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OZET

ALT EKSTREMITEDE iISKEMI-REPERFUZYON OLUSTURULAN RATLARDA
DEKSMEDETOMIDIN VE THYMOQUINONE’IN BOBREK UZERINE
ETKILERININ KARSILASTIRILMASI

Dr. Evren BUYUKFIRAT

Anesteziyoloji ve Reanimasyon Anabilim Dali Uzmanhk Tezi

Amag: Bu c¢alismada alt ekstremite iskemi reperfiizyon hasart olusturulan ratlarda

Deksmedetomidin ve Thymoquinone’in bobrek {izerine etkilerini karsilastirilmast amaglandi.

Materyal ve Metod: Calismaya, Wistar albino cinsi 50 rat dahil edildi. Ratlar; Sham
(n=10), Kontrol (n=10), Thymogquinone (TQ 20 mg/kg, n=10) Deksmetedomidin (Dex 25
mcg/kg, n=10) ve Deksmedetomidin-Thymoquinone (Dex-TQ 20 mg/kg Thymoquinone ve
25 mcg/kg Deksmetedomidin n:10) gruplarina ayrildi. Ratlara anestezi verildikten sonra sol
alt ekstremiteye 4 saat iskemi ve sonrasinda 2 saat reperfiizyon uygulandi Thymoquinone ve
Deksmedetomidin iskemi ardindan reperfiizyondan 5 dakika Once intraperitoneal olarak
uygulandi. Sham grubuna Iskemi/Reperfiizyon uygulanmadi. Kontrol grubuna ise
Iskemi/reperfiizyon uygulandi, serum fizyolojik intraperitoneal verildi. Calisma bitiminde
biitiin ratlar sakrifiye edildi ve ratlardan kan ve bobrek numuneleri alinarak histopatolojik
degerlendirme yapildi; Total Antioksidan Seviye (TAS), Total Oksidatif Stres (TOS) ve
Oksidatif Stres Indeksi (OSI) degerleri incelendi.

Bulgular: TAS en diisiik Kontrol grubunda (0.07+0.01 mmolTroloksEqv/L) en
yiiksek Sham grubunda (0.3340.07 mmolTroloksEqv/L) saptandi (p<0.05). TQ, Dex, Dex-TQ
gruplarinin TAS degerleri Sham Grubundan anlaml diisiik (p<0.05), Kontrol grubundan ise
anlaml1 sekilde yiiksek bulundu (p<0.05). TQ, Dex, Dex-TQ gruplari arasinda TAS agisindan
anlamli fark saptanmadi (p>0.05). TOS en disik Sham grubunda (18.68+3.41



umolH,O,EqV/L) en yiiksek Kontrol grubunda (36.97+6.26 umolH,O,EQV/L) saptandi
(p<0.05). TQ, Dex, Dex-TQ gruplarinin TOS degerleri Kontrol grubundan anlamli diisiik
(p<0.05), Sham grubundan ise anlamli sekilde yiiksek bulundu (p<0.05). TQ, Dex, Dex-TQ
Gruplar1 arasinda TOS agisindan anlamli fark saptanmadi (p>0.05). OSI en diisiik Sham
grubunda (5.92+1.89 AU) en yiiksek Kontrol grubunda (54.84+20.67 AU) tespit edildi
(p<0.05). TQ, Dex, Dex-TQ gruplarmin OSI degerleri Kontrol grubundan anlamli diisiik
(p<0.05), Sham grubundan ise anlamli sekilde yiiksek bulundu (p<0.05). TQ, Dex, Dex-TQ
Gruplar1 arasinda OSI agisindan anlamli fark saptanmadi (p>0.05). Bobreklerin Histopatolojik
degerlendirmesinde en diisiik hasar Sham grubunda en yiiksek ise Kontrol grubunda goriildii.
Sham, TQ, Dex, Dex-TQ gruplari arasinda anlamli fark saptanmazken (p>0.05); bu gruplar
Kontrol grubuyla karsilastirildiginda histopatolojik hasar skoru Kontrol grubuna gore anlamli
olarak diistik tespit edildi (p<0.05).

Sonug: Alt ekstremite iskemi-reperfiizyonunda oksidatif stres nedeniyle uzak
organlarda belirgin histopatolojik  degisiklikler ortaya ¢ikar. Thymoquinone ve
Deksmetedomidin, bobrekler tizerinde iskemi-reperfiizyon hasarmin donlenmesinde koruyucu

etkiye sahiptirler.

Anahtar Kelimeler: iskemi, Reperfiizyon, Oksidatif Stres, Deksmedetomidin,
Thymoquinone
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ABSTRACT

COMPRASION OF EFFECTS OF DEXMEDETOMIDINE AND THYMOQUINONE
ON KIDNEY AT HIND LIMB ISCHEMIA - REPERFUSION GENERATED RATS

Evren BUYUKFIRAT, MD

Expertises Thesis, Department of Anesthesiology and Reanimation

Background: In this study it is aimed to compare the effects of Dexmedetomidine and

Thymoquinone on kidney at hind limb ischemia/reperfusion injury generated rats

Materials and Methods : Fifty Wistar albino rats were included to the study. Rats
were divided into groups as Sham (n=10), Control (n=10), Thymogquinone (TQ 20 mg/kg,
n=10) Dexmetedomidine (Dex 25 mcg/kg, n=10) and Dexmedetomidine-Thymoquinone
(Dex-TQ 20 mg/kg Thymoquinone + 25 mcg/kg Deksmetedomidin n=10). After anesthesia
was given to the rats, ischemia was performed to left hind limb for 4 hours and then 2 hours
reperfusion applied. Thymoquinone and Dexmetedomidine were administered
intraperitoneally after the end of 4 hours ischemia and 5 minutes before start of reperfusion.
Ischemia-reperfusion was not performed to the sham group. In Control Group ischemia-
reperfusion was performed and saline was administered intraperitoneally. At the end of study
all rats were sacrificed. Blood and kidney samples were taken to evaluate Total Antioxidant
Status (TAS), Total Oxidant Status (TOS) Oxidative Stress Index (OSI) values and

histopathological examination.

Results: When TAS values were measured; the highest values found in Sham Group
(0.33+0.07 mmolTroloksEqv/L) and the lowest values found in the Control Group (0.07+0.01
mmolTroloksEqv/L) significantly (p<0.05 for all). TAS values of TQ, Dex, Dex-TQ groups
were significantly lower (p<0.05 for all) than those of Sham Group and significantly higher
than those of Control Group (p<0.05). There was no statistically significant difference

between TQ, Dex, Dex-TQ groups regarding to TAS values (p>0.05). TOS values were

xii



measured and they were the highest in the Control Group (36.97+6.26 umolH,0O,Eqv/L) and
the lowest in the Sham Group (18.68+3.41 umolH,O,EqVv/L) (p<0.05 for all). TOS values of
TQ, Dex, Dex-TQ groups significantly lower than those of the Control Group (p<0.05) and
statistically significantly higher than those of the Sham Group (p<0.05).There was no
statistically significant difference between TQ, Dex, Dex-TQ groups regarding to TOS values
(p>0.05). OSI values were the highest in Control Group (54.84+20.67 AU) and the lowest in
the Sham Group (5.92+1.89 AU). OSI values of TQ, Dex, Dex-TQ groups significantly lower
than those of the Control Group (p<0.05) and higher than those of the Sham Group (p<0.05
for all). There was no statistically significant difference between TQ, Dex, Dex-TQ groups
regarding to OSI values (p>0.05 for all). Histopathological examination revealed that the
highest injury score was observed in the Control Group and the lowest injury in the Sham
group (p<0.05 for all). There were no statistically significant difference between Sham, TQ,
Dex, Dex-TQ groups in the view of histopathologic injury score (p>0.05 for all) and these

groups’ scores were significantly lower than those of the Control Group (p<0.05 for all).

Conclusion: Histopathological changes were observed at kidney in hind limb
ischemia/reperfusion due to oxidative stress. Thymoquinone and Dexmedetomidine had

protective effects on renal tissues at ischemia/reperfusion injury.

Key Words: Ischaemia, Reperfusion, Oxidative Stress, Dexmedetomidine,

Thymogquinone
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1.GIRIS VE AMAC

Bir doku veya organin kan akiminin herhangi bir nedenle azalmasina bagl yetersiz
perfiizyonu sonucu dokunun oksijenden yoksun kalmas: ve beslenmesinin bozulmasiyla
olusan tabloya iskemi denir. Bu siiregte dokunun ihtiyaci olan oksijen ve diger metabolitler
saglanamaz. Olusan artik maddeler de dolasim tarafindan uzaklastirilamayip, doku veya
organda birikir. iskemiye maruz kalman bdlgede aerobik metabolizma ile enerji saglanamaz
ve hiicreler anaerobik metabolizma yoluyla enerji saglamaya calisirlar. iskemi sonrasinda,
kesilmis olan kan akiminin tekrar saglanmasi reperfiizyon olarak adlandirilmaktadir.
Anaerobik metabolizma sonucu olusan metabolitler reperflizyonla birlikte oksitlenerek
dolasima karisirlar ve uzak organ hasarinda neden olurlar. Buna iskemi/reperfiizyon hasari

(IRH) denir (1,2).

Iskemi/Reperfiizyon (IR) sonras: olusan serbest oksijen radikalleri (SOR)’ne karsi
antioksidan enzimlerle viicudun savunma sistemi devreye girer. Bu enzimler (siiperoksit
dismutaz (SOD), katalaz, glutatyon peroksidaz (GPx)) IRH’nda dokuda biriken SOR’nin
detoksifikasyonunda gérevlidir. IR ile olusmus serbest radikallerin hasarina bagl olarak hiicre
membranindaki poliansatiire yag asitlerinin oksidasyonuyla, organellerde Malondialdehit
(MDA) birikimi olur. MDA membran yapisina membran komponentlerinin ¢apraz baglanma
ve polimerizasyonuna neden olarak zarar verir. Erken reperfiizyon hasarinda natrofil ve
makrofaj aktivasyonunu artar ve makrofajlardan proinflamatuar sitokinlerin salinimint da
tetiklenir. Ge¢ donemde ise sitokinler notrofil ve T-lenfosit aktivasyonuna yol agip, sonugta
major organlarda mikrovaskiiler endotel hasarina bagh gecirgenlik artisi, trombosit

agregasyonu ve nekroz alanlari olusmasina sebep olur (3).

Basta ortopedik cerrahi olamak iizere birgok cerrahide kullanilan turnike yontemi, bir
IR modelidir. Turnikeyle cerrahi bolgenin kan akimi kesilerek cerrahi girisimin
kolaylastirmasi, kan kaybini azaltilip transfiizyon gereksinimini sinirlamasi ve operasyon
stiresinin  kisaltilmas: hedeflenir (4). Turnike kullanimiyla ekstremitede iskemi olusur,
turnikenin kaldirilmasiyla reperfiizyon doneminde lokal olarak masif 6dem, kas nekrozu
meydana gelirken, reperfiizyonda ilerleyen saatlerde sistemik inflamatuvar yamt ve kalp,
bobrek, respiratuvar sistem gibi ¢oklu organ yetmezligi seklinde sorunlar ortaya c¢ikabilir ve
buna bagli belirgin morbidite ve mortalite artis1 olur (1). IRH’ nin sistemik komplikasyonu

olarak bobrekte hasar olusabilmektedir. Bobrekteki hasar siddeti iskemi siiresine paralel



olarak artmakta, sonugta belirgin doku hasari1 olmaksizin gelisen prerenal azotemiden, tiibiiler
veya kortikal nekroza baglh ciddi akut bobrek yetmezligine kadar degisebilen farkli klinik
tablolar karsimiza ¢ikabilmektedir. Bobrek fonksiyonlari agisindan riskli olan hasta
gruplarinda, bobrek tizerindeki hasar1 arttirabilecek major cerrahilerde, transplantasyon gibi
bobrek fonksiyonlarinin korunmasi gereken cerrahi girisimlerde kullanilacak anestezik ajanlar

bobrek tizerindeki etkileri goz oniine alinarak dikkatli segilmelidir (5,6).

IRH’nin tedavisine yonelik farkli ajanlar denemis ve genellikle antioksidan &zellikteki
ajanlar iizerine calismalar yogunlasmistir. Cesitli IR modellerinde ajanlarin histolojik ve uzak

organlar tizerindeki etkileri arastirilmistir.

Bu calismada; cerrahide siklikla kullanilan turnike modeli 6rnek alinip, anestezi ve
yogunbakim  pratiginde sedasyon amaciyla  kullamilan  antioksidan  Ozellikteki
Deksmedetomidin’in ve ¢esitli ¢alismalarda antioksidan 6zelligi gosterilen Thymoquinone’in
ratlarda ekstremite IRH’nda bobrek iizerindeki etkilerinin histopatolojik ve biyokimyasal

olarak karsilastirilmasi1 amaclandi.



2.GENEL BIiLGILER

2.1 Iskemi/Reperfiizyon Hasar1 (IRH)

Iskemi; bir dokunun arteriyel ya da vendz kan akimimmin pihti veya mekanik etken gibi
herhangi bir nedenle azalmasina bagl yetersiz perfiizyonu sonucu dokunun oksijenden
yoksun kalmasi ve beslenmesinin bozulmasina denir. iskemi sonucunda dokunun hipokside
kalmastyla hipoksik doku hasari ortaya cikar. iskemiyle beraber hiicrede enerji diizeyi diiser,
toksik metabolitler dokuda birikip, hiicre disfonksiyonu ve sonrasinda hiicre 6liimiine kadar
gidebilen biyokimyasal reaksiyonlar baslar. iskemiye bagl hiicrelerde pek ¢ok metabolik ve

yapisal degisiklikler olusmaktadir (1,2).

Iskemiyle hiicrede oksidatif fosforilasyon bozularak hiicre ici adenozin trifosfat (ATP) ve
fosfokreatin sentezinde azalmaya neden olur. Sonugta, asidoz olusmakta ve bosalan ATP
depolart uzun siiren iskeminin ardindan olusturulan reperfiizyon sonrasi organ canliligin
sirdiirmek icin yeterli miktarda doldurulamamaktadir. Bu durumda reaktif oksijen
tirevlerinin (ROS) prekiirsorii hipoksantinin hiicre igi birikiminin artmasma neden olur.
Iskemi sonrasinda o balgedeki kan akiminin yeniden saglanmas: (reperfiizyon) ve hiicre icine
molekiiler oksijenin yeniden sunulmasi ile birlikte ROS tiirevleri hizla olusur. Ayn1 zamanda
iskemi endotel hiicrelerinde bazi proinflamatuvar gen triinlerinin (I6kosit adhezyon molekiili,
sitokinler vb.) ve biyoaktif bilesiklerin (endotelin, tromboksan A2, vb.) sentezini artirirken,
bazi koruyucu gen driinlerinin [endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS), siklooksijenaz-2 (COX-
2) ve bu enzimlerin drinlerinin (nitrik oksit (NO), prostasiklin] sentezini baskilamaktadir.
Geri doniisiimsiiz hiicre hasarini 6nleyebilmek icin organa/dokuya yeniden kan akiminin
saglanmasi gerekir. Uzun siiren iskeminin sonucunda htcrelerin biitiinligii bozulup hiicresel
olime neden olur (2,7). Doku kanlanmasinin cesitli ilaglarla veya mekanik midahalelerle
yeniden saglanmasina reperfiizyon denir. Iskemik bir dokunun yeniden kanlandiriimas: doku
nekrozunun o6nlenmesi agisindan 6nemli olmasina ragmen, iskemik dokuda kan akiminin
yeniden saglanmas: ile reperfiizyon hasar1 ortaya c¢ikmaktadir. IRH’dan SOR sorumlu
tutulmaktadir. iskemik dokunun tekrar kanlanmaya baslamas: durumunda, hiicre igine
molekiiler oksijen girisi ile SOR tiirevleri hizla olusmasi: dokudaki yikimi artirici etki yapar.
Bu olaya reperfiizyona bagl: doku hasari denir (8-10).

Iskeminin siiresine ve siddetine bagli olarak iki tiirlii hiicresel zedelenme ortaya ¢ikar
(11):



a) Geri doniislii zedelenme

b) Geri doniissiiz zedelenme.
2.1.1 Geri Doniislii Zedelenme

Normal kosullarda 3-4 dakikalik iskemi, yiiksek enerjili fosfat olan fosfokreatinin ve ATP
depolarinin bosalmasina ve enerji bagimli membran iyon pompalarinin normal iyon
gradiyentini gerceklestirememesi nedeniyle olusan izo-ozmotik su birikimiyle akut hiicresel
sisme ortaya ¢ikar. Bu sisme, inorganik fosfatlar, laktik asit ve piirin niikleozitleri gibi diger

metabolitlerin birikimi ile artan hiicre igi ozmotik yiikle daha da ilerler (9).

Hiicresel ATP de azalma ile birlikte adenozin monofosfat (AMP) artis1 fosfofruktokinazi
uyarip anaerobik glikoliz ile glikojenden ATP sentezini arttirarak hiicreye enerji saglar.
Glikolizis laktik asit ve fosfat tiirevlerinin hidrolizi ile inorganik fosfatlarin birikimine yol
acar, sonugta hiicre i¢i pH’y1 diisiiriir (9). Iskemi sirasinda devam eden baska bir olay ATP
seviyesinin azalmasina karsin adenozin difosfat (ADP) diizeyinin artmasidir. ADP’ler dnce
AMP’ye daha sonra adenozin, inozin ve en sonunda hipoksantine doniisiir. Hipoksantin
reaktif oksijen radikallerinin prekiirsorii olarak hiicre iginde miktar1 artar (11). Normalde
hipoksantin, ksantin dehidrogenaz yardimiyla ksantine doniistiiriiliir. Iskemi sirasinda ksantin
dehidrogenaz ksantin oksidaza doniisiir. Substrat olarak nikotinamid adenin diniikleotid
kullanan ksantin dehidrogenazin aksine ksantin oksidaz oksijen kullanir. Hipoksantinin
ksantine doniisiimiinii katalize edemez, sonugta dokuda hipoksantin diizeyi asir1 seviyelere
cikar. Reperfiizyonla oksijen tekrar dokuya sunuldugunda fazla miktardaki hipoksantinin
ksantin oksidaz ile reaksiyona girmesi sonucunda toksik serbest oksijen radikalleri olusur (9)
(Sekil 1).
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Sekil 1. Ksantin-hipoksantin metabolizmas1 ve serbest oksijen radikal olusumu (12)

Ribozomlar graniilli endoplazmik retikulumdan (GER) ayrilir ve polizomlardan
monozomlarin olusumu ile protein sentezinde azalma olur. Hipoksinin devam etmesi ile
mitokondrial fonksiyonun daha da kotiilesip membran gegirgenliginin artisi sonucunda
morfolojik hasar artar. Hiicrenin ana hatlari, mikrovillus gibi ultrastriiktiirel 6zelliklerin kayb1
ve hiicre yiizeyinde kabarciklarin olusumu ile bozulur. Tim hiicreler mitokondri,
endoplazmik retikulum ve ozmotik regiilasyonun bozulmas: nedeniyle siserler. iskemi
diizeltilir ve O, diizeyleri normale donerse tiim bu bozulmalar geri donebilir, ancak iskemi ve

hipoksi devam ederse ATP’deki azalma siddetlenir geri doniisiimsiiz hasar meydana gelir
(13).

2.1.2 Geri Doniissiiz Zedelenme

Morfolojik incelemede mitokondrilerin ileri derecede vakuolizasyonu, plazma
zarlarinin asir1 yikimi, lizozomlarin sismesi goriiliir. Mitokondri matriksinde sekilsiz
yogunlagmalar gelisip, iskemiden sonra bu erken geri doniissiiz zedelenme bulgular1 30-40

dakikada gozlenebilir (9).

Kritik iskemi zamani, doku canliligmin siirdiirtilebildigi maksimum iskemi siiresi
olarak tarif edilir ve ortalama %50 doku kaybina neden olan iskemik zaman donemidir.

Hiicrenin metabolik aktivitesi ve adaptasyon mekanizmalarina gore kritik iskemi siiresi



farklilik gostermekle birlikte uzun siireli iskemide geri doniisiimsiiz hasar ve nekroz

kaginilmazdir (11).

Membran gegirgenliginin artmasiyla memranlardan protein, temel koenzimler ve
riboniikleik asitler kaybolur. Ayn1 zamanda hiicresel yasami siirdiirmek i¢in gerekli olan

ATP’nin yeniden yapiminda kullanacag hiicre igi yliksek enerjili fosfatlar yitirilir (14).

pH diismesiyle lizozom membranlarinda zedelenmeye olur. Enzimler sitoplazmaya
gecerek asit hidrolazlarin aktivasyonu ile hiicre bilesenlerinin enzimatik sindirimine bu da
riboniikleoprotein, deoksiriboniikleoprotein ve glikojen kaybimna sebep olur. Sonugta 6lii
hiicreler, myelin sekiller bigiminde biiyiik fosfolipid kitlelerine doniisiip, ya diger hiicrelerce
fagosite edilir ya da yag asitlerine parcalanir. Yag asitlerinin artiklarinin kalsifikasyonu
kalsiyum sabunlarinin olugmasina neden olur. Mitokondriyum islev bozuklugunun yeniden
kanlanma ve oksijenlenmeye karsin diizelmeyisi (oksidatif fosforilasyon ve ATP rejenerasyon
yoklugu) ve sonrasinda membran islevlerinde belirgin bozukluklarin gelisimi hiicrede geri

dontigsiiz zedelenmeyi gosterir (9).

Geri doniissiiz hiicre zedelenmesinde mekanizmalar ne olursa olsun sonug asiri
miktarda kalsiyumun hiicre igine girmesidir. Membran zedelenmesiyle kalsiyum yiiksek
yogunlukta bulundugu hiicre disindan hiicre ic¢ine geger. Reperfiizyon olsa bile kalsiyum
akiimiilasyonu devam eder. Kalsiyum mitokondriler tarafindan alinip; hiicresel enzimleri
inhibe eder, proteinleri denatiire eder ve koagiilasyon nekrozu i¢in karakteristik degisikliklere
neden olur. Kalsiyum iyonlar1 hiicreyi 6liime gotiiren biyokimyasal degisikliklerde 6nemli bir
mediatordiir. Memran biitiinliiglinlin bozulmas1 ayrica hiicre i¢inde bulunan siiperoksit
dismutaz, katalaz ve glutatyon peroksidaz gibi antioksidan enzimlerin kaybmi da
hizlandirmaktadir. Bu durumdaki hiicre reperfiizyon sirasinda olusumu artan oksijen
radikallerinin etkisine daha duyarli hale gelir. Bu nedenle iskemi siddetinin artmasiyla

meydana gelen reperfiizyon hasar1 da daha ¢ok artmaktadir (9).
Hiicre hasari sonucunda 4 ana sistem etkilenir:
1- Hiicre membran biitiinliigii, hiicre ve organellerinin iyonik ve osmotik dengesi
2- Aerobik solunum, mitokondrial oksidatif fosforilasyon ve ATP olusumu

3- Protein sentezi



4- Hiicrenin genetik aparati

Hiicre 6liimiinden 6nce hiicresel fonksiyonlar kaybolur. Hasarin morfolojik goriiniimd,
kritik biyokimyasal sistemlerde bozukluklar olusup geri doniisiimsiiz hasar yerlestikten ¢ok
sonra belirgin hale gelir. Geri doniisiimsiiz hasar 20-60 dakika i¢inde 151k mikroskobunda

goriilebilirken, hiicre 6liimii ancak 10-12 saatte belirginlesir (9).

Geri donlistimsliz hasarin temelinde iki olay vardir; birincisi belirgin enerji
azalmasmin neden oldugu olaylar geri doniisimde yetersizlik, ikincisi membran

fonksiyonlarmin ileri diizeyde kaybidir (9).
2.1.3. Ekstremite Iskemi Reperfiizyon Fizyopatolojisi ve Uzak Organ Hasar1

Reperfiizyon hasarinda iki 6nemli komponent vardir. Birincisi iskemik sahada olusan
lokal hasar, digeri yetmezlikle sonuclanan uzak organ hasaridir. Iskelet kasinm kiitlesel
olarak biiyiik olmasi ve iskemik hasara en hassas dokulardan olmasi nedeniyle alt extremite
IRH’nda &nemli rol oynar. Alt extremite IRH’nda mikrovaskuler disfonksiyon ve Kkas
degisiklikleri birbirleriyle paralel seyredip, prognoz kas hasari miktarina baglidir. Sonugta
meydana gelen inflamatuar yanit, geri doniisiimlii zedelenme miktari ile dogru, nekrotik kas
miktari ile ters orantilidir. Alt extremite IRH’nda lokal ve sistemik etkiler gdzlenir. Lokal
etkiler iskelet kas1 ve damar endotelinde gozlenirken, sistemik etkiler baslica akciger, kalp,

beyin ve bobrekler olmak tizere tiim dokularda gozlenebilir (15).

Iskemik kas dokusunda oncelikle glikojen ve kreatin fosfat azalirken bu safhada
myonekroz olusumu azdir. Daha sonra, ATP azalmasiyla birlikte, kas nekrozu hizla artar. 6
saatlik kas iskemisini takiben ATP deposunda %80 azalma ve kas dokusunun tiimiinde nekroz

gozlenir.

Mikrodolasim degisiklikleri, iskemik donemde gerceklesip iskemi siiresi ile uyum
gosterir. 11k olarak kapiller endotel hiicreleri etkilenir ve hem liimen hemde sitoplazmaya
dogru uzanan parmaksi ¢ikintilar olusur. Iskeminin devamiyla birlikte endotel vezikiillerinde
artig olusur. Hiicreler aras1 baglar zayiflar ve gegitler genisler. Iskemide dordiincii saatten
sonra mikrosirkiilasyonda hiicresel etkilesimler baslar. Venoz ve arteriel kilcallar reperfiizyon
oncesinde sikismis eritrositlerle kapanmis goriinlimdedir. Eritrosit kiimeleri erken
reperfiizyonda endotelde hasar olusturur. Endotel hiicrelerinde pargalanma sonucu hiicreler

aras1 bliylik gecitler olusur. Reperfiizyonla birlikte 6zellikle vendz kilcallarda platelet ve



fibrin kiimeleri ile karakterize trombotik komplikasyonlar meydana gelir. Endoteldeki
defektleri platelet kiimeleri kapatir. Venlerde l6kosit diapedezi olusur, vendz kilcallarda
16kositlerin lenfosit ve monositlerle olan kiimelesmesi olusur. Kas iskemisi ilerlediginde ise
kas1 besleyen damarda kalic1 tikaniklik olusur. Iskemi siiresi uzadik¢a damarsal gegirgenlik

artis1 ve ilerleyici intersitisyel 6dem meydana gelir (15).

Iskemik doku reperfiizyonu inflamatuvar bir cevap dogurur. Ancak doku nekrozundan
reperfiizyon déoneminden ¢ok iskemik donem sorumludur. Morbiditeyi reperfiizyon saglanmis

hasarl1 ve nekrotik alan miktar1 belirler (16).

Uzak organ hasar1 IRHnin 6nemli sonuglarindan biri olup yiiksek mortalite ve
morbiditeyle seyreder. Sistemik inflamasyonla hemen her organda hasar olusabilir. Ancak ilk
24-72 saat icinde akciger yetmezligi gozlenir. Ayrica karaciger, bobrek, santral sinir sistemi,
gastrointestinal sistem ve myokard disfonksiyonu goriilebilir. IRH bobrekte oldukca sik
karsilasilan ve ciddi sonuglara neden olan patolojik siireglerdendir. IRH hangi mekanizmayla
gelismis olursa olsun Sonug¢ olarak reversible veya irreversible hiicre polarizasyonunda

bozulma, apopitozis veya hiicre 6liimii goriiliir (15).

Viicuttta en iyi perfiize olan organlardan biri olan bobrek, hipoperfiizyona da en ¢ok
duyarl organlardan biridir. Abdominal aort cerrahisinde postoperatif donemde morbidite ve
mortaliteyi etkileyen en onemli komplikasyon olarak bobrek yetmezligi goriiliir. Aortik
cerrahide akut bobrek yetmezligi olusmasinda en énemli fizyopatolojik mekanizma IRH’dir.
Bobrek yetmezliginde aortik kross klemp uygulamasi ve iskemi reperflizyon hasar1 6nemli yer
tutar. Iskemi ile baslayan Tumér Nekrozis Faktor alfa (TNF-o) artis1 ve l6kosit aktivasyonu

ile karakterize inflamatuvar yanit end organ hasarinda en 6nemli rolii oynar (15).

Iskemiden sonra gelisen akut bobrek yetmezligi; glomeriiler filtrasyon hizinda azalma,
tubuler nekroz, bobrek damarlarinda direng artis1 ile karakterizedir. Bobrek kan akimindaki
kesilme veya azalma ve sonradan olusan reperflizyon ile birlikte cesitli derecelerde doku
hasar1 olusur. Bobrek iskemi reperfiizyon hasarinda serbest oksijen radikalleri 6nemli rol

oynamaktadir (15).

Iskemi reperfiizyon hasar1 &ncelikle bébregin hipoksiye duyarli kismindan baslar.
Bobrege gelen kan akiminin biiyiik kismi renal korteksten geger ve medullanin kanlanmasini
saglayan vasa rectaya ¢ok az kan gider, bu da bobrek medullasini hipoksiye daha duyarl hale

getirir. Bobrekteki hasar Oncelikle tubuluslarda olusur. Sebebi ise iskemiye bagli gelisen



tubuler nekrozdur. Genellikle geriye doniistimliidiir, reperfiizyonla birlikte 1-2 hafta icinde

tubul fonksiyonlari normale donmektedir (15).

Iskemik akut bobrek yetmezligi (ABY), hipoperfiizyonun bébrek parankimal
hiicrelerde ve o6zellikle de tibiiler hiicrelerde harabiyet olusturmasi, bobrek hiicrelerinin
onarilmas: ve rejenerasyonunu gerektiginden dolay: perfiizyon normale getirilirse bile olayin
diizelmesinin 1-2 haftalik bir siire periyodunun gerekmesinden dolay: prerenal ABY’den
farklihk gostermektedir. iskemik ABY ileri formlarinda bilateral kortikal nekroza yol
agmasindan dolayi, geri doniisiimsiiz bobrek yetmezligine yol acabilmektedir. iskemik ABY
en sik olarak major kardiyovaskiiler cerrahi uygulanan, siddetli travma, kanama, sepsis ve

bobrek transplantasyon yapilan hastalarda gelismektedir (17).

Iskemik bobrek hasarinda, bébrek perfiizyonun bozulmas: sonucu olusan ve bobrek
fonksiyonlarnn bozulmasinda temel patoloji olan tiibiiler hasarin yan1 sira, yeniden perfiizyon
saglandiktan sonra iiretilen serbest radikaller de 5nemli bir yere sahiptir. Ozellikle proksimal
tibil hicrelerinin metabolik agidan yogun olmalari, akut tiibiiler nekroz (ATN) sirasinda
mitokondriyal hasar ve intrasitoplazmik kalsiyum artis1 nedeniyle oksidatif molekiiller fazla
miktarlarda olusur. Hiicre hasari sirasinda olusan siiperoksitten yogun miktarlarda H,O,
olusur. Hidrojen peroksit normalde su molekiiliine cevrilebildigi halde hasarli hiicrelerde
hidroksil radikallerine de doniisebilir. Olusan OH™ gibi SOR tiirevleri lipid peroksidasyonuna
sebep olarak, hiicre proteinlerini okside eder, plazma ve mitokondri membranini bozar ve

DNA'ya hasar vererek hiicre zedelenmesine sebep olur (18).

Yapilan ¢alismalarda bobrek dokusu veya idrarda artmis oksidan hasar iiriinlerinin
saptanmas: ve/veya serbest oksijen radikalleri inhibitorleri verilmesi ile koruyuculugun
deneysel olarak gosterilmis ayrica serbest oksijen radikallerinin nefropati patogenezinde roli

oldugu gosterilmistir (19).
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Sekil 2. Iskemik ve ATN patogenezinde rol oynayan faktorlerin sematik goriiniimii (5).

NO: Nitrik Oksit, AT-II: Anjiyotensin Il, SOR: Serbest Oksijen Radikalleri

2.2. Bobregin Yapisi ve Fonksiyonlar:

Bobrekler insan viicudunda retroperitoneal kavitede, paravertebral yerlesimli olup,

T12-L3 vertabralar arasinda uzanirlar. Sag bobrek, karaciger nedeni ile sola gore 1-2 cm. daha

asagida bulunur. Sag bobrek iistte siirrenal bez, iist ve 6nde karaciger, altta ve lateral kenarda

kolon ile komsudur. Sol bobrek ise iistte siirrenal bez, dnde mide, dalak, pankreas, jejunum,

desenden kolon ile komsudur. Lateral kenar konkav medial kenar ise konveks sekildedir.

Medial kesimde renal hilus denilen ve iginde renal arter, renal ven, renal pelvis, iireter,

lenfatik ve sinirlerin gectigi bir yarik bulunur. Renal hilus bobrek iginde, 2,5 cm.

derinligindedir ve icinde renal pelvis, renal kaliks, renal damar ve sinirler ile degisik

miktarlarda yag dokusunun bulundugu renal hilus olarak devam eder (20-22).
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Her bir bobregin kanlanmasi aortadan koken alan renal arterlerden saglanir. 70
kilogramlik bir insanda her iki bobrege giden kanin miktar1 dakikada 1200ml. veya kalp
debisinin %21°1 kadardir. Renal arter hilustan bobrege girdikten sonra 6nce interlobar daha
sonra arkuat arterlere ayrilir. Arkuat arterlerden dik olarak 17 interlobuler arterler ¢ikar. Bu
arterlerden glomeriile giden afferent arterioller koken alir. Glomeriilii olusturan kapillerler
birleserek efferent arteriolleri olusturur. Efferent arterioller daha sonra dallanarak tubulusleri
saran, bobrekteki ikinci kapiller ag sistemi olan peritiibiiler kapiller ag1 olusturur. Peritiibiiler
kapillerlerden gelen kan vendz sisteme dokiiliir. Oradan sirasiyla arteriel sistemle paralel
olarak interlobuler ven, arkuat ven, interlobar ven ve renal veni takip eder. Renal venler ise

inferior vena kavaya drene olur (20-22).

Sagittal olarak bobrek kesildiginde dista korteks, icte medulla olmak tizere 2 kisimdan
olusur. Medulla, medullar piramit adi verilen 10-18 adet piramidal yapidan olusur.
Piramitlerin tabanlar1 kortikomediiller bolgede bulunurken, tepe kisimlari kaliks i¢ine kadar
uzanir. Kaliks i¢ine acilan bu kisimlara papilla ismi verilir. Korteks bobregin dis kisminin

yant sira mediiller piramitler arasinda da yer alir ve bu kismina Bertini’nin bobrek kolonlari

denir (23).

Nefron bobrekte idrar olusumunu saglayan en kiigiik yapisal ve anatomik birimdir. Her
bir bobrekte idrar yapabilme fonksiyonu olan yaklagik 1 milyon nefron bulunur. Bébrek yeni
nefron rejenere edemez. Dolayisiyla hastalik, renal bir hasar veya yaslanma ile nefron

sayisinda kadameli bir azalma olur (21,22).
Her nefronun iki kisimdan olusur.
a) Glomertil; stvinin kandan filtre edildigi kisim,

b) Tubuliisler; filtre edilen sivinin idrara doniistiigii proksimal ve distal tubuluslar,

henle kulbu ve toplayict kanallardan olusan kismdir (21).

Glomeriiller, proksimal ve distal tubulusler ve dis korteksteki nefronlarin Henle
kulplar1 kortekste; toplayict kanallar, Henle kulplar1 ve vasa rectalar medullada bulunur.
Nefronlar bobrek dokusunda ilerledikleri derinlige gore, kortikal ve jukstaglomeriiler olmak
tizere iki tiptir. Glomeriil, dallanan ve anostomozlar yapan ve epitelyal hiicreler ile kapl

kapiller bir yumaktir. Bowman kapsiilii denilen bir yap1 i¢inde bulunur. Glomeriilden filtre
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edilen siv1 sirasiyla proksimal tubul, henle kulbu, distal tubul ve toplayic1 kanallardan gecer,

renal papillalarin iginden renal kalikse acilir. Oradanda renal pelvis ve iiretere geger (21,22).

Distal tubulusun baslangici her nefronda afferent ve efferent arterioller ile temas
halindedir ve bu ii¢ yap1 jukstaglomeriiler aparatus denen yapiyr olusturur. Bu aparatusun
gorevi renin salgilayarak kan basinci iizerinde etkili olmak, glomeriiler filtrasyon ve renal kan
akimmin reglilasyonunu saglamaktir. Jukstaglomeriiler aparatusun distal tubulusteki
degisiklik gosteren hiicrelerine makula densa ismi verilir ve distal tubulusteki sivinin

bilesimine gore jukstaglomeriiler aparatusun aktivitesini ayarlar (21-23).

Nefronlarin temel islevi istenmeyen maddeleri plazmadan temizlemektir. Bunun i¢in

kullanilan mekanizmalar sunlardir;

a) Glomeriiler Filtrasyon: Glomeriildeki kanin plazmasinin bir bolimii (yaklagik 1/5°1)

glomeriiler membrandan filtre edilir.

b) Tubuler Reabsorbsiyon: Filtre edilen sivi, tubullerde ilerlerken su ve diger gerekli
maddeler reabsorbe edilir. Istenmeyen maddeler geri emilmez ve idrar olusumuna katkida

bulunur.

c¢) Tubuler Sekresyon: Plazmadaki baz1 maddeler tubulleri déseyen epitel hiicrelerince

dogrudan tubuler sivi igine sekrete edilir (21,22).

Bobrek kan akiminin ve glomertiler filtrasyonun fizyolojik kontroliinde bir¢ok faktor
rol oynar. Afferent ve efferent arterioller de dahil olmak {lizere biitiin bobrek damarlar
ozellikle sempatik sinir liflerinden zengindir. Bobrek sempatik sinirlerinin  kuvvetli
aktivasyonu, bobrek arteriollerini daraltabilir ve bobrek kan akimi ve glomeriiler filtrasyon
hizinin azaltabilir. Bu savunma reaksiyonu bobrek medullasindan salgilanan epinefrin ve
norepinefrin araciligi ile olur. Endotelin ise bobrek damarlarinin hasar gérmiis endotel
hiicrelerinden salinir. Glomeriiler filtrasyonu azaltir ve bobrek vazokonstriiksiyonuna katkida

bulunur (21, 23).

Endotelden kaynaklanan nitrik oksit, bobrek damar direncini azaltir ve glomertiler
filtrasyonu artirir. PgE2, Pgl2 ve bradikinin de damarlar1 genisleten ve glomertiler filtrasyonu

artiran diger otakoidlerdir (21, 23).

Bobregin temel fonksiyonlari;
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1) Idrar olusturarak; artik maddelerin eliminasyonu (iire, kreatinin, iirik asit, ilaglar,
toksinler) ve su dengesinin korunmasi (total viicut suyunun ve plazma osmolalitesinin
ayarlanmasi), elektrolit ve asit baz dengesinin korunmasi (sodyum, potasyum, klor, kalsiyum,

fosfat, magnezyum)

2) Hormonlar ve benzeri maddelerin sentezi (Renin, D vitamini, eritropoetin,
prostoglandinler, kinin-kallikrein, growth faktorler), peptid yapili hormonlarin yikimi ve
katabolizmas1 (insiilin, glukagon, parathormon, kalsitonin, prolaktin, biiyiime hormonu,
vazopressin, gastrointestinal hormonlar), diisitk molekiil agirlikli proteinlerin katabolizmasi

(haif zincirler, beta-2 mikroglobulin) glukoneogenez ve lipid metabolizmasi (21).
2.3 Turnikenin Kullanim ve Etkileri

Giintimiizde ortopedik cerrahide sik kullanilan bir yontem olan turnike ile ilgili tarihte
bilinen ilk kayitta MS ikinci yiizyilda Romal1 bir cerrahdan bahsedilmektedir. 1817 yilinda bir

13

Fransiz cerrah olan Jean-Louis Petit, hemostaz i¢in yaptigi cihazi “ turnike” olarak
nitelendirdi (25). Pnomatik turnike 1904 yilinda Harvey Cushing tarafindan tanimlanmustir.
1960’11 yillardaki Klenerman’in ¢aligmalariyla Ekstremite cerrahisinde yaygin kullanilmaya

baslanmustir (26,27).

Pnomotik turnikelerden once cerrahi sahadaki kanamay1 azaltmak amaciyla Esmarch
bandaji, crepe elastik bandaji ile rhys-davies eksanguinasyon aleti gibi araglar kullanilmistir.
Enfeksiyon ve tiimor hiicrelerinin yayilma riskinin arttirmasi ayrica derin ven trombozuna
bagli olarak fetal pulmoner emboli ile sonuglama potansiyeli goz Oniine alindiginda bu tip

araglarin kullanim1 azalmis pndmotik turnike kullanimi 6n plana ¢ikmastir.

Mansonun altindaki basincin diizensiz dagilimina nedeniyle deri, kas, sinir ve
damarlar turnikenin mekanik basinci altinda zarar gorebilirler (25). Turnikenin etkiledigi doku
Kitlesi tist ekstremiteye gore alt ekstremitede daha fazladir. Bu nedenle turnike ekstremitenin

proksimal kismina yerlestirilmelidir (28).

Ideal turnike basinci halen tartismalidir. Uygulanacak basing arteryel kan gegisini
Onleyecek ve hemostasisi bozmayacak en diisiik degerde olmalidir. Yapilan ¢aligsmalarda elde
edilen bulgular sonucu bugiine kadar gerekenden daha biiyiik basinglar kullanildigi
goriilmiistiir. Kullanilan turnikenin biiyiikliigiine bagli olarak minimal arteryel okliizyon

basinci (AOP) doku hasart en aza indirmek amaciyla turnike uygulamasi Oncesinde
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belirlenmelidir. AOP Graham formiili kullanilarak bulunabilir. Bu formiille turnike
basincinin erigkinlerde %20-40, ¢ocuklarda ise %50 oraninda azaltilabilindigi gosterilmistir.
Eger AOP formiildeki gibi tespit edilemiyorsa, kullanilan turnike basinci sistolik kan basinci

tizerinden 75-100 mmHg olarak ayarlanmasi onerilir (29).

Graham formiilii: AOP : [ ( Sistolik Basing-Diyastolik Basing) (ekstremite ¢evresi) /

3 (manson genisligi) ] + diyastolik basinci

Klenerman ise Bu konuda alt ekstremitede koldan 0l¢iilen sistolik basincin iki katin
kullanmay1 Onermektedir (30). Pedowitz ise hemostasisi saglayacak minimum turnike
basincini ekstremite boyutunu, kaf tipine, kaf genisligine, periferik vaskiiler durumuna ve

intraoperatif sistolik kan basing araligina baglamistir (31).

Turnike nedeniyle olusan iskemi igin giivenli siire konusu da tartismalidir. Iskemi
olusmamasi i¢in Onerilen maksimum siire 1 saattir. Fakat saglikli kaslarin hiicrelerinde
subletal hasara neden olabilmesine ragmen irreversible hasara sebep vermeyen 3 saat boyunca
devam eden iskemilerde bildirilmistir. 1 saati asan iskemi donemlerinde ara ara turnikenin
deflasyonu Onerilmistir. 45-60 dakikalik iskemi sonras1 10 dakika reperflizyon bu nedenden
dolay1 faydali olabilir. 2 saatlik iskemi sonrasi baslatilan reperfiizyon sonrasi kas hasarinin
siddetlenmesine egilim gosterir. 60-90 dakika sonrasindaki iskemide ise aralikli reperfiizyon
donemleri ve biyolojik mekanizmalarin korumas: yetersiz kalip patofizyolojik siiregler ve

inflamatuar kaskatlar ¢ok daha fazla etkilenir (32).
2.3.1 Turnike Kullanimiyla Olusabilen Problemler ve Komplikasyonlar

A-Voliim Yiiklenmesi: Ekstremitedeki kanmn bosaltilmas1 sirasinda periferik
sirkiilasyondan santral dolasima kanin ototransfiizyonu ile gergeklesir (33). Turnikeye bagl
olarak gelisen iskemi-reperfiizyonun kardiyovaskiiler sistem iizerinde 6nemli etkileri vardir.
Olgularin %11-66’sinda ortalama areteyel basing (OAB) agriya sekonder olarak enflasyon
sonra kademeli olarak artabilir. Genel anesteziye gore rejyonel anestezide turnike agrisina
bagli olan kardiyovaskiiler cevaplari daha iyi tolere edilir. Deflasyon sonrasi gelisen
hipotansiyonun siiresinde, metabolik ve laktik asidoz ile hiperkalemiye sekonder olarak
ozellikle alt ekstremite cerrahisi sonrast miyokard depresyonu ve yasli ya da diiskiin

hastalarda kardiyak arrest gelisebilir (34).
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B-Pulmoner Emboli: Turnike nedeniyle intravaskiiler endotelyum zarar gorebilir. 60
dakikadan uzun turnikelerde derin ven tromboz (DVT) riski artar. Inflasyon siiresince DVT
olusumu baslar ve deflasyon sonrasi tromboz markerlerinin dolasimda artmasina bagl olarak
devam eder. Ozellikle immobilize hastalarda risk artmistir. Postoperatif dénemde yeni olusan
kalp bloklar1 ve kardiovaskiiler kollapslarda pulmoner emboli tanisi akilda tutulmalidir.
Ortopedik cerrahi boyunca pulmoner embolinin kemik mediiller kanala invazyonu sonucu yag
embolisi neden olabilir. Turnikenin deflasyonu sonrasinda ¢imento ve hava emboliside rapor

edilmistir (35).

C-Cilt Travmasi: Turnikenin yerlestirilmesindeki hatalara bagl ciltte basing travmasi

ile abrasyon, ekimoz ve 6dem gelisebilir (33).

D-Metabolik - Kan gazi Degisiklikleri: Turnike altindaki iskemik bolgede hipoksi,

hiperkapni, asidoz, hiperkalemi ve laktik asidemi izlenmektedir. Bu degisiklikler hafiftir ve
tolere edilebilir (36).

E-Turnike Agnsi: Sik Kkarsilagilan bir komplikasyonudur ve nedeni halen
anlasilamamustir. Siddetli, kiint, siz1 tarzinda olup, turnike bolgesinde veya kafin hemen
distalinde goriilebilir. Ekstremitede yeterli anestezi diizeyine ragmen gelisebilen agridir.
Turnikenin indirilmesinden sonra ekstremitenin reperfiizyonu ile baglantili olarak yogun,
vibratuar karakterde, karincalanma seklinde farkli bir agr1 da goriiliir. Agrinin olusmasinda
sinir gdvdesine olan dogrudan iskemik etkiyi veya anaerobik metabolizmanin lokal {iriinlerine

bagli major arterlerin duysal innervasyonunu etkilemesini suglanmigtir (37).

F-Kas Hasarlanmasi: Kisa siireli turnike kullanilmasinda bile iskelet kas1 ciddi bir
sekilde etkilenebilir. Kas iskemik hasara sinirden daha yatkindir. iskemi boyunca asidoz, iyon
imbalans1 ve ATP tiiketim kaskadi meydana gelir. Reperfiizyon boyunca progresif olarak
olusan sitokin tiretimi, reaktif oksijen tiirleri ve hiicre i¢ine dogru hizli kalsiyum girisi hasari
daha da fazla artabilir, nekroz ve hiicresel apoptosiz ile sonuglanan mitokondriyal

disfonksiyona sebep olabilirler (38).

G-Doku Hasari: Turnike uygulanan ekstremitede dem, kompartman sendromu, post-
turnike sendromu gorilebilir. Turnike siiresi ve basincindan bagimsiz olarak turnike
indirilmesini takiben ortaya ¢ikar. En sik ekstremitede 6dem goriiliir. Kompartman sendromu

nadir goriiliir (39).
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Post-turnike sendromu: Turnike agilmasini takiben, sismis, kati, soluk olan
ekstremitede ayn1 zamanda gii¢siizlilk olmasi ancak paralizi goriilmemesi ile karakterizedir.
Turnike sonrasinda olusan 6demin etiyolojide rolii esastir. Genellikle 1-6 haftada normale
doner (33).

H-Sinirsel Hasar: Literatiirde gegici veya kalici sinir felgleri ile fonksiyonel sekel
vakalart nadir bildirilmistir ancak sinir yaralanmalar1 6zellikle yliksek pnomatik turnike kaf
basinglarinda ve uzun siireli turnike enflasyon sonra ortaya ¢ikabilir. Sinir hasari riski % 0.1
ile 7.7 arasinda degismektedir. Kompresyona bagli olarak gelisen turnike ile iliskili nérolojik
yaralanma siklig1 iskemiye bagli olana gore daha fazladir. Paresteziden tam paraliziye kadar
genis bir spektrumda goriilebilir. Turnikenin deflesyonu sonrasi i1sinma hissi aniden yanma
hissine donmesi reperfiizyonla ile ilgilidir. Reperfiizyon boyunca hizli akigin sinir istiine
etkisi kaslara gore daha uzun siirer. Turnike siiresinin 3 saatten az oldugu durumlarda
iskemiden ziyade sinir kompresyonu su¢lanmaktadir. Kompresyona bagli hasarlarda, kaf
basmcinin 500 mmHg altinda oldugu ve sinir iletiminin 30 dk. siire ile kesildigi durumlarda

sinir hasari histolojik olarak gosterilebilir (40).

I- Yara Infeksiyonu: Uzun siireli kullanimi enfeksiyon komplikayonlar1 agisindan
riskli kabul edilir. Turnike kullaniminin sistemik inflamasyona cevabi siiregelen derin endotel
hasar1 ve notrofil aktivasyonu ile agiklanir. Ayrica turnike ve benzeri bandajlar da infeksiyon
kaynagi olabilirler. Turnike c¢ikarilmadan 10 dakika Onceden yapilan antibiyoterapinin
etkinligi bildirilmistir (41).

J-Norolojik Etkiler: Deflesyon ile birlikte sistemik kan basincindaki diisme ve
simultane karbondioksit artis1 intrakranial basingta tehlikeli artiglara neden olabilir. Beyin
hasart mevcut olan hastalarda bu degisiklikler serebral perfiizyon basincinda diisiisler ile

kendini gosterir (42).

K-Oksidatif Stress Uzerine Etkiler: Turnike acildiktan sonra, kas ve sinir dokusunda
Iskemi Reperfiizyon hasar1 olabilmekte, hipoksik hiicresel degisiklikler, anaerobik glikolizis,
notrofil aktivasyonu ve hiicre membran makro molekiillerinin peroksidasyonuyla reaktif

oksijen radikalleri olusabilmektedir (25).
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2.3.2 Turnike Uygulamasinin Kontraendike Oldugu Durumlar:
* Periferik vaskiiler hastaliklar (Reynoud hastalig1)
* Ciddi yaralanmis / travmatize ekstremite
* Periferik néropati veya santral sinir sistemi bozuklugu
« Tlgili ekstremitede ciddi enfeksiyon, DVT, artroz/aktif artrit, cilt problemleri
* Arteriovendz fistiil
* Yeterli ekipmanin bulunmamasi
¢ Orak hiicreli anemi (33).
2.4. Serbest Radikaller ve Oksidanlar

Serbest radikaller yapilarinda eslesmemis elektron igeren atom veya bilesikler olarak
tanimlanmaktadir. Serbest radikaller yapilarinda tek sayida elektron igeren, agik elektron
kabugu konfiglirasyonuna sahip atom veya molekiillerdir. Serbest radikaller, hiicre
membranlart ve niikleik asidlerin yapisinda yer alan anahtar molekiiller olup, fazlasiyla
reaktif, kisa omiirlii ve stabil olmayan molekiillerdir. Molekiiler oksijenin indirgenmesi ile
degisik oksijen serbest radikalleri liretilebilirler. Reperfiizyon baslamasiyla birlikte ortamda

oksijen miktari arttigindan serbest oksijen radikalleri olusumu artmaktadir (43).
Serbest radikalin meydana gelmesi 3 sekilde ger¢eklesmektedir:

1. Kovalent bag tasiyan normal bir molekiiliin homolitik yikim1 sonucu her bir parcada

ortak elektronlardan biri kalarak meydana gelirler.

2. Normal bir molekiilden tek bir elektronun kaybi ya da bir molekiiliin heterolitik
olarak boliinmesi ile olusurlar. Heterolitik boliinmede kovalent bagi olusturan her iki elektron,

atomlardan birisinde kalmaktadir.
3. Normal bir molekiile tek bir elektronun eklenmesi ile olusurlar.

Her oksidasyon bir rediiksiyonla birliktedir. Boylece kiitle kuralina gore oksidatif
streste her iki reaksiyon da yer alir. Serbest radikallerin aktiviteleri farklilik gosterir. Serbest

radikalin etkinligi substrata ve bulundugu fiziksel sartlara gore farklilik gosterir. Ayn1 serbest
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radikal, ayn1 maddeyi oksidant veya rediiktant olarak kullanabilir. Reaksiyonun olusma hizi;

ortamin 1s1sina, pH sina ve ortamdaki katalizorlere baglidir (43).
Serbest Radikal Kaynaklari
1. Biyolojik kaynaklar:
a. Aktive olmus fagositler

b. Antineoplastikler (Nitrofurantoin, bleomisin, doksorubisin, adriamisin) ve ekzojen

kimyasallarin enzimatik yikima,
c. Radyant enerjinin emilimi (Ultraviole, X 1s1n1),
d. Alkol ve uyusturucular,

e. Cevresel etkenler (Hava kirliligi yapan fotokimyasal maddeler, pestisid, sigara

dumani, solventler, anestezikler ve aromatik hidrokarbonlar),

f. Stres (Streste katekolaminler artar. Artan katekolaminlerin oksidasyonu sonucu
serbest radikaller meydana gelir) .

2. Hiicresel kaynaklar:

a. Normal metabolik olaylarda goriilen oksidasyon-rediiksiyon (redoks) reaksiyonlari
sirasinda  (Askorbat, thioller, hidrokinonlar, katekolaminler, flavin, tetrahidropterin ve
antibiotikler),

b. Enzim ve proteinler (Ksantin oksidaz, triptofan dioksijenaz ve hemoglobin gibi),
c. Mitokondrial elektron transport zinciri,

d. Endoplazmik retikulum ve niikleer membran elektron tagima sistemleri (sitokrom

p450, sitokrom b5 rediiktaz),
e. Peroksizomlar (Oksidazlar ve flavoproteinler),

f. Plazma membranm1 (Lipooksijenaz, prostaglandin sentetaz, fagositlerde dihidro

nikotinamid adenin diniikleotid fosfat oksidaz ve lipid peroksidasyonu),

g. Oksidatif stres yapici durumlar (iskemi, travma ve intoksikasyon).
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Serbest radikaller, pozitif yiiklli, negatif yiiklii ya da ndtral olabilirler. Biyolojik

sistemlerde en fazla elektron transferi ile olusurlar (43).

2.4.1. Serbest Oksijen Radikalleri

Biyolojik sistemlerde elektron transferinin yer aldigi indirgenme yiikseltgenme
reaksiyonlarinda serbest radikaller olusmaktadir. Olusan bu radikaller endojen
mekanizmalarla etkisiz hale getirilirler. iskemi sonrasi reperfiizyon sathasinda olusan serbest
oksijen radikal diizeyi viicut savunma sistemlerini astigindan lokal ve sistemik etKi

olusmasina neden olur (44).

Aerobik canlilarda serbest radikaller i¢in en Onemli kaynagin molekiiler oksijen
oldugu kabul edilmektedir. Normal metabolizma sirasinda oksijenin %98’it H,O’ya
indirgenmektedir. Geriye kalan %?2’lik kisim siiperoksit ve hidroksil radikaline doniisiir. En

onemli serbest oksijen radikalleri siiperoksit (O;) ve hidroksil (OH) anyonlaridir (44).

Zayif bir oksidan olan siiperoksit radikalinin 6nemli hiicre hasarlarina yol agmasi
miimkiin goriilmemektedir. Fakat siiperoksit radikalleri oksidatif strese yol agabilen bir dizi
reaksiyonlar1 bagslatabilir (44). Bu reaksiyonlarin en Onemlilerinden biri Haber-Weiss
reaksiyonudur. Bu reaksiyonda O, ve H,O, demir varliginda etkileserek oldukga reaktif olan

HO" radikallerini olusmaktadirlar.

Uretilen bu OH™ radikalleri oldukga reaktif olup DNA gibi yapilarla reaksiyonlara

girerek 6nemli hasarlara yol agabilmektedir (44).

Superoksit radikalleri kisa bir yar1 6mre sahip olup dismutasyon reaksiyonu ile H,O,
ve oksijen tiretirler. Dismutasyon reaksiyonu spontan olarak meydana gelmekte ve reaksiyon

SOD enzimi ile katalizlenmektedir.

Hidroksil radikali, biyolojik sistemlerde bulunan en giiclii serbest radikaldir. Dokular
radyasyona maruz kaldiklarinda, enerjinin ¢ogu hiicre i¢indeki su tarafindan absorblanir ve
radyasyon oksijen-hidrojen arasinda kovalent baga neden olur. Sonucta iki radikal meydana
gelir. Bu radikallerden biri hidrojen (H-) ve digeri ise hidroksil radikalidir (OH") (44).
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2.4.2 Nitrik Oksit (NO)

Nitrik oksit L-Arginin’in guanidium grubundan, Nitrik oksit sentetaz (NOS) enzimi
araciligi ile endotelde sentezlenen diatomik serbest radikaldir. Ug farkli NOS enzimi vardir.
Endotelial, néronal ve iiclinciisiide normal kosullarda iiretilmeyen ancak enflamasyon veya
enfeksiyon durumlarinda sitokinler veya endotoksinler tarafindan indiiklenebilen iNOS’dur.
Ayrica iNOS NO iiretimi Ca*® bagimsizdir. Nitrik oksit, iskemi reperfiizyon hasarina karsi
oldukga iyi bilinen koruyucu ve mediatordiir (9).

Nitrik oksit vaskiiler tonusun fizyolojik regiilasyonu, platelet agregasyonunun
inhibisyonu, endotele 16kosit adezyonunun engellenmesi, oksijen derive serbest radikallerin
temizlenmesi, normal vaskiiler permeabilitenin idamesi, diiz kas proliferasyonunun
engellenmesi, immun defansin gii¢lendirilmesi, endotel hiicrelerinin rejenerasyonu gibi bircok
yasamsal olayda etken bir maddedir. Ayni1 zamanda iskemik dokularda siiperoksit dismutaz

aktivitesini etkileyerek hidrojen peroksit birikimini azaltir.

Iskemi reperfiizyon hasara bagl gelisen endotel hiicre disfonksiyonunda, nitrik oksit
sentezinde azalma olusarak hiicre hasar1 derinlesir. Endotel disfonksiyonuna bagli nitrik oksit

azalma mekanizmasi hala tam olarak gosterilememistir (9).
2.4.3.Serbest Radikallerin Biyolojik Hedefleri

Serbest radikaller hiicre ve dokularda bircok zarara yol agmaktadir. Bu zararlar soyle

siralanabilir:
a) Niikleotid yapili koenzimlerin yikima,
b) DNA' nin tahrip olmasi,
c) Steroid ve yas pigmenti denilen baz1 maddelerin birikimi,
d) Lipid peroksidasyonu zar yapisi ve fonksiyonunun degismesi,
e) Enzim aktivitelerinde ve lipit metabolizmasindaki degisiklikler,
f) Zar proteinlerinin tahribi, tasima sistemlerinin bozulmasi,
g) Protein ve lipitlerle kovalan baglantilar yapmasi,

h) Mukopolisakkaritlerin yikima,
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1) Proteinlerin tahrip olmasi ve protein dongiisiiniin artmasi,

j) Tiollere bagimli enzimlerin yap: ve fonksiyonlarinin bozulmasi, hiicre ortaminin

tiol/disiilfit oraninin degigmesi,

k) Kollojen ve elastin gibi uzun omiirlii proteinlerdeki oksido-rediiksiyon olaylarinin

bozularak kapillerlerde aterofibrotik degisikliklerin olusmasidir (9).

Triptofan, tirozin, fenilalanin histidin, metionin, sistein gibi aminoasitleri igeren
proteinler serbest radikallerden kolaylikla etkilenirler. Bunun nedeni doymamis bag ve siilfiir
iceren molekiillerin serbest radikallere reaktivitesinin yiliksek olmasidir. Serbest radikal
harabiyetinden proteinlerin ne derece etkilenecegi aminoasit kompozisyonlarma baghidir.
Protein harabiyetinin boyutlari, proteinin hiicresel lokalizasyonuna ve radikalin toksisite

gliciine gore degisebilir (45).

H,0,, peroksitler ve okzoaldehitler ozellikle monosakkaritlerin otooksidasyonu
sonucu meydana gelir. Antimitotik etkisini bir okzoaldehit olan glikozil, DNA ve RNA
arasinda capraz bag olusturma 6zelliginden dolayr gdsterir. Bununla birlikte siiperoksit ve

H202’nin invitro olarak hiyaliironik asidi pargaladiklar1 gosterilmistir (45).

Iyonlar, serbest radikaller ve aktif molekiiller, radyasyonla hiicre icinde enerji
depolanmas1 sonucu meydana gelirler. Iyonize edici radyasyonla olusan serbest radikaller

DNA'y1 etkileyerek hiicrede mutasyon ve dliime yol agarlar (45).

Lipid peroksil radikali, lipid radikalinin molekiiler oksijen ile etkilesmesi sonucu
meydana gelir. Lipid peroksil radikalleri agiga ¢ikan hidrojen atomlarini alarak lipid
hidroperoksidlerine doniisiirlerken, membran yapisindaki diger poliansature yag asidlerini
etkileyerek yeni lipid radikallerinin olusumuna yol agarlar. Lipid peroksitlerinin yikimindan
olusan {irlinlerden biri MDA dir. Lipid peroksidasyonu membran yapisina direkt olarak ve
reaktif aldehidler {reterek diger hiicre bilesenlerine indirek olarak zarar verir.
Mikroviskositesi ve membran permeabilitesi ciddi sekilde etkilenir. Membran
komponentlerinin ¢apraz baglanma ve polimerizasyonuna peroksidasyonla olusan MDA
sebep olur. Bu da iyon transportu, enzim aktivitesi, deformasyon ve hiicre yiizey

bilesenlerinin agregasyonu gibi intrinsik membran 6zelliklerini degistirir (45).

Artan serbest radikallerin plazma ve organel membranlari iizerinde baslattiklari lipid

peroksidasyonu reperfiizyon hasarinin en énemli nedenidir. Lipid peroksidasyonu yeni serbest
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radikallerin olusumuna neden olur. Ortamda doymamis yag asidleri, oksijen ve metal
katalizorler bulundugu siirece logaritmik olarak lipid peroksidasyonu artar. Reperfiizyon
donemi bu sebeble, lipid peroksidasyonu icin gerekli kosullar1 saglanmasi bakimindan ¢ok
uygundur. Lipid radikalleri veya MDA gibi peroksidasyon iirlinleri araciligi ile lipid
peroksidasyonu, biyolojik membranlarda yaygin hale geldigi zaman hiicresel yap1 ve
fonksiyon hasarlar1 ortaya ¢ikmaktadir. Yapisal hasarin derecesine gore, plazma membraninda
akigskanligin azalmasi, membran gecirgenliginin degismesi, membran potansiyeli azalmasi,
membrana bagli enzimlerin aktivitesinde azalma go6zlenir. Lizozomal ve mitokondrial
membranlari ilgilendiren ileri derecede lipid peroksidasyonu ile organel iceriginin hiicre igine
salinmas1 sonucunda proteoliz hizlanir ve doku hasarinin derecesi artar. Membran
gecirgenliginin bozulmasi ile protein sentezi icin ¢ok dnemli olan potasyum ve magnezyum
iyonlarmin konsantrasyonlar1 degisir ve buna bagl olarak protein sentezinde inhibisyon

gerceklesir (45) .
2.4.4 Serbest Oksijen Radikallerine Kars1 Savunma Mekanizmalari

Organizmada oksidan radikallerin zararl etkilerine karsi koruyucu etkisi olan hiicre i¢i

enzimatik savunma sistemleri, antioksidan savunma Sistemleri olarak adlandirilir (46).
2.4.4.1. Antioksidan Etki Tipleri
Antioksidanlar dort ayr1 sekilde etki ederler:

1. Toplayict etki (Scavenging etki): Serbest oksijen radikallerini tutma ya da ¢ok daha
zayif yeni bir molekiile cevirme islemine “toplayici etki” denilmektedir. Antioksidan

enzimler, kiigiik antioksidan molekiiller bu tip bir etki géstermektedirler (46).

2. Bastirict etki (Quencher etki): Serbest oksijen radikalleriyle etkilesip, onlara bir
hidrojen aktararak aktivitelerini azaltan ya da inaktif bicime doniistiiren etki “bastirict etki”

olarak adlandirilmaktadir. Vitaminler, bu tarz bir etkiye sahiptirler (43).

3. Zincir kirict (Chain-breaking etki): Serbest oksijen radikallerine baglanarak

zincirlerini kirip fonksiyonlarini engelleyici etkiye “zincir kirici etki” denir (46).

4. Onarict etki (Repair etki): Onarict etki {lizerinde calismalar devam etmektedir.
Oksidatif hasar gérmiis DNA molekiiliinii tamir eden enzimler bu guruba ornek olarak
verilebilir (46).

22



2.4.4.2 Antioksidan Sistemler

Viicutta reaktif oksijen tiirlerinin diizeylerini kontrol altinda tutmak ve
olusturabilecekleri hasarlar1 engellemek i¢in bir¢ok savunma mekanizmalar1 bulunmaktadir

(46).

Serbest radikalleri metabolize eden, serbest radikal olusumunu Onleyen veya serbest
radikallerin temizlenmesini arttiran bu maddelere antioksidan maddeler denilmektedir.
Antioksidanlar, peroksidasyon zincir reaksiyonunu engelleyerek ya da reaktif oksijen tiirlerini
toplayarak lipid peroksidasyonunu inhibe etmektedirler. Aerobik hiicrelerde pek ¢ok
antioksidan sistem bulunmaktadir. Bu antioksidanlar endojen ve eksojen kaynakli olarak ikiye

ayrilmaktadir (47).

Endojen antioksidanlar, enzim olarak gorev yapanlar ve enzim olmayan antioksidanlar
olarak iki grupta incelenmektedir. Enzim olan antioksidanlar, SOD, GPx, katalaz, glutatyon
transferaz (GST), glutatyon rediiktaz ve mitokondrial oksidaz sistemidir. Enzim olmayanlar
ise, bilirubin, albumin, iirik asit, a-tokoferol, askorbik asit, seruloplazmin, transferrin, ferritin
ve glutatyon gibi maddelerdir. Bunlar oksijen radikallerine karsi ilk savunma sistemini

olusturmaktadirlar (46).

Eksojen antioksidan olarak da allopurinol, folik asit, C vitamini, E vitamini,
asetilsistein, mannitol, adenozin, kalsiyum kanal blokerleri, non steroid antienflamatuar ilaglar

ve demir selatorleri sayilabilir (46).

Antioksidanlar ayrica primer, sekonder ve tersiyer olarak da smiflandirilmaktadir.
Yeni serbest radikal formasyonunu o6nleyen antioksidanlar primer antioksidanlar olarak
adlandirilmaktadir.  Ornek olarak SOD, GPx, metal baglayan proteinler, ferritin,

seruloplazmin, demir, hemopeksin, haptoglobulin gésterilebilir.

Bazilar1 ise metal iyonlar: ile reaksiyona girebilecek olan peroksitleri yok ederek
serbest radikallerin olusumunu &nlemektedirler (47). Sekonder antioksidanlar, zincir kirici
reaksiyon ile serbest radikalleri uzaklastirmaktadirlar. Lipid peroksidasyon zincirini kiran bir
antioksidan olan a-tokoferol hiicre zarinda bulunmaktadir. Askorbik asit suda erimekte ve
radikal toplayici olarak rol almakta, E vitamininin etkisini artttrmaktadir. Urik asit ksantin

oksidaz1 inhibe ederek serbest radikal olusumunu azaltmaktadir. Tersiyer antioksidanlar,
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serbest radikaller tarafindan hasar géren biyomolekiilleri onarirlar. DNA’y1 onaran enzimleri

de bu grupta yer almaktadirlar (43).
2.4.4.3. Enzimatik Antioksidanlar
A. Siiperoksit Dismutaz (SOD)

SOD, substrat olarak serbest oksijen radikallerinin kullanan ve siiperoksiti hidrojen
perokside ¢eviren bir metalloenzimdir. Bu reaksiyon “oksidatif strese karst ilk savunma”
olarak da adlandirilmaktadir. Ciinkii siiperoksit zincirleme radikal reaksiyonlarinin giiglii bir
baslaticisidir. Bu sistem sayesinde hiicresel kompartmanlardaki siiperoksit diizeyleri kontrol

altinda tutulmaktadir (47).
B.Katalaz

Katalaz peroksisomlarda bulunan bir enzimdir. Hidrojen peroksidi su ve oksijene
ayristirmaktadir. Katalaz yapisinda protoporfirin-IX, Fe (Hem) grubu igerir. Kan, kemik iligi,
karaciger, bobrek ve miikoz membranda yiiksek miktarda bulunmaktadir. Katalaz hiicreyi

kendi respiratuar patlamasina karsi koruyucu olarak hizmet etmektedir (48).
C. Glutatyon Peroksidaz (GPx)

GPx, pek cok hiicrede sitozollerde bulunan bir enzimdir. Sitozol ve mitokondrilerde
SOD tarafindan olusturulan hidrojen peroksit ve yag asidi hidroperoksitlerini ortadan
kaldirmaktadir. Ancak kapasitesi smurlidir. Diisiik hidrojen peroksit konsantrasyonunda

caligmaktadir. Kofaktor olarak selenyum elementinin kullanir (48).

GPx fagositik hiicrelerde 6nemli fonksiyonlara sahiptir. Diger antioksidanlarla birlikte
GPx, solunum patlamasi sirasinda serbest radikal peroksidasyonu sonucu, fagositik hiicrelerin
zarar gormesini engeller. Eritrositlerde de GPx oksidan strese karst en etkili antioksidandir.
GPx aktivitesindeki azalma, hidrojen peroksidin artmasina ve siddetli hiicre hasarina yol acar
(48).

D.Glutatyon-S-Transferazlar (GST)

Organizmaya giren ksenobiyotiklerin biyotransformasyonunda gorev almaktadirlar.
Basta arasidonik asit ve linoleat hidroperoksitleri olmak tizere lipit hidroperoksidlere karsi

glutatyon-S-transferazlar “Selenyum” bagimsiz aktivite gostermektedirler (48) .
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E.Glutatyon Rediiktaz (GR)

Glutatyon peroksidaz tarafindan hidrojen peroksit ve diger lipit peroksitlerin
yiikseltgenmesi sirasinda glutatyon, okside glutatyona doniismektedir. Oksidasyona ugramis

bu yapiy1 tekrar kullanmak i¢in rediikte glutatyona doniistiiren enzim glutatyon rediiktazdir
(48, 49).

F. Mitokondrial Sitokrom Oksidaz

Solunum zincirinin son enzimi olan sitokrom oksidaz siiperoksit radikalini suya

cevirerek etki gostermektedir (49).

2.5. Total Antioksidan Seviye (TAS)

Normal sartlarda organizma, endojen ve/veya eksojen nedenlerle meydana gelen
serbest radikaller ve bu radikallere bagli olarak gelisen oksidatif stres ile miicadele eden
karmasik bir antioksidan savunma sistemine sahiptir. Viicudun olusan oksidan durumlara
kars1 antioksidan savunma sistemlerinin ¢alisarak serbest radikallerin temizlenmesinde kan
¢ok onemlidir. Antioksidanlar kan ile viicudun tamamina tasinir ve dagitilir (50). Total
antioksidan kapasitenin biiyiik bir kismi plazmada bulunan antioksidan molekiillerle
olusturulur. Serbest demiri toplayan transferrin ve seruloplazmin gibi antioksidanlarin
yaninda yaninda serbest radikalleri kapan zincir kirict antioksidanlar da plazmada
bulunmaktadir. Albiimin, {irik asit ve askorbik asit gibi antioksidanlar ise plazmadaki total
antioksidan seviyenin % 85’inden fazlasini meydana getirir. Clinkii bu antioksidanlar
bilirubin, a-tokoferol, flavinoidler, indirgenmis glutatyon ve B-karoten gibi antioksidanlara
oranla plazmada daha yiiksek seviyelerde bulunur. Antioksidanlar plazmada kendi aralarinda
da etkilesim igindedirler. Bu etkilesimler sayesinde antioksidanlar tek baslarina yaptiklari
etkinin toplamindan daha fazla antioksidan etki gosterebilmektedir. Glutatyonun askorbati,
askorbatin da a-tokoferolii yeniden aktiflestirmesi bu sinerjistik etkiye ornek olarak
gosterilebilir. Bundan dolayidir ki total antioksidan durumun belirlenmesi antioksidanlarin

ayri ayri Olgiilerek belirlenmesinden ¢ok daha degerlidir (51,52).
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2.6. Total Oksidatif Stres (TOS)

Viicudumuzda mecut oksidan ve antioksidan dengenin oksidanlar lehine bozulmasi
sonucu meydana gelen patolojik durum Oksidatif stres olarak adlandirilir. Oksidatif stresin
toplam degeri Total Oksidatif Stres (TOS) olarak ifade edilir. Bu durum, asir1 miktarda reaktif
oksijen radikali ve/veya nitrojen radikallerinin olusumu veya antioksidan tampon sisteminin
yesizligi sonucu ortaya cikar. Reaktif oksijen ve nitrojen radikallerinin seviyelerindeki artis
ise hiicrelere toksik etki yapar ve hiicrenin lipit, protein ve DNA benzeri molekiillerine zarar

verir. Bu gibi durumlarda damar endoteli daha az oranda etkilenir. (51,52).

2.7. Oksidatif Stres indeksi (OSI)

Total oksidanlarin seviyelerinin, total antioksidanlarin seviyelerine boliinmesiyle elde

edilen oransal bir indekstir ve OSI degerinin yiiksek olmasi oksidatif stresin arttig

durumlarda ortaya ¢ikar (51-54).

( TOS, pmol H,O, Equiv./L.)
OSi =

(TAS, pmol trolox Equiv. / L.)x10

2.8. Thymoquinone

Nigella (Nigella sativa L.), Ranunculaceae familyasina mensup ve c¢ogunlukla
Akdeniz’e kiyisit olan {ilkelerde yetisen yillik otsu bir bitkidir. Halk arasinda bilinen adiyla
corekotu, Nigella sativa tiirii bitkilerin kapsiil igerisinde olusan tohumudur. Ozellikle Dogu
Akdeniz tilkelerinde tohumlari igin yetistirilir. Cigekleri narin ve genellikle beyaz veya soluk
koyu mavi 5-10 yapraklidir. Meyvesi her biri ¢ok sayida tohum igeren 3-7 birlesik folikiilden
olusan biiyiik ve sisirilmis bir kapsiil seklindedir (55,56).
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Nigella sativa tohumlar1 yag ve protein a¢isindan iyi bir kaynaktir. Tohumlarin analizi
sonucunda % 20.85 protein,% 38.20 yag,% 4.64 su, % 7.94 lif ve % 31.94 karbonhidrat
icerdigi gosterilmistir. Kursun, kadmiyum ve arsenik izine rastlanilmamistir. Potasyum,
fosfor, sodium ve demir baskin elementler olarak bulunurken ¢inko, kalsiyum, magnezyum,

manganez ve bakir daha diisiik oranlarda tesbit edilmistir (57).

Tohumlar potansiyel olarak yag asitlerinin yaklasik %84°ii oraninda linoleic ve oleic
asitten zengin doymamis yag asitleri igerirken total protein igeriginin yaklasik %30’unu

olusturan esansiyel aminoasitleri icermesi nedeniyle 6nemli bir besin kaynagidir(57,58).

Tohumlarin yag icerikleri ayn1 zamanda 6nemli miktarda steroller de igerir. Tohum
yaginin polifenoller (1,744 pg / g) ve tokoferoller (toplam o-,3- ve y-izomerlerinin 340 pg /
g’1) agcisindan zengin oldugu bulunmustur (58). Nigella sativa tohumlar1 %36-38 oraninda
sabit(fixed) yaglar, proteinler, alkaloidler, saponinler ve %0.4-%2.5 oraninda esansiyel yag
icerir(3). Sabit yaglar agirlikli olarak linoleik asit (C18: 2), oleik asit (C18: 1) ve palmitik asit
(C16: 0) olarak adlandirilan yag asitlerinden olusur (57,59).

Nigella sativa tohum yaglari ve ekstrelerinde farmakolojik olarak aktif olan
thymoquinone, dithymoquinone, thymohydroquinone ve thymol o&lgiimlerinde iyi kalite
kontrol yontemleri kullanilmistir (60). Diger aktif bilesenler ise indazol ¢ekirdek iceren
nigellidine ve bronsial astma tedavisinde kullanilan, ugucu yag fraksiyonundan izole edilen
nigellonedir (61). Ayn1 zamanda Nigella sativada ii¢ flavinoid ve triterpen saponin tesbit
edilmistir (60,62).

Tohumlar dogal aromatik yapilar1 nedeniyle Italya, Almanya, Giiney Fransa ve
Asya’da yemeklerde baharat olarak kullanilmaktadir. Halk hekimliginde ise Misir halki
tarafindan diiiretik, gaz giderici olarak, astma, solunum sikintis1 ve Oksiiriik tedavisinde

kullanilmistir (61,62).
Thymoquinone, Nigella Sativanin farmakolojik olarak bilinen en aktif igerigidir (63).

Nigella Sativa’nin ugucu yagmin temel biyoaktif bileseni olan thymoquinone
(C10H1002; 2-izopropil-5-metil-1,4-benzokinon (molekiil agirligi 164.2) uzun yillar
antioksidan, anti-inflamatuar ve antineoplastik ilag olarak kullanilmaktadir (63). Yapilan
caligmalarda thymoquinone pek ¢ok kanser tiiriinde hiicre ¢ogalmasini durdurucu etkiye sahip

oldugu tespit edilmistir. Thymoquinone etkili oldugu kanser tiirleri; gogiis adenokarsinomasi,
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over adenokarsinomasi (64), kolorektal kanser (65), insan pankreatik adenokarsinomu, rahim
sarkomasi1 (66), neoplastik keratinosit, insan osteosarkomasi (67), fibrosarkoma, akciger
sarkomas1 olarak siralanabilir. Ayrica thymoquinone, androjen reseptérii ve transkripsiyon
faktorti E2F-1’1 hedefleyerek hormon-refraktor (cevap vermeyen) prostat kanserini inhibe
ettigi bildirilmistir (68).

Nigella sativa’nin anti-diyabetik, anti-oksidan, anti-inflamatuar, anti-histaminik, anti-
mikrobiyal, anti-tiimoér, hematolojik ve immiinomodiilator etkilerileri ¢esitli caligmalarda

bildirilmigtir.

Thymoquinone’un farkli mekanizmalarla anti-oksidan etkileri oldugu bildirilmistir.
Stiperoksit radikal anyonu ve hidroksil radikalleri de dahil olmak {izere ¢esitli oksijen tiirleri
tizerinde radikal temizleyici etkisi oldugu gosterilmistir (69). Yapilan deneysel ¢alismada
demir bagimli mikrozomal lipid peroksidasyonunu inhibe ettigi gosterilmistir (70). Hiicresel

glutatyonu uyararak oksidatif stresi azaltmasida diger bir anti-oksidan 6zelligidir (71).

Sekil 3. Thymoquinone’nin kimyasal yapisi
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Tablo 1. Thymoquinone’in farmakolojik 6zelliklerinin bildirildigi ¢alismalarin derlemesi (72)

Ozellik Bulgular

Anti-Oksidan -Thymoquinone invitro demir bagimli mikrozomal lipid
peroksidasyonu inhibe etmistir

-Thymoquinone ile situmiile edilmis lokositlerin SOR’nin
yikict etkilerine kars1 korundugu goriilmiistiir

Anti- -Thymoquinone rat peritoneal lokositlerinde COX ve

inflamatuar Lipooksijenaj yollarini inhibe etmistir

-Thymoquinone alerjik ensefalomyelit, artrit ve kolit
modellerinde anti-inflamatuar etki gostermistir.

Anti-Histaminik | - Thymoquinone kobaylardan izole edilmis trakeal ve ileu diiz
kasinda histamin ve seratoninin etkilerini kaldirdi

Analjezik -Thymoquinone 4 farkli analjezi modelinde kuvvetli anti-
nosiseptif etki gostermistir

Anti-hipertansif | -Ratlarda intravendz Thymoquinone verilmesi doza bagimli
olarak kan basincini ve kalp atim hizini diisiirmiistiir

Anti- -Nigella Sativa tohumlar1 veya Thymoquinone’i de igeren
iriinleri  benzopirenle indiiklenmis mide tiimdrlerinden
korudugu ve standart antineoplastik ilaglarin sitotoksik
etkilerini azaltt1g1 gosterilmistir.

Karsinojenik

Anti-Mutajenik | -Sistozoma ile enfekte edilmis fare dalak ve kemik iligi
hiicrelerinde kromozomal sapmalardan korudugu gosterilmistir

(COX : Siklooksijenaz SOR : Serbest Oksijen Radikalleri)

2.9. Deksmedetomidin

Deksmedetomidin lipofilik yeni bir a-metilol derivesidir. Farmakolojik olarak genis
spektruma sahip, gii¢lii ve ileri derecede selektif o2-adrenoseptor agonistidir. Anestezide
premedikasyonda, ko-indiiksiyonda, rejyonel anestezide ve yogun bakimda koopere sedasyon
amaciyla kullanilmakta ayrica anksiyolizis ve solunum depresyonu olmadan analjezi

saglamaktadir (73).

29



Bir imidazol bilesigi olan deksmedetomidin, medetomidinin farmakolojik olarak aktif
dekstroizomeridir ve ileri derecede selektif, giiglii a2-adrenerjik reseptor agonistidir. Etki
mekanizmasi klonidin de dahil olmak tizere diger sedatif ajanlardan farklidir. Beyin ve spinal
korddaki reseptorlerin aktivasyonu sinirsel ateslemeyi inhibe ederek hipotansiyon, bradikardi,
sedasyon ve analjeziye neden olur. Diger alanlardaki reseptorlerin aktivasyonu ise tiikriik
salimiminda azalma, sekresyonlarda azalma ve gastrointestinal sistemde barsak motilitesinde
azalma, vaskiiler ve diger diiz kaslarda kasilma; renin saliniminin inhibisyonu, glomeriiler
filtrasyonda ve bobreklerden sodyum ve su saliniminda artma, intraokiiler basingta azalma ve

pankreastan insulin saliniminda azalmaya sebep olur (73,74).

Genel olarak presinaptik a2-adrenerjik reseptoriin aktivasyonu norepinefrin salinimini
inhibe eder, agr sinyallerinin yayilimimi durdurur. Santral sinir sistemindeki postsinaptik o2-
adrenerjik reseptoriin aktivasyonu ise sempatik aktivasyonu inhibe ederek kan basincini ve
kalp hizim1 disiirtir. Deksmedetomidin bu etkileri kombine ederck analjezi, sedasyon ve

anksiyolize sebep olur (74).

Faz III sedasyon ¢alismalar1 sonucu deksmedetomidinin analjezik 6zelliklere sahip bir
alfa—2 agonist sedatif oldugunu gostermistir. Deksmedetomidin intravendz infiizyonla
uygulandiginda solunum depresyonu olduguna dair kanit yoktur. Buna ek olarak klinik
caligmalar deksmedetomidin sedasyonunun siklikla hasta uyandirilabilirligi birlikte oldugunu
gostermis; bu da hastalarin uyarildiginda kolayca yanit verebildigi anlamina gelmektedir.
Deksmedetomidin kullanimi hafif ve tahmin edilebilir hemodinamik degisikliklere eslik eder
(74).

H3C H CH3
Ne X CH,

¢ | -HCI

HN

Sekil 4. Deksmedetomidin kimyasal yapisi
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Deksmedetomidin alfa-1 adrenoreseptorlere kiyasla, spesifik ve selektif olarak 1600:1
oraninda alfa-2  adrenoreseptorler iizerinde etki yapmaktadir. Deksmedetomidin

farmakokinetigi cinsiyet ve yasa bagimli olarak degisiklik géstermez (74).

Deksmedetomidine preklinik olarak potent, nonselektif a2-adrenoseptor agonisti ilag olarak
tanimlanmistir. Klonidinin parsiyel agonistik etkilerine ragmen deksmedetomidine tam

agonistik aktiviteye sahiptir (75) .

a2-agonistlerinin kardiyovaskiiler sistem {izerine temel etkileri bradikardi, sistemik
vaskiiler rezistansta azalma ve dolayl olarak miyokardin kontraktilitesi, kardiak output ve

sistemik kan basincinda diismedir (75).

Sempatik sinir sistemi aktivasyonuyla birlikte presinaptik sinir sonlanmalarindan
norepinefrin ve adrenal medulladan da epinefrin salinimini tetiklenmektedir. Katekolamin
artist tasikardi ve kan basinci artisiyla giden bir hiperdinamik durum yaratir.
Deksmedetomidinin sempatolitik etkisi ile doza bagimli olarak plazma norepinefrin
konsantrasyonunda diisme ve bunun sonucunda yine doza bagl olarak kalp hizi ve kan
basincinda azalma yapar. Insanlarda deksmedetomidinin bolus dozunun hemodinamik etkileri
bifazik cevap seklinde ortaya c¢ikmaktadir. Deksmedetomidinin 2pg/kg iv  bolus
enjeksiyonundan 5 dakika sonra, bazal degerlere gore baslangicta kan basincinda %22
oraninda bir artig, kalp hizinda ise %27 oraninda bir azalma meydana gelmektedir.
Deksmedetomidin hizli 1.V verilisi kan basincinda gegici bir artis olusturur. Kan basincinda
baslangicta goriilen bu artis muhtemelen deksmedetomidinin periferal o2-reseptorler
tizerindeki etkisine baghdir. Kalp hiz1 15 dakika icerisinde normal degerlere donmektedir ve
kan basinglar1 da 1 saat igerisinde bazal degerin %15 kadar altina inmektedir. Ayn1 dozun
intramuskiiler enjeksiyonunda kan basincinda baslangictaki artis goériilmemektedir ve hem

kalp hiz1 hem de kan basinglar1 bazal degerin %10 sinirlari igerisinde seyretmektedir (76).

Deksmedetomidin plazma norepinefrin konsantrasyonunu doza baglh olarak azaltir ve
doza bagli olarak kalp hiz1 ve kan basincini azaltir. Bununla birlikte deksmedetomidin hizli i.v
verilisi kan basincinda gegici bir artis olusturur. Bu etki muhtemelen vaskiiler diiz kasta
bulunan periferik a2-adrenoseptorlerin aktivasyonunun tetikledigi vazokonsriksiyona bagl

olabilir. Kan basincindaki bu artis kalp hizinda %25 oraninda azalmasi ile birliktedir (75).

Deksmedetomidin, yogun bakimda ideal bir sedatif ajandan beklenen iyi bir sedasyon

saglama ve kolay uyandirilabilirlik, analjezik etki, anksiyolizis, birikici etkisinin olmamasi,
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solunum depresyonu yapmamasi, hemodinamik stabilite saglamasi, bulanti, kusma ya da
konstipasyon yapmamasi kriterlerine teorik olarak tamamen uymaktadir. Deksmedetomidin
faz 3 caligmalarda klinik olarak etkili bir sedasyon saglamistir. Deksmedetomidinin hipnotik
ve sedatif etkileri predominant noradrenerjik niikleus ve uyanikligin 6nemli diizenleyicisi olan

locus coreleus’a olan etkisine baglanmaktadir (73).

Deksmedetomidinin tiim etkileri, sedasyon ve sempatolitik etkileri bir a2 adrenerjik

antagonisti olan “atipamezol” uygulanarak kolaylikla geri ¢cevrilebilmektedir (77)

a2 adrenerjik agonistlerin opioid analjezisini potansiyalize ettikleri gdsterilmistir. Cok
selektif a2 agonist olan deksmedetomidinin analjezik etkisi ¢ogu ¢alismada arastirilmistir.
Calismalarda spinotalamik dorsal kok noronlarinda deksmedetomidin ve medetomidinin
sistemik ve intratekal uygulanmasi sonucu olusan nosiseptif cevaplarin inhibisyonunun
elektrofizyolojik olarak gosterilmesi ile kuvvetlendirilmistir. a2 agonistler morfinin analjezik
etkisini potansiyalize ederler ve cerrahi sonrasi analjezik kullanimini %10-15 oraninda
azaltirlar. Bu etki sempatik sinir uglarinda ve spinal kordda adrenoseptdrlerin stimiilasyonu
sonucu olabilir. Deksmedetomidinin analjezik koruyucu etkisi preemptif anajezik etki veya
rezidiiel aditif etki ile agiklanabilir. Bir¢cok ¢alismada deksmedetomidin ve medetomidinin

doza bagimli analjezi olusturduklari gosterilmistir (73).

Deksmedetomidinin ilging bir 6zelligi de benzodiyazepin veya opiyoidler gibi diger

sedatif ajanlarla karsilastirildiginda minimal solunum depresyonu olusturmasidir. (71).

Deksmedetomidinin anestezik ihtiyacini azalttifina dair bircok yayin mevcuttur.
Cerrahi sirasinda deksmedetomidin inflizyonun plasebo ile karsilastirildigi cift kor bir
calismada, deksmedetomidinin izofluran ihtiyacin1  azalttigi  gosterilmistir  (78).
Deksmedetomidin anestezi indiiksiyonunda barbiturat ihtiyacimi azaltmustir (77). Alfa 2-
adrenerjik agonistler anestezi i¢in degerli olan bircok Ozellikler tagimaktadirlar. Ancak
insanlarda anestezik konsantrasyonlarda goriilen kardiyovaskiiler etkileri (hipotansiyon ve
bradikardi) onlarin primer bir anestezik ajan olarak kullanilmalarin1 6nlemektedir. Bu yiizden

onlarin anestezideki rolii anestezik ilaglara bir adjuvan olmakla siirlanmaktadir (75).

Deksmedetomidin goniillillerde yapilan bir arastirmada transkranial doppler ile
serebral kan akimini doza bagl olarak azalttigi goriilmiistiir. Bu 06zelligi ile iskemik

yaralanmalardan koruyucu olabilirler. Deneysel modellerde noroprotektif etkileri rapor
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edilmesine ragmen gecici global iskemi atagi sonrasinda eksitatdr aminoasit artigini

onlememistir (74).

Deksmedetomidin siklikla salivasyonu azaltir. Doza bagli olarak biiylime hormonu
sekresyonunu, plazma renin aktivasyonunu ve prolaktin seviyesini etkilemeksizin arttirmistir.
Teorik olarak o2-agonistler plateletlerin agregasyonunu artirirlar. Klinikte buna iligkin

delillere rastlanmamustir (74).

Deksmedetomidinin teratojenik etkileri heniliz ¢alisilmamustir, fakat ilag plasentayi
gegmektedir. Deksmedetomidinin yan etkileri hipotansiyon, hipertansiyon, bulanti,
bradikardi, atriyal fibrilasyon ve hipoksiyi igermektedir. Doz asimi birinci dereceden veya
ikinci dereceden atrioventrikiiler bloga neden olabilir. Deksmedetomidinle birlikte goriilen
yan etkiler ilacin yiikleme dozundan sonra ortaya ¢ikmaktadir. Yiikleme dozunu vermeyerek
veya azaltarak bu etkiler ortadan kaldirilabilir. Deksmedetomidinin uzun siireli kullanimi ile
ilgili ¢caligma yapilmamistir fakat klonidinde goriildiigii gibi adaptasyona bagl degisiklikler

veya ¢ekilme sendromu deksmedetomidinde de beklenebilir (74).
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3. MATERYAL VE METOD

Calismamiz Yerel Etik Kurulu onayr (Harran Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kurulu’nun 30.04.2012 tarih B.30.2.HRU.0.05.07.00/270 sayili onay karar1 alindiktan
sonra, Cevre ve Orman Bakanligi tarafindan Resmi Gazete’nin 6 Temmuz 2006 tarih ve 2622
sayili niishasinda yayimlanan Hayvan Deneyleri Etik kurullarinin Calisma Usul ve Esaslarina
dair Yonetmelik ile Harran Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu Y&nergesine

uygun olarak gerceklestirildi.

3.1 Calisma gruplarinin olusturulmasi

Ortalama agirliklar1 180-240 gr. olan 50 adet Wistar-albino cinsi disi rat randomize
olarak esit sayida (n = 10) 5 gruba ayrildi. Ratlar ¢alisma dncesinde oda sicakliginda ve 12
saat 151k 12 saat karanlik ortamda tutuldu. Tiim ratlar standart kosullar altinda sebeke suyu ve

standart rat yemi ile beslendi. Girisimden 8 saat once tiim ratlarin beslenmesi kesildi
3.2. Iskemi Reperfiizyon Hasar1 Modeli

Deneyde kullanilan tim ratlara 8 saat aglik sonrasinda Ketamin 87 mg/kg
intraperitoneal olarak (Ketalar; Parke Davis, Eczacibasi, Istanbul, Tiirkiye) ve Xylazine 13
mg/kg (Rompun; Bayer AG, Leverkusen, Germany) dozlarinda yapildi. Gerekli oldugunda
deney stiresince bir kez olmak lizere ek doz yapilmasi planlandi. Yassin ve ark. yapmis
oldugu iskem-reperfiizyon modeli 6rnek alindi (79). Ratlarin sol alt ektremileri elastik bandaj
ile sarilip, satiirasyon kayb1 ve renk degisikligi saglandi. Islem sonunda histolojik doku 6rnegi
ve yeterli kan 6rnegi alindiktan sonra ratlara anestezi altinda dekapitasyon uygulandi. Tiim
gruplarda toplam calisma siireleri esit tutuldu. Iskemi ve reperfiizyon islemlerinin sonunda
ratlarin karin bolgesi dezenfekte edildikten sonra orta hat insizyonla laparatomi yapildi. Vena
kava inferiordan kan numuneleri alinip iskemi reperfiizyon ile oxidatif stres arasindaki iligkiyi
aragtirmak amaciyla TOS ve TAS olglimii yapilmak iizere biyokimyasal incelemeye

gonderildi. Bobrek numuneleri alinip histopatolojik inceleme yapilda.
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3.3. Thymoquinone’in Hazirlanmasi

Thymoquinone dimetil siilfoksit (DMSO) kullanilarak eritilip intraperitonel

enjeksiyon i¢in hazirlandi.
3.4. Deney Gruplari ve Protokol
Bes grup olusturuldu.

Grup 1 (Sham, n=10): Calisma boyunca anestezi uygulamasi diginda hi¢ bir islem

gerceklestirilmedi. Reperflizyon siiresinin bitimine uyan saatte doku ve kan 6rnegi alindi.

Grup 2 (Kontrol, /R, n=10): Anestezi sonras1 sol alt ekstremiteye turnike ile 4 saat
iskemi ve 2 saat reperfiizyon uygulandi, ilag verilmedi. Reperfiizyon siiresinin bitimine uyan

saatte doku ve kan 6rnegi alindi.

Grup 3 (I/R, Thymoquinone, TQ n=10): Anestezi sonras1 sol alt ekstremiteye turnike
ile 4 saat iskemi ve 2 saat reperfiizyon uygulandi, turnike agilmadan 5 dakika 6nce 20 mg/kg
Thymoquinone, intraperitoneal (i.p.) olarak verildi. Reperfiizyon siiresinin bitimine uyan

saatte doku ve kan 6rnegi alind1.

Grup 4 (I/R, Deksmedetomidin, Dex n=10): Anestezi sonrasi sol alt ekstremiteye
turnike ile 4 saat iskemi ve 2 saat reperflizyon uygulandi, turnike acilmadan 5 dakika 6nce
25mcg/kg deksmedetomidin, i.p. olarak verildi. Reperfiizyon siiresinin bitimine uyan saatte

doku ve kan 6rnegi alindu.

Grup 5 (I/R, Deksmedetomidin + Thymoquinone, Dex-TQ n=10): Anestezi sonrasi
sol alt ekstremiteye turnike ile 4 saat iskemi ve 2 saat reperflizyon uygulandi, turnike
acilmadan 5 dakika 6nce 25mcg/kg deksmedetomidin ve 20 mg/kg Thymoquinone, i.p. olarak

verildi. Reperfiizyon siiresinin bitimine uyan saatte doku ve kan 6rnegi alindu.
3.5. Bobrek Dokularinin Histopatolojik Incelenmesi

Histopatolojik inceleme icin bobrek dokulart ayri ayri %10’luk tamponlu nétral
formaldehit ¢ozeltisinde fikse edildi. Ornekler parafin bloklara gémiildii. 5 mikronmetrelik

kesitler alindi. Hematoksilen eozin boyasi ile boyandi. 20 objektiflik biiyiitme kullanildi.
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3.6. Histopatolojik Skorlama

Solez ve ark. (80) tarafindan kullanilan skorlama sistemiyle bobrek hasarmin siddeti
skorlandi. Skorlama igin preparatlarda; Histolojik parametre olarak tiibiiler nekroz, interstisyel
0dem, firgams1 kenar kaybi ve tiibiil epitelinin bazal membrandan ayrilip liimene dokiilmesi
(cast formasyonu) degerlendirildi. Yok:0 var:1 belirgin:2 olarak kabul edildi. Her 6rnek igin

tiim parametre skorlar1 toplanarak histolojik skor belirlendi.

3.7. TAS Olciimii

Orneklerin TAS diizeyi, Rel Assay marka ticari kitler kullanilarak dl¢iilmiistiir. Ol¢iim
yontemi drnekteki tiim antioksidan molekiillerin renkli ABTS katyonik radikalini rediiklemesi
sonucu renkli radikalin antioksidan molekiillerin toplam konsantrasyonlariyla orantili olarak
dekolorize olmasi esasina dayanir. Kalibrator olarak E vitamininin suda ¢6ziiniir bir analogu
olan Trolox kullanilir. Sonuglar mmol Trolox Equivalent/L olarak ifade edilir (51).

Dokulardaki TAS sonuglar1 Trolox Equivalent/gram protein olarak ifade edildi.

3.8. TOS Ol¢iimii

Orneklerin TOS diizeyi, Rel Assay marka ticari kitler kullanilarak dlciilmiistiir. Olgiim
testin calisma prensibinde ifade edildigi lizere 6rneklerin icerdigi oksidan molekiillerin ferroz
iyonu ferrik iyona kiimiilatif olarak oksitlemesine dayanan, kolorimetrik yontem kullanilir.
Sonuglar pmol H,O, Equivalent/L olarak ifade edilir (81). Dokulardaki TOS sonuglari pmol
H.O, Equivalent/gram protein olarak ifade edildi.

3.9. OSI Hesaplanmasi

Orneklerin OSI hesaplanirken TAS degerleri 10 ile carpilarak TOS ile birimler
esitlenir. Orneklerin igerdigi TOS diizeylerinin, drneklerin igerdigi TAS oran1 OSI olarak
belirtildi (82). Sonuglar Arbutrary Units (AU) olarak ifade edildi.
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( TOS, nmol H,O, Equiv./L.)
OSi =

(TAS, pmol trolox Equiv. / L.)x10

3.10. istatistiksel Analiz

Istatistiksel degerlendirmede SPSS paket programi kullamldi. Gruplar arasi niceliksel
verilerin degerlendirilmesinde Kruskal Wallis testi kullanildi ve Post Hoc Bonferroni

diizeltmesi yapildi.

Kruskal Wallis testi i¢in p<<0.05 degerleri istatistiksel olarak anlamli olarak kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

Bu ¢alismaya toplam 50 rat dahil edildi ve her grupta 10 adet olacak sekilde 5 gruba
ayrildi. Ratlarin tiimiine ¢alisma protokolii uygulanip, ¢alisma sonunda ratlardan kan ve doku
ornekleri alind1 ve ratlar sakrifiye edildi. Ratlardan alinan kan &rneklerinde TAS, TOS ve OSI

parametreleri 6l¢iiliip Gruplar arasi istatistiksel olarak kiyaslandi (Tablo 2).

Uzman patolog tarafindan yapilan histopatolojik degerlendirmeler sonucunda elde
edilen skorlar istatistiksel olarak kiyaslandi. Tiim gruplara ait EM Ornekleri Resim 26 ‘da

sunulmustur. Gruplara ait histopatolojik skorlama Tablo 2 de gosterilmistir.

Tablo 2. Gruplar Aras1 TAS, TOS, OSi ve Histopatolojik Hasar Skorlar1 Karsilastiriimasi

Sham G. Kontrol G. Dex.G. TQ.G. Dex-TQ G. p
TAS 0.33+0.07" 0.07+0.01* 0.13+0.03*"* 0.14+0.03" 0.13+0.017* <0.05
TOS 18.68+3.41" 36.97+6.26* 27.46+5.90*" 27.51+3.73*" 26.41+£5.84*%" <0.05
OSsi 5.92+1.89" 54.84+20.67*  21.29+7.11°* 20.11+6.90*" 20.82+6.23*" <0.05
Histolojik 2.60£0.69* 4.60+0.69 3.10+0.87" 2.80+0.91* 3.10+1.44" <0.05
hasar
skorlamasi

* Sham grubuna gére anlamli deger p<0.05

+ Kontrol grubuna gore anlamli deger p<0.05

4.1. Gruplarin TAS Degerlerinin Karsilastirilmasi

Alman kan orneklerinde ortalama TAS degerleri hesaplandiginda en diisiik degerinin
kontrol grubunda (0.07+0.01 mmolTroloks Eqv./L) oldugu en yiiksek degerin ise Sham
grubunda (0.33+0.07 mmolTroloks Eqv./L) oldugu saptandi (Tablo 2) .

TAS gruplar arasinda kiyaslandiginda;

1-Sham, TQ, Dex, Dex-TQ gruplarinin TAS degerleri Kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlaml olarak yiiksek tespit edildi (p<0.05).
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2-Sham grubu TAS degeri diger gruplara gore istatistiksel olarak anlamli yiiksek
bulundu. (p<0.05).

3- TQ, DEX, DEX-TQ gruplarinin gruplar aras1t TAS degerleri karsilagtirildiginda
istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi (p>0.05) (Grafik 1).
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Grafik 1: Gruplar arast TAS degerlerinin karsilastirilmasi

4.2. Gruplarin TOS Degerlerinin Karsilastirilmasi

Alinan kan orneklerinde ortalama TOS degerleri hesaplandiginda en diisiik degerinin
Sham grubunda (18.68+3.41 umolH,O,Eqv/L) oldugu en yiiksek degerin ise Kontrol
grubunda  (36.97+6.26 pmolH,0,EQV./L ) oldugu saptandi (Tablo 2).
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1-Sham, TQ, Dex, Dex-TQ gruplarinin TOS degerleri Kontrol grubuna gore

istatistiksel olarak anlamli olarak diisiik tespit edildi (p<0.05).

2-Sham grubu TOS degeri diger gruplara gore istatistiksel olarak anlamli diisiik

bulundu. (p<0.05).

3- TQ, Dex, Dex-TQ gruplarinin gruplar arast TOS degerleri karsilastirildiginda

istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi (p>0.05) (Grafik 2).
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Grafik 2: Gruplar aras1 TOS degerlerinin karsilastirilmasi

4.3. Gruplarin OSI Degerlerinin Karsilastirilmasi

Alinan kan &rneklerinde ortalama OSI degerleri hesaplandiginda en diisiik degerinin

Sham grubunda (5.92+£1.89 AU) oldugu en yiiksek degerin ise Kontrol grubunda

(54.84+20.67 AU ) oldugu saptand (Tablo 2).
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OSI gruplar arasinda kiyaslandiginda;

1-Sham, TQ, Dex, Dex-TQ gruplarmin OSI degerleri Kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli olarak diisiik tespit edildi (p<0.05).

2-Sham grubu OSI degeri diger gruplara gore istatistiksel olarak anlamli diisiik
bulundu. (p<0.05).

3- TQ, Dex, Dex-TQ gruplarmin gruplar arast OSI degerleri karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi (p>0.05) (Grafik 3).
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Grafik 3: Gruplar aras1 OSI degerlerinin karsilastiriimasi

4.4. Gruplarin Histopatolojik Hasar Skorlarimin Karsilastirilmasi

Uzman patolog tarafindan her bir ratin bobrek numunesine histopatolojik hasar

skorlamas1 yapilip gruplarin ortalama skorlar1 karsilagtirildi. En diisiik degerinin Sham
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grubunda (2.60+0.69) oldugu en yiiksek degerin ise kontrol grubunda (4.60+0.69) oldugu
saptand1 ( Tablo 2).

Histopatolojik Hasar Skoru gruplar arasinda kiyaslandiginda;

1-Sham, TQ, Dex, Dex-TQ Gruplar1 Kontrol grubuna gore histopatolojik hasar skoru
istatistiksel olarak anlamli disiik tespit edildi (p<0.05) (Resim 1-5).

2- Sham, TQ, Dex, Dex-TQ Gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
saptanmadi. (p>0.05).

Resim 1. Sham Grubu Bobrek HEx20 Fokal alanlarda hafif derecede interstisyel

0dem, fircamsi kenar kaybi ve tiibiiler cast formasyonu varlig izlendi.

42



Resim 2. Kontrol Grubu Bébrek HEX20 Yaygn tiibiiler hasarda goriilen bulgular
tiibiiler dilatasyon, interstisyel 6dem, tiibiil epitel nekrozu tiibiil epitelinin liimene dokiilmesi

izlenmekte.

Resim 3. Deksmedetomidin Grubu Bobrek HEX20 Ancak birkag fokal alanda
secilebilen tiibiiler nekroza fokal alanlarda hafif interstisyel 6demin, fircamsi kenar kaybinin

ve fokal hafif tiibiiler cast formasyonun eslik ettigi izlendi.
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Resim 4. Deksmedetomidin + Thymoquinone Grubu Bobrek HEx20 Ancak birkag
fokal alanda segilebilen tiibiiler nekroza fokal alanlarda hafif interstisyel ddemin, firgamsi

kenar kaybinin ve fokal hafif tiibiiler cast formasyonun eslik ettigi izlendi.

Resim 5. Thymoquinone Grubu Boébrek HEx20 Ancak birkag fokal alanda
secilebilen tiibiiler nekroza fokal alanlarda hafif interstisyel 6demin, firgams1 kenar kaybinin

ve fokal hafif tiibiiler cast formasyonun eslik ettigi izlendi.
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5 TARTISMA

Bu ¢alismadaki amacimiz, ratlarda alt ekstremitede turnikeyle IR olusturup meydana
gelen IRH’mnda Thymoquinone ve Deksmedetomidin’in bobrek iizerine etkilerini
arastirmaktir. 4 saat iskemi sonrasi 2 saat reperfiizyon yapildi ve ¢alisma sonunda bobrek ve
kan numuneleri alindi. Bobreklerdeki hasar histopatolojik olarak incelendi ve alinan kan
numunlerinde TAS, TOS, OSI calisildi. Sonugta TQ, DEX ve DEX-TQ gruplarinindaki
histopatolojik hasar ve TAS, TOS, OSIi degerleri kontrol grubuna gore oksidatif stres

yoniinden anlamli sekilde daha olumlu bulundu.

Herhangibir nedenle olusan iskemi dokunun oksijenden yoksun kalmasina ve
beslenmesinin bozulmasina neden olur. iskemi sonucunda dokunun hipokside kalmasiyla
hipoksik doku hasar1 ortaya gikar, asidoza neden olur. Toksik metabolitler dokuda birikip,
hiicre disfonksiyonu ve sonrasinda hiicre 6liimiine kadar gidebilen biyokimyasal reaksiyonlar
baglar. Iskemi sonrasinda o boélgedeki kan akiminin yeniden saglanmas: (reperfiizyon) ve
hiicre icine molekiiler oksijenin yeniden sunulmas: ile birlikte ROS tiirevleri hizla olusur
(1,2). iskemik bir dokunun yeniden kanlandiriimas: doku nekrozunun énlenmesi acisindan
onemli olmasina ragmen, iskemik dokuda kan akiminin yeniden saglanmasi ile reperfiizyon

hasar1 ortaya ¢ikmaktadir. IRH’dan SOR sorumlu tutulmaktadir (9).

Cesitli cerrahi operasyonlarda 6zellikle ortopedik cerrahide alt ekstremitelerde turnike
kullanim1 sonras1 IRH ortaya ¢ikmaktadir. IRH nin lokal ve sistemik etkiler olur ve uzak

organlardan bobrek tutulumu morbiditeyi ve mortaliteyi etkiler (9,10).

Turnike, gilinlik cerrahi pratiginde ¢ok kullanildigindan olusturdugu etkileri
gorebilmek icin deneysel alt ekstremite IR modeli 6rnek alindi. Bu konudaki c¢alismalarda
ratlarin bobreklerinin verdigi yanit ¢ok iyi belirlenmis ve ¢alismalarin ¢ogunda ratlar tercih

edilmistir (83). Bizde ¢alismamizda Wistar albino cinsi ratlar1 kullandik.

SOR bobreklerde glomeriiler, tubulointertisyel ve endotelyal degisikliklere neden olur.
Glomeriiler fonksiyonlar, temelde SOR’un mezensial ve endotelial hiicreleri hasarlamasiyla
etkilenir. Mezensial hiicrelerce Low-density lipoprotein (LDL)’nin oksitlenmesiyle endotelyal
ve mezensial hiicrelerin apoptozis mekanizmalar1 aktive olur. Sonugta glomeruloskleroz ve
hizli progresyon gosteren renal bozulmayla karakterize glomerulopati olusur. Ayrica oksidatif

stres sonucu sitokinler, kemokinler, inflamatur enzimleri stimiile eden Niikleer Faktor Kappa
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B aktivasyonu da glomeriil hasarina neden olur. Glomeriiler hasar sonucu segici gegirgenlik
ozelligi kaybolur ve hemoglobin, okside LDL, nefrotoksik ilaglar gibi makromolekiiller
tiibiilus epiteliyle kars1 karsiya gelirler. Hemoglobin i¢indeki serbest demir iyonlar1 ve SOR
proksimal tiibiil epitelindeki makrofajlar1 aktive ederek intertisyel fibrozise ve sonugta kronik
bobrek yetmezligine neden olurlar. SOR {iretiminin artmasi damar diiz kas hiicrelerinin
proliferasyonuna ve sonugta renal hipertansiyona neden olur. SOR miktar1 yiikseldikce
endotelyumdaki bu hasar artar ve NO azalmasina ve vazokonstriiksiyona neden olur (84).
Insan hiicrelerinde yapilan in vitro ¢alismalarda anti-oksidanlarn bu hasar1 onleyebildigi

gosterilmistir (85,86).

Bobrekteki hasarin  derecesi iskeminin siddetine ve siliresine bagli olarak
degisebilmektedir. Iskemiyle beraber olusan SOR hasarda rol oynarken, paradoks olarak
reperfiizyonla beraber biriken maddelerin dolasima yeniden katilmasiyla hasar siddetlenebilir.
IRH her zaman SOR suglanmistir ve akut allogreft rejeksiyonunda da rol aldiklari da
gosterilmistir. Siklosporin A gibi immunsupresif ajanlar da renal greftlerde oksidatif stressi
indiikleyip NO inhibisyonuyla vazokonstriiksiyona neden olurlar. Deneysel allogreft
calismalarinda NADPH oksidaz ve Ksantin Oksidaz aktivitelerinin artmis olmasi SOR
liretiminin artmis olmasiyla iligkili bulunup akut rejeksiyon sinyali olarak kabul edilmistir.
Tungsten ile Ksantin Oksidaz inhibe edilmis; SOR iiretimi, inflamasyon ve akut rejeksiyon
sinyallerinin belirgin sekilde azaldigi gorilmistir. SOR temizleyicilerinin iiretimi
arttirlldiginda ise; bobrek fonksiyonlarinin iyilestigi, tiibiiler hasarin ve mortalitenin de
azaldig1 goriilmistiir (87-89). ABY olan hastalarda goriilen oksidatif stresin SOR {iretimi ve
anti-oksidan sistem arasindaki dengesizlikten kaynaklandigi diistiniilmektedir. Ciddi ABY
olan hastalardaki plazma tiyol diizeyi (anti-oksidan kapasite indeksi) saglikli ve son donem
KBY hastalarina gore daha diistik bulunmus, plazma karbon seviyesi (oksidatif hasar indeksi)

ayni1 hasta gruplarina gore daha yiiksek bulunmustur (90).

IRH nedeniyle olusan SOR bircok doku ve organda istenmeyen sonuclara neden
oldugundan anti-oksidan tedaviler iizerinde birgok ¢alisma yapilmistir. Tiklopidin, mannitol,
allopiirinol, askorbik asit, siiperoksit dismutaz gibi bazi maddeler denenmis ve deneysel
olarak iskemi reperfiizyon hasarimi 6nlemede etkili olduklar1 gésterilmistir (91). Deneysel
KBY olusturulan ratlarda anti-oksidan Ozellikteki N-asetilsistein  (NAC)’in lipid
peroksidasyonu ve inflamasyonu, plazma aldesteron seviyesi ve protein atilimini azalttigi,

bobrek fonksiyonlarimi gelistirdigi gosterilmistir (92). Diabetik nefropatinin patogenizinde
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oksidatif hasar rol aldigindan (93) tedavide anti-oksidanlarlarin denendigi ¢alismalar
yapilmistir. Anti-oksidan ozellikteki E vitamini insanlarda, alfa lipoik asitin ise ratlarda

diabetik nefropatide hasar1 azalttig1 gosterilmisir (94).

Ratlarda alt ekstremite IRH olusturmak icin cesitli modeller kullanilmistir. Femoral
arter klemplenmesi veya bandaj yontemleri kullanilir (95-98). Cerrahide kullanilan turnikeye
daha yakin olmasi nedeniyle ¢alisgmamizda Yassin ve ark. uyguladigi yontemi model alarak

ratlarin sol alt ekstremitelerine elastik bandajla iskemi saglandi (79).

Deneysel caligmalarda IR siiresi hakkinda ortak bir gériis yoktur. Turnikeyle
olusturulan iskemide hasarin 1l.veya 2. saatte basladigin1 gdsteren c¢aligmalar (25) olmakla
beraber uzak organ hasarinin 4. saatte gelistigi de bildirilmistir (99). Sobhani ve ark. iskemi
sonrasi renal hasarmn en erken 2 saat sonra gozlenebildigi belirtmislerdir (100). Elastik bandaj
ile yapilan iskemi reperfiizyon modelinde 4 saatlik iskemi siiresini takiben 2 saat reperfiizyon
uygulamiglardir (95,101). Calismamizda Onceki ¢aligmalar da dikkate alinarak 4 saatlik
iskemiyi takiben 2 saatlik reperfiizyon yapildi.

IRH’m1 azaltmak i¢in deneysel modellerde bir¢cok kimyasal ve ila¢ kullanilmis fakat
ciddi yan etki veya cerrahi sirasinda kullanimi uygun olmadigindan giinliik pratikte yer
alamamiglardir. Bu ylizden anestezi sirasinda kullanilan sedatif ve hipnotiklerin IRH ndaki
etkileri 6nemli olmustur (102). Calismamizda anestezi ve yogun bakimda sedasyon amaciyla
kullanilan alfa-2 agonisti olan Deksmedetomidin’i IRH’na kars1 koruyucu etkilerinden
(103,104) dolayi tercih ettik.

IR’a bagli uzak organ hasarinda Deksmedetomidin’in etkisi ¢esitli ¢aligmalarla
incelenmistir. Renal arter klemplenmesiyle olusan IRH’1mn akciger (105) veya kars1 bdbrek
lizerindeki etkileri (96,106,107) calisitlmistir. Karaciger IR modelinde, karacigerdeki etkileri
(108) ve uzak organ olarak yine bobrek ve akciger tizerindeki etkileri de (109) arastirilmustir.
Ekstremite IR modeli olarak fazla ¢alisma olmamakla beraber Deksmedetomidin insanda iist
ekstremite IR modelinde ¢alistimistir (110). Alt ekstremite IRH’nda Deksmedetomidin’in
etkisine yonelik yeterli veri yoktur.

Deksmedetomidin’in IR modellerinde bobrek iizerindeki etkilerinin arastirildig
calismalarda histopatolojik degerlendirmeler yapilmistir. Bobreklerde IRH na bagl tiibiiler
epitelyumda nekroz, apoptozis, ndtrofil infiltrasyonu, fircams: kenar kaybi gibi parametreler

incelenmis ve ¢esitli hasar skorlariyla degerlendirilkmistir. Kocoglu ve ark. yaptig1 calismada
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[RH’na karst deksmedetomidinin bobreklerdeki koruyucu etkisi histopatolojik olarak
gosterilmistir (96). Yine Renal IR modelinde akcigerde (105) ve karsi bobrekte (111)
koruyucu oldugu alman kesitlerde gdsterilmistir. Mezenter arter okliizyonuyla olusturulan IR
modelinde alinan bobrek numuneleri incelendiginde Deksmedetomidin  grubunda
histopatolojik olarak kontrol grubuna gore daha az hasar gorilmiistiir (107). Calismamizda
Solez ve ark.’nin (80) histopatolojik degerlendirme ve skorlama sistemi kullanildi. Uzman
patolog tarafindan tiibliler nekroz, interstisyel 6dem, firgamsi kenar kayb1 ve tiibiil epitelinin
bazal membrandan ayrilip liimene dokiilmesi (cast formasyonu) degerlendirildi.
Deksmedetomidin grubu Kontrol grubuna gore histopatoloji hasar skoru anlamli olarak diisiik
tespit edildi, Sham grubu ve TQ, Dex-TQ grubuna gore fark bulunmadi.

Deksmedetomidin’in IRH’nda anti-oksidanlara etkisi arastirilmistir. Uysal ve
arkadaslar1 ratlar iizerinde yaptiklari calismalarinda IR sonrasi Deksmedetomidin verilen
grupta NO, MDA ve myeloperoksidaz (MPO) seviyelerinin kontrol gruplarina gore daha
diisiik oldugunu gostermislerdir (112). Deneysel mezenterik arter okliizyonuna bagl IR
modelinde MDA, TAS, TOS, lipid hidroperoksidaz, SOD, katalaz ve MPO aktivite seviyeleri
incelenmis ve Deksmedetomidin verilen grupta TOS, lipid hidroperoksidaz, MDA ve MPO
seviyeleri kontrol grubuna goére daha diisik, TAS, SOD, Katalaz aktivitelerinin ise kontrol
grubuna goére daha yiiksek bulunmustur (107). Karaciger IR modelinde ise Dex grubunda
kontrol grubuna gére TAS, paraksonaz seviyeleri daha yiiksek, TOS ve OSI seviyeleri daha
diisiik bulumustur (109).

Testikiiler torsiyonla olusturulan IR modelinde Deksmedetomidin verilen grupta TAS
seviyesi kontrol grubuna gore daha yiiksek, MDA seviyesi ise daha diisiik bulunmustur (103).
Ratlarda overlerde IR yapilmis Dex verilen gruptaki MDA seviyesi ve DNA hasar1 kontrol
grubuna gore daha diisiik, glutatyon seviyesi ise daha yiiksek bulunmustur (113).

Calismamizda TAS, TOS, OSI seviyeleri 6l¢iildii. Dex, TQ, Dex-TQ gruplar1 arasinda
anlaml fark olmamakla beraber bu 3 gruptaki TAS kontrol grubuna gore yiiksek, Sham
grubuna gére diisiik, TOS ve OSI ise kontrol grubuna gore diisiik Sham Grubuna gore yiiksek
bulundu. (Tablo 2) (p<0.05). Sonuglarimiz daha Onceki c¢aligmalarla paralellik

gostermektedir.

Dex’in presinaptik alfa reseptorler araciligiyla Noradrenalin salinimini inhibe

etmesiyle anti iskemik etki gosterdigi distiniilmektedir (114). Sonugta noradrenalin etkileri

48



onlenerek SOR iiretimi ve potansiyel zararli etkilerinin Oniine gecebilir. Renal hasar
korunmasinda deksmedetomidin rolii ¢ok agik olmamakla beraber, Deksmedetomidin renal
arterlerde vazodilatasyon yapip, direk vaskiiler etkiyle glomeriiler filtrasyonu artirdigi kabul
edilmektedir (96). Baska bir ¢alismada Dex’in, HMGB-1 (High Mobility Group Protein B1)
salmmmim ve TLR-4 ( Toll-Like Receptor 4) olusumunu azaltarak inflamatuar kaskadi
baskiladig1 ve sonugta renal hiicre nekrozunu azaltmak suretiyle bobrekteki IRH’ m1 azalttig
gosterilmistir (105). Klinik c¢alismalarda Dex’in TNF-a ve IL-6 seviyelerini azaltip anti-
inflamatuar etki gosterdigi belirtilmistir (115). IRH’nda bu anti-inflamatuar etkiyle koruma

sagladigi diistiniilmektedir (107)

Thymoquinone, N. Sativa’dan elde edilen aktif bilesenidir ve kanitlanmis terdpatik
ozelliklerinden dolayr medikal bitkiler arasinda popiiler olmustur. Anti-inflamatuar, anti-
neoplastik, gastroproktetif, anti-epileptik, anti-histaminik gibi birgok 6zellik gosterir. (Tablo
1) En 6nemli 6zelligi anti-oksidan etki gostermesidir. Anyon temizleyici gibi davranip oksijen
radikallerini notralize eder. IRH’nda meydana gelen SOR birgok hastaligin patogenezinde rol
aldigindan anti-oksidan Ozelliginden dolayt birgok deneysel ve klinik c¢aligmalarda

Thymoquinone ve N.Sativa tiriinleri kullanilmistir (72).

Inci ve ark. yaptiklar1 ¢alismada akut bakteriyal prostatit modeli i¢in E.coli enjekte
edilen ratlarda Thymoquinone’in anti-inflamatuar ve anti-oksidan etkileri aragtirmislar.
Bakteriyel enjeksiyondan 1 saat sonra Thymoquinone 10mg/kg dozunda i.p. verilmis ve 24,
48, 72 saat sonra ratlar ayri gruplar olarak sakrifiye edilmisler. Thymoquinone grubundaki
ratlarda konrol grubuna gore GPx aktivitesi artmig, katalaz, MDA, SOD aktivitesi ve
histolojik hasarin ise azalmis oldugu raporlanmigtir (116). Ratlarda etanolle indiiklenmis
gastrik mukozal hasarda Thymoquinone’nin mide dokusunda histamin ve MPO aktivitesini
azaltarak gasroprotektif etki gosterdigi ve bunun anti-histaminik ve anti-oksidan etkileriyle
gelistigi  bildirilmistir (117). Farelerde karbontetrahidrokloriir (CCly) ile olusturulan
hepatotoksisite modelinde Thymoquinone’in doza bagimli olarak in-vitro olarak non-
enzimatik lipid peroksidasyonu inhibe ettigi ve bu anti-oksidan o6zelliginden dolay1
hepatotoksisitede koruyucu oldugu gosterilmistir (118). Ayni1 modelle yapilmis baska bir
calismada ise CCl, ile hepatotoksisite olusturmadan 1 saat oOnce farkli dozlarda
Thymoquinone verilmis. 12.5 mg/kg dozunda Thymoquinone verilen grupta serum AST,
ALT, LDH seviyelerindeki ylikselmenin belirgin sekilde azaldigi goriilmiistiir. Ayrica CCly
ile yiikselen MDA Thymoquinone verilen grupta belirgin sekilde diistiigii ve toksisiteyle
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azalan silfidril seviyesinin Thymoquinone ile yiikseldigi goriilmiistiir. Ayni g¢aligmada
Thymoquinone’nin yiiksek dozlarda i.p. olarak verilmesinin lethal olabilecegi ve median
lethal doz (LDsp) “un 90.3 mg/kg oldugu belirtilmistir (119). Thymoquinone’nin ratlardaki
LDsp dozunun arastirildign ¢alismada i.p. injeksiyonlarda 57.5 mg/kg, oral LDs, ise 794.3
mg/kg olarak raporlanmistir. Yiiksek dozda Thymoquinone verilen ratlarin organlari
incelendiginde hasar ve nekroz olmadan konjesyon goriilmiis ve 6liim nedenin hipotansiyon
veya sok olabilecegi Ongoriilmiistiir. Sonug¢ olarak Thymoquinone’nin ratlarda i.p.
verilmesinde en giivenli doz 25mg/kg oldugu belirtilmistir (120). Biz de ¢alismamizda
Thymoquinone ‘i ip olarak 20mg/kg dozunda verdik. Dex ile yapilan gesitli IR modellerinde
(107,111,121) kullanilan dozlar1 (10 mcg/kg, 25 mcg/kg, 100 mcg/kg) karsilastirdik ve
caligmamizda kullanilacak Dex dozunu 25 pg/kg olacak sekilde belirledik.

Farkli IR modellerinde Thymoquinone’in etkileri arastirilmustir. 4 damar okliizyonuyla
meydana getirilen serebral IR modeli olusturulmus ratlarda Thymoquinone’in etkisinin
arastirlldigi calismada IR sonrasi alman hipokampiis numunelerinde lipid peroksidasyonun
seviyesi i¢cin MDA 6l¢iilmiis. Thymoquinone grubundaki MDA seviyesinin kontrol grubuna
gore anlamli sekilde diisiik bulunmustur (122). Baska bir serebral IR modelinde ise bilateral
ana karotis arterlerine 10 dk boyunca yapilan okliizyonla iskemi olusturulmus ve ardindan
reperfiizyon yapilmistir. iskemiden 5 giin once Thymoquinone oral olarak verilmeye
baglanmig ve 7 giin siiren reperflizyon doneminde de Thymoquinone verilmesine devam
edilmis. Sakrifiye edilen ratlarin hipokampiis numunelerinde MDA, SOD, katalaz ve
glutatyon seviyeleri 6l¢iilmiis ve histolojik incelemeyle noron hasar1 da degerlendirilmistir.
Sonug olarak iskemi &ncesi Thymoquinone verilen grupta MDA seviyesi kontrol grubuna
gore diisiik bulunmus, SOD, Katalaz, Glutatyon seviyeleri ise daha yiliksek bulunmustur.
Iskemik kontrol grubunda histolojik olarak o&lgiilen %77 hiicre kaybi, Thymoquinone
grubunda % 24 bulunmustur (123). Bu calismalar géstermistir ki; Thymoquinone oksidatif
strese kars1 koruma saglayip ve serebral iskemi gibi norodejeneratif durumlarda néroprotektif

etkiyle umut verici bir ajan olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Karaciger IR modeli calisan Yildiz ve ark. calismalarinda ratlarda karacigerin
damarlarin1 klempleyerek 30 dk iskemi takiben 60 dk reperfiizyon yapmislardir. Kontrol ve
sham gruplar1 disinda bir gruptaki ratlara N.Sativa yagi ip olarak verilmis, islem sonunda
alman kan orneklerinde AST, ALT, LDH seviyeleri ¢alisilmis ayrica karaciger dokusunda
TAS, TOS, OSI, MPO ve katalaz ¢ahsilmistir. Karaciger dokulari 1sitk mikroskopunda
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histopatolojik olarak degerlendirilmistir. Sonug olarak karaciger enzimleri, TOS, OSI, MPO
diizeyleri N.Sativa verilen grupta kontrol grubuna gore belirgin sekilde diisiik bulunmus,
TAS, katalaz ise daha yiiksek bulunmus. Histopatolojik hasar N.sativa grubunda kontrol
grubuna gore daha diisiik bulunmustur (124). IR sonrasi oksidatif stres olusur ve dokuda
ndtrofil infiltrasyonu goriiliir. Notrofillerden salinan MPO inflamatuar yaniti gostermektedir.
N.Sativa grubunda MPO ve TOS’un diisiik, TAS 1 yiliksek bulunmasi N.Sativa’nin anti-

oksidan ve anti-inflamatuar etkilerinin oldugunu gostermistir.

Renal IR modeli uygulanan ratlarda Thymoquinone’in etkilerinin arastirildig
calismada 30dk iskemi 4 saat reperflizyon sonrasi hem bobrek hem de karaciger numuneleri
incelenmistir. Doku 6rneklerinden MDA, SOD, GST seviyeleri, serumda kreatinin ve ALT
seviyeleri 6lgiilmiistiir. IR sonrasi yiikselen CYP3AL ve spermidine/spermine N-1-acetyl-
transferase (SSAT) mMRNA ekspresyonlari da PCR ile c¢alisilmistir. Sonug olarak
Thymoquinone grubu kontrol IR grubuyla karsilastirildiginda Thymoquinone grubunda
bobrek ve karaciger dokularinda MDA seviyeleri daha diisiik, SOD, GST daha yiiksek, serum
kreatinin ve ALT daha diisiik bulunmustur. SSAT ve CYP3Al gen ekspresyonlarina
bakildiginda, IR ile beraber her iki ekspresyonda belirgin yiikselme goriilmiistiir.
Thymoquinone verilen grupta hem bdbrek hemde karaciger CYP3A1 gen ekspresyonu
kontrole gore belirgin diisiik bulunmustur. SSAT ekspresyonu sham grubunda izlenmemis,
karacigerdeki SSAT ekspresyonu Thymoquinone grubunda kontrol grubuna goére belirgin
diisiik bulunmustur (125).

Baska bir renal IR modeli uygulanan ¢alismada bilateral renal arterler 45 dk boyunca
klemplenip iskemi olusturulmus, takiben 45 dk reperfiizyon yapilmistir. N.Sativa iskemiden 6
saat once ¢alisma grubuna verilmis. Calisma sonunda serum iire, kreatinin degerleri; bobrek
dokusunda ve TAS, TOS, OSI, katalaz degerleri ¢alisilmis. Ayrica bobrek dokular1 hasar
yoniinden histopatolojik olarak incelenmis. Sonug¢ olarak N.Sativa verilen grup kontrol
grubuyla karsilastirildiginda N.Sativa {ire, kreatinin ve tiibiiler nekroz skorunun
azaltilmasinda etkili bulunmus. Ayrica hem kan hemde bobrek numunelerinde N.Sativa’nin

kontrole gore TAS’si yiiksek, TOS ve OSI ise diisiik bulunmustur (126).

Diabetik nefropatinin patogenizinde oksidatif hasar rol aldigindan (93) tedavide cesitli
anti-oksidanlar denenmistir. Thymoquinone ile yapilan deneysel bir calismada, ratlarda
olusturulan diabetik nefropatideki etkileri aragtirllmigtir. Ratlar streptozotocin (STZ) ile

indiiklenip deneysel diabet olusturulmus ve STZ verilmesinden 2 giin sonra hiperglisemik
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oldugu goriilen ratlar diabetik kabul edilip ¢alismaya dahil edilmistir. Thymoquinone grubuna
12 hafta boyunca giinde 1 defa oral 50mg/kg Thymoquinone verilmis, kontrol grubuna ise
ayni miktarda serum fizyolojik verilmis. Calisma sonunda ratlar sakrifiye edilip bobrek
dokusu ve kan numuneleri alinmig. Yapilan histolojik incelemede Thymoquinone verilen
grupta glomeriil boyut, kapsiiler, glomeriiler ve tubiiler bazal memran kalinliginin kontrol
grubuna gore azaldigl; mezensial matrix ve renal fonksiyonlarin kontrol grubuna gore artmis
oldugunu saptamislar. Kan glukoz seviyesi kontrolden diisiik, insiilin seviyeleri ise yiiksek
bulunmustur. Sonug¢ olarak STZ ile indiiklenmis diabetik ratlarda Thymoquinone’in

morfolojik ve fonksiyonel iyilesme sagladigini savunmuslardir (127).

Bazi ilaglarin nefrotoksik etkilerinin SOR firetimini arttirmalartyla ilgili oldugu
diistiniilmektedir. Vankomisine bagli nefrotoksisitenin patogenezinde altta yatan sebebin
oksidatif stres oldugu diisiiniilmektedir. Inflamatuar olaylarin indirekt sekilde SOR {iretimini
arttirdign ve vankomisinle toksik etkinin bu yolla oldugu yapilan invivo ¢alismada (128)
gosterilmistir. Sisplatin, aminoglukozid, doksorubusin gibi ¢esitli ajanlarla nefropatinin
olusturuldugu toksik bobrek yetmezligi modellerinde hiicre 6liimlerinin sebeplerinden birinin
de SOR iiretimi oldugu diisiiniilmiistiir (72). ifosfamid renal glutatyon iiretimini azaltip, lipid
peroksidazi arttirmakta ve sonugta olusturdugu oksidatif stresle ifosfamidle indiiklenmis
Fanconi sendromuna neden oldugu diistiniilmektedir. Badary OA’nin yaptig1 ¢alismada (129)
[fosfamitle indiiklenmis ratlarda Fanconi sendromu olusturulmus ve Thymoquinone oral
olarak bir gruba verilmis. Thymoquinone kontrol grubuyla karsilastirildiginda renal glutatyon
tretiminin azalip, lipid peroksidazi artmasina karsi koruyucu etki gosterdigi, fosfatiiri,
glikoziiri, artmis serum {lire-kreatinin seviyelerini belirgin sekilde diizelttiini bildirmistir.
Ayni ¢alismada birgrup farede deneysel tiimor modeli olusturulmus ve anti-tiimdr tedavisinde
verilen Ifosfamidin yan etkilerine karsi Thymoquinone’in etkileri de arastirilmis. Sonugta
Thymoquinone’in kontrol grubuna gore kilo kaybi ve mortaliteyi azalttigi goriilmiistiir. Bu
calisma sonunda Thymoquinone’in ifosfamidin terdpatik ve anti-timér etkinligini arttirdig,

[fosfamidle indiiklenmis nefrotoksisiteyi de azalttig1 goriilmiistiir.

Civa klorid (HgCl,) potent bir nefrotoksik ajandir ve gesitli deneysel c¢aligmalarda
fonksiyonel, hemodinamik ve histolojik hasar olusturdugu bildirilmistir. Civa ile indiiklenmis
nefrotoksisitenin patogenezinde oksidatif stres ve SOR kritik rol oynar. Bu duruma kanit
olarak da antioksidan savunma sisteminin ana elamani olan glutatyon ve tiyollerin Civa

sonrasinda belirgin sekilde diismesi gosterilmistir (130). Bu konuda Thymoquinone’in
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etkinligini aragtirmak i¢in HQCl, ile deneysel nefrotoksisite olusturulmustur. Civa verildikten
sonra Thymoquinone verilen grup ve kontrol grubu arasinda renal fonksiyonlar, histolojik
degerlendirme ve anti-oksidan enzimler a¢isindan karsilastirma yapilmis. Thymoquinone’in
renal fonksiyonlar1 korudugu, anti-oksidanlardaki diisiisii belirgin sekilde azalttigi ve civanin
histolojik olarak neden oldugu apoptozis ve proliferatif reaksiyonlar1 belirgin sekilde azalttig
goriilmiistiir. Sonugta Thymoquinone’in civanin neden oldugu nefrotoksisiteye karsi giiclii bir
koruyucu etki gosterdigi ve bunun antioksidan etkilerinden kaynaklandigi kanaatine

vartlmistir (131).

Thymoquinone’nin anti-oksidan 6zelligi nedeniyle farkli IR modelleri ¢alisilmis fakat
alt ekstremite IR modelinde literatiirde fazla calisma olmadig1 goriilmiistiir. Thymogquinone’in
alt ekstremite IR modelinde etkilerinin arastirildigi bir ¢alismada, IR femoral arter
ligasyonuyla saglanmistir. Yine calismamizdan farkli olarak 2 saat iskemi ve 1 saat
reperfiizyon uygulanmistir. Reperfiizyondan 1 saat 6nce Thymoquinone farkli dozlarda (20,
40, 80mg/kg) 3 gruba (n:8) ayrilarak i.p. verilmis ve sonuglari karsilastirmak i¢inde kontrol ve
sham gruplari olusturulmus. IRH diizeyini belirlemek icin IR siiresince elektromyelografi ile
(EMG) potansiyeller kaydedilmis ve alinan kas numunelerinden oksidatif markerlar dl¢iilmiis.
MDA ve siilfidril gruplart lipid peroksidaz belirtecleri olarak kabul edilip 6lgiilmiis,
antioksidan seviye ise plazma ferik indirgeme kapasitesine (FRAP) gore 6l¢iilmiis. Calisma
sonunda EMG’de elde edilen ortalama pik amplitiidlerine bakildiginda; kontrol grubunda
sham grubuna gore amplitiidlerin azaldigi, Thymoquinone verilen gruplardaki amplitiidler
kontrol grubuna gore yiiksek oldugu goriilmiistiir. Oksidatif stresin beliteci olan MDA
seviyelerine bakildiginda ise, Thymoquinone verilen gruplardaki MDA seviyesi kontrol
grubuna gore belirgin sekilde diisiik bulunmustur. Kontrol grubunda IR ile azalan ve anti-
oksidan giicli gosteren FRAP seviyesi, Thymoquinone gruplarinda artmis olarak bulunmus.
Total siilfidril seviyesi kontrol grubunda IR sonrasi azalmis olarak bulunmus, Thymoquinone
verilen gruplarda ise kontrole gore belirgin yiiksek bulunmustur. Siilfidril gruplart oksidatif
strese hassatirlar ve iskemi sonrasi azalirlar. Tiim bu bulgular sonucunda Thymoquinone’in
alt ekstremite IR modelinde anti-oksidan &zellik gdsterdigi ve ¢izgili kas iizerinde meydana
gelen oksidatif stresin olusturdugu hasar1 6nledigi sonucuna varilmistir. EMG sonuglarina
bakilarak Thymoquinone’nin hem iskemi hem de reperfiizyon fazinda koruyuculugu oldugu
ve iskemide bozulan néronlardaki iletkenligin de Thymogquinone tarafindan korundugu

saptanmigtir (132).
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Turnikeyle olusturdugumuz alt ekstremite IR modelinde, bu ¢alismaya benzer veriler
elde ettik. Thymoquinone verdigimiz gruptaki TAS kontrole gére daha yiiksek; TOS ve OSi
ise daha diisiik bulduk. Yukarda bahsettigimiz cesitli IR modellerinin gosterdigi gibi bizde de
Thymogquinone’in anti-oksidan ozellik gosterdigini diistinmekteyiz. Thymoquinone anti-

oksidan 6zelligi ¢esitli mekanizmalarla iliskilendirilmistir.

1- Yapisindaki ‘quinone (kinon)’ kuvvetli redoks ozelligi gosterir. Bariyerleri
kolaylikla gecip, hiicre i¢i boliimlere rahat bir sekilde ulasabilir ve bu sekilde oksijen
radikallerini temizleyebilmektedir. Kinon rediiktaz 2 elektronu rediikte edip SOR olusumunu

saglayan dongiiye elektron katilmasini1 engeller ve bu sekilde oksidatif stresi azaltir (133).

2- Thymoquinone invitro demir bagimli mikrozomal lipid peroksidasyonu inhibe

etmistir (72).

3- Inflamasyon durumunda makrofajlar ve nétrofiller gibi inflamatuar hiicrelerden
oksidanlar, eikosonaidler, sitokinler ve litik enzimler salinir. Inflamasyonda rol oynayan LO
ve COX vyollarint Thymoquinone inhibe eder ve anti-iflamatuar etkiyle oksidatif stresi
baskilar (134).

E vitamini, C vitamini, Curcumin, Likopen ve Selenyum anti-oksidan 6zelligi bilinen
maddelerdir. Thymoquinone’in bu anti-oksidanlarla karsilastirildigi derlemede sisplatinle
indiiklenmis nefrotoksisite modeli uygulanmis deneysel ¢aligmalarin iire, kreatinin ve
kreatinin klirensideki diizelme, histopatolojik hasar sonuglar1 karsilastirilmistir. Derlemeye
dahil edilen biitiin calismalarda tek doz sisplatin uygulanmis ve klinik sonuglarina gore
karsilagtirma yapilmistir. Sonugta en belirgin klinik diizelmenin diger anti-oksidanlara gore
Thymoquinone ile oldugu goérilmistir (72). Literatirde Thymoquinone ve
Deksmedetomidin’in birlikte ¢alisildig1 bir ¢alismaya rastlamadik. Calismamizda anti-oksidan
bu iki ajanin etkilerini ayr1 gruplar halinde ve bir grupta da Deksmedetomidin ve
Thymoquinone beraber verilerek birbirlerine olan istiinliiklerini karsilagtirmay1 amagladik.
Elde ettigimiz veriler sonucunda TAS, TOS, OSI ve histopatolojik olarak istatistiksel olarak
bir fark bulamadik.

Sonu¢ olarak; Thymoquinone ve Deksmedetomidin’in iskemi reperfiizyona bagh
gelisen bobrek hasarimi 6nemli 6l¢iide azaltmaktadir. Bu iki ajanin oksidatif stres agisindan

birbirlerine gore bir iistiinliikleri bulunmamaktadir.
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6. SONUC VE ONERILER

Alt ekstremite IR olusturulan ratlarla yaptigimiz ¢aligma sonucunda elde edilen veriler

degerlendirildiginde

1- Alt ekstremite IR sonucu oksidatif stres olusmakta ve bu da lokal ve sistemik hasar

olusturmaktadir. IR uzak organ bdbrekte hasar olusturmaktadir.

2- Thymogquinone, Deksmedetomidin ayr1 ayr1 veya birlikte verildiginde biyokimyasal

olarak anti-oksidan 6zellik gostermekte IRH’nda koruyucu ézellik gostermektedir.

3- Thymoquinone, Deksmedetomidin ayr1 ayr1 veya birlikte verildiginde IR na bagh

bobrekteki hasari histopatolojik olarak 6nlemektedir.

4-  Thymoquinone ve Dex’in oksidatif stres ve histopatolojik hasar yoniinden

birbirlerine Ustilinliikleri saptanmamustir.

5- Klinikte turnikenin kullanildig1 cerrahi operasyonlarda bobrekler oksidatif stresten
dolay1 etkilenmektedir. ABY, KBY gibi renal fonksiyonlarin koti oldugu veya
transplantasyon gibi renal fonksiyonlarin korunmasi gereken hasta gruplarinda anestezi
yonetiminde ve yogunbakim takiplerinde Deksmedetomidin’in bu etkileri goz Oniinde

tutulmalidir.

6- Thymoquinone’in deneysel ¢alismalarda antioksidan 6zellik gosterdigi goriilmiistiir.

Bu o6zelliklerinden klinikte faydalanabilinmesi i¢in ileri klinik ¢caligmalara ihtiyag vardir.
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