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GIRIS VE AMAC

Akut bobrek yetmezligi (ABY), lokal ve sistemik sebeplere bagl olarak gelisen ve
tiim sistemleri etkileyen, renal fonksiyonlarda ani azalma ile karakterize, yaygmn bir klinik
sendromdur. Glomeriilar filtrasyon hizindaki (GFR) azalma, viicutta iiretilen toksik
metaboliklerin atilimmdaki bozukluklar ABY’yi gésterir (1).

Rabdomiyoliz, travma ve travma dis1 c¢izgili kas hiicrelerinin hasara ugramasi,
sonrasinda kas hiicresi igeriginin dolasima gecerek klinik ve laboratuvar bulgularma yol acar
(2,3). Rabdomiyolizin olusma nedenleri arasinda kronik potasyum eksikligi, alkolizm, agir
egzersiz, kas kompresyonlari, viral enfeksiyonlar sayilabilir (2,4). Rabdomiyolizin non-
travma nedenlerinin yaninda maden gogiikleri, trafik kazalari, savaglar, dogal afetler ve
depremler gibi travma nedenleri de bulunmaktadir (5). Rabdomiyoliz sonrasinda birgok
sistemik sorunla karsilasilabilmektedir. Bunlar arasinda en Onemlisi ise akut bobrek
yetmezligidir (6).

Miyoglobiniirik akut bobrek yetmezligi (MABY), travmatik ve non-travmatik
nedenlerle iskelet kaslarinin hasari sonrasi gelisen tiremik bir sendromdur (7). Crush (ezilme)
sendromu, travmanin neden oldugu rabdomiyoliz sonucunda meydana gelen, medikal ve
cerrahi zeminde birgok komplikasyona yol agan sistemik bir tablodur (2). insanlarda gelisen
MABY ’nin sicanlardaki deneysel modelinde; hipertonik gliseroliin intramiiskiiler (im)
enjeksiyonu ile MABY gelistirilir. Bu model insanlarda gelisen MABY’ye 6zdes kabul edilir.
Hipertonik gliseroliin im enjeksiyonu miyoliz, hemoliz ve hipovolemiye neden olur. Miyoliz
ve hemoliz sonucu dolasima salman miyoglobin ve hemoglobin gibi hem proteinleri
icerdikleri serbest demir araciligiyla miyoglobiniirik ABY ’nin patogenezinde kritik bir rol
oynarlar (7).



Son yillarda yapilan ¢alismalarda MABY ’nin patofizyolojisinde nitrik oksit (NO) ve
reaktif oksijen metabolitlerinin 6nemli rol oynadigi belirtilmektedir. Antioksidanlarin esas
gorevi, serbest radikal olusumunu 6nlemektir (8).

Cin tibbinda epilepsi, hepatit, kanser gibi hastaliklarin tedavisinde kullanilan baaicalin
““Scutelleria baicalensis’” bitkisinin koklerinden baicalin elde edilmektedir. Baicalinin
laboratuvar ¢alismalarmda karaciger kanseri ve 16semi hiicrelerini 6ldiirdiigii, ayn1 zamanda
bakterisit, antioksidan ve antiinflamatuvar etkili oldugu gosterilmistir ( 9,10).

Calismamizda sicanlara hipertonik gliseroliin im verilmesiyle olusturulan MABY 'nin
deneysel modelinde; Baicalinin lipit peroksidasyonun bir parametresi olan malondialdehit
(MDA) ve Glutatyon dilizeyini, doku, serum ve idrar NO diizeylerini, bdbrekteki
histopatolojik degisiklikleri ile bobrek fonksiyonlar1 Ttzerindeki etkilerini ve etki

mekanizmasini arastirmay1 amacladik.



GENEL BILGILER

KASLARIN YAPISI VE FONKSIYONU

Saglikli bir insanin viicudundaki en biiyiik organi iskelet kaslaridir, viicut agirhgmnin
yaklasik %40’m1 olusturur. Kas hiicreleri birleserek kas liflerini, kas lifleri de kaslar1
olustururlar. Insanda yap1 ve ¢alisma bakimindan ii¢ cesit kas bulunur: Diiz (beyaz) kaslar,
cizgili (iskelet veya kirmiz) kaslar ve kalp kaslaridir (2).

Kasin gorevi, biyokimyasal enerjiyi mekanik enerjiye c¢evirmektir, dolayisiyla
hareketleri gerceklestirmektir. Hareketleri gerceklestirmek i¢in kaslarm ve sinir sisteminin
birbirleri ile uyumlu bir sekilde ¢alismasi gerekir. Bir hareket yapilacaginda sinir ve kas
hiicrelerinde uyarmin iletilmesi i¢in hiicre i¢i ve dis1 ortamlar1 arasindaki elektrolit
diizeylerinin birbirinden farkli olmasi 6nemli rol oynar. Iskelet kas1 5 mg/g veya daha ¢ok
miyoglobiilin igerir. Kasta oksijen tasiyan protein miyoglobindir, kas kontraksiyonu sirasinda
fazla miktarda oksijene ihtiya¢ vardir, bu oksijeni 6zel bir protein olan miyoglobin depolar
(2).

RABDOMIYOLIZ

Rabdomiyoliz; ¢izgili kasin travma ya da travma dis1 nedenlerle erimesi, par¢alanmasi
olup kas hiicre i¢i elemanlarinin sistemik dolasima ge¢mesidir (11). Rabdomiyoliz olusumuna
neden olan komplikasyonlar arasinda; ABY, dissemine intravaskiiler koagiilasyon,
hiperkalemi, hipovolemik sok akut kardiyomiyopati, kompartman sedromu, gergin, 6demli,
agrili kaslar, hiperpotasemi, asidoz, kalp yetersizligi, solunum yetmezligi ve infeksiyondur
(12).



Kas hiicrelerine enerji lireten maddelerin yeterli diizeyde ulasamamasi, enerji
tretiminde bozukluklar ve hiicre icine kalsiyum gocii rabdomiyolizin olusmasma zemin
hazirlar. Kasta ¢ok miktarda kalsiyum, aktin, miyozin filamentleri birikimi nekroza ve kasin
yikimina neden olur. Kasin yikimi ile birlikte ¢ok fazla fosfat, potasyum, miyoglobin, {irat ve
kreatin kinaz da dolagima sizar (13).

Iskelet kas1 5 mg/g veya daha ¢cok miyoglobiilin igerir. Kas zedelenmesi oldugunda
dolasima ¢ok miktarda miyoglobiilin geger. Miyoglobiilin 17 kDa agirhigindadir ve serbest
kismi glomertil filtrasyonu ile ultrafiltrata gecer. Proksimal tiipte reabsorbe olur ve kalani
idrar ile miyoglobiilin olarak atilir Miyoglobiniirinin renal esik degeri 1.5 mg/dl’dir. Plazma
miyoglobin miktar1 esik degeri asabilmesi i¢in 100 g kasin hasara ugramasi gereklidir.
Miyoglobin miktar1 esik degeri astiginda ultrafiltrata ¢ok miktarda miyoglobin gecer.
Proksimal tiipteki ultrafiltrat pH’s1 yogun bikarbonat emilimine bagli olarak asidiktir (14).

Rabdomiyolizin Epidemiyolojisi

Ezilme sendromu daha ¢ok orta yas grubundaki hastalarda goriiliir. Yashlarm, felaket
sirasindaki 6liim riskinin daha yiiksek oldugu, ¢ocuklarda da ise ezilme sendromunun daha az
goriildiigii saptanmistir. Cocuklarda kas kiitleleri az oldugu i¢in rabdomiyoliz ve buna baglh
ezilme sendromu daha seyrek ortaya ¢ikar. Ote yandan bu sendromun gelismesi riski erkek ve
kadinlar arasinda anlamli bir farklilik gostermez. Yerlesim merkezleri dikkate alindiginda
ezilme sendromu gelismesi bakimindan en yiiksek risk, depremin merkez {issiinde
yasayanlarda ortaya ¢ikar; bolgeden uzaklastikca risk de azalir. Depremler ertesindeki tiim
yaralanmalarm yaklasik %2 ile %5’inde ezilme sendromu, yine tiim yaralanmalarin yaklasik
%1,5’inde ABY gelisecegi varsayilir. Ik bakista diisiik gibi goriinen sdz konusu oranlar,
felaketler sonrasindaki on binlerce yarali gz oniine alindiginda, ¢ok sayida ABY’li olgu

ortaya ¢ikabilecegine isaret eder (2).
Rabdomiyolizin Etyololojisi

Rabdomiyoliz sebepleri fiziksel olan ve fiziksel olmayanlar seklinde 2 gruba ayrilir.
Fiziksel olmayan nedenlerden sik rastlananlar1 alkol ve degisik ilaglarm kullanimi, elektrolit
bozukluklar1 (6zellikle hipopotasemi ve hipofosfatemi) ve infeksiyonlardir. Fiziksel nedenler
arasinda ise trafik, depremler ve maden kazalari, elektrik ¢carpmalari, asir1 egzersiz ve belirli
pozisyonlarda uzun siire kalimmasi (ameliyatlar sirasinda hastaya yanlis pozisyon verilmesi,
uzun siireli suur kayiplar1 vb.) seklindedir. Fiziksel sebeplere bagli gelisen rabdomiyolizde

kasin baski altinda kalmasi1 (baromiyopati) 6n planda rol oynar (2).
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Baromiyopati sonucunda sarkolemmanin gegirgenligi bozulur; kas hiicresi i¢cinde asir1
miktarda bulunan potasyum, miyoglobin, kreatin gibi maddeler hiicre dis1 ortama gecer;
sodyum, kloriir, su ve kalsiyum hiicre i¢ine siiziiliir, boylece hiicre 6demi ortaya ¢ikar. Olusan
o0dem klinikte ‘‘kompartman sendromu’’na yol acar. Membran gegirgenligi artmasinin en
onemli sonuglarindan biri de hiicre i¢i kalsiyum diizeyinin yiikselmesidir. Degisik nedenlere
bagl olarak gelisen ATP eksikligi sonucunda, sarkolemmadaki Na* -K* ATPaz ve Ca®"
ATPaz pompalarinda yetersizlik ortaya ciktig1 igin, sitozolik kalsiyum diizeyi normale
cekilemez. Artmis kalsiyum proteolitik enzimleri aktive eder; bu enzimlerin de kas liflerinde
lizise yol agmasi ile rabdomiyoliz ortaya ¢ikar. Baromiyopatiye veya baska nedenlere bagl
olarak gelisen kas iskemisi ile bu iskeminin diizelmesi ile gelisen iskemi-reperflizyon hasar1
da rabdomiyoliz patogenezinde rol alan 6nemli faktorlerdir (2).

Rabdomiyoliz seyrinde ezilme sendromu ve ABY ortaya ¢ikmasinda degisik etkenler
rol oynar. Bunlarin i¢inde en O6nemlisi kompartman sendromuna sekonder hipovoleminin
bobrek kanlanmasini bozmasidir. Kaslardan agiga ¢ikan miyoglobin hem dogrudan toksik etki
ile, hem de tiibiiler tikaglara yol agarak ABY patogenezine katkida bulunur. Bunun disinda,
hipovoleminin uyardig1 vazokonstriktor hormon ve sitokinler de perfiizyon bozuklugunu
artirir. Diger bazi faktorler de (miyoglobinden agiga ¢ikan demir iyonlari, reperfiizyon hasari,
endotoksinler, hiperfosfatemi, hiperiirisemi ve dissemine intravaskiiler koagiilasyon) ezilme

sendromu seyrinde ortaya ¢ikan ABY'nin patogenezinde rol alabilir (2,14).

KOMPARTMAN SENDROMU

Bir grup organ veya kas, viicutta kompartman denen alanlarin i¢inde toplanmistir. Bu
kompartmanlarin yiizeyinde fasya adinda kalin bag doku aglar1 bulunur. Bir yaralanma
sonrasinda, bu kompartmanlarin i¢inde darbe veya iltihaplanma sonucu olusan kan ve 6dem
birikebilir. Fasyanin kalin duvarlar1 bu durum karsisinda kolayca genisleyemez ve
kompartmandaki i¢ basing artmaya baslar. Bu bolgedeki basincin, kompartman igindeki kan
dolasimini bozmas1 ve buradaki dokularin fonksiyonunu engelleyecek kadar artmasi sonucu
kompartman sendromu meydana gelir. Bu durum, viicudun islevini olumsuz etkileyecek, hatta

oliime neden olacak kadar ciddi doku hasarina yol agabilir (2,14).



AKUT BOBREK YETMEZLIGIi

Akut bobrek yetmezligi; bobrek fonksiyonlarinin saatler ve giinler icerisinde azalmasi
ya da kaybi, nitrojenli artiklarin atilimmin ger¢eklesememesi, sivi ve elektrolit dengesinin
korunamamasi gibi belirtilerle ortaya ¢ikan bobrek fonksiyonlarinin ani kaybi olarak da
nitelendirilen, pek ¢ok organ ve sistemi de etkileyen bir hastaliktir.

ABY’den s6z edebilmek i¢in asagidaki kosullarin bulunmasi gerekir:
» Serum kreatinin bazal deger iizerinde 0,5 mg/dl artis1,
» Serum kreatininin %50 artisi,
» Kreatin klirensinin %50 azalmasi,
» Renal fonksiyonlarin diyaliz gerektirecek diizeyde azalmasidir (15).
ABY ’nin nedenleri olarak: prerenal, intrinsik renal ve postrenal ABY olmak iizere ti¢ sinifa

ayrilir:
Prerenal Akut Bobrek Yetmezligi

Bobrek parankimasinin korunarak bobrek kan akimi bozukluguna karsi olusan
fonksiyonel bir yanittir. Bobrek kan akimi normale dondiigiinde geriye doner. Atim hacminde
azalma, hipovolemi, sistemik vazodilatasyon ve renal vazokonstriksiyon prerenal ABY
nedenleridir (15,16).

Intrinsik Renal Akut Bébrek Yetmezligi

Iskemik ve nefrotoksik yaralanmalar sonucunda bobregin glomeriil, tiibiil, damar,
interstisyum gibi boliimlerinin etkilenmesiyle yapisal degisiklikler meydana gelir (17).
Prerenal ABY ’den farki bobrek parankiminde hasar olugsmasidir, fraksiyonel sodyum atilimi
%1’ in altindadir ve idrar ozmolaritesi izotoniktir. Tedavi edilmeyen prerenal yetmezlikte
tiibiiler hasar ve nekroz meydana gelir; bu da intrinsik ABY olusumuna neden olur. Akut
tiibiiler nekroz (ATN) intrinsik ABY’nin olusmasinin en biiyliik nedenidir. Bundan dolay1
siklikla ATN ile ayn1 anlamda kullanilmaktadir (5,16-18).

Postrenal Akut Bobrek Yetmezligi

En sik sebepleri, mesane boynu tikanmasidir ki; prostatik hastalik, ndrojenik mesane
ve antikolinerjik tedavi sonucu ortaya ¢ikabilir. Daha az sik sebepleri; alt iiriner yolun tas,
pihti, spazmli iretrit ile tikanmasidir. Tikanmanin erken donemlerinde (saatler-giinler)

glomeriiler filtrasyon daha devam ettiginden proksimalde genisleme olur ve GFR azalir.



Basglangicta renal kan akimi artar. Ancak daha sonra vazokonstriksiyon olusarak bobrek kan

akimi azalir. Bu da GFR’nin daha da azalmasina sebep olur (19-22).
Akut Tiibiiler Nekroz

Iskemik ATN, daha ¢ok major cerrahi girisim, travma, ileri hipovolemi, agir yanik ve
sepsis sonucu olusur, Prerenal ABY de oldugu gibi renal perflizyonun diizelmesi ile tekrar
diizelmez ve ileri formunda renal hipoperfiizyon, kortikal nekroz ve geri doniisiimsiiz bobrek

yetmezligine yol agar.

Nefrotoksik ATN, endojen veya ekzojen toksinlere baglhdir. Toksinler, intrarenal
vazokonstriksiyon, dogrudan tiibiil toksisitesi veya intratiibiil obstriiksiyona yol acarak
ABY’ye sebep olurlar. MABY’nin patololojik mekanizmalarindan birisi olan hem

proteinlerinin olusturdugu tiibiiler nekroz ATN’ye zemin hazirlar (19-22).
MiYOGLOBINURIK AKUT BOBREK YETMEZLIGIi

Miyoglobiniirik akut bobrek yetmezligi, travmatik ya da travma dis1 nedenlere baglh
gelisen iskelet kaslarinin hasar1 ve hasar sonucu hiicre i¢i elemanlarmin sistemik dolasima
gecmesi ile gelisen tiremik bir sendromdur (2).

“Crush” kasin ezilmeye, travmaya maruz kalmasi anlamlarina gelir. Crush sendromu
terimi bu travmanin yol ag¢tigi rabdomiyoliz ve buna bagl olarak gelisen bulgular1 igceren
komplike tablodur (2,6,19).

Miyoglobiniirik akut bobrek yetmezligi icin 3 patolojik mekanizma:

a) Hem proteinlerinin olusturdugu tiibiiler nekroz ,

b) Tiibiiler obstriksiyon

¢) Renal vazokonstriksiyondur (23,24).

a) Hem proteinlerince olusturulan tiibiiler nekroz: Rabdomiyoliz ile olusan akut
bobrek yetmezliginde, lipit peroksidasyonunun ve tiibiiler obstriiksiyonunda 6nemli rolii
vardir. Miyoglobinin kendisi toksik etkili degildir ancak, idrar pH’n1 asidiklestirmesi ile
toksik olan miyoglobin ferrihemata doniisiir. Miyoglobin ferrihemat ile birlikte olusan
asidemi ve dehidratasyonun bu toksisiteyi artirdigi gosterilmistir. Miyoglobin ile birlikte gog
eden diger toksik maddelerin de tiibiiliiste farkli mekanizmalar ile nekroz olusturabilecegi
bildirilmistir (3). Hem proteinin tiibiiliis hiicrelerine reabsorbsiyonu hiicreleri iskemiye daha
duyarl hale getirir, toksik sitokinlerin ve serbest radikallerin olusumunu uyarir, bu olaylar da

ATN’ye zemin hazirlar (25).



Miyoglobin glomeriiler filtarata gegtikten sonra proksimal tiibiilde geri emilir.
miyoglobininin molekiiler yapisinda bulunan porforin halkasinin metabolize olmasiyla serbest
demir iyonu agiga ¢ikar. Ag¢iga ¢ikan serbest demir iyonlarmin tamami normalde hizli bir
sekilde ferritine doniistiiriiliir ancak rabdomiyolizden dolayr normalden daha ¢ok miktarda
serbest demir ortaya ¢ikmistir ve ferritine doniistiirme kapasitesinden fazla miktarda oldugu
icin serbest demir miktart tiibiil icinde artar. Bu artis ile nefrotoksisiteye baglit ATN meydana
gelir (2).

b) Tiibiiler obstriiksiyon: Fazla miktarda miyoglobinin glomeriilden filtre edilmesiyle
miyoglobinin tiibiilerde konsantrasyonu artar, asidik idrar Tamm-Horsfall proteinleri ile
miyoglobin arasindaki etkilesimi artirir ve distal tiibiilde ¢okiintii olusturur. Cokiintii tiibiiler
tikanmaya ve tiibiil i¢i basincin artmasina neden olur. Hiperiirisemi de olusturdugu iirik asit
tikaclari ile obstriiksiyona katkida bulunur (2)

c) Renal vazokonstriksiyon: NO renal dolasimda vazodilatatér etkilidir; ancak
rabdomiyoliz ile agiga ¢ikan demir proteinleri giicliit NO ¢6pgiileridir. Siiperoksitin NO ile
reaksiyonu sonucu NO depolar1 biter ve bu durum vazokonstriksiyona neden olur.
Rabdomiyoliz sonucu olusan hipovolemi; sempatik sinir sistemi ve renin-anjiotensin-
aldosteron sistemini aktive ederek vazokonstriksiyona neden olan anjiotensin-I1, tromboksan

A2, endotelin ve vazopressin hormanlarini uyarmaktadir (2,26).
NITRIiK OKSIT

Nitrik oksit difiizyon yoluyla hiicre mebranindan kolayca gecebilen renksiz bir gaz
molekiilii olup, endotel kaynakli gevsetici faktor (EDRF) olarak da tanimlanir. Cesitli
formlardaki nitrik oksit sentezleyen (NOS) enzim L-arjinin aminoasidinden guanido grubunun
hidroksilasyonu ile NO ve L-sitriillin sentezini katalizlemektedir. Reaksiyonda
tetrahidrobiopterin (BH,), flavin adenin diniikleotid (FAD), flavin mononiikleotid (FMN) ve
demir protoporfirin IX (hem) kofaktor olarak kullanilmaktadir ve sonugta NO, L-sitriilin ve
nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (NADP) olusmaktadir. NO, dokularda ve oksijenlenmis

fizyolojik stvilarda ¢abuk yikilir ve yarilanma dmrii kisadir (27).

Bobrek kan akiminda, tiibiiler geri emilimde, vaskiiler tonusun ayarlanmasinda ve
GFR’de  NO oOnemli rol oynamaktadir. Ayrica bdbrek afferent arteriyoliinde ve
mikrosirkiilasyonda vazodilatator etkilidir (28).

NOS enzimleri aktif haldeyken 134 kd'luk iki monomerden olusan dimerik yapidadir.
N- terminal oksijenaz bolgesinde hem, BH4 ve L-arjinin baglanma bdlgeleri bulunmakta, C

terminal rediiktaz bolgesinde ise FAD, FMN ve nikotinamid adenin diniikleotid fosfat oksidaz
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(NADPH) i¢in baglanma bélgeleri bulunmaktadir. Bu iki bdlge Ca®*/kalmodulin tanmma
sahasi ile birbirine baglanmistir.

Viicutta yaygin olarak bulunan ve ¢esitli fonksiyonlarda gérev alan NOS enzimlerinin,
i¢ farkli izoformu bulunmaktadir. Bu izoformlar farkli genler tarafindan kodlanmakta ve her
bir izoformun lokalizasyonlari, regiilasyonlari, katalitik 6zellikleri ve inhibitor duyarliliklar:
farklidir (27).

NOS’un 3 izoformu bulunmaktadir:

1) NOS-1, Tip-1 NOS, néronal NOS (nNOS) olarak bilinir. Noronal ve epitel hiicreleri
tarafindan tretilir. nNOS esas olarak santral sinir sisteminde ve periferik nitrerjik sinirlerde
bulunmakta ve nérotransmitter/néromodiilator olarak gorev yapmaktadir.

2) NOS-2, Tip-2 NOS, indiiklenmis NOS (iNOS) olarak bilinir. Makrofajlarda ve diiz
kas hiicreleri tarafindan iiretilir. Hiicre ve dokularda yaygin olarak bulunmaktadir. Fizyolojik
olarak non-spesifik immiinitede gorev almasinin yani sira esas olarak sok durumlari,
inflamatuar hastaliklar gibi patolojik olaylarda rol oynamaktadir.

3) NOS-3, Tip-3 NOS, endotelyal NOS (eNOS) olarak bilinir. Ilk olarak vaskiiler
endotelyal hiicrelerde tanmimlanmistir. eNOS kardiyovaskiiler sistemde vaskiiler diiz kas
gevsemesi, damar toniisii, trombosit agregasyonunun inhibe edilmesi gibi fizyolojik olaylarda
gorev almaktadir. Her ii¢ izoform da ilk tanimlandiklar1 yerler disinda ¢esitli dokularda
yaygin olarak bulunmakta ve fizyolojik ve patolojik olaylarda gérev almaktadirlar (28-30).

NOS-1 ve NOS-3 ikisi birlikte yapisal NOS (¢cNOS) enzimleri olarak bilinirler. Bu
enzimler hiicre i¢cinde lokalizedirler ve aktif hale gelmek i¢in kalsiyum ve kalmodiline ihtiyag
duyarlar. iNOS, farkli sitokin ve endotoksinlere (interlokin-1, TNFa) cevap olarak
makrofajlar ve diger ilgili hiicrelerden sentezlenir. Bu indiiklenebilme yetenegi neticesinde de
iNOS olarak tanimlanir. Immiin sistem ile olan iliskisinden dolay1 da immiinolojik NOS da
denir. iNOS enziminin fonksiyonu kalsiyum ve kalmodiline baglh degildir. iNOS, diger NOS
izoformlarina gore, uzun siireli ve daha ¢ok miktarda NO sentezlenmesine sebep olur bu da
NO’in fizyolojik etkilerini siddetlendirir (28-30).

Yarilanma omrii kisa ve kararsiz bir molekiil olan nitrik oksit, endotelden salindiktan
sonra guanilat siklazin hem molekiiliine baglanarak hiicrede cGMP artigina neden olur.
Ardindan bu enzimden ayrilan NO, nitrite doniigiir, once plazmaya sonra da eritrositlere
gecer. ¢cGMP hiicre igindeki kalsiyumu sarkoplazmik retikuluma ve hiicre dismna geri
pompalar. Hiicre i¢i kalsiyum miktarindaki azalma, potasyum kanallarinin agilmasma ve

hiperpolarizasyon ile birlikte damar dilatasyonunu meydana getirir. Eritositlere gecen NO,



oksi-hemoglobinden (HbO;) gelen oksijenin ilavesi ile nitrata (NO3) doniisiir. Olusan nitrat
plazmaya verilerek bobrekler yoluyla atilir. (30).

NO’in direkt ve dolayl etkileri vardir: Direkt etkisi, NO’in metal komplekslerle
birlesmesi sonucu agiga ¢iktig1 belirtilmektedir. Endotelde iiretilen NO damar diiz kasina
difiize olur, burada ¢6ziinmiis guanilat siklazin demirine baglananarak bu enzimi aktive eder
(29). Bu enzimin aktivasyonu guanozin monofosfat (GMP) miktarinin artmasina (30). Miktar1
artan cGMP hiicrelerarasi kalsiyum diizeyini azaltir ve diiz kas hiicrelerinde gevsemeyi saglar
(31). INOS Kkatalizorliigiinde meydana gelen fazla miktardaki NO’nun, siiperoksit ile
reaksiyonu sonucu peroksinitrit olusmast NO’nun dolayli etkisidir. Peroksinitritin
parcalanmasi ile giicli oksidan oOzellige sahip NO, ve OH™ olusur, bu molekiiller lipit
peroksidasyonuna yol agarlar (29,32)

Nitrik oksitin, bobreklerde bir¢gok onemli fizyolojik rolii vardir. Bunlar; renal ve
glomeriiler hemodinamigin, medullar perfiizyonun korunmasi, tiibiilloglomeriiler
geribildirimin kontrolii ve tiibiiler sodyum geriemiliminin inhibisyonudur (27). Nitrik oksit,
elektrolit ve sivi geri emiliminde direkt tiibiilleri etkileyerek, soliit ve sivi tasinmasinda da
onemli bir rol oynar (34,35).

NO proksimal tiipte Na'-H" degisimini, henle kulpunda Cl" emilimini, toplayici
kanallarda antidiiiretik hormon (ADH)’a bagl olarak ozmotik su geg¢irgenligini saglar ayrica
proksimal tiip ve henle kulpunda Na* -K* ATPaz’1 inhibe eder (34,35).

SERBEST RADIKALLER

Bir ya da daha fazla eslesmemis elektronu yapilarinda bulunduran reaktif durumda
atom ya da molekiillerdir. Serbest radikaller dayaniksiz molekiiller olup elektronlar1 diger
molekiillerle hizli sekilde etkilesime girerek oksidatif stres meydana getirir. Gegis
metallerinin (Fe™, Cu*?, Mn*?) eslesmemis elektronlar: olmasma ragmen serbest radikal
degildirler; fakat bu iyonlar kimyasal reaksiyonlar sirasinda katalizorliik gorevi yaparlar ve
serbest radikal olusumuna katkida bulunurlar (33,36,37).

Oksijen, serbest radikallerin iiretiminde 6nemli rolii vardir. Eslesmemis iki tane
elektronu olmasi serbest radikallerle kolayca reaksiyona girebilmesine neden olur. Oksijen
hiicre i¢inde enerji tiretimi i¢in gergeklesen reaksiyonlarin ardindan suya donisiir; fakat
oksijenin %21-3"{ suya doniismez ve ¢ok sayida reaktif tirlinler olugabilir. Hidrojen peroksit,
peroksinitrit, hidroksil, stiperoksit anyonu, singlet oksijen radikali bobrekte iiretilen baslica
oksijen radikalleridir (38).
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Siiperoksit Radikali

Oksijenin bir elektron alarak indirgenmesi sonucu siiperoksit radikal anyonu olusur.
Stiperoksit radikali, hidrojen peroksiti olusturur ve gecis metallerinin iyonlarmin indirger.

O; + O +2H" — H,0, + O

Fe*+ 0, & Fe® + Oy

Cu'+ 0; & Cu® + O

Stiperoksit radikali, serbest radikal olmasina ragmen direkt zarar vermez, hidrojen
peroksiti olusturmasi ve gecis metal iyonlarmi indirgeyerek zarar verir (35, 36).Ayrica
stiperoksit radikali serbest bir radikal olan NO ile birleserek reaktif proksinitriti olusturur,
olusan tirtin NO’nun etkilerini inhibe eder, protein, lipit, niikleik asitler iizerine de zararli
etkileri vardir. Siiperoksit radikalinin perhidroksil radikali ile reaksiyona girmesi durumunda
hidrojen peroksit ve oksijen meydana gelir (39).

HO; + Oy + H" — 0, + H,0;

Hidrojen Peroksit

Biyolojik sistemlerde siiperoksidin indirgenmesi sonucu olusan, membrandan kolayca
gecebilen ve uzun Omiirlii bir oksidandir.

0y~ + e +2H" — Hy0;

0, + 2"+ 2H'— H,0,

Hidrojen peroksidin kendisi serbest radikal olmamasina ragmen siiperoksit ile

birleserek, en reaktif toksik etkili hidroksil radikalini olusturur (40).
Hidroksil Radikali

Hidroksil radikalleri birkag yolla olusur; suyun hidrolizi ile olusabilirken (Haber
Weiss Reaksiyonu), aymi zamanda hidrojen peroksit ve demirin birlesmesi (Fenton
Reaksiyonu) ile de olusur

H,O, + Fe*> — OH + “OH + Fe™® (Fenton Reaksiyonu)

0O; + H02 — Oz +-OH +"OH (Haber Weiss Reaksiyonu)

Hidroksil radikalleri en reaktif serbest radikallerdir, viicuttaki serbest radikal hasarmin

onemli sorumlularidir (33).
Singlet Oksijen

Eslesmemis elektronu bulunmadigidan radikal olmayan reaktif oksijen molekiiliidiir.
Serbest radikal reaksiyonlar1 sonucu olusur. Singlet oksijen molekiilii diger molekiillerle

tepkimeye girdiginde ya enerjisini transfer eder ya da kovalent tepkimelere girer.
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Ozellikle doymamis yag asitlerindeki gibi karbon-karbon cift baglar1 ile girer ve peroksi

radikalinin olusmasina neden olur (41).
Serbest Radikallerin Etkileri

Normal sartlar altinda saglikli bir viicuttaki savunma mekanizmalari ile serbest radikal
diizeyleri dengededir. Serbest radikallerin olusumu savunma mekanizmasmin kapasitesini
asmalar1 durumunda organizmada ¢esitli bozukluklar ortaya ¢ikar (33,36). Serbest radikaller,
hiicrelerin niikleik asit, lipit, protein, karbonhidrat, enzim, hiicresel organel, gibi yasamsal
komponentlerini olumsuz yonde etkilerler. Hiicrenin potasyum kaybini ve trombosit
agregasyonunu arttirirken, mitokondrilerde aerobik solunuma ve kapiller gegirgenlige zarar

verirler. Ayrica bazi savunma sistemlerini inhibe ederler (36).
Niikleik asit ve Deoksiriboniikleik Asit (DNA) iizerine etkileri

Iyonize radyasyonla olusan serbest radikallerin hiicrede zarar verdigi Onemli
molekiillerden biridir. DNA’nin temel yapisindaki piirin ve pirimidin bazlarmi etkileyerek
hiicrede mutasyon ve Oliime yol agarlar (36,42). Hidroksil radikali DNA molekiiliiniin
olusturan tiim yapilarla kolayca reaksiyona girebilmektedir; reaksiyon sonucunda olusan
modifiye seker ve bazlar ise DNA-protein capraz baglarinda gesitlilige neden olur. Hiicre
zardan kolayca gecebilen hidrojen peroksit hiicre ¢ekirdegine ulasir DNA hasarina, hatta
hiicre 6liimiine neden olur. Bu nedenle DNA serbest radikaller i¢in kolay zarar gorebilir bir

hedeftir (33,36).
Membran lipitlerine etkileri

Normal sartlar altinda bir metabolizmada mitokondri sitokrom sistemi, hiicrenin
organellerini oksidanlarin zararl etkilerinden korur. Bu sistem cevap veremedigi durumlarda
dogal enzimler devreye girer. Eger enzimler gerekli cevabi veremedikleri takdirde oksidanlar
hiicrede ilk olarak hiicre zarindaki lipitleri etkilerler (42). Serbest oksijen radikallerinin
membran yapisinda bulunan c¢oklu doymamis yag asitleri ile reaksiyona girmesi ve bu
reaksiyon sonunda cesitli peroksitler, aldehitler, alkoller gibi iirlinlerin agiga c¢iktig1
reaksiyonlara lipit peroksidasyonu denir. Spontan olarak zincir reaksiyonu seklinde baslayan

lipit peroksidasyonu otokatalitik reaksiyonlarla devam eder (40).
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Lipit peroksidasyonu enzimatik ve non-enzimatik olarak ikiye ayrilir;

» Enzimatik lipit peroksidasyonu; lipitlerden aragidonik asit metabolizmasi sonucu
serbest radikal iiretimidir

» Non enzimatik lipit peroksidasyonu ise diger radikallerin sebep oldugu lipit
peroksidasyonudur.

Lipit peroksidasyonunu baglatan radikaller hidroksil radikali, siiperoksit radikali,
peroksil radikali ve alkoksil radikalidir. Lipit peroksitleri hiicre zarlariin énemli bir bileseni
olup; Fe, Cu gibi gecis metallerinin varliginda lipit peroksidasyonunu hizlandirirlar ve
alkoksil, peroksil radikallerini olusturular. Reaksiyonlar sirasinda membranin akigkanligini ve
gecirgenligini bozarak geri doniisiimsiiz hasarlar olusur; bu da organizmaya biiylik zarar verir
(42,44).

Lipit peroksidasyonu, kuvvetli bir oksidan sayesinde doymamis yag asidi zincirindeki
metilen grubundan hidrojen atomunun ayrilmasi ile baslar. Bundan sonra yag asidi zinciri
dayaniksiz bir kompleks olan lipit radikali karakteri kazanir. Lipit radikali oksijen molekiilii
ile etkileserek lipit peroksil radikalini olusturur, bu radikal de membrandaki diger doymamais
yag asitleri ile etkileserek yeni lipit radikallerini olustururken diger yandan agikta bulunan
hidrojen atomunu alarak lipit hidroperoksitlerini olusturur (44).

Lipit hidroperoksitlerinin yikimi, ge¢is metalleri iyonlarmmimn katalizini gerektirir ve bu
yikim sonunda aldehitler meydana gelir. Aldehitler lipit peroksidasyonu sonucu olusan en
toksik triinlerdir ya hiicrede enzimler tarafindan metabolize olur ya da hiicrenin diger
boliimlerine gegerek hasar1 yayarlar. Kaslarda hasarla birlikte gelisen peroksidasyon su
mekanizmayla olusur; kaslardaki hasarla birlikte hiicre i¢i kalsiyum seviyesinde bir artig
meydana gelir. Hem bu artisin hem de kaslardaki hasarin etkisi sonucunda hiicre zari
fosfolipitlerinden fosfolipaz A2 saliverilir. Bunun sonucunda arasidonik asit miktarinda artisa,
bu artista lipooksijenaz yolu iizerinden hidroperoksi eikosatetraenoikasidin (HPETE)
olusmasima neden olur. Bu olay sonucunda HPETE nin etkisi ile peroksidasyon ve sonucta
hiicre canliliginin kaybolmas1 gelisir. Peroksidasyon sonucu olusan mutajenik etki gdsteren
iriinler; malondialdehit ve Hidroksinonenaldir (45).

Uc veya daha fazla ¢ift bag ihtiva eden non-enzimatik oksidatif lipit peroksidasyonun
son {irlinii olan ve yag asitlerinin peroksidasyonunda tiobarbiitirik asitle oOlgiilebilen
malondialdehit (MDA) olusur. MDA, proteinlerle reaksiyona girebilir, membranlardan
kolayca gecerek DNA yapisindaki nitrojen bazlar ile reaksiyona girebilir, bu 6zelliklerinden

dolay1r mutajenik, genotoksik etkileri vardir (37).
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Membran yapisinda deformasyon, enzim aktivitesi, iyon transportu gibi degisimler,
membran permeabilitesi ve mikroviskositesinin zarar gérmesi, MDA’nin membran
bilesenlerinde ¢apraz baglanma ve polimerizasyonu sonucu olusur (44,46).

MDA, yag asidi oksidasyonunun spesifik ya da kantitatif bir indikatorii degildir. Fakat
lipit peroksidasyonunun derecesi ile iyi korelasyon gosterdigi igin lipit peroksit seviyesisinin

Ol¢ctimiinde kullanilir (44).
Proteinler iizerine etkileri

Serbest radikallere duyarli aminoasit kompozisyonlar1 etkilesimi sonucunda protein
yapilar1 etkilenir. Metionin, fenilalenin, histinin triptofan, tirozin gibi doymamis bag ve stilfiir
iceren aminoasitlere sahip proteinlerin serbest radikal reaktivitesi yiiksektir bu yiizden
kolaylikla serbest radikallerden etkilenir. Proteinler serbest radikal hasarindan ne kadar
etkilenecegi aminoasit kompozisyonlarmna baghdir (47).

Protein molekiillerinin siilfiir radikaller ve karbon merkezli radikaller ile etkilesmesi
sonucunda proteinlerde yapisal olarak degisiklikler olusur. Bu degisiklikler sonucunda fazla
distilfit bagi igceren protein yapilarinda bozulmalar ve proteinlerin islevlerinde sorunlar
gozlenir;

1) Aminoasitlerin modifikasyonu,

2) Proteinlerin fragmantasyonu,

3) Proteinlerin agregasyonu veya ¢apraz baglanmalaridir (37).

Serbest radikallerin etkisiyle fazla sayida disiilfit bagi bulunduran proteinlerin {i¢
boyutlu yapis1 zarar goriir ve normal fonksiyonlari yerine getiremezler, hiicrenin canliligini
olumsuz yonde etkiler. Membranda bulunan enzim veya reseptorlerde protein yapisinda
olduklar1 i¢in serbest radikallere olduk¢a duyarlidir ve protein oksidasyonu sonucu hiicresel
ve membran fonksiyonlar1 6nemli derecede zarar goriir (42).

Hem proteinleri de serbest radikallerden 6nemli oranda zarar géren proteinlerden
olup, 6zellikle oksihemoglobinin, siiperoksit ve hidrojen peroksit ile reaksiyonu sonucu
methemoglobini olusturur (48).

Oz + Hb-Fe+2 -0, +2H" ——> Hb-Fe® +H,0, + O,

H,0, + 2Hb-Fe™? — 0, + 2H" ———>  2Hb-Fe™® + 2H,0 + O,

Karbonhidratlar Uzerine Etkileri

Serbest radikallerin karbonhidratlarin tizerinde de Onemli etkileri bulunmaktadir.

Monosakkaritlerin otooksidasyonu sonucu hidrojen peroksit, peroksitler, okzoaldehitler olusur
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ve bu olusan serbest radikaller, zararl etkileri ile bir¢ok hastaligin ortaya ¢ikmasina katkida
bulunurlar (37).

Koroner kalp hastaligi, diyabet komplikasyonlari, hipertansiyon, psoriasis, romatoit
artrit, ¢esitli deri, kas ve g6z hastaliklari, kanser ve yaglilik gibi bircok hastalikta serbest
radikal Uiretimi arttig1, antioksidan savunma mekanizmalarinin ise bu durumda yetersiz kaldig1
rapor edilmistir (37).

Serbest radikallerden oksaloaldehitler, DNA, riboniikleik asit (RNA) ve proteinlere
baglanir ve capraz baglar olusturarak antimitotik etki gosterirler. Bu sayede kanser ve
yaslanma gibi olaylarda rol oynarlar. Doymamis yag asitleri ve karbonhidrat oksidasyonu

iirtinii olan glikokaliks ise hiicre boliinmesini inhibe ederek zararli olur (36).
ANTIOKSIDAN SAVUNMA SiSTEMLERI

Hiicrelerde serbest oksijen radikallerinin olusturdugu oksidan hasar1 onlemek ve
detoksifikasyonu saglamak {izere gelistirilen savunma mekanizmasina antioksidan savunma
sistemi veya antioksidanlar denir. Serbest radikallerin olusma hizi ve organizmanin savunma
hiz1 dengede oldugu siirece organizma serbest radikallerden etkilenmez. Ancak savunma
azalir ya da bu zararh birlesiklerin olusma hizi organizmanin savunma hizini asarsa, bu denge
bozulur ve serbest radikallere bagli zararl etkiler meydana gelir (33,36).

Antioksidan savunma sistemi dort yolla etki gostermektedir.

1. Siipiiriicii Etki: Serbest oksijen radikallerini etkileyerek onlar1 tutma, ¢ok daha zayif
yeni molekiile ¢evirme, yok etme seklindedir. Antioksidan enzimler, trakeobronsgial
mukus ve kiigiik molekiiller bu tiir etki gosterirler.

2. Bastinial Etki: Serbest oksijen radikalleri ile etkilesip onlara bir hidrojen aktararak
aktivitelerini azaltma veya inaktif sekle donistiirtici etkidir. Vitaminler,
antosiyanidler, flavanoidler ve trimetazidin ve bu tiir etkiye sahiptirler

3. Zincir Kiriear Etki: Serbest oksijen radikallerini kendilerine baglayip zincirlerini
kirarak fonksiyonlarini engelleyen etkidir. Hemoglobin, seruloplazmin ve mineraller
bu sekilde etki gosterirler.

4. Onarnici Etki: Serbest radikallerin olusturduklarin hasarin onarilmasi ve temizlenmesi
islemidir (33,40).

Antioksidanlar1 iki sekilde siniflandirabiliriz; birincisi endojen kaynakli ve eksojen
kaynakli antioksidanlar, ikincisi serbest radikallerin olusumunu Onleyenler ve etkisiz hale
getirenler seklinde de ayrilabilirler. Endojen kaynakli antioksidanlar ise enzimsel olanlar ve

enzimsel olmayanlar olarak 2’ye ayrilir. Enzimatik yapisinda olan antioksidanlar; stiperoksit
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dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz ve katalaz gibi enzimlerdir. Enzimatik olmayanlar ise
glutatyon (GSH), askorbik asit, melatonin, iirat, tokoferol  karoten, sistein, seruloplasmin,
transferrin ve albiimindir (49). Ekzojen antioksidanlar ise folik asit, oksipiirinol gibi ksantin
oksidaz inhibitorleri soya fasiilyesi inhibitorleri, NAPDH oksidaz inhibitorleri, rekombinant
stiperoksit dismutaz, trolox-C 6rnek verilebilir.

Bobrekte iretilen radikalleri enzimatik katalaz, SOD, glutatyon peroksidaz
antioksidanlar1 ve non-enzimatik glutatyon (GSH), askorbik asit antioksidanlar1 etkisiz hale
getirir (33).

Glutatyon

Glutamik asit, sistein ve glisin amino asitlerinden sentezlenen glutatyon bir ¢ok
dokuda yiiksek diizeyde bulunan bir tripeptittir. Suda ¢6ziinebilen bir antioksidan ve
indirgeyici bir ajandir. Ksenobiyotik metabolizmada olduk¢a onemlidir ve C vitamini ile
sinerjik olarak etkisini gosterir. Glutatyon, oksidatif strese karsi temel koruyucu
mekanizmanin bir pargasidir ve hiicreleri strese karsi iki farkli yolla korur: Birincisi
oksitleyici kosullarda hiicrede biriken serbest radikaller veya peroksitler gibi bilesikleri
enzimatik olmayan bir yolla azaltir. Hiicrede indirgen bir ortam olusturdugundan hiicre igi
proteinlerdeki tiyol gruplarmin oksitlenerek disiilfit baglar1 olusturmasini engeller (50).

Glutatyon, glutatyon peroksidazla birlikte benzer bir is goriir. Glutatyon peroksidaz
H,0,’yi suya; lipit peroksitleri ve alkil hidroperoksitleri ise alkollere indirgeyerek hiicreleri
bu molekiillerin oksidatif hasarindan korur. Glutatyon peroksidaz enziminin katalizledigi
metabolik reaksiyonlarda elektron verici ya da substratt olarak rol alr. Ikinci yol ise
Glutatyon S-transferaz ile birlikte organik halojeniirlerin, lipit oksidasyonu sonucu olusan yag

asidi peroksitlerinin detoksifikasyonunda gorev alir (46).
BAICALIN

Baicalin, Cin takke bitkisi olan ‘‘Scutellaria baicalensis’’ (Georgi)’in kuru koklerinden
izole edilir. Cin'de hepatit, astim gibi alerjik ve inflamatuar hastaliklarinin tedavisinde yaygin
olarak kullanilan 6nemli bir tibbi bitkidir. Caligmalar gostermistir ki baicalin, antiapoptotik,

antioksidatif, antiviral, antitiimér, antitrombotik ve vazodilator 6zelliklere sahiptir (51).
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Calismamizda kullandigimiz Baicalin maddesinin kimyasal yapist asagida gosterilmistir.

O OH
o)
OH o X 0 D
] S
OH OH HO
OK (9]
Baicalin

Sekil 1. Baicalinin kimyasal yapis1 (51).

Flavonoid bilesigi olan baicalinin serbest radikalleri siipliriicii etkileri olup,
kardiyomiyositlerde ve sinir hiicrelerinde oksidatif stresi azaltici etkileri vardir. Calismalardan
elde edilen verilere gore, hepatositleri karbon tetrakloriiriin olusturdugu oksidatif hasara kars1
korudugu; ayrica oksidan siipiiriicii 6zelliginden dolay1 beyin ve kardiyomiyositleri
iskemi/reperfiizyon (I/R) hasarma kars1 korudugu saptanmustir. Flavonoid glikozid 6zellikteki
baicalin asir1 demir yiiklenmesi, concanavalin veya asetaminofen ile olusturulan deneysel
modellerde akut ya da kronik karaciger hasarina karsi koruyucu etkileri mevcuttur (52). Gao
ve ark. (53) 1999 yilinda baicalinin aktif bir antioksidan oldugunu gdstermislerdir. 2002
yilinda Glei ve ark. (54) ise kolon kanserinde risk faktorii olan, asir1 demir yiikiiniin
flovonoidler tarafindan zayiflatildigini; Singh ve ark. (55) 2004 yilinda Quercetin gibi
flavonoidlerin, demirin olusturdugu bobrek toksisitesine karsi koruyucu etkilerinin
bulundugunu gostermistir (56). Daha Once yapilan bazi arastirmalarda ise baicalinin insan
keratinositlerinde Ultraviyole B (UVB) 1sinlama ile uyarilarak apoptozis oranmi artirdigi ve
IL-6 salgilanma miktarin1 azalttigi gosterilmistir (57). Ayrica caligmalar baicalinin fokal
serebral I/R hasarini azalttigini1 da gostermistir (58). Yapilan ¢alismalarda Baicalin notrofil,
monosit veya makrofajlara kars1 antiinflamatuvar olarak etkisini gosterir. Son ¢alismalarla bu
kimyasalin serbest radikal siipiiriici ve serbest radikal yapimmi Onleyici, karaciger
hastaliklarinda da 6nemli bir sitotoksik arabulucu oldugu rapor edilmistir (52,59).

Baicalinin birden fazla biyolojik etkisi vardir, bu etkilerinden biri de beyin ile ilgilidir.
Yapilan bir ¢alismada beynin 6zellikle corpus striatum, hipokampus, korteks ve talamus
bdlgelerine baicalin dagitildigi, sonunda ise serebral ¢ekirdeklerde dopaminin korelasyonunda
degisiklik oldugu saptanmis. Beyin ile ilgili yapilan diger ¢aligmalar da baicalinin, beyin
odemi ve serebral iskemik hasara karsi koruyucu o6zelliginin bulundugunu, beyin I/R

hasarmda antiinflamatuar bir etkiye sahip oldugunu gostermistir (60,61).
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Baicalinin bircok 06zelliginin iginde en Onemli biyolojik ozelliklerinden biri de
antioksidan olmasi, bazi enzimleri inhibe etmesi ve immun yaniti1 diizenlemesidir. Bu
ozelliklerinden dolayr farkli bulasici hastaliklar, patolojiler, kanser, hepatoksisite gibi
durumlarda baicalinin kullaniminin yararli olacagi rapor edilmektedir (62).

Caligilan bir periodontit modelinde baicalin, siklooksijenaz-2 etkilerini inhibe ettigi,
iNOS’un ekspresyonunu lipopolisakkarid tedavi ile makrofajlar1 etkiledigi bulundu.
Baicalinin bu siklooksijenaz-2 ve iNOS yolagindaki etkilerinden dolayi antiinflamatuar
mekanizmalarda da etkili olabilecegini akla getirmektedir (62,63).

Baicalinin deneysel MABY sonucu meydana gelen hasara karsi antioksidan,
histopatolojik ve bobrek fonksiyonlar: lizerindeki olas1 etkilerinin arastirildigi herhangi bir

calismaya rastlanmamastir.
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GEREC VE YONTEMLER

Calismamizda; Trakya Universitesi Deney Hayvanlar1 Uretim ve Arastirma
Laboratuvari’nda yetistirilen ve standart laboratuvar kosullarinda (22 + 1 'C, 12 saat
aydmlik/karanlik siklusunda) tutulan, 150-200 g agirliginda 9-10 haftalik Spraque-Dawley
erkek sicanlar kullanildi. Deney Hayvanlar1 Laboratuvari’nda sicanlara standart sigcan yemi ve
musluk suyu verildi. Calisma icin Trakya Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu’ndan (Ek-1) onay alind.

Calismamizda 1. ve 2. grupta 8’er adet; 3. ve 4. gruplarda 10’ar adet olmak iizere
toplam 36 adet sigan kullanildi. 1. ve 2. grup siganlara (im) fizyolojik serum (FS), diger
gruplara im gliserol enjeksiyonundan 24 saat dnce susuz birakildi. Ik enjeksiyondan sonra
serbest diyet ve su alimi1 saglandi. 1. ve 2. grup sicanlara FS, 3. ve 4. gruplardaki si¢anlara %
50’lik gliserol solusyonundan 8 ml/kg’a gore bulunacak sekilde toplam hacim esit miktarlarda
her iki arka bacak kaslarmna enjekte edildi.

1. Grup (kontrol) siganlara FS’nin im enjeksiyonundan 1 saat sonra FS intraperitonal (ip)
verildi.

2. Grup (kontrol + baicalin) siganlara FS’in im enjeksiyonundan 1 saat sonra 200 mg/kg
dozunda Baicalin ip verildi.

3. Grup (ABY) si¢anlara gliserol im enjeksiyonundan 1 saat sonra FS ip verildi.

4. Grup (ABY+baicalin) siganlara gliserol im enjeksiyonundan 1 saat sonra 200 mg/kg

dozunda Baicalin ip verildi.
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1. ve 2. gruplara im FS enjeksiyonundan sonra, 3 ve 4 gruplardaki siganlara ise im
gliserol verildikten sonra siganlar metabolik kafeslere alinarak 24 saatlik idrarlar1 toplandu.
Gliserol enjeksiyonundan 24 saat sonra sicanlar 10 mg/kg rompun ve 50 mg/kg ketamin
anestezisi altinda kanlar1 ve her iki bdbregi alinarak, sakrifiye edildi. Batin 6n duvari
insizyonla agildi. Diyafragmadan kalbe ulasilarak ponksiyonla aliman kan &rnekleri
biyokimyasal incelemeler i¢in jelli tiiplere alindi. Daha sonra her iki bobrek ¢ikarilarak buz
kab1 lizerine konuldu, bdbrek kapsiilii siyrildiktan sonra bistiiri yardimiyla longitudinal
kesiyle ikiye ayrildi. Sag bobregin bir yaris1 histopatolojik incelemeler igin % 10’luk formalin
soliisyonuna alindi, diger yaris1 ve sol bobregin her iki yarilar1 soguk fizyolojik serumla
yikandiktan sonra aliiminyum folyo ile paketlendi ve laboratuar ¢alismalar1 yapilincaya kadar
-80 °C’de koruma altina alind1. Metabolik kafeslerde toplanan idrar hacimleri &lgiildiikten
sonra kan ve idrar ornekleri sogutmali santrifiijde +4 derecede, 3000 rpm’de 10 dakika
stireyle santrifiij edilerek serum ve idrar Ornekleri ependorf tiiplere alinarak laboratuar

calismalar1 yapilincaya -80 °C’de muhafaza edildi.
Kullanilan Cihazlar

Spektrofotometre : Spectronic Unicam Helios a, Ingiltere

Hassas terazi : Mettler Toledo, AB204-S, Isvicre

Sogutmali santrifij : MPW 350R, Polonya

Su banyosu : Nickel Clifton Elektro LTD, Ingiltere

Otomatik pipetler : Biohit Proline, Finlandiya, Mettler Toledo, Isvigre

Vorteks : Heidolp, Almanya
Derin dondurucu : Thermo Elektron Corporation, USA
pH metre : InoLab, Level 1, Almanya

Manyetik karigtirict  : Remi equipments, Hindistan
Homojenizator : Polytron Kinematica AG, Isvigre

Otoanalizor : Kanelab Prime 60i, Finlandiya
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Kullamlan Kimyasal Maddeler
Baicalin : Sigma-Aldrich, Giiney Kore

Tiyobarbitiirik asit ~ : Sigma, Almanya

Siilfanilamid : Sigma, Almanya
DTNB : Sigma, Almanya
NaCl : Sigma, Almanya
NNDA : Sigma, Almanya
CuSO, : Panreac, Ispanya
EDTA : Merck, Almanya
Piridin : Merck, Almanya

Sodyum dodesil siilfat: Merck, Almanya

NaOH : Merck, Almanya
KH,PO4 : Merck, Almanya
Na;HPO, : Merck, Almanya
Glisin : Merck, Almanya
KCI : Merck, Almanya
HCI : Merck, Almanya
Butanol : Riedel de Haen, Almanya
Etanol : Riedel de Haen, Almanya
Asetik asit : Riedel de Haen, Almanya
Na,CO3 : Riedel de Haen, Almanya
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Biyokimyasal Calismalar

Serum fiire, kreatinin, sodyum (Na®), potasyum (K%) diizeyleri ile Alanin
aminotransferaz (ALT), Aspartat aminotransferaz (AST) ve Kreatin kinaz (CK) aktiviteleri;
idrar kreatinin ve sodyum &lgiimleri Trakya Universitesi Saglik Arastirma ve Uygulama
Merkez Laboratuvari’nda bulunan otoanalizérde (Kanelab Prime 60i, Thermo Scientific,

Finlandiya) yapild1.
Histolojik Cahsmalar

Isik mikroskobu incelenmesi i¢cin % 10 formalinde fikse edilmis ve sagittal olarak
kesilen bobrekler parafin bloklara gdmiildii. Bu islemin ardindan 4 mikron kalinhiginda
kesitler alinarak, hematoksilen-eozin ile boyandiktan sonra 1s1tk mikroskobu altinda
degerlendirilmistir. Bobrek hasari (tiibiiler hiicre nekrozu, stoplazmik vakuol formasyonu ve
tiibiiler dilatasyon) derecesini belirlemek icin semikantitatif bir skala kullanildi. Bu skalada
hasarin yayilimi ve tutulan bobrek alani yilizdesi derecelendirildi. Skala degerleri 0-4 arasi

olarak belirlendi (64,65).

0: Normal bobrek

1: Minimal hasar ( % 0-5 tutulum)

2: Hafif dereceli hasar (% 5-25 tutulum)
3: Orta dereceli hasar (% 25-75 tutulum)
4: Siddetli hasar (% 75-100 tutulum)

Ayrica kast izlenen tiibiiller % olarak belirtildi. Sayim yapilirken toplayict kanallarin
olmadigi, sadece proksimal ve distal tiibiillerin bulundugu alanlarda sayim yapilmasina 6zen

gosterilmistir.
immiinohistokimyasal Cahsmalar

Bu calismada aranacak proteine karsi gelistirilmis isaretli poliklonal ya da
monoklonal antikorlar kullanildi. Tiim gruplardaki %10'luk formalinde fikse edilmis parafine
gomiilii doku bloklarindan 2 mikronluk kesitler Poly-L-lysine (PLL) ile kaplanmis lamlara
alindi. 37 derecelik etiivde 1 gece bekletildi. Iki defa 15 dakikalik siirelerde ksilol ile
deparafinize edildi. Kesitler saf alkolden baglayarak % 90-80-70'lik alkollerden gegirildikten
sonra distile su ile yikandi. Boylece kesitler deparafinize edilmis oldu. Daha sonra kesitler
tampon solusyon (Citrate Buffer) i¢cinde mikrodalga firinda 4 kez 5 dakika kaynatildi ve oda
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isisinda 20 dakika sogumaya birakildi. Yirmi dakika sogutmadan sonra distile suyla yikanan
kesitler tris-buffer solusyonuna atildi. Endojen peroksit kaynakli non spesifik zemin
boyanmasini azaltmak amaciyla %3'liik hidrojen peroksit (H20,) ile 20 dakika muamele
edildi. Kesitler distile su ile yikandiktan sonra tekrar tris-buffer solusyonuna atildi. Non
spesifik zemin boyanmasini 6nlemek amaciyla 5 dakika oda isisinda Ultra V-Blok (Protein
blokaji) uygulamasi yapildi. Daha sonra ve indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iINOS) ve
endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS) primer antikorlar ile 30 dakika inkiibe edildi. Tris-buffer
ile 3 kez yikanan kesitler biotinyalated seconder antikorlar ile 20 dakika, enzim isaretli
streptavidin ile 20 dakika inkiibe edildi. Tris-buffer'e alinan kesitler amino-etilcarbazol (AEC)
kromojen'de (Kromojen hazirlanigi: 1ml substrata 2 damla kromojen) 20'ser dakika tutuldu.
Kesitler distile su ile yikandiktan sonra Mayer’s Hematoksilen ile 3 dakika inkiibe edilerek zit
boyama yapildi. Kesitler akan su ile bolca yikandiktan sonra aqueous-mount jel ile kapatildi.
Her bir olgu i¢in hazirlanan kesitler 151k mikroskobunda incelendi. Immun boyamanin
spesifikliginin kontroliinde, pozitif kontrol amaciyla antikor iiretici firma verilerine uygun
olarak sican bobrek kesitleri kullanildi. Olgular sitoplazmik boyamanin yaygmlhigi ve
yogunlugu acisindan degerlendirildi. Boyanma yayginlig1 epitelyal komponent yiizdesi esas
alinarak yapildi. Boyanma olmamasi 0, < % 25 boyanma +1, % 25-50 boyanma +2, % 50-75
boyanma +3, > %75 boyanma +4 olarak skorlandi. Boyanma yogunlugu ise, doku
kesitlerinde sitoplazmik boyanma gosteren hiicrelerin kromojen ile boyanma yogunlugunu
yansitmakta olup, hi¢ boyanma gozlenmeyen olgularda 0, hafif boyanan olgularda +1, orta
yogunlukta boyanan olgularda +2, kuvvetli boyanan olgularda +3 olarak skorlandi. Toplam
immunohistokimyasal skorlama; boyanma yayginligi ve yogunlugu skorlarinin ¢arpilmasi ile
elde edildi (66).

Bobrek Dokusu Homojenizasyonu

Bobrek dokular1 —80 °C’dan alindiktan sonra buzu ¢oOziilmeden kesilerek tartild.
Bistiiri ile kesilen dokular tiiplere konuldu. GSH ve MDA diizeyleri i¢in 0.15 M KCl
soliisyonu; NO diizeyi i¢in 50 mM fosfat tamponu (pH 7.4) ile %10’luk (w:v) olacak sekilde
hazirland1. Tipler buz lizerinde tutularak homojenizatér ile homojenize edildi. Hazirlanan
homojenatlar 4000xg’de 10 dk +4 “C’de santrifiij edildi ve ardindan siipernatant kismi ayrildi.
Ayrilan siipernatantlar spektrofotometrik MDA, NO, GSH diizeyleri 6l¢timlerinde kullanildi.
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Malondialdehit Miktar Tayini

Lipit peroksidasyon son iiriinii olan MDA’ nin tiyobarbitiirik asit (TBA) ile sicak ve
asit ortamda reaksiyona girmesi sonucu olusan pembe renk spektrofotometrik olarak olgiildii
(67,68).

Cozeltiler:

1. %38.1’lik Sodyum dodesil siilfat (SDS)
2. %20’lik Asetik asit (NaOH ile pH 3.5’e ayarlandr)
3. %0.8’lik tiyobarbitiirik asit (TBA)

Deneyin yapilist: 0.2 ml 10 kat diliie edilmis doku homojenati; 0.2 ml %8.1°lik SDS,
1.5 ml %20’lik asetik asit, 1.5 ml %0.8’lik TBA ve 0.6 ml distile su ile karistirildi. Karigim 95
°C’deki sicak su banyosunda 1 saat tutuldu. Musluk suyu ile sogutulduktan sonra 4000
rpm’de 10 dk santrifiij edildi. Absorbanslar homojenat igermeyen ayira¢ koriine karst 650 nm
dalga boyunda spektrofotometrede okundu.

Sonuglar hesaplanmast:
A XVt x 10°

C (nmol/ml) =

ExVsxL x10°
A : Absorbans
V1t : Total reaksiyon hacmi
10° :Moliin nanomole ¢evrilmesi
E : Tiiketim katsayis1 (1.56 10> M™ cm™)
Vs : Total reaksiyon i¢indeki numune hacmi
L : Kivet ¢ap1
10° : Litrenin mililitreye ¢evrilmesi

Sonuglar MDA nmol/g yas doku olarak ifade edildi.
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Glutatyon Diizeyinin Olciimii

Doku homojenatlarindaki serbest siilfidril gruplarmin Ellman ayraci ile olusturdugu
rengin spektrofotometrik olarak saptanmasi, glutatyon igeriginin belirtilmesi i¢in kullanild1
(69).

Cozeltiler:

1. Proteinsizlestirme ¢ozeltisi: 120 g NaCl, 6.68 g metafosforik asit ve 0.8 g sodyum-
EDTA tartild1 ve 400 ml distile suda ¢ozildii.

2. 0.3 M Disodyum fosfat (Na,HPQOy,)

3. 1 mM Elman ayiract: 4mg 5.5-ditiyobis (2-nitrobenzoik asit) (DNTB), 10 ml %1°lik
sodyum sitrat ¢ozeltisinde ¢oziildii.

Deneyin yapilisi: 0.5 ml doku homojenat:1 lizerine 1.5 ml 0.15 M KCI ve 3 ml
proteinsizlestirme ¢ozeltisi eklendi. Bu karisim 3000xg’de 20 dk santrifiij edildikten sonra 0.5
ml siipernatant alinarak iizerine 2 ml M Na2HPO4 ve 0.5 ml Ellman ayirac1 eklendi.
Absorbanslar homojenat icermeyen ayirag koriine karst 412 nm’de okundu. GSH diizeyleri
ekstinksiyon katsayis1 (¥=1.36 104 M cm™) kullanilarak hesapland1. Sonuglar pmol GSH/g
doku olarak belirtildi.

Nitrat ve Nitrit Tayini

Nitrat ve nitrit tayini Cortas ve Wakid’in tarif ettigi yonteme gore Slgiildii (70).

Kullanilan reaktifler:

1. Kadmiyum grantilleri: 0.1 mol/L H2SO4 i¢inde saklandigi siirece 9 ay stabildir.

2. Glisin-NaOH buffer: 7.5 g glisin bir miktar distile suda ¢oziildii. 2 mol/L NaOH
cozeltisi ile pH’s1 9.7 ye ayarlandi. Bu ¢6zelti 1 ay 0-8 °C’de stabildir.

3. Siilfanilamid: 2.5 g siilfanilamid 250 ml sicak 3 mol/L HCI i¢inde ¢6ziildii ve daha
sonra sogumaya birakildi. 1 y1l oda sicakliginda stabil kalabilir.

4. N-Naphthylethylene diamine (NNDA): 50 mg NNDA 250 ml distile su iginde
¢oziildii. 2 ay 0-8 °C de stabildir.

5. Cinko Siilfat (ZnSO4): 75 mmol/L; 10.8 mg almip 500 ml’ye tamamlandu.

6. Bakir Siilfat (CuSOg): 5 mmol/L; 250 mg almip 200 ml’ye tamamlanda.

7. Sodyum Hidroksit (NaOH): 55 mmol/L; 1.1 g alinip 500 ml’ye tamamland.

8. Standartlar: NaNO; standardi 10 mmol/L’lik sodyum tetra borat ¢ozeltisi iginde
hazirlanir. (69 mg NaNO,, 380 mg borat (Na;B407.10 H,0) 100 ml iginde ¢oziiliir).

KNOj; standardi; 102 mg potasyum nitrat almip 10 mmol’lik 100 ml sodyum tetra

borat iginde ¢oziiliir.
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Deneyin yapilist:

Deproteinizasyon: Test tiipiine 0.5 ml numune 0,5 ml distile su, 2 ml ZnSOg4, 2.5 ml
NaOH ilave edilip vorteksle karigtirilir. 10 dk oda 1sisinda beklettikten sonra 4000 xg’de 10
dk santrifiij edildi.

Kadmiyum graniillerinin aktivasyonu: Graniiller 3 defa distile su ile yikanir. 1-2 dk
icinde CuSO4°de ¢alkalanarak bekletilip, 3 defa da glisin-NaOH ile yikanip 10 dk i¢inde
kullanilmak tizere kurutma kagid1 ile kurutuldu.

KNO3 standardindan 1; 5; 10; 25; 50; 75; 100; 200 milimolarlik seri diliisyonlar
hazirlanir ve numunelere uygulanan tiim islemler standartlara da uygulanir. 1ml glisin-NaOH
buffer tiim tiiplere konulur. 1’er ml deproteinize numunelerden ve standartlardan alinir. 2.5 g
tartilan ve aktivasyon isleminden gecirilen kadmiyumlardan tiim tiiplerin tizerine konulur. 90

dk oda 1sisinda karistirarak beklenir.
Nitrit Olciimii

90 dk’lik bekleme siiresinin ardindan bu tiiplerden 2’ser ml alinarak iizerine 1 ml
stilfanilamid ve 1 ml NNDA ilave edilir. Karistirilir ve 45 dk beklendikten onra 545 nm’de
okuma yapilir. Direkt nitrit Slgtimii: NaNO; standartlarindan 1; 5; 10; 25; 50; 75; 100; 200
milimolarlik seri diliisyonlar hazirlanir ve deproteinize numunelerden kadmiyum ile
reaksiyona sokmadan direkt olarak 2’ser ml alinarak ayri tiiplere aktarilir. Uzerine 1 ml

stilfanilamid ve 1 ml NNDA eklenir. 45 dk’lik siirenin ardindan 545 nm’de okuma yapilir.
Nitrat Olciimii

Bulunan nitrat degerlerinden nitrit degerleri ¢ikarildiktan sonra sulandirma faktori
olan 20 ile carpilip yine nitrat standardindan elde edilen faktor ile ¢arptiktan sonra ¢ikan

sonu¢ pmol/mg protein olarak hesaplanmis olur.
Istatistiksel Analiz

Bulgularin istatistiksel analizleri Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Biyoistatistik
AD’da yapildi. Bulgular ortalama+standart sapma olarak ifade edildi. Degiskenlerin normal
dagilima uygun olup olmadig1 Tek Orneklem Kolmogorov-Smirov test ile incelendi. Gruplar
aras1 farklilig1 saptamada Bonferroni diizeltmeli Mann-Whitney U testi kullanildi, diizeltme
sonras istatistiksel anlamlilik smir degeri olarak p<0.017 anlamli kabul edildi. Istatistiksel

analizlerde Statica 20.0 (Lisans No: 10240642) paket programi kullanildi.
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BULGULAR

Sicanlarda  hipertonik  gliseroliin  im uygulanmasiyla olusturulan deneysel
miyoglobiniirik ABY modeli 1. ve 2. grupta 8 adet 3. ve 4. grupta 10 adet sican olmak iizere 4
grupta toplam 36 adet sigan {izerinde galisildi. Gliserol enjeksiyonunun 24. saatinde anestezi
altinda siganlarin kan ve doku ornekleri alindi. 3. ve 4. Gruptaki bazi si¢anlardan hi¢ idrar
alinamadig1 ve bazilarindan ise az miktarda idrar alindig1 i¢in; 3. grupta 9 adet sicanimn idrar
kreatinin ve idrar sodyum sonuglari, 7 adet sigandan idrar NO sonuglari elde edildi. 4. grupta
8 adet siganin idrar kreatinin ve Idrar sodyum sonuclari, 4 adet sicandan idrar NO sonuglar1
elde edildi.

Tim gruplardaki siganlara ait doku MDA diizeyi nmol/g doku, GSH diizeyleri pmol/g
doku, NO diizeyi pumol/mg protein, serum aspartat aminotransferaz (AST) diizeyi U/L, serum
alanin aminotransferaz (ALT) diizeyi U/L, kreatin kinaz (CK) diizeyi U/L, NO (Sno) diizeyi
umol/L, iire (Syr.) diizeyi mg/dl, kreatinin (Skrea) diizeyi mg/dl, sodyum (Sna) diizeyi mmol/L,
potasyum (Sk) diizeyi mmol/L, idrar NO (ino) diizeyi pmol/L, idrar kreatinin (Ixre,) diizeyi
mg/dl, sodyum (Ins) diizeyi mmol/L, kreatinin klirensi standart klirens formiiliine gore
hesaplanip kg/viicut agirligma boliindii. Fraksiyone sodyum itraht (FeNa) % olarak
hesaplandi. Fraksiyone sodyum itrah1 = idrar sodyumu/serum sodyumu x serum kreatinin /
idrar kreatinin x 100 formiili kullanilarak hesaplandi. Gruplara ait verilere tablolarda yer

verilmistir ( Tablo 1-4).
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Tablo 1. 1.Grubun (kontrol) biyokimyasal verileri

SN | MDA GSH NO AST ALT |CK Siire Skrea Sna Sk Sno Tkrea Ina ino

1 0.18 2.99 72.64 143 54 430 36.4 0.32 138 4.4 10.25 45.59 68 22.67
2 0.25 2.81 67.17 143 67 742 44.9 0.39 139 5.2 19.75 52.03 61 47.67
3 0.1 2.90 39.97 133 56 544 38.5 0.35 137 4.6 16.08 56.09 77 53.83
4 0.09 2.87 77.15 159 50 813 42.8 0.39 138 4.7 13.75 45.46 58 47.83
5 0.1 1.85 107.16 150 72 591 42.8 0.32 139 4.5 8.08 46.22 64 61.67
6 0.09 1.98 32.06 137 50 690 32.1 0.33 127 3.8 6.08 46.54 68 57
! 0.09 2.49 95.94 138 48 715 36.4 0.34 138 4.9 10.17 44.16 59 47.67
8 0.13 2.40 146.97 127 64 691 42.8 0.36 139 5.2 9.5 53.11 98 59.25

SN: Sira numarasi; MDA: Malondialdehit; GSH: Glutatyon; NO: Bobrek nitrik oksit; AST: Aspartat aminotranferaz; ALT: Alanin aminotransferaz; CK: Kreatin kinaz; Sie.:
Serum iire; Sirea: Serum Kreatinin; Sy,: Serum sodyum; Sk: Serum potasyum; Syo: Serum NO; Tyreq: Idrar kreatinin; In,: Idrar sodyum; Ino: Idrar nitrik oksit; FeNa: Fraksiyone
sodyum itrahi.
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Tablo 2. 2. Grubun (kontrol + baicalin) biyokimyasal verileri

SN | MDA GSH NO AST ALT |CK Siire Skrea Sna Sk Sno Tkrea Ina ino

1 0.16 2.28 34.81 159 61 588 47.1 0.38 139 4 2.83 51.91 52 55.25
2 0.13 2.5 64.08 142 60 776 36.4 0.34 139 3.9 7.42 56.93 62 35.58
3 0.18 2.59 116.7 161 59 1139 44.9 0.36 137 5 18.42 51.54 88 77.83
4 0.1 2.48 44.3 614 412 1058 38.5 0.35 138 4.7 16.92 54.39 70 70
5 0.25 2.66 104.61 202 115 775 40.7 0.3 140 4.2 15.33 56.27 84 69.5
6 0.19 3.04 96.45 156 64 735 44.9 0.33 139 5.2 16.42 48.64 63 55.67
! 0.12 2.71 136.96 159 54 864 42.8 0.37 137 5.3 13.08 54.83 58 53.67
8 0.13 2.43 136.65 131 62 513 42.8 0.34 137 4.7 9.58 52.74 72 57.92

SN: Sira numarasi; MDA: Malondialdehit; GSH: Glutatyon; NO: Bobrek nitrik oksit; AST: Aspartat aminotranferaz; ALT: Alanin aminotransferaz; CK: Kreatin kinaz; Sie.:
Serum iire; Sirea: Serum Kreatinin; Sy,: Serum sodyum; Sk: Serum potasyum; Syo: Serum NO; Tyreq: Idrar kreatinin; In,: Idrar sodyum; Ino: Idrar nitrik oksit; FeNa: Fraksiyone
sodyum itrahi.
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Tablo 3. 3.Grubun (ABY) biyokimyasal verileri

SN | MDA GSH NO AST ALT |CK Siire Skrea Sna Sk Sno Tkrea Ina ino

1 0.56 4.33 121.95 3102 324 27848 492.2 3.49 137 7.2 19.83

2 0.52 2.51 203.42 2194 276 22253 520 3.31 137 8.5 20.92 15.13 95

3 0.55 3.61 183.47 1664 345 4158 455.8 2.23 135 5.7 22.83 13.13 55 34
4 0.37 3.1 231.53 1661 302 4197 434.4 2.77 128 5.7 23.58 22.18 55 22.5
5 0.32 3 170.45 1661 208 5944 490.1 2.87 129 7.6 28.5 12.8 14 17.83
6 0.38 3.47 158.89 885 125 2909 323.1 1.61 128 4.7 29.5 27.02 34 29.17
! 0.73 4.64 140.48 2163 332 49870 498.6 2.9 140 7.4 23.17 15.96 64

8 0.51 3.74 163.72 2534 256 29228 490.1 2.28 118 7.6 34.08 10.29 48 44.67
9 0.46 2.17 65.95 2855 286 9601 500.8 3.47 134 7.3 29.92 17.91 78 33.17
10 0.34 2.72 123.07 1398 150 1562 485.8 3.23 138 7.3 12.67 22.02 68 13.17

SN: Sira numarasi; MDA: Malondialdehit; GSH: Glutatyon; NO: Bobrek nitrik oksit; AST: Aspartat aminotranferaz; ALT: Alanin aminotransferaz; CK: Kreatin kinaz; Sie.:
Serum iire; Sirea: Serum kreatinin; Sy,: Serum sodyum; Sk: Serum potasyum; Syo: Serum NO; Tyreq: Idrar kreatinin; In,: Idrar sodyum; Ino: Idrar nitrik oksit; FeNa: Fraksiyone
sodyum itrahi.
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Tablo 4. 4.Grubun (ABY +baicalin) biyokimyasal verileri

SN | MDA GSH NO AST ALT |CK Siire Skrea Sna Sk Sno Tkrea Ina ino

1 0.52 1.96 22.66 3332 528 32210 487.9 3.03 131 6.7 31.25 9.5 102

2 0.66 3.05 121.72 2136 228 25304 496.5 3.28 141 5.9 22.08 14.14 61

3 0.49 2.14 40.13 3898 328 24325 485.8 3.52 134 7.4 21.83

4 0.6 2.05 51.35 1783 223 19798 477.2 3.11 137 7.4 28.83

5 0.32 1.55 38.47 2471 225 11778 481.5 3.52 127 7.4 29.58 17.2 18

6 0.38 2.22 0 1494 171 5689 487.9 2.2 136 6 36.75 17.17 36 28
! 0.55 2.45 31.39 2391 297 20066 496.5 3.5 140 6.5 29.17 34.29 91

8 0.43 2.24 100.16 3283 1067 22832 460.1 2.57 132 6.4 35.25 8.91 58 28.25
9 0.48 2.06 37.78 2445 193 10478 494.3 2.6 130 8.5 43.67 16.6 75 39.33
10 0.53 2.4 85.16 1202 231 6181 470.8 2.74 136 7.1 26.08 24.99 52 11.58

SN: Sira numarasi; MDA: Malondialdehit; GSH: Glutatyon; NO: Bobrek nitrik oksit; AST: Aspartat aminotranferaz; ALT: Alanin aminotransferaz; CK: Kreatin kinaz; Sie.:
Serum iire; Sirea: Serum kreatinin; Sy,: Serum sodyum; Sk: Serum potasyum; Syo: Serum NO; Tyreq: Idrar kreatinin; In,: Idrar sodyum; Ino: Idrar nitrik oksit; FeNa: Fraksiyone
sodyum itrahi.
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Tablo 5. Calisma gruplarinin degiskenlere ait istatistiksel verileri

1. GRUP 2. GRUP 3. GRUP 4. GRUP
Parametreler Ort£SD Ort =+ SD Ort +SD Ort+SD
MDA 0.12 = 0.05 0.15 + 0.04 0.47 = 0.12 0.49 + 0.10
nmol/g doku
GSH 253+ 0.43 258 + 0.22 3324078 221 +0.38
pmol/g doku
Nopf;‘t’;';mg 79.88 +37.04 | 91.82+39.87 156.29 + 46.63 58.75 + 34.78
’3‘7’: 141.25+9.98 | 215.50+ 162.31 2011.70 + 686.52 244350+ 855.50
’:bLT 57.62+8.94 | 110.87 +123.21 260.40 + 76.19 349.10 + 272.14
S/*E 652.00 + 122.83 | 806.00 = 213.15 | 15757.00 « 15994.74 | 17866.10 + 8897.51
nf;;al 39.58 + 4.41 4226 + 3.56 469.09 + 56.62 483.85 +11.78
Skrea 0.35 + 0.028 0.34 % 0.025 2.81 <061 3.00 + 0.46
mg/dl
Sna 136.87+4.05 | 13825+ 1.16 132.40 + 6.65 134.40 + 4.45
mmol/L
Sk 4.66 + 0.45 4.62 +0.53 6.90 = 1.15 6.93 +0.78
mmol/L
Sno 11.70 + 4.50 12.50 + 5.42 24.50 + 6.16 30.44 £ 6.72
umol/L
nllglegl 48.65 + 4.41 53.40 +2.73 17.38 + 5.41 17.85 + 8.34
Ina 69.12+13.18 | 68.62 + 12.47 56.77 + 23.77 61.62 + 27.61
mmol/L
Ino 49.69 +12.23 | 59.42 + 13.02 2778 +10.76 26.79 + 11.43
pmol/L
Kreatin Klirensi 0. 65+0.04 0.64 + 0.09 0.02 +0.01 0. 01 + 0.005
ml/dk/100gxviicut
FeNa % 0.36 + 0.05 0.32 + 0.05 7.47 + 4.20 9.21 47,19

MDA: Malondialdehit; GSH: Glutatyon; NO: Bobrek nitrik oksit; AST: Aspartat aminotranferaz; ALT: Alanin aminotransferaz;
CK: Kreatin kinaz; Sire: Serum iire; Sirea: Serum kreatinin; Sya: Serum sodyum; Sk: Serum potasyum; Sno: Serum NO; Tyrea:
Idrar kreatinin; In,: Idrar sodyum; Iyo: Idrar nitrik oksit; FeNa: Fraksiyone sodyum itrah1; 1.Grup (kontrol), 2. Grup (kontrol +
baicalin), 3. Grup (ABY), 4. Grup (ABY+baicalin).
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Gruplar arast MDA diizeyinde 1. ile 3. grup arasinda p = 0.000 diizeyinde anlamli bir
artma gozlendi. 1. ile 2. ve 3. ile 4. gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik

gozlenmedi (p > 0.017). Ortalama MDA diizeylerinin gruplar aras1 karsilastirilmasit Sekil 2°de
gosterildi.
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Sekil 2. Ortalama Bobrek MDA diizeylerinin gruplar arasi karsilastirnlmasi
Karsilagtirmalar: 1.Grup (kontrol) ile 3. Grup (ABY) * p < 0.000

Gruplar arast GSH 3. ile 4. grup arasinda p = 0.001 diizeyinde anlamli bir azalma
gozlendi. 1. ile 2. ve 1. ile 3. gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik

gbdzlenmedi (p > 0.017). Ortalama GSH diizeylerinin gruplar aras1 karsilastirilmasi Sekil 3’ te

gosterildi.
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Sekil 3. Ortalama Bobrek GSH diizeylerinin gruplar arasi karsilastirilmasi
Karsilastirmalar: 3. Grup (ABY) ile 4. Grup (ABY +baicalin)** p = 0.001
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Gruplar aras1t NO diizeyinde 1. ile 3. grup arasinda p = 0.006 diizeyinde anlamli bir
artma gozlendi. 1. Ile 2. grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik gdzlenmedi
(p>0.017). 3. ile 4. grup arasinda p = 0.001 diizeyinde anlamli bir azalma gdzlendi. Ortalama

NO diizeylerinin gruplar arasi kargilastirilmasi Sekil 4” te gosterildi.
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Sekil 4. Ortalama Bobrek NO diizeylerinin gruplar arasi karsilastirimasi
Karsilastirmalar: 1.Grup (kontrol) ile 3. Grup (ABY)* p = 0.006; 3. Grup (ABY) ile
4. Grup (ABY+baicalin) ** p = 0.001

Gruplar aras1 AST diizeyinde 1. ile 3. grup arasinda p = 0.000 diizeyinde anlaml1 bir
artma goézlendi. 1. ile 2. ve 3. ile 4. gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik
gozlenmedi (p > 0.017). Ortalama AST diizeylerinin gruplar arasi karsilagtirilmasi Sekil 5° te
gosterildi.

3000
2500
2000

1500

AST(U/L)

1000

500

0 — |

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4

Sekil 5. Ortalama Serum AST diizeylerinin gruplar arasi karsilastiriimasi
Karsilastirmalar: 1.Grup (kontrol) ile 3. Grup (ABY)* p = 0.000
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Gruplar aras1t ALT diizeyinde 1. ile 3. grup arasinda p = 0.000 diizeyinde anlamli bir
artma gozlendi. 1. ile 2. ve 3. ile 4. gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik
gbzlenmedi (p > 0.017). Ortalama ALT diizeylerinin gruplar arasi karsilastirilmas: Sekil 6’
da gosterildi.
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Sekil 6. Ortalama Serum ALT diizeylerinin gruplar arasi karsilastirilmasi
Karsilastirmalar: 1.Grup (kontrol) ile 3. Grup (ABY)* p = 0.000

Gruplar aras1 CK diizeyinde 1. ile 3. grup arasinda p = 0.000 diizeyinde anlamli bir
artma gozlendi. 1. ile 2. ve 3. ile 4. gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik
gozlenmedi (p > 0.017). Ortalama CK diizeylerinin gruplar arasi karsilastirilmasi sekil 7°de

gosterildi.
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Sekil 7. Ortalama Serum CK diizeylerinin gruplar arasi karsilastiriimasi
Karsilastirmalar: 1.Grup (kontrol) ile 3. Grup (ABY)* p = 0.000
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Gruplar arasi serum iire diizeyinde 1. ile 3. grup arasinda p= 0.000 diizeyinde anlamli
bir artma gozlendi. 1. ile 2. ve 3. ile 4. gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir

degisiklik gbzlenmedi (p > 0.017). Ortalama serum fire diizeylerinin gruplar arasi
karsilastirilmasi Sekil 8’de gosterildi.
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Sekil 8. Ortalama serum iire diizeylerinin gruplar arasi karsilastirilmasi
Karsilastirmalar: 1.Grup (kontrol) ile 3. Grup (ABY)* p=0.000

Gruplar aras1 serum kreatinin diizeyinde 1. ile 3. grup arasinda p = 0.000 diizeyinde
anlamli bir artma gozlendi. 1. ile 2. ve 3. ile 4. gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir

degisiklik gozlenmedi (p > 0.017). Ortalama Serum kreatinin diizeylerinin gruplar arasi

karsilastirilmasi Sekil 9°da gosterildi.
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Sekil 9. Ortalama serum kreatinin diizeylerinin gruplar arasi karsilastiriimasi
Karsilastirmalar: 1.Grup (kontrol) ile 3. Grup (ABY)* p = 0.000
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Gruplar aras1 serum Na diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir fark gozlenmedi
(p>0.017). Ortalama serum Na diizeylerinin gruplar arasi karsilastirilmast sekil 10°da
gosterildi.
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Sekil 10. Ortalama serum sodyum diizeylerinin gruplar arasi karsilastirilmasi

Sna (mmol/L)

Gruplar aras1 Serum potasyum diizeyinde 1. ile 3. grup arasinda p = 0.000 diizeyinde
anlamli bir artma gozlendi. 1. ile 2. ve 3. ile 4. gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
degisiklik gozlenmedi (p>0.017). Ortalama Serum potasyum diizeylerinin gruplar arasi

karsilagtirilmast Sekil 11°de gosterildi.
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Sekil 11. Ortalama serum potasyum diizeylerinin gruplar arasi karsilagtirilmasi
Karsilastirmalar: 1.Grup (kontrol) ile 3. Grup (ABY)* p = 0.000
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Gruplar aras1 serum NO diizeyinde 1. ile 3. grup arasinda p =0.001 diizeyinde anlamli
bir artma gozlendi. 1. ile 2. ve 3. ile 4. gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
degisiklik gozlenmedi (p>0.017). Ortalama serum NO diizeylerinin gruplar arasi
karsilastirilmast Sekil 12°de gosterildi.
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Sekil 12. Ortalama serum NO diizeylerinin gruplar arasi karsilastiriimasi
Karsilastirmalar: 1.Grup (kontrol) ile 3. Grup (ABY)* p =0.001

Gruplar arasi idrar kreatinin diizeyinde 1. ile 3. grup arasinda p = 0.001 diizeyinde
anlamli bir azalma gozlendi. 1. ile 2. ve 3. ile 4. gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir degisiklik gozlenmedi (p>0.017). Ortalama idrar kreatinin diizeylerinin gruplar arasi

karsilagtirilmasit Sekil 13’te gosterildi.
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Sekil 13. Ortalama idrar kreatinin diizeylerinin gruplar arasi karsilastirilmasi
Karsilastirmalar: 1.Grup (kontrol) ile 3. Grup (ABY)* p = 0.001
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Gruplar arasi idrar Na diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir fark goézlenmedi

(p>0.017). Ortalama idrar Na diizeylerinin gruplar arasi karsilagtirilmasi sekil 14’te gosterildi.
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Sekil 14. Ortalama idrar sodyum diizeylerinin gruplar arasi karsilastirilmasi

Gruplar arasi idrar NO diizeyinde 1. ile 3. grup arasinda p = 0.005 diizeyinde anlamli bir
azalma gozlendi. 1. ile 2. ve 3. ile 4. gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik

gbzlenmedi (p>0.017). Ortalama idrar NO diizeylerinin gruplar arasi karsilastirilmas: Sekil

15’te gosterildi.
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Sekil 15. Ortalama idrar NO diizeylerinin gruplar arasi karsilastirilmasi
Karsilastirmalar: 1.Grup (kontrol) ile 3. Grup (ABY)* p = 0.005
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Gruplar aras1 kreatin klirensi diizeyinde 1. ile 3. grup arasinda p = 0.002 diizeyinde
anlamli bir azalma gozlendi. 1. ile 2. ve 3. ile 4. gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir degisiklik gozlenmedi (p>0.017). Ortalama Kreatin klirensi diizeylerinin gruplar arasi

kargilastirilmasi Sekil 16° da gosterildi.
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Sekil 16. Ortalama kreatin klirensi diizeylerinin gruplar arasi karsilastirilmasi
Karsilastirmalar: 1.Grup (kontrol) ile 3. Grup (ABY)* p = 0.002

Gruplar aras1 FeNa % diizeyinde 1. ile 3. grup arasinda p = 0.001 diizeyinde anlaml bir
artma gozlendi. 1. ile 2. ve 3. ile 4. gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik

gozlenmedi (p> 0.017). Ortalama FeNa diizeylerinin gruplar arasi karsilagtirilmasi Sekil 17°de
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Sekil 17. Ortalama FeNa diizeylerinin gruplar arasi karsilastirilmasi
Karsilastirmalar: 1.Grup (kontrol) ile 3. Grup (ABY)* p = 0.001
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Histopatolojik Sonuclar

Calismamizda bobrek dokularmin histopatolojik incelenmesinde; 100 alanda, 0-4
skalas1 kullanilarak bdbrek hasari derecesi ve ayrica % kast degerleri her bir sigan i¢in
hesaplandi. Hesaplanan bu degerler Tablo 6 ve 7°de gosterildi.

1.grubtaki sicanlarin hematoksilen-eosin (HE) boyali bobrek kesitleri 151k
mikroskobunda incelendiginde; mikroskobik kesitlerde tiibiil ve glomeriillerin normal
goriinimde izlendi, herhangi bir nekroz veya kast olusumu gozlenmedi (Sekil 18).

2. gruptaki sicanlarin HE boyali bobrek kesitleri 1g1tk mikroskobunda incelendiginde;
1.gruba benzer ozelliklerde oldugu, bunlarin glomeriiler ve tiibiiller yapilarinin normal
goriinlimde oldugu izlendi. Glomeriillerde bir degisiklik goze carpmadi. Tiibiillerde herhangi
bir nekroz veya kast olusumu gézlenmedi (Sekil 19).

3. gruptaki sicanlarin HE boyali bobrek kesitleri 151k mikroskobunda incelendiginde
tiibiil epitelinde nekroza rastlandi. Proksimal, distal ve kolektor tiibiil liimeninde subkortikal
alandan baglayan ve renal pelvise kadar uzanan kast seklinde dens protein6z madde birikimi
izlendi. Tiibiillerde belirgin dilatasyon vardi. Distal tiibiil hiicrelerinde hidropik sitoplazmik
sisme ve vakuolizasyon dikkati ¢ekti. Glomertillerde belirgin konjesyon disinda bir degisiklik
goriilmedi. Peritiibiiler stromada 6dem ve vaskiiler yapilarda konjesyon mevcuttu. Tiibiiler
epitel hiicrelerde niikleer iriliesme ve niikleol belirginlesme gibi rejenerasyon bulgulari
izlendi (Sekil 20).

4. gruptaki siganlarin HE boyali bobrek kesitleri 151k mikroskobunda incelendiginde;
3.gruba benzer sekilde tiibiillerde belirgin dilatasyon, tiibiil epitel hiicrelerinde hidropik
sitoplazmik sisme ve vakuolizasyon goriildii. Glomeriillerde degisiklik yoktu. Peritiibiiler
stromada O0dem ve vaskiiler yapilarda konjesyon mevcuttu. Tiibiil epitelinde rejeneratif

degisiklikler izlendi (Sekil 21).
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Tablo 6. Gruplarin bobrek hasar derecesini gosteren histopatolojik sonuclar

SN 1.Grup 2.Grup 3.Grup 4.Grup
1 0 0 3 4
2 0 0 3 4
3 0 1 4 3
4 0 0 3 4
5 0 1 3 4
6 1 0 4 3
7 1 1 3 4
8 0 0 4 4
9 4 3
10 4 3
Ort £ SD 0.250 + 0.46 0.37+0.51 *3.50 + 0.52 3.60 +0.51

SN: Sira numarast; 1.Grup (kontrol), 2. Grup (kontrol + baicalin), 3. Grup (ABY), 4. Grup (ABY+baicalin)
*p = 0.000 diizeyinde 1.gruba gére anlamli artma izlendi.

Tablo 7. Gruplarin % kast de@erlerini gosteren histopatolojik sonug¢lar

SN 1.Grup 2.Grup 3.Grup 4.Grup
1 0 0 70 80
2 1 1 70 90
3 0 0 80 80
4 0 0 70 80
5 2 2 80 90
6 0 0 80 75
7 1 2 80 80
8 0 0 80 90
9 90 70
10 90 80
Ort+SD 0.50 +0.75 0.62+0.91 *79.0 +7.37 81.50 + 6,68

SN: Sira numarast; 1.Grup (kontrol), 2. Grup (kontrol + baicalin), 3. Grup (ABY), 4. Grup (ABY+baicalin)
*p = 0.000 diizeyinde 1.gruba goére anlamli artma izlendi.

42




Sekil 18. 1 Grubun bobrek kesiti [kortlkal k1s1m (HEX200)]
1.Grup (kontrol)

Sekil 19. 2. Grubun bobrek kes1t1 [kortlkal kisim (HEx200)]
2. Grup (kontrol + baicalin)
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Sekil 20. 3. Grubun bébrek kesiti [kortikal kistim (HEx200)]

Grup 3’te tiibiil epitelinde yaygin nekroz (siyah ok) tiibiillerin limeninde kasta
olusumu (mavi ok) izlendi. 3. Grup (ABY)

Sekil 21. 4. Grubun bobrek kesiti [kortikal kisim (HEx200)]
Grup 4’te tiibiil epitelinde nekroz ve tiibiil limeninde kast birikimi devam
etmektedir. 4. Grup (ABY +baicalin)
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Immiinohistokimyasal Degerlendirme

Calismamizda bobrek dokularmin immiinohistokimyasal incelenmesinde; olgular
sitoplazmik boyamanin yayginligi ve yogunlugu acisindan degerlendirildi. Boyanma
yayginlig1 epitelyal komponent yilizdesi esas alinarak yapildi. Boyanma olmamasi 0, < % 25
boyanma +1, % 25-50 boyanma +2, % 50-75 boyanma +3, > %75 boyanma +4 olarak
skorlandi. Boyanma yogunlugu ise, hi¢c boyanma gozlenmeyen olgularda 0, hafif boyanan
olgularda +1, orta yogunlukta boyanan olgularda +2, kuvvetli boyanan olgularda +3 olarak
skorlandi. Toplam immunohistokimyasal skorlama; boyanma yaygmligi ve yogunlugu
skorlarinin garpilmasi ile elde edilen sonuglar Tablo 8 ve 9 verildi.

Immunohistokimyasal boyanma ile 1. grup ve 2. grupta distal tiibiil epitel hiicrelerinde
INOS ve eNOS ile reaksiyon izlenmedi (Sekil 22-25 ).

3. grup ve 4. grupta siddetli yaygm ve yogun boyanma gézlendi (Sekil 26-29 ).
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Tablo 8. Gruplarin iNOS immiinohistokimyasal boyanma skorlari

1. Grup 2.Grup 3. Grup 4. Grup
SN Yogunluk Yaygmlk Skor Yogunluk Yaygilik Skor Yogunluk | Yayginhk Skor Yogunluk Yayginlik Skor
1 0 0 0 0 0 0 3 95 285 2 98 196
2 1 5 5 1 5 5 2 97 194 2 98 196
3 0 0 0 0 0 0 3 90 270 3 90 270
4 0 0 0 1 5 5 3 95 285 3 90 270
5 1 5 5 0 0 0 2 98 196 3 95 195
6 0 0 0 0 0 0 3 92 276 2 98 196
7 0 0 0 0 0 0 3 90 270 3 92 276
8 0 0 0 0 0 0 3 95 285 3 95 285
9 2 98 196 2 98 196
10 3 95 285 3 95 285
Ort+SD | 0.25+0.46 1.254+2.31 |1.25+2.31 2.25+0.46 1.2542.31 | 1.254£2.31 | 2.7+0.48 | 94.542.95 |254.20+41.5 2.6 £0.51 |94.90+£3.24 |236.5+43.19

1.Grup (kontrol), 2. Grup (kontrol + baicalin), 3. Grup (ABY), 4. Grup (ABY+baicalin)
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Tablo 9. Gruplarin eNOS immiinohistokimyasal boyanma skorlar

1. Grup 2.Grup 3. Grup 4. Grup
SN Yogunluk | Yayginlik Skor Yogunluk | Yayginhk Skor Yogunluk Yayginlik Skor Yogunluk Yayginlik Skor
1 0 0 0 1 5 5 2 98 196 2 98 196
2 0 0 0 0 0 0 3 95 285 2 98 196
3 0 0 0 0 0 0 3 92 276 3 95 285
4 1 3 3 1 5 5 3 95 285 2 98 196
5 0 0 0 0 0 0 2 98 196 2 98 196
6 1 5 5 0 0 0 3 95 285 3 92 276
7 0 0 0 0 0 0 3 92 276 3 95 285
8 0 0 0 1 2 2 3 92 276 3 95 285
9 2 98 196 2 98 196
10 3 95 285 3 95 285
Ort+SD | 0.25£0.46 | 1.00+1.92 | 1.00+1.92 | 0.37+£0.51 | 1.542.26 | 1.542.26 | 2.7+ 0.48 9542.44 255.6441.31 | 2.5+0.52 96.242.09 | 239.6+46.0

1.Grup (kontrol), 2. Grup (kontrol + baicalin), 3. Grup (ABY), 4. Grup (ABY+baicalin)
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el 22. 1.Gruun brek esi [ iNOSxOO]
1.Grup (kontrol)

Sekil 23. 1. Grubun bobrek kesiti [ eNOSx200]
1.Grup (kontrol)
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Sekil 24. 2. Grubun bobrek kesiti [ iNOSx100]
2. Grup (kontrol + baicalin)

2. Grup (kontrol + baicalin)
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Sekil 27. 3. Grubun bébrek kesiti [ eNOSx100]
3. Grup (ABY)
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Sekil 29. 4. Grubun bobrek kesiti [ eNOSx100]
4. Grup (ABY+baicalin)
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TARTISMA

Siganlara %50’lik gliseroliin im verilmesiyle olusturdugumuz MABY modelinde
MDA, NO diizeylerinde, bobrek fonksiyonu belirteclerinden serum {ire ile serum kreatinin,
AST, ALT, CK diizeylerinde ve serum K diizeyinde anlamli bir artma; glomeriiler
filtrasyonun belirteci olan kreatin klirensinde azalma, tiibiiler fonksiyonun gostergesi olan
fraksiyonel sodyum itrahinda istatistiksel olarak anlamli artig goriildii. Histopatolojik kesitleri
incelendiginde  nekroz, tiibil  limenlerinde  kast olusumu izlendi.  Ayrica
immiinohistokimyasal olarak aktivitelerini inceledigimiz iINOS ve eNOS aktivitelerinin
bobrek yetmezligi olusturulan gruplarda artmasina ragmen baicalin tedavisinin yararh
etkisinin olmadig1 goriildii. Bir¢ok deneysel modelde koruyucu etkileri saptanan baicalinin
etkilerinin incelendigi MABY grubunda lipit peroksidasyonu, bobrek fonksiyonlari,
histopatolojik degisiklikler iizerinde koruyucu etkilerinin olmadig1 goriildii.

Kas hasar1 vakalarinin %81°1 uyusturucu maddeler ve alkoliin etkisiyle olugsmasina
ragmen MABY 0zellikle depremlerden sonra enkaz altindan ¢ikarilan hastalarda ¢ok sik
goriilmektedir (2). %50’lik gliseroliin siganlarin her iki arka bacak kaslarmna enjekte
edilmesiyle MABY gelistirilir. Bu model en ¢ok kullanilan ve insanlarda gelisen MABY 'nin
deneysel modeli olarak kabul edilmektedir (7). Hipertonik gliseroliin im enjeksiyonu miyoliz,
hemoliz ve damar i¢i s1vi hacminin azalmasma neden olur. Damar i¢i sivi azalmasi, kas hasar1
sonucu vazokonstriktor etkili endotoksik sitokinlerin dolagima salinmasi ve miyoliz, hemoliz
nedeniyle dolagima salman miyoglobin ve hemoglobinin NO’yu yakalayici etkilerinin bobrek
damarlarinda daralmaya neden oldugu bildirilmistir (24,71-72). Bobrek damarlarindaki

daralma sonucu nefron tiibiillerindeki ATP’nin azalmasina, ayni zamanda proksimal
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tiibiillerde hem proteinlerin endositozla hiicre i¢ine alinmasina ve nefron tiibiillerinde geri
emilim mekanizmasindaki yetersizlik sonucu tiibiillerde kast olusumuna sebep olmaktadir.
Nefron tiibiillerinde hem proteinlerinin sebep oldugu toksik etkiye serbest demirin
olusturdugu oksidatif stresin aracilik ettigi kabul edilmektedir (48). Ayrica hipertonik
gliseroliin im enjeksiyonu ile yapilan ¢aligmalarda hem proteinin direkt NO yakalayici etkileri
sonucu bobreklerde perflizyonun azalmasma ve buna bagli olarak bdbrek hasarma yol
acilabilecegi bildirilmektedir (6,73).

Baicalin *’Scutellaria baicalensis’® koklerinden elde edilen ve binlerce yildir Cin de
inflamatuar hastaliklar ile iskemik stroke (felg) tedavisinde yaygin olarak kullanilan 6nemli
bir bitkisel ilagtir (9). Baicalinin sicanlarda serebral I/R hasarinda, karaciger I/R hasarinda,
kalp I/R hasarinda demir yiiklemesine baglh olarak olusan karaciger, bobrek, kalp dokusu
hasarmda koruyucu rol oynadigi rapor edilmistir (9,10,52,54,56).

Bu modelde gliserol enjeksiyonundan sonra 6. saatte MABY olustugu rapor
edilmektedir. Biz ise calismamizda kas i¢i gliserol enjeksiyonundan sonra 24. saatteki
MABY deki fizyopatolojik degisiklikleri inceledik (3,74). Calismamizda kas i¢i FS
uygulandiktan 1 saat sonra ip FS verilen ve kontrol grubu olarak kabul edilen 1. grubun tiim
parametreleri bazal olarak alindi. Bu gruptaki deneklerin HE boyali bobrek kesitleri 1s1k
mikroskobunda incelendiginde glomeriiler yapida, nefron tiibiillerinde ve intersitisyel
alanlarda belirgin bir patolojik bulguya rastlanmadi.

Baicalinin saglikli hayvanda etkisinin incelendigi; kas i¢i FS ve 1 saat sonra ip olarak
baicalin verilen 2. grup ile 1. grup parametreleri karsilastirildiginda glomeriiler ve tiibiiler
fonksiyon belirtegleri, oksidatif stres ve antioksidan sistemleri serum, bobrek, idrar NO
diizeyleri ile bobreklerdeki 1sik mikroskobu bulgular1 ve immiinohistokimyasal olarak
incelenen iINOS ve eNOS aktiviteleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigi
saptandi. Haci ve ark. (75)’nin siganlarda I/R hasarinda baicalinin etkisini incelendigi tez
calismasinda, siganlarin bobrek damarlar1 diseksiyonla ayrilmadan 30 dakika 6nce 200 mg/kg
dozunda ip verilen baicalinin bobrek fonksiyon belirtegleri, MDA, GSH, serum ve bobrek NO
diizeyleri ve FeNa atiliminda istatistiksel olarak bir farklilik olusturmadigi rapor edilmistir.
Bu caligmanin sonuglari ile bizim sonuglarimiz benzerlik gosterdi. Bu bulgular baicalinin
saglikli siganlarda toksik etkisinin olmadigin1 gostermektedir.

Kas i¢i gliserol uygulanarak MABY gelistirilen ve ip FS verilen 3. grup ile kontrol
grubu olan 1. grup karsilastirildiginda MDA, bobrek NO ile serum iire, kreatinin, potasyum,
NO diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir artma; idrar NO ve idrar kreatinin

diizeylerinde ise istatistiksel olarak anlamli bir azalma goriildii. Karaciger, kalp, kas dokusu,
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bobrek ve beyinde bulunan ve bu dokulardaki hasarda kandaki seviyesi yiikselen AST ile
daha ¢ok karaciger hasarina spesifik olan ALT diizeyleri ve kalp kasi, iskelet kas1 hasarina
bagli olarak artan CK enzim aktiviteleri 3.grupta 1.gruba gore anlamli bir artma izlendi.
Bobrek tiibiiler fonksiyonun bir gostergesi olarak kabul edilen FeNa atilimida anlamli bir
artma, bobrek glomeriiler filtrasyon hizinin gostergesi olarak kabul edilen kreatin klirensinde
istatistiksel olarak anlamli bir azalma oldugu goriildii. GSH, serum sodyum ve idrar sodyum
diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark olugsmadig1 gozlendi. 3. gruptaki sicanlarin
HE boyali bobrek kesitleri 151k mikroskobisinde incelendiginde; kortikal tiibiillerde
dilatasyon, tiibiil epitellerinde basiklagma ve yer yer nekroz, tiibiil liimenlerinde kast olusumu
izlendi. Distal tiibiilde kast seklinde dens proteindz madde birikimi yogun bir sekilde
gozlendi. Tiibiillerde belirgin bir dilatasyon vardi. Distal tiibiil hiicrelerinde hidropik
sitoplazmik sisme ve vakuolizasyon dikkati ¢ekti. 1. grupta immunohistokimyasal boyanma
ile gosterilen iINOS ve eNOS ekspresyonu proksimal, distal tiibiil epitel hiicrelerinde bazal
seviyede izlenirken, 3.grupta ise yaygin ve yogun immunohistokimyasal boyanma, distal ve
proksimal tiibiil epitel hiicrelerinde artan iINOS ve eNOS ekpresyonu izlendi. Bu sonuglar;
calismamizda deneysel miyoglobiniirik akut bobrek yetmezligi modelinin olustugunu
gostermektedir.

Serbest radikallerin MABY ’ninde i¢inde yer aldigi farkli bobrek hastaliklarinin
patogenezinde Onemli rol oynadigi bildirilmistir. Bobrek serbest radikal hasarmin bir
gostergesi ve lipit peroksidasyonunun son iiriinii olan MDA diizeyinin anlamli bir sekilde
arttig1 daha Onceki calismalarda bildirilmistir (76,77). MDA diizeyinin artis1 bobrekte
antioksidan enzimlerin iistesinden gelemeyecegi kadar fazla radikal olustugunu diistindiirdi.
Bu c¢alismada saptanan sican bobreklerinde olusan MDA seviyesindeki anlamli artis daha
once bu modelde yapilan ¢alismalarin sonuglar1 ile uyumluluk géstermektedir (76-80). Fakat
ilging bir sekilde glutatyon {izerinden isleyen, antioksidan savunmanin bir gdstergesi olan
GSH diizeyinde 3.grupta anlamli bir degisiklik bulunamadi. Kaliman ve ark.’nin (81) gliserol
enjeksiyonundan sonra 2, 6 ve 24 saat sonra bobreklerde GSH diizeyinin kontrol grubuna gore
MABY grubunda 2. Saatte anlamli diizeyde azaldigi, 6 ve 24. saatte de anlamli olmayan bir
artis oldugunu bildirmislerdir. Bu calismada incelenen GSH sonuglari ile bizim ¢alismamizin
sonuglar1 benzerlik gostermektedir (81)

Caliymamizda glomeriiler fonksiyon bozuklugunun gostergesi olan serum flire ve
kreatinin diizeylerindeki artis ve kreatin klirensindeki azalma daha 6nce yapilan ¢aligmalarin
sonuglartyla uyumluluk gosterdi (79,80,82-85). Tiibiiler fonksiyonun bir gostergesi olan

fraksiyonel sodyum atiliminda da bir artig gozlendi, bu artis daha dnceki ¢aligma sonuglartyla
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uyumluluk gosterdi (86). Calismamizda tiibiiler fonksiyonun bir belirteci olan fraksiyonel
sodyum atilimindaki artig dnceki ¢aligmalarda oldugu gibi tiibiiler fonksiyonun bozuldugunu
gostermekteydi. Chander ve ark. (39) gliserol enjeksiyonundan sonra bobrek glomerular
fonksiyonlariin bir gostergesi olan kreatinin ve iire diizeylerinin arttigini, MDA diizeyinde
anlamli artmanin oldugunu ancak glutatyon diizeylerinde azalma oldugunu rapor etmislerdir.
Histolojik kesitlerde ise kontrol grubu ile karsilastirildiginda tiibiiler nekroz, hemorojik kast,
hiyalin kast olusumlar1 oldugu gosterilmistir. Singh ve ark. (87) gliserol enjeksiyonu ile
olusturulan ABY modelinde bircok calismada lipit peroksidasyonun arttigmi, bobrek
fonksiyonlarmin bozuldugunu ve antioksidan kapasitenin azaldigimi rapor etmislerdir. Kim ve
ark. (88) bu model ile yapmis olduklar1 ¢alismada glomeriiler filtrasyon hizinin
belirlenmesinde kullanilan kreatinin klirensinin anlamli diizeyde azaldigmi bildirmislerdir.
Huang ve ark. (89) tarafindan gliserol verilerek olusturulan MABY modelinde kreatinin
klirensinin anlamli diizeyde azaldigi gosterilmistir. Bu calismalarda elde edilen sonuglar
bizim ¢aligmamizda 3. grupta elde ettigimiz sonugclar ile benzerlik gostermektedir.

Troponin, CK, LDH, aldolaz, miyoglobin, AST, ALT gibi serum markerleri iskelet
kasinda hem metabolik hem de mekanik nedenlere bagli olarak meydana gelen hasarin
derecesini anlamak i¢in kullanildig1 rapor edilmektedir (90). Bizde ¢alismamizda potasyum,
CK, AST ve ALT diizeylerinin iskelet kasi hasarinin belirtegleri olarak kullandik. MABY
grubunda bu belirteglerin artmasi yogun bir kas hasarmin oldugunu gostermektedir. Bizim
calisma sonuglarimiz daha 6nce yapilan ¢alismalarm bulgulari ile benzer oldugu goriildii (85,
91-92). Potasyum diizeyindeki yiikselmenin ABY nedeni ile idrar atilimimin azalmasinda ve
yogun kas hasar1 sonucu agiga ¢ikan hiicre i¢i potasyumdan kaynaklandigi bildirilmistir (77).

Nitrik oksit, NOS enziminin katalizledigi bir dizi reaksiyon sonucunda L-argininden
sentezlenir (93). NO vaskiiler endoteliyal hiicrelerde olusturulan 6nemli bir vazodilatatordiir.
Ayrica renal veya glomeriiler hemodinamigin kontroliinde, tiibiiloglomeriiler feedback, renin
salgilanmasi, sodyum ve su atiliminda da rol oynamaktadir. eNOS; glomeriiler endoteliyal
hiicrelerde, intrarenal arteriollerde, glomeriiler kapillerde, afferent ve efferent arteriollerde,
vaza rektada ve kortikal damar endotelinde bulunmaktadir. iNOS; proksimal tiibiiliin S3
segmentinde, medullar henle kulpunun ¢ikan kalin kisminda, glomerulusta, kortikal toplayici
kanallarda, inflamasyonla iliskili bobrek hastaliklarinda, mezengial hiicrelerde ve papillar
interstisyel hiicrelerde bulunmaktadir. iINOS wvasitasiyla olusturulan NO, antimikrobiyal
aktiviteye sahiptir ve bu nedenle nonspesifik konak savunma sisteminin énemli bir parcasidir
(94-96). Bu c¢alismada bobrekte olusturulan MABY esnasinda bobrek dokusunda NO

diizeyinde anlamli bir artis meydana geldi. Ayn1 zamanda serbest bir radikal gibi davrana NO,
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bir¢ok fizyolojik ve patolojik olaylarda rol oynar. Bobrek hasar1 sirasinda NO artarken, biiyiik
miktarlarda molekiiler oksijen dokulara tasmir ve boylece ¢ok miktarda serbest oksijen ve
nitrojen radikali ortaya ¢ikar (97,98).

Bilindigi kadar1 ile tek bagina artmig NO diizeyleri hiicresel diizeyde biiyiik hasara
neden olmamaktadir. Tim inflamatuar siireglerde hemen hemen biitiin hiicreler iNOS
indiiksiyonu ile yiiksek diizeyde NO firetirler. MABY sirasinda olusan asir1 NO, ya bu
radikalin stabil son iriinleri olan nitrit ve nitrata doniisilir, ya da SOD enzimiyle yarismaya
girerek ve siiperoksit radikaliyle etkilesmesi sonucu peroksinitriti olusturur. Boylece nitrik
oksitin fizyolojik etkisi inhibe edilir, oksidatif etkisi ortaya ¢ikar. Vaskiiler toniisiin
diizenlenmesi i¢in siiperoksit ve nitrik oksit arasindaki fizyolojik dengenin 6nemli oldugu ileri
stirilmektedir. Peroksinitrit, nitrik oksit toksisitesinin baglica sorumlusudur. Peroksinitritin
proteinlere dogrudan zararl etkileri vardir ve azotdioksit, hidroksil radikali, nitronyum iyonu
gibi toksik iirtinlere doniistir. NO radikalinin stabil son {iriinleri nitrit ve nitrattir. Plazma gibi
¢ogu viicut sivisinda nitritin cogu nitrata doniismiistiir (99). Ozetle NO ve siiperoksit
iiretiminin yiiksek oldugu stireglerde peroksinitrit olusumu kag¢imnilmazdir. Bu nedenle siiper
oksit radikali, NO ve peroksinitritten olusan bu liggende en Onemli hasara peroksinitritin
neden oldugu ifade edilebilir (100). NO artisindaki bir diger muhtemel mekanizma ise,
notrofillerin aktivasyonu ve etkilenen dokuya sekestrasyonudur (101). Bu durum bdbrekte
oksidan hasarin halen devam ettigi seklinde yorumlanabilir. iNOS kaynakli artmig NO
iiretiminin kendisinin zararli olup olmadig1 uzun siire tartisilmistir (78). iNOS inhibisyonu
olmaksizin bobrek hasarmnin azaltilmasi1 fizyopatalojik siirecte siiper oksit radikalleri veya
NO’dan ziyade peroksinitritin dnemli oldugunu gostermektedir (102,103).

Bobrek tiibiillerinde, 6zellikle proksimal tiibiilde sitokinlerin uyardigi iNOS’un
artmasi, gordiglimiiz degisikliklerin NO ile ilgili olabilecegini isaret etmektedir.
Immiinohistokimyasal boyamada glomeriil yumaklarmmda, iNOS ve eNOS pozitif hiicre
sayisinin arttig1 ¢alismamizda goriildii. iNOS ve eNOS aktivitesi artiginin, glomerul i¢i nitrit
ve nitratin yiikselmesiyle parellellik gosterdigi rapor edilmistir (104). %50’lik gliserol
enjeksiyonu ile MABY olusturulan 3. grup, kontrol grubu olan 1. grup ile karsilastirildiginda,
bobrekte NO diizeyi anlamli olarak artt1. %50°1ik gliserol enjeksiyonu ile MABY olusturulan
ve ip Baicalin verilen 4. grupta ise, NO diizeyinde azalma gozlendi. Bu ¢aligmalarimiz Liu ve
ark. (102) yaptig1 ¢alisma sonuglari ile uyumluluk gosterdi.

Biz ¢alismamizda 3. gruptaki hasarin iNOS aktivitesi artisima bagl olarak olusan
peroksinitrit artis1 sonucu oldugunu diisiinmekteyiz. Normal kosullarda NOS enzimi

argininden NO olusturur arginin ve tetrahidrobiopterin diizeylerinden herhangi birinin yetersiz
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olmas1 NOS’un iirliniiniin NO yerine siiperoksit radikali olmas1 yoniinde etkiler. Bu olayin
eNOS ta kenetsizlenmeye (uncoupling) neden oldugu bildirilmektedir. Bu durumda NOS
enziminin rediiktaz bolgesinden oksidaz bolgesine giden elektronlar arginin yerine molekiiler
oksijene ilgi duyarlar (105). Calismamizda eNOS aktivitesi artisinin  eNOS
kenetsizlenmesinin bir sonucu olabilir. Liu ve ark. (102) nin hem iNOS hem de eNOS
aktivitelerinin ve NO diizeyinin incelendigi ¢aligmalarinda gliserol verilerek ABY olusturulan
grupta nitrat diizeyi ile iNOS aktivitesinin arttigt ve eNOS aktivitesinin ise azaldigini
bildirmisler. Bu ¢alismada eNOS aktivitesinin bizim ¢alismamizda eNOS sonucu ile uyumlu
olmamasi bu ¢aligmanin gliserol enjeksiyonundan 7 giin sonra bobrekte eNOS aktivitesinin
incelenmesi sonucu olabilir.

Calismamizda kas i¢i gliserol uygulanarak MABY gelistirilen ve gliserol
enjeksiyonundan 1 saat sonra ip baicalin verilen 4. grupta; MDA, Serum iire, kreatinin, serum
K ve serum NO diizeylerinde, ALT, AST, CK enzim aktivitelerinde, idrar NO ve idrar
kreatinin ile kreatinin klirensi ve fraksiyonel sodyum atilimi 3. grup ile karsilastirdigimizda
anlaml1 diizeyde fark olmadigi goriildii. Ancak 4. Gruptaki GSH ve bobrek NO diizeyleri 3.
Grup ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir azalma gozlendi. 4. gruptaki
sicanlarm HE boyali bobrek kesitleri 1s1k mikroskobisi ile incelendiginde; 3. grup ile
histolojik 6zellikleri benzerdi.

Haci ve ark. (75) nin laboratuvarimizda yapmis oldugu tez ¢alismasinda siganlarda
bobrek iskemi reperflizyon hasarinda baicalinin etkilerini arastrmustir. Sicanlarin bobrek
damarlarmin kan akimi mikrovaskiiler klemple kesilerek 60 dk. iskemi ve 24 saat reperfiizyon
olusturmus. Iskemi reperfliizyon hasarinda bizimde ¢alismamizda kullandigimiz 200 mg/kg
dozunda baicalini ip vermistir. Reperfiizyon baslamasindan 24 saat sonra siganlarin kan ve
doku oOrnekleri almmis; bobrek dokusunda GSH, MDA, NO, serumda; AST, NO, iire,
kreatinin, sodyum ve potasyum diizeyleri, idrarda; kreatinin, NO, sodyum diizeyleri ile
histopatolojik degisiklikler incelenmis. Iskemi/reperfiizyon grubu ve Iskemi/reperfiizyon
olusturup baicalin verdikleri grubun parametreleri arasinda anlamli bir farkliligin olmadigi
rapor edilmistir.

Yapilan literatiir arastirmalarma gore daha once siganlara gliserol verilerek MABY
olusturulan modellerde baicalinin  etkisinin incelendigi herhangi bir c¢alismaya
rastlanmamistir. Lim ve ark. (106) yasli sican bobreklerinde baicalin tarafindan aktive edilen
Peroxisome proliferators-activated receptors gamma (PPARY) ile NF-kB’ye bagh
inflamasyonu inhibe etmesini arastirmislardir. PPARY ; pankreas, karaciger, bobrek, adipoz

doku ve kolonu da iceren ¢esitli doku ve hiicrelerdeki transkripsiyon faktoriidiir. Bu ¢alismada
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baicalinin antiinflamatuar etkisini dnce PPARY aktive ederek ardindan NF-kB yi inhibe
ederek gdstermeyi amaglamislar. 10 giin boyunca giinliikk 10 mg/kg dozunda baicalin verilen
24 aylik siganlarm bdbrek dokulari in vitro, endotel hiicre kiiltiirleri ise in vivo olarak
calisilmis. PPARY 'nin baicalin tarafindan aktive edildigini belirlemek icin lipopolisakkarit
kullanilmig. Caligma sonunda baicalin pro-inflamatuar NF-kB’yi baskilayarak PPARY ’y1
aktive ettigini ve boylece yasla iligkili inflamasyonu azalttigin1 bildirmislerdir.

Zhang ve ark. (63) baicalin ve ocreotidin akut pankreatit olusturulan siganlarda renal
hasar iizerindeki etkilerini arastirmistir. Akut pankreatit %20-30 mortalite ile seyreden yaygin
organ hasarina sebep olan sistemik dlimciil bir hastaliktir. Akut pankreatit tedavisinde tek doz
verilen baicalinin kisa yar1 6mre sahip olmasi yiiziinden zayif tedavi etkisinin oldugunu, daha
sonra ise yiikksek dozda ve birden fazla enjeksiyonun giiglii tedavi etkisine sahip oldugunu
rapor etmislerdir. Calismada pankreatit olusturulduktan 10 dk sonra mikroinflizyon
pompastyla eksternal jugular ven araciligiyla ile saatte bir 10 mg/100 g dozunda olacak
sekilde 3, 6 ve 12 saatlik tedavi protokolii uygulamiglardir. Bu ¢alismalar sonunda artmis olan
serum ire diizeyi, 3 ve 12. saatlerdeki baicalin tedavisi ile anlamli diizeyde azalmasma
ragmen serum kreatinin diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir degisikligin olmadiginz;
baicalin tedavisi yapilan grup ile akut pankreatit olusturulan grubun serum NO diizeyi
karsilastirildiginda, 3 ve 12. saatlerde baicalin verilen grupta istatistiksel olarak anlamli bir
azalmanin oldugunu bildirmislerdir. Ayrica baicalinin histopatolojik degisikliklerde hasari
azaltic1 etkisinin oldugu bildirilmektedir. Baicalinin bazi parametreler iizerinde gostermis
oldugu koruyucu etkisinin bizim c¢alismamizda goriilmemesinin sebebi deneysel model
farklilig1, baicalinin verilis yolu, verilis siiresi ve dozuna bagli olabilir.

Yang ve ark. (107) yapmis oldugu arastirmada ise; T-helper 17 hiicre farklilagmasi
kontrolii altinda baicalini immiin sistemin bir bileseni olarak belirlemeyi amacglamiglar. T-
helper 17 hiicre farklilasmasinda baicalinin etkilerini in vivo ve in vitro olarak ¢aligmislar.
Sonu¢ olarak ise; baicalin T hiicrelerinin ¢ogalmasmi engellememektedir, karaciger
fonksiyonlarmi korumaktadir, inflamatuar mediatdrlerin gen ekspresyonunu engellemektedir.

Zhang ve ark. (56) yiiksek dozda demire bagl olusan hasara karsi, 45 giin boyunca %1
oraninda hayvan yemine katilarak baicalin ve quercetin verilen ¢alismada; baicalinin verildigi
grup ile demir yiiklenen grup karsilastirildiginda; baicalinin lipit peroksidasyon diizeylerinde
azalmaya neden oldugu, protein oksidasyonunu azalttig1 ve katalaz enzim aktivitesini artirdig1
bildirilmistir.

Yeh ve ark. (108) yaptiklar1 ¢aligmada ise farelere ip lipopolisakkarit verilerek

glomeriilonefritis modeli olusturup baicalinin invivo sartlarda metabolitlerinden biri olan
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baicaleinin etkinligi arastirilmigtir. Caligmada baicaleinin 50 ve 100 mg/kg dozlarmin,
koruyucu etki gostermemesi ragmen 150 mg/kg dozunda baicaleinin 14 giin boyunca gavaj
yoluyla verilmesi serum iire, kreatinin miktarmni, idrar iire, kreatinin ve idrar protein atilimini
azalttigin1 bildirmiglerdir. Bobrekte histopatolojik degisikliklere kars1 koruyucu rol oynadigi,
INOS ve COX-2 ekspresyonunu inhibe ettigi rapor edilmistir. Bu calismada baicelenin
etkilerinin goriilmesinin nedeni uzun siireli uygulanmasinin bir sonucu olabilir.

Park ve ark. (109 ) karbontetrakloriir vererek olusturduklar1 karaciger toksisitesine
kars1 baicalinin etkilerini incelemislerdir. Karbontetrakloriiriin verilmesinden 30 dk 6nce ve 2
saat sonra 25, 50, 100 ve 200 mg/kg dozlarinda baicalin vermislerdir. Karbontetrakloriir ile
karaciger toksisitesi olusturduklar1 gruplarda serum ALT ve AST enzim aktivitesi diizeyleri
iizerinde 100 mg/kg dozunun istatistiksel olarak en etkili azalmay1 sagladigini, bu dozun hem
MDA hem de GSH iizerinde anlamli olarak etkinlik gdsterdigini, yiikselmis MDA diizeyini
azalttigmi, GSH diizeyini ise artirdigini, iNOS aktivitesini inhibe ettiini rapor etmislerdir.

Kim ve ark. (10) sigan karacigerinde 60 dk iskemiden sonra 5 saat reperfiizyon
uygulayarak baicalinin etkilerini arastirdiklar1 caligmada karaciger iskemisinden 24 ve 1 saat
once 200 mg/kg dozunda baicalinin verilmesinin iskemi grubunda artmis MDA diizeyinde
azalmaya, azalmig GSH diizeyinde artmaya neden oldugunu rapor etmislerdir.

Jang ve ark. (110) farelerde acetoaminofen uygulayarak olusturduklar1 karaciger
toksisitesine karsi uygulanan acetaminofenden 30 dk sonra baicalin verilmesinin, plazma AST
ve ALT aktiviteleri ile karaciger histopatolojik degisikliklerini anlamli diizeyde azalttigini,
diismiis olan karaciger GSH diizeyinde ise baicalinin etkisinin olmadigin1 bildirilmektedir.

Baicalinin farkli in vitro ve in vivo ¢aligmalarda bobrek, karaciger, pankreas gibi
organlarda immiinsistemde olusan hasara ve inflamatuar mediatorlere karsi koruyucu rol
oynadig1r literatiirde goriilmektedir. Yaptigimiz c¢alismamizda baicalinin etkilerinin
parametreler {lizerinde istatistiksel olarak anlamli koruyucu degisiklikler olusturmamasmin
birkag¢ nedeni olabilir.

Bizim ¢aligma sonuclarimizin daha dnce yapilan ¢alismalarin sonuglartyla uyumlu
olmamasi;

Baicalin bircok ¢alismada 200 mg/kg doz verilmesine ragmen c¢alismamizda etkin
dozunun belirlenmemis olmasina,

Baicalinin verilis yoluna, verilme zamanindaki ve verilme siirelerindeki farkliliklara,

Deneysel MABY olusum mekanizmasinda etkili faktorlerin diger deneysel

modellerden farkli olmasina bagli olabilir.
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Ayrica baicalinin etkileri uzun siireli verilmesinden sonra goriilebilir. Zhang ve ark.
(63) raporlarinda baicalinin yar1 dmriiniin kisa olmasina bagli olarak yiliksek doz ve birden
fazla enjeksiyonunun giiclii tedavi etkisine sahip oldugunu bildirmislerdir. Bizim
caligmamizda baicalinin tek doz olarak verilmesi koruyucu etkilerinin daha az goriilmesine
neden olmus olabilir.

Biitiin bu bulgular ve literatlir sonucglar1 bir arada degerlendirildiginde baicalinin
deneysel MABY’deki etki mekanizmasmi kesin olarak gostermede c¢alismamiz yetersiz
kalmaktadir. Bu konuda baicalinin dozu, verilis yolu, verilme zamani ve verilme siirelerinde
yapilacak diizenlemeler ile renal kan akimi, bobrek fonksiyonlari, oksidatif hasari derecesini
gosteren parametreler ile NO metabolizmasi tizerindeki etkilerini, histopatolojik degisiklikleri
elektron mikroskobu ve molekiiler diizeyde arastiran daha kapsamli g¢alismalara ihtiyag

oldugu diisiincesindeyiz.
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SONUCLAR

Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dali’nda yapilan ¢alismamizda
hipertonik gliserolin im verilmesiyle olusturdugumuz MABY’de baicalinin bdbrek
dokusunda glutatyon ve malondialdehit diizeyi ile bobrek, serum ve idrar NO diizeyleri,
serum {ire, kreatinin, sodyum, potasyum diizeyleri, ALT, AST ve CK aktiviteleri; idrar
kreatinin ve sodyum diizeyleri ile kreatin klirensi ve fraksiyonel sodyum atilimi incelendi.
Bobrek dokusunda hematoksilen-eozin boyamasi ile histopatolojisi ve iNOS ile eNOS
aktiviteleri immiinohistokimyasal olarak degerlendirildi. Yapilan literatiir arastirmalari
sonucunda sigan bobrek MABY’de baicalinin etkisinin arastirildigi ilk caligmadir.
Incelemeler sonucunda asagidaki veriler elde edilmistir.

1. ve 2. grup parametreleri karsilastirildiginda istatistiksel olarak herhangi bir anlamli
fark olmadig1 goriildii.

1. ve 3. grup parametreleri karsilastirildiginda; bobrek dokusunda MDA diizeyi ve
NO; serumda iire, kreatinin, potasyum ve NO diizeyleri, ALT, AST ve CK aktiviteleri,
fraksiyonel sodyum atiliminda 3. grupta anlamli bir artma goézlendi, idrarda kreatinin, NO ve
kreatin klirensinde ise 3. grupta anlamli bir azalma gozlendi.

3. ve 4. grup parametreleri karsilastirildiginda; bobrek NO diizeyinde ve GSH
diizeyinde anlamli bir azalma gozlendi. Diger parametreler arasinda anlamli bir farkliligin
olmadig1 goriildii.

Biitlin bu bulgular bir arada ele alindiginda baicalinin deneysel bobrek MABY etki
mekanizmasinin kesin olarak gostermede yetersiz kalmaktadir. Baicalinin bu modeldeki

etkisinin aciklanabilmesi i¢in dozu, verilis yolu, verilme zamani ve verilme siirelerinde
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yapilacak diizenlemeler ile daha kapsamli ve ayrintili ¢aligmalarin yapilmasi gerektigini

diisiinmekteyiz.
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OZET

Miyoglobiniirik akut bobrek yetmezliginin patofizyolojisinde nitrik oksit ve reaktif
oksijen metabolitlerinin 6nemli rol oynadigi bildirilmektedir. Bizde ¢calismamizda antioksidan
etkisi olan Baicalinin, miyoglobiniirik ABY ’nin sican bobreklerinde yol agtigi hasara karsi
antioksidan, histopatolojik ve bobrek fonksiyonlar1 tizerindeki etkilerini incelemeyi
amagcladik.

Calismamizda 1. ve 2. grupta 8’er adet; 3. ve 4. gruplarda 10’ar adet olmak iizere
toplam 36 adet 150-200 gram agirliginda erkek Spraque Dawley si¢an kullanildi. 1. ve 2. grup
sicanlar im fizyolojik serum (FS), diger gruplar im. gliserol enjeksiyonundan 24 saat 6nce
susuz brrakildi. 1. ve 2. grup sicanlara FS, 3. ve 4. gruplardaki siganlara % 50’lik gliserol
solusyonundan 8 ml/kg’a gore bulunacak toplam hacim esit miktarlarda her iki arka bacak
kaslarma im enjekte edildi. 1 saat sonra 1. ve 3. gruba ip FS, 2. ve 4. gruba 200 mg/kg
dozunda ip baicalin verildi. Deneklere enjeksiyon yapildiktan sonra metabolik kafeslere
almarak 24 saatlik idrarlar1 toplandi. Gliserol enjeksiyonundan 24 saat sonra siganlar anestezi
altinda kanlar1 ve her iki bobregi alinarak, sakrifiye edildi.

Calismamizda 1. ve 3. grup parametreleri karsilastirildiginda; bobrek dokusunda MDA
diizeyi ve NO; serumda iire, kreatinin, potasyum ve NO diizeyleri, ALT, AST ve CK
aktiviteleri, fraksiyonel sodyum atiliminda 3. grupta anlamli bir artma goézlendi, idrarda
kreatinin, NO ve kreatin klirensinde ise 3. grupta anlamli bir azalma gozlendi (p< 0.017).

3. grup ve 4. grup parametreleri karsilastirildiginda; bobrek NO diizeyi ve GSH
diizeyinde anlamli biz azalma gozlendi. Diger parametreler arasinda anlamli bir farkliligin

olmadig1 goriildii.
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Bu sonuglar g6z Oniine alindiginda baicalinin MABY’deki koruyucu etkisini
belirlemek i¢in, doz ve verilme siirelerinde yapilacak diizenlemeler ile daha kapsamli

caligmalarin yapilmasi gerektigini diisinmekteyiz.

Anahtar kelimeler: Baicalin, Miyoglobiniirik Akut Bobrek Yetmezligi, Serbest Radikaller,
Nitrik oksit, Antioksidant
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THE EFFECTS OF BAICALIN ON MYOGLOBINURIC ACUTE RENAL
FAILURE IN RATS

SUMMARY

Myoglobinuric acute renal injury is a uremic syndrome which develops due to damage
of skeletal muscle. It was demonstrated that free radicals and nitric oxide play an important
role in pathogenesis of myoglobinuric acute renal injury. In this study, we aimed to
investigate the effects of baicalin on myoglobinuric acute renal injury that has been reported
to have some antioxidant, antiinflammatory, antiviral, antibacterial properties.

In our study, 36 male Spraque Dawley rats, 150-200 grams in weight, were used. The
rats were deprived of water for 24 hours before injection. 1% and 2™ groups were injected with
physiological serum, 3" and 4™ groups were injected with intramuscular 50 % glycerol 10
ml/kg. One hour later, 1% and 3" groups received ip FS and 2™ and 4™ groups have taken
200 mg/kg baicalin. 24 hours after the glycerol injection, the blood samples and kidneys of
the rats were taken under the anesthesia.

In our study, we found that levels of urea, creatinine, potassium, NO, ALT, AST and
CK in serum samples, MDA and NO in renal tissue and fractional excretion of sodium were
increased in 3" group when it’s compared with the 1% group. Levels of creatinine, NO and
creatinine clearance in urine samples were statistically significant reduced 3™ group when

compared with the 1% group.
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The findings of our study showed that while the group 4 compared to group 3, the
kidney NO levels and GSH levels were significantly decreased. There were no significant
differences between other parameters.

In this results, we can conclude that the possible protective effect of baicalin in
myoglobinuric acute renal injury need to be further investigation with the regulation on the

dose and application periods.

Key words: Baicalin, Myoglobinuric Acute Renal Failure, Free Radicals, Nitric oxide,

Antioxidant
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