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Amag  Bu calismanin amacr, sican akciger dokusunda iskemi-reperfiizyona bagl doku hasari izerine Klorojenik Asit (CGA) etkisini degerlendirmektir(
Sakarya Tip Dergisi, 2018, 8(2):260-265 )

Geregve  Otuz iki adet Wistar Albino cinsi disi sican temin edildi. Bu sicanlar randomize olarak dért gruba esit olarak bslindi (n=8). Olusturulan
Yontem  gruplar; sham (S), iskemi-reperfiizyon (IR), 5 mg/kg Klorojenik Asit (CGAS5) ve 10 mg/kg Klorojenik Asit (CGA10) uygulanan grup olarak
tamimlanarak cerrahi islemlere tabi tutuldu. Sham grubundaki siganlar sirt bolgesinden acilarak sag nefrektomi yapildi. Sham haric diger
gruplardaki sicanlarin sirt bélgesi acilip sag nefrektomi yapildiktan sonra sol renal arter klemplendi. Klorojenik asit iskemiden 10 dk 6nce
ve reperfiizyondan 10 dk dnce olmak tzere iki doz seklinde intraperitoneal olarak uygulandi. Sol bobrege 1 saatlik iskemiden sonra 24
saatlik reperfiizyon uygulandi. islemler tamamlandiktan sonra akciger dokularinda total antioksidan diizeyi (TAS), total oksidan diizeyi (TOS),
siiperoksit dismutaz (SOD), malondialdehit (MDA) ve myeloperoksidaz (MPO) seviyeleri spektrofotometrik yontemlerle 8l¢iildi. Oksidatif
stres indeksi (OSI) hesaplandi.

Bulgular IR grubunda S ile karsilastinldiginda TAS ve SOD degeri diiserken, TOS, MDA ve MPO degerleri yiikseldi. CGA uygulanan gruplarda TAS ve
SOD degerinde yikselme, TOS, MDA ve MPO degerlerinde ise disme gézlendi.

Sonug  CGA tedavisinin renal iskemi reperfiizyona bagli akcigerde gelisen oksidatif stres hasarinin azaltiimasinda etkili olabilecegi diisinilmektedir.

Anahtar  Klorojenik asit,iskemi-reperfiizyon hasari; akciger
Kelimeler

Abstract

Objective  The aim of this study is to evaluate the effect of the Chlorogenic Acid (CGA) on tissue damage due to ischemia-reperfusion in rat lung tissue
( Sakarya Med ), 2018, 8(2):260-265 ).

Materials and  Thirty-two female Wistar Albino adult rats were obtained. These rats were randomly assigned to four equal groups.(n=8). The groups were
Methods  identified as: sham (S), ischemia-reperfusion (IR), 5 mg/kg Chlorogenic Acid (CGAS5) applied, 10mg/kg Chlorogenic Acid (CGA10) applied
and were subjected to surgical operations. Rats in the Sham group underwent right dorsal side nephrectomy. The other groups had left
renal artery clamped after undergoing right dorsal side nephrectomy. Chlorogenic Acid was applied in two doses 10 minutes before ische-
mia and reperfusion applied intraperitoneally. After 1 hour of ischemia, 24 hours of reperfusion was applied to the left kidney. After the
applications were completed, total antioxidant level (TAS), total oxidant level (TOS), superoxide dismutase (SOD), myeloperoxidase (MPO)
and malondialdehyde (MDA) levels were measured spectrophotometrically. Oxidative stress index (OSI) was measured.

Results  In comparison to S, IR group’s TAS and SOD values decreased, TOS, MDA and MPO values increased. An increase in TAS and SOD levels,
and a decrease in TOS, MDA and MPO values was observed in CGA applied groups.

Conclusion It is thought that CGA treatment could be effective in decreasing oxidative stress damage consequented by pulmonary ischemia-reperfu-
sion damage

Keywords  Chlorogenic Acid, ischemia-reperfusion injury, lung
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Giris

Akut bobrek yetmezligiyle sonuglanan bobrek iskemi/reperfizyon hasari, yilksek mortalite oran
sebebiyle major bir klinik problemdir.’ Kan akiminin uzun sireli kesilmesi, iskemik hasara neden
olurken, iyilesme streci ile birlikte kan akisinin restorasyonu paradoksal olarak reperfiizyon (IR)
hasarina neden olur. Bu hasarin etyolojisinde kesin sebep bilinmemekle birlikte oksidatif stres
ve reaktif oksijenlerin olusumunun anahtar rol oynadigina inanilmaktadir. Renal IR bébrekte lokal
hasara neden olurken, artmis pulmoner kapiller permeabilite, 6dem ve nétrofil infiltrasyonu ile ka-
rakterize olan akciger hasarina da neden olur.® Kan akiminin kesilmesi akcigerlerde polimorfonik-
leer I6kositler (PMN) dahil olmak tizere kan hiicrelerinin birikmesine yol acan ajanlarin salinmasini
uyarir.* Nétrofil aktivasyonu ile, toksik ajanlarin salimiyla akut solunum yetmezligi de meydana
gelebilir.>

Dokularda toksik oksidanlarin zararli etkilerini ortadan kaldiran cesitli antioksidan savunma me-
kanizmalarinin oldugu bilinmektedir. Oksidan/antioksidan dengenin oksidanlar lehine degismesi
oksidatif doku hasarina yol agar.¢ Siiperoksit dismutaz (SOD), reaktif oksijen radikallerine (ROS)
bagli lipid peroksidasyonuna karsi hasar 6nler.” Antioksidanlar; hiicre zan lipidlerinin yanisira pro-
teinler, niikleik asitler ve karbonhidratlar gibi hedef molekdlleri de oksidasyona karsi korur.® Total
oksidan dizeyi (TOS) 6l¢imi, lipit peroksidasyonu ve oksidatif stresin hassas bir indeksini saglar.®
Total antioksidan diizeyi (TAS), reaktif oksijen tirlerini temizleyerek IR aracili oksidatif hasara karsi
dokulari korur. TOS/TAS orani oksidatif stres derecesinin bir gdstergesi olan oksidatif stres indeksi
(OS) olarak adlandiriimaktadir. Torun ve arkadaslarinin yaptigl bir calismada, TAS, TOS ve OSI
parametrelerinin Glcilmesinin klinik tani sirasinda sadece oksidatif ve/veya antioksidatif durumu
gostermedigi, ayni zamanda tedavi takibinde de énemli rol oynadig bildirilmistir.”

Klorojenik asit (5-0-caffeoylquinic asit, CGA), hidroksisinnamik asit familyasindan bir fenolik bi-
lesiktir. Bu polifenol, anti-oksidan, anti-enflamatuar, antilipidemik, antidiyabetik ve antihipertansif
aktivitelere sahiptir.’® CGA'nin bébrek iskemi/reperfizyon hasarina etkisi ve iskemi/reperfiizyon
sirasinda olusan oksidatif stresle olan iliskisi ile ilgili calismaya literatirde rastlanmamistir. Bu ¢alis-
manin amaci, deneysel renal IR modelinde meydana gelen akciger oksidan hasarini incelemek ve
bu hasarda yeni bir alternatif olarak CGA’'nin olasi koruyucu etkilerini biyokimyasal biyobelirtec-
lerle arastirmaktir.

Gereg Ve Yontem

Deney Hayvanlarinin Belirlenmesi ve Cerrahi Teknikler:

Atatiirk Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu'ndan etik onay alindiktan sonra, yetiskin
otuz iki adet Wistar albino disi sican (12-16 haftalik 200-250 gr.) Uzerinde deneyler gerceklestiril-
di. Siganlar, su ve standart sican yemi ile ad libitum beslendi. 12 saat aydinlik karanlik siklusu olan
ortamda tutuldu. Sicanlara yapilan deneysel uygulamalar intraperitoneal olarak uygulanan ketamin
(75 mg/kg) ve ksilazin (8 mg/kg) anestezisi altinda yapildi. Hayvanlar her grupta 8 hayvan olacak
sekilde rastgele 4 gruba bolindi: Sham grubu (S), iskemi reperfizyon (IR), iskemi reperfiizyon
ve 5 mg/kg CGA uygulanan grup (CGAS5), iskemi reperfiizyon ve 10 mg/kg CGA uygulanan grup
(CGA10). Sham grubunda deney hayvanlar sirt bolgesinden agilip sag nefrektomi yapildiktan son-
ra sirt bolgeleri kapatildi. IR’de sicanlarin sirt bolgesi acilip sag nefrektomiden sonra sol renal arter
klemplendi. Sol bobrege 1 saatlik iskemiden sonra 24 saatlik reperfiizyon uygulandi. CGA5 ve
CGA10 tedavi gruplan olup, IR'de yapilan cerrahi islemlere ek olarak sirasi ile 5 mg/kg ve 10




mg/kg Klorojenik asit iskemiden 10 dk énce ve reperfiizyondan 10 dk 6nce olmak iizere iki doz
seklinde sicanlara uyguland.

Biyokimyasal analizler:

Analiz i¢in dokulara fosfat tamponu ilave edilerek %710’luk homojenat olusturuldu ve buz Gizerinde
1-2 dakika 12,000 rpm’de homojenlestirildi (IKA, Almanya). Homojenat doku 6rnekleri, stiper-
natanti elde etmek icin 5000 rpm’de 30 dakika boyunca +4 °C'de santrifijj edildi. Elde edilen
supernatantlar, TAS, TOS, SOD, malondialdehit (MDA) ve myeloperoksidaz (MPO) seviyeleri igin
test edildi.

Homojenattaki MDA seviyeleri, Ohkawa ve arkadaslari tarafindan tarif edilen yontem kullanilarak
analiz edildi.™ TAS (Rel Assay Diagnostics, Ref. No. RL0024) ve TOS (Rel Assay Diagnostics, Ref.
No.:RL0005) analizi ticari kitler kullanilarak yapildi. OSI belirtilen formiil ile hesapland:

OSI = ([TOS, mmol H202 esdeger / L] / [TAS, mmol Trolox esdegeri / L] x 10). 12

MPO, hidrojen peroksit (H202) varliginda MPO ve o-dianisidin oksidasyonunun sonucu olarak
sekillenen sarimsi-turuncu renkli kompleks formun 460 nm dalga boyunda absorbansin kinetik 6l-
¢Um{ esas alinarak yapildi. SOD, enzimatik reaksiyonlarin sonucu olarak olusan siiperokside SOD
enziminin etkisinin yetersiz oldugu durumlarda, spektrofotometrede 560 nm dalga boyundaki bu
reaksiyonun inhibisyon derecesini 6lcerek formazan boyasi olusturmak tzere tetrazolyum tuzu ile
reaksiyona sokulduktan sonra hesapland:.™

istatistiksel Analiz Yontemleri:

Verilerin istatistiksel analizleri SPSS 21.0 programi (SPSS Inc. and Lead Tech. Inc. Chicago. USA)
kullanilarak yapildi. Gruplarda elde edilen degerler ortalama deger + standart sapma olarak ifade
edildi. Gruplar arasinda biyokimyasal parametrelerin karsilastiriimasinda iki grup arasindaki farkin
anlamlilik derecesi Mann Whitney U testi ile degerlendirildi. istatistiksel degerlendirmede p<0.05
ise anlamli kabul edildi.

Bulgular

Deneyseluygulamalaresnasindamorbiditevemortaliteizlenmedi.IRgrubundaTAS (1.697+0.141’den
1.090+0.122%, p=0.000) ve SOD (424.316+33.039°'den 208.594+12.480’e, p=0.000) se-
viyesi diserken, TOS (7.925+0.599den 12.254+0.619%, p=0.000), OSI (0.470+0.064'den
1.134+0.125%¢; p=0.000), MPO (216136.033+18823.201°den 365076.100+41391.278’¢,
p=0.041) ve MDA (56.533+5.059°den 90.895+12.932’¢, p=0.000) seviyeleri artti.

Sham grubu CGAS ile karsilastinldiginda; TAS (1.697+0.141°den 1.465+0.188’, p=0.015)
ve SOD (424.316+33.039'den  352.9673+30.39861%¢, p=0.001) diserken, TOS
(7.925+0.599den 9.149+0.925%, p=0.007), OSI (0.470+0.064'den 0.636+0.128’¢; p=0.006),
MPO (216136.033+18823.201°den  263789.6629+23871.39373%¢, p=0.001) ve MDA
(56.533+5.059'den 62.302+4.180’, p=0.026) seviyeleri artti.

IR ve CGA5 Kkarsilastinldiginda; TAS (1.090+0.122”den 1.465+0.188’¢, p=0.000) ve SOD
(208.5945+12.48066'den 352.9673+30.39861’, p=0.000) artarken, TOS (12.254+0.619'den
9.149+0.925%, p=0.000), OSI (1.134£0.125'den 0.636+0.128%¢; p=0.000) MPO
(365076.1006+41391.27882'den  263789.6629+23871.39373%¢, p=0.000) ve MDA
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(90.895+12.932’den 62.302+4.180’, p=0.000) seviyeleri istatistiksel olarak anlamli diizeyde
degisti.

IR ile CGA10 karsilastinldiginda; TAS (1.090+0.122"den 1.655+0.311’e, p=0.000) ve SOD

Bl (208.5945:12.48066'den 392154+ 41.005%, p=0.000) artarken, TOS (12.254+0.619'den
ool 548141005, p-0.000), OSI (1.134:0.125den 0.533:0.1505%; p=0.000) MPO
(365076.1006:41391.27882'den  228443.203:22579.321e,  p=0.000) ve MDA

TANYELI ve Ark.

jk Boku Oksidan Hasarinda Klarojerik (90.895+12.932'den 57.748+5.272’¢, p=0.000) seviyeleri istatistiksel olarak anlamli dizeyde de-

" Asit Kullaniminin Koruyucu Etkileri

gisti (Tablo-1).

Tablo1. Gruplarin biyokimyasal belirteclerinin ortalama degerleri ve gruplar arasi karsilastirilmasi
Deney Gruplar TAS(mmol/L) TOS(pmol/L) 0510 SOD (U/mg MPO (U/g MDA (pmol/g
08 OHAS.D OHES.D ort+S.D protein) protein) protein)
= e = ort+S.D ort+S.D ort+S.D

Sham Kontrol 216136.033
Grobu ©) 1.697+0.141 7.925+0.599 0.470+0.064 424.316:33.039 | L oen o0t 56.533+5.059
iskemi-
reperfiizyon 1.090+0.122 12.254+0.619 1.134+0.125 208.594+12.480 fﬁ’g;i;gg 90.895+12.932
Grubu (IR) - :
iskemi-
reperflizyon + 5 263789.662
me/kg Klorojenk 1.46540.188 9.149+0.925 0.636+0.128 352.967:30.398 | Lpaeoi oo 62.302+4.180
asit Grubu (CGA5)
iskemi-
reperfiizyon +
10 mg/kg Kloro- 1.655:0.311 8.481+1.005 0.533:0.1505 | 392.154+41.005 | 225443203 57.748+5.272
1 mg/! +22579.321
jenik asit Grubu
(CGA10)

0.041(S-IR)
p degeri 0.000 (S-IR) 0.000 (S-IR) 0.000(S-IR) o 0%3(2(1)11(535)&5) 0.000 (IR- o 0%8(2‘;11(56225)
(gruplar arasi 0.000 (IR-CGAS) | 0.000 (IR-CGAS) | 0.000 (IR-CGAS) | 000-(IR CGAS) 0000 '(IR
anlamiilik 0.000 (IR-CGA10) | 0.000(IR-CGA10) | 0.000 (IR-CGA10) CGAL 0)' 0.000 (IR- CGAL 0>_
karsilagtirmalari) 0015(S-CGAS) | 0.007(S-CGAS) | 0006(S-CGAS) | o 00"C oy s CGA10) 0.026(5.CGAS)

: a 0.001(S-CGAS5) : B
Tartisma

Akut bébrek hasarinin ana nedenlerinden olan renal IR hasari bébrege kan akiminin azalmasi veya
kesilmesi sonrasi tekrar kanlanmasi ile meydana gelir. Koroner arter bypassi, abdominal aort anev-
rizmasi tamiri, bobrek operasyonlari, renal transplantasyon, travma, sok ve sepsis IR goriilen bas-
lica durumlardir. "¢ IR hasarina bagh gelisen akut bobrek yetmezligi 6nemli bir saglik problemi
olmakla birlikte ne yazik ki ginimiizde tedavi edici veya koruyucu herhangi bir ajan bulunmamak-
tadir. IR hasar mekanizmalarinda bircok bagimsiz faktdrin rol oynadig) diisinilmektedir.” Bunlar
arasinda iskemik dokunun reperfiizyonuna bagli olarak ortaya ¢ikan ROS, IR hasarinin patoge-
nezinde dnemli bir rol oynar. Asirt ROS olusumu ve IR sirasinda antioksidan savunma sisteminin
bozulmasi oksidatif hasara neden olur.”® Sundugumuz bu calisma ile oksidatif stres durumunu
degerlendirmek icin TAS, TOS ve OSlI seviyelerini dlctik ve CGA'nin TAS'1 arttirarak, TOS ve OSI'yi
azaltarak bobrek IR’nin neden oldugu akciger hasarindan koruyabildigini gbzlemledik. TOS, lipit
peroksidasyonu ve oksidatif stresin hassas bir indeksini saglar.® TAS, reaktif oksijen tirlerini temiz-
leyerek IR aracili oksidatif hasara karsi canli dokulari korur. TOS/TAS orani oksidatif stres derece-
sinin bir gostergesi olan “OSI” olarak adlandiriimaktadir.’ Torun ve arkadaslarinin yaptig) bir ¢alis-
mada, bu parametrelerin 6l¢tilmesinin tani ve tedavi takibinde de dnemli rol oynadig) bildirilmistir.
MDA, lipid peroksidasyonunun son iriiniidiir ve iskemi/reperfiizyon iligkili oksidatif hasarin de-
gerlendirilmesinde dénemli parametrelerden biridir.”® Lipid peroksidasyonu; bozulmus hiicre zar
gecirgenligi, azalmis membran potansiyeli ve hiicre hasarina yol acar. MDA olusumu ile hiicre
hasari daha da artmaktadir.?° Hiicrede oksidan olarak bilinen bir baska parametre MPO enzimidir.?!
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Klorir iyonlari varliginda MPO, hidrojen peroksiti hipoklordz asite indirger. Hipoklordz asit giicl
bir oksidandir ve kolayca gesitli biyolojik molekiller ile reaksiyona girebildiginden dolayr doku
hasarina yol acar .2

Klorojenik asit; anti-oksidan, anti-enflamatuar, antilipidemik, antidiyabetik ve antihipertansif akti-
viteleri iceren bircok dzellige sahiptir.’® Kafeik ve kinik asitlerin esterlestiriimesiyle olusan CGA,
dogada en bol bulunan polifenollerden biridir.?? insan diyetindeki kolay erisilebilirliginden dola-
yi, ¢esitli hayvan modellerinde anti-enflamatuar, antibakteriyel, antioksidan ve antikanserojenik
aktiviteleri iceren biyolojik fonksiyonlarini arastirmak icin genis bir calisma yapilmistir.224 insan
akciger kanser hiicre hattinda (A549), CGA'nin hiicresel antioksidan enzimin upregilasyonunu
baslatarak antioksidan &zelligi gosterilmistir.?> CGA'nin diyabetik nefropatiye karsi antioksidan
ozelligi ile renoprotektif etkisi gosterilmistir.26 CGA'nin fare makrofaj hiicre hattinda (RAW264.7)
Janus kinaz-2/sinyal doniistiiriict ve transkripsiyon aktivatori (JAK2/STAT3) aktivasyonunu inhibe
ederek lipopolisakkaridle indiklenen inflamasyonu baskiladig) gdsterilmistir.2” CGA'nin glutamatla
indiklenen kortikal ndron hasarina karsi, endojen ROS birikimini baskilayarak ve SOD aktivitesi-
nin artistyla enzimatik antioksidan sistemi aktive ederek koruyucu bir ajan oldugu gosterilmistir.?
CGA tedavisi, depolama sirasinda nektarin meyvesinin O2- dretim oranini, H202 icerigini dnemli
olciide azaltmistir. Hasat sonrasi olgunlasma sirasinda CGA nektarin meyvesindeki oksidatif hasari
azaltarak etkisini gostermistir.22 CGA'nin interlokin-1beta (IL-1 ) ile uyarimis insan kondrosit hiicre
hattinda (SW-1353) inflamatuar yanitlar 6nledigi rapor edilmistir.3* CGA, metotreksat ile indiklen-
mis karaciger hasarina karsi metotrekrat ile azalan SOD, katalaz (CAT) gibi antioksidanlar arttirarak
antioksidan ozelligi sayesinde hepatoprotektif etki gdstermistir.3! Yiksek yagl diyetle beslenen
sicanlara CGA uygulamasinin karaciger ve bobreklerde antioksidan durumu arttirdig), yilksek dan-
siteli lipoprotein (HDL) miktarini arttirdig) ve insulin miktarini azalttig) gosterilmistir.32 CGA'nin,
fosfaldilinositol 3-kinaz/protein kinaz aracili (PI3K/Akt) niikleer faktor E2-iligkili fakt6r 2/hem ok-
sijenaz-1 (Nrf2/HO-1) yolaginin aktivasyonu yoluyla hidrojen peroksit kaynakli oksidatif hasara
karsi fare kalvarisi kaynakli hiicre hattini (MC3T3-E1) korumus oldugu ve osteoporoz tedavisinde
etkili bir ilag olabilecegi gosterilmistir.3* CGA, Toll-benzeri reseptor 4 aracili NF- B (TLR4/NF- B)
sinyal yolunu inhibe ederek lipopolisakkarit indiikli akut bébrek hasarini azaltmistir.3* CGA, sican
miyokardinda isoproterenolun neden oldugu miyokardiyal oksidatif stresi azaltmistir.*®

Tim bu veriler 1siginda CGA'nin antioksidatif 6zellikleri nedeniyle IR hasarinda birtakim roller ist-
lendigini belirlendi. Bu calismada CGA'nin bobrek iskemi/reperfiizyon modelindeki etkileri oksida-
tif stres parametreleri olan SOD, TAS, TOS, OSI, MDA ve MPO dizeylerini dlcerek belirlendi. Bu
veriler, CGA'nin bdbrek iskemi reperfiizyon kaynakli akciger hasarina karsi koruyucu etkili oldugu-
nu gostermektedir ve gelecekte yeni bir tedavi ajani olarak denenebilir.
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