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Amag  Bu calisma, sicanlarda deneysel olarak olusturulan bobrek iskemi-reperfiizyon (IR) hasarinda giiglis antioksidan olan Klorojenik asitin (CGA)
antiinflamatuar ve antioksidan etkilerini arastirmayi hedeflemektedir. Sakarya Tip Dergisi, 2018, 8(2):410-415 )

Gereg ve  Otuz alti adet erigkin, Wistar albino cinsi disi sigan, rastgele dort gruba ayrildi. Sham grubundaki sicanlar (Grup 1), sirt bélgesinden agilarak
Yontem  sag nefrektomi yapildi. iskemi-reperfiizyon grubunda (Grup I1), siganlarin sirt bélgesi ailip sag nefrektomi yapildiktan sonra sol renal arter
klemplendi. Grup IIl ‘te 5 mg/kg CGA iskemiden 10 dk énce ve reperfiizyondan 10 dk dnce olmak iizere iki doz seklinde intraperitoneal
olarak uygulandi. Sol bdbrege 1 saatlik iskemiden sonra 24 saatlik reperfizyon uygulandi. Grup IV'te Grup III'ten farkl olarak 10 mg/kg
CGA uygulandi. Bobrek dokusunda total antioksidan diizeyi (TAS), total oksidan diizeyi (TOS), siiperoksit dismutaz (SOD), malondialdehit

(MDA) ve myeloperoksidaz (MPO) seviyeleri spektrofotometrik yontemlerle 6liildii. Oksidatif stres indeksi (OSI) hesaplandi.

Bulgular ~ Grup II'de Grup I'e gdre TOS, MDA ve MPO diizeylerinin arttig; TAS ve SOD dizeylerinin ise azaldig) goriildi (her bir parametre igin
p<0.001). CGA uygulanan gruplarda bibrek TOS, MDA ve MPO (her bir parametre icin p<0.001) diizeylerinde azalma; TAS (p<0.05) ve
SOD (p<0.001) degerlerinde ise artis tespit edildi.

Sonu¢  Bobrek IR hasarinda oksidatif stresin onemli rol oynadigi ve bu hasara karsi CGA uygulamasinin oksidatif hasar belirgin olarak azalttig
gorold.

Anahtar  Klorojenik Asit; iskemi Reperfiizyon Hasari; Bobrek.
Kelimeler

Abstract

Purpose  This study aims to investigate the antiinflammatory and antioxidant effects of chlorogenic acid (CGA), a potent antioxidant in experimental
kidney ischemia-reperfusion (IR) injury in rats. ( Sakarya Med J, 2018, 8(2):410-415 ).

Materials and  Thirty-six adult, female Wistar Albino rats, were randomly assigned to four groups. Rats in the sham group (Group I) were opened through

Methods  the dorsal area and right nephrectomy was performed. In the ischemia-reperfusion group (Group 1), the left renal artery was clamped after

the dorsal area of the rats was opened and right nephrectomy was performed. In Group Ill, 5 mg / kg CGA was administered intraperitone-

ally as two doses, 10 minutes before ischemia and 10 minutes before reperfusion. After 1 hour of ischemia, 24 hours of reperfusion was

applied to the left kidney. In Group IV, 10 mg / kg of CGA was administered differently from Group Ill. Total antioxidant level (TAS), total

oxidant level (TOS), superoxide dismutase (SOD), malondialdehyde (MDA) and myeloperoxidase (MPO) level of renal tissues were measure
spectrophotometrically. Oxidative stress index (OSI) was calculated.

Results  In comparison to Group 1, Group 2 had elevated TOS, MDA and MPO levels; meanwhile TAS and SOD levels were observed to have
decreased.( p<0.001 per parameter). Groups with Chlorogenic acid applied to the kidneys had decreased levels of TOS, MDA and MPO
(p<0.001 per parameter); and increased levels of TAS (p<0.05) and SOD (p<0.001).

Conclusion  The important role of oxidative stress in Renal IR damage, and the decrease in oxidative stress in the application of CGA against the damage,
has been observed.

KeyWords  Chlorogenic Acid; Ischemia-Reperfusion Injury; Kidney
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Giris

Akut bobrek hasari yiksek morbidite ve mortalite ile iliskilidir. Bobrek perfiizyonunun bozuldugu;
bobrek transplantasyonu, kardiopulmoner cerrahi islemler, kazalar veya iyatrojenik travma gibi
nedenlerle olusabilir." Reperfizyon ile iskemik dokunun yeniden kanlanmasi sonrasi beklenenin
aksine doku daha fazla hasara da ugrayabilir. iskemi reperfiizyon (IR) hasari, akut renal hasara en
sik sebep olan durumdur. IR ile meydana gelen inflamasyon, akut renal hasarin patofizyolojisinde
major rol oynar. IR bobrek dokusunda mikrovaskiler hasar ve akut inflamatuar degjsimlere neden
olarak renal disfonksiyona sebep olur.2 IR ile olusan siiperoksit, hidrojen peroksit ve hidroksil radi-
kali gibi molekller bobrek hasarinda rol oynar.® Bu inflamatuar degisimler artmis [6kosit adezyonu
sonucu endotel aktivasyonu ve hasari ile sonuclanir.*

Akut renal hasara karsi doku tamiri icin endojen antioksidan savunma sistemleri devreye girer
ancak, hasarin yogun oldugu durumlarda bu koruyucu sistemler yetersiz kalabilir. Eksojen anti-inf-
lamatuar-antioksidan molekdllerin renal IR hasarinin 6nlenmesi iizerinde koruyucu etkileri oldugu
bildirilmistir.>¢ Klorojenik asit (CGA) biyolojik olarak aktif fitokimyasal bir maddedir ve en yogun
olarak kahvede bulunur. CGA'nin antioksidan &zellikleri bazi deneysel ¢alismalarda gosterilmis,
serbest radikal sipiriici ve metal selatlama aktivitelerine sahip oldugu ve bu sayede diisiik yogun-
luklu lipoprotein (LDL) oksidasyonunu ve DNA'nin oksidatif hasarlarini bastirdig kanitlanmistir.”
CGAnin interlékin-1beta (IL-1) aracili endotelyal disfonksiyonu da inhibe ettigi gosterilmistir.®
Bu ¢alismanin amaci, CGA'nin IR ile iligkili renal oksidan hasar izerindeki etkilerini biyokimyasal
yontemlerle arastirmaktir.

Gereg Ve Yontem

Deney Hayvanlari:

Calismamizda Yerel Etik Kurulu onayi alindiktan sonra, Atatiirk Universitesi Deney Hayvanlari La-
boratuvarindan yetiskin otuz alti adet Wistar albino disi sican (12-16 haftalik 200-250 gr.) temin
edildi. Sicanlar, su ve standart sican yemi ile ad libitum beslendi. 12 saat aydinlik karanlik siklusu
olan ortamda tutuldu.

Deney Protokolii ve Deney Gruplarinin Olusturulmasi:

Hayvanlar her grupta 8 hayvan olacak sekilde rastgele 4 gruba bolindi. Sicanlara yapilan deneysel
uygulamalar intraperitoneal olarak uygulanan ketamin (75 mg/kg) ve ksilazin (8 mg/kg) anestezisi
altinda yapildi.

Grup | (Sham Kontrol, n=8): Deney hayvanlari sirt bolgesinden acilip sag nefrektomi yapildiktan
sonra sirt bolgeleri kapatildi.

Grup Il (iskemi-reperfiizyon, n=8): Sicanlarin sirt bolgesi acilip sag nefrektomiden sonra sol renal
arter klemplendi.. Sol bobrege 1 saatlik iskemiden sonra 24 saatlik reperfizyon uyguland..

Grup 11 (iskemi-reperfiizyon + 5 mg/kg Klorojenik asit, n=8): Klorojenik asit salinde ¢oziildi. Grup
I'deki cerrahi islemlere ek olarak 5 mg/kg Klorojenik asit iskemiden 10 dk dnce ve reperfiizyon-

dan 10 dk 6nce olmak dzere iki doz seklinde sicanlara uygulandi.

Grup IV (iskemi-reperfiizyon + 10 mg/kg Klorojenik asit, n=8): Grup I'deki cerrahi islemlere ek




olarak 10 mg/kg Klorojenik asit iskemiden 10 dk énce ve reperfiizyondan 10 dk 6nce olmak iizere
iki doz seklinde siganlara uygulandi. Tom gruplarda 24 saatlik reperfiizyon sonrasi deney hayvanlari
sakrifiye edilerek bobrek dokulari analiz giiniine kadar -80 derecede saklandi.

Biyokimyasal analizler:

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

Homojenattaki malondialdehit (MDA) seviyeleri, Ohkawa ve arkadaslan tarafindan tarif edilen
yontem kullanilarak analiz edildi.’ Total antioksidan dizeyi (TAS, Rel Assay Diagnostics, Ref. No.
RL0024) ve Total oksidan diizeyi (TOS, Rel Assay Diagnostics, Ref.No.:RL0O005) analizi ticari kitler
kullanilarak yapildi. Oksidatif stress indeksi (OSI) belirtilen formdl ile hesaplandi: OSI = ([TOS,
mmol H202 esdeger / L] / [TAS, mmol Trolox esdegeri / L] x 10).°

Myeloperoksidaz (MPO), hidrojen peroksit (H202) varliginda MPO ve o-dianisidin oksidasyonu-
nun sonucu olarak sekillenen sarimsi-turuncu renkli kompleks formun 460 nm dalga boyunda
absorbansin kinetik dlcimi esas alinarak yapildi. SOD, enzimatik reaksiyonlarin sonucu olarak
olusan siiperokside stiperoksit dismutaz (SOD) enziminin etkisinin yetersiz oldugu durumlarda,
spektrofotometrede 560 nm dalga boyundaki bu reaksiyonun inhibisyon derecesini dlcerek for-
mazan boyasi olusturmak izere tetrazolyum tuzu ile reaksiyona sokulduktan sonra hesaplandi.™

Istatistiksel Analiz Yonemleri:

Verilerin istatistiksel analizleri SPSS 21.0 programi (SPSS Inc. and Lead Tech. Inc. Chicago. USA)
kullanilarak yapildi. iki grup arasindaki farkin anlamlilik derecesi Mann Whitney U testi ile degerlen-
dirildi. Veriler ortalamaSD olarak sunuldu. istatistiksel degerlendirmede p<0.05 ise anlamli kabul
edildi.

Bulgular

Deneysel uygulamalar tim gruplarda iyi tolere edildi ve deney hayvani kaybi yasanmadi. Renal
iskemi reperfuzyon yapilan Grup-1I'de TAS (2.718+0.184°den 1.593+0.135%, p=0.000) ve SOD
(464.758+40.009°den 219.850+18.734%, p=0.000) seviyesi diiserken, TOS (6.664+0.584’den
10.892+1.366%, p=0.000), OSI (0.245+0.021'den 0.688+0.108%; p=0.000), MPO
(29882.638+3556.816°den 59098.012+10120.835%, p=0.000) ve MDA (73.048+8.629'den
109.290+6.854°¢, p=0.000) seviyeleri artti.

Kontrol grubu Grup Il ile karsilastinldiginda; TAS (2.718+0.184’den 2.397+.0.206’, p=0.036)
ve SOD (464.758+40.009'den 371.706+20.226e, p=0.000) diserken, TOS (6.664+0.584'den
8.160+0.704’¢, p=0.000), OSI (0.245+0.021'den  0.342+0.036%¢; p=0.000), MPO
(29882.638+3556.816'den 38516.028+6619.620’¢, p=0.006) ve MDA (73.048+8.629'den
79.660+9.522’, p=0.000) seviyeleri artt..  Kontrol grubu Grup IV ile karsilastinldiginda; TOS
(6.664+0.584’den 7.326+0.544’¢, p=0.034) ve OSI (0.245+0.021°den 0.279+0.039°¢; p=0.000)
seviyeleri artti.
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5 mg/kg Klorojenik asit uygulanan Grup Ill Grup Il ile karsilastinldiginda;; TAS (1.593+0.135'den
2.397+.0.206’, p=0.000) ve SOD (219.850+18.734°den 464.758+40.009¢, p=0.000) artar-
ken, TOS (10.892+1.366’den 8.160+0.704’, p=0.000), OSI (0.688+0.108'den 0.342+0.036%;
p=0.000) MPO (59098.012+10120.835'den 38516.028+6619.620%, p=0.000) ve MDA

(109.290+6.854’den 79.660+9.522’¢, p=0.000) seviyeleri istatistiksel olarak anlamli diizeyde
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2.653+0.27%%, p=0.000) ve SOD (219.850+18.734°den 442.253+46.031’e, p=0.000) artar-
ken, TOS (10.892+1.366'den 7.326+0.544°¢, p=0.000), OSI (0.688+0.108’den 0.279+0.039%;
p=0.000), MPO (59098.012+10120.835'den 30689.666+5454.289’e, p=0.000) ve MDA
(109.290+6.854'den 74.539+8.749’¢, p=0.000) seviyeleri istatistiksel olarak anlaml diizeyde de-
gisti (Tablo-1).

Tablo-1: Deney gruplari arasindaki biyokimyasal parametrelerin karsilastiriimasi
TAS TOS OSiI (arbitrary | SOD (U/mg MPO (U/g MDA (pmol/g

Deney Gruplari . . . .
8 (mmol/L) | (pmol/L) unit) protein) protein) protein)

ortxS.D ortxS.D ortxS.D ort+S.D ort+S.D ortxS.D
E:r’]fnl)l(fham 2.718+0.184 | 6.664+0.584 0.245+0.021 464.758+40.009 | 29882.638+3556.816 73.048+8.629
Grup Il (Iskemi- | o1 0135 | 10.89261366 | 0.688:0.108 | 219.850+18.734 | 59098.012+10120.835 | 109.29046.854
reperfiizyon)
Grup Il
(Iskemi-
reperfiizyon + 2.397+.0.206 | 8.160£0.704 0.342+0.036 371.706+20.226 | 38516.028+6619.620 79.660+9.522
5 mg/kg Kloro-
jenik asit)
Grup IV
(Iskemi-
reperfiizyon + 2.653+0.279 | 7.326+0.544 0.279+0.039 442.253+46.031 | 30689.666+5454.289 74.539+8.749
10 mg/kg
Klorojenik asit)

0.000 (I-T1) 0.000(I-11)

p degeri 00(‘)%%0 (D 0.000 (II-I1T) 0.000 (II-I1T) 0.000 (I-1D 0.041(I-I) 0.000 (I-1T)

000 (TI-TIT) 0.000 (TI-ITT) 0.000 (TI-1T)
(gruplar arasi 0.000(I1-1V) 0.000 (I1-IV) 0.000 (II-I1T)
anlamlilik 0.036 (I-IV) 0.000 (I-11T) 0.000 (I-11T) 0.000 (I-1V) 0000 (I-1V) 0.000 (I-1V

0.006(I-TIT) 0.034(LIV) 0.049(L1V) 0.000 (I-TIT) 0.006(I-11T)
TAS = Total Antioksidan Diizeyi; TOS = Total Oksidan Diizeyi; OSI = Oksidatif Stres indeksi; SOD= Siiperoksit Dismutaz; MPO=
Myeloperoksidaz; MDA= Malondialdehit. Ort+S.D: Ortalama ve Standart s-Sapma Degeri;. N: Say!.

Tartisma

Sunulan bu calisma ile literatiirde ilk olarak; renal iskemi reperfiizyonun dokuda oksidatif dengeyi
oksidan lehine bozdugu durumda in vivo klorojenik asit uygulamasinin olusan oksidatif hasari di-
zelttigi spektrofotometrik yontemlerle kanitland.

iskemi reperfiizyon hasar genis kapsamli klinik bir durumdur. Miyokard infarktiisi, inme, organ
transplantasyonu, kardiyovaskiler cerrahi hastaliklar, doku- flep ve reimplantasyonu iskemi-reper-
fuzyon hasan ile karsilasilabilen klinik durumlara 6rnektir. Deney hayvanlari ile yapilan calismalara
gore baslica bu hasarda varsayilan mekanizmalar [6kosit-endotelyum etkilesimleri, reaktif oksijen
turleri ve komplementer sistemi icerir.'? Oksijen radikalleri, endojen oksijen metabolizmasinin yani
sira cesitli faktorler nedeniyle de olusur ve doku hasarinda rol oynar. Endojen antioksidan sistemler
dokuda meydana gelen hasarin gideriimesinde rol oynar ancak kan akiminin tamamen kesildigi
iskemi veya reperfiizyonla I6kosit ve salgilanan molekillerin yogun gocii nedeniyle olusan stres
413 durumlarinda yetersiz kalabilir. Besin 6gelerinde dogal antioksidatif, antikarsinojen molekiler de




bulunur.”™ Bu nedenle, farmakolojide de 6nem tasiyan bazi dogal oksijen radikali toplayicilarin
arastirilmasi yeni bir tedavi stratejisi olabilir.

Reaktif oksijen radikal tiirleri (ROS) diisik seviyelerde uretildiginde, bagisiklik yaniti, kas kasilmasi
ve egzersiz adaptasyonu gibi cesitli fizyolojik aktivitelere katilan dnemli sinyal molekdllerini tetikler.
IR patofizyolojisinde ise yogun ROS iretimi en dnemli problemlerden biridir. Oksidan hasar gos-
tergesi olarak TOS, MPO ve MDA molekil seviyeleri yikselir.™ Sunulan bu ¢alismada da bu mole-
kil seviyeleri oksidan hasar lehine yiikselmistir. ROS’tan korunmak icin TAS ve SOD gibi endojen
antioksidan molekller devreye girer."? Calismamizda renal IR gruplarinda kontrol grubuna goére bu
molekillerin seviyesinin diismesi IR ile meydana gelen hasar nedeniyledir.

Klorogenik asit; trans-sinamik asitler (kafeik, kumarik ve ferulik asit) ile quinik asidin esterlesme
reaksiyonu sonrasi meydana gelir. 15 CGA ve izomerleri, iso-CA ve neo-CA, kahve ¢ekirdekleri,
yaban mersini, Gzim, armut ve elmada tespit edilmistir.’® CGA'nin antioksidan, serbest radikal
toplayici, antiinflamatuar, radyoprotektif, antiilserojenik, analjezik ve antikanserojenik ozellikleri
in vitro ve in vivo deneysel uygulamalarda kanitlanmistir.”-'® Santos ve ark. sicanlarda CGA'nin
anti-inflamatuar, antinosiseptif ve antipiretik dzelliklerini arastirdiklar calismalarinda kontrol ile
karsilastinldiginda, bu molekiliin karragenenin neden oldugu pence 6demini inhibe ettigini, for-
malinle induklenen agn testinin geg fazindaki kaginma sayisini inhibe ettigini (50 ve 100 mg/kg
dozlarinda),6te yandan, en yiiksek test edilen dozda bile (200 mg / kg), CGA febril yaniti engelle-
medigini gostermistir.® Endotel hiicrelerinde yapilan bir calismada CGA'nin SIRT1’i aktive ederek
ve AMPK / PGC-1 sinyal yolunu module ederek oksLDL ile indiklenen endotelyal oksidatif stres
ve mitokondriyal disfonksiyonu azalttigr molekiler mekanizmalar gosterilmistir?. Karaciger fibrozi-
siile ilgili yapilan deneysel bir calismada da CGA'nin MDA diizeyini disiirdigi ve karaciger doku-
larinda GSH, SOD ve CAT diizeylerini arttirdig) gosterilmistir?'. Sundugumuz ¢alisma sonuclarina
gore CGA uygulanan gruplarda TAS ve SOD diizeylerinde artma gozlenirken TOS, MPO ve MDA
dizeylerinde azalma tespit edilmisitir. Buldugumuz bu sonuglar literatirde CGA'nin diger dokular-
da gosterilen antiinflamatuar-antioksidan etkilerine paraleldir.

Calismanin kisitliigr olarak CGA dizeyi uzun donem etkileri arastinilabilir. CGA'nin sistemik etkileri,
uzak dokuda meydana getirdigj etkiler, in vivo ve in vitro olarak apopitoz ve DNA (zerine olasi
etkileri umut verici yeni calisma konulari olarak arastirilabilir.

SONUC Sonuc olarak, Klorojenik asit, bobrek dokusunda iskemi reperfiizyon hasari ile meydana
gelen hasari azaltarak oksidatif dengeyi yeniden organize eder. Béylece, Klorojenik asit oksidan
stresin yogun oldugu durumlarda yeni bir alternatif olabilir.
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