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OZET

Glinlimiizde egzersizin viicut kompozisyonunu gelistirmek amaciyla spor
salonlarinda yapiminin yayginlasmasi, Kkisileri bilingli/bilin¢siz  olarak besin
takviyeleri kullantmina yonlendirmektedir. Bu besin takviyelerinden birisi de dalli
zincirli amino asit (BCAA) takviyeleridir. Losin, izolosin ve valinden olusan
esansiyel amino asitlerinden olusan BCAA takviyeleri, bu amino asitlerin kas protein
sentezini arttiric1 ve intraselliiler sinyal yolaklarini uyarict etkisinden dolayi tercih
edilmektedir. BCAA takviyeleri hakkinda farkli dokular iizerinde calismalar
bulunmakla beraber direncli egzersizle bobrek iizerine etkilerini inceleyen herhangi
bir calisma mevcut degildir. Calisma bu eksikligin giderilmesi amaciyla planlandi.
Calismada toplam 24 adet 2 aylik erkek Wistar Albino si¢an her bir grupta 6 adet
olacak sekilde 4 grup olusturuldu: Kontrol, BCAA, Egzersiz, Egzersiz+BCAA.
BCAA gruplarma 2,5 mg/kg olarak her giin oral gavaj seklinde BCAA takviyesi
uygulandi. Egzersiz gruplarina ise haftanin 5 giinii 6 hafta siiresince direncli yiizme
egzersizi yaptirildi. Calismanin bitiminde sicanlardan alinan bobrek dokulari uygun
kosullarda saklanarak histopatolojik, immiinohistokimyasal ve genetik incelemeler
yoniinden degerlendirildi. Bu degerlendirmeler neticesinde, BCAA takviyelerinin
bobrekte dogrudan tiibiiler nekroza sebebiyet vermese bile egzersiz ile birlikte
tiketiminin ~ bobrek  hasarmm1  arttirdigi  belirlendi.  Bununla  birlikte
immiinohistokimyasal ve genetik bulgular birlikte degerlendirildiginde egzersiz ile
BCAA’larin apoptoz mekanizmasi iizerinde antagonist bir etkinlik gosterdigi tespit
edildi. Bu iki sonuca ek olarak egzersizin Ozellikle proksimal tiibiil, egzersizin
yaninda BCAA tiiketiminin ise bobregin diger boliimleri olan bowman kapsiilii ve
glomeriiler membranda sorunlara yol acabilecegi kanatine varildi. Sonug¢ olarak
BCAA takviyesi kullaniminin, bobreklerde olusturabilecegi hasar/lara karsi hekim

kontroliinde kullanilmasi tavsiye edilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Direncli Yiizme Egzersizi, Bobrek Hasari, Besin Takviyeleri,

Kaspaz 3, Dall1 Zincirli Amino Asitler
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ABSTRACT

The Effects of Branched Chain Amino Acid Supplement and Resistant Swimming

Exercise on Kidney Tissue in Healthy Rats

Nowadays exercise to improve body composition in order to disseminate the
construction of the gym, people are conscious / unconscious to guide the use of
nutritional supplements. One of these nutritional supplements is the branched chain
amino acid (BCAA) supplements. BCAA supplements, consisting of essential amino
acids consisting of leucine, isoleucine, and valine, are preferred because of the effect
of these amino acids to increase muscle protein synthesis and stimulate intracellular
signaling pathways. Although there are studies on BCAA supplements on different
tissues, there are no studies examining it seffects on kidney with resistant exercise.
Our study was planned to eliminate this deficiency. A total of 24 Wistar Albino rats
of 2 months old male, were used this study. Animals were equally allocated in to four
groups: Control, BCAA, Exercise and Exercise+BCAA. In BCAA groups, BCAA
supplements were administered as 2,5 mg/kg oral gavage everyday. In exercise
groups, resistant swimming exercise was done 5 days a week for 6 weeks. At the end
of the study, kidney tissues taken from rats were stored under appropriate conditions
and evaluated for histopathological, immunohistochemical and genetic examinations.
As a result of these evaluations, BCAA supplements were found to increase kidney
damage with exercise, even if it did not cause kidney tubular necrosis. BCAAs were
found to exhibit an antagonist activity on the apoptosis mechanism. In addition to
these two results, it was concluded that exercise, especially the proximal tubule,
besides exercise, BCAA consumption may cause problems in the bowman capsule
and glomerular membrane, which are other parts of the kidney. As a result, we
recommend that the use of BCAA supplements is used in physician control against

damage /s to the kidneys.

Key Words: Resistant Swimming Exercise, Kidney Damage, Dietary Supplements,

Caspase 3, Branched Chain Amino Acid
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1. GIRIS VE AMAC

Giintimiizde egzersiz, spor salonlarina tasinmis olup yapilma sebebi ¢ogunlukla
viicut kompozisyonunu gelistirmek haline gelmistir. Daha kisa siirede istedikleri
goriinime kavusmak isteyen bazi bireyler ise, egzersiz yogunluklarini arttirip bunun
yaninda besin takviyelerine yonelmektedirler. Son donemlerde bu {iriinlere erisimin
kolay olmasi1 ve Ozellikle spor salonu isletmecilerinin biiyiik bir ¢ogunlugunun bu
Uriinleri tavsiye edip pazarlamasi bilingli/bilingsiz bu iriinlerin  kullanimini
artirmigtir. Bu {iriinlerden yaygin olarak kullanilanlardan bir tanesi de dalli zincirli
amino asit (BCAA) takviyeleridir. BCAA takviyeleri, kas yapimini arttirict ve kas
yikimim azaltici etkinlik gosterdigi diisiiniilerek, mental ve fiziksel performansi
gelistirmek amaci ile kullanilmaktadir. BCAA takviyelerinin diisiiniilen biitiin
olumlu etkilerinin yaninda birtakim organlar iizerinde ise bazi olumsuz sonuclar
dogurabilecegi ifade edilmektedir (Renciizogullar1 ve ark., 2018). Metabolizma ve
homeostaz i¢in hayati 6neme sahip olan bobrekler de bu organlardan birisidir.
Bobrekler zararli maddeleri organizmadan uzaklastirirken, viicuda yarar saglayan
maddeleri ise geri emilim yolu ile viicutta tutarlar. Bobrekler bu fonksiyonlarini
yerine getirirken sinirh kapasite ile calismaktadirlar. Ornegin amino asitler bobrekler
tarafindan tutulan viicut i¢in faydali maddeler olmakla beraber bazi durumlarda
plazma amino asit diizeyinin artis1 nefronun geri emme kapasitesini asabilir (Preston
ve Wilson, 2016). Ozellikle spor yapan bireylerde bilingsiz bir sekilde tiiketilen
BCAA takviyeleri, kandaki amino asit konsantrasyonlarinin artigina sebebiyet
verebilirler. Bunun sonucunda amino asitlerin bobreklerden geri emilimlerinde

zorluklar yaganmasi beklenen bir durum haline gelmektedir.

Literatiirde bulunan bazi ¢alismalar BCAA takviyesinin apoptozu etkiledigini
gostermistir.  Yapilan bir c¢alismada insiilin indiiklenen hepatik  timor
proliferasyonunda  BCAA’larin mTOR yolagim1 etkileyerek apoptozu uyardigi
belirlenmistir (Hagiwara ve ark., 2012). Akc¢aaga¢ surubu hastaligt modellemesi
yapilan bagka bir ¢alismada ise noronlarda ve glial hiicrelerde BCAA birikiminin
doza ve siireye bagli olarak apoptozu indiikledigi sonucuna varilmistir (Jouvet ve
ark., 2000). Diger bir calismada ise kronik karaciger hastaligi modellemesinde
BCAA takviyelerinin karaciger apoptozunu azalttig1 ifade edilmistir (Kuwahata ve

ark., 2012).



Yaptigimiz arastirmalar neticesinde detoksifikasyon yapma, hormon salgilama,
pH"1 diizenleme gibi pek cok hayati isleve sahip olan bobrekler iizerinde BCAA
takviyelerinin kullanimi olumlu/olumsuz nasil bir etkinlik gosterdigine dair herhangi
bir bilgiye erisilememistir. Bu nedenle son yillarda 6zellikle spor yapan bireylerde
bilin¢li/bilingsiz tiiketimi yayginlasan BCAA takviye kullanimlarinin bobrekler
tizerinde nasil bir etkinlik gostereceginin ortaya ¢ikarmayr amagladik. Bu amag
dogrultusunda, spor salonlarini kadinlarin fit bir goriiniis i¢in, erkeklerin ise fit
goriintiiyll elde etseler bile ilerleyen siirecte kas kitlesini arttirma arzular1 nedeniyle
tercih etmeleri goz Oniine alinarak deneysel modelleme yaptigimiz calismamizda

erkek sican kullanimi tercih edilmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Egzersiz
2.1.1 EgzersizinTamimi ve Yapilma Amaclar:

Giinliik hayatin vazgecilmezi olan fiziksel aktivite, ev islerinden egzersize kadar
uzanan genis bir terimdir. Tam tanimlamak gerekirse fiziksel aktivite; bazal diizeyin
izerinde enerji harcamayr gerektiren, iskelet kaslarmin kasilmalariyla yapilan
bedensel hareketlerdir (Ardi¢, 2014). Egzersiz ise fiziksel aktivitenin bir tiiriidiir.
ABD Hastalik ve Koruma Merkezleri tanimina gore egzersiz; planli, tekrarli, viicudu
koruma veya gelistirme amacina yonelik yapilan hareketler biitiiniidiir (Booth ve
ark., 2012). Egzersiz bazi hastaliklardan korunma veya tedavi edici olarak
kullanilabilecegi gibi kardiyovaskiiler uygunlugu, kas giicii ve dayanikliligini,
esneklik ve viicut kompozisyonu gelistirmek amaciyla da yapilabilir (Ardi¢ 2014;

Idorn ve thorStraten, 2017).

Hastaliktan korunma ve tedavi agisindan bakildiginda, egzersiz-saglik iliskisi
milattan once 5. yiizyila kadar dayanmaktadir. Hipokrat bu iliskiyi “Sadece yemek
yemek bir adami saglikli yapmaz, mutlaka egzersiz de yapilmahdir. Yemek ve
egzersiz ikisi birlikte saglik tiretmek icin c¢alisir” sozleriyle aciklamistir (Sallis,
2009). Giiniimiizde yapilan bir¢cok calisma da bu iliskiyi acgiga cikarmaktadir.
Egzersiz ve kanser iizerine yapilan bir calismada egzersizin timor gelisimini
onleyebilecegi veya geciktirebilecegi sonucuna varilmistir (Idorn ve thorStraten,
2017). Diabetes mellitus iizerine yapilan bir ¢alismada ise 6zellikle aerobik tarzda
egzersizin tip 2 diabetesmellitus tedavisinde énemli rol oynadigi belirtilmistir (Thent
ve ark., 2013). Bunlarin disinda egzersiz osteoartrit, fibromiyalji, romatoidartrit gibi

bircok hastalikta da tedavi edici olarak kullanilmaktadir (Daenen ve ark., 2015).

Saglikli kisilerin yaptig1 egzersizlere bakildiginda ise ¢ogunlukla kisinin kilo
verme ve dig gorliniisiinii degistirmek amaci tasidigr goriilmektedir. Bu amagla
yapilan egzersizleri “viicut gelistirme” terimi etrafinda toplamak miimkiindiir. Viicut
gelistirme, bash basina bir spor bransi olmasina ragmen estetik hedeflere ulagsmak
icin de kullanilan bir terim haline gelmistir (Dutton ve Laura, 1989; Maier ve ark.,
2019). Viicut gelistirme isteginin altinda yatan gerekce ve amaglar tartismaya acik

olmakla birlikte esas olan sudur ki viicut gelistirme gittikge yayginlasarak saglikli



insanlarda spor amacinin temelini olusturabilmektedir. Ozetleyecek olursak; her ne
kadar bireyler viicut gelistirme olarak tanimlasalar da yapmis olduklart yogun
egzersizlerin temel amaci kilo vererek estetik bir goriiniise sahip olma istegidir. Bu
nedenle amaglarina daha kisa siirede ulasmak ve daha az aktivite ile en yiiksek
verimi alabilmek i¢in bilin¢li/bilingsiz bir sekilde hekim kontrolii ve onay1

olmaksizin bazi kati/s1v1 besin takviyelerine yonelebilmektedirler.

2.1.2. Egzersiz ile Kullamlan Takviyeler

Egzersiz ile kullanilan takviyeler enerji ihtiyacini karsilamak ve besin saglamak
amaciyla tasarlanan karbonhidrat, protein, yag, mineral, vitamin, bitki, enzim veya
ekstrat iceren enerji bari, 6giin yerine kullanilan tozlar veya hazir iceceklerdir. Bu
takviyeler kilo kazanimi, kilo kayb1 ve performans artisini1 da etkileyebilmektedirler.
Kullanim sekli ve tiirtine gore farkli gruplandirmalara sahip olmakla birlikte
literatiire gore ‘“etkinligini destekleyen giiclii kamitlar olan ve giivenli goriinen
takviyeler, etkinligini destekleyen kanitlar limitli veya celiskili olan takviyeler ve
etkinligini destekleyen kanit olmayan ve/ya giivenligi olmayan takviyeler” olarak {ii¢
ana baglikta toplanabilir. Bu gruplandirmanin ayrintili listesi Tablo 1.‘de verilmistir

(Kerksick ve ark., 2018).

Besin takviyesi olarak kabul edilen bitki ekstratlari, mineral ve vitamin
desteklerinin yani sira sporcularda spor takviyeleri olarak kabul edilen kreatin, amino
asit, yag yakici iiriinler, riboz ve androstenodion da kullanilmaktadir (Brown, 2016).
Waller ve ark. (2015)’'nin 242 sporcu iizerinde yaptig1 anket calismasinda en sik
bildirilen takviyelerin spor icecekleri (% 70), kafein (% 48), protein tozu (% 42) ve
spor barlart (% 42) oldugu belirtilmistir. Knapik ve ark. (2016) ise, sporcularin
kullandig1 takviyeler iizerine yaptigi bir meta-analizde ise veri yetersizliklerine
ragmen erkek sporcularin en sik kreatin, protein tozu ve amino asit takviyeleri
kullandigin1 ifade etmistir. Amino asit takviyeleri iizerine yapilan calismalari
inceleyen Goron ve Moinard (2018) ise yaptiklar1 derlemede, ergojenik takviye
olarak kullanilan dalli zincirli amino asit olan 16sinin etkisinin daha iyi incelenmesi
gerektigini soylemislerdir. Bu bilgilerden yola ¢ikarak yapmis oldugumuz literatiir

taramalarinda en sik kullanilan besin takviyeleri asagida aciklanmugtir.



Tablo 1. Egzersiz ile kullanilan besin takviyelerinin literatiire gore siniflandirilmasi

(Kerksick ve ark., 2018).

Kategori Kas Gelistirici Takviyeler Performans Gelistirici Takviyeler
Etkinligini lan;
Destekleyen  « B-hidroksi- B-metilbutirat IB< afa.m“
Giiglii (HMB) afetnt
Kamtlar Olan  « Kreatin monohidrat - Karbonhidrat -
.. . . . . * Kreatin monohidrat
ve Giivenli * Esansiyel amino asitler . Sod bikarb
Gériinen (EAA) odyum bikarbonat
TakViyeler ¢ Protein ¢ SOdyum fOSfat i
* Su ve sporcu igcecekleri
e L-alanil-L-glutamat
* Arasidonik asit
EtKinligini * Dall1 zincirli ve esansiyel amino
Destekleyen * Adenosin-5'-trifosfat asitler
Kanitlar (ATP) e Sitrulin, gliserol
Limitli veya e Dalli zincirli amino asitler ¢ -hidroksi- f-metilbutirat (HMB)
Celiskili Olan < Fosfatidik asit * Nitratlar
Takviyeler » Egzersiz sonrasi karbonhidrat ve
protein
* Quercetin ve taurin
* Agmatin siilfat
* Alfa-ketoglutarat
* Arjinin
* Bor
* Krom
* Konjugelinoleik asit
* D-Aspartik asit
* Ecdysterone
Etkinligini I~
* Cemen Ozl o
Destekleyen . . * Arjinin
* Gama orizanol (Ferulik ..
Kanit asit)  Karnitin
Olmayan . * Glutamin
* Glutamin o
velya * Biiylime hormonu " Inosin
Giivenligi y . * Orta zincirli trigliseritler (MCT)
salgilatic peptidler ve .
Olmayan * Riboz
. sekretagoglar
Takviyeler )
e[zoflavonlar

* Ornitin-alfa-ketoglutarat
* Prohomonlar

* Siilfo-polisakkaritler

* Tribulusterrestris

* Vanadil siilfat

* Cinko-magnezyum,
aspartat




2.1.2.1. L-karnitin

L-karnitin, biitiin memeli tiirlerinde dogal olarak bulunan, vitamin C, vitamin
B6, niasin ve demirle katalize edilen dort enzimatik reaksiyonla temel amino asitler
olan lizin ve metiyoninden sentezlenen bir amindir. Biosentezi karaciger, bobrekler
ve beyinde gerceklesmekle beraber, bu sentez giinliik ihtiyaclarin sadece % 25'ini
karsilamakta geri kalan miktar1 ise ekzojen olarak hayvansal besinlerden temin
edilmektedir (Fielding ve ark., 2018). Oral yolla alinan L-karnitinin emilimi,

bagirsaklardan aktif tasima ve difiizyon yoluyla gerceklesir.

Sekil 1. L-karnitinin mitokondrideki gorevi (Fielding ve ark., 2018).

Fizyolojik olarak bakildiginda L-karnitin, periferal dokularda orta ve uzun
zincirli yag asitlerinin mitokondriye girisini arttirma yoluyla pB-oksidasyonuna
yardimci olmak, hiicre membranin1 korumak, DNA hasarina kargi serbest radikallerin
zararh etkilerini azaltmak ve diisiik asetil CoA/CoA konsantrasyon oranini stabilize
etmek gibi 6nemli gorevlere sahiptir. L-karnitin bu 6nemli fonksiyonlarindan dolay1
besin sinifinda bulunur ve besin takviyesi olarak kullamimi olduk¢a yaygindir

(Agarwal ve ark., 2018).



2.1.2.2. Peynir Alt1 Suyu Proteini

Peynir alt1 suyu proteini, peynir iiretimi sirasinda ortaya ¢ikan bir yan iriindiir.
Takviye olarak hazirlamasi ise siitiin karmasik siireclerde filtrasyonuyla gergeklesir.
Hizli sindirilen peynir alt1 suyu proteinin igeriginde yiiksek oranda esansiyel ve dalli
zincirli amino asitler (6zellikle 16sin) ile birlikte B-laktoglobiilin, a-laktoalbumin,
laktoferrin, glikomakropetit, sigir immiinoglobulinleri, proteoz-pepton bilesent,
laktoperoksidazlar bulunmaktadir (Devries ve Phillips, 2015; Yadav ve ark., 2015;
McAdam ve ark., 2018). Bu igerigi nedeniyle peynir alt1 suyu proteini takviyesi, kas
kiitlesini ve Kkalitesini 1yilestirmek amaciyla oOzellikle direncli egzersiz yapan
sporcularda yaygin olarak kullanilmaktadir (Huang ve ark., 2017). Peynir alt1 suyu
proteini takviyesi kas gelistirici etkisinin yani sira igerdigi sistein ve metionin ile
antioksidan etkisi de mevcuttur. Yapilan calismalarda, bu etkiyi hiicre iginde
glutatyon sentezini arttirarak gerceklestirdigi ifade edilmistir (Kerasioti ve ark.,

2018).

2.1.2.3. Kreatin

Kreatin, 1832 yilinda kesfedilen bir amindir. Viicutta, ¢cok biiyiik oranda iskelet
kaslarinda bulunmaktadir. Kreatin endojen olarak karaciger, bobrekler ve daha az
miktarda pankreasta olmak iizere giinde yaklasik olarak 1 gram civarinda
tretilmektedir. Eksik kalan kreatin ise diyet yoluyla alinan temel amino asitlerden
(arjinin, metiyonin) ve esansiyel olmayan glisin amino asitinden sentezlenmektedir.
Yiiksek enerji gereksinimi olan hiicrelerde fosfokreatin formunda kreatin
kullanilmaktadir. Fosfokreatin, adenosin difosfattan (ADP) adenosin trifosfat (ATP)

tiretmek i¢in bir fosfat kaynagi olarak gorev almaktadir.

Kreatin takviyesi, yapilan ¢alismalar nedeniyle daha da yaygin hale gelmistir.
Bu calismalar kreatinin kisa siireli kullaniminin giivenli ve olumsuz etkilerinin
olmadigini, kisa siireli maksimum yogunlukta direngli egzersizlerde performansin
arttirllmasini saglayacagi ifade edilmektedir. Ancak uzun siireli kullanimi1 hakkinda
verilerin eksikligi nedeniyle temkinli yaklasilmasi tavsiye edilmektedir (Hall ve

Trojian, 2013; Butts ve ark., 2018).



2.1.3. Dalh Zincirli Amino Asit Takviyeleri

Dalli zincir amino asitler, 16sin, izoldsin ve valinden olusan esansiyel amino
asitlerdir. Bu amino asitlerden 16sin, kas protein sentezini arttiric1 etkisinin yani sira
intraselliiler sinyal yolaklarin1 da diizenlemektedir. Bu etkileri nedeniyle BCAA’lar
kas protein sentezini arttirict olarak kullanilmaya baslanmis ve yapilan ¢alismalarin
bu durumu desteklemesi kullanimini arttirmistir (Wolfe, 2017). Kullanimdaki bu
artis Ozellikle sporla ilgilenen bireylerde gozlemlenmektedir (Van Dusseldorp ve

ark., 2018).

2.1.3.1. Dall Zincirli Amino Asitlerin Ozellikleri

Alifatik yan zincirlere sahip proteinojenik amino asitler olan BCAA’lar, 16sin,
izolosin ve valinden olusmaktadir. Peptid sentezinin yami sira sterol, keton
cisimcikleri ve glikoz sentezinde de rol oynarlar (Bifari ve Nisoli, 2017). Ayni
zamanda organizmalarin biiylimesini ve gelismesini gerceklestirirken organizmanin
saghigin1  gelistirmek ic¢in kilit metabolik yolaklara katilarak diizenleyen
fonksiyonlara da sahiptirler (Zhou ve ark., 2018). Memelilerde, biiyiik oranda
kaslarda bulunmakla beraber rutinde alinan pek ¢ok besin maddesinin icinde mevcut

olmalarindan dolay1 genellikle eksiklikleri goriilmez (Arany ve Neinast, 2018).

Bagirsaklardan absorbe edilen BCAA’lar, hepatik metabolizmaya girmeden
dogrudan sistemik dolagima katilirlar. Bunun sebebi, dalli-zincirli-amino-asit
aminotransferaz (BCAT) enziminin karacigerdeki diisiik aktivesidir. Bu yiizden
protein alimindan sonra kandaki miktar1 hizlica artar ve dolagima katilan
BCAA’larin % 95-99’u proksimal tiibiillerden olmak iizere bobreklerden reabsorbe
edilirler (Bifari ve Nisoli, 2017; Holecek, 2018).

Esansiyel amino asitler ve protein sentezinin ana diizenleyicileri olmalari
nedeniyle BCAA katabolizmast hem allosterik hem de kovalent mekanizmalarla
diizenlenir. Bu mekanizmanin nasil gergeklestigi tam olarak bilinmemektedir. Diger
amino asitlerin aksine, BCAA katabolizmas1 karacigerde degil iskelet kasi, beyin ve
beyaz adipoz dokuda gerceklesmektedir. BCAA katabolizmasi, mitokondrial enzim
BCAT ile baslar ve tic BCAA i¢in de ortaktir. BCAA’lar BCAT ile reaksiyona

girerek dall1 zincirli keto asitleri (BCKA) olustururlar. Katabolizmanin ikinci enzimi,



i¢ mitokondri membraninin yiizeyinde yerlesmis multienzim kompleksi olan dalli-
zincir a-keto asit dehidrogenaz (BCKD)’ dir. BCKD aktivitesi, karacigerde yiiksek,
kalp ve bobreklerde orta, kas ve adipoz dokuda diisiiktiir. Bu enzim BCKA’lardan
dalli zincirli agil-CoA esterler olusumunu katalizler. BCKD reaksiyonunun ardindan,
BCAA'nin metabolizmas1 farkli yollara ayrilmaktadir (Bifari ve Nisoli, 2017;
Holecek, 2018).

| Losin 1zolosin Valin |

DC

KIV |
U - 2
co, (3 \ 2 co, co, L €O,
m Izovaleril-CoA o-metilbitril-CoA Izobutril-CoA
: i h
1 ! ]
HMG-CoA 1 : :
f 1
: ¥ v v
v Asetil-CoA ;
Asetil-CoA s
Kolestrol Asetoasetat Siiksinil-CoA Siiksinil-CoA

Not: ALA, alanin; GLU, glutamat; GLN, glutamine; HMB, B-hidroksi-f-
metilbiitirat; HMG-CoA, 3-hidroksi-3-metil-glutaril-CoA; KIC, ao-ketoizokaproat
(ketolosin); KIV, a-ketoizovalerat (ketovaline); KMV, a-keto-B-metillvalerat
(ketoizolosin); o-KG, a-ketoglutarat. 1, dalli-zincir-amino-asit aminotransferaz

(BCAT); 2, dalli-zincir a-keto asit dehidrogenaz (BCKD); 3, KIC dioksijenaz

Sekil 2. BCAA katabolizmasinin ana yollar1 ve gorevli enzimler (Holecek, 2018).

Hem anabolik hem de anti-anabolik etkilere sahip olan BCAA’lar, protein
sentezini  arttirip  protein  degradasyonunu  durdurarak  bu  islevleri
gerceklestirmektedirler. Ayrica insiilin biogenezisini ve sekresyonunu arttirici etkiye
de neden olduklart ifade edilmektedir. BCAA’larin arasindan bu etkiyi en fazla
gosteren 16sin amino asitidir. Viicutta 16sin oksidasyonunun artisi, alanin ve glutamin

miktarlarim1 da arttirir. Alanin oraninin artmasi glukoneogenezis ve iiregenezisi



arttirir. Glutamin ise amonyak iiretimini hizlandirarak asit- baz dengesini korumaya

yardimci olmaktadir (Pitkidnen ve ark., 2003; Kimball ve Jefferson, 2006).

Cesitli hastaliklarla serum BCAA miktar1 arasinda baglantilar kuruldugu
belirtilmektedir (Zhang ve Han, 2017). Yapilan bir calismada, serum BCAA diizeyi
ile kardiyovaskiiler sistem hastaliklar1 arasindaki baglanti ortaya konulmustur (Ruiz-
Canela ve ark., 2016). Baska bir calismada ise, BCAA katabolizmasinin bozulmasi
ile otizm spektrum bozuklugu iliskilendirilmistir (Tarlungeanu ve ark., 2016). Diger
bir calismada ise diz osteoartritlerinde, serum BCAA/histidin oraninin yeni bir
biyobelirte¢ olabilecegi ifade edilmistir (Zhai ve ark., 2010). Dolasimdaki BCAA
seviyelerini inceleyen bir calismada ise, serum BCAA miktarlarindaki artisin
pankreatik adenokarsinomda kanser gelisiminde erken bir kanit olusturdugu

belirtilmistir (Mayers ve ark., 2014).

2.1.3.2. Dallh Zincirli Amino Asit Takviyeleri Kullamémm ve Hakkinda Yapilan

Cahismalar

Dall1 zincirli amino asit takviyeleri ticari anlamda, esansiyel amino asitlerin
fiziksel egzersiz sirasinda ihtiyacina dayanarak iiretilmistir (Yin ve ark., 2010; Xiao
ve ark., 2015). Bununla birlikte esansiyel amino asitler arasinda bulunan 16sinin,
ozellikle anabolik etkilerinden de faydalanilmak istenilmistir (Pitkdnen ve ark.,
2003). Bu nedenle viicut gelistirme ve kas kuvvetini arttirmaya yonelik egzersizlerde
siklikla kullanilmaktadir (Wolfe, 2017). Yapilan pazar arastirmalar1 neticesinde, spor
takviyelerinin pazarlamasinin ve tiiketiminin zaman icerisinde daha da artis
gosterecegi tahmin edilmektedir (https://www.grandviewresearch.com/industry-
analysis/sports-nutrition-market Erisim tarihi: 26.05.2020). Son donemlerde, bilim
diinyasinda bu konu hakkinda yapilan calismalarin biiyiikk bir artis gostermesi,
konunun bilim insanlar tarafindan da dikkatle takip edildigini gostermektedir. Bu
durum, bilimsel olarak kullanilan Pubmed veri tabaninda agik¢a goriilmektedir.
2007 yilinda 31 tane olan BCAA takviyeleri hakkindaki arastirma sayisi, 2020
yilinin sadece ilk iki ayinda (ocak-subat) yayinlanan c¢alisma sayist 14 adet olarak
tespit edilmistir (https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=branched+chain+amino+

acid+supplement&timeline=expanded Erisim tarihi: 04.03.2020).
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Yapilan arastirmalara bakildiginda BCAA takviyeleri kullaniminin pozitif
etkileri oldugu goriilmektedir. Yapilan bir calismada on haftalik BCCA takviyesinin,
bisikletcilerin splint giiciinii arttirdigr belirlenmistir (Kephart ve ark., 2016). Baska
bir calismada ise, egzersiz seti yapan kisilerde uygulanan BCAA takviyesinin,
egzersiz sonrasi kas agrilarini azaltict etkisinin oldugu ag¢iga cikarilmistir (Jackman
ve ark., 2010). Yiiksek yogunluklu egzersiz yaptirilan bireyler ilizerine olan bir
calismada ise BCAA takviyesinin, plazma ve kas BCAA konsantrasyonlarin
arttirdig1, boylece protein liretimini desteklemek icin protein sentezi, enerji iiretimi
icin ise substrat mevcudiyetine katki verdigi gosterilmis ve bu sayede egzersize baglh

kas hasarini azalttig1 sonucu ortaya koyulmustur (Sharp ve Pearson, 2010).

Bununla birlikte yapilan baz1 ¢alismalarda ise BCAA takviyeleri kullaniminin
negatif etkilerinin oldugu ifade edilmektedir. Eksentrik egzersiz yaptirilan bir
calisjmada, BCAA takviyesinin kas hasarin1 engellemede yetersiz kaldigi
bulunmustur (Fouré ve ark., 2016). Sicanlara yogun egzersiz yaptirilan bir ¢calismada
ise BCAA takviyesinin koroner aterosklerotik siire¢ ve miyokardiyal hasar ile iliskili
oldugu belirlenmistir (Renciizogullar1 ve ark., 2018). Yapilan bagka bir ¢alismada
ise BCAA artisinin oksidatif stresi ve NF-kf3 aktivasyonunu sagladig: ifade edilmis
ve bu nedenle BCAA takviyesi kullaniminin sporcularda bu mekanizmay1

etkileyebilecegi One siiriilmiistiir (Zhenyukh ve ark., 2017).

2.2. Bobrekler
2.2.1. Bobrek Anatomisi

Bobrekler vertebral kolonun her iki yaninda, karin arka duvarma yakin olarak
periton boslugunun disinda bulunan fasulye seklindeki organlardir (Eaton ve Pooler,
2005; Armsoy ve ark., 2017). Bobrek anatomisi hakkindaki bilgiler Yildirim

(2006)’1n Insan Anatomisi kitabindan anlasilir bicimde asagidaki gibi 6zetlenmistir;

Bobrekler longitudinal uzunlugu yaklasik 3 vertebra boyutunda olup genellikle
12. torakal vertebra ile 3. lomber vertebra araliginda uzanmirlar. Yaklasik olarak
uzunluk 12-13 cm, en 6-7 cm ve On arka genislik 3 cm boyutlarindadir. Sag bobrek,

ist kisminda yer alan karaciger nedeniyle biraz daha asagi yerlesimlidir. Sol bobrek

11



sag bobrekten 1 cm kadar daha uzun olmakla beraber yetiskin bir bireyde her bir

bobregin ortalama agirligr 130-150 gram civarindadir.

Bobreklerin dist konveks, ici konkav yapidadir ve konkav i¢ kenarin en orta
bolimi hilum olarak isimlendirilir. Hilumda renal arter, renal ven, sinirler ve idrari

mesaneye tastyan iireter bulunmaktadir.

Bobrek frontal olarak kesildiginde ii¢ farkli bolge goriiliir. Bu bolgeler icten disa
dogru pelvis renalis, medulla renalis ve korteks renalisdir. Pelvis renalis, tepesi hilum
renaleden c¢ikmus, iireterle uzanan, govdesi siniis renalis i¢ine oturmus kas ve zar
yapili huni sekilli boliimdiir. Medulla renalis, tabani korteks renalise tepeleri minor
kalikslere oturan piramidal yapidir. Korteks renalis ise ¢ok sayida diiz ve kivrimlh

borucuklar, kan damarlar1 ve corpusculum renalelerden olugsmaktadir.

Nefron Proksimal Toplaysc: Tubal )
Peritiibiiler Distal

/— orat Kapillerler iggiylm
/— arteriol L
W A

Toplayter
Tifhiil

Henle Kulbu

Vaza Rekta

Sekil 3. Bobrek yapisi ve nefronun boliimleri (https://courses.lumenlearning.com/

wmbiology?2/chapter/kidneys/ Erisim tarihi 04.03.2020).

Bobreklerin kanlanmasini arteria renalis saglar. A. Renalisler, a. mesenterica
superior’'un hemen asagisindan aorta abdominalis’in yan yiizlerinden ¢ikarlar ve
aorta abdominalis’in en biiylik dallaridir. Her renal arter hiluma girdikten sonra
ramus anterior ve ramus posteriora ayrilir. Ramus posterior bir segmenti

kanlandirirken ramus anterior diger dort segmenti kanlandirir. Bobreklerden kanin
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cikist ise vena renalisten olur. Vena renalisler bobrekten c¢ikarak pelvis renalis ve

arteria renalisin 6niinden gecerek vena cava inferiora dokiiliirler.

Kalp atiminin % 20-25’ini bobrekler kullanir. Bu da dakikada 1,2 litre giinde ise
1700 litreye tekabiil etmektedir. Bu kanin 1/10’u kadart glomeriiler filtrat1 olusturur.
Glomeriiler filtratin % 1°i kadarindan ise idrar olusur. Bu siirecte kan yaklasik olarak

340 defa bobreklerde siiziilmektedir (Yildirim, 2006).

2.2.2. Bobrek Fizyolojisi

Bobrekleri iceren iriner sistemin embriyonik gelisimi mezoderm ve
ektodermin karmasik iliskisiyle gerceklesir. Gebeligin ilk dort haftasinda pronefroz
adi verilen fonksiyonel olmayan mezoderm yogunlasmasi seklinde ilk bobrek dokusu
gelisir (El-Galley ve Keane, 2000). Dordiincii haftadan sonra pronefrozlar
gerilemeye baglarken esas bobrek yapist olusuncaya kadar islev gorecek olan
mezonefrozlar olusur. Mezonefrozlarin islevsellikleri yaklasik dort hafta siirer.
Ardindan kalic1 bobreklerin erken dénemi olan metanefrozlar gelismeye baslar. Bu
slirecte yani embriyonun besinci haftasinda baslayan gelismeye ragmen
metanefrozlarin fonksiyonelligi dort hafta sonrasinda baglar. Esas bobrek yapisi ise
metanefrik divertikiil (iireter tomurcugu) ve ara mezodermin metanefrik kismindan
(metanefrik blastem) gelismektedir. Fotal donemde lobiiler sekilde bir bobrek yapisi
olusur ve bu yap1 dokuzuncu haftadan itibaren glomeriiler filitrasyon yapar ancak
tam fonksiyonlarin1 dogumdan sonra gergeklestirir. Bu siirecte ise nefron olusumu ve
gelisimi devam eder. Lobiilasyon ise infant doneminde kaybolmaktadir (Yaylali,

2015; Deniz, 2018).

Gelisimini tamamlayan bir bobregin gorevlerine bakildiginda ise ilk bilinen
filtrasyon gorevi disinda pek cok gorevi oldugu goriilmektedir. Bobregin biitiin

gorevleri alti madde olarak siralanmistir (Guyton ve Hall, 2013).

1.Yabanc1i maddelerin ve metabolik atiklarin uzaklastirilmasi: Bobrekler
metabolik atiklar1 ve yabanci maddeleri idrarla viicuttan uzaklastirirlar. Protein yikim
liriinii olan {ire, niikleik asit yikim iiriinii olan iirik asit kas kreatin yikim iiriinii olan

kreatinin, hemoglobin yikim {iriinii olan biliiribin, degisik maddelerin metabolitleri
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ile toksinler, pestisitler, ilaclar ve besin katki maddeleri gibi maddelerin viicuda zarar

vermesini engellerler.

2.Su ve elektrolit dengesinin diizenlenmesi: Homeostazisin dengede tutulmasi i¢in

su ve elektrolit dengesinin saglanmas1 gereklidir.

3.Asit-baz dengesinin diizenlenmesi: Bobrekler akcigerlerle birlikte tamponlama
sisteminde yer alirlar. Bunu asidik veya bazik idrar atilimiyla yaparlar. Idrarin bu

sekilde atiliminda tiibiillerden filtre edilen bikarbonat iyonlar1 gorevlidir.

4.Arterial kan basincinin diizenlenmesi: Bobrekler su ve sodyum iyonu cikislarini
degistirerek uzun siireli arter basincinin diizenlenmesinde rol oynar. Ayrica renin

salgilayarak kisa siireli diizenlemede de gorev alir (Guyton ve Hall, 2013).

S5.Hormonlarin salgilanmasi: Bobrekler eritrosit yapimimi  kontrol eden
eritropoietin, anjiotensin yapimini kontrol ederek kan basinci ve sodyum dengesini
etkileyen renin, kalsiyum dengesini etkileyen 1,25 dihidroksivitamin D hormonlarini
kana sekrete ederek endokrin bir organ gorevine de sahiptir (Widmaier ve ark.,

2010).

6.Glukoneojenez: Bobrekler uzun siireli acglik sirasinda kana glikoz ilave etmek

amaciyla diger monomerlerden glikoz sentezlerler (Guyton ve Hall, 2013).

Biitiin bu bilgilerin yam sira bobreklerde hiicre oliimii, bobrek hastaliklarinin
patofizyolojisinin temelini olusturmaktadir. Hiicre Oliimlerinin lokalizasyonu
acisindan bakildiginda renal yaralanmalarda hiicre oliimii tiibiiler ya da glomeriiler
kisimda sekillenebilir. Bu 6liimler proksimal tiibiil hiicreleri, distal tiibiil hiicreleri,
endotel hiicreler ve glomeriiler hiicreler gibi farkl: tip hiicrelerde goriilebilmektedir.
Goriilen hiicre oliimlerinin cesidine bakildiginda apoptoz, nekroz ve otofajinin

oldugu bilinmektedir. Bobrek- apoptoz iligkisine bakildiginda ise ozellikle gelisim
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caginda apoptozun renal hiicrelerde fazla oldugu bilinmektedir. Gelisim caginda
goriilen apoptozda hem hiicresel diizeydeki molekiillerde hem de genetik
ekspresyonlarda artislar mevcuttur. Olgun insan bobreginde ise apoptoz neredeyse
hi¢ goriilmez. Goriildiigii durumlarda bobrek hasarlarindan bahsedilebilir. Kronik
bobrek hasari, renal iskemi/reperfiizyon, nakil sonrasi akut ve kronik bobrek
yetmezligi, toksik renal maruziyet gibi durumlar apoptoz goriilen renal bozukluklara
ornek gosterilebilir (Priante ve ark., 2019). Bu bilgilere dayanarak eriskin bireylerin
bobreklerinde bir maddenin etkisini 0grenmek acgisindan apoptoz durumunun

incelenmesi iyi bir belirtec olabilir.

2.3. Apoptoz
2.3.1. Hiicre Oliimii

Hiicre oliimii hiicresel biitiinliigiin  doniisiimsiiz ~ dejenerasyonu  olarak
tanimlanmaktadir. Bilim diinyasinda ilk donemlerde yasamin bir gercegi olarak
olagan ve dnemsiz bir 6liim olarak kabul gérmiisken ilerleyen donemlerde ve yapilan
arastirmalar sonucunda potansiyel olarak zararli hiicrelerin de ortadan kaldirilmasi
icin gerek duyulan bir mekanizma oldugu kabul gormiistiir. Hiicre Oliimii,
diizenlenmis ve ani olarak ikiye ayrilmaktadir. Ani hiicre Oliimii asir fiziksel,
kimyasal veya mekanik problemlerin neden oldugu, plazma zarmin fiziksel olarak
zarar gormesine karsilik cok hizli ve kontrol edilemeyen hiicre Oliimiinii olarak
tanimlamaktadir. Diizenlenmis hiicre 6liimii ise bir veya daha fazla sinyal iletim
yolaginin aktivasyonundan kaynaklanan ve farmakolojik veya genetik olarak modiile
edilebilir hiicre oliimii formu olarak tanimlanmaktadir. Diizenlenmis hiicre 6liimii
multiselliiler hiicre formlarinda organizmanin homeostazisinin siirdiiriilmesinde
gorevlidir. Hem patolojik hem de fizyolojik siireclerde yer almakla beraber ekzojen

ve endojen mekanizmalarla diizenlenmektedir.

Hiicre 6liimii makroskopik ve morfolojik degisikliklerle kendini gosterir. Bilim
diinyasinda uzun zamandir hiicre Oliimlerini, makroskopik ve morfolojik
degisiklikleri ve olii hiicrelerin parcalarinin atildigi mekanizmalar1 inceleyerek: tip 1,
tip 2 ve tip 3 olarak siiflandirmistir (Galluzzi ve ark., 2018). Hiicre oliimleri ve

ayrintili bilgiler Tablo 2.‘de ayrintili olarak verilmistir.
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Tablo 2. Clarke'a gore simiflandirilmasi hiicre 6liimii ¢esitlerininadlandirilmasi ve bu

Oliimlerde gozlemlenen hiicre yapisinda degisiklikler (Clarke, 1990; Van Cruchten
ve Van Den Broeck, 2002).

Cesitli . Hiicre . Heterofajal
Adlandirmalar Niikleus Membram Sitoplazma Eliminasyon
Niikleer Retikiiler endoplazmik
- < retikulum ve
Apop t?Z’ buzu!en yoguqlasrpa, Kabarciklar polizomlardan
. nekroz; erkenci belirgin piknoza . . " .
T]p 1 iknoz niikleer ti ol acan olusturan ribozom kaybr; Cikintili ve nemli
PICnoz; nil ¢ P yolagan kivriml sitoplazmada azalan
hiicre olumii kromatinin :
topaklanmast hacim ve elektron
yogunlugu olusmast
Otofaji vakuollerin
Bazi durumlarda Endositoz, fazlalihig1, zaman
piknoz, niikleer hiicre zaman endoplazmik
T]p 2 Otofajik hiicre 6limi segmentlerde cikintilar retikulum ve Nadiren ve geg
patlama veya olugmast mitokondride
ayrilma muhtemel acilmalar, golgi aparti
siklikla geniglemis
Genel disintegrasyon,
Dezintegrasyon zgi?gznnils?
Tip 3A L.l z.ozomal olmayan ara.lcﬂlglyla takip Kirtilmalar birbirleriyle ve hiicre Meveutta
disintegrasyon edilen gec bulunmayan
vakuolizasyon dis1 bosluklarla
) kaynasan bos alanlarin
olusmast
Endoplazmik
retikulum
Geg artan genislemesine, niikleus
Tip 3B Sitoplazmik tip kromatin Hiicre sismesi | ortiiliisiine, golgi Mevcutta bulunan
tanecikleri aparatina ve bazen de

mitokondriye bagh
vakuolizyonlar
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2.3.2. Apoptozun Tamimlanmasi

Kerr, Wyllie ve Currie tarafindan 1972 yilinda tanimlanan apoptozis (a-po-toe-
sis), Yunancada yapraklarin diismesi anlamina gelmektedir. Morfolojik olarak ise
apoptoz hiicre oOlimii ve genellikle programlanmis hiicre oliimii anlaminda

kullanilmaktadir.

Apoptoz, fizyolojik sartlarda gelisme ve yaslanma sirasinda dokulardaki hiicre
popiildsyonlarini korumak i¢in tasarlanmis homeostazik bir mekanizmadir. Bunun
yant sira immiin sistemin uyarildigi durumlarda savunma mekanizmast olarak da
ortaya cikabilir (Kerr ve ark., 1972; Van Cruchten ve Van Den Broeck, 2002;
Elmore, 2007).

Nekroz

Sekil 4. Apoptoz ve nekrozun ¢izimsel gosterimi (Majno ve Joris, 1995; Van

Cruchten ve Van Den Broeck, 2002).
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Apoptoz ile birlikte kullanilan diger iki terim ise nekrozdur. Apoptoz hiicresel
biiziilme, kromatin yogunlagsmast ve marji, membranin biiziismesi ile sekillenirken
nekroz ise hiicresel genislemeyle karakterizedir (Van Cruchten ve Van Den Broeck,

2002).

2.3.3. Apoptozun Mekanizmalari

Apoptoz karmasik mekanizmalarla idare edilen bir siirectir. Apoptoz
mekanizmalarina bakildiginda intrensek ve ekstrensek olarak birbirine bagimli iki
yolla gerceklestigi belirtilmektedir (Ooi ve Ma, 2013; Singh ve ark., 2019; Xu ve
ark., 2019). Ancak literatiirde bazi kaynaklara gore ise bu iki yola ilave olarak
bagisiklik sistemi tarafindan indiiklenen perforin-granzim bagimli yol olarak
adlandirilan {igiincii bir yolun varligi ifade edilmektedir (Igney ve Krammer, 2002;

Elmore 2007; Eroz ve ark.,2012).

2.3.3.1. intrensek Yol

Intrensek veya mitokondriyal ad1 verilen bu yol Tiimér nekroz faktor (TNF), Fas
ligand (Fas-L) ve TNF bagimli apoptoz iceren ligand (TRAIL) reseseptorlerinden
bagimsiz olarak meydana gelir. Bu yolda Bcl-2 ailesinin pro- (Bcl-2, Bel-w, Bel-xL,
Mcl-1 ve Al) ve anti- apopitotik (Bak ve Bax) iiyeleri gorev almaktadir. Pro-
apoptotik proteinler Bak ve Bax’1 baskilayarak hiicreyi denge icerisinde tutar (Kile,
2009; Eroz ve ark., 2012). Cesitli internal uyarilar mitokondriyal membran
permeabilitesini artirir. Bu uyaranlar1 takibinden Bax ve Bak aktive olarak
mitokondriyal membrandan sitokrom c¢ ile apoptozis-igeren faktor (AIF),
endoniikleaz G, Kaspaz/direk TAP bagimli diisiik PI proteinin ikinci mitokondri
kaynakl1 aktivatorii (Smac/DIABLO) ve serin proteaz yiiksek sicaklik kosullu protein
A2 (Omi/ HtrA2) gibi diger mitokondriyal proteinlerin salinmasina neden olur.
Hemen ardindan sitokrom c, apoptoz proteaz-aktive eden faktor 1 (Apaf-1)‘e
sitozolde baglanir. Bu baglanma apoptozom olarak bilinen yedi kollu halka sekilli
multi-protein kompleksini olusturur. Olusan apoptozom oOncii kaspazlar1 ozellikle de
kaspaz 9’u aktive eder. Kaspaz 9°da cellat kaspaz olarak adlandirilan kaspaz 3’

aktive eder. Kaspaz 3 ise hiicrenin yikimina kadar giden kaspaz kaskatin1 baslatir.

18



AIF ve endoniikleaz G, kromatin yogunlagmasi ve niikleer DNA béliinmesini iceren
bagimsiz yolla hiicre 6liimiinti destekleyebilir. Diger mitokondriyal proteinler ise

kaspaz aktivasyonu mekanizmasini desteklerler (Goldar ve ark., 2015).

Ayrica, son zamanlarda yapilan arastirmalarda endoplazmik retikulumun (ER)
apoptozda da rol oynadigin1 gostermistir. ER icinde proteinlerin fazla birikmesi ve
kalsiyum homeostazinin bozulmasi ER stresini indiiklemektedir. Bunun sonucunda

ise apoptozu tetikleyebilecegi ifade edilmektedir (Xu ve ark., 2019).

QD  Olimligandt

Dol o - .
G5 S5 55 55 S5 S5 S5 S5 > 55 S5 S5 S G5 S5 S5 S5 S5 BN SH BB SHHHHHSHSNSS b5 S5 55 65 65 S5 S5 S5
¢S 20 40 <0 42 <2 o0 40 S <5 95 <4 ot |4 | 95 95 <€ <2 <8 92 <5 95 43 92 S5 95 95 95 99 95 95 <5 95 95 95 94 95 95 95 95 49 95 <5 95
dC <0 C0 O O o5 o5 0 2 95 <4 K <] | 95 <9 €8 92 95 98 98 98 90 98 96 90 95 O 90 OO 00 06 OO, O 05 9% S5 98 G0 95 90 8
g £ 2F g o o £f o pe oo oo kK8 | | 22 22 o2 £ I I £F 22 £f Jf £F £F 22 £F £ &F £fF 2F £F £f 22 £F 2F £F £F If £F Lo 2O o

Stres. DNA hasart, vs.

Kaspaz 8 z - & ﬂ
' [D i

Kaspaz 3 / \\ / Q BH3-sadece

proteinler

Apoptozom

Mitokondri

Kaspaz 9
./ Apaf-1

Sekil 5. Kaspazlarin aktivasyon yollarinin sematik gosterimi (Li ve Yuan, 2008).
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2.3.3.2. Ekstrensek Yol

Ekstrensek veya oliim reseptor yolu olarak adlandirilan bu yolda apoptoz TNF,
Fas-L ve TRAIL gibi transmembran reseptorlerine baglanmasiyla 6lim reseptorleri
aktive olur. Bu reseptorle ile ligandlarin eslesmesi sonucunda protein motifleri
olusturur. Reseptor-ligand-adaptor protein kompleksi birleserek 6liim sinyali iceren
kompleks (DISC) gelistirir. Olusan DISC prokaspaz 8’i aktif hale getirir. Aktive olan
kaspaz 8 ya sirastyla prokaspaz 3, 6 ve 7’yi ya da Bcl-2 ailesinin iiyesi olan Bid’i
aktive eder. Bid’in c-terminal bolgesini kesip tBid haline getirmesiyle Bax’in
mitokondriyal dis membrana girisini kolaylastirarak apoptozun intrensek yolla

ilerlemesine sebep olur (Goldar ve ark., 2015; Bildik ve ark., 2018).

Kompleks I

Kompleks IT

Apoptoz

Kaspaz 8

NF-kB ==  FLIP o]

| |

Sag kalim Apoptoz

Sekil 6. Apoptozun ekstrensek yolun baslamasinin sematik hali (Li ve Yuan, 2008).
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2.3.3.3. Perforin- Granzim Bagimh Yol

Granzimler, viicudu degisime ugramis hiicre ve viriis enfeksiyonlarindan
korumak amaciyla sitotoksik lenfositlerden tarafindan hedef hiicre igerisine salinan
proteazlardir. Serin proteaz alt ailesine ait enzimlerinden olan granzimlerden
Granzim (Gzm) A ve B ilk tanimlanan ve klonlanan cesitleridir. Gzm B, Gzm A’dan
daha sonra tanimlanmasina ragmen hakkinda daha c¢ok bilgi mevcuttur. Gzm A
morfolojik olarak apoptozdan farkli olmayan ancak kaspaz sisteminden bagimsiz
hiicre 6liimiinii indiikleyen bir triptaz olarak gorev yapmaktadir. Gzm B ise perforin-
granzim bagimli yolla apoptoz olusturmaktadir. Perforin, sitotoksik T lenfosit
sitoplazmasindan salinmakta ve Gzm B’nin salinmadan 6nce hedef hiicrede dairesel
porlarin olugsmasinda gorevlidir. Olusan bu perforin poru sayesinde hiicre icine Ca*?
girisi artar. Bu sayede vezikiillerden Gzm B serbest kalir. Hedef hiicreye gecen Gzm
B efektor kaspazlarin aktivasyonunu saglar. Bu aktivasyon DNA fragmantasyonuna
neden olarak hiicreyi apoptoza gotiirmektedir (Coskun ve Ozgiir, 2011; Eroz ve ark.,

2012; Keskin ve Hatipoglu, 2018).

Ekstrensek Yol Intrensek Yol Perforin/Granzim
radyasyon, toksinler hipoksi vs. Yolu
* Sitotoksik T hiicreleri
Otum ligand: __
Oliimreseptorii

f

wyartetlar Mitokondrial degisiklikler (MPT) . '/ N
: GranzimB Granzim A
Disk fo\m:u Apoptozom formlart l l

SET kompleksi

Kaspaz 8 aktivasyonu Kaspaz 9 aktivasyonu Kaspaz 10
\ L] / aktivasyonu l

Kaspaz 3 aktivasyonu
(Yﬁl‘ﬁtﬁcﬁ Yol) DNA kirtlmas:
.

Endoniikleaz aktivasyonu =+ Kromozomal DNA degradasyonu
Proteaz aktivasyomu = =+ Nikleer ve sitoskeletal proteinlerin degradasyonu - Sitoskeletal reorganizasyon

Sitomorfolojik degigiklikler:
Kromotin ve sitoplazmik yogunlagma. niikleer fragmantasyon vs.
+

Apoptotik eisimlerin olusumu

Sekil 7. Apoptoz yolaklarinin sematik gosterimi (Elmore, 2007).
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2.3.4. Kaspazlar ve Kaspaz 3

Kaspazlar (cysteine-asparticproteases= caspase) apoptozda iyi tanimlanmis bir
role sahip sistein proteazlardir. Sistein proteaz aktivitesi, kokenlerine veya oliim

uyaranina bakilmaksizin apoptoz uygulanan tiim hiicrelerde tespit edilebilmektedir

(Strasser ve ark., 2000).

a[] caro ] p20 50 Kesprzr2.459.1.12
[Toeo]|[oeo || p20 50 xwenzs10
[ p20 I P10 ‘. Kaspaz3, 6,7, 14
u] —co o
L 2 13 L4

Uc Bovutlu Aktif Sekilleri

W Kasoazl B Kaspaz8
W Kaspaz3 W Kaspazd
W Kaspaz7

Sekil 8. Memeli kaspazlarinin yapis1 ve domain organizasyonu (Li ve Yuan, 2008).

Caenorhabditis elegans (C. elegans) ced-3 genininde 1993 yilinda, insan
interlokin-1B-doniistiiriicii  enzimden benzer bir sistein proteinaz kodladigi
kanitlanmistir. Daha sonra kaspaz-1 olarak adlandirilan interlokin-1p-doniistiiriicii
enzimin apoptozu indiiklemek icin yeterli oldugu kanitlanmistir. C.elegans'in memeli
kaspaz-1 ve CED-3'lerinin yapisal ve fonksiyonel benzerligi, arastirma faaliyetlerinin
gelismesine ve memelilerde ¢cok sayida kaspaz ailesi iiyesinin kesfedilmesine yol
acmustir. Insan genomunda 11 gen tarafindan kodlanan 11 cesit kaspaz (kaspaz 1, 2,
3,4,5,6,7,8,9, 10 ve 14) bulunurken fare genomunda kodlanan 10 cesit kaspaz
(kaspaz 1, 2, 3,6,7,8,9, 11, 12 ve 14) bulunmustur. Insanda bulunan kaspaz 4 ve
kaspaz 5, fare genomunda kaspaz 11 ve kaspaz 12 ile otologdur. Ancak insanda
bulunan kaspaz 10, fare genomunda eksik oldugu ifade edilmistir (Li ve Yuan,

2008).

Kaspazlar, apoptozdaki rollerine gore baslatici ve efektor kaspazlar olarak ikiye
ayrilirlar. Kaspaz 8, 9 ve 10 baslatic1 kaspazlardir ve apoptozun baslatilmasinda rol

alirlar. Kaspaz 3, 6 ve 7 ise efektor veya cellat kaspazlar olarak tanimlanmakla
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beraber apoptozu devam ettirirler (Er6z ve ark., 2012; Gonzalez-Ramirez ve

Salvesen, 2018).

Kaspazlar, apoptoz, piroptoz, nekroptoz ve otofajinin aracilik ettigi hiicre
Oliimlerinde islev gormelerine ragmen fonksiyonlar: hiicre 6liimii ile sinirli degildir.
Proliferasyon, timor supresyonu, farklilagsma, noral gelisim ve akson rehberligi ve
yaslanmay1 da igeren rollere sahiptirler (Shalini ve ark., 2015). Kaspazlarin bu rolleri

Tablo 3.‘de ayrintil1 bicimde gosterilmektedir.

2.3.5. Bcl Ailesi ve Bel-2

Ik olarak 1980’1 yillarda follikiiler lenfoma hastalarindan alinan hiicrelerde
tanimlanan Bcl-2 (B Hiicreli Lenfoma 2), Bcl ailesinin bilinen ilk iiyesidir
(Birkinshaw ve Czabotar, 2017). Bcl ailesi iiyelerinin birbirleriyle etkileserek
apoptozu kolaylastirma ya da inhibe eden zit fonksiyonlara sahiptirler. Bcl ailesi,
pro-apoptotik efektorler, sadece BH3 iceren pro-apoptotikler ve anti-apoptotikler

olmak iizere li¢ gruba ayrilmaktadir (Adams ve ark., 2019).

Anti-apoptotik alt ailesi tiyeleri olan Bcl-2 ve Bcl-XL olarak belirlenen grup
BHI, BH2, BH3 ve BH4 homolog alanlarim icerir. BAX, BAK ve BOK gibi
proteinler pro-apoptotik efektorler adini alirken bunlarin ortak alanlart BH1, BH2 ve
BH3 domainleridir. BIM, BAD ve BID gibi sadece BH3 igeren pro-apoptotik
proteinler ise adi gibi sadece BH3 alanimi icerirler (Ebrahim ve ark., 2016;

Birkinshaw ve Czabotar , 2017).

Apoptozun intrensek yolunda gorev alan Bcl-2 ailesi proteinlerinden anti-
apoptotik proteinler normal sartlarda sadece BH3 igeren pro-apoptotik proteinleri
inhibe ederler. Cesitli stres faktorlerinin sadece BH3 iceren pro-apoptotikleri aktive
etmesi pro-apoptotik efektorlerin aktivasyonuna sebep olur. Aktive olan pro-
apoptotik  efektorler  oligomerize  olup  mitokondriyal dis  membranin
permeabilizasyona neden olurlar. Hemen ardindan saliman kaspazlar da iceren
apoptotik faktorler sonucunda hiicrenin yikim yoluna gittigi belirtilmektedir (Adams

ve ark., 2019).
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Tablo 3. Kaspazlarin gelisimde, apoptozda ve diger durumlarda gorevleri (Garrido

ve Kroemer, 2004).

Fenotip knock-out

Apoptozdaki

Gorevi

Diger gorevleri

Oliim-reseptor
Kaspaz-1  Hayvan gelisimi normal aracili apoptoz  IL-1 iiretimi
roliinde
Hayvanlarda fazla oosit Baslauci veya
Kaspaz-2 Y yiiriitiicu DNA tamiri
mevcut
kaspaz
Eritroblastlar, keratinositler,
monositler ile epitelyum,
Kaspaz-3 Perinatal fazlalikta beyin  Ydriitiicii sperm, kas, osteoblast ve
P dokusu letalitesi kaspaz trofoblast hiicrelerinin
farklilagsmasi; B hiicrelerinin
proliferasyonu
A Yiiriitiict . .
Kaspaz-6  Hayvan gelisimi normal kel Belirlenmemis
Kaspaz-7  Embriyonik letalite gprutici Belirlenmemis
kaspaz
Embriyonik letalite,
bozulmus kalp kasi 4
gelisimi ve azalan Oliim reseptor T hiicresi ¢ogalmasi; plasental
Kaspaz-8  hematopoietik Onciiler yolu icin trofoblast farklilagsmasi; hiicre
havuzu; insanlarda, baglatic1 kaspaz  dongiisii kontrolii?
ailesel mutasyon immiin
yetmezlik
Kaspaz-9 Perinatal fazlalikta beyin ~ Baslatict Cogu hiicrede kaspaz-3'tin dahil
P dokusu letalitesi kaspaz edildigi farklilagsma siirecleri
Insanlarda, ailesel )
mutasyonu olan Oliim reseptor
Kaspaz-10 hastalarda otoimmiin yolu i¢in Belirlenmemis
lenfo proliferatif sendrom baglatic1 kaspaz
tip 11 goriiliir
Oliim reseptor
Kaspaz-11 Hayvan gelisimi normal  yolu i¢in IL-1 tiretimi
bagslatici kaspaz
Eqdop lazmik . Enflamasyonu hafifletir;
D retikulum stresi - <
Kaspaz-12 Hayvan gelisimi normal g dogustan gelen bagisiklik
icin baslatici .
tepkisi
kaspaz
Kaspaz-14 Belirlenmemis Belirlenmemis Keratinositlerin terminal
farklilagsmasi
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/ Pro- apoptotik \

Anti- apoptotik baslatici efektor
BCL-2 BIM BAX
BCL-X PUMA BAK
BCL-W BID BOK
MCL-1 BIK

A1/BFL-1 BAD

NOXA

BMF
HRK
i Pro- apoptotik
Anti- apoptotik I

baslaticilar
(Sadece BH3)

Pro- apoptotik
efektorler

Apoptoz

Sekil 9. Bcl ailesi iiyelerinin apoptoz olusumu iizerindeki etkisi (Adams ve ark.,
2019).

Bcl ailesi tiyeleri arasinda yer alan Bcl-2 ve Bax proteinleri, antagonistik etkileri
olan onemli molekiillerdir. Bcl-2/Bax oraninin hiicre sagkalimi iizerinde belirleyici
bir etkisi vardir. Bu oranin artis1 hiicre sagkalimini arttirmaktadir. Bagka bir sekilde
ifade edilirse Bcl-2 'nin asir1 ekspresyonu hiicre sagkalimina yol acarken Bax 'in

asir1 ekspresyonunun apoptoza neden oldugu bilinmektedir (Saghiri ve ark., 2017).
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2.3.6. Bobrek Hasar Molekiilii-1 (Kidney Injury Molecule-1=KIM-1)

Bobrek Hasar Molekiilii-1  (Kidney Injury Molecule-1=KIM-1) tip 1
transmembran proteinlerinden birisidir. TIM-1 (T- hiicreleri immunoglobulin miisin-
1) veya HAVCR-1 (Hepatitis A viriis hiicresel reseptor-1) olarak da bilinmekle
beraber Ichimura ve ark.’1 tarafindan ilk olarak post-iskemik sigcan bobreklerinde
tespit edilmistir. Ardindan kronik bobrek hastaliklar1 igin asir1 ekspresyonu

prognostik belirtec olarak tanimlanmistir.

KIM-1 proteini insanda 5p33.3 kromozomunun 14 ekzonundan kodlanmaktadir.
104 kDa’luk bir glikoprotein olmakla beraber 90 kDa’luk kismi c¢oziilebilir
parcayken 14 kDa’luk kismi membranla fragmante oldugu bilinmektedir. KIM-1
proteininin, glikozilmiisin, IgG-benzeri alan ve sitoplazmik alan olmak iizere ii¢
bolgeden olustugu ifade edilmektedir (Bonventre, 2008; Huo ve ark., 2010; Song ve
ark., 2019). Bu alanlardan Ig-benzeri alan ve glikozilmiisin alan ekstraselliiler alanda
bulunmaktadir. Ayrica KIM-1 'in miisin alaninin, epitel hiicrelerde koruyucu etkinlik

gosterebilecegi de belirtilmektedir (Ichimura ve ark., 1998).

KIM-1 PROTEINI

15G-Benzeri Alan Misin Alan Sf“’ﬁamik
an

1 7 200 |3 150

Membrane

Sitoplazmik

i

'?' N-glikan Metaloproteinaz Try-P

Sekil 10. KIM-1 proteininin yapisi, alanlar1 ve fragmante hali (Bonventre, 2008).
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KIM-1 eriskin sicanlarda normal de diisiik seviyelerde eksprese edilirken yapilan
caligmalar neticesinde, bobrek hasari sonrasinda miktarinin olduk¢a fazla arttig
ortaya koyulmustur (Ichimura ve ark., 1998; vanTimmeren ve ark., 2007). Akut
bobrek  nekrozuna sahip insanlarin  bobreklerinde yapilan  biyopsilerde
glomeriillerdeki KIM-1 seviyesinde degisiklik olmazken proksimal tiibiillerde
lokalize sekilde artis oldugu da belirlenmistir (Han ve ark., 2002). Farkli bobrek
hastaliklarinda idrarda yapilan analizlerde renal fonksiyonlar ve inflamasyon ile
KIM-1 diizeyleri arasinda korelasyon bulundugu ifade edilmektedir (van Timmeren

ve ark., 2007).

2.4. Deneysel Modellemelerde Egzersiz

Hayvan modellemelerinde, egzersiz i¢in en sik kullanilan deney hayvanlari
genellikle fare ve sican olmakla beraber asagida bahsedilen modellemelerde 6zellikle
bu grup hayvanlarda kullanilmaktadir. Bu modellemeleri ise goniillii egzersiz,
goniillii olmayan egzersiz, zorunlu egzersiz ve spesifik egzersizler olmak iizere dort

ana baslikta toplamak miimkiindiir.

Tablo 4. Deneysel modellemelerde kullanilan egzersizlerin tiirii, avantajlari,

dezavantajlar1 ve kullanim alanlar1 (Seo ve ark., 2014).

Egzersiz
Tiri Aerobik egzersiz
1. Minimal miidahale gerektirir.
. 2. Hayvanda stres yaratmaz.
Avantajlan 3. Uzun vadeli mekanizmalarda
= kullanilabilir.
S
Eo 1. Egzersizin yogunlugunun ve siiresi
= Tekerl.el.( kontrol edilemez.
= €gZerslzl . 2. Yorucu calismalarda kullanimi miimkiin
= Dezavantajlari degildi
= egildir.
8 3. Hayvanlarda pence sikismasi
goriilebilir.
Yaslanma, davranigsal aragtirmalar, iskemi,
Kullanim . . .
Alanlart kanser, diabet, duygu durum, kas fizyolojisi,

noromuskiiler hastaliklar, inme rehabilitasyonu
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Tablo 4. Deneysel modellemelerde kullanilan egzersizlerin tiirii, avantajlari,

dezavantajlart ve kullanim alanlar1 (Devami)

Tiri Direngli egzersiz
1. Kontralateral kasa kontrol imkani
verir.
= 2. Kantitatiftir.
3 . 3. Yiiksek oranda tekrarlanir sonug verir.
N Avantajlari
én 4. Hayvanin kooperasyona ve
= motivasyona ihtiyag¢ yoktur.
s Elektrik 5. Tim motor tinitlerin maksimal
g stimiilasyonu aktivasyonu miimkiindiir.
o 1. Tekrarlayan anestezi gerektirir.
= 2. Noronal tutulum déhil edilmez.
% Dezavantajlari 3. Kas kasilmasi fizyolojik degildir.
:S 4. Yiksek frekanslarda kas liflerinde
O transisyon muhtemeldir.
Kullanim Kas fonksiyonel kapasitesi, kas yaralanmasi,
Alanlart inflamasyon
Tiri Aerobik egzersiz
1. Egzersizin hem yogunlugu hem de
stiresi kontrol edilebilir.
. 2. Yapilan is kolayca hesaplanabilir.
Avap@iiin 3. Submaksimal ve maksimal
calismalarda total metabolik oranlar
Kosu Bandi hesaplanabilir.
Egzersizi 1. Hayvanlarda strese yol acar.
Dezavantailar 2. Kosu bandi cihazi pahalidir.
J 3. Hayvanda yaralanmalara sebep
N olabilir.
E Alkolizm, yaslanma, ataksi, kanser, kemik
a Kullanim metabolizmasi, beyin fonksiyonlari, kor.one.r
= arter  hastaliklari, endurans  kapasitesi,
= Alanlar hi . os o .
= ipertansiyon, akcigerler, immiin modiilasyon,
E metabolik sendrom, néromuskiiler hastaliklar.
ﬁ Tiiri Direngli egzersiz
1. Insandaki ilerleyici direngli egzersizle
Avantajlari yakin iligkilidir.
Afrhik 2. Kantitatiftir.
Kaldirma 1. Hayvan i¢in stres icerir.
2. Is giicii gerektirir.
Dezavantajlari 3. Bilateral egzersizdir ve veriler ayni
Qayvanda karsilastirilabilir.
4. Ogzel ekipmana ihtiyag¢ vardir.
Kullanim Kas hi fisi
Alanlart as hipertrofisi
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Tablo 4. Deneysel modellemelerde kullanilan egzersizlerin tiirii, avantajlari,

dezavantajlart ve kullanim alanlar1 (Devami)

Zorunlu Egzersiz

Tiri Direngli Egzersiz
1. Insandaki ilerleyici direncli egzersizle
Avantajlari yakin iligkilidir.
. 2. Kantitatiftir.
Agirhk - - —
Cekme Yiyecek yoksunlugu gerektirir.
Seklinde Bilateral egzersizdir ve veriler ayni
Squat Tipi Dezavantajlar: hayvanda karsilastinilabilir.
Egzersiz 3. Ozel ekipmana ihtiya¢ vardir.
4. Yiyecek  yoksunlugundan  dolay1
hipertrofi daha azdur.
Kullanim .. . .
Alanlar Muskiiler hipertrofi
Tiri Direngli Egzersiz
1. Insandaki ilerleyici direncli egzersizle
Avantailars yakin iligkilidir.
Merdiven ! 2. Alisma siiresinden sonra daha az
Tirmanma streslidir.
Egzersizi 1. Aligma siiresi gereklidir.
. 2. s giicii gerektirir.
Dezavagggin 3. Bilateral egzersizdir ve veriler ayni
hayvanda karsilastirilabilir.
Kullanim Diabetes mellitus, kemik metabolizmasi, kas
Alanlart hipertrofisi
Tiirii Aerobik/Direngli Egzersiz
1. Ekipmani azdir ve daha ucuzdur.
Avantajlari 2. Uygun sekilde yapildiginda diizgiin
bir fiziksel aktivitedir.
1. Hayvanlarn siirekli kontrolii
ii Dezavantajlari gereklidir,
Yuzme. ) J 2. Su sicakliginin diizenli kontrolii
Egzersizi gereklidir.
Amiyotrofiklateral skleroz, kemik
Kullanim metabolizmasi, hipertansiyon, akciger
Alanlart hastaliklar1, agr1 kontrolii, metabolik sendrom,

noromuskiiler hastaliklar, spinalkord
yaralanmasi...
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2.4.1. Goniillii Egzersiz

Hayvan modellemelerinde goniilli egzersiz sistemik stresi aktive etmeden
yapilan egzersizdir (Ke ve ark., 2011). Genellikle kafes icerisine yerlestirilmis
tekerlekle gerceklestirilmektedir. Bu sekilde 24 saat boyunca hayvanin egzersiz
yapabilecegi gibi istenirse siire kisitlamasina da gidilebilmesi miimkiindiir. Bunun
yani sira tekerleklere eklenen aparatlarla tur sayisi dl¢iilerek hayvanin yaptigi mesafe

hesaplanabilmektedir.

Yapilan ¢alismalarda goniillii egzersiz yapan hayvanlarin daha uzun mesafeler
kostugu belirlenmistir. Bu nedenle genellikle kosu bandi ile yapilan karsilastirma
caligmalarinda  tekerlek  tur  sayist  hesaplayicilar  kullanilarak ~ mesafe

hesaplanabilmektedir (Leasure ve Jones, 2008).

(A) (B)

Sekil 11. Hayvan modellemelerinde egzersizler-1 (A) Kosu band1 egzersizi, (B)
Tekerlek egzersizi, (C) Yatay tekerlek egzersizi, (D) Yiizme egzersizi (Seo ve ark.,
2014).
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2.4.2. Goniillii Olmayan Egzersiz

Goniilli olmayan egzersiz, kas kontraksiyonunun hayvandan kaynaklanmadigi
egzersiz tiirlidiir. Fonksiyonel elektrik stimiilasyonu (FES) ile yaptirilan egzersiz
goniillii olmayan egzersizin uygulanmasinda en ¢ok kullanilan yontemdir. FES’in
kullanilmasi i¢in elektrotlarinin kaslara implante edilmesi gereklidir. Anestezi altinda
elektrotlar kontraksiyon alinmak istenen kasa yerlestirilir ve stimiilasyon esigi voltaj
olarak belirlenir. Egzersiz yapilirken bifazik akimla kaslardan istenilen siirede

kontraksiyon alinir (Ke ve ark., 2011).

2.4.3. Zorunlu Egzersiz
2.4.3.1. Kosu Band1 Egzersizi

Kosu bandi egzersizi, arastirmalarda siklikla kullanilan ve treadmill egzersizi
olarak da adlandirilan modeldir. Siire ve hiz tayini sayesinde yapilan egzersiz
kantitatiftir. Cihazin hiz1 ve egimi kademeli olarak arttirilabilen insanlarin kullandig1
cihaza benzeridir. Cihazin en arkasinda motivasyonel sok 1zgarasi vardir. Bu sok
1zgaras1 miliamper diizeyinde bir elektrik akimi verir. Kosmayan hayvanlar dénen
bandin etkisiyle bu 1zgaraya diiserler ve elektrik akiminin etkisiyle tekrar kogsmaya
baglarlar. Kosu bandi egzersizinin yapilabilmesi i¢in alistirma donemine ihtiyag
duyulmaktadir. Bunun yani sira nokturnal hayvanlar olan ratlarda kullanimi icin
karanlik ortamda kirmizi 11k altinda gerceklestirilmesi egzersizin yapimini
kolaylastirdig1 belirtilmektedir (Yoo ve ark., 2000; Burghardt ve ark., 2004; Soylu,
2010; Shankarappa ve ark., 2011; Zhang ve ark., 2013).

2.4.3.2. Agirhk Kaldirma Egzersizi

Orijinali Klitgaard (1988) tarafindan yapilan mekanizma modifiye edilerek farkli
sekillerde kullanilmaktadir. Mekanizmanin calisma prensibi, hayvanlarin omuz
kisimlarinda agirlik varken yiyecege ulasmalarina dayanir. Kaldirmada plantar
fleksorler, diz ve ayak bilegi ekstansorleri calistiginda egzersiz gerceklesir. Yaklasik
2 haftalik egitim siireci gerekmektedir (Klitgaard, 1988; Legerlotz, 2007; Krutki,
2017).
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Sekil 12. Klitgaard tarafindan hazirlanan egzersiz mekanizmasi (Klitgaard, 1988).

2.4.3.3. Agirlik Cekme Seklinde Squat Tipi Egzersiz

Agirhik kaldirma egzersizi yerine yatay diizlemde agirligin arka bacaklara
baglanmasiyla yapilan egzersizdir. Odiil veya ceza sistemine bagli yaptirthir. Odiil
olarak yiyecek, ceza olarak ise miliamper diizeyinde elektrik soku verilir (Seo ve

ark., 2014).

(€

elik Taban

Sekil 13. Hayvan modellemelerinde egzersizler-2 (A) Agirlik kaldirma (B) Agirlik
cekme seklinde squat tipi egzersiz (C) Elektrik stimiilasyonu (Seo ve ark., 2014).

32



2.4.3.4. Merdiven Tirmanma Egzersizi

Merdiven tirmanma direngli egzersizler grubunda yer alan bir egzersiz c¢esididir.
Baslangic noktasi, merdiven ve varis kafesinden olusan bir diizenege sahiptir.
Baslangi¢c noktasindan birakilan hayvanin miliamper diizeyinde elektrik soku ile
uyarilarak, hayvanin canin1 yakmayacak tarzda arka kismindan vurularak veya varis
kafesine yerlestirilen yiyecek ile tirmanmasi saglanir. Belirlenen protokole gore
hayvanlarin kuyruklarina agirlik baglanabilir. Istenen agirliklar aparat yardimiyla
sirta da yerlestirilebilir. Egzersizin yapilabilmesi i¢in alistirma siiresine ihtiya¢ vardir

(Renciizogullart ve ark., 2018; Kelty ve ark., 2019; Zhai ve ark., 2020).

(D)

(F)

Ruyruk Aguligt

Sekil 14. Hayvan modellemelerinde egzersizler-3 (D) Merdiven tirmana egzersizi

(F) Agirlikli kosu bandi egzersizi (Seo ve ark., 2014).

Sekil 15. Hayvanlarin sirtlarina baglanarak egzersizi direncli hale getimeyi saglayan

eyer seklinde agirlik tasima aparati (Renciizogullar ve ark., 2018).
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2.4.3.5. Direncli Yiizme Egzersizi

Yiizme egzersizi, yapimi diger zorunlu egzersiz c¢esitlerine gore nispeten farkli
olan aerobik egzersiz olabilecegi gibi agirlikla yapildiginda direncli egzersize de
doniistiiriilebilir. Standart bir su tankina ihtiya¢ yoktur. Yaklasik 32 ©C sicakliktaki
suda yapilmasi idealdir. Egzersiz i¢in hayvanlarin kuyruklarina, hayvan agirligimin %
5-10 (egitim yiikii-performans testi yiikil) arasinda degisen agirliklar eklenerek
egzersiz zorlagtirilir. Hayvanlarin agirliklari her hafta degismesinden dolay1 baglanan
agirliklar gereken direnci saglarlar. Vieira tarafindan gelistirilen protokol gibi cesitli
protokollerle uygulanmasi da miimkiindiir (Vieira ve ark., 1988; Falavigna ve ark.,
2012; Campos-Ferraz ve ark., 2013). Tablo 4. ‘de verilen avantaj-dezavantaj
tablosunda goriildiigli gibi egzersizin dezavantajlarinin kontrol edilebilirdir. Bunun
yant1 sira yiizme egzersizi i¢in suya birakilan hayvanlarin yiizmemesi gibi bir ihtimal

s0z konusu degildir.

2.4.4. Spesifik Egzersizler

Spesifik egzersizler kullanimi yaygin olmayan o6zel amaglarla gelistirilmis

egzersizlerdir. Tablo 5.”de egzersizler ve kullanim alanlar1 verilmistir.

(B) (C)

Efim Varilmis Traadmill

Islsticinin Calimas: Sirasmda Hizlanms

Sekil 16. Deneysel modellemelerde kullanilan spesifik egzersizler (A) Arka bacak
askiya alinmas1 veya immobilizasyonu (B) Bipedal yokus asag1 (eksantrik) kosu, (C)
Dil egzersizi, (D) Tiim viicut vibrasyonu, (E) Noromuskiilerin aktivite i¢in spinal

kord izolasyonu, (F) Irtifa egitimi taklidi (Seo ve ark., 2014).
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Tablo S. Deneysel modellemelerde kullanilan spesifik egzersizler ve kullanim

alanlar1 (Seo ve ark., 2014).

Spesifik Egzersizler

Kullanim Alanlar:

Arka bacak askiya alinmasi1 veya
immobilizasyonu

Noromuskiilerin aktivite icin spinal
kord izolasyonu

Tiim viicut vibrasyonu
Dil egzersizi

Bipedal yokus asag1 (eksantrik) kosu

[rtifa egitimi taklidi

Kas atrofisi, uzay ve ugus fizyolojisi

Kas iskelet fizyolojisi

Kemik metabolizmasi, spinal kord
yaralanmasi

Disfaji

Asil tendinozis, kas hasari, kas iskelet
agrisi

Hipobarik hipoksiyle indiiklenen noronal

yaralanma, insiilin sensivitesi
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Arastirma Yontemi ve Prosediirii

Calismaya Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu Baskanligi’'ndan alinan 2019/09-02 sayili etik kurul izninin ardindan
basland1. Arastirma Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Deneysel Arastirmalar
Uygulama ve Arastirma Merkezi (COMUDAM) ’nden temin edilen hayvanlarla
kurulus biinyesinde yapildi.

3.2. Arastirma Grubu

Calismada 24 adet 2 aylhik Wistar cinsi erkek sican kullanildi. Hayvanlar,
calisma zamanina kadar yaklasik olarak 22 °C’lik oda sicakliginda, 12 saat aydinlik-
karanlik dongiisii ayarlanabilen ve havalandirmasi mevcut bir ortamda muhafaza
edilip ad-libitum olarak beslendi. Sicanlarin beslenmesinde yem olarak standart ticari
pelet yemi, icme suyu olarak normal sebeke suyu kullanildi. Hayvanlar rastgele 4

adet gruba her grupta 6 adet hayvan olacak sekilde ayrildi.

Tablo 6. Calismada kullanilan hayvanlarin gruplandirilmasi.

Gruplar Uygulanan Islemler
Grup 1-Kontrol Grubu (n=6) Kontrol grubu
Grup 2-Egzersiz Grubu (n=6) Yiizme egzersizi yaptirilan grup
Grup 3-BCAA Grubu (n=6) BCAA takviyesi uygulanan grup

Yiizme egzersizi yaptiritlip BCAA

Grup 4-Egzersiz+BCAA Grubu (n=6) takviyesi uygulanan grup

3.3. Veri Toplama Araclar
3.3.1. Dalh Zincir Amino Asit Takviyesinin Hazirlanis1 ve Uygulanisi

L-16sin, L- izol6sin ve L-valin (Sigma-Aldrich), 2:1:1 oraninda karistirilarak
BCAA takviyesi hazirlandi. Takviyeye ek olarak herhangi yag veya karbonhidrat
eklemesi yapilmadi. Hazirlanan takviye Lu ve ark. (2015)’nin ¢alismasi esas alinarak
2,5 mg/kg dozunda 1 ml serum fizyolojik icerisinde vorteks yardimiyla karistirilarak

verilmeye hazir hale getirildi. BCAA ve Egzersiz+BCAA gruplarina uygulama
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yapildi. BCAA takviyeleri oral gavaj yoluyla intragastrik olarak haftanin her giin

ayni saatte egzersiz seanslarindan hemen 6nce uygulandi.
3.3.2. Yiizme Egzersizinin Yapilisi

Calismamizda kullandigimiz sicanlara, Vieira tarafindan siganlar icin gelistirilen
yiizme egzersiz sistemi uygulandi. Egzersiz protokolii 6 hafta siirdii. Egzersizler
haftanin 5 giinlii (pazartesiden cumaya) toplamda 30 seans olarak yaptirildi.
Cumartesi ve pazar giinleri dinlenme giinleri olarak verildi. Calismanin 1. Haftas
literatiirlerde belirtildigi lizere alistirma haftasi olarak kabul edilerek agirliksiz
yiizdiiriildii. Yiizme egzersizi 2. haftadan itibaren agirlik kullanilarak direngli
egzersiz haline doniistiiriiliip sonraki egzersizlere bu sekilde devam edildi.
Kullanilacak kuyruk agirliklarini belirlemek icin sicanlarin viicut agirligi diizenli
olarak her cumartesi giinii 6lciildii. Olciilen viicut agirhklar1 kaydedilip % 5°i
almarak kuyruga takilacak agirliklarin miktar1 belirlendi. Hassas tartida tartilan
kursun agirliklar yardimiyla kuyruk agirliklari olusturuldu. Olusturulan kuyruk

agirliklar numaralandirilip her sican icin ayr1 ayr1 muhafaza edildi (Resim 1).

Tablo 7. Egzersiz seanslar1 ve kullanilan agirliklar (Falavigna ve ark., 2012;

Campos-Ferraz ve ark., 2013).

Egitim Haftasi Seans Siiresi Kullamlan Agirhk
1. Hafta 20 Dakika Egzersize alistirma
2. Hafta 20-25 Dakika Viicut agirliginin % 5’1
3. Hafta 25-30 Dakika Viicut agirhiginin % 5’1
4. Hafta 35-40 Dakika Viicut agirliginin % 5’1
S. Hafta 45-50 Dakika Viicut agirhiginin % 5’1
6. Hafta 55-65 Dakika Viicut agirliginin % 5’1

Yiizme havuzu 67,5 cm en, 94 cm boy ve 64 cm yiiksekliginde dikdortgen PPC
hammadden yaptirildi. Havuzun dolumu hortum yardimiyla yapilip musluk

yardimiyla bosaltildi. Yaklasik su yiiksekligi 50+2 cm olarak ayarlandi.
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Resim 2. Hayvanlarin yiizme egzersizi i¢in hazirlanis.

Yiizme havuzu, egzersizler sonrasinda her giin bosaltilarak temiz su ile
dolduruldu. Su sicakligi termometre yardimiyla Slgiilerek 32+2°C arasinda tutuldu.

Hayvanlar grup grup yiizdiiriildii. Gruplar degistirilirken su sicakligi kontrol edildi ve
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suyun bir miktart akvaryum kepgesi yardimiyla degistirilerek temizlendi.

Egzersiz+BCAA grubu gavaj sonrasi yiizmeye alindi. Yiizmenin ardindan sudan

cikarilan hayvanlar kuyruk agirliklarn cikartilarak hizlica altlarinda havlu bulunan
temiz kafeslere alindi. Bu sekilde sicak 151k kaynagi altinda veya elektrikli 1siticinin
karsisinda hayvanlarin kurumasi beklendi. Esas kafeslerine ise hayvanlar havlu

yardimiyla iyice kurulandiktan sonra yerlestirildi.

Resim 4. Hayvanlarin yiizme egzersizi sonrasinda kurutulmasi.
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3.3.3. Orneklerin Alinmasi

Alti haftalik deney siiresi sonunda ¢alisma sonlandirildi. Calismanin sonunda
hayvanlara bir gece boyunca besin verilmedi. Calismanin sonlandirilacagi giin
ketamin (60 mg/kg) ve ksilazin (5 mg/kg) intramuskiiler sekilde uygulanarak
anesteziye alindi. Sicanlarin anesteziye girisi refleks kontrolii yapilarak belirlendi.
Anesteziye giris gerceklestikten sonra hayvanin yasamina etik kurallara uygun bir
sekilde kardiyak kan aliminin hemen ardindan servikal omur dislokasyonu ile son
verildi. Abdomen orta hattan agilarak bobrekler alindi. Genetik analizler icin ayrilan
ornekler “DNAse/RNAse free” steril cryotiipler igerisine yerlestirilerek analiz
giiniine kadar -80 °C ‘de sakland1 (Ovali, 2015). Bobrekler histopatolojik incelemeler
i¢in parcalandi, doku kasetlerine konularak % 10 tamponlu formaldehit ¢ozeltisine
yerlestirildi. Rutin takibin hemen ardindan parafin bloklara gomiilerek inceleme

zamanina kadar saklandi

3.4. Veri Toplama Yontemleri
3.4.1. Histopatolojik incelemeler

Histopatolojik incelemeler icin parafin bloklara gomiilii dokulardan mikrotom
cihaz1 yardimiyla 4 nm kalinliginda kesitler alinarak hematoksilen-eozin (H-E) ve
immiinohistokimyasal (IHC) boyama i¢in pozitif sarjli lamlara yerlestirildi. Ardindan
asagida verilen protokoller kullanilarak boyamalar gergeklestirildi. Degerlendirmesi
alaninda uzman bir histolog tarafindan Olympus CX43 marka kamera atagcmali

mikroskopta yapildi.

Tablo 8. Hematoksilen-Eozin Boyama Degerlendirilmesi (Oztopuz ve ark., 2019).

Tiibiiler Nekroz ve Vakuolizasyon Derecelendirilmesi
Grade 0: Hasar yok

Grade 1: Hafif dereceli hasar

Grade 2: Orta dereceli hasar

Grade 3: Siddetli dereceli hasar
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Tablo 9. Hematoksilen-Eozin Boyama Protokolii (Beseren, 2019).

Hematoksilen-Eozin Boyama

1. 70 °C’lik Etiivde- 15 dakika
Ksilol — 5 Dakika

Ksilol — 5 Dakika
%100’liikkAlkol — 2 Dakika
%95°1ik Alkol — 1 Dakika
%90’1ik Alkol — 1 Dakika
Distile Suda Yikama-1 Dakika

Hematoksilen -5 dakika

LFr NS U R Wb

Cesme Suyunda Yikama — 1 Dakika
10. Asit Alkol (% 1°lik) — 15-20 Saniye
11. Distile Suda Yikama -1 Dakika

12. Amonyakli Su (% 1°lik) — 30 Saniye
13. Distile Suda Yikama — 2 Dakika

14. Eozin-2-3 Dakika

15. % 70’1ik Alkol — 1 Dakika

16. % 80’lik Alkol — 1 Dakika

17. % 95’lik Alkol — 1 Dakika

18. % 100’liik Alkol — 1 Dakika

19. Ksilol — 2 Dakika

20. Ksilol — 5 Dakika

21. Ksilol — 5 Dakika

22. Entellan ile kapatma
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Tablo 10. immiinohistokimyasal Boyama Degerlendirmesi (Kandemir ve ark.,

2018).

Immiinohistokimyasal Kaspaz 3 Degerlendirmesi

Yok (No) - 0
Zayif(Mild) + 1
Hafif (Moderate) ++ 2
Cok (Severe) +++ 3

Tablo 11. immiinohistokimyasal Boyama Protokolii (Adal1, 2013).
Immiinohistokimyasal Boyama

1. 80 °C’lik Etiivde- 60 dakika

2. Deparafinizasyon Asamasi
a. Ksilol- 5 Dakika
b. % 100’liik Alkol- 1 Dakika
c. % 96’lik Alkol- 1 Dakika
d. % 95’lik Alkol- 1 Dakika
e. % 80’lik Alkol- 1 Dakika
f. % 70’lik Alkol- 1 Dakika

3. Retrieval Asamasi

a. 1250 ml distile suya 150 ml Sitrat Buffer konularak %10'luk Sitrat Buffer

soliisyonu hazirlandi.

b. Bu asama diidiiklii tencere ile yapildi. 10 dakika 1sitma yapildi, sonra distile
sudan cikan kesitler sicak sitrat icerisine konuldu ve diidiiklii tencerenin agzi
kapatilarak 10 dakika kaynatildi.

c¢. Kaynatma islemi bittikten sonra lamlar diidiikliiden cikarilmadan (diidiikliiniin
kapagi acilip yarim birakilacak sekilde) 20 dakika oda 1sinda kaynamis sitrat
icinde bekletildi.

4. Distile Suda Bekletme (2 Dakika)

5. PapPen ile doku etrafi cizildi.
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Tablo 11. immiinohistokimyasal Boyama Protokolii (Devamu).

6.

10.
11.
12.
13.
14.

15.
16.
17.
18.

19.

20.

3 cc H2O, ve 97 cc Distile sudan olusan % 3 'lik H,O» (Hidrojen Peroksit)
cozeltisinde 10 dakika bekletildi. Ardindan distile suda 1 dakika bekletildi.

50 ml PBS, 950 ml distile su ile tamamlanip PBS c¢ozeltisi hazirlandi. PBS
cozeltisinde 10 dakika bekletildi.

Whblock 5 dakika bekletildi (Yikama yapilmadi).

Antikor damlatildi ve kullanim kilavuzunda yazan saate gore bekletildi (Caspase 3

(CPP32) Ab-4 Rabbit Polyclonal Antibody Thermo Scientific-1:200 dilisyon).
PBS cozeltisinde yikama (4 dakika)

Biotin (10 dakika)

Strepteavidin (10 dakika)

PBS ¢ozeltisinde (4 dakika)

Dapkromojen Asamast

a. 1 ml dap diliie soliisyonu, 1 damla dap karistirildi.
b. Doku iizerinde 5 dakika bekletildi.

Distile suda yikama (2 dakika)

Mayer hematoksilende (5 dakika)

Cesme suyunda yikama (2 dakika)

Alkol serisinde dehidratasyon

a. % 70’lik Alkol- 1 dakika

b. % 80’lik Alkol- 1 dakika

c. % 95’1ik Alkol- 1 dakika

d. % 96’lik Alkol- 1 dakika

e. % 100’lik Alkol- 1 dakika

Ksilen ile seffaflandirma

a. Ksilen- 2 dakika

b. Ksilen- 5 dakika

Mount ile kapatildi.
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3.4.2. Genetik Analizler

Genetik analizler alinan bobrek doku orneklerinde gerceklestirildi. -80 °C *de
saklanan dokular ¢ikarildiktan sonra buz akiisiiniin iizerine konularak hazirliklar
gerceklestirildi. Analizler ii¢ asamada gerceklestirildi. Ilk asamada total RNA
izolasyonu, ikinci asamada cDNA eldesi, son asamada ise Real-Time PCR

uygulamast yapildi.

3.4.2.1. Total RNA izolasyonu

Ayrilan dokulardan 25-30 mg olacak sekilde 2 ml’lik steril ependorf tiiplere
konuldu. Ependorf tiipler yaklasik 10 saniye sivi azotta bekletildi. Hemen ardindan
homojenizatorde (Retsch MM400) dokular homojenize edildi. RNA izolasyonu icin
PURE Link RNA Mini Kit (CatNo.121B301BA) kullanildi. Islemler prosediirleri
icin kitte belirtilen basamaklar uygulandi. Elde edilen RNA orneklerinde NanoDrop
ND-1000 kullanilarak saflik ve konsantrasyon ol¢iimleri yapildi. Saflik oranini ise
260/280 nm’de ol¢iim yapilan RNA’lardan 1.8-2.1 aras1 degerler kabul edildi (Ovali,
2015).

3.4.2.2. cDNA Eldesi

PCR islemi icin RNA, su ve reaksiyon icin gerekli tampon miktar1 hesaplandi
(Ovali, 2015). Ardindan cDNA kiti (High-Capacity cDNA Reverse Transcription
Kit, Applied Biosystems™) ve RNA eldeleri steril kabin igerisine buz akiisiiniin

tizerinde konumlandirilda.
Tampon bilesenleri ve miktarlar1 Tablo 12.”de belirtildigi gibidir.

Toplamda 2 saat 15 dakikalik prosediirden sonra elde edilen cDNA’lar RT-PCR
calisma giiniine kadar -20 °C’de depolandi.

KIM 1/ HAVCR1 (GenBank NC_000005.10 ve Rn00597703-mL), CASPASE 3
(Gen-Bank NC_005115.4 ve Rn 00563902) ve BCL-2 (NC_005112.4 ve
Rn99999125_m1) genlerinin normalizasyonu i¢in hamarat (housekeeping gene) gen
olan B-Aktin (Gen-Bank NC_005111.4 ve Rn00667869_m1l) i¢cin TagMan® gen
ekspresyon kiti kullanildi (Ovali, 2015).
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Tablo 12. cDNA Sentez Protokolii (Ovali, 2015).

cDNA sentezi 1 6rnek icin hacim
10 x RT Buffer 2ul
dNTP 0.8 ul
RandomPrimerMultiScribe® 2 ul
ReverseTranscriptase 1l
dH20 421
RNA 10 pl
TOPLAM 20 pl

Hazirlanan tiipler PCR cihazina (The Applied Biosystems®, 2720 Thermal

Cycler) yerlestirildi ve Tablo 13. ‘de verilen prosediir izlendi.

Tablo 13. PCR Kosullar1 (Ovali, 2015).

PCR Kosullari Sicakhik Zaman
1.Adim 25 °C 10 dakika
2.Adim 37 °C 120 dakika
3.Adim 85 °C 5 dakika
4.Adim 4°C o0

3.3.2.3. RT-PCR calismasi

Quantitive Real-Time PCR (StepOnePlus™ Real-Time PCR System)
calismasii¢in elde edilen cDNA ornekleri kullanildi. Gen ekspresyon seviyelerinin
analizi icinTagMan (RealQ Plus 2x Master Mix, Ampliqon, Danimarka) kullanildi.
Belirlenen genlerin ekspresyonu i¢in Tablo 14.” de belirtilen prosediir uygulandi

(Ovaly, 2015).
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Tablo 14. Real Time PCR ingradiyent miktarlar1 (Ovali, 2015).

Ingradiyent Bir ornek icin hacim
RealQ Plus 2x Master Mix Sul
Probe 0,5ul
PCR Grade Su 3,5ul
cDNA 1l
TOPLAM 10ul

Kaspaz-3, KIM-1 ve Bcl-2 gen ifadeleri icin bu genlerin normalizasyonu
hamarat gen (housekeeping gene) olan B-Aktin kullanilmistir. Bu ¢alismada PCR
yontemindeki sonuglari dogrulamak icin Real-Time PCR (qRT-PCR) cihaz1
kullanilarak qRT-PCR calismasi1 yapilmistir.

3.4.3. Verilerin Analizleri

Genetik analizler qRT-PCR yonteminden elde edilen CP (crossing points) degerleri
diizenlendi. Genetik istatistikler icin ise qRT-PCR sonuclar1 diizeltilmis degerleri
2-A8Ct formiilii kullanilarak hesaplandi.

Elde edilen verilerin istatistiksel degerlendirilmesi IBM SPSS Statistics SPSS 18
(SPSS 2009) paket programi kullanilarak yapildi. Gruplarin karsilagtirmasinda
OneWay ANOVA ve Mann Whitney U testleri kullanildi. Istatistiksel
degerlendirmelerde p=0,05 ve daha kiiciik degerler anlamli olarak kabul edildi.

46



4. BULGULAR
4.1. Viicut Agirhgi Bulgular:

Viicut agirliklart her hafta cumartesi giinii yapilan olctimlerle belirlendi. Bu
verilere gore viicut agirliklarinda istatistiksel olarak herhangi bir farklilik

belirlenmedi (p>0,05). Elde edilen veriler ayrica ortalamalar ve standart sapmalari ile

Tablo 15. ve Sekil 17.” de verilmistir.

Tablo 15. Viicut agirliklarinin haftalara gore ortalamalari.

Kontrol BCAA Egzersiz Egzersiz+BCAA
1.Hafta 282,17 £22,95 297,83 £16,33 291,66 £14,33 297,16 9,57
2.Hafta 291,66 £27,10 302,83 £24,26 298,33 £17,64 300,33 £11,21
3.Hafta 303,83 +£30,58 306,00 £22, 44 309,50 £15,94 305,50 £17,69
4.Hafta 310,66 +26,64 316,33 £22,63 317,83 £16,21 311,50 £23,97
5.Hafta 310,66 +£36,36 318,16 £23,09 317,50 £13,89 310,16 £31,31
6.Hafta 305,66 £19,89 306,16 £20,38 302,50 £18,25 294,33 £23,88
Viicut Agirhik Grafigi
330
320
310 ¥
300 == Kontrol
§ / N\ ——BCAA
* 290 / Egzersiz
280 = Fgzersiz+BCAA
270
260 T T T T T 1
1.Hafta 2.Hafta 3.Hafta 4.Hafta 5.Hafta 6.Hafta

Sekil 17. Haftalara gore agirlik degisim ortalamasi grafigi.
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4.2. Histopatolojik Bulgular

Caligsma i¢in bobreklerden alinan kesitler hematoksilen-eozin boyama sonrasinda
tiibiiler nekroz ve vakuolizasyon acisindan degerlendirildi. Kontrol grubunun
degerlendirme sonucunda herhangi bir tiibiiler nekroz ve vakuolizasyon bulgusuna
rastlanmadi (Resim 3a). Ayni bulgular acisindan BCAA grubunda bazi hayvanlarda
minimal degisiklikler goriilmekle beraber, bu degisim istatiksel olarak anlaml
bulunmadi (Resim 3b, p>0,05). Degerlendirmeler sonucunda Egzersiz grubu ile
Egzersiz+BCAA grubunda hem tiibiiler nekroz hem de vakuolizasyon goriildii.
Tiibiiler nekroz degerlendirmesi sonucunda Egzersiz grubunda Kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli artis bulundu (p=0,007). Aym1 zamanda yine tiibiiler
nekroz degerlendirme sonucuna gore Egzersiz+BCAA grubunda Kontrol grubuna
gore anlamli artis bulundu (p=0,002). Buna ek olarak Egzersiz+BCAA grubundaki
artig da BCAA grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bulundu (p= 0,007).

H-E Boyama Tiibiiler Nekroz Degerlendirmesi
1,8 mmmmmmmmm s R

1,6 - oo mmmmmoeooooooo

W Kontrol
m BCAA
0,8 F--=mmmmmmm e 7 HmEgzersiz

06 - ----  MmEgzersiz+BCAA

0,4 f---mmmmmmmmmoooe-

Kontrol BCAA Egzersiz Egzersiz+BCAA

Not: * kontrol grubuna gore, # BCAA grubuna gore anlamli p<0,05.

Not : y ekseninde bulunan degerler H-E boyamada belirlenen nekroz

derecelendirmelerinin ortalamasi alinarak olusturulmustur.

Sekil 18. Hematoksilen-Eozin Boyama tiibiiler nekroz degerlendir sonuglari grafigi.
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Vakuolizasyon acisindan, Egzersiz grubu Kontrol grubu ile karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli artis bulundu (p=0,026) (Resim 3c,d). Elde edilen veriler
Sekil 18. ve 19.°da verilmistir.

H-E Boyama Vakuolizasyon Degerlendirmesi
1,2 e mmmm e o e
*
1,00
R S e i e
(R EEEEEEEEEEEEEEEEEEEE TR GEEREEE -
Kontrol
0,6 - ---- mBCAA
W Egzersiz
04 f-------mee-333------——-- ----  HEgzersiz+BCAA
02 L-017 B N
0 .
Kontrol BCAA Egzersiz Egzersiz+BCAA

Not: * kontrol grubuna gore anlaml1 p<0,05.

Not : y ekseninde bulunan degerler H-E boyamada belirlenen hasar

derecelendirmelerinin ortalamasi alinarak olusturulmustur.

Sekil 19. Hematoksilen-Eozin boyama vakuolizasyon degerlendirme sonuglart

grafigi.
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Resim 5a. Kontrol Grubuna ait bobrek dokusu kesitleri (H-E, 200x).

Resim 5b. BCAA Grubuna ait bobrek dokusu kesitleri (H-E, 200x).



Resim Sc. Egzersiz Grubuna ait bobrek dokusu kesitleri (H-E, 200x). Kirmiz1 oklar

vakuolizasyon alanlarini, mavi oklar ise tiibiiler nekroz alanlarini gostermektedir.

Resim 5d. Egzersiz+BCAA Grubuna ait bobrek dokularinda kesitler (H-E, 200x).
Kirmiz1 oklar vakuolizasyon alanlarini, mavi oklar ise tiibiiler nekroz alanlarini

gostermektedir.
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4.3. Iimmiinohistokimyasal Bulgular

Sican anti-Caspase 3 primer antikoru kullanilarak yapilan immiinohistokimyasal
boyamalar sonucunda Kontrol ve Egzersiz gruplarinin bulgularinda farkliliga
rastlanmadi (Resim 4a,c). BCAA ve Egzersiz+BCAA gruplarinda kaspaz 3
yogunluklarinda artis gozlendi (Resim 4b,d). Boyanan alanlarin derecelendirme
sonuclarina gore yapilan istatistiksel analiz sonucunda BCAA grubu Kontrol grubu
ile karsilagtirlldiginda anlamli artis mevuttu (p=0,011). BCAA grubundaki artis ayni
zamanda Egzersiz grubuna gore de istatistiksel olarak anlamli bulundu (p=0,046).
Egzersiz+BCAA grubunda ise Kontrol grubuna gore anlamh artislar goriildii
(p=0,02) (Sekil 20).

IHC Boyama Degerlendirmesi
* +
25 oo P & Suiiiiiieiei
2 e -
15 +-----------——-- B - - - --- Kontrol
H BCAA
1
1 b L ____ WmEgzersiz
M Egzersiz+BCAA
0,5
05 +--- - - - - - - B - - - - - -
0 T T T 1
Kontrol BCAA Egzersiz Egzersiz+BCAA

Not: * kontrol grubuna gore, + egzersiz grubuna gore anlaml p<0,05.

Not : y ekseninde bulunan degerler IHC boyamada anti-Caspase-3 ile boyanma

derecelendirmeleri ortalamasi alinarak olusturulmustur.

Sekil 20. Immiinohistokimyasal boyama degerlendirme sonuclar1 grafigi.
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Resim 6a. Kontrol grubuna ait IHC yontemi ile anti-Caspase-3 primer antikoru

kullanilarak boyanmigs bébrek dokusu kesitleri (200x).

Resim 6b. BCAA grubuna ait IHC yontemi ile anti-Caspase-3 primer antikoru
kullanilarak boyanmis bobrek dokusu kesitleri (200x). Mavi okla gosterilen hiicreler
pozitif boyanan apoptotik hiicreler olup yesil okla gosterilen hiicreler negatif

boyanan normal hiicrelerdir.
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Resim 6c¢. Egzersiz grubuna ait IHC yontemi ile anti-Caspase-3 primer antikoru
kullanilarak boyanmis bobrek dokusu kesitleri (200x). Kontrol grubuna benzer

boyanma 6zelligi izlenmektedir.

Resim 6d. Egzersiz+BCAA grubuna ait IHC yontemi ile anti-Caspase-3 primer
antikoru kullanilarak boyanmis bobrek dokusu kesitleri (200x). Mavi okla gosterilen
hiicreler pozitif boyanan apoptotik hiicreler olup yesil okla gosterilen hiicreler negatif

boyanan normal hiicrelerdir.
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4.4. RT-PCR Bulgulan

Calismamizin RT- PCR sonucunda Kaspaz 3, Bcl-2 ve KIM-1 parametreleri

degerlendirildi. Istatistiksel analizlerinin grafikleri asagida belirtildigi gibidir.
4.4.1. Kaspaz 3 Bulgulan

RT-PCR degerlendirmesi sonucunda, kaspaz 3 gen ekspresyon oranlarinda
istatistiksel olarak anlamli degisimler bulundu. BCAA grubunda Kontrol grubuna
kiyasla istatistiksel olarak azalma goriildii (p=0,01). Bununla birlikte
Egzersiz+BCAA grubu da Kontrol grubuna gore anlamli bir azalma gosterdi
(p=0,01). Egzersiz grubunda ise Egzersiz+BCAA grubuna gore anlamli bir artis
mevcuttur (p=0,036) (Sekil 21).

Kaspaz 3 mRNA Ekspresyon Diizeyi

Kontrol
m BCAA
MW Egzersiz

MW Egzersiz+BCAA

Kontrol BCAA Egzersiz Egzersiz+BCAA

Not: * kontrol grubuna gore, & Egzersiz+BCAA grubuna gore anlamli p<0,05.

Not : y ekseninde bulunan degerler B-aktine gore normalize edilmis 2"

degerleridir.

Sekil 21. RT-PCR Kaspaz 3 ekspresyon dagilim grafigi.
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4.4.2. Bcl-2 Bulgular:

Yaptigimiz Bcl-2 gen ekspresyon oranlari analiz sonucunda gruplar arasinda
farkliliklar meydana gelmesine ragmen istatistiksel olarak herhangi bir anlamlilik

bulunmadi (p>0,05) (Sekil 22).

Bcl-2 mRNA Ekspresyon Diizeyleri
1,20 -
1,00 -
80 oo
0,71
Kontrol
,60 +---- H BCAA
MW Egzersiz
40 - MW Egzersiz+BCAA
,20 +----
,00
Kontrol BCAA Egzersiz Egzersiz+BCAA

Not : y ekseninde bulunan degerler B-aktine gore normalize edilmig 244t

degerleridir.

Sekil 22. RT-PCR Bcl-2 ekspresyon dagilim grafigi.
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4.4.3. KIM-1 Bulgulan

KIM-1’in genetik ekspresyon oranlarinin bulgulari incelendiginde ise gruplar
aras1 istatistiksel farkliliklar bulundu. Egzersiz grubunda, Kontrol, BCAA ve
Egzersiz+BCAA gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli artis mevcuttu. Kontrol,
BCAA ve Egzersiz+BCAA gruplarina gore artis1 gosteren p degerleri sirasiyla
p=0,004; p=0,003; p=0,008 seklindedir. Bunlara ek olarak Egzersiz+BCAA
grubunda da BCAA grubuna gore istatistiksel olarak anlamli artis bulundu (p=0,043)
(Sekil 23).

KIM-1 mRNA Ekspresyon Diizeyleri

3,00
2,50
2,00
Kontrol
1,50 m BCAA
M Egzersiz
1,00 M Egzersiz+BCAA
,50
,00

Kontrol BCAA Egzersiz Egzersiz+BCAA

Not: * Kontrol grubuna gore, # BCAA grubuna gore, & Egzersiz+BCAA grubuna
gore anlamlilik p<0,05.

Not : y ekseninde bulunan degerler B-aktine gore normalize edilmis 2"

degerleridir.

Sekil 23. RT-PCR KIM-1 ekspresyon dagilim grafigi.
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S. TARTISMA

Egzersiz, fiziksel aktivitenin bir tiirli olup planli, tekrarli, viicudu koruma veya
gelistirme amacina yonelik yapilan hareketlerin biitiinii olarak tanimlanmaktadir
(Booth ve ark., 2012). Egzersiz baz1 hastaliklardan korunma veya tedavi edici olarak
yapilabilecegi gibi kardiyovaskiiler sistemi, kas giiclinii ve dayanikliligini, esnekligi
ve viicut kompozisyonunu gelistirmek amaciyla da yapilmaktadir (Ardig, 2014; Idorn
ve thorStraten, 2017). Gelisen diinya ile birlikte bir¢ok insan egzersiz ihtiyaclari icin
spor salonlarina yonelmektedir. insanlar bu tercihlerinde agirlikli olarak kilo verme
ve viicut gelistirme amaci tasimaktadir. Bu amaglara hizli ve daha kolay ulagsmak icin
spor salonlar1 tarafindan yogun egzersiz programlart uygulanmaktadir. Bu
programlar diizenlenmis beslenme, yiiksek yogunlukta egzersiz ve genellikle ¢esitli
kati/sivi gida takviyelerini icermektedir. Temelde tiim bu programlarin hedefi
fiziksel olarak estetik hos bir goriiniime sahip olmaktir (Maier ve ark., 2019). Yine
bu programlar, baz1 bireylerde zamanla estetik goriiniimiin disina c¢ikarak rekabetci
viicut sporunun olusmasina sebebiyet verebilmektedir. Ozellikle viicut gelistirmeyi
spor olarak yapan bu kisiler patolojik olmasa bile tuhaf goriinen asir1 kas kitlelerine
sahip olmaya calismaktadirlar (Steele ve ark., 2019). Bu amagla bireyler spor
yaparken kas gelisimini arttirict besin takviyeleri de kullanmaktadirlar. Kas

gelisimini etkileyen bu takviyelerden birisi de BCAA’dir.

Losin, izolosin ve valin BCAA ‘lar1 olusturan amino asitler olup bunlarin arasinda
ozellikle 16sin, egzersiz sonrasi kas protein sentezini arttirici etki gésteren bir amino
asittir. Bu etkisini anabolik faktorlerin fosforilasyonunu arttirip, katabolik faktorlerin
gen ekspresyonlarimi azaltarak gostermektedir. Bu mekanizmalar {izerinden kas
yapimini artirict ve kas yikimini azaltici bir etki gosterdigi ifade edilmektedir
(Estoche ve ark., 2019). Etkinliklerini kanitlayan c¢alismalar sinirli olsa da BCAA’lar
ifade edilen etkiler nedeniyle takviye olarak kullanilmaktadirlar (Kerksick ve ark.,
2018). Kolay ulasilabilir olmalar1 ve fiyatlarimin ekonomik anlamda bireyleri
zorlamamasindan dolayr BCAA takviyeleri son donemlerde yayginlagsmistir. Ancak
buradaki temel sorun BCAA takviyelerinin hekim onay1 ya da kontrolii olmaksizin
kullanilmast ve bilimsel anlamda olumlu/olumsuz etkinlikleri hakkindaki

caligmalarin sinirl olmasidir.
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Biiyiik kas gruplarint uzun siire yiiksek kapasite calistiran aktivitelerin asiri
yiiklenmeye sebep olarak bobreklerin de arasinda bulundugu bazi organlar itizerinde
olumsuz etkilere yol acabilecegi bildirilmektedir (Lin ve ark., 2013). Bobrekler
normal viicut fonksiyonlarini siirdiirmede hayati 6neme sahip organlardir (Wallace,
1998). Ekzojen maddelerin hem metabolizmas1 hem de atiliminda rol oynar ve bu
nedenle egzersiz durumlarinda kontrolsiiz uygulanan besin takviyelerinden olumsuz
etkilenebilirler (Davani-Davari ve ark., 2019). Akut bobrek yetmezligi gibi kisa
stireli bobrek fonksiyonlarindaki bozulmalar genellikle geri doniisiimlii olurken
zamaninda tedavi edilmezse geri doniisiimsiiz hasarlara yol agabilir. Uzun vadede ise
bu sorunlar 6liimciil sonuclar dogurabilen kronik bobrek hastaliginin sekillenmesine
neden olabilmektedir (Schlader ve ark., 2019). Bu nedenle egzersiz ve BCAA
takviyelerinin uzun siirelerde bobrekler iizerindeki etkilerinin degerlendirilmesi

onemlidir. Ancak bu konuda literatiirde herhangi bir calismaya rastlanmamustir.

Egzersiz ve BCAA’larin bobrek iizerindeki etkilerini ortaya koymak icin
diizenlenen bu calismada; herhangi bir diyet ayrimina gidilmeksizin saglikli ve
normal viicut agirliklarina sahip genc ratlarda calisilmasindan dolay1 beklendigi
izere gruplar arasinda viicut agirhi@ acgisindan istatistiksel olarak herhangi bir
farklilik gozlemlenmemistir. Haftalar ile gruplar arasinda artis birbirleriyle
uyumluluk gostermistir. Yiiksek yogunluklu direngli egzersizin kas hipertrofisine yol
acarak kas kiitlesinde artisa neden oldugu bilinmektedir (D’Antona ve ark., 2006).
Egzersiz gruplarinda viicut kiitlesinde degisim goriilmemesini yag kiitlesi kaybi ile
egzersizin neden oldugu kas kiitlesi kazanimi arasindaki dengeden kaynakli
oldugunu diisiinmekteyiz. Altinci haftada biitiin gruplarda goriilen agirlik azalmasi
ise hayvanlarin calismanin son giiniinde genel anesteziye alinacak olmalarindan

dolay1 12 saatlik acliga maruz birakilmalar1 sebebiyle oldugu kanaatindeyiz.

Histopatolojik bulgular incelendiginde; tiibiiler nekroz degerlendirmesinde
Egzersiz ve Egzersiz+BCAA gruplarinda Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli artis tespit edildi. Bu durum egzersiz sirasinda bobreklere gelen kan akiminin
azalmasi, egzersizin bitiminde ise artarak reperfiizyon olusmasiyla aciklanabilir.
Yapilan caligmalarda da bu bulgumuzu destekleyecek sekilde yiiksek frekansli ve
siddetli egzersizin renal iskemi-reperfiizyon ile bobrek hasart olusturdugunu ifade

edilmektedir (Lin ve ark., 2013). Hatta bu durumun tiibiiler bobrek hasarin1 gosteren
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tiriner belirteclerde de anlamli derecede degisiklige sebebiyet verdigi rapor
edilmektedir (Spada ve ark., 2019). Tiibiiler nekroz degerlendirmesi analizlerinde
belirlenen bir diger bulgumuz ise Egzersiz+BCAA grubunun BCAA grubuna gore de
istatistiksel olarak anlamli artisidir. Diger bulgumuzla birlikte degerlendirildiginde
bu artisin sebebinin BCAA takviyesi oldugunu diistinmekteyiz. Yiiksek yogunluklu
ve direncli egzersizin kas hasarina neden olarak kreatin ve bazi metabolitleri
arttirdig1 yaygin bilinen bir gercektir (Sorichter ve ark., 2001; Baird ve ark., 2012;
Tsatalas ve ark., 2013; Preston ve Wilson, 2016). Sonug olarak da bobrek yiikiinde
artis olmasi beklenen bir durumdur. Bu duruma ekzojen olarak BCAA kullaniminin
da eklenmesinin glomeriiler filtrasyon ve geri emilim is yiikii artisina sebep olmasi
muhtemeldir. Biitiin bu bilgiler 1s181nda, BCAA takviyelerinin bobrekte dogrudan
tiibiiler nekroza sebebiyet vermese bile egzersiz ile birlikte tiiketiminin bobrek

hasarini arttirdig1 sonucuna varilmastir.

Konu ile ilgili yapilan literatiir taramasinda bir ¢alismada bobreklerinde problem
olan kisilerde yiiksek protein takviyesi aliminin bobrek hasarinda ilerlemeyi
hizlandiracagi, herhangi bir bobrek problemi olmayan kisilerde ise risk faktorlerini
artiracagl ifade edilmistir (Gawad ve Kalawy, 2019). Ratlar iizerine yapilan bir
calismada ise egzersiz olmaksizin sadece beslenme ile alinan amino asitlerde, miktar
kadar amino asit ¢esidinin de bobrek yapisinda farkli etkilere yol agtigr belirtilmistir.
Bununla birlikte diger amino asitlerin aksine BCAA’larin karacigere gitmeden kan
dolagimi ile direkt bobreklere ulagma oOzelliklerinden dolay1r etkilerini hizh
gosterdikleri, glomeriiler filtrasyon hizin1  azaltarak bobrek  fibrozisinin

sekillenmesine sebebiyet verdikleri rapor edilmistir (Pillai ve ark., 2019).

Vakuolizasyon, hiicrelerde meydana gelen morfolojik bir degisiklik olmakla
beraber otofajinin bir unsurudur (Kroemer ve ark., 2009). Otofaji ise, hasarli hiicre
bilesenlerinin temizlenmesinde rol oynayan hiicre i¢i bir geri doniisiim sistemidir.
Egzersiz, otofajiyi indiikleyen uyaranlardan biri olarak tanimlanmaktadir. Egzersizin
otofajiyi indiikleme sebebi ise egzersiz esnasinda doku hasarini sinirlandirmak, doku
devamliligint siirdiirmek, inflamatuar yanitlari sinirlamak veya adaptasyonlarin
dogrudan sinyallerini olusturmaktir (Mooren ve Kriiger, 2015). Sonug¢ olarak
vakuolizasyon, bobrek hiicrelerinde hiicre etkinligini azaltabilecegi gibi otofaji

sonucu hiicrelerin Oliimiine de sebebiyet verebilir. Bunun yaninda agir egzersiz
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sonrasinda sivi-elektrolit dengesinde birtakim degisiklikler oldugu bilinmektedir
(Gladden, 2004; Guyton ve Hall, 2013). Bu degisikliklerin arasinda o6zellikle
potasyumun ciddi diisiisi yapilan c¢aligmalarla ortaya koyulmustur. Potasyum
kaybinin ardindan olusan hipokaleminin bobrek hastaligina yol agma mekanizmasi
acik olmamakla beraber histolojik olarak vakuolizasyon ile iliskilendirilmektedir
(Lindinger, 1995; Thomson ve ark., 2019). Calismamizda, vakuolizasyon ig¢in
yapilan degerlendirmede Egzersiz grubunda Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli artis tespit edilmistir. Belirgin vakuolizasyon artisina siddetli egzersiz
sonras1 goriilen potasyum kaybinin yol actigimi diisiinmekteyiz. Vakuolizasyon
acisindan bir diger bulgumuz ise, istatistiksel olarak anlamli olmamakla beraber
Egzersiz+BCAA grubunda Egzersiz grubuna gore azalma olmasidir. Bu durumun
sebebinin mTORC1 proteininin BCAA’lar tarafindan aktive etmesi oldugunu; yogun
egzersizle olusan vakuolizasyonun ardindan gerceklesme ihtimali yiiksek olan
otofajik hiicre Oliimiine karst BCAA’larin koruyucu bir etki saglayabilecegini

diisiinmekteyiz.

Anti-rat Caspase 3 primer antikoru kullanilarak yapilan immiinohistokimyasal
boyama bulgularimizda Egzersiz+BCAA grubunda Kontrol grubuna gore, Egzersiz
grubunda ise hem Kontrol hem de BCAA grubuna gore istatistiksel olarak anlamli
artislar tespit ettik. Kaspaz 3’lin gen ekspresyon bulgularinda ise Egzersiz grubunda
Egzersiz+BCAA grubuna gore istatistiksel olarak anlamli artis belirledik. Bununla
birlikte yine kaspaz 3 ekspresyonlarinda BCAA ve Egzersiz+BCAA gruplarinda
Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli azalma belirledik. PCR metodu bir
proteinin sentezlenebilmesi i¢in, ilgili gen bolgesinin aktive olup olmadigint gosteren
bir yontemdir. IHC metodu ise gen bolgesinin aktivasyonundan bagimsiz olarak,
ilgili proteinin ortamda bulunup bulunmadigimi gosteren bir yontemdir. Protein
sentezi icin gerekli gen eksprese oldugunda sentez olay1 baslar. Ilgili protein yeterli
miktara ulastiginda gen bolgesi tekrardan inaktive olur ve kapanir. Ancak gen
ekspresyonunun azalmasi ve durmasi, ortamda ilgili proteinin olmadigi anlamina
gelmemektedir. Ortamda yeteri kadar iiriin/protein bulunmasi gen ekspresyonu
izerine negatif feedback etki gosterir. Mevcut calismamizda, PCR yontemi ile
belirlenen gen ekspresyon diizeylerinin azalmasi, apoptozun durmasi degil, ortamda

yeterli kaspaz 3 miktarina ulasilmasi anlamina gelebilir. Zira, IHC ile belirlenen
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kaspaz 3 diizeyleri yiiksek bulunmustur. Bu durum da iddiamizi1 kanitlar niteliktedir.
Ayrica, kaspaz 3, prokaspaz 3 seklinde inaktif Onciil olarak salinan bir maddedir.
Ortamda bulunan aktif kaspaz 8 veya 9 ile aktive olarak kaspaz 3 haline doniisiir
(Goldar ve ark., 2015; Bildik ve ark., 2018). IHC ile belirlenen, ortamdaki kaspaz
3’diir. Ancak gen ekspresyonu ile sentezi baslayan prokaspaz 3’diir. Bu bulgular,
birlikte degerlendirildiginde BCAA’larin hiicrede mevcut bulunan prokaspaz 3’leri
aktive ederek hiicreleri apoptoza yonlendirici etki gosterdigini diislindiirmiistiir.
Benzer bir sekilde Viana ve ark. calismasinda, zengin 16sin diyetiyle beslenen ve
timor olusturulan ratlarda, artmis 16sin miktarinin oksidatif stresi de arttirdigi ifade
edilmektedir (Viana ve ark., 2019). Bu aktivasyonun prokaspaz 3’leri aktive eden
mekanizmada etkili olabilecegini akla getirmektedir. Bunun yani sira prokaspaz 3
aktivasyonunu saglayan diger bir mekanizma ise, BCAA’lar disindaki amino
asitlerin eksikligi olabilir. Saglikli hiicrelerde, zarar gdren yapilarin onarimi icin
gerekli olan molekiiller amino asitlerdir. BCAA’larin arttirilmis varligt bu
anabolizmay1 aktive ederken eksik olan amino asit cesitleri nedeniyle hiicrelerin
kendi onarimini saglayamamasi sonucunda hiicrelerde prokaspaz 3 aktivasyonunun
gerceklestigini diisiindiirmektedir. Sonug¢ olarak ise, BCAA’larin varliginin primer
olarak olmasa da sekonder olarak apoptoza sebebiyet verebilecegini
diisiindiirmektedir. Yine kaspaz 3 ekspresyonlart IHC boyamalar ile birlikte
degerlendirildiginde, Egzersiz grubunda aktif kaspaz 3 gozlemlenmemesine ragmen,
kaspaz 3 ekspresyonunda artis olmasi da bize apoptoz mekanizmasinda egzersiz ile
BCAA’larin antagonist bir etkinlik gosterdigini isaret etmektedir. Baska bir deyisle
egzersizin primer olarak apoptoza sebebiyet vermedigini, sekonder bir stresor icin
apoptoz olusumu acisindan ortam hazirladigini diistinmekteyiz. Bu stresor ise glikoz
miktarinda azalma, yetersiz oksijen orani, artan ADP miktar1 olabilir. Bu nedenle
bobrek dokularinda var olan problem/leri bilinmeyen kisilerde yogun egzersizin

bobrek iizerinde daha ciddi sorunlara yol agma ihtimali bulunmaktadir.

Diger bir bulgumuz olan Bcl-2 ‘nin gen ekspresyonlarinda, gruplar arasinda
herhangi bir istatistiksel farklihk bulunmamasina ragmen, BCAA ve
Egzersiz+BCAA gruplarinda Kontrol grubuna gore artis, Egzersiz grubunda ise bu
iki gruba gore azalis goriilmistir. Bu durum bize BCAA’larin  apoptoz

mekanizmalarinda, Bcl-2 ekspresyonu iizerinden herhangi bir etkinlik gostermedigi
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sonucunu vermistir. Eger bir etkinlik gosterecekse de, bu mekanizmada Bcl-2 ile
birlikte yer alan diger molekiilleri iceren arastirilarin yapilmasiyla bu durum aciga

cikacaktir.

Akut bobrek hasarimi tanimlamak i¢in ortaya c¢ikan biyolojik bir belirte¢ olan
KIM-1, dzellikle proksimal tiibiillerde, akut tiibiiler hasarin tanimlanmasinda hassas
bir belirte¢ olarak kullanilabilecegi ifade edilmektedir (Yin ve Wang, 2016; Yin ve
ark., 2019). Bizim elde ettigimiz bulgular neticesinde KIM-1 ekspresyonunda,
Egzersiz grubunda diger biitiin gruplara gore, Egzersiz+BCAA grubuna ise sadece
BCAA grubuna gore istatistiksel olarak anlamli artis goriilmiistiir. Buna ek olarak
histopatolojik bulgularimiz KIM-1 ekspresyonu bulgularimizla paralel bir sekilde
seyretmektedir. Bu bilgiler ile KIM-1 gen ekspresyonu ve histopatolojik
bulgularimizin birlikte degerlendirilmesi sonucunda, egzersizin 6zellikle proksimal
tiibiiller iizerinde zarar olusturdugunu gozlemlemis olup, egzersizin yaninda BCAA
tiketiminin ise bobregin diger boliimleri olan bowman kapsiilii ve glomeriiler

membranda da hasara sebebiyet verebilecegi one siirmekteyiz.

63



6. SONUC VE ONERILER

Calismamiz BCAA takviyelerinin ve egzersiz ile birlikte bobrek dokusu iizerine
etkilerini inceleyen ilk ¢alisma olmasindan dolay1 onem arz etmektedir. Bu ¢alisma
ile glinliikk yasamda siklikla yer alan bir konuya aciklik getirerek insanliga katki
saglamaya calistik. Bu cabamizin sonuglarinin hem insanliga hem de literatiire katki

saglamasini temenni etmekteyiz.

Yiiksek yogunluklu egzersiz ve BCAA takviyesi bobrekte cesitli hasarlara neden
olmaktadir. Bu etkilerini, farkli mekanizmalar neticesinde sekillenen hiicre oliimleri
izerinden gostermektedirler. Egzersiz, apoptoz i¢in hiicresel diizeyde alt yapi
hazirlarken, BCAA takviyeleri kaspaz 3’lin aktivasyonunu arttirmak suretiyle etki
etmektedir. Elde ettigimiz verilere bakildiginda, iki komponentin bir arada
bulunmasi, bobrek dokusundaki hasarlar arttirmaktadir. Bununla birlikte egzersizde
kullanilan BCAA takviyesinin bobreklerde olusturdugu hasar, molekiiler arastirmalar
yapilmaksizin mikroskop altinda patolojik preparatlarda dahi gozlemlenmis
olmasindan dolayi, ilerleyen siireclerde bilim diinyasinin bu konu ile alakali olarak

daha kapsamli ¢calismalar yapmas1 gerektigi kanaatini olusturmustur.

Bobrek dokusu iizerindeki etkileri ile baglantili olabilecek; kas yikimina baglh
olarak artan kreatin miktarmi ve bobrekteki etkisini, genellikle Bcl-2 proteini ile
birlikte degerlendirilen Bax proteinini, glomeriiler filtrasyon hizini, serum potasyum
seviyelerinin ~ degerlendirilememesi  caligmamizin  kisitlayan  etkenlerdir.
Calismamizdan yola cikarak, farkli dozlarda ve farkli saat dilimlerinde —egzersizden
birka¢ saat once, egzersizin hemen Oncesinde, egzersiz aninda, egzersizden hemen
sonra, egzersizden birka¢ saat sonra vs- BCAA takviyelerinin etkilerini de inceleyen

daha genis kapsamli calismalara ihtiya¢ oldugu kanaatindeyiz.

Bu calismanin sonuglariyla, ozellikle spor salonlarinda aktivitelere baslama
kararindan Once ve aktivite siireclerinde hekim kontroliinde bobrek fonksiyonlarinin
degerlendirilmesini tavsiye etmekteyiz. BCAA takviyesi kullanimina gereksinim
olan durumlarda ise oral aliminin yavas ve hekimin en uygun gordiigii zaman

diliminde diger amino asitlerle desteklenerek tiiketilmesi gerektigini diisiinmekteyiz.
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