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Oleanolik asidin cekal ligasyon ve punksiyon ile sepsis
olusturulan ratlarda kalp hasari lizerine etkileri
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Ozet: Bu calismada zeytin agaci (Olea europeae) agacinin yapragindan saflastirilan oleanolik asidin (OEA) ratlarda
cekal ligasyon ve punksiyonla (CLP) indiklenen sepisisin olusturdugu kalp hasari lizerine etkileri incelendi. Her
gruba esit olacak sekilde 30 adet Wistar erkek rat sham, sepsis, OEA-150, OEA-300 ve CEFT olarak 5 gruba ayrildi.
Kromatografik metotlarla zeytin yapragindan saflastirilan oleanolik asit OEA gruplarina 150 ve 300 mg/kg dozlarda
oral yolla uygulandi. CEFT grubuna seftriakson 150 mg/kg dozda intraperitoneal yolla uygulandi. Uygulamadan 24
saat sonra ratlardan kan serumu ve kalp dokulari, histopatolojik, immunohistokimyasal ve biyokimyasal analizler
icin alindi. Yapilan histopatolojik ve imminohistokimyasal incelemede, sepsis grubunun doku timor nekrozis faktor
(TNF)-a ve interlokin (IL)-1B ekspresyonlarinda artis, myokartta kas liflerinde siddetli diizeyde hyalin dejenerasyon,
Zenker nekrozu ve damarlarda siddetli diizeyde hiperemi gézlendi. OEA ve seftriakson (CEFT) sitokin ekspresyonla-
rinda ve histopatolojik bulgularda azalma sagladi. Sepsis, doku superoksit dismutaz aktivitesini (SOD) azaltti. Ayrica
lipid peroksidasyonu (LPO) ve glutatyon (GSH) seviyeleri ile doku katalaz (KAT), serum kreatin kinaz (CK-MB) ve
serum laktat dehidrojenaz (LDH) aktivitelerini 5nemli sekilde arttirdi. OEA ve CEFT, SOD aktivitesini dnemli derecede
arttirirken diger parametrelerde belirgin distse neden oldu. Bu calismadan elde edilen bulgular isiginda oleanolik
asidin sepsis sirasinda olusan kalp dokusu hasarinin azaltiimasinda faydali olabilecegi distinilmektedir.

Anahtar kelimeler: inflamasyon, Kalp, Oleanolik asit, Seftriakson, Sepsis.

The effects of oleanolic acid on heart injury in cecal
ligation and puncture-induced sepsis in rats

Abstract: In the present, the effects of oleanolic acid (OEA) purified from leaf of the olive tree (Olea europeae) on
heart damage caused by cecal ligation and puncture (CLP) induced sepsis model in rats were examined. Thirty Wistar
rats equally were divided into six groups as sham, sepsis, OEA-150, OEA-300 and CEFT. Oleanolic acid purified from
olive leaf by chromatographic methods was orally administered at doses of 150 and 300 mg/kg to OEA groups.
Ceftriaxone was intraperitoneally administered at a dose of 150 mg/kg to the CEFT group. Twenty-four hours after
the application, blood serum and heart tissues were taken from rats for histopathological, immunohistochemi-
cal and biochemical analysis. In histopathological and immunohistochemical examination, an increase in tissue
tumor necrosis factor (TNF)-a and interleukin (IL)-1B expressions of the sepsis group, severe hyaline degeneration
in muscle fibers in the myocardium, Zenker necrosis and severe hyperemia in the vessels were observed. OEA and
ceftriaxone (CEFT) provided a decrease in cytokine expressions and histopathological findings. Sepsis reduced tissue
superoxide dismutase activity (SOD). It also significantly increased lipid peroxidation (LPO), glutathione (GSH) levels,
catalase (CAT), serum creatine kinase (CK-MB) and serum lactate dehydrogenase (LDH) activities. OEA and CEFT sig-
nificantly increased SOD activity while causing a significant decrease in other parameters. In the light of the findings
from this study, it is thought that oleanolic acid may be beneficial in reducing heart tissue damage during sepsis.

Keywords: Ceftriaxone, Heart, Inflammation, Oleanolic acid, Sepsis.

Girig seyreden o&limcdl bir sendromudur. Ayrica yogun
Sepsis, enfeksiyona bagli olarak gelisen sistemik  bakim &limlerinin en énemli sebeplerinden biridir.
inflamatuvar yanit ve coklu organ yetmezligi ile Turkiye'de bu oranlar agir sepsis vakalarinda %55.7,
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septik sok vakalarinda ise %70.4 oldugu rapor edil-
mistir (Baykara ve ark. 2018). Sepsis koagulasyon
mekanizmasinda aksakliklar meydana getirerek
mikrovaskdlar konjesyon ve iskemiye neden olur. Bu
durum doku hasari ve 6limindn temellerini olustu-
rur (Simmons ve Pittet 2015). Sepsis i¢in uygulanan
tedaviler her ne kadar hastaligin belirtilerini azaltsa
da tedavi sonrasi organlarda kalici hasarlar meyda-
na gelmektedir. Sepsis sirasinda organ ve dokular-
da meydana gelen yikim; sepsis sonrasi donemde
onemli doku veya organ kayiplari, uzun dénem te-
davi ihtiyaci ve kronik hastaliklar gibi risklerin orta-
ya ¢ikmasina neden olur (Winters ve ark. 2010). Bu
nedenle sepsis sirasinda doku ve organlarin koruna-
rak hasar olusumunu 6nlemek tedavi sonrasinda bu
riskleri azaltabilmektedir.

Siddetlenen sistemik inflamatuvar yanit kalp
gibi hayati organlarda oksidatif stresi meydana ge-
tirir. Oksidatif streste artan stperoksit (O,), peroksil
(RO,) ve hidroksil (OH") radikalleri gibi reaktif oksijen
tirleri (ROS) hiicresel membranlarda bulunan fosfo-
lipidlerin yani sira yapisal proteinler ve hatta DNAda
hasar meydana getirir. Bu durum apoptozisi tetikler
ve yaygin doku hasarina sebep olur. Ayrica dokular-
da TNF-a ve IL-1PB gibi proinflamatuvar sitokinlerin
ekspresyonlarini ve salinimini arttirir. Sitokin salinimi
once notrofillerin ve monontkleer hiicrelerin akti-
vasyonunu, sonrasinda ise bu hiicrelerin doku icine
gocilnl saglar (Cadirci ve ark. 2010). Sepsiste ilerle-
yen inflamatuvar stire¢ ROS'ler ile gliclenerek sitokin
kaskadi olarak da isimlendirilen git gide glclenen
sitokin firtinasina donlstr (Chousterman ve ark.
2017). Bu sebeple son yillarda sepsisin tedavisi ile
ilgili yapilan calismalarda sitokin salinimini azaltma-
nin yani sira ROS olusumunun da engellenmesinin
sepsis sonucu meydana gelen doku ve organ hasa-
rinin azalttigini ve ayrica mortalite oranini da dusur-
digu bildirilmektedir (Yun ve ark. 2009; Cadirci ve
ark. 2010; Petronilho ve ark. 2016).

Oleanoleik asit (OEA) zeytin yaginda ve yap-
raginda bulunan pentasiklik triterpen yapisinda
bir molekildir ve kimyasal olarak 3f3-hidroksi-ole-
a-12-en-28-oik asit seklinde isimlendirilir (Liu 1995).
Daha 6nceki calismalarda OEA ve tirevlerinin glcli
antioksidan, anti-inflamatuvar, antikolinesteraz, he-
patoprotektif, antikanser, néroprotektif ve immin-
modulator gibi bircok ozelliklere sahip oldugu bildi-
rilmistir (Liu 1995, 2005; Topcu ve ark. 2013).

Sepsis tedavisinde cok cesitli medikal tedavi-
ler denenmis olsa da meydana gelen yaygin doku
hasarini 6nleyecek yeterli bir tedavi hala bulunma-
maktadir. Ancak sepsis ile iliskili mekanizmalarin
aydinlatiimasiyla daha etkili bir tedavi gelistirilebi-

lecektir. Bu sebeple mevcut calismada OEA'nin gekal
ligasyon ve punksiyon (CLP) yontemiyle olusturulan
sepsisin kalp dokusu Uzerine etkilerinin oksidatif
stres ve inflamasyon parametreleri tzerinden biyo-
kimyasal ve histopatolojik ydntemlerle arastirilmasi
amagclanmistir. Ayrica oksidatif stres ile inflamasyon
arasindaki iliskiyi ortaya koymak icin kalp dokusu-
nun bazi antioksidan parametreleri ile inflamatuvar
sitokinlerindeki degisimler incelenmistir.

Gereg ve Yontem

Oleanolik asit molekiiliiniin saflastiridmast ve
molekiiler identifikasyonu

Calismada kullanilan OEA, daha once Kisa ve ark.
(2018) tarafindan belirtilen sekilde, kromatografik
yontemler kullanilarak saflastirildi ve dogruland.
ince tabaka kromatografisi (TLC) icin hazir silika jel
60 (60F-254, Merck, ABD) kullanildi. Olusan spotlar
stlfik asit icinde hazirlanan %1'lik vanilin ¢ozeltisi
ile 110°C'de isitilarak UV254 ve UV356 dalga boy-
larinda gorlinir hale getirildi. Fourier déntsim-
[0 kizilotesi (FT-IR) spektroskopisi (Nicolet iS10,
Thermoscientific, ABD) kullanilarak 4000 — 400 cm-1
dalga boylarinda spektrumlari kaydedildi. Madde
yapilarinin belirlenmesinde niiklear rezonans spekt-
roskopisi (NMR) ile 'TH NMR ve *C NMR (400, Bruker,
ABD) kullanildi.

Calismada Eylul ayinda Kilis bdlgesinden topla-
nan zeytin agaci (Olea europeae) yapraklari uluslara-
rasi teshis yontemleri kullanilarak Tuba Aydin tarafin-
dan teshis edildi ve kurutulmaya birakildi. Toplanan
yapraklar toz haline getirildi (300 gr) ve etil alkol ile 5
kez muamele edilerek ekstrakte edildi. Filtrasyondan
sonra doner rotor bir evaporator ile vakum altinda
etil alkol uzaklastirildi. Geriye kalan koyu kahverengi
cokelti (85 gr) 4 kez 250 ml etil asetat ile muamele
edildi. Boylelikle etil asetatta ¢ozlinen ve ¢6zlinme-
yen olarak iki faz elde edildi. C6ztinen kisim (50.5 gr)
250 ml n-hekzan ile 3 kere muamele edildi ve ¢6-
zUnmus kisim uzaklastirilarak geriye yesilimsi amorf
kati kisim (35 gr) kaldi. Bu kissimdan kolon kroma-
tografisi ile silika jelde (250 gr, Merck, 70-230 mesh,
ABD) diklorometan-etil asetat (8:2) hareketli fazi ile
Fr1-4 olarak isimlendirilen dort fraksiyon elde edildi.
ilk iki fraksiyon ayrilarak tclincii fraksiyon Fr3 (12.3
gr) icin diklorometil-etil asetat ile iki farkli oranda
(8:2 ve 6:4) hareketli fazlar olusturuldu ve kolon kro-
matografisi ile silika jelde (150 gr, Merck, 230-400
mesh, ABD) ayristirildi. Bu islemden iki major madde
elde edildi ve kodlandi. Yapilan spektral analizlerde
"ZY-1" olarak kodlanan maddenin OEA (4.8 gr) oldu-
gu tespit edildi. Elde edilen OEA'ya ait spektral analiz
bilgileri asagida verilmistir.
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Oleanolik asit (ZY-1): beyaz amorf. IRv__ (ATR):
3393 ¢cm™ (br. -OH), 2800-3000 cm™' (glicli -CH),
1687cm™ (C=0), 1028 cm™ (C-0). 'TH-NMR (8, ppm)
(DMSO-d,): 5.23 (t, /=2.88, 3.12 Hz, H-12); 3.14 (dd,
J,=7.58 Hz, J,=6.50, 6.40 Hz, H-3); 2.84 (dd, J,=13.74
Hz, J,=3.96, 3.84 Hz, H-18); 2.01 (td, J,=10.66 Hz,
J,=2.92, 2.36 Hz, H-2); 1.82 (m, H-11); 1.60 (t, /=8.80
Hz, H-9); 1.41 (m, H-6). *C NMR (8, ppm) (DMSO-d.):
179.9 (28); 144.0 (13); 122.5 (12); 78.5 (3); 55.6 (5);
47.6 (9); 46.1 (19); 46.5 (17); 41.7 (14), 41.6 (18); 22.9
(16); 38.8 (4); 37.2 (10); 39.4 (8); 33.7 (21), 32.4 (29,
22); 32.6 (7); 30.4 (20); 27.6 (23); 28.1 (15); 27.8 (1);
26.7 (27); 23.3 (11), 22.8 (30); 26.5 (2); 18.3 (6); 16.7
(26); 14.8 (24); 15.4 (25).

Hayvan modeli

Bu calismaicin gerekli izin Atatirk Universitesi Deney
Hayvanlari Yerel Etik Kurulu'ndan alinmistir (Toplanti
No:13, Karar no: 164). Deneyde 30 adet erkek Wistar
Albino cinsi rat (220-250 gr) sham, sepsis, OEA-150,
OEA-300 ve CEFT olarak 5 esit gruba ayrildi. Calisma
Oncesinde ratlar 12/12 saatlik aydinlik/karanlik, 25°C
oda sicakhgi, ad libitum yem ve su olan standart
sartlarda 1 hafta bekletildi. Calismada kullanilan
OEA'nin dozu daha once Singh ve ark. (1992) tara-
findan bildirilen anti-inflamatuvar etkinin gézlendi-
gi degerler dikkate alinarak belirlendi. OEA 150 ve
300 mg/kg dozlarda su icinde stispanse edilerek oral
olarak, referans olarak kullanilan seftriakson (CEFT)
ise 150 mg/kg dozda hazirlanarak intraperitonal
olarak CLP uygulamasindan 15 dakika once verildi.
Galismada uygulanan CLP modeli daha dnce Cadirci
ve ark. (2010) tarafindan bildirilen metoda uygun
olarak yapildi. Anestezi olarak ksilazin-ketamin uy-
gulamasindan sonra CLP sag abdomen bdlgesinden
yapilan ensizyon ile gergeklestirildi. Ensizyon hattin-
dan disari cikarilan sekum 20-gaujluk bir kandl ile
karsilikli olarak dort adet olacak sekilde delinerek
perfore edildi. Ortalama apendiksten 1 cm asagidan
2-0 ipek iplik kullanilarak ligattre edildi ve parmak
ucuyla bir miktar sikilarak fegesin disari cikarak et-
rafina yayilmasi saglandi. Tekrar abdomen icine
yerlestirilerek 2-0 katkit kullanilarak stture edildi.
Uygulamadan 24 saat sonra ratlar ytiksek doz ksila-
zin-ketamin anestezisi (7,5 mg/kg ksilazin, 100 mg/
kg ketamin) altinda servikal dislokasyon uygulana-
rak 6tenazi edildi. Serum igin kardiak punktur ile 5
ml'lik steril enjektdre alinan kan kirmizi kapakli se-
rum tlpuine konularak +4°C 7 dakika 3500 rpm'de
santriflij edildi. Serumlar eppendorf tlplere alina-
rak deney gliniine kadar -20°C derin dondurucuda
saklandi. Daha sonra kalp dokusu histopatoloji igin
%10'luk formalin sollisyonu igerisine, biyokimyasal

parametreler igin ise steril petri kabina alindi. Petri
kaplari deney giiniine kadar -20°C'de saklandi.

Doku homojenatlarinin hazirlanmasi

Petri kabina alinan dokular sivi nitrojen ile porselen
bir havan yardimiyla toz haline getirildi. Daha son-
ra 25 mg olarak steril eppendorf tlplerine tartila-
rak Uzerlerine parametreye uygun olan homojenat
tamponlar (LPO: %10 KCl, SOD: 50 mM KH,PO,,
10 mM EDTA, GSH: 50 mM Tris-HCI ve KAT: 50 mM
KH,PO,, pH 7) eklendi. Tampon icindeki dokular 5
mm celik bilye ile bir doku homojenizatori (Qiagen
Tissuelyser Il, Almanya) kullanilarak 35 Hz frekans-
ta 1 dakika boyunca homojenize edildi. Daha sonra
homojenatlar sogutmali santrifiijde (Hettich Rotina
320R, Almanya) +4°C'de LPO ve GSH icin 4000 rpm
30 dakika, SOD igin 6000 rpm 1 saat ve KAT igin 8500
rpm 1 saat olarak santrifiij edildi. Elde edilen sliper-
natantlar daha sonra 6l¢im metotlarina uygun se-
kilde kullanild.

Doku lipit peroksidasyonu ve glutatyon seviyeleri
ile siiperoksit dismutaz ve katalaz aktivitelerinin
belirlenmesi

Doku LPO seviyesinin belirlenmesi icin tiyobarbitirik
asit ile malondialdehit arasinda bir reaksiyonu temel
alan, Ohkawa ve ark. (1979) tarafindan tanimlanan
metot kullanildi. Doku LPO seviyesinin hesaplanma-
sinda spektrofotometre (Bio-Tek EPOCH, ABD) ile
532 nm'de okunan absorbanslar 1,1,3,3-tetraethok-
sipropan ile olusturulan standart grafik kullanilarak
hesaplandi ve sonuclar nmol MDA/gr doku olarak
ifade edildi.

Doku SOD aktivitesinin belirlenmesinde icin
daha 6nce Sun ve ark. (1988) tarafindan tanimla-
nan, ksantin oksidaz aktivitesi ile meydana gelen
stperoksit radikallerinin olusturdugu formazan bo-
yasinin belirlenmesine dayanan bir metot kullanildi.
Aktivitenin belirlenmesi icin 560 nm'de okunan ab-
sorbanslar metotta belirtilen formilasyonla hesap-
lanarak U/mg doku olarak ifade edildi.

Doku GSH seviyesinin tespitinde Sedlak ve
Lindsay (1968) tarafindan tarif edilen, 5,5-diti-
yo-bis-(2-nitrobenzoik asit) ile GSH'in silfidril gru-
bu arasinda meydana gelen reaksiyona dayanan bir
metottan faydalanildi. Deney sonunda 412 nm'de
okunan absorbanslar ile indirgenmis GSH ile hazir-
lanan standart grafik kullanilarak sonugclar hesapla-
narak nmol/mg doku olarak ifade edildi.

Doku KAT aktivitesi H,0,'in enzimatik bir reak-
siyonla suya donlisiminden faydalanilan ve Aebi
(1984) tarafindan tarif edilen metot kullanilarak be-
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lirlendi. Ornekler 240 nm'de kinetik olarak okunduk-
tan sonra metotta belirtilen forml ile hesaplanarak
pmol/min/mg doku olarak ifade edildi.

Serum kreatin kinaz-MB ve laktat dehidrojenaz
aktivitesinin belirlenmesi

Serum kreatin kinaz (CK-MB) ve laktat dehidroge-
naz (LDH) aktivitelerinin belirlenmesinde ticari kitler
(Erba Lachema XL SysPack, Cekya) kullanildi ve ana-
lizler kit ile beraberinle gelen prosediir talimatlarina
uygun olarak gergeklestirildi. Sonuclar normal, pato-
lojik ve multi standart serumlari (ERBA Norm, ERBA
Path, ERBA Multi, Cekya) ile hazirlanan standart gra-
fik kullanilarak hesaplandi ve U/L olarak ifade edildi.

Histopatolojik olarak dokularin hazirlanmast ve
incelenmesi

Nekropsiden elde edilen kalp dokusu %10’luk for-
malin sollisyonunda 48 saat fikse edildikten sonra
taze su ile 10 saat yikandi. Dokular parafin bloklara
gomdldi ve her bloktan 4 pm kalinliginda kesitler
alindi. Hematoksilen-eozin ile boyanan preparat-
lar bir i1stk mikroskobu altinda incelendi. Patolojik
bulgular (miyokartta hyalin dejenerasyonu, Zenker
nekrozu ve damarlarda hiperemi) derecesine goére
yok (-), hafif (+), orta (++) ve siddetli (+++) olarak
skorlanarak doku hasar seviyesi belirlendi.

immiinohistokimyasal analiz ve ekspresyonun
belirlenmesi

Histopatolojik analiz icin hazirlanmig olan preperat-
lar immunoperoksidaz inceleme icin artan alkol kon-
santrasyonlarindan gegirilerek ksilol ile dokudaki su
uzaklastirildi. Endojen peroksidaz inaktivasyonu igin
PBS banyosu sonrasi 10 dakika %3'lik H,O, solis-
yonunda inkibe edildi. Bu yikama ve inkibasyon is-
lemleri iki defa tekrarlandiktan sonra antijenleri tes-
pit eden retrieval soliisyonu ile iki defa tekrarli 500
watt mikro dalga uygulamasi yapildi. Sogutulduktan
sonra ornekler TNF-o (sc-52746, Santa Cruz, ABD)
ve IL-1B (sc-52012, Santa Cruz, ABD) antikorlari ile
immunohistokimya kit (ab64264, Abcam HRP/DAB
Detection IHC kit) prosedirinde tarif edilen sekilde
37°C'de 1 saat inkibe edildi. Kromojen olarak kit ile
temin edilen 3-3' Diaminobenzidine (DAB) kullanil-
di. Zemin hematoksilen ile boyanarak kesitler im-
munpozitifliklerine gore yok (-), hafif (+), orta (++)
ve siddetli (+++) olarak degerlendirildi.

istatistiksel Analiz

Elde edilen biyokimyasal parametreler Prism 8.0
yazihmi kullanilarak analiz edildi. Gruplarin kiyas-

lanmasinda ANOVA (Tek yonlG varyans analizi)
kullanilarak coklu grup kiyaslamasi icin Tukey testi
gerceklestirildi. Yapilan analizlerde P<0.05 degeri
anlamli, P<0.01 degeri ¢ok anlamli, P<0.001 degeri
ise yuksek derecede anlamli olarak degerlendirildi.
Histopatolojik ve immunohistokimyasal paramet-
relerin degerlendirilmesinde semikantitatif olarak
elde edilen verilerin gruplar arasindaki farkliliklarin
analizi icin non-parametrik testlerden Kruskal-Wallis
testi, ikili gruplarin mukayesesi icin Mann Whitney U
testi kullanildi. Bu istatistik analizleri icin SPSS 13.0
paket programi kullanildi.

Bulgular

Doku lipit peroksidasyon seviyesi

Doku LPO seviyesinin sepsis grubunda (526.2+25.98)
sham grubu (314.0£17.70) ile kiyaslandiginda
CLP uygulamasi ile 6nemli derecede arttigi tes-
pit edildi (P<0.001). Tedavi olarak uygulanan CEFT
(428.2+£18.58) (P<0.001), OEA-150 (363.4+22.65) ve
OEA-300 (352.8+21.53) (P<0.05) gruplarinda dusts
tespit edildi (P<0.001) (Sekil 1A).

Doku siiperoksit dismutaz aktivitesi

Doku SOD aktivitesi sham grubu (34.05+0.42) ile
kiyaslandiginda sepsis grubunda (30.70+0.61) dus-
tagu tespit edildi (P<0.001). Tedavi olarak uygula-
nan CEFT (34.08+0.14), OEA-150 (33.05+0.22) ve
OEA-300 (33.93+0.49) gruplarinda sepsis grubu ile
kiyaslandiginda azalan aktivitenin arttigi belirlendi
(P<0.001) (Sekil 1B).

Doku glutatyon seviyesi

Doku GSH seviyesinin sham grubuna (5.21£0.17)
kiyasla sepsis grubunda (7.46+0.39) arttigi tespit
edildi (P<0.001). Tedavi olarak uygulanan OEA-150
(6.43+0.27) ve OEA-300 (6.25+0.38) artan bu seviye-
yi duslrse de (P<0.001) CEFT (7.24+0.28) grubunda-
ki azalma istatistiksel olarak dnemli degildi (P>0.05)
(Sekil 1C).

Doku katalaz aktivitesi

Doku KAT aktivitesi sham grubu (498.5+25.51) ile
kiyaslandiginda sepsis grubunun (634.5+53.64) ak-
tivitesinde artis tespit edildi (P<0.05). Tedavi ola-
rak uygulanan CEFT (465.3+47.50) ve OEA-300
(492.9444.36) gruplarinda artan bu aktivite dnemli
seviyede dustigu belirlendi (P<0.01). Fakat OEA-
150 (543.7+£120.8) grubundaki distis sepsis grubu
(634.5£53.64) ile kiyaslandiginda anlamli bulunmadi
(P>0.05) (Sekil 1D).
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Sekil 1. Kalp dokusu antioksidan parametreleri. Kalp dokusu LPO seviyesi A, Kalp dokusu SOD aktivitesi B,
Kalp dokusu GSH seviyesi C, Kalp dokusu KAT aktivitesi D.

OEA: Oleanolik asit, CEFT: Seftriakson. *Sham vs Sepsis, P<0.05; #*Sham vs Sepsis, P<0.01; *#Sham vs Sepsis, P>0.001. "Sepsis vs Tedavi,

P<0.05; “Sepsis vs Tedavi, P<0.01; “"Sepsis vs Tedavi, P<0.001.

Serum kreatin kinaz ve laktat dehidrojenaz
aktiviteleri

Sekil 2A ve 2B'de gosterilen sepsis grubu serum
CK-MB (224.5+28.5) ve LDH (1112+175.0) akti-
viteleri sham grubu CK-MB (111.2+10.0) ve LDH
(330.3£98.9) aktiviteleri ile kiyaslandiginda artmistir
(P<0.001). Tedavi olarak uygulanan CEFT (CK-MB:
153.0+13.71, LDH: 379.2+23.0), OEA-150 (CK-MB:
111.6+22.4, LDH: 554.2+230.6) ve OEA-300 (CK-MB:
127.5423.21, LDH: 551.8+233.6) artan bu aktiviteleri
azalttigi belirlendi (P<0.001).

Kalp dokusunun histopatolojik incelemesi

Kalp dokularinin histopatolojik incelenmesinde,
sham grubunda myokart, endokart ve perikart taba-
kalarinin normal histolojik yapida oldugu goézlendi
(Sekil 3A). Sepsis grubunun myokartinin kas liflerin-
de siddetli diizeyde hyalin dejenerasyonu ve Zenker
nekrozu gozlendi. Damarlarda siddetli diizeyde hi-
peremi ve hemoraji belirlendi (Sekil 3B). OEA-150
grubunun damarlarinda orta diizeyde hiperemi, kas
liflerinde orta dlizeyde hyalin dejenerasyonu ve zen-
ker nekrozu oldugu belirlendi (Sekil 3C). OEA-300
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grubunun kas liflerinde hafif diizeyde hyalin deje-
nerasyonu ve damarlarda hiperemi oldugu gozlendi
(Sekil 3D). CEFT grubunun kas liflerinde hafif diizey-

de dejenerasyon, Zenker nekrozu ve damarlarda hi-
peremi belirlendi (Sekil 3E). Tim histopatolojik bul-
gular Tablo 1 ile 6zetlendi.

A Serum CK Aktivitesi B serum LDH AKtivitesi
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Sekil 2. Serum CK-MB ve LDH aktiviteleri

OEA: Oleanolik asit, CEFT: Seftriakson. *Sham vs Sepsis, P<0.05; #*Sham vs Sepsis, P<0.01; ##Sham vs Sepsis, P>0.001. "Sepsis vs Tedavi,
P<0.05; “Sepsis vs Tedavi, P<0.01; *"Sepsis vs Tedavi, P<0.001.

Sekil 3. Kalp dokusu, sham grubu, normal histolojik gériinim (A), sepsis grubu, siddetli diizeyde kas
liflerinde hyalin dejenerasyonu (ok baslari), Zenker nekrozu (ince oklar), damarlarda hiperemi (yildizlar) (B),
OEA-150 grubu, orta diizeyde kas liflerinde hyalin dejenerasyonu (ok baslar), zenker nekrozu (ince ok),
damarlarda hiperemi (yildiz) (C), OEA-300 grubu, hafif diizeyde kas liflerinde hyalin dejenerasyonu (ok
baslari), , damarlarda hiperemi (D), CEFT grubu, hafif diizeyde kas liflerinde hyalin dejenerasyonu (ok
baslari), damarlarda hiperemi (E), H&E, Bar: 50 pm. OEA: Oleanolik asit, CEFT: Seftriakson.
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Kalp dokusunun immiinohistokimyasal
incelemesi

Kalp dokularinin immunohistokimyasal olarak ince-

ve perivaskiler yerlesimli TNF-a ekspresyonu, in-
terstisyel araliklarda ve perivaskdler IL-13 ekspres-
yonu gozlendi (Sekil 4C, 5C). OEA-300 grubunda ha-

sarli bolgelerde hafif diizeyde monontikleer hicre-
lerde ve perivaskuler yerlesimli TNF-a ekspresyonu,
interstisyel araliklarda ve perivaskdler yerlesimli hafif
dizeyde IL-1B ekspresyonu belirlendi (Sekil 4D, 5D).
CEFT grubunda hafif diizeyde perivaskdler yerlesimli
TNF-a ve IL-1pB ekspresyonu belirlendi (Sekil 4E, 5E).
Gruplara ait immunohistokimyasal bulgular Tablo 1
ile 6zetlendi.

lemesinde, sham grubunda negatif TNF-a ve IL-1(
ekspresyonu belirlendi (Sekil 4A, 5A). Kontrol grubu,
siddetli dizeyde hasarli bolgelerde mononikleer
hiicrelerde ve perivaskdler yerlesimli TNF-o ekspres-
yonu, myokartinda interstisyel araliklarda ve perivas-
kiler yerlesimli siddetli diizeyde IL-1B ekspresyonu
tespit edildi (Sekil 4B, 5B). OEA-150 grubunda orta
siddette hasarli bélgelerde monontikleer hiicrelerde
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Sekil 4. Kalp dokusu, sham grubu, negatif TNF-a ekspresyonu (A), sepsis grubu, siddetli diizeyde hasarli
bdlgelerde monontikleer hiicrelerde ve perivaskiler TNF-a ekspresyonu (ok baslari) (B), OEA-150 grubu,
orta diizeyde mononukleer hiicrelerde ve perivaskiler TNF-a ekspresyonu (ok baslari) (C), OEA-300 grubu,
hafif diizeyde perivaskiler TNF-a ekspresyonu (ok baslar) (D), CEFT grubu, hafif diizeyde perivaskiler
TNF-a ekspresyonu (ok baslari) (E), IHC-P, Bar: 50 pm. OEA: Oleanolik asit, CEFT: Seftriakson.

Tablo 1. Kalp dokusu histopatolojik ve immunohistokimyasal bulgularin skorlanmasi

Sham Sepsis OEA-150 OEA-300 CEFT
Miyokartta hyalin dejenerasyonu - e+t +++ + ++
Miyokartta zenker nekrozu - +++ ++ + +
Damarlarda hiperemi - +++ +++ ++ +4
TNF-a - +++ ++ + +
IL-1B - +++ ++ + +

OEA: Oleanolik asit, CEFT: Seftriakson, TNF-o: Tumér nekrozis faktor-alfa, IL-1B: interlékin -1Beta.
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Sekil 5. Kalp dokusu, sham grubu, negatif IL-1( ekspresyonu (A), sepsis grubu, interstisyel araliklarda ve
perivaskuler IL-1f ekspresyonu (ok baslari) (B), OEA-150 grubu, orta diizeyde interstisyel araliklarda ve pe-
rivaskiler IL-1B ekspresyonu (ok baslari) (C), OEA-300 grubu, hafif diizeyde perivaskiiler IL-1B ekspresyonu
(ok baslari) (D), CEFT grubu, hafif diizeyde perivaskiler IL-13  ekspresyonu (ok baslar) (E), IHC-P, Bar: 50
pm. OEA: Oleanolik asit, CEFT: Seftriakson.

Tartisma ve Sonug

Sepsis sirasinda meydana gelen oksidatif stres so-
nucunda Uretilen ROS'ler hiicrenin hayati yapilari
olan membran doymamis yag asitleri ve proteinlere
saldirr. Membranda meydana gelen oksidatif hasar
sonucunda malondialdehit (MDA) ve diger oksi-
dasyon drlnleri ortaya ¢ikmaktadir. Dokudaki MDA
miktari o dokunun LPO seviyesini gdstermektedir
(Erol ve ark. 2019). Doksorobisin ile indiiklenen kalp
hasari Uzerine yapilan bir ¢alismada OEAin doku
MDA miktarini azalttigini, uygulama ile azalan SOD
ve KAT aktivitelerinin yani sira GSH miktarini da art-
tirdigi bildirilmistir (Goyal ve ark. 2016). Diger yan-
dan izoproterenol ile indliklenmis myokardial iskemi
modeli lizerine yapilan bir calismada OEA'in artan
MDA miktarini azalttigr ve glcli kardiyoprotektif
etkilere sahip oldugu gosterilmistir (Senthil ve ark.
2007). Calismada daha onceki calismalara paralel
sekilde OEA'in kalp doku MDA miktarini distrerek
doku LPO seviyesini azalttigi tespit edilmistir. Daha
onceki calismalar OEA'in Vitamin E benzeri stpuri-
cl etkiye sahip oldugunu ve hiicrelerde oksidanlara
karsl savunmayi baslatan Nrf2'yi aktive ederek an-
tioksidan aktivite gosterdigi bildirilmistir (Marquez-
Martin ve ark. 2006; Reisman ve ark. 2009). Bu calis-
mada OEA'in serbest radikal miktarini azaltarak ve

antioksidan savunmayi giiclendirerek LPO seviyesin-
de azalmayi sagladigi disintlmektedir.

Hlcrelerde antioksidan sistemin onemli Uye-
lerinden biri SOD'dir. Bu enzim ROS'ler lzerinde
bulunan eslesmemis elektronu suya aktararak hid-
rojen peroksit olusturur (Erol ve ark. 2019). Sepsis
hiicrelerde lizozamal hidrolitik enzim kagaklarina ve
yaygin doku hasarina sebep olur. Bu durumun sep-
siste meydana gelen SOD aktivitesindeki azalmanin
sebebi oldugu bildiriimektedir (Rocha ve ark. 2012).
Calismada doku hasarini gosteren patolojik bulgu-
lara paralel olarak sepsis uygulamasi ile belirgin bir
sekilde azalan doku SOD aktivitesinin OEA uygula-
masi ile dnemli seviyede arttigi belirlenmistir.

Antioksidan sistemin diger énemli bir Uyesi de
bir tripeptit olan GSH'dir. Hiicrede GSH, glutatyon
peroksidaz (GPx) tarafindan bir substrat olarak kul-
lanilir ve SOD tarafindan olusturulan H,0,'in suya
donlsiminde gorev alir (Erol ve ark. 2019). Daha
once ratlarda CLP ile indiklenen sepsis modeli tze-
rine yapilmis calismalarda kalp GSH seviyesindeki
degisimin istatistiksel olarak anlamli olmadigi rapor
edilmistir (Coskun ve ark. 2011; Dadkhah ve Fatemi
2011). Ancak, sepsiste glutatyon metabolizmasi
Uzerine yapilmis diger bir calismada, sepsisin yogun
proinflamatuvar sitokinlerin (TNF-a ve IL-1p) Ureti-
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mine, ve ayrica bu sitokinlerin GSH sentezini artti-
rarak hlcrede yliksek GSH seviyesine neden oldugu
rapor edilmistir (Biolo ve ark. 2007). Diger taraftan,
calismada kalp doku GSH seviyesinin sepsis grubu-
nun immunohistokimyasal analizlerinde gozlenen
sitokin seviyelerindeki artisla beraber belirgin sekil-
de arttigi belirlenmistir. Ayrica OEA'nin sitokin sevi-
yeleriyle beraber GSH seviyesinde de azalma sagla-
digi tespit edilmistir.

Hlcrede SOD tarafindan retilen H,0,'in suya
dondstirilmesini katalizleyen bir diger 6nemli yapi-
da KAT enzimidir. Ratlarda CLP ile indiiklenen sepsis
Uzerine yapilan bir calismada sepsisin kalp doku KAT
aktivitesini 6nemli derecede arttirdidi bildirilmistir
(Petronilho ve ark. 2016). Ayrica sepsis siddetinin
antioksidan sistem Uzerine etkisinin arastirildigi bir
calismada hastaligin siddetinin artmasiyla SOD/KAT
oraninda dengesizlik meydana geldigi ve bu duru-
mun 6zellikle kalp dokusunda sekillendigi bildiril-
mistir (Andrades ve ark. 2005). Benzer sekilde mev-
cut calismada kalp KAT aktivitesi CLP uygulamasiyla
birlikte belirgin sekilde artarken OEA'in sadece 300
mg/kg dozda artan bu aktiviteyi anlaml sekilde di-
sirdigu belirlenmistir. SOD ve KAT aktivitelerinde
bir oranlama yapilmamis olsa da sepsis sonucunda
kalpte meydana gelen SOD aktivitesindeki dusus ile
KAT aktivitesindeki artisin bu dengesizligin bir sonu-
cu olarak sekillendigi dustiniimektedir.

Sepsis ile meydana gelen kalp dokusu hasa-
rinda serum CK-MB ve LDH aktiviteleri dnemli de-
recede arttigi daha dnceki calismalarda bildirilmis-
tir (Zhou ve ark. 2015; Ozer ve ark. 2017). Ratlarda
doksorobisin ile indiklenen kardiak toksite lzerine
yapilan bir calismada serum CK-MB ve LDH aktivi-
telerinin belirgin sekilde arttigi, OEA'in ise artan bu
aktiviteleri 6nemli derecede azalttigi rapor edilmis-
tir (Goyal ve ark. 2016). Onceki calismalara paralel
olarak, mevcut ¢calismada da sepsis grubunda serum
CK-MB ve LDH aktiviteleri beklenen sekilde anlamli
derecede artmistir. Bu artislarin calismanin histopa-
tolojik incelemesinde gozlenen sepsis tarafindan
olusturulan doku hasarina bagl olarak sekillendigi
dusinilmektedir.

inflamasyon siirecinin baslangicinda salgilanan
TNF-o. diger sitokinlerin salgilanmasini uyararak
pro-inflamatuvar bir gdérev gorir (Marquez-Martin
ve ark. 2006). Daha sonra TNF-a'ya cevap olarak
makrofaj, monosit ve nétrofillerden salinimi uyarilan
IL-1B kalp kontraksiyonlarini baskilayan iNOS Ure-
timini tetikler (Drosatos ve ark. 2015). Daha 6nceki
calismalarda, OEA'in, TNF-a, IL-1B, IL-6 ve MafK eks-
presyonlarini baskilamasiyla NF-kB’nin Uretiminde-
ki azalmanin anti-inflamatuvar &zelliginin temelini

olusturdugu bildirilmistir (Marquez-Martin ve ark.
2006; Lee ve ark. 2013; Hwang ve ark. 2014). Diger
yandan daha 6nce lipopolisakkarit (LPS) ile nitrik
oksit Uretimi indUklenen RAW 264.7 makrofaj hiic-
releri Gzerine yapilan bir ¢alismada OEA'in glicli bir
anti-inflamatuvar molekdil olarak bilinen indometa-
zinden daha glcll anti-inflamatuvar etki gosterdigi
bildirilmistir (Huang ve ark. 2016). Calismanin im-
munohistokimyasal sonuclarinda daha 6nceki calis-
malara paralel olarak OEAin kalp dokusu TNF-a ve
IL-1B ekspresyonunu azalttigi ve bu sekilde anti-inf-
lamatuvar etki gosterdigi gézlenmistir. Diger yandan
histopatolojik incelemede kalp dokusu myokartta
kas liflerinde siddetli diizeyde hyalin dejenerasyonu,
Zenker nekrozu, damarlarda siddetli diizeyde hipe-
remi ve hemoraji belirlendi. Sitokin salinimini ile ar-
tan inflamatuvar yanitin kalp dokusunda hiperemi,
nekroz ve dejenerasyona sebep oldugu daha 6n-
ceki calismalarda da bildirilmistir (Yun ve ark. 2009;
Zhang ve ark. 2017; Erol ve ark. 2020).

Sonug olarak calismanin bulgulari goéz 6niline
alindiginda OEA uygulamasinin CLP ile indlklenen
sepsis modelinde kalp dokusu hasarini azalttigi ve
oksidatif hasari engelledigi tespit edilmistir. OEA
bu etkiyi kalp dokusu TNF-a ve IL-1B sitokinlerinin
dretimini baskilamasinin yani sira, SOD, KAT ve GSH
gibi antioksidan parametrelerinde dizelmeler ger-
ceklestirerek saglamistir. Boylece dokuda MDA sevi-
yesi diismus ve histopatolojik bulgularin siddetinde
azalma gozlenmistir. Bu ¢calismadan elde edilen bul-
gular 1siginda OEA'in sepsiste meydana gelen kalp
dokusu hasarinin azaltilmasinda faydal olabilecegi
distuntlmektedir.

Deney hayvanlan kullanimi etik kurulu ve diger
etik kurul kararlan ve izinler: Atatirk Universitesi
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan
30.11.2017 tarihli 13 nolu toplantinin 165 nolu karari
ile etik kurul izni alinmistir.
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