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OZET

Bosentanin Parasetamolle Indiiklenen Akut Bobrek Toksisitesi Uzerine
Etkilerinin Arastirilmasi

Amag: Parasetamol, ila¢ intoksikasyonlarinda yaygin olarak hepatik hasarin
yan1 sira bobrek hasarina da sebep olmaktadir. Bu sebeple parasetamoliin hepatik hasar
olusturduguna dair ¢ok sayida calisma olmasina karsin olusturdugu bobrek hasarini
aydimnlatan pek fazla calisma bulunmamaktadir. Ote yandan, parasetamoliin bobrek
hasarini nasil olusturdugu da heniiz tam olarak anlasilamamistir. Tiim bu bilgiler
1s1ginda  parasetamole bagli olusan bobrek hasarinda Endotelin-1 (ET-1) ve
reseptorlerinin’in roliinii ET-1 reseptor antagonisti bosentan uygulayarak inceledik.

Materyal ve Metot: Calismamizda 7 gruptan olusan 49 adet disi si¢an
kullanildi. Bosentan (oral) veya N-asetil sistein (NAC) (oral) verildikten 1 saat sonra
parasetamol (%1’lik Karboksi Metil Seliilloz (CMC) igeren 2 ml Fosfat Buffer Saline’de
(PBS) ¢oziinen 2 g/kg parasetamol oral) verildi. Gruplar; I: Kontrol grubu. 2 ml PBS
oral verildi. II: Parasetamol. III: 140 mg/kg NAC (X2 doz) + parasetamol. IV: 45
mg/kg Bosentan + parasetamol. V: 90 mg/kg Bosentan+ parasetamol. VI: 90 mg/kg
Bosentan.VII: 140 mg/kg NAC (X2 doz). Parasetamol uygulamasindan 24 saat sonra
sicanlar sakrifiye edildi.

Bulgular: Yapilan dlgiimlerde serum kreatinin ve iire seviyeleri parasetamol
grubunda artarken, bosentan verilen gruplarda bu parametreler diizelme egilimine girdi.
Parasetamol grubunda, bobrekte oOlgililen Siiperoksit Dismutaz (SOD) aktivitesi ve
Glutatyon (GSH) miktarlar1 azalma gosterirken, bosentanin bu parametreleri istatistiksel
olarak anlamli gekilde diizelttigi goriildi. Ayn1 zamanda bobrek dokusunda
Malondialdehid (MDA) miktarlar1 parasetamol grubunda yiikselirken, bosentan
uygulanan gruplarda artmis olan MDA miktarlarinin istatistiksel olarak anlamli sekilde
azaldig1 goriildii. Histopatolojik bulgularda parasetamoliin bobrekte hasara neden
olurken, bosentanin bu etkiyi dnledigi gozlendi.

Sonu¢: Tiim bu sonuglar ET-1" in parasetamole bagli bobrek hasarinda rol
oynadigim1 gostermektedir. Ayni zamanda bosentan uygulamasi, bobrekte deneysel
olarak indiiklenen parasetamol toksisitesine karsi koruyucu etki gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Bosentan, bobrek, endotelin-1, parasetamol, toksisite.



ABSTRACT

Investigation on Effects of Bosentan on Paracetamol Induced Acute Kidney
Toxicity

Aim: Paracetamol causes renal damage in addition to hapatic damage during
drug intoxications.Therefore, although there are lots of studies about hepatic damage of
paracetamol, there are no much studies about the renal damage induced by paracetamol.
On the other hand, it is not fully understood that how paracetamol caused the renal
damage. In the light of the information we investigated the roles of Endothelin-1 (ET-1)
and its receptors on the renal damage caused by paracetamol by applying bosentan
which is a selective ET-1 receptor antagonist.

Material and Method: This study included 49 female rats divided in 7 groups.
Paracetamol (received 2 g/kg orally paracetamol dissolved in 2 ml PBS) was given 1
hour after the bosentan (orally) or N-acetylcysteine (NAC) (orally) administration.
Groups were; [: Control group that received 2 ml orally Phospahate Buffered Saline
(PBS), II: Paracetamol. III: received 140 mg/kg NAC (2 doses) + paracetamol. 1V:
received 45 mg/kg bosentan + paracetamol. V: received 90 mg/kg bosentan +
paracetamol. VI: received 90 mg/kg bosentan. VII: received 140 mg/kg NAC (2 doses).
The rats were sacrificed 24 hour after drug administrations.

Results: While serum creatinine and {iirea levels were increased in paracetamol
group, these parameters were improved in bosentan groups. Paracetamol administration
decreased Superoxide Dismutase (SOD) activity and Glutathione (GSH) content of
kidney; however bosentan administration significantly improved these parameters. Also
it is observed that the increased levels of Malondialdehyde (MDA) in paracetamol
group have been significantly decreased by bosentan administration. In
histopathological analyses, it is shown that paracetamol caused kidney damage and
bosentan prevented this effect.

Conclusion: All these results suggest that ET-1 has role in paracetamol induced
kidney damage. Also bosentan, exerted protective effects against experimentally
induced paracetamol toxicity in kidney.

Key Words: Bosentan, kidney, endothelin-1, paracetamol, toxicity.
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1. GIRIS

Parasetamol, (N-asetil-p-aminofenol; APAP) kullanim1 ¢ok yaygin olan
antipiretik ve analjezik etkili bir ilagtir. Parasetamoliin antienflamatuvar etkinligi yoktur
fakat giiclii analjezik ve antipiretik etkisi nedeni ile Nonsteroidal Antiinflamatuvar
(NSAI) grubu ilaglara dahil olmaktadir. !

Giliniimilizde parasetamol kullanimi1 o kadar artmustir ki artik marketlerde dahi
rastlamamiz olasidir. Ingiltere’de yapilan bir ¢alismaya gore 7000 anneden % 84’ii yeni
dogan cocuklarma ilk 6 ayda parasetamol vermektedir. Amerika Birlesik Devletleri
(ABD)’de ise 100 milyon insan yilda en az bir defa parasetamol kullanmaktadir. Ote
yandan, 50 milyon insan ise haftada bir defa parasetamol igerikli bir {iriin
kullanmaktadir. 2

Yukarida da bahsettigimiz gibi; bir ilacin bu kadar yaygin kullanilmas1 akillarda
zehirlenme ve toksisiteye dair soru isaretleri birakmaktadir. Parasetamoliin uygun doz
ve miktarda kullanimi giivenli olsa da, insanda gilinliik 4 gramdan fazla uzun siireli
kullaninminin toksik etkiler olusturabilecegi bildirilmistir. Toksik dozda parasetamol
kullanimi hepatik nekroz ve akut tiibiiler nekroza (ATN) yol agabilmektdir. >

Parasetamol toksisitesine bagli akut renal yetmezlik ya tek basina ya da hepatik
nekroz ile birlikte gériilebilir.* ¢ Toksik dozda parasetamoliin yol ag¢tig1 akut renal
yetmezliginin sebebi tam olarak belirlenememekle beraber yapilan ¢alismalar, bobrekler
ylksek dozda parasetamole maruz kaldiginda sitokrom p-450 sistemi araciliiyla olusan
parasetamol oksidasyonunun tiibiiler hasara yol actigim gdstermistir.> * 6-1°

Nazogastrik tiip, aktif komiir uygulamasi, gastrointestinal dekontaminasyon,
uygun zamanda NAC kullanimi ve destekleyici tedavi, parasetamol toksisitesinde
kullanilan yéntemler arasindadir. ' NAC, sistein prekiirsdriidiir ve antioksidan etkiye

sahiptir.!> Parasetamol zehirlenmesinin erken fazinda N-asetil-p-benzoquinon iminin



(NAPQI) hepatik makromolekiillere baglanmasini engeller. Klinikte ¢cok yaygin olarak
kullanilan NAC, hastalara intravendz ya da oral yolla verilebilir. '> > Ancak yine de
tam bir tedavi saglandigi sdylenemez. Bahsettigimiz asir1 parasetamol aliminin yol
actig1 toksik etkiye yonelik tedavilerin bulunmasina karsin, bu mekanizmalar heniiz tam
olarak bilinmemektedir. Bu sebeple siirekli olarak, parasetamoliin yol agtigi bobrek
hasarin1 aydinlatmaya yonelik yeni calismalar yapilmakta ve olusan bobrek hasarmni
Onleyici ve tedavi edici yeni ilaclar denenmektedir. Son ddnemlerde yapilan
caligmalarin bazilari, endotelinin bobrek hastaliklarinin etiyolojisinde rol aldigim
distindlirm{istiir.

Endotelin, damar diiz kaslarindaki endotelde iiretilen parakrin ve otokrin etkili
21 aminoasitlik vazokonstriktdr bir polipeptittir. Dolagimda ¢ok kii¢iik konsantrasyonda
bulunur (nanomolar/pikomolar). Endotelinler; endotelde, beyin, bobrek ve bazi
hiicrelerde sentez edilmektedir. Viicudumuzda Endotelin-1 (ET-1), Endotelin-2 (ET-2)
ve Endotelin-3 (ET-3) sentez edilmektedir.!* ET-1 bobrekte, glomeriiler epitelyal ve
mezankimal hiicreleri, renal tiibiiler hiicreler ve toplayici kanal hiicrelerinde
iiretilmektedir. ' ET-1, endotel sistemin diizenlenmesinde rol oynar. Ayrica fibrozis ve
inflamasyonda katkida bulunur.'® 7 Renal sistemde ET-1, bobrek ve bobrek i¢i kan
akimimnin parakrin ve otokrin diizenlenmesinde, glomeriiler hemodinamide, sodyum ve
su dengesinde '8, asit-baz dengesinde ' rol almaktadir. Bunlarin yan sira ET-1 bdbrek
i¢i pek cok fonksiyonda rol almaktadir.?® Viicutta yaygin olarak bulunmasi ve bir¢ok
fizyopatolojik hadisede ET-1 ve reseptorlerinin roliiniin gosterilmesinden dolay1; ET-1
reseptor antogonistleri pek ¢ok deneysel hayvan c¢aligmalarinda denenmis ve O6nemli
sonuglar elde edilmistir. 2!” Yine pek ¢ok hastalikta endotelin ekpresyonunun artmasi?®
parasetamol toksisitesine bagli bobrek hasarini koruyucu ve onleyici etki etmek igin

ET-1 reseptor antagonistleri kullanilabilecegini diisiindiirmiistir.



Bu calismada bizim amacimiz; siganlarda parasetamolle olusturulmus bobrek
toksisitesinde ET-1 reseptorlerinin roliinii incelemektir. Ayni zamanda ET-1 reseptor
antagonisti olan bosentanin; parasetamol toksisitesine bagli bobrek hasarinda oksidatif
stres parametreleri ve antioksidan savunma sistemleri {izerine etkilerini ortaya

koymaktir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Zehirlenmeler

Acil servislere yapilan bagvurularin 6nemli bir boliimiinii zehirlenmeler
olusturmaktadir. ? Ilaclar, endiistri, tarim ve diger islerde kullanilan kimyasal bilesikler,
evlerde temizlik ve bakim amaciyla kullanilan iiriinler insanda akut, hatta bazen kronik
zehirlenmelere sebep olabilirler. 3° Zehirlenme vakalarinin insanlarda intihar veya keyif
amacli ve bagka birine zarar vermek amaci ile kasten veya kronik ila¢ kullaniminda
hasara sebep oldugu bildirilmektedir. 3!

Zehirlenme tedavilerinin basar1 ile sonuglanmasi i¢in zehirlenmeye yol agan
etkenin belirlenip, toksisitenin tam olarak saptanmasi gerekir. Ayrica c¢ocuklarda
tanimlanamayan belirtiler goriildiiglinde zehirlenme akla gelmeli ve duruma uygun
olarak zehirlenmenin ayirici tanis1 yapilmahidir. Ayni sekilde yetiskinlerde de oykii ve
fiziki muayene bulgular1 arasinda uyumsuz tablolara rastlanildiginda zehirlenme akla
gelmelidir. *°

Tedaviye baslamadan 6nce zehirlenme sebebinin belirlenmesi, tedavinin basari
ile sonuglanabilmesi acgisindan olduk¢a onemlidir. Ote yandan, zehirlenme yapan
etkenlerin olduk¢a az bir kismina karsi spesifik antidot bulunmaktadir. Bu sebeple,
zehirlenme yontemlerinin pek ¢ogunda, genel tedavi yontemlerinin uygulanmasi ve
semptomatik tedavi yapilmas: gerekmektedir.? Tiirkiye’de yapilan bir arastirmada’!, acil
servise bagvuran hastalarin %56,9’unun sebebinin ila¢ zehirlenmesi oldugu ve bunlarin
%43 liniin sebebinin agr1 kesici kullanimi oldugu bildirilmistir. Bunlarin haricinde,
temizlik maddeleri (%26,2), hidrokarbonlar (%7,3), besinler (%7), insektisitler (%6,7),
karbon monoksit (%1,7) ve diger maddeler (%5,9) de sik zehirlenme sebepleri arasinda

gosterilebilir.



2.2. Bobrek

2.2.1. Bobregin Yap1 ve Fonksiyonlar:

Insanda, her biri yaklasik bir yumruk biiyiikliigiinde ve 150 gr agirhiginda olan
bobrekler, retroperitoneal olarak karin arka duvarinda yer alir. Her bir bobregin mediyal
kisminda, arter, ven, lenfatikler, sinirler ve {ireterlerin girip ¢iktig1 bolge hilum olarak
adlandirilir. Bobrek medullasinda, bobrek piramitleri olarak adlandirilan koni bigimli
cok sayida doku kitleleri bulunur. Piramitlerin tabani, korteks ve medulla sinirindan
baslar ve iireterin huni seklindeki iist ucunun devamindan olusan bobrek pelvisine dogru
uzanan papillada sonlanir. Pelvisin dis sinir1 major kaliks denen ceplerle asagi dogru
uzanir ve her papillada tiiplerden idrar toplayan mindr kalikslere ayrilir. Kalikslerin,
pelvisin ve iireterlerin duvarlari kasilabilir elemanlardan olugur. % %

Bobrek, viicudumuzda 6énemli regiilator gorevleri olan hemostatik bir organdir.
Viicudun su, elektrolit ve asit-baz dengesinin temini ve zararli irlinlerin atilmasi
bobregin regiilator gorevinin basinda gelir. Her bir bobrek, fonksiyonel tinitelere sahip
bir milyon nefrondan olusur. Bu nefronlar yerlesimlerine ve henle kulplarinin
uzunluklarina gore ya kortikal (%85) ya da jukstamediiller (%15) olarak adlandirilir.
Sodyum ve suyun korunmasi agisindan jukstamediiller nefronlar olduk¢a énemlidirler.
% 10 Bir nefron, Bowman kapsiilii tarafindan sarilan glomeriiler bir kapiller ag, bir
proksimal tiibiil, bir Henle kulpu, bir distal tiibiil ve bir toplayici duktustan olusur. *

Bobrekler dinlenme durumundaki bir erigskinde total kardiyak outputun %20-25’
ini kadar alirlar. Renal kan akimi (RKA)‘nin %10-20’si glomeriillerde filtre edilir. Bu
yolla glomeriillerde, 125 ml/dk’lik bir glomeriiler filtrasyon orani (GFO) ile giinde
yaklasik 1.8 litre primer idrar tiretilir.

Ultrafiltrat ile 1kg’dan fazla sodyum klorid, 0.5 kg sodyum bikarbonat ve

yiksek miktarda seker, aminoasitler ve diger reabsorbe edilmesi Onemli olan



maddelerdir. Nefrondan gecis sirasinda, sodyum ve suyun %65°1 proksimal tiibiillerde
ve %25°1 ek olarak Henle kulpundan reabsorbe edilir. Bu suretle, sodyumun %10’ u
distal tlibiile girer. Burada, aldesteron ve antidiiiretik hormon (ADH) tarafindan, geriye
kalan sodyum ve suyun atilim1 viicudun fizyolojik ihtiyacina gore regiile edilir. Normal
olarak baslangigta filtre edilen sodyumun yalmz %]1°i idrarla atilir. %33

Bobreklerin yiiksek perfiizyonuna karst ¢ok diisiik bir intrarenal direng
mevcuttur. Renal arteriydz oksijen igeriginin farki, diger organlarda %4-5 civarindadir.
Fakat bu direng farki bobrekte yaklasik %1,7’dir. Renal yolla oksijen tiikketimi viicudun
toplam oksijen tiiketiminin %?7’sidir. Bu enerjinin biiyiik bir boliimii tiibiillerdeki
sodyum transportuyla dogrudan ilgilidir ve ona gore degisim gosterir. >*

2.3. Parasetamol (Asetaminofen)

Parasetamol diinyada ¢ok yaygin kullanilan ilaglardan biridir. Parsetamol
antienflamatuvar etkinligi olmayan fakat giiclii analjezik ve antipiretik etkisi olan NSAI
grubu ilaglarin iiyesidir. ** Parasetamol’iin asir1 dozda alinmasinin karaciger ve bdbrek
yetmezligine yol agtig1 bildirilmistir. 336

2.3.1. Parasetamoliin Tarihgesi

Parasetamolii ilk sentezleyen kisi 1873 yilinda p-nitrofenolii asetik asitle
indirgeyen Harmon Northrop Morse olmustur. Fakat parasetamoliin tipta kullanilmaya
baslamasi i¢in 20 sene beklenmistir. 1948 yilinda, Brodie ve Axelrod parasetamoliin
asetanilid gibi toksik etkili olmadigim bildirmislerdir.’” Parasetamol ilk kez 1955
yilinda “Tylenol” ad1 ile ABD’de piyasaya siiriilmiistiir. ingiltere’de ise 1956 yilinda,
“Panadol” ticari ad1 ile agr1 ve ates giderici olarak piyasaya verilmistir. 1958 yilinda
cocuklar i¢in hazirlanan formu olan “Panadol Elixir” kullanima girmistir. Daha sonraki

yillarda, az yan etkisi olan bir ila¢ olarak biiylik popiilarite kazanmistir. Diinyada pek

cok {ilkede recetesiz olarak satilan parasetamol iilkemizde de yaygin olarak



kullanilmaktadir. Cocuk ve yetiskinlerde tedavi dozlarinda giivenilir ilag olarak kabul
edilmektedir. 3% ¥

2.3.2. Farmakokinetik ve Metabolizma

Parasetamol toksisitesini anlayabilmek i¢in oncelikle bu ilacin farmakokinetik
ve metabolizasyonunun bilinmesi gerekmektedir. Parasetamol, oral yolla alindig1 zaman
gastrointestinal yol ile hizli bir sekilde, neredeyse tamamen emilir. Biyoyararlanimi
%79 -%89 arasinda degismektedir.** Yarilanma omrii 2 saattir ve 2. saatte kanda pik

diizeyine ulagir.*!

Ancak emiliminin aclhik ve tokluga gore farklilik gostermesi
sebebiyle, bu siire 4. saate kadar uzayabilmektedir. Parasetamol plazma proteinlerine
zayif  baglanirken (%25) birgok viicut sivisina yaygin sekilde dagilmaktadir.
Parasetamol analjezik etkisini 10 mcg/ml, antipiretik etkisini ise 18 mcg/ml diizeyindeki
kan konsantrasyonlarinda gosterir. Yemek ile beraber veya yemekten hemen sonra
alindig1 takdirde biyoyararlanimi belirgin bir sekilde azalir. Bu yiizden parasetamoliin
a¢c karna alinmasi Onerilir. Ayrica opioidler ve antikolinerjik ilaglarla birlikte
alindiginda, kanda pik diizeyine ulagsma siiresi gecikir. Oral olarak kullanilan dozlarda
rektal yoldan da uygulanabilir. Parasetamoliin yetigkinlerde ve adelosanlarda kullanimi
agizdan 500-1000 mg ve giinliik en yiiksek dozu genellikle 4 gr olarak kabul edilir.
Bobrek yetmezligi olan kisilerde  veya alkoliklerde kullanim sirasinda dozu
azaltilmalidir.*?

Parasetamol terapotik dozlarda kullanildigi zaman %90 oraninda karacigerde
glukroniltransferaz enzimi yardimiyla glukronik asitle (%60 kadari), siilfoniltransferaz
enzimi yardimiyla siilflirik asitle (%35 kadari) veya sistein (az miktarda) ile konjuge
olarak idrardan atilir. %2’lik kismu ise idrardan degismeden atilmaktadir.*® Kiiciik ama

yine de 6nemli bir miktar1 hepatik sitokrom P450 enzim sistemi (CYP2EI ve CYP1A2

izoenzimleri) yoluyla N-hidroksilasyona girerek oldukca reaktif bir iiriin olan NAPQI‘e



doniisiir.** 4 NAPQI ise diger intraselliiler proteinlere kovalent olarak baglanarak zarar
verir.*® Fizyolojik kosullarda NAPQI, glutatyon ile reaksiyona girer ve zarar vermeden
safra yoluyla atilmaktadir.*”> ** Bu molekiiliin karaciger hasar1 olusturabilmesi igin
parasetamoliin yiiksek dozlarda alinmasi gerekir. Boylelikle, bu reaktif {iriin GSH
depolarini bitirerek karaciger hasar1 olusturur.*’ Parasetamoliin hepatotoksisitedeki asil
mekanizmasinin bu yoldan oldugu diisiiniilmektedir.*®

Bobreklerde ise parasetamol deasetillenerek bir nefrotoksin olan ve renal kortikal
nekroz olusturan p-aminofenol metabolitine donlismek suretiyle toksisiteye yol agar.
Terapotik dozlarda olusan p-aminofenol karacigerde NAPQI metabolitine benzer
sekilde glutatyonla konjuge edilir ve inaktif glutatyon konjugatlar1 seklinde atilir.
Bunun yaninda parasetamol bobrek korteksinde de sitokrom p450 sistemi ile
oksidasyona ugrar ve ortaya ¢ikan reaktif ara {irlinler bobrek korteksinde hasar
olusturabilmektedir.>

2.3.3. Farmakolojik Etkileri

Piyasada satilan ticari ilaglarin prospektiisiinden de kolayca erisebilecegimiz
parasetamoliin endikasyonlar1; bas agrisi, migren, adet sancilari, dis agrisi, soguk
alginlig1 ve gribal enfeksiyonlara bagli agri, nevralji, nevrit, siyatik, lumbago, kas ve
eklem agrilari, orta kulak agrilari, sinlizit ve cerrahi operasyonlara veya
yaralanmalardan kaynaklanan agrilardir.

Endikasyonlarmin bu denli genis olmasi, parasetamoliin yaygin kullaniminin
gostergelerinden biridir. Bu sebeple, ilacin etki mekanizmasmin da iyi bilinmesi
gerekmektedir. Etki mekanizmasii aydinlatmak i¢in ¢alismalar devam etse de bu
mekanizma heniiz tam olarak anlasilamamistir. Bazi caligmalara gore; parasetamol,
merkezi sinir sistemi (MSS) iizerinden santral siklooksijenaz (COX) inhibisyonu ve

serotoninerjik sistemle indirekt etkilesim yoluyla etki etmektedir.>!.



Lim ve arkadaslarmin’? yaptiklar1 bir ¢alismada, parasetamol, kopegin dalagina
enjekte ettikleri bradikininin etkisini engellemisitir.  Yapilan bu c¢alismada
parasetamoliin agr kesici etkisinin santralde degil de periferde prostaglandin sentezini
inhibe ederek ortaya koydugu gosterilmistir.

Parasetamoliin ates distriicii etkisi hayvan deneylerinde de gosterilmistir.
Milton ve Wendlant kedilerin beyin ventrikiillerine endotoksin kaynakli maddeleri
enjekte ederek olusturduklar1 atesi parasetamoliin engelledigini gdrmiislerdir. Ote
yandan, parasetamoliin ayn1 yere enjekte edilen prostaglandin E1 (PGE1) kaynakli atesi
etkilemedigini bildirmisler. > Sonraki calismalarda parasetamoliin beyin omurilik
stvisindaki prostaglandin (PG) benzeri maddeleri inhibe etme yoluyla atesi diisiirdigi
gosterilmistir.>*

Yeni yapilan ¢alismalara gore, parasetamol’iin MSS’de tespit edilen COX-3
olarak adlandirilan yani bilinen COX (COX-1, COX-2‘den farkli)) enzim
varyantlarindan farkli bir enzimi secici olarak bloke ettigi diisiiniilmektedir > ki bu
mekanizma iizerinde pek c¢ok arastirmaci da hem fikir olmustur.®® 37 Tiim bunlara
ragmen, insanda bulunan COX enzim varyantlarindan COX-3 ile ilgili literatiirde kesin
bir bilgi heniiz mevcut degildir. -8

2.3.4. Yan etkileri

Parasetamol tedavi dozlarinda kullanildiginda genellikle 1iyi tolere
edilebilmektedir. Sik olmamakla birlikte, alerjik cilt reaksiyonlari (kizariklik, dokiintii),
alerjik ilag¢ atesi, hematolojik bozukluklar, hipoglisemi ve bobrek yetmezligi gibi yan
etkilere yol acabilir.”® Bazen de karaciger enzimlerinde 1liml1 yiikselmelere sebep
olabilmektedir fakat bu durum geri dontistimliidiir.

Daha yiiksek dozlarda kullanildigi zaman ise bas donmesi, huzursuzluk ve

yonelim bozukluguna yol agsa da parasetamoliin toksik dozunda (en az 10-15 gr) en



ciddi yan etkisi 6liimciil olabilen hepatik nekrozdur. ®© Bu durumda bulanti, kusma,
ishal ve karin agris1 gibi belirtiler ortaya c¢ikmaktadir. Bu etki normal kullanim
sonrasinda da c¢ikabilmektedir. Bu etki, aspirinin yapmis oldugu hepatik hasara gore
daha tehlikeli olup tedavisi daha da zordur. ¢

Parasetamoliin kardiyovaskiiler, solunum sistem ve asit-bas dengesi iizerine
belirgin etkileri yoktur. Gebelerde kullanimi giivenlidir ve NSAI’lerin yaptig1 fetal
ductus arteriozusun kapanmasini etkilemezler. Bunun yaninda alkol kullanimi toksik
etkiyi ciddi bigimde artirmaktadir. Oral antikoagiilanlar ile birlikte kullanildig1 zaman
belirgin bir etkilesim gézlenmemektedir.!

2.3.5 Parasetamoliin Toksik Etkileri

Akut asir1 dozda, parasetamoliin en ciddi yan etkisi, doza bagimli Sliimciil
hepatik nekrozdur. Ote yandan, renal tiibiiler nekroz ve hipoglisemik koma da
olusabilir. Asirt dozda parasetamoliin hepatoseliiler yaralanmaya ve dliime yol actigi
durumlarda olugsan mekanizmada, onun toksik reaktif metabolitine (NAPQI, N-asetil-
benzoqinoneimin) donilisiimii s6z konusudur. Bu ara iiriin, normal kosullarda GSH ile
konjugasyon yaparak elimine edildikten sonra merkaptiirik asite metabolize olarak
idrarla atilir. Fakat NAPQI asir1 dozda oldugunda, viicudun antioksidan savunmasinda
onemli bir faktor olan hepatik GSH seviyesinde %70’ den fazla azalma gorilir. GSH
azalmasinda reaktif ara iirlin, kovalent bag ile hiicrenin makromolekiillerine baglanir.
Sonug olarak enzimatik sistemlerin fonksiyonu engellenir. Aktif metabolit, glutatyona
baglanarak atilamadigi i¢in dokulardaki sitozol proteinlerine baglanir ve hiicresel
nekroz olusturur.

Toksik dozda parasetamol aliminda, klinik bulgular {i¢ evreden olusur. Birinci
evre, oral alimdan bir veya birka¢ saat sonra bulanti, kusma, anoreksi ve diaforezinin

gbzlendigi evredir. ikinci evrede bu semptomlarin siddeti azalir fakat hepatik enzimler
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ile biliriibin seviyelerinde asir1 ylikselmeler gozlenir. Ayrica protrombin zamaninda
(PT) yiikselme de bunlara eslik eden faktordiir. Idrar, renal hasar, ilacin diiiretik etkisi
ve dehidratasyondan dolay1 azalir. Ugiincii evre 3-5 giin sonra meydana gelir. Sarilikla
beraber, hepatonekroz, hipoglisemi, ensefalopati ve miyokardiyopati gozlenir. Hepatik
yetmezlik ve nekroz 6liime sebep olur.

Cilt tahrisi ve diger alerjik reaksiyonlar nadiren goriiliir. Tahris genellikle
eritamatdz veya trtikerdir fakat bazen daha ciddi olabilir ve bunlara ilacin yol actig
ates ve mukozal lezyonlar da eslik edebilir. Plazma parasetamol diizeyi 1mg/ml’nin
tizerinde oldugu zaman biling bozuklugu gozlenir.

Literatiirde toksisiteyi artiran etkenler olarak; glutatyon tiiketimi (dietil maleatla
on tedavi, diisiik protein diyeti), hepatik CYP450’nin indiiklenmesi (alkol tiiketimi
(fenobarbital kullanimi), oksidatif strese hepatik cevabin azalmasi (E vitamini azalmasi)
bildirilmistir. Toksisiteyi azaltan etkenler ise; antioksidanlar (E vitamini), hepatik enzim
inhibitdrleri (simetidin), rediikleyici ajanlar (askorbik asit) olarak belirtilmektedir.’® ¢!

2.3.6. Parasetamol Zehirlenmesinde Tedavi

Parasetamol zehirlenmelerinde, oncelikli olarak parasetamoliin absorbsiyonu
engellenmeli ve prognozu gosteren degerler takip edilerek degerlendirilip hastanin
destek tedavisi diisiiniilmelidir. Yiiksek dozda parasetamoliin alimindan sonraki 4 saat
icinde absorbsiyonunun engellenmesi i¢in gastrik aspirasyon ve lavaj veya ipeka surubu
kullanilabilecegi bildirilmistir. Absorbsiyonun engellenmesinde basit ve alternatif bir
diger yontem de aktif komiir uygulamasidir. Aktif kdmiir, bagirsak liimeni iginde
parasetamole baglanmak suretiyle absorbsiyonu engeller. Bu yollardan birini kullanarak
parasetamoliin emilimi biiyilkk oranda engellenir. Tedavi sirasinda kan parasetamol
diizeyi ve parasetamol zehirlenmelerinde hedef organlar karaciger ve bobrek oldugu i¢in

hepatik ve renal fonksiyonlarin takip edilmesi gerekir. Kan parasetamol degeri,
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parasetamol zehirlenmelerindeki en 6nemli ilk gdstergedir. Fakat yiiksek dozda alimdan
sonraki 4. saate kadar bagirsaktaki ilag absorbsiyonu tamamlanmamis olabilecegi goz
oniinde bulundurulursa elde edilen kan parasetamol diizeyi zehirlenmenin siddetininin
giivenilir oldugunu gostermez.

Parasetamol zehirlenmelerine hepatik GSH tiiketimi neden olmaktadir. Bu
sebeple, uygulanacak tedavide, GSH hepatositler icine gegmediginden, hepatik GSH’1
yerine koymaktansa, hepatik GSH tiiketiminin veya parasetamoliin toksik metabolitine
donlismesinin engellenmesi saglanmalidir. Parasetamol zehirlenmelerinde kullanilan
antidotlar; NAC, sistamin, dimerkaprol ve metionindir. 6*¢°

2.4. Endotelinler

Damar diiz kaslarindaki endotelde yapilan parakrin ve otokrin etki edilen PGE1
gosteren, 21 aminoasitli, vasokonstriktor bir polipeptiddir. ET dolasimda ¢ok kii¢iik
konsantrasyonda (nanomolar/pikomolar) bulunur. ET, endotelde, beyin, bobrek ve bazi
hiicrelerde sentez edilmektedir. Ik olarak 1988 yilinda Yanagisaka ve arkadaslari
tarafindan idendifiye edilen endotelin, li¢ farkli endotelin geni tarafindan, (farkl
kromozomlarla) kodlanmaktadir. Bunlar, ET-1, ET-2 ve ET-3’tiir. Preproendotelin 6nce
Big endoteline (inaktif prekorsor) doniisiir. Daha sonra, Endotelin doniistiiriicii enzim
(EDE-1) big endotelini endoteline cevirir. Dolagimdaki ET-1’in yarilanma omrii ¢ok
kisadir (4-7 dakika). Plazma, akciger ve bobrekte endopeptidazlar tarafindan parcalanir.
Preproendotelin mRNA’nin yar1 émrii ise 15 dakikadir, bunun i¢in vazomotor tonusun
ayarlamasinda hizlit ET yapimi saglanir. ET-2, baglica bobrek ve bagirsakta, ET-3 ise
ndronal hiicrelerde ve beyinde tiretilir.

ET, hidrofilik yapidadir. Bu sebeple plazma membranim1 gecemez. Etkisini
spesifik reseptorleri vasitasi ile gosterir. Baslica iki reseptorii vardir. Bunlar; ET-A ve

ET-B reseptorleridir. Her iki reseptdor de, vaskiiler diiz kas hiicreleri ile
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vazokonstriksiyonda rol oynar ve damar endotel hiicrelerinde ET-B ile nitrik oksit (NO)
ve PGI2 salgilanmasinda rol oynayarak vazodilatasyona yol acar.

ET-A; ET-1 ve ET-2’ye yiiksek affinite gosterirken ET-3’e affinitesi ¢ok
diisiiktiir. ET-B ise her tigiinde de esit affinite gosterir. Endotelin mRNA ekspresyonu
cesitli faktorlerle uyarilir. Bunlarin baslicalari: kan basinci artisi, LDL kolesterol,
trombin, TGF-p, interlokin-1 (IL-1), epinefrin, arjinin vazopressin (AVP) , anjiotensin
II (AT-II) dir. ET-1 vazokonstriktdr fonksiyonu yaninda her iki reseptorii aracilig ile
mitogenezde rol alan Onemli bir mediatérdiir. Bunun yani sira, damar diiz kas
proliferasyonunda rol oynayarak vaskiiler yapilanmada etkili olur. Ayrica lokosit
adezyonunda ve monosit kemotaksisinde de etkili olarak aterosklerotik yapilanmalara
yol agar. ET-1 doza bagimli olarak renin yapimini inhibe ederken, adrenal zona
glomeriilosadan direkt etki ederek aldesteron yapimini ve adrenal korteks biiylimesini
stimule eder.®® Plazma endotelin seviyesinin yiiksek oldugu baslica durumlar
sunlardir®’;

* Hipertansiyon

* Ateroskleroz

» Astma

* Akut bobrek yetmezligi

* Pulmoner hipertansiyon

* Beyin travmasi

* Serebral vazospazm

* Konjestif kalp yetmezligi

* Hiperkolesterolemi (growth faktor miktarini artirarak)
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2.4.1. Endotelin ve Bobrek iliskisi

ET, vaskiiler endotel hiicrelerinde kesfedilmis proinflamatuvar potansiyel ve
profibrotik etkili gii¢lii bir peptiddir. Son yillarda genis spektrumlu hiicrelerin fizyolojik
sartlarda ve daha da oOnemlisi progresif bozukluklarin kronik seyri siirecinde ET-1
{iretme yetenegine sahip olduklar1 giderek aciklik kazanmstir.®® ET-1 glomeriiler
filtrasyon hizin1 (GFR) ayarlamada, ¢oziinmiis madde ve suyun nefron boyunca geri
emilimi ve renal asid atilimin1 yapmak sureti ile genel bobrek fonksiyonlarinda rol alir.

Yanagisawa ve arkadaslarinin ET peptidlerini kesfi, ET sisteminin kronik
bobrek yetmezliginin pek ¢ok tirii ile alakali olduguna dair O6nemli delilleri
arttrrmgtir,®

Renal glomeriiler, tiibiiler ve intersitisyel hiicreler, yalmiz ET-A ve ET-B
reseptorlerini baglamak sureti ile ET-1 dolagimina yanit verme yetenegi yoktur. Ayrica
bir otokrin/parakrin tavir sergileyerek ET-1 iiretimi yapar. Kronik renal hastaliklar
stiresince ET alt reseptorlerinin ekspresyonunun modiilasyonu ile birlikte ET-1’in
bobrek ici sentezi belirgin bir sekilde artar. ¢

2.5. Bosentan

Bosentan; Pulmoner Hipertansiyon (PAH) tedavisinde kullanilan nonspesifik bir
endotelin tip A ve tip B reseptdr antagonistidir.”® Oral yolla uygulanir. Bosentan’mn
PAH hastalarinda kardiyopulmoner hemodinamik degiskenleri, egzersiz kapasitesi ve
klinik prognoz iizerine olumlu etkileri oldugu gosterilmistir.”! 7>
2.5.1. Bosentanin Farmakokinetigi
Bosentanin tek dozda ve birden fazla kullanildiginda farmakokinetik etkileri

73,74 [lag oral yolla 600 mg kullamldig1 zaman biyoyararlanimi yaklasik

belirtilmistir.
%50 dir.”®> Plazma klerensi yaklasik olarak 7-8 L/s araligindadir ve intravendz olarak

250-500 mg doz araliginda kullanildiginda dagilim hacmi yaklasik 0.2 L/kg dir’.
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Bosentanin albiimine baglanma orani1 %90’dir. ® Insanlarda yarilanma émrii 5-8 saat
arasidir.”> Hayvanlarda (sigan ve kopek) metabolitlerin atilimi safra yolunu takip ederek
hepatik metabolizma iledir’’. Bosentanin CYP2C9 ve CYP3A9 enzimleri ile metabolize
edilmesi sonucu 3 metabolit olusur. Olusan bu metabolitlerden sadece Ro 48-5033
endotelin reseptorlerine baglanabilir. Coklu doz kullaniminda sistemik plazma klerensi
2 katia ¢ikmaktadir. Cilinkii bosentan tedavisinde CYP3A4 yolagi indiiklenir. Bosentan
CYP2C9 ve CYP3A4 enzimlerini indiikler. Boylelikle bu enzimler ile metabolize olan
siklosporin, simvastatin ve varfarin gibi ilaglarin plazma konsantrasyonlarmn etkiler. 7

2.5.2. Bosentanin Endikasyonlar1 ve Yan Etkileri

Bosentan, hipertansiyon disinda subaraknoid kanama, konjestif kalp yetmezligi
ve akut siklosporin nefrotoksisitesi gibi rahatsizliklar i¢in de denenmektedir. Oral yolla,
giinde iki kez alinan Bosentan’in PAH olan hastalarda kardiyo pulmoner hemodinamik
degiskenleri, egzersiz kapasitesini ve klinik kotiilesme siiresini olumlu etkiledigi
gosterilmigtir.  Ancak bazi hastalarda asemptomatik, doza-bagimli karaciger
aminotransferaz artislar1 gdzlenmistir.”" 7® Diger yan etkileri ise anemi, 6dem,
teratojenite, erkek infertilitesi ve testikiiler atrofidir.”> 7

2.6. Serbest Oksijen Radikalleri

Serbest radikaller bir veya birden ¢ok eslesmemis elektronu olan, kararsiz ve ¢ok
etkin molekiillerdir. Serbest radikaller ¢ok reaktiftir ve elektron eslemek amaciyla diger
molekiiller ile reaksiyona girmeye ¢alisirlar. %

Serbest radikaller oksijen kullanan hiicre metabolizmasinin siirekli {iretilen bir
irtiniidiir ve antioksidan savunma mekanizmalar1 sayesinde dengede tutulurlar. Bu
dengenin bozulursa oksidatif stres olusur. Serbest radikallerin Omiirleri ¢ok kisa olsa da

protein, lipid ve niikleik asit gibi makro molekiiller ile etkilesirler ve hiicre yap1 ve
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fonksiyonlarinda 6nemli degisikliklere neden olurlar. Homeostazisin siirdiiriilebilmesi
i¢in antioksidan sistemde siirekli yenilenmeye ihtiya¢ duyulur .%!

Biyolojik sistemlerin en oOnemli serbest radikalleri, oksijenden olusan
radikallerdir. Eslenmemis iki elektronu olan kararsiz yapili molekiiller, oksijenin
rediiklenmesi sonucu siiperoksit anyonu, hidrojen peroksit, hidroksil radikali ve singlet
oksijen gibi serbest oksijen radikallerini olustururlar.®? &

2.6.1. Hidroksil radikali ( OH-)

Stiperoksit radikali ve H202’ten meydana gelen en reaktif ve zarar verici oksijen
radikalidir. Yar1 omrii ¢ok kisadir. Fenton ve Haber-Weiss reaksiyonu bu radikalin
onemli iki kaynagidir.®

2.6.2. Singlet oksijen

Singlet oksijen, oksijen molekiiliiniin daha reaktif bir tiirlidir ve molekiiler

oksijenin enerji almast ile olusur. Yarilanma Omrii kisadir. Singlet oksijenin

ortaklanmamus elektronu yoktur. Bu sebeple radikal degildir.
2.6.3. Siiperoksit Radikali (O2.)

Biyolojik sistemlerde en fazla molekiiler oksijen bulunur. Radikal onciiliidiir.
Oksijenin tek bir elektronla indirgenmesi sonucu olusur. Siiperoksit radikalinin belirgin
toksik etkisi yoktur. Sitoplazmadaki P4so sistemi baslica kaynagidir.%

2.6.4. Hidrojen Peroksit (H,0,)

Hidrojen peroksit, molekiiler oksijenin iki elektron indirgenmesi sonucu olusur.
Eslenmemis elektronu olmadigindan serbest radikal degildir. H202’nin asil kaynagi
biyolojik sistemlerde siiperoksit radikalidir. Bu reaksiyon rastgele veya SOD ile
enzimatik olarak meydana gelir. %

02+2¢ +2H+ » H202
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H20:2, protein tiyollerini oksitleme ve DNA’da zincir kirilmalar1 olusturmak
suretiyle hasar yapar. Gegis metal iyonlarinin varliginda hidroksil (OH-) radikallerini
olusturmasi ise en 6nemli 6zelligidir.

2.6.5. Hipoklorik asit (HOCI)

Fagositik hiicrelerin bakterileri 6ldiirmesinde 6nemli gorevleri vardir. Enzimatik

olarak nétrofil ve makrofajlar tarafindan iiretilir ve bakterisit etkisi i¢in salmir.

H202+ CI +H+ » HOCI+ H20

Hiicrede reaktif oksijen tiirlerinin ve serbest radikallerin artis1 hiicre hasarina
sebep olur. Serbest radikaller hiicreye 3 farkli mekanizma ile zarar vermektedir.

Bu mekanizmalar;

Membran Lipitlerinin Peroksidasyonu
Disiilfit Bag1 Olusumu
DNA Hasari

2.7. Serbest Radikal Kaynaklari

Ekzojen kaynaklar: Hava Kkirleticiler, iyonize ve non-iyonize radyasyon,
ilaglar, dogal zararl gazlar, alkol, patojen bakteri ve viriislerdir.®’

Endojen kaynaklar: Endoplazmik retikulum, mitokondrial elektron transport
sistemi, arasidonik asit metabolizmas1 veya siklooksijenaz (COX) sistemi, monosit ve
makrofajlar, noétrofil, eozinofil gibi fagositik hiicreler ve endotelyal hiicreler gibi
hiicrelerdeki oksidatif reaksiyonlar, ksantin oksidaz, NADPH oksidaz gibi oksidan
enzimler ve otooksidasyon reaksiyonlaridir.®

2.8. Antioksidan Savunma Sistemleri

Viicutta serbest radikallerin etkilerinin ortadan kaldirilmasi i¢in antioksidan
savunma sistemi olusmustur. Antioksidanlarin; hedef molekiillerin hasar sonrasi tamir

edilmesi veya temizlenmesi, serbest oksijen radikallerinin enzim reaksiyonlar1 vasitasi
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ile ya da direkt temizlenmesi, metal iyonlarin baglanmasi ve radikal olusum
reaksiyonlarinin engellenmesi ve serbest oksijen radikallerinin olusumunun baskilama
yoluyla engellenmesi gibi onemli gérevleri vardir.®

2.8.1. Antioksidan Enzimler

1. Siiperoksit dismutaz (SOD): SOD‘un fizyolojik gorevi, hiicreleri siiperoksit
radikallerinin zararlarindan korumaktir. SOD aktivitesi, oksijen kullanim1 yiiksek

dokularda fazladir, ancak hiicre dis1 stvilarda SOD aktivitesi ¢cok diisiiktiir.?> %

2027+2H+ » H202 + O2

Bu enzim yukaridaki reaksiyon ile siiperoksit radikalinin hidrojen peroksit ve
molekiiler oksijene doniismesini saglar. Boylece hiicre icindeki O2 ~ seviyesi azaltilmis

olur.

2. Katalaz (CAT): Katalaz, basta peroksizomlarda ve daha az olarak sitozol ve
mikrozomal fraksiyonda bulunur. Katalaz hidrojen peroksidi su ve oksijene parcalar.
Granulomat6z hiicrelerde katalaz, hiicreyi kendi solunumsal patlamasina kars1 koruma
islevi de vardir. Hidroksil serbest radikali olusumunu 6nlemek icin hiicrede olusan
hidrojen peroksidi ortadan kaldirr.*°

2H202 » H20 + O2

3. Glutatyon peroksidaz (GSH-Px): Dort selenyum atomu igerir. Tetramer
yapili bir enzimdir ve sitozolde yerlesik olarak bulunur. Asagidaki reaksiyonlari
katalizler ve boylelikle hidrojen peroksidin ve organik hidroperoksitlerin (ROOH)
indirgenmesini saglar.

H202+2 GSH » GSSG + 2 H20
ROOH + 2 GSH » GSSG + ROH + H20
Glutatyon peroksidaz iki substrata sahiptir. Substratlarindan biri olan peroksitler,

alkole indirgenir. Diger substrat olan GSH ise ylikseltgenir ve olusan yiikseltgenmis
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glutatyon (GSSG), glutatyon rediiktaz enziminin katalizledigi baska reaksiyon ile tekrar

indirgenmis glutatyona déniisiir.®®
GSSG + NADPH + H+ » 2 GSH + NADP*

4. Glutatyon tranferaz: Sitozolde bulunur, ¢ok sayida izoenzimi vardir ve
dimerik yapili bir enzimdir. Cesitli endojen ve eksojen bilesiklerin glutatyon ile
konjugasyonunu katalizlerler.% 88

R-X+GSH » GS-R+HX

2.8.2. Enzim Olmayan Antioksidanlar

1.Glutatyon (GSH)

GSH serbest radikaller ve peroksitlerle reaksiyona girer ve hiicreleri oksidatif
hasara karsi korur. Glutatyon peroksidaz, GSH rediiktaz ve GSH transferaz gibi
enzimlerin substrat veya ko-substratidir. Hemoglobinin oksitlenmek suretiyle
methemoglobine doniisiimiiniin engellenmesi isleminde rol alr. Ote yandan,
proteinlerdeki stilthidril (-SH) gruplarini indirgenmis halde tutar ve bu gruplar
oksidasyona karst korur, bdylelikle fonksiyonel proteinlerin ve enzimlerin
inaktivasyonuna engel olur. GSH yabanci bilesiklerin detoksifikasyonunu ve amino
asitlerin membranlardan tasinimin1 da saglar. Lokositleri ve eritrositleri oksidatif strese
kars1 korumada hayati dnemi vardir. 20¢766)

2. Askorbik asit (C vitamini)

Insanlarda sentezlenmediginden dolay1 diyetle alinir. Taze meyve ve sebzelerde
Ozellikle de turuncggillerde bulunur. Suda ¢6ziinen vitaminler grubunda yer alir. C
vitamininin metabolizma i¢in 6nemi indirgeyici olmasindan kaynaklanir. Askorbik asit
02, -OH ve 'O:ile kolayca reaksiyona girerek onlar etkisiz hale getirir. Dolayisiyla
lipit peroksidasyonunu baslatan radikalleri etkisizlestirmis ve antioksidan gorevi

iistlenmis olur. Askorbik asid; Fe**’ii, Fe*>’e indirgeyen siiperoksit radikali haricindeki
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tek hiicre i¢i molekiildiir. Bu 6zelligi ile, ferri-demiri indirger. Fenton reaksiyonunda
stiperoksit radikalinin tiretimini gergeklestirir. Bu 0zelligi sebebiyle C vitamini pro-
oksidan etkili oldugu agiklanmistir.®®

3. E vitamini

Yapisindaki fenolik hidroksil grubuna sahip olan aromatik halka, aktif kismini
olusturur ve bu gruptan dolayr molekiil antioksidan 6zellige sahiptir. Tohumlar ve
bitkisel yaglar, E vitamini bakimindan zenginlerdir. E vitamini yagda c¢oziinebilen
vitaminler grubundadir. Antioksidan savunmada oOncelikli ~ gorevleri membran
yapisindaki ¢oklu doymamis yag asitlerini serbest radikallerden korumaktir. E vitamini,
0., "OH ve 'O: gibi radikalleri indirger. E vitamininin antioksidan olarak baslica
fonksiyonu; lipid peroksidlerini etkisizlestirerek peroksidasyonu sonlandirmaktir.”!

4. Karotenoidler

A vitamininin metabolik 6n maddesi bir karotenoidtir. Bu madde beta-
karotendir. Karotenoidler havug, domates ve portakal gibi besinlerde bol miktarda
bulunur. Karotenoidler, oksidan strese karsi hiicrelerin korunmasini saglarlar. Koruyucu
etkileri; singlet oksijen olusumunu engelleme, peroksil radikalleri temizleme ve porfirin
gibi zararhi uyaricilarin etkilerini ortadan kaldirmaktir. Karotenoidlerin antioksidan
savunmada rol aldig1 ve deneysel ¢alismalarda kullanildig: belirtilmistir.®®

5. Flavonoidler

Flavonoidler de antioksidan 6zelliginden o6tiirti kullanilan maddeler arasinda yer
alir. Yagda coziintlirler. Baglica flavonidler; kafeik asit, katesin, p-kumarik asit,
klorogenik asit ve kuersetindir. Elma, kayisi, limon, patates gibi besinlerde bulunur.
Antioksidan savunmada, metal iyonlarlarla reaksiyon verme, serbest radikal olusumunu

engelleme ve lipit peroksidasyonunu inhibe etmede rol alir. *!
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6. Nitrik oksit (NO)

Metabolizmada gorev alan onemli serbest radikallerden biri de nitrik oksittir.
NO L-arjinin ve oksijenden, nitrik oksit sentaz (NOS) etkisiyle muskarinik veya
histamin reseptorleri gibi ¢esitli reseptorlerin aktive edilmesi sonucu sentezlenir. Kan
basinct ve bobrek fonksiyonunun kontroliinde NO’in kesin bir role sahip oldugu
bilinmektedir. NO’in vaskiiler volimde vazodilatasyon gorevi de vardir. Nitrik oksit,
diiz kas hiicrelerine girer ve hiicrede cGMP konsantrasyonu artar. Diiz kas hiicrelerinde
cGMP, protein kinazi cAMP gibi aktive eder. Aktive olan protein kinazlar diiz kasin
relaksasyonunu ve ardindan damarlarin dilatasyonunu saglar.

Nitrik oksit sentaz (NOS) sinir doku, vaskiiler endotel, trombositler ve diger

dokularda bulunur. *?
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3. MATERYAL VE METOT

Bu ¢alisma, Atatiirk Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Biyokimya Laboratuvars,
Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji Anabilim Dali ve Farmakoloji Anabilim
Dal1 Molekiiler Farmakoloji Arastirma Laboratuvari’nda gergeklestirildi.

3.1. Materyal

3.1.1. Deney Hayvanlar

Bu calismamizda Atatiirk Universitesi Deneysel Arastrma ve Uygulama
Merkezi (ATADEM) biinyesindeki deneysel hayvan laboratuvarindan temin edilen
toplam 49 adet ve agirliklar1 200-215 gram arasinda degisen Sprague Dawley cinsi disi
sigan kullanildi. Deney siiresince, siganlara yeteri kadar (ad libitum) su ve yem
(Standart Sigan Yemi) verildi. Hayvanlar deney oOncesi gruplar halinde laboratuvarda
normal oda sicakhiginda (22 C°) barindirildi ve beslendi. Calismalarimizin tiim
asamalarinin Atatiirk Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulunu tarafindan
24.02.2012 tarih ve 2-26 nolu karar yazisi ile etik kurallara uygun oldugu onaylanmistir.

3.1.2. Kullanilan flaclar ve Ilaclarin Hazirlamsi

3.1.2.1.Kullanilan flaclar

Tablo 3.1. Kullanilan ilaclar

Kullanilan ila¢ Firma/Yer
Parasetamol Doga Ilagc Hammadde Ltd. sirketi, Istanbul
Bosentan Tracleer, 125 mg tablet
N-AsetilSistein (NAC) Mentopin, Hermesarzneimittel Gmbh, Miinih- Almanya
Tiyopental Sodyum IE ULAGAY
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3.1.2.2.1laclarin Hazirlams1

Parasetamol: Calismada, 2 ml 1X’lik phosphate buffer saline (PBS) iginde
%1°lik Karboksi Metil Seliiloz (CMC) ile 2 g parasetamol ¢oziilerek, hafif sicaklikta
karistirilarak hazirlandi. Oral yoldan gavaj yardimiyla verildi.

Bosentan: 3 tablet 125 mg bosentan 2 ml %0.9°luk NaCl ¢ozeltisinde ¢oziilerek
hazirlandi. Uygun dozlarda gavaj yardimiyla oral yoldan verildi.

N-Asetil Sistein (NAC): Calismada, 600 mg tek tablet NAC, 2 ml % 0.9 luk
NaCl ¢ozeltisinde c¢oziilerek hazirlandi. Uygun dozlarda gavaj yardimiyla oral yoldan
verildi.

Tiyopental Sodyum: Calismada i.p. olarak Gtenazi i¢in 50 mg/kg olarak verildi.

3.1.3. Kullamilan Alet ve Cihazlar

Tablo 3.2. 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 Homojenizatorii Tissue Lyser II Qiagen, Germany
Hassas Terazi Shimadzu ATX224, USA
Etiv Memmert WNB 7-45, Germany
Kanistiricl IKA- MS 3 basic, USA
Buzdolabi (-86 C) Nuaire NU-9483E, USA
Derin Dondurucu Vestel BZP-XL3402W, Tiirkiye
Otomatik Multikanal Eppendorf Research Pro (20-300uLF)
Pipet
Pipet Seti Eppendorf Research Plus
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3.2. Metot

3.2.1. Deney Plani

Calismada, bir kontrol grubu ve 6 deney grubu olusturuldu. Her bir grupta 7
adet, toplam 49 adet sican kullanildi. Deney plani, Tablo 3.1.'de verilmistir. Deney
Oncesi tim gruplar 24 saat a¢ birakildi.

Ag kalan hayvanlar agagidaki gruplarda belirtilen deney protokollerine alindi:

Grup I: Kontrol grubu. 2 ml 1X PBS (%1’lik CMC igeren), oral gavaj ile oral
yoldan verildi.

Grup II: 2 g/kg dozunda 2 ml 1X PBS (%1’lik CMC igeren)’de hazirlanan
parasetamol ¢ozeltisi, gavaj ile oral yoldan verildi.

Grup III: 140 mg/kg NAC (%0.9°luk NaCl ¢ozeltisinde hazirlanan) oral yoldan
verildikten 1 saat sonra 2 g/kg dozunda 2 ml parasetamol ¢ozeltisi, gavaj ile oral yoldan
verildi. Parasetamol verildikten 12 saat sonra tekrar NAC ayn1 dozda uygulandi.

Grup IV: 45 mg/kg Bosentan (2 ml %0.9 luk NaCl ¢ozeltisinde hazirlanan) oral
yoldan verildikten 1 saat sonrasi 2 g/kg dozunda 2 ml parasetamol ¢dzeltisi, gavaj ile
oral yoldan verildi.

Grup V: 90 mg/kg Bosentan oral yoldan verildikten 1 saat sonra 2 g/kg dozunda
2 ml parasetamol ¢ozeltisi, gavaj ile oral yoldan verildi.

Grup VI: 90 mg/kg (2 ml %0.9°luk NaCl ¢ozeltisinde hazirlanan) Bosentan oral
yoldan verildi.

Grup VII: 140 mg/kg NAC oral yoldan verildi. 12 saat sonra tekrar NAC ayni
dozda uygulandi.

Calismada uygulanan biitiin parasetamol dozlari, ilgili literatiire gore
ayarlanmistir.”> % Parasetamol uygulamasindan 4 saat sonra tiim gruptaki sicanlara

deney sonuna kadar, yeteri kadar (ad libitum) su ve yem verildi.
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Tablo 3.3. Deney Planmi

Gruplar  Hayvan Tedavi
Sayist
I 7 Saglikli (2 ml PBS)
II 7 Parasetamol (2g/kg)
I 7 NAC (140 mg/kg (X2 doz))+Parasetamol (2
g/kg)
v 7 Bosentan (45 mg/kg)+Parasetamol (2 g/kg)
A% 7 Bosentan (90 mg/kg)+Parasetamol (2 g/kg)
VI 7 Bosentan (90 mg/kg)
VI 7 NAC (140 mg/kg ( X2 doz )

Parasetamoliin tiim gruplara uygulanmasindan 24 saat sonra yiiksek doz
tiopental (50 mg/kg) ile Otenazi uygulanarak deney sonlandirildi. Tiim gruplardaki
hayvanlarin bobrekleri ve kan 6rnekleri alindi. Alinan bdbregin bir kismi biyokimyasal
analiz i¢in ayrilarak fosfat tamponuna konuldu ve -80°C dondurucuda muhafaza edildi.
Geri kalan bobrek ise, histolojik calisma icin %4'luk nétral formaldehit ¢ozeltisine
konularak tespit edildi. Toplanan kanlar santrifiij edilerek serumlar1 elde edildi ve
serumlar -80°C dondurucuda muhafaza edildi.

3.2.2. Histolojik Calismalar

Bu calisma, Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji
Anabilim Dal1 Histoloji Laboratuvarinda gergeklestirildi.

3.2.2.1. Parafin Kesitlerde Konvansiyonel Isik Mikroskop

Tiim gruplardaki sicanlardan alinan bobrek dokularina kod numaralari verildi ve
icerisinde %4’liik formaldehit bulunan siselere birakildi. Ardindan asagida belirtilen
strast ile doku takip islemlerine gegildi.

1. Akarsuda yikama (giin boyu)

2. %70’lik Alkolde (Merck)® 1 gece bekletme
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10.

1.

12.

13.

%80’lik Alkolde 1 saat bekletme

%96’l1ik Alkolde 1 saat bekletme

%9611k Alkolde 1 saat bekletme

%100’1iik Alkolde 1 saat bekletme

%100’1iik Alkolde 1 saat bekletme

Ksilende (Merck)®10 dakika bekletme

Ksilende 10 dakika bekletme

Ksilende 10 dakika bekletme

Ksilen + boncuk parafin (Merck) ® 60°C‘lik etiivde 1 saat bekletme
Boncuk parafinde 60°C*lik etiivde 1 saat bekletme
Boncuk parafinde 60°C‘lik etiivde 2 saat bekletme.

Dokular parafin bloklara gomiilerek kesit alinmasi islemlerine hazir hale

—

getirildi. Parafin bloklardan mikrotom (Leica RM2125RT) ile 5 um’lik kesitler cam
lamlar iizerine alindiktan sonra etlivde bekletildi ve asagida siralanan islemlere tabi
tutularak boyama islemi gergeklestirildi.

Ksilolde (20 dak.) bekletme

Ksilolde (10 dak.) bekletme

Iki ayr1 % 96°lik Alkol serisinde (5 dak.) bekletme

%80’lik Alkol (10 dak.) bekletme

Cesme suyunda yikama

Hemotoksilen boyasinda (1 dak.) bekletme

Asit-Alkol karisiminda dekolorize etme

Eozin soliisyonunda (1 dak.) bekletme

Suda (1 dak.) yikama

%80’lik Alkolde (10 dak.) bekletme
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11.

12.

13.

Iki ayr1 % 96°lik Alkol serisinde (10 dak.) bekletme
Ksilol serilerinde (20 dak.) bekletme
Entellan ile kapatma islemi gerceklestirildi.
Incelemeye hazir hale gelen kesitler, Olympus BH 40 marka kamera atagmanl
151k mikroskobu altinda incelenerek ilgili tiim gruplara ait fotograflar ¢ekildi.
3.2.3. Biyokimyasal Calismalar
3.2.3.1. Bobrek Dokusunda Yapilan Analizler
Sican dokular1 -80°C’de saklandi. Her siganin 100 mg bobrek dokusu spesifik
homojenat tamponunda (uygun bufferda) buz lizerinde ultra-turrax ile homojenize
edildi. Daha sonra kitteki direktiflere gore santrifiij edildi. Biyokimyasal ¢aligmalar i¢in
her siipernatanttan SOD aktivitesi, MDA seviyeleri ve GSH seviyeleri sirasiyla sigana
spesifik dizayn edilmis yiliksek hassasiyetteki Cayman Chemical Superoxide Dismutase
Assay Kit Item Number 706002, Cell Biolabs OxiSelect™ TBARS Assay Kit (MDA
Quantitation) STA-330 ve Cell Biolabs OxiSelect™ Total Glutathione (GSH) Assay
Kit STA-312 ELISA kitleriyle her bir sgan bobregi ikiser tekrarlamali olarak 6l¢iildii.
Ayrica uygun tampon ile homojenize edilmis tiim bobrek siipernatantlarinda biitiin
datalar her mg protein i¢in ort+standart sapma olarak gosterildi.
Protein tayini:
Protein konsantrasyonlari ticari protein standartlar1 kullanilarak Lowry metodu
ile tespit edildi. (Sigma Aldrich, Total protein kit-TP0300-1KT-USA).
SOD enzim aktivite tayini
Kullanilan Reaktifler: Assay buffer (50 mM Tris-HCI, pH:0.8, 0.1 mM
diethylenetriaminepentaacetic acid (DTPA)), Sample Buffer (50 mM Tris-HCI, pH:0.8),
Radical Detector (Tetrazolium tuzu), SOD Standart (Bovine eritrosit SOD (Cu/Zn)),

Xanthine Oxidase.
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Deneyin yapihisi:
Doku homojenizasyonu;
. Dokular kirmizi kan hiicresi ve kan pihtilarini uzaklastirmak i¢in PBS ile yikandi
. S1v1 azot altinda dokularimiz homejenize edildi.
. 70 mM siikroz, 210 mM mannitol ve 1mM etilen glikol-bis tetraasetik asit (EGTA)
iceren pH’1t 7.2 olan doku basma 1 ml soguk HEPES buffer ile ultra turrax
homojenizatorde buz iistiinde 1 dakika boyunca homojenize edildi.
. Tiim numuneler islem bitene kadar + 4 °C muhafaza edildi.
. +4 °C 1,500x g’de 5 dakika boyunca santrifiij edildi.
Stipernatant kisminda 6l¢iim yapildi
Calisma 96 kuyucuklu platelerde gergeklestirildi.
1. Ornek Kuyularma 20 pl 6rnek ve Standart’lardan eklendi.
2. 200 pl seyreltilmis radikal detektor tiim kuyulara eklendi ve 10 dk. galkalayiciya
(karigtirictya) konuldu.
3. Reaksiyonu baglatmak i¢in 20pl seyreltilmis xantin oksidaz eklendi.
4. Birkag saniye plate’in iistii kapali sekilde ¢alkalayicida bekletildi.
Oda sicakliginda 20 dk boyunca inkiibe edildikten sonra 460 nm’de ELISA
reader da okutuldu. Standart ve numunelerin konsantrasyonlar1 hesaplandi.
Total Glutatyon (GSSG/GSH) tayini
Kullanilan reaktifler: Glutatione reductase, Chromogen, Assay buffer,
Metaphosphoric asid, Glutathione disulfide, NADPH.

Doku homojenizasyonu;

1. Dokular kirmizi kan hiicresi ve kan pihtilarini uzaklasgtirmak icin PBS ile
yikandi.
2. S1vi azot altinda dokular homejenize edildi.
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3. Sonra 1 ml MPA ¢o6zeltisi (5 gr MPA kristalleri 100 ml deiyonize suda ¢oziiliir)
eklenerek ve Ultra Turrax homojenzatorde 1 dakika buzda homojenize edildi.

Deneyin yapilisi;
1. Homojenize numuneler 15 dakika + 4 derece 12000 Rpm de santrifiijlenip

siipernatantlar1 6l¢iim i¢in toplandi.

2. 96 kuyuluk plate 25 pul 1X glutatyon rediiktaz herbir kuyuya eklendi.
3. IX NADPH soliisyonundan 25 pl her kuyuya eklendi.
4. Hazirlanan GSH standartlarindan veya orneklerden 190 ul her kuyuya eklendi. Plate
okuyucu kinetik Ol¢iim icin ayarlandi ve 405 nm de okumaya ayarlandi. 1X
kromojenden 50 pl eklenip ve karigtirildi. Hizli bir sekilde 10 dk boyunca 1 dk
araliklarla 405 nm de absorbans okundu. Standart ve numunelerin konsantrasyonlari
hesaplandi.

Tiyobarbitiirik asit reaktif maddeleri (TBARS) miktarinin tayini

Kullamilan reaktifler: MDA standart (malon dialdehid bis), Thiobarbituric acid
(TBA), SDS lysis solution, TBA acid diluent, Sodium hidroxide solution, BHT solution
(Igerisinde %5 lik butylated hydroxytoluene)

Deneyin Yapihsi:

Doku homojenizasyonu;

1. Dokular kirmizi kan hiicresi ve kan pihtilarini uzaklagtirmak icin PBS ile
yikandi.

2. S1v1 azot altinda dokularimizi homejenize edildi.

3. Homojenize dokulardan 100’er mg tartilarak tliplere konuldu. Her tiipe

hazirlanan 1X BHT in PBS soliisyonundan 1 ml eklendi.

4. Tiipler buz i¢ine konularak homojenizatérde 30 sn homojenize edildi.
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5. Homojenize dokular 10.000 g de 5 dk boyunca santrifiij edildi ve slipernatantlari
toplandi.

Calisma 96 kuyucuklu platelerde yapildi.
1. Santrifiij sonrasinda elde edilen siipernatantlar1 yeniden numaralandirilan bagka
tiiplere 100 pul hacminde eklendi. Bunun yaninda standartlarimiz da ayr tiiplere 100 er
ul olacak sekilde koyuldu.
2. Kristalize durumdaki SDS lysis solusyonunu ¢ozdiirdiikten sonra her bir
numunemize (standartlar da dahil) 100 er ul eklendi.
3. Oda sicakliginda 5 dk. inkiibasyona birakildi. Inkiibasyondan sonra 6l¢iim
yapilacak her tiipe 250 ul TBA reagent eklendi.
4. Tiiplerin agz1 kapatilip 95 °C de 45 ila 60 dk inkiibasyona birakildi.
5. Inkiibasyon sonrasinda tiipler 5 dk buz iizerinde bekletildi.
6. Daha sonra tiim tiipler 3000 rpm de 15 dk santrifiij edildi. Siipernatanti alindi.
7. 96 well plate’e numuneler yiiklendi (her kuyuya 200 pl) ve 532 nm Abs de
okutuldu. Standart ve numunelerin konsantrasyonlar1 hesaplandi.

3.2.3.2. Serumda Yapilan Analizler

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 iizere cihaza yerlestirildi. Ure ve kreatinin
aktivitesi cihaz tarafindan otomatik olarak hesaplandi.

3.2.4. Istatistiksel Analiz

Deneylerden elde edilen sonuglar ortalama(ort)+standart sapma(ss) olarak verildi
ve 0.05'in altindaki P degerleri, istatistiksel agidan anlamli olarak kabul edildi. Gruplar
arasi farkin 6nemlilik derecesi tek yonlii varyans analizi (ANOVA) testinde post-hoc

testlerinden “Duncan” teknigi kullanilarak belirlendi.
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4. BULGULAR

4.1. Histopatolojik Bulgular

Saglikli gruba ait kesitlerde glomeruller, proksimal ve distal tiibiiller gibi
bobrege ait yapilar normal olarak degerlendirilirken, parasetamol grubunda bu yapilarda
siddetli dejenerasyonlar goézlendi. Bu dejenerasyonlar gerek proksimal gerekse distal
tiibiillerde genisleme, tiibiilleri olusturan hiicrelerin c¢ekirdeklerinde hiperkromazi,
sitoplazmalarinda eozinofili artig1, tiibiil biitiinligliniin korunamamasi seklindeydi.
Ayrica glomeriillerde kapiller dilatasyon, daralmis bowman araliklar1 en dikkat ¢ekici
bulgular arasindaydi. Saglikli hayvanlara NAC uygulamasi sonrasi elde edilen bébrek
kesitlerine bakildiginda tiibiillerdeki sitoplazma transparanligi disinda herhangi bir
anormallige rastlanmadi. Parasetamol sonrasi NAC uygulanan gruptaki bulgular
parasetamol grubu ile kiyaslandiginda tiibiillerdeki biitiinliigiin korundugu, tiibiilleri
olusturan hiicrelerin normal goriiniimiinde oldugu, yami sira parasetamol grubunda
goriilen glomerullerdeki kapiller dilatasyonunun olmadig1 belirlendi.

Bosentan tedavi gruplarindaki histopatolojik degisikliklere baktigimizda
sagliklilara uygulanan bosentanin bobrek {izerinde herhangi bir degisiklige sebep
olmadig1 belirlendi. Parasetamol sonrasi1 bosentan uygulamasinin dozlara gore fazla bir
degisiklik gostermedigi bununla beraber parasetamol toksisitesini ciddi bir sekilde
onledigi ve/veya azalttigr belirlendi. Son cilimleyi histopatolojik degerlendirme
acisindan genisletecek olursak; Parasetamol grubunda gordiiglimiiz siddetli tiibiil
dejenerasyonunun, glomeriiler kapiller dilatasyonunun, nekrotik figiirlii hiicrelerin

bosentan tedavi guruplariin her iki dozunda da diizeldigi gozlemlendi.
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Sekil 4.1. Caligsma gruplarina ait 151k mikroskobik goriintiiler

A: Saglikli kontrol grubu, B: Parasetamol toksisistesi uygulanmis grup, C: Saglikli + NAC

grubu, D:Parasetamol + NAC grubu. Boya: hematoksilen & Eozin
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Sekil 4.2. Calisma gruplarina ait 151k mikroskobik goriintiiler.

A: Saglikli + Bosentan 90 mg, B: Parasetamol + Bosentan 45 mg, C: Parasetamol + Bosentan 90

mg. Boya: hematoksilen & Eozin

4.2. Biyokimyasal Bulgular

4.2.1. Serum Kreatinin ve Ure Analizleri

Tablo 4.1 de goriildiigli gibi Saghkli, Saglikli-90 mg/kg BOS, Saghkli-NAC,
Parasetamol 2 g/kg, NAC+Parasetamol 2 g/kg, 45 mg/kg BOS+Parasetamol 2 g/kg, 90
mg/kg BOS+Parasetamol 2 g/kg deney gruplarindaki serum kreatinin seviyeleri sirasi
ile; 0.48+0.11mg/dl, 0.55+0.05 mg/dl, 0.52+0.08 mg/dl, 1.36+0.25 mg/dl, 0.73+0.13
mg/dl, 0.66+0.15 mg/dl, 0.63+0.15mg/dl olarak go6zlendi. Gruplar arasinda bobrek
fonksiyonlar1 bakimindan serum kreatinin diizeyinin Parasetamol 2g/kg grubunda en
yiiksek oldugu gobzlendi. 90 mg/kg BOS+Parasetamol 2 g/kg, 45 mgkg
BOS+Parasetamol 2 g/kg ve NAC+Parasetamol 2 g/kg gruplarinda parasetamol 2 gr/kg
grubuna gore kreatinin seviyesi anlamli bir sekilde azaltti. Koruyucu etki olusturulan
gruplar arasindaki en iyi diizelme 90 mg/kg BOS+Parasetamol 2 g/kg grubunda
gbzlendi.

Tablo 4.1 de goriildiigii gibi Saghkli, Saglikli-90 mg/kg BOS, Saghkli-NAC,
Parasetamol 2 g/kg, NAC+Parasetamol 2 g/kg, 45 mg/kg BOS+Parasetamol 2 g/kg, 90
mg/kg BOS+Parasetamol 2 g/kg deney gruplarindaki serum iire seviyeleri sirasi ile;

47.55+10.77 mg/dl, 43.83+3.16 mg/dl, 48.80+6.81 mg/dl, 104.90+20.93 mg/dl,
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68.68+11.06 mg/dl, 62.65£7.90 mg/dl, 59.52+14.06 mg/dl olarak goézlendi. Gruplar
arasinda bobrek fonksiyonlar1 bakimindan serum iire diizeyinin Parasetamol 2g/kg
grubunda en yiiksek oldugu goézlenirken, 90 mg/kg BOS+Parasetamol 2 g/kg, 45 mg/kg
BOS+Parasetamol 2 g/lkg ve NAC+Parasetamol 2 g/kg gruplarinda parasetamol 2 g/kg
grubuna gore iire seviyesi anlamli bir sekilde azalt. Koruyucu etki olusturulan gruplar
arasindaki en iyi diizelme 90 mg/kg BOS+Parasetamol 2 g/kg grubunda gozlendi.

Tablo 4.1. Sican Serumunda Olgiilen Kreatinin ve Ure Miktarlar

Gruplar Kreatinin (mg/dl) Ure (mg/dl)

Saghkh 048 + 0.11° 4755 + 10.77*°
Saghkli-90 mg Bosentan 0.55 + 0.05%° 43.83 + 3.16°
Saghkh-NAC 0.52 + 0.08° 48.80 + 6.81%°
Parasetamol 2 g 136 + 0.25¢ 10490 + 20.93¢
Parasetamol 2 g + NAC 073 + 0.13° 68.68 + 11.06°
Para2g+45 mg Bosentan 0.66 =+ 0.15°° 62.65 = 7.90°
Para2g+ 90 mg Bosentan 0.63 + 0.15%¢ 59.52 + 14.66°¢

#+*SAG: Saghkli, BOS: Bosentan, PARA: Parasetamol 2 g/kg. Sonuglar One-Way ANOVA
testinde Post Hoc Duncan teknigi kullanilarak istatiksel analize tutuldu. P< 0.05 anlamli olarak kabul
edildi. (Degerler: ORT £SD)
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Sekil 4.3. Sican serumunda 6l¢iilen kreatinin miktarinin grafikle gosterilmesi
***SAG: Saglikli, BOS: Bosentan, PARA: Parasetamol 2 g/kg. Ayn siitunda ayni harf veya

harflerle gosterilen degerler arasinda Duncan ¢oklu karsilastirma testine gore istatistiksel olarak 6nemli

bir fark yoktur (p<0.05).
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Sekil 4.4. Sican serumunda 6Slgiilen {ire miktarinin grafikle gosterilmesi

#+*SAG: Saglkli, BOS: Bosentan, PARA: Parasetamol 2 g/kg. Ayni siitunda aym harf veya
harflerle gosterilen degerler arasinda Duncan ¢oklu karsilastirma testine gore istatistiksel olarak 6nemli
bir fark yoktur (p<0.05).
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4.2.2. SOD Aktivitesi, GSH, MDA Analizleri

Tablo 4.2.’de goriildiigii gibi Saglikli, Saglikli-90 mg/kg BOS, Saglikli-NAC,
Parasetamol 2 g/kg, NAC+Parasetamol 2 g/kg, 45 mg/kg BOS+Parasetamol 2 g/kg, 90
mg/kg BOS+Parasetamol 2 g/kg deney gruplarindaki SOD seviyeleri sirasi ile;
67.97+18.21 U/mg protein, 63.85£16.76 U/mg protein, 60.40+22.36 U/mg protein,
31.18+£8.11 U/mg protein, 49.30+26.73 U/mg protein, 59.93+13.32 U/mg protein,
59.37+14.49 U/mg protein olarak gdzlendi. Gruplar arasinda antioksidan aktivite olarak
SOD seviyesindeki en ciddi azalma Parasetamol 2g/kg grubunda gdzlenirken, 90 mg/kg
BOS+Parasetamol 2 g/kg, 45 mg/kg BOS+Parasetamol 2 g/kg ve NAC+Parasetamol 2
g/kg gruplarinda parasetamol 2 gr/kg grubuna goére SOD miktar1 anlamli bir sekilde
yiikselmistir. Koruyucu etki olusturulan gruplar arasindaki en iyi diizelme 90 mg/kg
BOS+Parasetamol 2 g/kg, 45 mg/kg BOS+Parasetamol 2 g/kg gruplarinda gézlenmistir.
Ayrica bu veriler bosentan uygulamasinin antioksidan aktiviteyi NAC uygulamasindan
daha iyi arttirdigini gostermistir.

Tablo 4.2.’de goriildiigii gibi Saglikli, Saglikli-90 mg/kg BOS, Saglikli-NAC,
Parasetamol 2 g/kg, NAC+Parasetamol 2 g/kg, 45 mg/kg BOS+Parasetamol 2 g/kg, 90
mg/kg BOS+Parasetamol 2 g/kg deney gruplarindaki GSH seviyeleri sirast ile;
2.34+0.38 nmol/mg protein, 2.27+0.45 nmol/mg protein, 2.56+0.66 nmol/mg protein,
1.65+0.59 nmol/mg protein, 2.38+0.21 nmol/mg protein, 2.16+0.57 nmol/mg protein,
2.24+0.56 nmol/mg protein olarak gozlendi. Gruplar arasinda antioksidan aktivite
olarak GSH seviyesi acisindan en ciddi azalma Parasetamol 2 g/kg grubunda
gozlenirken, koruyucu etki olusturulan gruplar arasindaki en iyi diizelme 90 mg/kg
BOS+Parasetamol 2 g/kg, 45 mg/kg BOS+Parasetamol 2 g/kg ve NAC + Parasetamol 2

g/kg grubunda gozlendi.
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Tablo 4.2.°de goriildiigii gibi Saglikli, Saglikli-90 mg/kg BOS, Saglikli-NAC,
Parasetamol 2 g/kg, NAC+Parasetamol 2 g/kg, 45 mg/kg BOS+Parasetamol 2 g/kg, 90
mg/kg BOS+Parasetamol 2 g/kg deney gruplarindaki MDA seviyeleri sirasi ile;
46.71£22.75 nmol/mg protein, 55.79+£23.14 nmol/mg protein, 71.66+14.24 nmol/mg
protein, 118.82+£24.56 nmol/mg protein, 90.45+10.13 nmol/mg protein, 68.81+£38.47
nmol/mg protein, 66.19+19.28 nmol/mg protein olarak gozlendi. Parasetamol 2 g/kg
verilen grupda MDA seviyesinin 6nemli derecede arttig1 gdzlenirken, koruyucu etki
olusturulan gruplar arasindaki en iyi diizelme 90 mg/kg BOS+Parasetamol 2 g/kg, 45
mg/kg BOS+Parasetamol 2 g/kg ve NAC+Parasetamol 2 g/kg gruplarinda gozlendi.

Tablo 4.2. Sican Bébrek Dokusunda Olgiilen SOD aktivitesi, GSH ve MDA Seviyeleri

Gruplar SOD (U/mg GSH (nmol/mg MDA (nmol/mg
protein) protein) protein)

Saghkh 67.97 + 18.21° 234 + 038" 4671 + 22.75°
Saghkh-90 mg Bosentan 63.85 + 16.76° 227 + 045° 5579 + 23.14°
Saghkh-NAC 60.40 + 2236° 256 £ 0.66° 71.66 + 1424
Parasetamol 2 g 31.18 += 8.11° 1.65 = 0.59° 118.82 £ 24.56°
Parasetamol 2 g + NAC 4930 + 26.73* 238 =+ 0.21° 90.45 + 10.13°
Para2g+45 mg Bosentan 59.93 + 13.32° 2.16 = 0.57*° 68.81 + 3847
Para2g+ 90 mg Bosentan 59.37 + 14.49° 224 + 0.56° 66.19 + 19.28%

*¥*SAG: Saghkli, BOS: Bosentan, PARA: Parasetamol 2 g/kg. Sonuglar One-Way ANOVA
testinde Post Hoc Duncan teknigi kullanilarak istatiksel analize tutuldu. P< 0.05 anlamli olarak kabul
edildi. (Degerler:ORT +SD)
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Sekil 4.5. Sigan bobrek dokusunda o6lciilen SOD aktivitesinin grafikle
gosterilmesi
#+*SAG: Saglkli, BOS: Bosentan, PARA: Parasetamol 2 g/kg. Ayni siitunda aym harf veya

harflerle gosterilen degerler arasinda Duncan ¢oklu karsilastirma testine gore istatistiksel olarak 6nemli
bir fark yoktur (p<0.05).
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Sekil 4.6. Sican bobrek dokusunda olclilen GSH seviyesinin grafikle
gosterilmesi

#+%SAG: Saglkli, BOS: Bosentan, PARA: Parasetamol 2 g/kg. Aymi siitunda aym harf veya
harflerle gosterilen degerler arasinda Duncan ¢oklu karsilastirma testine gore istatistiksel olarak 6nemli
bir fark yoktur (p<0.05).
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Sekil 4.7. Sigan serumunda Ol¢iilen MDA miktarinin grafikle gosterilmesi

*+*SAG: Saglkli, BOS: Bosentan, PARA: Parasetamol 2 g/kg. Aymi siitunda ayni harf veya

harflerle gosterilen degerler arasinda Duncan ¢oklu karsilastirma testine gore istatistiksel olarak 6nemli
bir fark yoktur (p<0.05)

39



S.TARTISMA

Calismamizda parasetamol toksisitesinde ET-1 reseptdor antagonisti olan
bosentanin siganlarda parasetamolle deneysel olarak olusturulan akut bobrek toksisitesi
tizerine etkileri arastirildi.

Parasetamol diinyada ¢ok yaygin kullanilan ilaglardan biridir. Parasetamol,
antienflamatuvar etkinligi olmayan fakat giiclii analjezik ve antipiretik etkisi olan NSAI
grubu ilaglarin iiyesidir'. Parasetamoliin asir1 dozda alinmasmin karaciger ve bobrek
hasar1 hatta karaciger ve bobrek yetmezligine yol actig1 bildirilmistir. 3> Parasetamol
kaynakl1 akut renal yetmezlik kendini akut tiibiiler nekroz (ATN) ile belli eder. ATN ya
tek basina gergeklesir ya da hepatik nekrozla eszamanli meydana gelir. %%

Parasetamoliin karaciger hasarma sebep oldugu lizerinde ¢ok c¢alisilan bir konu
olmasia ragmen, parasetamoliin olusturdugu bdbrek hasari iizerinde pek az calisma
mevcuttur. Prescott ve arkadaslar terapotik dozlardaki parasetamoliin hem insan hem
de hayvanda prostaglandin E> ve sodyum salgilamayi, GFR ve RKA degerlerini
diisiirerek renal fonksiyonu etkiledigini bulunmustur.”® '°°Ayrica parasetamoliin akut ve
kronik nefrotoksik etkileri vardir. Parasetamoliin fazla dozda alim1 (10-15 g) proksimal
tiibiilde hasar ve nekrozla karakterize edilen akut toksisiteye yol acar. Ote yandan
kronik alinim ¢ok diisiik dozlarda (5000-1000 mg) analjezik nefropati ile sonuglanan
renal hasar olusturabilir. !

Artmis serum iire ve kreatin degerleri, klinik 6ncesi, klinik sonrasi ¢calismalarda
ve klinik bakimdan bobrek toksisitesini tespit etmek icin kullanilan yaygin
biyomarkerlardir.'®> Gerek klinik, gerekse hayvanlarda yapilan c¢alismalarda
parasetamoliin karaciger toksisitesinin yani sira 6nemli derecede renal bozukluga yol

actig1 plazma iire ve kreatin degerleriyle kanitlanmistir. Renal hastaliklarda iire iiretim
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hizinin artmasi nedeniyle serumda iire birikimi olur ¢iinkii serum iire iiretim hiz1 klerans
hizim geger. '3

Yasanan bir klinik vakada, parasetamol zehirlenmesi sebebi ile acil servise
getirilen bir hastada olusan bobrek hasarmnin kanit1 olarak artmis serum iire ve kreatin
degerleri kaydedilmistir. Uygulanan NAC tedavisi ile ilerleyen giinlerde ilgili iire ve
kreatin degerlerinin normale dondiigii gézlenmistir. 1%

Ote yandan Yousef ve arkadaslari yaptiklar1 ¢alismada, siganlarda parasetamol
indiiklemesi ile olusturduklar1 bobrek hasari, bobrek fonksiyonlarinda bozulmanin yani
sira hematoksisite olusturmuslar ve plazma, beyin, mide, kalp, karaciger, bobrek, testis
gibi dokularda quercetin ve curcumin isimli maddelerin potansiyel koruyucu etkilerini
incelemiglerdir. Caligsmada parasetamol toksisitesi olusturulan grupta kontrol, saglikli ve
tedavi gruplarina nazaran serum ire ve kreatinin seviyelerinde belirgin bir artig
oldugunu bulmuslardir. '

Biz de calisgmamizda parasetamol toksisitesi olusturulan siganlarin serum
kreatinin ve lire degerlerindeki artmanin bosentan uygulanan gruplarda istatistiksel
olarak anlamli bir sekilde azaldigini tespit ettik. Bu sonu¢ da bosentanin parasetamol
toksisitesinde bobrek fonksiyonlari tizerine olumlu etkilerini desteklemektedir.

MDA lipid peroksidasyonunun son iriiniidiir ve lipit peroksidasyonunun en
yaygin kullanilan belirleyicilerinden biridir. Oksidatif strese maruz kalan dokularda,
MDA diizeyinde artis goriiliir. Bagka bir deyisle plazma MDA diizeyi oksidatif stres
icin biyomarker olarak kullanilabilir. !9 Yine parasetamol toksisitesi olusturulan
sicanlarda plazma, karaciger, bobrek, mide ve beyindeki TBARS ve buna bagli olarak
ilgili dokulardaki MDA seviyelerinde artis oldugu bulunmustur. Ciinkii TBARS 1n
%99’u MDA oldugu i¢in numunelerin TBARS konsantrasyonu MDA’nin séniim

katsayis1 kullanilarak hesaplanmistir (extinction coefficient of MDA)( 1.56 x 10° M!
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cm). Bu durumla es zamanli olarak ilgili grubun karaciger, beyin, bobrek ve mide
dokularinin GSH miktarinda 6nemli derecede azalma kaydedilmistir. Ayrica plazma ve
organlardaki antioksidan enzim aktivitesi (GST, GPX, SOD ve CAT) inhibe
olmugtur.'

Calismamizda, benzer sekilde bobrek dokusundaki MDA degerinin, toksisite
olusturulan grupta istatistiksel olarak anlamli sekilde artmis oldugu saptandi. Bu sonug
da lipit peroksidasyonunun parasetamole bagli doku hasari ile iligkili oldugunu
desteklemektedir.

Konumuzla ilgili bir diger ¢alisma da Newton ve arkadaslarinin calismasidir.
Newton ve ark. bobrekte deasetilasyon yoluyla parasetamolden toksik metaboliti olan
PAP olustugunu ve bu metabolitin gii¢lii, 6zgiil nefrotoksik bir bilesik oldugunu, renal
GSH konsantrasyonunu azalttigini, bu sayede renal makromolekiilleri arilleyerek
yiiksek dozda parasetamoliin indiikledigi renal nekrozdan bu bilesigin sorumlu
olabilecegini One siirmiiglerdir. Genel olarak, parasetamol bagimli renal hasarin
bobreklerde ilacin metabolik aktivasyonuna bagl oldugu kabul edilmektedir. %6

Ghosh ve arkadaglar1 yaptiklar1 calismada siganlara parasetamol vererek bobrek
toksisitesi olusturmuslar ve arjunolik asidin akut bobrek toksisitesindeki etkilerini
arastirmiglardir. Yapilan ¢alismada akut bobrek toksisitesi olusturulan grupta kontrol
grubuna gore bobrek SOD ve GSH seviyesinde azalma, lipit peroksidasyon belirteci
olan MDA seviyesinde artis goriilmiistiir. 1%

Bizim ¢alisgmamizda da parasetamol toksikasyonu olusturduktan 24 saat sonra
alman bobrek Orneklerinde yapilan oOlglimlerde, toksisite olusturulan grupta SOD ve
GSH seviyelerinde belirgin azalmalar gozlenmistir. Bosentan uygulamasinda, bobrek
hasar1 nedeniyle azalan SOD degerlerinin toksisite olusturulan kontrol grubuna kiyasla

belirgin bir sekilde normale yaklastig1 tespit edildi. Bu sonuglar bosentan ile yapilan
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koruyucu etkinin, istatistiksel olarak anlamli bir sekilde parasetamole bagli bobrek
hasarmi diizelttigini gostermistir. Ote yandan bosentan uygulanan grupta GSH
degerlerinin toksisite grubuna gore normale yaklagsmasi da bosentan uygulamasinin
toksisite durumunda olusan oksidatif strese karst da koruyucu etki olusturdugunun
gostergesidir.

Bobrekte glutatyonun azalmasi renal nekrozla sonuglanir. Ote yandan glutatyon
prekiirsorii olan sisteinle 6n tedavinin parasetamol kaynakli lezyonlarin siddetini
azalttig1 bildirilmistir. Bobrekte temel olarak glutatyon azaldiginda toksik metabolit
olustugu diisiiniiliir. '° Yani yapilan hayvan calismalar1 bobregin parasetamolle istila
edildigi durumlarda P-450 sistemi araciligiyla meydana gelen oksidasyonun tiibiiler
hasar meydana getirdigini gdstermistir. '* Becker ve arkadaslarmim yaymladiklar olgu
sunumunda asiklovir nefrotoksisitesi ile akut renal yetmezlik gelisen hastada yaptiklar
renal biyopside, proksimal tiibiiliislerde dilatasyon ve hasar tespit etmislerdir. ''°

Calisma sonucunda elde ettigimiz bobrek kesitlerini histopatolojik olarak
inceledigimizde Saglikli gruba ait kesitlerde glomeruller, proksimal ve distal tiibiiller
gibi bobrege ait yapilar normal olarak degerlendirilirken, parasetamol grubunda bu
yapilarda siddetli dejenerasyonlar gozlendi. Ote yandan Parasetamol grubunda
gordiigiimiiz siddetli tiibiil dejenerasyonunun, glomeriiler kapiller dilatasyonunun,
nekrotik figilirlii hiicrelerin bosentan tedavi guruplarinin her iki dozunda da diizeldigi
gozlemlendi. Bu histopatolojik bulgular Bosentan uygulamasinin parasetamolle
indiiklenen bobrek hasarinda iyilesme gosterdigini desteklemektedir.

Konunun baginda da belirttigimiz gibi parasetamol toksisitesinde gergek bir
tedavi bulunmamaktadir. Bu sebeple literatiire baktigimiz zaman pek ¢ok deneysel veya
klinik alternatif tedavi yoOntemlerinin denendigi goriilmektedir. Parasetamol

zehirlenmesinin standart tedavisi NAC’dir. NAC, amino asit L-sistein ve GSH’nin her
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ikisinin asetilenmis bir prekiirsoriidiir ve yillardir parasetamol asir1 alimlarina bagl
toksisitenin Onlenmesi i¢in bir antidot olarak kullanilmistir. Giinlimiizde hayvan ve
insan caligmalariyla NAC’in giiclii bir antioksidan oldugu gdosterilmistir ve serbest
radikaller ve oksidan hasarla karakterize cesitli hastaliklarin tedavisinde potansiyel
terapotik ajan olarak kullanilmaktadir. ''! Bizim ¢alismamizda siganlara parasetamol 2
g/kg vermeden 1 saat Oonce ve 12 saat sonra 140 mg/kg dozunda NAC oral olarak
verildi. Gerek enzimatik parametrelere gerekse histopatolojik bulgulara baktigimizda
her iki dozda da bosentan uygulamasinin NAC uygulamasindan daha iyi sonuglar

verdigini gormekteyiz.
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6. SONUC VE ONERILER

“Bosentanin parasetamolle olusturulan akut bobrek toksisitesi iizerine etkilerinin
incelenmesi” adi altinda yapilan calismanin sonuglar1 parasetamole bagli gelisen
toksisite tlizerine ¢alisan bilim insanlar1 i¢in umut verici niteliktedir.

Parasetamol asir1 doz aliminda mevcut antidot tedavisi NAC uygulamasidir. Bu
sebeple ilizerinde c¢alistigimiz bosentanin etkilerini, NAC tedavisi ile kiyaslayarak
calistik. Deneysel ¢alismalarimiz sonucunda;

Bobrek fonksiyonlarinin 6nemli gdstergesi olan serum kreatinin ve iire
degerlerinde bosentan grubunda NAC grubuna gore daha iyi diizelme oldugu
goriilmiistiir. Antioksidan sistem (SOD ve GSH) iizerine bosentanin etkileri ise yine
NAC’a gore daha iyi oldugu gozlemlenmistir. Doku hasarimin primer belirteci olan
MDA seviyelerinde ise bosentan ve NAC’in etkileri birbirine yakin seviyede
goriilmiistiir. Bu biyokimyasal degerlerin gdstermis oldugu olumlu etkileri
histopatolojik ¢alismalar da desteklemektedir.

Tim bu sonuglar da; endotelinlerin ve dolayisiyla bobrekte bulunan ET-1
reseptOrlerinin  parasetamole bagli gelisen bdbrek toksistesinde Onemli bir rol
iistlenebilecegi gosterilmistir. ET-1 reseptorlerinin bosentan ile inhibe edilmesi bébrek
hasarin1 onlemis ve bu nedenle gerek biyokimyasal gerekse histopatolojik iyilesme
goriilmiistlir. Parasetamole bagli olusmus artmigs MDA seviyeleri bosentan uygulamasi
ile azalmig, SOD ve GSH seviyeleri anlamli bir sekilde diizelme gdstermislerdir.

Ileriki ¢alismalarda ise ET-1’in bobrekte olusturdugu hasarin mekanizmasi
aydinlatilmahidir. Aym1 zamanda ET-1’in bu patolojik etkisinin diger hastaliklardaki
etkileri de incelenmelidir. Bu sayede yeni yontemler ve yeni ilaglar gelistirilerek bilim

diinyasina katki saglanmalidir.
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l1gide kayith yazida belirtildigi iizere, Fakiilteniz Farmakoloji Anabilim Dali Ggretim iiyesi
Dog.Dr.Zekai HALICI'mn yiiritiiciiliginde, Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi Dekanhgimn
Farmakoloji ve Histoloji Anabilim Dallarinin Laboratuarlarinda yiiriitiilecek olan “Bosentan’in
Parasetamolle indiiklenen Akut Bibrek Toksisitesi Uzerine Etkilerinin Aragtinlmasi™ baslikl
arastirma ¢alismasi, Atatiirk Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulumuzun 24.02.2012
tarih ve 2 sayih Oturumunda Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu Bagvuru Formu ve ekli belgeleri,
gerekge, amag, yaklasim ve yontemler dikkate alinarak incelenmis ve asagiya ¢ikarilan 26 no’lu
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Bilgilerinizi ve geregini arz ederim.

Prof. Dr. Mustafa ATASEVER
ATATURK UNIVERSITESI Bagkan
TIP FAKULTESI DEKANLIG!
Kayit No _
Tarih "'7 .0 ‘w,\

Toplanti Tarihi :24.02.2012
Toplant Sayisi @ 2
KARAR NO : 26- Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi Dekanhg, Farmakoloji Anabilim Dali
ogretim {iyesi Dog.Dr.Zekai HALICI'min yiiriitiiciiliflinde. Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi
Dekanlifinin Farmakoloji ve Histoloji Anabilim Dallanimin Laboratuarlaninda yiiriitiilecek olan
“Bosentan'm Parasetamolle indiiklenen Akut Bobrek Toksisitesi Uzerine Etkilerinin
Arastinlmas:” bashkl aragtirma ¢aligmas ile ilgili Tip Fakiltesi Dekanhiginin 23.02.2012 tarih ve
B.30.2.ATA.0.01.02/883 sayili yazilan ile ekleri goriigiildii.
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