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Bu calisma ile sicanlarda bobrek iskemi reperfiizyon hasari ile meydana gelen akut akciger hasari ve bu oksidan hasarda p-kumarik asit’in
(p-CA) etkisi aragtinldi ( Sakarya Tip Dergisi, 2018, 8(3):644-649 )

12-16 haftalik 200-250 gr otuz iki adet Wistar Albino cinsi disi sicanlar sham (S), renal iskemi-reperfiizyon (R-IR), R-IR ile 50 mg/kg p-CA
(p-CA 50) ve R-IR ile 100 mg/kg p-CA (p-CA 100) uygulanan gruplar olarak siniflandirildi. Sham haric diger gruplardaki sicanlarin sirt blgesi
acilip sag nefrektomi yapildiktan sonra sol renal arter klemplenerek iskemi ve takiben reperfiizyon protokoli ile p-CA tedavisi uygulandi.
Deney protokolii tamamlandiktan sonra akciger dokusunda total antioksidan status (TAS), total oksidan status (TOS), siiperoksit dismutaz
(SOD), malondialdehit (MDA) ve myeloperoksidaz (MPO) seviyeleri spektrofotometrik yontemlerle 8l¢iildi. Oksidatif stres indeksi (OSI)
hesaplandi.

R-IR grubunda, TOS, MDA, MPO ve OSI anlamh diizeyde yiikselirken, TAS ve SOD seviyeleri azaldi (p<0.001). p-CA uygulanan gruplarda
TAS ve SOD diizeylerinde artis, TOS, MDA ve MPO degerlerinde ise azalma gozlendi (p<0.001).

Elde edilen sonuclarla, bobrek iskemi reperfizyon aracili akut akciger hasanini p-CA tedavisinin azalttigl biyokimyasal yontemlerle
gosterilmistir.

p-CA; akut akciger hasar; iskemik hasar.
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This study investigated the effects of p-coumaric acid (p-CA) on acute lung injury in rats induced by renal ischemia reperfusion injury.
( Sakarya Med J, 2018, 8(3):644-649 ).

Thirty-two Wistar Albino female rats, 200-250 g for 12-16 weeks, were randomized to sham (S), renal ischemia-reperfusion (R-IR), R-IR
with 50 mg / kg p-coumaric acid p-CA 50) and 100 mg / kg p-coumaric acid (p-CA 100) with R-IR. After the rats were opened in the
other rats except sham and right nephrectomy was performed, the left renal artery was clamped and ischemia followed by reperfusion
protocol and p-coumaric acid treatment. Total antioxidant (TAS), total oxidant (TOS), superoxide dismutase (SOD), malondialdehyde (MDA)
and myeloperoxidase (MPO) levels were measured spectrophotometrically in lung tissue after the experimental protocol was completed.
Oxidative stress index (OSI) was calculated.

In the R-IR group, TOS, MDA, MPO and OSI significantly increased, while TAS and SOD levels decreased (p<0.001). Increase in TAS and
SOD levels and decrease in TOS, MDA and MPO values were observed in p-CA applied groups (p<0.001).

According to the results obtained, is shown by biochemical methods in which p-CA treatment reduces renal ischemia-reperfusion-induced
acute lung injury.

p-coumaric acid; acute lung injury; ischemic injury.
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Giris

Akut bobrek hasar, kritik hastalardaki yiksek morbidite ve mortalite ile iliskili yaygin ve ciddi bir
komplikasyondur." Renal iskemi-reperfiizyon (R-IR), akut bébrek hasarinin temel nedenidir.? is-
kemik akut bobrek hasari, nadiren izole olarak ortaya ¢ikar ve ¢ogu zaman organ yetmezliklerine
neden olur. Akciger inflamasyonu, ¢oklu iskemi reperfiizyon hasarinin neden oldugu en yaygin
komplikasyondur®® ve pulmoner yetmezlik akut bobrek hasari ile iliskili mortalitenin énde gelen
nedenlerinden biridir.*”

Akut bobrek hasari, kritik hastalarda siklikla akut akciger hasarina yol acar. Kombine akut bobrek
hasari ve akut akciger hasarinin mortalitesi % 80’e yaklasabilir.® Akut bobrek hasarinin neden ol-
dugu akut akciger hasarinin mekanizmasi, sistemik infeksiyondan kaynaklanan akciger hasari ve
bobrek fonksiyon kaybindan kaynaklanan hacim yiiklenmesi dahil olmak zere ¢ok karmasiktir.®
iskemi-reperfiizyon (IR) sonrasi akut akciger hasari artmis vaskiiler gecirgenlik, interstisyel 6dem,
alveolar hemoraji ve kirmizi kan hiicreleri ile karakterizedir.'®

IR tarafindan indiklenen akut bobrek hasarinin akciger disfonksiyonuna yol agtig) calismalarda
gosterilmistir.™ Akciger inflamasyonu, sistemik inflamatuar sendromun bir parcasi olarak renal is-
kemi ve reperfiizyon hasari ile indiklenir.'? IR hasari patogenezi dokuda oksijen bulunmamasiyla
baslayan, oksidan / antioksidan dengenin oksidanlar lehine degismesiyle devam eden ve inflama-
tuar bir yanitla genisleyen karmasik bir patolojik sirectir.’ Bobrek kan akimi; aortun renal arterin
Ustiinden ya da renal pedikilin klemplendigi bobrek transplantasyonu, renal anjiyoplasti, Grolojik
ve vaskiller olaylarda tamamen durabilir veya azalabilir."* iskemik dokunun reperfiizyonu, dokuda
iskemiden kaynaklanan hasardan c¢ok daha ciddi hasara yol acar.'® Hicredeki reperfizyonla ilgili
hasar, cogunlukla reperfiizyonun bir sonucu olarak dokuda hizli bir sekilde dretilen oksijen kay-
nakli serbest radikalleri iceren bircok faktor tarafindan olusturulmaktadir.’® Reperfiizyon sirasinda
iskemik dokuya arteriyel kanin bolca tasidigr molekiler oksijenden olusan asin reaktif oksijen tir-
lerinin (ROS) salimimi, dokudaki reperfiizyon hasarindan sorumlu tutulur.” Fizyolojik veya patolojik
degisiklikler nedeniyle oksidatif hasar, oksidasyon siirecinin lehine degjsiklikler ile gerceklesir.’®
Hicrelerde strekli olarak ROS olusmasi gercegine ragmen, endojen antioksidan savunma sistem-
lerinin varlig), dokulari ROS’un zararli etkilerinden korur.' Peroksidize edilmis coklu doymamis yag,
asitlerinin son Uriind olan MDA, lipit peroksidasyonunun bir gostergesidir, SOD ise siiperoksitlerin
hidrojen peroksite doniisimini ve daha sonra su ve oksijene donismesini katalize eder.?’ Artmis
MPO aktivitesi, nétrofil aktivasyonunun bir gostergesidir, ciinki MPO neredeyse sadece nétrofil-
ler icinde bulunur.2’ Calismalar, nétrofil infiltrasyonunun bir gdstergesi olan MPO aktivitesinin IR
hasari ile yikseldigini gostermistir.2' MDA, lipit peroksidasyonunun bir Griinidir ve ayni zamanda
oksidatif hasar durumunu yansitan dolayl bir endeks olarak kabul edilir.22 Tim bu savunma reak-
siyonlarina ragmen dokularin endojen antioksidan savunma sistemleri, iskemi sirasinda ve ozel-
likle reoksijenasyonun gerceklestigi reperfiizyon siirecinde yetersiz kalmaktadir. Bu sebeple bu
calisma ile yeni bir terap&tik molekdl olarak p-CA'nin R-IR ile indiklenen akut akciger hasarindaki
etkisinin incelenmesi hedeflenmektedir.

Gereg ve Yontemler

Deney Protokolii: Deneysel planlanan bu calisma Atatiirk Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kurulu onayi ile (17.04.2018/101) Atatiirk Universitesi Tibbi Deneysel Uygulama ve Arastirma
Merkezi’'nde yapildi. 12-16 haftalik 200-250 gr. agirligindaki Wistar albino disi sicanlar iskemi ve




reperfizyon deneyleri icin bir gece 6nceden ag birakildi, yalnizca suya ulagsmalan saglandi. Sican-
lara intraperitonal olarak ketamine (75 mg/kg) ve xylazine (8 mg/kg) anestezisi altinda sirt bolge-
sinden yapilan bir kesi ile sag nefrektomi uygulandi. Hayvanlar her grupta 8 hayvan olacak sekilde
rastgele 4 gruba bolindu.

Grup 1 (Sham Kontrol): Deney hayvanlan sirt bolgesinden agilip sag nefrektomi yapildiktan sirt
bolgeleri kapatildi.

Grup Il (R-IR): Sicanlarin sirt bélgesi acilip sag nefrektomiden sonra sol renal arter klemplendi. Sol
bobrege 1 saatlik iskemiden sonra 24 saatlik reperfiizyon uyguland..

Grup 11l ve IV (R-IR+p-CA 50 mg/kg ve 100 mg/kg): Grup II'deki cerrahi islemlere ek olarak
iskemiden 1 saat dnce ve reperfiizyon baslangicindan 30 dakika 6nce sirasiyla 50 mg/kg ve 100
mg/kg p-CA oral gavajla verildi.

Hayvanlar sakrifiye edildikten sonra akciger dokulan biyokimyasal élcimler icin -80°C derin don-
durucuda saklandi.

Biyokimyasal yontemler: Analiz icin dokulara fosfat tamponu ilave edilerek %10’luk homojenat
olusturuldu ve buz tizerinde 1-2 dakika 12,000 rpm’de homojenlestirildi (IKA, Almanya). Homoje-
nat doku 6rnekleri, sipernatanti elde etmek icin 5000 rpm’de 30 dakika boyunca +4 °C’de santrifij
edildi. Elde edilen sGpernatantlar, TAS, TOS, SOD, MDA ve MPO seviyeleri icin test edildi.

Homojenattaki MDA seviyeleri, Ohkawa ve arkadaslari tarafindan tarif edilen yontem kullanilarak
analiz edildi.** TAS (Rel Assay Diagnostics) ve TOS (Rel Assay Diagnostics) analizi ticari kitler kulla-
nilarak yapildi. OSI, belirtilen formdl ile hesaplandi: OSI = ([TOS, mmol H202 esdeger / L] / [TAS,
mmol Trolox esdegeri / L] x 10).25

MPO, hidrojen peroksit (H202) varliginda MPO ve o-dianisidin oksidasyonunun sonucu olarak
sekillenen sanimsi-turuncu renkli kompleks formun 460 nm dalga boyunda absorbansin kinetik &l-
¢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 icin SPSS paket programi (SPSS
21 Inc. and Lead Tech. Inc. Chicago. USA) kullanildi. Biyokimyasal parametreler ortalama deger +
standart sapma olarak ifade edildi. Gruplar arasinda biyokimyasal parametrelerin karsilastinlmasin-
da iki grup arasindaki farkin anlamlilik derecesi Mann Whitney U testi ile degerlendirildi. istatistiksel
degerlendirmede p<0.05 ise anlamli kabul edildi.

Bulgular

Deneysel uygulamalar esnasinda sicanlarda morbidite ve mortalite izlenmedi. R-IR gru-
bunda TAS (1.286+0.130°'den 0.687+0.094’¢, p=0.000) ve SOD (410.054+28.427°den
235.101+15.678%, p=0.000) seviyesi diiserken, TOS (7.255+0.818den 10.904+1.006’,
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p=0.000), OSI (0.567+0.074°den 1.617+0.282’¢; p=0.000), MPO (180919.920+68264.143'den
334768.014+49439.815%, p=0.000) ve MDA (56.398+5.712'den 94.766+13.361e, p=0.000)
seviyeleri artti.

Shamgrubup-CA50ilekarsilastinldiginda; SOD(410.054+28.427'den354.585+31.114°e,p=0.002)
diserken, OSI (0.567+0.074’den 0.658+0.084’¢; p=0.039), MPO (180919.920+68264.143'den
254978.408+23927.806%, p=0.012) ve MDA (56.398+5.712’den 63.187+4.968’, p=0.024)
seviyeleri artti.

R-IR ve p-CA 50 karsilastinldiginda; TAS (0.687+0.094'den 1.246+0.155’¢, p=0.001) ve SOD
(235.101+15.678’den 354.585+ 31.114’¢, p=0.000) artarken, TOS (10.904+1.006'den
8.133+0.915%, p=0.000), OSI (1.617£0.282'den 0.658+0.084’e; p=0.000), MPO
(334768.014+49439.815'den254978.408+23927.806e,p=0.042) ve MDA (94.766+13.361'den
63.187+4.968%, p=0.000) olarak disti.

R-IR ile p-CA 100 karsilastinldiginda; TAS (0.687+0.094’den 1.246+0.155%¢, p=0.000) ve
SOD (235.101+15.678'den 354.585+ 31.114’¢, p=0.000) artarken, TOS (10.904+1.006’den
8.133+0.915%¢, p=0.000), OSI (1.617+0.282'den  0.658+0.084%¢; p=0.000), MPO
(334768.014+49439.815'den254978.408+23927.806’¢,p=0.000)ve MDA (94.766+13.361’den
63.187+4.968’, p=0.000) seviyeleri istatistiksel olarak anlamli diizeyde degisti (Tablo-1). Tedavi
gruplari arasinda MPO seviyesi p-CA 100 grubunda p-CA 50°ye gére daha fazla diisti (p=0.000).

Tablo-1: Deney gruplari arasindaki biyokimyasal parametrelerin karsilastirilmasi
Deney Gruplari TAS (mmol/L) TOS(pmol/L) 0S| (birim) SOD (U/mg pro- MPO (U/g protein) MDA (pmol/g
n=8 ort+S.D ort+S.D ort+S.D tein) ort+S.D ort+S.D protein) ort+S.D
Grup$ 1.286+0.130 7.255+0.818 0.567+0.074 410.054+28.427 180919.920+68264.143 56.398+5.712
(Sham kontrol)
Grup R-IR
(Renal iskemi- 0.687+0.094 10.904+1.006 1.617+0.282 235.101+15.678 334768.014+49439.815 94.766+13.361
reperfiizyon)
Grup p-CA
(Renal
iskemi- 1.246+0.155 8.133+0.915 0.658+0.084 354.585+31.114 254978.408+23927.806 63.187+4.968
reperfiizyon +
50 mg/kg p-CA)
Grup IV (Renal
iskemi- 1.289+0.185 | 7.593:0.649 | 0.606+0.145 | 391.539+41.615 | 205792.825+18998.788 | 58.373+4.127
reperflizyon +
100 mg/kg p-CA)

- 0.000(1-11)
p degeri 0.000 (1) 0.000 (1) 0.000(1-11) 0.000 (I-11) 0.0071 (1) 0.000 (I-11)
(gruplar arasi 0.000 (1I-111) 0.000 (11-111) 0.000 (lI-11)

0.000 (1I-111) 0.000 (11-111) 0.000(11-1V)

anlamlilk 0.000 (I1-V) 0.000(1-V) 0.000 (11-1v) 0.000 (1I-Iv) 0.012(-111) 0.000 (11-v)
karsilastirmalar) 0.039 (-1 0.002 (I-l11) 0.000 (11-V) 0.024(1-111)
p-CA : p-Kumarik Asit  TAS : Total Antioksidan Diizeyi TOS : Total Oksidan Diizeyi OSI : Oksidatif Stres indeksi  SOD : Siiperoksit Dismutaz
MPO : Myeloperoksidaz MDA : Malondialdehit

Tartisma

R-IR, lokal ve uzak organlarda inflamatuar mediatorlerin upregiilasyonuna neden olmaktadir.?” IR,
oksidatif hasarin baslangicinda ve gelisiminde 6nemli bir adim olarak kabul edilir.2® ROS’un asiri
uretimi, IR hasarina yol acan temel nedenlerden biri oldugundan lipid peroksidasyonu ve artmis
hicre 6lGmi ile sonuglanabilir.? Reperfiizyon periyodu sirasinda kontrolsiiz ROS Uretiminin ok-
sidatif stres icin 6nemli bir rol oynadigi ve artmis ROS’un ayni zamanda inflamatuar kaskadi da
harekete gecirdigj ileri sOrilmistur.*® Sunulan bu ¢alismada, sicanlarda R-IR ile indiklenen oksi-
datif akciger hasari ve bu hasara p-CA'in etkisi biyokimyasal yontemlerle arastinlmistir. Calismada




incelenen molekdllerden MDA, lipit peroksidasyonunun son driinidir ve artmis serbest radikal
olusumunun bir gostergesi olarak kabul edilir.332 Doku MDA dizeyi, hiicre zarindaki yapisal bir
oksidatif hasarin en iyi gostergesidir. Bizim sonuglarimizda MDA'nin IR grubunda yiikseldigi p-CA
ile uygulanan gruplarda ise azaldig) gosterilmistir.

MPO, nétrofiller ve monositler aktive edildiginde salgilanan ve nitrit, nitrat ve peroksidasyon si-
recinde rol oynayan bir enzimdir.?’ Literatiirle paralel olarak mevcut ¢alismada MPO, IR ile artig
gosterirken p-CA ile distigi bulunmustur. Dengeyi antioksidan lehine dizeltmeye calisan SOD,
siiperoksit anyonlarinin H202'ye indirgenmesini katalize eder.* Onemli antioksidan enzimlerden
biri olan SOD’un IR ile aktivitesinde azalma gosteren birkac calisma vardir.3*3> Calismamizda IR ile
SOD diserken, p-CA uygulamasi ile bazal degerlere yaklasmistir.

Yuksek MDA'nin yiksek aktivitelerine bagh ROS’un niikleik asitler, proteinler ve lipidler ile reaksi-
yona girdigi, masif protein oksidasyonu ve degradasyonu ile biyolojik membranlarda lipid peroksi-
dasyonuna yol actig) bulunmustur.¢ Son yillarda, lipit peroksidasyon aktiviteleri TOS degerlendiri-
lerek analiz edilmektedir.?” Koruyucu enzimler (SOD, katalaz ve glutatyon) ROS’un yikici etkilerine
karsi reaksiyon gosterir ve bu molekdller TAS'1 olusturur. TAS 6lciminsn avantaji, bir biyolojik nu-
munedeki tim antioksidanlarin antioksidan kapasitesini dlcmesidir.3® TAS ve TOS gibi bazi oksidatif
parametreler de hasar ve tedavi modalitelerinin etkilerini belirlemek icin kullanilmaktadir ve IR mo-
delli calismalarda TAS diizeyi disik ve TOS dizeyi yiksek bulunmustur.®® Calismamizda akut akci-
ger hasarinin indiiklendiginin kaniti olarak TOS ve OSI yiikselirken, TAS degeri dismustir. Tedavi
gruplarinda ise meydana gelen bu oksidan yanitlar dengenin tekrar kurulmasi lehine degjismistir.

Reperfiizyon sirasinda doku hasarinin bir diger nedeni reaktif oksijen tirlerini serbest birakan aktif
noétrofillerin birikmesidir.*® Hicredeki lipid peroksidasyonu, membran potansiyelinde azalmaya ve
daha sonra hiicre yaralanmasina neden olan serbest radikallerin en zararli etkileridir.*' Lipid perok-
sidasyonunun son driinlerinden biri olan malondialdehit (MDA), membran bilesenlerinde ¢apraz
baglanma yoluyla ciddi hiicre hasari ile sonuclanir.*” MDA, bir lipit peroksidasyon Griiniidir ve {c
veya daha fazla cift bag iceren yagli asitlerin peroksidasyonu sonucu olusur. MDA, membran bile-
senlerinin capraz baglanmasina neden olur ve hiicre membranlari icinden iyon degisimini etkileye-
rek membran gecirgenligj ve enzim aktivitesindeki degjsiklikler gibi olumsuz sonuglara yol agar. 243
R-IR’a maruz birakilan sicanlarda belirgin sekilde artan MDA, oksidatif hasarin bir son Grintdir.**
MPO, nétrofil azurofilik graniller ve makrofaj hiicrelerinde bulunan bir kan proteinidir ve MPO
seviyesi, doku hasar bolgesinde nétrofillerin infiltrasyon derecesini yansitabilir.*>4¢

Ozetle; sunulan bu calisma ile renal iskemi reperfiizyon kaynakl akut akciger hasari ve bu hasara
kars alternatif tedavi yaklagimi olarak p-CA'nin oksidan-antioksidan denge Uzerine etkisi biyokim-
yasal olarak incelendi. Bu molekilin bobrek IR hasarinda uzak doku etkileri ile iliskili olarak akut
akciger hasarina etkisi literatirde bulunmadigindan sunulan ¢alismamiz 6zgiindir. Elde edilen so-
nuclar p-CA'nin oksidan hasar Uzerine azaltici yonde etkilerini kanitladigindan detayl ¢alismalara
oncilik edebilir.
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