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BOLUM I
GiRis VE AMAC

Bobrekler zedelendigi zaman bodbrek dokusundan idrara birgok enzim saliverilir
(81). Hayvanlarda ve &zellikle siganlarda yapilan toksikolojik aragtrmalarda, ilag
nefrotoksisitesinin Uriner enzim aktivitelerindeki degisiklikler ile gézlendigi bircok arastirma
mevcuttur (81, 87, 176).

Gamma-Glutamil Transpeptidaz (EC 2.3.2.2; GGTP), glutatyon ve dijer gamma-
glutamil bilesiklerindeki glutamil grubunun gesitli amino asitlere, peptitiere veya suya
transferini katalizZieyerek glutatyon mel:abolizinaa ve amino asit transportunda rol
oynayan, glikoprotein yapisinda zarsal bir enzimdir (130). Bobrekler, viicuttaki dider
dokular arasinda en yiksek GGTP miktanna sahip dokudur (5). Bobrek dokusundaki
proksimal tibiillerin firgasal kenarlan ve henle lobu yiiksek enzim aktivitesine sahiptir
(207). idrar aktivitesi insanda serumdaki aktivitenin yedi kati (166), sicanda ise dért kat
(125) olarak saptanmigtir.

7N-Asel:il-p-D—Glukozaminidaz (EC 3.2.1.30; NAG), molekdl agirhdi 140 kDa olan
glikoprotein, glikozaminoglikan ve glikolipit metabolizmasinda gorevii lizozomal bir
enzimdir (163, 164). Hemen hemen tim memeli hiicre lizozomlannda bulunur. Viicuttaki
diger dokularla kiyaslandifinda, ozellikie bobrek dokusu proksimal tiiblliis hiicrelerinin
lizozomlarinda yiiksek aktivitede bulundugu gosterilmigtir (91, 107, 116). Enzim, molekdil
agirhginin yﬁksekliéinden dolay1 glomeriillerden gecemez ve idrarda saptanan NAG,
bobrek tiibiiliislerinden enzimin sizmasi ya da bdbrek tiibiller hiicrelerinin hasan ile
iligkilidir (53, 91, 116, 236).

Bobrekler, toksik kimyasallarin bashca hedef organidir. Bbbrekler zedelendidi
zaman cesitli enzimler bdbrek dokusundan idrara saliverildikierinden (176), son yillarda



nefrotoksisite isaretgileri ("marker”lan) listesinde idrar enzimlerine &zellikle nem verilmis,
Insanlarda veya deney hayvanlarinda toksik kimyasallar ve ilaglarla indiikienen
nefrotoksisitede (7, 37, 43, 71, 73, 81, 133) ya da bobregi ilgilendiren hastaliklarda, klinik
tanida yararlanmak iizere (87, 109, 114, 116, 120, 185), GGTP ve NAG'n idrar
aktivitelerindeki degisikliklerinin izlendigi gok sayida calisma yapilimigtir.

Nefrotoksisitenin izZlenmesi amaayla aktiviteleri tayin edilen iriner enzimlerden
olan GGTP ile NAG'n, bosaitim fonksiyonlarinda herhangi bir anormallik meydana
gelmeden Once renal hasanin erken bir doneminde idrarda yiikseldikleri ve tiibiiler
toksisitenin hassas bir gdstergesi olduklar vurgulanmistir (81, 87, 104, 230).

Parakuat (Metil Viologen; 1,1'-dimetil-4,4'-bipiridilyum dikloriir), tarimda yaygin
olarak kullanilan etidli bir herbisit (yabana otlari 6ldiirmede kullanilan madde)tir. Kazayla
ya da bilerek yutuimasi durumunda insanlarda kalp, akciger, bobrek, karacifer ve beyin
gibi gesitll organlarda dnemli toksik etkiler olugturabilir (19, 143, 148, 178, 187, 216).
Otopsi vakalannda veya deney hayvanlannda yapilan toksikolojik incelemeler sonucunda
parakuat'in, kandan hizli bir sekilde uzaklastirilarak belirgin bir sekilde bobrek ve akciger
dokusunda biriktigi ve bu dokularda uzun siire tespit edildigi gosterilmistir (34, 82, 143,
181, 193).

Deney hayvanlarina intraventéz olarak uygulanan parakuat'in ilk toksik etkisi,
viicuttan baglica abtlim yolu olan bdbrekler ({izerinde gorilir. Uygulanan dozun
ylikseklifine bagh olarak bobrek fonksiyonlarinda bozukluklar meydana getirdigl,
proksimal renal epitel hiicre hasarina ve akut renal yetmezlige neden oldudu bildiriimigtir
(9, 80, 85, 143, 221, 222).

Bus ve ark. (33), parakuatin toksisite mekanizmasinda, oksljen serbest radikal
reakslyonlarinin yer aldigini bildirmiglerdir. Oksijen serbest radikalleri bir ya da daha fazla
ciflesmemis elektron tasiyan tirler olarak tanimlanabilir. Parakuat’in tek bir elektron
rediiksiyonu ile baglayan siklik rediiksiyon-oksidasyon reaksiyonlan sonucunda meydana
gelen bu reaktif oksijen tiirlerinden siiperoksit anyon (O;’), hidroksil radikal‘ (‘OH), singlet
oksijen (*0;) ve toksik lipit peroksitlerinin Gretiminin, ayrica indirgenmis NADPH'In
tiiketilmesinin parakuat toksisitesinde onemli rol oynadigt bildirilmistir. Bilindigi gibi
oksijen serbest radikalleri, lipit peroksidasyonunun ve yaygin hiicre dliimiiniin baglica



sorumiulandir. Ayrnica NADPH/NADP* oranin azalmasi yasamsal hiicresel fizyolojik
prosesleri zayiflatabilir.

Parakuat, tiim diinyada tanmda kullanilan en giivenilir herbisitlerden biri olmasina
rajmen, kazara ya da suistimalden kaynaklanan zehirlenmelerden 6tiirl her yil 400'den
fazla Insanin Sliimiine yol agmaktadir. Epidemiyolojik aragtirmalar sonucunda, parakuat'in
gok tercih edilen bir intthar maddes! oldugu, morbidite-mortalite riskinin yiiksek oldugunun
gozlenmesi, /n vivo cahsmalarin parakuatin bobreklerdeki tutulumu ve nefrotoksisitesi
lzerine yogunlagmasina neden olmustur (51, 122, 221, 222). Ancak, yaphimiz
aragtirmalarda parakuat zehirlenmesi nedeniyle takip altina ainmig hastalarda ya da deney
hayvanlarinda, parakuatin Indlkledifi nefrotoksisitenin Drinér GGTP ve/veya NAG
aktivitesiyle izlendigi bir yayina rastlanmamistr.

Diinya (izerinde oldukca yaygin olarak kullarulan ilaglardan bir tanesi de
asetaminofen'dir.  Asetaminofen (Parasetamol; N-asetil-p-aminofenol;  APAP),
antiinflamatuvar etkinligi olmayan ancak gii¢lli analjezik ve antipiretik etkisi olan non-
steroidal antiinflamatuvar (NSAI) grubu ilaglarin bir Gyesidir (110).

Asetaminofen'in agin dozda alinmasi durumunda karaciier ve bobrek yetmezligi
gelistigi bildirilmigtir (28, 30).

insanlarda asetaminofen'in uzun siire yiiksek dozlarda kullanimi sonucu (kronik
toksisite), renal papiller nekroz ve kronik Interstislyel nefrit ile karakterize, kronik renal
yetmezlige kadar ilerleyen analjezik nefropatisine neden oldudu bildiriimistir (188). Yilda
104 tablet (0.5 g'k) alanlarda riskin 1.4 kez, 105-366 tablet veya daha fazla
kullananlarda 2.1 kez artti§i tahmin ediimigtir. Diyaliz tedavisi gerektiren ve bSbregin
mortfolojik yapilarinin tamaminin hasardan etkilendigi “end-stage” denilen terminal donem
bbbrek hastahklarnin _y_l'izde 8-10'unun kronik asetaminofen kullanimi lle iigili oldugu
bildiriimigtir (169).

Newton ve ark. (151), asetaminofen’den deasetilasyon lle bobrekte olusan
metaboliti p-aminofenol (PAP)Un gliglli, 6zgll bir nefrotoksik bilesik oldugunu, PAP'lin
renal glutatyon (GSH) konsantrasyonunu azalthdini, renal makromolekiilleri arilledigini ve
yiiksek dozda asetaminofen’in Indiikledi§i renal nekrozdan bu bilesidin sorumiu



olabilecedini 6ne silirmislerdir. Asetaminofen-bagimii renal hasarin b&breklerde ilaan
metabolik aktivasyonuna bagh oldugu, genel bir dislince olarak kabul ediimektedir (134).
Yaptiimiz aragtrmalarda asetaminofen nefrotoksisitenin, lriner GGTP ve/veya NAG
aktivitesiyle izlendigi bir yayina rastianmamistr.

Sonucta, parakuat ve asetaminofen insan sadlifi agisindan nefrotoksik etkiye sahip
kimyasal maddelerdir. Bu iki bilesigin birlikte alinmasi ya da yaygin olarak asetaminofen
kullanan Kigilerin bir gekilde parakuat’a maruz kalmas) durumu ise bilinen toksik metabolik
yollarin cakismasi nedeniyle bdbrekler igin potansiyel bir toksisite riskini akla
getirmektedir.

Bu calismada; parakuat ve asetaminofenin hem tek baglarina olusturdukian
nefrotoksik etkilerinin hem de her iki ilacin kombine nefrotoksisitesinin sicanlarda enzimiiri
aracihd ile izlenilmesi amaglanmigtir.

Calismanin ilk agamasinda; siganlara, 4Q mg/kg dozda intraperitonal (i.p.) yoldan
parakuat veya farkh dozlarda (250, 500, 750, 900 mg/kg, i.p.) asetaminofen uygulanmig
ve olasi nefrotoksik etkiler duyarl tiibiiler isaret¢i enzimler olan GGTP ve NAG enzimiirisi
ile iZlenmistir. idrarda bu iki enzimin aktivite tayinlerine ek olarak, bazi biyokimyasal
parametrelerin (kan iire azotu, serum ve idrar kreatinini ve idrarda total protein) de
Slclimleri yapiimis ve sonuglar bobrek dokusunun histopatolojik bulgulari ile birlikte
dederlendirilmigtir.

Gahsmanin Ikind asamasinda; 40 mg/kg, i.p. parakuat uygulanan deney siganiarina
yanm saat sonra farkl dozlarda olmak {zere (250, 500, 750, 900 mg/kg, i.p.)
asetaminofen uygulanmis, parakuat ve asetaminofen'in kombine indiikledigi nefrotoksik
hasar, enzimiiri ve diger parametreler yardimi ile degerlendirilmistir.
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BOLUM II

GENEL BiLGILER

II.1. Bdbrek Anatomi ve Fizyolojisi

Bobrekler karin boglugunda retroperitoneal olarak kolumna vertebralisin ik
tarafinda Th.12-L.3 diizeyinde cift tarafli bulunurlar. Sekil olarak fasulyeye benzerler.
Uzunluklari 10-12 cm, geniglikleri 5-6 cm, kalinliklari ise 4 cm kadardir. Kisi ve cinse gére
adirliklan 120-200 g arasinda degismektedir. Ortalama olarak viicut agifiginin % 0.4'tini
olustururlar (1, 79).

Renal kolumn
Renal piramid
Renal papilla Renal kolumn

Renal piramid
(medullada)

Renal piramid

Korteks Papillas:
Minér
Renal sinus kaltks Renal arter
Renal arter Rl
enal ven
~Rensliel Renal pelvis
Renal kapsiil
Ureter
(@), TS (b

Sekil 1. Bébrek Yapisi (a): Sag bobregin boyuna kesit semasi (Tortora, G.J., Principles of
Human Anatomy, 5nd. Ed., 1989, HarperCollinsPublishers, New York), (b): Sag bébregin boyuna ve
enine kesitinin fotografi (Yokochi, C., Rohen, J.W., Photographic Anatomy of the Human Body, 2nd.
Ed., 1978, IGAKU-SHOIN, Ltd., New York).



Bobrek, anatomik ve fonkslyonel bakimdan oldukca kompleks bir organdr.
Metabolizma artiklarinin viicuttan atiimasi diginda, su ve tuz atlimimi kontrol ederek
ekstraseliiiler araligin hacim ve osmolaritesinin diizenlemesinde ve bdylece hayatin sarti
olan i¢ ortam bilesiminin sabit tutulmasinda (Homeostasis) hayatt Gnemi olan, ayni
zamanda sistemik metabolik fonksiyonlari etkileyen bazi hormonlarin yapildigi temel yerdir
(1, 79). Homer Smith’in "Kanin (i¢ ortamin) kimyasal yapisi, adizdan giren seylerle degil,
bobreklerin tuttudu seylerle tayin edilir” diyerek bbreklerin viicut homeostazinin sabit
tutulmasindaki 6nemini vurgulamistir (160).

II.1.1. Bobregin Anatomo — Histolojik Yapisi

Bobrek dokusunda korteks denilen bir dis bélge, bir de medulla denilen i¢ bolge
ayirt edilir. Bobrek dokusu piramidierden yapilmistir. Piramidlerin sivri uglan bobrek
bosluguna dogrudur (Sekil 1). Basal durumda kalbin 1 dakikada biitiin viicuda gonderdigi
kanin yaklasik ylizde 25 bobreklerden geger. Bébreklere giden bu bol kani tagiyan renal
arter (arteria renalis) dorudan dogruya aorta abdominalisden gikar ve kisalir. Arteria
renalis bobrege gelince 7 ila 9 kola ayrilir. Bu arterlere arteria interlobaris denir. Bu
arterler ikiye ayrilarak , iki ug karsi karsiya gelecek sekilde arklar yaparak arteria arcuata'y
olusturur. Bu arterlerden de arteria interlobularis kék alir. Arteria interlobuloristen ayrilan
kisa kan damarlan glomeriiliin aferent arteriyolunu olusturarak glomeriillere girerler
(160).

I1.1.1.1. Nefron

Bobrekler, ¢ok kiiclik, nefron denilen fizyolojik (initelerden olugmustur. idrar
olusumunu gerceklestiren fonksiyonel birim nefrondur. Her bir nefron, Malpighi’'nin
buldugu, kilcal damar yumagini igeren Malpigi Korpliskiili (Malpigl Cisimcigi) ile bébrek
tiiblerinden olugur (Sekil 2). Her bébrekte ortalama olarak 1-1.25 milyon kadar nefron
vardir. insanda nefronun uzuniugu 5 cm kadardir (1).



II.1.1.1.1. Malpigi Korpiiskiilii (Renal Korpiiskiil)

Bu yapilar bobregin kabuk kisminda, serpismis kirmia noktacikiar seklinde adeta bir
agaan dallanndan sarkan elmalan andinrlar. insanda bir Malpigi dsimdginin ortalama capt
100 p kadardir. Korpiiskiil, glomeriil denen kilcal damar yumagindan ve bunu saran kupa
seklindeki Bowman Kapsilii'nden ibarettir (Sekil 2).

Bowman kapsiiliiniin ig ve dis iki yaprag vardir. Kilcal damar agim érten I¢ yaprak;
visseral yaprak, digta bulunan fibrz yaprak; paryetal yaprak adim alir ve tiiblillerin basal
membrani ile devam eder. Paryetal ve visseral yapraklar arasinda kalan bogluk Bowman
kapsiili araigi adini alir. Burasi primer idrarn filtre edildigi yer olup, bobrek tibiilleri
bogluguna agilir. Malpigi cisimciginin bir kutbundan bébrek tiiblilleri gkar, kars kutbundan
ise bir arter dah girer ve gikar. Cisimcige giren artere aferent arter denir. Aferent arter
Malpigi dsimddine girdikten sonra 5-8 kola ve bu kollar da yine birgok kiiglik dallara
aynilarak Dbirbirlerlyle kisa anastomotik kanallarla baflanmis bir kapiller yumad
olustururlar. Bu ince kilcal damar yumagina glomertil adi verilir (Sekil 2) (26, 79).

Glomerdil, vazoaktif arteriyoller arasinda bulunan, plazmanin selektif siiziilmesinde
rol oynayan vaskiiler-epitelyal bir yataktir. Plazmanin secid olarak filtrasyonuna olanak
verir. Molekiil blytikliigii, net yikid ve konfigiirasyonuna gbre dolasimdaki molekiillerin bir
kismi segici-gegirgen kapiller duvardan tUbilis liimenine sliziiliirken, digerieri dolagimda
kalir (1).

Malpigi korpiiskilliine giren aferent arteriyol daha sonra eferent arteriyol seklinde
korpliskiili terk ederek bobrek tiibleri etrafinda aralannda zengin anastomoziar yapan
peritlibliler kilcal damar afini olugturur. Aferent ve eferent arteriyolleri iceren vaskiiler
element, oksijen ve metabolik maddeleri nefrona tagir ve geri emilen maddeleri sistemik
dolagima verir (1).

Malpigi cisimcifine giren ve gkan damarlann arterlyol Ozellifinde olmas),
kapillerlerde yiiksek hemostatik basing olugturacak gekilde giren arteriyol capinin gikan
arterlyolden bliyik olmasi, glomeriil kapiller yumaginin Iki arterlyol arasinda bulunmasi ve
yiksek bir permeabillite 6zelliiine sahlp olmasi, glomerili kical damar aginin en 6nemli
6zelligidir. Boyle bir yap viicudun bagka hig bir yerinde yoktur (1, 79, 160).



I1.1.1.1.2. Bobrek Tiibleri

Medulla-J

Henle lobu Toplayrot kanal

Sekil 2. Nefron ve kan damartannin sekli (177).

Bobrek tiibleri 3 tiptir (Sekil 2). :
1. Proksimal Tiib :

Malpigi cisimciginden ilk gikan kisma proksimal tiib denir. Nefronun en uzun kismi
olan proksimal tiib, baslangicta bir kivrim gosterir ve sonra henle kulpunun inen dalina
kadar diiz bir kisimla devam ederek medullanin dis katlarina kadar iner. Proksimal tiib
yaklasik 55 p capinda, 12-24 mm uzunlugundadir. Ortalama olarak 1 milyon civarinda
nefron iceren bir bobrekte, proksimal tiibiin gosterdigi yiizey alani 1 m*ye yakindir.
Proksimal tiib hiicrelerinin diger kisimlardan farkh olarak, liimene bakan yiizleri firgasal
kenarlidir. Firgasal kenar mikrovilliler olusturur ve bu sayede absorbsiyon yiizeyi
arttirimig olur. Tiibller geri emilim ve salgilama (sekresyon) olaylarinin biiylik bir kismi
proksimal tiibiillerde olur (1, 26, 160).



2. Henle intermediver Kisim) :

Proksimal tiibiin diiz inen kismi ile distal tiibiin diiz ¢ikan kismi arasinda yer alir.
Henle kulpu “U” seklinde bir kivim yapmigtir. Once ince bir inici sonra da kalin bir ki
kisim bulunur. Nefronun yerine gére henle kulpunun durumu dedisir. Kortikal nefronlarin
henle kulpu kisa, medullada bulunanlarin (juxtamedullar nefronlar) ise uzundur ve bbrek
piramidinin alt ucuna kadar iner. Henle kulpunun uzunlugu 14 mm‘ye kadar varir, capi ise
14-22 p kadardir. Bébregin bu kismi daha gok difiizyon olaylarina uygun bir yapiya sahiptir
(1, 26, 79, 160).

3. Distal Tib :

Proksimal tiib bobregin kabuk kisminda medullanin derinliklerine dogru henle kulpu
ile uzandiktan sonra tekrar gerisin geriye korteks kismina gikar ve distal tib ile devam
eder. Gapt 20-50 p, uzuniugu 2-9 mm arasinda degisen bu tiibler 6nce diiz, sonra kiviimh
yap: gosteririer. Her bir nefronun distal tiibii toplayic kanallara (kollektér tilbiillere) acilir.
Toplayici kanallar medullaya dogru gittikge aralarinda birlese birlese daha biiyiik toplayia
kanallan olustururlar ve bunlarda Ductus Papillaresi (Bellini’nin Papilla Kanallan) meydana
getirirler. Distal tiibler proksimallerden daha kisadir ve fircasal kenar géstermezlér (1, 26,
79, 160).

II.1.2. Bobregin Fizyolojik Fonksiyonlan

1. Metabolizma sonucu meydana gelen artiklari, zehirli maddeleri atar.
. Organizmanin sb ve plazma voliimiinii diizenler.
. Ic ortamin iyon (elektrolit) dengesini diizenler.

2
3
4. Plazmanin ozmotik basinaini diizenler.
5. Detoksifikasyon Gdevi goriir.

6

. Sentezledigi enzim ve hormonlari kana vererek kan basincinin diizenlenmesinde rol
oynar.
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7. Organizmanin asit-baz dengesinin diizenlenmesinde 6nemli roli vardir. Boylece kan
pH’sinin sabit kalmasinda rol oynar (1).

I1.2. Bobrek Hasan (Nefrotoksisite)

Toksisite; canli organizmanin kimyasal ajan ya da ajanlarla etkilesmesi sonucu
olusan organizma hasari, fonksiyon bozukiugu ve/veya 6limii olarak tarimlanir. Endojen
ya da eksojen olarak maruz kalindiginda zehirlenmeye neden olan kimyasal ajanlar ise
"zehir" (toksik madde) olarak tanimlanir (72).

Bébrekler, anatomik ve fonksiyonel bakimdan oldukca kompleks bir organdir.
Bobreklerde glomeriil filtrasyon hiznda (GFR) degisiklife yol acabilecek diizeyde
zedelenme yapan maddeler, geleneksel olarak, “nefrotoksik” kabul edilirler. GFR, serum
kreatinin derigimi ya da daha duyarh olarak kreatinin klerensi Giclimii ile saptanir. Ancak,
serum kreatinini lle GFR arasinda dodrusal olmayan bir iligki bulundugundan, serum
kreatinin diizeyi, GFR normalin ylizde 30—50’slné diisiinceye kadar yiikselmeyebilir. Diger
taraftan birgok nefrotoksin oncelikle renal tiibiil hiicreleri {izerinde toksik etki gosterir ve
renal dokuya 6zgli enzimlerin idrara salimminda énemli artislar gézienebilir (72).

Tedavide kullanilan bazi llaglanin ve bir kissm kimyasallarin bébrekleri zedeledigi
bilinmektedir. Bunlarin bir gogu, bilinen veya bilinmeyen mekanizmalar arach§ ile
hiicreler Uzerinde direk toksik etki gdsteririerken, bir kismi da indirek mekanizmalar
aracihg ile bébrek hasari meydana getirebilirler (26).

Fonksiyonel olarak toksisite, transport kapasitesindeki kiiglik degisiklikler (gegici
glikoziiri, aminoasidiir), azalmis konsantre etme kapasitesiyle birlikte poliliri veya aniiri ve
artmis kan iire azotu diizeyleri ile birlikte renal yetmezlik seklinde gézlenebilir. Toksik
saldinnin boyutuna bagh olarak bu degisiklikler reversibl ya da kaha olabilir ve sonugta
hiicre éliimiine neden olabilir (72).
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I1.2.1. Bobregin Toksik Bilesiklere Duyarlh Olmasimin Nedenleri

Bobredin, zararh kimyasal maddelerin toksik etkilerine duyarli olmasinin sebebi,

fizyolojlk ve anatomik ozelliklerine bagdlidir. Schreiner ve Maher, bdbreklerin toksik
maddelere duyarh olmalarinin nedenlerini su gekilde siralamiglardir (186) :

1.

Bobrekler viicut kiitlesinin yiizde 0.4'Unii olugturururlar ve istirahat halindeki kardiyak
kanin dakikada ylizde 20-257 b&breklerce alinir. Bébrek kan akiminin fazla olmasi
bobrek perfilzyonunu ve glomeriiler filtrasyonu etkiler. Yiksek kan akimindan dolayi,
sistemik dolagimdaki ilac ya da kimyasal ajanlar bobrek parankimasina yiiksek
konsantrasyonda ve siiratle ulasir,

Bobrekler fazla oksijen kullandiklan igin, hiicrenin oksijen alinim ve kullanimini bozan
ajanlara karsi duyarlidiriar.

Liminal sividan su ile bidikte geri emilen ¢Gziinmiis maddeler, bobrek parenkima
hiicreler] icinde toksinin derigimini artarr.

Liminal siviya aktif olarak salgilanan toksik maddenin derisimi ise liiminal membranlar
(proksimal tiibiil) civarinda artar.

Bu bilegiklerin liminal sividaki derisimleri, antidiliretik hormon ve karsi akim
mekanizmasi ile daha da arttrilir.

Renal hiicreler tarafindan alinan baz bilesikler, uzun zaman tutulurlar ve boylece hem
derisimleri hem de toksik ajana maruz kalma siireleri artmis olur.

Nefron sayisinda azalmanin sz konusu oldugiu durumlarda, biitiin gbziinmils maddeler
az sayidaki islev gren nefrondan itrah edllir ve sonucta nefron bagina diisen
ylklenme artms olur.

idrar hacminde azaima ya da idrar akisinda tikanildik, toksik ajanin geri emiliminin
daha fazla olmasina veya duyarh dokunun bu ajana daha uzun siire maruz kalmasina
yol acabilir. Bu sayede renal fonkslyonlardaki degisiklikler toksinin atihim oranimi ve
bdylece etki siiresini belirgin olarak etkileyebilir.

Bu sayilanlara ek olarak, bdbreklerde ara metabolizmanin Snemli biyosentez ve

katabolik yollarinin olmasi (77), ayrica proksimal tiibiiler hiicrelerde lokalize olan sitokrom
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P450 sisteminin renal ksenoblyotik metabolizmasinda ve nefrotoksisitede son derece
6nemili bir roli oldugu da eklenebilir (72, 134, 183).

Bobrek dokusunun énemli bir bolimiinii korteks olusturur ve besleyid kan akiminin
gofuniugunu buras: saglar. Bu nedenle nefrotoksik maddelerin primer hedef bélgesi
sikhkla proksimal tiibiillerdir. Bobreklerden tek bir gegiste, kimyasal maddelerin gogju
medulladan ¢ok, kanla bébrege taginan toksik maddelerin yiksek miktarlarina maruz kalan
korteksi etkiler. Bdylece kan dolasimindaki toksik bir madde bobreklere ulagh§ zaman
proksimal tiibiillerde oldukca yiiksek konsantrasyonlara ulasabilir. Bobrege ulasan
kimyasalin daha kiiglik bir yilizdesi medullaya ulagir. Ancak medulla, bu bdlgede kan
akimimin az olmasi nedeniyle daha az toksik maddeye maruz kalmakla birlikte, henle
lobunun anatomik yapisindan dolayl bu bilesikler burada karsi alkim mekanizmasi lle
yakalanabilir ve toksik bilesikler medullada da tutularak yilksek konsantrasyonlara
ulagabilirler (72).

I1.2.2. Nefrotoksik Maddelerin Temel Etkileri

Nefrotoksik maddeler yapisi, etki sekli ve maruz kalinma slresine gore bébrek
lizerinde biyokimyasal degisikliklerden hiicre 6liimiine kadar gidebilen toksik etkilere
neden olabilirler :

1. Nefrotoksik maddeler, vazokonstriksiyona neden olarak bobrek kan akimini ve
glomeriiler filtrasyon hizini azaltabilir. Azalmis idrar akimi, kan {ire azotunda artiga
neden olabilir. Vazokonstriksiyon ayni zamanda doku iskemisi ve buna badh olarak
bobrekte fonksiyon kaybi ile doku hasarina yol agabilir.

2. Nefrotoksik maddeler, glomerilleri direkt olarak etkileyerek permeabiliteyi degistirir ve
filtrasyonu bozabilir.

3. Nefrotoksik maddeler, tiibiiler fonksiyonlan direkt olarak etkileyebilirler. Spesifik
reabsorbsiyon ya da salgilama mekanizmalan toksik maddelerden etkilenebilir veya
tublliislerin genel permeabilitesi etkilenerek difiizyona karsi normal bariyer Gzellikleri

dedgisebilir.
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4. Nefrotoksik maddeler, tOblllis limeninde c¢bkebilir ve idrar akimini bloke ederek
intratiibller basincin artmasi sonucu glomeriller filtrasyon hizini azaltabilir (72). '

I1.2.3. Nefrotoksisitede Uriner Enzim Tayinlerinin Degeri

Bbrekler zedelendigi zaman bazi enzimler bdbrek dokusundan idrara sahiverildikieri
icin nefrotoksisite igaretgileri listesine idrar enzimleri de dahil edilmistir. Idrarda bébrek
dokusundan kaynaklanan 6zgiil enzimlerin aktivitelerinin &lgim{, nefrotoksik etkinin
lokalizasyonunu ve renal fonksiyonlardaki bozulmayi gosterir (232).

BSbrekler, toksik kimyasallarin bashca hedeﬁ oldugu icin, bbbrek dbkusundan
kaynaklanan enzimlerin atliminin artmas, Idmyaséllarm indiikledidi nefropatilerin erken
bir isaretgisi olarak gériiimektedir (157, 232).

Toksikolojik araghrmalarda ve tipta renal hasarnn "non-invasive" testi olarak driner
enzimlerin aktivite tayinleri giderek deger kazanmaktadir (174).

Idrardaki enzim diizeyleri bircok patolojik durumda, 6zellikle bsbrek hastaliklarinda
ve bbbrek hasarlannda, bu dokuya &zgii enzimlerin atliminin artmasi ile degisiklikler
gbsterir. Bu nedenle, bdbrek-orjinli enzimlerin idrardaki miktar tayinlerinin yapiimasi klinik
tant ve tedavinin ySnlendirilmesi agisindan oldukga 6nemlidir (176).

Renal hasarin belirlenmesinde kullanllan enzimlerin tani agisindan deger tagimalan
bakimindan su kriterlerin gézéniinde bulundurulmas gerekmektedir (116) :

1. Enzim bébrek parankiminde yiiksek konsantrasyonda bulunmali, asad Uriner traktiiste
hig olmamali ya da ¢ok az konsantrasyonda bulunmalidir.

2. Enzimin molekiiler kiitlesi, bbrek dokusu disindaki ditjer organlardan derive olabilecek
enzim igin, glomeriler permeabilite artisina karsin, idrara gegemeyecek biiylikliikte
olmalidir. '

3. Idrardaki enzim aktivitesi bakterilerden, idrar sedimentinden etkilenmemeli ve stabil
olmahdir.
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4. Enzimatik aktivite buzdolabinda veya dondurucuda en az birkag giin stabi
kalabilmelidir.

5. Enzim inhibitdrieri ya da aktivatorieri idrardan gesitli yontemlerle uzaklastinlabilmelidir.
6. Tayin yontemi kolay ve giivenilir olmalidir.

7. Ginlik atilim hakkindaki bilginin, 24 saatlik yerine porsiyon idrarda edinilebilmesi,
enzim abhminin degerlendirilmesinde pratiklik sadlayacaktir.

Diger proteinler gibi Uriner enzimler de prerenal, renal ve postrenal kaynakli
olabilmektedir. Normal sartlarda lriner enzim aktiviteleri plazmadan, renal parankimden
veya {irogenital traktiisten kaynaklanmaktadir (176).

Raab (176), bobreklerin patolojik durumlarda {iriner enzim aktivitesine katkisini
asagidaki sekillerde agiklamistir :

1. Renal proksimal tiibiiler hasar sonucunda, tiibiiler reabsorbsiyonun bozulmasi sonucu
plazma mengeli diisiik molekiil agirhkli enzimlerin atilimi artar (Tibiiler Enzimdiri).

2. Renal tibiillerdeki anatomik bir hasar sonucunda, tiibiler hiicre menseli enzimlerin
(tlibiiler isaretci enzimlerin) atihmi artar (Parankimat6z Enzimdiri).

3. Glomeriiler filtrasyonun bozulmasi sonucunda, normalde plazmada bulunan enzimlerin
abhm: artar.

Nefrotoksik etkili ilaglann veya kimyasallarin neden oldugu bdbrek hasannin erken
bulgusu; genellikle renal tibiiler hasar geklinde ortaya ckar. Daha ileri safhalarda
glomeriiler fonksiyon bozukiuklarina dair bulgular da ortaya ¢ikabilir. Bu durum goéz6niine
alindiinda, bobrek hasannin erken tanisinda glomeriiler bozuklugu ortaya koyan
parametrelerden ziyade, tiibiiler bozuklugu ortaya koyan parametrelerin diglilmesi daha
hassas ve glivenilir olmaktadir. Bu amagla spesifik tiibiier isaretci enzimlerin idrardaki
miktar tayinleri yararli gériiimektedir. Spesifik tiibiiler isaretgl enzimlerin idrarda artmasi
renal fonksiyonlardaki bir azalmadan daha ance, b6brek dokusuna 6zgii bir hasann erken
bir habercisi olarak kabul edilmektedir (8, 107, 213, 215).

Tlbiiler isaretgl enzimlerden GGTP, proksimal tibiillerin fircasal kenarlarinda
lokalize olmustur. NAG ise, proksimal tlbdllerin lizozomlarinda bulunan yiiksek molekiil
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agirhfinda bir enzZimdir. Her iki enzim, proksimal tiib hilcrelerinin dejeneratif hasarlannda
yiiksek konsantrasyonlarda idrarda abhidar (176).

Uriner enzimlerin ¢ofu bdbrek kaynakiidir. Renal tiibiler hiicreler gegit
bilyokimyasal fonksiyonlan yerine getirmek igin bircok enzim igerirler. Ttbiller hiicrelerin
turnover'i veya hiicresel permeabilite artigi, bu enzimlerin idrara sizmalarina neden olabilir.
Ancak, bbbrek parankimasindan bu enzimlerin atilimlarinin artmas), tibller hiicrelerin
anatomik lezyonlanmin varligini gésterir. Hasara ugrayan tiibller hiicrelerden sizan
enzimlerinin idrardaki aktiviteleri artar (4).

Uriner enzim analizleri, renal hasann oldukea duyarh isaretgileridir. Nefrotoksisite
calismalarinda toksik maddelerin bdbrek fonksiyonlarina etkisinin incelenmesi amacyla
Oiciimleri yapilan kan ire azotu, serum kreatinin ve total iiriner protein tayinleri
kiasiklesmis “renal fonksiyon testleri” olarak kabul edilmektedir. Ancak, b&breklerin
fonksiyonel rezervi genis oldugu igin, fonksiyonel bozukluk ortaya ¢tkmadan &nce hasar
gelisir ve renal fonksiyonlarda bozukiuk olsa bile bu dederler normal simirlarda
seyredebilir. Hatta BUN ve serum kreatinin diizeyleri ancak b&brek fonksiyonlarinin iicte
Iki'si bozuldu§u zaman artabilir. Bu nedenle, nefrotoksine bagh erken ya da thmh renal
fonkslyon kayiplarmin belidenmesinde pek yararl goriilmezler. Oysa idrar enzim
dilzeylerinin, renal hastaliklarin birgogunda (glomeriiler, interstisyel, tiibliler) siklikla renal
yetmezik gelismeden &nce, hatta bobrek fonksiyonlarinda tespit edilebllir bir anormallik
ortaya gkmadan 6nce (serumda kreatinin ve {re yiikselmeden) yiikseldigi ve tek basina
olsa bile bir enzimdeki artgin hassas ve anlamh oldugu biidiriimistir (133).

Klinikte nefrotoksik yan etkili ilaglann kullanildith hastalarda veya toksik kimyasal
maddelerle calisan endiistri Iscilerinde olasi bir nefropatinin variini tespit edebilmek icin
iiriner enzimlerin (6zellikle GGTP ve NAG) aktivite tayinlerine sikikla bagvurulmaktadir
(174). '

Meslekleri nedeniye kurgun, civa, kadmiyum gibi metallere youn bicimde maruz
kalan Is¢ilerde yapilan epidemiyolojik aragtirmalar, enZimiiri ve tilbller proteiniri gibi
hiicre zedelenmesinin duyarh Isaretgileri ile bu etkenlere maruz kalma arasinda korelasyon
olduunu ortaya koymustur (223). Benzer sekilde, genellikle sicanlann kullanidigi
toksikolojik aragtrmalarda, cesitli ilaglar veya kimyasallann Indikledidi nefrotoksisite,
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GGTP ve NAG'n da izlendifi baz Uriner enzimlerin aktivitelerinde meydana gelen
degigikliklerle ortaya konulmaktadir (81, 87). En dnemli nefrotoksinler; baz antibiyotikler,
non-steroidal antiinflamatuvar ilaglar (NSAII), antineoplastikler, agir metaller, halojenli
hidrokarbonlar, herbisit ve pestisitierdir (72).

II.2.4. Nefrotoksisitede Kreatinin Tayininin Degeri

Kreatinin, kreatin fosfatin defosforilasyonu sonucunda salinan serbest kreatinden
spontan olarak (non-enzimatik hidroliz) olusan bir anhidrit olup, kas enerji
metabolizmasinin normal bir atihm Urintdir (139).

Kas kreatin miktannin yiizde 1-2'si giinliik olarak kreatinin’e gevrilir. Meydana gelen
endojen kreatinin miktan kas kiitlesi ile orantih oldugu icin, sa§hkh ve bdbrek fonksiyonian
normal olan erigkin idraninda 24 saat icinde atlan kreatinin miktan dikkate deder sekilde
sabit kalir (1, 139).

Glinliik kreatinin atihmi, diyetle protein ya da azotu madde (eksojen kreatinin)
alimmina bagh olarak ylizde 10-30 oraninda artabilir. Bununla birlikte diyetle alinan
kreatinin, plazma kreatinin diizeylerinde ve giinliik kreatinin atilim iizerinde ¢ok az bir
dedisiklie neden olur. Bdbrek hastalifi olmayan bir kiside, kreatinin atilim orani oldukga
sabittir ve endojen iiretimle paraleldir (139).

Doku yikiminda bir artig bulunmasi halinde serum kreatinin diizeyinde bir artig
olacaginin diistindilmesine karsin, bu artis {irede gériilen artisin gok altindadir. Dolayistyla,
teorik olarak kreatinin, renal islevin bir gostergesi olarak iireden daha degerlidir. Plazma
ire ya da kreatinin konsantrasyonunda anlamh bir arts olmasi halinde bobrek
hastah@indan siiphe edilir. Bdyle bir artisin goriilmesi, bébregin yiizde 60‘indan fazlasinin
tahrip oldugu anlamina gelmektedir. Bu kani, genel bir biyokimyasal ilke olarak kabul edilir
(6, 235).

Dogal kogullarda endojen kreatinin esiksiz bir maddedir ve sadece glomeriiler
filtrasyon mekanizmasi ile atlr. Pratik olarak tiibller bogalbma ugramaz ve
tiibillislerden geri emilmez. Bu yilizden "kreatinin klerensi”, glomeriiler filtrasyon hiz:
(GFR)'nin bir gostergesi olarak kabul edilir (1, 139). Kreatinin, akut ve kronik renal



17

yetmezlikte, Uriner traktiis ttkanmalarinda, baz ilaclar tarafindan indiiklenen fonksiyonel
bGbrek hasarlarinda serumda yiikselir (144).

I1.2.5. Nefrotoksisitede Kan Ure Azotu (BUN) Tayininin Degeri

Ure, insanlarda protein katabolizmasinin baglica azot igeren metabolik Griiniidir ve
itrah edilen non-protein azot'un yiizde 75'inden daha fazlasindan sorumiudur. Viicuttan
atihmi hemen tamamen bdbrekier yoluyladir. Amino asit azotundan kaynaklanan
amonyaktan (renin biyosentezi, karacierde {ire siklusu (Krebs Henseleit Déngiisii)
enzimleri tarafindan gergeklestirilir. Ure olusumu, aminoasitlerin dezaminasyonu ile olusan
ve organizma igin toksik bir madde olan amonyad: zararsiz hale getiren bir mekanizma
olarak diistiniilebilir (1, 144).

Amino asit katabolizmasinin son iiriinii olan lire, baghca gidasal ve dokusal
proteinlerden meydana gelir. Uretim hiz, yiiksek proteinli bir diyetle beslenmede veya
aclik ve doku harabiyeti gibi endojen katabolizrﬁamn yiikseldigi hallerde artar. Saghkl bir
bobregin lireyi itrah etme kapasitesi oldukca yiiksektir. Bobrek islevieri normal iken
plazma (re diizeylerinin “normal” sinirlari agmasi, asin proteinli diyet alinmasina baghdir.
Agir doku harabiyeti veya akut agh@ia bagh olarak doku katabolizmasinda artis olan
olgularda, renal islevier de gogunlukla bozuldugu igin, kan lire diizeyleri normalin Gizerine
cikabilir. Bu ayricaliklar bir yana birakilacak olursa, plazma iire diizeyinde goriilecek 6nemli
derecede yiikselmeler hemen daima bdbrek fonkslyonlarindaki azalmaya bagh renal iglev
bozuklugunu gosterir (6, 139, 235).

Kan ire azotu (BUN), protein alimmi ile direkt, iire athm hiz ile zit bicimde
dedisiklik gbsterir. Renal hastaliklarin genis bir kisminda (glomeriiler, tiibiiler, interstisyel
veya vaskiller) plazma tre konsantrasyonlannin arttigi gézlenmistir. Ayrica akut ve kronik
nefrit, akut renal yetmezlik, iriner kanal ttkanmalan, renal fonksiyon bozuklukiar ve
adrenal yetmezlikte plazma {ire azotu yiikselir (144).

Serumda, "iire azotu/kreatinin” oraninin normal bir diyetle beslenen saghkh bir
kiside sabit oldugu belirtilmigtir. Akut tlibiiler nekroz, diisiik protein alimmi, aglhk ve
siddetli karaciger hastaliklarinda (iire sentezi azalir) bu oran 6nemli bir sekilde diiser. Yine
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gesitli hastaliklarda kreatinin diizeyleri ylikselmis veya normal Iken, bu oranda énemli bir
artis olabilir (139).

Yayinlarda, serum veya plazmada yapilan {ire azotu miktar tayinleri icin, "Kan Ure
Azotu" (Blood Urea Nitrogen; BUN) teriminin sikiikla kullanildi§i gériilmektedir. Ure
analizlerinde kan &rneklerinin kullanilmasindan vazgecilmis olmasina ragmen, BUN
tabirinin kullanimasi da yanlis olmaz ¢linkii; serum (plazma) veya tam kandaki (re
miktarlan birbirine yakindir (139, 235).

Protein metabolizmasinin son Uriind olan {ire, bobreklerden atiima ugrar. Glomerdil
filtrattaki {ire konsantrasyonu plazmadakinin aynidir. Glomeriil filtrattaki {irenin ylizde 40-
70 kadan tliblerde (bashca proksimal tiiblerde) pasif olarak geri emilir. Bu diflizyon distal
tiiblerde sirlidir. Urenin geri difiizyonu idrar akis hiz ile ters orantilidir. Tiibiiller swv
akiminin yavagladigi dehidrasyon durumunda filtre edilen Grenin interstisyuma gegisi artar,
bu durum kreatinin icin gegerli dedildir. Glomertil filtrasyon miktan azaldi§i veya tamamen
kesildii zaman idrarla {ire athmi azalir, kanda (ire miktan artar. Aynca, kronik renal
yetmezlikte, sadlam kalan nefronlarin ozmotik dilirezi iirenin geri diflizyonunu sinirlandirir
(1, 15, 139, 144),

Patolojik hallerde kanda irenin ylikselmesi, glomeriiler fonksiyonlann bozuldugunu
gosterir. BUN, glomeriiler fonksiyonlarin bir olglitii olarak kullanilir. Plazma kreatinin
diizeyleri de genellikle BUN'a paralel degisiklikler gosterir ve sikiikla glomeriler
filtrasyonun bir isaretgisi olarak kullanilir. BUN ve kreatinin analizleri, hem renal yetmezlik
durumlannda, hem de insanlarda veya deney hayvanlarinda nefrotoksik bilegiklerin neden
oldugu renal fonksiyon bozukluklann: ortaya koymalan agisindan degderlidirler (15).

Patolojik durumlarda kanda irenin artmasi, genel olarak kreatinin miktarinin
artmasi ile birlikte seyreder. Ancak kanda iirenin artud durumlarda kreatinin artisi, Grenin
o6nemii derecede artisindan sonra goériillir (6, 235).

I1.2.6. Nefrotoksisitede Uriner Total Protein Tayininin Degeri

Idrarda protein &lglimii, glomeriiler bitiinligin tespiti acisindan 6nemli bir
analizdir. Glomeriil membranin segici gegirgenligi, normal renal fonksiyonlar icin 6nemli bir
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esas teskil eder. Glomeriil, plazma protelnler! icin ultrafiltrasyon gorevi gbriir. Normalde
idrarda 6nemsenmeyecek derecede protein bulunur; by, albuminden ve distal tlibtillerden
salgilanan digik molekil agirlikh proteinlerden olugur (139).

Genel olarak nefronlarin selektif permeabilitesi renal hastaliklar ve gesitli
nefrotoksik bilesiklerin etiisl ile artar. Bu sebeple, renal yetmezlik gelistigi durumlarda agin
miktarlarda plazma proteini idrara geger. Deney hayvanlanna nefrotoksin uygulandiktan
sonra idrarla 6nemli miktarda protein atldiy gézlenmistir (15).

Bununla birlikte tiim proteiniiriler glomertiler fonksiyon bozuklugunun gostergesl
degildir. Glomeriiler proteiniirilerde, glomeriil zedelenmesine badli permeabilite artiginin
ilk sinyali idrarda albumin atliminin artmasi ve daha sonra molekil adirhth yiiksek
proteinlerin de idrara cikmasidir. Tlbiiler proteiniirilerde Ise, tiibiiler geri emilim
mekanizmalannin bozulmasina bagh reabsorbsiyon kusurunun Ik sinyali, diisik molekill
agirhkh plazma proteinlerinin idrarda athiminin artmasidir (235). Tiibiiler proteiniiriye,
genellikle reno-toksik llaglann neden oldugu bildiriimigtir (139).

Proteintirilerin genellikle en ciddi ve en genel olani glomeriiler proteiniirilerdir.
Glomeriil lezyonlann siddetl ve goriintlisiiyle orantli olarak glomeriillerden farkh
biiytikitikteki proteinlerin ablimi artarken, proteiniirinin patofizyolojisi gok farkh olabilir. Bu
degisiklikler, elektron mikroskobu ile incelenen renal biyopsi dmeklerindeki histolojik
bulgularla da paralellik gbsterir. Hasarin son evresinde glomertillerin codu islev kaybina
ugradifindan, proteinliri azalir ve renal yetmeziik ortaya gikar (139).

Az lektarda albumin normal olarak glomeriillerden filtre edilir. Reabsorbsiyon
prosesi maksimuma yakin bir kapasite ile ¢alisarak ultrafitrattaki proteinin yiizde 97-
99'unu proksimal tiiblillerden geri emer. Filtre edilen proteindeki orta derecell artiglar,
Griner protein atim oraninda &nemli bir ylikselme ile kendini gdsterir (139).

Plazma protelnlerinin idrara gikmasi dzellikle b6brek hastalikiannin tanisinda kiinik
6neme sahiptir. Bobrek dokusundaki bir hasardan lleri gelen bu proteiniiriler "bobreksel”
ya da "gergek proteiniiriler” olarak adlandinhr (235).

Protein tayinlerinde genellikle, random idrar Orneklerinde protein miktarinin
oldukca dedisken olmas:t nedeniyle, 24 saatlik idrardaki total protein miktannin tayin
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edilmesi tercih edilir. 24 sa.lik idrar toplanmasinin ugragtina oldugu durumlarda ise,
protein indeksi denilen “idrar protein/idrar kreatinin” orani, proteinirinin derecesi
hakkinda niimerik bir bilgi verir. Lemann ve ark. (119), saglikh kisilerde, 24 sa.’lik ve
porsiyon idrardaki protein/kreatinin oranlannin yakindan iligkili oldugunu saptamiglardir.

Idrarda total protein miktarinin belirlenmesi, renal hastahi@in/hasarin varhgini
ortaya koyar. Proteindrilerin tipini belirlemede ise, spesifik proteihlerin kantitatif
tayinlerinin yapilmasi &nerilir (139). Ayrica, lriner proteinlerin elektroforetik goriintiisi,
glomeriiler ya da tiibiiler defektleri tayin etmede yarar saglar (235).

II.3. Gamma-Glutamil Transpeptidaz (GGTP)

Gamma-Glutamil Transpeptidaz (EC 2.3.2.2; y-Glutamil-Peptit : Amino Asit y-
Glutamiltransferaz; GGTP) aktivitesinin varhgi ilk kez 1950 yilinda Hanes ve ark. tarafindan
koyun bobreginde saptanmis ve enzimin protein sentezinde rol alabilecedi &ne
siirllmagstlir. Bu aragbrmacilar GGTP" substrat 'hidrollzl ya da gamma-glutamil grubunun
transferini yapan, glutatyon lizerinde etkili ve gamma-glutamil peptitler icin 6zgiil bir
enzim olarak tanimlamiglardir. Enzimi, glutatyon lizerindeki hidrolitik etkisinden dolayi
“glutatyonaz” olarak isimlendirmislerdir. GGTP'In aminoasit transportunda rol oynadigt
1954 yiinda Hird ve Springel tarafindan bildirilmistir. Bu enzimin insan dokularindaki
varligl ise ilk kez 1960 yiinda Szewczuk ve Orlowski tarafindan sentetik gamma-glutamil
slibstratlan kullanilarak ortaya konmustur (180).

Gamma-glutamil ddnglisiinde gdrev yapan tiim enzimlerin belirlenmesinden sonra
Meister (130), amino asitlerin transportunu saglamak lzere hiicre zarlarinda gamma-
glutamil déngtisii (Meister Dongiisi)'niin yer aldigini agiklamis ve bu déngiiniin ilk enzimi
olan GGTP'In hiicre igi glutatyonun yikimindan sorumiu oldugunu bildirmigtir.

GGTP'In dodal siibsrati glutatyon'dur. Bu enzim, gamma-glutamil bilesiklerindeki
gamma-glutamil grubunun, akseptor olarak bir L-amino aside veya peptide (transfer
tepkimesi). veya suya (hidroliz tepkimesi) ya da substrabn kendisine (ototransfer
tepkimesi) transferini katalizleyen glikoprotein yapisinda zarsal bir enzimdir (131, 180).
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Enzim orjinal olarak “transpeptidaz” seklinde isimlendirilirse de aslhnda katalitik
ozelliklerinden dolay “transferaz” denmesi daha uygundur (139).

I1.3.1. GGTPIn Organizmadaki Dagilimi

Gamma-glutamil transpeptidaz, kas hicreleri hari¢ (139), renal proksimal tiibiiller,
safra, pankreas kanallar, seminal vezikiller, prostat, fallop tlipleri, brons, bronsioller gibi
salg ve emilim fonksiyonu gosteren bir cok dokunun epitel hiicrelerinde yiiksek
diizeylerde, karaciger, dalak, plasenta, santral sinir sistemi ve kalp gibl organlarda ise
daha az miktarlarda bulunmaktadir (180, 206).

GGTP, bdbrekte proksimal tiibillerin ve henle kulbunun firgasal epitel hiicrelerinde
yiiksek konsantrasyonlarda bulunmaktadir. Az bir kismi sitozolde, biiylik kismi hiicre
membraninda bulunur; membranda “y-glutamil peptid olusturarak amino asit ve
peptitlerin hiicreye transferini saglar (107, 139).'

Bdbrekler, amino asit transportunun ve gamma-glutamil dongiisiindeki enzimlerin
yiiksek aktivitede bulundudu organlardir. Histokimyasal calismalar izole bobregin fircasal
kenar fraksiyonunda zar proteinlerinin yaklagik yiizde 1.5'unu GGTP'In olugturdugunu ve
amino asitlerin reabsorbsiyonunun gergeklestirildigi proksimal tiibiilislerde lokalize
oldugunu gostermigtir (130, 180, 206).

ince barsak epitel hiicreleri (130, 131, 180), beyindeki "choroid plexus" ve
néronlar, gbzdeki "ciliary body" (130), periferal kanin hiicresel elementleri ve bunlarn
onclilii olan hicrelerin cogunda (180), GGTP aktivitesinin yiiksek oldugu bildiriimistir.

Enzim viicut sivilan iginde en yiiksek aktivitede safra ve seminal sivida bulunurken,
en diisiik aktivitede ise beyin omurilik sivisinda saptanmistir. GGTP serum ve Iidrarda da
bulunur (180).

I1.3.2. GGTP'n Yapisal Ozellikleri ve izoenzimleri

Hiicre zarina yerlesmis olan bu enzim glikoprotein yapisindadir ve iki alt birimden
olusmaktadir (68).
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Cesitli memeli tiirlerinde, bdbrek dokularindan izole edilen GGTP'n hafif alt
birimlerinin 22 kDa olmak {izere ayni molekill agirhdinda oldugu oysa, adir alt birimlerinin
molekdl agirhginin tiirlere gére dedistigi agiklanmis, adir alt birimin sigan ve tavsanda 46-
50 kDa arasinda; insan, sigir, domuz ve koyunda ise 60 kDa veya lizerinde oldugu
saptanmistir (68, 131, 207).

Dedisik tiirlerde ve ayn tiir igindeki farkli dokularda yer alan GGTP'In molekiil
agirhklanndaki farkhhklar, glikoprotein yapisindaki bu enzimin icerdi§i notral, asidik
oligosakkaridler ile siyalik asit sayisindaki degisikliklerle agiklanabilmektedir (234).

Sican bobrek dokusundan saflastirilan GGTP enziminin, gesitli teknikler kullanilarak
bes izozimik formu ayirt edilmistir. Bu izoenzimlerin siyalik asit icerikleri ve geker zincirleri
"sayisi agisindan farkiihklar gosterdikleri ayrica siyalik asit igerikleri ile izoelektrik noktalan
arasinda dogrusal bir iliski oldugu tespit edilmistir (207). GGTP formlannin, tek tip bir
enzim molekiiliinden post-translasyonel modifikasyonlar sonucu olustugu belirtilmistir
(139). '

Son yillarda yayinlanan iki aragtrmada; uygulanan teknikiere gore degisiklik
gostermek (izere serum GGTP izoenzimlerinin bir calismada 4 fraksiyona (162), diger bir
calismada ise 9-11 izoenzim bandina (233) aynldigi rapor edilmis, belirli izoenzim
formlaninin 6zellikle hepatoselliiler karsinoma ve karaciger hastaliklarinin tanisinda isaretgl
olabilecedi bildirilmistir.

I1.3.3. Idrar GGTP Aktivite Tayininin Klinik Onemi
idrarda bulunan GGTP bashca bobrek dokusundan kaynaklanmaktadir (139).

Szasz (202), 1970 yiinda ik defa idrarda GGTP aktivitesini Slgebilecek bir yontemi
rapor etmistir.

Uriner GGTP tayini, baglangicta, akut inflamasyonda, kronik tahribat siirecinde ve
bdbrek transplantasyonundan sonra hastanin durumunu izleme agisindan énemli bir test
olarak degerlendirilmis, daha sonra gesitli toksikolojik arasbrmalarda, kimyasal ajanlarn,
adir metallerin, pestisiterin ve Kklinikke ¢esitli ilaglann nefrotoksik etkilerinin
arastiriimasinda kullaniimustir (31, 37, 43, 73, 78, 87, 135, 230).



Maruhn ve Szasz (127, 202), GGTP'In {riner atliminda sekse bagh bir farkiihk
bulunmadigini bildirmiglerdir.

Idrar GGTP'Inin izoenzim formlan plazmadakinden ¢ok bbrek GGTP'Ina uygunluk
gbstermektedir. GGTP'In molekil agirh§inin saghkh glomeriillerden filtre edilemeyecek
biydklikte olmasi nedeniyle, lriner GGTP'In plazma enziminden kdken almadifi ve
enzimin normal idrarda bulunus sebebinin bobrek tlip hiicrelerinin yenilenmesi (turnover)
esnasinda membran fragmanlarindan sizmasi ile iligkili olduu goriilmektedir. Plazma
GGTP diizeyleri yiikselmis olan farkh karacifer hastalannin idrar enzim diizeylerinde bir
artis gbriimemesl, benzer sekilde lremill hastalarda plazmadaki enzimin aktivite artigina
gok ender rastlanmig olmasi, plazma ve idrar GGTP diizeyleri arasinda bir korelasyon
bulunmadigi seklinde yorumlanmaktadir. Idrar GGTP aktivites], akut bdbrek hastalarinda
belirgin sekilde artmakta ve bu tip hastalann Idrarindaki enzim dzellilderi ve izoenzimleri
normal kisilerin bobrek enzimine uymaktadir (180, 185)

Bobrek hastahigl olan 369 gocuk iizerinde yapilan genis kapsamh bir arastirmada;
idrar GGTP aktivitesinin piyelonefrit, Alport's sendromu, Wilm’s tiiméri ve glomeriilopati
olgulannda anlamh bir arts gdsterdigi, en yiiksek arbsin bdbrek yetmezli§i gbsteren
bSbrek hastaliidarinda oldugu belirtiimistir. Uriner GGTP, cocukiuk cafindaki tiibller
bozukiuklarin de§erlendiriimesinde kullanilabllecek "non-invasive" bir test olarak
Onerilmigtir (185).

Liebert (120), bdbrek zedelenmesi ve gesitli travmalara bagh sekonder bibrek
hasarlarinin tanisinda, Uriner enzim tayinlerinin uygunlugunu 168 hasta Uzerinde
aragtrmistir. Idrarda GGTP aktivitesinin de saptandigt bu araghrmada, enzimiiri lle izotop
. nefrografi ve renal sintigrafi arasinda uyum bulunmasi gdz6niine alinarak, bu ySntemlerin
birbirini tamamladiti ve birlikte kullaniimalan gerektitii belirtiimig, lriner GGTPIn renal
hasann tanisinda yararl bir gdsterge oldu§u vurgulanmigtr.

I1.4. N-Asetil-g-D-Glukozaminidaz (NAG)

N-Asetil-B-D-Glukozaminidaz (EC 3.2.1.30; 2-asetamido-2-deoksi B-D-glukoz
asetamidodeoksigfikohidrolaz; NAG), molekiil agirhi§ii 130-140 kDa arasinda olan lizozomal
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bir enzimdir. Hiicre membranlari ve diger biyolojik sistemlerde bulunan heksozamin iceren
glikoprotein ve glikozaminoglikanlarin yikiimasinda gorevli hidrolitik etkili bir enzimdir
(116, 163, 164).

NAG, hemen hemen biitiin memeli hiicrelerinin lizozomlarinda bulunur. Ozellikle
renal proksimal tliblilis hiicrelerinin lizozomlarinda yiiksek konsantrasyonda bulundugu
bildirilmistir (91, 107, 116). Enzim, molekiil adiriginin yiiksekliginden dolayl
glomeriillerden filtre edilemez ve Idrarda goriilen yiiksek NAG aktivitesi bobrek tiibiler
hicrelerinin hasarnda ortaya qikar (53, 116, 167, 236).

Enzim bobrekler diginda kan, dalak, akciger, karaciger, kalp, beyin ve testislerde
bulunur (116).

Isaksson ve ark. (101), sicanlarda, saflastinimis insan serum NAG Izoenzimlerinin
plazma klerenslerini arastrmiglar; A, B, P izoenzimlerinin dokudaki izoenzimlere gére
dolasimdan daha yavas temizlendigini, desialilasyondan sonra serum izoenzimlerinin
klerenslerinin belirgin derecede arttgini gézlemiemislerdir. Ayrica, nativ ve desialillenmis
serum NAG izoenzimlerinin sican karaciferi nonparankimal hiicreleri ve hepatositleri
tarafindan alimmlan arastnidiginda; nativ serum izoenzimlerinde tespit edilebilir bir alinma
gbzlenmezken, ndrominidaz uygulamasi lle desialillenmis Izoenzimlerdén A ve Bnin
karacifer nonparankimal hiicrelerince alindigi fakat P formu igin bdyle bir durumun
olmadiy ancak desialillenmis serum formlannin higbirinin hepatositierce alinmadith
godzlenmistir.

IL4.1. NAG'In Yapisal Ozellikleri ve izoenzimleri

N-asetil-B-D-glukozaminidaz, o ve B  polipeptt zncirlerinin  farkii
kombinasyonlarindan .meydana gelmistir;, o ve B alt-birimlerinden olusan karma
multimerik yapidan A izoenzimi, 2 ya da 4 B alt-birimden homomultimerik yapidaki B
izoenzimi olugur (139).

NAG'in asidik NAG-A, bazik NAG-B olmak iizere iki major formu, insan dokularnda
ve kanda yiiksek konsantrasyonda bulunur. Ayrica ara formflar NAG-I;, NAG-L ile
hamilelerde serumda gérillen NAG-P olmak {izere minér formlari daha vardir (53, 117,
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126, 164, 167). NAG'In iki temel izoenzimik formu A ve B ilk kez insan dalaginda tespit
edilmis, daha sonra serum, idrar, bobrek, karacier ve serebrospinal sivida da
gasterilmigtir (53).

NAG-A'nin, doku formu ve serum formu olarak iki tipl bulunur; serum izoenzimini
doku izoenzimden ayirt etmek icin, serumda bulunan izoenzime kisaca NAG-AS denilmistir
(53, 191). NAG-A'nin bdbrek izoenzimi (doku formu) 50°C de hizla inaktive olurken, B
formuna benzeyen baz iirlinler olusmaktadir. Oysa ki, NAG-AS izoenzimi 50°C de
isitidiginda iki ara form, I; ve I, meydana gelir. NAG-I'nin hamile kadinlann serumunda
goriilen P formuna oldukga identik oldugu bildirilmistir (53).

Saglkh kisilerin idrarindaki enzZim aktivitesinin blyilik kisminin NAG-A'nin doku
formu oldugu, iyon degistirici kromatografi ile serum formundan aynilabildigi ve normal
idrarda sadece ¢ok az miktarlarda B formu ile birlikte ara formflarin bulundudu
gosterilmistir (167, 191).

Normal idrarda bulunan NAG-A izoenziminin bobrek dokusunda bulunan NAG-A
izoenzimi ile ayni molaritedeki sodyum kioriirde eliie edilmesi, liriner NAG aktivitesinin
sadlikh kisilerde bobrek lizozomlarindan kaynak aldigini ortaya koymustur (53).

Yine aym sekilde, normal idrarin izoenzim profilinin renal dokunun izoenzim
profiline benzemesi, Griner NAG'In plazma enziminin filtrasyonundan kaynaklanmadigini ve
renal tiibiiler hiicre orjinli oldugunu ortaya koymustur (236).

NAG izoenzimlerinin yapisal farklilikian, izoenzimierin fiziksel 6zelliklerini de farkh
kimigtir. NAG-A'nin izoelektrik noktasi (pI) 5.4 iken, NAG-B'nin ise 7.9'dur. Bu o&zellik
major iki Izoenzimin elektroforez ve iyon degistirici kromatografi ile aynimasina olanak
vermigtir. Ayrica izoenzimler istya dayanikihklanna (termostabilite) gbre de
aynlabilmektedir. NAG-A'nin 50°C de sitrat-fosfat tamponunda (pH : 4.5) hizla inaktif
oldugu fakat NAG-B'nin 50 dakika stabil kaldi§i gosterilmigtir (126, 139, 164).

Insan bobrek dokusu homojenatiarina DEAE-seliiloz kromatografisi uygulandiinda,
total aktivitenin yiizde 26'sinin B formu, yiizde 74'linlin ise A formundan meydana geldigi
goriilmistiir (91).
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NAG’in her iki major formunun da bdbrek dokusunda bulundugu, ancak sadece
NAG-A'nin normal idrarda tespit edildifi, NAG-B'nin normal saglkh kisilerin bdbrek
dokusunda bulunmakla beraber Idrannda pratik olarak goriilmedidi bildirilmigtir. Normal
olarak idrarda atilan NAG'In major formu NAG-A'dir. NAG-B idrarda, total iriner aktivitenin
sadece 1/10%ini, bobrek dokusunda ise 1/4'ini olusturmaktadir (53, 167). Normal idrarda
total NAG aktivitesinin kiiclik bir toplaminin (yiizde 13) NAG-B ve NAG-I form'larindan
olustudu bildiriimistir (53, 236). Bu nedenle, NAG-B'nin idrarda gorilimesinin daima
anormal enzim atihmiyla birlikte oldugu, renal doku harabiyetinin duyarh bir isaretgisi
oldugu ve renal hasarin takibinde {iriner NAG-B aktivitesinin izZlenmesinin, total riner NAG
aktivitesinin izlenmesinden daha yararl oldugu vurgulanmistir (91, 167, 191).

Cesitli bobrek hastaliklarinda, idrardaki NAG-B izoenziminin total NAG aktivitesinin
ylizde 30°undan fazlasini olusturdugu tespit ediimistir (167).

NAG-A'nin doku formunun idrarda yiiksek aktivitede Bulunusunun renal tiibliler
hasanin bir gdstergesi oldugu bildirilmigtir. NAG-ASnin molekill biyiikligi yiiziinden
sadlikh gromeriillerden gegemeyecegi ve normal A kosullarda idrara gkamayacagi, bu
nedenle serum izoenziminin glomeriiler hasarin bir isarefcisi olabilecegi disinilmiistiir
(191, 236). Hematiirili hastalanin idrarlarinda bulunan A formunun NAG-AS formu ile ayni
oldugu bildirilmistir (53).

Patolojik idrarda NAG'In her iki major formunun da athminin arthdi, total NAG
aktivitesinin biiyiik bir kismindan B formunun sorumlu oldugu bildirilmigtir. A formunun
lizozomlardan ekzositoz yoluyla, B formunun ise lizozomal membrandan koparak atiimasi
stzkonusudur. NAG-B'nin idrarda artmasinin bobrek hasarina bagh oldugu sonucuna
vanimigtir (53, 167). Isiya dayanikh B formunun patolojik durumlarda idrara gikbgi ve
bbrek dokusunun yikiminda glicili bir kanit oldugu bildirilmigtir (229).

Cesitli renal hasarlarda, ara formlann da idrarda artb& ancak bu artigin total
aktivitenin sadece yiizde 5" kadar oldugu saptanmigtir (53, 236).

NAG-B izoenziminin lizozomal membranda, NAG-A izoenziminin lizozomda, NAG-I
izoenziminin ise plazmada bulundugu gGsterilmistir. NAG-B'nin atiliminda zar sinirlamasi
olmasi ve nefrotoksisitenin bir gostergesi olmasindan dolay: idrardaki atihminin iimh hiicre
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nekrozuna badl olabilecegi, NAG-I'nin ise transplant reddinin neden olduu bobrek
hasarina badl olarak plazmadan kaynaklanan bir sizntiyi gésterebileceiine dikkat
cekilmistir (164, 236).

N-asetil-B-D-glukozaminidaz'in genetik olarak eksiklifinde baz lizozomal depo
hastaliklan tablosu ortaya gkmaktadir. Tay-Sachs (Gw; gangliozidoz tip 1), Bernheimer-
Seltelberger, Adult-Chronic gangliozidoz hastalifinda dokularda ve kanda NAG-A
izoenziminin eksik oldugu, Sandhoff's hastahifinda (Gw; gangliozidoz tip 2) ise hem NAG-A
hem de NAG-B izoenzimlerinin eksik oldugu bildiriimistir. Gaucher hastali§inda (Tip 1 ve
Tip 2) serumda NAG aktivitesinin oldukea yliksek oldugu saptanmistr (139, 164).

Bourbouze ve ark. (24), mikrodiseksiyon teknigi kullanarak tavgan bobreginde total
NAG ve izoenzim aktivitesinl aragtirdiklan ¢alismalannda eléku'ofolmsing ile nefronun her
bir segmentinin izoenzim profilini gkarmiglardir: Total NAG aktivitesinin baglica NAG-A'dan
olustugunu, NAG-A'min glomeriilde diigiik, proksimal lkiviimli tiblilde Ise diger
segmentlerden yaklagk dbrt kat fazla oldu§unu gbstermislerdir. NAG'In A ve B
izoenzimlerinin primer olarak proksimal kivrimh tibiilde lokalize oldugunu, NAG-B
izoenziminin nefronun tim segmentlerinde bulunmasina karsin total NAG aktivitesinin
kiiciik bir fraksiyonunu olusturduunu, ancak proksimal tiibiillerde total NAG aktivitesinin
yﬂzde 20-30'unu olusturdugunu gbzlemlemislerdir. Bu nedenle NAG-B artiginin proksimal
tiibliler hasarin bir gtstergesi oldugunu belirtmislerdir. Ayrica elektrofokusing lle minér
form, NAG-I'nin nefron boyunca yayildi§i gosteriimis ve bbrek dokusunda her Iki major
izoenzimin de bulundugu ancak normal idrarda baskin olarak A izoenziminin bulundugiu ve
ekzositoz yolu fle atildifi saptanmistir. NAG-B formunun lizozomal membran ile itigkill
olmasi ve hiicre hasari meydana geldikten sonra idrara ckmasindan dolayl, cesitli
hastaliklarda idrarda B formunun atlimindaki arbislann, proksimal tiibiiler lezyonlarin
varhgim gosterdigini bildirmiglerdir.

Hultberg ve Isaksson (97), enzim immunoassay ydntemi ile insan idran ve bobrek
korteksinde NAG izoenzimlerini incelemigler, bobrek korteksinde NAG-B'nin total NAG
aktivitesinin yaklagik ylizde 20'sini olusturdugunu gdstermiglerdir.
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Karaciger hastaliklan (192), diyabetes mellitus (163, 191), hamilelik, kanser ve
myelomlarda (96, 200), arteriosklerozda ya da enfarktiis gegiren hastalarda (11) serumda
NAG seviyesinin arth§i gdzlenmigtir. Insanda farkli l6semik hiicre tiplerinde (l6kosit,
lenfosit, graniilosit) NAG izoenzim aktiviteleri araghiriimis, NAG-I'nin tiim I6semi tlirderinde
anlamh oranda yiiksek oldugu bulunmustur. Bu nedenle, I izoenziminin yararli bir tiimér
proliferasyon isaretgisi oldugu ve akut 16seminin ayria tanisinda faydali olabilecegi ifade
edilmigtir (165).

Saglikl bir kiside serumda bulunan izoenzim A diizeyinin, izoenzZim B diizeyinden
yiiksek oldugu bildiriimigtir (163, 191).

11.4.2. idrar NAG Aktivite Tayininin Klinik Onemi

N-asetil-B-D-glukozaminidaz’in renal proksimal hasarin son derece hassas bir
gostergesi oldugu vurgulanmistir (74, 91, 128, 224).

Idrar NAG aktivitesinin, bdbrek hasarim tespit etmede oldukga duyarli oldugu ve
diger klasiklesmis renal fonksiyon testlerinin anormal sonuglar vermesinden dnce artug
bildirilmistir (109, 174).

Uriner NAG dlglimiiniin &zellikle, cesitli nefrotoksik yan etkili ilaglarin yol actig
renal hasarlarin izZlenmesi bagta olmak iizere (3, 7, 70, 71, 117, 118), cerrahi girisimlerden
sonra ve birgok renal hastaligin takibinde (109, 201, 213, 214, 224) yararh olacag: ifade
edilmistir. Aynca bébrek nakli ameliyatiarindan sonraki olasi doku reddinin izZlenmesinde
glinliik abthminin Glglilmesi erken bir haberci olarak degerlendirilimektedir (25, 236).

Diyabetes mellitus (93, 138, 191), diyabetik mikroanjibpati (229), esansiyel
hipertansiyon (2), hipertroidi (209), akromegali (196) ve felgli olgularda (98) ayrica agin
sigara tiiketenlerde (99), endistriyel ve cevresel toksinlerin neden oldugu bobrek
hasarlarinda (13, 14, 23, 29, 58, 208, 210) idrarda NAG aktivitesinin arttd bildirilmigtir.

Kunin ve ark. (116), yaptiklari genis kapsamii bir arasirmada, Uriner NAG/kreatinin
oraninin 2-56 yas grubunda, herhangibir sekse bagh farkhiik olmaksizin her iki sekste de
oldukca sabit (hemen hemen ayni degerde) oldugunu belirunislefdir. Iki yasindan kiiglik
gocuklardaki artmis degerlerin, diisiik glomeriiler filtrasyona ve diigiik kreatinin ablimina
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bagl oldugu bildirilmistir. Ayni aragsbirmacilar, idrarda NAG artisinin renal transplantasyon
rejeksiyonunun taminmasinda, renal iskemide, bdbre§e uygulanan cerrahi girisimlerden
sonra ve birgok bobrek hastaliklannda (glomertiler yada tiibiilointerstisyel) ortaya gkbgini
bildirmisler ve NAG enzimiirisini renal hastalifin izlenmesinde giivenilir bir test olarak
Onermiglerdir.

Yapilan bir calismada; cocuklarda aminoglikozid tedavisi sirasinda olusabilecek
nefrotoksisite riskini énceden haber vermesi agisindan, idrardaki NAG seviyesi bir gosterge
olarak kabul edilmis ve idrar NAG seviyesi tedavi sirasinda baslangic dederinden bir kat
daha fazla ylikselmis ise aminoglikozid kullaniminda dikkatli olmak gerektigi bildirilmigtir

).

Gibey ve ark. (71), on giin siireyle dort farkli aminoglikozit (gentamisin, dibekasin,
netilmisin, amikasin) ile tedavi edilen 88 hastada; tedavi sonrasinda gentamisin
verilenlerde NAG-B'nin Uriner atliminda 6nemli bir artig, diger llaglarin verildigi kisilerde
ise triner NAG-A ve NAG-I izoenzim diizeylerinde dnemli bir artig saptamiglardir. Bunun
nedenini, farkli gruplardan olan bu antibiyotiklerin toksisite mekanizmalannin farkh
olmasina ve Uriner NAG izoenzim atthminin nefrotoksik hasarin farkh tiplerinde degigkenlik
gostermesine badlamiglardir. Izoenzim A ve I'nin iriner atiimindaki yiikselmelerin duisiik
nefrotoksisite riskini, B'nin tiriner atihmindaki yiikselmenin ise yiiksek nefrotoksisite riskini
akla getirebilecegini isaret etmiglerdir.

Jung ve ark. (109), kronik renal hastalii olan olgularda yaptiklan bir galismada,
NAG Olgiminiin renal hasan tespit etmede diger (riner enzimler ile klasik
parametrelerden (serum kreatinin, total protein atiimu gibi), ayrica GFR &iciimiinden daha
duyarl ve hassas olduguna Isaret etmisler, nefrolojide bu enzimin idrar tayinlerini kronik
renal hastaliklarin tani ve takibi agisindan yararli bir parametre olarak dnermislerdir.

Langhendries ve ark. (117)'nin aminoglikozid nefrotoksisitesine iligkin yayinladiklari
bir derlemede; sadlikh yetiskinlerin idrannda NAG-A aktivitesinin baskin oldugjunu fakat
aminoglikozit tedavisi goren yetiskinlerin idrarlaninda NAG-B aktivitesinin daha fazla
oldugunu, bu durumun, aminoglikozitlerin tercihi olarak B formunun sentezini
indiiklemesiyle ilgili oldugunu belirtmiglerdir. Diger yandan, saglikli neonatlarda {riner
NAG aktivitesinin sadece B formundan olustugu, insan amnion sivisinda tespit edilen
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NAG'In izoenzim profilinin saglikli yenidodan infantlann idrarlarindaki ile ayni oldugu ve
bobrek hasarlarinda idrara gegen B formunun immature form oldugunu ifade etmiglerdir.

Johnston ve ark. (104), hipertansiyonlu hastalarda, idrarda NAG aktivitesi ile
protein tayinlerinin renal hastahigin tespitinde en duyarh parametreler oldugunu ifade
etmigler dzellikle {iriner NAG &lcliimlerinin, birincil bdbrek hastaliklarinin tanisinda oldukgca
hassas bir isaretci oldugunu da vurgulamiglardir.

I1I.5. Parakuat

Parakuat (Metil Viologen; 1,1'-dimetil-4,4'-bipiridilyum dikloriir) (Sekil 3),
literatlirde ilk defa 19. yiizylin sonlannda Weidel ve Rosso tarafindan bahsedilmistir.
1933'de Michaelis ve Hill, maddenin redoks 6zelliklerini kesfederek bilesigi “Metil Viologen”
olarak adlandirmiglardir. Bu &zelliginden dolayt uzun yillar kimyacilar tarafindan oksido-
rediiksiyon indikatéril olarak kullanilimistir. 1950'lerde Ingiltere’de “Imperial Chemical
Industries” (ICI)'deki arastirmacilar taraflndan' herbisidal aktivitesi kesfedilip, 1955'de
orjinal olarak bipiridilyum herbisidi olarak geligtirilmistir. 1962'de ICI'min "Plant Protection"”
departmani tarafindan patentlenerek genis spektrumiu kontak herbisit (tanmda yabana
otlan Oldirmede kullanilan madde) olarak piyasaya sunulmustur. Giinlimiizde, basta
Britanya olmak (izere diinya lizerinde 130'u aslan iilkede herbisit olarak kullanimi oldukga

yaygindir (84).

Sekil 3. Parakuat'in kimyasal yapisi

Insanlarda kazayla parakuat yutulmasi sonucu meydana gelen ilk zehirlenme vakasi
literatlirde 1966 yiinda bildirilmistir. Sadece 1966-1978 yillari arasinda parakuat
zehirlenmesine dair tibbi yayinlarda 400'den fazla makale yayinlanmistir (80).
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I1.5.1. Parakuat'in Herbisidal Aktivitesi

Parakuat herbisidal aktivitesini bitkilerin yesil yapraklan lzerinde gosterir. Isik ve
oksljen varhginda hizli bir sekilde yabana bitkileri &lduriir. Ik olarak Dodge ve ark.
(49)Ynin  OGnerdikleri fitotoksisite mekanizmasina gore; parakuat, bitki hiicresinin
klorofillerinde solunum ve fotosentez Islemleri esnasinda elektron transfer sistemi ile
girisim yaparak, NADP*'nin NADPH'a rediiksiyonunu inhibe eder. Elektronlar icin NADP* ile
yansarak, kendisi stabil bir serbest radikale indirgenir :

Parakuat™ + ¢! ——_» Parakuat *
(parakuat iyonu) (serbest parakuat radikali)

Kloroplastiarda retilen molekiiler oksijen, serbest parakuat radikali ile reaksiyona
girerek parakuat iyonunu rejenere ederken (reoksidasyon), okside parakuat lyonu ve
siiperoksit iyonu acia gikartir :

Parakuat* + 0 —mmmp Parakuat** + 0O;°
(stiperoksit iyon)

Siiperoksit iyon ve diger bir parakuat * radikall reaksiyona girerek peroksit iyonu
olusturur :

0O," + Parakuat* »  Parakuat*® + 0,7
(peroksit iyon)

Bu reaksiyonlar sonucunda meydana gelen oksijenin reaktif formlan, sliperoksit ve
peroksit radikalleri, bitid hiicre membranlari Icin oldukca tokslktirler. Membranlarin poli-
doymamis lipit bilesenlerini polimerize ederek membranlarin pargalanmasina yol agarlar.
Parakuat ile muamele edilen bitkilerin yegil yapraklarindan alinan hiicre érnekleri elektron
mikroskobunda incelendiginde, hiicre membranlarinin pargalanmis oldugunun gbzienmesi,
parakuat tarafindan meydana getiriien hasarin primer boigesinin hiicre membranlan
oldugunu dogrulamistir (80, 197).

Parakuat, yesil yaprakh bitkllere topik olarak uygulandifi zaman gilines igiginin da
etiisiyle oldukca etkill bir fitotoksik maddedir. UygulanmaSIm takiben toprakta bulunan
kolloidal kil partikiilleri icinde adsorbe olunarak etkisiz hale gegti§i ve bu nedenie diger

e}
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herbisitlerin aksine higbir geVresel kontaminasyon riski tasimadigi bildirilmistir. Bu nedenle
normal kullanim gartlarinda insan ve hayvan yasami icin herhangibir toksisite riski
tasimamaktadir (80, 197). Insanlarin ve hayvanlann tiikettiti tanimsal driinlerle de
kontaminasyonunun olmadiginin anlagtimasi, parakuat'in etkili, ayni zamanda giivenilir bir
kontak herbisit olarak kullanimini yayginlagtirmigtir (84).

I1.5.2. Parakuat Maruziyeti

Parakuat zehirlenmesi godunlukia herbisidin intihar amacyla ya da kazara oral
yoldan viicuda alinmasiyla olur. Oral yoldan alinan herbisidin olduk¢a diisik bir
absorbsiyon orani oldugu bildirilmistir. insanlarda 4 mg/_kg dozu toksik, 30 mg/kg dan
fazlas: oldiriich risk tagimaktadir (50, 161).

Parakuat'in dermal absorbsiyon yoluyla ciddi bir toksisite olusturduguna Ilisklﬁ az
sayida yayin mevcuttur. Parakuat'n normal kpllamml sirasinda derinin milkemmel! bir
bariyer oldugu (84, 219), ancak mekanik ya da kimyasal bir hasar sonucu deride olusan
yara/siynklardan perkiitan absorbsiyonun énemli oranda arthgi gozlenmigtir (69, 161).
Aynica deride direk sitotoksik etkisine bagh olarak olusturdugu lokal hasar sonucu bariyerin
ortadan kalkmasi, parakuat'in intak deriden letal dozda absorbsiyonuna olanak verebilir
(50, 217). Dermal toksisite nadir olup, genellikle Griiniin yanlis kullanimi ya da dikkatsizlik,
kaza sonucu Uriine topik olarak maruz kalmanin sonucu meydana gelebilir (84).

Solunum vyoluyla parakuat absorbsiyonunun c¢ok diisiik hatta olasi olmadigi
bildirilmistir. Tanmsal uygulamalarinda, parakuat ¢bzeltilerinin spreylenmesi ile olusan
parakuat aerosollerinin diisiik buhar basincina sahip olmasi nedeniyle buharlasamamasi ve
havada asii kalamamasi ayrica aerosol partikiillerinin capinin 5 mikrondan daha biiyiik
olmasi nedeniyle alveolar bariyeri gegcememesi, inhalasyon yoluyla sistemik toksisite
olusturma riskini azaltmaktadir (17, 80, 84).

Kazayla ya da intihar amacyla parakuat yutulmasindan sonra morbidite ve
mortalite orani fazla olmakla beraber (168), uzun dénem sprey uygulayan tarla iscilerinde
yapilan epidemiyolojik arastirmalarda, gerek dermal gerekse inhalasyonel maruziyete bagh
herhangibir ciddi sistemik toksisitenin gézZlenmedigi bildirilmistir (84, 190).
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Herbisidin nadir olarak, cana kiyma amaciyla enjeksiyonu vyoluyla sistemik
toksisiyete yol achdi da bildirilmistir (82).

I1.5.3. Parakuat Farmakokinetikleri

Parakuat, gastrointestinal sistem (GIS)'den oldukga zayif absorbe edilir; oral dozun
yaklasik yiizde 1-5' sistemik absorbsiyona ugrar. Mide tiibliyle sicanlara radyoaktif isaretli
parakuat verildikten sonra, vérilen dozun ytlizde 70-80'Inin feges ile yiizde 10-20'sinin ise
idrar ile atildidinin gozlenmesi, parakuat'in oral emiliminin zayif oldugunu géstermistir
(46).

Parakuat, farkedilir bir sekilde metabolize edilmeden baslica bobrekler yoluyla
viicuttan atlir. Herbisidin bdbreklerden eliminasyon mekanizmasi tam olarak aciklida
kavusmamis olmakla beraber, enerji-badimhi mekanizmalar aracili§i ile renal kortekste
aktif olarak biriktigi ve eiiminasyonunun dt'.:lsl'.'lk serum konsantrasyonunda katyon
transport sistemi araahd ile akiif olarak renal tiibller sekresyonla, yiiksek serum
diizeylerinde ise nefrotoksisite gelisiminin kendi sekresyonunu azalthdi, eliminasyonda
glomeriler filtrasyonun 6nemli oldugu belirtilmistir (35, 51, 122, 197, 222). Daniel ve
Gage (46), sicanlarda yaptiklan galismada, oral yoldan verilen reaktif isaretli parakuat'in
yiizde 30'unun parakuat metaboliti halinde fegeste bulundugunu, ancak subkutan (s.c.)
injeksiyonla verilen radyoaktif isaretli parakuat'in hemen tamaminin (ylizde 96) degisiklige
ugramamis halde idrarla atildigim bildlrmislerdir. Absorbe olunan parakuat'in gok az bir
kisminin ise safra ile gastrointestinal kanala atidigs bildirilmistir (184).

Parakuatin farmakokinetii konusunda yapilan erken donemdeki galismalarda;
viicut sivilan ve dokularda tespit edilememesi nedeniyle parakuat'in, memeli dokusundan
hizla ve tamamen itrah edildijl digiinilmig, bu yiizden “vur - ve - kag zehir” olarak
adlandinimasina neden olmustur (34).

Daha sonralan, parakuat eliminasyonunda "ilic kompartimanh actk model"in gegerli
oldufu ortaya konmugstur (18) : Birind kompartbman olan kan, santral kompartmandir.
ikinc kompartiman periferal kompartmandir ve bdbrek, akciger, kalp v.s gibi oldukga
vaskiiler dokulardan olustugu kabul edilir. Bu kompartmanlar ile kan arasinda oldukga hizh
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bir degisim vardir. Ugiincli komparbmanin ise akcigerler icindeki pnémositler oldugu
distinilar, Pndmositierin santral kompartiman lle etkilegimi yavagtir. Parakuat, poliamin
transport sistemi ile pnémositlerde aktif olarak birikir.

Parakuat, bifazik eliminasyon kineti§i gbsterir; basglangica plazma
konsantrasyonunda hizli bir yiikselmenin ardindan hizll bir itrah, sonrasinda ise yavas
(uzamig) eliminasyon periyodu sozkonusudur. Uzun eliminasyon periyodu boyunca
parakuat'in kandaki konsantrasyonunun tespit sinirlannin altinda oldugu, bunun nedeninin
ise periferal dokulann parakuat deposu gibi gérev yapmalan ve parakuat'in bu dokulardan
oldukgca yavas olarak kana geri verilmesidir (82). Uzamis eliminasyon periyodu, herbisidin
plazmadan periferal kompartmanlara dogru kaymasinin bir sonucu olup, dokularin herbisit
ile uzun siire maruz kalmasina ve ciddi doku harabiyetierinin ortaya gikmasina neden olur.
Insanlarda parakuat toksisitesi baslangicta aktif olarak atliminin gergeklestiti bobreklerde,
takiben akcier ve diger dokularda kendini gésterir (34, 48, 82). Parakuat'in viicuttan
atthminin baghca bobrekler yoluyla olmasi nedeniyle, gelisen erken renal yetmezligin de
parakuat eliminasyonunda belirgin bir azalmaya ve yeniden dagiimina (redistribiisyon)
bagh olarak dokularda, Ozellikle akciger dokusunda, belirgin olarak yigiimina katkida
bulunur (181). Olimlerin baslica nedeni siklikla pulmoner interstisyel fibrdziin neden
oldugu respiratuvar yetmezlik sonucunda meydana gelir (34). Akut zehirlenme
durumundan sonra yasama donmiis kisilerde veya 6lenlerde yapilan postmortem
analizlerde, parakuatin alindiktan haftalar/aylar sonra bile plazma, idrar ve dokularda
tespit edilebildigi gézlenmistir (92, 184). Sicanlarda yapilan toksikolojik aragtrmalarda da,
kandan zehirin hizia elimine edildi§i ve akcider, karacigier, bobrek, dalak, beyin ve kalp gibi
dokularda 6nemli miktarlarda biriktigi ve uzun siire tespit edildidi izienmistir (143, 193).

Dey ve ark. (48)nin yaptklan bir calismada, sicanlara s.c. parakuat verilmesini
takiben plazma ve dokulardaki parakuat konsantrasyonlarn tespit edilmis; uygulamadan
sonraki 10-60 dakika icinde bdbreklerin en yilksek parakuat konsantrasyonuna sahip doku
oldugu, plazmanin (i katt miktarda parakuat igerdigi tespit edilmistir. 4 saat - 7 giin
boyunca ise en yiiksek parakuat konsantrasyonuha sahip dokunun akcigerler oldugu
bildirilmistir. |
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Hawksworth ve ark. (85)'nin parakuat eliminasyonunu Inceledikleri caligmalarinda;
kdpeklere disiik dozlarda intravendz (l.v.) parakuat verilisinden sonra, parakuatin idrarla
hizla elimine edildigi, yiiksek dozlarda Ise renal klerenste, glomeruler filtrasyon hizinda ve
idrar hacminde hizli bir diisme meydana getirerek renal yetmezlik meydana geldigi ve
kendi eliminasyonunu azalttd gdzlenmistir.

Parakuatin para-amino hippurik asit (PAH) klerensinde azalmaya neden olmasi,
renal hemodinamikierde derin dedisikliklere neden oldugunun, ayrica inlilin klerensinde
azalmaya neden olmasi Ise total renal fonksiyonlarda genel bir azalmaya yol actuginin
gostergesidir (122).

11.5.4. Parakuat'in Toksik Etkileri

insanlarda, yiizde 20 parakuat Igeren konsantre gozeltisinden (Gramoxone) bir agjiz
dolusu alinmasi ile ya da derinin genis bir yiizeyinin lokal olarak maruziyeti sonucu akut
multiorgan hasarlan meydana geldigi bildirlimistir (83, 150).

Parakuat, doza bagh olarak akciger (19, 94, 100), karacier (142, 216), bébrek (60,
65, 143, 187, 199), kalp (159, 171, 178), adrenaller (148, 178), santral sinir sistemi (50,
95), deri (42, 102), oral mukoza ve &zefagusta (217) dnemili toksik hasarlara yol agar.
Bunlann yanisira, mutajenik etkisi de dikkate alinmaya baglanmigtir (189).

insanlarda parakuat zehirlenmesl yiizde 30-60 arasinda mortalite riskl tagir (41,
83). Zehirlenmenin siddetine bagh olarak Sliimler birkag saat ile birkag hafta icinde, akut
renal yetmezlikten ya da cofunlukla “"delayed death” olarak isimlendirilen ilerleyici,
irreversibl pulmoner fibréz nedeniyle kétilye giden siddeti pulmoner yetmeziik sonucu
meydana gelmektedir (18, 33, 80, 82, 83, 197, 217).

Parakuat zehirlenmesinin ilk bulgulan sikhkia, pulmoner ddemle birlikie bdbrek ve
karaci§er fonksiyonlarnindaki bozukluldardir (33, 82).

Insanlarda parakuat zehirlenmesinin renal disfonkslyon bulgulan; lremi, azalmig
serum proteini, proteindiri, aminoasidOri, glikoziri, fosfatiir, idrarda agin sodyum ve (rat
kaybi (serum elektrolit diizeyl defisikliklerl) ile sonuglanan proksimal tiibiiler fonksiyon
bozukluklarini kapsar. Renal biyopsi ya da bbrek dokusunun postmortem incelenmesinde
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glomeriiler dejenerasyon ile proksimal tiibliler nekroz sikhkla gérilir. Akut tiibiler
nekroza bagh olarak oligiirik ya da non-oligiirik renal yetmezlik geligebilir. Ayrica adrenal
kortikal nekroz olusumu da dikkate deer sikliktadir. Ancak renal yetmezlik, parakuat
zehirlenmesindeki 6liimlerin genel nedeni degildir (9, 41, 80, 178, 184, 217).

Insanlarda Gramoxone ingesyonunun akut renal yetmezlige neden oldugu sikiikia
bildirilmigtir (65, 83, 187, 198). Yapilan toksikolojik arastrmalarda, sigan, fare, kdpek ve
koyunlara parakuat verildikten sonra proksimal tiibiiler hasar ve renal fonksiyonlarda
azalma gozlenmigtir (12, 51, 122, 147, 221, 222). Absorbe olunan parakuat'in ylizde
80'den fazlasinin bobrekler yoluyla itrah edilmesinin, renal fonksiyonlardaki erken
bozulmanin sonucu parakuat eliminasyonunu azalttifi ve parakuat kinetiklerini degistirerek
toksisiteyi arttrdiy bildirilmistir (46). Parakuat nefrotoksisitesi nefronun proksimal
segmenti ile sinirhidir. Parakuat’in baglhca bobrekler yoluyla ve aktif sekresyonla atilmasi,
proksimal tiibill hiicrelerinde yilksek konsantrasyonlarda birikmesine neden olur, Ayn
zamanda bodbreklerde toksik konsantrasyona. erisen herbisidin renal fonksiyonlarda
meydana getirdigi bozulma ve renal hasar, eliminasyonuna engel olarak bébrek digindaki
diger organlarda da birikmesine ve toksik etki géstermesine neden olur (51, 85).

Parakuat'n /n vivo toksisite mekanizmasi, bitki hicresindeki fitotoksisite
mekanizmas! ile benzerdir : Parakuatin tek elektron rediiksiyonu ile baglayan siklik
rediiksiyon-oksidasyon reaksiyonlari sonucunda meydana gelen reaktif oksijen tiirleri
(sUiperoksit ve peroksit radikalleri), hiicre membranindaki poli-doymamis yag asitleri ile
reaksiyona girerek lipit hidroperoksitlerini meydana getirir. Oldukca dayahnksuz olan lipit
hidroperoksitleri yag asidl serbest radikallerine dekompoze olur. Bdylece hiicre dliimiine
neden olan lipit peroksidasyonu zincir reaksiyonu tetiklenmis olur (Sekil 4).

Bunun yarusira hiicrede NADPH'in hizlh ve siirekli oksidasyonunun, yasamsal
hiicresel faaliyetlerin yavaglamasi ve yaygin hiicre 6liimiinde énemli rolii oldugu da bir
‘gergektir (17, 33, 195).
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Sekil 4. Parakuat’in in vivo toksisite mekanizmas: (Bus ve ark. (1975) tarafindan &nerilen),
(33).

I1.6. Asetaminofen

Asetaminofen (Parasetamol; N-asetil-p-aminofenol; APAP) (Sekil 5), non-steroidal
antiinflamatuvar ilaglar (NSAIl)in para-aminofenol tirevieri grubunda yer alir. Giigli
analjezik ve antipiretik etkiye sahip olmakla birlikte antiinflamatuvar etkisi oldukca zayiftir
(110).

NHCOCH,

OH

Sekil 5. Asetaminofen’in yapist
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Asetaminofen 180010 yillann sonlarinda sentez edilmig, tipta ilk defa 1893 yilinda
von Mering tarafindan kullanilmigtir. Fenasetin’in baglica aktif metaboliti oldugunun
anlasildidi 1949 yilindan sonra popiiler bir ilag haline gelmistir (39). Fenasetin'in analjezik
nefropatisine neden oldudunun anlagiimasiyle birlikke 19607%ardan itibaren basta
Iskandinav iilkeleri olmak iizere Tiirkiye de dahil birgok {ilkede kullanimi yasakianmis,
onun yerini asetaminofen almistir. Giinlimiizde asetaminofen tiim diinyada yaygin olarak
kullanilan narkotik-olmayan analjezik-antipiretik ilaclarin baginda gelmektedir (110, 177).

I1.6.1. Farmakolojik Etkileri

Asetaminofen, analjezik-antipiretik etkileri aspirin’e egit fakat antiinflamatuvar
etkinli§i oldukca diisiik olan bir ilagtir. Bu nedenle iltihabi indikasyonlarda kullanilmaz.
Ancak antiinflamatuvar ilaglann analjezik etkisini artirmak icin kombine kullanilabilir
(110).

Asetaminofen, ozellikle gocuklarda ve asg')irin kullanimi kontrendike olan (gut ya da
peptik Ulserll) hastalar da dahil olmak iizere her yastan insanda, imh-orta siddetli
agnlarin tedavisinde kullanilan “mild-analgesic” olarak tabir edilen bir ilagtr. Analjezik-
antipiretik etkilerinin santral sinir sisteminde arasidonat siklooksijenaz enzimi {izerinden
prostaglandinlerin sentez ve saliverilmesini selektif olarak inhibe etmesiyle lliskili oldugu
ileri stirGimligtiir. Periferdeki peroksitten zengin iltihabi dokulardaki siklooksijenaz’ inhibe
edememesi, antiinflamatuvar etkisinin olmamasini agiklayabilir. Yetigkinlere énerilen oral
dozu glinde 4 g asmamak gartiyla 500-1000 mg'dir; bu dozlarda self-medikasyon igin 5-
10 glinden faza kullaniimasi tavsiye edilmez (27, 39, 110, 182).

I1.6.2. Absorbsiyon ve Farmakokinetigi

Asetaminofen oral yoldan alindiinda GiK'dan siiratle ve tamamen absorbe olur.
Sistemik yararhhi§y ylizde 75%r. Terapttik etkisi erken baglar; plazma diizeyi 1/2-1 saat
icinde maksimuma erigir. Terapdtik yan dmri 1.5-2.5 saattir, toksik dozlarda 8 saate kadar
ckabilir hatta artabilir (27, 110, 172, 182). Plazma yan 6mr{in{in uzamasinda karaciger
hasarina bagh olarak ilacin metabolizmasindaki bozulmanin ve konjugasyonun doygunluga
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erismesinin rolii oldugu distinilmiisse de, alinan dozun bilyiik kisminin baslangigta hizh
bir gekilde absorbe edilmesinin, kalan kismin absorbsiyonunun ise yavag ve uzamis
olmasinin asil 6nemli etken oldugu belirtiimistir (204),

Asetaminofen, viicut sivilarinda hemen hemen uniform bir dagiim gosterir ve
dedjisken oranlarda plazma protelnierine baglanir. Akut zehirlenme durumunda yiizde 20-
50'sinin plazma proteinlerine baglandigi bildiriimigtir (27, 110, 182).

Asetaminofen, bilylk oranda (yaklasik ylzde 951) metabolize edilerek, bashca
karacider mikrozomal enzimleri tarafindan glukuronik ve siilfiirik asitle konjuge edilip non-
toksik metabolitleri halinde idrarla atihr, gok az bir kismu da degismemis halde idrarda
bulunur. Normal metabolizmasinda llacin yaklagik ylizde 4 oraninda sitokrom P450 karma
fonksiyoniu oksidaz enzim sisteml yoluyla oksitlenerek kimyasal olarak reaktif ara {rlinlere
doniistiigh bildiriimigtir. Terapdtik dozlarda toksik ara metabolitler hiicresel glutatyon ile
konjuge edilerek hizla detoksifiye edilir. Glutatyon konjugatian vilcuttan intakt olarak ya
da sistein veya merkaptiirik asit ile konjuge edilerek sekonder metabolitler seklinde atilirlar
(110, 172, 204). Asetaminofen’den sitokrom P450 araciigy ile olusan bir metaboliti, N-
asetil-p-benzokinoniminin ise gok reaktif bir ara bilesik oldufju ve glutatyon’un silifidril
gruplan ile tepkimeye girdigi bildiriimigtir (177) (Sekil 6).

Farelerde yapilan bir ¢alismada metabolitlerin doku/plazma oranlan tespit edilmis;
glutatyon konjugatlannin karaciierde, sistein konjugatlannin bdbrekte konsantre
olmasinin, fare bbbredinin sistein konjugatianminin sentezinde baglica yer olabilecegini
diisiindirmistilr (204). Asetaminofen’in hidroksillenmig ve deasetillenmis metabolitierl de
az miktarda olusur. Mutad dozda eliminasyon yan émrii 2.4 saattir; agin dozda alindijinda
7.3 saate kadar cikabilir (110).

I1.6.3. Toksikolojik Gzellikleri

Asetaminofen, hekimin tavsiye ettifi tedavi dozlarinda alindiinda lyi tolere edilen,
yan etkileri az olan bir ilacbr. Ancak, asin dozda alindiinda doza baglh olarak oldukga ciddi
yan etkiler meydana getirebilir (110).



Asetaminofen agirt dozda alindiginda, oldiriicl akut karaciéer nekrozu yaptgi
bilinen az sayidaki ilaglardan biridir (110, 182). Ayrica agin dozlarinda renal tiibiler nekroz
ve akut bbrek yetmezligi gelistigi de bildirilmistir (173).

Yetiskinlerde bir seferde 10 g ve (istli dozlarda alindiinda belirgin akut karaciger
nekrozu siklikla meydana gelir. Bir seferde 20 g'in (izerinde alinmigsa 6liim riski artar (39,
110). ingiltere’de yapilan bir aragtrmanin istatistiksel sonuclar, asetaminofenin 1989
yilinda self-zehirlenme vakalarinda meydana gelen dliimlerin dérdiincl en yaygin sebebi
oldugunu ortaya koymustur. Bu raporda ilacin ingiltere ve Galler'de “intihar hapi” olarak
adlandinidigy da goriilmektedir (177).

Hlacn absorbsiyonu, eliminasyonu ile kiyasiandi§inda olduk¢a hiziidir. Bu nedenle
oral olarak alinan ilag hizla dokulara gegebilir. ilag degismemis halde basta karaciger
olmak {zere, yiksek miktarlarda bébrek dokusunda birikir ve bu organlar icin potansiyel
toksisite olusturabilir (39, 204).

Karaciger ve bobrek asetaminofen’in konjugasyonunda baslica rolii olan organiardir
(204).

Asetaminofen, bdbreklerde primer olarak glukuronidasyon ile elimine edilir. UDP-
glukuronil transferaz enzimi genetik olarak eksik olan Gunn ve RHA siganlarin
asetaminofen nefrotoksisitesine daha duyarh olduklan gosterilmigtir. Duyarhigin
nedeninin, ilacin glpkuronidasyonundaki azalmaya ve dolayisiyla sitokrom P450 aracih
biyoaktivasyonundaki artmanin sonucunda meydana gelen toksik reaktif ara Griinlere bagl
oldugu ortaya konulmustur (47).

Asetaminofen’in toksik renal metabolizmasinda iki major metabolik yolun Gnemli
oldugu bildirilmistir. Bunlar, baglica kortekste lokalize olan NADPH-bagiml sitokrom P450
kangik fonksiyonlu oksidaz sistemi digeri ile, baskin olarak medullada lokalize olan NADPH-
baimsiz prostaglandin H sentaz (yag asidi sikiooksijenaz ve prostaglandin
hidroperoksidaz) sistemidir (220).

Yilksek dozda asetaminofen insanlarda, Fischer 344 (F344) sicanlarda hepatik
sentrilobular ve renal kortikal nekroza neden olur. Hepatik nekroz, mikrozomal sitokrom
P450 sistemi aracthd ile arilleyici ara Griinlin olusumuna baglidir. Ancak renal mikrozomlar
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tarafindan da asetaminofenin P450 bagimh mekanizmalar yoluyla arilleyici ara uriine
metabolize edilmesi, asetaminofen’in neden oldugu renal hasarin en azindan bir kisminin,
karacigerde gerceklesen biyokimyasal mekanizmalara benzer oldugunu diistindiirmektedir
(151).

Agsiri miktarlarda ilacin genellikle cana kiyma amaayla alindi& bilinmektedir. flacin
agin dozlarda allnmasi sonucu meydana gelen akut nefrotoksisite, asetaminofen’in
sitokrom P450 kangik fonksiyoniu oksidazlar ile metabolik aktivasyonuna baglidir ve baskin
olarak renal korteksle sinirlidir. Asetaminofen’in metabolik aktivasyonu sonucu N-asetil-p-
benzokinonimin meydana gelir. Bu bilegik, asetaminofen nefrotoksisitesinden sorumiu
baslica reaktif metabolit olarak kabul edilmektedir. Bu reaktif arilleyid ara riin, non-
enzimatik olarak glutatyon ile reaksiyona girerek detoksifiye edilir. Hiicresel koruyucu
mekanizmalar (glutatyon ve glutatyon-badimh enzimler) reaktif metabolitieri detoksifiye
etmede yetersiz kaldiklan zaman biriken non-konjuge metabolitier renal hiicresel
makromolekiillere Irreversibl olarak baglanir, hiicrenin yapi ve fonksiyonlarini bozarak
toksik etkilerini gosterir (Sekil 6). Hiicresel diizeydeki bu biyokimyasal degisiklikler
morfolojik olarak tespit edilebilir doku hasarlarindan énce meydana gelir (27, 59, 177,
182, 220). Besinsel glutatyon eksikligine bagh olarak glutatyon’un hiicresel depolarinin
azalmasi sonucu, kronik alkoliklerde renal toksisiteye duyarliligin artbdi ve ilacin terapotik
dozlarinda dahi akut tiibiiler nekroz gelistigi bildiriimistir (111).

Insanlarda ve deney hayvanlarinda akut olarak asiri  dozlarda alinan
asetaminofen’in, akut karacifer nekrozu ile beraber akut bdbrek yetmezliine neden
olduu (28, 30) ya da karacier hasari gbdzlensin/gdzlenmesin bdbrek yetmezlidi
olugturabildigi (45, 52, 103, 105) bildirilmistir. Asetaminofen zehirlenmesinden sonra renal
ve hepatik toksisite olusumunda gdzlenen bu farklar, P450 metabolize eden enzimlerin
karaciger ve bobrekte karakter bakimindan oldukga farkli oldugunu (20), asetaminofenin
hiicresel toksisite mekanizmalannin ayni olmadigini géstermektedir (154).

Sicanlarda yapillan bir ¢alismada; asetaminofen’in indiikledigi hepato-renal
toksisitenin mikrozomal monooksijenaziarin inhibitdrii olan dietilditiyo karbamat ile
tamamen onlenebildidi, karaci@erde glutatyon miktarninda énemli azalma olurken, bbrekte
bu tip etkinin gozlenmemesine dayanarak, asetaminofenin hepato- ve nefrotoksik
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etkilerinin farkli mekanizmalara dayandig lleri stirGiimiistiir. Parasetamol-S konjugatiarinin
bobrekde C-S-lLiyaz tarafindan metabolize ediimesinin nefrotoksisiteden sorumiu
olabilecedi hipotez olarak énerilmigtir (137).

Difer bir arastrmada ise; erkek Wistar sicanlarda akut asetaminofen
nefrotoksisitesi arastirilmig ve farkh dozlarda (200, 500, 1000 mg/kg, i.p.) asetaminofen
uygulanmasinin sonucunda tiim dozlarda karaciferde gldtatyon dizeylerinde azalma
goriiliirken, sadece 1000 mg/kg dozundaki asetaminofen uygulamasinin bobrekte
glutatyon diizeyinde azalmaya yol achdi gbsterilmistir. Aynca renal hasarin, hepatik hasar
gbzlensin ya da gézlenmesin meydana geldigi saptanmistir. Erken dénem asetaminofen
nefrotoksisitesinin, tiibiiler fonksiyonlarda ve 6zellikle medullar dokunun distal yapisinda
dedisikliklere yol acan renal hemodinamik dedisiklikiere bagh oldugu bildirilmistir (212).

Insanlarda asetaminofen’in kronik kullanimina bagh olarak (54, 188) ve deneysel
olarak uzun siire asetaminofen verilen siganlarda (32), renal medullada asetaminofen
birikimi sonucunda “renal papiller nekroz” ile karakterize analjezik nefropatisinin gelistigi
bildirilmistir. Asetaminofen kullanimina baglh geligen analjezik aligkanhdinin, renal
hastaliklarin ve renal yetmezligin gelisiminde 6nemli bir morbidite-mortaliteye sahip
oldugu bildirilmistir (149).

Asetaminofenin kronik nefrotoksisitesinden, prostaglandin H sentaz enzim
kompleksinin araahk ettigi direk hiicresel hasar sorumlu tutulmaktadir. Deneysel olarak
indlklenen kronik nefrotoksisitede, prostaglandin H sentaz enzim kompleksinin
prostaglandin hidroperoksidaz komponentinin aktive oldugu, asetaminofen’l okside ederek
reaktif ara irlin meydana getirdigi gozlenmistir. Bu reaktif metabolitin glutatyon ile
konjuge olarak detoksifiye edildifi ya da asetaminofen’i rejenere ettigi bildiriimistir.
Glutatyon eksikligl, hilicre hasarnni Indiikledigi gibi prostaglandin hidroperoksidaz
aktivitesini de artbrarak, asetaminofenin ko-oksidasyonunu ve toksik reaktif
metabolitierinin olusumunu indikler (220). Asetaminofen-aracih analjezik nefropatisi,
primer olarak medullar lezyonlan, sekonder olarak kortikal hasar bulgulanm igerir (134).

Tavsanlarda yapilan bir galismada, tavsan bobreginin medulla bolgesinin kortekse
oranla daha diisik glutatyon, glutatyon rediiktaz, glutatyon peroksidaz ve GGTP
aktivitesine sahip oldugu gosterilmistir. Bu durumun ozellikle asetaminofen’e bagh
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analjezik nefropatisi gelisiminde medulla bdlgesinin neden daha savunmasiz (hassas)
oldugunu agiklamada yardima olabilecedji ileri strGimistir (136). Medullada asetaminofen
birikimi zellikle kronik nefrotoksisite ve analjezik nefropatisinin gelisiminde Snemil
bulunmugtur (220).

Asetaminofen, renal ve hepatik mikrozomlarda p-aminofencl’e (PAP)
deasetillenmektedir. Asetaminofenin deasetilasyonu ile olugan PAP, F344 sicanlarda
proksimal tUbiiliin pars rektasinda selektif olarak nekroza neden olmaktadir. PAP'UN, p-
aminofenoksi serbest radikaline oksitlendi§i ve bu radikalin oksidasyonu sonucu olusan
1,4-benzokinoniminin de hilcresel makromekiillere kovalent olarak baglandifi
belirlenmigtir. Ayrica, baz benzokinol-glutatyon konjugatiarinin da sicanlarda renal
nekroza neden olduklan bildiriimistir. PAP'lin glutatyon ile konjugasyonu sonucu meydana
gelen metabolitin oksidasyonu sonucunda olugsan 1,4-benzokinonimin tiyoeterin bdbrek
dokusunda PAP'dan daha toksik etkill oldugu bildiriimistir (67).

Hart ve ark. (56), 600 mg/kg, i.p. asetaminofen verilen genc erkek CD-1 farelerde
asetaminofen’in bobrekte biyotransformasyonu ile olusan reaktif elektrofillerin kovalent
baglanmasinin nefrotoksisitede dnemii rolii oldugunu ifade etmislerdir.

Erkek CD-1 farelerde, bdbrek kiiltiiriinde yapilan bir calismada asetaminofen’in
sitozolik proteinleri arilledigi gdsterilmis ve selektif olarak 58-kDa asetaminofen-baglayici
proteinin en belirgin sitozollk hedef oldugu bildiriimistir (88).

Hart ve ark. (55), erkek CD-1 farelerdeki asetaminofen nefrotoksisitesinin, F344
sicanlardaki mekanizmadan farkh yolla meydana geldidinl, deasetilasyonun sart
olmadifini, sitokrom P450 arach aktivasyonla meydana gelen toksik elekirofil metabolitin
kovalent baglanmasiyia ligili oldugunu ifade etmislerdir.

Newton ve ark.(151), asetaminofen’in deasetilasyonu He olusan metaboliti PAP{in
nefrotoksik etidsini Fischer-344 (F344) sicanlarda aragbrmislardir. Bu amagla sicanlara
dedisik dozlarda APAP (0-900 mg/kg, s.c.) veya PAP (0-200 mg/kg, s.c.) uygulayarak 24
saatlik idrarda PAP itrahini igmilgler, bu metabolitin renal ve hepatik fonksiyonlara etkisini
incelemiglerdir. Calisma sonucunda, asetaminofen’den bobrekte olusan PAP'lin gliclii ve
Gzgll bir nefrotoksik bilesik oldugu, asetaminofen kullamimina bagh olarak ortaya ¢ikabilen



renal nekrozdan bu bilesigin sorumlu olabilecedi 6ne siiriilmigtiir. Ayrica, asetaminofen ve
PAPUNn renal glutatyon konsantrasyonunu azalthd, renal makromolekiilleri ariliedigi
gbsterilmistir.

Sicanlarda, asetaminofenin bdbrekderde metabolik aktivasyonu igin PAPe
deasetilasyonunun sart oldugu, deasetilasyon sonucunda PAP‘lin renal mikrozomlarda
NADPH-bagimsiz mekanizmalar yoluyla dénemli bir metabolik aktivasyonunun sdzkonusu
olduu ve asetaminofen’in indiikledidi nefrotoksisitenin gelisiminde PAP’lin UstiinlG§i
bildirilmistir (152, 158).

Aynica, asetaminofenin sltotoksik metabolitlerinin glutatyon ile konjuge
edilmesinde tiirler arasinda hatta bireysel kapasiteler agisindan da fark oldugu (59),
asetaminofen’in bébrek dokusu tarafindan tUtuIabilirIi§inin ve nefrotoksik metabolit PAP’e
duyarliigin tiire gore farkli oldugu (154) bildirilmistir.

Asetaminofen’in farmakokinetik ve me@abolizmasmm incelendigi  galismalarda;
erkek, orta-yasl Sprague-Dawley (SD) sicanlann (9-12 aylik), geng sicanlara (2-3 aylk)
gore asetaminofen nefrotoksisitesine daha duyarh olduklarn gézienmistir (205). Benzer bir
calismanin F344 sicanlarda yapildig bir arasbrmada; bu sicanlarda asetaminofen
nefrotoksisitesinde gbzlenen farkhlikiarin, siganlann asetaminofenin indiikledigi
nefrotoksisiteye yasa bagl olarak goésterdikleri duyarliifin artmasiyla ilgili olabilecegini
disiindiirmistiir (10).

Sicanlarda yapllan calismalarda, asetaminofen nefrotoksisitesinde sekse bagh
farkhliklar olduu ortaya konmugtur. Geng disi SD sfganl'arin, ayni yastaki erkek sicanlara
gore asetaminofen nefrotoksisitesine daha duyarli olduklar, sekse bagl nefrotoksisiteden
sorumlu mekanizmanin, asetaminofen’in sitokrom P450 aracili N-asetil-p-benzokinonimin’e
biyoaktivasyonundaki ve/veya PAP'e deasetilasyonundaki farka bagh olabilecedi
bildiriimigtir (141).

Asetaminofen’in indiikledigi nefrotoksisitede soy farkiii§inin 6neminin aragtirildig
bir calismada; geng erkek F344 sicanlarin agirhklan bakimindan eslestiriimis SD sicanlara
gbre, asetaminofen nefrotoksisitesine daha duyarl olduklan fakat SD sicanlarda boyle bir
duyarlihgin olmadigi gozlenmigtir (203). Yiiksek dozda asetaminofen’in SD sican, fare ve
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tavsanlarin bobrek dokularinda tespit edilebilir bir histopatolojik dedisiklik yaratmadig,
erkek F344 sicanlarda ise proksimal tiibiiler nekroza yol agtig: bildirilmistir (153).

Sicanlarda asetaminofen nefrotoksisitesine soy farkiigi {izerine farmakokinetigin
roliiniin incelendigi bir calismada; 2 aylik F344 ve SD sicanlarda, asetaminofen’e bagh
nefrotoksisitede soy farkiiliginin, asetaminofen metabolizmasindaki major yollar ya da
farmakokinetikteki farkliiga bagh olmadigi goriilmustdr (203).

Sicanlarda asetaminofen’in indiikledigi nefrotoksisitenin hayvan tiirline gére
degisiklik gdstermesinin, asetaminofen’in P450%i aktive etmesindeki veya nefrotoksik
metabolit olan PAP’e deasetilasyonundaki farklihga baglanamayacadi (153), tiirler arasi bu
farklihgin, PAP'lin bobrekteki aktivasyonunun ya da PAP'den meydana gelen reéktif ara
Urinlerin detoksifikasyonundaki farkliiklarin tiire gore farkh olusuyla (154) veya
bobrekteki glutatyon’u rejenere edebilme kabiliyetinin tiire gére farkh olusuyla ilgili
olabilecedi (36) bildirilmigtir.

Tarloff ve ark. (204), asetaminofen’in indiikledig‘ji nefrotoksisitenin, sicanin tiirii
yanisira yasi ile de iligkili oldugu, yas ilerledikge, tiir farkliigindan kaynaklanan etkinin
azaldigini, ilacn farmakokinetigindeki yasa bagh farkhhiklarla ilintili olabilecegini 6ne
sirmislerdir.

Newton ve ark. (155), asetaminofen’in nefrotoksisitesi konusunda sicaniarda
yaptklan arastrmada; asetaminofenin neden oldugu kortikal nekrozun olabilmesinin,
direk olarak P450 bagimli asetaminofen’in metabolik aktivasyonu ya da asetaminofen’in
deasetilasyonu ile olusan PAP’Un metabolik aktivasyonuna bagh olusan reaktif ara
Griinlerin olusumuyla ilgili olabilecegini; 6zellikle PAP’den olusan reaktif arilleyic ara
ﬁrﬁn/ﬁrﬁnleﬁn in vivo ortamda renal makromolekiilleri F344 sicanlarda arilledigi oysa SD
sicanlarda bu olayin gergeklesmedigini gdstermiglerdir. Aym aragtirmacilar bagka bir
calismalaninda; /n vitro sartlarda, PAPlin aktivasyonunun karacifere gore bobrekte 5-10
kat daha fazla oldugunu da saptamislardir (154).

Asetaminofen’e bagdli organ hasarinda gismanhidin bir risk faktérii olup olmadiginin
SD sicanlarda aragtnidigi galigmada; asin beslenen sisman siganlardaki artmis karaciger
ve bdbrek hasar, beslenmesi pelletie kontrol edilen sicanlara gére énemli bulunmugstur.



Ayrica sisman si¢anlarda, diyeti pelletle kontrol edilen siganlara gére daha fazla glukuronik
asit ve daha az siilfat konjugatt meydana geldidinin gozlenmesi, sisman insanlardaki
artmis glukuronidasyona ve artmis toksisiteye de klinik bir kanit olmugtur (44).

Colin ve ark. (40), asetaminofen’in doza bagh metabolizmasina ilacin uygulama
yollarinin etkisini sicanlarda incelemislerdir; 100-750 mg/kg aralikta secilen dozlarda I.p.
veya oral (p.o.) olarak tek doz asetaminofen uygulamasindan beliri bir siire sonra ilag ve
metabolitlerinin idrar konsantrasyonlari saptanmis, bazi biyokimyasal parametreler
-aracthd ile karacider ve bobrekteki toksisiteleri izZlenmigtir. Yiiksek dozda ilacin i.p. olarak
uygulandiginda hepatik ve renal toksisite yaptdi, oral verildi§inde ise bu etkilerin ortaya
ckmadign anlasiimig, toksik etkinin, i.p. olarak uygulanan ilacin idrarda gerek degisiklige
ugramamis halde, gerekse merkaptiirat seklinde, afiiz yolu ile uygulandiindan cok daha
yiiksek oranda bulunmasi ile ilgili olabilecedii sonucuna vanimigtir.
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Sekil 6. Asetaminofen metabolizmast : Asetaminofen nomal terapdtik dozlarda 1 ve 2,
yiiksek dozlarda 3 ve 4 ile g8sterilen yollarla metabolize edilir. Glutatyon tilkendi§inde toksik ara
iiriin proteinlerle reaksiyona girer ve hiicre hasarina yol acar (reaksiyon 5) (177).



BOLUM I11
ARAG, GEREC ve YONTEMLER

II1.1. Kullanmilan Maddeler

Parakuat dikiorir

L-6-glutamil-p-nitroanilid monohidrat

Glisil glisin

p-nitrofenil N-asetil-B-D-glukozaminid

p-nitrofenol

Folin-Ciocalteu

Sodyum azid

Sephadex G-25 Fine

"Sigma Chem. Co., St. Louis, U.S.A.” den saglanmigtir.
2-amino-2-metil-1-propanol hidroldoriir
Tris(hidroksimetil)-aminometan

Kreatinin

Pikrik asit

Sigir serum albumin

Fenol

Sodyum nitro prussid

Ure

Ureaz

"E. Merck, Darmstadt, Germany" den saglanmustir.
Asetaminofen, Fako A.S.'den sa§lanmigtir.
Deneylerde kullanilan diger maddeler amaca uygun safliktadir.

II1.2. Kullanilan Aletler

Hassas terazi - Sartorius 2442
pH metre - Schott Gerate CG 840
Magnetik karisting - Niive MK 318
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Tip kanistiria - Nivemix NM 110

Calkalamali su banyosu - Niive BM 101

Santrifiij - Heraeus Spatech Minifuge RF
Spektrofotometre - Shimadzu Digital UV-VIS 160 A
Otomatik pipet - Socorex Swiss ve Genex Beta
Tibbi pens ve bistiiri

II1.3. Kullanilan Cozeltiler

II1.3.1. GGTP Aktivite Tayini icin Kullanilan Cozeltiler (139)
1.) Tampon-Glisil Glisin Cbzeltisi, pH: 8.2 :
(120 mmol/L tris, 90 mmol/L giisil glisin, 10 mmol/L MgCl,)

1.454 g tris, 1.189 g dlisil glisin ve 0.244 g MgCl,.6H,0 tartildi. Yaklasik 80 ml
distile suda ¢oztildii. 25°C de damla damla 1 mol/L HCl ilavesiyle pH: 8.2'ye getirildi ve 100
ml‘ye distile su ile tamamilandi.

2.) GGPNA-Siibstrat Cozeltisi, 48 mmol/L, 0.15 mol/L HCl iginde :

1.370 g L-gamma-glutamil-p-nitroanilid monohidrat tartildi, 0.15 mol/L. HCl'de
¢oziildii ve 100 ml'ye tamamlandi.

Bu gozelti kullanilacagi zaman taze olarak hazirland.
3.) 1.4 mol/L Glasiyel Asetik Asit Cozeltisi :

% 100'lik glasiyel asetik asitten 8.01 ml alind, distile suyla 100 mi‘ye tamamlandi.
4.) 1mol/LHC:

% 37k HCl'den 8.281 ml alind, distile suyla 100 ml‘ye tamamlandi.
5.) 0.15mol/LHCl:

% 377k HCI'den 1.242 ml alindi, distile suyla 100 ml'ye tamamiland:.
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IIL3.2. NAG Aktivite Tayini Icin Kullanilan Gozeltiler (91)
1.) Sitrik Asit Cozeltisi, 0.2 mol/L :
4.2 g sitrik asit.H,0 tartildt, distile su ile ¢dziilerek 100 ml'ye tamamlandt.
2.) Sodyum Sitrat Cozeitisi, 0.2 mol/L :
5.15 g susuz trisodyum sitrat tartildi, distile su ile ¢bziilerek 100 mi‘ye tamamlandi.
3.) Sitrat Tamponu, 0.1 mol/L, pH: 4.4 :

28 mi sitrik asit ¢Ozeltisi ile 22 ml sodyum sitrat gozeltisi magnetik kanstincada
kanstinildi ve cozeltinin sicakiigi 37°C'ye getirildi. pH metre kontroliinde sitrik asit veya
sodyum sitrat ¢bzeltisinden damla damla ilave edilerek pH: 4.4 + 0.05’e ayarlandi. Son
hacim distile su ile 100 mi‘ye tamamlandi.

4.) NAG-Siibstrat Cozeltisi, 10 mmol/L :

342 mg p-nitrofenil-N-asetil-B-D-glukozaminid, sitrat tamponu iginde ¢bziilerek 100
ml'ye tamamlandi. Bu ¢ozeltiden 10%ar ml alinarak polistiren tiiplere konuldu ve deney
gliniine kadar -20°C'de saklandi.

NAG-siibstrat ¢ozeltisi kullanilaca) zaman 37°Clik su banyosunda goziindiriilerek
sicakligy dengeye getirildi.

5.) AMP Tamponu, 0.75 mol/L, pH: 10.25:

9.42 g 2-amino-2-metil-1-propanol hidrokloriir yaklasik 50 mi distile suda ¢6ziildi.
pH metre kontroliinde (25°C de) 6 mol/L NaOH gbzeltisinden damia damla ilave edilerek
pH: 10.25’e ayarland:. Son hacim distile su ile 100 ml‘ye tamamland.

6.) NaOH Cozeltisi, 6 mol/L :
24 g NaOH tartidi, distile su ile gbzillerek 100 mi‘ye tamamland.
7.) PNP-Cahsma Standardi, 100 pmol/L :

10 mmol/L p-nitrofenol stok standardindan 1 ml alinarak 0.15 mol/L NaCl ¢bzeltisi
ite 100 ml’ye tamamiand.

Bu gdzelti kullanilacagi zaman taze olarak haarland.
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8.) NaCl Cozeltisi, 0.15 mol/L :

0.876 g NaCl tartildi, distile su ile ¢dziilerek 100 mi‘ye tamamiandi.
9.) NAG Kolonu (Sephadex G-25 Fine) Rejenerasyon Cozeltileri :

- NaCl Gozeltisi, 0.15 mol/L

- NaN; Cozeltisi, 3.1 mmol/L :

50.37 mg sodyum azid tartildi, distile suda ¢oziilerek 250 ml‘ye tamamiandi.

II1.3.3. Kreatinin Miktar Tayininde Kullanilan Cozeltiler
1.) 0.1 N HC Cozeltisi :
% 37"k HCl'den 0.828 ml alinip distile su ile 100 mi‘ye tamamlandi.
2.) TCA Cozeltisi, 1.2 mol/L :
19.606 g trikloroasetik asit distile suda gbzillerek 100 mi‘'ye tamamlandi.
3.) % 6.4 NaOH Cozeltisi :
6.4 g NaOH tartldi, bir miktar distile suda géziilerek hacmi 100 ml‘ye tamamiandi.
4.) Doymus Pikrik Asit Cozeltisi :

Pikrik asit {izerine bir miktar distile su eklenip kanstinimak suretiyle doygun hale
getirildi. Stizgec kagidindan siiziilerek berrakiastiniidi.

5.) Alkall Pikrat CBzeltist :

1:1 oraninda doymus pikrik asit gozeltisi ile NaOH cOzeltisinin kanigtinimasiyla
haarlandi. Bu gozelti kullamlacagi zaman taze olarak hazrlandi.

6.) Standart Stok Kreatinin Cézeltisi, % 100 mg, 0.1 N HCl Gézeltisi icinde :
100 mg kreatinin tartildi, 0.1 N HCl'de ¢6ziildii ve 100 mi‘ye tamamlandi.
7.) Kreatinin Calisma Standardi Cozeltisi, % 1 mg :
1 mi standart stok kreatinin ¢bzeltisi distile suyla 100 ml’ye seyretildi.

Bu ¢bizelti her hafta taze olarak haziriandi.
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I11.3.4. BUN Miktar Tayininde Kullamilan Cozeltiler (179)
Tum gozeltiler bidistile ve amonyum icermeyen suyla hazirlanmigtir.
1.) Fenol-Nitroprussid Cézeltisi :

10 g fenol ve 0.05 g sodyum nitroprussid.2H,0 tartidt, distile suda gbziilerek Lye
tamamland.

2.) Alkali Hipoklorit Cézeltisi :

5 g NaOH yaklagik 500 mi distile suda g¢6ziilip sogutuldu ve 0.42 g sodyum
hipokloriir ilave edilerek distile suyla L'ye tamamiand.

3.) EDTA Cozeltisi, 10 g/L, pH: 6.5 :

10 g EDTA disodyum yaklasik 800 mi distile suda ¢dziildii. pH metre kontroliinde
damla damia 1 M NaOH ilavesiyle pH: 6.5'a getirildi, distile su ile L'ye tamamilandi.

4.) Stok Ureaz:

0.2 g lreaz (3000-4000 U/g) 10 mi distile su ve 10 ml gliserol ile magnetik
kanstinaida kanstiritarak siispansiyon seklinde hazirland.

5.) Calisma Ureaz:
1 mi stok Ureaz slispansiyonu, EDTA ¢ozeltisi ile 100 ml'ye seyreltildi.
6.) Standart Stok Ure gozeltisi (% 500 mg iire azotu igerir) :

1.0717 g susuz (re tarbidi, bir miktar distile suda ¢oziilerek 100 mi'ye tamamlandi.
Koruyucu olarak 0.1 g sodyum azid eklendi.

7.) Ure Calisma Standard: Cozeltisi (% 10 mg iire azotu igerir) :
2 mi standart stok {ire gbzeltisi distile suyla 100 ml'ye seyreltildi.
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I11.3.5. Protein Miktar Tayininde Kullanilan Cozeltiler (124)
1.) % 2 Na,CO; Gozeltisi, 0.1 N NaOH Icinde :
2 g Na,CO; tartildi, 0.1 N NaOH iginde ¢dziindiriilerek 100 miye tamamland.
2.) % 2 Na-K Tartarat Cozeltisi :
2 g Na-K tartarat distile suda gbzillerek hacmi 100 mi'ye tamamlandi.
3.) % 1 CuS0,4.5H,0 Cozeltisi :
1 g CuS0..5H,0 tartilarak distile suda ¢6ziildii, hacmi 100 ml'ye tamamlandi.
4.) Protein Renk Reaktifi Cozeltisi :

50 ml Na,CO; cozeltisine, 0.5 ml Na-K tartarat ¢dzeltisi ve 0.5 ml CuSQ4.5H,0
¢ozeltisi ilave edilerek deney glinii taze olarak haarlandi.

5.) Folin-Ciocalteu Cozeltisi :
Bu cozelt! kullanilacadi zaman 1:1 oraninda distile su ile seyreltilerek haziriand.
6.) Standart Stok Protein Gozeltisi, 1 mg/ml :

10 mg siir serum albumini (BSA) hassas olarak tartildi, distile su ile 10 ml'ye
tamamland.

II1.3.6. Bobrek Dokusunun Histolojik Incelemesinde Kullamlan
Cozeltiler

II1.3.6.1. Yikama Cbzeltileri
1.) B5 Depo Cozeltisi :

66.67 g civa Kloriir ve 16.67 g sodyum asetat tarbldi. Bir miktar distile suda hafif
isiilarak ¢6zlindiiriildii ve L'ye tamamlandi. Sofuyunca siiziildii. Serin yerde muhafaza
edildi.
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2.) % 10 Tamponiu Formalin :

2.6 g K;HPO, ve 9.4 g NaH,PO, tartildi. Bir miktar distile suda ¢bziindiiriildii. 50 mi
% 37k formalin ilave edilip, distile su ile 500 ml’ye tamamiandi.

3.) B5-Formalin Tespit Gozeltisi :

9 hacim B-5 ve 1 hacim % 10 tamponlu formalin gbzeltisinin kanstinimasiyla
hazirlandi. Tespit ¢ozeltisi deney glinii bbrekler ¢ikarimadan énce taze olarak hazrlandi.

IIL1.3.6.2. Saklama Codzeltisi
1.) % 4 Tamponlu Formalin Gozeltisi :

2.6 g K;HPO, ve 9.4 g NaH,PO, tartildi. Bir miktar distile suda ¢bziindiiriildi. 20 ml
% 371k formalin ilave edilip distile su lle 500 mi‘ye tamamlandi. (% 377k formalin %
1001%i{ik kabul edilerek hesap yapiimigtir).

I11.4. Cahsma Materyali

Bu ¢aligmada, Ege Universitesi Eczaalk Fakiiltesi Deneysel Hayvan
Laboratuvari’ndan saglanan Swiss-Albino tiirlinden, saghkh gorinamid, adirhkian 180-330
g arasinda degisen (ortalama 255.56 + 3.11) toplam 108 erkek sican kullanilimigtir.

Sicanlarda parakuat, asetaminofen ve parakuat + asetaminofen verilerek
indiiklenen bdbrek hasannin saptanmasi icin idrarda GGTP ve NAG enzim aktivitelerinin
yanisira protein, kreatinin ile serumda kreatinin ve {ire azotu diizeylerine bakilmigtir.
Cikartilan sican bébrek dokusu drnekieri de histolojik olarak incelenmigtir.

Deneysel calismalar Ege Universitesi Eczaalik Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali,
Farmasétik Tokslkoloji Anabllim Dahh ve Tip Fakiitesi Patoloji Anabilim Dah'nda

gergeklestirilmistir.
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II1.4.1. Deney Hayvanlarinin Gruplandirniimasi

Deneye alinacak siganlann her biri ayn kafeslere konularak numarandinidi ve
istedikleri kadar su icmeleri ve yemeleri bakimindan serbest birakilarak normal diyetlerini
almalan saglandi. Yeni ortamlarina alistnlan deneklerin, uygulamaya gecilmeden &nce
mesaneleri bogaltldi. Eter anestezisi altinda, deney grubu sicanlarina belirli dozlarda ilag
uygulanirken, kontrol grubu siganlanna da aymi yoldan, ayni hacim ve siirede olmak iizere
distile su enjekte edildi.

Deney protokolii 4 gruptan olusmustur :

Kontrol Grubu : Ortalama viicut agirhgi 261.67 + 3.66 g olan 12 erkek sicandan
olusan bu gruba intraperitonal (i.p.) yoldan distile su enjekte edildi.

Parakuat (PK) Grubu : Ortalama viicut agirhgt 257.27 + 8.10 g olan 11 erkek
sicandan olusan bu gruba i.p. yoldan 40 mg/kg dozda parakuat tek doz olarak uygulandi.
Parakuat distile suda ¢oziilerek 8 mg/ml'lik gbzeltisi halinde hazirlandi. Uygulama dozunu
salamak {izere 0.5 mi/100 g sican viicut agiri§ esas alinarak tatbik edildi.

Asetaminofen (APAP) Grubu : Uygulanan asetaminofen dozuna gore dért grup
olusturuldu :

- APAP-250 Grubu : Ortalama viicut agirhgi 240.00 + 13.14 g olan 12
erkek sigandan olugsan bu gruba i.p. yoldan 250 mg/kg dozda
asetaminofen tek doz olarak uyguland:.

= APAP-500 Grubu : Ortalama viicut agirhdy 260.83 + 12.15 g olan 12
erkek sicandan olusan bu gruba ip. yoldan 500 mg/kg dozda
asetaminofen tek doz olarak uyguland.

- APAP-750 Grubu : Ortalama viicut agirhg 250.91 + 7.80 g olan 11 erkek
sicandan olugan bu gruba i.p. yoldan 750 mg/kg dozda asetaminofen tek
doz olarak uyguland.

- APAP-900 Grubu : Ortalama viicut agirhiéh 253.00 + 10.33 g olan 10
erkek sicandan olusan bu gruba i.p. yoldan 900 mg/kg dozda
asetaminofen tek doz olarak uygulandi.
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Siganlara farkli uygulama dozlarinda verilen asetaminofen, havanda déviiliip
inceltildikten sonra distile suda (40°C de) siispansiyonu halinde haarlandi. Asetaminofen
uygulama dozlan ve 100 g sigan viicut agirhigi basina tatbik edilen siispansiyon hacimleri

Tablo 1'de verilmistir.

Tablo 1. Asetaminofen uygulama dozlan ve 100 g sigan viicut agirhd basina tatbik edilen
stispansiyon hacimleri
APAP Uygulama Dozu Siispansiyondaki APAP Uygulanan Hacim
(mg/kg) Dozu (mg/ml) (ml/100 g sican agirhén) |
250 25 1
500 50 1
750 37,5 2
900 45 2

Parakuat + Asetaminofen (PK+APAP) Grubu : Bu gruptaki sicanlara 40 mg/kg, 1.p.
yoldan tek doz parakuat uygulandiktan 30 dakika sonra, her gruba gore farkii dozlarda

olmak {izere asetaminofen uygulandi.

PK+APAP-250 Grubu : Ortalama viicut agirligi 254.00 + 11.27 g olan 10 erkek
sicandan olugan bu gruba i.p. yoldan parakuat uygulanmasini takiben, 250 mg/kg dozda
asetaminofen tek doz olarak uygulandi.

PK+APAP-500 Grubu : Ortalama viicut agirh@ 277.00 + 10.33 g olan 10 erkek
sicandan olusan bu gruba i.p. yoldan parakuat uygulamasini takiben, 500 mg/kg dozda
asetaminofen tek doz olarak uygulandi.

PK+APAP-750 Grubu : Ortalama viicut agirigy 248.00 + 9.17 g olan 10 erkek
sicandan olusan bu gruba ip yoldan parakuat uygulamasini takiben, 750 mg/kg dozda
asetaminofen tek doz olarak uyguland.

PK+APAP-900 Grubu : Ortalama viicut agirh§i 254.00 + 8.46 g olan 10 erkek
sigandan olusan bu gruba i.p. yoldan parakuat uygulamasim takiben, 900 mg/kg dozda
asetaminofen tek doz olarak uyguland.

Deney gruplarina uygulanan ilaglann cinsi, dozu, uygulama yolu ve siiresi Tablo
2'de toplu halde veriimistir.
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Tablo 2.  Deney gruplanna uygulanan ilaglar ve dozlan ile uygulama yolu ve siiresi.
L.p.: Intraperitonal
Deney Uygulanan Sican Sayisi Doz Verilis Siire
Grup No Tlag (mg/kg) Yolu (Giin)
1 Parakuat (PK) 11 40 i.p. 1
12 250 i.p. 1
2 Asetaminofen 12 500 i.p. 1
(APAP) 11 750 i.p. 1
10 900 i.p. 1
10 40 +250 i.p. 1
3 PK + APAP 10 40 + 500 i.p. 1
10 40 + 750 i.p. 1
10 40 + 900 i.p. 1
II1.4.2. idrar ve Kan Orneklerinin Alinmasi

Deneye alinan siganlara uygulamalan yapidiktan sonra her bir sigan kendi
metabolizma kafeslerine konuldu. Oda sicaklifinin 21-25°C arasinda sabit tutuldugu, 12
saat aydinlik/karanlk olacak sekilde ayarlanan deney odasinda bir giin boyunca
bekletilerek 24 saatlik idrarlan biriktirildi. Uygulamayr takip eden bu siire boyunca
sicanlara yem verilmezken sadece su igmelerine izin verildi. idrar toplanmasindan sonra
eter anestezisi altinda sicanlarin boyunlan vurularak oéldiriilmek suretiyle kan érnekleri
alindi. Her iki bobrek histolojik inceleme icin gikanild.

idrar 6rnekleri 4°C de 3000 g'de 10 dakika santrifiij edildi. idrar slipernatantan
belirli hacimlerde seyreltilerek bekletimeden GGTP aktivite tayini ile, kreatinin ve total
protein miktar tayinleri yapildi. NAG aktivite tayini ise slipernatantlara jel filtrasyonu
uygulamasini takiben yapildi.

Alinan kan &rnekleri oda isisinda bir saat pihtilasmaya birakildiktan sonra 2000 g'de
15 dakika santrifiij edilerek serumlari ayrildi. Serum ornekierinde kreatinin ve BUN miktar
tayinleri yapildi.

I11.4.3. Bobrek Dokusunun Histolojik Incelemeye Hazirlanmasi

Her bir grup igin Tablo 2'de belirtilen ilaglann uygulanmasindan sonra gegen 24
saatlik siire sonunda boébrekler alind.
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24 saatin sonunda eter anestezisi altinda boyunlan vurularak éldiiriilen siganlardan
gikartilan bobrekler kortiko-pelvik diizZlemde birer kesi yapilarak ikiye aynildi; kapstilleri
soyulduktan sonra B5-formalin tespit gozeltisinde 30 dakika bekletildi. Sonra bal akarsu ile
yikanan dokular, % 4lik tamponlu formalin gbzeltisi icinde muhafaza edildi. B6brek
dokular Tip Fakiiltesi Patolaji Laboratuvari’nda ince dilimlere kesitlendi ve parafin bloklar
haarlandi. 4 p kalinhkta kesitler hazirlanarak hematoksilen eozin ile boyandi.

IIL.5. Yontemler

IIL5.1. GGTP Aktivitesinin Tayini (139)

idrarda GGTP aktivitesinin dlclimii; alkali ortamda siibstrat gamma-glutamil-p-
nitroanilid (GGPNA)in GGTP tarafindan gamma-glutamil kisminin glisil glisin’e transferi ile
aciga qikan sari renkli p-nitroanilin (PNA) bilesiginin 405 nm deki absorbansinin igiilmesi
esasina dayanir. Yontemin prensibi asagidaki sekilde 6zetlenebilir (Sekil 7) :

o=c—NH—< >—l\02 :;N—& y pH 4 Nu—gi

® hs

éOOH t‘:)H éOOH JZCDH NO,
v-Glutamil - p - nitroaniiid Glisil glisin v-Glutamil glisil glisin p-Nitroanilin
Sibstrat (Dondr) (Akseptor) (Transfer Grinii) (Donbr rezidii)

Sekil 7. GGTP aktivitesinin Slglim{inde kullanlan yéntemin prensibi.

4°C de 3000 g'de 10 dakika santrifilj edilen 24 saatlik idrar siipernatantindan, distile
su lle 1:10 oraninda seyreltilen idrar numunelerinde GGTP aktivite tayini yapildi. idrar
Ornekleri santrifiij edildikten sonra GGTP analizi yapilincaya kadar 4°C de muhafaza edildi.
En fazla iki gilin iginde calisildi. Yontemin ¢alisma sekli Tablo 3'de sunulmustur.
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Tablo 3. GGTP aktivitesinin tayini :

Kor Ornek
Tampon .
(Glisil — Glisin) 2ml 2 mi
Idrar 200 pl 200 ul
37°C de isttalir
Siibstrat
(Gamma glutamil p- - 200 p
nitroanilid)
37 °C de 10 dakika bekletilir
1.4 N Asetik Asit iml 1iml
Siibstrat
{(Gamma glutamil p- 200 pl -
nitroanilid)

10 dakika icinde 405 nm de kore karsi 6rnek absorbansi okunur.

AA 103 vV
GGTP Aktivitesi (U/L) = X - X
Dakika Milimolar v
Absorbtivite

formiiliinden hesaplandi. 405 nm‘de p-nitroanilinin milimolar absorbtivitesi (9.87),
V; total reaksiyon hacmi (3.4 ml), v; idrar hacmi (0.2 mi) dederleri yerlerine konulunca;

AA
GGTP Aktivitesi (U/L) = ~—===——— x 1722.389'dur.
Dakika

Dakikada 1 pmol p-nitroanilini agga cikaran GGTP aktivitesi 1 Unite olarak kabul
edildi. Sonuglar, U/L enzim aktivitesi ve U/g kreatinin (idrar kreatinini {zerinden enzim
atihmi) seklinde ayn ayn ifade edildi.

IT1.5.2. NAG Aktivitesinin Tayini (91)

idrarda NAG aktivitesi, 4°C de 3000 g'de 10 dakika santrifiij edilen 24 saatlik
idrarlarin jel filtrasyonu ile enzim inhibitérlerinden uzaklagtiriimasindan sonra tayin edildi.




Santrifiij edilen idrarlar 4°C de korunmus, en fazla 5 saat igersinde jel filtrasyonu islemi
uygulanmighir.

II1.5.2.1. Jel Filtrasyon Kromatografisi

Idrarda fizyolojik olarak itrah edilen degisik iyonlarin ve diisiik molekiil agrikis
maddelerin, (riner enzim aktivite &lclimlerini etkileyebildikleri bildirilmigtir (226). idrar
orneklerine jel filtrasyonu uygulanarak enzim aktivitesini etkileyen degisik inhibitér ve
aktivatdrleri ortamdan ayirmak miimkiindir (91, 106, 128).

Jel filtrasyonu; hemen hemen ayni biyiikliikte porlara sahip genellikle capraz bagli
polisakkarit bir materyal olan delikli "jel filtrasyon graniilleri" ile dolduruimus bir kolonda,
¢oziinmiis soliitlerin ayrimi iglemidir. Jel filtrasyon granilleri por geniglikleri ile molekiiler
bir elek gibi davranarak, kompleks bir kanigimdan molekiil agirliklanna gore maddelerin
aynmini  sadlarlar. Bio-Gel (poliakrilamid), Sephadex (dekstran) ve Sepharose
(polisakkarit) sik olarak kuitanilan bu granﬁllerin'ticari preparatlandir (38, 179).

Insolubl je! filtrasyon graniileri uygun bir ¢bziiciide birakilirsa biri graniillerin icinde,
digeri de graniillerin disinda olmak {izere iki solvent faz olugur. Kiigiik molekiiller
grantillere girebilir, buna karsiik daha biiyiik olanlar giremez. Ustten kolona uygulanan ve
tamponla elile edilen 6rnek, kolonun asagisina dogru hareket ederken, biyiik molekiiller
daha hizli hareket eder ve jel graniilleri i¢ine girmeden sadece graniiller arasindaki sivi ile
birlikte akarlar. Kigilik molekiiller ise jel grantillerinin igine girerek tutulurlar ve daha geg
eliie olurlar (38).

Jel Kromatografisinin Uygulanis :

250 mm uzuniugunda, 10 mm capinda olan jel filtrasyon kolonu, 5.6 ml'lik jel
yatadi icerecek sekilde, 0.15 mol/L NaCl ¢bzeltisi icinde siispanse edilmig hidrate Sephadex
G-25 jeli ile dolduruldu.

1 ml idrar siipernatant;, 0.5 ml eliiat (0.15 mol/L NaCl) ile birlikte kolona verildi.
Eliiat (1.5 ml) tam olarak kolondan aktiktan sonra, yeniden 2 ml eliat verildi. NAG igeren
bu elilat (2 ml) tam olarak bir tiibe toplandi ve elliatta NAG aktivite tayini yapildi.
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Ayirma isleminden sonra kolon, yeniden kullanim icin 25 ml NaCl-NaN; g6zeltisi ile
yikandi. Kolona NaCl-NaN; gdzeltisi doldurularak, ait ve (st kapaklar kapatilip, oda 1sisinda
muhafaza edildi. Rejenerasyon islemi her uygulamadan sonra tekrar edildi.

Idrarda NAG aktivitesinin dlgiimii p-Nitrofenol (PNP) Yontemi‘'ne gére yapildi. Bu
yontem; asidik ortamda silbstrat olarak kullanilan p-nitrofenil-N-asetil-8-D-glukozaminid
(PNP-NAG)'in NAG tarafindan hidrolitik parcalanmasi ile agida gikan p-nitrofenol (PNP)’lin
alkall ortamda verdigi sani rengin renk siddetinin 405 nm deki absorbansinin élclilmesi
esasina dayanir.

Idrar drneklerine jel filtrasyonu uygulandiktan sonra NAG analizi yaplllﬁcaya kadar
hicbir koruyucu madde ilave edilmeden -20°C de saklanarak, en fazla 2 giin iginde calisild:.
NAG-siibstrat gozeltisi ve jel filtre idrar, analiz 6ncesi 37°C de bekletilerek ortam isisina
getirildiler. Yontemin galisma sekli Tablo 4'de sunulmustur.

Tablo 4. NAG aktivitesinin tayini :

Reaktif Kérii Standart Idrar Idrar Kérii
(RK) (S) (1) (i)
NacCl 0.5 ml - - -
p-hitrofenol
calisma - 0.5ml - -
standardi
Jel filtre idrar = - 0.5 ml 0.5 ml
37°C de 5 dakika isitildi
| NAG-Sibstrat | 0.5 ml | 0.5 mi | o05ml | - ]
37°C de 15 dakika bekletildi
AMP Tamponu 0.5ml 0. 5 ml 0. 5 mi 0.5 ml
NAG-Silbstrat 0.5 ml

30 dakika icinde Reaktif Kbru, Standart, Idrar ve Idrar Kort]nun optik dansiteleri distile
suya kargi 405 nm dalga boyunda spektrofotometrede okunur.

A[I-iK] (100 pmoi/L) x seyr.faktdrii (2)
NAG Aktivitesi (U/L) = X
A[S—RK} inkiib.zamani (15 dak.)

formiillinden hesaplandi.
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All-iK
NAG Aktivitesi (U/L) = x 13.3ddir.

A[S—-RK]

Dakikada 1 pumol p-nitrofenol acifa cikaran NAG aktivitesi 1 Unite olarak kabul
edildi. Sonuglar, U/L enzim aktivitesi ve U/g kreatinin (idrar kreatinini (izerinden enzim
atiim) seklinde ayn ayn ifade edildi.

I11.5.3. Kreatinin Miktar Tayini

fdrar ve serumda kreatinin miktar tayini Boehringer Mannheim (Kat No : 124 192)
hazr kit prosediiriine gére yapildi. Yontem deproteinizasyonlu kinetik Jaffé yontemidir.
Kreatinin tayini; alkali ortamda kreatinin'in plkrik asit ile olugturdugu turuncu-portakal
renkli kompleksin 520 nm deki absorbansinin digliimesi esasina dayanir.

I11.5.3.1. idrarda Kreatinin Miktar Tayini

Idrar kreatinin miktarlan Iidrarlarin toplandii ayni giln Iginde tayin edilmislerdir.
Uriner kreatinin miktar tayini igin 4°C de 3000 g'de 10 dakika santrifilj edilen 24 saatlik
idrar slipernatantindan distile su lle 1:100 oraninda seyreltilen idrar 6rnedi kullamids.
Omek tibline 0.5 mi idrar siipernatanti, standart tliblne 0.5 mi kreatinin calisma
standardi gdzeltisi (% 1 mg) konuldu. Her iki tiibe 0.5%er mi TCA ilave edilerek kangtirildi.
Taze hazirlanmis alkali pikrat ¢Gzeltisinden 1'er mi ilave edilerek oda sicakliinda 20 dakika
bekietildi. Siire sonunda 520 nm de kdre kars1 absorbanslar okundu. Kor tiibii 0.5 mi
distile su konularak hazirlandi ve ayni islemler uygulandi. Sonuglar, g/L kreatinin atthm
olarak ifade edildi.

111.5.3.2. Serumda Kreatinin Miktar Tayini

Serumda kreatinin 4°C de bir glin ya da -20°C de iki hafta dayanikh kalabilir (121).
Cahsmamizda serum kreatinin tayinleri en fazla iki giin iginde gerceklestirilmistir.
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Serumun proteinlerinden uzaklastinlmasi i¢in, 0.5 ml TCA {izerine 0.5 ml serum
ilave edilerek 3500 g'de 15 dakika santrifiij edildi. Berrak slipernatanttan 0.5 mi alinarak
bir tiibe aktanldi. Uzerine taze hazrlanmis alkali pikrat gézeltisinden 0.5 ml ilave edilerek
kanstinldi. Oda isisinda 20 dakika bekletildi. Siire sonunda 520 nm de kére karst
absorbanslar okundu. Her deney igin kérle birlikte standart galigiidi. Koér ve standart
tiiplerine sirasiyla 0.25%er ml distile su ve kreatinin ¢alisma standardi ¢ozeltileri ilave edilip,
ayni islemler uygulandi. Sonuglar, mg/dl kreatinin olarak ifade edildi.

II1.5.3.3. Kreatinin Standart Cozeltilerinin Hazirlanmas! ve Standart
Egrisinin Cizimi

100 mg kreatinin tartldi, 0.1 N HCl'de ¢bziilerek 100 ml'ye tamamland:i. Boylece
ana stok kreatinin standardi (1 mg/ml) hazirlandi. Stok g6zeltiden alinan belirli hacimler
distile su ile seyreltilerek % 0.5, 1, 1.5, 2, 2.5, 3, 3.5 mg kreatinin bulunduran sta.ndart
calisma gbzeltileri hazirlandi. Bu gbzeltilerden 0.5%er ml alinarak 1II1.5.3.1’de belirtilen ayni
islemiere tabi tutulduktan sonra 520 nm de kére kars absorbanslan okundu ve standart
elri cizildi. Her deney glinii taze hazirlanan standartlardan bir kag farkli konsantrasyonda
numunelerle birlikte okunarak standart egriden sapmalar diizeltildi.

II1.5.4. Serumda Ure Azotu (BUN) Miktar Tayini (179)

Serumda {ire azotu tayini igin Berthelot Yontemi uygulanmistir. Bu yéntemde; Qre
ireaz ile hidroliz edilir. Olusén amonyum iyonlar fenol ile reaksiyona girer ve alkali
ortamda hipokiorit iyonlan ile birlikte mavi renkli indofenol bilesigini meydana getirir.
Nitroprussid,' reaksiyonu hizlandinr. Ure azotu miktari mavi renkli kromojenin renk
siddetiyle orantilidir. Berthelot ydnteminin prensibi agagidaki sekilde dzetienebilir (Sekil 8):

o
NH. + S5NaOCl + _OH_ =©(~—©—-0' + 5NaCl + 5H,0

H Indofenol (Mavi renkli kromojen)

Sekil 8. Berthelot ydnteminin prensibi.



Serum {iresinin oda sicaklifinda bir giin, 4°C de birka¢ giin ve buzdolabinda
dondurularak saklandidinda ise 2-3 ay stabil kalabildidi bildiriimistir (179). Calismamizda
BUN miktarlan en geg iki giin iginde tayin edilmistir.

Ornek ve standart tiibline 1'er mi calisma lireaz ¢Bzeltisi konuldu. Her iki tiibe
sirasiyla 10 pl serum ve 10 pl ire galisma standardi (% 10 mg iire azotu tagiyan)
pipetlendi. Tupler 37°C'deki calkalayicili su banyosunda 15 dakika bekletildi. Siire sonunda
5’er mi fenol-nitroprussid ve 5’%er ml alkali hipoklorit ilave edilerek, adizlan parafilmle
kapatilip iyice kangtinidi. Tekrar 20 dakika daha 37°C'lik su banyosunda bekletildl. Siire
sonunda 560 nm'de kdre karg: spektrofotometrede absorbanslan okundu. Kér tiibi 10 pl
distile su konularak hazrlandi ve ayni islemler uygulandt. Sonuglar, mg/dl lire azotu olarak
ifade edildi.

I11.5.4.1. Ure Azotu Standart Cozeltilerinin Hazirlanmasi ve
Standart Egrisinin Cizimi

1.0717 g susuz iire tartild), distile suda ¢dziilerek 100 mi'ye tamamlandi. Boylece
ana stok (ire azotu standarti (5 mg/mi) hazirlandi. Stok gbzeltiden alinan belirli hacimier
distile su ile seyreltilerek ml'de 0.05, 0.1, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1.0, 1.2 ve 1.4 mg iire azotu
bulunduran standart calisma cozeltileri hazirlandi. Bu ¢Ozeltilerden 10'ar pl alinarak
I11.5.4.'deki ayni islemler uygulandiktan sonra 560 nm de kore karsi spektofotometrede
absorbanslan okundu ve standart edri ¢izildi. Her deney glinii, standartiardan birkag farkh
konsantrasyon numune ile birlikte okunarak standart egriden sapmalar diizeltildi.

I11.5.5. Uriner Total Protein Miktar Tayini (124)

Uriner total protein miktar tayini Lowry Yontemi‘'ne gdre yapilmigtir. Idrar 6rnekleri
santrifilj edilerek bekletiimeden ayni giin iginde idrar proteini ¢algilimigtir. Bu ydntem;
proteinlerin alkali ortamda bakir iyonlan ile bilire tepkimesi vermesl esasina dayanir. Peptit
baglan alkali ortamda bakir tuzlan ile mor renkli kompleks olusturur. Ayni zamanda
protein yapisindaki tirozin ve triptofan amino asitleri fosfomolibdat-fosfotungstat ¢ozeltisi
(Folin-Ciocalteu) ile indirgenir.
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4°C de 3000 g'de 10 dakika santrifiij edilen 24 saatlik idrar siipernatantindan, distile
su ile 1:100 oraninda seyreltilen idrar 6rneginde protein miktar tayini yapildi. Ana stok
BSA standardi (1 mg/ml) ¢ozeltisinden 0.5 ml alip 10 ml'ye tamamianarak hazirianan 50
pl/mi%ik BSA gbzeltisinden 0.4 ml standart tiibiine, seyreltik idrar numunesinden alinan 0.4
ml 6rnek tiibiine pipetlendi. Tiplere 2'ser mi protein renk reaktifi eklenerek 15 dakika oda
sicakliginda bekletildi. Siire bitiminde 1:1 oraninda distile su ile seyreltilmis Folin-Ciocalteu
gozeltisinden 0.2 mi pipetlendi ve kanigtnildi. Oda sicaklifinda bir saat bekletildikten. sonra
750 nm de spektofotometrede kdre karsi absorbanslar okundu. Kér tiibl ise 0.4 mi distile
su konularak hazirlandi ve ayni islemiere tabi tutuldu.

Sonuglar, mg/d! protein atlimi ve {iriner kreatinin ile bagdagtinimis protein atihmi
(mg protein/mg driner kreatinin) olarak ayn ayn ifade edildi.

IIL5.5.1. S Serum Albumini (BSA) Ile Standart Cozeltilerin
Hazirlanmasi ve Protein Standart Egrisinin Gizimi

10 mg BSA tartildi ve distile su ile 10 ml'ye tamamlandi. Bbylece ana stok BSA
standardi (1 mg/ml) haarlandi. Stok ¢ozeltiden alinan belirli hacimler distile su ile
seyreltilerek mi'de 10, 20, 40, 60, 80, 100 ve 120 pg BSA bulunduran standart calisma
gozeltileri hazirlandi. Bu gozeltilerden 0.4'er mi alnarak IIL.5.5.'deki iglemiere tabi
tutulduktan sonra 750 nm de spektofotometrede kore kargt absorbanslar okundu ve
standart efri ¢izildi. Her deney giinii, taze hazirlanan standartlardan bir kag farkh
konsantrasyonda drnekler ile birliikte okunarak standart egriden sapmalar diizeltildi.

II1.5.6. Bdébrek Dokusunun Histolojik Degerlendirmesi

Histopatolojik inceleme, verilen ilaclardan, dozlardan, sicanlarin serum ve idrar
parametre degerlerinden habersiz bir patolog tarafindan 151k mikroskobunda yapildi.
Bobrek dokusu ézellikle toksik dejeneratif ve nekrotik degisiklikler agisindan incelendi.
Nekrotik degjisiklikler bulgulann siddetine ve yayginhgina gore 0, 1, 2, 3 (yok, hafif, orta,
slddetll) seklinde semi-kantitatif skorlandi. Nekrotik degisikiikler disindaki histopatolojik
bulgular da kaydedildi.



IIL5.7. istatistiksel Degerlendirmeler

Toplam olarak 108 deney sicanimin kullamidigh bu calismanin istatistiksel analizleri
SPSS programinda yapimigtr. Calisma gruplan arasinda ANOVA uygulanmis ancak
varyanslar homojen bulunmadi§i igin varyans analizi yerine Kruskal-Wallis testi ve

ardindan gruplar arasi kargilastrmalarda non-parametrik Mann-Whitney U — Wilcoxon
Rank Testi uygulanmighr.



IvV.1. Standart Egri Cizimleri

BOLOM 1V

BULGULAR

IV.1.1. Kreatinin Standart Egrisi

Cesitli  konsantrasyonlarda

kreatinin tasiyan

cozeltilerin spekirofotometrede

okunan absorbans degerleri ve bunlara iliskin standart hatalar Tablo 5'de verilmis ve Sekil
9'da bu degerlere gore cizilen standart edri gisterilmistir.

Tablo 5. Kreatinin standart edrisinin ¢izimi icin maddenin bilinen konsantrasyonlarina karst
absorbans okumalan. Ort. + S.H.: Ortalama + Standart Hata, (n): Her konsantrasyon

icin Slciim sayist.

Kreatinin (mg/dl) Absorbans Ort. + S.H. {n)
0.5 0.078 + 0.0003 (5)
1 0.154 + 0.0005 (5)
1.5 0.230 + 0.0006 (5)
2 0.308 + 0.0004 (5)
2.5 0.387 + 0.0005 (5)
3 0.461 + 0.0007 (5)
3.5 0.522 + 0.0009 (5)
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0.6 -

0.5 -

0.4 4

0.3 -

Absorbans

0.2 -

0.1 4

0 T T T T T
0 0.5 1 1.5 2 25 3 3.5 4

Kreatinin konsantrasyonu (mg/dl)

Sekil 9. Kreatinin standart egrisi

IV.1.2. Ure Azotu Standart Egrisi

Cesitli konsantrasyonlarda lre azotu tasiyan gozeltilerin spektrofotometrede
okunan absorbans degerleri ve bunlara iligkin standart hatalar Tablo 6'da verilmis ve Sekil
10'da bu degerlere gore cizilen standart egri gésterilmistir.

Tablo 6. Bilinen konsantrasyonlardaki ire azotu ¢dzeltilerinin absorbans okumalan.
Ort. + S.H.: Ortalama * Standart Hata, (n): Her konsantrasyon icin dliciim sayisi.

Ure Azotu (mg/dl) Absorbans Ort. + S.H. (n)
5 0.018 + 0.0004 (5)

10 0.037 + 0.0008 (5)

20 0.080 + 0.0011 (5)

40 0.155 £ 0.0016 (5)

60 0.235 + 0.0026 (5)

80 0.312 + 0.0033 (5)

100 ' 0.385 + 0.0031 (5)

120 0.465 + 0.0045 (5)

140 0.540 + 0.0031 (5)
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Sekil 10. Ure azotu standart egrisi

IV.1.3. Sigir Serum Albumin (BSA) Standart Egrisi

Cesitli konsantrasyonlarda BSA tagiyan cozeltilerin spekirofotometrede okunan
absorbans degerleri ve bunlara iliskin standart hatalar Tablo 7'de veriimis ve Sekil 11'de
bu degerlere gore cizilen standart egri gosterilmigtir.

- Tablo 7. Protein standart egrisinin gizimi igin BSA'nin bilinen konsantrasyonlanna kargi absorbans
okumalan. Ort. + S.H.: Ortalama + Standart Hata, (n): Her konsantrasyon igin Glgiim

saylsl.
BSA (mg/dI) Absorbans Ort. + S.H. _(n)

1 0.032 £ 0.0011 __ (5)

2 0.061 £ 0.0015 __ (5)

4 0.125 £ 0.0015 ___ (5)

6 0.186 £ 0.0025 (5

8 0.248 £ 0.0025 (5

10 0.306 + 0.003L (5
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Sekil 11. Sifir serum albumin standart egrisl

Iv.2. Idrar ve Serum Parametrelerine Iliskin Bulgular

Kontrol grubu ve ilag uygulanan siganlarin Idrar ve serum parametrelerine iliskin
ortalamalar ile ortalamalar arasi farkin énem kontrol analizleri toplu halde Tablo 8 ve
Tablo 9da veriimigtir. Bu sonuglara gore cizilen bar grafikler ise Sekil 12, 13, 14, 15, 16'da
gosterilmigtir.

IV.3. Bobrek Dokularina Ait Histolojik Bulgular

Bobreklerde izlenen bulgular agirhkh olarak tiibiil epitel hiicrelerindeki dejeneratif
ve nekrotik degisiidiklerden olusmustu. Tlp epitel hlicrelerinde toksik etkinin siddetine
gbre sirasi ile vakuolizasyon, sisme, apopitozis, karyoreksiz, limene dbkiiime, tek tek
hilcre diizeyinde nekroz, bir tiip kesitinin tamamini igeren nekroz izlendi. Nekroza gidisin
bagka bir bulgusu da fleri derecede yassiiagsmis epitel hiicrelerinin yaratug mikrokistik
gbriinlimdii. Bulgulann yayginh tek hiicre diizeyinden genis tiip kiimelerine kadar, tek
tek odaklardan ¢ok sayida genis odaklara kadar degisiyordu. Nekrotik degisikiikler daha
gok proksimal tiiplerde ve dzellikle meduller iginlara denk gelen bdlgelerde idl. Ayrica distal
tiiplerde protein tikaglan, atk hiicre tikaglan izlendi. Toksik dejeneratif ve nekrotik
degisiklikler yanisira, glomeriler ve kapiller yatakta konjesyon, tiiblo-interstisyel alanda
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yangisal infiltrasyon odaklan dikkat cekmekte idi. Tamimlanan bu bulgularin bir kismi
Resim 1, 2, 3, 4 ve 5'de gdsterilmigtir.

Histopatolojik bulgular, bulgu siddeti ve yayginiina gére semi-kantitatif olarak
skorlanmigtir. Histopatolojik bulgularin skorlanmasinda % tercih edilmemigtir. Clink{, en
fazla toksik etkinin goriildigli bdbreklerde etkilenen alan % 20%i agmamaktadir. Bu
nedenle, % O ile % 20 arasinda degisen alanlar sayisal olarak vermenin gok dogru
olmayacadi diigtinlilmiigtir.

Gruplarda histopatolajik bulgularin her sicana ait sayisal skorlan toplanarak sigan
sayisina bolinmesi ile elde edilen sayi, “grubun ortalama histolojik skoru” olarak
kaydedilmigtir. Skor ortalamalan Tablo 8 ve Tabio 9'da belirtilmistir. Tiiblilointerstisyel
yangi ve konjesyon skorlamaya dahil edilmemistir.
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GGTP Atilimi (U/g Kreatinin)

3 1
O &

S
e &

Sekil 12. Kontrol grubu ile ilag uygulanan gruplarda 24 saat sonunda liriner GGTP athimi. PK;
Parakuat, APAP; Asetaminofen olup, yanlarindaki sayisal degerler ile mg/kg cinsinden uygulama
dozlan belirtilmistir. Barlar her grupta Ortalama * Standart Hata’y1 giistermektedir. Kontrol
grubuna gbre ***; p<0.0001; parakuat grubuna gére b: p<0.001 ve c: p<0.0001.

8388

NAG Atilimi (U/g Kreatinin)

38888

Sekil 13. Kontrol grubu ile ilag uygulanan gruplarda 24 saat sonunda iiriner NAG atihmi.
Kisaltmalar, Sekil 12'deki gibidir. Kontrol grubuna gore ***; p<0.0001; parakuat grubuna gbre b:
p<0.001, c: p<0.0001.
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Total Protein Atilimi {mg/mg Kreatinin)

Sekil 14. Kontrol grubu ile ilag uygulanan gruplarda 24 saat sonunda idrarda total protein atsthmi.
Kisaltmalar, Sekil 12'deki gibidir. Kontrol grubuna gdre ***: p<0.0001; parakuat grubuna gore c:
p<0.0001. .



76

Serum Kreatinin (mg/dl)

& ®© S N S $ S o & N
» 3 13 o N\ = Vi Na) 1) 2
& LR R ¥ F
& & & & & &
W © W ©

Sekil 15. Kontrol grubu ile ilag uygulanan gruplarda 24 saat sonra serumda kreatinin miktarian.
Kisaltmalar, Sekil 12'deki gibidir. Kontrol grubuna gbre *: p<0.01, **: p<0.001.

BUN (mg/di)
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Sekil 16. Kontrol grubu ile ilag uygulanan gruplarda 24 saat sonra serumda iire azotu miktarlan.
Kisaltmalar, Sekil 12'deki gibidir. Kontrol grubuna gbre *: p<0.01, **: p<0.001; parakuat
grubuna gore b: p<0.001, ¢: p<0.0001.



Resim 1. Vakuolizasyon ve bu dejeneratif degisiklikten nekroza gegis gosteren tiipler (ok).
(40 mg/kg Parakuat uygulanan grupta) (X 20 - HE).

Resim 2. Tiip epitel hiicrelerinde gekirdeklerin kiigiik ve ¢ok koyu goriindiigii, stoplazmalann koyu

pembe homojen gdriiniimde oldugu apopitotik degisiklikler (ok), tek tek cekirdeklerini
kaybetmis, liimene dékiilme egilimi gdsteren koyu pembe renkte nekrotik hiicreler (ok
bast). (750 mg/kg Asetaminofen uygulanan grupta) (X 20 - HE).

RULY




Resim 3. Nekroza ugramis liimene dékiilmiis hiicreler ve hiicre atiklan (ok) ile tek tiik piknotik
hiicreler (ok bast). (900 mg/kg Asetaminofen uygulanan grupta) (X 40 - HE).

Resim 4. Glomeriillerde ve kapiller yatakta ileri derecede konjesyon, tip epitellerinde
vakuoler dejenerasyon (ok), hemen kapsiil altinda nekroz alanlan (agik ok basi) ve
tip limenlerinde tikaclar (kapah ok basi). (40 mg/kg Parakuat + 250 mg/kg
Asetaminofen uygulanan grupta) (X 10 - HE).
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Resim 5. Cok sayida yaygin genis nekroz odaklar (ok). (40 mg/kg Parakuat + 900 mg/kg
Asetaminofen uygulanan grupta) (X 10 - HE).



BOLUM Vv
TARTISMA ve SONUC

V.1. Idrarin Toplanmasina iliskin Tartisma

Hayvanlar uZerinde vapilan deneysel nefrotoksisite calismalannda idrar
biriktirilirken diski, hayvan yemi ve bakteriyel kontaminasyonun énlenmesi, enzimiiri
calismalan igin 6ngdriilen genel bir kuraldir (106). Gumbleton ve Nicholls (78), deney
hayvanlarinin metabolizma kafeslerine alistnimalan gerektigini, aksi takdirde ortama
ahstnlmayan hayvanlann idrannda yiiksek enzim aktivitesinin goriilebilecefjini, ayrica
temperatiiriin de Uriner enzim atilimi Uzen'ndéki etkisinin gbzoniinde bulundurulmasi
gerekti§ini bildirmislerdir.

Calismamizda, deneye alinacak sicanlar bir giin 6nceden metabolizma kafeslerine
yerlestirilerek ortama aligtiriich. Metabolizma kafeslerinin bulundugu deney odasi 12 saat
aydinhk-12 saat karanlk olacak sekilde ayarlandi ve oda sicakhdinin korundudu izole bir
ortam olusturuldu.

idrarda GGTP ve NAG athmlaninda, bircok enzimde oldugu gibi sirkadiyen
varyasyonlar s6zkonusudur. Her iki enzimin 6gleden sonraki idrara gére sabah idrarindaki
(8:00-12:00 arasi) -athmlannin daha fazla oldugu bildirilmistir (63).

idrarda GGTP ve/veya NAG aktivite tayininin yapildii calismalarda genellikle 24
saatlik idrar 6rnekleri tercih edilse de (31, 53, 73, 218, 225), 16 saatiik idrar (113), 18
saatlik idrar (87), 20 saatlik idrar (78), spot idrar (71, 81, 116, 133) ya da sabah idrannda
(5, 8, 109, 127, 176) tayin yapildigiru bildiren yayinlar bulunmaktadir.

Cahsmamizda, daha yaygin olarak kullanilan 24 saatlik idrarda aktivite tayini
yapilmas! benimsenmigtir. Bu amagla enzim aktivite tayinleri deney hayvanlarina ilag
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uygulandiktan hemen sonra baglayarak 24 saat siire iginde toplanan idrar 6érneklerinde
yapilmistir.

V.2. Santrifligasyon Islemi Ile Ilgili Tartisma

Idrar sedimentinde, siipernatantin 2-4 kati kadar GGTP aktivitesi bulundugu
gosterildiginden (202), hiicresel elementlerin uzaklagtinimasi amaciyla idrar 6rneginin
3000 g'de 5-10 dakika santriflj edilmesi, idrarda GGTP aktivite tayininden o©nce
benimsenmig bir uygulamadir (87, 89, 185).

Idrarda NAG analizi 6ncesinde, idrarin 3000 g'de 5 dak. (128) ya da 1800 g'de 10
dak. (176) gibi farkh devirlerde santrifiij edildigi goériimektedir. Paraire ve ark. (167),
idran 900 g'de 5 dak. santrifiij etmisler ve sedimentte ihmal edilebilir diizeyde NAG
aktivitesine rastiadiklarin bildirmislérdir. Buna karsin Wellwood ve ark. (225), idrarin 2000
rpm'de 20 dak. santrifigasyonunun idrarda NAG aktivitesini degistirmedidini ve bu
nedenle idrann santrifiijlenmesinin gereksiz oldu§unu ileri sirmislerdir.

Galismamizda, 24 saatlik idrar 6mekleri 4°C de 3000 g’de 10 dak. santrifiij edilerek
elde edilen idrar siipernatantiarinda enzim aktiviteleri tayin edilmistir.

V.3. Uriner GGTP ile Ilgili Tartisma

Szasz (202), idrarda sicakliga dayanikh, disiik molekil agirhginda, diyaliz edilebilir
inhibitérier bulunduguna ve bu inhibitdrlerin GGTP aktivitesini Gnemli diizeyde
diislirdiigline dikkat gekmistir. Bu bulgu, bazi aragtinclar tarafindan desteklenirken (43,
185), diyalizin gereksiz oldugunu ve taze idrarda dlgiimii yapilan enzim aktivitesi ile diyaliz
uygulanmis Ornekte &lglimil yapilan enzim aktivitesi arasinda higbir fark olmadidini 6ne
stirenler de olmugtur (89).

Gordon ve ark. (73), enzimin tayini 6éncesinde idrar &rneginin 1/10 oraninda
seyreltiimesinin GGTP aktivitesini yaklagik ylizde 20 arttirdidini ve bdylece diyalize gerek
kalmayacagint bildirmiglerdir. Bu nedenle, hiicresel elementleri uzaklastirmak (izere
uygulanan santrifiigasyon igleminden sonra, idrar Ornegine inhibitdrleri uzaklagtirmak
amaciyla diyaliz (5, 31, 43, 87, 185) veya santrifiigal ultrafiltrasyon (81) ya da jel
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filtrasyonunun (22, 108, 127) uygulandii caismalarin yanisira, idrarin serum fizyolojik, su
veya tampon ile 1/10-20 oraninda seyreltiimesinden sonra, dogrudan enzim aktivite
tayininin yapildigi (8, 73, 75, 81, 113, 129) calismalar da mevcuttur.

Gosset ve ark. (75), kdpek idrar siipernatantinda, direkt olarak ve jel filtrasyonu
uygulanmasindan sonra yaptiklari caligmalarin sonucunda, idrar GGTP aktivite tayininden
once jel filtrasyonu uygulanmasina gerek olmadigini bildirmislerdir.

Caligmamizda GGTP aktivitesi, 24 saatlik idrar 6rneklerinde santrifiigasyon iglemini
takiben idrar siipernatantlannin gerekli oranlarda distile su ile seyreltiimesinden sonra

tayin edilmistir.

v.3.1. Uriner GGTP Aktivitesinin Stabilitesi ile Ilgili Tartisma

idrar 6rneklerini saklama kosullarinin GGTP aktivitesine etkisi, gesitli araghrmaailar
tarafindan incelenmistir. Bu konudaki ortak goriislere gore; idrann dondurularak
saklanmasi Uriner GGTP aktivitesinde kayba yol acmaktadir. Santrifiij edilmis idrar
ornedindeki GGTP aktivitesi -70°C de kismen korunurken, -20°C de &nemli kayba
ugramaktadir (129). Aktivite diyaliz sonrasi -20°C de 1-7 gin korunabilmektedir (185).
Digjer taraftan idrar GGTP aktivitesinin oda sicakiiinda (20°C de) bir hafta ve 4°C de bir ay
stabil kaldigi gdsterilmistir (31, 129).

GGTP aktivite tayini, benzer caligmalarda yaygm olarak kullanilan Szasz
Yontemi ile yapiimistir (81, 166, 185).

Calismamizda, idrar 6rneklerindeki GGTP aktivitesinin santrifiigasyon igleminden
sonra ayni giin icinde tayin edilmesine 6zen gbsterilmis ya da analize kadar 4°C de
korunarak ve en fazla iki giin icinde galigiimigtir.

V.3.2. Uriner GGTP Aktivitesinin ifade Edilisi ile Ilgili Tartisma

Konuyla ligili yayinlar incelendiginde, idrar GGTP aktivitesinin ifade edilisinde
standart bir ifade seklinin bulunmadigi anlagiimaktadir.
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Idrar GGTP aktivitesini 24 saatlik idrardakl aktivite, U/24 sa., (185), 16 ya da 18
saatlik idrardaki aktivite, U/16 sa., U/18 sa., (87, 113), 1 saatlik idrardaki aktivite, U/sa.,
(78) olarak ifade eden arastirmacilar oldugu gibi, viicut agirhéh bagina giinlik enzim
atthmi, U/kg/24 sa., (31), litredeki enzim (initesi, U/L, (129, 185) olarak veya ml idrardaki
enzim Unitesi, U/ml, (73) olarak ifade eden aragtirmacilar da vardir. Hatta ayni yayin
iginde bu ifade sekillerinden birkaginin birlikte kullaniidi§) da gorilimektedir (73, 185).

Difer taraftan enzim atlimi, Griner kreatinin miktarina oranlanarak da ifade
edilmektedir. Bu ifadeler U/mg kreatinin (73, 81, 90), mU/mg kreatinin (43), U/g kreatinin
(12, 129) veya U/mmol kreatinin (185, 230) gibi farkh olabilmektedir.

Kreatinin athminin zaman iginde nispeten sabit olmas ve idrar akis hizindan
etkilenmemesi nedeniyle, sonuglar kreatinin {izerinden verildiginde, liriner hadm veya
zaman (zerinden Ifade ediimesine gore enzim athmindaki dediskenlik en aza
indirgenmektedir (227). Enzim athminin {riner kreatinin Gzerinden ifade edilmesi, idrar
akis hizindaki degisikliklerin etkisini en aza Indirmektedir (43, 73, 78, 185).

Aynca, laboratuvar hayvanlan lle yapllan deneysel calismalarda 24 saatlik idrar
biriktirme igleminin zahmetll ve zaman alia oldugu, bu zaman iginde enzimin aktvite
kaybina ugjrayabilecedi de gézoniinde tutularak spot idrarda calisildith durumlarda, enzim
aktivitesinin Uriner kreatinine oranlanarak ifade edilmesi gerektidini savunanlar da vardir
(43, 75, 81, 176, 185).

24 saatlik idra?daki enzim atthmu ile “GGTP aktivitesi/liriner kreatinin” orani
arasinda lyi bir korelasyon bulunmakta, ancak giin-ici varyasyonlar bu ifade seklini
sinifandirmaktadir (75). Saghkl sicanlarda gln{in belirli zamanlarinda alinan spot idrarda
kreatinin Uzerinden ifade edilen GGTP atlimi olduk¢a sabit olmakla birlikte, sabah
drnelderine kiyasla gleden sonraki Srnekierde daha yiiksek degerler elde edilmigtir (81).
Uriner GGTP diizeylerindeki bu defisikiikler kreatin veya kreatin énciillerini Iceren besin
ahmindan sonra gegen sirelerdeki farkliliidar ve/veya renal fonksiyonlardaki dilirnal
varyasyonlar ile agiklanmaya calisilmigtir (86, 170). Amodio ve ark. (5), yemek yeme ve su
alimimuina bagh glgli dilirezde, idrar GGTP atihminda artis oldugunu bildirmistir. Jung ve
ark. (108), idrar akis hizna bagh enzim athmindaki artislanin sadece fircasal kenar
enzimlerinin solubl formlarna 6zgii oldugunu, tiiblil aparat boyunca yiiksek idrar akig



hizinin solubl enzim formlarimin salinimim artbrdi§ini ve bu enzimlerden 6zellikle GGTP'In
diger firgasal kenar enzimlerine gdre dilirezden en fazla etkilendigini bildirmiglerdir.

Calismamizda {iriner GGTP, kreatinin izerinden enzim atiimi olarak (U/g kreatinin)
ifade edilmigtir.

V.4. Uriner NAG Ile ilgili Tartisma

Uriner NAG aktivite tayininde, idrann kapsadify diisik molekill agirlikh olasi
Inhibitérierin uzaklaghinimas) gerekli gériimiistir (81, 87, 128). Bu amacla, NAG
aktivitesinin diliie edilmis idrarda direkt galigiidigi gibi (121, 133, 224, 225), santrifugal
ultrafiltrasyon’un uygulandigi (81) ya da jel filtrasyonunun terchh edildigi yayinlar da
oldukgca fazladir (91, 107, 109, 128, 176). Maruhn (128), idrarda jel filorasyonundan sonra
calismamizda kullandiimiz PNP-NAG Yontemi ile NAG tayininde enzim aktivitesinde ylizde
19uk bir artis gdzlemlemistir. Werner ve ark. (226), jel filtrasyonunun diyalize gore
idrardaki inhibitorieri tamamen uzaklastirdiini ‘bildirmislerdir. Ayni arastirmacilar, diyaliz
ve jel filtrasyonu sonrasinda idrar enzimlerinin diizeylerini belirlemigler ve iki yontemi
kiyaslamiglardir. Farkl enzim aktivitelerinin diyaliz esnasinda degisik zamanlarda pik yapip
sonradan dismeleri, aragtrmacilara, diyaliz isleminin multiple enzim analizi igin uygun
olmadifiini diisiindiirmigtiir. Werner ve Gabrielson (228), ultrafiltrasyon ile jel filtrasyon
yontemlerini kullanarak driner enzim analizi yapmislar, bulgulann istatistiksel olarak farkh
olmadigini bildirmiglerdir. Ayni arastiricilar, diyalizin gtivenilir olmadigini da belirtmiglerdir.
Wellwood ve ark. (225), Idrarin 20 kati diliisyonunun inhibitdrlerin uzaklagtinlmasi icin
yeterli oldugunu ve béylece diyalize gerek kalmadigini belirtmiglerdir.

Calismamizda NAG analizi dncesinde, idrar siipernatanti jel filtrasyon ydntemi
(Sephadex G-25 Fine) ile disik molekil agirhkh olasi inhibitor maddelerden
uzaklastinimigtrr. “Flne' jel” ile aynimanin daha iyl sonug verdidi, bu nedenle enzim aktivite
tayini sonuglannin daha giivenilir oldugu bildirilmistir (106, 128, 226).
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V.4.1. Uriner NAG Aktivitesinin Stabilitesi Ile Ilgili Tartisma

Horak ve ark. (91), uriner NAG aktivitesinin bilirubin, hemoglobin, salisilik asit ve
metilen mavisi tarafindan kismen inhibe edildigini, bromsiilfalein ve askorbik asidin idrar
NAG aktivitesini etkilemedigini bildirmislerdir. Ure’nin de {iriner NAG aktivitesini inhibe
ettigi bildirilmigtir (140).

Kunin ve ark. (116), idrarin bakteriyel kolonizasyonunun NAG arhisina yol
acmadigini, Wellwood ve ark. (225), ise bakteriyel kontaminasyonun NAG aktivitesini
etkileyebildigini ve bu nedenle idrarin iyi muhafaza edilmesi gerektidini bildirmiglerdir. Ayni
arastrmacilar, bakteriyel biiylimeyi énlemek igin kullanifacak koruyucu maddelerin enzim
aktivitesini inhibe edebilecedini, gdriinir bir hemoglobiniirinin ise NAG tayinini
etkilemedigini gostermiglerdir.

Wellwood ve ark. (225) ile Horak ve ark. (91), {iriner NAG analizi icin porsiyon idrar
6rneklerinin uygun oldugunu, ¢linkii; NAG atilimindaki diurnal varyasyonlarin ve idrar akis
hizndan kaynaklanan degisikliklerin, NAG aktivitesinin Griner kreatinine oranlanarak ifade
edilmesi suretiyle oniine gecilecegini, boylece idrar toplama gicligiinin ve bakteri
Uremesini 6nlemek icin idrara eklenen koruyucu maddelerin (mertiyolat, toluen) enzim
aktivitesinde yapacaklan inhibisyonun dnlenebilecegini belirtmislerdir. Arastirmacilar, idrar
orneklerinin hemen caligilmasini veya 4°C ya da —20°C de bekletiimesini 6nermislerdir.
Uriner NAG analizi igin kullanilan idrar 6rneklerinin ~20°C de aylarca saklanabilecegji cesitli
calismalarda bildirilmistir (91, 116, 167, 225). Diger bazi calismalarda da idrar 6rneklerinin
4 jla 6°C lerde birkac giin streyle saklanabileceﬁi belirtiimistir (74, 91).

Calismamizda, Uriner NAG analizi icin kullanilan jel filtre idrar drnekleri —20°C de
saklanmig ve enzim aktivitesi iki giin icinde calisiimigtr.

Uriner NAG aktivite tayini, bircok aragtirmacinin tercih ettikleri ve yaygin bir yontem
olan PNP-NAG Yontemi‘ne gére yapilmigtir (109, 176, 201, 213, 214).
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V.4.2. Uriner NAG Aktivitesinin ifade Edilisi ile ilgili Tartisma

Incelenen yayinlarda idrarda NAG aktivitesi digiimii igin genellikle spot idrar (71,
81, 116, 133, 191, 224) ya da 24 saatlik idrar (53, 112, 218) émeklerinin tercih edildigi
goriimektedir.

Uriner NAG atiiminin ifade edilmesinde ise, aktivitenin idrar érnedindeki kreatinin
konsantrasyonuna oranlanarak degerlendiriimesi genel olarak benimsenmis bir
uygulamadir. Bdylece, idrar akigindaki varyasyoniara bagh olarak NAG atiliminda meydana
gelebllecek dedisikiikler, enzim aktivitesinin Uriner kreatinin konsantrasyonuna
bagdastirilarak ifade edilmesi yolu ile elimine edilir. Bu islem 24 saatlik idrar toplama
gerekliligini de ortadan kaldinr (8, 81, 91, 109, 116, 118, 133, 213, 214, 224). Endojen
kreatinin renal glomeriillerden serbestge filire edilir ve tibller geri emilimi sézkonusu
dedildir. Bu nedenle {iriner kreatinin konsantrasyonu sadece glomeriiler filtrasyon hizina
bagldir. Dogjal olarak spot idrarda enzim aktivitesinin idrar kreatinine oraninin, enzim
konsantrasyonundan daha sabit bir detjere sahip olmasi zorunludur (81).

Harauchi ve ark. (81), saglikli sicanlarin sabah ile 6dleden sonraki spot idrar
orneklerinde, “lriner NAG/kreatinin” oraninin oldukca sabit oldugunu ve giin igindeki
varyasyonunun oldukga az oldugunu gdstermislerdir.

Kunin ve ark. (116) ile Wellwood ve ark. (224), spot idrarda yaptiklari ¢alismalarda,
{iriner NAG aktivitesinin Uriner kreatinine oraninin insanlarda giin boyu rélatif olarak sabit
kaldigini bildirmiglerdir.

Bomhard ve ark. (22)'nin smnlarda yaptikiari calisma sonuclarina gore, lizozomal
enzim NAG'in dilireze badh olarak idrardaki atliminda énemli bir korelasyon bildirilmigtir.
Aynica diiirezde NAG ile {iriner kreatinin atlimi arasinda da oldukga yakin bir baglant
oldugu gosterilmigtir. -

Calismamizda Griner NAG, kreatinin {izerinden enzZim athmi olarak (U/g kreatinin)
ifade edilmistir.
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V.5. Kontrol Grubuna Iliskin Tartisma

Sicanlarda yapilan gesitli bilesiklerin nefrotoksik etkilerini aragbrmaya ydnelik
calismalarda, ortalama Uriner GGTP ve NAG atilimi U/kreatinin degerlerine iligkin kontrol
bulgularinin farkh oldugu gortimagtir.

Gordon ve ark. (73), sicanlarda kontrol grubunda ortalama Uriner GGTP atthmuni
54.9 + 5.8 U/mg kreatinin (54900 + 5800 U/g Kr.), Hoops ve ark. (90) 1980 + 130 U/g
kreatinin, Harauchl ve ark. (81) spot idrarda 1355 £ 18 U/mg kreatinin (1355000 + 18000
U/g Kr.), Whiting ve ark. (230) 6070 + 1750 U/g kreatinin, Wagner ve ark. (218) 885 +
270 U/g kreatinin ve Kocaoglu ve ark. (115) 770 + 50 U/g kreatinin olarak bulmuslardr.
Bu bulgular kiyaslandifinda, saghkh sicanlarda iriner kreatininin g bagina GGTP
aktivitesinde 775 U lle 1355000 U arasinda defiisen cok farkh dederlerin yer aldigt
gdriiimektedir. Galismamizda, kontrol grubu GGTP aktivitesi icin buldugumuz 949.58 +
51.41 U/g kreatinin deferi, yaymnlarda her biri farkli olan sonuglarla kiyaslandifinda,
Wagner ve ark. (218) ile Kocaoglu ve ark (115)’rim bulgulanyla oldukga uyumludur.

Sicanlarda yapilan calismalarda, Wagner ve ark. (218), kontrol grubu {riner NAG
atihmi ortalamasini 3.6 £ 2.1 U/g kreatinin, Harauchi ve ark. (81) 18300 + 300 U/g
kreatinin, Whiting ve ark. (230) 867 + 97 U/g kreatinin ve Manesh ve ark. (112) ise 316.6
+ 115.6 U/g kreatinin olarak bulmuslardir. Sonuglar karstlastirildiginda, saglikh sicanlarda
triner kreatininin g basina ltrah edilen NAG aktivitesinde 3.6 U ile 18300 U arasinda
dedisen oldukca farkh degerler gbze carpmaktadir. Galismamizda, {iriner NAG diizeyleri
saglikh kontrol grubu sicanlarinda ortalama 15.61 + 0.43 U/g kreatinin bulunmugtur.

Yayinlarda bildirilen sonuglann birbirlerinden 6nemli derecede sapmalar gésterdigi
ve calismamizda kendi kontrol sicanlarimizin idrarlaninda 6lgtigiimdz ve U/g kreatinin
olarak ifade ettifimiz ortalama iriner NAG aktivitesinin de yaymlarla tam uyum
gbstermedii ortadadir. Bu durumun, uygulanan ybntemlerdeki farkhliklardan
kaynaklanabilecedi gibi (129), sicanlardaki tiir ve cinsiyet farkliliklarindan (125) ve/veya
enzim atilimindaki giin ici varyasyonlardan kaynaklanmasi (81) olasidir.
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V.6. Uygulanan ilaglara iligkin Tartismalar

V.6.1. Parakuat (PK) ile Iigili Tartisma

Parakuat, insanlarda ve hayvanlarda oldukca ciddi toksik etkilere neden oldugu
bildirilen bir herbisittir. Klinik olarak parakuat zehirlenmesi, yutma veya enjeksiyon
yerindeki {ilserasyonlar ile akut respiratuvar bozukluk ve renal yetmezlik ile teshis edilebilir
(61).

Hawksworth ve ark. (85), 20 mg/kg intravendz (i.v.) tek doz parakuat
uygulamasinin kopeklerde renal yetmezlije yol achdini ve doza bagh olarak renal
fonksiyonlardaki bozuklugun artbgini bildirmiglerdir. Gesitli deney hayvaniarinda parakuat
nefrotoksisitesi konusunda yapilan g¢alismalarda uygulanan dozlann c¢odunlukia
intraperitonal (i.p.) olarak tek doz seklinde ve kg viicut agirhg: bagina 18-120 mg gibi doz
araliklarinda secildigi gorlimigtir (33, 51, 145, 198). Bu bulgulardan yola ¢ikarak,
calismamizda parakuat’in, sicanlarda nefrotoksik etki olusturmasi i¢in 40 mg/kg dozda, i.p.
yoldan tek dozda verilmesi uygun gériilmiistiir. Secilen uygulama dozu siganlarda yapilan
nefrotoksisite calismalarinda kullanilan dozlara benzerdir (62, 195).

Lock ve ark. (122), sicanlarda aghgin renal fonksiyonlan azaltarak &nemli bir
hemokonsantrasyona neden oldugunu belirtmigler ve parakuat uygulandiktan sonra 24
saat boyunca ag¢ birakilan siganlardaki renal fonksiyonlarda gbzlenen azalmanin, hem
achgin hem de parakuatin kombine etkislyle, renal kan akiminin azalmasinin bir sonucu
olabilecegini belirtrnislérdlr. Calisma sartlanmizda kullandigimiz metabolizma kafeslerinin,
sicanlarin beslenmesine olanak verebilecek dzellikte olmamasi nedeniyle, 24 saatlik idrar
toplama siiresince sicanlarin sadece su icmelerine imkan taninmigtir. Ancak, kontrol ve
diger deney gruplanimizda da aymi deney protokolii uygulandigindan, aghigin etkisi deney
sartlarimiz icersinde ihmal edilmis bulunmaktadir.

PK uyguladigimiz siganlann Griner GGTP ve NAG U/g kreatinin degerlerinin
ortalamalan kontrol grubuna gére istatistiksel olarak oldukca anlamh yiiksek bulunmugtur
(p<0.0001) (Tablo 8). Bu sonuglar PK'in idrar GGTP athminda % 176, NAG atihminda ise
% 134'1ik bir arbisa neden oldugunu gostermektedir (Sekil 12, 13).
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Nefropatinin tani ve takibinde (riner kreatinin 6lglimleri de sik olarak
kullanilmaktadir. PK uygulanan siganlarda idrar kreatinin ortalamasi, kontrol grubu degeri
ile kiyaslandiginda liriner kreatinin ablminda PK grubunda istatistiksel olarak anlamh bir
diisme gozlenmektedir (Tablo 8). Bu grupta gézlenen enzimiirinin de siddetli olmasi, PK'in
nefrotoksik etkisinin Griner enzim ile driner kreatinin abliminda sapmalara yol agtgini
gostermektedir. Nagano ve ark. (145) farelerde, 120 mg/kg, i.p. yoldan tek doz PK
verilmesinden sonra kreatinin atlhminda azalma belirlemisler ve bu azalmanin kreatinin
klerensi ve dolayisiyla GFR'deki azalmanin bir géstergesi oldugunu belirterek, PK'in renal
fonksiyonlarda bozulmalara yol aghdgini ileri siirmislerdir.

Deney hayvanlarina nefrotoksik dozda verilen parakuat’in bir dider etkisi, idrar
hacminde degisikliklere neden olmasidir. Parakuat, oligliri, aniiri (122, 198) veya poliliriye
(145, 175) neden olur, ancak oligiiri ve aniiri daha sik gdzlenmektedir (221). idrar
hacmindeki azalma suyun tibiler reabsorbsiyonundaki artisa ve/veya suyun
filtrasyonundaki azalmaya baglanabildigi gibi, az idrar cikarmanin parakuat verilmesini
takiben GFR'de gozlenen diisme ile dogrudan iligkili olabilecegi de bildirilmistir (198).
Poliliri, tiibiiler reabsorbsiyon yetenegindeki bozulmayi gésterir (145). Webb ve ark. (221)
ise, koyunlara 2-8 mg/kg, i.v., PK verilisinden sonra, kontrol ve deney grubunda 24 saatlik
idrar miktarlan agisindan anlamh bir degisiklik kaydetmemiglerdir.

Lock ve ark. (122) sicanlarda, oral yoldan verilen parakuatin neden oldugu renal
fonksiyonlardaki azalmanin en erken bulgusunun, 12 saat sonra gézlenen idrar akigindaki
azalma oldugunu bildirmislerdir. Bu durumu, plazma hacmindeki azalmanin dolayl olarak
renal kan akiminda yavaslamaya yol agmasi ve renal fonksiyonlarda azalmaya neden
olmasina baglamiglardir. Bu bulgu, parakuatin ilk 24 saat icinde renal fonksiyonlarda
azalmaya neden olabileceginin bir gostergesi olarak kabul edilmistir.

Bizim gallsmamizda, 24 sa.'lik idrar miktarlan agisindan kontrol grubu ile PK grubu
arasinda istatistiksel olarak anlamh bir fark bulunamamigtir (p>0.01) (Tablo 8). Bu sonuca
dayanarak 40 mg/kg, i.p., PK'In siganlarda ilk 24 sa. iginde idrar gikisi Gizerinde anlamli bir
etkisinin olmadigini sGyleyebiliriz.

Yapbgimiz aragtrmalarda deney hayvanlarinda parakuat nefrotoksisitesinin {riner
enzimler ile izlendigi yalmzca bir yayina rastlanmistir. Lock ve ark. (123)'nin bu konudaki



calismasinda; sicanlara 680 pg/kg oral (p.o.) ve 108 ug/kg subkutan (s.c.) yoldan tek doz
parakuat uygulanmis, 24 saatlik idrarlarda sadece oral ilag verilen sicanlarin NAG
aktivitesinde (nmol/saat olarak verilmigtir) anlamh bir arts bulunurken, subkutan ilag
verilen deney grubunda bir artis gériilmemistir. Benzer sekilde, sadece oral parakuat
verilen siganlarda 24 saatin sonunda poliliri, proteiniri, glikoziiri ve azotemi gézlenmigtir.

Cahsmamizda, 40 mg/kg i.p. tek doz parakuat'in indiikledidi nefrotoksisitenin {riner
enzimler olan GGTP ve NAG ile izlenmesi amaglanmistir. Bu enzimlerin (riner
atiimlanindaki arbig tiibliler disfonksiyonun bir gostergesidir. NAG, proksimal renal
tiblllerin lizozomlannda, GGTP ise nefronun fircasal kenar membraninda lokalize
olmugtur. Tiibller hiicre hasarinda bu enzimler ultrafiltrata sahnirlar ve idrardaki
aktivitelerinde artig gdézlenir (109). Bulgulanimizi herhangibir kaynakla karsilastirma
olanagimiz olmasa da, bulunan sonuclar kontrol grubu ile kiyaslandiginda oldukga dikkat
cekmektedir (Tablo 8). Sonuclarimiz, 40 mg/kg parakuat'in sicanlarda proksimal tiibillerde
dnemli bir hasara yol actgini, liriner GGTP ve NAG tayinlerinin proksimal tiibiil hasarini ve
nefrotoksisiteyi tespit etmede erken dénemde yararl oldugunu ortaya koymaktadir.

Nefropatinin tani ve takibinde iiriner protein élglimleri de sikikla kullanilmaktadir.
Deney hayvanlarina nefrotoksik dozda uygulanan parakuatin idrarda protein atiliminda
artisa yol actig bildirilmistir (123, 145-147, 222). Sobha ve ark. (198), parakuat
zehirlenmesi ile gelen bir olguda proteiniiri gozlemisler, ancak renal biyopside tiibiiler
“"basemant” membranda herhangibir tahribata rasttiamadiklarini belirtmislerdir. Nagano ve
ark. (145) da, parakuat verilen farelerde gdzlemledikleri proteiniirinin, reaktif oksijen
tlrleri ile glomeriiler “basement” membranin parcalandifinin bir gdstergesi oldugunu
belirtmislerdir.

insanda parakuat nefrotoksisitesi sonucunda gdzlenen proteiniiride, albuminden
baska proteinlerin atliminda arbis gbzlenmesi (ay-mikroglobulin, lizozZim gibi), hem
glomeriiler hem de tiibiiler hasann bir gdstergesidir (13, 64, 123). Albumin athimindaki
artisin, glomeriiler hemodinamik fakt6rlerin bozulmasina bagh olarak gelistigi bildiriimistir
(198).
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Son vyillarda gesitli calismalarda total lriner protein miktarinin, Griner kreatinine
oranlanarak verlidigi goriiimektedir (81, 107, 116, 176, 218). Lemann ve ark. (119)
insanlar lizerinde, Grauer ve ark. (76) kdpekler (zerinde yaptiklani galigmalarda, porslyon
idrardaki “Uriner protein/iriner kreatinin” oraninin 24 sa.lik idrardaki protein atlimin
dogru olarak yansithini gdstermiglerdir. Harauchi ve ark. (81) ise, spot idrardaki total
protein konsantrasyonunun, &gleden sonraki idrarda, sabah idranna gére daha yiiksek
oldugunu bildirmiglerdir. Cahismamizda (riner protein 6lclimleri 24 saatlik idrarda, idrar
biriktirme isleminin sona erdidi aym giin icinde gergeklestiriimis ve sonuglar “mg
protein/mg kreatinin” olarak ifade ediimistir. Tablo 8'de gorilldiigii sekilde, PK grubu
iiriner protein ortalamasi, kontrol grubu (iriner protein ortalamasindan yiiksek olsa da,
istatistikse! olarak anlamh bulunamamigtir (p>0.01).

Parakuatin deney hayvanlannda kreatinin ve {irenin renal klerensini azaltarak
serum kreatininin ve (re azotunda anlaml artiglara neden oldugu bildiriimigtir (122, 123,
145-147). Kreatinin klerensi glomerller filtrasyon hizinin bir gostergesi sayildigindan,
azoteminin nefrojenik orjinli oldugu anlagihr (122, 145). Fisher ve ark. (64), BUN artisini
oligiiri ile birlikte gbzlemlemigler ve plazma hacmindeki azalmanin (dehidrasyon) sonucu
renal kan akimindaki azalmanin azotemiye eslik edebilecegini ileri siirmiislerdir.

Galismamizda, PK grubunun serum kreatinin ortalamasi, kontrol grubu
ortalamasindan anlamh olarak yiiksek bulunmustur (p<0.01) (Tablo 8). Bu aniamhlik, PK
uyguladigimiz sicanlarda ortalama serum kreatinin degerinde kontrole gore % 391uk bir
artisi gostermektedir (Sekil 15).

Ayni tabloda goriiidiigli Gzere, PK grubunda serum lre azotu ortalamasi, kontrol
grubu ortalamasindan oldukca anlamh yiiksektir (p<0.001). Bu sonucumuz, sicaniara 40
mg/kg dozda PK uygulamasinin % 777k bir azotemiye neden oldugunu gdstermektedir
(Sekil 16). Serum kreatinin ve iire azotunda gdzlenen yiikselmeler, daha &nceden deney
hayvanlarinda bildirilen parakuat'in bu etkilerini onaylamaktadir. Ancak, calismamizda 24
sa./lkk idrar hacmi ortalamalan agisindan kontrol grubu ile PK grubu arasinda anlamii bir
fark bulunmamis olmasi, Fischer ve ark.'nin ¢aligmasinda bahsettikleri, azotemiye
dehidrasyonun katkisinin olabilece§i seklindeki gériislini tartismaya olanak vermektedir.
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Parakuatin neden oldugu akut renal yetmezlifin patojenezinde iskemik
saldinlardan gok, herbisidin neden oldugu toksik hasarin tek bagina daha énemli oldugu
bildiriimistir. Parakuat, siklik redoks islemleri sonucunda reaktif oksijen kaynaklarinin
{iretimi yoluyla oksidatif strese ve hiicre hasarina neden olur. Reaktif oksijen kaynaklarinin
parakuat nefrotoksisitesinde &nemli bir rolii olabilecedi ve antioksidan koruyucularin
yetersizlifinin de bu reaksiyonlara eslik edebilecedi bildiriimistir. Parakuat, lipit
peroksidasyonu yoluyla antioksidan glutatyon (GSH) miktanni 6nemli 8lglide
azaltmaktadir. Aynca, parakuat rediiksiyonu NADPH oksidasyonu ile beraber
yiirimektedir. Bu nedenle herbisidin toksisitesinde, hem reaktif oksljen kaynakiarinin
{iretiminin hem de NADPH tiiketiminin rolii olabilecegi 6ne sirilmektedir (18, 33) (Sekil
4).

Parakuat zehirlenmesinin insanlarda renal tiibiiler hasar ve akut tiibiller nekroza
neden oldugu bildirilmistir (50, 83, 184). Zehirlenen olgularda boébregin histolojik
incelemesinde godzlenen lezyonlar baslica proksimal kivrimh tiiblillerin epitelindedir.
Bununla birlikte tiipleri diseyen kapiller damarlarda orta siddetli lezyonlar bulunurken,
glomeriiler ve interstisyel lezyoniar nadirdir (9, 16, 198).

Sican ve farelere parakuat verilmesi sonucunda parakuat’in, nefronun proksimal
kivnmh tibillerinde nekroza ve dejenerasyona neden oldugu histolojik olarak
gosterilmistir. Nefrotoksisitenin nefronun proksimal segmenti ile sinirh oldugu
gorilmektedir (51, 66, 80, 123). Parakuat eliminasyonu, primer olarak bdbreklerden idrara
aktif sekresyon ile olur. Bu durum, proksimal tiibiil hiicreleri iginde parakuat miktarinin
artmasina ve yiiksek konsantrasyonlara ulagmasina olanak verir. Renal hasar, aktif
sekresyon siiresinin uzamasiyla birlikte herbisidin renal tiibliler hiicreler iginde yilksek
konsantrasyonlarda birikmesine baghdir (51, 85, 198).

Ayrica, parakuat toksisitesinde bobreklerin rolin{in cok Onemli oldugu ve
baslangicta renal fonksiyonlar heniiz normalken alinan herbisidin bilytik miktarinin ilk
birkag saat icinde idrarla atildigi bildiriimistir (18). Ancak yiiksek dozda parakuat’in renal
tiibliler nekroza neden olarak “parakuat klerensi”ni nemli oranda azalttii ve bu durumun
nefrotoksisiteyi siddetlendirdigi de bir gergektir (85).
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Ben-Rejeb ve ark. (12) sicanlarda yaptiklan galismada; oral yoldan 20, 30, 50
mg/kg dozlarda PK verilmesinden 24 saat sonra tiibiler lezyonlarin bagladigini, ézellikle
proksimal tiibiiliin daha hassas oldugunu, distal lezyonlarin ise daha geg ortaya giktigini ve
2 ay sonra bile gbzlenebildidini bildirmigler, glomeriillerde sadece orta derecede
dedisiklikler saptamiglardir. Nagata ve ark. (146), Beagle kdpeklere 7 mg/kg, s.c., PK
verilmesinden sonra gegen 24 saatin sonunda yapilan histopatolojik incelemede, proksimal
tiibll “basement” membranda kalinlasma ve nekrotik epitelyel hiicrelerin varhgini
gostermiglerdir. Ayni aragtrmacilar diger bir calismada da, 0.495 mg/kg/giin, 28 giin, s.c.
PK uygulanan Beagle kdpeklerde bsbrek proksimal tiibiil epitel ve mezensiyal hiicrelerinde
orta derecede lokal hasar kaydetmislerdir (147).

Calismamizda, PK uyguladigimiz sicanlarin her birinin bdbrek dokularinin
histopatolojik incelemeleri sonucunda grubun tiibler nekroz skor dederi ortalamasi 1.72
olarak bulunmustur. Bu deger, kullanmis oldugumuz deney hayvanlarinda PK'in hafif - orta
dereceli nekroza neden oldugunun bir gostergesi olarak kade edilmistir. Histopatolojik
incelemelerde Ozellikle nefronun proksimal tiibiillerindeki nekroz ve dejenerasyon varligi
dikkat cekmekteydi (Resim 1).

V.6.2. Asetaminofen (APAP) ile ilgili Tartisma

Asetaminofen (parasetamol), asir dozlarda insanlarda ve deney hayvanlarinda akut
hepato- ve nefrotoksisiteye neden olan analjezik-antipiretik bir ilactr. insanlarda terapétik
dozlarda higbir toksisitesi yokken, asiri dozlarda alindiginda (>2,000 mg/kg) oldukga
reaktif kinonlar ve metabolitler meydana gelir. Bu reaktif bilesikler, GSH ve protein stilfidril
gruplan ile reaksiyona girerek hiicre fonksiyon bozuklufuna ve sonugta hepato-renal
toksisiteye neden olurlar. Akut renal toksisitenin primer olarak proksimal tiibiille siirli
hiicresel hasar ile karakterize oldugu ve GFR’de énemli bir azalmaya yol actigi bildirilmistir
(20, 88, 212).

Disi siganlann asetaminofen nefrotoksisitesine daha duyarh olduklan bildirildiginden
(59, 141) ve deneysel olarak asetaminofen ile indiiklenen nefrotoksisite ¢alismalarinda
gogunlukla erkek siganiarin tercih edilmis olmasi nedeniyle (10, 59, 106, 137, 151, 153,
154, 156, 212) calismamizda erkek sicanlar k\ullamlmlstlr. llag 1.p. yoldan 4 farkli dozda
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(250, 500, 750, 900 mg/kg) tek bir enjeksiyonda verilmigtir. Sicanlarda asetaminofen
nefrotoksisitesini indiikleyici uygulama dozu genellikie 900 mg/kg, i.p. olmak (izere tek doz
olarak bildirilmektedir (40, 151, 153, 156, 212). Sicanlarda asetaminofenin renal ve
hepatotoksik etkisinin yiiksek dozda ilacin i.p. olarak uygulandiginda ortaya ¢ikmasi, p.o.
verildiginde ise bu etkilerin izienmedidi bilindiginden (40), ilag i.p. olarak uygulanmigtir.

Tablo 9'da goriildigu Uzere, farkli dozlarda asetaminofen uygulanan sicanlarin
idrarla atilan ortalama GGTP miktan U/g kreatinin degerleri, tiim gruplarda kontrol
dederinden istatistiksel olarak oldukga anlamli ylksek bulunmugtur (p<0.0001). Bu
degerler, asetaminofen uygulanan siganlarda kontrol grubuna gére Griner GGTP atliminda
doza paralel olarak sirasiyla % 107, % 193, % 533 ve % 621 oraninda artiglara yol
actdinin bir gostergesidir (Sekil 12).

Benzer sekilde, asetaminofen uygulanan siganlarda idrarla atlan ve (riner
kreatinine oranlanarak ifade edilen ortalama NAG degerlerinin, kontrol dederinden APAP-
500, APAP-750 ve APAP-900 gruplarinda istatistiksel olarak oldukga anlamli yiiksek oldugu
(p<0.0001), APAP-250 grubunda Ise farkin kontrole gére anlamsiz oldugu goriiimektedir
(p>0.01). Enzim aktivitesinde anlamh artislarin oldugu 500, 750 ve 900 mg/kg ilag
uygulanan gruplarda uriner NAG atliminda sirastyla kontrole gire % 101, % 241 ve %
332 oraninda artislar gézlenmistir (Sekil 13).

Asetaminofenin nefrotoksisitesi konusunda yapilan deneysel ¢alismalar genellikle,
ilacin metabolitleri ve bu metabolitlerin nefrotoksik etkideki rolleri (40, 55, 106, 117, 151,
153, 154, 211) veya nefrotoksisite mekanizmalari (56, 137, 141, 156, 212) ile iligkilidir.
Asetaminofen ile indiiklenen nefrotoksisitenin {iriner enzim aktiviteleri ile izlendigi sadece
ic yayina rastlanmigtir.

Metz ve ark. (132)'nin saglikh kisiler izerinde yaptiklarni calismada, 5 saglikl kisiye
2'ser gram parasetamol bir seferde oral olarak verilmigtir. idrarda, fircasal kenar enzim
GGTP, lizozomal enzim NAG ve galaktozidaz (GAL) ile sitoplazmik enzim laktat
dehidrogenaz (LDH) aktiviteleri incelenmigtir. LDH ve GGTP aktivitesindeki artislann,
asetaminofen’e bagl orta dereceli proksimal tibiiler epitel hiicre hasanni gdsterdidi
sonucuna vartimigtir.
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Kocao§lu ve ark. (115), akut asetaminofen nefrotoksisitesini arasbrdikiar
calismalarinda, 900 mg/kg, i.p., tek doz APAP verilen siganlarda Uriner GGTP aktivitesinde
kontrol grubuna gore oldukca anlamli artis bulmuglar ve asetaminofen’in nefrotoksik
etkisinin Uriner GGTP aktivite tayini ile iZenebilecedini 6ne siirmiiglerdir.

Mitic ve ark. (135), bobregin tokslk ajanlara daha duyarli ve savunmasiz oldugu
kronik glomeriilonefrit ve Balkan endemik nefropatili (BEN) hasta grubuna oral yoldan
2'ser g asetaminofen vermigler ve akut etkisini incelemiglerdir. Ik 24 sa. icinde sadece
Uriner kreatinin atliminda anlamli bir artis gézlendigini, total protein ile driner enzimlerden
GGTP ve NAG atihminda anlamli bir degisikiik olmadigint bildirmiglerdir.

Bizim ¢ahsmamizdan elde ettigimiz sonuglar, asetaminofenin nefrotoksik etkisinin
{iriner GGTP ve NAG aktiviteleri ile izZlenebllecedini destekler yondedir. Sonuclarimiza gére;
en diisiik dozda asetaminofen uygulanan siganlarda (250 mg/kg), Uriner NAG aktivitesinde
anlamh bir artis gbzlenmemis olmasi, GGTPIn Ise uygulanan tlm dozlarda idrar
aktivitesinde artiglara neden olmasi ve GGTP enzimiirisinde gbzlenen yiizde artislarin NAG
enzimiirisinden daha fazla olmasi nedeniyle, asetaminofen nefrotoksisitesinde firgasal
kenar enzim GGTP'In lizozomal enzim NAG'a gbre proksimal hasari daha erken dénemde
ortaya koydugunu styleyebiliriz.

Tablo 9'da yer alan, APAP uygulanan siganlarda idrar kreatinin ortalama degerleri
kontrol grubu degeri lle kiyaslandifinda, Griner kreatinin atiliminda APAP-250 grubunda
elde edilen ortalama defier kontrole gore anlamhi bulunmamistir. APAP-500 grubunda
istatistiksel olarak anlamh artig, APAP-750 ve APAP-900 gruplannda anlamhi azalma
bulunmustur. Kreatinin abhiminda doza bagh olarak ortaya gikan azalma (750 ve 900
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idrar miktarlarinin ortalamalan agisindan APAP-250 grubunda kontrole gére anlamli bir
dedisiklik bulunmazken, APAP-500 grubunda anlamli bir azalma, APAP-750 ve APAP-900
gruplarinda anlaml bir artig saptanmistir. Idrar akis hizndaki azalma dehidrasyon, renal
hasar ve ilacin antidiliretik etkisi ile agklanmistir (59). 750 ve 900 mg/kg APAP uygulanan
gruplarda gbzlenen polilii, tlbller reabsorbsiyon yetene§inin  bozuldugunu
gbstermektedir.

Asetaminofen uygulanan siganlann Idrannda olglilen protein miktarlarinin
ortalamalan Tablo 9'da verilmistir. Uriner kreatinine oranlanarak ifade edilen degerler, tim
gruplarda kontrol degerinden oldukga anlamli yiiksek bulunmustur (p<0.0001). Uygulama
dozlarinda, kontrol grubuna gére ilag verilen gruplarda (riner protein atlimi doza paralel
olarak % 121, % 161, % 563 ve % 759 oraminda artmistir (Sekil 14). |

Proteiniiri, glomeriiler ve tiibliler fonksiyonlardaki bozulmanin ve akut renal
yetmezligin bir gostergesidir (235). Williams ve ark. (231), hafif-orta siddetli renal
bozukludu olan 108 hastada renal yetmezlik gelisimini takip etmisler; bu kisilerin 24-sa.’lik
idrarlarindaki {riner total protein atihm ile bébrek hasanndaki kotiilesme arasinda énemli
bir korelasyon oldugunu ve buradan yola gikarak proteinirinin, renal yetmezlik gelisiminin
takibinde yararh bir prognostik indeks olabilecegdini ileri siirmislerdir. Caismamizda farkh
dozlarda asetaminofen uyguladigimiz sicanlarda, {iriner protein atliminda ©nemli
derecelerde artiglar gozlenmesi ve ilaan bu etkisinin doza badh olmasi, asetaminofen
nefrotoksisitesinin Griner total protein atlimi ile izlenebilecedini ortaya koymaktadir.

Asetaminofen uygulanan sicanlarda serum kreatinin ortalamalan Tablo 9'da ve bu
degerlere iliskin cizilen bar grafikleri ise Sekil 15’de verilmigtir. Istatistiksel analizde APAP-
250, APAP-500 ve APAP-750 gruplarinin serum kreatinin ortalamalan kontrol degeri
ortalamasina gore anlamh bulunmazken (p>0.01), 900 mg/kg dozda asetaminofen
uygulanan sicanlarda gzlenen arbis kontrole gére anlamh bulunmugtur (p<0.01). Serum
kreatinin 6lglimlerinin erken donemdeki renal hasan yeterli olarak géstermedidi ve erken
dénemdeki renal fonksiyonel bozukluklarin tespit edilmesinde serum kreatinin
diizeylerinin, kreatinin atthmindaki kompensatuvar artislar ile gizleneblldigi bildirilmistir
(194). Calismamizda da, 900 mg'dan daha diisiik dozlarda asetaminofen uyguladigimiz
sicanlarin serum kreatinin degerlerinde ilk 24 saatin sonunda anlamh artiglar



gorillmemistir. Eguia ve ark. (52), yilksek dozda asetaminofen alinmasindan sonra
karacier hasan gézlenmeyen, ancak nefrotoksisite bildirilen 34 hastanin 23'linde klinik
bulgu olarak oligiri gbzlemigler, yiiksek dozda ilacin alimmindan 2-5 giin sonra akut renal
‘yetmezlik gelistigini 've serum kreatinin diizeylerinin ise 3 ile 16. glinlerde maksimuma
eristigini bildirmislerdir.

Calismamizda bu gruptaki sicanlann BUN ortalamalari da toplu halde ayn: tabloda
verilmigtir (Tablo 9). APAP-250 ve APAP-500 gruplarinda kontrol degeri ile kiyaslandiinda
BUN ortalamalannda diismeler gézlenmig ancak istatistiksel olarak anlamh bulunmamigtir.
APAP-750 grubundaki azalma (% 207ik) ise kontrol grubu ile kiyaslandiinda anlamii
bulunmustur (p<0.01). En yiksek dozda APAP uyguladigimiz (900 mg/kg) deney
sicanlarinda bu doz azotemiye yol agmis ve % 21lik anlamli arbs saptanmigtir (p<0.01)
(Sekil 16).

Newton ve ark. (153), 250, 750, 900 mg/kg, i.p., APAP verilen F344 sicanlarda, kg
basina 750 ve 900 mg uygulama dozlanindan sonraki 24 saatin sonunda kan iire azotunda
anlamh arbs bulmuslar, 250 mg/kg dozda APAP verilen sicanlarda gézlenen diigmeyi ise
anlamh bulmamuglardir. Baska bir galismalannda da (151), F344 sicanlara 250, 500, 750,
900 mg/kg dozlarda s.c. yoldan asetaminofen uygulamiglar; kg basina 250 ve 500 mg
uygulama dozlarindan 24 saat sonra kan {re azotunda anlamh olmayan digme
kaydetmisler, 750 ve 900 mg/kg dozlarda ise anlamhi artiglar tespit etmislerdir.

Rumack ve ark. (182), toksik dozda asetaminofen’in indiikledigi karaciger hasarinin
tre olusumunu 6nlemesi nedeniyle, BUN degerlerinin gok fazla ya da gok az diizeylerde
(orantisiz olarak) diistigiing bildirmislerdir. Insanlarda 6ldiriici olmayan, agin dozlarda
asetaminofen alinmasindan sonra ilmh vefveya siddetli azoteminin sik goriilen klinik bir
bulgu oldudu, hatta karacier hasan godriilmeyen bircok hastada dahi azotemi gbzlendigi

| bildirilmigtir (28, 134). Asin dozda asetaminofen alinmasi sonucu geligen renal hasarda,

BUN arbisinin yaninda serumda kreatininin de artbd bildirilmigtir (45). Bu bulgy,
calismamizda sadece en yiiksek dozda (900 mg/kg) asetaminofen verilen siganlarda
gbzledidimiz serum kreatinin ve BUN diizeylerindeki arbislaria uyumiudur,

Insanlarda, asin dozda alinan asetaminofen’in akut proksimal tiibiiler nekroza
neden oldu§ju ancak renal iskeminin bobrek hasarinin gelisiminde katkisi olmadigi
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bildiriimistir (28, 45, 134, 182). Newton ve ark. (151-154), patoloji ile BUN‘un
asetaminofen nefrotoksisitesini izlemede en duyarh isaretgiler oldugunu belirtmis,
histolojik degisikliklerin renal fonksiyonlardaki degisiklikleri yansitan BUN'da gb6zlenen
dedisikliklerle uyumlu oldugunu bildirmiglerdir.

Beierschmitt ve ark. (10) da, 600 mg/kg, i.p., tek doz APAP verilen erkek F344
siganlarda, renal hasan BUN ve histopatoloji yardimiyla incelemisler; BUN diizeyinde 12
saat sonunda kontrole gére (% 135) artig tespit etmisler, renal lezyonlann da bu bulguyu
destekledigini bildirmiglerdir.

Hart ve ark. (55), erkek CD-1 farelere 600 mg/kg, p.o., APAP verildikten 12 saat
sonra BUN’'da artma ve belirgin kortikal nekroz gézlemlemislerdir.

Mitchell ve ark. (134), asetaminofen’in direk renal hasarinin, bdbreklerde primer
olarak renal kortekste bulunan, birgok ilacin oksidasyonunda rolii olan terminal oksijenaz
sitokrom P450 enzim sistemi arachg ile asetaminofen’in arilleyic metabolite
biyotransformasyonuna bagli oldugunu ifade eﬁ’nislerdir. Daha sonra birgok arastirmaci
yaptklan Jin vivo calsmalarla, akut renal tiibiiler nekroz gelisiminde asetaminofenin
metabolik aktivasyonunun zorunlu oldugu konusunda ortak bilgiye varmigiardir (88, 141,
152, 156, 158, 177) (Sekil 6). Son yillarda Hart ve ark. (57), asetaminofen-glutatyon
konjugatiarinin asetaminofen nefrotoksisitesinde roliiniin olabilecedini dne siirmiglerdir.

Body ve Bereczky (21), letal dozda asetaminofen verilen ve 24 saatin sonunda
histolojik incelemeye alinan sican bdbredinde, tiibiiler 6dem ve dilatasyon ile tibiiler
epitelde dejenerasyon ve konjesyon gézlemlediklerini bildirmiglerdir.

Newton ve ark. (156) da, sicanlarda 900 mg/kg, i.p., APAP uygulanmasindan 24
saat sonra ortaya cikan tibiler hasarin 6nce diiz proksimal segmentte goriidiglng ve
daha sonra kiviimli segmente dogru kayarak tiim kortekse yayildiini bildirmigler, diger
taraftan siddetll tiibliler nekrozdan medullanin ve glomeriillerin etkilenmedigini
belirtmislerdir. Ayni arashrmacilar daha énce yaptiklan galismalarinda asetaminofen dozu
arttkca histopatolojik bulgularin siddetlendiéinden sozetmiglerdir (153). Arastrmacilar
asetaminofen’in neden oldugu nefrotoksik etki icin histopatolojik degisikliklerin belirleyici
oldugunu ancak toksik etkisinin asetaminofen’den 5-10 kat daha fazla olmasina ragmen



PAPUn vyarath§y nefrotoksisitede histolojik  bulgularin  belirleyici  olmadigini
vurgulamislardir.

Calismamizda, farkli dozlarda APAP uyguladigimiz sicanlarin bdbrek dokularinin
histopatolojik tiibliler nekroz skor degerlerine iliskin ortalamalan Tablo 9'da verilmis,
bébrek dokusunda gbzlenen nekrotik degisikliklere ait bulgulari ise Resim 2 ve 3'de
gbsterilmistir. Histopatolojik bulgular llacin nefrotoksik etkisini desteklemekle birlikte, 500
mg/kg uygulama dozu Uzerindeki diger dozlarda histopatolojik degisikliklerin siddetinde bir
artma olmaditji, doz ile bulgu siddetinin paralel gitmedigi gdriiimistir. Bu bulgumuz,
histopatolojinin farkli dozlardaki asetaminofen’in nefrotoksik etkisini belirlemede yetersiz
kaldigin1 géstermektedir. Ortalamalarda ortaya gikan bu sonug, bireysel farkliliklarin toksik
doz ve toksik etki {izerinde belirleyid oldugunu diisiindiirmeltedir.

Farklt dozlarda asetaminofen uygulanan sicanlarda, enzimiiride (dzellikle GGTP) ve
iriner total protein atliminda elde edilen bulgular, 500 mg/kg APAP dozundan sonra ilacin
nefrotoksik etkisinde bir sicrama oldugunu ‘gdstermektedir. Enzimiiri ve proteiniiri
asetaminofenin doza badli olarak meydana getirdigi tiibiler disfonksiyonu ortaya
koymada oldukga belirleyic goriilmektedir. Serum kreatinin ve BUN diizeylerindeki artiglar
ise sadece en yiiksek dozda (900 mg/kg) asetaminofen verilen grupta nefrotoksisiteyi
belirlemede bir yarar saglamistir.

V.6.3. Parakuat + Asetaminofen (PK + APAP) Ile ligili Tartigma

Galisma 4 farkh deney grubundan olugmustur. Her gruptaki sicanlara 40 ma/kg,
i.p., parakuat uygulandiktan yanm saat sonra farkii dozlarda asetaminofen (250, 500, 750,
900 mg/kg i.p.) uygulanmistir.

Bu gruplarda (riner kreatinine oranlanarak ifade edlien ortalama GGTP ve NAG
aktiviteleri Tablo 8'de verilmigtir. Gruplarin tiimiinde &lglilen {iriner GGTP ve NAG degerleri
kontrol deljerine gbre istatistiksel olarak ileri derecede anlamh artislar gdstermigtir
(p<0.0001). Kontrol grubu ile kiyaslandiinda kombine ilag uygulanan gruplarda idrar
GGTP aktivitesinde dozlara gére sirasiyla % 219, % 347, % 706, % 840 ve idrar NAG
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aktivitesinde de % 148, % 228, % 313, % 421 oraninda artiglar meydana gelmigtir (Sekil
12, 13).

PK + APAP uygulanan sicanlarin (riner kreatinin ortalamalan da Tablo 8'de
verilmistir. Kombine ila¢ uygulanan si¢anlarda, ortalama Uriner kreatinin degerleri kontrol
grubu ortalama degeri ile kargilastinldiginda, kreatinin atihmindaki azalmalar oldukga
anlamhidir (p<0.001). Kontrol grubuna gére kombine ilag uygulanan sicanlarda idrarda
GGTP ve NAG enzimiirisinin de oldukca anlamii (siddetli) olmasi, yiiksek enzim oraninin,
hem enzimin hem de kreatinin‘in {riner atlimlanmin normalden degdismesinin bir sonucu
oldugunu gostermektedir.

PK + APAP uygulanan siganlarda Uriner total protein ortalamalan da aym tabloda
(Tablo 8) verilmistir. Uriner protein atiliminda, kombine gruplann tiimiinde kontrol
grubuna gére oldukca anlaml arbslar saptanmigtir (p<0.0001). Bu degerler, PK + APAP
verilen sicanlarda kontrol grubuna gére, lriner protein atiliminda dozlara gdre sirasiyla %
199, % 440, % 790, % 979 oraninda artislara yol agmistir (Sekil 14). Kombine ilag
uygulanan gruplarda proteiniirideki anlamli artiglarin, anormal enzimiri degerlerine eglik
ettifi goriilmektedir. Ancak, NAG'In yiiksek molekiil agirhginda bir enzim (130-140 kDa)
olmasi nedeniyle hasara ugramis glomeriiler filtrasyon aparatindan serbestge filtre
edilemeyece§i ve bu nedenle proteiniiriye artmis enzimirinin bir katkisinin olamayacag
bildirilmistir (116).

Genel olarak serum kreatinin ve BUN, renal fonksiyon bozukluklarinin tespit
edilmesinde yaygin olarak kullanilan parametrelerdir (109, 116, 230). PK + APAP
uygulanan siganlann serum kreatinin ve BUN ortalamalari Tablo 8'de verilmigtir. Gruplarn
tiimiinde, serum kreatinin ve ire azotunda kontrol grubuna gbre istatistiksel olarak
oldukca anlamh artiglar saptanmistir (p<0.001). Serum kreatinin diizeylerinde kontrol
grubuna gdre gore sirasiyla % 30, % 50, % 66, % 101 oraninda, BUN diizeyinde ise %
105, % 124, % 270, % 342 oraninda artig gériilmektedir (Sekil 15, 16).

Kombine uygulamalarda, GGTP ve NAG enzimiirisinde ve hem de (riner protein
atihminda gézlenen ylizde artlslarm her iki ilacin tek bagina uygulamalarinda ortaya ¢ikan
artiglardan fazla olmasi, ilaglarnin birlikte alinmalan sonucunda aditif nefrotoksik etk
gosterdigini ortaya koymustur. Benzer sekilde, kombine uygulamanin sonucunda serum
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kreatinin ve BUN'da gézlenen artislar, verilen asetaminofen dozu arttikga iki ilacin aditif
nefrotoksik etkisinin kuvvetlendigini géstermektedir. Artmis enzim aktivitesi, her iki ilacin
aditif toksisitesine bagh olarak proksimal renal hasarin siddetlendiginin bir gbstergesidir.
PK bobreklerden aktif olarak sekrete edildiginden, APAP'in meydana getirdigi tiibller hasar
teorik olarak PK atilimini azaltacaktir. PK + APAP gruplarinda ortaya gikan nefrotoksik
indiiksiyon, PK ve APAP arasindaki biyokimyasal birtakim etkilesimleri kapsayan diger bazi
mekanizmalara da bagh olabilir. Bunlardan bir tanesi, glutatyon eksikligi olabilir
gobriisiindeyiz.

Calismamizda PK + APAP uyguladigimiz siganlann bdbrek dokularinin histolojik
incelemeleri sonucunda elde edilen her bir grubun semi-kantitatif tiibiiler nekroz skor
degeri ortalamalarina bakildifinda (Tablo 8), parakuat ile birlikte asetaminofen uygulanan
deney siganlarinda histopatolojik bulgularin ortalama skorlarinin asetaminofen dozu ile
orantili gitmedigi ve 40 mg/kg PK + 500 mg/kg APAP verildikten sonra skor ortalamasinda
farkedilir bir artis olmadigi gézlenmektedir. Bu bulgu histopatolojinin, her iki ilacin
kombine uygulanmasinin neden oldugu nefrotoksisiteyi belirlemede yetersiz kaldigini
diisiindiirmektedir.

Calismamizda, parakuat ile indiiklenen nefrotoksik etkiye farkii dozlarda
asetaminofen’in katkisini arastrdidimizda, yapilan istatistiksel incelemeler sonucunda; PK
ile birlikte 250, 500, 750, ve 900 mg/kg APAP verilen siganlarda, sadece PK verilen
sicanlara gore, total lriner protein abliminda ileri derecede anlamli artislar gézlenmistir
(p<0.0001). Enzimiirideki artiglar, 500 mg/kg ilave APAP uygulamasindan sonraki dozlarda
kaydedilmis, ilk duyarli artts NAG atliminda gozlenirken, ilave APAP dozu 750 mg/kg
oldugunda ancak GGTP'da duyarh bir artis gbzlenmisgtir. Serum kreatinin diizeylerinde
kombine uygulamalann higbirinde, PK grubu ile kiyaslandifinda istatistiksel olarak anlamh
bir artis gézlenmezken; BUN diizeylerinde 500 mg/kg ve lizeri APAP ilave edilen gruplarda
anlamli artislar bulunmustur (Tablo 8). Bu sonuglar, parakuatin nefrotoksik etkisine
asetaminofen’in doza bagh olarak aditif bir nefrotoksik katkisinin oldugunu ortaya
koymaktadir. Nefrotoksik katkinin tespit edilmesinde {iriner protein atliminin enzimiiriden
daha hassas oldugu goriilmektedir.
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Bu calismada, parakuat ve asetaminofen tarafindan indiiklenen nefrotoksik etkilerin
ve aditif nefrotoksisitenin enzimiiri yardimiyla saptanmasi amaclanmistir. Sunulan
bulgulara gore, ilaglarin nefrotoksik etkilerinin izlenmesinde esas alinan kriterlerden; total
protein atlimi ile GGTP ve NAG aktivite artiglarinda anlamh istatistiksel sonuclara
ulasiimistir. Ozellikle total protein atilim ile, aditif nefrotoksisite daha erken dénemde ve
daha hassas olarak ortaya konmustur. Nefrotoksisitenin izlenmesinde kullandigimiz
enzimiri parametrelerinden, GGTP ve NAG'in tek basina parakuat ve asetaminofen’e bagl
nefrotoksisitenin gosterilmesinde son derece hassas olduklari ancak bu hassasiyetin
uygulanan toksik bilesiklerin dozuna bagh olarak erken yanit agisindan farkiilik gosterdigi
belirlenmigtir, Aditif nefrotoksisitenin belilenmesinde, s6z konusu iki enzimden NAG,
parakuat + asetaminofen seklindeki kombihe bir uygulamaya GGTP'dan daha erken yanit
vermektedir. Sonug olarak, her iki enzZimin de, parakuat ve asetaminofen’in tek basina ya
da kombine uygulamalar ile olusan nefrotoksisitenin lzZlenmesinde deneysel ve kesin
sonug acisindan pratik ve yararii olduklari ortaya konmustur.
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OZET

Nefrotoksik maddelerie yapilan /7 vivo deneysel galismalarda, lriner enzimlerin
atihmindaki artiglarin tiibller hasann isaretgisi oldukian belirtilmigtir.

Bu calismada; Parakuat (PK) ve Asetaminofen (APAP)in sican bibredi Gzerindeki
akut toksik etkilerinin erken tanisinda yardimei olmak zere, firgasal kenar enzim Gamma-
Glutamil Transpeptidaz (GGTP) ve lizozomal enzim N-Asetil-B-D-Glukozaminidaz (NAG)'in
idrardaki aktivite tayinlerinin aragtinimasi amaclanmigtir. Ayrica, renal fonksiyonlann
izlenmesinde klasik olarak basvurulan baz blyokimyasal parametrelerin &igiimlerine de
(idrarda protein, serumda kreatinin ve kan {ire azotu=BUN) yer verilmistir.

Calisma, toplam on grupta Swiss-Albino turiinden 108 adet erkek sican lizerinde
gergeklestirilmistir. Kontrol grubu digindaki deney gruplarina, 40 mg/kg PK (PK grubu) ya
da 250, 500, 750 veya 900 mg/kg APAP (APAP-250, APAP-500, APAP-750, APAP-900
gruplan), kombine gruplara ise 40 mg/kg PK verilmesinin ardindan 250, 500, 750 veya
900 mg/kg APAP (PK+APAP-250, PK+APAP-500, PK+APAP-750, PK+APAP-900 gruplar)
intraperitonal olarak uygulanmigtr.

Uriner GGTP atiliminda ilag verilen tiim gruplarda, Uriner NAG atiliminda APAP-250
grubu digindaki (250 mg/kg APAP verilen) diger tiim gruplarda, kontrol grubuna gbre fleri
derecede arbslar meydana gelmistir (p<0.0001).

Total Griner protein atihmi agisindan kontrol grubu ile kargilagbnldiginda, PK verilen
grup disinda dider tiim ilag verilen gruplarda, idrar protein atihminda ileri derecede artiglar
meydana gelmistir (p<0.0001).

Serum kreatinin diizeylerinde, PK grubunda ve en yiiksek dozda APAP verilen
grupta (APAP-900) kontrol grubuna gbre anlamh arbislar saptanmigtir (p<0.01). Benzer
sekilde, BUN diizeylerinde de, PK ve APAP-900 gruplarinda anlamli artiglar saptanmigtir
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(p<0.001). PK + APAP verilen kombine gruplarin hepsinde, her iki parametre agisindan
anlaml artiglara ulagilmigtir (p<0.001).

Bobrek dokulannin histopatolojik inceleme sonuglarn, PK ve APAPin nefronun
proksimal tiibiillerinde nekroz ve dejenerasyona neden oldugunu ortaya koymustur.
Ancak, histopatolojinin, farkll dozlarda APAPin ve her iki ilacin kombine uygulanmasinin
neden oldugu nefrotoksik etkileri belirlemede yetersiz kaldigi gérilmiistir.

Bu calismada, PK ve APAP enjekte edilen sicanlarda bébrek hasarinin izZlenmesinde
en duyarli, en erken isaretgilerin, enzimlerin Uriner atlimindaki artiglar ile Griner protein
atihmi oldugu sonucuna variimistir. Erken doénemde gézlenen proteiniiri ve enzimiiriyi,
serum BUN ve kreatinindeki anlamli artiglar izlemis, ancak histopatolojik bulgular ile
enzimiiri arasinda korelasyon bulunamamigtir. Enzimlerin idrarda atihmlarinda gozienen
artislar; 1) PK ve APAP'in nefrotoksik etkilerinin doza bagh oldugunu, 2) ilaglann tek
basina ve birlikte indiikledii nefrotoksisitenin izZlenmesinde GGTP ve NAG'n idrardaki
aktivite tayinlerinin yararl birer nefrotoksisite isaretgisi olarak kullanilabilecegini, 3) ilaca
ve/veya doza bagh olarak indiiklenen nefrotoksik etkide, her iki enzimin Uriner athminda
farkhliklar ve hassasiyetler ortaya cikabilecegini gostermistir. Ayrica, APAPin, PK'in
nefrotoksik etkisine ek (aditif) bir nefrotoksik katkisinin oldugu ve aditif toksik etkinin
belirlenmesinde proteiniirinin enzimiiriden daha hassas oldugu belirlenmistir.
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SUMMARY

In vivo studies done with nephrotoxic substances demonstrated that increases in
excretion of urinary enzymes were markers of tubular damage.

This study investigates the activities of Gamma-Glutamyl Transpeptidase (GGTP), a
brush border enzyme, and N-acetyl-p-D-Glucosaminidase (NAG), a lysosomal enzyme, in
urine in order to improve the early determination of the acute toxic effects of paraquat
(PK) and acetaminophen (APAP) in rat kidney. Some biochemical parameters (protein in
urine, serum creatinine and blood urea nitrogen=BUN) were also measured to monitor
renal functions.

In this study, 108 male Swiss-Albino rats were used in ten groups. Except for the
control group, treated groups received 40 mg/kg PK (PK group) or 250, 500, 750 or 900
mg/kg APAP (APAP-250, APAP-500, APAP-750, APAP-900 groups), intraperitoneally (i.p.).
Combined groups also received 40 mg/kg PK then 250, 500, 750 or 900 mg/kg, i.p., APAP
(PK+APAP-250, PK-++APAP-500, PK+APAP-750, PK+APAP-900 groups).

Urinary excretion of GGTP and NAG increased significantly in all groups treated
with the drugs, (p<0.0001, comparable to control). However, NAG excretion did not
increase significantly in APAP-250 group.

Total urinary protein excretion increased in all groups treated with APAP and
PK+APAP (p<0.0001, comparable to control). This parameter did not increase significantly
in PK-treated groups.

Serum creatinine levels increased in PK group and the highest dose received APAP
group (p<0.01, comparable to control). Similarly, BUN levels increased significantly in PK
and APAP-900 group (p<0.001). Both parameters increased significantly in all PK+APAP
(combined) groups (P<0.001).
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Histopathological resuits of kidney tissues demonstrated that PK and APAP caused
proximal tubular necrosis and degeneration in nephrons. However, histopathological
examination was found to be inadequate in determination of nefrotoxicity caused by
different doses of APAP and combined drug treatment.

Based on this study we conclude that increases in urinary excretions of enzymes
and proteins are the most sensitive early determinants in monitoring kidney damage in
PK and APAP-treated rats. Increases in protein and enzyme excretions observed at early
onset of renal damage were followed by significant increases serum BUN and creatinine;
however, no correlation was found between histopathological findings and increase in
urinary enzyme excretion. Increases observed in urinary excretion of enzymes
demonstrated that 1) nephrotoxic effects of PK and APAP are dose-dependent, 2) the
determination of GGTP and NAG activities in urine is a helpful method in monitoring of
nephrotoxicity induced by a single drug or drug combinations, and 3) alterations In urinary
excretions of these two enzymes and changes in sensitivity can be observed during drug-
or dose-dependent nephrotoxicity induced by a drug or drug combinations. In addition to
these APAP may contribute to the nephrotoxicity caused by PK and this additive effect can
be determined more sensitively by urinary increases in protein excretions than that in
enzymes.
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SEKIL LISTESI
KONUSU
Bobrek kesiti
Nefron ve kan damarlarinin sekli

Parakuat'in kimyasal yapis

Parakuat'in toksisite mekanizmast

Asetaminofen’in kimyasal yapisi

Asetaminofen’in toksisite mekanizmasi

GGTP &lglim yonteminin prensibi

Berthelot yénteminin prensibi

Kreatinin standart egrisi

Ure azotu (BUN) standart egrisi

Sigir serum albumin standart egrisi

Kontrol grubu ile ilag uygulanan gruplarda idrar GGTP atilimi bar
z;ar?t?; grubu ile ilag uygulanan gruplarda idrar NAG atthmi bar
I%?r?t?clal grubu ile ilag uygulanan gruplarda idrarda total protein
atihmi bar grafigi

gl?ar;i%‘i)l grubu ile ilag uygulanan gruplarda serum kreatinin bar

Kontrol grubu ile ila¢ uygulanan gruplarda serum (re azotu
(BUN) bar grafigi
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TABLO LISTESi

KONUSU
Asetaminofen uygulama dozlan

Deney gruplanna uygulanan ilaglar

Idrarda GGTP aktivitesinin tayini

idrarda NAG aktivitesinin tayini

Kreatinin standart egrisi

Serum Ure azotu (BUN) standart egrisi

Sigir serum albumini standart egrisinin cizimi igin okunan

absorbans degderleri
Asetaminofen verilen sicanlann Idrar, serum ve bdbrek

~ dokularina ait bulgular

Parakuat veya Parakuat + Asetaminofen verilen sicanlarin
idrar, serum ve bobrek dokulanna ait bulgular
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RESIM LISTESI

RESiM NO KONUSU SAYFA NO
1 Parakuatin neden oldugu nekrotik bulgular 79
2ve3 Asetaminofen’in neden oldugu nekrotik bulgular 79 ve 80

4ve5 Parakuat + Asetaminofenin neden oldugu nekrotik 80ve 81
bulgular




