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TEŞEKKÜR 

 
Rat çalışması nedeniyle 

hayatının ilk 30 gününde 
yalnız bıraktığım kızım 

ve annesine; 
 

 
Hayatım boyunca bana olan desteklerini an olsun eksik etmeyen vefakar ve cefakar 

anne, baba ve kardeşime; 

Aldığım uzmanlık eğitimi zarfında, üzerimde etkisini sürekli hissettiğim katkılarıyla  

hocalarım, iş arkadaşlarım ve dostlarıma; 

Tez dönemim boyunca bahşettiği fedakarlığı hiçbir zaman unutamayacağım hocam 

Murat Hayri Sipahioğlu'na; 

İletmiş oldukları engin deneyimlerini, esirgemeden ve her daim cömertçe sunan 

Cevat Yazıcı, Çağrı Şakalar, Hülya Akgün ve Ferhan Elmalı'ya; 

Canlarını bilim için feda eden masum ve mazlum ratlara, eşsiz yardımlarıyla tüm 

DEKAM çalışanlarına; 

Emeklerinin karşılığını ödeyemeyeceğim, yardımseverlikleriyle gönlümde yer eden 

Sedat Sezen ve İnayet Güntürk'e 

EN İÇTENLİKLE TEŞEKKÜRLERİMİ SUNARIM. 
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ÖZET 

Kontrast madde kullanımı ve buna bağlı olarak kontrast nefropati sıklığının arttığı 

günümüz tıbbında halen renal hasar gelişimini önlediği kesin olarak ispatlanmış bir 

farmakolojik uygulama bulunmamaktadır. Kontrast nefropatinin fizyopatolojik 

mekanizmaları arasında; renal medullar hipoksi, endotel hasarı, oksidatif stres ve 

inflamatuvar etkisiyle kontrast maddenin direkt tübüler toksisitesi yer almaktadır. 

Çalışmamızda anti-oksidan, anti-inflamatuvar ve renoprotektif özelliklere sahip olduğu 

bilinen timokinon'un kontrast nefropati üzerine olan etkilerini göstermeyi amaçladık. 

Çalışma kapsamında sham-kontrol (n=3), premedikasyon-kontrol (n=6), model (n=6), 

izole timokinon (n=3+3), düşük doz timokinon (n=6) ve yüksek doz timokinon (n=7) 

olmak üzere toplam 7 grup belirlendi. Ratlarda 48 saat susuzluğa ek olarak 

intraperitoneal indometazin ve N-nitro-L-arjinin metil esterleri (L-NAME) uygulaması 

ile premedikasyon sağlandı. Premedikasyon sağlandıktan sonra yüksek ozmolar kontrast 

madde olan diatrizoat (Urografin % 76) 12.5 ml/kg dozunda verildi. Timokinon ise 1 

mg/kg ve 1.75 mg/kg olarak iki farklı dozda ve 4 gün boyunca intraperitoneal olarak 

verildi. Çalışma sonunda ratlarda böbrek fonksiyon testleri, histopatolojik değişiklikler, 

oksidatif stres parametreleri ve inflamatuvar belirteçler değerlendirildi. 

Düşük doz timokinon (1 mg/kg) uygulaması ile serum kreatinin ve serum kan üre azotu 

(BUN) düzeylerinde anlamlı düşüş izlendi. Işık mikroskopisinde düşük doz timokinon 

grubunda kontrast madde grubuna kıyasla belirgin şekilde daha az histopatolojik hasar 

izlendi. Yüksek doz timokinon ise biyokimyasal olarak etkisiz bulunurken 

histopatolojik olarak toksik bulgular elde edildi. Oksidatif stresi değerlendirmek üzere 

karşılaştırılan serum malondialdehid (MDA) ve süperoksit dismutaz (SOD) 

düzeylerinde gruplar arasında anlamlı bir değişiklik tespit edilmedi. İnflamatuvar 

belirteçlerin değerlendirilmesinde ise düşük doz timokinon ile indüklenebilir nitrik oksit 

sentaz (iNOS) ve nükleer faktör kappa B (NF-кB) gen ekpresyonlarında azalma 

kaydedilirken tümör nekroz faktör (TNF-α) gruplar arasında anlamlı farka sahip değildi. 

Bu çalışmanın sonuçları, timokinon uygulamasının ratlarda kontrast nefropati hasarını 

azaltma yönündeki olumlu etkisini ortaya koymaktadır. 

Anahtar Kelimeler: Kontrast nefropati, timokinon, rat. 



 

 

 

 

xi 

ABSTRACT 

Contrast agent usage and occurrence of contrast-induced nephropathy in today’s 

medicine increase dramatically, yet there is still no proven pharmacological approach to 

prevent renal damage. Mechanisms of contrast-induced nephropathy include renal 

medullar hypoxia, endothelial injury, oxidative stress and direct tubular toxicity of 

contrast agent due to inflammatory effect. In our study, we aimed to show effects of 

thymoquinone that is known for its anti-oxidant, anti-inflammatory and renal protective 

effects in contrast-induced nephropathy.  

7 groups were included within the scope of our study: sham-control (n=3), 

premedication-control (n=6), model (n=6), isolated thymoquinone (n=3+3), low-dose 

thymoquinone (n=6) and high-dose thymoquinone (n=7). In addition to 48 hours of 

water deprivation in rats, we pre-medicated with intra-peritoneal indomethacin and N-

nitro-L-arjinine methyl ester (L-NAME) administration. After premedication, 12.5 

ml/kg dose of a high osmolar contrast agent - diatrizoat (Urografin %76) was 

administrated. Thymoquinone was administrated in two different doses of 1 mg/kg and 

1.75 mg/kg for 4 days intraperitoneally. Renal functions, histopathological differences, 

oxidative stress parameters and inflammatory indicators of rats were evaluated at the 

end of the study.  

Significant decreases were observed in levels of serum creatinine and serum blood urea 

nitrogen (BUN) with low-dose thymoquinone (1 mg/kg) administration. In light 

microscopy, significantly less histopathological damage was observed in low-dose 

thymoquinone group comparing to contrast agent group. While high-dose 

thymoquinone is accepted as ineffective biochemically, toxic evidences were identified 

histopathologically. There were no significant differences between groups for serum 

malondialdehyde (MDA) and superoxide dismutase (SOD) levels which were compared 

to evaluate oxidative stress. However, inducible nitric oxide synthase (iNOS) and 

nuclear factor kappa B (NF-кB) gene expressions were reduced with low-dose 

thymoquinone in analysis of inflammatory indicators, while tumor necrosis factor 

(TNF-α) was not significantly different between groups.  

This study suggests administration of thymoquinone has a positive effect on reducing 

contrast-induced nephropathy damage in rats. 

Key Words: Contrast-induced nephropathy, thymoquinone, rat. 
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1. GİRİŞ VE AMAÇ 

Kontrastla indüklenen nefropati (CIN), kontrast madde (CM)'nin intravenöz (iv.) veya 

intraarteriyel kullanımı sonrası gelişen akut böbrek yetmezliği (ABY)’dir (1). 

Literatürde CIN için çeşitli tanımlamalar mevcut olup klinik çalışmalarda en çok kabul 

gören tanımlama; farklı bir neden olmaksızın, CM verilmesinden 48-72 saat sonra 

serum kreatinin (SCre) düzeyinin  ≥0.5 mg/dl (44.2 µmol/L) veya bazal değerin ≥%25’i 

oranında artması şeklindedir (2). 

CIN hastane kaynaklı akut böbrek yetmezliğinin üçüncü en sık nedeni olup insidansı 

büyük ölçüde CM alımı öncesindeki bozulmuş böbrek fonksiyonlarına, diabetes 

mellitus (DM) ve konjestif kalp yetmezliği (KKY) gibi CIN gelişimi kolaylaştıran risk 

faktörlerine bağlı olarak artış göstermektedir (2). Görüntüleme yöntemleri ve girişimsel 

radyolojik işlemlerin teknolojik gelişmelere bağlı olarak arttığı günümüzde CIN 

görülme sıklığı da buna parelel olarak artmakta; bu durum hastaların morbidite, 

mortalitelerinde artışa neden olmakta ve hastane maliyetlerini de olumsuz olarak 

etkilemektedir (3, 4). 

CIN fizyolopatolojisi yeterince aydınlatılamamıştır. Renal arter vazokonstrüksiyonuna 

bağlı kan akımının azalması sonucu oluşan renal medullar hipoksi, CM’nin apoptozis ve 

oksidatif stres yoluyla yaptığı direk tübüler toksisite, endotel disfonksiyonu ve renal 

mikrosirkülasyondaki değişiklikler patogenezde yeri olduğu düşünülen faktörlerdir (5, 

6). Medullar hipoperfüzyonun dış medullar desenden vaza rektadaki (DVR) 

vazokonstrüksiyona bağlı geliştiği bilinmekte olup, bu vazokonstrüksiyona nitrik oksit 

(NO) üretiminde azalma ve angiotensin-II’ye verilen cevapta artış eşlik eder. Sonuçta 

bu bulgular DVR endotelinde bozulmaya işaret etmektedir (7,8). 
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CIN gelişiminin önceden tahmin edilmesinde risk faktörlerinin iyi tanımlanması 

gerekmektedir. CIN gelişiminden korunmada bugün için bilinen en etkili yöntem iyi 

hidrasyon sağlanmasıdır. Hidrasyonun izotonik bikarbonat ile yapılmasının daha 

koruyucu olduğunu bildiren yayınlar mevcuttur (9). CIN’den korunmada antioksidan ve 

vazodilatatör ajanlar başta olmak üzere; NO sentezini arttıran ajanlar, endotelin ve 

adenozin reseptör antagonistleri ile endotel fonksiyonunu düzelten ajanlar denenmiş 

ancak rutin uygulamaya girecek kadar etkili bulunamamışlardır (10). Üzerinde çalışma 

yapılan ajanlardan özellikle antioksidan etkileri bilinen N-asetil sistein (NAC) ve 

askorbik asit bu amaçla kullanılmış, ancak yapılan meta-analizlerde etkilerinin sınırlı 

düzeyde olduğu belirtilmiştir. Kanıt düzeyi düşük olmakla birlikte NAC koruyucu 

olarak önerilmektedir (11, 12). 

Nigella sativa (çörek otu), Ranunculaceae (düğünçiçeğigiller) familyasından yıllık otsu 

bir bitkidir. Sıklıkla Akdeniz’e kıyısı olan bölgelerde yetişir. Geleneksel tıpta Nigella 

sativa (NS) tohumları öksürük, yüksek ateş, astım, hipertansiyon, DM ve egzema gibi 

durumlarda tedavi amaçlı kullanılmaktadır (13, 14). Yapılan analizlerde Nigella sativa 

yağının biyolojik olarak dört adet aktif bileşiği (timokinon, ditimokinon, 

timohidrokinon ve timol) bulunduğu tespit edilmiştir. Bu bileşiklerin en aktif formunun 

timokinon (2-izopropil-5-metil-1,4-benzokinon) olduğu ve lipit peroksidasyon ürünleri 

ile inflamasyon belirteçlerinin oluşumunu engellediği gösterilmiştir (14, 15). 

Yapılan çok sayıda çalışmada timokinon (TQ)'un anti-oksidan, anti-inflamatuar, anti-

kanser, hepatoprotektif ve renoprotektif özelliklerinin bulunduğu gösterilmiştir (16). 

Süperoksit radikalleri (SOR)'nin zararlı etkileri, nötrofillerin TQ tarafından uyarılması 

ile önlenebilmektedir (17). TQ, süperoksit dismutaz (SOD), katalaz ve glutatyon 

peroksidaz gibi enzim aktivitelerinin azalmalarını sağlar (18). Ayrıca hücre kültürü 

kullanılarak yapılan çalışmalarda proinflamatuar bir transkripsiyon faktörü olan nükleer 

faktör kappa B (NF-ĸB) ve onun tarafından kontrol edilen interlökin-6 (IL-6) gibi bazı 

genlerin TQ tarafından baskılandığı ve böylece renal tübüler hücreleri koruduğu 

kaydedilmiştir (19).  

TQ'un sahip olduğu bu özelliklerle kontrast madde patofizyolojinde etkili olan 

mekanizmaların önüne geçebilmesi veya en azından hafifletebilmesi mümkün 

gözükmektedir. Bu proje ile deneysel kontrast nefropati modelinde TQ'un nefropatiyi 

önleyici etkisinin bulunup bulunmadığı araştırılmıştır. 
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Kontrast nefropatisi 

2.1.1. Tanım 

CIN için çeşitli tanımlamalar mevcut olup klinik çalışmalarda en çok kabul gören; farklı 

bir neden olmaksızın, CM verilmesinden 48-72 saat sonra serum kreatinin (SCre) 

düzeyinin ≥0.5 mg/dl (44.2 µmol/L) veya bazal değerin ≥%25’i oranında artması 

şeklindedir (2). Son zamanlarda yaygınlaşan tanıma göre diürez miktarına 

bakılmaksızın SCre değerinde ≥0.3 mg/dl’lik (26.4µmol/L) artış ABY için anlamlı 

kabul edilmektedir  (1). Bu değerin;  gelecekte standart olarak kabul edilerek ABY ve 

CIN tanımlamasında kullanılması söz konusu olabilir (3). 

CIN gelişen vakalarda SCre yüksekliğinin 3-5 gün sonra pik değerine ulaştığı, 3 haftaya 

kadar uzayabildiği ve sonrasından yüksek oranda normale döndüğü bilinmektedir (20). 

Ancak CIN gelişen hastalarda böbrek fonksiyonlarının sıklıkla geçici azalmayla sınırlı 

kaldığı bilinse de her hastada önceki böbrek fonksiyon değerine dönüşün 

gerçekleşmeyebileceği akılda tutulmalıdır (21). Klinik süreç, asemptomatik olabildiği 

gibi, non-oligurik böbrek yetersizliğinden kalıcı diyaliz gerektiren nefropatiye kadar 

değişen geniş bir yelpaze ile de karşımıza çıkabilmektedir (22).  

2.1.2. İnsidans 

Kontrast nefropatisi, genel toplumda %2.1-3.2 arasında görülür; hastane kaynaklı ABY 

nedenleri arasında ise 3. sıradadır ve olguların yüzde 11’inden sorumludur (23, 24). CIN 

görülme sıklığı, kullanılan kontrast maddenin miktarına ve kimyasal özelliklerine, 
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hastanın altta yatan risk faktörlerine ve uygulanan profilaktik tedavilere bağlı olarak 

%2.1-70 arasında değişebilmektedir (25). Hafif düzeyde böbrek yetmezliği bulunan 

poliklinik hastalarında kontrastlı tomografi sonrası CIN gelişme sıklığı %6.5 olarak 

kaydedilmiştir (26). Yapılan birçok çalışmada kontrast nefropatisine bağlı olarak 

gelişen diyaliz ihtiyacı %0.1-30 arasında bildirilmektedir (21, 27-30). Kontrast 

nefropatinin bir diğer önemli sonucu ise anlamlı oranda mortalite artışına neden 

olmasıdır (21, 27, 31-33). McCullough ve ark tarafından yapılan bir çalışmada perkutan 

koroner revaskülarizasyon uygulanan 1826 hastanın %14.5’inde ABY geliştiği, 

%0.8’inde diyaliz ihtiyacı meydana geldiği, diyalize alınan hastaların %13’ünde ise 

kalıcı renal replasman tedavisi gerektiği saptanmıştır. Yine aynı çalışma kapsamında 

ABY gelişmeyen hastalarda %1.1, akut ABY gelişenlerde %7.1, diyaliz ihtiyacı 

olanlarda ise %35.7 oranında mortalite tespit edilmiştir (27). 

2.1.3. Risk faktörleri 

CIN gelişiminden sorumlu kesin risk faktörleri; “önceden var olan böbrek yetersizliği, 

DM, kullanılan CM'nin osmolaritesi ve miktarı” olarak tespit edilmiş olup, diğer önemli 

risk faktörleri ise “dehidratasyon, hipotansiyon, KKY, ileri yaş (>75), intraaortik balon 

pompası ve anemi” olarak kabul görmektedir. Ayrıca CIN gelişim insidansı, risk 

faktörlerinin sayısı ile doğru orantılı olarak artmaktadır ki; risk faktörü taşımayanlarda 

CIN insidansı %3-5 iken, dört risk faktörü olanlarda %100’e kadar çıktığı görülmüştür 

(27, 34). Beş risk faktörü taşıyan hastalarla yapılan çalışmada hastaların %50’sinde CIN 

geliştiği gözlemlenmiştir (35). Akut miyokard enfarktüsü (AMI) için koroner anjiografi 

uygulanan hastalarda yapılan bir çalışmada ise dört ya da beş risk faktörü taşıyanların 

tümünde CIN gelişmiştir (36). 

Diyabetik nefropatisi veya önceden var olan böbrek yetmezliği olan hastalarda düşük 

dozlarda (<100 ml) CM kullanıldığında bile diyaliz ihtiyacı olabilmekte, hatta kalıcı 

böbrek yetmezliği dahi görülebilmektedir (37). Herhangi bir risk faktörü olmayan 

hastaya ek olarak her 100 ml CM verildikçe, CIN olasılığını %30 artmaktadır (38). 100 

ml’den daha az CM uygulanan normal hastalarda, diyaliz gerektiren CIN gelişmediği 

bulunmuş ve CM miktarının CIN gelişiminde bağımsız bir risk faktörü olduğu 

saptanmıştır (27). İyonik ve/veya osmolaritesi yüksek kontrast madde kullanımına bağlı 

CIN gelişim riski daha yüksektir (4). Harris ve ark. tarafından yapılan çalışmada düşük 
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osmolar CM kullanımına bağlı CIN gelişme riski %2 iken, bu oran yüksek osmolar CM 

kullanımına bağlı %14’e kadar çıkmaktadır (39). 

2.1.4. Fizyopatoloji 

CIN fizyopatolojisi henüz yeterince aydınlatılamamıştır. Öne sürülen mekanizmalardan 

bazıları; renal arter vazokonstrüksiyonuna bağlı renal kan akımının azalması sonucu 

oluşan medullar hipoksi, CM’nin apoptozis ve oksidatif stres yoluyla yaptığı doğrudan 

tübüler toksisite, endotel disfonksiyonu ve renal mikrosirkülasyondaki değişikliklerdir 

(5, 6, 40) (Şekil 1). 

 
Şekil 1. Kontrast nefropatinin patofizyolojisi 

CIN gelişiminde etkili olduğu düşünülen fizyopatolojik mekanizmaları sırasıyla 

inceleyecek olursak; 

2.1.4.1. Hemodinamik değişiklikler 

CM'ler böbrek kan akımında iki fazlı yanıt oluşturur; kısa süreli vazodilatasyon 

periyodunu daha uzun süreli vazokonstrüksiyon süreci takip eder (41). Renal 

vazokonstrüksiyon, intravenöz verilen kontrast maddeye bağlı yüksek osmolarite ve 

CM'nin etkisiyle salgılanan endotelin ve adenozin kaynaklıdır (33,42). CM, 

tübüloglomerüler feedback (TGF) mekanizmasının aktivasyonuna sebep olurken, ayrıca 
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prostaglandin (PG), NO, endotelin, adenozin vazoaktif mediatörlerin üretiminde 

değişikliğe de yol açmaktadır (43). Osmotik yükün tetiklediği TGF mekanizması, 

afferent arteriyollerde vazokonstrüksiyona yol açarak glomerüler fitrasyon hızı 

(GFR)’yi azaltıp böbrek damar direncini artırabilmektedir (44). 

Birçok deneysel çalışma göstermektedir ki endotelin potent bir renal vazokonstrüktör 

olup CM ile ilişkili vazokonstrüksiyonda kritik bir öneme sahiptir (45). Endotelin-A 

selektif blokerlerinin kullanıldığı bir rat çalışmasında, CM'nin yol açtığı renal dış 

medullar hipoksik etkinin düzeldiği bildirilmektedir (46). 

Adenozin ise A2 stimülasyonu ile efferent arteriolde ve medüller kapillerlerde 

vazodilatasyona, A1 stimülasyonu ile de afferent arteriolde vazokonstrüksiyona yol açar 

ve renal vazokonstrüksiyonu baskın hale getirir.  Bu durum intrarenal adenosin 

infüzyonu sonrası renal kan akımının azalmasının nedenini açıklar. Tüm bunlar CM 

tarafından salınımı indüklenen adenozinin, vazokonstrüktör etki oluşturularak CIN 

oluşumu üzerinde rolü olduğunun göstergeleridir (33). 

NO ve PG gibi vazodilatör komponentlerin bloke olması vazokonstrüksiyonu daha da 

şiddetlendirmektedir (47). NO sentezinin L-NAME ve PG sentezinin indometazin 

(INDO) ile bloke edildiği bir çalışmada; CM sonrası medulla kan akımının %12’sine 

düştüğü,  GFR’de %74 azalma olduğu, Henle kulpunda %49 nekroz görüldüğü 

bildirilmiştir. CM verilmeksizin INDO veya L-NAME verildiğinde ise bu sonuçlar 

gözlenmemiştir (48). 

CIN risk faktörleri arasında sayılan DM ve KKY hastalarında vücutta NO üretimi 

azalmıştır, buna bağlı olarak vücutta oksijen (O2) kullanımının yüksek olduğu dokularda 

iskeminin önlenememesi bu hastalıklarda CIN'e yatkınlık oluşturmaktadır (33, 49).  

Patogenezde yer alan renal vazokonstrüksiyonun etkisi SCre düzeyinin yükselmesinde 

tek başına yeterli değildir; esas önemli olan faktör medullar kan akımının azalmasıdır 

(50). Deneysel modellerde tek başına CM verilmesiyle medullar kan akımı azalmasına 

rağmen iskemi oluşmamakta; endojen protektif vazodilatatör maddelerin (NO ve PG) 

bloke edilmesiyle birlikte CM verilmesi sonucu medüllar iskemi ve akut tübüler nekroz 

meydana gelmektedir (51). 

Böbreğe gelen kan akımının %90’ı kortekse, %10’u medullaya gider. Medulla kan 

akımının düşüklüğü, distal nefrondaki su ve solüt emilimi için gerekli gradiyenti 
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sağlamaya yönelik oluşmuş fizyolojik bir temeldir. Böbrekte dış medullanın kan akımı 

düşük olduğu için kortekse nazaran daha hipoksiktir. Dış medullada yüksek O2 ihtiyacı 

gerektiren işlevleri bulunan Henle kulpu ve aktif sodyum transport kanalları bulunur. 

Bu nedenle böbreğin bu kısmı hipoksiye çok daha hassastır (40, 52). Kontrasta bağlı 

olarak dış medullaya O2 sunumu azalırken, aynı zamanda kontrastın yüksek 

osmolaritesi osmotik diüreze neden olmaktadır; bu bilgi ışığında yapılan çalışmada Liss 

ve ark. sağlıklı ratlara CM verilmesi sonucunda medullar O2 dağılımının %60 oranında 

azaldığını bulmuşlardır (53). 

CM'ye bağlı artan plazma viskositesi, vasa rektadaki direnci artırarak perfüzyonu bozar. 

Bunun sonucunda ise medullar hipoksi ve tübüler iskemi meydana gelmektedir (5, 49). 

Medullar hipoperfüzyonun dış medullar DVR'da vazokonstriksiyona bağlı geliştiği 

bilinmekte olup bu vazokonstrüksiyona NO üretiminde azalma ve angiotensin-II’ye 

verilen cevapta artış eşlik eder, sonuçta bu bulgular DVR endotelinde bozulmaya işaret 

etmektedir (7, 8) (Şekil 2). 

 

Şekil 2. Plazma viskozitesindeki artışa bağlı böbreğe hasar mekanizmaları 

2.1.4.2. Tübüler toksisite 

Hipertonik CM'ler in vitro olarak mezengiyal ve tübüler hücrelere toksiktir. Bu toksisite 

için öne sürülen mekanizmalar ise hücresel enerjide yetersizlik, kalsiyum hemostazının 

bozulması, apopitozun durması ve oksidatif strestir (48). CM’ler mitokondriyal enzim 
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aktivitesinde ve mitokondriyal membran potansiyelini bozarak renal tübüler hücreler 

üzerine doğrudan sitotoksik etki de gösterirler (54). Ayrıca CM'ler, böbreğin daha distal 

segmentlerindeki hücreler üzerine direkt etki göstererek ve hipoksik hasar oluşturarak 

apoptozise yol açarlar (55). 

Deneysel modellerde, CM’lerin antioksidan enzim aktivitesini azalttığı, SOR vasıtasıyla 

doğrudan toksik etki gösterdiği bulunmuştur (56). SOR endojen olarak üretilirler ve 

oksidatif stres sırasında düzeyleri artar. En sık bulunanlar; oksijen radikali (O2
-), 

hidrojen peroksit (H2O2), hidroksil radikali (OH-)’dir (57). 

CM mitokondiyal enzim aktivitelerini azaltır, adenozin monofosfat (AMP)/adenozin 

trifosfat (ATP) oranı artar; artan AMP ise adenozin ve bu yolağın en son elemanı olan 

ürik asit ve H2O2’ye dönüşür. Oluşan H2O2 ve diğer reaktif O2 radikalleri doğrudan 

tübüler toksisiteye neden olduğu gibi NO düzeyini azaltarak da CIN gelişiminde rol 

oynarlar (58). 

CM verilmesinden sonra renal dokunun yüksek ozmotik yüke maruz kalması sonucu 

proksimal tübül hücrelerinde fokal veya yaygın vakualizasyon veya tübüler nekroz 

oluşur ki bu karakteristik histopatolojik görünüme “osmotik nefroz” adı verilir (59). 

Yüksek ozmolar CM kullanılarak renal anjiografi ve iv. ürografi tetkiki yapılan 210 

hastanın alındığı bir çalışmada, tetkikten 10 gün sonra renal biopsi yapılmıştır. 

Hastaların 47 tanesinde osmotik nefroz saptanmış, 29 tanesinde ise osmotik nefroza 

tübüler atrofi ve/veya nekrozun eşlik ettiği görülmüştür. Proksimal tübül hücrelerinde 

gelişen bu vakualizasyonların bütünüyle geri dönüşümlü olduğu vurgulanmıştır (60).  

2.1.4.3. Eritrosit agregasyonu 

Çeşitli hayvan deneylerinde, CM'lerin etkisiyle eritrosit membranının biçim ve 

hacminin azalarak deforme olduğu, eritrosit agregasyonunda artış olduğu ve bunların 

parsiyel oksijen basıncı (PaO2)’nda azalma ile sonuçlandığı bildirilmiştir. Sonuçta 

medullar hipoksinin daha da artması, hatta anoksi gelişmesi ve GFR’de düşme ile giden 

sürecin CIN fizyopatolojisinde yeri olduğu düşünülmektedir. Ayrıca CM, medüller kan 

akımını azaltarak vaza rektada eritrositlerin yavaşlamasına ve agregasyonuna da neden 

olmaktadır (61, 62). 
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2.1.4.4. Kalsiyum 

Patogenetik sürecin vazokonstrüksiyon fazında adenozin ve endotelin salgılanmasına 

kalsiyum iyonlarının da eşlik ettiği gösterilmiştir (41). Hatta birçok yayında kalsiyum 

okzalat kristalleri ile tübüler obstrüksiyonun geliştiği bildirilmektedir (63-65). 

Köpeklerde yapılan bir çalışmada kalsiyumun, CM'ye bağlı olarak renal kan akımındaki 

azalmaya aracılık ettiği belirtilmiş olup ayrıca non-dihidropiridin kalsiyum kanal 

blokeri olan verapamil uygulamasının anjiotensin veya adrenalin kaynaklı 

vazokonstrüksiyonu da azalttığı gösterilmiştir (66). 

2.1.4.5. Renal interstisyel basıncın etkisi 

Tüm osmotik partiküller gibi CM renal tübül lümenine su çekerek intraluminal basıncı 

artırır. İzo-osmolar ajanlar ile CM verilmesinden 20 dakika sonra proksimal ve distal 

tübül hidrostatik basınçlarında belirgin artış olduğu ve renal interstisyel basınç 50 

milimetre civa basıncı (mm Hg)'na kadar yükseldiğinde GFR’de azalma ve medullada 

iskemi olduğu bulunmuştur (58). 

2.1.5. Kontrast nefropatinin önlenmesi 

CIN için halen spesifik bir tedavi olmadığından öncelikle yapılması gereken yüksek 

riskli hasta popülasyonun tespit edilmesi ve koruyucu tedavinin planlanmasıdır. CIN 

açısından risk altında olan bireylerde işlemden önceki ve 24-96 saat sonraki dönemde 

SCre düzeyleri ölçülmeli, mümkünse GFR hesaplanmalıdır (67).   

Mehran ve ark. tarafından CIN riskini saptamaya yönelik olarak yüksek riskli hasta 

gruplarının belirlenmesi ve daha yoğun önleyici tedbirler alınabilmesi için skorlama 

sistemi geliştirilmiş. Bunun için 8 parametre belirlenmiştir (68) (Şekil 3). 
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Şekil 3. Kontrast nefropati risk skorlaması 

2.1.5.1. Hidrasyon 

CIN engellemede primer müdahale hidrasyon olup etkisi kanıtlanmış tek tedavidir (12, 

41,52). Hidrasyon; renin anjiotensin sisteminin aktivitesini azaltır, vazokonstrüktör olan 

endotelin gibi hormonların seviyesini düşürür, sodyum diürezini artırır, CM'nin tübülde 

dilüe olmasını sağlayarak geri emilimini azaltır, tübüler obstrüksiyonu engeller, TGF 

cevabını baskılar ve SOR’a karşı korur (69).  

Mayi miktarı ve süresinin araştırıldığı çalışmalar doğrultusunda CIN riskini azaltmak 

için önerilen protokol, 1-1.5 ml/kg/saat iv. sıvının işlemden 6-12 saat önce başlanması 

ve işlemden sonra 6-24 saat sonraya kadar devam edilmesidir. Hidrasyon genelde kolay 

uygulanabilir bir tedavi olarak görülse de çoğu anjiografik prosödür hastanede 

yatmayan hastalarda yapıldığı için 6-12 saat önceden hidrasyonu başlamanın uygulama 

zorluğu bulunmaktadır. Bu hastalara ise işlemden 3 saat önce infüzyonun başlanması ve 

12 saat devam edilmesi önerilir. Ayrıca çalışmalarda KKY olan hastalar dışlandığı için 

hidrasyon dikkatli yapılmalıdır (70). Yapılan çalışmalarda, perkütan koroner girişimden 

12 saat önce (hospitalize edilmemiş hastalar için kateterizasyondan önceki 10 saat 

içinde yaklaşık 1000 cc kadar oral sıvı alımı) ve 12 saat sonra, 100-150 cc/saat hızında 

iv. sıvı verildiği takdirde CIN gelişiminin anlamlı derecede azaldığı gösterilmiştir (9). 
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2.1.5.2. N-asetilsistein 

NAC, SOR’u temizleyen güçlü bir antioksidan olması dolayısıyla oksidatif doku 

hasarını engelleyerek CIN gelişimini önleyebilmektedir (71). Ayrıca CM'nin olumsuz 

hemodinamik etkilerini, nitrik oksit sentaz (NOS) yolu ile renal vazodilatasyon yaparak 

engellemektedir (72).  

Kontrastlı bilgisayarlı tomografi çekilen 83 kronik böbrek hastasını (%32,5’i diabetik 

nefropati) içeren çalışmada plesebo grubunda CIN  %21 saptanırken NAC grubunda ise 

bu oran sadece %2 ölçülmüştür (73). Sekiz randomize kontrollü çalışma ve 885 hastanın 

alındığı bir meta-analizde, hidrasyona ek olarak girişimden bir gün önce ve girişim 

gününde NAC (400-600 mg x 2/gün) verilmesinin sadece hidrasyon uygulananlara göre 

CIN gelişimini %56 gibi anlamlı oranda azalttığı gösterilmiştir (74). KBY olanlarda 

yapılan bir çalışmada, CM uygulamasından önce ve sonra hidrasyona ek olarak NAC 

(600 mg x 2/gün, PO) verilmesinin, yalnız hidrasyon uygulananlara göre CIN riskini 

anlamlı oranda önlediği gösterilmiştir (73). Ancak tüm bunlara rağmen literatürde NAC 

uygulamasının CIN gelişimine olumlu katkısının bulunmadığını ileri süren çalışmalar 

da mevcuttur (75-77) 

Düşük maliyetli, kullanımı kolay ve iyi tolere edilebilen bir ilaç olması nedeniyle 

yüksek riskli hastalara hidrasyona ek olarak 2x600 mg veya 2x1200 mg dozunda 

işlemden 24 saat önce NAC verilmesi önerilmektedir (11). 

2.1.5.3. Sodyum bikarbonat: 

Renal tübüler sıvıyı alkali etmek üzere sodyum bikarbonat (NaHCO3) uygulanması 

zararlı OH- üretimini azaltmaktadır (78). 

119 hasta içeren, NaHCO3'ın %0.9 salin infüzyonu ile karşılaştırıldığı bir çalışmada 

NaHCO3, CIN gelişimini önlemede %0.9 salinden anlamlı olarak daha üstün 

bulunmuştur (79). 7977 hastanın incelendiği retrospektif bir kohort çalısmasında sadece 

NaHCO3 verilen hastalardaki CIN sıklığı, proflaksi almayan veya sadece NAC ya da 

NAC+NaHCO3 alanlara göre anlamlı olarak daha yüksek olduğu görülmüştür. Bu 

şaşırtıcı sonucun sebebi NaHCO3 ile oluşan alkali ortamda SOR'un yükselmesi ve 

CIN’a bağlı renal kan akımındaki bozulmanın daha da arttığı olarak belirtilmiştir (80). 

264 hastanın alındığı bir çalışmada, NAC+NaHCO3, NAC+salin ve sadece salin 
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hidrasyonu karşılaştırılmış; birinci grupta CIN sıklığı anlamlı oranda az görülürken 

ikinci ve son grup arasında fark olmadığı bildirilmiştir (81). 

NaHCO3 içeren mayinin işlemden 1 saat önce başlanması ve işlemden 6 saat sonrasına 

kadar devam edilmesi en etkili hidrasyon profilaksisi olarak kabul edilmektedir (79). 

2.1.5.4. Diüretikler: Furosemid ve Mannitol 

Furosemid, Henlenin çıkan kalın kolundaki Na-K-Cl2 kotransportunu inhibe ederek etki 

gösterir. Nefronun bu segmenti, düşük O2 sunumu ve yüksek metabolik ihtiyaç 

nedeniyle iskemik hasara en duyarlı bölümdür. Burada aktif iyon transportunun inhibe 

edilmesi ile O2 kullanımının azalabileceği ve dolayısıyla CM’ye bağlı 

vazokonstrüksiyon oluşturarak nefrotoksisitenin önlenebileceği düşünülmüştü (82). 

Ancak kardiyak anjiografi yapılan kronik böbrek hastalarına uygulanan randomize 

kontrollü bir çalışmada; sadece salin alanlarda nefropati oranı %11 saptanırken 

salin+mannitol beraber alanlarda %28 ve salin+furosemid birlikte alanlarda ise %40 

olarak saptanmıştır (83). Hatta mannitol, potent bir vazokonstrüktör olan adenozin 

sekresyonunu artırarak renal kan akımını azaltmakta, ayrıca mannitolün ekskresyonunu 

sağlayan aktif transport mekanizması tübüler mitokondriyal O2 tüketimini artırmaktadır, 

üstelik bu ilaçlara bağlı oluşan diürez hipovolemiye yol açar ki CM’ye bağlı tübüler 

hasarın daha da ağırlaşması ile sonuçlanabilmektedir (82). 

2.1.5.5. Diğer tedaviler 

Askorbik asit, endotelin antagonistleri, adenozin antagonistleri, atrial natriüretik peptid 

(ANP), dopamin, fenoldopam, PG E1, anjiotensin converting enzim inhibitörleri 

(ACEİ) ve kalsiyum kanal blokörleri gibi CIN gelişimini önlemede denenen çok sayıda 

medikal tedavi yöntemleri ise çelişkili ve/veya yetersiz düzeydedir (12, 41). Profilaktik 

hemodiyaliz uygulanmasında ise olumsuz sonuçlar elde edilmiş, hatta diyaliz esnasında 

oluşan hipotansiyon ve hipovolemi gibi durumların renal iskemik hasarı daha da 

artırarak CIN gelişimine katkıda bulunabileceği kanaatine varılmıştır (84, 85). 

2.1.6. Hayvan deneylerinde kontrast nefropati modelleri 

Renal yapıları duyarlı hale getirerek CIN oluşumunu indüklemek maksadıyla, CM 

vermeden önce ratları belirli bir süre dehidrate bırakmak, tek taraflı nefrektomi yapmak 

ve/veya furosemid enjekte etmek gibi çeşitli yöntemler kullanılmaktadır (42, 86, 87). 

Bu yöntemlerle ile yapılan çalışmalarda çok sayıda başarılı sonuçlar (86-89) elde 
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edildiği gibi CIN oluşumu sağlanamayan bildiriler (89, 90) de yayınlanmıştır. Özellikle 

Sun ve ark. tarafından ratlarda etkin CIN modelini tespit etmek üzere 4 farklı teknik 

uygulanmıştır. Bu uygulamalardan birinci ve dördüncü gruptaki ratlar 72 saat, ikinci 

gruptaki ratlar 24 saat, üçüncü gruptaki ratlar ise 48 saat dehidrate bırakıldıktan sonra 

CM verilmiştir. Birinci grup hariç diğer gruplara CM verilmeden 20 dakika önce 

furosemid enjekte edilmiştir. Literatürdeki yaygın sonuçların tersine tüm bu gruplardan 

sadece dördüncü grupta CIN modelinin oluşabildiği vurgulanmıştır (90). 

İlk kez 1994 yılında Agmon ve ark. tarafından yapılan ve fizyopatolojiye parelel olarak 

sergilenen çalışmada ise farklı bir model uygulanmıştır. CIN patogenezinde önemli bir 

yeri olan ve endotelden salınan en etkili vazoaktif medyatörlerin NO ve PG olması 

nedeniyle CIN deneysel modeli oluşturmak için CM verilmeden önce bu maddelerin 

inhibisyonu sağlanmıştır. Bu modeli inceleyecek olursak; deneklerin femoral veni 

kateterize edilerek INDO 10 mg/kg dozunda iv. olarak uygulanmış, 15 dakika sonra L-

NAME 10 mg/kg dozunda iv. olarak uygulanmış, son olarak ise 15 dakika sonra CM 6 

ml/kg dozunda iv. uygulanmıştır. Lazer-doppler kullanılarak intrarenal kan akımı 

ölçülerek farmakolojik inhibisyon sonrası CM verilmesi ile medüller kan akımının %14 

azaldığı saptanmıştır. Aynı çalışmada renal fonsiyon parametrelerinde anlamlı oranda 

bozulma ile birlikte böbrekler histopatolojik olarak incelenmiş, medullar kalın çıkan 

kolonlarda %50 selektif nekroz görüldüğü rapor edilmiştir (51). Sonraki dönemlerde 

daha sıklıkla bu teknik üzere CIN modelleri oluşturulmaya karar kılınmış ve 

profilakside önerilen tedaviler bu model üzerinden denenmiştir (52, 91-95). Yine bu 

model üzere Gong ve ark. tarafından yapılan çalışmada uygulanan CM, L-NAME ve 

INDO; iv. yerine intraperitoneal (ip.) yoldan verilerek de başarılı bir model 

oluşturulabilmiştir (96). 

2.2. Timokinon 

Çörek otu (Nigella sativa), Ranunculaceae (düğünçiçeğigiller) familyasından olup 20-30 

cm yükseklikte, biraz tüylü yıllık otsu bir bitkidir (Şekil 4, Şekil 5). Geleneksel tıpta 

kullanıldığı rahatsızlıklar arasında astım, hipertansiyon, DM, öksürük, bronşit, baş 

ağrısı, egzema, yüksek ateş, baş dönmesi ve gribal infeksiyonlar gelmektedir (13). 
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Şekil 4. Nigella sativa bitkisi 

 

Şekil  5: Nigella sativa bitkileri 

 
Nigella sativa (NS) tohumlarının yapısı (Şekil 6) bölgesel ve mevsimsel olarak 

değişiklik göstermekle birlikte genel olarak ele alındığından; sabit yağlar (% 30-40), 

uçucu yağlar (% 0.38-0.49), proteinler (% 20-30), karbonhidratlar (% 37.4), mineraller 

(% 1.79-3.44), liflerin (6.6%) yanı sıra amino asitler, alkoloidler, saponinler, tanenler, 

askorbik asit, tiamin, niasin, pridoksin ve folik asit bulunmaktadır. Sabit yağın 

yapısında doymamış yağ asitlerinden araşidonik asit, oleik asit, linoleik asit, linolenik 

asit ve eikozadienoik asit bulunurken; doymuş yağ asitlerinden ise palmitik asit, miristik 
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asit ve stearik asit bulunmaktadır. Uçucu yağın yapısında ise nigellon, karvakrol, p-

cymene, d-limonen, α ve β-pinen’in yanı sıra farmakolojik olarak aktif temel 

bileşenlerden TQ, timol ve ditimokinon, timohidrokinon yer almaktadır (97-99). 

 

 

Şekil 6. Nigella sativa tohumları 

 

Uçucu yağlarda % 18-24 oranında bulunan TQ, en önemli biyoaktif bileşen olarak kabul 

edilmektedir (100). 

Kimyasal ismi: 2-İzopropil-5-metil-1,4-benzokinon; kimyasal formülü: C10H12O2 ve 

moleküler ağırlığı: 164.2 g/mol olarak bilinmektedir (99, 101) (Şekil 7). 

 

Şekil 7. Timokinon’un kimyasal yapısı 
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2.2.1. Timokinon’un koruyucu etkileri 

2.2.1.1. Anti-oksidan Etkisi 

TQ’un O2
- ve OH- radikalleri de dahil olmak üzere birçok O2 türleri üzerinde radikal 

temizleyici etkisi vardır (102). Yapılan bir deneysel çalışma ile demir bağımlı 

mikrozomal lipid peroksidasyonunu inhibe ettiği gösterilmiştir (103). Ayrıca TQ, 

lizozomlardaki non-enzimatik lipid peroksidasyonunu önleyebilmektedir (104). 

Hücresel glutatyonu uyararak oksidatif stresi azaltması da diğer bir anti-oksidan 

özelliğidir (105). Fotokimyasal veya biyokimyasal olarak üretilen SOR'un zararlı 

etkileri, nötrofillerin TQ tarafından uyarılması ile önlenebilmektedir (17). Ayrıca TQ, 

süperoksit dismutaz (SOD), katalaz ve glutatyon peroksidaz gibi enzim aktivitelerinin 

azalmalarını sağlar (18). Ayrıca TQ bileşiğinin 5-hidroksieikozatetraenoik asit ve 5-

lipoksijenaz üretimlerini inhibe ettiği de bildirilmektedir (106).  

Streptozotosin kullanılarak oluşturulan deneysel DM modelinde NS ve TQ kullanılarak 

kalp ve beyindeki oksidatif stresi azaltmadaki rolleri araştırılmıştır. Streptozotosin; 

diyabetlilerde glutatyon-S-transferaz, glutatyon ve katalaz düzeyinde belirgin bir azalma 

sağlayarak oksidatif stres oluşurken, bu düşük düzeylerde hem NS hem de TQ verilmesi 

ile anlamlı oranda yükselme kaydedilmiştir (107). 

Başka bir çalışma da ise 8 hafta boyunca yüksek kolesterol diyeti verilerek beslenen 

tavşanlar; kontrol grubu, yüksek kolesterollü grup (%1 kolesterol diyeti), yüksek 

kolesterol/düşük TQ’lu grup (%1 kolesterollü diyet+10 mg/kg/gün TQ) ve yüksek 

kolesterol/yüksek TQ’lu grup (%1 kolesterollü diyet +20 mg/kg/gün) olmak üzere dört 

gruba bölünmüş olup deney sonunda açlık serum glikozu, insülin ve 

aminotransaminazların düzeyleri incelenmiştir. Yüksek kolesterollü grupta serum alanin 

aminotransferaz yükselmiş ve şiddetli hepatik steatoz görülmüştür, fakat yüksek 

kolesterol ve düşük/yüksek TQ’lu gruplarda bu değişiklikler görülmemiştir. Gruplar 

karşılaştırıldığında, yüksek kolesterollü grupta antioksidan enzimler daha düşük iken 

TQ verilen diğer gruplarda ise anlamlı oranda yüksek bulunmuştur. Sonuç olarak 

araştırmacılar, TQ’nun, tavşanlarda yüksek kolesterol diyetinden kaynaklanan yağlı 

karaciğer hasarında hepatik oksidatif stresi azalttığına vurgu yapmışlardır (108). 
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2.2.1.2. Anti-inflamatuvar Etkisi: 

TQ’nun hem siklooksijenaz hem de lipooksijenaz enzimini bloke ederek tromboksan B2 

ve lökotrien B4 üretimini azaltarak anti-inflamatuvar etki gösterdiği belirlenmiştir 

(104). İnflamatuvar ve otoimmun hastalıkların tedavisinde TQ, makrofajlarda NO 

üretimini azaltarak inflamasyonu inhibe edici etki göstermektedir (109). 

TQ’un Th2 sitokinlerin inhibisyonu yoluyla alerjik havayolu ile bulaşan enflamasyonu 

ve havadaki eozinofil infiltrasyonunu azalttığını ileri sürülmektedir. Bu durum TQ’un 

akciğerlerdeki allerjik cevap sırasındaki potansiyel anti-inflamatuvar rolünü 

göstermektedir (110). Pankreas duktal adenokarsinoma hücrelerinde ise TQ’nun doz ve 

zamana bağlı olarak interlökin-1 beta (IL-1β), siklooksijenaz (COX)-2, TNF-α sentezini 

azalttığı gösterilmiş olup, NF-ĸB’nin inhibisyonuna paralel olarak anti-inflamatuvar etki 

gösterdiği belirtilmiştir (111). 

Yapılan bir çalışmada rat bazofil hücrelerinde, lipopolisakkaritin indüklenmesi ile TNF-

α üretiminin belirgin olarak arttığı; buna karşın tedavide uygulanan TQ’un, TNF-α 

messenger ribonükleik asit (mRNA) ekspresyonunu ve protein üretimini önemli ölçüde 

inhibe ettiği, NF-ĸB’nin nükleer transaktivasyonunu ise modüle ederek proinflamatuar 

cevapları azalttığı belirtilmektedir (112). Hücre kültürü kullanılarak yapılan başka bir 

çalışmada ise proinflamatuar bir transkripsiyon faktörü olan NF-ĸB ve onun tarafından 

kontrol edilen IL-6 gibi bazı genlerin TQ tarafından baskılandığı ve böylece renal 

tübüler hücreleri koruduğu kaydedilmiştir (19). 

2.2.1.3. Anti-karsinojenik Etkisi 

Araştırmacılar TQ’nun umbilikal ven endotel hücre göçünü, invazyonunu, 

proliferasyonunu ve tüp şekillenmesini inhibe ettiğini tespit ederek tümör 

anjiyogenezisini ve tümör büyümesini önlediğini belirtmişlerdir (113). 

Farelerde ifosfamid uygulamasından 5 gün önce ve 5 gün sonra içme suyu ile TQ 

uygulaması (5mg/kg/gün), ajanın renal toksistesini önemli ölçüde azaltmış ve aynı 

zamanda anti-tümör etkinliğini de artırmıştır (114). Ayrıca TQ, androjen reseptörü ve 

transkripsiyon faktörü E2F-1’i hedefleyerek hormon refraktör prostat kanserini inhibe 

ettiği bildirilmiştir (115). TQ’un 20-metilkolantrenin fibrosarkom yapıcı etkilerini 

farelerde inhibe ettiği gösterilmiştir. TQ’un içme suyuna %0.01 oranında eklenmesi ve 

20-metilkolantren uygulamasından 1 hafta önce ve sonra TQ uygulamasıyla 
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fibrosarkomun insidansında %43 ve tümör çapının ikiye katlanmasında ise %34 gibi 

ciddi bir oranda azalma kaydedilmiştir (116). 

Farelerde benzopiren tarafından indüklenen mide adenokarsinomunda ve kemik iliği 

hücrelerindeki kromozamal bozukluklarda, içme suyuna %0.01 oranında katılarak 

uygulanan TQ’nun hasarlı hücreleri ve kromozom bozukluklarının frekansını anlamlı 

oranda azalttığı bildirilmiştir (117). Ayrıca yapılan başka bir çalışmada TQ’un 

hepatoselüler karsinoma hücrelerinin yayılmasını önemli ölçüde yavaşlattığı tespit 

edilerek, hepatosellüler karsinom tedavisinde umut verici bir anti-kanser bileşiği 

olabileceği vurgulanmıştır (118). TQ’nun kemoterapatik bileşikler tarafından 

indüklenen pankreas hücrelerinin ölümünde, NF-ĸB’ye bağımlı anti-apoptotik genleri 

azaltarak etkili olduğu ve anti-tümoral ilaçlarla birlikte kullanılmasının ise büyüme 

inhibisyonunu artırdığı gösterilmiştir (119). 

2.2.1.4. Hepatoprotektif Etkisi 

Farelerde yapılan bir çalışmada karbontetraklorür (CCl4) uygulamasından beş gün önce 

içme suyuna 16 mg/kg/gün dozunda TQ eklenmesi ve çalışma boyunca devam 

ettirilmesi ile karaciğer hasarının düzeltici etkisi gösterilmiş ve etki mekanizması TQ’un 

lipid peroksidasyonuna neden olan SOR'un inhibe etmesi olarak gösterilmiştir (120). 

Etanol bağımlı hepatotoksisiteye karşı TQ’un protektif etkinliği araştırılmış ve karaciğer 

hasarlarına karşı koruyucu etki gösterdiği ortaya konulmuştur. NS uçucu yağının 

bileşenlerinden TQ, p-simen ve α-pinen ile yapılan çalışmada, karaciğeri CCl4 

toksisitesine karşı korumada TQ’un etkili, ancak p-simen ve α-pinen’in ise etkisiz 

olduğu belirlenmiştir (121).  

2.2.1.5. Nöroprotektif etkisi 

Geçici önbeyin iskemi ile oluşan nöronal hasarda TQ (5 mg/kg/gün) uygulanmasıyla; 

 malondialdehid (MDA) düzeylerinin azaldığı, glutatyon düzeylerinin arttığı, katalaz ve 

SOD aktivitelerinin ise normal düzeylere ulaştığı belirlenmiştir. Ayrıca ölü hipokampal 

nöronal hücrelerin sayısının büyük ölçüde azaldığı tespit edilerek serebral iskemi gibi 

nöral bozuklukların patolojilerinde TQ’un nöroprotektif etkili bir bileşik olduğunu 

bildirilmiştir (122). Hatta yapılan bir çalışma sonucunda hafif epilepside antikonvülsan 

olarak kullanılabileceği gösterilmiştir (123). 
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2.2.1.6. Gastroprotektif etkisi 

Ratlarla yapılan çalışmada NS ve TQ’nun etanol ile oluşturulan gastrik ülserde gastrik 

glutatyon, SOD ve glutatyon-S-transferaz enzim aktivitesini arttırarak gastroprotektif 

etkisinin olduğu kaydedilmiştir (124). Ratlarla yapılan benzer bir çalışmada yine etanol 

ile indüklenen akut gastritte; TQ verilmesinin ülser indeksi ile MDA seviyesini azalttığı, 

glutatyon sentezini ise artırdığı belirtilmektedir (125). 

2.2.1.7. Anti-diyabetik etkisi 

Diyabetik ratlarda, adacık hücre dejenerasyonuyla birlikte zayıf insülin 

immünohistokimyasal boyanması gözlenirken, TQ uygulanmasının insülin 

yoğunluğunda bir artışa neden olduğu gösterilmiştir. Bu bulgular, TQ verilmesinin 

diyabetin neden olduğu oksidatif stresin azalmasında ve β-hücre bütünlüğünün 

korunmasında tedavi edici etkisini göstermektedir (14). Streptozosin ile diyabet 

oluşturulan farelere gebelik dönemlerinde TQ verilmesiyle embriyoların maturasyonuna 

olumlu katkıda bulunarak büyüklüklerinde artışa neden olduğu ve SOR'u azaltıp 

embriyo malformasyon oranlarını düşürdüğü gösterilmiştir (15). Ayrıca TQ’un 

HbA1C’yi önemli derecede düşürdüğünü bildiren yayınlar vardır (126, 127). 

2.2.1.8. Diğer protektif etkileri 

Ratlarla yapılan bir çalışmada çalışmada; koroner, serebral ve perifer damar 

hastalıklarında risk oluşturan hiperhomosisteinemiye karşı TQ’nun koruyucu etkilerinin 

olduğu gösterilmiştir (128). 

NS’nın temel bileşenleri ile yapılan mü, kappa ve delta reseptör antagonisti olan 

naloksanın kullanıldığı bir çalışmada; oral, ip. ve intraserebroventriküler uygulanan 

TQ’nun supraspinal mü ve kappa reseptörlerini dolaylı olarak etkileyerek analjezik etki 

oluşturduğu ortaya konulmuştur (129). 

Deneysel artrit üzerinde yapılan bir çalışmada ise TQ ve metotreksatın (MTX) koruyucu 

etkisi araştırılmış ve MTX’e benzer olarak TQ’un da romatoid artrit tedavisi için faydalı 

olabileceği gösterilmiştir (130). 

Ayrıca TQ bileşiğinin anti-bakteriyel (131), anti-helmintik (132) ve anti-fungal (133) 

etkileri de çeşitli çalışmalarda gösterilmiştir. Birçok araştırma sonucu da TQ'un anti-

lipidemik etkilerinin olduğuna işaret etmektedir (134-136). 
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2.2.2. Timokinon’un toksik özellikleri 

TQ’nun çeşitli dozlarda (4, 8, 12.5, 25 ve 50 mg/kg) ip. olarak farelere verilmesi, 

CCl4’ün indüklediği biyokimyasal parametreleri değiştirmemiştir. Ancak, yüksek 

dozlarda verildiğinde öldürücü etki göstermiş ve yüzde elli öldürücü doz (LD50) 
 
değeri 

90.3 mg/kg olarak belirlenmiştir (137). Yapılan bir başka çalışmada ise TQ; 0.5, 1, 2, 4, 

6, 8 mg/kg dozlarında ip. olarak ratlara uygulanmış ve 8 mg/kg dozunda toksik etkileri 

gözlemlenmiştir (134). 

Çok daha geniş çaplı yapılan başka bir çalışmada ise fare ve ratlara oral ve ip. olarak 

verilen TQ’nun LD50’si Miller ve Tainter metodu kullanılarak ölçülmüştür. Bu teknik 

üzere karaciğer, böbrek, kalp, akciğer organlarına histopatolojik inceleme ve otopsi 

yapılmıştır. TQ’nun ip. enjeksiyonundan sonra farelerdeki LD50 değeri 104.7 mg/kg 

(89.7-119.7 mg/kg, %95 güvenilirlikle) olarak, oral verildikten sonra ise 870.9 mg/kg 

(647.1-1094.8 mg/kg, %95 güvenilirlikle) olarak belirlenmiştir. Ratlara TQ’nun ip. 

enjeksiyonundan sonra elde edilen LD50 değeri 57.5 mg/kg (45.6-69.4 mg/kg, %95 

güvenilirlikle), oral verildikten sonraki değeri ise 94.3 mg/kg (469.8-1118.8 mg/kg, 

%95 güvenilirlikle) olarak saptanmıştır. Bu belirlenen LD50 değerlerinin TQ’nun anti-

inflamatuvar, antioksidan ve antikanser etkileri için kullanılan ip. dozajlarından 10-15 

kez, oral dozajlarından ise 100-150 kez daha yüksek olduğu tespit edilmiştir (138). 

Wistar albino ratlar için ip. olarak maksimum tolere edilebilen TQ düzeyleri; 20, 30 ve 

40 mg/kg dozlarıyla yapılan bir uygulamada gösterilmeye çalışılmıştır. 30 ve 40 mg/kg 

dozları çok yüksek oranda toksik etki göstermiştir; 20 mg/kg dozu ile erkek ratlar 

üzerinde toksik etki görülmezken dişi ratların ise %25’inde toksik belirtiler 

gözlemlenmiştir (139). 

2.2.3. Timokinon ve böbrek 

Çeşitli ilaçların kullanımına bağlı olarak oluşabilen nefrotoksisitenin tedavisinde TQ 

uygulanması ile serum kan üre azotu (BUN), SCre düzeyleri ve kreatinin klirensinde 

yüksek oranda düzelme kaydedildiği saptanmıştır (140). 

Gentamisin uygulayarak sağlanan deneysel nefropati modelinde böbrek dokularında 

dejeneratif değişiklikler ile birlikte serum BUN ve SCre düzeyleri artmış, içme suyu 

yoluyla verilen TQ böbrek dokularındaki değişiklikleri engellemiş, artan serum BUN ve 

SCre düzeyleri normal düzeylere dönmüştür (141). 
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Vankomisin ile oluşturulan deneysel böbrek hasarında TQ (10 mg/kg), 24 saat arayla 8 

gün boyunca ip. olarak uygulanmış olup çalışmanın sonunda serum BUN ve SCre 

düzeylerinde anlamlı oranda azalma kaydedilmiştir (142). 

Badary ve ark. tarafından yapılan doksorubisin ile nefropati oluşturulan deneysel rat 

modelinde; serum BUN düzeyinde artış, hiperlipemi, idrarla albümin ve protein atılması 

gibi nefrotik sendrom belirtileri oluşmuştur. Doksorubisin verilmeden 5 gün önce içme 

suyu ile beraber TQ (10 mg/kg/gün) uygulamasıyla nefrotik sendrom belirtilerinin 

olmaması, TQ’un böbrek üzerine koruyucu etkisinin göstergesi olarak kabul edilmiştir 

(103). 

Sisplatin uygulamasının beş gün öncesinden beş gün sonrasına kadar içme suyunda 50 

mg/kg dozunda TQ verilmesi, serum BUN ve SCre düzeyinde anlamlı azalma, kreatinin 

klirensinde ise anlamlı artış ile sonuçlanmıştır. Aynı zamanda bu çalışmada TQ 

tarafından sisplatinin anti-tümoral etkisinin potansiyalize edildiği ve nefrotoksik 

etkisinin azaltılarak ilacın teröpotik indeksini genişlediğini göstermişlerdir. Ayrıca bu 

koruyucu etkisi histopatolojik incelemelerle de doğrulanmıştır (143). Yine Badary ve 

ark. tarafından yapılan diğer bir çalışmada da ifosfamide nefrotoksisitesinin de TQ ile 

önlendiği gösterilmiştir (114). 

Ratlarda L-NAME ile NO inhibisyonundan sonra verilen TQ’un, glutasyon düzeyini 

artırırken enzimatik ve non-enzimatik sistemlerdeki SOR sentezini inhibe ettiği 

saptanmış ve renal hasara karşı alınacak önlemler arasında umut verici bir bileşik 

olduğu vurgulanmıştır (144). 

Ratlarda civa klorür ile indüklenen renal oksidatif hasada apopitozis ve proliferatif 

reaksiyonların TQ uygulaması ile azaldığı; civa intoksikasyonunun sebep olduğu 

ABY’nin korunmasında TQ bileşiğinin klinik önemi olduğu bildirilmektedir (145). 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

3.1. Hayvanlar 

Çalışma öncesi gerekli onam Erciyes Üniversitesi Deney Hayvanları Etik Kurulu’ndan 

alındı (Tarih: 09.04.2014, karar no: 14/74). 

Erciyes Üniversitesi Hakan Çetinsaya Deneysel ve Klinik Araştırma Merkezi’nde 

yetiştirilen 20 haftalık, ağırlıkları ise 250-350 gram aralığında olan 34 adet Wistar 

Albino türü yetişkin erkek ratlar çalışmaya dahil edildi. Çalışma süresince ratlar; 

sıcaklık (22±3°C), nem (%55-60) ve ışık (12 saat aydınlık, 12 saat karanlık) bakımından 

eşit koşullarda barındırıldı, çalışma boyunca standart rat diyetiyle sınırlama olmadan 

beslendi. Gruplar oluşturulduktan sonraki ilk 24 saat ratların ortamlarına alışma süresi 

olarak belirlendi, deneyin başında ve sonunda vücut ağırlıkları hesaplandı. Tüm 

gruplardaki ratlar çalışmanın 96. saatinde sakrifiye edildi.  

Sirkadiyen ritmin etkilerini minimize etmek için yapılan tartım, medikasyon, 

sakrifikasyon, kan ve böbreklerin örneklerinin alımı işlemlerinin her gün saat 09.00’da 

yapılmasına dikkat edildi. Kalp debisini etkileyerek böbrek fonksiyonlarını değiştirme 

riski nedeniyle ratlardan bazal kan alma işlemi uygulanmamış olup deney bitiminde 

alınan kanlar ile gruplar arası istatistik yapıldı. Ratlara sakrifikasyon öncesi derin 

anestezi sağlamak için 50 mg/kg ketamin (Ketalar Flakon, Pfizer, İstanbul, Türkiye) ve 

10 mg/kg ksalazin (Rompun Flakon, Bayer, İstanbul, Türkiye) ip. olarak uygulandı. 

Ratlardan intrakardiak yolla kan alınması ve her iki böbreğinin çıkarılması ile deney 

sonlandırıldı. 
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3.2. İlaçlar 

Dimetil sülfoksit (DMSO): Bioshop firmasından temin edilmiş olup (Katalog no: 

DMS555.500), >%99 saflıktadır. TQ ve INDO maddelerini çözmek amacıyla kullanıldı. 

Tüm gruplardaki ratlara eşit miktarda ve deney boyunca her bir rata toplam 1500 mg/kg 

oranında uygulanmış olup DMSO için toksik kabul edilen 8000 mg/kg/gün dozunun 

(146) oldukça altındadır. Oda ısısında ve alüminyum folyo içerisinde ışıktan korunarak 

muhafaza edildi.  

Timokinon: Sigma-Aldrich firmasından temin edilmiş olup (Katalog no: 274666-1G), 

>%99 saflıktadır. Deney öncesi DMSO içerisinde çözülerek -200C’de karanlık ortamda 

saklandı ve ratlara uygulanacak zamana kadar alüminyum folyo içerisinde muhafaza 

edilerek ışıktan korundu.  

L-NAME: Sigma-Aldrich firmasından temin edilmiş olup (Katalog no: N5751-1G), 

>%98 saflıktadır. Çalışma boyunca -200C’de saklandı, deney günü ise SF içerisinde 

çözülerek ratlara uygulandı. 

Indometazin: Sigma-Aldrich firmasından temin edilmiş olup (Katalog no: I7378-5G), 

>%99 saflıktadır. Çalışma boyunca +40C’de saklandı, deney günü ise DMSO içerisinde 

çözülerek ratlara uygulandı. 

Meglumin/sodyum diyatrizot (Urografin 76%): Bayer-Schering firması tarafından 

sağlanmış olup içeriğinde sodyum amidotrizot 0.1 g/ml, meglumin amidotrizot 0.66 

g/ml ve iyot 370 mg/ml oranlarında bulunmaktadır. 300C’nin altında ve karanlık 

ortamda muhafaza edildi. Sıvı halde bulunan yüksek osmolar kontrast madde doğrudan 

uygulandı. 

3.3. Kontrast Nefropati Modeli Oluşturulması 

CIN modelinin oluşturulabilmesi için predispozan etkide bulunduğu bilinen 

dehidratasyon uygulamasına ek olarak L-NAME ve INDO verildi. Uygulanacak 

maddelerin dozları L-NAME için 10 mg/kg, INDO için 10 mg/kg ve 

meglumine/sodium diatrizoate (urografin 76%) için ise 12.5 ml/kg olarak belirlenmiş 

olup dozlarının tespitine literatür bilgileri (51, 95, 96, 147) ve öndeney çalışmaları ile 

karar verildi. Bu deneyde ratlar 48 saat susuz bırakıldı. Dehidratasyonun 40. saatinde 

sırasıyla INDO, L-NAME ve CM 30 dakika aralıklarla ip. olarak uygulandı. Ratların bu 
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uygulamalardan sonra 8 saat daha susuz kalmasıyla böbreklerin CM'ye daha duyarlı 

hale gelmesi amaçlandı. 

3.4. Timokinon Dozunun Belirlenmesi 

Literatür incelemesinde ip. uygulamada TQ için kullanılan dozların çok geniş bir 

aralıkta (0.5-80 mg) değerler aldığı görüldü (123, 134, 148, 149). Bamoza ve ark. 

tarafından  (134) yapılan bir çalışmada 8 mg/kg dozu toksik olarak tespit edildiğinden 

bu çalışma referans alınarak 2,5 mg/kg ve 5 mg/kg dozları ön deney için seçildi. 

Belirtilen dozlar ön deneyde nefrotoksik etki gösterdi. Bu nedenle esas deney için TQ 

dozu %30 ve %60 oranlarında azaltılarak, 1 mg/kg ve 1.75 mg/kg olarak belirlendi. TQ 

uygulaması INDO uygulamasından 30 dk. önce yapıldı.  

3.5. Deney Grupları 

Sham-kontrol grubu (S, n=3): Çözücülerin etkisini gözlemlemek için oluşturulan bu 

grupta dehidratasyon uygulanmadı. Bu gruptaki ratlar 0., 24., 48. ve 72. saatlerde birer 

kez TQ yerine DMSO alırken, ayrıca deneyin 3. günü INDO yerine DMSO, L-NAME 

ve urografin yerine ise SF eş hacim ve sıklıkta verildi. 

Premedikasyon-kontrol grubu (P, n=6): Ratlar çalışmaya alındıktan itibaren 48 saat 

boyunca susuz bırakıldı. Ratlara 0., 24., 48. ve 72. saatlerde birer kez TQ yerine DMSO 

eş hacim ve sıklıkta uygulandı. Dehidratasyonun 40. saatinde INDO ve L-NAME 

verildi. 

CIN model grubu (M, n=6): Ratlar çalışmaya alındıktan itibaren 48 saat boyunca susuz 

bırakıldı. Ratlara 0., 24., 48. ve 72. saatlerde birer kez TQ yerine DMSO eş hacim ve 

sıklıkta uygulandı. Dehidratasyonun 40. saatinde INDO, L-NAME ve urografin verildi. 

İzole TQ grupları (T1 ve T2, n=3+3): Bu gruptaki ratlara 0., 24., 48. ve 72. saatlerde 

birer kez TQ uygulandı. Bu gruplar yalın olarak TQ etkisini gözlemlemek için 

oluşturuldu. T1 grubunda (n=3)  TQ dozu 1 mg/kg, T2 grubunda (n=3) ise TQ dozu ise 

1.75 mg/kg olarak belirlendi. Bu grupta su kısıtlaması yapılmadı. Ratlara çalışmanın 48. 

saatinde TQ verildikten sonra diğer gruplarda uygulanan INDO yerine DMSO, L-

NAME ve urografin yerine ise SF eş hacim ve sıklıkta verildi. 

Düşük doz TQ grubu (TA, n=6): Ratlar çalışmaya alındıktan itibaren 48 saat boyunca 

susuz bırakıldı. Ratlara 0., 24., 48. ve 72. saatlerde birer kez 1 mg/kg dozunda TQ 
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uygulandı. Dehidratasyonun 40. saatinde TQ uygulamasından sonra 30 dakika sonra 

INDO, L-NAME ve urografin verildi. 

Yüksek doz TQ grubu (TB, n=7): TA grubu ile aynı çalışma protokolü izlenen bu 

gruptaki tek fark TQ dozunun 1.75 mg/kg olmasıdır. 

Tüm bu gruplar ve yapılan uygulamalar Tablo1'de özetlenmiştir. 

Tablo 1. Gruplara ve günlere göre deneyin uygulanış şeması 
 

 
 

S P M T1, T2 TA, TB 

DENEY 
ÖNCESİ 

UYUM 

0. 
SAAT 

DMSO DMSO DMSO TQ TQ 

8. 
SAAT 

SU 
SERBEST 

SU 
KISITLANDI 

SU 
KISITLANDI 

SU 
SERBEST 

SU 
KISITLANDI 

24. 
SAAT 

DMSO DMSO DMSO TQ TQ 

48. 
SAAT 

DMSO 
DMSO 

SF 
SF 

DMSO 
INDO 

L-NAME 
SF 

DMSO 
INDO 

L-NAME 
UROGRAFİN 

TQ 
DMSO 

SF 
SF 

TQ 
INDO 

L-NAME 
UROGRAFİN 

48+8. 
SAAT 

TÜM GRUPLARDA SU SERBEST HALE GETİRİLDİ 

72. 
SAAT 

DMSO DMSO DMSO TQ TQ 

96. 
SAAT 

SAKRİFİKASYON 

 

3.6. Böbrek Fonksiyonlarının Belirlenmesi 

Tüm gruplardan kan örnekleri heparinle yıkanmış enjektör aracılığıyla herhangi bir 

katkı maddesi içermeyen poliproplen boş tüplere alındı. Soğuk zincir protokolünde 

nakil ve santrifüj işlemlerinden geçirildikten sonra elde edilen plazmanın bir kısmı 

öncelikli olarak hızla BUN ve Cre ölçümleri için kullanıldı; geri kalan kısmı ise NGAL 

ve oksidatif stres belirteçlerinin ölçülmesi için küçük hacimli saklama tüplerine 

dağıtılarak -800C’de analiz gününe kadar saklandı. Alınan kan örneklerinin santrifüj 

işlemleri 2000 devirde 10 dakika süresince yapıldı. 

Serum BUN ve SCre ölçümleri, ERÜTF biyokimya laboratuvarında Roche Hitachi 

Cobas 8000 marka otoanalizörde rutin hazır kitler kullanılarak yapıldı. CIN modeli, P 
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grubuna kıyasla M grubundaki SCre düzeyinde en az 0,5 mg/dl veya %30’luk artış 

olarak kabul edildi. 

NGAL; Sunred firmasından elde edilen (Katalog no: 201-11-1763) Rat-NGAL ELISA 

kiti kullanılarak, serum örneklerinden sandviç enzim immünoassay yöntemi ile manuel 

olarak çalışıldı. Örnekler rat-NGAL monoklonal antikor ile kaplanmış 

mikrokuyucuklara pipetlenerek inkübe edildi. Yıkama sonrası biyotin işaretli rat-NGAL 

monoklonal antikor ile de inkübe edilerek bağlanmamış antikorlar yine yıkama ile 

uzaklaştırıldı. Kuyucuklara streptavidin konjugati eklendi ve kromojen solüsyonu 

eklenerek renklenme sağlandı. NGAL düzeyi ile orantılı olan optik dansite düzeyleri 

450 nm dalgaboyunda ölçüldü. Kit içeriğinde yer alan standartlar da numune gibi 

çalışıldı, standart eğri elde edildi ve numunelerden elde edilen optik dansitelerin 

hesaplanmasında kullanıldı. Sonuçlar ng/ml olarak ifade edildi. Kullanım klavuzuna 

göre söz konusu kitin analitik duyarlılığı 0,68 ng/ml ve ölçüm aralığı 0,3-90 ng/ml 

olarak belirlendi. 

3.7. Oksidatif Stres Düzeyinin Belirlenmesi 

Plazmada MDA tayini Yoshioka ve ark.’nın bildirdiği (150) yönteme göre ölçüldü. 

Kullanılan Cayman's TBARS Assay kiti (Katalog no: 10009055), lipid peroksidasyonun 

deneysel tespiti için standardize edilmiştir. MDA ve TBA moleküllerinin asidik 

şartlarda ve yüksek sıcaklık (90-1000C) altında reaksiyona girmesiyle oluşan MDA-

TBA kompleksi; 530-540 nm dalgaboyunda kolorimetrik olarak veya 530-550 nm dalga 

boyları arasında fluorometrik olarak ölçüldü. Sonuçlar µmol/L olarak ifade edildi. 

SOD aktivitesi ise spektrofotometrik metod ile belirlenmiştir. Cayman’s Süperoksit 

Dismutaz Assay kiti (Katalog no: 706002), ksantin ve ksantin oksidaz aracılığıyla 

üretilen SOR'un belirlenmesi için tetrazolum tuzu kullanmaktadır. Bir ünite SOD, 

SOR'un %50 inhibisyonu için gerekli enzim miktarı olarak kabul edildi. SOD aktivitesi, 

440-460 nm dalga boyundaki absorbans değeri olarak hesaplandı ve her üç tipinin 

(Cu/Zn, Mn, FeSOD) de ölçümü yapılarak değerlendirildi. Sonuçlar U/ml olarak ifade 

edildi. 

3.8. İnflamatuvar Durumun Belirlenmesi 

NF-кB, TNF-α ve iNOS gen ekspresyonları çalışılmak üzere ratlardan çıkarılan sol 

böbrek trizol solüsyonuna kondu. 
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RNA izolasyonu: Trizol içerisinde bulunan dokular homojenize edilerek 200 µl 

kloroform eklendikten sonra vorteks yapıldı. 12000 devirde, 15 dk süreyle 4°C’de 

santrifüj edildi. Santrifüj sonrası oluşan en üst fazda bulunan RNA toplandı. RNA’ları 

toplanan örneklerin üzerine 500 µl %100 izopropanol eklendi. RNA ve izopropanol 

içeren tüp alt üst edilerek karıştırıldı ve 12000 devirde 10 dk süreyle 4°C’de santrifüj 

edildi. Pelet üzerine -20°C'de bekletilen 1 ml %70 etanol eklendi. RNA’nın degrade 

olmasını ve kırılmasını önlemek için düşük hızda (7500 devirde) 5-10 dk süreyle 

4°C’de santrifüj edildi. Santrifüj sonrası %70 etanol döküldü ve tüplerin kapakları açık 

bırakılarak RNA peleti 5-10 dk kurutuldu. Kuruma işleminden sonra 50 µl RNaz 

içermeyen su (% 0,1 DEPC’li su) eklendi. Pipetaj yaparak çözdürüldü. Elde edilen RNA 

miktarı ölçüldü ve -80°C'de muhafaza edilmek üzere kaldırıldı. 

cDNA Eldesi: Ölçülen RNA'lar 1000 ng/µl olacak şekilde hesaplanıp total miktarı 10 µl 

olacak şekilde sulandırıldı. Kit içerisinde belirlenen miktarda her bir örnek ilave 

edildikten sonra 25°C'de 10 dk, 37°C'de 120 dk, 85°C'de 5 dk inkübe edildi. 

RT-PCR aşaması: İnkübasyondan sonra cDNA 1/5 oranında sulandırma işlemi yapıldı. 

Kit içerisinde belirtildiği oranda karışım hazırlandı. Hazırlanan karışım 1000 devirde, 1 

dk süreyle santrifüj ettikten sonra RT-PCR programı pre-inkübasyon, amplifikasyon ve 

cooling işlemlerinden geçirildi. Çıkan sonuçların ct değerleri hesaplandı. 

3.9. Böbrek Histopatolojisi 

Sakrifikasyon sonrası sağ böbrek alınarak %10’luk formalinde fikse edildi. Ardından 

parafin bloklara gömüldü ve 4 µm’lik kesitler alınarak Hematoksilen&Eozin (H&E) ile 

boyandı. Preparatlar ERÜTF Patoloji Anabilim Dalı laboratuvarında tek bir patolog 

tarafından ışık mikroskopisinde incelendi. Tübüler nekroz, proteinöz silendir ve 

medullar konjesyon incelenerek Tablo 2 ve Tablo 3'te belirlendiği üzere skorlandı (151, 

152): 

Tablo 2. Tübüler nekroz ve proteinöz silendir için kullanılan skorlama sistemi  

Histolojik değişiklik Skor 
normal 0 
hafif (hasar: <%10) 1 
orta (hasar: %10-25) 2 
ciddi (hasar: %25-50) 3 
çok ciddi (hasar: >%50) 4 
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Tablo 3. Medullar konjesyon için kullanılan skorlama sistemi  

Histolojik değişiklik Skor 
konjesyon yok 0 
hafif (medulla bölgesinin %10'undan azı) 1 
orta (medulla bölgesinin %10-25'i) 2 
ciddi (medulla bölgesinin %25-50'si) 3 
çok ciddi (medulla bölgesinin %50'den fazlası) 4 

 
3.10. İstatistiksel Analiz: 

Çalışmanın sonunda istatistiksel analiz için SPSS 15.0 bilgisayar programı kullanıldı. 

Tüm devamlı değişkenler ortalama±standart sapma olarak, sıklıklar yüzde (%) olarak 

ifade edildi, p<0.05 anlamlı kabul edildi. İkili grupların karşılaştırılması, Unpaired t-

testi ile yapılırken; çoklu karşılaştırmalar, One way ANOVA testi ile yapıldı. Gruplar 

arası anlamlılık için (post-hoc analiz) Çoklu Karşılaştırmalı Tukey Testi yapıldı. 
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4.BULGULAR 

Çalışma esnasında P grubundan 3 rat, M grubundan 1 rat, TA grubundan 1 rat, TB 

grubundan 2 rat sakrifikasyondan bir gün önce hayatını kaybetti. 

Çalışmaya alınan ratların bazal vücut ağırlıkları gruplar arası benzer olduğu gibi 

çalışmanın sonunda da yine gruplar arası fark saptanmadı. Ancak tüm ratların 

çalışmanın sonundaki ağırlıklarının, çalışmanın başındaki ağırlıklarına kıyasla anlamlı 

oranda azalmış olduğu görüldü (Tablo 4, Şekil 8).  

Tablo 4. Grupların başlangıç ve bitiş vücut ağırlıkları 
 

  S(n=3) P(n=3) M(n=5) T1(n=3) T2(n=3) TA(n=5) TB(n=5) p 

Başlangıç 307,0±39,4 309,3±32,3 277,8±21,2 276,7±55,1 278,3±36,9 290,8±21,0 277,8±21,6 AD 

Bitiş 293,0±41,8 274,3±32,7 244,0±14,4 262,0±53,5 263,7±36,0 259,4±21,5 249,8±19,1 AD 
Vücut  
ağırlığı 

(gr) 

p 0,031 <0,001 0,001 0,010 0,004 <0,001 0,002 
 

Grup içi değerlendirme alt satırdaki p değeri, gruplar arası değerlendirme en sağ sütundaki p değeri ile 

belirtildi. p<0.05 anlamlı kabul edildi. AD: anlamlı değil. 

 

 
 

Şekil 8. Grupların başlangıç ve bitiş ağırlıklarının karşılaştırılması 
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4.1. Böbrek Fonksiyon Testleri 

Gruplar arası böbrek fonksiyon testlerine ait değerlendirmeler Tablo 5'de özetlendi. 

Çalışmanın sonunda ölçülen SCre düzeylerinin M ve TB gruplarında diğer gruplara 

kıyasla anlamlı oranda yüksek olduğu saptanırken, diğer grupların kendi aralarında fark 

olmadığı gözlendi; ayrıca TB ve M grupları arasında da fark yoktu (Şekil 9). 

Çalışmanın sonunda ölçülen serum BUN düzeyleri de SCre değerlerine parelel şekilde 

değişiklik gösterdi. M ve TB gruplarındaki serum BUN değerleri diğer gruplarınkinden 

anlamlı şekilde yüksekti. Ayrıca M ve TB dışındaki grupların serum BUN düzeyleri 

açısından kendi aralarında fark olmadığı gözlendi (Şekil 10). Çalışmanın sonunda 

bakılan tüm gruplardaki serum NGAL düzeyleri arasında ise fark saptanmadı (Şekil 11).  

Tablo 5. Gruplar arası böbrek fonksiyon testlerinin değerlendirilmesi 
 

 
S 

(n=3) 
P 

(n=3) 
M 

(n=5) 
T1 

(n=3) 
T2 

(n=3) 
TA 

(n=5) 
TB 

(n=5) 
p 

SCre 
(mg/dl) 

0,30±0,03 0,56±0,27a 2,03±1,28a,b 0,29±0,01 0,28±0,02 0,41±0,06b,c 2,23±0,80c 
a=0,008 
b=0,004 
c=0,002 

BUN 
(mg/dl) 

20,7±1,4 67,5±64,7a 179,7±98,7a,b 17,6±1,9 16,2±1,8 21,9±9,4b,c 210,3±62,4c 
a=0,013 
b<0,001 
c<0,001 

NGAL 
(ng/ml) 

13,63±1,26 6,91±3,49 12,07±3,36 9,79±3,02 9,71±2,23 10,52±2,88 10,79±4,68 AD 

Aynı harfle işaretlenen gruplar arasındaki fark anlamlı olup karşılaştırmaya ait p değerleri en sağdaki 
sütundadır. p<0.05 anlamlı kabul edildi. AD:anlamlı değil.      

 

Şekil 9: Deney sonu Scre düzeylerinin karşılaştırılması 
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Şekil 10: Deney sonu serum BUN düzeylerinin karşılaştırılması 

 

Şekil 11: Deney sonu serum NGAL düzeylerinin karşılaştırılması 

 
4.2. Oksidatif Stres Belirteçleri 

Çalışmanın sonunda bakılan serum MDA değerleri, P grubunda diğer gruplara kıyasla 

anlamlı oranda yüksek saptandı. Ancak diğer tüm gruplar arasında fark yoktu. Ayrıca 

bakılan serum SOD değerleri için grupların hiçbirinde anlamlı bir fark tespit edilmedi 

(Tablo 6). 

Tablo 6. Gruplar arası oksidatif stres belirteçlerinin değerlendirilmesi 
 

 
S 

(n=3) 
P 

(n=3) 
M 

(n=5) 
T1 

(n=3) 
T2 

(n=3) 
TA 

(n=5) 
TB 

(n=5) 
p 

MDA 
(µmol/L) 

7,74±2,62a 20,37±9,06a,b,c,d,e,f 5,71±3,39b 5,58±1,99c 6,56±1,34d 7,13±3,18e 7,00±3,28f 

a=0,001 
b<0,001 
c=0,003 
d=0,003 
e<0,001 
f=0,001 

SOD 
(U/mL) 

22,00±0,93 15,80±2,72 20,74±4,91 21,64±1,47 21,22±2,33 20,89±2,10 19,79±3,49 AD 

Aynı harfle işaretlenen gruplar arasındaki fark anlamlı olup karşılaştırmaya ait p değerleri en sağdaki 

sütundadır. p<0.05 anlamlı kabul edilmiştir. AD:anlamlı değil. 
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4.3. İnflamatuvar parametreler 

Çalışmanın sonunda böbrek dokusunda bakılan iNOS, NF-кB ve TNF-α genlerinin grup 

içi ortalama ekspresyon yüzdeleri Tablo 7'te özetlendi. S grubundaki ratların ortalama 

gen ekspresyon değeri %100 olarak baz alındı. Diğer gruplar ise S grubuna göre kıyas 

edilerek yüzdelik değerleri belirlendi. İstatistiki değerlendirmeler grupların ikili 

karşılaştırmaları ile Unpaired t-testi kulanılarak yapıldı. Bu değerlendirmelere göre; 

TNF-α gen ekpresyonunun değerlendirilmesinde gruplar arası fark izlenmedi (Şekil 12). 

NF-кB gen ekspresyonu, TA grubunda M grubuna nazaran azalmış olduğu tespit 

edilirken diğer tüm ikili karşılaştırmalarda fark görülmedi (Şekil 13). 

iNOS gen ekspresyonunun ise TA grubunda S, P, M ve TB grupları ile yapılan ikili 

karşılaştırmalarında anlamlı olarak azaldığı saptandı. Diğer tüm analizlerde ise fark 

yoktu (Şekil 14). 

Tablo 7. Gruplar arası genetik ekspresyon yüzdesine göre değerlendirme 
 

 S P M T1 T2 TA TB p 

TNF-α %100 %145 %136 %75 %75 %76 %209 AD 

NF-кB %100 %79 %112a %102 %104 %72a %104 a=0,044 

iNOS  %100 a %109b  %109c  %93 %94 %45a,b,c,d  %142d  
a=0,005 
b=0,005 
c<0,001 
d=0,023 

Aynı harfle işaretlenen gruplar arasındaki fark anlamlı olup karşılaştırmaya ait p değeri en sağdaki 

sütunda verildi. p<0.05 anlamlı kabul edildi. AD:anlamlı değil. 

 

 

Şekil 12: TNF-α gen ekspresyon yüzdelerinin karşılaştırılması 
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Şekil 13: NF-кB gen ekspresyon yüzdelerinin karşılaştırılması 

 

Şekil 14: iNOS gen ekspresyon yüzdelerinin karşılaştırılması 
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4.4. Histopatolojik bulgular 

Grupların tübüler hasar, proteinöz silendir ve medüller konjesyon ile değerlendirilen 

hasarlanma skorlarının ortalamaları ve yüzdesi ile grupların birbiriyle mukayesesi Tablo 

8’da verildi. 

S, P ve T1 gruplarına ait ratların H&E preparatlarında ışık mikroskopisi ile yapılan 

tübüler nekroz değerlendirilmesinde; böbrek proksimal ve distal tübülüslerinin normal 

yapıda olduğu gözlenirken, tübülüslerde ciddi vakuolizasyon, dejenerasyon, nekrotik 

değişiklik vb. bulguların olmadığı görüldü. Yine bu gruplardaki ratların hiç birinde 

proteinöz silendir bulgusu görülmedi. Aynı grupların medulla bölgesinin transvers ve 

longitudinal kesitlerde normal yapıda toplayıcı kanalların olduğu ve konjesyonun 

bulunmadığı gözlendi.  

M grubuna ait beş ratın üçünde evre 2 tübüler zedelenme bulguları, ikisinde de evre 1 

tübüler zedelenme bulguları tespit edildi. Bu gruptaki tüm ratların proksimal ve distal 

tübülüsleri döşeyen epitelde dejenerasyon, vakuolizasyon ve nekrotik değişiklikler 

olduğu dikkati çekti. Bu ratların dördünde evre 1, birinde ise evre 2 düzeyinde proteinöz 

silendir izlendi. Yine aynı şekilde yapılan değerlendirme ile dördünde evre 1, birinde ise 

evre 2 medüller konjesyon olduğu tespit edildi. Bu gruba ait hiçbir ratta evre 3 ve 4 

hasarlanmaya rastlanmadı. 

T2 grubundaki ratların hiçbirinde tübüler hasarlanma ve proteinöz silendir görülmezken, 

tamamında evre 1 düzeyinde medullar konjesyon izlendi. 

TA grubundaki ratların ise hiçbirinden tübüler hasarlanmanın olmaması dikkat çekerken 

beş ratın ikisinde evre 1 düzeyinde proteinöz silendir izlendi, tamamında evre 1 

medullar konjesyon saptandı. 

TB grubu ele alınırsa; beş ratın birinde evre 1, birinde evre 2, ikisinde evre 3 ve birinde 

evre 4 düzey tübüler hasarlanma tespit edildi. Proteinöz silendir ise üç ratta evre 1, iki 

ratta ise evre 2 olarak değerlendirildi. Ratların dördünde evre 1, birinde ise evre 2 

medullar konjesyon tespit edildi.  

Tübüler nekroz skorlama sistemine göre değerlendirme yapıldığında; elde edilen 

verilerin M ve TB grubunda diğerlerine kıyasla anlamlı oranda yüksek olduğu saptandı. 

Kendi aralarında ise TB grubunun M grubundan anlamlı olarak yüksek olduğu tespit 

edildi. Diğer gruplar arasında ise fark izlenmedi (Şekil 15, 18). 
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Proteinöz silendir skorlama sistemine göre değerlendirme yapıldığında; elde edilen 

verilerin M ve TB grubunda diğerlerine kıyasla anlamlı oranda yüksek olduğu saptandı. 

Bunun dışındaki diğer analizlerde fark saptanmadı (Şekil 16, 19). 

Medullar konjesyon skorlama sistemine göre değerlendirmenin sonuçlarında ise S, P ve 

T1 grupları arasında yapılan analizde fark gözlenmedi. M, T2, TA ve TB grupları 

arasında da anlamlı fark gözlenmedi. Ancak M, T2, TA ve TB gruplarındaki verilerin S, 

P ve T1 gruplarındaki verilerden anlamlı oranda yüksek olduğu saptandı (Şekil 17, 20). 

Tablo 8: Gruplar arası histopatolojik değerlendirme ve yüzdelik dağılımları 
 

Patolojik dağılım, 
skor ve p değerleri 

S 
(n:3) 

P 
(n:3) 

M 
(n:5) 

T1 
(n:3) 

T2 
(n:3) 

TA 
(n:5) 

TB 
(n:5) 

0 (-) 100% 100%   100% 100% 100%   

1 (+)     40%       20% 

2 (++)     60%       20% 

3 (+++)             40% 

4 (++++)             20% 

a=0,003 0±0 0±0a 1,6±0,548a,b,c 0±0 0±0 0±0b 2,6±1,14c 

b=0,003        

Tübüler 
hasarlanma 

 

c=0,011        

0 (-) 100% 100%   100% 100% 100%   

1 (+)     80%       60% 

2 (++)     20%       40% 

3 (+++)               

4 (++++)               

a=0,003 0±0 0±0a 1,2±0,447a,b 0±0 0±0 0,4±0,548b 1,4±0,548 

Proteinöz 
silendir 

b=0,005        

0 (-) 100% 100%   100%       

1 (+)     80%   100% 100% 80% 

2 (++)     20%       20% 

3 (+++)               

4 (++++)               

a=0,001 0±0a 0±0b 1,2±0,447b 0±0c 1,0±0,0a 1,0±0,0c 1,2±0,447 

b<0,001        

Medullar 
konjesyon  

c<0,001        

Aynı harfle işaretlenen gruplar arasındaki fark anlamlı olup yapılan karşılaştırmaya ait p değerleri sol 
bölümdeki sütunda a,b,c harfleri ile gösterildi. p<0.05 anlamlı kabul edildi.  
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Şekil 15: Grupların tübüler hasarlanma skorlarının karşılaştırılması 

 

Şekil 16: Grupların proteinöz silendir skorlarının karşılaştırılması 

 

Şekil 17: Grupların medullar konjesyon skorlarının karşılaştırması 
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Şekil 18. Tübüler hasarlanma (HE x200). 

 

Şekil 19. Proteinöz silendir (HE x100). 

 

Şekil 20. Medullar konjesyon (HE x100). 

 



 

 

 

 

38 

 

 

 

5. TARTIŞMA 

Bu çalışma, deneysel CIN modelinde TQ profilaksisinin nefropati gelişimini 

önlemedeki etkinliğini araştıran literatürdeki ilk çalışmadır. 

Deneysel modellerden ve in vitro çalışmalardan elde edilen bilgilere göre CIN 

patogenezinde öne sürülen mekanizmalar şunlardır (5, 6): 

- Renal arter vazokonstrüksiyonu nedeniyle kan akımının azalması ve buna bağlı 

gelişen medullar hipoksi, 

- CM’nin apoptozis ve oksidatif stres yoluyla yaptığı doğrudan tübüler toksisite, 

endotel disfonksiyonu ve renal mikrosirkülasyondaki değişiklikler, 

- CM'ye bağlı artan plazma viskositesinin vasa rektadaki direnci artırarak 

perfüzyonu bozması sonucu oluşan medullar hipoksi ve tübüler iskemi. 

Sağlıklı insanlarda olduğu gibi, deneysel modellerde de predispozan bir faktör 

taşımayan hayvanlarda tek başına CM vermek nefropatiye yol açmamaktadır (52). CM 

vermeden önce predispozisyon için ratları belirli bir süre dehidrate bırakmak ve/veya 

furosemid enjekte etmek ve/veya tek taraflı nefrektomi yapmakla bile nefropatinin çok 

zor sağlandığı, hatta bazı çalışmalarda sağlanamadığı görülmüştür (87-89). Literatürde 

yer alan bir rat çalışmasında 72 saat susuzluk sonrası uygulanan CM'nin nefropati 

oluşturamadığı bildirilmiştir. Yine aynı çalışmada 48 saat susuz bırakılan ratlara 

furosemid enjeksiyonu sonrası CM uygulanmış ve yine model oluşmamıştır (90).  

PG ve NO, bölgesel kan akımını arttırarak medullar oksijen desteği sağlar. Nonsteroid 

anti-inflamatuar ilaçlar ve L-NAME ile sırasıyla PG ve NO sentezi baskılanırsa CIN 

için bir predispozisyon sağlanmış olur. Agmon ve ark. bu yorumdan hareket ederek 

oldukça başarılı bir CIN modeli oluşturmuştur (51). Gong ve ark. tarafından oluşturulan 

başka bir modelde ise INDO ve L-NAME verilmesine ilave olarak predispozisyon 

amaçlı ratlar 24 saat susuz da bırakılmıştır. Deney sonunda CIN modeli oluşturulan 
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gruptaki serum BUN ve SCre değerlerinin kontrol grubuna göre iki kattan daha fazla 

arttığı görülmüştür (96). 

Yaptığımız ön deneyde literatürde belirtilen dozda CM (7 ml/kg) ve predispozisyon için 

de INDO (10 mg/kg) ve L-NAME (10 mg/kg) verildiğinde CIN modelinin oluşmadığı 

görüldü. Bunun üzerine ek predispozisyon olarak 48 saatlik susuzluk modele eklendi ve 

verilen CM dozu da artırıldı (10 ml/kg ve 14 ml/kg). Tekrarlanan deneyde CM'nin 10 

ml/kg dozunda uygulanmasıyla model oluşmazken 14 ml/kg dozunda ise ratların yarısı 

için öldürücü etki görüldü. Bu sonuçlar üzerine ratlar için yeni model oluşturularak 

uygulanacak urografin miktarı, tarafımızca belirlenen ve LD50 olarak kabul edilen 14 

ml/kg dozundan %10 eksiltilerek 12.5 ml/kg olarak belirlendi. Belirtilen dozda CM 

verilmesiyle CIN modelinin oluştuğu; SCre, serum BUN düzeylerindeki artış ve  

histopatolojik bulgularla doğrulandı. 

Klinik pratikte ABY ve CIN tanısının konulmasında SCre düzeylerindeki artış 

kullanılmakla birlikte hastanın yaşı, cinsiyeti, kas kitlesi, kas metabolizması, hidrasyon 

durumu gibi faktörlerden etkilenmesi; böbrek fonksiyonlarının %50'si azalana kadar 

belirgin bir yükselme olmayabilmesi, düşük GFR düzeylerinde tübüler sekresyona 

uğraması ve anlamlı yüksekliğin günler alabilmesi nedenleriyle akut dönemde meydana 

gelen değişiklikleri göstermede SCre düzeyi yetersiz kalmaktadır (156). NGAL, 178 

aminoasit rezidüsünden oluşan 25 kilodalton ağırlığında lipokalin ailesine mensup 

ekstrasellüler bir proteindir (157).  Oksidatif stres ve komplemanla uyarılmış 

apopitozise kompansatuar yanıt olarak hasarlı renal tübüler hücrelerin NGAL üretimine 

yol açtığı bildirilmektedir (158). Mori ve Nakao yaptıkları araştırmalarla serum ve 

idrardaki NGAL düzeyinin artışını inflame fakat canlılığını yitirmemiş tübüler 

hücrelerden kaynaklandığını, oysa SCre düzeyinde yükselme ve GFR’deki düşüşün ise 

fonksiyonel hücrelerin genel kaybının pasif bir sonucu olduğunu belirtmişlerdir (159). 

CIN’in erken teşhis edilmesi üzerinde yapılan çeşitli çalışmalarda; serum ve idrar 

NGAL düzeyi ölçülmek suretiyle ilk 4 saatte erken tanı koyulabileceği gösterilmiştir 

(160-164). Ratlar üzerinde yüksek doz sisplatinle oluşturulan nefrotoksisite modelinde; 

NGAL’in SCre düzeyinden çok daha önce belirgin yükseklik gösterdiği saptanmıştır. 

Bu modelde sisplatin ile nefrotoksisite oluşturulan grupta daha ilk saatlerden itibaren 

NGAL düzeyinde yükselme kaydedilirken, SCre düzeylerinde 96. saate kadar belirgin 

yükselme gözlenmemiştir (165). Çalışmamızda ise deney sonunda bakılan serum 
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NGAL düzeylerinin P grubuna nazaran M grubunda yaklaşık iki kat arttığı saptandı, 

ancak bu artış istatistiksel anlama ulaşmadı. İstatistiki olarak gruplar arasında serum 

NGAL düzeyleri bakımından anlamlı farkın görülmemesi, akut hasarlanmadan sonra 

NGAL düzeyi için kan alınmasına dek geçen periyodun uzamasıyla ilgili olabileceği 

düşünüldü. Rat çalışmalarında NGAL düzeyinin ilk 4 saatte yükseldiği belirtilmektedir 

(160). Oysa bizim çalışmamızda kan örnekleri CM uygulamasından 48 saat sonra alındı. 

Nispeten uzun olan bu süre NGAL sonuçlarını etkilemiş olabilir. 

Predispozisyon sağlamak amacıyla uygulanan dehidratasyon, INDO ve L-NAME'in 

biyokimyasal (serum BUN, SCre) ve histopatolojik olarak böbrekte nefrotoksik etkiler 

göstermediği görüldü (P ve S grupları arasında belirtilen özelllikler açısından fark 

yoktu). 

Sonuç itibariyle gerçekleştirdiğimiz uygulama ile (ikili predispozan etki ve yüksek doz 

CM) ratlarda deneysel CIN modeli oluşturulmuştur. 

CIN dışı çeşitli nefrotoksisite modellerinde TQ uygulamasının böbrek fonksiyonları 

üzerine koruyucu etki sağladığı gösterilmiştir. Gentamisin ile indüklenen nefropati 

(142), doksorubisin ile sağlanan nefrotik sendrom (103), civa klorür ile indüklenen renal 

toksisite (147), ifosfamid ile oluşturulan nefropati (114), sisplatin ile indüklenen 

nefropati (144) modelleri üzerinde oral yolla uygulanan TQ'un etkileri araştırılmış olup 

biyokimyasal ve histopatolojik olarak böbrekler üzerinde koruyucu etkilerinin olduğu 

gösterilmiştir. Oral uygulanan TQ'un içme suyunun içinde yeterince alınamaması veya 

çözünememesi olasılığı, aspirasyon riski, kusma halinde uygulamanın istenilen dozun 

altında kalması ve oral biyoyararlanımın dezavantajları göz önüne alındığında ip. yol ile 

yapılacak uygulamanın daha etkin sonuçlar vereceğine karar kılındı.  

M grubuna nazaran TA grubunda, biyokimyasal ve histopatolojik verilerde oldukça 

dramatik bir iyileşme saptandı. Şöyle ki TA grubundaki serum BUN ve SCre düzeyleri 

M grubuna nazaran anlamlı oranda düşüktü. Hatta TA grubunda saptanan değerlerin 

ortalaması, hiçbir nefrotoksik ajana maruz kalmamış olan S grubundaki değerlerden 

farklı değildi. TA grubu serum NGAL düzeylerinde yine azalma kaydedilmesine 

rağmen bu durum istatistiki bir öneme ulaşmadı. Ayrıca TA grubunun tübüler nekroz, 

proteinöz silendir ve medullar konjesyon açısından yapılan skorlama sonuçları da M 

grubuna nazaran anlamlı oranda düşüktü. TA grubunda belirgin tübüler nekroz ve 

proteinöz silendir gözlenmezken düşük düzeyde medullar konjesyon izlendi. Tüm bu 
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veriler, 1 mg/kg dozunda TQ'un CIN için biyokimyasal ve histopatolojik olarak 

koruyucu etki yaptığını düşündürmüştür. 

TB grubundaki ratların serum BUN ve SCre düzeyleri, istatistiki olarak anlamlı 

olmamakla birlikte M grubundan daha yüksek bulundu. Buna göre 1.75 mg/kg dozunda 

TQ, CIN için koruyucu etki göstermediği gibi CM ile beraber uygulandığında 

nefrotoksisiteyi artırdığı şeklinde bir izlenim de vermektedir. TB grubunun ortalama 

proteinöz silendir ve medullar konjesyon skorları, M grubu ile benzer bulunsa da 

tübüler nekroz skoru belirgin şekilde yüksekti (p:0.011). Hatta M grubunda evre 3 ve 4 

hasar izlenmezken TB grubunda evre 3 ve 4 tübüler nekroz görüldü. CM ile beraber 

uygulanan 1.75 mg/kg dozundaki TQ, histopatolojik olarak da böbrek hasarındaki artış 

ile ilişkilidir. 

CM’lerin antioksidan enzim aktivitesini azalttığı, SOR vasıtasıyla doğrudan toksik etki 

gösterdiği bilinmektedir (12, 49). SOR tarafından oluşturulan lipid peroksidasyonunun 

son ve en önemli ürünü MDA olup değerlendirilmesinde serum ve doku analizleri 

kullanılmaktadır (166). İlk ve temel antioksidan savunma ise enzimatik yollarla 

yapılmakta olup, en önemli intrasellüler enzimlerin SOD, glutatyon peroksidaz, 

glutatyon redüktaz ve katalaz olduğu bilinmektedir (167). Literatürdeki birçok 

çalışmada nefrotoksik ajanlarla oksidatif stres arasındaki ilişki ve bu ilişkiye TQ etkisi, 

MDA ve SOD üzerinden değerlendirilmiştir. Başarslan ve ark. tarafından vankomisin 

verilerek oluşturulan renal hasarda; böbrek dokusunda MDA düzeylerinin yükseldiği 

SOD aktivitesinde ise anlamlı bir değişim olmadığı, koruyucu ajan olarak TQ 

eklendiğinde ise MDA düzeyinin azaldığı ve SOD aktivitesinin anlamlı olarak 

yükseldiği tespit edilmiştir (143). Benzer bir çalışmada ise gentamisin toksisitesiyle 

artan serum BUN, SCre ve böbrek dokusundaki MDA düzeylerinin TQ profilaksisiyle 

azaldığı saptanmıştır (142). Civa klorür ile oluşturulan nefropati modeli üzerine 

koruyucu olarak TQ verilen grubun böbrek dokusundaki MDA düzeyinde anlamlı 

azalma, SOD aktivitesinde ise anlamlı artış olduğu gösterilmiştir (147). Hücre 

kültürleriyle yapılan bir çalışmada ise TQ, non-enzimatik lipid peroksidasyonunu güçlü 

bir şekilde inhibe etmiştir (104). 

CM verilerek oluşturulan nefropati modellerinde de MDA düzeylerinde artış saptanan 

birçok çalışma kaydedilmiştir. Bu modellerde kullanılan koruyucu maddelerle MDA 

düzeyinde azalma kaydedilirken, SOD aktivitesinde ise anlamlı artış tespit edilmiştir 
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(87,-89, 95, 153, 168, 170). Koç ve ark. tarafından yapılan çalışmada kontrol grubunda 

ortalama MDA düzeyi 215 µmol/l iken, CM ile nefrotoksisite oluşturulan grupta 348 

µmol/l, koruyucu olarak NAC verilen grupta ise 191 µmol/l olduğu gözlenmiş ve bu 

değerler arasındaki farklar istatistiki olarak anlamlı bulunmuştur (168). Çeşitli nefropati 

modellerinde TQ'un anti-oksidan etki sağladığı tespit edilmişken, bizim çalışmamız 

olan CIN modelinde, TQ için böyle bir anti-oksidan etki gözlenmedi. Bu durumun 

oksidatif stres parametrelerinin doku yerine serumda çalışılmasından kaynaklanmış 

olabileceğini düşünüyoruz. 

TNF-α, inflamasyonun ana sitokini olup dokuların yıkımı ve şekillenmesinde etkilidir 

(171). TNF-α, hücre yüzey reseptörlerine bağlanarak hücre içinde yer alan çok sayıda 

sinyal ileti mekanizmasını tetikler ve sonuçta apoptoz, nekroz, anjiyogenez, hücre 

aktivasyonu, diferansiyasyonu ve migrasyonunu uyarır (172). TNF-α’nın 

transkripsiyonu NF-ĸB tarafından gerçeklestirilmektedir (173). NF-кB tüm hücrelerin 

sitoplazmasında inaktif halde bulunan bir transkripsiyon faktörüdür. Serbest 

radikallerde olduğu gibi, NF-ĸB transkripsiyon faktörüne bir uyaran söz konusu 

olduğunda aktif hale geçerek çekirdeğe taşınır ve ilgili gen bölgesine bağlanır. Daha 

sonra proinflamatuvar proteinlerin (COX-2, iNOS, TNF-α) ekspresyonlarını sağlayarak 

burada hücresel yanıtın oluşmasını sağlar (174). Yapılan deneysel çalışmalarda TQ'un 

meme kanseri, osteosarkom ve mesane kanseri üzerine tedavi edici etkisinin olduğu 

bulunmuş ve bu etkinin NF-ĸB yolağı üzerinden gerçekleştiği ileri sürülmüştür (175-

177). Ayrıca hücre kültürü ile yapılan bir başka çalışmada, TQ'un pankreas 

adenokarsinomu üzerinde TNF-α ve NF-ĸB düzeylerini azaltarak tedavi edici etkide 

bulunduğu da gösterilmiştir (111). Ratlarda deneysel olarak lipopolisakkaritin 

indüklenmesiyle artan TNF-α gen ekspresyonu ve NF-ĸB transaktivasyonu, TQ 

uygulanmasıyla belirgin ölçüde inhibe edilerek proinflamatuar yanıtların azaltıldığı 

gösterilmiştir (112). Diyabetlilerdeki hipergliseminin hedef hücreleri olan proksimal 

renal tübül epitel hücrelerinin in vitro glikozilasyonu ile NF-ĸB aktivasyonu sağlanmış 

ve oluşan inflamasyonda TQ etkinliği araştırılmıştır. Araştırmacılar TQ’un NF-ĸB 

aktivasyonunu inhibe ederek renal tübüler hücreler üzerinde koruyucu etkisi olduğu 

göstermişlerdir (19). Sodyum butirat (SB)'ın koruyucu etkisini araştırmak üzere yapılan 

deneysel CIN modelinde, CM öncesi SB verilen gruplarda biyokimyasal ve histolojik 

olarak nefropati gelişiminin önlendiği görülmüştür. Bu çalışmada dikkati çeken bir 
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başka özellik CM ile indüklenen NF-ĸB ekspresyonunun SB alan ratlarda daha az 

olmasıdır.  CM uygulanan grupta kontrol grubuna göre ortalama olarak 1.26 kat daha 

fazla NF-ĸB gen ekspresyonu izlenirken, koruyucu amaçlı SB verilen grupta ise kontrol 

grubundan dahi daha düşük seviyelerde gen aktivitesi izlenmiştir (178). Profilaktik 

olarak uygulanmasıyla CIN gelişimini önleyebildiğinin gösterildiği NAC ile yapılan 

deneysel çalışmalarda ise, NAC sahip olduğu anti-oksidan etkiyle tiyol düzeylerindeki 

azalmayı önlemiş ve beraberinde NF-ĸB aktivasyonunu düşürmüştür (179, 180, 181). 

Başka bir deneysel CIN modelinde anti-TNF ajan olan infiliximab, TNF-α ve NF-ĸB 

gen ekpresyonlarını inhibe etmiş ve oluşan nefropatiyi önlemiştir. CIN modeli grubunda 

kontrol grubuna göre NF-ĸB gen ekspresyonu yaklaşık 3 kat, TNF-α gen aktivasyonu 

ise yaklaşık 2 kat artarken, tedavi alan grupta kontrol grubu ile yaklaşık aynı seviyelerde 

gen ekspresyonları gözlenmiştir (170). Çalışmamızda ise sadece TQ alan T1 ve T2 

gruplarındaki TNF-α gen ekspresyonu S grubuna göre istatistiki olarak anlamlı 

olmamakla birlikte bir düşüş gözlenmiştir. Bu durum diğer çalışmalarda gözlenen 

TQ'un TNF-α gen ekspresyonu inhibe edici etkisiyle parelel yöndedir. Yine 1 mg/kg TQ 

alan TA grubunda M grubuna göre TNF-α gen ekspresyonunda belirgin azalma olmuş 

(sırasıyla %76, %136), ancak istatistiki anlam göstermemiştir. NF-ĸB gen 

ekspresyonunda ise TA grubunda M grubuna göre anlamlı oranda azalma kaydedildi 

(kontrol grubuna kıyas edilmiş ekspresyon oranları sırasıyla %72 ve %112). TB 

grubunda ise böyle bir belirgin bir azalma olmadı.  

NO, membrandan kolayca geçebilme özelliğine sahip, yarılanma ömrü çok kısa olan, 

solüsyonlarda hızla okside olarak nitrit ve nitrata dönüşen serbest radikal bir moleküldür 

(182). Bu yüzden plazma NO düzeyinin tespiti oldukça zayıf güvenilirlikte bir analizdir. 

NO, L-Arginin’in guanidium grubundan, NOS enzimi aracılığı ile sentezlenen diatomik 

serbest bir radikaldir. Üç farklı NOS enzimi vardır: Endotelial, nöronal ve üçüncüsü de 

normal koşullarda üretilmeyen ancak inflamasyon veya enfeksiyon durumlarında 

sitokinler veya endotoksinler tarafından indüklenebilen iNOS’dur (183). NO, iNOS 

üzerinden proinflamatuar ve hasar oluşturucu etkiler gösterir. Oksidatif stres altında 

NO’nun apoptozisi, sitotoksisiteyi, mutagenezisi ve DNA hasarını arttırıcı etkisi vardır. 

NO ile süperoksit anyonu arasındaki reaksiyon ile de SOR oluşmaktadır (184). Bu bilgi 

göstermektedir ki inflamasyon durumunda iNOS ekpresyonu artarak hücresel toksisite 

oluşmaktadır. Deneysel modellerle inflamatuvar ve otoimmun hastalıkların tedavisinde 
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kullanılabileceği ileri sürülen TQ, makrofajlarda NO üretimini azaltarak inflamasyonu 

inhibe edici etki göstermektedir (109). Sisplatin ile oluşturulan hepatotoksisite 

modelinde, toksisiteyi önleme amacıyla kullanılan TQ'un yararının mekanizması 

gösterilirken MDA, TNF-α, NF-ĸB yolaklarının yanı sıra iNOS üzerinden de etkilerinin 

olduğu vurgulanmıştır. Sisplatin ile artan iNOS ekspresyonu TQ uygulamasıyla azalmış 

olup, diğer biyokimyasal, histogenetik ve histopatolojik bulguların da düzeldiği 

gösterilmiştir (185). 

Pirogallol ile tavşanlarda oluşturulan endotelyal disfonksiyonu modelinde, aort 

dokusunda iNOS aktivitesinin arttığı ve TQ ile bu artışın baskılandığı gösterilmiştir 

(186). Anti-inflamatuvar özelliklerin araştırıldığı bir astım modelinde indüklenen iNOS 

mRNA düzeylerinin TQ ile etkili bir şekilde inhibe edildiği ortaya konmuştur (187). 

NAC ve üzüm çekirdeğinin koruyucu etkisinin araştırıldığı bir CIN modelinde iNOS 

gen aktivitesi, CM modeli oluşturulan grupta kontrol grubuna göre artarken profilaktik 

olarak verilen NAC ve üzüm çekirdeği ile azaldığı gösterilmiştir (188). Gong ve ark. 

tarafından yapılan başka bir çalışmada ise NAC alan ratlarda iNOS yolağı inhibe 

olmuştur (189). Gentamisin ile yapılan bir nefropati modelinde SCre değeri 2.3 kat, 

serum BUN değeri ise 1.7 kat artarken, böbrek dokusundaki iNOS gen aktivitesinin de 

2.4 kat arttığı gözlenmiştir (190). iNOS gen ekpresyonunun sisplatin ile oluşturulan 

nefropati modelinde de arttığı bilinmektedir; irreversible iNOS inhibitörü olan 

asetamidin molekülü iNOS gen aktivasyonunda artışı baskılamış ve beraberinde 

biyokimyasal ve histopatolojik düzelme sağlamıştır (184). Çalışmamızda 

beklediğimizin dışında M grubu, P grubu ile karşılaştırıldığında iNOS gen 

aktivasyonunda bir artış gözlenmemiştir. Tek başına TQ alan gruplarda (T1 veT2) ise 

sham-kontrol grubuna göre istatistiksel anlamı olmayan düzeylerde iNOS gen 

ekspresyonunda azalma görülmüştür. Fakat ilginç olarak düşük doz TQ alan grupta (TA 

grubu) çok belirgin bir şekilde iNOS gen ekspresyonu azalmıştır. TQ'un akut bir 

hasarlanmayı takiben artan iNOS gen aktivasyonunu baskıladığı görülmektedir. 

 

 

 

 



 

 

 

 

45 

 

 

 

 

 

 

 

6. SONUÇLAR 

 1. İkili predispozan etki ve yüksek dozda kullanılan kontrast madde ile ratlarda 

biyokimyasal ve histopatolojik olarak başarılı bir deneysel kontrast nefropati modeli 

oluşturulmuştur. 

2. Timokinon maddesinin 1 mg/kg dozunda uygulanmasıyla kontrast nefropati 

gelişimini önleyebileceği ilk kez gösterilmiştir. 

3. Timokinon maddesinin 1 mg/kg dozu, kontrast nefropati oluşan ratların serum 

BUN ve SCre düzeyleri ile histopatolojik hasar bulgularında düzelme sağlamıştır. 

4. Timokinon maddesinin 1 mg/kg dozunda uygulanmasıyla iNOS ve NF-кB 

gen ekspresyonlarında baskılanma sağlanması, TQ’un anti-inflamatuar yolak üzerinden 

kontrast nefropati üzerine etkili olduğunu düşündürmüştür. 

5. Timokinon maddesinin 1.75 mg/kg dozu kontrast madde ile beraber 

uygulandığında, serum BUN ve SCre ile histopatolojik hasarlanmada artış olması; TQ 

etkisinin doza bağımlı olarak değişebileceğini, yüksek dozlarda kontrast maddenin 

oluşturacağı nefrotoksisiteyi potansiyelize etme riski taşıdığına işaret etmiştir. 
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