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SIMGE VE KISALTMALAR

ABY: Akut Bobrek Yetmezligi

BHy: Tetrahidrobiyopterin

cNOS: Yapisal Nitrik Oksit Sentaz
DNA: Deoksiriboniikleik Asit
eNOS: Endotelyal Nitrik Oksit Sentaz
FAD: Flavin Adenin Diniikleotid
FMN: Flavin Mononiikleotid

GFR: Glomeriiler Filtrasyon Hiz1
GSH: Okside Glutatyon

GSH-Px: Glutatyon Peroksidaz

GST: Glutatyon S Transferaz

H,0;: Hidrojen peroksit

iNOS: Indiiklenebilir Nitrik Oksit Sentaz
IL: Interldkin

I/R: Iskemi/Reperfiizyon
L-NAME:  N-nitro-L-arjinin-metil ester
MDA: Malondialdehit

MPO: Myeloperoksidaz

mTAL: Henle kulpu ¢ikan kalin kol

NADPH: Nikotinamid Adenin Diniikleotid Fosfat (Rediikte)



NGAL: Notrofiljelatinaz iliskili lipokalin

NO: Nitrik oksit

NO;: Nitrojen dioksit

NO; : Nitrat

NOS: Nitrik Oksit Sentaz

0, : Stiperoksit Radikali

‘OH: Hidroksil Radikali
PMNL: Polimorfoniiklear 16kosit
PT: Proksimal tiibiil

PUFA: Poliansatiire yag asitleri
RAS: Renin-Angiotensin sistemi
RBF: Bobrek kan akimi

RNA: Riboniikleik Asit

RNS: Reaktif Nitrojen Tiirleri
ROO': Peroksil Radikali

ROS: Reaktif Oksijen Tiirleri
SOD: Stiper Oksit Dismutaz
TBA: Tiyobarbutirik Asit

TGF: Thbiiler geri bildirim
TNF-a: Timor Nekroz Faktor-alfa

XO: Ksantinoksidaz



GIRIS VE AMAC

T1p alanindaki 6nemli ilerlemelere ragmen, akut bobrek yetmezligi (ABY) onemli bir
klinik problem olmaya devam etmekte ve gecen son 50 yil icinde hastaligin goriilme
sikliginda herhangi bir azalma goriilmemektedir (1). ABY’ nin birincil nedenleri bobrek
iskemi/reperfiizyon (I/R) hasari, kan akimimdaki bozuklugun neden oldugu arter tikanikligi,
sok ve organ transplantasyonudur. ABY, giinliik klinik vakalarda siklikla karsilagilabilen bir
durum olup, hastanin kalis sliresini uzatabilmekte veya hastanin durumunu belirgin bigimde
kotiilestirebilmektedir (2).

Iskemik dokuda kan akimmimn yeniden saglanmasi anlammna gelen reperfiizyon
sirasinda dokunun oksijen ve diger metabolik ihtiyaclar1 karsilanirken, dokularda hasar
olusur. Iskemik dokuda kan akimmimn yeniden diizenlenmesi vazge¢ilmez bir asama olmasina
ragmen, reperflizyon hasari sirasinda oksijen paradoksu denilen bir durum olusmakta ve bu
durumda boébrek fonksiyon bozuklugunu siddetlendirmektedir (3). Ozellikle proksimal
tiibiildeki epitelyal hiicreler, akut tiibiiler nekrozun goriildiigii ve ABY patogenezinde 6nemli
rol oynayan hiicrelerdir (4,5).

Cesitli faktorlerin olas1 etkilerine ek olarak, kalsiyum asir1 yiiklenmesi gibi
postiskemik reperfiizyon hasarinin biiyiik 6l¢iide oksijen kaynakli serbest radikallerin tiretimi
iizerine ve notrofillere baglh olduguna dair bir¢ok bulgu vardir. Serbest radikaller, reperflizyon
sirasinda oksijenin geri alimma bagl olarak biiyiilk miktarlarda iiretilebilirler. Bu olay1
tetikleyen bazi sebepler; serbest radikallerin aktivasyonunu saglayan ksantin oksidaz gibi
enzimler, ikincil mitokondrial solunum sirasindaki sizintilar serbest radikal olusumunu neden
olabilir. Olusan radikaller nitrik oksiti inaktive eder, lokosit adezyon molekiillerini ve nétrofil

aktivasyonunu tetikler (6).



Serbest radikaller karbonhidratlar, proteinler, niikleik asitler, serbest aminoasitler,
lipitler, lipoproteinler ve bag dokusu makromolekiilleri de dahil olmak iizere, canl
organizmalarin yapisindaki cogu biyomolekiillerle reaksiyona girerek bunlar lizerinde geriye
doniisiimlii veya doniisiimsiiz etkiler meydana getirebilmektedirler. Iskemi sirasmda kiigiik
oranda serbest radikal olusuyor ise de, reperflizyon doneminde dokunun yeniden
oksijenlenmesinin ardindan ¢ok daha biiylik miktarda serbest radikal meydana gelmekte ve
bunlar da lipit peroksidasyona yol agarak hasarin derecesini arttirmaktadirlar (7).

Bobrekte reperfiizyon hasarina neden olan baslica patofizyolojik mekanizmalar;
polimorfoniikleer 16kositlerin adezyonu ve aktivasyonu, proinflamatuar sitokinlerin salmimi
(TNF-a, interlokin-1), reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve reaktif nitrojen tiirleri (RNS)’ nin
(hidroksi radikali, hidrojen peroksit, nitrik oksit ve peroksinitrit gibi) salinimidir (8).

Antioksidanlari esas fonksiyonu serbest radikal olusumunu engellemektir. Yapilan
deneysel calismalarda allopurinol, N-asetilsistein, tiziim ¢ekirdegi proantosiyanidin ekstresi,
melatonin gibi antioksidan maddeler kullanilmistir (7). Baicalin, “Scutelleria baicalensis” Cin
takke bitkisinin koklerinden elde edilen aktif bir bilesiktir. Geleneksel Cin tibbinda
enfeksiyonlar, epilepsi, hepatit ve kanser gibi hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir.
Laboratuar c¢aligmalarinda baicalin maddesinin karaciger kanseri ve l6semi hiicrelerini
oldiirdiigi gosterilmistir. Baicalin ayni zamanda bakterileri o6ldiiriicii, antioksidan ve
antiinflamatuar etkili oldugu bildirilmektedir (9-11).

Calismamizda baicalinin, sicanlarda bdbrek I/R  hasar1 modelinde bdbrek
fonksiyonlari, bobrek malondialdehit, glutatyon ve nitrik oksit diizeyleri ile histopatolojik
degisiklikler iizerindeki etkilerini incelemeyi amacgladik. Yapilan literatiir arastirmalari
sonucunda daha once bobrek I/R hasarmnda baicalinin etkisinin arastirildigi herhangi bir

calismaya rastlanmamaistir.



GENEL BILGILER

BOBREKLERIN FiZYOLOJiK ANATOMISi

Her iki bobrek periton boslugunun disinda ve karin arka duvarinda yer alir. Yetiskin
bir insanda her bir bobregin agirligi ortalama 150 gram ve yaklasik yumruk biiytikliiglindedir.
Her bobregin mediyaninda hilum denilen kistm bulunur. Bobrekler i¢ yapilarmni koruyan
kuvvetli bir kapsiille sarilmistir (12).

Eger bobrekleri uzun ekseninden ikiye kesecek olursak dis kisim daha acik renkli olan
kisim korteks, i¢ kisimda daha koyu renkli olan medulla kismi ayirt edilir. Bobregin
medullasinda bobrek piramitleri denen koni bi¢iminde ¢ok sayida doku kiitlesi mevcuttur.
Bobrek pelvisinde biiyiik kaliks diye isimlendirilen kisim asagiya dogru uzanir ve her
papillada tiibiillerden idrar toplayan kiiclik kalikslere ayrilir. Kalikslerin, pelvis ve {ireter

duvarmin idrarin mesaneye dogru ilerlemesini saglayan kasilabilir 6zelligi vardir (12).

Bobregin Kanlanmasi

Bobrek kan akimi normal olarak kalp debisinin yaklasik 9%22’si kadar diger bir
ifadeyle dakikada yaklasik olarak 1100 ml’dir. Bobrek arteri hilum bdlgesinden bobrege girer;
interlober, arkuat arterlere ve aferent arteriyollere ayrilir. Aferent arteriyoller plazma
proteinleri hari¢, ¢ok miktarda su ve maddenin filtre edilerek idrar yapiminin basladigi kisim
olan glomeriiler kapillerleri olusturur. Her glomeriiler kapillerinin distal ucu birleserek,
bobrek tiibiillerini saran ve peritiibiiller kapiller diye adlandirilan ikincil bir kapiller agi
olusturan eferent arteriyolu olustururlar (12).

Bobrek kan dolasimi iki ayri1 kapiller yatagi bulunan 6zel bir dolasim seklidir.
Glomeriilere ait ve tiibiil ¢evresi kapillerler seri sekilde diizenlenmis olup, birbirinden her iki
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kapiller yatakta hidrostatik basincin diizenlenmesine yardimci olan eferent arteriyol ile ayrilir.
Peritiibiiler kapillerler arteriyol damarlarina paralel olan vendz sistemin damarlarina
bosalir. Bunlar da sirasi ile interlobiiler ven, arkuat ven, interlober ven ve iireterle birlikte

bobregi terk eden renal veni olusturur (12).

Bobregin islevsel Birimi Nefron

Insanda her bobrek idrar yapma 6zelligine sahip yaklasik olarak bir-bir buguk milyon
kadar nefron igerir. Bobrekler bu yapilar1 yenileyemezler. Bu yiizden bobrek hasari, hastalik,
yaslanma gibi durumlarda bobrekteki nefron sayisi azalir. Kirk yasindan sonra islev goren
nefron sayist genelde her 10 yilda % 10 azalir. Bu kayip hayati tehdit edici boyutta degildir.
Ciinkii kalan nefronlar adaptasyon saglayarak yeterli miktardaki suyu, elektrolitleri ve
metabolik artiklar1 atarlar. Her nefronda kanmn biiylik kismimi filtre edildigi yer olan
glomertiler (glomertiil kapillerler yumagi) ve bdbrek pelvisi boyunca, filtre edilen sivinin

idrara doniistiigli uzun bir tiibiil bulunur (12).

BOBREKTE iSKEMI/REPERFUZYON HASARI

Arteriyel ya da vendz kan akimi azalmasina bagli olarak organ ve dokunun yetersiz
perfiizyonu sonucu doku veya organlarin oksijenden yoksun kalmasi sonucu olusan iskemi,
hiicresel enerji depolarinin tiikenmesi ve toksik metabolitlerin birikimi sonucunda hiicre
oliimiine yol agmaktadir. Iskemik dokuya hem hiicrenin rejenerasyonu, hem de toksik
metabolitlerin uzaklastirilmas1 amaciyla yeniden kan akiminin saglanmasi gerekir. Fakat
iskemik dokunun reperfiizyonu dokuda paradoksal olarak sadece iskemi ile olusan hasara gore
cok daha ciddi bir hasara yol agar (13).

Bobrek iskemisi; bobrek transplantasyonu, sepsis, kismi nefrektomi, ¢esitli iirolojik
girisimler ve hidronefrozis gibi bazi klinik durumlarda goriilebilir. Iskemi hasarmdan sonra
gelisen akut bobrek yetmezligi, glomeriiler filtrasyon hizinda azalma, bobrek damarlarinda
direng artigi, tiibiiler nekroz gibi durumlar ile kendini gosterir (7). Reperfiizyon doneminde
olusan hasarda, hiicre i¢ine molekiiler oksijen girisi ile hizla olusan serbest oksijen radikal
tiirevleri basta olmak tizere bircok mekanizma etkilidir. Reperflizyon hasarina kars1 en fazla
duyarli olan hiicresel diizeyindeki yapilar; niikleik asitler, proteinler, zar lipitleri ve

deoksiriboniikleik asit molekiilleridir (13).



Ozellikle proksimal tiibiil epitelyum hiicreleri, akut tiibiiler nekrozun gériildiigii ve
ABY patogenezinde olduk¢a 6nemli rolleri olan hiicrelerdir. Bobrekte reperflizyon hasarmin
olusumunda etkili olan mekanizmalar (14):

e Polimorfoniiklear 16kosit (PMNL)’ lerin yapisma ve aktivasyonu
e Proinflamatuar sitokinlerin serbest hale gegmesi

e Reaktif oksijen tiirleri (ROS)

e Reaktif nitrojen tiirleri (RNS) sayilabilir (14).

Dokularda bulunan antioksidan savunma sistemlerinin kapasitesini asacak miktarlarda
reaktif oksijen radikallerinin olusmasi reperflizyon hasarina neden oldugu yapilan calismalar
sonucunda anlasilmaktadir. Antioksidanlarin esas fonksiyonu serbest radikallerin olusumunu
onlemektir (15). Iskemi doneminde hiicrede yapisal ve metabolik degisiklikler goriiliir.
Dokuya gelen kan akiminin kesilmesi ile hiicresel oksidatif fosforilasyon azalir ve adenozin
5’-trifosfat ve fosfokreatin gibi yiiksek enerjili fosfat sentezinde azalma olur. Hiicrede enerji
depolarinin bosalmas1 sonucu hiicre zarinda bulunan Na',K'-ATP az pompasi inhibe olur.
Sonug olarak hiicre iginde Na* ve Ca™ iyon konsantrasyonlar1 artar. Hiicre iginde Ca™ iyon
konsantrasyonunun artis1 hiicre i¢in sitotoksiktir. Yine bu donemde hiicrede iyon
konsantrasyonunun degisimi ile proinflamatuar sitokinlerin, 16kosit adhezyon molekiillerinin
yapiminda artis, buna karsilik antioksidan enzimlerin yapiminda azalma olur. Bu durum
hiicreyi reperflizyon donemindeki olusan hasara karsi dayaniksiz hale getirir (13).

Bobrek I/R hasar1 bir¢ok organda bozukluga ve dokularda hasara neden olmaktadir.
Bu organlardan bazilar1 karaciger, akciger ve kalptir. Bobrekte I/R hasar1 sonucu bdbrek ve
karacigerde lipid peroksidasyon iiriinii olan malondialdehit (MDA) diizeyi artar. Antioksidan
ve antioksidan enzim aktivitelerinin azaldigi, myeloperoxidase (MPO) aktivitesi ve timor
nekroz faktor-alfa (TNF-a) diizeylerinin ise onemli Olciide artis gosterdigi gozlenir (16).
Notrofil ve TNF-a, hiicre tipler1 ve inflamatuar mediatorlerin her birinin I/R hasari
patofizyolojisinde biiyiik ©6nem tasidig1 diisiiniilmektedir. Reperflizyonla indiiklenen
notrofillerin bolgeye akin ettigi ve TNF-a iiretimini simirlandirarak akut iskeminin tedavisine
katki yaptiklar1 inanilmaktadir (17).

Bobrek iskemisi, ABY’ nin 6nemli bir nedenidir. Bobrek iskemisi, ABY’ne neden
olan karmasik ve birbiriyle iligkili bir dizi olay1 baglatarak, bobrekte hasar ve sonugta renal
hiicrelerin 6limii ile son bulur. Prognoz aslinda bu reperflizyon stireci ile komplike, bobrek

iskemi dokusu hayatta kalmak icin gerekli olmasma ragmen ek hasara neden olur. Sonug



olarak bobrekte, bobrek disfonksiyonu ve hasarla iligkili olan I/R’ la sonuglanir. Ayrica,
ozellikle proksimal tubiil (PT)’ de I/R’ nun yol actig1 hasar belirgin bir sekilde goriiliir (1,18).

Preoperatif donemde ABY hasarini iyilestirmede gelisme kaydetmenin zor oldugu
yapilan ¢esitli ¢calismalarla gosterilmistir. ABY’ de gelisme kaydetmek icin erken tespit ve
yeni tedavi yontemlerinin gelistirilmesinin gerekli oldugu anlasildi. ABY erken tanisi i¢in
cesitli biomarkirlar vardir. Bu biomarkirlardan bazilar1 sistein-C, notrofil jelatinaz iliskili
lipokalin (NGAL) ve interlokin-18 (IL-18)’ dir (19).

Kalp cerrahisi geciren hastalarda ABY’e yol acan g¢esitli faktorler vardir. Bu
faktorlerden bazilar1 hipotansiyon, nefrotoksinler, inflamatuvar mediatorlerdir (19). Bobrek
iskemisi, bobrek transplantasyonunda 6nemli bir klinik sorundur. Bobrek transplantasyonunu
takiben erken allograft reddi, kalp damar cerrahisi ve I/R hasari, ABY ile
sonuclanabilmektedir. ABY, glomeriiler filtrasyon hizinda 6nemli bir azalma, genis tiibiiler
hasar, tiibiiler hiicre nekrozu, glomeriiler yaralanma ve hiicre artiklari, tiibiiler obstriiksiyon

belirtileri ile karakterize klinik ve deneysel bir sendromdur (20).

BOBREK iSKEMi/REPERFUZYON HASARININ FiZYOPATOLOJISIi

Oksidatif Stres

Serbest radikallerin olusum hizi ve serbest radikallerin antioksidan sistemler
tarafindan notralize edilme hizi arasinda daima bir denge olmalidir. Bu sekilde hiicre serbest
radikallerin yapmis oldugu olumsuz etkilerinden korunmus olur. Eger bu denge serbest
radikaller lehine dogru gelisecek olursa, yani serbest radikallerin yapimi notrolize
edilmelerinden daha fazlaysa, hiicrede serbest radikaller artar. Serbest radikal diizeyinin hiicre
icinde artmasi ve bunlarmn hiicre fonksiyonlar1 iizerinde yapmis olduklar1 olumsuz etkiye
(oksidatif hasara) ‘’oksidatif stres’” denir (21). Oksidatif stres lipit peroksidasyonuna, DNA
mutasyon ve kiriklarina, protein oksidasyonuna, sitotoksik etkilere ve sinyal iletiminde
bozulmaya yol acgabilir. Serbest radikallerin yapmis oldugu hiicre hasarmin yaslanma siireci
ve yaslanmaya bagli dejeneratif hastaliklarin (ateroskleroz, katarakt,  noérodejeneratif
hastaliklar, immunsistem bozukluklari, kanser olusumu gibi) progresyonunda dnemli role

sahip olduguna inanilmaktadir (22).



Nitrik Oksit

Nitrik oksit (NO) insan viicudunda cesitli fizyolojik ve patofizyolojik cevaplari
diizenleyen bir sinyal molekiiliidiir. Basta vazodilatasyon olmak iizere sinirsel iletim, konak
savunmasi gibi bir¢ok role sahiptir (23).

1980 yilinda Furchgott ve Zawadski asetil kolin etkisiyle endotel hiicreleri tarafindan
yapilan damar diiz kasini gevseten bir madde bildirdiler. Bu maddeye endotel kaynakli
gevsetici faktor (EDRF: Endotel Derived Relaxing Factor) adini verdiler. 1987° de Palmer ve
ark. EDRF’nin bilinen biyolojik etkilerinde NO isimli bir gazin yaptigini buldular. 1992 yilina
kadar NO’nun fizyolojik ve patolojik olaylarda rolii anlasilmis ve o yil yilin molekiilii
secilmistir (24-26).

Nitrik oksit renksiz bir gaz ve oksijen eksikliginde oldukca stabildir. Fakat hava ile
temas ettiginde hizli bir sekilde oksijenle reaksiyona girerek nitrojen diokside (NO,) doniisiir.
Nitrojen Dioksit doku hasarma neden olabilen toksik bir gazdir (24,25). NO bilinen klasik
norotransmitterlerden farklt olup gerektigi yerde, zamanda ve miktarlarda sentezlenerek,
sentezlendigi hiicreden digariya diflize olur ve 6zel reseptorleri yoktur (24).

Nitrik oksit bobrekler dahil olmak iizere, bir¢ok kapiller damar tonusunu, damar
direncini ve kanin perflizyonunu diizenler. NO ayni zamanda mitokondrial solunumla
yarisabilen giiclii bir inhibitérdiir. Oksijenle sitokrom oksidaz diizeyini arttirmak i¢in rekabet
halinde olup, mitokondrideki terminal elektron alicisidir. Bu nedenle mitokondrial oksijen
tiiketiminin inhibisyon biiyiikligi, diisiik oksijen basincini (pO,) NO arttiracaktir. Bu durum
heterojen intrarenal etkisi yaratarak, normal fizyolojik kosullardaki gibi medulla diisiik

oksijen basincinda ¢alisir (27).

Nitrik oksit olusumu: NO, cesitli formlardaki nitrik oksit sentaz (NOS) enzimleri
tarafindan, L-argininin terminal guanidin grubunun NO’ya cevrilmesiyle {iretilir. Bu
islemlerin gerceklesebilmeleri i¢in ise, olusum sirasinda molekiiler oksijen ile birlikte
kofaktor olarak nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (NADPH), flavin adenin diniikleotid
(FAD), flavin mononiikleotid (FMN), kalmodulin ve tetrahidrobiyopterin (BHy4)’ e ihtiyag
vardir (24).

Nitrik oksit sentezinde rol oynayan NOS enzimleri, kinetik ve fizikokimyasal
ozelliklerine gore 2 gruba ayrilir:

» “Constitutive” (yapisal) NOS (cNOS)

* “Inducible” (indiiklenebilir) NOS (iNOS)



Yapisal NOS: Noronal ve endotelyal izoformlar1 mevcuttur. Yapisal NOS o6zellikle
periferik ve santral sinir sistemi, damar endoteli gibi dokularda lokalize olmustur. Bu
dokularda her zaman mevcut olup aktif degildir (26). Kofaktdr olarak Ca™*/kalmodulin
kullanilip intraselliiler Ca™ diizeyini ylikselten agonistlerle aktive olur. Ca™ miktarinin
artmas1 kalmodiilinin NOS’a baglanmasimi uyarir ve hizli bir sekilde pikomolar diizeylerde
NO sentezi gerceklesir. NoOronal yapilar, endotel hiicreleri, miyokard, endokard ve
trombositlerde bulunur (24).

Indiiklenebilir NOS: NOS’un bu tipi yapisal tipin aksine hiicre i¢inde bulunmaz.
Ozellikle makrofaj (ndtrofil, monosit, hepatosit gibi) ve damar endotel hiicrelerinde sentezi
gerceklesir (26). NOS’un indiiksiyonunun gergeklestigi durumlarda uzun siire ve biiylik
miktarlarda Ca™ dan bagimsiz, NO sentezi gerceklesir. Makrofaj hiicrelerde, epitel

hiicrelerinde ve damar diiz kas hiicrelerinde iNOS bulunur (24).

Nitrik oksidin bobrekteki etkileri: Gelisen bobregin hemodinamisinin sekillenme
asamasinda NO 6nemli bir diizenleyicidir. Yapilan bir¢ok bilimsel ¢aligmada NO’in bobrek
kan akiminin otoregililasyanunu, filtrasyon i¢in gerekli alani, tiibiiloglomeriiler feedback
cevab1 ve renin salmimini etkiledigi rapor edilmistir. Yine son yillarda yapilan ¢alismalarda
yenidogan doneminde daha belirgin olmakla birlikte NO’in gelismekte olan bobrekte
fizyolojik ve patofizyolojik durumlarda renal fonksiyonlar1 diizenleyen en etkili faktorlerden
biri oldugu bildirilmistir (28). Bircok yeni calisma NO ve siiperoksitin normal bobrek ve
damar fonksiyonlarma katildigini gostermektedir. Her iki molekiilde damar tonusu ve tiibiiler
fonksiyonun normal olarak devam ettirilmesi siirecinde sinyal molekiilii gibi islev goriirler
(29).

Nitrik oksit sentaz nefrogenezisin erken evrelerinde distal tiibiil hiicrelerinde bulunur.
Gelisen bobrekteki makula densadaki NOS yogunlugu ve dagilimi erigskinlerden farklhidir.
Henle kulpunun ¢ikan kalin kolunda (mTAL), NOS daha fazla yerlesim gostermekte, buda
NO’in tiibiiler fonksiyonu dogrudan etkiledigini gdstermektedir (28).

Nitrik oksidin hemodinamik etkileri: Bobrek fonksiyonlar1 ilizerine kan basmcini
degistirmeksizin etkisini gosteren bir mediatordiir. Bobrek kan akimi (RBF) ve glomeriiler
filtrasyon hizi (GFR) miyojenik cevaba bagli olarak ve tiibiiler geri bildirim (TGF)
mekanizmalariyla kan basinci belli bir aralikta tutulur. Glomeriiler filtrasyonu belirleyen asil

etken renal perfiizyon basmecidir. Uriner Na® atilim1 belirgin bir sekilde artmasma ragmen



RBF ve GFR sabit olarak devam edebilmesi i¢in bobrek perflizyon basincinin artmasi
otoregiilasyonun bir sonucudur (28). Bobrekte NO tiibiiler elektrolit taginmasi ve bobrek
fonksiyon bozuklugunun gelisimi ile iliskili oldugu goriilmiistiir. Ornegin: Hipertansiyon,
diabet, I/R hasar1 ve yaslanma gibi durumlarda etkilidir (29).

Nitrik oksit mikrovaskiiler tonus tlizerindeki etkilerinin yaninda, TGF mekanizmasina
katilir. Jukstaglomeriiler hiicrelerden renin salmimini uyararak filtrasyon i¢in gerekli olan
glomeriiler alan1 etkiler. NO’ in tiibiiler geri bildirim sisteminin duyarliligindaki azalma ile
afferent arteriol diren¢ artisgini kompanse ettigi sanilmaktadir. Miyojenik yanit afferent
arteriolde vardir, buna karsin efferent arteriolde yoktur. Perflizyon basimcinin artmasma bagh
olarak olusan bu cevap limen ¢apmin daralmasina neden olup, limendeki kan akimi sabit
tutulmasma karsin endoteldeki ¢’shear stresi’’ arttirir. Sonu¢ olarak damar direncinin
diizenlenmesinde etkili olan endotelden NO yapim ve salmimi artar. NO salinimi miyojenik
kasilmaya cevap olarak uyarilir (28). Pittner ve ark. (30) izole edilmis sigan bobreginde,
bobrek hiicrelerinin perflizyonu sirasinda jukstaglomeriiler kisstmda NO diizeylerinin lokal
dagilim gosterdigini ve afferent arteriolde diizenleyici olmadigini gozlemlediler. Hiicre
perflizyonu sirasinda afferent arterioldeki kan akimi N-nitro-L-arjinin-metil ester (L-NAME)
ya da %20 eritrosit iceren bir soliisyonla diizenlendi. Calismacilar yiiksek orandaki “shear
stresin” NO salinimimi uyardigmi, NO’nun Onleyici etkisiyle otoregiilasyondaki diisiisleri
diizenledigini ve normal sartlar altinda eritrositleri temizleyebilecegini ifade etmistir (30).

Nitrik oksit ile renin-angiotensin sistemi (RAS) siirekli etkilesim halindedir.
Angiotensin II, sistemik ve intrarenal NOS inhibisyonunu arterioller, mezengium yada
endoteli etkileyerek ayarlar. NO afferent ve efferent arteriolde angiotensin II” ye kars1 yanit1
diizenler; afferent arteriolde yanit daha giicliidiir. Angiotensin II glomeriiler filtrasyon
katsayis1 (Kf)’ n1 azaltarak glomeriiler filtrasyon hizini ayarlar. K daki azalma biiyiik
olasilikla mezengial hiicrelerin kasilmasma baghdir. Mezengial hiicreler aktin-miyozin
flamentleri icerip, diiz kas hiicreleri gibi vazoaktif maddelere kars1 kasilip-gevseme 6zelligi
gosterirler (28). izole damarda yapilan dlgiimlerde, afferent arteriolde kalsiyum seviyelerdeki
degisimlere karsi angiotensin II yanitinin olustugu goézlenmis. Artmis hiicre i¢i kalsiyum
diizeyleri ve siiperoksid, hem angiotensin Il hem de antioksidanlar tarafindan bastirilmistir.
Bu ¢alismayla, angiotensin II’'nin afferent arteriol direncini hizla degistirerek siiperoksit
olusumunu etkiledigi anlagilmis (31).

Distal tiibiilde tuz taginmasi, renal perfiizyondaki degisimler ve tuz dengesinin sebep

oldugu renin salinimindaki degisiklikler makula densada nNOS ekspresyon ve etkisini



dogrudan etkiler. Renin salinim1 nNOS tarafindan diizenlenir. NO sentezi eger inhibe edilirse
adenilatsiklaza bagli renin salimim mekanizmasinda da bozukluk meydana gelir. Makula
densa tarafindan salman NO ise renin salmimimni uyarir (28). NO, sinirler araciliyla renal
vazokonstriiksiyonu diizenleyebilir. Bdbregin sinirsel uyarimi ile korteks ve medulladaki
konstriiksiyon, artan NO inhibitorleri ve azalan angiotensin II tarafindan saglanir. Bu durum
bize endojen kaynakli NO’nun renal vazokontriksiyonu dengeleyebilecegini

disiindiirmektedir (29).

Nitrik oksidin tiibiiler etkileri: Nitrik oksit, bobrek kan dolasimini, afferent ve efferent
damarlar {izerinde, elektrolit ve sivi reabsorbsiyonunda direkt tiibiilleri etki ederek, soliit ve
siv1 tasinmasinda 6nemli rol oynar. Proksimalde, Na'-K" ATPaz aktivitesi Na'-H" degisimi
iizerine inhibitor etki gostermesine ragmen, sivi ve HCO3;™ akimini uyardigi gosterilmistir. Bu
etkiyi gosteren NO, nNOS ve iINOS kaynakli olmasma karsin, eNOS kaynaklt NO’nun
diizenlenme sirasinda proksimal tiibiilde etkisinin olmadig1 yapilan c¢aligmalar sonucunda
belirtilmistir. NO henle kulpunun ¢ikan kaln kolunda, Na'-H' degisimi ve Na'-K'-2CI
kotransportu iizerinde dogrudan inhibitér etki gostererek, HCO;™ ve CI' emilimini inhibe
etmesine ragmen, yine mTAL’ da NO’nun apikal K" kanal etkinligini stimiile ettigi
gdriilmiistiir. NO toplayici kanallarda; Na* emilimini ve ayn1 zamanda vazopressini uyararak
olusturdugu etkiyle suya kars1i gecirgenligi baskilar. Buna ek olarak, NO toplayici
kanallardaki ara hiicrelerde bulunan H'-ATPazi da baskiladigi ve toplayici kanallarm
bazolateral membraninda bulunan K kanal etkinligi iizerindeki, angiotensin II’ nin uyarici
etkisine katildig1 bildirilmistir (32,33).

Iskemi sonras1 olusan ABY’de NO sitotoksisiteyi diizenler. NO inhibitorleri, bobrek
kortikal tiibiillerini hipoksik hasar ve bobrek epitel hiicrelerini oksidatif hasardan korur. NOS’
un her iki izoformunun inhibisyonu sayesinde tiibiiler nekroz azaltilir ve iskemi sonrasi
bobrek fonksiyonlar1 korunmus olur. Hasarlanma sonrasi bobrek hiicrelerinin onariminda da
NO’ nun énemli katkisi vardir. Uremi durumunda ise; normalde plazma arginin diizeyi belli
bir aralikta tutulur. Bobrek sitriilinden arginin sentezinin gerceklestigi ana organdir. Asiri
bobrek kitle kaybinda arginin sentezi ve dolayisiyla NO yapimi azalir. Endotel kaynakli NO
iiretiminin azalmas1 hipertansiyon ve aterosklerozise neden olur. Adrenal medulla ve RAS
iizerindeki sempatik sistem aktivesinin artmasi sonucu, NO inhibisyonunun baslatmis oldugu

bobrek hasari artisina ve kan basincinin artmasina neden olur (28).
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SERBEST RADIKALLER

Serbest radikaller eslenmemis elektron igeren, olduk¢a kararsiz, diger molekiillerle
hizl1 bir sekilde reaksiyona giren ve kimyasal olarak kararli hale gelebilmek i¢in disaridan
elektron almaya ihtiya¢ duyan molekiillerdir. Herhangi bir molekiile saldirip elektronunu
calarak onun okside olmasini saglar ve bu olusan yeni molekiil bir serbest radikal haline
dontislir. BOylece baslayan bir seri reaksiyonlar dizisi canli hiicrenin zarar gérmesi ile
sonuglanir. Serbest radikallerin yapmis oldugu en biiylik zarar hiicre zarlari {izerine olur.
Serbest radikaller hiicre zarlarindan elektron calarak eslenir, hiicre zar1 ve sonugta hiicre
yapisini bozmus olurlar (34).

Serbest radikaller; ¢evresel ajanlar ve stres, aktive olmus fagositler, antineoplastik
ajanlar, radyasyon, aligkanlik yapan maddeler, kii¢ciik molekiillerin otooksidasyonu, enzimler
ve proteinler, mitokondrial elektron transport sistemleri, peroksizomlar, plazma membrani ve
oksidatif stres gibi durumlarda olusabilirler (35.

Serbest radikaller baslica ii¢ sekilde olusabilir (36):

1. Kovalent bag tasiyan normal bir molekiiliin homolitik yikimi sonucu olusurlar

(boliinme sonrasi her bir molekiilde ortak elektronlardan biri kalir).
X:Y—X+Y

2. Normal olan bir molekiilden tek bir elektronun kayb1 veya bir molekiiliin heterolitik
olarak boliinmesi sonucu olusurlar. Heterolitik béliinme durumunda kovalent bagi olusturan
her iki elektron, atomlardan birisinde kalir.

X:Y—— X +Y"
3. Normal bir molekiile tek bir elektronun eklenmesi sonucunda olusurlar.
C+e——C

Serbest radikaller, pozitif yiiklii, negatif yiiklii ya da notral olabilirler. Biyolojik
sistemlerde en fazla elektron transferi sonucu serbest radikal olusur. Ayrica iyonize radyasyon
da serbest radikal olusumunu tetikleyebilir (37).

Serbest radikallerin biyolojik sistemlerde olusturduklari hasar ve bu hasar1 onleyici
antioksidan mekanizmalar ile ilgili yapilan bir¢ok ¢alisma sonucunda oksidan hasarin pek ¢ok
hastaligin etyopatogenezinde etkin bir sekilde rol aldig1 anlagilmistir. Elliye yakin hastalik bu
patolojik stirecin olusum siireci ile iliskilendirilmistir. Bu hastaliklar arasinda kanser, diyabet,
ateroskleroz, I/R hasari, epilepsi, Parkinson hastaligi, Alzheimer hastaligi, serebral iskemi gibi

bir¢ok patolojik durum sayilabilir (22,38).
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Hiicreler serbest radikallere karsi savunma mekanizmasi olarak iglev géren enzimatik
ve enzimatik olmayan serbest radikal siipiiriicii sistemlerle donatilmistir. Ayrica cesitli I/R
hasar1 modelleri gelistirilerek serbest radikaller ve reaktif oksijen tiirlerine karsi
antioksidanilaglarin koruyucu etkileri agik¢a ortaya konmustur. Sitotoksik oksijen radikalleri
ya endojen ya da eksojen olarak hiicre i¢inde yaglar, proteinler ve niikleik asitlere saldirabilir
(39).

Oksijen, yasam icin vazgecilmez bir molekiil olmasinin yaninda ayni zamanda viicut
icinde ROS’un olusmasina sebep olur. Hiicre ici ROS’un % 90’dan fazlasi aerobik solunum
reaksiyonlar1 sirasinda mitokondri i¢ membraninda {iretilir. Viicut dengesi i¢cin oldukga
onemli role sahip olan ROS, diisiik dozlarda ¢esitli stres tepkilerinde arabulucu gorevi
iistlenirken, yiiksek dozlarda (oksidatif stres gibi) hiicresel zararlara yol agar (35). Reaktif
oksijen tiirleri, I/R hasar1 dahil olmak {izere bir¢ok organ hasarinda kritik role sahiptirler.
Asir1 ROS diretimi ardindan; proteinler, DNA, mitokondri, lipidler zarar gérmekte ve

inflamasyonun indiksiiyonunu takiben organ hasari ile sonuglanir (40).

Reaktif Oksijen Tiirleri

Siiperoksit radikali (O, ): Siiperoksit radikali molekiiler oksijenin indirgenmesinde
ara basamak olup, olustugu yerden fazla uzaga diffuze olamaz. Bu radikalin molekiiler
diizeydeki onemli bir 6zelligi de sekonder olarak {irettigi radikallerdir. Dogal oksijen
molekiiliiniin bagka bir molekiilden elektron almis hali olan O, mitokondrial elektron transfer
zincirinde rediikte olan nikotinamid adenin diniikleotid (NADH) 1 molekiiliiniin nikotinamid
adenin diniikleotid (NAD")’a okside olmast ile olusur (37).

Stiperoksid, bir serbest radikal olmasina ragmen, kendisi dogrudan fazla zarar vermez.
Asil 6nemi, hidrojen peroksit (H»O,) kaynagi ve gecis metal iyonlarinmn indirgeyicisi
olmasindan ileri gelmektedir. Siiperoksitin, notrofillerin bakteriyal aktivitesi, inflamasyon,
apopitozis ve vaskiiler fonksiyonlarm diizenlenmesi gibi olumlu etkileri vardir. Azalmisg
stiperoksid diizeyleri, bakteriyal enfeksiyonlara olan yatkinlig: arttirabilir. Artmis siiperoksid
diizeyleri ise sliperoksid dismutaz (SOD) enzimi ile H,O, ve oksijene doniistiiriilerek azaltilir.

Bu sekilde hiicresel siiperoksid diizeyleri kontrol altinda tutulur (37).

Hidrojen peroksit (H,0;): Oksijen molekiilii bagka bir molekiilden iki elektron alirsa

peroksid meydana gelir. Peroksid molekiilii iki hidrojen molekiilii ile reaksiyona girerse H,O»
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olusur. H,0O,, siliperoksidin SOD ile dismutasyonu sonucu yada spontan olarak da
olusabilmektedir. H,O, aslinda bir radikal degildir. Ancak iiretildigi bdlgede kalan
stiperoksidin tersine membranlar1 gegen, sitozole difflize olabilen ve uzun 6miirlii bir oksidan
olarak bilinir. Bu nedenle siiperoksidin ulagsamadig1 bir¢ok yere dérnegin membranla korunan
yapilara kolay bir sekilde ulasabilir. Burada siiperoksid ile reaksiyona girerek en yikici ve
zarar verici radikallerden biri olan hidroksil radikalini olusturmak iizere kolaylikla yikilabilir.
Ayrica hidrojen peroksit serbest Fe™ ile reaksiyona girerse demir okside olurken yine
hidroksil radikalinin olugsmasina neden olur. Bu durum da doku hipoksisi ve endotel hasarina
neden olabilen vazodilatasyon kaybi ile sonuglanir (37).

Hidrojen peroksitin oksitleyici olarak bilinmesinin nedeni, Cu, Fe gibi metal iyonlar1
ortamda bulundugunda hidroksil radikalinin 6nciilii olarak davranmasindan ileri gelmektedir.
H,0,; o6zellikle proteinlerdeki hem grubuna baglanarak buradaki demir ile tepkimeye girer, bu
reaksiyon yiiksek oksidasyon diizeyindeki ferril demir (Fe'") ve perferril demir (Fe") olusumu
ile sonu¢lanir. Bu formdaki reaktif demir ¢ok giiclii oksitleyici 6zellige sahiptir ve hiicre
zarlarinda lipid peroksidasyonu gibi radikal tepkimelerinin baslamasma neden olabilir.
Bahsettigimiz bu potansiyel oksitleyici 6zelliginden dolay1 biyolojik sistemlerde olusan
H,O;’nin hizli bir sekilde ortamdan uzaklastirilmas: gerekir. Bu uzaklastirma isi, hiicrelerde
bulunan ve Onemli antioksidan enzimlerden olan katalaz ve peroksidaz enzimleri ile

gergeklesir (41).

Hidroksil radikali ( ‘OH): Hidroksil radikali bilinen en reaktif radikallerdendir.
Amino asitler, niikleik asitler, organik asitler ve fosfolipidler gibi bir¢ok biyokimyasal madde
ile reaksiyon verebilir. Tek atom halinde ve bir elektronu eksik olan oksijen ile H'
birlesmesinden olusur. Alinan enerji hiicre i¢indeki su tarafindan absorbe edilir ve sudaki
oksijen-hidrojen kovalent bagmin parcalanmasina neden olur. Bu sekilde hidrojen ve oksijen
iizerinde dig orbitalde tek elektron kalir ve sonugta iki radikal olusur. Hidroksil radikalinin
yarilanma 6mrii ¢ok kisa olup, bircok molekiilden H atomu uzaklagsmasina neden olur (37).

Biyolojik ve kimyasal sistemlerde iiretilebilen hidroksil radikali baslica iki yolla
olusabilir (41):
1. Iyonlastirici radyasyonun etkisiyle sulu ortamda su molekiilleri iyonlasir.

enerji

2H,0 — H,0" + e- + H,Or
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Uyarilmis su molekiilii (H,0") homolitik olarak yikilarak; H,O" ise bir su molekiilii ile
tepkimeye girerek reaktif radikallerden biri olan hidroksil radikalini olustururlar. Bu
tepkimeler oldukca kisa bir zaman araligimda gerceklesip, olusan "OH radyasyonun
canlilardaki toksik etkisinden sorumlu temel radikallerdendir.

2. Hidrojen peroksitin eksik indirgenmesi ile "OH olusumu, viicutta bu radikalin
olusumu i¢in bilinen en iyi kaynaktir. H,O,’nin iki elektron ile indirgenmesi sonucu su
meydana gelirken, tek elektronla indirgenme gergeklesirse "OH olusumuna neden olur. Bu tiir
indirgenme tepkimeleri Fe, Cu gibi metal iyonlar: tarafindan katalizlenir. Siiperoksit, askorbik
asit, gibi indirgeyici Ozellikteki bilesiklerin de varliginda, oksitlenen metal iyonu tekrar
indirgendiginden, H,O,’ den hidroksil radikali olusumu siirekli bir hal alir. Bahsedilen
tepkime su sekilde gerceklesir:

Fe, Cu

H,0,+ Askorbat (veya O,") — "OH + semidehidroaskorbat
Bu tepkime Haber-Weiss tepkimesi ya da Fenton tepkimesi olarak isimlendirilir. Bu tepkime
ile hangi miktarda ‘OH olusacag, viicutta iiretilen H,O, derisimine ve ortamda buluna serbest
metal iyonlarinin varlhigi ile dogru orantilidir. Siiperoksit hem H,O,’nin oOnciili hem de
metalleri indirgeyicisi durumunda olmasmdan dolay1; siiperoksit proteinlere bagli metallerin
indirgenip serbest kalmasma da sebep olabilmektedir. Biyolojik kosullarin s6z oldugu
durumlarda siiperoksit olusumu arttigindan hidroksil radikali yapimi kaginilmaz bir sonugtur.

Yukarida bahsedilen Fenton tepkimesinin en aktif katalizorleri demir ve bakir iyonlaridir (41).

Singlet oksijen: Reaktivitesi olduk¢a yiiksek bir radikaldir. Bu oksijenin enerjitik
olarak uyarilmasi ve spin kisitlamasmin olmamasindan kaynaklanir. Enerjiyi alir ve ¢evreye
dalga enerjisi seklinde vererek oksijene geri donebildiginden, ortamdaki olusumu
kemiliiminesans 6l¢limii ile saptanabilir. Viicutta baglica olusum sekilleri sunlardir (41):

a) Pigmentlerin ( flavin igeren niikleotidler, retinal, bilurbin gibi) oksijenli ortamda
absorplanmas1 sonucu,

b) Hidroperoksitlerin metal gibi molekiillerin ortamda bulunmasiyla olusan yikim
tepkimeleri sonucu,

c¢) Kendiliginden dismutasyon tepkimeleri esnasinda (6rnegin fagozom i¢inde),

d) Bazi sitokrom p450 tepkimelerinde, prostoglandin endoperoksit sentaz, miyelo/

kloro/laktoperoksidaz gibi enzimlerin aktiviteleri sirasinda olusabilir.
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Singlet oksijen diger molekiillerle reaksiyona girdigi zaman ya icerdigi enejiyi transfer
eder, ya da kovalent tepkimelere girer. Karbon-karbon ¢ift baglar1 6zellikle singlet oksijenin
tepkimeye girdigi baglardir. Bu molekiillerin bazilar1 tokoferoller, fenoller, bilirubin,
karotenler, kolesterol, DNA, NADPH, triptofan, methionin, sistein ve histidin gibi
bilesiklerdir. Singlet oksijen dogrudan doymamis yag asitleri ile tepkimeye girerek peroksi
radikalinin (ROO’) olugsmasina neden olur. Sonug¢ olarak OH' kadar aktif bir sekilde lipid
peroksidasyonunu baglatabilir (41).

Nitrik oksit (NO): Radikal olarak reaktivitesi diisiik olan NO, metal igeren yapilar ve
radikaller ile hizli bir sekilde tepkimeye girer. Ozellikle lipid radikallerle tepkime vermesi
NO’ya antioksidan bir 6zellik kazandirmaktadir. Siiperoksit ile NO’nun tepkimesi sonucu
olusan peroksinitrit, .OH benzeri aktiviteye sahip olup radikal tepkimeleri baglatmaya ilave
olarak biyomolekiillerin nitrasyonuna neden olur. Fizyolojik sartlarda olusan NO, esas olarak
oksihemoglobin tarafindan nitrata (NOj3") oksitlenerek aktivitesi sonlandirilmis olur. Oksijen
radikallerinde oldugu gibi burada NO’yu ortamdan temizleyen herhangi bir 6zel enzim
sistemi bulunmamaktadir. Aerobik ortamda NO stabil olmayip, derisiminin artmasina baglh

olarak oksidasyonu hizlanir (42).

Serbest Radikallerin Etkileri

Viicutta her sey normal sartlar altinda islediginde diisiik miktarda olusan serbest
radikaller temizleyici enzimler ve antioksidan maddeler tarafindan etkisiz hale getirilirler.
Serbest radikallerin olusumu organizmanin temizleme olanaklarmni astiginda dokuda yikim

baslar (34).

Proteinler iizerine etkileri: Hiicrede bulunan protein yapilari, serbest radikallerin
ozellikle duyarli amino asidler ile dogrudan etkilesimi sonucunda hasara ugrarlar. Metionin,
sistein gibi terminal silfidril grubu iceren aminoasidler ile triptofan, tirozin, fenilalanin,
histidin gibi hos kokulu aminoasidler, oksidasyona en fazla ugrayan molekiillerdir. Bu
oksidasyon sonucu proteinlerin sekonder ve tersiyer yapilarinda olusan degisiklikler
fonksiyonlarinda degisime neden olmaktadir. Enzim veya reseptdr olarak gorev yapan
membran proteinleri, Ozellikle serbest radikallerin modifikasyonlarmma oldukc¢a duyarh
olmalar1 nedeniyle protein oksidasyonu ile 6nemli hiicresel ve membran fonksiyonlar1 zarar

gormektedir (42).
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Serbest radikallerin proteinlerin iizerindeki neden olduklar1 yapisal degisiklikler

sunlardir (43):
1. Aminoasitlerin modifikasyonu

2. Proteinlerin fragmantasyonu

3. Proteinlerin agregasyonu veya ¢apraz baglanmasi

Aromatik aminoasitler ( Fenil alanin, tirozin, triptofan) doymamais yapilar icerdiginden
oksidatif hasara karsi olduk¢a hassastirlar. Serbest radikaller membran proteinleri ile
reaksiyona girerek enzim, reseptor ve reseptor yapidaki proteinlerin fonksiyonlarini bozarlar

(43).

Karbonhidratlar iizerine etkileri: Serbest radikallerin karbohidratlar {izerine de
olduk¢a Onemli etkileri vardw. H,O, diger peroksitler ile oksaloaldehitler ise
monosakkaritlerin otooksidasyonu ile olusurlar. Sonugta olusan serbest radikaller, zararh
etkileri ile bir¢cok hastalik olusumuna yol agarlar. Bunlardan oksaloaldehitler, DNA, RNA
(riboniikleik asit) ve proteinlere baglanir ve c¢apraz baglar yaparak antimitotik etki
gosterebilirler. Boylece kanser, yaslanma gibi bir¢ok hastalikta basrol oynarlar. Poliansatiire
yag asitleri (PUFA) ve karbonhidrat oksidasyonu {iriinii olan glyoxal ise zararl etkisini hiicre
boliinmesini inhibe ederek gosterir. Diyabet komplikasyonlari, koroner kalp hastaligi,
psoriasis, romatoit artrit, hipertansiyon, ¢esitli deri, kas ve goz hastaliklari, kanser ve yashlik
gibi birgok hastalikta serbest radikal iiretimi arttigi, antioksidan savunma mekanizmalarinin

ise bu durumla miicadelede yetersiz kaldig1 yapilan ¢aligsmalar sonucunda bildirilmistir (32).

Niikleik asitler ve DNA iizerine etkileri: Serbest oksijen radikallerinin, hiicrede
zarar verdigi bir diger 6nemli makromolekiil niikleik asidlerdir. ROS, DNA’nm temel yap1
tas1 olan niikleotidin yapisi i¢inde yer alan purin ve pirimidin bazlar1 {izerinde etkili olurlar.
Ozellikle guanin bazinin ROS aracilig: ile hidroksilasyonu sonucunda DNA molekiiliiniin
yapisinda degisme meydana gelmekte ve mutasyonlar ortaya ¢ikabilmektedir (42).

Oksidatif DNA modifikasyonlar1 memeli DNA’sinda siklikla goriilebilir. Bu tip
modifikasyonlar karsinojenez, diyabet ve yaslanmanin mekanizmasina katkida bulundugu gibi
teoriler ileriye atilmigtir. DNA molekiiliiniin tiim bilesenleriyle hidroksil radikali reaksiyona
girebilmektedir. Bu reaksiyonlar sonucunda piirin, primidin bazlarinda ve deoksiriboz
iskelette hasara neden olmaktadir. Hidroksil radikali DNA’nin ¢apraz baglarina

eklenebilmekte, timinin metil grubundan bir hidrojen atomu ve 2’ deoksiribozun bes karbon
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atomunu uzaklastirmaktadir. Seker ve bazin daha sonraki reaksiyonlari, olusan modifiye seker
ve bazlarin, bazi serbest bolgelerin kenar kirilmalarina ve olusacak olan DNA-protein ¢apraz
baglarinda cesitlilige neden olmaktadir (21).

Diger taraftan peroksinitrit ve nitrojen oksit gibi reaktif nitrojen tiirleri de DNA
hasarina yol agmaktadir. Bununla birlikte, dokularda oksidatif DNA modifikasyonu diizeyinin
veya oksidatif modifiye niikleik asid {riinlerinin iiriner atiliminin artmasi insanlarda kanser
gelisiminin Oniline geg¢ilebilecegine epidemiyolojik kanitlar heniiz bulunmamaktadir. Bu
nedenle kanser gelisimi, yaslanma gibi hastaliklarin DNA oksidasyonu ile iliskisini gdsteren

calismalarin yapilmasi gerekmektedir (21).

Lipidler iizerine etkileri: Normal ¢alisan bir metabolizmada mitokondrial sitokrom
sistemi, sitozolde yer alan organelleri oksidanlarin zararli etkilerinden korur. Bu sistemin
gerekli cevab1 veremedigi durumlarda ise devreye dogal enzimler girer. Enzimler tarafindan
da etkisiz hale getirilemeyen oksidanlar ilk olarak etkilerini hiicre membranindaki lipidleri
etkileyerek yani lipid peroksidasyonunu baglatarak gosterirler (35).

Lipid peroksidasyonu denildiginde, membranlarda bulunan ¢oklu doymamis yag
asitlerinin (PUFA) serbest oksijen radikalleri tarafindan peroksitler, alkoller, aldehitler gibi
cesitli iirlinlere pargalanmasi reaksiyonu anlagilir ve sonug olarak olusan biyoaktif aldehitler
hiicre hasarma sebep olur. Bu reaksiyonun gergeklesmesi sirasinda yeterli miktarda vitamin E
ve C gibi antioksidan vitaminlerin bulunmasi halinde bu tip hiicresel hasarlar 6nlenebilir
(35). Lipid peroksidasyonu otokatalitik zincir reaksiyonu ile hasara neden olur. Kuvvetli bir
oksidan sayesinde PUFA zincirindeki metilen grubundan bir hidrojen atomunun ayrilmasiyla
baslar ve lipid hidroperoksitlerin doymamis yag asidi aldehitleri, alkanlar, epoksi yag asitleri,
hidroksi yag asitleri gibi {iriinlere yikilmasi sonucu etan, pentan gibi ugucu gazlarin olusumu
ille son bulur. Bunlar da dogrudan membran yapisina, dolayli olarak da hiicre

komponentlerine zarar verirler (38).

Gegis metalleri asagidaki tepkimelerde oldugu gibi (37):
Fe™ +e- — Fe™

Cu?+e-— Cu'

Bir elektronun alimmasi ve verilmesi durumunda bu serbest metal iyonlar1 radikal

reaksiyonunu hizlandirir. Metal iyonlar1 lipid peroksidasyonu sirasinda onemli rol oynarlar.
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Meydana gelen lipid hidroperoksitlerin parcalanmalarmi ve lipid peroksidasyonunun zincir
reaksiyonunu katalize eder. Bu sekilde normalde daha az zararli olan radikaller daha zararh
hale gelirler. Bu reaksiyon Fenton reaksiyonu olarak bilinir. Reaksiyon sonucunda Fe'
iyonlar1 H,O,’1 indirgeyip ‘OH meydana getirdikleri bilinir. Reaksiyonu formiiliize edecek
olursak:

H,0, . Fe"?-— Fe™ +‘OH + OH tepkimesi elde edilir (37).

Reperfiizyon donemi, lipid peroksidasyonu icin gerekli kosullar1 saglanmasi
bakimimdan olduk¢a uygun bir donemdir. Peroksidasyon {irtinlert MDA gibi lipid radikalleri
aracilig1 ile lipid peroksidasyonu, biyolojik membranlarda yaygin bir durum aldig1 zaman
hiicresel yap1 ve fonksiyon hasarlar1 ortaya ¢ikmaktadir. Yapisal hasarin derecesine gore,
plazma membraninda akiskanliginda bozulma, membran gecirgenliginde degisme, membran
uyarilabilirliginde azalma ve membrana bagli enzimlerin aktivitesinde azalma gozlenir. Lipid
peroksidasyonu ile lizozomal ve mitokondrial membranlarda organel iceriginin hiicre icine
salimmas1 sonucunda proteoliz hizlanir ve doku hasar1 artar (42).

Serbest oksijen radikalleri ile uyarilan lipid peroksidasyonunun derecesi PUFA
peroksidasyonu sirasinda olusan MDA, organik hidroperoksit, konjuge dien gibi iiriinlerin
kantitatif 6l¢liimiiyle saptanabilmektedir (44). Lipid peroksidasyonu sonucu olusan en toksik
iriinler aldehitlerdir. Malondialdehit non-enzimatik oksidatif lipid peroksit dekompozisyonu
sonucu olusur ve peroksidasyonun son tiriiniidiir (38).

Lipid peroksitler daha sonra MDA ve 4-hidroksi nonenal gibi yikim iiriinlerine
doniisiirler. Olusan yikim {irtinleri de DNA veya proteinlerle reaksiyona girebilir 6zellikte
olup mutajeniktirler. MDA, proteinin amino gruplarina, fosfolipitlere ve niikleik asitlere
baglanarak toksik etkisini gosterir. Membran bilesenlerinde c¢apraz baglanma ve
polimerizasyona neden olur. Membranlardan kolaylikla difiize olarak, DNA yapisinda yer
alan nitrojen bazlarla reaksiyona girer ve mutajen, karsinojen, genotoksik etkiler gosterir. Ug
veya daha fazla ¢ift baga sahip yag asidlerinin peroksidasyonu sonucu MDA olugsmaktadir. Bu
da tiyobarbutirik asid (TBA) reaktif maddeler olarak Olgiilmektedir. Diger taraftan MDA

membran bilesenlerinin polimerizasyonuna ve ¢apraz baglanmasina neden olabilir (37).

ANTIOKSIDAN SAVUNMA SISTEMLERI
Cesitli mekanizmalar sonucu olusan serbest radikallere karsi koyan viicutta dogal bir

savunma mekanizmas1 mevcuttur. Bu savunma mekanizmasini olusturan bilesiklere
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“antioksidanlar” adi1 verilir. Antioksidanlar baglica dort yolla oksidanlar: etkisiz hale getirirler
(35):

1. Siipiiriicti etki: Oksidan molekiilleri daha zayif yeni bir molekiile doniistiirerek
etkisiz hale getirir. Antioksidan enzimler ve mikromolekiiller bu yolla etki eder.

2. Inaktif sekle doniistiiriicii etki: Oksidanlara bir hidrojen aktararak inaktif hale
getirmesine denir. Vitaminler, timetazidin, flavanoidler ve mannitol bu sekilde etkisini
gosterir.

3. Zincir reaksiyonlarini kirma etkisi: Hemoglobin, seriiloplazmin ve agir mineraller
gibi molekiiller oksidanlar1 kendilerine baglayarak inaktif hale getirirler ve bdylece bir dizi
seklinde devam eden zincir reaksiyonlar sonlandirilmis olur.

4. Onaric1 etki: Oksidatif hasara ugramis olan biyomolekiil bu etkiyle onarilir (35).

Reaktif oksijen tiirlerinin olusumu ve bunlarin olusturdugu hasar1 6nlemek icin viicut
tarafindan birgok sistem gelistirilmistir. Bu sistemlere antioksidan sistemler denir.
Antioksidanlar peroksidasyon zincir reaksiyonunu engelleyerek ya da reaktif oksijen tiirlerini
ortamdan kaldirarak lipid peroksidasyonunu inhibe ederler. Antioksidanlar1 iki sekilde
smiflandirabiliriz: birincisi dogal (endojen kaynakli) ve eksojen kaynakli antioksidanlar, bir
digeri de serbest radikalin olusumunu Onleyenler ve mevcut olani etkisiz hale getirenler
seklinde de ikiye ayrilabilirler. Bundan baska enzim yapisinda olan ve olmayanlar diye de
smiflandirabiliriz. Enzimatik yapisinda olan antioksidanlar: siiperoksit dismutaz (SOD),
glutatyon peroksidaz ve katalaz gibi enzimlerdir. Enzimatik olmayanlar iseaskorbik asit, {irat,
sistein, tokoferol B karoten, seruloplasmin, transferrin ve albiimindir (34).

Reaktif oksijen tiirlerinin hasarmdan korunmak i¢in tiim hiicreler eksprese enzimler
kullanir, 6rnegin siiperoksit dismutaz (SOD) gibi, SOD siiperoksidi; oksijen ve hidrojen
perokside doniistiiriir. Reaksiyonun devaminda da katalaz hidrojen peroksidi, su ve oksijene
dontistiiriir. Stiperoksit dismutaz gibi antioksidan enzimlerin diizeylerinde azalma, I/R hasar1

sonrasi olusan siiperoksit zararini arttirabilir (45).

Glutatyon

Glutatyon peroksidaz enziminin katalizledigi metabolik reaksiyonlarda elektron verici
olarak rol alir. Hidroksil radikali ve reaktif singlet oksijeni baglar (46).Suda ¢oziinebilen bir
antioksidandir; glisin, glutamat ve sisteinden olusur. Ksenobiyotik metabolizmada oldukga
biiylik oneme sahiptir ve C vitamini ile sinerjik olarak etkisini gosterir. Oral yoldan

almmasmin kan seviyesinde bir degisime neden olmadigi gosterilmistir (22).
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Tiyol grubu olan antioksidanlar, enzimatik reaksiyonlar aracilifiyla ve serbest
radikalleri yakalamak suretiyle gorev yapan hiicresel antioksidanlardir. Tiyol grubu igeren bir
tripeptid olan GSH, serbest radikallerin yikici etkilerini dnleyen yada azaltan transferazlar,
peroksidazlar gibi bir¢ok enzimin substrati olarak gorev yapmaktadir. Suda ¢6ziinebilen tiyol
ozelligi tasiyan ve bir¢ok hiicrede cok yiiksek konsantrasyonlarda bulunan GSH, biyolojik
membranlar1 lipid peroksidasyonuna karsi koruyucu rolii oynamaktadir. GSH ayni1 zamanda
hiicre i¢inde tekli oksijen, siiperoksit anyonu, hidroksi radikalleri gibi birgok zararh oksidanla
enzim katalizi olmaksizin da reaksiyona girebilmektedir (47).

Hiicre icerisinde GSH indirgenmis formda bulunur. Endojen iiretilen peroksidlere
kars1 okside olarak onlar1 indirgeyici olarak rol alir. Bu reaksiyonu katalizleyen enzim GSH-
Px’tir. Glutatyonun etkin bir sekilde hiicreyi koruyabilmesi i¢in biiyiik kismi rediikte formda
tutulmast gerekir. Bu reaksiyonu katalizleyen enzim ise glutatyon rediiktazdwr. GSH’in,
glutatyon rediiktazla indirgenmesi reaksiyonu NADPH’a ihtiya¢ oldugu i¢in heksoz
monofosfat yoluyla yakindan iligkilidir (37).

BAICALIN

Baicalin ve baicalein gibi flavonoidler Cin takke bitkisinin (Scutellaria baicalensis)
koklerinden elde edilmistir. Bunlarin flavonoid bilesenleri arasinda serbest radikal siipiiriicii
etkileri olup, kardiyomisitlerde ve sinir hiicrelerinde oksidatif stresi diistiriicti etkileri vardir.
Ancak elde edilen son bilgiler bu flavonoidlerin koruyucu etkisinin sadece antioksidan
ozellikleri ile agiklanamayacagmi gostermektedir. Bu yiizden bu flavonoidlerin koruyucu
etkilerini agiklayabilmek i¢in daha birgok bilimsel ¢alismanin yapilmasi gerekmektedir (48).
Flavonoid glikozid o6zellikteki baicalin, karbon tetrakloriir, aswr1 demir yiiklenmesi,
asetaminofen veya concanavalin tarafindan uyarilan ¢esitli deneysel modellerde akut ya da
kronik karaciger hasarina kars1 koruyucu etkileri vardir. Yapilan son ¢alismalar, hepatositleri
karbon tetrakloriiriin neden oldugu oksidatif hasara kars1 korudugu; buna ilaveten oksidan
siiptiriicii  6zelliginden dolayr beyin ve kardiyomisitleri I/R hasarina karsi korudugu

saptanmigtir (11).
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Arastirmamizda kullanmis oldugumuz baicalin maddesinin kimyasal yapis1 asagidaki

gibidir:
O OH
o)
OH O SN /©
| A
OH OH HO
OK 0
Baicalin

Sekil 1. Baicalinin kimyasal yapisi (49).

Baicalin Scutellaria baicalensis (Georgi) bitkisinin kuru koklerinden izole edilmekte
olan 6nemli bir tibbi bitki olup, Cin'de hepatit ve astim gibi alerjik ve inflamatuar
hastaliklarin tedavisinde yaygin olarak kullanmilmistir. Yapilan cesitli caligmalar baicalinin,
antiviral, antioksidatif, antitimor, antitrombotik ve antiapoptotik 6zelliklere sahip oldugunu
gostermistir (49). Yine daha 6nce yapilan bazi calismalarda baicalinin insan keratinositlerinde
UVB 1smlama ile indiiklenen artmis apoptozis orant ve IL-6 salgilanmasi diizeyini azalttig
gosterilmistir (50). Daha Onceki ¢aligmalar baicalinin fokal serebral I/R hasarini azalttigini
gostermistir. Ancak, fokal beyin iskemi hasari ile global beyin iskemi hasar1 arasinda
patofizyolojik siireclerinde bazi farkliliklar vardir (49).

Baicalin (7-glukoronik asit, 5,6-dihidroksiflavon) bronsit, nefrit, astim ve atopik
dermatit gibi c¢esitli inflamatuar hastaliklarda tedavi ajani1 olarak kullanilir hale gelmistir.
Bir¢ok deneysel ¢alismada deneysel olarak olusturulan akut ve kronik karaciger hasarina kars1
baicalinin koruyucu etkisinin oldugu gosterilmistir. Baicalin notrofil, makrofaj veya
monositlere kars1 antiinflamatuvar yolla etkisini gosterir. T-hiicre proliferasyonunu ve sitokin
dretimi [interlokin(IL)-1b, IL-6, TNF-a, IFN-g, makrofaj inflamatuvar protein (MIP)-1a ve
MIP-1b] tarafindan indiiklenen ekzotoksinleri inhibe ettigi rapor edilmistir (51).

Baicalin c¢esitli kemokinlerin biyolojik fonksiyonlarini kisitlayici yada lokosit
adhezyonunu inhibe edici etki gostermistir. Giderek artan arastirmalarla bu kimyasalin serbest
radikal siipiiriici ve serbest radikal tiirlerinin yapimmi onleyici, inflamatuar karaciger
hastaliklarinda da 6nemli bir sitotoksik arabulucu oldugu kanitlanmistir (51).

Baicalinin vazodilator, antioksidant, antitiimor gibi birden fazla biyolojik etkisi vardir.
Beyin ile ilgili yapilan bir caligmada baicalinin beynin 6zellikle hipokampus, corpus striatum,
korteks ve talamus bolgelerine dagitildigi ve bununla ilgili serebral ¢ekirdeklerde dopaminin
korelasyonunda degisiklik saptanmis. Yine beyin ile ilgili yapilan diger ¢alismalar baicalinin

beyin I/R hasarinda antiinflamatuar 6zelliginin bulundugunu, beyin 6demi ve serebral iskemik
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hasara kars1 koruyucu bir etkiye sahip oldugunu gostermistir (52,53). En 6nemli biyolojik
ozelliklerinden biri de antioksidan olmasi, bazi enzimleri inhibe etmesi ve immun yanit1
diizenlemesidir. Bu yararl etkilerinden dolay1 farkli patolojiler, kanser, hapatoksisite, bulasici
hastaliklar gibi durumlarda baicalinin kullanimi giderek artmaktadir. Bir ishal modelinde
baicalin siklooksijenaz-2 etkilerini inhibe ettigi, iNOS’un ekspresyonunu arttirarak
lipopolisakkarid tedavi ile makrofajlar1 diizenledigi bulundu. Bu siklooksijenaz-2 ve iNOS
yollarindaki etkilerinden dolay1 baicalinin anti inflamatuar mekanizmalara dahil olabilecegini
akla getirebilmektedir (23).

Baicalin trombosit agregasyonunu inhibe ederek, serbest oksijen radikallerini ortadan
kaldirabilir. Hayvanlar {izerinde yapilan deneylerde baicalinin endotoksin iiretimini
azaltabilecegi tespit edilmistir. Buna ilave olarak baicalinin ilk metaboliti olan baicaleinin,
pankreatin inhibisyonunda gii¢lii bir etkisi vardwr. Tim bu farmakolojik etkileri
disiiniildiigiinde birden ¢ok asamada siddetli akut pankreatiti Onleyebilir (54).

1999 yilinda Gao ve ark. (55) tarafindan aktif bir antioksidan oldugu gosterilmistir.
Glei ve ark. (56) 2002’de kolon kanserinde risk faktorii olan, asiri demir ylkiiniin
flovonoidler tarafindan zayiflatildigi bulundu. Singh ve ark. (57) 2004 yilinda kuersetin gibi
flavonoidlerin, demirin indiikledigi bobrek toksisitesine karsi koruyucu etkilerinin bulundugu
gosterilmistir. Bu deneysel ¢alismalardan yola ¢ikarak asir1 demir yiikiiniin yarattigi hasara
kars1 flavonoidlerin tedavide kullanilabilecegini gostermektedir (58).

Bu deneysel ¢alismada olusturulan bdbrek iskemi/reperfiizyon modelinde I/R sonucu
olusan hasara kars1 baicalinin antioksidan, histopatolojik ve bobrek fonksiyonlar: tizerindeki

olas1 etkilerinin incelenmesi amaglanmustir.
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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
aydinlik/karanlik siklusunda) tutulan, 190-240 g agirliginda Spraque-Dawley erkek siganlar
kullanildi. Deney Hayvanlar1 Laboratuvari’nda siganlara standart sigan yemi ve musluk suyu
verildi. Calisma i¢in Trakya Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan (Ek-1)
onay alindu.

Calismamizda 4 grupta 8’er adet olmak iizere toplamda 32 adet sican kullanildi.
Sicanlara 10 mg/kg xylazine ve 90 mg/kg viicut agirhigina gore kas i¢i ketamin anestezisi
uygulandi ve 37 °C’ de 1sitilmig deney masasi iizerinde karin bolgesi tras edilip betadin ile
antisepsi saglandi. Median hattan insizyon agilarak karin organlar: steril gazli bez lizerine
alindi. Sag ve sol bobrek damarlar1 kor diseksiyonla aciga cikarilarak, grup 1 ve grup 2’deki
siganlar harig; diger gruplardaki siganlarin bobrek damarlarina (arter ve ven) kan akimi
nontravmatik mikrovaskiiler klemple kesildi ve 60 dk. siireyle iskemi uygulandi. Deney
siiresince, batin a¢ikken, zorunlu kaybedilen siviy1 yerine koymak amaciyla viicut agirligmin
% 5’1 oraninda 37 “C’ deki steril fizyolojik serum (FS) batin igine verildi. 60 dk iskemi
sonunda klempler alinarak kan akimi saglandi ve 2 dk siireyle bobreklerdeki renk degisimi
gbzlendi. Daha sonra insizyon kapatilarak betadin ile sterilizasyon yapildi. Grup 1 ve grup
2’deki siganlara da ayni prosediir uygulandi, ancak bobrek damarlar1 klemplenmeyerek 60 dk
sonunda insizyon kapatildi.

Grup 1: Sicanlara bobrek damarlar1 diseksiyonla ayrilmadan 30 dk once 2 mlkg

viicut agirlig1 dozunda FS intraperitonal (i.p.) verildi.
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Grup 2: Sicanlara bobrek damarlar1 diseksiyonla ayrilmadan 30 dk 6nce 200 mg/kg
dozunda baicalin (200 mg baicalin 2 ml FS i¢inde ¢6ziildii) i.p. verildi.

Grup 3: Sicanlara iskemi yapilmadan 30 dk 6nce 2 ml/kg viicut agirligi dozunda F.S.
1.p. verildi.

Grup 4: Sigcanlara iskemi yapilmadan 30 dk 6nce 200 mg/kg dozunda baicalin i.p.
verildi.

Tim gruplarda insizyon kapatildiktan hemen sonra siganlarin batin bdlgesi steril edilip
metabolik kafese alind1 ve 24 saatlik idrarlar1 toplandi.

Tiim gruplardaki sicanlar reperfiizyondan 24 saat sonra 10 mg/kg rompun ve 50 mg/kg
ketamin kas i¢i anestezisi altinda sakrifiye edildi. Batin 6n duvari insizyonla acildi. Diyafram
kalbe ulagilarak alman kan 6rnekleri biyokimyasal incelemeler i¢in heparinle yikanmis tiiplere
alind1. Daha sonra her iki bobrek ¢ikarilarak buz kabi lizerindeki kurutma kagitlarmin iizerine
konuldu, bobrek kapsiilii siyrildiktan sonra bistiiri yardimiyla longitudinal kesiyle ikiye
ayrildi. Sag bobregin bir yarisi 151k mikroskobisi i¢in %10’luk formalin soliisyonuna konuldu,
diger yaris1 ve sol bobregin her iki yarilar1 fizyolojik serumla yikandiktan sonra kurutma
kagidi ile kurutulup aliiminyum folyo i¢inde MDA, NO ve GSH diizeyleri ¢alisilana kadar -80
°C’ de muhafaza edildi.

Kan ve hacmi 6lgiilen idrar 6rnekleri sogutmali santrifiijde +4 °C’de 3000xg’de 10 dk

santrifiij edilerek serum ve idrar 6rnekleri ependorf tiiplere alinarak —80 “C’ de sakland1.

Kullanilan Cihazlar

Vorteks : Heidolp, Almanya

Derin Dondurucu : Thermo Elektron Corporation, USA

pH metre : InoLab, Level 1, Almanya

Manyetik karistirict  : Remi equipments, Hindistan
Homojenizator : Polytron Kinematica AG, Isvigre
Otoanalizor : Advia 1800, Chemistry System, Almanya
Spektrofotometre : Spectronic Unicam Helios o, Ingiltere
Hassas terazi : Mettler Toledo, AB204-S, Isvicre
Sogutmali santrifiij : MPW 350R, Polonya

Su banyosu : Nickel Clifton Elektro LTD, Ingiltere

Otomatik Pipetler : Biohit Proline, Finlandiya, Mettler Toledo, isvigre
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Kullanilan Kimyasal Maddeler

Baicalin
Tiyobarbitiirik asit
Stilfanilamid
DTNB

NaCl

NNDA

CuSOy4

EDTA

Piridin

Sodyum dodesil stilfat
NaOH

KH,PO4
Na,HPO4

Glisin

KCI

HC1

Butanol

Etanol

Asetik asit
Na,COs

: Sigma-Aldrich, Gliney Kore
: Sigma, Almanya

: Sigma, Almanya

: Sigma, Almanya

: Sigma, Almanya

: Sigma, Almanya

: Panreac, Ispanya

: Merck, Almanya

: Merck, Almanya

: Merck, Almanya

: Merck, Almanya

: Merck, Almanya

: Merck, Almanya

: Merck, Almanya

: Merck, Almanya

: Merck, Almanya

: Riedel de Haen, Almanya
: Riedel de Haen, Almanya
: Riedel de Haen, Almanya
: Riedel de Haen, Almanya

Biyokimyasal Calismalar

Serumda; {ire, kreatinin, AST, Na, K ve idrarda; kreatinin, Na Ol¢iimleri Trakya
Universitesi Saglik Arastirma ve Uygulama Merkez Laboratuvari’nda, Advia 1800

(Chemistry System, Almanya) otoanalizor kullanilarak yapildi.

Histopatolojik Calismalar

Isik mikroskobu incelenmesi i¢in % 10 formalinde fikse edilmis ve koronal olarak

kesilen bobrekler parafin bloklara gomiildii. Bu islemin ardindan 4 mikron kalmnlhiginda
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kesitler alinarak, hematoksilen-eozin ile boyandiktan sonra 151k mikroskobu altinda
degerlendirilmistir.

Bobrek hasari (tiibiiler hiicre nekrozu, stoplazmik vakuol formasyonu ve tiibiiler
dilatasyon) derecesini belirlemek i¢cin semikantitatif bir skala kullanildi. Bu skalada hasarin
yayilimi ve tutulan bobrek alani yiizdesi derecelendirildi. Skala degerleri 0-4 arasi olarak
belirlendi (59,60).

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 toplayici kanallarin
olmadigi, sadece proksimal ve distal tiibiillerin bulundugu alanlarda sayim yapilmasina 6zen

gosterilmistir.

Bobrek Dokusu Homojenizasyonu

Bobrek dokular1 —80 °C’dan alindiktan sonra buzu ¢oOziilmeden kesilerek tartildi.
Bistiiri ile kesilen dokular tiiplere konuldu. GSH ve MDA diizeyleri i¢in 0.15 M KCI
soliisyonu; NO diizeyi i¢in 50 mM fosfat tamponu (pH 7.4) ile %10’luk (w:v) olacak sekilde
hazirlandi. Tiipler buz {izerinde tutularak homojenizator ile homojenize edildi. Hazirlanan
homojenatlar 4000xg’de 10 dk +4 °C’de santrifiij edildi ve ardindan siipernatant kismi ayrild1.
Ayrilan siipernatantlar spektrofotometrik MDA, NO, GSH diizeyleri 6l¢iimlerinde kullanild1.

Malondialdehit Miktar Tayini

Lipid peroksidasyon son iiriinii olan MDA’nim tiyobarbitiirik asit (TBA) ile sicak ve
asit ortamda reaksiyona girmesi sonucu olusan pembe renk spektrofotometrik olarak 6lgiildii
(61,62).

Cozeltiler:

1. %8.1°lik Sodyum dodesil siilfat (SDS)

2. %20’lik Asetik asit (NaOH ile pH 3.5’e ayarlandi)

3. %0.8’lik tiyobarbitiirik asit (TBA)

4. n-Butanol/Piridin (15:1)

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
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°C’deki sicak su banyosunda 1 saat tutuldu. Musluk suyu ile sogutulduktan sonra iizerine 1 ml
distile su ve 5 ml butanol/piridin (15:1) eklenerek vorteksle 1 dakika karistirildi. Organik faz
4000xg’de 10 dk santrifiij edilerek ayrildi. Absorbanslar homojenat icermeyen ayira¢ koriine
kars1 532 nm dalga boyunda spektrofotometrede okundu.

Sonuglarm hesaplanmast:

AxVtx 10’
C (nmol/ml) =

ExVsxLx10’

A : Absorbans

Vt : Total reaksiyon hacmi

10° :Moliin nanomole ¢evrilmesi

E : Tiiketim katsayis1 (1.56 10° M cm™)
Vs : Total reaksiyon i¢indeki numune hacmi
L : Kiivet cap1

10° : Litrenin mililitreye ¢evrilmesi

Sonuglar MDA nmol/g yas doku olarak ifade edildi.

Glutatyon Diizeyinin Ol¢iimii

Doku homojenatlarindaki serbest siilfidril gruplarinin Ellman aywraci ile olusturdugu
rengin spektrofotometrik olarak saptanmasi, glutatyon iceriginin belirtilmesi i¢in kullanildi
(63).

Cozeltiler:

1. Proteinsizlestirme ¢ozeltisi: 120 g NaCl, 6.68 g metafosforik asit ve 0.8 g sodyum-

EDTA tartild1 ve 400 ml distile suda ¢oziildii.

2. 0.3 M Disodyum fosfat (Na,HPOy)

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

Deneyin yapilisi: 0.5 ml doku homojenat: lizerine 1.5 ml 0.15 M KCI ve 3 ml
proteinsizlestirme ¢dzeltisi eklendi. Bu karisim 3000xg’de 20 dk santrifiij edildikten sonra 0.5
ml siipernatant alinarak tizerine 2 ml M Na2HPO4 ve 0.5 ml Ellman ayiraci eklendi.

Absorbanslar homojenat igermeyen ayira¢ koriine karsi 412 nm’de okundu. GSH diizeyleri
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ekstinksiyon katsayis1 (¥=1.36 104 M c¢m™) kullanilarak hesaplandi. Sonuglar pmol GSH/g
doku olarak belirtildi.

Nitrat ve Nitrit Tayini

Nitrat ve nitrit tayini Cortas ve Wakid’in tarif ettigi yonteme gore 6l¢iildi (64).

Kullanilan reaktifler:

1. Kadmiyum graniilleri: 0.1 mol/L H,SOj i¢inde saklandig1 siirece 9 ay stabildir.

2. Glisin-NaOH buffer: 7.5 g glisin bir miktar distile suda ¢oziildi. 2 mol/L NaOH
cozeltisi ile pH’s1 9.7 ye ayarlandi. Bu ¢ozelti 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 yil oda sicakliginda stabil kalabilir.

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

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

6. Bakir Siilfat (CuSQOy): 5 mmol/L; 250 mg alinip 200 ml’ye tamamlandi.

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 i¢inde
hazirlanir. (69 mg NaNO,, 380 mg borat (Na;B407.10 H,0) 100 ml i¢inde ¢6ziiliir).

KNOs; standardi; 102 mg potasyum nitrat alinip 10 mmol’lik 100 ml sodyum tetra
borat i¢inde ¢oOziiliir.

Deneyin yapilist:

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

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

KNO3 standardindan 1; 5; 10; 25; 50; 75; 100; 200 milimolarhik 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 ge¢irilen kadmiyumlardan tiim tiiplerin iizerine

konulur. 90 dk oda 1sisinda karistirarak beklenir.

28



Nitrit Olciimii

90 dk’lik bekleme siiresinin ardindan bu tiiplerden 2’ser ml alinarak tlizerine 1 ml
siilfanilamid ve 1 ml NNDA ilave edilir. Karistirilir ve 45 dk beklendikten onra 545 nm’de
okuma yapilir.
Direkt nitrit 6l¢iimii: 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 almarak ayr: tiiplere aktarilir. Uzerine 1 ml siilfanilamid ve 1 ml NNDA

eklenir. 45 dk’lik siirenin ardindan 545 nm’de okuma yap1lir.

Nitrat Olciimii
Bulunan nitrat degerlerinden nitrit degerleri ¢ikarildiktan sonra sulandirma faktorii
olan 20 ile carpilip yine nitrat standardindan elde edilen faktor ile garptiktan sonra ¢ikan

sonu¢ pmol/mg protein olarak hesaplanmis olur.

Istatistiksel Analiz

Bulgularm istatistiksel analizleri Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Biyoistatistik
AD’da yapildi. Bulgular ortalama+tstandart sapma olarak ifade edildi. Degiskenlerin normal
dagilima uygun olup olmadig1 Tek Orneklem Kolmogorov-Smirov test ile incelendi. Normal
dagilim varsayimi yerine geldiginde gruplar arasindaki farklilig1 belirlemek icin Tek Yonli
Varyans analizi (ANOVA) kullanildi, gruplar aras1 farklilig1 saptamada Bonferroni ¢oklu
karsilastirma testi, normal dagilim gostermeyenler i¢in Kruskal Wallis test kullanildi, gruplar
arasinda fark bulundugunda bu farkliligin hangi grup ya da gruplardan kaynaklandigini tespit
etmek icin Bonferroni diizeltmeli Mann-Whitney U testi kullanildi. p<0,05 degeri istatistiksel
bakimdan anlamli olarak kabul edildi. Istatistiksel analizlerde Statistica 7.0 (seri no:

31IN6YUCV38) paket programi kullanildi.
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BULGULAR

Sicanlarda I/R uygulanmasiyla olusturulan deneysel iskemik ABY modeli her grupta 8
adet sican olmak tizere 4 grup lizerinde ve toplamda 32 adet sigan iizerinde bu model ¢alisild1.
Reperflizyonun baslatilmasindan 24 saat sonra si¢anlar anesteziye alinip, siganlara ait kan ve
doku o6rnekleri alindi. Deney siiresince guruplarda herhangi bir kayip yasanmadi.

Tiim gruplardaki siganlara ait doku MDA diizeyi nmol/g doku, GSH diizeyleri pumol/g
doku, NO diizeyi pumol/mg protein, serum aspartat aminotransferaz (AST) aktivitesi U/L, NO
(Sno) diizeyt pmol/L, iire (Sire) dlizeyi mg/dl, kreatinin (Srea) diizeyi mg/dl, sodyum (Sna)
diizeyi mmol/L, potasyum (Sk) diizeyi mmol/L idrar NO (Ino) diizeyi pmol/L, , kreatinin
(Ixrea) diizeyi mg/dl, sodyum (In,) diizeyi mmol/L, kreatinin klirensi standart klirens
formiiliine gore hesaplanip kg/viicut agirligima boliindii. Fraksiyone sodyum itrahi (FeNa) %
olarak hesaplandi. Fraksiyone sodyum itrah1 = idrar sodyumu/serum sodyumu x serum
kreatinin / idrar kreatinin x 100 formiilii kullanilarak hesaplandi. Gruplara ait verilere

tablolarda yer verilmistir ( Tablo 1-4).
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Tablo 1. Grup 1’in biyokimyasal verileri

SN MDA GSH NO AST Sire Skrea Sna Sk Sno Tirea Ina ino
1

0,709 2,397 58,05 414 38,5 0,3 149 5,20 5,67 100,04 98 117,58
2

0,731 3,057 54,62 269 38,5 0,29 143 5,0 1,42 96,91 95 142,92
3

0,427 2,643 44,56 689 32,1 0,28 146 5,0 3,50 59,63 70 89,92
4

0,533 3,096 39,37 462 30 0,27 143 5.4 0,00 62,43 110 115,08
5

0,505 2,982 25,74 526 34,2 0,31 146 5,0 27,25 74,43 113 89,42
6

0,414 2,286 88,02 240 30,0 0,22 134 5,5 3,83 84,34 171 84,75
7

0,433 2,187 235,72 397 36,4 0,26 145 5,5 6,00 69,47 52 102,00
8

0,591 2,167 40,96 495 44,9 0,23 145 5.8 0,00 75,67 69 72,17

SN: Sira numarasi; MDA: Malondialdehit; GSH: Glutatyon; NO: Bobrek nitrik oksit; AST: Aspartat aminotranferaz; Syye:

sodyum; Sk: Serum potasyum; Sxo: Serum nitrik oksit; Ixrea: Idrar kreatinin; In,: Idrar sodyum; ixo: Idrar nitrik oksit.
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Tablo 2. Grup 2’nin biyokimyasal verileri

SN MDA GSH NO AST Sire Skrea Sna Sk Sno Tirea Ina Ino
1

0,683 2,608 48,75 557 38,5 0,27 143 6,1 0,50 77,09 85 82,17
2

0,374 2,267 55,14 423 34,2 0,32 145 5,0 2,33 132,91 73 153,75
3

0,651 3,314 40,70 294 42,8 0,25 145 5,1 0,00 107,72 34 156,92
4

0,486 2,914 38,58 419 38,5 0,26 141 59 6,17 111,24 28 156,67
5

0,388 7,655 73,84 528 30,0 0,31 145 53 12,83 97,5 36 147,50
6

0,637 3,038 380,91 290 32,1 0,29 143 5,0 0,33 56,64 139 80,83
7

0,560 2,480 47,56 485 36,4 0,27 143 5,5 1,42 53,97 105 69,75
8

0,313 2,535 59,73 504 36,4 0,31 143 6,3 8,33 98,76 89 123,42

SN: Sira numarasi; MDA: Malondialdehit; GSH: Glutatyon; NO: Bobrek nitrik oksit; AST: Aspartat aminotranferaz; Syr: Serum iire; Sypea: Serum kreatining Sy,: Serum

sodyum; Sk: Serum potasyum; Sxo: Serum nitrik oksit; Ixrea: Idrar kreatinin; In,: Idrar sodyum; ixo: Idrar nitrik oksit.
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Tablo 3. Grup 3’iin biyokimyasal verileri

SN MDA GSH NO AST Sire Skrea Sna Sk Sno Tirea Ina ino
1

1,021 3,223 43,80 911 306,0 1,74 141 53 11,08 11,91 62 43,17
2

0,945 3,567 52,01 804 143 .4 0,86 137 4,1 13,00 22,32 44 35,58
3

0,982 1,987 61,22 1309 361,7 2,22 139 6,7 6,67 10,93 89 14,83
4

1,798 1,761 54,71 732 171,2 1,21 139 4,5 12,42 23,67 38 22,67
5

0,764 2,187 50,07 1026 361,7 2,82 134 6,6 10,42 5,55 66 10,42
6

0,274 1,803 55,50 703 301,7 1,86 137 4,7 7,83 11,99 58 16,00
7

0,258 1,067 47,14 892 312,4 3,38 134 7,5 0,00 4,44 97 9,25
8

0,637 1,536 68,57 538 331,7 2,57 133 59 6,58 7,04 60 11,83

SN: Sira numarasi; MDA: Malondialdehit; GSH: Glutatyon; NO: Bobrek nitrik oksit; AST: Aspartat aminotranferaz; Syr: Serum iire; Sypea: Serum kreatining Sy,: Serum

sodyum; Sk: Serum potasyum; Sxo: Serum nitrik oksit; Ixrea: Idrar kreatinin; In,: Idrar sodyum; ixo: Idrar nitrik oksit.
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Tablo 4. Grup 4’iin biyokimyasal verileri

SN MDA GSH NO AST Sire Skrea Sna Sk Sno Tirea Ina Ino
1

1,939 1,977 80,52 726 2333 1,33 133 59 15,83 17,44 75 14,92
2

0,348 1,472 50,51 562 331,7 2,97 131 8,0 4,83 4,79 115 7,25
3

1,222 3,510 61,59 407 147,7 1,02 110 4,1 13,00 17,68 46 20,00
4

0,302 1,840 210,48 743 310,3 2,35 115 6,5 13,33 6,86 64 13,17
5

0,658 2,755 53,16 440 55,6 0,35 139 4,4 9,92 51,87 28 58,25
6

0,445 1,716 38,43 549 3253 3,16 134 6,9 11,75 4,40 70 14,58
7

0,397 1,813 64,43 473 357,0 2,64 130 7,3 9,75 6,32 99 11,92
8

0,366 1,870 68,37 727 321,0 2,94 130 7,0 12,75 5,81 71 10,00

SN: Sira numarasi; MDA: Malondialdehit; GSH: Glutatyon; NO: Bobrek nitrik oksit; AST: Aspartat aminotranferaz; Sir: Serum iire; Syrea: Serum kreatinin; Sy,: Serum

sodyum; Sk: Serum potasyum; Sxo: Serum nitrik oksit; Ixrea: Idrar kreatinin; In,: Idrar sodyum; ixo: Idrar nitrik oksit.
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Tablo 5. Calisma gruplarinin degiskenlere ait istatistiksel verileri

umol/mg protein

GRUP 1 GRUP 2 GRUP 3 GRUP 4
Parametreler Ort+SD Ort+SD Ort+SD Ort+SD
MDA 0,54 £0,12 0,51+0,14 0,83 £0,49 0,71 £0,58
nmol/g doku
GSH 2,60 = 0,40 3,35+1,77 2,14+0,85 2,12 +0,67
pmol/g doku
NO doku 73,38 + 68,10 93,15+ 116,81 54,12+ 791 78,44 + 54,83

AST 436,50 + 143,71 | 437,50+101,45 | 864,38 +233,14 | 578,38 + 137,18
U/L
Siire 35,58 5,08 36,11 +£4,03 286,23 £83,16 | 260,24 + 107,02
mg/dl
Skrea 0,27 +£0,03 0,28 +£0,03 2,08 £0,84 2,10 £1,05
mg/dl
Sna 143,88 + 4,42 143,50 + 1,41 136,75 +2,87 127,75 + 9,93
mmol/L
Sk 5,30 £0,30 5,52 +£0,51 5,66 £ 1,21 6,26 £ 1,38
mmol/L
Sno 5,96 + 8,91 3,98 £4,67 8,50 +4,24 11,40 +£3,29
pmol/L
Tirea 77,87 £ 14,90 91,98 £27,48 12,23 +£7,24 14,40 + 16,09
mg/dl
Ina 97,25 +36,73 73,63 +39,08 64,25 +20,18 71,00 £27,41
mmol/L
Ino 101,73 £ 22,61 121,38 + 37,97 20,47 £ 12,55 18,76 £ 16,39
pmol/L
Kreatin klirensi 0,63 £ 0,07 0,60 + 0,09 0,05 £ 0,06 0,09 £ 0,17
ml/dk/100gxviicut
FeNa % 0,24 £ 0,08 0,20 £0,16 15,65+ 17,85 22,16 £ 19,29

MDA: Malondialdehit; GSH: Glutatyon; NO: Bobrek nitrik oksit; AST: Aspartat aminotranferaz; Sg.: Serum

iire; Syrea: Serum kreatinin; Sya: Serum sodyum; Sk: Serum potasyum; lyeea: Idrar kreatinin ix,: Idrar sodyum;

Ino: Idrar nitrik oksit; FeNa: Fraksiyone sodyum itrahi.
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Gruplar aras1 MDA diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir fark gozlenmedi

(p>0,05). Ortalama MDA diizeylerinin gruplar arasi karsilastirilmasi Sekil 2” de gosterildi.
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Sekil 2. Ortalama malondialdehit (MDA) diizeylerinin gruplar arasi karsilastirilmasi

Gruplar aras1 GSH diizeyinde istatistiksel olarak anlaml bir fark gozlenmedi (p>0,05).

Ortalama GSH diizeylerinin gruplar arasi karsilastiriimasi Sekil 3’ te gosterildi.

BN

(98]
(9]

N

GSH (umol/g doku)
(en) —
> = oo |

=)

(9] %)
2

1)
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Sekil 3. Ortalama glutatyon (GSH) diizeylerinin gruplar arasi karsilastirilmasi
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Gruplar aras1 bobrek dokusu NO diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir fark
gbozlenmedi (p>0,05). Ortalama NO diizeylerinin gruplar arasi karsilastirilmasi Sekil 4° te

gosterildi.
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Sekil 4. Ortalama nitrik oksit (NO) diizeylerinin gruplar arasi karsilastirilmasi
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Gruplar aras1 serum AST aktivitesinde istatistiksel olarak anlamli bir fark bulundu
(p<0,01). Gruplar aras1 serum AST aktivitesinde Grup 1 ile Grup 3 arasinda p<0,01 diizeyinde
anlaml bir artma gozlendi. Grup 3 ile Grup 4 karsilastirildiginda p<0,01 diizeyinde anlamli
bir azalma gozlendi. Grup 1 ile Grup 2 arasinda anlamli bir fark gézlenmedi (p>0,05). Serum
AST aktivitesinin Bonferroni diizeltmeli Mann-Whitney U testi sonuglar1 Tablo 6’ da ve

ortalama AST aktivitesinin gruplar arasi karsilastirilmas: Sekil 5° te gosterildi.

Tablo 6. Serum AST diizeylerinin Bonferroni diizeltmeli Mann-Whitney U testi

sonuclari

Grup 1 Grup 3
Grup 2 p>0,05
Grup 3 p<0,01
Grup 4 p<0,01

1000 1
900 1
800 1
700 1
600 1

500 1

AST (U/L)

4&) L
:ﬂ) L
2&) L
@ L

GRUP 1 GRUP 2 GRUP 3 GRUP 4

Sekil 5. Ortalama AST diizeylerinin gruplar arasi karsilastirilmasi
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Gruplar aras1 Sy diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir fark bulundu (p<0,01).
Gruplar arast Sy dlizeyinde Grup 1 ile Grup 3 arasinda p<0,01 diizeyinde anlaml1 bir artma
gozlendi. Diger gruplar arasinda anlamli fark goézlenmedi (p>0,05). Sie diizeylerinin
Bonferroni diizeltmeli Mann-Whitney U testi sonuclar1 Tablo 7° de ve ortalama Sge

diizeylerinin gruplar arasi karsilastirilmasi Sekil 6° da gosterildi.

Tablo 7. Serum iire diizeylerinin Bonferroni diizeltmeli Mann-Whitney U testi sonug¢lar

Grup 1 Grup 3
Grup 2 p>0,05
Grup 3 p<0,01
Grup 4 p>0,05

GRUP 1 GRUP 2 GRUP 3 GRUP 4

Sekil 6. Ortalama serum iire (Sire) diizeylerinin gruplar arasi karsilastirilmasi
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Gruplar aras1 Sy, diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir fark bulundu (p<0,01).
Gruplar arasi Sk, diizeyinde Grup 1 ile Grup 3 arasinda p<0,01 diizeyinde anlamli bir artma
gozlendi. Diger gruplar arasinda anlamh fark gozlenmedi (p>0,05). Skea dilizeylerinin
Bonferroni diizeltmeli Mann-Whitney U testi sonuglar1 Tablo 8 de ve ortalama Sk,

diizeylerinin gruplar arasi karsilastirilmasi Sekil 7° de gosterildi.

Tablo 8. Serum Kkreatinin diizeylerinin Bonferroni diizeltmeli Mann-Whitney U testi

sonuclari
Grup 1 Grup 3
Grup 2 p>0,05
Grup 3 p<0,01
Grup 4 p>0,05
2,5
S 15 -
o
g
2o
-
0,5
0
GRUP 1 GRUP 2 GRUP 3 GRUP 4

Sekil 7. Ortalama serum Kkreatinin (Sira) diizeylerinin gruplar aras: karsilastiriimasi
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Gruplar aras1 Sy, diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir fark bulundu (p<0,01).
Gruplar aras1 Sy, diizeyinde Grup 1 ile Grup 3 arasinda p<0,01, Grup 3 ile Grup 4 arasinda
p<0,05 oraninda anlamli azalma gozlendi. Diger gruplar arasinda anlamli fark gozlenmedi
(p>0,05). Sxna diizeylerinin Bonferroni diizeltmeli Mann-Whitney U testi sonuglar1 Tablo 9° da

ve ortalama Sy, diizeylerinin gruplar arasi karsilastirilmasi Sekil 8” de gosterildi.

Tablo 9. Serum sodyum diizeylerinin Bonferroni diizeltmeli Mann-Whitney U testi

sonuclari
Grup 1 Grup 3
Grup 2 p>0,05
Grup 3 p<0,01
Grup 4 p<0,05
160
140
120

Sna (mEq/L)
S

GRUP 1 GRUP 2 GRUP 3 GRUP 4

Sekil 8. Ortalama serum sodyum diizeylerinin gruplar arasi karsilastirilmasi
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Gruplar aras1 Sk diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir fark gozlenmedi (p>0,05).

Ortalama Sk diizeylerinin gruplar arasi karsilastirilmasi Sekil 9° da gosterildi.

Sk (mEq/L)
1) | |~ | D ko)) |

| —
A

k=)

GRUP 1 GRUP 2 GRUP 3 GRUP 4

Sekil 9. Ortalama serum potasyum diizeylerinin gruplar arasi karsilastirilmasi

Gruplar aras1 serum NO diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir fark gozlenmedi
(p>0,05). Ortalama serum NO diizeylerinin gruplar arasi karsilastirilmas: Sekil 10’ da
gosterildi.

,_.
N

ey
\9)

Sno (nmol/L)
N ko)) | co l 5

1\

1<

GRUP 1 GRUP 2 GRUP 3 GRUP 4

Sekil 10. Ortalama serum nitrik oksit (NO) diizeylerinin gruplar arasi karsilastirilmasi
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Gruplar aras1 idrar kreatinin diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir fark bulundu
(p<0,01). Gruplar arasi idrar kreatinin diizeyinde Grup 1 ile Grup 3 arasinda p<0,01
diizeyinde anlamli bir azalma gozlendi. Diger gruplar arasinda anlamli bir fark gézlenmedi
(p>0,05). idrar kreatinin diizeylerinin Bonferroni diizeltmeli Mann-Whitney U testi sonuglar1
Tablo 10’ da ve ortalama idrar kreatinin diizeylerinin gruplar arasi karsilastirilmas: Sekil 11°

de gosterildi.

Tablo 10. idrar kreatinin diizeylerinin Bonferroni diizeltmeli Mann-Whitney U testi

sonuclari
Grup 1 Grup 3
Grup 2 p>0,05
Grup 3 p<0,01
Grup 4 p>0,05
@ -
@ r
80 1

I pea (mg/dl)
3

K=}

GRUP 1 GRUP 2 GRUP 3 GRUP 4

Sekil 11. Ortalama idrar kreatinin diizeylerinin gruplar arasi karsilastirilmasi
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Gruplar arasi idrar sodyum diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir fark bulundu
(p<0,05). Gruplar arasi idrar sodyum diizeyinde Grup 1 ile Grup 3 arasinda p<0,05 diizeyinde
anlamli bir azalma goézlendi. Diger gruplar arasmnda anlamli bir fark gézlenmedi (p>0,05).
Idrar sodyum diizeylerinin Bonferroni diizeltmeli Mann-Whitney U testi sonuglar1 Tablo 11’
de ve ortalama idrar sodyum diizeylerinin gruplar arasi karsilastirilmasi Sekil 127 de

gosterildi.

Tablo 11. idrar sodyum diizeylerinin Bonferroni diizeltmeli Mann-Whitney U testi

sonuclari

Grup 1 Grup 3
Grup 2 p>0,05
Grup 3 p<0,05
Grup 4 p>0,05

120 4

100 1

Iy, (mEq/L)

K=}

GRUP 1 GRUP 2 GRUP 3 GRUP 4

Sekil 12. Ortalama idrar sodyum diizeylerinin gruplar arasi karsilastirilmasi
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Gruplar aras1 idrar NO diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir fark bulundu
(p<0,01). Gruplar aras1 idrar NO diizeyinde Grup 1 ile Grup 3 arasinda p<0,01 diizeyinde
anlamli bir azalma goézlendi. Diger gruplar arasmnda anlamli bir fark gézlenmedi (p>0,05).
Idrar NO diizeylerinin Bonferroni diizeltmeli Mann-Whitney U testi sonuglar1 Tablo 12° de ve

ortalama idrar NO diizeylerinin gruplar arasi karsilastirilmasi Sekil 13” te gosterildi.

Tablo 12. idrar NO diizeylerinin Bonferroni diizeltmeli Mann-Whitney U testi sonuclar

Grup 1 Grup 3
Grup 2 p>0,05
Grup 3 p<0,01
Grup 4 p>0,05

Idrar NO (umol/L)

GRUP 1 GRUP 2 GRUP 3 GRUP 4

Sekil 13. Ortalama idrar nitrik oksit (NO) diizeylerinin gruplar arasi karsilastirilmasi
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Gruplar aras1 kreatin klirensi diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir fark bulundu
(p<0,01). Gruplar aras1 idrar kreatin klirensi diizeyinde Grup 1 ile Grup 3 arasinda p<0,01
diizeyinde anlamli bir azalma gozlendi. Diger gruplar arasinda anlamli bir fark gézlenmedi
(p>0,05). Kreatin klirensi diizeylerinin Bonferroni diizeltmeli Mann-Whitney U testi sonuglar1
Tablo 13’ te ve ortalama kreatin klirensi diizeylerinin gruplar arasi karsilastirilmast Sekil

14°te gosterildi.

Tablo 13. Kreatin klirensi diizeylerinin Bonferroni diizeltmeli Mann-Whitney U testi

sonuclari

Grup 1 Grup 3
Grup 2 p>0,05
Grup 3 p<0,01
Grup 4 p>0,05

Kreatin klirensi (ml/dk/100g viicut
agirhg)

N m B

GRUP 1 GRUP 2 GRUP 3 GRUP 4

K=}

Sekil 14. Ortalama kreatin klirensi diizeylerinin gruplar aras1 karsilastirilmasi
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Gruplar aras1 Fraksiyone Na itrah1 (FeNa) diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir
fark bulundu (p<0,01). Gruplar aras1 idrar FeNa diizeyinde Grup 1 ile Grup 3 arasinda p<0,01
diizeyinde anlamli bir artma goézlendi. Diger gruplar arasinda anlamh bir fark gézlenmedi
(p>0,05). FeNa diizeylerinin Bonferroni diizeltmeli Mann-Whitney U testi sonuglar1 Tablo

14’ te ve ortalama FeNa diizeylerinin gruplar arasi karsilastirilmas: Sekil 15° te gosterildi.

Tablo 14. FeNa diizeylerinin Bonferroni diizeltmeli Mann-Whitney U testi sonuclar

Grup 1 Grup 3
Grup 2 p>0,05
Grup 3 p<0,01
Grup 4 p>0,05

[\
]

—
9]

FeNa (%)
= |

| D

GRUP 1 GRUP 2 GRUP 3 GRUP 4

Sekil 15. Ortalama FeNa diizeylerinin gruplar arasi karsilastirilmasi
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Histopatolojik Sonuclar

Calismamizda bobrek dokularmin histopatolojik incelenmesinde; 100 alanda, 0-4
skalast kullanilarak bobrek hasar1 derecesi ve ayrica % kast degerleri her bir sigan i¢in
hesaplandi. Hesaplanan bu degerler Tablo 15 ve 16°da gosterildi.

Grup 1’deki sicanlarm hematoksilen-eosin (HE) boyali bobrek kesitleri 151k
mikroskobunda incelendiginde; mikroskobik kesitlerde tiibiill ve glomeriillerin normal
goriiniimde izlendi. Tibiillerde herhangi bir nekroz veya kast olusumu gozlenmedi (Sekil 16).

Grup 2’deki sicanlarin HE boyal1 bobrek kesitleri 151k mikroskobunda incelendiginde;
Grup 1’e benzer 6zelliklerde oldugu, bunlarin glomeriiler ve tiibiiller yapilarmmn normal
goriiniimde oldugu izlendi. Glomertillerde bir degisiklik géze ¢arpmadi. Tiibiillerde herhangi
bir nekroz veya kast olusumu gézlenmedi (Sekil 17).

Grup 3’teki sicanlarin HE boyal1 bobrek kesitleri 151k mikroskobunda incelendiginde;
bobrek kortikal tiibiillerde dilatasyon, tiibiil epitellerinde basiklasma, vakuolizasyon ve yer
yer nekroz izlendi. Tiibiil limenlerinde kast olusumu gézlendi (Sekil 18).

Grup 4’teki sicanlarin HE boyal1 bobrek kesitleri 151k mikroskobunda incelendiginde;
bobrek kortikal tiibiillerde Grup 3’e benzer sekilde ve oranda tiibiiller dilatasyon, tiibiil
epitelinde basiklasma, vakuolizasyon gozlendi. Tiibiillerde nekroz ve yaygin kast varligi

izlendi (Sekil 19).
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Tablo 15. Gruplarin bébrek hasarn derecesini gosteren histopatolojik sonuclar

SN Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4
1 0 0 4 4
2 0 0 4 4
3 1 0 4 3
4 0 0 3 4
5 0 1 4 0
6 0 0 4 4
7 0 0 4 4
8 0 0 4 4
SN: Sira numarasi
Tablo 16. Gruplarin % kast degerlerini gosteren histopatolojik sonuclar
SN Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4
1 0 0 80 78
2 0 0 82 80
3 1 0 78 85
4 0 0 75 80
5 0 2 80 0
6 0 0 85 82
7 0 0 80 78
8 0 0 82 80

SN: Sira numarasi

49




50



Sekil 19. Grup 4 bobrek kesitinin histopatolojik goriiniimii [kortikal kisim (HEx100)]
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TARTISMA

Akut bobrek yetmezligi hastaneye yatan hastalarin yaklasik olarak % 5’ inde goriilen
yaygin bir durumdur (65). ABY gelisen hastalarin yaklasik % 10’ nunda bdbrek replasman
tedavisi gerekmektedir. ABY gelisen yogun bakim hastalarinda son donem bdbrek yetmezligi
% 2-10 oraninda gelismekte ve bu hastalara uzun donem diyaliz tedavisi gerekmektedir. Bu
durum 6liim oranini arttirmakta ve yiliksek tedavi masraflar1 gerektirmektedir (66).

Renal iskemi ve reperfiizyon; renal transplantasyon, parsiyel nefrektomiler ve
suprarenal aortik anevrizmalarin cerrahi tedavisi srasinda goriilmektedir (67). Iskemiden
sonra gelisen akut bobrek yetmezligi; glomeriiler filtrasyon hizinda (GFR) azalma, tiibiiler
nekroz ve renal damarlarda direng artistyla karakterizedir. Reperfiizyon bdbrek
fonksiyonlarmin bozulmasina neden olur. Ayrica renal iskemi/reperflizyon sonucu 6zellikle
bobrek proksimal tiibiil hiicrelerinde hasar gelismektedir. Iskemi-reperfiizyon bdbrek
transplantasyonu sonrasi erken donemde allografti reddetme ve uzun donemde allografta kars1
zit etkilerin baslica neden oldugu bildirilmektedir (68).

Son yillarda bobrek nakli, son donem bobrek yetmezlikli hastalarin tedavisinde gecerli
bir tedavi yontemi olarak kabul edilmektedir. Bobrek naklinde iskemi/reperflizyon hasarina
baglh gelisebilecek problemler ise son yillarda tip alanindaki gelismelere ragmen
fizyopatolojisi gliniimiizde hala tam olarak agiklanabilmis olmadigindan bu hasarin
engellenmesine kars1 farkli ajanlarin gelistirilmesi amaciyla deneysel arastirmalar yogun bir
sekilde devam etmektedir (66).

Bobreklerde deneysel iskemi/reperflizyon hasarmin etkilerinin ortaya ¢ikmasi icin
belli bir iskemi siiresine gerek vardir. Sigan bobreginde Paller ve ark. 60 dakikalik iskemi

siiresinden sonra reperfiizyon hasarinin ortaya c¢iktigini gostermislerdir (69). Biz de
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calismamizda 60 dakikalik bobrek iskemi ve 24 saatlik reperfiizyon siiresini tercih ettik (70).
Iskemi siiresince hiicrede, interselliiler dokuda ve sistemik dolasimda bulunan ve artan pek
cok etken madde sorumludur.

Bu calismada, Cin takke bitkisi (Scutellaria baicalensis) kokiinden elde edilen
baicalinin siganlarda olusturulan bobrek iskemi reperfiizyon hasarina kars1 koruyucu etkilerini
arastirdik.

Cin ve Japonya geleneksel tibbinda yaygin olarak kullanilan Cin takke bitkisinin
(Scutellaria baicalensis) kokleri ¢esitli alerjik reaksiyonlarm, inflamatuar hastaliklarin,
hiperlipidemi, kanser, arterosklerozis basta olmak tizere bircok hastaligin tedavisinde yaygin
olarak kullanmildig1 bir¢cok calismada bildirilmektedir (10,71,72). Cin takke bitkisinin ana
bilesenlerinden biri olan baicalin antioksidan, antiinflamatuar, antiviral, antibakterial
etkilerinin oldugu bir¢ok c¢alismada bildirilmistir  (49,51,53,73-75). Bu ¢alisma
arastirmalarimiza gore baicalinin siganlarda bobrek I/R hasarina karsi etkisinin arastirildigr ilk
calismadir.

Baicalinin sicanlara bobrek damarlar1 diseksiyonla ayrilmadan 30 dk 6nce 200 mg/kg
dozunda i.p. olarak verilen 2. grup verileri baicalin yerine 2 ml’kg dozunda i.p. FS verilen
yani 1. grup verileri karsilastirildiginda; MDA, GSH, NO, AST, serum iire, kreatinin, nitrik
oksit ve kreatin klirensi ile idrar NO ve FeNa atilimi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
farkliligin olmadig1 goriildii. Bu veriler baicalinin fizyolojik parametreler lizerinde saglikli
sicanlarda toksik etkisinin olmadigi ile ilgili bilgi vermektedir.

Bobrek arter ve venleri birlikte klemplenerek 60 dk iskemi, 24 saat reperfiizyon siiresi
uygulanan 3. grup sican parametreleri ile 1. grup sican parametreleri karsilastirildiginda;
MDA, GSH ve bobrek dokusu NO diizeyleri ile serum potasyum, serum NO, diizeyleri
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olugsmadig1 goriildii. Serum tire (p<0,01), kreatinin
(p<0,01) ve serum AST aktivitesinde (p<0,01) diizeyinde istatistiksel olarak anlaml1 bir artis
goriildii. Bobrek tiibiiler fonksiyonun bir gostergesi olarak kabul edilen FeNa atiliminda
(p<0,01) diizeyinde anlaml1 bir artma, bobrek fonksiyonlarmin gdstergesi olarak kabul edilen
kreatin klirensinde (p<0,01) istatistiksel olarak anlamli bir azalma oldugu goriildi. Grup 3
siganlar ile Grup 1 si¢anlarin HE boyal1 bobrek kesitleri 11k mikroskobunda incelendiginde;
Grup 3’te kortikal tiibiillerde dilatasyon, tiibiil epitellerinde basiklasma ve yer yer nekroz
gozlendi. Ayrica tiibiil limenlerinde kast olusumu gézlendi. Bu sonuglar uyguladigimiz
modelin olustugunu gostermektedir. Kwon ve ark. (70) iskeminin olusturdugu ABY’ deki
sigan  bobreginde sodyum taginmasindaki olusan bozukluklarm degerlendirildigi

calismalarinda farkli I/R siireleri uygulanmistir. Calismalarinda 60 dk iskemi, 24 saat
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reperflizyon siiresi uygulanan grup ile sham opere edilen grubun verileri karsilastirildiginda;
plazma kreatinin arttii, kreatin klirensinin anlamlhi diizeyde azaldigi ve fraksiyonel Na
atiliminin asir1 bir sekilde arttig1 rapor edilmistir. Bu calismada uygulanan deneysel model ve
elde edilen glomeriiler ve tiibiiler fonksiyonlarin gdstergesi olan parametreler bizim
calismamizda elde ettigimiz bulgularimizla benzerlik gostermektedir.

Chiao ve ark. (76) sican ve farelerde 40 dk iskemi ve farkli reperfiizyon siireleri
uyguladiklar1 caligmalarinda I/R grubu, sham kontrol grubu ile karsilastirildiginda; {ire,
kreatinin diizeyleri ile bobreklerdeki histopatolojik degisikliklerin anlamli diizeyde arttig:
rapor edilmistir. Bu ¢alismada elde edilen bulgular bizim ¢alismamizdaki bulgularla benzerlik
gostermektedir. Yanarates ve ark. (77) siganlarda 60 dk iskemi 6 saat reperflizyon siiresini
inceledikleri ¢alismalarinda serum iire, kreatinin, AST aktivitesi, MDA ve NO diizeyleri ile
histopatolojik  olarak  bdobrek hasarmin arttigi  rapor edilmistir. Bu c¢aligmada
proanthocyanidinin bdbrek I/R hasarinda koruyucu rol oynadigini belirtmiglerdir. Camara ve
ark. (78) sicanlarda 45 dk iskemi 24 saat reperflizyon uyguladiklari ¢alismalarinda serum iire,
AST diizeylerinin ve histopatolojik tiibiiler hasarin arttigr rapor edilmistir. Sulfasalazine
tedavisinin olusan I/R hasarma kars1 koruyucu rol oynadigini belirtmislerdir. Iskemi ve
reperflizyonun olusturdugu hasarin bobrek iire, kreatinin ve AST aktivitesi sonuglarinda
olusan bulgular bizim I/R olusturdugumuz 3. grup verileri ile uyumluluk gostermektedir. Wei
ve ark. (79) calismasinda siganlara 45 dk iskemi 24 saat reperfiizyon sonucu serum iire,
kreatinin diizeylerinde artma, serum ve bobrek diizeyinde ise istatistiksel olarak anlamli artma
goriilmiis. Efrati ve ark. (80) yapmis olduklar1 sol bobrek nefrektomisinden sonra 1, 24, 48,
168 saat reperflizyon siirecinde bulgularin incelendigi ¢calismalarinda; 24 saatlik reperfiizyon
siiresinin incelendigi I/R grubunda kreatinin diizeylerinde artma, kreatinin kliresinde ise
anlamli azalma oldugunu rapor etmislerdir. Bu caligmalarin verileri bizim g¢alismamizin
verileri ile benzerlik gdstermektedir.

Calismamizda 60 dk iskemi, 24 saat reperflizyon uygulanan ve iskemiden 30 dk once
2 ml/kg dozunda FS verilen Grup 3 ile 60 dk iskemi, 24 saat reperflizyon uygulanan ve
iskemiden 30 dk 6nce 200 mg/kg 1p. tek doz baicalin verilen Grup 4’iin parametreleri
karsilastirildiginda; serum sodyum miktarinda (p<0,05) diizeyinde ve reperflizyon hasarinin
bir gostergesi olan serum AST aktivitesinde (p<0,01) diizeyinde anlamli azalma goriildii.
Diger parametreler arasinda anlamli bir farkliligin olmadig: gortldii.

Sekhon ve ark. (81) tarafindan erkek kopeklerde 90 dk iskemi ve farkli zamanlarda (24
saat, 2 giin, 4 gilin, 7 giin, 10 gilin, 15 giin, 21 giin) reperflizyon siiresi uygulanan gruplarda 24

saatlik reperflizyon siireleri sonunda; uygulanan N-asetil sistein, sodyum nitroprosit ve
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phosphoramidonun bozulmus bobrek foksiyon gostergeleri olarak kabul edilen iire, kreatinin
diizeyleri Tlzerinde etkilerinin olmadigim1 bildirmislerdir. Ancak reperflizyonun diger
stirelerinde koruyucu etkilerinin oldugu bildirilmistir.

Zhang ve ark. (54) siddetli akut pankreatit olusturulan siganlarda baicalin ve ocreotidin
renal hasar tizerindeki etkileri arastirilmistir. Akut pankreatit % 20-30 mortalite ile seyreden
yaygin c¢oklu organ hasarma sebep olan sistemik Oliimciil bir hastaliktir. Baicalinin akut
pankreatit tedavisinde tek doz verilmesinin kisa yar1 omriine sahip olmasi yiiziinden zayif
tedavi etkisinin oldugunu bildirmislerdir. Daha sonra yiiksek dozda ve birden fazla
enjeksiyonun giiglii tedavi etkisine sahip oldugunu rapor etmislerdir. Bu calismada
arastiricilar pankreatit olusturduktan 10 dk sonra mikroinfiizyon pompasiyla eksternal jugular
ven araciligla inflizyon tarzinda her saatte bir 10 mg/100 gr dozunda olacak sekilde 3, 6 ve 12
saatlik tedavi protokolii uygulamiglardir. Bu ¢alismalar sonunda yiikselmis olan serum fire, 3
ve 12’ci saatlerdeki baicalin tedavisi ile anlamli diizeyde azalmasina ragmen serum kreatinin
diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir farkliligin olmadigini bildirmislerdir. Serum NO
diizeyinin baicalin tedavisi yapilan grubun ile akut pankreatit olusturulan gruba goére 3 ve
12°ci saatlerde baicalin verilen grupta istatistiksel olarak anlamli oldugunu bildirmislerdir.
Ayrica baicalin endotelin-1 (ET-1) diizeyini azalttig1 ve histopatolojik degisikliklerde hasari
azaltic1 etkisinin oldugu bildirilmektedir. Bu ¢aligmada baicalinin bazi parametreler iizerinde
gostermis oldugu koruyucu etkisinin bizim ¢alismamizda goriilmemesinin sebebi deneysel
model farkliligi, baicalinin verilis yolu, verilis siiresi ve dozuna bagli olabilir.

Yeh ve ark. (82) farelerde i.p. lipopolisakkarit verilerek glomeriilonefritis modeli
olusturduklar1 ¢alismalarinda baicalinin invivo sartlarda hidrolize olarak dontstiigi
baicaleinin etkinligi arastirilmistir. Bu modelde baicalein farkli dozlarinin 50 ve 100 mg/kg,
koruyucu etki gostermemesi sonucu 150 mg/kg dozunda giinliik gavaj yoluyla 14 giin
boyunca verilen baicaleinin serum iire, kreatinin miktarni, idrar iire, kreatinin ve idrar protein
atilimin1 azalttig1 gosterilmistir. Ayrica bobrek histopatolojik degisikliklere karsi koruyucu rol
oynadigi, iNOS ve COX-2 ekspresyonunu inhibe ettigi rapor edilmistir. Bu calismadaki
etkinliginin goriilmesinin nedeni uzun siireli uygulanmasinin bir sonucu olabilir.

Zhang ve ark. (58) yiliksek dozda demir verilmesinin olusturdugu hasara karsi, 45 giin
sireyle % 1 oraninda hayvan yemine katilarak verilen baicalin ve quercetin verilen
calismalarinda; baicalinin verildigi grupta demir yiliklenen gruba gore lipid peroksidasyon
diizeylerinde azalmaya neden oldugu, protein oksidasyonunu azalttigr ve katalaz enzim

aktivitesini arttirdig1 rapor edilmistir.
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Kim ve ark. (11) calismasinda sican karacigerinde 60 dk iskemiden sonra 5 saat
reperflizyon uyguladiklari ¢calismalarinda karaciger iskemisinden 24 ve 1 saat dnce 200 mg/kg
dozunda baicalinin verilmesinin iskemi grubunda artmuig MDA diizeyinde azalmaya, azalmis
GSH diizeyinde artmaya neden oldugu rapor edilmistir.

Park ve ark. (83) karbontetrakloriir vererek olusturmus olduklar1 karaciger
toksisitesine karsi karbontetrakloriiriin verilmesinden 30 dk 6nce ve 2 saat sonra 25, 50, 100
ve 200 mg/kg dozlarinda baicalin verilen gruplarda serum alanin aminotrasferaz (ALT) ve
AST aktivitesi diizeyleri tlizerinde 100 mg/kg dozunun etkin oldugu istatistiksel olarak bu
dozun en etkili azalmay1 sagladigi, bu dozun hem MDA hemde GSH {izerinde anlaml1 olarak
etkinlik gosterdigi, yiikselmis MDA diizeyini azalttigi, GSH diizeyini ise arttirdigi rapor
edilmistir. Ayrica arastiricilar baicalinin iNOS aktivitesini inhibe ettigini rapor etmislerdir.

Jang ve ark. (84) farelerde acetominofen vererek olusturduklari karaciger toksisitesine
kars1 acetominofenin uygulanmasindan 30 dk sonra baicalin verilmesinin plazma AST ve
ALT aktiviteleri ile karaciger histopatolojik degisiklikleri anlamli diizeyde azalttigni, diismiis
olan karaciger GSH diizeyine baicalinin etkisinin olmadig1 bildirilmektedir. Bu sonug bizim
calismamizdaki baicalinin etkisi ile benzerlik gostermektedir.

Baicalin farkli deneysel bobrek, karaciger, pankreas gibi organlarda olusan hasara
karst koruyucu rol oynadigi literatiirde goriilmektedir. Bizim calismamizda baicalinin
deneysel bobrek I/R’da reperflizyon hasarmin bir gostergesi olarak kabul edilen AST
aktivitesi disindaki parametreler ilizerinde istatistiksel olarak anlamli koruyucu degisiklikler
olusturmamasinda birkag faktor rol oynayabilir.

1. Baicalinin verilme zamaninindaki farklilik

2. Bircok ¢aligmada 200 mg/kg dozu verilmesine ragmen bizim ¢alismamizda etkin
dozunun belirlenmemis olmasi

3. Zhang ve ark. (54) belirttigi gibi baicalinin yar1 dmriiniin kisa olmasindan dolay1
yiiksek dozda ve birden fazla enjeksiyonunun giiclii tedavi etkisine sahip oldugunu
bildirmislerdir. Bizim ¢alismamizda tek doz olarak verilmesi daha az koruyucu etkilerin
goriilmesine neden olabilir.

Biitiin bu bulgular ve literatiir sonuclar1 bir arada degerlendirildiginde baicalinin
deneysel bobrek I/R hasarinda etki mekanizmasmin kesin olarak gostermede yetersiz
kalmaktadir. Bu konuda baicalinin dozu, verilis yolu, verilme zamani ve verilme siirelerinde
yapilacak diizenlemeler ile renal kan akimi, bobrek fonksiyonlari, oksidatif hasarin derecesini

gosteren parametreler ile NO metabolizmas1 tlizerindeki etkilerini, 151k mikroskopuna ek
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olarak histopatolojik degisikliklerin elektron mikroskobu ve immiinohistokimyasal olarak

arastiran daha kapsamli ¢aligmalara ihtiyac oldugu diislincesindeyiz.
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SONUCLAR

Calismamizda deneysel olarak olusturulan sigcan bobrek I/R modelinde baicalinin;
MDA, NO, GSH diizeylerine, AST aktivitesi ve bobrek fonksiyonlar1 ile histopatolojik
degisiklikler tlizerindeki etkilerini inceledik. Yapilan literatiir arastirmalari sonucunda sigan
bobrek I/R hasarinda baicalinin etkisinin arastirildigi ilk ¢aligmadir.

1. ve 2. grup parametreleri karsilastirildiginda istatistiksel olarak herhangi bir anlaml
fark olmadig goriildii.

1. ve 3. grup parametreleri karsilastirildiginda MDA, GSH, NO diizeyleri ile serum
potasyum, nitrik oksit, diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olugsmadigi
goriildii. Serum ire, kreatinin ve serum AST aktivitesinde anlamli bir artig goriildii. Bobrek
tiibiiler fonksiyonun bir gostergesi olarak kabul edilen FeNa atiliminda anlamli bir artma,
kreatin klirensinde ise anlamli bir azalma oldugu goriildii.

3. ve 4. grup parametreleri karsilastirildiginda; serum sodyum miktarinda ve
reperflizyon hasarmmin bir gostergesi olan serum AST aktivitesinde anlamli bir azalma
gortildi. Diger parametreler arasinda anlamli bir farkliligin olmadig: goriildii.

Biitiin bu bulgular bir arada ele alindiginda baicalinin deneysel bobrek I/R hasarinda
etki mekanizmasinin kesin olarak gostermede yetersiz kalmaktadir. Baicalinin bu modeldeki
etkisinin agiklanabilmesi i¢in dozu, verilis yolu, verilme zamani ve verilme siirelerinde
yapilacak diizenlemeler ile daha kapsamli ve ayrintili ¢aligmalarin yapilmasi gerektigini

disiinmekteyiz.
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OZET

Bobrek iskemi/reperflizyon hasari, bobrek vazokonstriiksiyonu, tiibiiler hasar ve
glomertiler hasar da dahil olmak iizere ¢esitli mekanizmalar iceren karmasik bir sendromdur.
Iskemi/reperfiizyon hasarmin potogenezinde serbest radikaller ve nitrik oksitin rol oynadig1
gosterilmistir.  Calismamizda  antioksidan, antiinflamatuar, antiviral, antibakterial
ozelliklerinin oldugu bildirilen baicalinin bdbrek iskemi/reperflizyon hasarmda etkilerini
arastirmay1 amagladik.

Calismamizda; 190-240 g agirliginda 32 adet Spraque-Dawley erkek sican kullanildi.
Grup 1 ve Grup 2’deki siganlar harig; diger gruplardaki sicanlarin bobrek damarlarina (arter
ve ven) kan akimi nontravmatik mikrovaskiiler klemple kesildi ve 60 dk. siireyle iskemi, 24
saat reperflizyon uygulandi. Grup 1 siganlara fizyolojik serum, Grup 2 sicanlara 200 mg/kg
dozunda baicalin, Grup 3 si¢anlara iskemi yapilmadan 30 dk once fizyolojik serum, Grup 4
siganlara iskemi yapilmadan 30 dk 6nce 200 mg/kg dozunda baicalin intraperitonal verildi.
Reperflizyonun baslatimasindan 24 saat sonra xylazine-ketamin anestezisi altinda, sicanlarin
kan ve doku bobrekleri alindi. Bobrek dokusunda; glutatyon, malondialdehit, nitrik oksit
diizeyi, serumda; aspartat aminotransferaz enzim aktivitesi, nitrik oksit, iire, kreatinin,
sodyum ve potasyum diizeyleri, idrarda; nitrik oksit, kreatinin, sodyum diizeyleri ile bobrekte
histopatolojik degisiklikler incelendi.

Calismamizda 3. grup ve 4. grup parametreleri karsilastirildiginda serum sodyum
diizeyinde ve reperflizyon hasarmin bir bostergesi olan serum aspartat aminotrasferaz
aktivitesinde anlamli azalma goriildii. Diger parametreler arasinda anlamli bir farkliligin

olmadigi goriildii.
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Bu sonuglar gz 6niine alindiginda baicalinin bébrek iskemi/reperfiizyon hasarinda
etkisinin belirlenmesi amaciyla doz ve verilme siirelerinde yapilacak diizenlemeler ile daha

kapsamli ¢calismalarin yapilmasi gerektigini diisiinmekteyiz.

Anahtar kelimeler: Baicalin, Bobrek Iskemi/Reperfiizyon Hasari, Serbest Radikaller, Nitrik

oksit, Antioksidant
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THE EFFECTS OF BAICALIN ON RENAL ISCHEMIA/REPERFUSION
INJURY IN RATS

SUMMARY

Renal ischemia/reperfusion injury is a complex syndrome including a variety of
mechanisms which are renal vasoconstriction, tubular damage and glomerular damage. It has
been shown that free radicals and nitric oxide play a role in the pathogenesis of
ischemia/reperfusion injury. In this study, we aimed to investigate the effects of baicalin on
renal ischemia that has been reported to have some antioxidant, antiinflammatory, antiviral,
antibacterial properties.

In our study, 32 male Spraque-Dawley rats, 190-240 gr in weight, were used. For the
all groups 1 and 2, the blood flow into the renal vessels (artery and vein) was interrupted
nontraumatic microvascular clamp and ischemia was performed for 60 minutes. Group 1; has
received physiological serum of application, Group 2; has taken baicalin in dose of 200
mg/kg, before 30 minutes, performing the rats of Group 3; has received physiological serum
and Group 4; has taken baicalin intraperitonal in dose of 200 mg/kg before 30 minutes the
ischemia. 24 hours after reperfusion the blood samples and kidneys of the rats were taken
under the anesthesia of xylazine-ketamin. The level of nitric oxide, glutathione and
malondialdehit were determined in the kidneys tissues. Aspartate aminotrasferase enyzme
activity and levels of urea, creatinine, nitric oxide, sodium and potassium were measured in
the serum. The levels of creatinine, sodium and nitric oxide were determined in the urine

specimens. Histopathological changes were also examined.
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The findings of our study showed that while the group 4 compared to group 3, the
serum aspartate aminotransferase enyzme activity and serum sodium 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 renal
ischemia/reperfusion injury need to be further investigation with the regulation on the dose

and application periods.

Key words: Baicalin, Renal Ischemia/Reperfusion Injury, Free Radicals, Nitric oxide,

Antioxidant
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Baicalinin kimyasal yapis1

Ortalama malondialdehit (MDA) diizeylerinin gruplar arasi karsilastirilmasi
Ortalama glutatyon (GSH) diizeylerinin gruplar arasi karsilastiriimasi
Ortalama nitrik oksit (NO) diizeylerinin gruplar arasi karsilastirilmasi
Ortalama AST diizeylerinin gruplar arasi karsilagtirilmasi

Ortalama serum tire (Sir) diizeylerinin gruplar arasi karsilastirilmasi
Ortalama serum kreatinin (Skrea) diizeylerinin gruplar arasi karsilastiriimasi
Ortalama serum sodyum diizeylerinin gruplar arasi karsilastirilmasi

Ortalama serum potasyum diizeylerinin gruplar arasi karsilastirilmasi

Ortalama idrar kreatinin diizeylerinin gruplar arasi karsilastirilmasi
Ortalama idrar sodyum diizeylerinin gruplar aras1 karsilastiriimasi
Ortalama idrar nitrik oksit (NO) diizeylerinin gruplar arasi karsilastirilmasi
Ortalama kreatin klirensi diizeylerinin gruplar arasi karsilagtiriimasi
Ortalama FeNa diizeylerinin gruplar arasi karsilastirilmasi
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T.C.
TRAKYA UNIVERSITESI
HAYVAN DENEYLERI YEREL ETIK KURULU KARARLARI

Oturum Sayisi: 01 Karar Tarihi: 05.01.2011
KARAR NO: 2011.01.07

Yiirdtdcligant Tip Fakiiltesi Sgretim Gyesi Dog. Or. Nurettin AYDOGDU'un Yiiksek Lisans Off. Fizyoloji Mustafa
HACI'in Yiksek Lisans tezi olarak planlanan TOHDYEK-2011/07 protokol nolu “Siganlarda Bdbrek
Iskemi/Reperfizyon Hasarinda Baicalinin Etkiler” bashkl caligma hakkinda goriistldi; arastrmanin amag,
yaklagim, gere¢ ve yontemler dikkate alinarak incelenmesi sonucunda: Hayvan Haklan Evrensel
Bildirgesi ve etik kurallara uygun olarak hazirlandiina yapilabilecegine meveudun oy birlidi ile karar
veriimistir.

Cavani/AdvSoyad: Arastirma ile Toplant: imza
Iligki Katlim
Dog.Dr. Burhan AKSU Ovar Oevet ____—-1——
Tip Fakiltesi Ogretim Uyesi Oyok O hayir

Yrd.Dog. Dr. Hayati ARDA Ovar O evet W
Fen-Edebiyat Fakiltesi Ogretim Uyesi Oyok 0 hayir L

Vet.Hek. Ziya CUKUR Ovar Oevet /W
Veteriner Hekim Ovok U hayir '

Huseyin KOG Ovar Devet
Sivil Toplum Orgtd Oyesi Sivi Oye Dyok O hayir
llyas OZMEN Ovar O evet
Sivil Uye Dyok 0 hayir
Yrd.Dog.Dr. Beytullah OZKAN Ovar 0 evet

en-Edebiyat Fakiltesi Ogretim Uyesi Oyok O hayir
Dog.Dr. S. Arzu VARDAR Ovar Zevet -
Tip Fakiltesi Ogretim Uyesi ok O hayir %
Dog. Dr. Nilda TURGUT Ovar D evet
Tip Fakaltesi Ogretim Uyesi __DOyok O hayir 9"}
Yrd.Dog.Dr. Rusen COSAR-ALAS Ovar xgvet Wi
Tip Fakiltesi Ogretim Oyesi agk 0 hayir

Yrd.Dog.Dr. Y. Atakan SEZER Ovar cfm« Z
Tip Fakiltesi Ogretim Oyesi Qyok O hayir
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