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OZET

Farelerde Parasetamolle Indiiklenen Akut Bobrek Toksisitesi Uzerine 5-
HT; Agonist ve Antagonistlerinin Etkilerinin Arastirilmasi

Amag: Parasetamol doz asimi, hepatik hasarin yaninda bobrek hasarina da sebep
olmaktadir. Bobrek hasarini aydinlatan fazla arastirma olmamakla beraber farkli
mekanizmalarin  rolii  diistiniilmektedir. Serotonin, santral sinir sisteminde ve
kardiyovaskiiler sistemde 6nemli rolleri olan bir monoamindir ve etkilerini reseptorleri
tizerinden gostermektedir. 5-HT; reseptoriiniin, periferde immun sistem hiicrelerinin
aktivasyonunda rol alabilecegi diisliniilmektedir. Bu calismada, parasetamole bagl
olusan nefrotoksisitede serotonin 5-HT; reseptoriiniin rolii, agonist ve antagonist
uygulamasinin tedaviye etkisinin incelenmesi amaglandi.

Materyal ve Metot: Calismamizda her grupta 10 adet disi fare olacak sekilde 8
grup olusturuldu. Grup I: Saglikli I1: Parasetamol, 111: Parasetamol+NAC 100 mg/kg,
IV: Parasetamol+Agonist 5 mg/kg, V: Parasetamol+ Agonist 10 mg/kg, VI:
Parasetamol+Antagonist 10 mg/kg, VII: Parasetamol+Antagonist 20 mg/kg, VIII:
Parasetamol+Agonist 10 mg/kg+Antagonist 20 mg/kg.

Bulgular: Yapilan 6l¢timlerde, serum BUN ve kreatinin seviyeleri parasetamol
grubunda artarken, agonist verilen gruplarda bu parametreler diizelme egilimindeydi.
Parasetamol grubunda, bobrek dokusunda Olgiilen SOD aktivitesi ve GSH miktarlari
azalirken, agonist kullanim1 bu parametreleri istatistiksel olarak anlamli sekilde diizeltti.
Ayni zamanda bobrek dokusunda MDA miktarlar1 parasetamol grubunda yiikselirken,
agonist uygulanan gruplarda artmis olan MDA miktarlari istatistiksel olarak anlamli
sekilde azaldi. Bobrekte ekspresyonlarina bakilan TNF-o, TGF-fB; parasetamol
grubunda artig gosterirken agonist gruplarinda azalma egilimindeydi. Histopatolojik
incelemede, parasetamol bobrekte hasar olustururken, agonist ve NAC uygulamalari bu
etkiyi azaltti. Calismamiz parasetamole bagli nefrotoksisitede, bobrekte 5-HT7 reseptor
ekspresyonunun arttigini ilk kez gosterdi. Immunohistokimyasal boyamalarda bunu
destekler nitelikteydi.

Sonu¢: Tim bu sonuglar; 5-HT; agonistlerinin 6zellikle 5 mg/kg dozunda
parasetamolle indiiklenen nefrotoksisite lizerine koruyucu etkilerini géstermektedir.

Anahtar Kelimeler: 5-HT, 5-HT7, bobrek, nefrotoksisite, parasetamol



ABSTRACT

The Investigation of 5-HT; Agonist and Antagonists on Paracetamole Induced
Acute Kidney Toxicity in mices

Aim: Paracetamole overdose also causes renal damage. There may be different
mechanisms although there are not any researchs enlighthening renal damage. Serotonin
indicates its effects over receptors, being a monoamin having significant roles in CNS
and CVS. It’s thought that 5-HT7 receptor may play part in activation of peripheral
immune system cells. We, aimed to investigate effects on treatment due to agonist and
antagonist application, and the role of serotonin 5-HT?7 receptor in paracetamol induced
nephrotoxicity.

Material and Method: 8 groups, each have 10 female mices, formed. Group I:
Healthy, 1l: Paracetamol, I11:  Paracetamol+NAC 100 mg/kg, IV:
Paracetamol+Agonist 5 mg/kg, V: Paracetamol+ Agonist 10 mg/kg, VI:
Paracetamol+Antagonist 10 mg/kg, VII: Paracetamol+Antagonist 20 mg/kg, VIII:
Paracetamol+Agonist 10 mg/kg+Antagonist 20 mg/kg.

Results: While levels of serum BUN and creatinine increased in paracetamol
group, these parameters had improvement tendency in agonist groups. In paracetamol
group, while SOD activity and amounts of GSH measured in renal tissue indicated
reduction, agonist application corrected these parameters statistically. Also, while
amounts of MDA in renal tissue increased in parasetamol group, agonist treatment
reduced this statistically significant. While TNF-o, TGF-; expressions were examined
in kidney indicated increasing in paracetamol group, they were reducing tendency in
agonist groups. In histopathological findings, while paracetamol causes kidney damage,
agonist and NAC applications prevented this effect. Our study first indicated, kidney 5-
HT; receptor expression increased in paracetamol induced nephrotoxicity.
Immunohistochemical stainings supported this.

Conclusion: These conclusions indicated potective effects of 5-HT7 agonists on
paracetamol induced nephrotoxicity particularly 5 mg/kg dose.

Key Words: 5-HT, 5-HT7, kidney, nephrotoxicity, paracetamol

Vi



SIMGELER VE KISALTMALAR DIiZiNi

5-HIAA : 5-hidroksi-indol-asetik asit
5-HT : Serotonin

5-HTR : 5-HT reseptorleri

ABD : Amerika Birlesik Devletleri
ADH : Antidiiiretik Hormon
APAP : N-asetil-Paraaminofenol

A . Arteria

ATP : Adenozin-trifosfat

BUN : Kan iire azotu

BF : Biiytime faktorii

CSF : Koloni stimule edici faktorler
Ca* : Kalsiyum

CAT : Katalaz

CMC : Karboksi Metil Seliiloz
COX : Siklooksijenaz enzimi

CYP : Sitokrom P450 enzim ailesi
DNA : Deoksiribo niikleik asit
GGT : Gama glutamil transferaz
GSH : Glutatyon

GSH-Px : Glutatyon peroksidaz

GFR : Glomertiler Filtrasyon Hiz1
H,0; : Hidrojen peroksit

IL : Interlokin

iv : Intravenéz

KOAH : Kronik obstriiktif akciger hastalig1
LOOH : Lipid peroksitler

MDA : Malondialdehid

M : musculus

Na* : Sodyum

NAC : N-asetilsistein

NADPH : Indirgenmis Nikotinamid adenin diniikleotit
NAPQI : N-asetil-p-benzokinonimin
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1. GIRIS

Zehirlenmeler; mesleki maruziyet, ¢evresel faktorler, eglence amagl veya tibbi
nedenler sonucunda alinan maddelerin, herhangi bir sistemin isleyisini olumsuz yonde
etkilemesi ile meydana gelir. Ulkemizde ve diinyada acil servislere basvuran zehirlenme
olgularinda en sik etken olarak, ilaglar karsimiza ¢ikmaktadir. 2008 yili Ulusal Zehir
Danigsma Merkezi Calisma Raporunda en ¢ok zehirlenme sebebi olan etkin maddeler
incelenmis ve ilk sirada parasetamol (asetaminofen) etkin maddesini igeren ilaglarin
oldugu (%6.78) tespit edilmistir.*

Parasetamol, tiim yas gruplarinda orta diizeyde agrinin ve atesin tedavisinde
etkin, giivenli ve ucuz oldugundan diinyada en cok kullanilan ilaglar arasindadir.
Terapdtik doz araliginda yan etki insidansi diisiik olan parasetamoliin yiiksek dozlarda
kullanimina bagl ciddi toksisiteler olusabilmekte hatta bunlarin bir kismi da o6liimle
sonuglanabilmektedir. Yapilan c¢alismalarda O6zellikle Amerika Birlesik Devletleri
(ABD) ve Iskandinav iilkeleri gibi sanayilesmis iilkelerde parasetamol, akut karaciger
yetmezliginin agirlikli  sebebi olarak bulunmustur.>®  Parasetamol doz agimu,
hepatotoksisite disinda ekstrahepatik dokularda (6zellikle bobrekte) da hasar
olusturmaktadir. Parasetamole bagli karaciger nekrozu klinikte sik goriildiigii icin
yogun olarak caligilmistir. Karaciger dis1 dokularda olan hasarlarla ilgili ¢aligmalara ise
literatiirde daha az rastlanmaktadir.

Parasetamol doz asimi, bébrek toksisitesine de neden olur.* ° Parasetamol doz
asimina maruz kalan hastalarin yaklasik %1-2’sinde bobrek yetmezligi gelistigi tespit
edilmistir.® Nefrotoksisite nadiren tek basina olabilecegi gibi siklikla hepatotoksisite ile
birliktedir.”

Parasetamol zehirlenmesine bagli olusan nefrotoksisitenin patofizyolojisinde,

karacigerde oldugu gibi bobrekte de bulunan, oksidasyon enzimleri, prostaglandin



sentetaz ve deasetilaz gibi sitokrom P-450 (CYP-450) izoenzimleri ile olusan N-asetil-
p-benzokinonimin (NAPQI) suclanmaktadir.? Glutatyon (GSH), parasetamol ve
konjugatlarinin detoksifikasyonunda onemlidir ve parasetamol-sistein konjugatlarmin
da renal toksisiteyi agreve ettigi diisiiniilmektedir.’ Pek ¢ok calisma yiiksek doz
parasetamoliin sonucta oksidatif stresi arttirdigi, nekroz ve apoptotik yolaklardan
tiibiiler hiicre 6liimiine sebep oldugunu géstermistir.'**? Parasetamol zehirlenmesinde
N-asetilsistein (NAC), metionin gibi ilaglar kullanilmaktadir.

NAC, parasetamole bagli karaciger nekrozunu dnlemede onemli role sahiptir,
ancak nefropatiyi onlemede karacigerdeki kadar etki gdstermedigi diisiiniilmektedir.
Bu durum arastirmacilari, parasetamole bagli nefrotoksisitede farkli tedavi yontemleri
denemeye yonlendirmistir. Hiperbarik oksijen tedavisi,"ozon terapisi,’® bazi bitki

1416 Bzellikle antioksidan etkileri bulunan ve

ekstrelerinin etkileri arastirilmustir.
oksidatif stresteki hasar1 azalttig1 diisiintilen tedavi yontemleri denenmektedir.

Bu c¢alismada, daha 6nce inflamasyon modellerinde etkileri ¢alisilan serotonin
reseptdor 7 agonist ve antagonistlerinin nefrotoksisiteyi onlemedeki yeri arastirildi.
Serotonin (5-HT), fizyolojik ve patolojik birgok olayda cesitli fonksiyonlar1 olan
biyojenik bir monoamindir.'” Ozellikle santral sinir sisteminde (SSS) serotonerjik
noronlarda ve mide-barsak sisteminde bulunur. Bunlar disinda kalan serotoninin biiyiik
kism1 dolasimda trombositler icerisinde bulunmaktadir ve viicuda bu sekilde dagildig:
diisiiniilmektedir.*® Serotonin gesitli etkilerini, farkli dokularda dagilim gosteren 7 tip
reseptorii ve bunlarin alttipleri iizerinden gostermektedir. 5-HT; ve 5-HT; reseptorleri
en ¢ok arastirtlan gruplardir. Serotoninin kopeklerdeki renal vazodilatator etkisinde 5-
HT, reseptdr agonistlerinden birinin rol aldigi yapilan ¢alismalarda sunulmustur.'® Yine

renal mezangimal hiicre kiiltiirlerinde, serotoninin tip 4 kollajen olusumunu arttirdigi ve

bu etkinin 5HTa reseptdr antagonistleri tarafindan inhibe edildigi gosterilmistir.?’ Ayni



calismada serotoninin aktif ve total tiimor biiytime faktorii-beta (TGF-) biyoaktivitesini
de arttirdi@i gozlenmistir. Bununla beraber serotonin reseptor antagonistlerinin renal
yetmezlikte fosfat atilimini diizenlemede faydali olabilecegi 6ng6rﬁlmﬁstﬁr.21

Serotonin reseptorlerinden en son kesfedileni, 5-HT7 reseptoriidiir. Bu reseptor,
beyinde farkli bt')lgelerde,22 ayrica kardiyovaskiiler sistemde Ozellikle koroner
arterlerde,?® pulmoner arterlerde ve aortada gosterilmistir.?* Buna ilaveten sican immun
dokularinda da bu reseptdr tipinin varligi gt')sterilmistir.25 Immun cevabin rol oynadigi,
sepsise bagl akciger hasarinda ve penge 6demindeki inflamasyonda 5-HT7 reseptor
agonist (AS-19) ve antagonistlerinin  (SB269970) rolleri arastirilmig, 5-HTy

reseptoriiniin inflamasyondaki etkisine dikkat ¢ekilmistir.?> %

Yine yapilan bagka bir
calismada parasetamolle olusturulan hepatotoksisite modelinde 5-HT7; reseptor
agonistlerinin (AS-19) etkili olabilecegi gsterilmistir.”®

Calismamizda, 5-HT7 reseptor agonist ve antagonistlerinin, ¢aligmalar 1s181inda

parasetamole bagli gelisen nefrotoksisitedeki olasi etkilerini; biyokimyasal, molekiiler

ve histopatolojik yontemler kullanarak incelemeyi amag edindik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Zehirlenmeler

Tarihte insanlar birgok sebeple zehirlere maruz kalmistir. Misir Papiruslari
(m.6.1552) tipla ilgili en eski kaynak olmakla beraber pek ¢ok zehirden bahsetmektedir.
Eski Roma ve Yunanda taht kavgalarinda, politik amaglarla, miras anlasmazliklarinda,
intthar amagl, hastaliklarin tedavisinde kullanilan ilaglarla veya besinlerle olusan
zehirlenmelerin sik goriilmesi sonucu hekimleri, zehirleri simiflandirmaya ve panzehir
aragtirmaya sevk etmistir. Hippocrates (m.6.460-315) mineral yataklarinda calisan
iscilerde kursun zehirlenmesini bildirmis ve meslek hastaliklarindan bahsetmistir.
Dogunun iinlii Tiirk hekimi ibn-i Sina (980-1037) Avicenna adli kitabinda zehirler ve
antidotlarindan bahsetmistir. Ortagagda zehirlenme olaylar1 ¢ok yayginlasmistir. Hatta
aileler bunu bir sanat gibi gelistirip, ge¢im kayangi haline getirmistir. Paracelsus (1493-
1541) zehiri "Her madde zehirdir. Zehir olmayan madde yoktur; zehir ile ilac1 ayiran
dozdur" seklinde tanimlamis ve bugiinkii toksikolojinin temellerini atmistir.

Zehirlenme, herhangi bir maddenin viicuda zarar verebilme potansiyelidir. Akut
zehirlenme, kimyasal maddenin toksik dozuna bir kez veya kisa zaman iginde bir¢ok
kez maruz kalma sonucu goriiliirken, kronik zehirlenme ise uzun siireli diisiik dozlarda
kimyasal maruziyeti sonucu olusmaktadir.”®

Sanayilesme ve ilag erisim ile kullaniminin hizla artmasi zehirlenmeleri ve
tedavisini 6nemli bir hale getirmistir. Zehirlenme vakalarina diinyada oldukca sik
rastlanmaktadir. ABD’de 2008 yilinda zehir kontrol merkezlerine yaklasik 2.5 milyon
toksik vaka bildirimi yapilmistir. Bunlardan toksin ve ilagla 6liim sayis1 1315°tir ve
%58’1 12 yas altindaki ¢ocuklari kaps::lmaktadlr.30 Tirkiye’de yapilan aragtirma
verilerine dayanilarak Acil servislere ve Zehir Danisma Merkezlerine bagvuran akut

zehirlenmelerin ¢ogunun ilaclarla olustugu sdylenilebilir.! 2013 yilinda yapilan bir



calismada, ilaglarla zehirlenmeler i¢inde en sik (n=101, %33,0) parasetamol alimlari
tespit edilmistir.®* Saglik Bakanligi, Tirkiye’de en sik goriilen akut zehirlenme
etkenlerini simflamistir.3* Buna gore birinci sirada analjezikler, antidepresanlar,
antihistaminikler, antihipertansifler, antiepileptikler gibi ilaglar yer alirken, tarim ilaglari
ve bocek oldiirticiiler ikinci sirada, ev i¢i kimyasallar, zehirli gazlar, diger kimyasallar,
bitki, besinler ve zehirli hayvan 1sirma ve sokmalar1 ise bunlari sirasi ile takip
etmektedir.

Ulkemizde ilaglara ulasimin kolay olmasi, zehirlenme vakalarinda ilaglarin ilk
siray1 almasina neden olmaktadir. Intihar amaglh olarak genelde evlerde stok halinde
bulunan analjezikler, antidepresanlar gibi ilaglar veya kirsalda bocek oOldiiriiciiler
kullanilmaktadir. Cocuklarda goriilen en sik zehirlenmeler etrafta birakilan ilaglar veya
temizlik amagli kullanilan kimyasallarla meydana gelmektedir. Zehirlenmelerin siklig1
ve Ozellikleri toplumlarin sosyal, kiiltiirel ve ekonomik 6zelliklerine gore degismektedir.

Acil servislerde zehirlenmelerin ayirici tanisinda 6ykii ve fizik muayene oldukga
onemlidir. Hasta ve yakinlarindan alinan bilgilerle zehir tespit edilip, varsa antidotu ile
tedaviye erken baslanmasi hayat kurtarici olmaktadir. Zehirlenmede toksik maddenin
organizmaya girisi, mide-bagirsak kanali, solunum, deri, mukozalar, géz ve intravendz
(iv) yollardan olabilir. Bu toksik maddeler genellikle karacigerden metabolize olup,
bobrekler ya da safrayolu ile atilirlar. Bu esnada dokulara zarar vererek yasami tehdit
edebilirler.  Hastanin klinik durumu alinan toksik maddenin miktarina, etkinligine,
biyoaktivitesine, enzim indiiksiyonu ya da inhibisyonu yapmasina, hastanin saglik
durumuna, yasina, bobrek fonksiyonlarina, tedavinin baglama siiresine bagli olarak

degisebilmektedir.



2.2. Parasetamol

1878’te ilk defa Harmon Northrop Morse tarafindan p-nitrofenoliin asetik asitle
indirgenmesiyle sentezlenen parasetamol, Von Mering tarafindan bir siire klinikte
kullaniimustir.3*** Toksisitesi nedeni ile kullanimma ara verilen parasetamol, 1948°de
Brodie ve Axelrod’un asetalinid gibi toksik etkilere sahip olmadigimi bildirmesi ile
tekrar calisilmaya baglanmistir.® 1955’te ABD’de ‘Tylenol’ adi altinda piyasaya
siiriilmiistiir. 1956°da Ingiltere’de ‘Panadol’ ve 1958’de ¢ocuklar i¢in ‘Panadol elixir’
seklinde kullanima sunulmustur.

Parasetamol (Asetaminofen, N-asetil-p-aminofenol, APAP)’iin kimyasal formiili
CsHoNO;, olup, fenasetinin aktif metabolitidir. Molekill agirhigi 151.17 g/mol,
yogunlugu 1.263 g/cm® ve erime noktas: 169°C°dir.* Yapisal olarak beyaz, kokusuz ve

hafif ac1 tada sahip kristal toz seklindedir.
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Sekil 2.1. Parasetamoliin yaplsl37

2.2.1. Parasetamoliin Farmakolojik Ozellikleri

Parasetamol sentetik, narkotik olmayan bir para-aminofenol derivesidir. Tek
basma veya antienflamatuar ilaglarin etkisini arttirmak i¢in kombine halde hazirlanan
flakon, suppozituar, tablet, kapsiil veya surup halinde kullanima sunulmustur. Soguk

alginlig1 ve gribal enfeksiyonlar basta olmak {izere, bas agrisi, migren, dis agrilari,



dismenore, cerrahi operasyonlardan sonra olusan agrilarda ve daha pek ¢ok
endikasyonda kullanilmaktadir. Ozellikle surup formu ¢ocukluk ¢aginda agrili, atesli
hastaliklarda ve as1 sonrasi sik regete edilmektedir. Gebelikte de giivenle kullanilan
analjezik ve antipiretik ilactir. Eriskinlerde 500-1000 mg agizdan gerekirse 4-6 kez
tekrarlanarak verilir. Giinlilk maksimum dozu 4 gram olarak belirtilmistir, fakat farkli
kaynaklarda 2.6 ve 3 gr olarak ge¢cmektedir. Infantlarda bir kerelik doz 60-120 mg ve 1-
5 yas aras1 ise 120-250 mg olup giinde 3-4 kez tekrarlanabilir. Parasetamoliin terapotik
etki gosterdigi serum konsantrasyonu yaklagik 10-20 pg/mL'dir. Yemeklerle alindiginda
biyoyararlanimi azalir. Bobrek yetmezliginde, alkoliklerde, izoniazid kullaniminda doz
ayarlanmalidir.

Analjezik ve antipiretik etkisi yiliksek, antienflamatuar etkinligi ise diisiik bir
ilactir.®® Solunum, kardiyovaskiiler sistem ve asit-baz dengesi iizerine belirgin etkisi
yoktur. Midede irritasyon ve kanama yapmaz. Antitombositik etkinligi zayiftir.
Protrombin sentezini etkilemez, kanama siiresini degistirmez. Oral antikoagiilanlarla ve
urikoziirik ilaglarla etkilesmez. Plazma proteinlerine fazla b.aglanmaz.39

50 yili askin siiredir klinikte kullanilan parasetamolun analjezik etki
mekanizmast tam olarak aydinlatilamamistir.  Siklooksijenaz  izoenzimininin
inhibisyonu, endojen opioid yolagi ile etkilesim, serotoninerjik bulbospinal yolagin
aktivasyonu, nitrit oksit yolagiyla iliskisi ve kannabinoid vanilloid tonusu arttirmasi
arastlrllmlstlr.%’ 40-44 Sonug olarak analjezik etkilerden sorumlu mekanizmalarin santral
kaynakli oldugu goriisii hakimdir. Ozellikle beyinde siklooksijenaz-1 (COX-1) ve
COX-2 disindaki siklooksijenazlar1 (COX-3) inhibe etmesinin santral analjezik
etkisinde rol oynadigi kabul edilmistir. Antipiretik etkinin ise beyinde prostaglandin

sentez ve saliverilmesini inhibe etmesi ile iligkili oldugu diisiiniilmektedir.



2.2.2. Parasetamoliin Farmakokinetigi ve Metabolizmasi

Oral alimi takiben parasetamol gastrointestinal sistemden hizlica emilir. Plazma
konsantrasyonu 30 dakika ile 1 saat arasinda maximum degerine ulasir. Yarilanma omrii
yaklasik 2 saattir. Analjezik etkisi ilk dozdan itibaren 3-4 saat kadar siirer. Besinlerle
birlikte alininca emilimi azalir ve etkisinin baslama siiresi gecikir. Plazma proteinlerine
diger nonsteroid antiinflamatuar ilaglara gére daha az baglanir. Hemen hemen tiim
viicut sivilarina dagilim gosterir. Yaklasik %2-3’1 idrarla direkt atilirken, %90-95°1
karacigerde hepatositlerin diiz endoplazmik retikulumlarinda metabolize edilir.
Karacigerde konjugasyona ugrayarak glukronik asit (~%060), siilfiirik asit (~%35),
sistein (~%3) ve kiiciik miktarda hidroksilli ve deasetilli metabolitlerine doniisiir ve
idrarla atilir.*® Cocuklarin parasetamolii glukuronidasyon kapasitesi erigkinlere gére
daha azdir. Parasetamoliin kiigiik bir kism1 ise sitokrom-p aracili N- hidroksilasyonla n-
asetil-p-benzokinonimin (NAPQI)’a doniisiir. NAPQI reaktif bir ara tiriindiir, hepatik
glutatyon tarafindan bobrekten elimine edilir ve toksik olmayan asetaminofen-
merkapturat bilesigine detoksifiye olur.

2.2.3. Parasetamoliin Toksik Etkileri

Parasetamol asir1 doz aliminda glukuronidasyon ve sulfasyon reaksiyonlar ile
hepatik metabolizma doygun hale gelir. Bu nedenle parasetamoliin biiyiikk kismi
sitokrom p-450 tarafindan NAPQI’ye metabolize edilir ve NAPQI toksik olmayan
metabolite doniistiiriiliir. Bu reaksiyonla intraseliiler glutatyon azalir. Hepatik glutatyon
depolar1 normalden %30’un altina inince NAPQI, glutamin sentaz, glutamat
dehidrogenaz, aldehit dehidrogenaz, N-10 tetrahidrofolat dehidrogenaz gibi hepatik

makromolekiillere baglanir. *®*" Bunun sonucunda ise hepatik nekroz meydana gelir. *®



Baz1 goriisler toksisitede diger etken olarak dozun biiyiik kisminin baslangicta
hizli bir sekilde absorbe edilmesinin, kalan kisminin absorbsiyonunun ise yavas ve
uzamis olmasinin dnemli rolii oldugunu belirtmistir. 4" 49>

Yapilan deneysel ¢alismalarda toksik dozda verilen parasetamoliin metabolize
olmas1 sonucu olusan NAPQI’1n hiicrede ilk mitokondriye baglandig1 ve mitokondriyal
solunumu inhibe ettigi gézlenmistir.® Yine hiicre i¢i kalsiyum (Ca*?) konsantrasyonunu
diizenleyen proteinlerin yiiksek doz parasetamole bagli bozulmasi sonucu hiicre i¢inde
Ca*? *un asir1 birikmesi ve katabolik enzimlerin artmasiyla hiicre 6limii olustugu
gozlenmistir. 5356

Parasetamol hem bobrek hem de karacigerde metabolize olurken,
nefrotoksisitenin  bobrekteki glutatyon metabolitlerine  bagli olarak  gelistigi,
hepatotoksisiteden bagimsiz olabilecegini bildiren ¢alismalar vardir.>”

Gozleme dayali calismalar; erigkinlerde tek bir seferde 10 gram veya 200
mg/kg’dan fazla, 24 saat i¢inde 10 gram veya 200 mg/kg’dan fazla, ya da en az 2
ardisik glin boyunca 24 saat i¢inde 6 gram veya 150 mg/kg’dan fazla parasetamol
aliminda toksik bir maruziyet diisiilmesi gerektigini gostermistir.>® 0-6 yas grubundaki
cocuklar parasetamoliin hepatotoksik etkisine dayaniklidir. Kan parasetamol diizeyine
ve ilacin alimindan sonra gegen siireye bakilarak hazirlanmis olan Rumack-Matthew
nomogrami bize olasi toksisite hakkinda bilgi verir. Bu nomogram retrospektif toksisite
incelemelerine dayanilarak hazirlanmistir. Buna gore ilag alimindan sonraki 4. saatteki
parasetamol diizeyi 200 pg/ml iizerinde olan hastalarin hepatotoksisite riski %60,
bobrek yetmezligi riski %1, mortalite riski %35 olarak hesaplanmls‘ur.59 [lag alimimdan

sonra 4. saatte parasetamol diizeyi 150 pg/ml altinda olan ve antidot tedavi almayan

hastalarda bu deger giivenlik degeri olarak kabul edilir. 4. Saatte 150 pg/ml altinda



serum parasetamol diizeyine sahip hastalarda ise hepatotoksisite riski %1 olup tim
hastalarin komplikasyonsuz iyilesmesi beklenir.

Parasetamoliin uzun siire kullaniminin, analjezik nefropatisi riskini arttirdigi
tespit edilmistir. Yapilan bir g¢alismada, son donem bobrek yetmezligi (SDBY)
olgularinin % 8-10’unun kronik parasetamol kullanim ile iligkili oldugu bildirilmistir.*°
Parasetamol seyrek de olsa ciltte trtiker ve diger alerjik dokiintiilere yol agabilir.
Nadiren larenks 6demi ve bronkospazm yapabilir. Methemoglobinemi ve hemolitik
anemi olusturabilir.

2.2.4. Parasetamol Toksisitesinde Teshis

Acil servislerde basvuran zehirlenme vakalarinda alinan ilacin adi, miktar1 ve
gecen siire her zaman tam olarak bilinmemektedir. Bu durumda kolay erisilebilen bir
ilag olmas1 nedeni ile sik karsilasilan parasetamol toksisitesini dogrulamak i¢in serum
parasetamol diizeyi bakilabilir. Diger zehirlenme tiirlerinden farkli olarak, ilk klinik
bulgular spesifik degildir. Akut zehirlenmelerde olusabilecek komplikasyonlarin
ciddiyeti diisiiniilerek tan1 dogrulanip hemen tedaviye gegilmelidir. Olgiilen parasetamol
diizeyi ilag alimi sonrasi gegen siirede g6z Oniine alinarak yine Rumack-Matthew
nomograminda degerlendirilmelidir.59

2.2.5. Parasetamol Toksisitesinde Klinik

Insanlarda parasetamol toksisitesinin klinik goriiniimii zamana bagli olarak 4
evreye ayrilir.

Evre 1: Maruziyet sonrasi ilk 24 saatlik evredir. Klinik olarak hastada istahsizlik,
mide bulantisi, kusma, kirginlik gibi nonspesifik belirtiler mevcuttur. Hipokalemi de
goriilebilir ve ilk 4 saatteki yiiksek asetaminofen diizeyi ile orantilidir. Fakat

mekanizmasi tam aydinlatilamamaistir.
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Evre 2: Maruziyet sonras1 2-3. giinlerdir. Istahsizlik, bulant1 ve kusma diizelme
gosterir. Yiikselmis serum transaminazlari (aspartat aminotransferaz ve alanin amino
transferaz) ile birlikte sag {ist kadran agrisi ve hassasiyeti vardir. Hepatotoksisitenin
klinik belirtileri olusabilir. Tedavi edilmese dahi hafif-orta dereceli hepatotoksisiteli
hastalarin ¢ogu sekelsiz iyilesir.

Evre 3: Maruziyet sonrasi 3 ila 4. giinler arasidir. Metabolik asidoz, koagiilopati,
bobrek yetmezligi, ensefalopati, tekrar baslayan gastrointestinal belirtiler (bulanti,
kusma) mevcuttur. Siddetli hepatoksisite gelismis olan hastalarin % 25’inde ve akut
karaciger yetmezligi olanlarin %50’sinden fazlasinda akut tiibiiler nekroz ve
dehidratasyona bagli akut bobrek yetmezligi goriilebilir. Bazi hastalar fulminan
karaciger yetmezligine girer.

Evre 4: Maruziyet sonras1 5. giinden itibaren olan donemdir. Hastalarda tam
diizelme olabilecegi gibi ¢oklu organ yetmezligine bagh mortalite gelisebilir. Iyilesme
goriilen hastalarda 1-3 ay sonunda karaciger fonksiyon bozuklugu tamamen normale
doner.

Alkolikler, kazanilmis immun yetmezligi olanlar gibi yetersiz glutatyon deposu
olan kisiler ve indiiklenmis sitokrom P-450 enzim aktivitesine sahip hastalar (es zamanli
antitiiberkiiloz ve antikonviilzan ila¢ alanlar) asir1 doz sonrasinda parasetamole bagli
hepatotoksisite riski yiiksek olan hastalardir. Cocuklarda ise parasetamol
metabolizmasinda hepatik sulfasyon yolu aktif oldugu i¢in hepatotoksisite potansiyeli
eriskinlerle kiyaslandiginda daha diisiiktiir.*!

2.2.6. Parasetamol Toksisitesinde Tedavi

Genel zehirlenme vakalarinda oldugu gibi parasetamol toksisitesinde de
oncelikle hasta stabil hale getirilir. Genel resusitasyonda oldugu gibi uygun havayolu

acikligi, solunum kontrolii yapilir, dolagim saglanir.
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Parasetamol toksisitesinin tedavisi gastrointestinal dekontaminasyon, antidotu
olan asetilsisteinin (NAC) zamaninda kullanimi ve destekleyici bakimdan ibarettir.
Hastaya en kisa zamanda asetilsistein tedavisi baslanmasi hayat kurtarici olmaktadir.
Serum parasetamol diizeyi bakilan hastalarda 10 ug/ml altinda ise asetilsistein
tedavisinin hemen baslanmasi dnerilmez, hasta takip edilir.

Gastrointestinal dekontaminasyon, erken donemde oral veya nasogastrik tiipten
aktif komir verilmesi ile olmaktadir. Kusturma i¢in kullanilan ipeka surubu antidot
verilmesini geciktirdigi i¢cin 6nerilmemektedir. Mide lavaji ve tiim bagirsak irrigasyonu
parasetamoliin emilimi hizli oldugu i¢in Onerilmez. Fakat trisiklik antidepresan veya
stirekli salinimli kalsiyum kanal blokeri alimi1 gibi ek ilag kullanimi varsa onerilir. Oral
asetilsistein aktif komiir tarafindan absorbe edilmesine ragmen, ¢ogu durumda aktif
komiirtin asetilsisteinin klinik etkinligini azalttigina dair kanit mevcut degildir.62

Parasetamol toksisitesinin engellenmesi ve tedavisinde temel nokta asetilsistein
tedavisidir.>® NAC; L-sisteinin amino grubuna asetil eklenmesiyle olusan bir amino asit
tirevidir. Siilfidril grubu igerir. Cozliniirliigiliniin 1iy1 olmasi nedeniyle klinikte siklikla
bronsitli ve kistik fibrozisli hastalarda, pndmoni, siniizit tedavisi, kronik obstriiktif
akciger hastaliginda (KOAH), mukolitik ila¢ olarak ve g¢esitli ilaglarin olusturdugu
hepatotoksisitede antidot olarak kullanilmaktadir.

Erken zehirlenmede (ilk 8 saat) asetilsistein, NAPQI'nin hepatik
makromolekiillere baglanmasini engelleyerek toksisiteyi engeller. Asetilsistein bu etkiyi
glutatyon ve siilfat onciilii olarak islev gorerek veya NAPQI’1 parasetamole
indirgeyerek olusturur. Parasetamol alimindan itibaren 24 saatten fazla zaman gegti ise
asetilsistein, antioksidan etki yaparak, nétrofil infiltrasyonunu azaltarak,
mikrodolasimdaki kan akimini arttirarak veya dokulara oksijen sunumunu g¢ogaltarak

hepatik nekrozu azaltmaktadir. Eger parasetamol alimini takiben 8 saatten az siirede
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asetilsistein tedavisine baslanirsa, hepatoseliiler hasar olusumu %100’e yakin oranda
azalmaktadir. Tedaviye ne kadar gec¢ baslanirsa hepatotoksisite riskinin o kadar arttigi
goriilmiistlir. Parasetamol alimi sonras1 24 saat sonunda dahi asetilsistein tedavisine
baslamanin, kontrollerle karsilastirildiginda hepatotoksisite riskini  diisiirdiigi
gdzlenmistir.® ABD’de kullanilan standart 72 saatlik oral asetilsistein rejimi 140 mg/kg
yiikleme dozunu takiben 4 saatte bir toplam 17 kez 70 mg/kg idame dozundan ibarettir.

Oral asetilsistein tedavisinin yan etkisi kokusuna ve tadma bagli bulanti,
kusmalardir. Bunu 6nlemek i¢in meyve suyu ile sulandirilarak igilmesi veya antiemetik
verilmesi Onerilmektedir. Bazi durumlar i¢in gelistirilen iv asetilsistein preperatlari da
vardir. Ancak bunlarinda anaflaksi olusturma potansiyelleri acisindan kullanimlari
sinirlandirilmistir. Anaflaksi riski iv kullanimdan sonra %4-17 arasinda degismektedir.
Ozellikle fulminan karaciger hasar1 gelismis hastalarda kullanimi oral asetilsisteine gore
daha kolaydir. 20 saatlik bir tedavi protokolii vardir. Yiikleme dozu iv olarak 150
mg/kg; 15 dakika-1 saat i¢inde verilirken idamede ilk 4 saatte 50 mg/kg infiizyon,
sonraki 16 saatte 100 mg/kg 1000 ml %5°lik dextroz ¢6zeltisi i¢inde verilir.

Parasetamol zehirlenmesinde NAC haricinde kullanilan ve arastirilan ilaglar da

mevcuttur. Metionin de bu ilaglardan birisidir.*®’

Metionin transsiilfiirasyon yolaginin
onciil molekiilidiir ve bu yolagin son triinii glutatyondur. Hiicre iginde GSH’in
yenilenmesi ile etkili olur. Oral yoldan kullanilir. Oral aktif komiir kullaniminda veya
kusma GSH’1n etkinligini azaltir. NAC gibi diger hiicre koruyucu mekanizmalarda rol
oynar. NAC tedavisindeki gibi metionin tedavisinde de parasetamol alimindan sonraki
stire onemlidir.

Simetidin de parasetamol intoksikasyonlarinda etkilidir. Ozellikle NAC ile

birlikte kullaniminda hepatoksisiteyi korumada aditif etkili oldugu saptanmasina
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ragmen bircok ilagla istenmeyen farmakokinetik etkisi nedeni ile artitk pek
kullanilmamaktadir.®®

Metirapon 300 mg/kg dozunda farelerde denenmistir. Parasetamoliin
hepatotoksik etkisini ortadan kaldirmistir. Fakat kortizol iiretimini azalttigr igin
kullanilmamaktadir.

Aragstirilan maddelerden bir digeri de fruktozdur. Si¢an, fare, hamster karaciger
kesitlerinde, izole hepatositlerde, doku kiiltlirlerinde, mitokondri ve mikrozomda
yapilan calismalar friikktozun glikolitik adenozin-trifosfat (ATP) saglamasina bagh
olarak parasetamoliin olusturdugu karaciger hasarina kars1 koruyucu etkisinin oldugunu
ortaya koymustur.

Yine hiicre i¢i Ca*® dengesindeki degisimlerin hasar olusturmada temel
mekanizma olduguna dayanilarak Ca*? kanal blokerleri parasetamoliin olusturacagi
karaciger hasarin1 6nlemek amaci ile arastirilmaktadir.

Karaciger transplantasyonu akut karaciger hasari1 gelismis hastalarda uygun
sartlar saglandiginda mortalitenin oniine ge¢mek i¢in yapilmaktadir.

2.3. Bobrek

Bobrekler, karin arka duvarinin en {ist kisminda, diaphragmanin altinda ve
columna vertebralisin her iki yaninda bulunurlar. Eriskinlerde viicut agirliginin
%0.4’linl olusturur. Buna karsilik bobreklerden, kalp debisinin %22’si kadar veya
dakikada yaklasik 1100 ml gibi bir kan akimi gecer. Bu fazla kan akiminin sonucunda,
viicut sivi hacimleri ve madde yogunluklarimi diizenlemede gereken glomeriiler
filtrasyon hizi igin yeterli plazma saglanmaktadir. Bobreklerin en onemli gorevleri
plazmayi filtre ederek, olusan filtrattan viicudun ihtiyacina gére maddeleri degisik hizda
uzaklastirmaktir. Viicut i¢in gerekli maddeler kana geri emilirken, istenmeyen maddeler

idrarla atilarak kandan uzaklastirilir. Fonksiyonlar1 arasinda; kimyasal maddelerin ve
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metabolik yikim iirlinlerinin, ilaglarin ve hormon metabolitlerinin atilmasi, su ve
elektrolit dengesinin diizenlenmesi, arteryel basincin diizenlenmesi, asit-baz dengesinin
diizenlenmesi, eritrosit yapiminin diizenlenmesi, 1.25 dihidroksi vitamin D3 yapiminin
diizenlenmesi Ve glikoz sentezi yer alir. o

2.3.1. Bobregin Anatomisi

Bobrekler retroperitoneal organlar olup, torakal 12. vertebra diizeyinden lomber
3. vertebra diizeyine kadar uzanirlar. Karacigerin pozisyonu nedeni ile sag bobrek sola
gore biraz daha asagidadir. Bobregin yetiskinlerdeki boyutlar1 kisinin viicut yiizey
alantyla degismekle birlikte yaklasik olarak uzunlugu 12-13 cm, eni 6-7 cm ve kalinlig
3 cm’dir. Ortalama agirhg 115-170 g’dir. ™ Sag bobregin 6n yiizii yukarida sag bobrek
iistii bezi, karacigerin sag lobu ile altta ise flexura coli dextra, duodenum ikinci béliimii
ve ince bagirsak kivrimlari ile komsuluk yapar. Sol bobregin 6n yiizii sol bobrek isti
bezi, dalak, mide, pankreas, flexura coli sinistra, ince bagirsak kivrimlari ile komsuluk
yapar. Her iki bobregin arka yiizleri diapragma, musculus (m.) psoas major, m.
quadrotus lumborum ve m. transversus abdominis ile komsudur.

Bobregi saran kiliflar distan ice dogru fascia renalis, capsula adiposa (perirenal
yag tabakasi), capsula fibrosa adini alir. Bunlardan fascia renalis bobregi pozisyonunda
tutan en 6nemli olusumdur.

Bobrekler yapisal olarak cortex renalis, medulla renalis ve siniis renalis
boliimleri altinda incelenir.

Medulla renalis 8-10 adet pyramis renalis (malpighi piramitleri) denilen yapidan
olusur. Pyramis renalisler, basis pyramidis ve papilla renalis’ten olusur, birbirine
degmeyecek sekilde siniis renalis etrafinda dizilmislerdir. Aralarinda ise columna

renalis (Bertini stitunlar1) bulunur. Papilla renalislerin 1-3’{ birleserek calix renalis
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minor’u, 2-3 calix minor birleserek calix renalis major’u, bunlarda kendi aralarinda
birleserek pelvis renalis’i olusturur.

Cortex renalis ise papillalar hari¢ pyramis renalislerin her tarafin1 saran bobrek
dokusudur. Burada corpusculum renale (malpighi cisimcikleri) ve idrar kanallarinin bir
boliimii bulunur. Siniis renaliste ise pelvis renalisin {ist boliimii, calix renalisler, bobrek
damarlar1 ve bunlar arasinda yag dokusu bulunur.

Arteria (a.) renalis, aorta abdominalis’ten ayrilarak bobrege hilum bolgesinden
girer. Once a.segmentalis, a.interlobaris, a.arcuata, a.interlobularis ve sonunda afferent
arteriyollere ayrilir. Afferent arteriyoller, plazma proteinleri disinda, ¢ok miktarda su ve
maddenin filtre edilerek idrar yapimimin basladigi glomeriiler kapillerleri meydana
getirir. Her glomertil kapillerinin distal ucu biraraya gelerek, bobrek tiibiillerini saran
peritiibiiler kapiller denilen ikinci kapiller ag1 olusturan efferent arteriyolu yaparlar.
Peritiibiiler kapillerler arteriyol damarlarina paralel seyreden vendz sistemin
damarlarina bosalirlar. Sirasi ile vena (v.) interlobularis, v.arcuata, v.interlobaris ve

v.renalis olusur.®® Vena renalis de vena cava inferior’a dokiiliir.
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Sekil 2.2. Bobregin Anatomisi’t

2.3.2. Bobregin Fizyolojisi

Bobrege gelen kanin filtre edilmesinde ve idrar olusumunda gorevli islevsel
birim nefrondur. insanda her bébrek bir milyon kadar nefrondan olusur. Nefronlar
yenilenemez bu nedenle bobrek hasari, hastalik ve normal olarak yaslanmada
bobreklerdeki nefron sayisi azalma egilimi gosterir.

Her nefron kandan biiyiik miktarda sivinin filtre oldugu glomeriil ad1 verilen
kapiller yumagi ve filtre edilen sivinin idrara doniistiigii farkli boliimlerden olusan uzun
bir tiibiil sistemini igerir. Nefronlarin bobrekte yerlesimleri farklidir. Kortekste
bulunanlar korteks nefronlar1 (henle kivrimlar kisadir), korteksin derininde medullaya
yakin bolgede olanlar ise jukstamedullar nefronlar (henle kivrimlart uzundur) olarak

adlandirilir. Jukstamedullar nefronlarin damar yapilar1 korteks nefronlarininkinden
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farklidir. Korteks nefronlariin biitiin tiibiil sistemi yogun bir peritiibiiler kapiller ag ile
cevrelenmistir. Jukstamedullar nefronlarin glomeriillerinden ayrilan uzun efferent
arteriyoller dig medullaya kadar uzanir ve henle kivrimi ile yanyana seyreden vasa recta
denilen 6zel bir peritiibiiler kapiller ag olusturur

Glomeriil, diger kapiller aglar ile karsilastirildiginda yiiksek hidrostatik basinca
sahip, dallanan ve anastomoz yapan kapiller bir agdan olusmustur. Glomeriil
kapillerleri, epitel hiicreleri ile ortiilidiir ve tim glomeriil Bowmann kapsiili ile
sarilmistir. Idrar olusumu glomeriil kapillerlerinden fazla miktarda sivinin Bowmann
kapsiiliine filtrasyonu ile baglar. Glomeriil kapillerlerinden proteinler gegemez bu
nedenle glomertil filtrat: eritrosit ve protein déahil hiicresel elemanlar igermez. Tuzlar ve
organik molekiiller dahil, plazmanin yapisindaki diger maddelerin konsantrasyonu
plazma ve glomeriil filtratinda benzerdir. Filtrat sonra bobrek korteksinde yer alan
proximal tiibiil i¢cine akar.

Proximal tiibiilde normalde filtre olan su ve sodyumun yaklasik %65°i ile
kloriiriin biraz daha az kismu filtrat Henle kivrimina ulasmadan 6nce emilir. Proximal
tibiil yiiksek bir aktif ve pasif geriemilim kapasitesine sahiptir. Glikoz, aminoasitler,
bikarbonat gibi bazi maddelerde hizlica emilir. Ayrica safra tuzlari, oksalat, iirat,
katekolaminler gibi organik asit ve bazlarin da proximal tiibiill i¢ine sekresyonlari
vardir. Olusan filtrat proximal tiibiilden bobrek medullasinin derinliklerine dogru inen
Henle kivrimina akar.

Henle kivriminin bir inen kolu birde ¢ikan kolu vardir ve bu kisimlarin alt
uclarinin duvarlar1 ¢ok incedir. Bu nedenle Henle kivrimimin inen ince kismi olarak
isimlendirilir ve duvarindan maddelerin basit difiizyonla gegmesine olanak saglar. Filtre
olan suyun yaklasik %20’si inen ince kisimdan geri emilir. Ure ve sodyum dahil

¢oziinmiis maddelerin ¢oguna da orta derecede gecirgendir. Henle kivriminin inen kolu
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kortekse dogru doniis yapar ve ¢ikan ince kol olarak devam eder burasi suya gegirgen
degildir ancak bir miktar sodyum kloriir geri emilimi olur. Henle kivriminin ¢ikan ince
kolunun duvari kalinlasarak ¢ikan kalin kol olarak devam eder. Burasi suya gegirgen
degildir, buraya ulasan filtrattan sodyum, potasyum, kloriir, kalsiyum geri emilir. Cikan
kalin kolun sonunda duvari 6zellesmis epitel hiicrelerinden olusan bir plak igeren
makula densa denen kisim vardir. Makula densa, nefron fonksiyonunun kontroliinde
onemlidir. Buradan sonra sivi kortekste bulunan distal tiibiile ulagir. Distal tiibiil asit baz
ve total su-sodyum dengelerinin korunmasinda 6nemlidir. Distal tiibiilin baslangi¢
kisminda da ¢6ziinmiis maddeler geri emilime ugrarken su tiibiilde kalir. Distal tiibiili,
birlestirici tiibiil ve korteksin toplayici tiibiilii ile korteksin toplayici kanali izler. Distal
tiibiilin son kisminda ve korteksteki toplayici tiibiillerde su ADH (Antiditiretik
Hormon) diizeyine gore geri emilime ugrar. Buradan sonra 8-10 adet korteks toplayici
kanalinin baslangi¢ kisimlar1 birleserek medullada bulunan medullanin toplayict
kanallarim1  olustururlar. Toplayic1 kanallar birleserek ve genisleyerek bdbrek
papillasinin tepesi araciligiyla renal pelvise bosalirlar. Renal pelvise gelen filtrat idrar
halinde atilmak iizere iiriner sisteme aktarilir.®®

Iki bobrek dakikada 125 ml filtrat {iretir bunun 124 ml’si geri emilirken sadece 1
ml’lik kismi idrar olarak kalikslere aktarilir. 24 saatte ortalama 1500 ml idrar iiretimi
gerceklesir. Idrarla viicuttan uzaklastirilan maddelerin, bébrekten atilma hizi glomeriil
filtrasyonu, maddenin bobrek tiibiiliinden kana geri emilimi ve kandan maddelerin
bobrek tiibiillerine sekresyonu ile belirlenir. Bu islemler ise viicudun gereksinimlerine
gore diizenlenir.

2.3.3. Bobrek Fonksiyon Testleri

Bobrek fonksiyonlar1 glomeriiler ve tiibiiler fonksiyonlar degerlendirilerek tespit

edilir. Tubiler testler ile bobreklerin konsantre ve diliie etme yetenekleri Olciliir ve
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varsa renal fonksiyon bozuklugu erken dénemde tespit edilebilir. Rutin idrar analizi,
idrarda al-mikroglobulin, retinol baglayic1 protein, gama glutamil transferaz (GGT),
B2-mikroglobulin, sodyum (Na®) diizeylerinin ol¢iimii gibi testler tiibiiler fonksiyon
bozukluklarinin incelenmesinde kullanilan yéntemlerdendir.”

GFR (Glomeriiler Filtrasyon Hizi) tiim bdbrek fonksiyonlari iginde en
onemlisidir. GFR'nin normal referans araligit 70-145 mL/dak'dir. GFR ol¢limii,
glomeriillerde  harabiyet olup olmadigmmin, varsa harabiyetinin derecesinin
belirlenmesinde faydalidir. Total GFR, fonksiyon goéren biitiin nefronlarin filtrasyon
hizlarinin toplamina esittir. GFR hesaplanirken klirens formiilleri kullanilir. Renal
Klirens, bir maddenin bobrekler tarafindan belirli bir zamanda temizlendigi plazma
hacmi olarak bilinir. Klirens 6l¢iimiinde c¢esitli endojen ve ekzojen belirteglerden
faydalanilmaktadir. Endojen belirteclere ornek olarak, kreatinin, iire ve diisiik molekiil
agirlikl proteinler; ekzojen belirteclere ise iniilin klirensi ve iohekzol klirensi 6rnek
verilebilir.

GEFR olglilmesinde en sik kullanilan yontem kreatinin klirensidir. Kreatinin daha
cok iskelet kasindaki kreatin ve fosfokreatinden olusur. Kreatin bobrekler, karaciger ve
pankreasta enzim araciligiyla iki reaksiyon halinde sentezlenir. Kreatin, sentezlendikten
sonra fosfokreatine doniistiriilmek iizere kan yoluyla kaslara ve beyine gider.
Fosfokreatin ve kreatinin birbirlerine doniisiimii, kas kasilmasiyla ilgili metabolik
olaylarin sonucunda olusur. Kastaki serbest kreatin ve fosfokreatin toplaminin belli bir
orani (% 1-2'si) spontan ve geri doniisiimsiiz olarak anhidrit formu olan Kreatinine
dontigiir. Boylece her giin olusan kreatinin, kas kitlesine orantili olup giinden giine fazla
bir degisiklik gostermez. Serbest kreatinin, kreatin metabolizmasinin atik bir {iriiniidiir,
tiim viicut sivilarinda, sekresyonlarda bulunur ve serbest olarak glomeriiler filtrasyona

ugrar. Kreatinin, endojen olmasi ve viicut sivilarinda sabit bir hizla salinimasi nedeniyle
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plazma diizeyleri dar sinirlar i¢indedir ve renal klirensi GFR'nin bir gostergesi olarak
goriilmektedir. Ol¢iimiinde ise kan ve idrar 6rnegi kullanilir.

Kandaki iire, kan iire azotu (BUN) olarak tanimlanir. Karacigerde metabolize
edilen amino asit miktar1 artinca tire olusumu ve BUN diizeyleri artmaktadir. Normalde
olusan fazla BUN ve iirenin bobreklerden atilmasi beklenir. Renal hasar gelistiginde ise
bobrekler bu fonksiyonunu yapamaz ve kanda diizeyleri yiikselir. Klinikte bdbrek
fonksiyonlarini degerlendirmede, hastalardan alinan kan 6rneklerinde BUN ve kreatinin
diizeyi Olglimii rutin hale gelmistir. Yapilan deneysel calismalarda da bdbrek
fonksiyonlarin1 degerlendirirken hayvan serumlarindan BUN ve kreatinin diizeyleri
bakilmis ve olusturulan nefrotoksisite modeli degerlendirilip, verilen ilaglarin bobrek
fonksiyonlarina olan etkisi incelenmistir.73’ “

2.3.4. Parasetamole Bagh Nefrotoksisite

Bobrekler, yiiksek kan akimi, mediiller interstiSyumda toksinleri konsantre
edebilme ve tiibiiler epitelde spesifik tasiyicilarin olmasi nedeniyle toksik zedelenmeye
hassastir. Nefrotoksik metabolitler, renal perfiizyonu azaltip, hiicrelere oksijen
tasinmasina engel olarak, hiicresel oksijen ve ATP kullanimini artirarak ve direk
mitokondrilerdeki enerji iiretimini bozarak etki ederler.” Yine glutatyon tiikenmesi ve
lipid peroksidasyonunun bulundugu oksidatif stres, kimyasallara bagli nefrotoksisite
nedeni olarak éne siiriilmiistiir.”® Bobreklerden glomertiler filtrasyon ve aktif tiibiiler
transportla atilan ilaglar ise toksik etkilerini 6nce hiicresel hasar olusturarak ardindan
bébrek fonksiyonlarinda bozulma yaparak gosterirler.”” Parasetamol toksisitesi de
ilacin karacigerde ve ekstrahepatik dokularda metabolize edilmesi sonucu
olusmaktadm78

Parasetamoliin yiiksek dozda kullanimmin nefrotoksisiteye neden oldugu * ve

akut tubuler nekrozla birlikteligi tespit edilmistir.”*®" Hastalardan alman bobrek
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biyopsilerinde toksinlerin proximal ve distal tiiblil epitel hiicrelerinde nekroza sebep
oldugu gérﬁlmiistiir.82

Yetigkinlerde parasetamol terapétik dozlarda alindiginda %63 glukuronidasyon,
%34 oraninda ise sulfasyonla metabolize edilir. Bu reaksiyonlar primer olarak
karacigerde gergeklesirken, suda ¢oziinen metabolitleri bobreklerden atilmaktadir.
Terapotik dozlarda parasetamoliin %5’ten az kismi mikrozomal P-450 sistemi
tarafindan NAPQI’a okside edilir. NAPQI ise glutatyonla merkaptiirik asite doniiserek
detoksifiye edilir. Yiiksek doz parasetamol alimi durumunda glukuronidasyon ve
sulfasyon reaksiyonlarinin doymasi sonucu mikrozomal P-450 sistemi devreye girer.
Olusan NAPQI'imn hepsi detoksifiye edilemez ve bu elektrofil ara iiriin hiicresel
proteinlerdeki siilfidril ve glutatyon parcalari ile farkli maddeler olusturur.® Bu siireg
kaspaslarin ve lizozomal enzimlerin aktivasyonuna yol agar, apoptozisi veya programli
hiicre Olimiinii baslatir sonu¢ olarak da hemostaz bozulur. Bu durum hayvan
modellerinde, bobrek ve karaciger dokularinda gdosterilmistir. Hiicre 6liimii sonugcta
doku nekrozuna ve organ disfonksiyonuna neden olmaktadir.®?* 3 Parasetamol
toksisitesi mekanizmas: karacigerde iyi bir sekilde ag¢iklanmigtir. Buna karsin
bobrekteki mekanizma net degildir. Farkli ¢alismalardaki verilere dayanilarak farkli
potansiyel mekanizmalar iizerinde durulmaktadir. Bunlar arasinda prostaglandin
sentetaz ve N- deasetilaz enzimlerinin oldugu sitokrom P-450 sistemi bulunur. %

Prostaglandin endoperoksit sentetaz (PGES), bobrekte bulunur ve parasetamoli
NAPQI gibi toksik metabolitlerine etkinlestirir. Bu islem daha ¢ok bobrek medullasinda
olur. Sitokrom P-450 sistemi ise kortekste Onemli role sahiptir. Bobrekte
biyotransformasyonda CYP2E1 izoenzimi goérevlidir. Bu iki enzim sistemi toksisitede
metabolitlerinin seliiler proteinlere kovalent baglanmasi, hiicre 6liimii ve doku nekrozu

ile sonlanir.’
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N-deasetilaz, parasetamole bagli renal hasardan sorumlu tutulmaktadir. Bu
enzim parasetamol veya NAPQI iizerine etki eder, substratin1 p-aminofenole deasetiller
ve toksik olan bu metabolit seliiler proteinlere baglanarak toksik etki olusturur. Bu islem
CYP-450 enzim sistemleri ile etkilesim halinde olusabilir.2®

Glutatyon, parasetamol ve metabolitlerinin detoksifikasyonunda 6nemli role
sahiptir. Glutatyon konjugatlar1 nefrotoksik bilesikler olarak diisiiniilmektedir.’ Hayvan
modelleri, parasetamolle indiiklenen nefrotoksisitenin, bu konjugatlarin transportunun
saglanmast veya metabolizmalarinin inhibe edilmesi ile azaltilabilecegini
gostermektedir. Fakat renal hasarin direkt ya NAPQI-glutatyon konjugatlarina ya da
metabolitlerinden birine karsi gelisip gelismedigi tam olarak belirlenememistir. Bagka
bir olasilik ise bu metabolitlerin glutatyon tiikenmesi yapabilecegidir. Parasetamol-
Sistein konjugasyonlarinin da parasetamole bagli renal toksisiteyi agirlastirdigi
belirlenmistir.> ® Sonug¢ olarak olusan konjugatlarin veya glutatyon tiikenmesinin,
radikal birikiminine neden olarak oksidatif hasar1 arttirdigi ileri siirilmiistir ve
antioksidanlarin etkisi tizerinde durulmustur.

NAC, parasetamole bagli hepatotoksisitede etkin bir ila¢ olarak kullanilmaktadir,
nefrotoksisite tedavisinde de kullanmasina ragmen net etkisi tartismalidir. Parasetamole
bagli nefrotoksisitede birgok mekanizmanin olmasi, NAC tedavisine alternatif olarak
farkli tedavilerin denenmesini miimkiin kilmaktadir.

Cermik ve arkadaglari, yaptiklar1 bir calismada, parasetamole bagh
nefrotoksisitede hiperbarik oksijen ve NAC tedavisinin biyokimyasal ve inflamatuvar
sitokinler tizerindeki etkisinden yola ¢ikarak, sadece NAC verilen gruba oranla daha iyi

diizelme gosterdigini gozlemlemislerdir.®
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Ugar ve arkadaglar1 yaptiklar1 baska bir calismada ise ratlarda NAC ve ozon
terapisi uygulamasinin sadece NAC terapisine kiyasla daha iyi sonu¢ verdigini
gt')zlemlemislerdir.10

Zhau ve arkadaslari, parasetamole bagli hepatotoksisite ve nefrotoksisitede
serbest radikallerle gelisen oksidatif stresin olusturdugu hasarda Rheum officinale
bitkisinden elde edilen rhein molekiiliinii denemisler ve hasar1 sinirlayabildigini
gézlemlemi§lerdir.88

Antioksidan etkileri olan Timokinon da, ratlarda parasetamoliin neden oldugu
nefrotoksisitede Aycan ve ark. tarafindan etkili olabilecegi dngoriilen bir molekiildiir.%

2.3.5. Antioksidanlar

Antioksidan savunma mekanizmalari, aerobik hiicre metabolizmasi sonucu
stirekli olusan serbest radikallerin dengede tutulmasinmi saglayarak, hiicrenin yapisi ile
fonksiyonlarmni korurlar. En onemli serbest radikaller oksijenden olusur. Hidrojen
peroksit (H,O,) gibi radikal olmayan ancak etkileri sebebiyle kimyasal aktiviteleri
yuksek reaktif oksijen bilesikleri de vardir.” Baslica reaktif oksijen bilesikleri;
stiperoksit anyonu, hidrojen peroksit, hidroksil radikali ve singlet oksijendir. Ayrica
normalden yiiksek parsiyel oksijen basinci, sigara dumani, yaslanma, iyonizan
radyasyon, nitrojen dioksit, ozon, azot protoksit, giines 15181, 1s1 soku ve glutatyon
oksitleyen maddeler gibi eksojen faktorler serbest oksijen olusumunu arttirir.
Parasetamol ve karbon tetrakloriir gibi bazi ilaglarin oksidasyonu sirasinda veya redoks
dongiisii yapan doksorubisin, alloksan ve paraquat gibi maddelerin yikimi sirasinda da
bu radikaller olusur.91 Olusan bu radikaller, hiicrelerin protein, lipid, DNA,
karbonhidrat ve enzim gibi 6nemli bilesiklerini etkilerler.

Lipidler, serbest radikallerin etkilerine karsi hassas biyomolekiillerdir. Hiicre

membranlarindaki kolesterol ve yag asitlerinin doymamis baglari, serbest radikallerle
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tepkimeye girer boylece peroksidasyon iiriinleri olusturur. Ozellikle siiperoksit radikali
ve hidroksil radikali sitoplazma, mitokondri, niikleus ve endoplazmik retikulum
membranlarinda lipid peroksidasyonuna yol agar, bu da membran permeabilitesinin
artmasma neden olur. Olusan lipid peroksitler (LOOH), iltihap hiicrelerine karsi
kemotaktik olduklar1 i¢in bu hiicreleri dokuya c¢ekerek inflamatuvar reaksiyon
olustururlar.

Proteinler, serbest radikallerin etkisine poliansatiire yag asitlerinden daha az
hassastir. Doymamis bag ve kiikiirt bulunduran triptofan, tirozin, fenilalanin, histidin,
metiyonin, sistein gibi aminoasitlerin bulundugu proteinler serbest radikallerden daha
kolay etkilenir ve tersiyer yapilari bozulur, normal fonksiyonlarini yerine getiremez hale
gelirler. Iyonizan radyasyonla olusan serbest radikallerin ise DNA’y1 etkileyerek
hiicrede mutasyon ile 6liime neden oldugu bilinmektedir ve bunun en ciddi hasar tipi
oldugu diisiiniilmektedir. >

Serbest radikallerin, canlida yapimi ve ortadan kaldirilmas1 bir denge halindedir.
Patolojik olaylar sirasinda hiicrede asir1 miktarda reaktif oksijen radikali olusup bu
dengenin bozulmasi ‘oksidatif stres’ olarak adlandirilir ve doku hasarina sebep olur.
Antioksidan savunma mekanizmalarinin baglicalar; radikalleri yakalayip nétralize eden
antioksidan maddeler, radikalleri daha az toksik tiriinlere doniistiiren antioksidan enzim
sistemleri ve radikallerin olusmasini onleyen, olusumu halinde yayilimmi engelleyen
sistemlerdir.

Antioksidan Maddeler

Vitaminler, ilaglar ve gida antioksidanlar1 seklinde siniflandirilabilirler. Vitamin
E (o-tokoferol), askorbik asit (vitamin C), B-karoten ve folik asit (folat) vitamin olan
antioksidanlardir. Ksantin oksidaz inhibitorleri, NADPH oksidaz inhibitorleri, vitamin E

analoglari, rekombinant siiperoksit dismutaz, endojen antioksidan aktiviteyi arttiranlar,
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nonenzimatik serbest radikal toplayicilar, demir redoks dongiisii inhibitorleri, notrofil
adezyon inhibitorleri, timor nekroz faktor ve interlokin gibi sitokinler , barbitiiratlar ve
demir selatorleri ise ila¢ olarak kullanilan antioksidanlardir. Mukus, albiimin, taurin ve
tirik asit gibi farkli antioksidanlar da vardir.

Serbest Radikal Olusmasimi ve Yayilmasim Onleyen Sistemler

Hidrojen peroksid ve siiperoksid anyonundan hidroksil radikali olusmasini
saglayan reaksiyonu katalize eden demir ve bakir iyonunu hiicre ve plazmada baglayan
seruloplazmin, transferrin, ferritin, laktoferrin, ile mitokondrilerde fizyolojik olarak
olusan radikalleri suya indirgeyen mitokondriyel sitokrom oksidaz, reaktif oksijen
radikallerinin olusmasini ve oluganin yayilmasini engelleyen sistemler arasindadir.

Antioksidan Enzim Sistemleri

Stiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve glutatyon redox siklus
enzimlerinden, glutatyon peroksidaz (GSH-Px), GSH rediiktaz, glukoz-6-fosfat
dehidrojenaz, reaktif oksijen radikallerini daha az toksik iiriinlere doniistiiren
antioksidan enzim sistemleridir.

2.3.5.1. Siiper Oksid Dismutaz

Stiperoksit radikallerinin, hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene doniistimiinii
katalize eder. Meydana gelen H,0,, az miktarda ise indirgenmis GSH-Px tarafindan
suya ve Oksijene doniistiiriilerek, eger fazla miktarda ise katalaz enzimi devreye girerek
aymi sekilde yok edilir. Eger yok edilemezse viicutteki demir ve bakir iyonlari
tarafindan hidroksil radikaline doniistiirtiliir.

2.3.5.2. Glutatyon

Indirgenmis glutatyon, hiicrelerde (6zellikle karacigerde) sistein, glisin, glutamik
asitten sentezlenen bir tripeptit olup reaktif oksijen radikallerini ya dogrudan ya da

enzimatik olarak yakalar. Enzimatik ve enzim dis1 antioksidan mekanizmalar genellikle
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tek baslarina degil birbirleri ile etkilesim halinde ¢alisir ve dokular1 oksidatif hasardan
korumaya calisir.

Hepatik hasar, renal hasar, kardiyak hastaliklar, norodejeneratif hastaliklar,
diyabet, pulmoner hastaliklar ve kanser gibi hastaliklardan serbest oksijen radikalleri
sorumlu tutulmaktadir.®® ** GSH ve SOD’un dokulardaki aktivitelerinin Olgtimleri,
deneysel ¢alismalarda serbest oksijen radikallerine bagli olusan oksidatif stresin yaptigi
hasar1 ve tedaviye verilen yaniti1 degerlendirmede belirte¢ olarak kullamImaktadir.® %

2.3.5.3. Malondialdehit

Stiperoksit radikali ve hidroksil radikali mitokondri, niikleus, sitoplazma ve
endoplazmik retikulum membranlarinda lipid peroksidasyonunu baslatir. Bu da
membran permeabilitesinin artmasima neden olur. Olusan LOOH, iltihap hiicrelerine
kars1 kemotaktik olduklar1 i¢in bu hiicreleri dokuya c¢ekerek inflamatuvar reaksiyon
olustururlar. LOOH’1n yikilmasina bagli ¢ogu biyolojik olarak aktif olan aldehitler
olusur. Ug¢ veya daha fazla ¢ift baga sahip yag asitlerinin peroksidasyonu ile
malondialdehit (MDA) olusur. MDA kanda ve idrarda bulunup, lipid
peroksidasyonunun seviyesiyle korelasyon gosterir. Bu nedenle MDA diizeyi lipid
peroksit seviyelerinin gostergesi olarak kullanilir.”” %

2.3.6. Sitokinler

Sitokinler, immun sistem hiicreleri tarafindan inflamasyon olayi sirasinda sentez
edilip, cevrelerine salmman lokal etkili 6zel peptid veya protein yapili inflamasyon
mediyatorleridir. Lokal etki ile salgilandiklar1 hiicreleri (otokrin etki) ve/veya yakin
cevrelerindeki diger hiicreleri etkilerler (parakrin etki). Sitokinler hedef hiicreleri,
ylzeylerindeki kendilerine 6zgii reseptorleri uyararak etkilerler. Bu reseptorler kinazla

iliskili reseptor tipindedir ve aktivasyonlari ile hedef hiicrelerde belirli genlerin

ekspresyonunu arttirarak inflamasyon olayinda diger sitokinlerle sinerjistik, bazende
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antagonistik etkilesim yaparlar. Sitokinler yap1 6zelliklerine ve islevlerine gore siniflara
ayrilirlar: Interldkinler, kemokinler, interferonlar, koloni stimule edici faktorler
(KSF/CSF), biiytime (BF/GF) ve tiimor nekroz faktorleri.
2.3.6.1. Tiimér Biiyiime Faktorleri (Transforming Growth Factor, TGF)
TGFa ve TGFB olarak 2 grupta incelenir. TGFo makrofajlarda, beyin
hiicrelerinde ve keratinositlerde iiretilir, baz1 kanserlerde ytikseldigi gézlenmistir. TGF(

k,1% anti-

ise TGFB1, TGFB, ve TGFPs olarak iige ayrilir. Antiproliferatif,” proapoptoti
inflamatuvar'®  etkileri oldugu bilinmektedir. Bunlardan TGFB; immun sistem
kontroliinde 6nemli role sahiptir ve immun sistem hiicrelerinin bazilarindan (l6kosit

gibi) salmnir.'*

Baz1 T hiicreleri, diger T hiicrelerinin etkilerinin inhibe etmesi i¢in
TGFp; salgilar. Ayrica TGFp; farkli interlokinlerin, interferon-y igeren sitokinlerin ve
TNF-o’nin salinmasini ve etkilerini inhibe edebilir. Serotoninin sigan mezengiyal
hiicrelerinde TGF-; mMRNA ekspresyonunu ve fibrozisi arttirdigi diistiniilmektedir. 103

2.3.6.2. Tumor Nekroz Faktor Alfa

TNF-a aktive olmus monositler ve makrofajlardan salgilanan proinflamatuar bir
sitokindir. Kasektin olarak da bilinir. Inflamatuar yanitta cesitli hiicrelerden saliniminin
arttigi, interlokin-1 ile birlikte ya da ayri ayr sistemik inflamasyonu tetikleyerek ates
gibi belirtilerin ortaya ¢ikmasina neden oldugu bilinmektedir. Notrofil ve monositler
icin kemotaktik etkiye sahiptir. Karacigerde akut faz yanitin1 uyardigi ve C-reaktif
proteinin artmasina neden oldugu gosterilmistir. Inflamatuvar yanitta etkili olan bu
sitokinler deneysel modellerde belirteg olarak kullanilabilmektedir.

Yakin zamanda cCisplatinle yapilan bir nefrotoksisite ¢alismasinda renal hasarin
erken ve ge¢ donemde yiikselen farkli belirtegleri karsilastirilmistir. Bunlardan TNFa

diizeyinin renal hasarin erken doneminde yiikseldigi, TGFB diizeyinin ise ge¢ renal

hasarda yiikseldigi gézlenmis‘tir.lo4
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2.4. Serotonin

Serotonin ilk olarak 1937°de Erspamer ve ekibi tarafindan enterokromaffin
hiicrelerde bulunup, enteramine adi ile hayatimiza girmistir.105 Birkag yil sonra serumda
tespit edilen (sero) ve vasokonstriktér (tonin) etkisi de bulunan bu madde serotonin

olarak adlandirilmustir.® %

Ilerleyen siiregte beyinde de tespit edilen 5-
hidroksitriptamin ve serotoninin (5-HT) aym madde oldugu anlagilmigtir.'®®
Serotonin, diger adiyla 5-hidroksitriptaminin, kimyasal formiilii C19H12N,O’dur. Sentezi
esansiyel bir aminoasit olan triptofanin besinlerle alinmasi ile baslar. Bunun yaklasik
%10 kadar1 5-HT sentezinde kullanilirken kalan kismi kinureinlerin sentezi igin
gereklidir. Triptofan 5 numarali karbonundan Triptofan hidroksilaz (TPH) enzimi ile
hidroksillenerek 5-hidroksitriptofan olusur bu da aromatik L-amino asid dekarboksilaz
(dopa dekarboksilaz) ile Kkatalizlenerek iki basamakta 5-HT meydana gelir.

Monoaminoksidaz enzimi tarafindan  5-hidroksi-indol-asetik aside (5-HIAA)

dontistiiriilerek metabolize edilir (Sekil 2.4).
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Sekil 2.3. Serotonin metabolizmasi**°

Insan viicudunda toplam 10 mg kadar 5-HT bulundugu bunun %95’inin mide ve
barsak mukozas: enterokromafin hiicrelerinde, daha az oranda ise oradaki enterik mast
hiicrelerinde ve serotonerjik noronlarda oldugu tespit edilmistir. Yine mide-barsak
ceperindeki enterik sinir sistemini olusturan myenterik plexus ve submukozal plexustaki
ndronlarin bir kismi serotonerjik noéronlardir. Mide-barsak disinda kalan 5-HT’nin
biiyiik kismu ise kanda trombositler i¢inde ve SSS’de bulunur.***

Serotonin depresyon, anksiyete, sosyal fobi, sizofreni, obsesif kompulsif

bozukluk, panik bozukluk, migren, hipertansiyon, pulmoner hipertansiyon, yeme
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bozukluklari, kusma, irritabl barsak sendromu gibi hastaliklardan sorumlu
tutulmustur.**? Ayrica kardiyovaskiiler regiilasyonda, termoregiilasyonda, uyku-uyanma
sirkiilasyonunda, beslenme, saldirganlik, seksiiel tavir, 6grenme gibi durumlarda etkileri
arastirilmaktadir.**® Serotonin ilag olarak kullanilmaz. Etkileri, reseptorlerinin agonist
ve antagonistleri araciligi ile olusturulur.

2.4.1. Serotonin Reseptorleri

Serotonin reseptorleri 1957°de guine pig ileumunun morfin ve dibenziline
verdigi fonksiyonel cevaba gore siiflandirilarak M ve D olarak 2 gruba ayrllmls,tlr.114
Farmakolojik, elektrofizyolojik, DNA klonlamasi, radyoligand baglama gibi yeni
deneysel yontemlerin denenmesi ile serotonin reseptorlerinin giiniimiizde 5-HT;, 5-HTo,
5-HT3, 5-HT4, 5-HTs, 5-HTg ve 5-HT7 olmak iizere 7 tip Ve bazi gruplarin alttipleri
tanimlanmustir.™> ® Bu hali ile en genis nérotransmitter reseptor ailelerindendir.
Dolayisiyla birgok fizyolojik ve patolojik olayda suglanmaktadir.

5-HT beyinde ve periferde etkilerini, membrana bagli bu reseptorlerin
aktivasyonu ile gelisen hiicre i¢i olaylar sonucu gosterir. 5-HT reseptorleri (5-HTR) 5-
HT; reseptorii hari¢ genelde bir G proteinine kenetli heptahelikal reseptorlerdir. 5-HT3
reseptorii ise bir iyon kanali araciligi ile ¢aligir.

5-HTj reseptorlerinin 5-HT1a, 5-HT1g, 5-HT1p, 5-HTe ve 5-HT1r olmak tizere 5
alttipi vardir. 5-HTyc reseptorii ise 5-HT,c ile beraber siniflandirilmis olup en ¢ok
calisma yapilan ve en iyi tamimlanan gruptur. 5-HT;a reseptorleri genellikle SSS’de
bulunurlar, kardiyovaskiiler sistemde etkilerine rastlanmamistir.™*’ 5-HTyg reseptorii
SSS’de serotonerjik noronlarin  uglarinda bulunur ve serotonin saliniminin
otoregiilasyonunda gorevlidir. Duygudurum, motor fonksiyonlar ve biling durumu ile
iliskilendirilmistir.™® ™ Ayrica insan koroner arterlerinin,® pulmoner arterlerin,*?

serebral arterlerin, % diger kan damarlarmin ve farkli tiirlerin*?® kan damarlarinmn diiz
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kas tabakasinda bulunarak serotoninle uyarilan vasokonstriksiyona aracilik ettigi
gosterilmistir. Endotelyal hiicrelerde bulunan 5-HTjg reseptoriiniin sitimiilasyonu ile ise
nitrik oksit (NO) bagimli vasodilatasyon olustugu diisiiniilmektedir.*™®

5-HT; reseptorleri 5-HT2a, 5-HT2g ve 5-HT,c olarak 3 farkli alttipten olusur. Bir
calismada insan pulmoner arteri ve aortun diiz kas hiicrelerinde 5-HT,a reseptorii
mRNA’s1 bulunmus‘fur.24 5-HT;a reseptoriiniin, serotoninin vasokonstriktor cevabina
aracilik ettigi ve platelet agregasyonunda rol aldig1 tespit edilmistir.

5-HT; reseptdr antagonistlerinin myokard enfarktiisiindeki agrida klinik
potansiyeli olabilecegi diisiiniilmektedir.** Eriskin kalp atriyumlarinda serotonin, 5-
HT, reseptorlerinin stimulasyonu ile pozitif kronotropik ve inotropik etkiler olustugu
gtjzlenmi@tir.lz4

SSS ve kardiyovaskiiler sistemde etkileri fazlasi ile calisilan ve arastirilan

serotonin ve reseptorleri daha farkli calisma alanlarinda da karsimiza ¢ikmaktadir.

125-127 128-130

Osteoblast  proliferasyonunda, karaciger rejenerasyonunda, alyuvar

131, 132 133

proliferasyonunda, insiilin  salimminda™® ve immun yamtta®® c¢alismalar
mevcuttur.

2.4.2. 5-HT7 Reseptorii

5-HT7 reseptorii serotonin reseptorlerinden en son kesfedilenidir. 1993°te farkl

130139 guinea pig'*° ve insan'* gibi 50°den fazla canlida

laboratuvarlarda fare,™* sican,
klonlanmistir. Insan 5-HT7 reseptorii 445 aminoasitten olusan bir proteindir. 39-53 %
oraninda 5-HTy, 5-HT,, 5-HTs, and 5-HTjg reseptorleri ile homoloji gosterir.  5-HT7R

geni 10.kromozomda q21-q2 bolgesinde lokalizedir.'*?

Siganda 5-HT7(a), (b), (©), (e)R ve
insanda 5-HT7@), m)@R gibi splice varyantlari tanimlanmustir.**® 5-HT; reseptorii Gs-

proteinler araciligiyla adenilat siklaz iizerinden etkisini gdsterir.*® Santral sinir sistemi

ve periferal dokulardan eksprese edilir. Santral sinir sisteminde talamus, hipotalamus
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(suprakiazmatik niikleus dahil), serebral korteks (piramidal ve GABAerjik néronlarda),
amigdala ve dorsal raphede bulundugu gosterilmistir.** * Serebellumda 6zellikle
purkinje noronlarinda lokalizedir.**® Periferde kan damarlarinin 6zellikle pulmoner,
koroner ve aort gibi % ?* diiz kas hiicrelerinde bulunurken, gastrointestinal sistemde
peristaltizmle ilgili olduklart bulunmustur.**’ 5-HT;’nin diiz kas gevsemesindeki rolii
g6z Online alinarak, irritabl barsak sendromu ve anjina gibi hastaliklarda kalitimla
iliskisi olabilecegi 6ne siiriilmiistiir.**® insan ve sican timus, dalak, periferal lenfositler
ve mitojenle aktive dalak hiicreleri gibi immun dokularinda 5-HT7 reseptor mRNA’s1
gosterilmistir. 5-HT7 reseptor stimiilasyonunun, 5-HT araciligi ile T hiicrelerinin
aktivasyonuna ve fonksiyonlarina katkida bulunabilecegi yapilan ¢aligmalar

14
arasindadir.**®

Bu c¢alismalardan yola ¢ikarak bizde parasetamolle olusturulan
nefrotoksisitede 5-HT; reseptoriiniin, immun cevapta rolii olabilecegini diistindiik.

2.4.3. 5-HT;R Agonist ve Antagonistleri

Spesifik agonist, antagonist ve geni silinmis farelerin kullanimi ile 5-HT7R’nin
patolojik olaylardaki rolleri tanlmlanmlstlr.15o Reseptor dagilim calismalar1  ve
farmakolojik ¢alismalar 5-HT7R’nin termoregiilasyon ve sirkadiyen ritmin kontroliinde
rolii olabilecegini g('jstermistir.m'w3 5-HT;R™" fare ile yapilan ¢alismalar 5-HT7R’nin
o0grenme ve hafizada rolii oldugunu géstermistir.145‘ 154135 pavlov’un O0grenme testi
aractligi  ile hafizada 5-HT; reseptor antagonistleri calisilmistir.”®®  5-HT;R
agonistlerinin de yasa bagl hafiza azalmasi ve Alzheimer Hastaliginda potansiyel
kullanima sahip olabilecegi de belirtilmistir.">" Fakat sonradan yapilan calismalarda bu
goriis degismistir.158 Yapilan ¢alismalarda 5-HT;R’niin depresyonda ve suprakiazmatik

¢ekirdek néronlariin modiilasyonuyla uykunun REM (rapid eye movement) déneminin

aktivasyonuna etkisi gosterilmistir.”®> **° Selektif 5-HT/R ligandlarinmn agri, migren,
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sizofreni, anksiyete, O0grenme bozukluklar1 ve inflamasyonda potansiyel terapotik
etkilerini gdstermistir.**

Kim ve arkadaslari, yaptiklar1 bir ¢alismada 5-HT; reseptor antagonistlerinin
kolitte ve buna bagli olusan immun cevapta rollerini calisarak, inflamatuvar barsak
hastalig1 gibi hastaliklarda etkileri olabilecegini éne siirmiislerdir.'®!

Cadirci ve arkadaslari, sepsis ¢alismasi ile inflamasyonda 5-HT7 reseptor agonist
(AS-19) ve antagonistlerinin (SB269970) etkilerini arastirmislar, agonist kullaniminin
inflamatuvar cevabi azaltabilecegini gtistermislerdir.z7

Albayrak ve arkadaslari, si¢anlarda karageninle olusturulan penge 6deminde
indometazin, 5-HT; reseptor agonist (AS-19) ve antagonistlerinin (SB269970) etkilerini
calismiglardir. Ozellikle agonist verilen gruplarda antiinflamatuvar ve antioksidan
etkiler olabilecegini gozlemlemisler ve inflamasyonda 5-HT7 reseptorlerinin etkilerine
dikkat c;ekmislerdir.26 Baska bir g¢alismada ise parasetamolle indiiklenen
hepatotoksisitede 5-HT7 reseptorlerinin, agonistler (AS-19) ile uyarilmasi sonucu

karaciger hasarin azaltabilecegini géstermislerdir.
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3. MATERYAL VE METOT

Tez ¢alismasi, Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi Farmakoloji Anabilim Dali
Molekiiler Farmakoloji Arastirma Laboratuvari, Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali
Histoloji Laboratuvari, Kirikkale Universitesi Veterinerlik Fakiiltesi Patoloji Anabilim
Dali Immiinohistokimya Laboratuvarinda gergeklestirilmistir.

3.1. Materyal

3.1.1. Deney Hayvanlari

Bu ¢alismamizda LEMALI hayvanciliktan temin edilen 20-30 gram agirliginda
80 adet disi fare kullanildi. Deney siiresince, farelere yeteri kadar (ad libitum) su ve
yem (Standart Fare Yemi) verildi. Hayvanlar deneyden o6nce gruplar halinde
laboratuvarda normal oda sicakhifinda (22 CO) barindirildi  ve  beslendi.
Calismalarimizin tiim asamalarinin Atatiirk Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu tarafindan 31.07.2014 tarih ve 36643897-130 sayili yazisi ile etik kurallara
uygun oldugu onaylanmustir.

3.1.2. Kullanmlan ilaclar ve laclarin Hazirlams1

3.1.2.1. Kullamlan ilaclar

Kullanilan ila¢ Firma
Parasetamol Sigma
N-Asetilsistein Bilim

5-HT7 reseptor agonisti LP44 Sigma
5-HT7 reseptorantagonisti SB269970 Sigma
Tiyopental IE ULAGAY

3.1.2.2. ilaclarin Hazirlamis1
Parasetamol: Calismada, 40 ml 1X’lik PBS (phosphate buffer saline) iginde

%1’lik CMC (Karboksi Metil Seliilloz) ile 800 mg parasetamol ¢oziilerek, hafif
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sicaklikta karistirilarak hazirlandi. 400 mg/kg dozda olacak sekilde 0.5 ml oral yoldan
gavaj yardimiyla verildi.

N-Asetil Sistein (NAC): 600 mg tek effervesan tablet NAC, 120 ml %0.9’luk
NaCl ¢ozeltisinde ¢oziilerek 0.5 ml’sinde 2.5 mg NAC igeren ¢ozelti hazirlandi. 25
gram hayvana 0.5 ml ¢ozelti oral yoldan gavaj yardimiyla verildi. Boylece 100 mg/kg
NAC verilmis oldu.

5-HT7 reseptdr agonisti: LP44 i¢in ¢oziicii olarak distile su kullanildi. 0.1
ml’sinde 0.1 mg madde olacak sekilde hazirlanip, intraperitoneal olarak farenin
agirligma ve grubuna gore hesaplanarak verildi (Ornegin 25 gram fare igin 10 mg
agonist grubunda 25 dizyem). Bu maddenin daha 6nceki ¢alismalarda kullanilan en
yuksek dozu 10 mg/kg oldugu i¢in agonist dozu 5 ve 10 mg/kg olarak secildi.

5-HT; reseptor antagonisti: SB269970 i¢in DMSO kullanildi. 0.1 ml’sinde 0.1
mg madde olacak sekilde hazirlanip, intraperitoneal olarak farenin agirligina ve grubuna
gore hesaplanarak verildi (Ornegin 25 gram fare i¢in 10 mg antagonist grubunda 25
dizyem). Bu maddenin daha 6nceki ¢aligmalarda kullanilan en yiiksek dozu 20 mg/kg
oldugu i¢in antagonist dozu 10 ve 20 mg/kg olarak secildi.’®?

Tiyopental: 50mg/kg dozda verildi

3.2. Metot

3.2.1. Deney Plam

Calismamizda bir saglikli grubu ve 7 deney grubu olusturuldu. Her grupta 10
adet olmak tizere toplam 80 adet disi fare kullanildi. Deney Oncesi tiim gruplar 16 saat
a¢ brrakildi. Deneye baslamadan oOnce tiim hayvanlar tartilarak asagidaki gruplarda
belirtilen deney protokollerine alindi.

Grup | Saglikli: 0.5 ml 1X PBS (% 1’lik CMC igeren), gavaj ile oral yoldan

verildi.
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Grup Il Parasetamol: 400 mg/kg dozda parasetamol 0.5 ml gavaj ile oral yoldan
verildi.

Grup 111 Parasetamol+NAC: 400 mg/kg dozda parasetamol 0.5 ml gavaj ile oral
yoldan verildikten 1 saat sonra N-Asetil Sistein (NAC efervesan formu) 100 mg/kg
dozda, gavaj ile oral yoldan verildi.

Grup IV Parasetamol+Agonist 5 mg/kg: 400 mg/kg dozda parasetamol 0.5 ml
gavaj ile oral yoldan verildikten 1 saat sonra agonist (5-HT7 reseptor agonisti LP44) 5
mg/kg dozda intraperitoneal olarak verildi.

Grup V Parasetamol+ Agonist 10 mg/kg: 400 mg/kg dozda parasetamol 0.5 ml
gavaj ile oral yoldan verildikten 1 saat sonra agonist (5-HT7 reseptor agonisti LP44) 10
mg/kg dozda intraperitoneal olarak verildi.

Grup VI Parasetamol+Antagonist 10 mg/kg: 400 mg/kg dozda parasetamol
verildikten 1 saat sonra antagonist (5-HT; reseptor antagonisti SB269970) 10 mg/kg
dozda intraperitoneal olarak verildi.

Grup VII Parasetamol+Antagonist 20 mg/kg: 400 mg/kg dozda parasetamol 0.5
ml gavaj ile oral yoldan verildikten 1 saat sonra antagonist (5-HT reseptor antagonisti
SB269970) 20 mg/kg dozda intraperitoneal olarak verildi.

Grup VIII Parasetamol+Agonist 10 mg/kg+Antagonist 20 mg/kg: 400 mg/kg
dozda 0.5 ml parasetamol gavaj ile oral yoldan verildikten 1 saat sonra agonist (5-HT-
reseptor agonisti LP44) 10 mg/kg dozda, antagonist (5-HT7; reseptor antagonisti
SB269970) 20 mg/kg dozda intraperitoneal olarak verildi.

Hayvanlar parasetamol verildikten 12 saat sonra tiyopental anestezisi altinda
Oldiiriilerek bobrek ve kan Ornekleri alindi. Herbir farenin bdbreklerinden bir tanesi

histopatolojik calisma icin % 10'luk ndétral formaldehit ¢ozeltisine konularak tespit
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edildi. Diger bobrekleri ise biyokimyasal analiz i¢in ayrildi ve fosfat tamponuna
konularak -80° dondurucuda muhafaza edildi.

3.2.2. Biyokimyasal Caliymalar

Deney sonrasi farelerden alinan kan 6rnekleri jelli biyokimyasal tiiplere alinarak,
+5°C’de sogutmali santrifiijde santrifiijlenerek serum oOrnekleri elde edilip hemen
alikoatlanarak -80°C’de saklandi. Kan alinmasini takiben, farelerden dokular hizli bir
sekilde alip siv1 azot altinda hemen dondurularak, analizler yapilana kadar -80°C’de
saklandi.

Antikoagiilansiz tiipe alinan kanlar, 4000 g'de 10 dakika santrifiij edildi ve
serumlar ayrildi. Ayrilmig serum Ornekleri eppendorf tiiplerine aktarildiktan sonra
“Cobas C-501” oto analizorde analiz edilmek {izere cihaza yerlestirildi. Ure ve kreatinin
diizeyleri cihaz tarafindan otomatik olarak hesaplandi.

Her farenin 100 mg bobrek dokusu spesifik homojenat tamponunda, buz
tizerinde Tissue Lyser ile homojenize edildi. Daha sonra kitteki direktiflere gore
santrifiij edildi. Biyokimyasal ¢alismalar i¢in her siipernatanttan SOD, MDA seviyeleri
ve GSH seviyeleri manuel 6l¢iim metodlariyla oOlciildii. Ayrica uygun tampon ile
homojenize edilmis tiim bobrek siipernatantlarinda biitiin datalar her mg protein i¢in ort
+ standart sapma olarak gosterildi.

Protein tayini: Protein konsantrasyonlar1 ticari protein standartlar1 kullanilarak
Lowry metodu ile tespit edildi. (Sigma Aldrich, Total protein kit-TP0300-1KT-USA).

Manuel SOD Enzim Aktivitesinin Ol¢iilmesi:

Homojenat Tamponu: Fosfat Tamponu (50 mM pH 7.8 + 10 mM EDTA) veya
PBS Ol¢iim karisimi: Xantine (0.3 mM, 40 ml), EDTA (Etilendiamin tetraasetik asit)

(0.6 mM, 20 ml), NTB (Nitro blue tetrazolium) (150 uM 0.00015 M, 20 ml),
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Na2CO03 (0.4M,12ml), BSA(Bovine Serum Albumine)(1.2g/L)

XO(Xanthine oksidaz)(167 U/L)

(NH4),SO4(Amonyum Siilfat) (2M, 2 ml)

SOD Standartlari.

Deneyin prensibi: Bu metotta, ksantin/ksantin oksidaz sistemi ile iiretilen

siiperoksit radikalleri Tetrazolium'u indirgeyerek renkli formazon olusturur. Bu

kompleks 560 nm'de maksimum absorbans verir. Enzimin olmadig1 ortamda meydana

gelen indirgenme mavi-mor renk olusturmaktadir. Ortamda SOD oldugunda ise

Tetrazolium indirgenmesi tam olmayip enzim miktar ve aktivitesine bagl olarak acik

renk olusmakta, buradan aktivite hesab1 yapilabilmektedir.

Deneyin yapilist:

Doku homojenizasyonu;

1.

2.

4.

5.

Dokular kirmizi kan hiicresi ve pihtilarin1 uzaklastirmak i¢in PBS ile yikandi,
0.1 gram doku 1ml homojenat tamponu ile karistirildi,

10 pl Triton x-100 ilave ederek homojenizatorde 1 dakika boyunca
homojenize edildi,

12000 rpm’ de 15 dakika 4° C de santrifiijlendi,

Siipernatant (iistte kalan berrak kisim) enzim ¢ozeltisi olarak kullanildi.

Calisma prosediirii:

1.

2.

Calismada 96 kuyucuklu plate kullanilds,

Her kuyuya 6l¢iim karisimindan 200’er pl eklendi,
Standartlar hazirlanarak 50 pl standartlar sirasina eklendi,
Numune ¢ozeltilerinden uygun kuyucuklara 50’ser pl eklendi,
Kor kuyusuna 50 pl homojenat tamponu eklendi,

Oda sicakliginda herbir kuyucuga 5’er ul XO eklendi,
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7. 1lk kuyucuga XO eklendikten 20 dakika gectikten sonra 560nm dalga
boyunda absorbans 6l¢timii yaplldl.163

SOD aktivitesinin hesaplanmasi: Olusan mavi-mor rengindeki formazon
boyasindaki azalmanin absorbans miktarlar1 560 nm’de 96’lik well plate kullanilarak
okundu ve seyreltme katsayilar1 dikkate alinarak dnceden hazirlanan SOD stok ¢ozeltisi
ile olusturulan standart grafikten yararlanarak dlgiimler hesaplandi. Numunelerin SOD
aktivitesi, U/mg protein olarak tarif edildi. Her bir fareye ait doku 2 kez tekrar edilerek
calisildi.

Manuel Olarak Total GSH Tayini:

Homojenat Tamponu: Tris-HCI (Tris-Hidroklorikasit) (50 mM, pH 7.4) veya
PBS

Olgiim Tamponu: Tris-HCI (200 mM pH 8.2 + 0.2 mM EDTA)

DTNB (Ditiyobis Nitrobenzoik Asit) (10 mM)

GSH Standartlari

GSH miktarinin 6lgiilmesi ve prensibi: Sedlak ve arkadaslarinin gelistirdigi
yontem esas alinarak gerceklestirildi. Olgiim ortamindaki DTNB 5,5'-Ditiyobis (2-
nitrobenzoik asit) disiilfit bir kromojendir ve siilthidril gruplu bilesikler tarafindan
kolayca indirgenir. Meydana gelen sar1 renk 412 nm spektrofotometrik olarak
Olctlebilir.

Deneyin yapilist:

Doku homojenizasyonu;

1. Dokular kirmizi kan hiicresi ve pihtilarin1 uzaklastirmak icin PBS ile yikandi,

2. 0.1 g doku flizerine 4.5 ml homojenat tamponu ilave edilerek homojenize

edildi,
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3. Homojenatlar, 12000 g 4 “C'de 10 dakika santriflij edilir ve siipernatantlar,
GSH miktariin belirlenmesinde kullanildu.

Calisma prosediirii:

1. Calismada 96 kuyucuklu plate kullanildi,

2. Olgiim tamponundan her kuyuya 150’ser ul eklendj,

3. DTNB’den her kuyuya 10’ar pl eklendi,

4. Numunelerden 50’°ser ul uygun kuyulara eklendi ve kisaca vortekslendi,

5. Standartlar uygun kuyulara 50’ser ul eklendi,

6. Kor kuyusuna 50 pl homojenat tamponu eklendi,

7. 30 dakika 37° C de inkiibasyona birakild1 ve

8. 412 nm dalga boyunda absorbans okundu.'®*

GSH miktariin hesaplanmasi: Olusan sar1 renk miktarlar1 412 nm’de 96’lik well
plate kullanilarak okundu ve seyreltme katsayilar1 dikkate alinarak onceden hazirlanan
GSH stok ¢ozeltisi ile olusturulan standart grafikten yararlanarak olgiimler hesaplandi.
Numunelerin GSH miktarlari, nmol/mg protein olarak tarif edildi. Her bir fareye ait
doku 2 kez tekrar edilerek ¢aligildi.

Manuel Olarak MDA Tayini:

Homojenat Tamponu: % 10’luk KCI (potasyum kloriir) veya PBS

Olgiim Tamponu:

% 8 SDS (Sodium dodesy! sulphate)

% 0.08 TBA (tiobarbiitirikasit)

% 20 Asetik asit

Saf su

MDA Standartlar1 1.1.3.3-Tetraethoxypropane
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MDA miktarmin 6l¢iilmesi ve prensibi: Asidik ortamdaki tiyobarbitiirik asit ile

90-95 °C’de reaksiyona giren MDA, pembe renkli kromojen meydana getirir. 15 dakika

kaynatildiktan sonra hizla sogutulan numunelerin absorbanslar1 532 nm'de

spektrofotometrik olarak okundu.

Deneyin yapilisi:

Doku homojenizasyonu;

1.

2.

3.

Dokular s1v1 azot altinda homojenize edilmeden 6nce PBS ile yikands,
S1v1 azotla parcalanan numuneler 100 mg tartilds,
0.1 g doku tizerine 1 ml homojenat tamponu ilave edilerek tissue lyser’da

homojenize edildi,

Calisma prosediirii:

1.

2.

9.

Calismada 96 kuyucuklu plate kullanild,

Tiim kuyulara 10ul SDS, 75 pl asetik asit, 75 ul TBA ve 20 ul saf su eklendi,

. Numune kuyularma 20’ser pl uygun numunelerden eklendji,

Kor kuyusuna 20 pl homojenat tamponu eklendi,

. Standartlar uygun kuyulara 20’ser ul eklendi,
. Pipetlemeler yapildiktan sonra plate, 105° C de bir buguk saat inkiibe edildj,
. Inkiibasyon sonunda plate,4000 rpm de, 4° C de, 15 dakika santrifiijlendi,

. Siipernatant ({istte kalan berrak kistm) MDA ¢6zeltisi olarak kullanildi,

532 nm dalga boyunda absorbans okundu.*®

MDA miktarinin hesaplanmasi: Olusan pembe renk miktarlar1 532 nm’de 96’lik

well plate kullanilarak okundu ve seyreltme katsayilar1 dikkate alinarak 6nceden

hazirlanan MDA stok ¢6zeltisi ile olusturulan standart grafikten yararlanarak ol¢timler

hesaplandi. Numunelerin MDA miktarlari, nmol/mg protein olarak tarif edildi. Her bir

fareye ait doku 2 kez tekrar edilerek ¢alisildi.
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3.1.3. Kullanilan Alet ve Cihazlar

Cihazlar Modeli ve Firmasi

Eliza Okuyucu Epoch Microplate Spectrophotometer, BioTek, USA
Mikroplate Yikayici Stat Fax 2600 Microplate Washer, USA
Santrifiij (Sogutmali) Hettich Zentrifugen 320R, Germany

pH Metre SCHOTT Instruments Lab 850, Germany
Manyetik Karistirici Wisd WiseStir MSH-20A, Germany
Doku Homojenizatori Tissue Lyser Il Qiagen, Germany

Hassas Terazi Shimadzu ATX224, USA

Etiiv Memmert WNB 7-45, Germany
Karistiric KA- MS 3 basic, USA

Buzdolab1 (-86 0C) Nuaire NU-9483E, USA

Derin Dondurucu Vestel BZP-X1.3402W, Tiirkiye

Otomatik Multikanal Pipet Eppendorf Research Pro (20-300u)

Pipet Seti Eppendorf Research Plus
Isik Mikroskobu Olympus BX-51
RNA izolasyon cihazi Qiagen

3.2.3. Molekiiler Calismalar

Bobrek Dokusunda Yapilan Analizler:

-80°C’de saklanan dokular cikarildi. Her grubun bobrek dokusu sivi azot ile
ogiitiilerek -80°C’de saklandi. Havuz olusturulan bobrek doku karisimlarindan 20 mg
tartildi ve spesifik homojenat tamponunda, buz tizerinde Tissue Lyser ile homojenize
edildi. Daha sonra santrifiij edildi. Siipernatantlar toplanarak mRNA izolasyonu
islemine tabi tutuldu. Saflastirilan mRNA lardan ¢cDNA sentezi yapildi ve molekiiler

incelemeler i¢in RT-PCR analizi yapildi. Molekiiler ¢alismalar i¢in RT-PCR analizinde
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TNF-0, TGF-B ve 5-HT7 ekspresyon analizi yapildi. Biitiin datalar her ng cDNA igin ort
+ standart sapma olarak gdosterildi.

3.2.3.1. Real Time PCR

RNA izolasyonu:

Doku ornekleri teker teker tartilarak RNeasy Mini Kit (Qiagen) kullanilarak
Qiaqube RNA izolasyon cihazinda (Qiagen) total RNA izolasyonu asamalar tireticinin
tavsiye ettigi sekilde stirdiiriildii. Total RNA 1zolasyonunu takiben mRNA miktar1 nano
drop spektrofotometri (EPOCH Take3 Plate, Biotek) ile belirlendi.

Revers Transkriptaz Reaksiyonu ve cDNA Sentezi:

High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit enzimi kullanimi ile total
RNA’dan ¢cDNA sentezlendi. Her reaksiyon 10ul RNA ile gergeklestirilerek CDNA
sentezi asagidaki 1s1 degerlerine gore Veriti 96 Well Thermal Cycler (Applied
Biosystem) ile saglandi. cDNA miktar1 nano drop spektrofotometri (EPOCH Take3
Plate, Biotek) ile 6l¢iim belirlendi ve -20°C’de saklandi.

cDNA sentez reaksiyonu:

total RNA 10 wl
10 X RT Buffer 2 ul
25 X dNTPs mix 0,8 ul
10 X RT Random Primers 2ul
MultiScribe Reverse Transcriptase 1 ul
DEPC-H20 42 1
85°C

10min
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Real Time PCR ile 5-HT7 Reseptor mRNA Ekspresyonunun Kantitatif
Olarak Belirlenmesi

Rolatif Tnf-a, Tgf-f ve 5-HT7 reseptor mRNA ekspresyonlar1 fare bobrek
dokularinda StepOne Plus Real Time PCR System technology (Applied Biosystem)
cihazi kullanilarak gergeklestirildi. TagMan bazli ilgili genlerin primer problar1 Primer
Design Ltd. firmasinda dizayn ettirilip temin edildi (Southampton, UK). Tnf-a i¢in
sekans dizilimi :AGC CAG GAG GGA GAA CAG A r:CAG TGA GTG AAA GGG
ACA GAA C, Tgf-p I¢in . TGG ACA CAC AGT ACA GCA AG r:GTA GTA GAC
GAT GGG CAG TG, 5-HT7 reseptor icin :GACGCTCATCACGCTGCT r:CCA GGG
ACA CAA TCA GGT AGT T, B-actin i¢in FTGGTGGGTATGGGTC AGA AG r:
GACAATGCCGTGTTC AATGG’dir. Sonuglar kontrol grubuna gore rolatif-kat olarak
degerlendirildi. Endojen kontrol gen olarak B-actin kullanild1 ve her bir cDNA 6rnegi
i¢in li¢ tekrar uygulandi. Real Time PCR reaksiyonu 96 kuyucuklu plaklarda 9 pl cDNA
(100 ng), 1 pl Primer Perfect Probe miks ve 10 pl QuantiTect Probe PCR Master miks
(Qiagen, Hilden, Germany) olacak sekilde toplam reaksiyon voliimii her bir kuyucukta
20 ul’ye tamamlandi. -qPCR Hazirlanan reaksiyon plagi 2 dk 50°C, 10 dk 95 °C’de bir

sikliis ve 15 sn 94 °C, 60 sn 60 °C’de 40 siklus olacak sekilde yiiriitiildi. Tiim veriler

-AACt 166

kontrol grubuyla karsilastirmali sekilde 2 metoduna gore hesaplandi.

cDNA (100ng) Xl
TagMan Master Mix 10 ul
Assay 1 ul

RNase free H,O ile 20 pl’e tamamlandi.
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3.2.4. Histopatolojik Incelemeler

3.2.4.1. Isik Mikroskobik Islemler

Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali
laboratuvarlarinda konvansiyonel 11k mikroskobu islemleri gergeklestirildi.

Tarifi yapilan gruplardaki farelerden alinan bobrek dokulari, kod numaralari
verilerek, % 4’liik formaldehit iceren siselere birakildi. 72 saat sonra asagida anlatilan
sira ile doku takip islemlerine tabi tutuldu.

Doku Takip islemleri

o Akarsuda yikama (4 saat)

o Artan derecelerde alkol serilerinden gegirilerek dehidratasyon islemi
yapilmasi

1. —%70’lik Alkolde (Merck)® 1 gece,
2. —%380’lik Alkolde 1 saat,
3. —%96’lik Alkolde 1 saat,
4. —%96’lik Alkolde 1 saat,
5. —%100’lik Alkolde 1 saat,
6. —%100’liik Alkolde 1 saat bekletildi.
o Ksilen serilerinden gegirilerek seffaflastirma islemi yapilmasi
7. Ksilende (Merck)®10 dakika,
8. Ksilende 10 dakika bekletildi.

o Parafin serilerinden gegirilerek infiltrasyon iglemi yapilmasi
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9. Ksilen + boncuk parafin (Merck) ® karisiminda 60°C¢lik etiivde 1 saat,

10. Boncuk parafinde 60°Clik etiivde 1 saat,

11. Boncuk parafinde 60°Clik etiivde 2 saat bekletildi.
o Dokularin parafin bloklara gdmiilme islemi

12. Dokular parafin bloklara gomiildii ve kesit alinmasi islemlerine hazir hale
getirildi.

o Bloklarin kesilmesi

13. Parafin bloklardan mikrotom (Leica RM2125RT) ile ayn1 hiicreyi igerecek 5
um’lik seri kesitler alindu.

Tiim doku blokundan 50 mikron aralikla alinan 8 seri kesit elde edildi. Elde
edilen bu seri kesitler H&E, histokimyasal boyalar1 ile boyanarak ayni kesit yiizeyine
diisen ayni hiicrenin karakteri belirlenmis oldu. Tiim boyamalarin mikroskobik
fotograflari, gruplarin degerlendirmelerinin objektif olmasi i¢in, ayni 151k ayarlarinda
cekildi.

Hematoksilen ve Eosin (H&E) Boyanma Islemi

1. Deparafinizasyon islemi yapildiktan sonra

2. Ksilolde (20 dak.) bekletme

3. Ksilolde (10 dak.) bekletme

4. 1ki ayr1 %96°lik Alkol serisinde (5 dak.) bekletme

5. %80’lik Alkol (10 dak.) bekletme ve boyamadan dnce akan suda yikama

6. Hematoksilen boyasinda (1 dak.) bekletme

7. Asit-Alkol karisimina batirilip ¢ikarma

8. Eozin soliisyonunda (1 dak.) bekletme

9. Suda (1 dak.) yikama

10. %380’lik Alkolde (10 dak.) bekletme
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11. Iki ayr1 %96’lik Alkol serisinde (10 dak.) bekletme

12. Ksilol serilerinde (20 dak.) bekletme

13. Entellan ile kapatma islemi yapildi.

o Kesitlerden goriintii elde edilmesi

Gruplara ait kesitlerin fotograflar Olympus BH 40 marka kamera atagmanli 1s1k
mikroskobu altinda analiz edilerek ¢ekildi.

3.2.5. Iimmunohistokimyasal Incelemeler

Kesitler bir gece 37°C’de kurutulduktan sonra 10’ar dakika iki kez ksilolde
parafinden uzaklastirildi, %100’liikk alkolden baslayarak distile suya kadar sirasiyla
10’ar dakika % 95 ve %70 alkollerde rehidrasyon yapildi. Biitiin asamalar oda 1sisinda
ve nemli ortamda yapildi. Yikamalarda ikiser kez Tris Tampon (pH 7.4) kullanildi.
Endojenaz peroksidaz distile suda %3’liik hidrojen peroksit ile 5 dakika boyunca
engellendi. Kesitler antijen retrival solusyonu (Dako) ile 40 dakika boyunca kaynatildi
ve protein bloking solusyonu (Labvision; ultravision detection system) ile 5 dakika
bloke edildi. Kesitler 50 dakika siiresince Serotonin Reseptor 7 (HTR7) antikoru (Santa
Cruz, SR-7, H-81) ile inkiibe edildi, anti-mouse biotinlenmis polivalent sekonder
antikorla  (Labvision; ultravision detection system,) 10 dakika ve sonra
streptavidinperoksidaz enzimi (Labvision; ultravision detection system) ile 10 dakika
inkiibe edildi. Renk reaksiyonu i¢in DAB kromojen kullanildi. Distile suyla yikadiktan
sonra kesitler Mayer’s hematoksilen ile 1-2 dakika karsit boyama yapildi. Distile suyla
yikadiktan sonra su bazli yapistirict ile kesitler kapatildi. Kesitler Olympus BX-51
marka 151k mikroskobu altinda DP25 kamera atagmani ile degerlendirildi. Skorlama,
boyanma yogunluguna gore (- ) boyanma yok, (+ ) az, (++) normal, (+++) yogun ve
(++++) ¢cok yogun olmak {izere tubul epiteli, intersitisyel alan ve glomeruluslar i¢in ayr1

ayri yapildi.
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3.3. Istatistiksel Analiz

Deneylerden elde edilen sonuglar ortalama + standart sapma olarak verildi ve
0.05'in altindaki P degerleri, istatistiksel agidan anlamli olarak kabul edildi. Gruplar
aras1 farkin Onemlilik derecesi One-Way ANOVA testinde Post Hoc Coklu
karsilastirmali testlerden Duncan’a gore yapildi. p<0.05 anlamli olarak kabul edildi. Her
bir farkli harf diger gruptan istatistiksel olarak farkli oldugunu gostermektedir. Ayni
harfler anlamsiz oldugunu gostermektedir. IBM SPSS Statistics kullanilarak veriler

hesaplanmaistir.
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4. BULGULAR

4.1. Biyokimyasal Bulgular

4.1.1. BUN ve Kreatinin Degerleri

Tablo 4.1. Fare serumunda 6l¢iilen BUN ve Kreatinin sonuglari

BUN KREATININ
GRUPLAR (mg/dI) (mgy/dl)

Saghkl 17.25+4.85 0.44+0.13°
Parasetamol 104.93 + 11.96° 1.08 + 0.27°
PARA+NAC 51.33+12.08° 0.71 +0.16*°
PARA+AGO 5mg/kg 52.80 +9.22" 0.67 + 0.19%P
PARA+AGO 10mg/kg 67.14 + 13.43° 0.76+ 0.24°
PARA+ANTA 10mg/kg 80.31 + 15.23° 1.06+ 0.34°
PARA+ANTA 20mg/kg 97.00 + 15.79° 1.24 +0.34°
PARA+AGO10mg/kg

+ANTA 20mg/kg 106.20 + 21.67° 1.11+0.18°

PARA: Parasetamol, NAC: N-Asetil Sistein, AGO:5-HT; reseptor agonisti, ANTA: 5-HT; reseptor
antagonisti. Sonuglarin istatistigi One-Way ANOVA testinde Post Hoc Coklu karsilastirmali testlerden
Duncan’a gore yapildi. p<0.05 anlamli olarak kabul edildi. (Degerler: Ortalama =+ Standart Sapma) Ayni
harf veya harflerle gosterilen degerler arasinda Duncan ¢oklu karsilastirma testine gore istatistiksel olarak
6nemli bir fark yoktur(p<0.05).

Deney gruplarinda BUN sonuglari; Saglikli grupta 17.25 mg/dl, Parasetamol
grubunda 104.93 mg/dl, PARA+NAC grubunda 51.33 mg/dl, PARA+AGO 5 mg/kg
grubunda 52.8 mg/dl, PARA+AGO 10mg/kg grubunda 67.14 mg/dl, PARA+ANTA 10
mg/kg grubunda 80.31 mg/dl, PARA+ANTA 20mg/kg grubunda 97.00 mg/dl,
PARA+AGO 10mg/kg +ANTA 20mg/kg grubunda 106.20 mg/dl olarak 6l¢iildii (Tablo
4.1). Gruplar arasinda bobrek fonksiyonlart bakimindan serum BUN diizeyi
Parasetamol grubunda, Saglikli gruba gore yiikselmis olarak gozlendi ve istatistiksel

olarak anlamli bir fark tespit edildi. PARA+NAC grubu ile PARA+AGO 5 mg/kg
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gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmemistir. Parasetamol
grubuna gore bu iki grubun BUN degerlerinde azalma vardir ve istatistiksel olarak
anlaml bir fark bulunmaktadir. Yine bu iki grubun degerleri saglikli grubun degerlerine
yakinlasmistir. PARA+AGO 10 mg/kg ve PARA+ANTA 10 mg/kg grubunun degerleri
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamistir. PARA+ANTA 20mg/kg ve
PARA+ AGO 10 mg/kg+ ANTA 20 mg/kg gruplarinin sonuglari ise Parasetamol

grubunun degerlerine yakin diizeydedir (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1. Fare serumlarinda ol¢iilen BUN diizeyinin grafikle gosterilmesi

PARA: Parasetamol, NAC: N-Asetil Sistein, AGO:5-HT; reseptér agonisti, ANTA:5-HT; reseptor
antagonisti. Ayn1 siitunda ayn1 harf veya harflerle gosterilen degerler arasinda Duncan ¢oklu karsilastirma
testine gore istatistiksel olarak 6nemli bir fark yoktur(p<0.05).

Deney gruplarinda Kreatinin sonuglari, Saglikli grupta 0.44 mg/dl, Parasetamol
grubunda 1.08 mg/dl, PARA+NAC grubunda 0.71 mg/dl, PARA+AGO 5 mg/kg
grubunda 0.67 mg/dl, PARA+AGO 10 mg/kg grubunda 0.76 mg/dl, PARA+ANTA 10
mg/kg grubunda 1.06 mg/dl, PARA+ANTA 20mg/kg grubunda 1.24 mg/dl,
PARA+AGO 10mg/kg +ANTA 20mg/kg grubunda ise 1.11 mg/dl olarak 6l¢tilmiistiir.

(Tablo 4.1) Bulgularimiz sonucunda Parasetamol grubunun kreatinin diizeyleri, Saglikli
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grubun degerlerine gore yiikselmistir ve anlamli bir fark gostermektedir. PARA+NAC
ve PARA+AGO 5 mg/kg grubunun bulgulart benzer olup, Parasetamol grubunun
degerlerine gore azalmistir ve degerler saglikli gruba yakinlagsmistir. PARA+AGO 10
mg/kg grubunun degerleri PARA+NAC ve PARA+AGO 5 mg/kg gruplarina yakin
olup, Parasetamol grubuna goére anlamli bir fark gostermistir. PARA+ANTA 10mg/kg,
PARA+ANTA 20mg/kg ve PARA+AGO 10mg/kg+ANTA 20mg/kg gruplarinin
kreatinin degerleride Parasetamol grubu ile yakin degerde olup, Saglikli gruba gore

istatistiksel olarak anlamli bir yiikselis gostermistir(p<0.05). (Sekil 4.2)
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Sekil 4.2. Fare serumlarinda 6l¢iilen Kreatinin diizeyinin grafikle gdsterilmesi
PARA:Parasetamol, NAC: N-Asetil Sistein, AGO:5-HT; reseptor agonisti, ANTA:5-HT; reseptor
antagonisti. Ayni siitunda ayn1 harf veya harflerle gosterilen degerler arasinda Duncan ¢oklu karsilastirma
testine gore istatistiksel olarak 6nemli bir fark yoktur. (p<0.05)

Bobrek fonksiyonlarimi degerlendirmede kullandigimiz BUN ve kreatinin
degerlerini kisaca yorumlarsak, Parasetamol verdigimiz grupta toksisite modelimizin
Saglikli grupla kiyaslama yaparsak oturdugunu soyleyebiliriz. Tedavi olarak
kullandigimiz ve ilaglarimizin etkisini BUN ve Kreatinin {izerinden karsilastirdigimiz

NAC uygulamasinin bobrek fonksiyonlarmi bu iki deger iizerinden iyilestirdigini
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gormekteyiz. Agonist uygulamasinin 6zellikle 5 mg/kg dozunda NAC tedavisine
esdeger etki gostedigini, 10 mg/kg dozunda da yine etkili oldugunu gérmekteyiz.

4.1.2. SOD, GSH ve MDA Analizleri

Tablo 4.2. Fare bobrek dokusunda 6l¢iilen SOD, GSH ve MDA sonuglari

SOD GSH MDA

GRUPLAR (U/mg protein) (nmol/mgprotein)  (nmol/mgprotein)
Saghkh 61.52 + 13.09° 3.24 +0.43° 1.19 + 0.27°
Parasetamol 29.55 + 3.57° 1.14+0.13° 2.78 +0.28°
PARA+NAC 47.59 +7.23°¢ 2.46 + 0.45° 1.96 +0.14°
PARA+AGO 5mg/kg 51.11 £2.01° 2.39+£0.21° 1.41 +0.06*°
PARA+AGO 10mg/kg 41.16 + 5.07° 1.83+0.12° 1.69+ 0.28°¢
PARA+ANTA 10mg/kg ~ 27.40 + 3.95° 1.28 +0.07° 2.69 + 0.25°
PARA+ANTA 20mg/kg  29.76 + 2.42° 1.17 +0.31° 2.99 + 0.53°
EQETA;AZS%/?ISQ/ kg 28.13 + 5.89° 1.26 +0.21° 2.96 + 0.45

PARA:Parasetamol, NAC: N-Asetil Sistein, AGO:5-HT; reseptor agonisti, ANTA:5-HT; reseptor
antagonisti. Sonuglarin istatistigi One-Way ANOVA testinde Post Hoc Coklu kargilastirmali testlerden
Duncan’a gore yapildi. p<0.05 anlamli olarak kabul edildi. (Degerler: Ortalama + Standart Sapma) Ayni
harf veya harflerle gosterilen degerler arasinda Duncan ¢oklu karsilagtirma testine gore istatistiksel olarak
6nemli bir fark yoktur(p<0.05).

Deney gruplarinda SOD aktiviteleri Saglikli grupta 61.52 U/mg protein,
Parasetamol grubunda 29.55 U/mg protein, PARA+NAC grubunda 47.59 U/mg protein,
PARA+AGO 5 mg/kg grubunda 51.11 U/mg protein, PARA+AGO 10mg/kg grubunda
41.16 U/mg protein, PARA+ANTA 10mg/kg grubunda 27.40 U/mg protein,
PARA+ANTA 20mg/kg grubunda 29.76 U/mg protein, PARA+AGO 10mg/kg +ANTA
20mg/kg grubunda 28.13 U/mg protein olarak ol¢iilmiistiir (Tablo 4.2). Bulgularimiz
sonucunda, Parasetamol grubunun SOD aktivitesinin Saglikli gruba gore anlamli bir

sekilde distigiini gormekteyiz. PARA+NAC ve PARA+AGO 5 mg/kg gruplarinin
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degerleri Parasetamol grubuna gore ylikselme gostermistir ve anlamli bir fark
olusturmustur. Saglikli grubun degerlerine yaklastiklar1 gézlenmistir. PARA+AGO 10
mg/kg grubunun Parasetamol grubuna gore anlamli bir sekilde yiikseldigi ve
PARA+NAC grubuna yakin degerlere sahip oldugu goézlenmektedir. SOD aktivitesi
PARA+ANTA 10mg/kg, PARA+ANTA 20mg/kg ve PARA+AGO 10mg/kg +ANTA
20mg/kg gruplarinda Parasetamol grubu ile yakin degerde olup, Saglikli gruptan

anlaml1 bir diisiis gostermistir(p<0.05).(Sekil 4.3)
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Sekil 4.3. Fare dokusunda 6lgiilen SOD aktivitesinin grafikle gosterilmesi
PARA:Parasetamol, NAC: N-Asetil Sistein, AGO:5-HT; reseptér agonisti, ANTA:5-HT; reseptor
antagonisti. Ayn1 stitunda ayni harf veya harflerle gosterilen degerler arasinda Duncan ¢oklu karsilastirma
testine gore istatistiksel olarak 6nemli bir fark yoktur. (p<0.05)

Deney gruplarinda GSH degerleri; Saghikli grupta 3.24 nmol/mg protein,
Parasetamol grubunda 1.14 nmol/mg protein, PARA+NAC grubunda 2.46 nmol/mg
protein, PARA+AGO 5 mg/kg grubunda 2.39 nmol/mg protein, PARA+AGO 10mg/kg
grubunda 1.83 nmol/mg protein, PARA+ANTA 10mg/kg grubunda 1.28 nmol/mg

protein, PARA+ANTA 20mg/kg grubunda 1.17 nmol/mg protein, PARA+AGO
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10mg/kg +ANTA 20mg/kg grubunda 1.26 nmol/mg protein olarak &lgiildii. (Tablo 4.2)
Bulgularimiz sonucunda Parasetamol grubunun GSH diizeyi Saglikli gruba gore anlamli
diisiis gostermektedir. PARA+NAC ve PARA+AGO 5 mg/kg gruplan ile Parasetamol
grubu arasinda anlamli bir yiikselis olup, Saglikli grubun degerlerine yaklastiklar
goriilmiistir. PARA+AGO 10 mg/kg grubu degerleri PARA+NAC ve PARA+AGO 5
mg/kg gruplarinin degerlerine yakindi ve Parasetamol grubuna gore anlamli bir
yikselme goriilmiistir. PARA+ANTA 10mg/kg, PARA+ANTA 20mg/kg ve
PARA+AGO 10mg/kg +ANTA 20mg/kg gruplarinin GSH diizeyi de Saglikli gruba

gore diisiik olup, Parasetamol grubu ile yakin degerde ol¢iilmiistiir (p<0.05).(Sekil 4.4)
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Sekil 4.4. Fare bobrek dokusunda o6lciilen GSH miktarlarinin grafikle gosterilmesi
PARA:Parasetamol, NAC: N-Asetil Sistein, AGO:5-HT; reseptor agonisti, ANTA:5-HT; reseptor
antagonisti. Ayni siitunda ayn1 harf veya harflerle gosterilen degerler arasinda Duncan ¢oklu karsilastirma
testine gore istatistiksel olarak 6nemli bir fark yoktur. (p<0.05)

Deney gruplarinda MDA degerleri Saglikli grupta 1.19 nmol/mg protein,
Parasetamol grubunda 2.78 nmol/mg protein, PARA+NAC grubunda 1.96 nmol/mg
protein, PARA+AGO 5 mg/kg grubunda 1.41 nmol/mg protein, PARA+AGO 10mg/kg
grubunda 1.69 nmol/mg protein, PARA+ANTA 10mg/kg grubunda 2.69 nmol/mg

protein, PARA+ANTA 20mg/kg grubunda 2.99 nmol/mg protein, PARA+AGO
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10mg/kg +ANTA 20mg/kg grubunda 2.96 nmol/mg protein olarak olgiildii. (Tablo 4.2)
Parasetamol grubunun MDA degerleri Saglikli gruba gére anlamli olarak yiikselmisti.
PARA+NAC grubunun MDA diizeyi Parasetamol grubuna gore anlamli diizeyde
azalmisti. PARA+AGO 5 mg/kg ve PARA+AGO 10 mg/kg gruplarinin MDA diizeyleri
Parasetamol grubuna gore anlamli azalma gosterirken, PARA+AGO 5 mg/kg grubunun
MDA degerlerinin, Saglikli gruba daha yakin oldugu goriilmistir. PARA+AGO
5mg/kg ve PARA+AGO 10 mg/kg gruplarinin MDA miktarlarinin, PARA+NAC
grubuna nazaran Saglikli gruba daha yakin oldugu gozlendi. PARA+ANTA 10mg/kg,
PARA+ANTA 20mg/kg ve PARA+AGO 10mg/kg +ANTA 20mg/kg gruplarinin MDA
diizeyleride Parasetamol grubu ile yakin degerde olup Saglikli gruba gore anlamli

yiikselme gostermistir (p<0.05).
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Sekil 4.5. Fare bobrek dokusunda olgiilen MDA miktarlarinin grafikle gosterilmesi
PARA: Parasetamol, NAC: N-Asetil Sistein, AGO:5-HT; reseptér agonisti, ANTA:5-HT; reseptor
antagonisti. Ayni siitunda ayn1 harf veya harflerle gosterilen degerler arasinda Duncan ¢oklu karsilastirma
testine gore istatistiksel olarak onemli bir fark yoktur. (p<0.05)

4.2. Molekiiler Bulgular
Deney gruplarindan Parasetamol grubunda, 5-HT7 expresyonu Saglikli gruba

gore anlamli bir yiikselis gostermektedir. PARA+NAC grubu ise Parasetamol grubuna
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gore anlamh bir degisiklik gostermemistir ve Saglikli gruba gore anlamli bir yiikselme
goriilmiistiir. PARA+ANTA 10 mg/kg grubu PARA+NAC grubu karsilastirildigi zaman
istatistiksel olarak anlamli degildir. PARA+AGO 10 mg/kg ve Saglikli grup arasinda
anlamli bir fark bulunamamistir. PARA+AGO 5 mg/kg ve PARA+AGO 10 mg/kg
gruplarinin  5-HT; ekspresyonlar1 birbirine yakin degerde olup saghkli gruba
yaklagmistir. PARA+AGO10 mg/kg +ANTA 20 mg/kg grubunun ekspresyonu saglikli
gruba gore yiikselmistir. PARA+ANTA 20 mg/kg grubunun ekspresyonu ise Saglikli

gruba gore anlamli bir sekilde artmistir. (Sekil 4.6)
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Sekil 4.6. Farelerden parasetamol uygulamasindan 12 saat sonra alinan bdbrek

orneklerindeki 5-HT7 mRNA seviyeleri

PARA: Parasetamol, NAC: N-Asetil Sistein, AGO:5-HT; reseptor agonisti, ANTA:5-HT; reseptor
antagonisti. Ayni siitunda ayni harf veya harflerle gosterilen degerler arasinda Duncan ¢oklu karsilagtirma
testine gore istatistiksel olarak 6nemli bir fark yoktur. (p<0.05)

Parasetamol grubunda TGF-B; ekspresyonu Saglikli gruba gore anlaml diizeyde
yiikselmistir. PARA+NAC ve PARA+AGO 10 mg/kg gruplar arasinda anlamli bir fark
olmamakla beraber Parasetamol grubuna gore anlamli bir azalma gostermistir ve
Saglikli grubun bulgularina yakin degerler gozlenmisti. PARA+AGO 5 mg/kg
grubunun bulgular1 Parasetamol grubuna gore anlamli azalma gostermis olup Saglikli

grup ile aralarinda anlaml bir fark bulunamamistir. PARA+ANTA 10 mg/kg grubu ile

57



Parasetamol grubu arasinda anlamli bir fark yoktur. PARA+ANTA 20 mg/kg grubu
Saglikli gruba gore anlamli bir yiikselis gdstermistir ve Parasetamol grubuna benzer
degerlerdedir. PARA+AGO10 mg/kg +ANTA 20 mg/kg grubunun degerleri ise Saglikli
gruba gore yiikselme gostermis fakat Parasetamol grubunda bulunan TGF-p;

ekspresyonundan diisiik goriilmiistiir.
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Sekil 4.7. Farelerden parasetamol uygulamasindan 12 saat sonra alinan bobrek
orneklerindeki TGF-B1 mRNA seviyeleri

PARA:Parasetamol, NAC: N-Asetil Sistein, AGO:5-HT; reseptor agonisti, ANTA:5-HT; reseptor
antagonisti. Ayni siitunda ayni harf veya harflerle gosterilen degerler arasinda Duncan ¢oklu karsilagtirma
testine gore istatistiksel olarak 6nemli bir fark yoktur. (p<0.05)

Deney gruplarindan Parasetamol grubunda TNF-a ekspresyonu Saglikli gruba
gore anlamli yiikselis gostermisti. PARA+NAC, PARA+AGO 10 mg/kg ve
PARA+AGO 5 mg/kg gruplarinin arasinda anlamli bir fark olmamakla beraber
Parasetamol grubuna gore ekspresyonda azalma gostermislerdir. PARA+AGO 10
mg/kg grubunun verileri ile Saglikli grup arasinda anlamli bir fark gdzlenmemistir.

PARA+ ANTA 10 mg/kg, PARA+ANTA 20 mg/kg ve PARA+AGO 10mg/kg+ANTA

20mg/kg gruplar1 Saglikli gruba gére anlamli bir yiikselme gostermistir.
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Sekil 4.8. Farelerden parasetamol uygulamasindan 12 saat sonra alinan bobrek
orneklerindeki TNF-a mRNA seviyeleri

PARA:Parasetamol, NAC: N-Asetil Sistein, AGO:5-HT; reseptor agonisti, ANTA:5-HT; reseptor
antagonisti. Ayn1 stitunda ayn1 harf veya harflerle gosterilen degerler arasinda Duncan ¢oklu karsilastirma
testine gore istatistiksel olarak 6nemli bir fark yoktur. (p<0.05)

4.3. Histopatolojik Bulgular

Saglikli grupta yapilan histopatolojik incelemede, fare bobrek dokularinda
glomeriiler ve tiibiiler yapilar normal histolojik goriinimdeydi. (Sekil 4.9 A-B)

Parasetamol grubunda yapilan incelemede, glomeriillerde dilatasyon, tiibiiller
arasinda hemoraji, tiibiil hiicrelerinde nekroz ile birlikte yumusak vaskiiler ve

inflamatuvar degisiklikler gozlendi. Ayrica bobrek tiibiillerinde hipertrofik degisiklikler

de goriildii (Sekil 4.9 C-D).
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Sekil 4.9. Farelerden alman bobrek orneklerindeki 1sik mikroskobik kesitler. A-

B:Saglikli Grup, C-D: Parasetamol Grubu

(Mayer’s Hematoksilen-Eozin Boyama, Biiyiitme A,C 10X, B,D 40X) (G:Glomerulus, PT: Proksimal
Tiibiil, DT: Distal Tiibiil, EH: inflamatuvar Hiicre, NH: Nekrotik Hiicre, HM: Hemoraji, GD:
Glomerular Dilatasyon, HP: Hipertofi)

Parasetamol ve NAC 100 mg/kg uygulanan grupta saglikli grubuna gore
herhangi bir vaskiiler ve inflamatuvar degisiklige rastlanmadi ve saglikli gruba benzer
bir bobrek dokusu goriiniimii gozlendi (Sekil 4.10 A-B).

Parasetamol +AGO 5 mg/kg grubunda yumusak glomeriiler dilatasyonlar ve
bobrek tiibiil yapilarinda hipertrofik degisiklikler gozlenirken dokunun parasetamol
grubuna gore onemli derecede korundugu goézlendi, ozellikle 10 mg/kg agonist

grubunda izlenen bulgular saglikli gruba ¢ok yakindi (Sekil 4.10 C-D).
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Parasetamol + AGO 10 mg grubunda da yumusak glomerular dilatasyonlar ve
bobrek tiibiil yapilarinda hipertrofik degisikliklere ilaveten tiibiiler kongesyonlarda

dokunun saglikli gruba benzer bir yap1 gosterdigi gézlendi (Sekil 4.10 E-F).

Sekil 4.10. Farclerden aliman bobrek oOrneklerindeki 1sik mikroskobik kesitler A-
B:Para+NAC Grubu,C-D:Para+Ago 5 mg Grubu,E-F:Para+Ago10mg Grubu

(Mayer’s Hematoksilen-Eozin Boyama, Biiyiitme A,C,E 10X, B,D,F 40X) (G:Glomerulus, HM:
Hemoraji, GD: Glomerular Dilatasyon, TK: Tiibiiler Kongesyon, GA: Glomerular Atrofi)
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Parasetamol + Antagonist 10 mg/ kg grubunda glomerullerde siddetli
dilatasyonla birlikte, bobrek tiibiillerinde siddetli hipertrofik degisiklikler goriildii.
Ayrica tiibiil duvar epitel hiicrelerinde nekrotik hiicrelere rastlanirken tiibiiler birikimde
bu grupta gorilen onemli degisikliklerdendi. Bu grupta izlenen histopatolojik
degisikliklerden, parasetamol grubundaki hasarin daha da siddetlendigi gézlenmektedir
(Sekil 4.11 A-B).

Parasetamol + Antagonist 20 mg/ kg grubunda ise ayni sekilde glomeriillerde
siddetli dilatasyonla, bobrek tiibiillerinde siddetli hipertrofik degisikliklere, tiibiil duvar
epitel hiicrelerinde nekrotik hiicrelere ayrica tiibiiller arasi intersitisyel alanlarda
inflamatuvar hiicrelere rastlandi. Bununla birlikte glomeriiler atrofi goriilen
degisikliklerdendi. Bu grupta izlenen histopatolojik degisikliklerden bir 6nceki grup
gibi parasetamol grubunun verdigi hasari daha da siddetlendirdigi goriilmiistiir ve bu
siddetin doza bagimli bir artis oldugu goriildii. (Sekil 4.11 C-D).

Parasetamol + Agonist 10 mg/ kg +Antagonist 20 mg/ kg grubunda yumusak
vaskiiler degisiklikler gorildii, bu degisiklikler hemorajik alanlar seklindeydi. Bunun
yaninda yumusak glomerular dilatasyonlar, inflamatuvar hiicreler de gozlendi (Sekil

4.11 E-F).
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Sekil 4.11. Farelerden alinan bobrek 6rneklerindeki 11k mikroskobik kesitler A-B: Para
+Anta 10 mg Grubu, C-D: Para +Anta 20 mg Grubu, E-F: Para +Ago 10mg + Anta 20
mg Grubu

(Mayer’s Hematoksilen-Eozin Boyama, Biiyiitme A,C,E 10X, B,D,F 40X) (G:Glomerulus, EH:
Inflamatuvar Hiicre, NH: Nekrotik Hiicre, HM: Hemoraji, GD: Glomerular Dilatasyon, HP: Hipertofi,
TB: Tiibiiler Birikim)
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4.4, immunohistokimyasal Bulgular

Semikantitatif skorlama ile yapilan immunohistokimyasal test sonuglar1 Tablo

4.3’te verilmistir. Immunopozitif boyanmalar daha ¢ok glomeriiler yumakta gozlendi.

Bunun disindaki pozitif boyanmalar tiibiil epitelleri ve/veya tiibiiller arasinda gozlendi.

Tablo 4.3. Bobrek kesitlerinde HTR7 immunohistokimyasal testine ait semikantitatif

skorlama
GRUP HISTOLOJIK ALAN
Glomerulus Tiibiil epitel Intersitisyel alan (Tiibiil
bazal membranlari
] arast)
SAGLIKLI + - +
PARA +++ + ++
PARA+NAC 100mg/kg ++ + -
PARA+AGO 5mg/kg + ++ ++
PARA+AGO 10mg/kg + -/+ ++
PARA+ANTA 10mg/kg ++ ++ ++
PARA+ANTA 20mg/kg +++ ++ ++
PARA+AGO 10mg/kg+ANTA 20mg/kg + + ++

Not: PARA: Parasetamol, NAC: N-Asetil Sistein, AGO:5-HT; reseptor agonisti, ANTA:5-HT; reseptor

antagonisti

64




Sekil 4.12. Saglikli grup bobrek dokusunda HTR7 immunopozitifligi
(DAB kromojen. Hematoksilen zit boyama. Biiyiitme 200X.)

Saglikli gruptaki boyanmalar glomeruluslarda tiibiillere gére daha belirgindi.
Tiibiil epitellerinden ziyade tiibiillerin arasindaki intersitisyel dokuda boyanma ¢ok az

olarak belirlendi (Sekil 4.12).
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Sekil 4.13. Parasetamol grubu bobrek dokusunda HTR7 immunopozitifligi

*(DAB kromojen. Hematoksilen zit boyama. Biiyiitme 200X.)

g1 glomeruluslarda

immunopozitifli

Parasetamol grubundaki bobreklerde HTR7

gun olarak gozlendi (Sekil

olduk¢a yogundu. Bu yogunluk intersitisyel alanda da yo

4.13),
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Sekil 4.14. PARA+NAC grubu bobrek dokusunda HTR7 immunopozitifligi
(DAB kromojen. Hematoksilen zit boyama. Biiyiitme 200X.)

Parasetamol+NAC 100 mg/kg grubundaki hayvanlarda immunopozitiflik

glomeruluslarda belirgin olarak gozlendi. Bazi intersitisyel alanlarda pozitiflik azda olsa

secildi (Sekil 4.14).
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Sekil 4.15. PARA+AGO 5 mg/kg grubu bobrek dokusunda HTR7 immunopozitifligi
(DAB kromojen. Hematoksilen zit boyama. Biiyiitme 200X.)

Parasetamol+AGO 5 mg/kg grubundaki hayvanlarda tiibiil epitellerinde boyanma
oldukg¢a net olarak gozlendi. Dejenere tiibiil epitellerinin olduk¢a yogun bir sekilde
boyandig1 dikkat ¢ekti. Bu grupta glomeruluslarda immunopozitiflik daha azdi (Sekil

4.15).
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Sekil 4.16. PARA+AGO 10 mg/kg grubu bobrek dokusunda HTR7 immunopozitifligi
(DAB kromojen. Hematoksilen zit boyama. Biiyiitme 200X.)

Parasetamol+AGO 10 mg/kg grubundaki bobreklerde HTR7 immunopozitifligi
glomeruluslarda degisik siddette goriildii. Bu yogunluk intersitisyel alanda daha az

olarak gozlendi (Sekil 4.16).

69



Sekil 4.17. PARA+ANTA 10 mg/kg grubu bobrek dokusunda HTR7 immunopozitifligi
(DAB kromojen. Hematoksilen zit boyama. Biiyilitme 200X.)

Parasetamol+ANTA 10 mg/kg grubundaki bobreklerde HTR7 immunopozitifligi

glomeruluslarda olduk¢a yogundu. Bu yogunluk intersitisyel alanda da gozlendi (Sekil

4.17).
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Sekil 4.18. PARA+ANTA 20 mg/kg grubu bobrek dokusunda HTR7 immunopozitifligi
(DAB kromojen. Hematoksilen zit boyama. Biiyiitme 200X.)

Parasetamol+ANTA 20 mg/kg grubundaki dokularda HTR7 immunopozitifligi
glomeruluslarda olduk¢a yogundu. Bu yogunluk intersitisyel alanda da gozlendi ve bazi

tiibiil epitellerinde immunopozitiflik dikkat ¢ekiciydi (Sekil 4.18).
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Sekil 4.19. PARA+AGO 10 mg/kg+ANTA 20 mg/kg grubu bobrek dokusunda HTR7
immunopozitifligi
*(DAB kromojen. Hematoksilen zit boyama. Biiyiitme 200X.)

Parasetamol+AGO 10 mg/kg + ANTA 20 mg/kg grubundaki dokularda HTR7
immunopozitifligi glomeruluslarda se¢ildi. Bu yogunluk intersitisyel alanda daha az

olarak gozlendi ancak bazi tiibiil epitellerinde de immunopozitiflik vard (Sekil 4.19).
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5. TARTISMA

Calismamizda hem santral hem de periferik etkileri olan serotoninin, en son
kesfedilen 5-HT; reseptorlerinin farelerde parasetamolle indiiklenen nefrotoksisitedeki
rolleri deneysel olarak incelendi. Bu amagla akut parasetamol uygulamasi ile
nefrotoksisite indiikledigimiz farelerde 5-HT; reseptdr agonist ve/veya antagonisti
vererek nefrotoksisite bulgular1 degerlendirildi.

Parasetamol o6zellikle son 50 yildir piyasada bulunan ve yaygin bir sekilde
kullanilan analjezik ve antipiretik bir ilagtir. Tek basina veya antiinflamatuar ilaglarin
etkisini arttirmak i¢in kombine halde hazirlanan preparatlart mevcuttur. Her yas
grubunda yan etki insidansi diisiik oldugu i¢in giivenle kullanilmaktadir. Parasetamol
terapdtik dozda alindiginda, %90-95°1 karacigerde hepatositlerin diiz endoplazmik
retikulumlarinda konjugasyona ugrayarak glukronik asit (~%60), stilfiirik asit (~%35),
sistein (~%3) ve kii¢iik miktarda hidroksilli ve deasetilli metabolitlerine doniiserek, %2-
3’lik kismu ise idrarla direkt atilir.*® Parasetamoliin kiiciik bir kismi ise sitokrom-p
aracili N- hidroksilasyonla n-asetil-p-benzokinonimin (NAPQI) ‘a doniisir. NAPQI
reaktif bir ara liriindiir, hepatik glutatyon tarafindan bobrekten elimine edilir ve toksik
olmayan asetaminofen-merkapturat bilesigine detoksifiye olur. Parasetamol asir1 dozda
alindiginda, oncelikle karacigerde metabolize oldugu icin ciddi hepatotoksisiteye sebep
olmaktadir. Bobrekler ise karaciger hasarinin ileri evrelerinde veya nadiren karacigerde
hasar olmadan tek bagina etkilenmektedir. ’

Bobrekteki hasar akut tubuler nekroz seklinde goriilmektedir ve parasetamol doz
asimima maruz kalan hastalarin yaklasik %1-2’sinde renal yetmezlik gelisebilecegi
saptanmlstlr.6 Bobrekte parasetamolle olusan toksisitenin mekanizmasi tam olarak
aydinlatilamamistir.  Asirt doz aliminda glukuronidasyon ve sulfasyon reaksiyonlarinin

doygunluga erigsmesi sonucu sitokrom P-450 enzim sistemi devreye girer. Bobrekte
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biyotransformasyonda CYP2E1 izoenzimi gorevlidir. Prostaglandin sentetaz ve N-
deasetilaz enzimleri ve sitokrom P-450 enzim sistemlerinin etkisi ile de NAPQI ve p-
aminofenol gibi toksik metabolitler olusur.® Olusan bu metabolitlerin hepsi detoksifiye
edilemeyerek, hiicresel proteinlerdeki siilfidril gruplar1 ve glutatyon ile konjugatlar
olusturur. Bu konjugatlarin kendisinin veya sebep oldugu glutatyon tiikenmesinin
oksidatif strese neden oldugu diisiiniilmektedir.” Bu durumun kaspazlarin ve lizozomal
enzimlerin aktivasyonuna yol ag¢tigi, apoptozisi veya programli hiicre Olimiini
baslattigt sonu¢ olarakta hemostazin bozulup, dokuda hasar olusturarak, bdbrek
fonksiyonlarinda bozulmaya neden oldugu diistiniilmektedir.

Klinikte bobrek fonksiyonlarini degerlendirmede, hastalardan alinan kan
orneklerinde BUN ve kreatinin diizeyi 6l¢iimii rutin hale gelmistir. Yapilan deneysel
caligmalarda da bobrek fonksiyonlarini degerlendirirken hayvan serumlarindan BUN ve
kreatinin diizeyleri bakilmis ve olusturulan nefrotoksisite modeli degerlendirilip, verilen
ilaglarin bobrek fonksiyonlarina olan etkisi incelenmistir.”> "

Naguib ve ark.*®’ yaptiklari bir ¢alismada parasetamole bagli gelisen hepatorenal
hasarda Pleurotus ostreatus adli mantar ¢esidini incelemislerdir. Parasetamol verilen
grupta serum BUN ve kreatinin diizeylerinin kontrol grubuna kiyasla yiikseldigini
gozlemlemislerdir. Yine baska bir caligmada Das ve ark.*®® farelerde parasetamole bagh
nefrotoksisitede taurinin etkisini incelemislerdir. Olusan oksidatif hasarin bdbrek
fonksiyonlari tizerindeki etkilerini degerlendirmede BUN ve kreatinin diizeylerini esas
almis ve bu degerlerin yiikseldigini gézlemlemislerdir.

Calismamizda bobrek fonksiyonlarini degerlendirmede serum BUN ve kreatinin
degerlerini kullanildi. Parasetamol verilen gruptan 12 saat sonra alinan serum BUN ve
kreatinin diizeylerinde saglikli grupla kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli bir

yiikselme go6zlendi. Buna dayanarak toksisite modelimizin Saglikli grupla kiyaslama
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yaparsak olustugunu soyleyebiliriz. Tedavi olarak kullandigimiz NAC uygulamasinin
bobrek fonksiyonlarimi bu iki deger tizerinden iyilestirdigi gortldi. 5-HT; Agonist
uygulamasinin 6zellikle 5 mg/kg dozunda NAC tedavisine esdeger etki gostedigi, 10
mg/kg dozunda da yine etkili oldugu goriildii. Antagonist uygulamasi ise serum BUN ve
kreatinin seviyelerini parasetamol grubuna yakin diizeyde arttirdi. Serumda bakilan ve
bobrek fonksiyonlari hakkinda bilgi veren bu degerlerin yaninda, dokuda antioksidan
enzimlere de bakildi ve oksidatif hasar degerlendirildi.

Parasetamolle indiiklenen bobrek hasarinda CYP-450 enzim sistemlerinin etkisi
ile olusan NAPQI sorumlu tutulmaktadir. Bu elektrofil ara triiniin detoksifikasyonu
sirasinda hiicresel proteinlerdeki siilfidril ve glutatyon pargalar ile farkli konjugatlar
olusmaktadir®  Bu konjugatlarin oksidatif hasari arttirdizi ve bunun toksisite
mekanizmalarindan biri olabilecegi bildirilmistir.” Oksidatif stresteki artmaya paralel
olarak antioksidan savunma sistemlerinin tiiketilmesi de parasetamolle indiiklenen
bobrek hasarinda onemlidir. Bu nedenle ¢alismamizda antioksidan parametreler olarak
SOD ve GSH, oksidan parametre olarak ise lipid peroksidasyonu son iiriinii olan MDA
incelendi.

SOD, hiicreleri siiperoksit radikallerinin zararli etkilerinden korurken, GSH
serbest radikaller ve peroksitler ile reaksiyona girerek hiicreleri oksidatif hasara karsi
korumaktadir. Abdul Hamid ve ark.’® parasetamole bagh nefrotoksisitede Zingiber
zerumbet ekstresinin roliinii arastirmislar ve olusan oksidatif hasar1 SOD, GSH
diizeyleri ile degerlendirmislerdir. Calismamizda oksidatif hasar1 degerlendirmede
kullandigimiz SOD aktivitesi ve GSH diizeyleri karsilastirildiginda Parasetamol
grubunda saglikli gruba gore istatistiksel olarak anlamli bir diisiis gézlendi. Tedavi
grubumuz olan PARA+NAC ve Agonist 5 mg/kg gruplarinin parasetamol grubuna gore

istatistiksel olarak anlamli  bir yiikselme gosterdigi  goriildii.  Antioksidan
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parametrelerimizi gézoniine alarak Agonist uygulamasinin 6zellikle 5 mg/kg dozunda
oksidatif hasari, NAC grubuna yakin diizeyde azalttigini sdyleyebiliriz. BUN ve Kkreatin
bulgularinda oldugu gibi, antagonist uygulamasi antioksidan seviyelerinde de toksisite
grubuna gore anlamli bir fark olusturamadi.

Siiperoksit radikali ve hidroksil radikali sitoplazma, mitokondri, niikleus ve
endoplazmik retikulum membranlarinda lipid peroksidasyonunu baslatmaktadir. Yag
asitlerinin peroksidasyonu sonucu ise MDA olusmaktadir. MDA kanda ve idrarda
bulunup, lipid peroksidasyonunun derecesiyle iyi korelasyon géstermektedir.!”® Bu
nedenle deneysel galismalarda kullanilmaktadir. Aycan ve ark.® yaptiklari bir
calismada parasetamolle olusan nefrotoksisitede timokinonun etkisini arastirmiglardir.
Olgiilen MDA degerleri sonucunda tedavi grubunda lipid peroksidasyonunun azaldigini
gozlemlemislerdir. Calismamizda parasetamol grubunda MDA degerlerinin saglikli
gruba kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir yiikselis gosterdigi, NAC verilen grupta
parasetamol grubunun degerlerine nazaran azalma oldugu gozlendi. PARA+AGO
Smg/kg grubunda, MDA diizeyinin saglikli grubun degerleri ile yakin diizeyde oldugu,
NAC verilen gruba nazaran lipid peroksidasyonunu daha iyi azalttigi soylenebilir.
PARA+AGO 10 mg/kg grubunda da MDA diizeyleri goz Oniine alinarak lipid
peroksidasyonunun azaldigi ve NAC tedavisine esdeger diizeyde iyilesme sagladigi
sOylenebilir. Antagonist uygulamasinin ise parasetamol grubu ile yakin sonuclar verdigi
gorildi.

Oksidatif strese bagli olarak olusan bobrek hasarinda siddetli inflamatuvar yanit
da meydana gelmektedir.” Parasetamole bagli nefrotoksisitede inflamatuvar yanit daha
once Ucar ve ark.’® tarafindan sicanlarda incelenmistir. Bu ¢alismada TNF-o, IL-6 ve
IL-10 gibi inflamatuvar parametrelerin parasetamol verilen bobrek dokusunda arttigi ve

tedavi gruplarinda azaldigi bildirilmistir. Calismamizda TNF-a ve TGF-B gibi
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inflamatuvar sitokinlerin dokudaki mRNA ekspresyonlarina bakilarak toksisite
inflamasyon agisindan da degerlendirildi.

Antiinflamatuvar, proapoptotik ve antiproliferatif etkileri oldugu bilinen TGF-
B’nin 3 tipi bulunmaktadir. Bunlardan TGF-f; immun sistem kontroliinde 6nemli role
sahiptir ve 16kosit gibi immun sistem hiicrelerinin bazilarindan salmir.*®® Bazi T
hiicreleri, diger T hiicrelerinin etkilerinin inhibe etmesi icin TGFf; salgilar. Ayrica
TGFp; farkli interlokinlerin, interferon-y iceren sitokinlerin ve TNF-o’nin salinmasini
ve etkilerini inhibe edebilir. TNF-o ise aktive olmus monositler ve makrofajlardan
salgilanan proinflamatuar bir sitokindir, kasektin olarak da bilinir. Inflamatuar yanitta
cesitli hiicrelerden salimminin arttigi bilinmektedir. Proinflamatuvar sitokinlerin doku
hasarinda kritik 6nemi oldugu yapilan ¢aligsmalarla gijs‘[erilmistir.171

Yakin zamanda Carlos ve ark.!® sisplatinle olusturduklari nefrotoksisite
calismasinda renal hasarin erken ve ge¢ donemde yliikselen farkli {iriner biyomarkerlari
karsilastirilmistir.  Bunlardan TNFo diizeyinin renal hasarin erken ddneminde
yukseldigi, TGFB diizeyinin ise ge¢ renal hasarda yiikseldigi gozlenmistir. Cermik ve
ark.® ise yaptiklar1 bir ¢calismada parasetamolle olusturulan nefrotoksisitede hiperbarik
oksijen ve NAC ‘i birlikte etkisini sadece NAC tedavisi ile karsilastirmiglardir. Serum
TNFa seviyelerini incelemigler ve toksisite grubunda TNFa seviyelerinin tedavi
grubuna oranla yiikseldigini gormiislerdir.

Calismamizda dokulardaki toksisiteye bagli hasar1 degerlendirmek igin,
molekiiler olarak TGFB; ve TNFa’nin ekspresyonlart incelendi. Parasetamol grubunda
saglikli gruba gore anlamli yilikselme gozlemlendi. TGFpB; ekspresyonunun
PARA+NAC ve PARA+AGO 10 mg/kg grubunda parasetamol grubuna gore anlamli
azalma ve saglikli grup ile benzer ekspresyonda oldugu goriildii. TNFa. ekspresyonu ise

PARA+AGO 10 mg/kg grubunda saglikli grupla benzer olarak bulundu. TNFa
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ekspresyonu gbéz Oniine alinarak agonist uygulamasinin 6zellikle 10 mg/kg dozunda
NAC uygulamasindan inflamasyonu 6nlemede daha etkili oldugu, 5 mg/kg dozunda ise
NAC ile aym etkide oldugu goriildii. Antagonist uygulamasinin ise toksisite grubu ile
benzer etkiler gosterdigi belirlendi. Serotoninin, mezengiyal hiicrelerde tip 4 kollajen
iiretimini ve fibrozisi TGFp;’i etkileyerek olusturabilecegi diisiiniilmektedir. Grewal

ve ark.'%®

yaptiklar1 bir ¢alismada sigcan mesengiyal hiicrelerinde serotoninin doza ve
zamana bagimli olarak 5-HTa reseptorleri iizerinden TGFP; diizeyini etkiledigini
gormiislerdir. Bu bulgular da agonist uyguladigimiz gruplarda TGFp; ekspresyonunda
meydana gelen azalmay1 desteklemektedir.

Serotoninin, insan viicudunda %95’inin  mide ve barsak mukozasi
enterokromafin hiicrelerinde, daha az oranda ise oradaki enterik mast hiicrelerinde ve
serotonerjik ndronlarda oldugu tespit edilmistir. Bunun disinda kalan 5-HT nin biiyiik
kismi ise kanda trombositler iginde bulunmaktadir ve periferdeki etkilerini reseptorleri

iizerinden gdstermektedir. Kim ve ark.'®

yaptiklar1 bir calismada 5-HT7 reseptor
antagonistlerinin (SB-269970) kolitte ve buna bagli olusan immun cevapta rollerini
calisarak, inflamatuvar barsak hastaligi gibi hastaliklarda etkileri olabilecegini 6ne
sirmiislerdir. Albayrak ve ark.?® sicanlarda karageninle olusturulan penge ddeminde
indometazin, 5-HT; reseptor agonist (AS-19) ve antagonistlerinin (SB269970) etkilerini
calismiglardir. Ozellikle agonist verilen gruplarda antiinflamatuvar ve antioksidan
etkiler olabilecegini gozlemlemisler ve inflamasyonda 5-HT7 reseptorlerinin etkilerine
dikkat ¢ekmislerdir. Bagka bir calismada ise parasetamolle indiiklenen hepatotoksisitede
5-HT; reseptorlerinin, agonistler (AS-19) ile uyarilmasi sonucu karaciger hasarini
azaltabilecegini géstermislerdir.28

Biz de c¢alismamizda bu bilgilere dayanarak, bobrek dokusunda 5-HT7

reseptorlerinin ekspresyonunu inceledik. Saglikli grupta 5-HT; ekspresyonu bulundu.
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Parasetamol grubunda saglikli gruba gore istatistiksel olarak anlamli bir artis gozlendi.
PARA+AGO 10 mg/kg grubunda ise parasetamol grubuna gore anlamli bir azalma,
saglikli gruba yakin degerler izlendi. Antagonist uygulamalar1 parasetamol grubu ile
benzer etkiler gosterirken, agonist ve antagonist tedavisinin birlikte verildigi grubun
ekspresyonu saglikli gruba yakinlasti.

Calismamiz parasetamole bagli nefrotoksisitede, bobrekte 5-HT; reseptor
ekspresyonunun arttigini ilk kez gostermistir. Agonist uygulanmasi ile nefrotoksisitenin
azalmasi ve buna bagli olarak da reseptor ekspresyonunun normal diizeye dénmesi
5HT; reseptorlerinin bobrekte bir savunma mekanizmasi gibi galistigini ve toksisite
durumunda aktive oldugunu ortaya koymaktadir.

Parasetamol nefrotoksisitesini degerlendirmede sadece antioksidan enzimler ve
sitokinlerin diizeyleri degil histopatolojik incelemede ¢ok onemlidir. Dokudaki hasari

daha iyi gérmemize olanak saglamaktadir. Demirbag ve ark.*"

yaptiklar1 bir ¢alismada
parasetamolle indiiklenen nefrotoksisitede ozon terapisinin etkisini histopatolojik olarak
incelemislerdir. Parasetamol grubunda tiibiiler epitelde dejenerasyon, vakualizasyon,
hiicre desukuamasyonu, nekroz ve proksimal tiibiilde selliiler atiklar gézlemlemislerdir.
Parasetamol ve ozon verilen grupta ise hafif tiibiiler dejenerasyon ve epitelyal
vakualizasyon, minimal seliiler desukuamasyon gézlemlemislerdir.'"

Calismamizda sagliklt grupta yapilan histopatolojik incelemede, fare bobrek
dokularinda glomeriiler ve tiibiiler yapilar normal histolojik gériiniimdeydi. Parasetamol
grubunda ise, glomeriillerde dilatasyon, tiibiiller arasinda hemoraji, tiibiil hiicrelerinde
nekroz ile birlikte yumusak vaskiiler ve inflamatuvar degisiklikler ayrica bdbrek
tiibiillerinde hipertrofik degisiklikler goriildi. PARA+NAC grubunda saglikli gruba

gore herhangi bir vaskiiler ve inflamatuvar degisiklige rastlanmadi ve saglikli gruba

benzer bir bobrek dokusu izlendi. PARA+AGO 5 mg/kg grubunda yumusak glomeriiler
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dilatasyonlar ve bobrek tiibiil yapilarinda hipertrofik degisiklikler gozlenirken dokunun
parasetamol grubuna goére Onemli derecede korundugu gozlendi. PARA+ AGO
10mg/kg grubunda yumusak glomerular dilatasyonlar ve bobrek tiibiil yapilarinda
hipertrofik degisikliklere ilaveten tiibliler konjesyonlarda dokunun saglikli gruba benzer
bir yap1 gosterdigi gdzlendi. Inceleme sonucunda agonist uygulamasimnin 6zellikle 5
mg/kg dozunda histopatolojik bakimdan daha iyi diizelme gosterdigi tespit edildi.
Antagonist uygulamalarinin ise toksisite grubuna benzer degisikliklere sebep oldugu
gbzlendi.

Zou ve ark.'"

yaptiklar1 bir ¢calismada sisplatinle indiiklenen nefrotoksisitede bir
cesit katesinin etkilerini immunohistokimyasal yontemler kullanarak incelemislerdir.
Cadire1 ve ark.?’ yaptiklar1 bir ¢alismada 5-HT; reseptorlerinin sepsiste etkilerini
incelemisler ve akciger kesitlerinde 6zellikle sepsis grubunda immunohistokimyasal
olarak 5-HT; pozitifligini gostermislerdir.

Bizim ¢alismamizda da bobrek kesitlerinde immunohistokimyasal yontem ile 5-
HT; reseptorlerinin parasetamole bagli nefrotoksisitede durumu incelendi. Saglikli
gruptaki boyanmalar glomeruluslarda belirgin iken, tiibiiller arasinda da boyanma
goriildii. Parasetamol verilen grupta glomeriillerde boyanma saglikli gruba gére artmis

iken interstisyel alanda belirgin bir bigimde azalma izlendi. Agonist gruplarinda saglikli

grupla benzer boyanma izlenmesi ¢alismamizi destekler nitelikte idi.
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6. SONUC VE ONERILER

Parasetamol doz asiminda tedavide NAC kullanilmaktadir.  Bu nedenle
calistigimiz  5-HT; Agonist ve Antagonistlerinin etkilerini, NAC tedavisi ile
karsilastirmali olarak inceledik. Deneysel ¢alismalar sonucunda;

Bobrek fonksiyonlarinin  onemli bir gostergesi olan BUN ve kreatinin
diizeylerinde, 5-HT; Agonisti verilen gruplarda NAC tedavisine yakin diizelme
goriilmiistiir. Bununla beraber antioksidan parametrelerden SOD aktivitesi ve GSH
diizeylerinin agonist verilen gruplarindan 6zellikle 5 mg/kg dozunda, NAC verilen
gruptan daha etkili oldugunu goérmekteyiz. Doku hasarmin onciilii MDA diizeyine
bakildiginda agonist uygulamasinin, dokuyu NAC grubundan daha etkin korudugu
goriilmektedir. Inflamatuvar cevabi  degerlendirdigimiz TGF-f; ve TNF-a
ekspresyonlarinin agonist verilen gruplarda NAC verilen grupla esdeger, hatta TNF-a
icin daha iyi sonug¢ verdigi goriilmektedir. Histopatolojik incelemeler de gbz oOniine
alindiginda agonist uygulamasinin dokuda NAC tedavisi ile esdeger diizelme
gosterdigini gérmekteyiz.

Calismamiz, parasetamole bagli nefrotoksisitede bobrekte 5-HT; reseptor
ekspresyonunun arttigini ilk kez gostermistir. Agonist uygulanmasi ile nefrotoksisitenin
azalmas1 ve buna bagh olarak da reseptdr ekspresyonunun normal diizeye donmesi,
SHT7 reseptorlerinin bobrekte bir savunma mekanizmasi gibi calistigin1 ve toksisite
durumunda aktive oldugunu ortaya koymaktadir. immunohistokimyasal boyamalar da
bu durumu desteklemektedir.

lleriki  calismalarda ise 5-HT; agonistlerinin  parasetamole  baglh
nefrotoksisitedeki hasar1  Onlemedeki mekanizmalar1 aydilatilmali  ve farkh

nefrotoksisite modellerinde veya renal hasarda etkileri incelenmelidir.
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Bu ¢alisma sonucunda 5-HT7 reseptorleri, parasetamol ve/veya baska maddeler
ile indiiklenen nefrotoksisitenin hem mekanistik ¢alismalari, hem de tedavi siireci ic¢in
yeni hedefler olarak ortaya konulacaktir. Boylece sadece bizim c¢alistigimiz agonist
degil yeni gelistirilecek birgok 5-HT7 reseptor agonisti madde potansiyel nefroprotektif

ilac hammaddesi olarak arastirilabilecektir.
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