmesi amaglanmistir. Bu amacla sicanlara 5
giin boyunca intraperitoneal yoldan oksonik asid verilerek iirik asid yikimi
engellenmistir. Bu uygulama sonucunda siganlarda kan iirat konsantrasyonu ve iirat
itrah artis1 gozlenmistir (Tablo 4.3). Oksonik asid ile olusturulan hiperiirisemi,
egzersizin neden oldugu iirat artisindan daha fazla olsa da, hiperiirisemide
goriilebilecek kan basinci artisi, GFR azalisi ve proteiniiri gibi olumsuz etkilerin
ortaya ¢ikmasina neden olacak diizeyde degildir (Tablo 4.2). Bu nedenle, egzersizin
neden oldugu bobrek fonksiyon degisimlerini, plazma iirat artisindan kaynaklanan
etkilerden ayirmak amaciyla bu iki grubun sonuglarinin karsilastirilabilecegi kanisina
ulagilmigtir.

Egzersiz, kasta artan piirin yikimi nedeniyle plazmada iirat artisina neden
olmaktadir [16-18]. Mikami ve Kitagawa [16] yaptiklar1 bir caligmada, yogun
egzersizden hemen sonra plazma iirat konsantrasyonunun arttigim1 gostermislerdir.
Bu artisin egzersizden 1 saat sonra azalmakla birlikte, kontrolden hala yiiksek
oldugunu belirten arastiricilar, iirat seviyesinin 7 saat sonra kontrol diizeyine
dondiigiinii ifade etmislerdir. Calismamizda egzersiz yaptirilan sigcanlar, egzersiz
bitiminden sonraki 1 saat i¢inde feda edilerek kan ornekleri alinmis ve plazmada {iirat
analizi yapilmistir. Tablo 4.3’de goriildigli gibi, egzersiz plazma iirat
konsantrasyonunda, literatiir ile uyumlu olarak istatistiksel Onemde bir artis
yapmistir.

Egzersizin neden oldugu iirat yapimi ve plazma iirat artisina, idrar iirat
konsantrasyonundaki yiikselme eslik etmekte ve bdylece viicut, plazma {irat
konsantrasyonunu normal degerlerine getirmeye ¢alismaktadir. Stathis ve arkadaslart
[17] insanlarda yaptiklar1 calismalarinda, egzersizden sonraki ilk 8 saat boyunca idrar
tirat konsantrasyonunun yiiksek oldugunu ancak 8-24. saatlerde topladiklar idrar
orneklerinde iirat konsantrasyonun egzersiz yapan ve yapmayan gruplarda ayni
oldugunu gostermislerdir. Calismamizda, egzersiz sonrasinda farkli zaman
araliklarinda idrar Ornegi toplanmamis, ancak denekler 4. giin egzersizin hemen
bitiminde metabolik kafese alinarak 24 saatlik idrar Ornegi toplanmistir. Bu
orneklerde yapilan iirat 6l¢iimleri 24 saatlik kiimiilatif tirat birikimini gosterdiginden,
literatiire benzer olarak egzersiz yapan grupta idrar iirat konsantrasyonu yiiksek
bulunmustur.

Viicutta iirik asidin kronik olarak yiiksek olmasi kan basinci artisi, glomeriiler
hipertrofi, tiibiilointerstisyal fibrozis ve proteiniiri gibi patolojilere neden olmaktadir
[4,5,9,40,48,53,165]. Calismamizda, {irat yilkimmi engellemek  suretiyle
olusturdugumuz hiperiirisemi grubunda, literatiirde belirtilen patolojilerin ortaya
cikmayist, hiperiiriseminin sadece 5 giinlik kisa bir ge¢cmise sahip olmasina
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baglanabilir kanisindayiz. Ortalama 4 haftalik oksonik asid tedavisinden sonra kan
basinci artis1 ve proteiniiri gozlendigini bildiren yayinlar bu diisiincemizi
desteklemektedir [3,40].

Urat eliminasyonunda ve geri emiliminde ©nemli olan nefron segmenti
proksimal tiibiildiir. Bu segment boyunca, ultrafiltrata gecen iiratin 6nce %99’luk
kismi1 geri emilmekte, ardindan %50’si tekrar liimene salgilanmakta ve son olarak da
%40’ 11k kisim tekrar geri emilmektedir. Sonug olarak ultrafiltrata gegen tiratin %901
proksimal tiibiillerden geri kazanilmaktadir [9-11]. Bu yiiksek geri kazanim, iiratin
giiclii antioksidan etkisi diisiiniildigiinde [7,32-34] ozellikle egzersize bagh artmis
renal ROS eliminasyonunda fizyolojik 6dneme sahip bir fonksiyondur. Bir bagka ifade
ile, egzersize uyum olarak bobrek proksimal tiibiiliinden iirat geri emilimi, egzersizin
tiibiilde iskemi/reperfiizyon benzeri etkisinin sonucunda artan ROS i¢in giiclii bir
siipiiriicii olabilir. Uratin reaktif nitrojen ve oksijen olusumunu engelleyici etkisini
gosteren yaymlar ve NO yarilanma siiresini arttirdigini bildiren calismalar [30-34]
bizim gorilislimiizii, yani egzersizde adaptif olarak proksimal tiibiile ulasan iiratin geri
kazanilmasinin fizyolojik acidan énemli olacagim pekistirmektedir.

Egzersizin proksimal tiibiilde iirat geri emilimine nasil etki ettiginin gosteren
literatiir bilgisi mevcut degildir. Fizyolojik kosullarda, yani sedanterlerde, filtre olan
tiratin %1-10’luk kismu idrar ile atilmaktadir [9,10]. Bu bilgi ile uyumlu olarak,
calismamizin kontrol deneklerinde ultrafiltrata gecen {ratin %3,43+0,43’1iik
kisminin idrar ile atildig1 gézlenmistir. Egzersiz yapan siganlarda, yiiksek kan iirik
asid diizeyine karsin, GFR’deki hafif azalisa bagli olarak ultrafiltrata binen iirat yiikii
ve bunun idrarla atilan kisminda anlamli degisim olmamistir (Tablo 4.3).
Hiperiirisemik si¢anlarda ise hem filtre olan miktar hem de atilan miktar artmasina
karsin, geri emilim ve atilim yiizde olarak sabit kalmistir (Tablo 4.3). Bu sonuclar,
plazma iirat konsantrasyonu veya ultrafiltrata binen iirat konsantrasyonu ne kadar
yilksek olursa olsun, geri emilen ve atilan {rat ylizdelerinin egzersiz ve
hiperiirisemiden etkilenmedigini gdstermektedir.

Organizma iirat1 zararli bir molekiil olarak algiliyor olsaydi, adaptif nlem
olarak onun eliminasyonuna yardim eden mekanizmalar1 arttirmasi veya geri
emilimini azaltici Onlemler almasi gerekirdi. Fakat tam tersi olarak, proksimal
tiibiilde iiratin ultrafiltrata gecisini takiben geri emilim, sekresyon ve sekresyon
sonrasi geri emilim gibi karmagik bir mekanizma ile tirat1 geri kazanmaya yonelik bir
yol izlenmektedir [9-11]. Proksimal tiibiilde apikal ve bazolateral membrandaki iirat
tagiyicilar, iratin tiibiil icindeki dongiisiine aracilik etmektedir. Calismamizda,
incelemek {izere sectigimiz irat tasiyicilarindan URATI1 tiibiil hiicresine apikal
membrandan iirat girisine, OAT1 ve OATS3 ise bazolateral membrandan iirat girisine
aracilik etmektedir. Bunlardan URATI, bir iirat/anyon degistiricisi olup, proksimal
tibiilim S1 ve S2 segmentinde filtre olan iiratin %99’unun geri emiliminden
sorumludur [9,10,73-77]. Bazolateral membranda yer alan OAT1 ve OAT3 ise
kandan tiibiil icine tersiyer aktif olarak iirat kazanilmasinda rol alirlar. Proksimal
tiibiil epitel hiicresine, hem kan hem de liimen tarafindan bu yollarla giren iirat, su an
icin ¢ok acik olmayan fonksiyonunu bitirdikten sonra, tekrar UAT ve MRP4 gibi
tasiyicilarla limene salgilanarak viicuttan uzaklagsmakta, bir kismi ise tekrar kana
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donerek kan diizeyinin sabit tutulmasina katkida bulunmaktadir (Sekil 2.4 ve 2.5)
[9,67-69].

Uratin tiibiiler sistemde artmasi asidik ortamda iirat tas1 olusumunu
kolaylastiracagindan, bu tehlikesine karsin proksimal tiibiillde bir iirat dongiisii
olusturmanin fizyolojik Onemi detayli incelenmeyi gerektiren bir konudur. Biz
calismamizda egzersize bagl iirat artisinin in vivo sonuclarini pekistirmek amaci ile
tirat emiliminden sorumlu tasiyicilarin aktivitelerini spesifik inhibitorler varliginda
ve yoklugunda izole proksimal tiibiil segmentlerinde in vitro olarak arastirdik. Tablo
4.4°de goriildiigii gibi proksimal tiibiil bazal iirat diizeyleri geri emilim-sekresyon-
geri emilim dongiisiine karsin egzersiz ve hiperiirisemi gruplarinda anlamh degisiklik
gostermemistir (PO). Calisilan 3 iirat tasiyicist bloke edildiginde bu dengenin
ortamda iirat varli§ina karsin korunmasi (P2) da nonspesifik baska kanallarla girigin
deney kosullarimizda cok etkili olmadigin1 gostermektedir. URAT1 mutasyonlu
idiyopatik renal hipoiirisemili hastalarda ultrafiltrata gecen {iiratin %100’ {iniin
atildigin1 gosteren Bahat ve arkadaslarinin [166] bulgular1 da apikalden giriste esas
yolun URAT1 oldugunu gostermesi bakimindan bizimle aym fikirdedir.

Proksimal tiibiil iirat miktar1 ekstraseliiler kaynakli olabilecegi gibi, ksantin
oksidaz enzim artisina bagli intraseliiller kaynakli da olabilir. Ksantin oksidaz
aktivasyonuna neden olan durumlar 6rnegin hipoksi ve iskemi, doku iirat miktarinda
artisa neden olmaktadir [20-23]. Tiibiil hiicrelerinde ksantin oksidaz enziminin
varligi bilinmekle beraber [167-169], egzersizin enzim aktivitesinde Onemli bir
degisime neden olmadigr Kocer ve arkadaslar tarafindan bildirilmistir [170]. Bu
durum, egzersiz grubunda gozledigimiz tiibiiler segment iirat degisikliklerinde, hiicre
dis1 kaynakli tiratin esas oldugunu diisiindiirmektedir.

Izole proksimal tiibiil segmentlerinde URAT1, OAT1 ve OAT3 aktif halde
iken (P1) iceriye giren net iirat miktar1 (Tablo 4.5, P1-P2), egzersiz grubunda
kontrole gore hafif bir azalis, hiperiirisemi grubunda ise Snemli (p<0,01) artig
gostermistir. Bu tasinmanin komponentleri incelendiginde, kontrol grubunda 30
dakikada toplam 4,30+0,95 pg/mg protein iiratin tasinmasinda bazolateraldeki OAT1
(1,44+0,27 ng/mg protein) ve apikaldeki URATI (1,22+0,22 pg/mg protein) benzer
paya sahipken OAT3’iin roliiniin olduk¢a az oldugu dikkati cekmistir. Literatiir
bilgileri de iirat tasinmasinda URAT1 ve OAT1’in daha etkin oldugunu, OAT3’iin
daha az 6neme sahip oldugunu dogrulamaktadir [15,171].

Egzersizde 30 dakika siireyle hiicreye taginan toplam iirat miktar1 azalmissa
da bu azalis istatistiksel 6nem arz etmemistir. Ancak egzersiz grubunda hiicreye iirat
girisinde birincil rol URAT1’e aittir. Kontrole gore 30 dakikada URAT1 aracili
taginma anlamli artmig, buna karsin OAT1 aracili tasinmada degisme olmamigtir
(Sekil4.2). Egzersizin yaptigi bir diger degisiklik ise OAT3 aracili ters yonlii
tasinmadaki 6nemli artistir. Egzersiz grubunda ortaya c¢ikan bu zit yonlii OAT3
aracili tasinma, URATI1 aracili apikalden giris artisini dengelemeye yoOnelik
fonksiyonel bir adaptasyon olarak aciklanabilir ve bu zit yonlii tasinma bazal iirat
miktarindaki azalisin nedeni olabilir. Nitekim egzersizde bu tasiyici davraniglar
incelenmemis olmakla birlikte OAT3’{in iki yonlii calisabilecegi oosit ¢alismalarinda
gosterilmistir [171,172].
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Egzersizde proksimal tiibiile yiiklenen iirat miktar1 artmamasina ragmen,
URATI1 aktivite artisiyla apikal taraftan daha fazla iirati iceri tasima cabasinin
fizyolojik ©Onemi, iiratin antioksidan ozelligi olabilir. Aynm egzersiz modelini
kullanarak proksimal tiibillde ROS artisim1 gosterdigimiz daha onceki calismamiz
[173] ve literatiirdeki buna benzer ¢alismalar [174,175] dikkate alindiginda liiminal
iratin emilimindeki artis, bir tiir antioksidan savunma olarak kabul edilebilir.

Egzersizde gozlenen bu degisikliklerin egzersize 0zgii mii yoksa egzersizin
sebep oldugu hiperiirisemiye bagl adaptif degisiklik mi oldugunu belirlemek amaci
ile hiperiirisemik hale getirilmis sicanlarda aym tasiyicilarin - davranmislar
incelenmistir. Hiperiirisemi grubunda plazma iirik asidinde anlamli artisa karsin
proksimal tiibiilde bazal iirik asid miktarindaki artis anlamli bulunmamistir.
Nonselektif iirat giris yollar1 da kontrolden farksizdir (Tablo 4.4, P2). Buna karsin
OATI1, OAT3 ve URATI aracili 30 dakikalik total tirat alinmas1 kontrol ve egzersiz
grubuna gore anlamli artmistir. Bu da hiperiirisemideki giris artisindan inceledigimiz
giris yollarindaki artisin sorumlu oldugunu gosterir. Hiperiirisemili grupta net iirat
girisinde hem URAT1 hem de OAT]1 rol alirken OAT3’iin katkis1 ihmal edilebilir
diizeyde azalmis, hatta zit yonlii tasinma sekline donmiistiir (Tablo 4.4, Sekil 4.2).
Bizim c¢alismamiza benzer olarak Habu ve arkadaslari [176] hiperiiriseminin renal
organik anyon ve katyon tasiyicilarina olan etkilerini inceledikleri ¢aligmalarinda 10
giin siire ile sicanlara %5 oksonik asid ve %2,5 iirik asid vererek hiperiirisemi
olusturmuslardir. Arastiricilar bu sekilde olusturulan hiperiiriseminin hem OAT1
hem de OAT3 aktivitesinde azalisa neden oldugunu gostermislerdir. Ayni
arastirmada OAT1 ve OAT3 aktivite azligina bu tasiyicilarin ekspresyonundaki
azalisin da eslik ettigi vurgulanmistir. Bizim arastirmamizda saptanan plazma iirik
asid diizeylerinin Habu ve arkadaslarinin bulgularina gore daha diisiik olmasi, iirikaz
inhibitoriiniin kullanma siiresinin 5 giin ile sinirli olmasi ve iirik asid verilmeyisi ile
aciklanabilirse de, biz onlarin aksine kontrole gore OAT1 aracili tasinmanin anlamhi
arttigini, OAT3 aracili tasinmanin ise tersine dondiigiinii gozlemledik. Calismamizin
western blot sonuglart OAT1 ve OATS3 protein miktarlarinin degismedigini, URAT1
proteininde ise anlamli azalis oldugunu, her ii¢ tasiyicinin mRNA diizeylerinin ise
Habu ve arkadaslarim1 destekler sekilde azaldigimi gostermistir. Bu sonuglar dikkate
alindiginda hiperiirisemi siiresinin uzatilmasi halinde bulgularimiz ile literatiir
arasindaki bu celiskinin ortadan kalkacagi ve bizim hiperiirisemik grubumuzda da
OATI1 ve OAT3 aktivitesinin azalacag diisiiniilebilir.

5 giin siire ile agir egzersiz yaptirilmasi iirat tasinmasinda gorevli proteinlerin
hem transkripsiyonunda hem de ekspresyonunda 5 giinliik hiperiirisemide goriilene
benzer etki yapmistir. Bir bagka ifade ile egzersizde artmis olan plazma {iirik asid
miktar1 bu genlerin mRNA miktarlarim1 anlamli baskilamis ancak bunlarin western
blot ile olgiilen protein miktarlarinda sadece URAT1’de anlamli azalisa neden
olmustur. Halbuki fonksiyonel 6zelliklerine bakildiginda egzersiz ve hiperiirisemi
URATI aracili taginmada artiga neden olurken, egzersiz OAT1 ve OAT3 aracili
tasinmada azalisa neden olmus bu azalis OAT3’de cok belirgin hal almstir.
Hiperiirisemi ise OAT1 aracili tasinmay1 arttirict yonde etkilemistir. Hiperiiriseminin
OATI1 ve OAT3 aktivite ve ekspresyonuna olan azaltic1 etkisinin gegici oldugu ve
hiperiirisemiye neden olan faktoriin ortadan kaldirilmasi ile 1-2 hafta i¢inde normale
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dondiigii bilinmektedir [177]. Egzersizin etkisinin de zamana bagli olup olmadigini
saptamak i¢in zamana bagli inceleme gereklidir.

Daha 6nce de belirtildigi gibi agir kassal aktivitenin iirat tasinmasinda rol alan
tagiyicilarin  transkripsiyon ve aktivitesine etkisini gosteren bagka calismaya
rastlanamamistir. Ancak, OAT1 ve OAT3’iin bobrek korteksindeki ekspresyonu
farkli amaclarla pek c¢ok c¢alismada incelenmistir. Bu calismalar sonucunda,
ekspresyonlarinin  ¢esitli patofizyolojik kosullardan etkilendigi gosterilmistir.
Ornegin indoksil siilfat gibi iiremik toksinler varliginda [15], bilateral iiretral
tikaniklikta ve akut safra yollan tikanikliginda bobrekte OAT1 ve/veya OATS3
ekspresyonunun arttig [178,179], iskemik akut bobrek yetmezliginden sonra ise her
iki tasiyictnin  ekspresyonunun azaldign [109] bilinmektedir. Bobrekte iskemi
reperfiizyon hasarinin bu tasiyicilarin ekspresyonunda azalisa neden oldugunu
bildiren yayinlarin [107-109] yan1 sira artig yaptigin1 gosteren yayinlar da mevcuttur
[110]. Egzersizin renal iirat tasiyici proteinlerin ekspresyon ve aktivasyonuna olan
etkisi incelenmemis olsa da, renal patolojide bu proteinlerin degistiginin
gosterilmesi, agir kassal aktivitenin proksimal tiibiilde yapisal ve fonksiyonel
degisiklik yaptigin1 gosteren bulgularimiz1 dolayl olarak desteklemektedir.

Proksimal tiibiil hiicrelerinin, hiperiirisemik siganlarda ve egzersiz yapan
sicanlarda artmig olan tiibiil iirat yiikiine kars1 davranisi birbirinden oldukg¢a farkli
gibi goriinmektedir. Hiperiirisemide hem kandaki, hem de limendeki fazla iirat
hiicreye alinarak hiicrede biriktirilmistir. Nitekim maruziyet siiresi uzatilmis olsa idi
bu birikimin hiicre patolojisi ile son bulacagi literatiir calismalar1 ile sabittir
[180,181]. Egzersizde ise ultrafiltrata gecen tiiratin bobrekler aracili kullanilmasi
hatta kana geri kazandirilmasi amag¢ gibi goriinmektedir. URAT1’de anlamhi artis,
OAT1’de azalis ve OAT3’de ters yonde taginmanin ortaya ¢ikmast bizi bu diisiinceye
itmistir. Ayn1 kassal aktivitenin proksimal tiibiil segmenlerinde NO ve peroksinitrit
artisina, kolesterol birikimi ve sitorezistans gelisimine neden oldugunu gésterdigimiz
onceki calismalarimizin [173] sonuclarn ile birlikte diistintildiigiinde egzersizde
ortaya cikan liiminal iirat1 geri kazanma cabasi, oldukca mantikli bir adaptif degisim
gibi goriinmektedir. Uratin tiibiiler hiicrede azalmis olmasi ve zararli bir ROS olan
peroksinitriti daha az zararli hale c¢evirdigini bildiren yayinlar [30,32,37] bizim
goriisiimiizle uyusmaktadir. Ancak hem western blot hem de mRNA (PZR) sonuglari
ister egzersiz, isterse baska nedenle iirat artisinin calisilan tasiyicilarda depresyona
neden oldugunu gostermesi, bu tasiyicilardaki devamli depresyonun zamanla
URAT1 mutasyonlu hiperiirisemiklerde gozlenene benzer klinik renal tablonun
tetiklenebilecegini diisiindiirmektedir. Bu caligmada bu diisiincemizi destekleyecek
zamana bagli inceleme yapilmamistir, ancak agir kassal aktivitenin bobrekleri
savunmaya iten bir stres olacagi ve etkisi devamli oldugunda yani viicuda toparlanma
siireci verilmediginde tasiyici ekspresyonundaki depresyonun devamli olacagi ve
bunun tastyici aktivitelerine yansiyacagi goriisii olduk¢a mantiklidir. Bu diisiincenin
kesinlik kazanmasi i¢in daha ileri calismalar gerekmektedir.
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SONUCLAR

Bu deneysel c¢alismamizin literatire bir takim ilkler kazandirdigi

kanmisindayiz. Bu ilkleri asagidaki sekilde siralayabiliriz;

1.

Literatiirde iirat eliminasyonunun egzersizle nasil degistigini inceleyen bagka
bir caligmaya rastlanmamistir. Egzersizde iirat yapimindaki artisa karsin geri
emilim ve atihm yiizdelerinin korunmasi, iiretilen iirattan antioksidan olarak
yararlanma amacina yonelik bir adaptasyon olarak kabul edilmistir.

Idrarla atilan iirat yiizdesinin sabit kalmasim destekler sekilde, proksimal
tiibiile ltiminal tirat girisinin -URAT1 gen transkripsiyonu ve proteini azalmig
olmasina karsin- artmis olmasi da literatiirde olmayan bir bulgudur.

[lging olarak, in vitro oosit calismalarinda gosterildigi sekilde, egzersizde de
OAT3’iin ters yonde ¢alistigi gbzlemlenmistir. Egzersizde azalan bazolateral
tasinma bu ters tasinma ile rahatlikla agiklanabilir ve iiratin kana
kazandirilma cabasi olarak yorumlanabilir. Tiibiil hiicresindeki bazal {iirat
azligindan bu ters tasinma sorumlu tutulabilir.

Agir kassal aktivite ile tirat tasiyicilarindan URATI1, OATI1, OAT3 gen
transkripsiyonunda azalmayi gosteren bagka arastirma olmayisina karsin,
renal patolojilerde benzer degisikligin gosterilmesi, agir egzersizlerin renal
bir stresor oldugunun bir kanitt olabilecegi kanisindayi1z.

Tasiyic1 proteinlerde gozlenen degisimlerden kassal aktivitenin sorumlu
olmadigini, esas etkenin kan iirat artist oldugunu gosteren sonuclarimiz,
calismamizin bir bagka orijinal yoniidiir. Verilerimize gore hiperiirisemi iirat
tasiyicilarimin ekspresyonunu baskilamakta ve bu baski en erken URATI1
protein miktarinda kendini gostermektedir. Ancak, protein miktarindaki bu
erken azalmayi telafi edercesine URAT1 aktivitesinin hem egzersiz hem de
hiperiirisemide artmasi, liiminal iirat artisina kars1 hiicrenin akut bir adaptif
uyumu gibi gorilnmektedir. Bu da ilk olarak ¢aligmamizda ortaya ¢ikarilmis
orijinal bir bulgudur.

Arastirmamizin konuya getirdigi bir bagka aciklik ise egzersizde alinan
adaptif onlemlerin, artan iiratin uzaklastirilmasina yonelik olmadigini, aksine
tiratin kana kazandirilmasina yonelik degisimler oldugunun gosterilmesidir.
Hiperiirisemide ise iirat tiibiil hiicresinde hapsedilmeye ve takiben atilmaya
calisiyor gibi goriinmektedir.

Egzersizde goriildiigti halde hiperiirisemide goriilmeyen glukoziiri ve
proteiniiri, bu iki madde tasiyicisinin iirat tasiyicilarina gore egzersize baglh
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degisikliklere daha duyarli oldugunu ve hiperiirisemiden bagimsiz oldugunu
diistindiirmektedir.

Sonug olarak, agir kassal aktivitede artan iirati uzaklastirmaya degil, geri
emerek kana kazandirmaya yonelik olan akut tiibiiller adaptif degisiklikler,
aktivitenin araliksiz devam etmesi halinde kalici hale gelebilir. Bu durumda liimende
biriken {irat, hiperiiriseminin neden oldugu renal patolojiye yol acabilir. Ancak
konunun pekistirilmesi icin daha ileri deneysel ve klinik arastirmalara gereksinim
oldugu da agiktir.
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The Effect of Heavy Muscle Activity on Renal Cytoresistancein Rats

Selma Cirrik and Gulsen Oner

Akdeniz University, Faculty of Medicine, Department of Physiology, 07070, Campus, Antalya, Turkey

Cytoresistance is the term used to describe the response of the
proximal tubule cells to various stress inducers via cholesterol
accumulation. However, the role of extensive exercise as a rena
insult has not been examined. In this study, the effect of heavy
muscle activity on proximal tubule cytoresistance was investi-
gated. Results obtained from rats subjected to running a treadmill
for five days were compared to those of controls. Extensive muscle
activity-induced soleus citrate synthase and blood lactate elevation
were associated with normal MAP, RBF, and GFR. Blood €lec-
trolytes and cholesterol levels remained unchanged, whereas the
total and free cholesterol accumulationsin the proximal tubule cells
of the exercised group were higher than controls. Cholesterol-
loaded tubules were more resistant (as proved by LDH release) to
an ATP-depleted/calcium overloaded second stress. These data
clearly demonstrate that heavy muscle activity induces cholesterol
accumulation in the proximal tubules of kidney, without influencing
ATP generation.

Keywords cytoresistance, exercise, kidney

INTRODUCTION

It is well known that exercise results in a significant
redistribution of tissue blood flow, such that it isincreased
in the working muscles but decreased in uninvolved organs.
Among these distant uninvolved organs, kidneys have a
crucia importance. An exercising body needs normal kidney
functions for the elimination of exercise-induced elevated
metabolic waste products. Despite conflicted reports,!*2
most of the research studying rena blood flow suggests that
each period of exercise creates an ischemia/reperfusion
condition for kidneys when reduced kidney blood flow
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Faculty of Medicine, Department of Physiology, 07070, Campus,
Antalya, Turkey; E-mail: onerg@akdeniz.edu.tr, scirrik@
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due to exercise returns to normal following exercise.*®l In
addition to its ischemialreperfuson-like effects, strenuous
muscle activity induces oxidative stress as measured by
oxidative damage of lipids, proteins, and even genetic
materials responsible for atered enzyme activities.")
Exercise-induced elevated oxidative stress has been also
shown to increase apoptosis in the renal tubule cells.[¥]
There is clinical evidence supporting the results
obtained from these experimental studies'®*3 Since
1936, it has been known that violent exercise is associated
with a modification of kidney functions characterized by
diminution of excretory rate, increased urinary pH, and the
appearance of abnormal constituents in the urine.*¥ It is
generally accepted that exercise intensity, rather than
duration, has a more extensive effect on protein excretion
rates. According to Poortmans and Labilloy,[** moderate
or submaximal exercise affects mainly the glomerular
structures, while strenuous exercise has an impact at both
glomerular and tubular levels. Glomerular membrane per-
meability and the S1- S2 segments of proximal tubule cells
seem to be the nephron parts that are most senditive to bio-
chemical changes related to the intensity of exercise.[*516]
Today, irrespective of their age and kidney function,
people are encouraged to take regular muscular activity as
part of a healthier lifestyle.** % Thus, the results of the
above-mentioned experimental and clinical studies, indi-
cating renal dysfunctions during heavy exercise, 1%
seem to be disregarded. One reason for thisis the presence
of lower blood creatinine levels and normal glomerular fil-
tration rates (GFR) in regular exercisers?2Y Another reason
is the acceptance of the elevated protein excretion, which
is observed after vigorous exercise, as a non-pathological
proteinuria.l?? In addition, several authors have attributed
the unaltered kidney functions to the unidentified adaptive
metabolic and functional changes induced by endurance
exercise training.3%2 Taken together, these training-induced
adaptive changes and the presence of normal kidney functions
in training athletes®® may be the reason for the encour-
agement of regular exercise, ignoring the potentially dam-
aging effects of heavy muscle activity on the kidneys.
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The characteristics of endurance exercise-induced
adaptive metabolic and functional changes in kidneys are
not clear, but may include a cytoresistance-like response.
In their numerous studies, Zager et al. have shown that
when proximal tubule cells are subjected to diverse forms of
injury such as acute renal failure, endotoxemia, ischemia/
reperfusion injury, LPS insult, or oxidative stress, they
undergo adaptive changes that serve to protect them from
subsequent  attacks.[?¥ They denote these adaptive
changes as acquired cytoresistance, which is generally
expressed by 18 to 24 hrs following the initia insult. In
these studies, heavy muscle activity or exercise is not
included among the stress factors that initiate cytoresis-
tance in proximal tubule cells. However, because kidney
blood flow is reduced during exercise and recovers subse-
quently, strenuous exercise can potentially mimic ischemia/
reperfusion injury, which may cause cytoresistance in the
proximal tubule cells. It is entirely possible that the adap-
tive changes seen in trained athletes occur through this
cytoprotection mechanism.!32-29

However, there is no clear consensus on the benefits
or risks of acute and chronic exercise on kidney functions.
Therefore, assessment of the effects of heavy physical exer-
cise on the physiology and structure of proximal tubule
cells is studied. This is an important clinical question
given the encouragement by the health professionals for
regular exercise at least five days per week.[?®! Even elderly
people who are taking medications are encouraged to take up
regular exercise to prevent age-induced kidney damage.[34

Therefore, we conducted an experimental study in rats
that were subjected to heavy muscle activity in order to
assess whether exercise can induce stress in proximal
tubule cells and initiate acquired renal cytoresistance.

MATERIALSAND METHODS

2.5-3-month-old male Wistar rats weighing 286.92 +
7.04 g were randomly divided into two groups. Twenty
animals were used as a sedentary control, while the other
20 animals were subjected to heavy muscle activity for
five days. The rats were provided food and water ad libi-
tum. Post-exercise weight of the exercising animals
remained unchanged (272.31 + 6.62 g). All procedures
were approved by Akdeniz University Anima Care and
Usage Committee (06-12/02).

Exer cise Protocol
In order to mimic the effects of irregular heavy

muscle activity on kidney functions of laborers, short-term
exhausting muscle activity was chosen as an exercise

model. Animals were exhausted on a motor-driven tread-
mill (MAY-TME 9805, Commat, Ankara, Turkey) once a
day for five days. Before the exhaustive protocol, the rats
were familiarized with a treadmill running for two days.
The exhaustive protocol was started at 20 m/min and a 5%
gradient for 5 min. The gradient and speed were gradually
increased to 15% and 24 m/min, and running was contin-
ued until exhaustion. For the animals that failed to escape
from electrical stimulation, the exhaustion was approved
by theloss of the straightening reflex for ten seconds when
animals were placed on their back.

All anima s were placed in metabolic cagesfor 24 hours,
and urine samples were collected. The exhausted rats were
placed in metabolic cages at the fourth exercise day and
sacrificed after the last treadmill running. The urine samples
were used for protein, glucose, and crestinine measurements.
Protein, crestinine, and glucose levels were determined using
the Lowry method,!® Jaffe method,!* and a commercial kit
(QuantiChrom™ Glucose Assay Kit, DIGL-200), respec-
tively. Urine and serum e ectrolyte levels were measured by
an autoanalyzer (Roche Hitachi F-800).

Blood L actate Concentration

Ten minutes following the last exercise session, lactate
concentration was measured in blood samples obtained
from the tail vein using a lactate analyzer BM-L actate test
strips  (Accusport, Mannheim Boehringer, Accusport
Diagnostics & Biochemicals, U.K.).

Activity of Citrate Synthase (CS)

CS activity was determined for the soleus muscle of
each rat according to the spectrophotometric method
described by Srere.l¥" Data were expressed as micromoles
per gram wet weight per minute.

M easurement of Main Arterial Pressure (MAP)

Under light ether anesthesia, MAP was determined by
tail cuff method (Biopac, BP HR200 module plus MP100
system, Goleta, Cdifornia, USA).

Measurement of Renal Blood Flow (RBF)

Renal plasmaflow (RPF) was cdculated asthe clearance
of para-aminohippurate (PAH), and RBF was calculated as
the clearance of RPF/(1 - Hct). Under the urethane anesthesia
(2 mg/kg bw, ip), the left jugular vein and urinary bladder
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were cannulated for PAH infusion (0.6%) and urine
collection, respectively. Plasma and urine PAH concentra-
tions were determined by spectrophotometry.[333%

After the collection of urine and blood samples, kidneys
were perfused with ice-cold krebs phosphate buffer (118 mM
NaCl, 4.8 mM KCl, 25 mM CaCl,, 1.2 mM MgSO,, 1.2 mM
KH,PO,, 24 mM NaHCO,, 11 mM glucose, pH:7.4) to wash
off the blood. Then, both kidneys were excised, cleaned from
adhesive fat tissues, and decapsulated in an ice-cold buffer.
The cooled kidneys were longitudinally dissected, and the
medullary part was discarded. The rena cortical tissue was
used for proximal tubule or mitochondriaisolation.

Proximal Tubule | solation

As previously described,* renal proximal tubules were
isolated from rats based on the method of Vinay et a.[*d
Briefly, the digested tissue was separated by centrifugation
into four distinct bands, F1-F4. The proximal tubule-rich
F4 band, after washing three times, was resuspended in
krebs buffer and used for cholesterol determination or
cytoresistance experiments.

Cholesterol Deter mination

Following isolation, proximal tubules were subjected
to lipid extraction as previously described.[?®! Then, total
and free cholesterol (FC) levels were determined using a
commercial kit (Cholesterol Fluorometric (Red) Assay
Kit, Amplex® Red from Molecular Probes, Invitrogen,
A12216). Cholesterol ester (CE) level in samples was
calculated by subtracting the free fraction from the total
cholesterol. Serum total cholesterol and HDL cholesterol
levels (following phosphotungstic acid/magnesium chloride
precipitation) were determined using the same cholesterol
kit. LDL cholesterol levels were calculated by subtracting
the HDL cholesterol from total cholesterol.

Cytoresistance

As outlined by Zager et a.,[?®2% jsolated proximal
tubules were incubated either in basal conditions or ATP-
depleted/Ca™® overloaded conditions, containing mito-
chondrial respiration and glycolysis inhibitors and Ca*?
ionophore (7.5 uM antimycin A, 20 mM 2-deoxyglucose
and 10 uM A23187, respectively) for four hours. Medium
LDH (lactate dehydrogenase) levels were determined
using acommercia kit (QuantiChrom™ L actate Dehydro-
genase Kit, DLDH-100), and its release was expressed as a
percentage of total LDH level.

Mitochondrial Isolation

Mitochondria were isolated from renal cortical
tissue using a method defined by Weinberg et al.[*?
Isolated mitochondria were used for inorganic phosphate
determination.

I nor ganic Phosphate Deter mination

As an indicator of FO/F1-ATPase activity, inorganic
phosphate levels in the mitochondria and PTSs were mea-
sured. This spectrophotometric method was previously
described by Katewa and Katyare.[*? Data were expressed
asug.mg prot t.min=.

Statistical Analysis

All values are presented as means + SEM. Statistical
comparisons were performed by unpaired Student’s t-test.
p < 0.05 was considered statistically significant.

RESULTS

In order to attain heavy muscle activity, the rats were
exercised to exhaustion for five days, and the signs of
cytoresistance were evaluated by measuring the tubular
cholesterol and LDH release from the isolated proximal
tubule segments. As shown in Table 1, five days of
exhaustive muscle activity had no significant effect on
MAP, GFR, or RBF. The blood total cholesterol, LDL-HDL

Table1
Studied parametersin rats from sedentary control and five-day
exhausted groups

Sedentary Heavy muscle
Groups control activity
MAP (mmHg) 91.20+1.83 86.75+ 3.69
GFR (mL/dk) 0572+21 0.659+0.11
RBF (mL/dk) 545+ 1.03 7.61+0.99
Urinary glucose (mg/mL)  0.003+ 0.0027 0.293 £+ 0.070*
Urinary protein (mg/dL) 0.054 £ 0.072 0.486 + 0.071"
FE\." 0.151+0.04 0.111+0.04
FE* 52.52+9.32 57.16 + 13.37
Serum total 0.97+0.04 1.17+0.11

cholesterol (mg/mL)

HDL cholesterol (mg/mL)  0.28 £ 0.026 0.30+ 0.045

LDL cholesterol (mg/mL)  0.671+0.034  0.869 + 0.09

Statistically differences from sedentary control; *p < 0.01,
p < 0.001.
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cholesterol, and electrolytes were within normal limits.
Fractionated sodium (FE,,") and potassium (FE,") excre-
tion were a so unchanged.

Despite norma GFR, the heavily exercised animals
exhibited a significant proteinuria and glucosuria (see Table
1). In the exhausted group, the mean blood lactate level was
increased two-fold (from 1.99 + 0.11 to 4.22 + 0.32 mM,
p < 0.001), and CS activity in soleus muscle was elevated
significantly from 60.38 + 3.45 uM. g ww. min™t to
116.17 + 6.98 uM. gww L. min* (p < 0.001; see Figure 1).

The isolated proximal tubule segments exhibited a
different picture when cholesterol levels were considered
(see Figure 2). Despite the lack of ateration in plasma
cholesterol levels, the isolated proximal tubule segments
from the exhausted rats revealed a significant increase in
cholesterol levels with respect to the controls (0.662 +
0.067 uM/mg prot vs. 0.499 £ 0.008 uM/mg prot; p < 0.05).
The elevation was prominent in the free cholesterol frac-
tion, increasing from 0.234 £+ 0.029 uM/mg prot to 0.420 +
0.037 uM/mg prot (p < 0.01) in the tubule of exhausted
animals. However, the mean esterified cholesterol
levels remained unaltered both in the control (0.230 +
0.032 uM/mg prot) and the exhausted group (0.265 +
0.027 uM/mg prot).

Proximal Tubule Cytoresistance (LDH Release)

At the basal conditions, after a four-hour incubation at
37°C, LDH release from the isolated proximal tubules into
theincubation medium was 30.2 + 7.07% and 30.59 + 7.27%
in the control and exhausted groups, respectively, whereas
LDH release as a response to ATP-depleted/calcium-over-
loaded conditions, which is used as a second stress mode,
was statigtically different in the tubules of control and
exhausted group. LDH release was 54.6 + 8.2% and 34.41 +
9.99% (p < 0.001) in the tubule segments of sedentary con-
trol and exhausted rats, respectively (see Figure 3).

I nor ganic Phosphate L evel

Total inorganic phosphate of isolated PTS was simi-
lar both in sedentary and exercising animals (67.57 +
8.69 and 69.75 *+ 5.40 pug/mg prot, respectively). Mito-
chondria, isolated from the renal cortex of control and
exhausted animals, were used to study the FO/F1
ATPase activity, based on inorganic phosphate release
during the 10 min incubation period. Inorganic phos-
phate releasing effect of FO/F1 ATP synthase in the
mitochondria of control and exercised rats was 3.69 +
0.23 pg.mg prot.min and 3.85 + 0.39 ug.mg prot ~.min 2,
respectively.
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Figure 1. CS activity for soleus muscle and blood lactate
levelsin the sedentary control and in five-day exhausted animals
(difference from sedentary control; *p < 0.001).
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Figure 2. Tota cholesterol (TC), free cholesterol (FC), and
cholesterol ester (CE) levels in proximal tubules isolated from
sedentary control and five-day exhausted animals (differences
from sedentary controls; *p < 0.05, **p < 0.01).
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Figure 3. LDH release from proximal tubules isolated from
control and five-day exhausted rats. LDH release was
determined in the basal and ATP-depleted/Ca™® overloaded
conditions (7.5 uM Antimycin A, 20mM 2-deoxyglucose and 10 uM
A23187) and expressed as percentage of total LDH (differences
from individua basal conditions; *p < 0.001).
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DISCUSSION

The present study demonstrated that intense physical
activity, as confirmed by increased blood lactate concen-
tration and citrate synthase activity in soleus muscle,
induces some degree of renal dysfunction associated with
proteinuria and glucosuria, without altering MAP, RBF,
and GFR. These results are in agreement with the studies
reporting on the approving and disapproving effects of
vigorous muscle activity on kidney functions,!>810-1644

According to Poortmans and Vancalck,*? proteinuria
and glucosuria, seen as a consequence of strenuous physi-
ca activity, are indications of impaired glomerular and
tubular function, whereas several other authors disagree
with the harmful effects of muscular activity because of
unaltered kidney functionsin trained athleted® or exercis-
ing animals* In addition, exercise-induced glucosuria
and proteinuria are accepted as nonpathological benign
processes by Bergstein!? In that sense, glucosuria and
proteinuria detected in our study may not be regarded as
pathological. Because of the lack of a clear consensus on
the benefits and risks of acute and chronic exercise on renal
functions, the renal cytoresistance theory of Zager et a.[%
seems to be useful for the interpretation of our data.

Zager et a2 believe that when subjected to
diverse forms of injury, proximal tubule cells develop
adaptive changes as protection against subsequent
attacks. Cholesterol loading in the proximal tubule cells
is one of these adaptive changes and is accepted as the
main criterion for the acquired renal cytoresistance.[?"
If so, then our result demonstrating the elevated levels of
both the total and free cholesterol in the proximal tubule
cells of exhausted rats (see Figure 2) should indicate evi-
dence of renal insult, and thus heavy muscle activity
should be included among the other well-studied insults,
such as acute renal failure, ischemialreperfusion injury,
sepsis, endotoxemia, oxidative stress, and urethral
obstruction.

It is noteworthy that despite significant cholesterol
accumulation in the proximal tubule cells, neither the total
nor HDL-LDL cholesterol levels in the plasma were
atered significantly in these rats. The mechanistic path-
ways of cholesterol accumulation in the proximal tubule
cells, as response to stress, have been discussed in detail
elsewherel?-33471 and is not the topic of this study. How-
ever, as demonstrated by Zager et a.[* in the sepsis-
induced mice, the elimination of tubular cytoresistancy in
statin-treated exercising rats suggests the involvement of
dysregulated cholesterol biosynthesis (unpublished data). A
sublethal ATP depletion, which initiates both statin sensi-
tive and resistant cholesterol-loading states in the stressed
tubule cells, seems not to be operative in our study. Thisis
indicated by the normal mitochondrial ATP generation in

the proximal tubule cells of the exhausted rats. In addition
to the existence of normal ATP generation in the tubule
segments of exhausted rats, esterified cholesterol levels
remained normal, whereas free cholesterol levelswere ele-
vated. Contrary to these observations, several authors have
reported the predominance of esterified cholesterol accu-
mulation in the tubule cells that are subjected to various
forms of stress®3#”) This could be explained by the fact
that exercise produces reactive oxygen species (ROS) in
the tubule cells,“¢4% which in turn stimulates the PPARy
activity, known to inhibit cholesterol esterification by an
ACAT-independent mechanism.[5%%1 Thus, the elevation
of free cholesterol may be explained by disruption of the
fine balance between the exercise-stimulated cholesterol
synthesis® and ACAT-independent inhibition of choles-
terol esterification by ROS stimulated PPAR~. Moreover,
as seen in Figure 3, with the use of an ATP-depleted/Ca*?-
overload attack, there wasincreased release of LDH by the
control group of rats as a response to this mitochondrial
stress. Unaltered LDH release from the tubule segments of
rats exposed to heavy muscle activity indicates membrane
resistance in the cholesterol-loaded tubule segments of
exercised animals and may represent some adaptive
changes as reported by Zager et al .[2"—3]

In conclusion, we suggest that the muscle activity
model used in this study may be able to stress the proximal
tubule cells, thus causing renal cytoresistance. From aclini-
cal point of view, the functional significance of tubular
cytoresistancy may gain importance in exercising people
subjected to cholesterol-lowering approaches. However, the
clinical implications of heavy muscle activity-induced renal
cytoresistance remains to be elucidated.
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Abstract

When the body is exposed to insults, the kidneys exhibit adap-
tive changes termed renal cytoresistance, characterized by cho-
lesterol accumulation in the membranes of the tubule cells.
However, heavy muscle activity has not yet been accepted as
one of the stressors that could lead to cytoresistance. In order to
study the renal functional characteristics of animals exposed to
heavy muscle activity, rats were subjected to exhaustive tread-
mill exercise for 5 days and their data was compared to those of
sedentary controls. It was found that in exercised rats, blood
lactate, muscle citrate synthase and proximal tubule peroxyni-
trite levels were all elevated, suggesting the presence of oxida-
tive stress in the proximal tubule segments. However, mean
arterial pressure, renal blood flow, glomerular filtration rate,
fractional excretion of sodium and potassium, and organic anion
excretion remained normal. Despite unchanged blood choles-
terol levels, cholesterol loading in the proximal tubule segments,
especially the free form, and decreased lactate dehydrogenase
release from cytoresistant proximal tubule segments indicated
the development of renal cytoresistance. However, this resis-
tance did not seem to have protected the kidneys as expected
because organic anion accumulation associated with glycosuria
and proteinuria, in addition to the elevated urinary cholesterol
levels, all imply the presence of an impaired glomerular perme-
ability and reabsorption in the proximal tubule cells. Therefore,
we suggest that in response to heavy muscle activity the tubular
secretion may remain intact, although cytoresistance in the
proximal tubule cells may affect the tubular reabsorptive func-
tions and basolateral uptake of substances. Thus, this differential
sensitivity in the cytoresistance should be taken into account
during functional evaluation of the kidneys.

Key words: Exercise, proximal tubule, cytoresistance, nephro-
toxicity.

Introduction

In recent years, lifelong physical activity has been rec-
ommended for everyone in order to improve their physio-
logical and functional capacity. Today, even the elderly
under medication are encouraged to do daily exercises
(Ichikawa et al. 2000). It is known that during heavy
muscle activity, the perfusion of working muscle is ele-
vated at the expense of several uninvolved organs, includ-
ing the kidneys, which undergo partial ischemia due to the
reduced blood flow. Cessation of exercise causes blood
re-flow to hypoxic tissues, leading to re-oxygenation and
subsequent production of excessive ROS, which is similar
to the ischemia/perfusion phenomenon. Therefore, physi-
cal exercise should be accepted as a stress inducer and,
apart from the working muscle, many other organs should
also exhibit considerable adaptive changes in response to

heavy muscle activity (Di Meo and Venditti, 2001;
Giindiiz and Senturk, 2003; Koger et al., 2008; Maeda et
al., 2004; Middlekauff et al., 1997; Momen et al., 2003;
2004; Podhorska-Okotow et al., 2004).

Zager et al. (1999; 2001; 2003a; 2003b; 2005;
Zager and Kalhorn, 2000) studied kidney responses to
several forms of injury such as renal failure, sepsis, en-
dotoxemia, ischemia-reperfusion or oxidative stress, and
they showed that proximal tubule cells undergo some
adaptive changes for protection from subsequent hazards.
The response of kidneys to the studied stressors is termed
“acquired renal cytoresistance” and is characterized by
cholesterol accumulation in the proximal tubule cells.
Cholesterol accumulation in the membranes of the tubule
cells is the hallmark of cellular response to stress and
makes the cells resistant to further attacks. However, as
mentioned above, up to the present neither heavy muscle
activity nor exercise have been studied as a stress inducer.

The results of some experimental and clinical stud-
ies indicated that acute or heavy muscle activity can in-
duce stress response and considerable pathological
changes can occur, including apoptosis in the tubular cells
of the kidney (Podhorska-Okotow et al., 2004). However,
several results demonstrating renal dysfunction and the
ROS generating effect of heavy exercise on kidneys were
disregarded, and these detrimental effects of exercise on
renal functions were accepted as nonpathological benign
processes by some authors (Bergstein, 1999; Brown et al.,
2007; Giindiiz and Senturk, 2003; Khazacinia et al., 2000;
Koger et al., 2008).

If exercise was to be accepted as a stress inducer
and had a similar resistance generating effect on proximal
tubule cells, the kidneys of exercisers would be more
resistant to subsequent attacks and the renal functional
capacity of trained athletes would be greater than those
having a sedentary lifestyle. This expectation is in good
accord with the studies indicating normal renal functional
capacity in trained athletes (Neumayr et al., 2005). On the
other hand, the high prevalence of exercise-induced pro-
teinuria and hematuria in athletes (Bellinghien et al.,
2008) undermines the clarity of the consensus about the
risk or benefit of heavy muscle activity on kidney func-
tions, and the effects of muscle activity on proximal tu-
bule resistance remain to be studied. Considering that
many people are subjected regularly or irregularly to
either voluntary or involuntary (such as labourers) heavy
muscle activity throughout their lifetime, it is not surpris-
ing that their proximal tubule cells would be loaded with
acidic metabolites that might trigger some subse-
quent adaptive changes.

Previously, we observed that, as with other stress-
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ors, exhaustive heavy muscle activity also induces cytore-
sistance, characterised by cholesterol accumulation in the
proximal tubule segments. These cholesterol loaded tu-
bule segments also exhibited resistance to further attack,
such as ATP depleting stress, and had a lower LDH re-
lease response (unpublished data). In the present experi-
ment using both in vitro and in vivo parameters, we aimed
to investigate the functional characteristics of cholesterol
loaded cytoresistant tubule cells of rats subjected to ex-
haustive muscle activity.

Methods

In this experimental study 2.5-3 month old male Wistar
rats were used. The animals were randomly divided into a
sedentary (control, n = 20) and a heavily exercised group
(n = 20). The rats were provided with food and water ad
libitum. All procedures were approved by the Akdeniz
University Animal Care and Usage Committee (06-
12/02).

Exercise protocol

In this study, the exhaustive exercise protocol (Giindiiz &
Senturk, 2003; Kocer et al. 2008) was repeated on five
consecutive days to mimic heavy muscle activity carried
out by labourers. Animals were exhausted on a motor-
driven treadmill (MAY-TME 9805, Commat, Ankara,
Turkey) for 5 days. Before the exhaustive protocol, the
rats were familiarized with treadmill running for 2 days.
The exhaustive protocol was started at 20 m'min™ and a
5% gradient for 5 min. The gradient and speed were
gradually increased to 15% and 24 m'min”', and running
was continued until exhaustion developed. Exhaustion
was defined as the inability to continue running and the
loss of the straightening reflex within ten seconds when
animals were placed on their back.

All animals were placed in metabolic cages for 24
hours and urine samples were collected. The exhausted
rats were placed in metabolic cages on the fourth exercise
day and sacrificed after the last treadmill running.

Blood lactate concentration

Ten minutes following the last exercise session, lactate
concentration was measured in blood samples obtained
from the tail vein using a lactate analyzer BM-Lactate test
strips  (Accusport, Mannheim Boehringer, Accusport
Diagnostics & Biochemicals, U.K.).

MAP measurement
Under light ether anesthesia, MAP was determined by the
tail cuff method (Biopac, BP HR200 module plus MP100
system, Goleta, CA).

Measurement of RBF and organic anion excretion
The renal plasma flow (RPF) was calculated as a clear-
ance of PAH, an organic anion prototype and RBF was
estimated from RPF/1-Hematocrit (Agarwal, 2002; Ge-
hrig et al., 1986). GFR and plasma PAH concentrations
were used for the calculation of filtered PAH load. Se-
creted PAH load was calculated by subtracting excreted
total PAH from filtered PAH.

After collection of urine and blood samples, the

kidneys were perfused with ice-cold Krebs phosphate
buffer (118 mM NacCl, 4.8 mM KCl, 2.5 mM CaCl,, 1.2
mM MgSO,, 1.2 mM KH,PO,, 24 mM NaHCO;, 11 mM
glucose, pH:7.4) to wash off the blood. Then, both kid-
neys were excised, cleaned from adhesive fat tissues and
decapsulated in an ice-cold buffer. The cooled kidneys
were longitudinally dissected and the medullary portion
was discarded. The renal cortical tissue was used for
proximal tubule isolation or mitochondria isolation.

The blood and urine samples were used for protein,
creatinine, electrolyte, glucose and cholesterol measure-
ments. Protein and creatinine levels were determined
using the Lowry (Lowry et al., 1951) and Jaffe methods
(Newman et al., 1999) respectively. GFR was estimated
by creatinine clearance. The electrolyte levels were meas-
ured by an autoanalyzer (Roche Hitachi F-800). Appro-
priate commercial kits were used for glucose (Quanti-
Chrom™ Glucose Assay Kit, DIGL-200) and cholesterol
measurements (Cholesterol Fluorometric (Red) Assay Kit,
Amplex® Red from Molecular Probes, Invitrogen;
A12216). Serum total cholesterol and HDL cholesterol
levels, following phosphotungstic acid/ magnesium chlo-
ride precipitation, were determined using the same choles-
terol kit. LDL cholesterol levels were calculated by sub-
tracting HDL cholesterol from the total cholesterol.

Citrate Synthase (CS) activity

CS activity was determined for the soleus muscle of each
rat according to the spectrophotometric method described
by Srere (1969).

Proximal tubule isolation

As mentioned in our previous study (Cirrik & Oner,
2006), renal proximal tubules were isolated from rats
based on the method of Vinay et al. (1981).

Tissue cholesterol levels

Following isolation, proximal tubules were subjected to
lipid extraction as previously described (Zager et al.,
1999). Total and free cholesterol levels were then deter-
mined using the commercial kit. Cholesterol ester (CE)
levels in samples were calculated by subtracting the free
cholesterol from the total cholesterol. Hepatic total cho-
lesterol levels were determined using the same commer-
cial kit, after the same lipid extraction procedure.

Cytoresistance

As outlined by Zager et al. (1999; 2001; 2003a; 2003b;
2005; Zager and Kalhorn, 2000), isolated proximal tu-
bules were incubated either under basal conditions or
ATP-depleted/ Ca™ overloaded conditions, which con-
sisted of mitochondrial respiration and glycolysis inhibi-
tors and Ca’? ionophore (7.5 pM antimycin A, 20 mM 2-
deoxyglucose and 10 pM A23187, respectively) for 4
hours. After 4 hours incubation, the medium LDH level
was determined using a commercial kit (QuantiChrom™
Lactate Dehydrogenase Kit, DLDH-100) and LDH re-
lease was expressed as a percentage of the total LDH
level.

Tubule organic anion accumulation study
Isolated PTSs were incubated in Krebs phosphate buffer
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containing 50 uM PAH, at 37°C for 1 hour and 1 mM
Probenecide (an inhibitor of OATs localized at the baso-
lateral membrane of the tubule cells and transport PAH
into the cells) was added to the incubation medium at the
45™ min to prevent its reverse release during washing
processes. The PAH loaded tubules were washed three
times and a further 15 min incubation was carried out
under the same conditions, without PAH but with 1 mM
Probenecide. At the end of the incubation, tubules were
sonicated and their PAH contents were measured (Gehrig
et al. 1986; Agarwal, 2002).

Tubule peroxynitrite level
Peroxynitrite levels in the PTSs incubated at 37°C for one

hour were determined by a spectrophotometric method
described by Beckman et al. (1992).

Mitochondrial isolation

Mitochondria were isolated from renal cortical tissue
using a method defined by Weinberg et al. (1982). Iso-
lated mitochondria were used for inorganic phosphate
determination.

Inorganic phosphate

Inorganic phosphate levels in the mitochondria were de-
termined according to the spectrophotometric method
described by Katewa and Katyare (2003).

Statistical analysis

All values are presented as means = SEM. Statistical
comparisons were performed by unpaired Student’s t-test.
P < 0.05 was considered as statistically significant.

Results

Functional parameters

In this study, heavy muscle activity-induced renal cytore-
sistance and its functional importance were examined.
The PTSs of sedentary and exhausted rats were isolated
and tubular cholesterol and LDH release were determined.
In the exhausted group, the blood lactate level was in-

creased two fold (from 1.87 + 0.12 to 4.36 £ 0.39 mM, p
< 0.001) and CS activity in the soleus muscle was ele-
vated significantly from 65.14 + 6.81 to 123.54 + 10.14
uM-g ww'min” (p < 0.001).

As seen in Table 1, five days of exhaustive muscle

activity had no significant effect on either MAP, GFR or
RBF. Kidneys displayed normal functions according to
routine laboratory tests. Plasma electrolytes were within
normal limits, blood total, LDL and HDL cholesterol
levels did not alter significantly with respect to the control
group. However, although the fractionated urinary Na"
(FEna) and K' excretion (FEx") remained unaltered,
animals subjected to heavy muscle activity exhibited a
significant proteinuria and glycosuria associated with
low serum protein and glucose levels. Urinary cholesterol
excretion was also increased.
Although the serum cholesterol levels did not exhibit a
significant difference between the control and the ex-
hausted groups, there was a marked increase in the total
cholesterol in the PTSs of exhausted group with respect to
the controls (0.662 + 0.067 uM-mg”' protein vs 0.499 +
0.008 M-mg™ protein, p < 0.05) (Figure 1). Interestingly,
the elevation was prominent particularly in the free cho-
lesterol fraction (0.420 + 0.037 uM-mg™' protein vs 0.234
+ 0.029, p <0.01), while the mean cholesterol ester level
remained unchanged between the groups (0.265 + 0.027
uM'mg” protein vs 0.230 = 0.032 pM-'mg" protein).
While studying the cholesterol loading effects of heavy
muscle activity we found that, in addition to the kidney,
the liver was also affected. Similar to the findings in
proximal tubule cells, total cholesterol was significantly
elevated in the hepatic cells of the exhausted group with
respect to the control group (0.428 + 0.023 mg-g” ww. vs
control value of 0.221 + 0.020 mg-g” ww, p < 0.01).

Proximal tubule cytoresistance; LDH release

At basal conditions, after a 4-hour incubation at 37 °C,
LDH release into the incubation medium from isolated
PTSs of sedentary and 5-day exhausted rats was simi-
1ar(30.59 £ 7.27% and 30.2 £ 7.07% respectively). In
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Figure 1. Total cholesterol (TC), free cholesterol (FC) and ester cholesterol (EC) levels in proximal tubules isolated
from sedentary control and 5-day exhausted animals. Statistically different from sedentary control; * p < 0.05, ** p < 0.01.
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Figure 2. LDH release from proximal tubules isolated from control and 5-day exhausted rats. LDH release was
determined in the basal and ATP-depleted/ Ca*” overloaded (Antimycin A, 7.5 uM, 2-deoxyglucose, 20 mM and
A23187, 10 uM) conditions and expressed a percentage of total LDH. Statistically different from individual basal condi-

tions; * p <0.001.

response to ATP-depleted/ calcium-overloaded condi-
tions, used as a second attack, LDH release increased
significantly (54.6 + 8.2 %, p < 0.001) in the PTSs of
sedentary control rats, while LDH release (34.41 + 9.99
%) in the PTSs of exhaustive rats remained unaltered
(Figure 2).

Urinary PAH (organic anion) excretion

An organic anion prototype PAH excretion was found to
be 32.34 + 7.11 pg-g kw'min™' in the control sedentary
rats and did not change significantly in the exhaustive
animals (49.37 + 5.75 pg-g kw''min™). It was estimated
that 84.81 + 2.31% and 78.13 £ 6.52% of the excreted
PAH originated from the tubular secretion of control and
exhausted animals, respectively (Figure 3). Thus, heavy
muscle activity did not cause a significant effect on tubu-
lar PAH secretion.

PAH (organic anion) accumulation in the proximal
tubule segments

PAH loaded PTSs were incubated at 37 °C for 15 min in
the Krebs Phosphate buffer containing 1 mM probenecide

and time dependent PAH release was studied. The amount
of PAH released into the medium in control and ex-
hausted groups was similar (10.74 + 0.47 and 9.04 + 1.08
pgmg’ protein, respectively). However, following the 15
min release period, the remaining unreleased PAH, which
is accepted as the accumulated amount, in the PTS of
exhaustive rats was significantly higher than that of sed-
entary rats (1.77 + 0.27 and 4.54 + 1.00 pg-mg™' protein in
control and exercised animals respectively, p < 0.001).

Peroxynitrite levels in the proximal tubule segments
Peroxynitrite, an NO oxidation product, increased dra-
matically in the isolated tubules of exhausted rats relative
to the values obtained from the control group (100.87 +
26.60 vs 1213.43 + 19.45 nM-mg™' protein, p <0.01).

Inorganic phosphate level

Isolated mitochondria of the renal cortex from control and
exhausted animals were used to study the FO/F1 ATPase
activity, based on inorganic phosphate release during the
10 min incubation period. The inorganic phosphate
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Figure 3. Total PAH excretion and percentage of secreted PAH in control and 5-day exhausted rats.
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Table 1. Studied parameters in rats from sedentary control and 5-day exhausted groups.

Groups Sedentary Control Heavy muscle activity
MAP (mmHg) 91.2 (1.8) 86.75 (3.69)
GFR (ml-dk™) 572 (2.1) 659 (.11)
RBF (ml-dk™) 5.45 (1.03) 7.61 (.99)
Urinary glucose (mg-ml™) .003 (.003) .293 (.070) *
Urinary protein (mg-dL™") .054 (.072) 486 (.071) **
Urinary cholesterol (mg-dL™) .032 (.002) .038 (.002) ***
FEn,' 151 (.040) 111 (.040)
FE 52.52(9.32) 57.16 (3.37)
Serum total chol (mg-mL'l) .97 (.04) 1.17 (.11)
Serum HDL-chol (mg-mL™) 28 (.03) .30 (.05)
Serum LDL-chol (mg:-mL™) .671 (.034) .869 (.090)
Serum glucose (mg-mL™) 1.46 (.06) .95 (.07) ***
Serum protein (g-dL7) 1.52 (.02) 1.46 (.02) *
Plasma [Na'] mmol-L! 140.25 (1.13) 141.25 (.73)
Plasma [K*] mmol-L™! 3.58 (.05) 3.63 (.14)

Statistically different from sedentary control; * p < 0.05, ** p <0.01, *** p <0.001.

releasing effect of FO/F1 ATP synthase in the mitochon-
dria of control and exercised rats was 3.69 + 0.23 pg'mg
protein”min” and 3.85+0.39 pg:mg protein”-min”, re-
spectively.

Discussion

As demonstrated previously in our laboratory
(Giindiiz and Senturk, 2003; Kocer et al., 2008), exhaus-
tive muscle activity leads to oxidative damage in the kid-
neys. In accordance with these studies, in the present
experiment, exhaustive activity, as proved by elevated
blood lactate and CS activity of the soleus muscle, is
associated with significant elevation of tubular peroxyni-
trite levels, which is an oxidation product of nitric oxide.
This exhaustive physical activity induced some degree of
renal dysfunction such as proteinuria and glycosuria (Ta-
ble 1). However other tests used to evaluate the functional
integrity of the kidneys, such as GFR, urinary electrolytes
and organic anion (PAH) excretions, remained within
normal limits.The functional interpretation of these pa-
rameters may be subjective. To some authors who accept
proteinuria and glycosuria as a benign exercise induced
process (Asghar et al., 2007; Bergstein, 1999; Neumayr et
al., 2005), the kidney functions of the exhausted rats in
the present experiment can be totally normal, whereas for
others, proteinuria, glycosuria and elevated urine choles-
terol may be the criteria of impaired kidney functions in
exhausted rats (Di Meo and Venditti, 2001; Maeda et al.,
2004; Middlekauff et al., 1997; Momen et al., 2003; 2004;
Podhorska-Okotow et al., 2004). Therefore, our results
supported most of the previous studies, indicating both
positive and negative effects of exhaustive exercise on
kidney functions (Asghar et al., 2007; Poortmans, 1984;
Poortmans and Labilloy, 1988; Poortmans and Vancalck,
1978; Neumayr et al., 2005). The authors who consider
glomerular and tubular structures as the most sensitive
areas are supported by the significant increase in urinary
protein, glucose and cholesterol excretion in the ex-
hausted animals (Poortmans, 1984; Poortmans and Labil-
loy, 1988; Poortmans and Vancalck, 1978). The elevated
glomerular permselectivity to macromolecules and other
tubular adaptive changes in exercisers are reported to be
transient and decline rapidly after exercise and their aeti-
ology remains unclear (Poortmans, 1984; Poortmans and

Vancalck, 1978; Poortmans and Vanderstracten, 1994).
We are unable to say that elevated protein and glucose
excretion return to normal levels at a certain postexercise
period, since we have not studied time dependent func-
tional changes. However, Schneider et al. (2007) reported
that the most sensitive test for kidney functions is the
organic anion excretion rate, and therefore we also meas-
ured an organic anion prototype PAH excretion rate both
in vivo and in vitro in our study. Neither PAH excretion
nor its tubular secretory portion changed significantly in
the exhausted animal group (Figure 3). This in vivo result
is also verified by the in- vitro excretion study, and the
PAH secretion rate in the isolated PTSs from exhausted
rats remained unchanged.

Our data, together with the literature findings, im-
ply that while most secretory functions of the nephron are
within normal limits during heavy muscle activity, some
functions depending on glomerular permeability and
tubular reabsorption seem to be vulnerable (Table 1). This
difference in the sensitivity of the kidney functions of
exercising animals may arise from the characteristics of
adaptive changes in the proximal tubule cells occurring in
response to heavy muscle activity.

It has been reported previously that several forms
of stress in the body produce some adaptive changes in
the kidney proximal tubules by stimulating self-defence
mechanisms. These changes are denoted as “acquired
renal cytoresistance” (Zager et al., 1999; 2001; 2003a;
2003b; 2005; Zager and Kalhorn, 2000). Although Zager
et al. (1999; 2001; 2003a; 2005; Zager and Kalhorn,
2000) did not include heavy muscle activity as a stressor,
the results of the present study clearly indicated that, like
other stressors, strenuous physical activity renders the
kidneys more resistant to subsequent attacks, because the
isolated PTSs from exhausted rats showed resistance to
ATP depletion and released less LDH into the medium
(Figure 2).

Cholesterol accumulation is accepted as a hallmark
of stress-induced cytoresistance in the proximal tubule
cells, and its mechanisms have been investigated inten-
sively (Zager et al., 1999; 2001; 2003a; 2005; Zager and
Kalhorn, 2000). As with other renal cytoresistance induc-
ers, heavy muscle activity caused a cellular cholesterol
load in the proximal tubule cells. To our knowledge, there
are no direct studies on the effects of heavy muscle activ-
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ity on tubule cholesterol homeostasis, and our study is the
first to determine the changes in cholesterol homeostasis
in the proximal tubule cells.

Under physiological conditions, free cholesterol
biosynthesis and cholesterol influx and efflux are bal-
anced, and cellular cholesterol levels remain normal
(Chawla et al., 2001; Weber et al., 2004). In the present
study, it is obvious that, like other stressors, heavy muscle
activity leads to cholesterol accumulation and cytoresis-
tance in the tubule cells by impairing either elimina-
tion/esterification of free cholesterol or its influx path-
ways. Previous reports show a predominance of esterified
cholesterol elevation in tubule cells as a response to other
stressors (Zager et al., 1999; 2001; 2003a; 2005; Zager
and Kalhorn, 2000). However, the free cholesterol related
increase indicates the involvement of some other un-
known mechanisms in the present experiment which can-
not be fully explained with our present data. Nevertheless,
elevated peroxynitrite levels may be one of the causative
factors, and reduced elimination of free cholesterol by
nitrosylated Apoprotein Al with elevated peroxinitrite
(Shao et al., 2005) may account for the increased free
cholesterol in the tubule cells of exhausted rats.

Despite an obvious cholesterol elevation, most ex-
cretory kidney functions, including organic anion excre-
tion rate, are not influenced by the free cholesterol accu-
mulation in proximal tubule cells, whereas some reab-
sorptive functions such as protein endocytosis and glu-
cose reabsorption by the apical membrane appear to be
vulnerable. We have not measured tubular prostaglandin
E2 levels, but previous reports regard the reduced tubular
prostaglandin E2 production as responsible for the dimin-
ished apical endocytosis in exercisers (Mittleman and
Zambraski, 1992; Llorente et al., 2000; Zambraski et al.,
1986).

Intriguingly, in the present study an unaltered PAH
secretion was associated with significant accumulation in
cholesterol loaded isolated tubule cells. This shows that
heavy muscle activity induced cholesterol loading, by
impairing the balance between influxers and effluxers,
thus facilitating organic anion (as well as xenobiotics)
accumulation in the cholesterol loaded proximal tubule
cells. Both organic anions and xenobiotics in the blood
use the same organic anion transporters (OATs) for entry
into proximal tubule cells and they then exit these cells
through ATP dependent ABCC2 (MRP2) and ABCC4
(MRP4), cassette transporters located at the luminal
membrane of the cells (Sekine et al., 2006). Neither or-
ganic anions nor xenobiotics accumulate in the tubule
cells while their entrance and exit are balanced. PAH
accumulation in the tubule cells of exhausted rats shows
impairment of this delicate balance. Altered PAH entry
may be responsible for this imbalance, since the tubular
PAH secretory rate remained unchanged in the PTSs of
the exhausted rats. There are no other studies related to
MRPs changes in the tubular cells of exercisers, but unal-
tered ATP generation in the PTSs of exhausted rats seems
to support the functional integrity of these ATP dependent
MRPs. Also, additional data from the literature indicating
unaltered ABCA1 expression, another member of ATP
dependent MRPs family in cholesterol loaded cytoresis-

tant tubule cells (Zager et al., 2003b), is also supportive
evidence for our unchanged PAH secretion result.

Despite the lack of direct evidence related to or-
ganic anion transporter (OAT) activity in the cholesterol
loaded kidney cells of the exercisers, some indirect data
such as basolateral preference of cholesterol accumulation
(Imai et al., 1992) and different action of membrane cho-
lesterol enrichment on carrier mediated transport proc-
esses (Levi et al., 1990), suggest that OAT1 and OAT3
activities localized at the basolateral membrane, which
mediate the entries of several endogenous and exogenous
substances into the proximal tubule cells, can be influ-
enced earlier by cholesterol accumulation than the efflux-
ing transporters localized apically. Furthermore, the ele-
vated number of OAT1/bile acid transporters in the liver
of chronic exercisers (Wilund et al., 2008) supports our
view concerning the sensitivity of OATSs activity to exer-
cise induced cholesterol elevation in the cells. Contrary to
Zager et al. (2001), who maintain that hepatic cholesterol
does not change during cytoresistance, we found a similar
cholesterol elevation in the liver of exhausted rats. Since
both organs are located in the same splanchnic area and
are subjected to reduced perfusion during each period of
exercise, similar stress induced cholesterol accumulation
would be a normal result, not a paradox. Therefore, the
similar changes of OATs activities in both organs loaded
with cholesterol are a logical expectation.

The biological significance of increased organic
anion transport without alteration in its luminal secretion
rate in animals or humans subjected to heavy muscle
activity can be a topic for further study. The impaired
balance between entrance and exit of xenobiotic/organic
anions is important data, implying the elevated suscepti-
bility to nephrotoxicity in humans/animals subjected to
heavy muscle activity. This may have clinical signifi-
cance, especially in those exposed simultaneously to
heavy muscle activity and xenobiotics, pollutants, heavy
metals and antibiotics which are eliminated by the kid-
neys through the same transporters. However, this hy-
pothesis requires further studies for proof.

Conclusion

The present data clearly demonstrated that (i) like other
studied stressors, heavy muscle activity induces renal
cytoresistance, (ii) organic anion accumulation as well as
failure of the absorptive capacity of the tubule cells sug-
gest the presence of some biochemical changes and in-
creased vulnerability of kidneys to nephrotoxic agents in
rats subjected to heavy muscle activity and (iii) when
considering the broad substrate spectrum of OATs, this
vulnerability to several endogenous and exogenous sub-
stances is of vital importance in exercisers or workers
who are subjected to several chemicals, environmentally
or therapeutically. Clinically, this vulnerability to nephro-
toxicity in workers is very important and must be evalu-
ated by further experimental and clinical studies.
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Key points

e The cholesterol loading and decreased LDH release
from PTSs isolated from exhausted rats indicate the
heavy muscle activity induced renal cytoresistance.

e Heavy muscle activity-induced renal cytoresistance
did not preserve the kidney functions.

e Organic anion accumulation as well as failure in the
absorptive capacity of the tubule cells suggest the
presence of some biochemical changes and elevated
vulnerability of kidneys against nephrotoxic agents
in rats subjected to heavy muscle activity.
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Abstract

Aim: This in vitro study using rat cortical slices, isolated
proximal tubules and mitochondria was conducted to
investigate the effect of exogenous and endogenous ni-
tric oxide on ammoniagenesis. Methods and Results:
The cortical slices were incubated with phosphate-buff-
ered saline containing 1 mM L-glutamine at 37°C and
glutamine-stimulated ammoniagenesis which was fur-
ther elevated with 1077 M ANGII showed a time-depen-
dent decrease during 2 h. 10* M L-NAME or 10°° M L-
canavanin caused a similar ammonia elevation to that of
ANGII, whereas the addition of 10° M SNAP attenuated
the ammonia-increasing effects of ANGIl and L-NAME.
Basal or exogenous NO without significantly affecting
glutamine uptake of the slices seemed to convert the
glutamine deamidation pathway to transamination,
since L-NAME increased the ammonia to glutamine ratio
from 0.87 + 0.08 mol/mol to 1.03 + 0.04 (p < 0.01). L-
NAME increased both ammoniagenesis and mitochon-
drial oxygen consumption but SNAP depressed them.
Endogenous NO reduced ammoniagenesis without
changing the mitochondrial permeability transition pore
(PTP), whereas exogenous NO-induced attenuation in
ammoniagenesis was associated with elevated PTP in a
CsA-sensitive manner. Conclusion: These results dem-
onstrated that in rat kidney, basal NO depresses mito-

chondrial oxygen consumption and attenuates ammo-
niagenesis without affecting PTP; however, exogenous
NO inhibits ammonia production by disturbing PTP in
isolated mitochondria.

Copyright © 2006 S. Karger AG, Basel

Introduction

Nitric oxide (NO) is a small gaseous molecule, gener-
ated in most cells during the oxidation of L-arginine to
L-citrulline by nitric oxide synthase (NOS) enzymes. NO
is a major participant in a number of physiological func-
tions such as blood pressure regulation, platelet aggrega-
tion, neurotransmission and immune responses in bio-
logical systems. It is also involved in renal hemodynamics
and reabsorptive functions [1, 2]. In vivo and vitro stud-
ies [2-4] revealed that NO plays a significant role in prox-
imal tubule physiology and physiopathology. It has been
demonstrated that after appropriate stimulations, proxi-
mal tubule cells are able to produce large quantities of NO
[3]. A substantial NO generation associated with in-
creased NO synthase (NOS) has been reported after the
incubation of isolated tubule cells with LPS, TNF-a, or
interferon-y [3, 4]. In addition to cytokines and LPS, sev-
eral other factors such as hypoxia, iron, atrial natriuretic
hormone, angiotensin II (ANGII) [3], insulin [4], and en-
dothelin [5] were shown to stimulate NO production in
proximal tubules.

NO exerts its effect by binding the soluble guanylate
cyclase and triggering a series of events initiated by cGMP
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in the cells [2, 3, 6]. Recent evidence demonstrated that
mitochondrial NO which is produced by NO synthase en-
zyme (NOS), localized at the inner mitochondrial mem-
brane close to the cytochrome ¢ oxidase site, modulates
oxygen consumption and ATP generation of tissue by a
cGMP-independent pathway [1, 7, 8]. Mitochondrial NO
regulates both oxygen consumption and oxygen free radi-
cal production by competitive inhibition of cytochrome ¢
oxidase. Thus, it helps average oxygen utilization among
cells at different distances from the capillaries [1, 7, 8]. At
low NO levels, cytochrome ¢ oxidase inhibition appears
to slow oxygen consumption by cells closest to blood ves-
sels allowing oxygen to penetrate to cells which are in dan-
ger of becoming hypoxic, whereas at higher concentra-
tions mitochondrial NO reduces oxygen uptake as well
as ATP generation and damages mitochondrial integrity
by increasing the production of superoxide radicals [1,
7-9].

The proximal tubules are the nephron site reabsorbing
approximately two-thirds of sodium and water filtered by
the glomerulus [10]. This part of the nephron also has a
dominant role in the absorption of many other substanc-
es including amino acids, glucose, bicarbonate and phos-
phate [2, 3]. NO has been shown to be involved in regula-
tion of Na*-K*-ATPase, Na*/H"* exchangers and paracel-
lular permeability of tubular cells thereby, NO functions
as inhibitor for the proximal tubular fluid, sodium, bicar-
bonate and phosphate reabsorption [2, 3, 11]. On the oth-
er hand, some authors [12—-14] have pointed out the stim-
ulatory role of NO on bicarbonate and fluid absorption
in proximal tubules by indicating development of meta-
bolic acidosis in NOS knockout mice. Nevertheless, due
to the compensatory increase in bicarbonate reabsorption
in the late nephron, the effect of NO does not reflect on
blood pH and bicarbonate levels in normal animals with
intact kidneys [14].

Since the reabsorption of filtered material in the prox-
imal tubule cells is greatly dependent on Na*-K* ATPase
which uses ATP generated in intact mitochondria, the
factors involved in ATP production are expected to influ-
ence proximal tubule cell functions. NO-induced inhibi-
tion in cytochrome c oxidase and oxygen utilization as
well as ATP generation are likely to explain the inhibition
rather than stimulation in the reabsorptive capacity of
proximal tubule cells.

Ammonia (NHj3) is one of the most important secre-
tory product of the proximal tubule cells and ammonia-
genesis is an adaptable and very important function in
maintaining body fluid pH at the physiological limits by
the kidney. Ammonia production in this part of the neph-

p62 Nephron Physiol 2006;102:p61-p71

ron is regulated by two enzymes, a phosphate-dependent
glutaminase (PDG) and glutamate dehydrogenase (GDH)
[15]. These mitochondrial enzymes have the ability to
react to intracellular pH changes as well as energy level.
ATP activates glutaminase whereas it acts as an allosteric
inhibitor for GDH [16]. They are heavily localized in the
S1and S2 segments of the proximal tubules[15, 17] where
the cells are able to synthesize L-arginine from L-citrul-
line, so there is no lack of NO precursor in these tubule
segments [18].

Ammonia which is one of the most important secre-
tory products of the proximal tubule mitochondria is ex-
pected to be influenced by the reduction in oxygen con-
sumption and ATP generation. The factors influencing
mitochondrial oxygen consumption such as NO [1, 7-9]
might have an inhibitory effect on ammoniagenesis.
However, many agents which act as NO stimulators have
also been reported to increase ammonia production in the
renal cortex [3]. Among them, the effect of ANGII has
been studied extensively and its stimulatory action on
both ammonia and NO production in proximal tubule
cells has been reported by several authors [17, 19]. The
results indicating ANGII-induced increase both in am-
monia and NO contradict the authors who showed the
suppressive effect of NO on mitochondrial oxygen con-
sumption and ATP generation [1, 7, 8] and the contro-
versies remain. When taking into consideration the ATP
sensitivity of the enzymes involved in ammonia produc-
tion such as PDG and GDH [16] together with the sup-
pressive effects of NO on mitochondrial functions [1, 7-
9], ammoniagenesis would be expected to be influenced
by the altered NO levels in the proximal tubule cells.

Despite the presence of several unanswered questions
on this topic, reviewing the related literature showed that
the role of either exogenously or endogenously produced
NO in ammoniagenesis has not yet been studied. The
purpose of the present experimental study, therefore, is
to investigate (1) the effect of endogenous and exogenous
NO on ammoniagenesis, and (2) the contribution of mi-
tochondrial NO and its action mechanism in the ammo-
nia production of rat proximal tubules.

Materials and Methods

Three-month-old male albino rats received food and water ad
libitum before the experiment. Under light ether anesthesia follow-
ing a midline abdominal incision, a catheter was placed into the
thoracic aorta and used to perfuse both kidneys with an ice-cold
Krebs phosphate buffer to remove the blood. Then both kidneys
were excised, cleaned of adhesive fat tissues and decapsulated in
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an ice-cold buffer. The cooled kidneys were hemisected longitudi-
nally, the medullary part discarded, and cortical tissue sliced finely
using a sharp razor blade.

Cortical slices and isolated mitochondria from the renal cortex
of rats were used to study the involvement of mitochondrial and
cytosolic NO in ammonia production as well as its possible mech-
anism of action. In order to study the effect of endogenous and
exogenous NO on the proline synthesis from L-glutamine, we used
the proximal tubule segments which were isolated by the method
of Vinay et al. [20].

Isolation Procedure of the Cortical Mitochondria

Some of the cortical slices were used for the isolation of mito-
chondria according to the method described by Weinberget al. [21].
Briefly, the minced slices were homogenized in a buffer containing
270 mM sucrose, 1| mM EGTA, 5 mM Tris-HCI, pH 7.4 ( tissue
weight to volume ratio was 1:10) and initial renal cortical homog-
enate was centrifuged at 600 g at -4°C for 10 min. The supernatant
was decanted and the pellet after resuspension with the washing
buffer containing 0.50 mAM Tris-HCI and 250 mAM sucrose at pH
7.4 was recentrifuged at 10,000 g for 5 min. The postmitochon-
drial supernatant was decanted then centrifugation was repeated
twice at 10,000 g for 5 min. The resulting mitochondrial pellet was
suspended in cold K*-rich buffer containing 100 mAM KCI, 2 mM
K,POy4, 1 mM MgCl,, 10 mM HEPES (pH 7.4 with TRIZMA base)
to obtain a final concentration of 2.5 mg protein per ml. Mitochon-
drial protein concentration was measured by the method of Lowry
et al. [22].

Incubation Procedures of the Cortical Slices

Approximately 100 mg of cortical slices were put in each tube
containing 3 ml of phosphate-buffered saline (PBS) (as mAM 117
NaCl, 4.7 KCl, 25 NaHCO3, 1.6 NaH,POy, 11 glucose, 2.4 CaCl,,
0.6 MgCl,) with 0.5 mM L-methionine sulfoximine (MSO), an in-
hibitor of glutamine synthase. The cortical slices in all groups were
incubated in 3 ml PBS containing 1 mAM ammonia precursor, L-
glutamine, and they were subjected to the following treatments.
Briefly, in the 1st and 2nd groups, the slices were incubated in 3 ml
PBS without and with | mM L-glutamine, respectively. In the third
group, the slices were subjected to 10* M/ L-NAME, a nonspecific
NO synthase inhibitor to eliminate the role of basal nitric oxide. In
the 4th group, the slices were subjected to 107 A ANGII to stimu-
late ammoniagenesis as well as NO production. The slices in the
5th group were subjected to 107> M SNAP (S-nitroso-N-acetylpen-
icillamine), a NO donor. In the 6th, 7th and 8th groups, the corti-
cal slices were subjected to the combination of ANGII + L-NAME,
or ANGII + L-canavanin, a specific iNOS inhibitor, and ANGII +
L-NAME + SNAP.

All tubes were incubated for 2 h under 95% O, and 5% CO, at
37°C and pH 7.4. Medium samples were obtained at the 15th and
60th min of incubation, and both medium and tissue samples were
obtained at the end of incubation for the analysis of ammonia, ni-
trite and glutamine.

Incubation Procedure of Proximal Tubule Segments

Isolated proximal tubule suspensions (approximately 500 pg
protein) in 3 ml of PBS containing 1 mA L-glutamine were incu-
bated for 2 h without and with 10 M L-NAME or 10> M SNAP.
At the end of the incubation period, the total protein and proline
content of the media and tubule segments was measured.

Nitric Oxide and Ammoniagenesis

Measurement of Ammonia in the Isolated Mitochondria

250 pg of mitochondrial protein in a final volume of 1 ml buffer
containing 100 mM KCl, 2 mM K,POy4, 1 mM MgCl,, 10 mM
HEPES (pH 7.0 with TRIZMA base) was subjected to 1 mM L-
glutamine as ammonia substrate and 1 mAM L-arginine as NO sub-
strate and incubated for 15 min at 37°C under 95% O, and 5% CO,
aeration. The mitochondria-containing tubes were divided into 5
groups as duplicate. The first pair of tubes were used as a control
to measure basal ammoniagenesis, the second, third and fourth
pairs were subjected to 107* M L-NAME, 10~ M L-canavanin and
1073 M SNAP, respectively, to measure the effect of endogenous
and exogenous NO on mitochondrial ammoniagenesis. The 5th
pair of tubes was subjected to 5 mA/ NaCN, a cytochrome ¢ oxidase
inhibitor to inhibit the metabolic activity of mitochondria. At the
15th min, all tubes were centrifuged at 10,000 g for 5 min at -4°C
and the supernatants were used for ammonia analysis. All mito-
chondrial incubations were done in duplicate on freshly isolated
mitochondria within 1 h of their separation.

Measurement of Mitochondrial Permeability Changes

The mitochondrial swelling-induced changes in the absorbance
of mitochondria solution at 540 nm were measured with a Shi-
madzu spectrophotometer (model 1601). The validity of this meth-
od has been proven by several authors who showed the association
of elevated permeability with impaired mitochondrial functions
[23-26]. The absorbance of 250 pg mitochondrial protein in 1 ml
of K*-rich buffer at pH 7.4 was recorded as a control absorbance,
then 60 nmol of calcium/mg mitochondrial protein was added with
stirring at ambient temperature to activate the mitochondrial per-
meability transition pore (PTP). Then activated mitochondria were
immediately subjected to one of the following agents: 10 A/ SNAP,
10 wM L-NAME, 10 p.M sodium fluoride (NaF, a Mn-dependent
superoxide dismutase inhibitor is used to increase ROS genera-
tion), 10 wM cyclosporin A (CsA) — a PTP blocker, 1% dimethyl
sulfoxide (DMSO, a CsA vehicle) or their combinations. These fac-
tor-induced changes in mitochondrial absorbance at 540 nm were
recorded continuously for 3 min. The absorbance at the 3rd min
was expressed as the percentage of the control absorbance.

The alteration in ammoniagenesis accompanied by the perme-
ability changes during mitochondrial swelling were also measured
in the tubes incubated with the above-mentioned agents during
3 min incubation at 37°C under 95% O, and 5% CO, aeration at
pH 7.0 and at the 3th min all tubes were centrifuged at 10,000 g
and their supernatants were used for ammonia measurement.

Measurement of Mitochondrial Oxygen Consumption

During 3 min incubation, 250 pg mitochondrial protein was
incubated for 3 min at 37°C in 1 ml K*-rich buffer aerated over-
night with a 95% O, and 5% CO, gas mixture in a closed system
which permits elimination of the produced CO,. Then, following
centrifugation at 10,000 g at -4°C, the oxygen content of the super-
natant was measured using Stat profile pHOx Plus and Plus L ana-
lizer (Nova Biomedical). The oxygen utilization was expressed as
nmol oxygen/mg protein/min.

In the samples, the ammonia content was measured by the
method of Curnerro and Weiner [27]. Glutamine content was mea-
sured by the method of Mecke [28], nitrite level by the method of
Bories and Bories [29], and proline by the method of Woessner
[30].
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Table 1. Ammonia secretion rate from
kidney cortical slices during 120 min
incubation

Groups

15th min
(nM - mg

protein~! - min~!)

60th min
(nM - mg
protein~! - min~!)

120th min
(nM - mg
protein~! - min!)

Control (PBS)
Glutamine (1 mM)
L-NAME (100 p.M)
ANGII (100 nM)
SNAP (10 pM)
ANGII + L-NAME

ANGII + L-canavanin (10 pM)
ANGII + L-NAME + SNAP

1.25+0.1 0.49 +0.04 0.27+0.01
1.81+0.22 0.84+0.07° 0.55+0.022

2.99+0.6%° 1.35+£0.27%®  0.83+0.16>"
3.14+0.30 1.25+0.13%>  0.81%0.09%°
1.18+0.2° 0.46 +0.09° 0.23+0.04°

3.17+0.8%° 1.34+0.35%>  0.86+0.20%"
3.28+0.9%P 1.46+0.28%%  0.93+£0.21%P
2.73+0.5%" 1.17£0.20%°  0.76+0.14*"

2 Denotes significance vs. control group.
b Shows significance vs. glutamine group (p < 0.05). The values obtained from 8-10
animals were expressed as mean * SE.

For statistical evaluation of the data, one-way ANOVA and
Newman-Keuls (as a posthoc test) and Student’s t test when appro-
priate were used. The data were expressed as mean = SE, p<0.05
was accepted as significant.

Results

Ammonia Excretion Rate from Cortical Slices

Ammonia excretion rate showed a gradual decrease
(table 1) during the 2-hour incubation period. At the 15th
min of incubation, unstimulated cortical slices produced
1.25 £ 0.12 nmol ammonia/mg protein/min. At the 60th
and 120th min, the excretion rate dropped significantly
to 0.49 = 0.04 (p < 0.001) and 0.27 % 0.01 nmol (p <
0.001) ammonia/mg protein/min, respectively. The pres-
ence of 1| mM L-glutamine in the incubation medium
caused a significant increase in ammonia excretion with-
out influencing its time-dependent decrease pattern. Both
L-NAME and ANGII elevated the ammonia excretion
rate by keeping its time-dependent decrease in all groups.
As seen in table 1, combining ANGII with nonspecific
and specific NOS inhibitors such as L-NAME or L-cana-
vanin did not cause a further increase in the ammonia
excretion rate.

However, in the slices treated with 107 M SNAP, the
ammonia excretion rate dropped to the levels seen in the
unstimulated group (p < 0.01). On the other hand, the
ANGII + L-NAME-induced elevation in ammonia excre-
tion was not influenced significantly by the presence of
10 wM SNAP (table 1).
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Total Ammonia in the Cortical Slices

As seen in table 2, during 120 min incubation at 37°C,
the total ammonia content of the cortical slices, i.e. se-
creted and tissue ammonia, was significantly increased
after adding 1 mAM/ glutamine into the incubation medi-
um (p < 0.001). 10°* M L-NAME caused a further in-
crease in total ammonia. 10~ M ANGII led to a similar
increase as that of L-NAME. The combination of ANGII
with L-NAME or L-canavanin caused a slight and insig-
nificant elevation in total ammonia content. Subjecting
the cortical slices to 107> M/ SNAP significantly inhibited
the amount of ammonia which was lower than the L-glu-
tamine-induced production (p < 0.05).

Tissue Ammonia Content

The tissue ammonia content of unstimulated slices
was 19.64 + 0.87 nmol ammonia/mg protein. This value
did not differ significantly in any of the groups except for
the ANGII group (27.51% 1.62, p < 0.05) (table 2).

Glutamine Uptake of the Cortical Slices

Since glutamine synthesis was blocked with 0.5 mA/
L-methionine sulfoximine, a glutamine synthase inhibi-
tor in the slices, in the present experiment, the only way
of glutamine supply was its influx from extracellular
sources. At the beginning of incubation, the mean gluta-
mine content of the sliceswas 2.23 + 0.5 nmol glutamine/
mg protein and total glutamine consumption was calcu-
lated as 100.12 £ 14.0 nmol glutamine/mg protein in the
slices subjected to 1 mAM glutamine. The elevation in glu-
tamine utilization observed in the slices subjected to L-
NAME, ANGII, ANGII + L-NAME, ANGII + L-cana-
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Table 2. Tissue and total ammonia, glutamine consumption and nitrite/nitrate levels of the kidney cortical slices

at the 120th min of incubation

Groups

Tissue ammonia
nmol/mg protein

Total ammonia
nmol/mg protein

Glutamine
consumption
nmol/mg protein

Total nitrite and
nitrate
nmol/mg protein

Control (PBS)

Glutamine (1 mM)

L-NAME (100 p.M)

SNAP (10 pM)

ANGII (100 nM)

ANGII + L-NAME

ANGII + L-canavanin (10 pM)
ANGII + L-NAME + SNAP

19.64+0.8 52.91+2.7 12.99+5.07
19.32%1.5 84.38+3.82 100.12 + 14.0 12.07+1.92
23.29+3.9 122.65+21.5%%  135.87+26.1 10.05+1.06
19.09+3.4 48.64+10.5° 103.73+15.9 34.71+4.57%"°
27.51+1.6° 120.59+9.1%b 138.9+28.9 16.23+2.19
26.24+4.5 129.78 +£27.3%b 152.3+31.3 13.79+0.95
29.15%6.5 140.18 £29.8%" 156.9+32.7 17.13+2.50
19.85+3.5 103.94+19.7%" 114.4%18.5 36.41 +4.45%"

Each value obtained from 8-10 animals was expressed as mean + SE.
2 p < 0.05 represents the difference between control.

b Glutamine groups.

vanin was not statistically significant but higher than that
of glutamine alone and SNAP or in combination with
ANGII + L-NAME and had no significant influence on
the glutamine consumption of the slices (table 2).

Ratio of Ammonia to Glutamine (mol/mol)

The conversion of utilized glutamine into ammonia
was estimated as 0.87 %= 0.08 mol/mol in the cortical
slices subjected to 1 mA/ glutamine-containing medium.
Addition of L-NAME and ANGII into the incubation
medium increased thisratioto 1.03 + 0.04 (p<0.01) and
0.98 + 0.04 (p < 0.05), respectively. Combining ANGII
with L-NAME or L-canavanin had no further effect on
the conversion ratio which was 1.07 = 0.08 and 0.93 +
0.03 mol/mol, respectively. The ammonia/glutamine ra-
tio did not differ significantly in the group treated with
the combination of ANGII + L-NAME + SNAP (0.92 +
0.03 mol/mol), whereas SNAP alone significantly dropped
this ratio to 0.48 * 0.12 (p < 0.05).

Nitrite and nitrate levels in tissue and medium did not
change significantly except in the SNAP-added groups
(table 2).

OH-Proline and Ammonia Results of Isolated

Proximal Tubule Segments

Isolated proximal tubule segments during 2 h incuba-
tion in the presence of 1 mAM L-glutamine excreted 833.9
+ 44.4 pmol ammonia/mg protein and its proline con-
tent was 10.9 * 2.13 pmol/mg protein. 10~ M/ L-NAME
supplementation into the incubation medium increased

Nitric Oxide and Ammoniagenesis

ammonia excretion to 1,024 + 71.8 wmol ammonia/mg
protein and decreased the proline content to 5.39 =+
1.02 pmol/mg protein (p < 0.05). On the other hand, the
ammonia excretion decreased to 607.4 * 84.2 wmol/mg
protein, and proline content rose to 16.89 = 2.04 pmol/
mg protein (p < 0.05) in the proximal tubule segments
subjected to 107 M SNAP for 2 h.

Results Obtained from Isolated Mitochondria

As depicted in figure 1, the incubation of isolated mi-
tochondria in the K*-rich buffer containing 1 mA/ L-glu-
tamine and L-arginine for 15 min at 37°C under 95%
O, and 5% CO, aeration at pH 7.0 produced 0.237 +
0.013 mmol ammonia/mg protein/15 min. The elimina-
tion of basal NO by 10 M L-NAME (p < 0.01) and
107 M L-canavanin (p < 0.001) caused a significant in-
crease in mitochondrial ammoniagenesis (0.370 = 0.03
and 0.369 * 0.03 mmol ammonia/mg protein/15 min,
respectively). On the other hand, addition of 107> M
SNAP significantly attenuated the ammoniagenic capac-
ity of the mitochondria and the ammonia production
dropped to 0.128 * 0.02 mmol ammonia/mg protein/
15 min (p < 0.05). To a similar extent, ammoniagenesis
depression to SNAP-treated mitochondria was observed
in the presence of the mitochondrial complex IV inhibi-
tor NaCN (5 mM) in the incubation medium. The amount
of ammonia was 0.139 = 0.02 mmol ammonia/mg pro-
tein/15 min in the mitochondria subjected to NaCN
(p<0.05).
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Fig. 1. Ammonia production of isolated mi- 2 02 4
tochondria subjected to L-NAME (10~* M), E™ % *
L-canavanin (107 M), SNAP (107> /) and S -
NaCN (5 mM). 250 pg mitochondria pro- €
tein was incubated at 37°C in 1 ml K*-rich 0.1
buffer containing 1 mA/ L-glutamine and
L-arginine at pH 7.0 for 15 min. The values
(mean = SEM) of each group were obtained 0 Control L-NAME  [-Canavanin SNAP NaCN
from the cortical mitochondria of 6-8 ani-
mals. * p < 0.05 vs. control.

Results of the Mitochondrial Permeability

Measurement

As depicted in figure 2, the absorbance changes of the
mitochondrial solution containing 250 g mitochondrial
protein activated by 60 nmol Ca?*/mg protein at 540 nm
did not change significantly in the presence of either
10 pM NaCl or 10 pM CsA and 1% DMSO. At the
3rd min, the absorbance decrease was 8.84 = 0.5% in
Ca’*-stimulated control mitochondria and this value
was observed as 7.40 + 0.8% in the CsA-stimulated and
6.9 = 0.9% in the DMSO-stimulated mitochondria. As
expected, a known mitochondrial toxin, NaCN, at 5 mM
concentration significantly impaired mitochondrial per-
meability.

Asseen in figure 3, the addition of 10 wA SNAP caused
a significant decrease in the absorbance of mitochondria
(20.3 = 0.7%) which was completely prevented by CsA
(7.2 = 1.6%). On the other hand, 10 wM L-NAME did
not change the permeability of Ca’*-activated mitochon-
dria (7.2 = 1.3%). 10 wM NaF, a SOD inhibitor alone or
in co-application with SNAP, caused a significant in-
crease in mitochondrial permeability which was 20.36 +
0.24% and 20.9 * 0.6% in Ca’*-activated mitochondria,
respectively. CsA completely prevented the permeability
changes induced by NaF + SNAP (7.5 = 1.6%, p<0.05).
NaF-induced permeability changes were CsA resistant
but sensitive to antioxidants such as 10~ M vitamin C.
NaCN (5 mM), a known complex IV inhibitor, caused a
permanent increase in the mitochondrial permeability
(21.6 = 0.9%, p < 0.001) which was resistant to CsA.
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Relationship between Increased Permeability and

Mitochondrial Ammonia Production

The agents which tested their effects on mitochondri-
al permeability transition pore (PTP) of Ca’*-activated
mitochondria also influenced the ammoniagenic capaci-
ty. As seen in figure 3, ammonia reduction was associated
with an increased PTP in the mitochondria subjected to
SNAP (p<0.01), NaF or NaF + SNAP (p<0.05). SNAP-
induced PTP and ammonia changes were completely re-
versed by CsA, but NaF-induced decrease in ammonia-
genesis was CsA reversible whereas its PTP-inducing ef-
fect was removed with vitamin C. L-NAME elevated
ammonia production (p < 0.01) without changing PTP.
As expected, the inhibition of cytochrome ¢ oxidase by
NaCN decreased ammoniagenesis and elevated PTP to a
similar extent as that of SNAP.

Mitochondrial Oxygen Consumption

The oxygen consumption of mitochondria treated
with 1 mAM glutamine was 10.5 * 1.67 nmol O,/mg pro-
tein/min. It increased significantly to 12.84 + 2.01 nmol
0,/mg protein/min in the mitochondria incubated with
L-NAME (p < 0.05) and decreased to 2.54 = 1.53 nmol
O,/mg protein/min in the mitochondria subjected to
10> M SNAP. NaCN, an irreversible mitochondrial
complex IV inhibitor, significantly diminished the oxy-
gen consumption to 2.71 = 1.01 nmol O,/mg protein/
min.
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chondria activated by 60 nmol Ca®*/mg
protein in the presence of 20 wM of NaCl,
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Fig. 3. Mitochondrial ammonia production associated with permeability changes. 250 pg mitochondria protein
was incubated at 37°C in 1 ml K*-rich buffer containing 1 mA L-glutamine and L-arginine at pH 7.0 for 3 min
in the presence of tested agents * p < 0.05 denotes changes from the Ca®*-activated control group.

Discussion This production showed a further increase when the slic-

es were subjected to 1 mAM L-glutamine, an ammonia

The results of the present study indicated that rat renal ~ precursor. L-Glutamine-induced ammonia increase was
cortical slices produced a substantial amount of ammonia observed in the previous studies using cortical slices, iso-
during 2 h incubation under our experimental conditions. lated proximal tubules or cells [15, 31-33]. In the present
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study, the ammonia production rate gradually decreased
with time (table 1) in the slices incubated without and
with L-glutamine. Elimination of basal NO with the in-
cubation of L-NAME significantly increased the ammo-
nia production of the slices. A similar increase was ob-
served in the slices subjected to L-canavanin, a specific
iNOS inhibitor, which supported the results of the au-
thors who reported the presence of iNOS in proximal tu-
bule cells [2, 3].

L-Glutamine is involved in a variety of metabolic path-
ways and plays a key role in many physiological processes
[34]. In proximal tubule cells, L-glutamine is used both in
the transamidation and the deamidation pathways [16,
32]. In the transamidation pathway, L-glutamine is a pre-
cursor to synthesize matrix proteins such as glucosamino-
glycans and glycoproteins [16]. In the deamidation path-
way, glutamine is used to produce ammonia and gluta-
mate. Depending on the metabolic state, the ratio of the
moles of ammonia formed to the moles of glutamine ca-
tabolized can vary between 1 and 2. In control conditions,
the reported value of the ammonia to glutamine ratio for
rats was around 1:1 and the value of 0.87 + 0.08 (mol/
mol) in our control slices falls within the normal limits
reported in the literature [35-37]. Elimination of basal
NO or ANGII-stimulated NO with L-NAME and L-cana-
vanin significantly elevated ammonia production from
glutamine since the ratio of ammonia to glutamine in-
creased; however, the slight increase in glutamine uptake
was not statistically significant (probably due to the high
SD) in those groups (table 2). These findings clearly dem-
onstrated NO-induced changes in ammoniagenesis and
glutamine catabolism. To our knowledge, the effect of NO
on glutamine metabolism in the kidney is not known prop-
erly. Neither glutamate level nor GDH activity were mea-
sured in our experiment but the literature knowledge [16]
reported that ATP which is an allosteric inhibitor for
GDH activity, is necessary for the optimal activity of glu-
taminase. This piece of information suggests that NO by
reducing mitochondrial oxygen utilization and ATP gen-
eration indirectly affects ammoniagenesis.

The following senario seems to explain the effect of
NO on the ammoniagenesis perfectly. The competition
of basal NO with oxygen for cytochrome ¢ oxidase by re-
ducing ATP generation depresses glutaminase activity
thereby decreasing glutamine deamidation and shifting
glutamine catabolism to the extramitochondrial path-
ways. However, as indicated in figure 4, ammonia pro-
duction from glutamate may still continue since gluta-
mine deamidation is not the only way to cause glutamate
generation. It is also formed by the transamination of
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amino groups of other amino acids [16]. During energy
restriction, glutaminase is inhibited but activated GDH
continues to eliminate the amino groups of other amino
acids such as ammonia by oxidative deamination and
keeps glutamine as an energy provider in the kidney. On
the other hand, activated GDH-induced reductive ami-
nation may cause a further reduction in produced am-
monia and stimulate the conversion of glutamate to pro-
line.

Our results from L-NAME- and SNAP-treated slices
and mitochondria fit perfectly into this scenario and led
us to suggest that NO as reported by many authors [1,
7-9] regulates mitochondrial oxygen utilization and ATP
generation. The ammonia-reducing effect of NO is not a
unique but an indirect and ATP-dependent effect. Any
factor which reduces cellular energy production is sup-
posed to have a similar effect to that of NO on ammo-
niagenesis. ATP dependency of both mitochondrial en-
zymes, glutaminase and GDH seems to be the main rea-
son for alterations seen in ammoniagenesis. Indeed, the
elimination of endogenous NO by L-NAME treatment
caused a significant increase in both ammonia production
and the ratio of ammonia to glutamine, but the ratio was
still around 1:1 which supports ATP-induced reciprocal
changes in the activities of glutaminase and GDH. In the
presence of L-NAME, the elevated ATP-induced reduc-
tion in glutamate deamination is compensated for by the
increased deamidation of glutamine. Association of a
slight increase in glutamine uptake with elevated ammo-
nia gives further support to the activation of glutaminase
pathways during L-NAME treatment in the renal cortical
slices.

Glutamate levels rather than glutamine seem to be im-
portant in ammoniagenesis. Transaminases were not de-
termined in our experiment; however, during energy
needs, as indicated by Vercoutere et al. [34], other amino
acids keep cellular glutamate levels constant while the
energy providers such as glutamine are shifted to the met-
abolic pathways to provide glucose and CO, or other
products in the proximal tubule cells.

Association of elevated proline formation with re-
duced ammoniagenesis in SNAP-treated isolated proxi-
mal tubule segments indicates an increase in the conver-
sion of glutamate to proline. As outlined in figure 4, all
these findings can be explained by SNAP-induced ATP
suppression and increased GDH activity. Besides the de-
amination of glutamate, GDH is involved in the reduc-
tive amination of a-ketoglutarate and glutamate y-semi-
aldehyde formation which is the main step of proline
synthesis. Reductive amination may explain the SNAP-
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NO on glutamine metabolism in kidney
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induced reduction in ammoniagenesis and the increased
proline formation since the presence of available ATP, as
indicated in L-NAME-treated tubules, reversed the in-
crease in proline synthesis.

Mitochondrial integrity is required for the optimal en-
ergy production in a normal cell. Competition between
basal NO and oxygen for cytochrome ¢ oxidase reduced
oxygen utilization and ammoniagenesis without affecting
PTP, as indicated in the L-NAME-treated mitochondria.
On the other hand, high exogenous NO (SNAP) led to a
CsA-reversible PTP increase associated with depressed
ammoniagenesis and oxygen utilization. Another cyto-
chrome ¢ oxidase inhibitor, NaCN, behaved similarly to
exogenous NO and reduced both oxygen utilization and
ammonia production associated with increased permea-
bility; however, its effects were irreversible.

The action mechanism of exogenous NO as a PTP in-
ducer and the involvement of PTP in ammoniagenesis
have not been studied before. NO-induced ROS elevation
may be one of the causative factors of elevated mitochon-
drial PTP, but its effect seems to be different than that of
ROS generators. Reduced ammoniagenesis and elevated
PTP in the mitochondria subjected to NaF, an inhibitor
of mitochondrial SOD, suggested that NaF-induced ele-

Nitric Oxide and Ammoniagenesis

vated ROS impairs the integrity of mitochondrial perme-
ability and functions. The ammonia-impairing effect of
NaF was corrected with CsA; however, its permeability
deteriorating effect was found to be CsA independent but
vitamin C sensitive (fig. 3). Whereas the ammonia reduc-
ing and PTP impairing effects of exogenous NO were re-
versed completely by CsA pretreatment.

These findings imply the presence of two different con-
tributors to the mitochondrial permeability changes ob-
served in our study. Some factors, by the opening of mi-
tochondrial pores, increase permeability in a CsA-sensi-
tive manner which is called PTP [21, 38]. On the other
hand, other factors acting as ROS generators may cause
a PTP-independent, nonselective increase in mitochon-
drial membrane permeability [26]. In the present study,
exogenous NO-induced permeability changes seemed to
be purely PTP dependent, whereas NaF by increasing
ROS production, impairs mitochondrial permeability in
both PTP-dependent and PTP-independent ways. How-
ever, as seen in table 3, there seems to be a close relation-
ship between ammoniagenesis and mitochondrial perme-
ability changes whether PTP-dependent or not, since the
correction of permeability with CsA or vitamin C was as-
sociated with an improvement in ammoniagenesis.
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Table 3. Relation between permeability changes and ammonia pro-
duction rate in the isolated mitochondria subjected to different
agents for 3 min

Groups % absorbance Ammonia
decrease at secretion rate
the 3rd min pmol - mg

protein~! + min~!

Calcium (60 nmol/mg protein) 8.84+0.5 38.81+4.5

SNAP (10 pM) 20.30£0.7% 22.15+4.6*

SNAP + CsA (10 + 10 pM) 7.20%1.6 40.54+7.2

NaF (10 M) 20.36+£0.2% 20.21+2.6%

NaF + CsA (10 + 10 pM) 19.71£0.5% 54.88+12.2

L-NAME (100 pM) 7.20%1.3 71.38+4.5%

CsA (10 wM) 7.40%0.8 41.53+7.6

NaCN (5 mM) 21.60£0.9% 16.83+£2.4%

Each value obtained from 8-10 animals was expressed as mean
+ SE.

4 p < 0.05 indicates the significance of difference from the cal-
cium-activated group.

Asa result, our findings demonstrated for the first time
that cytosolic and mitochondrial, basal or stimulated NO
have an inhibitory action on mitochondrial function.
Basal mitochondrial NO attenuated ammoniagenesis by
reducing mitochondrial oxygen consumption without
changing PTP, whereas cytosolic or exogenous high NO
impaired PTP and consequently decreased ammonia
production in the rat kidney cortex. Loss of functional
integrity of mitochondria by reducing the ATP genera-
tion seems to inhibit the activity of the deamidation en-
zyme and shift mitochondrial glutamine metabolism to
the extramitochondrial pathways. However, more de-
tailed studies are required on this topic.
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