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1. GIRIS ve AMAC

Amfoterisin B (AmfB) genis spektrumlu bir antifungal olup insanlarda
enfeksiyonlardan sorumlu olan mantarlarin ¢ogunun tedavisinde etkilidir (1,2).
AmfB kullanimim1 sinirlayan en 6nemli yan etki nefrotoksisitedir (1,3,4,5). Bu
nefrotoksisitenin, AmfB’nin yiiksek dozlari, ditiretik kullanimi, artmis serum
kreatinin degerleri ve beraber kullanilan diger nefrotoksik ilaglarla iliskili oldugu
disiiniilmektedir (1,6). AmfB nefrotoksisitesinin klinik belirtileri bobrek yetmezligi,
iriner potasyum kaybi ve hipokalemi, iiriner magnezyum kayb1 ve hipomagnezemi,
tip 1 renal tiibiiler asidoza bagli metabolik asidoz ve nefrojenik diabetes insipitusa

bagh poliiiridir (5).

Bobreklerin - AmfB’den  etkilenmesinin  mekanizmasi  kesin  olarak
aciklanamamistir (6). Bununla birlikte hem tiibiiler hasar hem de renal
vazokonstriksiyonun nefrotoksisitede onemli rolii oldugu one siiriilmiistiir (5,7,8).
AmfB nefrotoksisitesinde oksidatif hasarin rolii bilinmemektedir, bir in vivo
calismada kullanilan AmfB’nin akciger dokusu ve plazmada oksidatif stres belirteci

olan oksitlenmis glutatyon disiilfit seviyelerini arttirdig1 gosterilmistir (9).

Kafeik asit fenetil ester (CAPE); ar1 kovanlarindan elde edilen propolisin en
potent komponenti olup antioksidan, antienflamatuvar, sitostatik, antiviral,
antibakteriyel, antifungal ve immunmodiilatér o6zellikleri oldugu bilinen bir
molekiildiir (10,11). Yaklasik olarak 10 pumol/L konsantrasyonda in vitro kosullarda
notrofiller veya ksantin/ksantin oksidaz sistemi tarafindan olusturulan reaktif oksijen
tiirlerini tamamen bloke ettigi bildirilmistir (12). CAPE’nin bildirilen antioksidan
aktivitesine ragmen AmfB nefrotoksisitesi lizerine etkisini arastiran herhangi bir

calisma bulunmamaktadir.

Daha 6nce deneysel modellerde AmfB’nin oksidatif stres belirtecleri ile iliskisi
gosterilmistir  (9,13) fakat AmfB nefrotoksisitesinde oksidatif hasarin rolii
bilinmemektedir. Bu c¢alismada, sicanlarda olusturulan deneysel AmfB
nefrotoksisitesinde oksidatif stresin roliinii ortaya koymay1 ve antioksidan o6zelligi
bildirilen CAPE’nin olas1 etkinliginin histopatolojik ve biyokimyasal parametreler

kullanilarak degerlendirilmesi amag¢lanmaistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. AMFOTERISIN B

Amfoterisin B (AmfB) notral pH’da su icinde ¢oziinmeyen bir makrosiklik
polyendir (1). ilk olarak 1955 yilinda Streptomyces Nodozus’tan izole edilmis olan
bir antifungal ajandir. AmfB hidrofilik polihidroksil ve hidrofobik polyen
gruplarindan olusan siklik bir molekiildiir (2). Intravendz uygulama i¢in AmfB’nin
sodyum deoksikolat ile olusturulmus kolloidal soliisyonu kullanilmaktadir. AmfB

ayrica intravenoz olarak %35’lik glukoz soliisyonu ile de verilebilmektedir (1).

Sekil 1: Amfoterisin B’nin yapisal formulii (14).

2.1.1.Etki Mekanizmasi

AmfB’nin fungal membranin ana sterolii olan ergosterole karsi giiclii bir
afinitesi mevcuttur. (1,15) AmfB molekiiliiniin hidrofobik polyen bolgesi fungal
membranlarin  lipid kismina baglanir, hidrofilik polihidroksil zincirleri ise
membranda por olusturur. Bu porlarla fungal membranin permeabilitesi dramatik

olarak artar, intraseliiler potasyumun hizli bir sekilde azalmas1 sonucu fungal hiicre



olir (2). Ayrica AmfB, makrofajlar1 uyarip bazi oksidatif metabolitlerin ve serbest
radikallerin salinimina neden olarak membran permeabilitesini bozar (15). Diger bir
etki mekanizmas1 Candida albicansta proton pompa inhibisyonu ve membran lipid
peroksidasyonuna yol agmasidir (1). AmfB’nin Candida albicans hiicreleri ve
protoplastlarin {izerindeki letal ve litik etkilerini oksidatif hasar araciligi ile yaptig
gosterilmistir (13). In vivo verilen AmfB’nin akciger dokusu ve plazmada oksidatif
stres belirteci olan oksitlenmis glutatyon disiilfit seviyelerini arttirdigi gosterilmistir
(9). Bakteri hiicre membranlarinda AmfB’nin baglanacagi steroller olmadig: i¢in

ilacin antibakteriyel etkinligi bulunmamaktadir (16).

2.1.2. Etki Spektrumu

AmfB genis spektrumlu bir antifungal olup insanlarda enfeksiyonlardan
sorumlu olan funguslarin cogunda etkilidir (1,2,17). Kandidiazis, kriptokokoz,
aspergilloz, histoplazmoz, blastomikoz, koksidiodomikoz, zigomikoz, sporotrikoz,
fusarioz, faeohipomikozda etkinligi mevcuttur (2). Trichosporon spp, Aspergillus
terreus, Scedosporium spp, Malassezia furfur, Candida lusitaniae, Geotrichum spp
ve dermatomikoz etkenleri gibi baz1 mantar tiirleri ise AmfB’ye direncli ya da ¢ok az
duyarhdirlar (1,2). AmfB ayrica Leishmania gibi protozoalarda da etkindir (1).
AmfB’ye kars1 diren¢ gelisimi nadirdir. Mantar hiicre ¢ceperinde ergesterol miktarinin
azalmasi sonucu olusur. Bu durum bazen devam etmekte olan tedavi esnasinda,
bazen de vejetasyon olusumu gibi mantarin immiin hiicrelerden korunabildigi
durumlarda meydana gelebilir (17). Etkisi genis spektrumlu olmasindan dolay1

klinikte yaygin olarak kullanilmaktadir.

2.1.3. Kullamim Sekli

Sistemik mantar infeksiyonlarinda kullanilan AmfB dozu genellikle 0.5-1.0
mg/kg/glin’diir (17). Kandida 6zofajitinde 0.15-0.2 mg/kg/giin, mukormikoz ve

invazif aspergillozda 1.0-1.2 mg/kg/giin kullanilir (18). Tedavi siireleri aspergilloz ve



kriptokokozda 6-10 hafta, kandida 6zofajitinde 2-3 haftadir (19). Invazif kandidozda
tedavi siiresi ve dozu artabilir. Eriskindeki graniilositopenik fungemide tedavi siiresi
2-4 hafta, toplam doz 15 mg/kg; graniilositopenik olmayan fungemide ise ortalama
tedavi siiresi 2 hafta, toplam doz ise 7 mg/kg’dir. Hepatosplenik kandidiaziste birkag
aylik tedavi gerekebilir (20).

2.1.4. Farmakokinetigi

AmfB’nin  gastrointestinal kanaldan veya intramiiskiiler enjeksiyon
bolgesinden emilimi ¢ok sinirhidir (1,16,20). Suda ¢oziinmediginden enjeksiyon igin
hazirlanmis preparatlart sodyum deoksikolat ile kompleks halindedir, bu nedenle su
ile kanistir1ldigr zaman su i¢inde homojen dagilabilir. Bu soliisyon da %5’lik glukoz
soliisyonu icinde 0.1mg/ml konsantrasyonunda hazirlanir. intravenoz olarak yavas

infiizyon yapilir (16).

Intravendz enjeksiyon sonrast AmfB plazma proteinlerine giiglii bir sekilde
baglanir (%91-%95 oraninda) (1). Eritrositlere ve plazma kolesteroliine de
baglanabilen AmfB dokulara da genis bir sekilde gecer ve dokulardan kana dagilir
(21). Dagilimi 3 fazh bir modele uymaktadir. Plazma yar1 omrii 24-48 saattir, fakat
eliminasyon yar1 omrii yaklasik 15 giindiir. En ¢ok karacigerde olmak iizere
(uygulanan dozun  %14-41°i) bobrekler ve akcigerlerde de  yiiksek
konsantrasyonlarda bulunur (1). Esas olarak karacigerde metabolize olup, %5-10"u
idrar ve safra ile atilir (16). AmfB’nin kompleks farmakokinetiginden dolay1 kandaki
konsantrasyonlari1 doku konsantrasyonlarin1  yansitmamaktadir (1). AmfB
tedavisinden sonra 1 yili agkin bir siirede karaciger ve bobrek dokularinda ilag

saptanabilmektedir (20). AmfB diyaliz ile de temizlenememektedir (1).



2.1.5. AmfB Yan Etkileri ve Nefrotoksisitesi

Hastalarin %70-90’1nda bulanti, kusma, ates, titreme, enjeksiyon bolgesinde
agr1, gastrointestinal sikayetler, tromboflebit, bronkospazm, hipotansiyon ve aritmi
gibi infiizyonla iligkili yan etkiler olusmaktadir. Bu infiizyonla iliskili reaksiyonlara

karsi tolerans genellikle tedavi esnasinda gelisir (1).

AmfB kullanimin1 sinirlayan en 6nemli yan etki nefrotoksisitedir (1,3,4,5). Bu
nefrotoksisitenin  AmB’nin yiiksek dozlar, diiiretik kullanimi, anormal serum
kreatinin degerleri ve beraber kullanilan nefrotoksik ilaclarla iligkili oldugu

diisiiniilmektedir (1,6).

2.1.5.1 AmfB Nefrotoksisitesinin Patofizyolojisi

Bobreklerin - AmfB’den  etkilenmesinin  mekanizmasi  kesin  olarak
aciklanamamistir (6). Bununla birlikte hem tiibiiler hasar hem de renal
vazokonstriksiyonun nefrotoksisitede onemli rolii oldugu 6ne siiriilmiistiir (5,7,8).
Polyen antibiyotikler antifungal etkilerini fungal hiicrenin membran permeabilitesini
degistirerek ve intraseliiler elementlerin kaybina yol acarak gosterirler. Ancak AmfB
memeli hiicre membranindaki kolesterol molekiillerine de baglanir; renal vaskiiler
hiicreler ve renal epitelyal hiicrelerde porlar olusturarak membran permeabilitesini
arttinir.  Vaskiiler ve tiibiiler etkilerinin hiicre membraninda olusturdugu bu

degisikliklere sekonder oldugu diistiniilmektedir (4-6).

Insan ve hayvanlarda AmfB’nin akut renal vazokonstriktif etkisi iyi
gbdzlemlenmistir. AmfB’nin intravendz veya renal arter icine infiizyonu renal kan
akimi ve glomeriiler filtrasyon hizi (GFR)’'nda kisa donemde bir azalmaya ve
glomeriiler afferent arteriolar ve renal vaskiiler direncgte artisa neden olur. AmfB’ye
karst kontraktil yanitin mekanizmalar1 bircok arasgtirmanin odagi olmustur. Ilag
etkisini ya vaskiiler diiz kaslar iizerinde direk bir etki ile ya da sekonder
mediyatorlerin salinimina yol agarak bu vazokonstriksiyonu gerceklestiriyor olabilir

(5). Akut AmfB nefrotoksisitesinde tubuloglomeriiler feedback mekanizmasinin



roliinden de bahsedilmektedir (5,7). Ancak son caligmalar AmfB’nin neden oldugu
GFR azalmasinda tubuloglomeriiler feedback mekanizmasinin roli oldugunu
desteklememistir (5,22). Calismalarda AmfB’nin arasidonik asit metabolitlerinin
sentezini aktive ettigine dair kanmitlar mevcuttur (5). Son yapilan bir in vitro
calismada AmfB varliginda tromboksan B, seviyelerinde belirgin bir artis ve
AmfB’nin neden oldugu vazokonstriksiyonu geriye dondiirmek icin spesifik bir
tromboksan A, reseptdr antagonisti tespit edilmistir (23). AmfB’nin neden oldugu
nefrotoksisitede direk vazokonstriksiyon da muhtemel bir neden olabilir. AmfB bir
kalsiyum iyonoforu olarak davranabilir ve/veya membran potansiyelini degistirerek

kalsiyum dengesini bozabilir (5).

Temel olarak distal tiibiilde ve ayrica proksimal tiibiilde de olan artmis tiibiiler
permeabilite; antibiyotigin membrana bagh sterollerle etkilesimi sonucu meydana
gelen plazma membranlarimin soliit gegirgenliklerindeki artis ile iliskilendirilmistir.
AmfB fungal hiicre duvarindaki ergosterole ve daha az afinite ile de memeli plazma
membranlarindaki kolesterole baglanmaktadir (5). AmfB hiicre zar1 yapisini
degistirerek membran gecirgenliginde artisa neden olur, hiicre icerikleri ve iyon
kaybina bagli olarak sonucta hiicre oliimii gerceklesir (7,22). AmfB membran

sterollerine en fazla bobrek hiicrelerinde baglanir (7).

2.1.5.2. AmfB Nefrotoksisitesinde Histopatolojik Bulgular

Renal histopatolojik degisiklikler cesitlidir ve muhtemelen doza bagimlidir.
Glomeriiler lezyonlar; kalinlasmis veya fragmente bazal membranlari,
hiperseliileriteyi, fibrozis ve hiyalinizasyonu icermektedir (5,7). Tibiiler lezyonlar
ise primer olarak henle kulpunun ¢ikan kolunu ve geri emilmemis soliit ve idrar
asiditesinin en yiiksek konsantrasyonda oldugu distal kivriml tiibiilleri tutan fokal ve
yaygin dejenerasyon ve atrofiden olusmaktadir. Proksimal ve distal kivrimh
tiibiillerde nefrokalsinozis meydana gelir. Bu degisiklikler hem hipoksiye en hassas
bolgelerde (medulla), hem de oksijen yOniinden zengin bolgelerde (glomeriil) yer
almaktadir (5).



2.1.6. AmfB Nefrotoksisitesinin Klinik Bulgular:

AmfB nefrotoksisitesinin klinik belirtileri bobrek yetmezIigi, iiriner potasyum
kaybi1 ve hipokalemi, iiriner magnezyum kaybi ve hipomagnezemi, tip 1 renal tiibiiler
asidoz (RTA)’a baghh metabolik asidoz ve nefrojenik diyabetes insipitusa bagh

politiridir (5).

2.1.6.1. Azotemi

AmfB verilen hastalarin % 80’den fazlasinda BUN ve serum kreatinin
seviyelerinde artis oldugu rapor edilmistir. Daha sonraki ¢alismalarda hastalarin %
40-60’1nda serum kreatininin en azindan iki katina ¢iktign gosterilmistir. AmfB’ye
sekonder azoteminin genellikle geri doniisiimlii oldugu diisiiniiliir. Ancak persistan
hasar insidansinin doz bagimlh oldugu gosterilmistir. Total olarak 4 gramdan fazla
AmfB alan hastalarda kronik bobrek yetmezligi % 44 oraninda gozlenmis; total
olarak 4 gramdan daha az ila¢ alan hastalarin ise % 17’sinde persistan azotemi tespit
edilmistir (5) AmfB ile tedavi olan hastalarda tedavinin ilk 2-3 haftasinda GFR’nin
% 40 (% 20-60) oraninda azaldig1 ve daha sonra da bu sekilde kaldig1 gosterilmistir.
Tedavi tamamlandiktan 1-2 ay sonra GFR normale doner fakat renal kan akim1 daha
uzun siirede normallesir. Yas ve hastanin hidrasyon durumu azotemi gelisimindeki

onemli risk faktorlerindendir (7).

2.1.6.2. Renal Tiibiiler Asidoz

AmfB tedavisi sirasindaki RTA gelisimi ilk olarak Sanford ve arkadaslari
tarafindan AmfB ile tedavi edilen 6 hastalarinin 4’{inde gelisen kompanse metabolik
asidoz seklinde rapor edilmistir (5,23). Daha sonralar1 bir¢ok rapor hastalarda
AmfB’nin neden oldugu idrar asidifikasyon defektini gostermistir (23).
Asidifikasyon defektinin doz-bagimli oldugu diisiiniilmektedir. Asidifikasyon defekti
genellikle GFR’de belirgin bir diisiisten 6nce gelmektedir ve genellikle tedavinin

bitiminden birkac ay sonra geriye donmektedir. Diisiik AmfB dozlarinda (<1g) klinik



olarak gozlenebilen asidoz insidansi oldukga diisiiktiir (<%2). Bir g’dan yiiksek
AmfB dozlarinda ise asit yiiklenmesine anormal yanit alinmistir (5,23). AmfB

tiibiillerden hidrojen iyonu atilimini azaltarak distal RTA olusturur (7).

2.1.6.3. Renal Konsantrasyon Defekti ve Poliiiri

Bu durum tedavi esnasinda 1-2 haftada olusur ve tiim hastalarda degismez bir
klinik belirtidir (5). Azotemisi olmayan hastalarda meydana gelebilir, vazopressine
kars1 bir yanit degildir ve genellikle reversibldir (23). Konsantrasyon kabiliyetindeki
anormallik siklikla GFR’deki diisiisle birliktelik gosterir (7). Ayrica hipokalemi de
AmfB tedavisinin yaygin bir komplikasyonu olup konsantrasyon defektinin de iyi
tanimlanmis bir nedenidir ancak patogenezde baska nedenlerin oldugu da

diisiiniilmektedir (23).

2.1.6.4. Hipokalemi

AmfB tedavisi alanlarin 3’tinde hipokalemi goriiliir. Siklikla replasman
gerektirir. Nedeni tam olarak agik olmamakla birlikte AmfB’nin distal tiibiillerdeki
direkt toksik etkisine bagl olarak distal tiibiillerin potasyuma gecirgenliginin artmasi
sonucu olustugu diistiniilmektedir. Ayrica distal tiibiillerde Na-K degisim pompasi

tizerindeki etki de neden olabilir (7).

2.1.6.5. Hipomagnezemi

AmfB tedavisinin yaygin bir 6zelligidir. Genellikle 1limli hipomagnezemi olsa
da baz1 hastalarda magnezyum replasmam gerektirecek diizeyde ciddi diisiisler

olabilir. Hipokalemi tedavisinde oncelikle hipomagnezeminin diizeltilmesi onemlidir

(5).



2.1.7. AmfB Nefrotoksisitesi icin Risk Faktorleri

AmfB’nin kiimiilatif dozlar, tedavi siiresi, AmfB ile kombine edilen diger
nefrotoksik ilaglar (diiiretikler, siklosporin gibi), hastada varolan kronik hastaliklar,
ileri yas, yiiksek kreatinin seviyelerinin AmfB’nin neden oldugu nefrotoksisitede
yiiksek risk  olusturdugu  diisiiniilmektedir.  Infiizyon hizz  ve AmfB

konsantrasyonlarinin risk olusturmadigi 6ne siiriilmektedir (22).

2.1.8. AmfB Lipid Formiilleri

Genis spektrumlu antifungal aktivitesine ragmen Amf{B’nin klinik kullanimi
neftotoksisite nedeni ile olduk¢a sinirlidir. Bu nefrotoksisiteyi en aza indirmek igin
cesitli stratejiler kullanilmistir. Tolerabilitesini arttirmak, etkisini ¢ogaltmak igin
AmfB’nin yeni formiilasyonlar1 yapilmistir. AmfB’nin 3 c¢esit lipid formiilasyonu
tiretilmistir. Bunlar AmfB lipid kompleks; kolloidal dagilimli AmfB ve lipozomal
AmfB’dir (2). Bu formiilasyonlar seklinde verilen AmfB 6zellikle retikiiloendotelyal
hiicrelerden zengin dokularda konvansiyonel forma gore daha fazla birikir.
Bobreklerde ise cok daha az miktarlarda toplanmaktadir (16). Lipid formiilasyonlarin
AmfB-deoksikolata nazaran yarilanma Omiirleri daha fazla, dagilim hacmi daha

genis ve plazma hacmi ise daha diistiktiir (20).

2.2. Oksidatif Stres ve Serbest Oksijen Radikalleri

Serbest radikaller; yoriingelerinde bir veya daha fazla sayida eslesmemis
elektronun oldugu atom veya atom gruplaridir (24). Bu eslesmemis elektron nedeni
ile serbest radikal molekiilii kararsiz konumdadir ve kararli yap1 kazanabilmesi igin
elektronunu baska bir elektronla eslestirmesi gerekir. Bu nedenle serbest radikalin
kimyasal aktivite potansiyeli yiiksektir (25). Bu oksidan iiriinlerin arttigi durumlarda
hedef molekiiller olan membran yapisindaki fosfolipidler, glikolipidler, membran
proteinleri ve doymamis yag asitleri oksidatif strese maruz kalirlar (26). Sonugta

metabolik bozukluklar, hiicre hasar1 ve hatta 6liime yol acarlar (27).



Oksidatif stres reaktif oksijen ve nitrojen tiirleri ile antioksidan sistem
arasindaki dengenin oksidan yonde bozulmasi ile gerceklesir (28). Oksidatif stres
dogal bir siire¢ olup bu stresi kontrol altinda tutan O6zellesmis mekanizmalar

mevcuttur. Bu mekanizmalarin yetersizligi durumlarinda oksidatif hasar olusur (29).

Oksidatif streste etkili olan reaktif oksijen tiirleri olarak siiperoksit (O),
hidroksil (OH), peroksil (RO,), hidroperoksil (HRO,") gibi serbest radikaller ve
hidrojen peroksit (H,0O,), hipoklorik asiti (HOCI) gibi nonradikal tiirleri sayabiliriz.
Reaktif nitrojen tiirleri ise nitrik oksit (NO), nitrojen dioksit (NOy") gibi serbest
radikaller ve peroksinitrit (ONOO"), nitréz oksit (HNO,), alkil peroksinitrat
(RONOO) gibi nonradikallerdir. Serbest oksijen radikalleri (SOR) veya reaktif
nitrojen tiirlerinin olusmasi radikal zincir reaksiyonlari ile diger iiriinlerin iiretimine
yol acarlar. Siiperoksit radikali (O,"), organizmada NADPH oksidaz, ksantin oksidaz,
siklooksijenaz gibi cesitli oksidazlar araciligi ile ve baz1 kosullarda endotelyal nitrik
oksit sentaz (eNOS) araciligi ile oksijenin bir elektron rediiksiyonu sonucu olusur.
Ayrica ATP sentezi icin gerekli olan normal oksidatif fosforilasyon esnasinda
mitokondrial elektron transport zinciri tarafindan iiretilir. Normal sartlar altinda O,
antioksidan savunma mekanizmalan tarafindan hizla elimine edilir. O,” mitokondride
manganez siiperoksit dismutaz (Mn-SOD), sitoplazmada bakir siiperoksit dismutaz
(Cu-SOD) ile H,O,’e donistiiriiliir. HyO, ise mitokondride glutatyon peroksidaz
(GSH-Px), lizozomda katalaz (CAT) tarafindan H,0 ve O,‘e parcalanir. H,O, ayrica
Fe, Cu gibi elementlerin varliginda reaktif hidroksil (OH) radikaline doniistiiriilebilir

(Fenton reaksiyonu) (30).

2.3. Serbest Oksijen Radikal Kaynaklari

Alkol, uyusturucu gibi bagisiklik yapan maddeler, radyasyon, hava kirliligi,
pestisitler, solventler, anestezik maddeler, aromatik hidrokarbonlar, sigara ve
antineoplastikler eksojen radikal kaynaklar1 olarak sayilabilir. Mitokondrial elektron
transport sistemi, iskemi, travma, intoksikasyona bagli oksidatif stres durumlari,
peroksizom  enzimleri, tioller, katekolaminler, hidrokinonlar, flavinler,

tetrahidroproteinler, endoplazmik retikulum ve nukleus membranindaki elektron
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transport sistemleri, NADPH oksidaz, lipooksijenaz, prostaglandin sentetaz gibi

hiicre i¢i enzimler de endojen radikal kaynaklarindandir (31).

2.4. Serbest Radikallerin Hiicrelerdeki Etkileri

Fizyolojik sartlarda olusan reaktif oksijen tiirleri; sinyal proteinleri,
fagositozdaki savunma mekanizmalari, notrofil fonksiyonlar1 gibi olaylara miidahil
olur. Asirt olusan oksidatif stres ise proteinler, lipidler ve DNA iizerinde zararl

etkiler yapar (30).

2.4.1. Serbest Radikallerle Olusan Lipid Peroksidasyonu

Lipidler, biyolojik yapilar i¢inde reaktif oksijen iiriinlerinin toksik etkilerine en
duyarl yapilardir. Ozelikle hiicre membraninda bulunan ¢oklu doymanus yag asitleri
serbest oksijen driinleri ile yiiksek oranda tepkimeye girer ve peroksidasyon
meydana gelir. Membran akigkanligini saglayan bu doymamis yag asitlerinin hasari
sonucu akiskanlikta azalma olur. Lipid peroksidasyonu sirasinda biyolojik yapilardan
kolayca tespit edilebilen ve peroksidatif hasarin belirteci olan malondialdehit (MDA)
olusur (32).

2.4.2. Serbest Radikallerle Protein ve Niikleik Asitlerde Olusan
Degisiklikler

Protein oksidasyonu; reaktif oksijen tiirleri ve oksidatif stresin ikincil ara
rriinlerinin  proteinlerin kovalent modifikasyonuna neden olmas1 ile olusur.
Proteinlerdeki bu degisiklikler sonrasinda gesitli hiicre fonksiyonlar1 (sinyal iletimi
mekanizmalari, transport ve enzim sistemleri) etkilenir (33). Ayrica DNA tamir

enzimleri ve DNA polimerazlar da serbest oksijen tiirlerinden etkilenirler (34). DNA
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molekiiliiniin hasar1 kronik inflamasyon, enfeksiyon, yaslanma, karsinogenez,

norodejeneratif ve kardiyovaskiiler hastaliklara yol agar (35).

2.5. Antioksidan Sistem

Antioksidan sistemde gorev yapan molekiiller; organizmada sentezlenen
(endojen) veya disaridan alinan (eksojen), oksidan molekiilerin hiicreye zarar

vermesini 6nleyen, enzimatik veya nonenzimatik yapilardir (36).

2.5.1. Nonenzimatik Antioksidanlar

Vitamin C: Nitrik oksit sentaz tetrahidrofolati stabilize ederek nitrik oksit

(NO) iiretimini arttirir (30).

Vitamin E: Yagda coziinen bir vitamin olup lipid peroksidasyonunu oOnler

(30).
p-Karoten: Serbest radikalleri temizler, peroksitleri inaktif hale getirir (37,38).

Koenzim Q10: Yagda coziinen bir antioksidan olup O,’i temizleyerek

endotelyal disfonksiyonu azaltir (30).

Seriiloplazmin: iki degerlikli demirin ii¢ degerlikli demire yiikseltgenmesini
boylece fenton reaksiyonunu inhibe eder. Serbest radikal olusumu da inhibe edilmis

olur (39).

Transferrin: Dolasimdaki serbest demiri baglayarak fenton reaksiyonunu

onler (40).

Melatonin: Triptofandan sentezlenir, lipofiliktir, OH radikalini temizler (41).

12



Glutatyon (GSH): Tiyol grubu iceren bir tripeptiddir. Hiicredeki onemli
fonksiyonlarinin (DNA, protein sentezi, enzim aktivitesi regiilasyonu gibi) yan1 sira
antioksidan olarak da gorev yapar (42). Serbest radikal ve peroksitlerle reaksiyona
girip oksidatif hasara kars1 koruma yapar. Karaciger viicuttaki glutatyonun en 6nemli
kaynagidir (43). Oksidatif stresin Sl¢iimiinde kullanilan bir antioksidan olup, rediikte

glutatyon/okside glutatyon orani oksidatif streste azalir (44).

Diger nonenzimatik antioksidanlar a-lipoik asit, bakir, ¢inko, selenyum gibi
elementler, folik asit, iirik asit, albiimin gibi kofaktorler, B1, B2, B6, B12 gibi

vitaminlerdir (30).

2.5.2. Enzimatik Antioksidanlar

2.5.2.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD)

O, anyonunun H,0O,’ye dismutasyonunu gerceklestiren enzimdir (45).

SOD
20,"+2H" => H,0, + O,

Bu tepkime oksidatif strese karsi savunmayi ilk olarak baslatir (26). Bu
tepkime sonucunda olusan iiriinler ya lizozomlardaki CAT tarafindan ya da

mitokondrideki glutatyon peroksidaz tarafindan H,O’ye detoksifiye edilir (30).

2.5.2.2. Katalaz (CAT)

Glikoprotein yapida bir hemoprotein olup, H>O, nin yiiksek yogunlukta oldugu
durumlarda yiiksek aktivite gosterir (46). HyO,’yi suya doniistiiriir (30).

2.5.2.3. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) ve Glutatyon Rediiktaz (GR):

GSH-Px, yapisinda selenyum metali bulunan bir metalloenzimdir. Rediikte
glutatyonu okside glutatyona doniistiiriirken ayn1 zamanda H,0O,’yi de suya gevirir.

Okside glutatyon ise glutatyon rediiktaz (GR) enzimi aracihig ile NADPH
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kullanilarak yeniden rediikte glutatyona doniistiiriiliir (44). Ortamda H,0O, diisiik
yogunlukta ise GSH-Px, CAT’a gore daha aktiftir (26).

2.6. Kafeik Asit Fenetil Ester (CAPE)

CAPE, bal arilariin iirettigi propoliste bulunan flavonoid benzeri bir yapiya
sahip, antiinflamatuvar, immiinomodiilator, antioksidan ve apoptozu diizenleyici
ozelliklere sahip olan aktif bir komponenttir (47) Propolisin yapisinda 180’den fazla
madde saptanmistir (11). Bu saptanan komponentlerin icerisinde flavanoidler, kafeik
asit ve esterleri en yogun olarak bulunan ve aktif kismi olusturan maddelerdir
(48,49,50). CAPE ayrica kafeik asit ve fenetil alkoliin asitle esterifikasyonu sonucu

kimyasal olarak sentezlenebilir (51).
2.6.1. CAPE’nin Kimyasal Ozellikleri ve Yapis

CAPE iki halkasal yapidan olusmaktadir (Sekil 2) (52). Bu halkalardan birinde
molekiiliin neredeyse tiim kimyasal Ozelliklerini tasiyan fonksiyonel 2 adet OH
grubu mevcuttur ve bunlar aktif olarak elektron alip vererek oksidasyon ve
rediiksiyon yaparlar. Molekiil ayrica uzun aromatik ve alifatik yapida karbon
gruplarindan dolay1 lipofilik 6zellik tasir (12,48). Lipofilik 6zeligi nedeni ile hiicre

membranlarindan gegisi ve ilgili viicut bolgesine taginmasi oldukg¢a kolaydir (53).

HO

HO

Sekil 2: Kafeik asit fenetil ester (CAPE)’in kimyasal yapisi (52).
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2.6.2. CAPE’nin Fonksiyonel Ozellikleri ve Antioksidan Etkisi

CAPE’nin  5-alfa rediiktaz, proteaz, ornitin karboksilaz, Human
Immunodeficiency Virus 1 integraz gibi enzimleri inhibe etme 6zelligi mevcuttur
(12,54,55). Aynca Niikleer Faktor Kappa-B’nin (niikleer transkripsiyon faktorii)
aktivasyonunu giiclii bir sekilde inhibe eder (56). Niikleer Faktor Kappa-B bagisiklik
sistemi, inflamatuvar yolak ve apoptozda onemli rol oynayan bir transkripsiyon

faktoriidiir (57,58).

Reaktif oksijen radikalleri (peroksil, hidroksil radikal, siiperoksit anyon)
organizmada temel olarak arasidonik asit yolu, ksantin oksidaz sistemi ve aktive
notrofillerden {iretilir. Yaklasik olarak 10 mikromol/L’lik konsantrasyonda in vitro
ortamda noétrofiller veya ksantin-ksantin oksidaz sistemi tarafindan olusturulan
reaktif oksijen radikallerini inhibe eder (47). Ksantin oksidaz (XO) piirin yikiminin
son basamagimi olusturan enzim olup en ©6nemli serbest radikal kaynaklarindan
biridir (59). Iskemik ortamda adenozin trifosfattan hipoksantin olusur, hipoksantin
de ksantine indirgenir. Reperfiizyon oldugunda ise bu fazla iiretilen ksantin, XO
sayesinde {irik asite doniistiiriilir. Bu esnada ise O, anyonu olusur. XO
inhibitorlerinden olan CAPE ile yapilan ¢alismalar bu maddenin iskemi-reperfiizyon

hasarinda antioksidan yoniinii ortaya ¢ikarmistir (60-62).

Lipid peroksidasyonunda ilk olusanlar hidroksiperoksitlerdir ve daha sonra
aldehitlere doniistiiriiliirler. Arasidonik asit ise izoprostanlara doniistiiriiliir.
Poliansatiire yag asitlerinin denatiirasyonlarinin son iiriiniit MDA’dir (47). CAPE,
linoleik asit ve arasidonik asitin 5-lipooksijenaz enzimi ile oksijenasyonunu inhibe
eder (63). Streptozotosin kullanilarak diyabet gelistirilen si¢anlarin karaciger MDA
diizeyinin ol¢iildiigii bir ¢alismada, diyabetik gruptaki sicanlarda kontrol grubuna
gore MDA diizeyinde artis oldugu, CAPE uygulanan grupta ise kontrol grubu ile

benzer seviyelerde kaldigi rapor edilmistir (47).
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3. MATERYAL ve METOD

Bu calisma, Siileyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji,
Histoloji ve Biyokimya Anabilim Dallarinin laboratuvarlarinda gerceklestirilmistir.
Siileyman Demirel Universitesi Arastirma Projeleri Yonetim Birimi tarafindan 1457-
TU-06 proje numarasi ile desteklenmistir. Calisma, Siileyman Demirel Universitesi
Tip Fakiiltesi Etik Kurulundan onay alinarak etik kurallara uygun bir sekilde

yapilmistir.

3.1. Materyal

3.1.1. Deney Hayvanlari

Bu projede 200-250 gram arasinda degisen toplam 40 adet erkek Wistar
albino sigan kullanildi. Deneyde kullanilan siganlar, Siileyman Demirel Universitesi
Tip Fakiiltesi Hayvan Laboratuvarindan temin edildi. Sicanlar ¢alisma siiresince
standart 151k (12 saat aydinlik, 12 saat karanlik) ve 1s1 (25 CO)’da tutuldu. Sicanlarin
her bir grubu ayn kafeslere konarak yeterli miktarda icme suyu ve standart sican

pellet yemi verildi.

3.2. Metod

3.2.1. Deney Gruplarimin Olusturulmasi ve Deneyin Yapilmasi
Calismada sicanlar rastgele 4 gruba ayrildi.

Grup 1 (Kontrol grubu n=10): 6 giin boyunca giinde bir kez 1 mL/kg SF

intraperitoneal (i.p.) yoldan verildi.

Grup 2 (CAPE kontrol grubu n=10): 6 giin boyunca giinde bir kez 10 umol/kg
CAPE i.p. yoldan verildi.
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Grup 3 (AmfB grubu n=10): 6 giin boyunca giinde bir kez 1 mL/kg SF i.p.
yoldan verildi. 2. gin AmfB (Fungizone, Bristol-Myers Squibb SA, France)
50 mg/kg tek dozda i.p. olarak enjekte edildi.

Grup 4 (AmfB + CAPE grubu n=10): 6 giin boyunca giinde bir kez 10 pmol/kg
CAPE i.p. yoldan verildi ve 2. giin AmfB (Fungizone, Bristol-Myers Squibb SA,
France) 50 mg/kg tek dozda i.p. olarak enjekte edildi.

Deneye basglamadan ve sakrifikasyon isleminden hemen once tiim sicanlarin
agirliklan olgiildii. Biitiin gruplarin enjeksiyonu i.p. yoldan aym giin baglandi ve 6
giin boyunca yapilarak ayni giin sonlandirildi. Kontrol grubuna 1 ml/kg SF i.p.
verildi. CAPE ve AmfB + CAPE grublarina Yilmaz ve arkaslarinin yaptigi
calismaya (64) uygun sekilde 10 pmol/kg dozunda CAPE, AmfB ve AmfB + CAPE
grublarina Feldman ve arkadaslarinin yaptig1 calismaya (65) uygun sekilde 50 mg/kg
dozda i.p. tek enjeksiyon AmfB (Fungizone, Bristol-Myers Squibb SA, France)
uygulandi.

3.2.2. Kullamlan Kimyasal Maddeler

Biyokimyasal olctimler i¢in kullanilan kimyasal maddeler; Folin &
Ciocalteus’s Phenol Reagent (2N), kloroform, n-Butanol, etanol Merck firmasinin;
glycine (amino asetic acid; glycocoll) (C,HsNO,), nicotinamide adenine dinucleotide
phosphate (reduced form NADPH; C,;H,7N;0,4P,Nay), nitroblue tetrazolium (NBT
C40H30C12N1006), Xanthine (CsHsN4O,), Xanthine Oxidase, Sigma firmasinin

tretimidir.
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3.2.3. Deneyde Kullamlan Cihazlar
Deneyde kullanilan cihazlar Tablo 1°de 6zetlenmistir.

Tablo 1. Deneyde kullanilan cihazlar

1 Sogutmali santrifiij Eppendorf MR 5415 (Almanya)

2 Derin dondurucu Facis (Fransa)

3 Hassas terazi Scaltec (Isvigre)

4 Vortex (karistiricl) Niive NM 100 (Tiirkiye)

5 Otomatik pipetler Gilson (Fransa) \ Eppendorf (Almanya)
6 UV spektrofotometre Shimadzu UV 1601 (Japonya)

7 Homojenizator Ultra Turrax T25 (Almanya)

8 Abbott Aeroset cihazi IL, (Amerika Birlesik Devletleri)

3.2.4. Doku ve Kan Orneklerinin Alinmasi

Sicanlar, son enjeksiyondan 1 saat sonra (deneyin 6. giinii) i.p. ketamin
(Alfamin, Alfasan IBV) 80 mg/kg + ksilazin (Alfamin, Alfasan IBV) 10 mg/kg ile
anestezi yapilarak, orta hat insizyonuyla sicanlarin batinlart acildi. Vena portadan
kan ornekleri alindi. Alinan kan 6rnekleri aym giin 1000xg’de 20 dakika santrifiij
edildi. Ayrilan serum Orneklerinden aymi giin serum iire ve kreatinin Olgiimleri

Abbott Aeroset cihazinda uygun ticari kitleri ile ¢alisildi.

3.2.5. Bobreklerin Cikarilmasi

Sicanlarin bobrekleri deneyin baslangicindan alti giin sonra steril sartlarda
cikarildi. Cikarilan bobreklerin iizerindeki bulagmis kanlar1 uzaklastirmak i¢in serum
fizyolojik ile yikanip kurulandi. Daha sonra bobrekler otolizden korunmak igin
vertikal olarak ikiye ayrildi. Sol bobrek histopatolojik incelemeler, sag bobrek
biyokimyasal analizler i¢in kullanildi. Sol bobrek yeteri kadar % 10’luk notral

formol eklenmis ependorf tiiplerine konarak histopatolojik degerlendirme
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yapilincaya kadar oda 1s1sinda muhafaza edildi. Sag bobrek analizin yapildig: tarihe

kadar —80 C” de muhafaza edildi.

3.2.6. Orneklerin Homojenizasyonu ve Deney icin Hazirlanmasi
3.2.6.1. Homojenizasyonda Kullamilan Reaktifler

Bobrek dokusunun homojenizasyonunda ve biyokimyasal ¢alismalarda pH:

7.5, 0.2 mM Tris-HCI tamponu kullanildi (66).

3.2.6.2. Homojenizasyonda Yapilan Islemler ve Numunelerin

Hazirlanmasi

Bobrek dokusunun agirliklari yas olarak tartildi ve dokularin soguklugu
muhafaza edilerek cam tiipe kondu. Dokularin iizerine 2 ml Tris-HCI tamponu
eklendi. Cam tiipteki dokular buz doldurulmus plastik kaplarin icerisine
yerlestirilerek 16000 devir/dakika hizda 2 dakika homojenize edildi. Son hacim,
doku agirliginin 2,5 kat1 olacak sekilde tampon ilave edilerek miktarlar1 kaydedildi.
Dokular tekrar homojenize edilerek siire 3 dakikaya tamamlandi. Homojenat
yedeklenerek ependorf tiiplerine kondu. Tiipler etiketlendi. FElde edilen

homojenatlardan MDA ve NO seviyesi ve homojenatta protein tayini yapildi.

Homojenatlar, 5000 devir/dakika hizinda 30 dakika siireyle +4 °‘C sogutmali
santrifiijde santrifiij edilerek siipernatan saglandi. Ayrilan siipernatanlardan CAT
enzim aktivitesi ve protein tayini yapildi. Siipernatan 1/1 (v/v) oraninda
kloroform/etanol (3/5, v/v) ile 3200 devir/dakika hizinda 40 dakika siireyle +4 “C’de
santrifiij edilerek ekstrakt hazirlandi. Ustte olusan etanol fazindan protein ve SOD

enzimi aktivite tayini yapildi.

19



3.2.7. Dokularda Biyokimyasal Analizler

Tibbi Biyoloji Anabilim Dali Laboratuvarinda spektrofotometrik yontemle

MDA ve NO seviyeleri ile CAT ve SOD enzim aktiviteleri ol¢iildii.

MDA diizeyini tayin i¢in Draper ve Hadley cift 1sitma yontemi kullanildi (67).
SOD (EC 1.15.1.1) enzim aktivitesi Sun ve arkadaslarinin metoduna gore (68), CAT
(EC 1.11.1.6) enzim aktivitesi Aebi metoduna gore (69), calisildi. Nitrik oksit ise
Cortas’in metoduna gore calisildi (70). Protein tayini Lowry metoduna gore yapildi.

71).

3.2.8. Histopatolojik inceleme

Deneyin bitiminde sicanlar ketamin anestezisi altinda her iki bdbrek
cikarildiktan sonra histopatolojik inceleme icin sol bobrekleri alinarak % 10’luk
notral formalinde uygun sekilde tespit edildi. Rutin takip yontemlerinden sonra
parafinde bloklanarak sistematik rastgele yontemle 5 um kalinliginda kesitler alindi.
Hematoksilen-eozin ile boyanarak Olympus BXS50 arastirma mikroskobunda
degerlendirildi ve fotograflar1 cekildi. Degerlendirme Wahhab ve arkadaslarinin

yaptig1 calismaya (72) paralel olarak yapildi.

Histopatolojik degerlendirmede kullanilan parametreler sunlardir:

- Proksimal ve distal tiibiillerde dilatasyon

- Hiperkromatik hiicre ¢ekirdekleri

- Medullada hemorajik alanlar

- Kortekste nekrotik alanlar

- Medullada mononiikleer hiicre infiltrasyonu
- Kortekste mononiikleer hiicre infiltrasyonu

- Toplayici tubullerde genisleme / dejenerasyon
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Tablo 2: Histolojik parametrelerin skorlamasi

(1 pozitif skor)

(-) Hicbir yapisal degisikligin
(negatif skor) olmamast
(+) Hafif derecede yapisal degisik

(3 pozitif skor)

(++) Orta derecede yapisal degisik
(2 pozitif skor)
(+++) Ciddi derecede yapisal degisiklik

3.3. istatistiksel Analiz

Istatistikler bilgisayar ortaminda SPSS 9.0 programi kullamilarak yapildi. Elde
edilen degerlerin normal dagilima sahip olup olmadiklarini belirlemek i¢in non-
parametrik testlerden one-sample Kolmogorov-Smirnov testi kullanildi. Gruplar
normal dagilim gosterdigi i¢in gruplarin karsilagtirilmasinda one-way ANOVA testi
kullanildi ve gruplar arasi anlamlilik Post Hoc testlerden LSD (Least Significant

Difference) ile yapildi. Sonuglar ortalama + standart sapma olarak verildi ve p<0.05

olan degerler istatiksel acidan anlamli olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

Bu deneysel calismada sicanlara anestezi verilmeden Onceki asamada AmfB
grubu ve AmfB+CAPE grubunun her ikisinden iiger sican olmak iizere toplam alt1
adet sican Olmiistiir. Yapilan homojenizasyon islemi sirasinda CAPE grubundan bir

doku tiipii kirlldigr icin kirilan tiipiin sicam ¢alismadan cikarildi.

4.1. Biyokimyasal Parametreler
Biyokimyasal parametrelerin sonuglar1 Tablo 3 ve Tablo 4’de verilmistir.

Tablo 3: Sicanlarm BUN ve kreatinin degerleri.

GRUPLAR n BUN Kreatinin
(mg/dL) (mg/dL)

1-Kontrol grubu 10 21.4 +3.4 0.58 £0.10
2-CAPE grubu 9 18.7 +2.6 0.51+£0.03
3-AmfB grubu 7 73.5 £39.2 1.61 +£1.13
4-AmfB+CAPE grubu 7 88.5 +29.1 1.54 +0.74
P-degerleri
1-2 AD AD
1-3 <0.0001 <0.0001
1-4 <0.0001 =0.005
2-3 <0.0001 <0.0001
2-4 <0.0001 =0.003
34 AD AD

AD, anlamli degil. n = sigan sayisi. Veriler ortalama # standart sapma olarak

verilmistir.
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Tablo 4: Sican bobrek dokusunda oOlciilen MDA ve NO seviyeleri ile enzim

aktiviteleri.
GRUPLAR n SOD CAT MDA NO
(Ulmg protein) | (/g protein) | (MmoVe protein) | (umol/g protein)
1-Kontrol grubu 10 0.055 £0.008 |1.30£0.15 5.10+0.83 0.216 £0.029
2-CAPE grubu 9 0.053 +£0.007 |1.30+0.17 5.34 £0.81 0.202 +0.015
3-AmfB grubu 7 0.086 +0.007 |0.85+0.15 6.64 £1.38 0.295 + 0.047
4-AmfB+CAPE 7 0.063 £0.006 |1.13£0.23 5.56 +0.82 0.237 + 0.031
grubu
P-degerleri
1-2 AD AD AD AD
1-3 <0.0001 <0.0001 =0.003 <0.0001
14 =0.023 AD AD AD
2-3 <0.0001 <0.0001 =0.012 <0.0001
2-4 =0.006 AD AD =0.032
3-4 <0.0001 =0.005 =0.044 =0.002

AD, anlamh degil. n

verilmistir.

sican sayisl. Veriler ortalama

23

+ standart sapma olarak




4.1.1. Gruplarda SOD Aktivitesi:

Sekil 3’de ifade edilmistir. Sonuglara goére kontrol ve CAPE gruplan arasinda
bobrek dokusu SOD aktivitesinde istatiksel olarak fark saptanmadi. AmfB grubu
bobrek dokusunda SOD aktivitesi kontrol grubuna gore istatiksel olarak anlamli
diizeyde yiiksek bulundu (p=0.0001). AmfB+CAPE grubundaki SOD aktivitesi ise
AmfB grubundakinden istatiksel olarak anlamli derecede daha diisiik olmasina karsin
(p=0.0001), kontrol grubu SOD aktivitesinden istatiksel olarak anlamli derecede
yiiksek bulundu (p=0.023).

0,1 7

0,09 T

0,08 7

0,07 T
0,06 T -l—

0,05 7

0,04 1
0,03 1
0,02 7

0,01 7

SOD (UW/mg protein)

Sekil 3: Calisma gruplarinin bobrek dokusundaki SOD aktivitesi
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4.1.2. Gruplarda CAT Aktivitesi:

Sekil 4’de goriildiigi tizere kontrol ve CAPE gruplarn arasinda bobrek dokusu
CAT aktivitesinde istatiksel olarak fark gozlenmemektedir. AmfB grubu bobrek
dokusunda CAT aktivitesi kontrol grubundakine gore istatiksel olarak anlamli
diizeyde diisiikk saptandi (p=0.0001). AmfB+CAPE grubunda ise CAT aktivitesi
AmfB grubundakine gore istatiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulundu
(p=0.005). AmfB+CAPE grubu ile kontrol grubu CAT aktivitesi karsilastiriliginda

anlamli fark bulunmadi.

c “ T i
é 1,2 T
a T
O) 0,8
g 0,6
- 04 1
<C
O 0,24
> \Z O <
© §
\50(\\ 0§ W XOVQ
((s\\?)
?s

Sekil 4: Calisma gruplarinin bobrek dokusundaki CAT aktivitesi
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4.1.3. Gruplarda Bobrek Dokusu MDA Diizeyleri:

Sekil 5’de goriildiigii gibi kontrol ve CAPE gruplarinin MDA diizeyleri
benzerdi. AmfB grubu MDA diizeyi, kontrol grubundakine gore istatiksel olarak
anlamli diizeyde yiiksek saptandi (p=0.003). AmfB+CAPE grubunda ise MDA
diizeyi AmfB grubundakine gore istatiksel olarak anlamli derecede diisiik bulundu

(p=0.044). AmfB+CAPE ve kontrol gruplart MDA diizeyleri a¢isindan benzerdi.

MDA (nmol/g protein)

Sekil 5: Calisma gruplarinin bobrek dokusundaki MDA diizeyleri
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4.1.4. Gruplarda Bobrek Dokusu NO Diizeyleri:

Sekil 6’de goriildiigii gibi kontrol ve CAPE gruplarinin NO diizeyleri benzerdi.
AmfB grubu NO diizeyi, kontrol grubundakine gore istatiksel olarak anlamli diizeyde
yiiksekti (p=0.0001). AmfB+CAPE grubunda ise NO diizeyi AmfB grubundakine
gore istatiksel olarak anlamli diisiik bulundu (p=0.002). AmfB+CAPE ve kontrol

gruplariin NO diizeyleri benzerdi.

£ ..
"q—") 03;57
2 o I
o °
Qo,zs— T . T
s
£ o
eooysf
O ’0 T T T
“ > % O <
© 4 \ <
«® < ¥ P
((s\\?)
P

Sekil 6: Calisma gruplarinin bobrek dokusundaki NO diizeyleri
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4.2. Histopatolojik Degerlendirme Sonuclar:

Kontrol ve CAPE gruplarinin sol bobreklerinin histolojik degerlendirilmesinde
aldiklar1 skorlar Tablo Sa’da ve AmfB ve AmfB+CAPE gruplarinin histolojik

skorlar1 ise Tablo 5b’de gosterilmistir.

Tablo 5a: Kontrol ve CAPE gruplarinin bobrek histopatolojik skorlart

Deney gruplari

Kontrol grubu CAPE grubu
(n=10) (n=9)

Parametreler/skor

-+ ++ +++ O |- + ++ +++ O
Proksimal ve distal
tiibiillerde 10 1010 |0 -8 11010 -
dilatasyon
Tibiiler epitelde
hiperkromatik hiicre 7 131010 - (7 |11 0 -
cekirdekleri
Medullada hemorajik ololo o 18 110 10 _
alanlar
Kortekste nekrotik 10lolo |o - 19 olo |o _
alanlar
Medullada
mononiikleer hiicre 101010 |0 - 18 110 10 _
infiltrasyonlar1
Kortekste
mononiikleer hiicre 10 (0|0 |O - |7 (2(0 |0 -
infiltrasyonlar1
Toplayici tiibiillerde
genisleme/ 9 |1]0 |0 - |7 (2|0 |0 -
dejenerasyon

n= si¢an sayisit. O=ortanca deger.
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Tablo Sb: AmfB ve AmfB+CAPE gruplarinin bobrek histopatolojik skorlart

Deney gruplari

AmfB grubu AmfB+CAPE grubu
(n=7) (n=7)
Parametreler/skor
-+ ++ +++ O -+ ++ +++ O

Proksimal ve distal
tiibillerde 00 |1 [6|+++ |2 3|1 |1l | +
dilatasyon
Tiibiiler epitelde

hiperkromatik hiicre 11213 |1 ++ (1151110 +
cekirdekleri

Medullada hemorajik | [ |4 |1 ++ (51210 10 -
alanlar

Kortekste nekrotik 0|1 ]5]1 ++ (2 |5 |0 |0 +
alanlar

Medullada
mononiikleer hiicre 21411 |0 + |1 (412 1|0 +
infiltrasyonlar1
Kortekste

mononiikleer hiicre 0 (1 |5 |1 ++ (2 |4 |1 |0 +
infiltrasyonlar1

Toplayici tiibiillerde
genisleme/ O (1 (1|5 ]| 444+ (2 |5 |0 |O
dejenerasyon

n= si¢an sayisit. O=ortanca deger.
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Resim 1: Kontrol Grubu Bobrek Histopatolojik Bulgulari: Bobregin korteks ve
medulla bolgesi (resim 1-A), proksimal ve distal tiibiil yapilar1 (resim 1-B) normal

histolojik goriiniimde izlendi (A: x40, B:x200) (H-E).
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Resim 2: CAPE Grubu Bobrek Histopatolojik Bulgulari: Korteks bolgesinde
tiibiiller arasinda nadir mononiikleer hiicre infiltrasyonlari, proksimal ve distal
tiibiillerde hafif derecede genisleme (resim 2-A), medulla bélgesinde, toplayici
tiibiillerde diisiik diizeyde genisleme (resim 2-B) gozlenmektedir. (A:x100, B:x100)
(H-E).
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Resim 3: AmfB Grubu Bobrek Histopatolojik Bulgulari: Korteks bolgesinde
yer yer nekrotik alanlar, proksimal ve distal tiibiillerde dejenerasyon/dilatasyon, bol
miktarda hiperkromatik ¢ekirdekli proksimal ve distal epitel hiicreleri (resim 3-A)
goriildii. Medulla bolgesinde toplayici tiibiillerde dejenerasyon ve hemoraji, orta
derecede mononiikleer hiicre infiltrasyonu (resim 3-B) izlenmektedir. (A:x100,

B:x100) (H-E).
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Resim 4: AmfB + CAPE Grubu Bobrek Histopatolojik Bulgulari: Proksimal
ve distal tiibiillerde genisleme (resim 4-A) ve medullada hemorajik alanlar,
mononiikleer hiicre infltrasyonlari, toplayici tiibiillerde dejenerasyon ve dilatasyon,
hiperkromatik cekirdekli proksimal ve distal epitel hiicreleri ve nekrotik alanlar

(resim 4-B) goriilmektedir. (A:x100, B:x100) (H-E).
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S.TARTISMA

““‘Sicanlarda deneysel amfoterisin B nefrotoksitesinde oksidatif stresin roliiniin
ve olas1 oksidatif stres iizerine kafeik asit fenetil esterin etkisinin arastirtlmasi’” adli
calismamizda i.p. olarak 50 mg/kg dozunda uygulanan AmfB’nin si¢anlarda serum
BUN ve kreatinin diizeylerini yiikselttigini tespit ettik. Bobrek dokusundaki SOD
enzim aktivitesi AmfB nefrotoksisitesi olusturulan sicanlarda kontrol grubuna gore
anlamli yiiksek saptandi. AmfB+CAPE grubunda ise bu enzim aktivitesi kontrol
grubuna gore daha yliksek olmakla birlikte, AmfB grubundakinden anlamli derecede
daha diisiik tespit edildi. CAT ise, AmfB grubunda kontrol grubuna gore anlamlh
derecede diisiik saptandi. AmfB+CAPE grubundaki CAT aktivitesi sadece AmfB
verilen gruba gore anlamli derecede yiiksek olmakla birlikte, kontrol grubu enzim
aktivitesiyle benzerdi. MDA ve NO diizeyleri, AmfB grubunda, hem kontrol hem de
AmfB+CAPE grubundakilere gore anlamli derecede yiiksek saptandi. AmfB+CAPE
grubu ile kontrol grubunun MDA ve NO diizeyleri ise benzerdi. AmfB’nin ayrica
bobrekte proksimal ve distal tiibiiler dilatasyon, tiibiiler epitelde hiperkromatik hiicre
cekirdekleri, medullada hemorajik-kortekste nekrotik alanlar, korteks-medullada
mononiikleer hiicre infiltrasyonu ve toplayic tiibiillerde dilatasyon/dejenerasyon gibi
histopatolojik degisikliklere neden oldugunu tespit ettik. Bununla birlikte antioksidan
ozelligi bilinen CAPE’nin eklenmesi ile bobrekte histopatolojik parametrelerden
proksimal ve distal tiibiiler dilatasyonda, medullada hemorajik alanlarda, kortekste
nekrotik alanlarda, kortekste mononiikleer hiicre infiltrasyonu ve toplayici tiibiillerde
dilatasyon/dejenerasyonda diizelme oldugunu tespit ettik. Sonu¢ olarak CAPE
uygulamasinin  deneysel AmfB  toksisitesinde  bobrekteki  histopatolojik
degisikliklerde kismen diizelmeye neden oldugu ve antioksidan 6zellige sahip oldugu

gorildii.

Bu c¢alisma antioksidan ozelligi oldugu daha once gosterilen CAPE’nin
deneysel AmfB nefrotoksistesinde etkinliginin arastirildigr ilk calismadir. Bununla
birlikte CAPE uygulamasinin belirgin antioksidan 6zelligi oldugunu gdstermemize
ragmen bu etkinin doz bagimli olup olmadig1 bilinmemektedir. Ayrica bu ¢alisma
sirasinda 6len sicanlara otopsi yapilmamasi bu ¢alismanin eksik bir yoniidiir. Yine

caligmada serum BUN ve kreatinin degerlerinde yiikseklik ile gosterilen
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nefrotoksisitenin degerlendirilmesinde GFR 6lciimii kullanilmamasi ¢alismanin diger
eksik bir yonudir Tim bunlara ragmen bu c¢alisma CAPE’nin AmfB
nefrotoksisitesinde Onleyici etkisinin arastirlldigi ve AmfB nefrotoksisitesinde

oksidatif stresin roliiniiniin gosterildigi ilk ¢alisma olmasi nedeniyle 6nemlidir.

AmfB hayati tehdit edici baz1 fungal infeksiyonlarin tedavisinde siklikla
kullanilmaktadir (18,73). Ancak AmfB’nin yaygin bir yan etkisi nefrotoksisitedir
(74). Ciddi mikotik infeksiyonlar i¢cin AmfB tedavisi almig hastalarin % 80’den
fazlasinda azotemi meydana gelmektedir (18,74). Bu nefrotoksisitenin AmfB’nin
yiikksek kiimiilatif dozlan, birlikte diiiretik kullanimi, yiiksek serum kreatinin
degerleri ve beraber kullanilan nefrotoksik ilaglarla iligkili oldugu diisiiniilmektedir
(1,6). AmfB nefrotoksisitesinin klinik belirtileri bobrek yetmezligi, iiriner potasyum
kaybi1 ve hipokalemi, iiriner magnezyum kaybi ve hipomagnezemi, tip 1 renal tiibiiler
asidoza baglh metabolik asidoz ve nefrojenik diyabetes insipitusa bagl poliiiridir (5).
Bobreklerin AmfB’den etkilenmesinin mekanizmasi kesin olarak aciklanamamigtir
(6). Bununla birlikte hem tiibiiler hasar hem de renal vazokonstriksiyonun
nefrotoksisitede onemli rolii oldugu one siiriilmiistiir (5,7,8). AmfB’nin bilinen
mekanizmasi renal vaskiiler hiicreler ve renal epitelyal hiicrelerde porlar olusturarak
membran permeabilitesini arttirmasidir. Vaskiiler ve tiibiiler etkilerinin hiicre
membraninda olusturdugu degisikliklere sekonder oldugu diisiiniilmektedir (4-6).
AmfB hiicre zar yapisim degistirerek membran gecirgenliginde artisa neden olur,
hiicre icerikleri ve iyon kaybina bagli olarak sonugta hiicre nekroza gider (7,22).
AmfB’nin intravendz veya renal arter i¢ine infiizyonu, renal kan akim1 ve glomeriiler
filtrasyon hizinda kisa dénemde bir azalmaya ve glomeriiler afferent arteriolar ve
renal vaskiiler direncte artisa neden olmaktadir (5). AmfB’nin oksidatif hasara neden
oldugu daha onceki calismalarda gosterilmistir. Sokol-Anderson ve arkadaslarinin
yaptiklar1 calismada AmfB’nin Candida albicans hiicreleri ve protoplastlarin
tizerindeki letal ve litik etkilerini oksidatif hasar araciligi ile yaptigini gostermislerdir
(13). Bununla birlikte in vivo calismada kullanilan AmfB’nin akciger dokusu ve
plazmada oksidatif stres belirteci olan oksitlenmis glutatyon disiilfit seviyelerini
arttirdig1 gosterilmistir (9). Dotis ve arkadaslarinin yaptig1 ¢calismada AmfB’nin hem
konvansiyonel, hem de lipid formiilasyonlarinin kullanimi ile insan monositlerinde

H,0, ve buna baglh hiicre i¢i ara maddelerin belirgin sekilde iiretiminin artmis
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oldugu belirtilmistir (75). Antioksidan 6zelligi bilinen N-asetilsiteinin AmfB’nin
neden oldugu nefrotoksisitede koruyucu oldugu gosterilmistir (65). Bu sonug
antioksidan  ajanlarin  AmfB  nefrotoksisitesinde  koruyucu ajan  olarak

kullanilabilecegini diistindiirmektedir.

Serbest radikaller araciligiyla, dokular, membranlar ve biyomolekiillerde
olusan oksidasyonun bir ¢ok patolojik olayda énemli rol oynadigi bilinmektedir (76).
Hiicredeki mitokondri, ksantin-ksantin oksidaz, NADPH oksidaz sistemi araciligiyla
serbest oksijen radikalleri iiretilmektedir (77). Asir1 miktarda iiretilen SOR’nin
lipidler, niikleik asitler, ¢esitli proteinler ve polisakkaritler gibi biyomolekiillerle
etkilesmesi, hiicre ve doku hasarlarina yol agmaktadir (78). Serbest oksijen
radikalleri ortamda olustugu zaman lipit peroksidasyonuna neden olarak hiicre
zarinin akiskanlhiginda ve geg¢irgenliginde degisikliklere neden olmaktadir (79). Lipid
peroksidasyonu sirasinda biyolojik yapilardan kolayca tespit edilebilen ve
peroksidatif ~ hasarin  belirteci olan MDA, lipid peroksidasyonunun
degerlendirilmesinde siklikla kullanilmaktadir (32,80). Bizim c¢alismamizda AmfB
verilmesiyle doku diizeyindeki MDA miktarinin anlamh sekilde arttigin1 gosterdik.
Bu bulgu AmfB nefrotoksisitesinin olugmasinda oksidatif hasarin 6nemli bir etki
mekanizmasi oldugunu diisiindiirmektedir. Bir antioksidan olan N-asetilsisteinin de
Feldman ve arkadaslarinin (65) yaptigi ¢alismada AmfB’nin neden oldugu
nefrotoksisitesinin azaltilmasinda koruyucu etkinligi gosterilmistir. Biz de bu
caligmada, antioksidan ozelligi bilinen CAPE’nin verilmesi ile AmfB’nin neden
oldugu nefrotoksisitede oksidatif hasarin siddetinin azaldigim1 gosterdik. Bu sonug
antioksidanlarin AmfB nefrotoksisitesinde koruyucu bir tedavi secenegi olabilecegini
diisiindiirmektedir. Bununla birlikte antioksidanlarin etkinliginin degerlendirilecegi

klinik caligmalara ihtiya¢ vardir.

Bir antioksidan enzim olan SOD’un aktivitesi degerlendirildiginde ise AmfB
nefrotoksisitesi olusturulan siganlarda kontrol grubuna gore anlamli yiiksek saptandi.
AmfB ile birlikte CAPE verilen grupta ise bu enzim aktivitesi kontrol grubuna gore
daha yiiksek olmakla birlikte, AmfB grubundakinden anlamli derecede daha diisiik
tespit edildi. Bu durum ise su sekilde izah edilebilir: AmfB nefrotoksisitesi

neticesinde ortamda artan oksidatif stres sonucu artan O, radikalini temizlemek igin
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SOD aktivitesi artmis olabilir. CAPE’nin ise koruyucu etkinligi SOR’lerini toplamasi
sonucunda oksidatif stresi azaltarak, bununla iligkili antioksidan enzim aktivitesinin
daha diisiik olmasina yardimci olabilir. Benzer sekilde Serarslan ve arkadaslarinin
(81) siganlarda yara iyilesmesi modelinde oksidatif stresin artisina bagli olarak SOD
aktivitesinin arttifini, CAPE verilmesi ile SOD aktivitesinin diisiik oldugunu

gostermislerdir.

CAT H;,0yyi suya ¢eviren bir antioksidan enzimdir (30). Calismamizda Amf{B
verilen gruptaki CAT aktivitesi kontrol grubuna gore anlamli sekilde diisiik saptanda.
AmfB ile birlikte CAPE verilen gruptaki CAT aktivitesi sadece AmfB verilen gruba
gore anlamli derecede yiiksek olmakla birlikte, kontrol grubu enzim aktivitesiyle
benzerdi. Oksidatif hasarda CAT enzim aktivitesinin diisiik oldugunu gosteren
calismalar mevcuttur (58,82 ). Bu ¢alismamizda AmfB grubunda tespit edilen CAT
enzim aktivitesinin diisiik olmasinin nedeni, daha once Oktem ve arkadaslarinin (83)
sican bobregindeki lityum toksisitesini arastirmaya yonelik yapilan deneysel
calismada ifade ettikleri gibi artmis oksidatif stresle iligkilidir. Yani ortamda artan
H,0, diizeyi sonucunda olusan yiiksek oksidatif stres nedeniyle, bobrekte CAT
enzim aktivitesinin baskilanmasi ve/veya tiiketilmesi sonucunda bu enzimin
aktivitesi diisiik saptanmis olabilir. Ayni sekilde Zhu ve arkadaslarinin (84) yaptigi
calismada antioksidan enzim aktivitesindeki azalmanin, asir1 miktarda serbest oksijen
radikallerinin ortamda olusmasi sonucu olabilecegini belirtmislerdir. AmfB+CAPE
grubundaki CAT aktivitesinin sadece AmfB verilen gruba goére anlamli derecede
yiikksek saptanmasi Yilmaz ve arkadaglarinin (64) yaptigi calismanin sonuglar ile
uyumludur. Bunun iki nedeni olabilir: Birincisi CAPE’nin serbest radikalleri
ortamdan temizlemesinin sonucu olabilir. Ikinci olarak ise CAPE nin CAT enzim

aktivitesini transkripsiyonel veya translasyonel olarak artirmasina bagli olabilir.

NO biyolojik sistemlerde L-arjininin guanidin grubundan nitrik oksit sentaz
(NOS) araciligryla enzimatik olarak iiretilen bir serbest radikaldir. NO’nun biyolojik
etkilerinin spektrumu oksijen, superoksit ve diger serbest oksijen radikalleri ile agir
metaller ve tiirleri gibi hedef maddelerle kimyasal olarak etkilesimi sonucu ortaya
cikar. Aminoasitlerin ve proteinlerin tiyol (-SH) gruplan ile tepkimeye girebilir ve

relatif olarak daha stabil olan nitrozo-tiol (-S-NO)’leri olusturur (85). O2 ’nin,
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peroksinitrit anyonlarin1 (ONOQO?) olusturmak i¢in NO ile reaksiyona girdigi rapor
edilmistir. Peroksinitrit anyonlar1 ise nitrojen dioksit (NO2) ve OH’y1 olusturmak
icin parcalanir (86). Peroksinitrit hiicresel yapilan oksitler ve lipid peroksidasyonuna
neden olur (85). Parlakpinar ve arkadaslarimin (87) yaptigi gentamisinin neden
oldugu akut bobrek yetmezligi modelinde ve Ozen ve arkadaslarmin (58) yaptigt
sisplatinin neden oldugu akut bobrek yetmezligi modelinde NO seviyelerinin arttigi
ve CAPE verilmesi ile NO seviyelerinin azaldig1r gosterilmistir. Bizim yaptigimiz
AmfB’nin neden oldugu deneysel akut bobrek yetmezligi modelinde NO seviyesinin
kontrol grubuna gore anlamli derecede arttigimi saptadik. AmfB ve CAPE’nin birlikte
verildigi grupta ise NO seviyesinin kontrol grubuna benzer oldugunu tespit ettik.
CAPE’nin bu olumlu etkisi AmfB ile ortamda olusan serbest oksijen radikallerinin
liretimini azaltmasi ve/veya olusan serbest radilkalleri direkt olarak temizlemesine

bagh olabilir.

Giintimiizde ilaglarin klinikte yaygin sekilde kullanilmasi nedeniyle ilaglara
bagli nefrotoksisite sikligi giderek artmaktadir. Bu nedenle koruyucu ajanlarin
etkinliginin degerlendirildigi ¢alismalar yaygin olarak yapilmaktadir. Bu ¢alismada
10 pmol/kg dozunda uygulanan CAPE’nin deneysel AmfB nefrotoksisitesinde
koruyucu etkinligini gosterdik. Bu bulgumuzun cesitli doz titrasyonlarinin da

kullanildig1 deneysel ve/veya klinik ¢aligmalara onciilitk edecegini diisiinmekteyiz.
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6. SONUC

Bu calismamizda deneysel AmfB nefrotksisitesinde oksidatif hasarin 6nemli
bir mekanizma oldugunu gosterdik. Bu bulgu antioksidan ajanlarin AmfB
nefrotoksitesinde koruyucu bir ajan olarak kullanilabilecegini diisiindiirmektedir. Bu
calismada antioksidan etkinligi bilinen CAPE’nin uygulanmasiyla, AmfB’nin neden
oldugu oksidatif hasar sonucunda olusan nefrotoksisitenin degelendirilmesindeki
biyokimyasal ve histopatolojik parametrelerde diizelme sagladigini ama mortalite
tizerine etkisinin olmadigini tespit ettik. Bununla birlikte gdzlenen bu olumlu etkinin

klinik ve genis katilimli ¢aligmalarda degerlendirilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir.
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7. OZET

SICANLARDA DENEYSEL AMFOTERISIN B
NEFROTOKSISITESINDE OKSIDATIF STRESIN ROLUNUN VE OLASI
OKSIDATIF STRES UZERINE KAFEIK ASIiT FENETIL ESTER’IN
ETKiSiNiN ARASTIRILMASI

Bu calismada sicanlarda deneysel amfoterisin B (AmfB) nefrotoksisitesinde
oksidatif stresin rolii ve olast oksidatif stres iizerine kafeik asit fenetil ester’in
(CAPE) etkisi arastirildi.

Calismamiza 40 erkek Wistar-albino sigan alinarak, her grupta 10 si¢an olacak
sekilde 4 gruba ayrildi. Kontrol grubuna 1 ml/kg/giin serum fizyolojik, CAPE ve
AmfB+CAPE gruplarina 10 pmol/kg/giin intraperitoneal (i.p.) CAPE 6 giin boyunca
verildi. AmfB ve AmfB+CAPE grubuna deneyin 2. giiniinde tek doz 50 mg/kg i.p.
AmfB uygulandi. Altinci giin tiim sicanlarin yasamina son verilerek kan drnekleri ve
bobrekleri alindi. Sol bobrek dokusunda histopatolojik degerlendirme yapildi. Sag
bobrekte ise malondialdehit (MDA) ve nitrik oksit (NO) seviyeleri; siiperoksit
dismutaz (SOD) ve katalaz (CAT) enzim aktiviteleri ol¢iildii. Serumda BUN ve
kreatinin degerleri 6lciildii.

AmfB ve AmfB+CAPE gruplarinda histopatolojik degerlendirmede
nefrotoksisiteye ait bulgular goézlendi. AmfB ve AmfB+CAPE gruplarinda kontrol
grubuna gore serum BUN ve kreatinin degerlerinde anlamli artis saptandi (sirasiyla
p=0.0001, p=0.0001). AmfB grubunda, kontrol grubuna gore bobrek dokusunda
antioksidan enzimlerden SOD’un aktivitesinin yiiksek (p=0.0001), CAT’in
aktivitesinin diisiik (p=0.0001) oldugu tespit edildi. NO ve MDA seviyeleri ise
yiiksek olarak saptandi (sirasiyla p=0.003, p=0.0001). AmfB’ye CAPE’nin eklendigi
grupta ise AmfB’nin renal dokuda olusturdugu oksidatif stresin azaldig1 tespit edildi.

Bu bulgular AmfB nefrotoksisitesinde oksidatif stresin 6nemli bir mekanizma
olabilecegini ve klinikte CAPE kulanimimin, AmfB nefrotoksisitesi sonucunda
olusan oksidatif stresin Onlenmesinde etkin bir tedavi secenegi olabilecegini
diisiindiirmektedir.

Anahtar kelimeler: Amfoterisin B (AmfB) nefrotoksisitesi, kafeik asit fenetil
ester (CAPE), oksidatif stres.
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8. SUMMARY

INVESTIGATION OF THE ROLE OF OXIDATIVE STRESS IN
EXPERIMENTAL AMPHOTERICIN B INDUCED NEPHROTOXIXITY
AND EFFECT OF CAFFEIC ACID PHENETHYL ESTER ON POSSIBLE
OXIDATIVE STRESS IN RATS

In this study, the role of oxidative stres in experimental amphotericin B
(AmfB) induced nephrotoxicity and the effect of caffeic acid phenethyl ester (CAPE)
on possible oxidative stres in rats were investigated.

Forty male Wistar rats were randomly divided into four groups. Each group
consisted of 10 rats. Control group received 1 ml/kg serum physiologic
intraperitoneally (i.p.) once a day, CAPE and AmfB+CAPE groups received 10
umol/kg/day CAPE i.p. for 6 days. AmfB and AmfB+CAPE groups recieved single
dose of 50 mg/kg i.p. AmfB on the 2nd day of the study. On the sixth day of the
study all rats were sacrificed and then blood samples and kidneys were taken. Left
kidneys were used for histopathological evaluation. Malonyldialdehyde (MDA) and
nitric oxide (NO) levels, superoxide dismutase (SOD) and catalase (CAT) enzyme
activities were determinated in right kidneys of rats. Levels of BUN and creatinin
were studied in serum.

Hystopathologic evaluation showed nephrotoxicity findings in AmfB and
AmfB+CAPE groups. Serum BUN and creatinin leves of AmfB and AmfB+CAPE
groups were significantly higher than control group (respectively; p=0.0001,
p=0.0001). In AmfB group, SOD activity was higher (p=0.0001), CAT enzyme
activity was lower (p=0.0001) than the control group. NO and MDA levels were
higher (respectively p=0.003, p=0.0001) than the control group. Whereas in AmfB
plus CAPE given group, it has been observed that the oxidative stress amount was
decreased in renal tissue.

According to these findings, it could be concluded that oxidative stress may
be a critical mechanism in AmpB nephrotoxicity and clinically using of CAPE may
be an effective treatment option in prevention of oxidative stress due to AmfB
nephrotoxicity.

Key words: Amphotericin B (AmfB) nephrotoxicity, caffeic acid phenethyl ester
(CAPE), oxidative stress.
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