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Kafeik Asit Fenetil Ester Siganlarda Gogus Travmasi

Sonrasi Gelisen Hepatik Hasari Nukleer Faktor Kappa

Beta ve Indiiklenebilir Nitrik Oksit Sentezini

Baskilayarak Azaltir

Caffeic Acid Phenethyl Ester Reduces Hepatic Injury Following Chest Trauma
by Supressing Nuclear Factor Kappa Beta and Inducible Nitric Oxide Synthase

in Rats

ihsan Karaboga

Namik Kemal Universitesi, Saghk Yiiksekokuln, 59030, Tekirdag, Tiirkiye

OZET

Amag: Bu calismada g6gls travmast modeli olusturulan
sicanlarda meydana gelen hepatik hasara karsi kafeik asit
fenetil ester (IKAFE)' nin Nukleer Faktér Kappa Beta (Nf-»()
ve indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (INOS) aktivitesi tizerine
etkisinin incelenmesi amacland.

Yontem: Calismada 40 adet eriskin Wistar albino erkek sican
sirastyla 4 gruba ayrildy; kontrol, gbgus travma modeli, gogiis
travma modeli+KAFE ve KAFE grubu. KAFE uygulamasi 7
giin boyunca 10 pmol/kg/glin dozda intrapetitoneal olarak
gerceklestirildi. Deney stiresi sonunda karaciger dokusu
alinarak ~ meydana  gelen  histopatolojik  degisiklikler
Hematoksilen-Eozin ~ (H&E) boyamast ile degerlendirildi.
Ayrica  hepatik  Nf-xB  ve iINOS aktiviteleri indirek
immiinohistokimyasal yontemle incelendi.

Bulgular: Gogiis  travmast  uygulanan grupta hepatosit
kordonlarinda  dejenerasyonlart ve sintizoidal dilatasyon
bulgularina rastlandi.  Go6gis  travmasi+KAFE  grubunda
histopatolojik bulgularin gbgiis travmast grubuna gore daha
hafif seyrettigi belirlendi. Ayrica, gogis travmasi+KAFE
grubunda, g6gis travmast grubuna kiyasla hepatik Nf-»f ve
iINOS immiinreaktivitesinde istatistiksel —olarak anlamlt
derecede bir azalma oldugu gorildi (p<0.05).

Sonug: KAFE' nin gogis travmast uyarimlt sican hepatik
hasarinda Nf-»f ve iNOS aktivitesini baskilayarak koruyucu
etki gésterdigi belirlendi.

Anahtar Kelimeler: travma, kafeik asit fenetil ester, nitrik
oksit sentaz, NF-kappa B

ABSTRACT

Objective: The aim of this study was to investigate the effect
of caffeic acid phenethyl ester (CAPE) on Nuclear Factor
Kappa Beta (Nf-xB) and inducible nitric oxide synthase
(iNOS) activity against hepatic injury with chest trauma model
in rats.

Method: In the study, 40 adult Wistar albino male rats were
divided into 4 groups respectively; control, chest trauma, chest
trauma+CAPE and CAPE groups. CAPE administration was
performed intraperitoneally at a dose of 10 pmol / kg / day
for 7 days. At the end of the experiment, histopathologic
changes were determined by hematoxylin-eosin (H&E) stain
in liver tissue. In addition, hepatic Nf-x@ and iNOS activities
were examined by indirect immunohistochemical method.
Results: Degeneration of hepatocyte cords and sinusoidal
dilatation findings were found in the chest trauma group.
Histopathological findings of chest trauma + CAPE group
wete found to be milder than chest trauma group. In addition,
a statistically significant reduction in hepatic Nf-» and iNOS
immunoreactivity was seen in the chest trauma + CAPE
group compared to the chest trauma group (p<<0.05).
Conclusion: CAPE has been shown to exert protective
effects by suppressing Nf-x3 and iNOS activity in chest
trauma induced hepatic damage in rats.

Key Words: trauma, caffeic acid phenethly ester, nitric oxide
synthase, NF-kappa B
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Girig

Travmalar dinyada en yaygin 6lum sebeplerinin
basinda gelmektedir (1). GOgls travmast genel travma
maruziyetinin yaklastk yarisini  olusturmakta olup,
travmaya baglt 6limlerin yaklasik %25' inin sebebi
olarak gosterilmektedir (2,3). GOgls travmast ile
birlikte var olan c¢oklu travmalarda ¢oklu organ
yetmezlikleri (karaciger, akciger, beyin) gértlebilir (4).
Coklu travmalarda kiint gbgls travmast en kritik
travmay! temsil eder ve travma sonrast ortaya cikan

sistemik inflamatuvar yanitin en 6nemli tetikleyicisi
olarak kabul edilir (5).

Gogus travmasinin, proinflamatuvar sitokinler Timor
Nekrozis Faktor-alfa (TNF-«), Interlokin-6 (I1.-6)
salinimint aynt zamanda kompleman sistemi harekete
gecirici sistemik etkileri oldugu bildirilmistir (5,06).
Nikleer faktér kappa-beta (Nf-xf) inflamasyonla
iliskili proinflamatuvar sitokinler TNF-a, Interlékin 1-
beta (IL-1@), inflamasyon iliskili indiiklenebilir nitrik
oksit (INOS), adezyon molekilleri ve diger bazt
mediyatorlerin ekspresyonunu kontrol eden kritik bir
transkripsiyon faktorudir (7, 8). Nf-xp' nin gogus
travmast sonrasi artan proinflamatuvar sitokin salinimi
ile iligkili oldugu gosterilmistir (9).

Kafeik asit fenetil ester (CAPE), isc¢i artlar tarafindan
uretilen propolisin ~ bir  bileseni  olup;  giicli
antiinflamatuvar, antiapoptotik ve antioksidatif
etkilere sahiptir (10,11). Iz wivo ve in witro bircok
deneysel ¢alismada CAPE’ nin, Nf-»f inhibe edici bir
ajan oldugu bildirilmistir (12-14). Literatiirde, kiint
gbgls travmast sonrasi gelisen hepatik hasarda Nf-x
aktivasyonu tzerine CAPE’ nin etkisinin incelendigi
calisma bulunmamaktadir. Deneysel olarak kint
gbgis travmast olusturulan bu ¢alismada; CAPE' nin
karacigerde olusan histopatolojik  degisikliklerin
yanisira iINOS ve Nf-»@ ekspresyonlari lizerine olan
etkilerinin immiinohistokimyasal olarak incelenmesi
amaglandi.

Gerec¢ ve Yontem

Bu calisma Tekirdag Namik Kemal Universitesi
Deney  Hayvanlart  Aragtirma  ve  Uygulama
Merkezinde —gerceklestirildi  (Etik  kurul  onayt:
17/10/2017-Karar no:7). Calismada 40 adet eriskin
Wistar albino erkek sican kullaniddi. Sicanlar standart
laboratuvar kosullarinda (22£2 °C, %60 nem, 12 saat
aydinlik / 12 saat karanlik siklusu) icme suyu ve
standart pellet yemle ad /libitum olarak beslendi.
Sicanlar rastgele 4 gruba ayrilds;

1. Kontrol grubu (n=10); hi¢bir uygulama yapilmayan
grup,

2. Gogls travmast grubu (n=10); travma modeli
uygulanan ve tedavi edilmeyen grup,

3. Gogus travmast + CAPE grubu (n=10); travma
modeli uygulanan ve CAPE uygulamast yapilan grup,
4. CAPE grubu (n=10); travma olusturulmaksizin
CAPE uygulamasi yapilan gruptur.

Kunt gégus travma modeli Raghavendran ve ark. (12)'
nin tanimladigt sekilde olugturuldu. Sicanlara genel

anestezi ve sedasyon saglandiktan sonra supin
pozisyonda platforma sabitlenen sicanlarin  sag

hemitorakst tizerine 400 g agithginda metal silindir 50
cm yikseklikten birakildi. Bu sekilde  E=m.gh
formiliine gére; E=Enetji (Joule), m=disen cismin
kidesi (kg), g=yer c¢ekim sabiti (9.8 m/s?),
h=yiikseklik toplamda 1.96 J' lik enetjinin aktartlmasi
sagland1 (15).

CAPE  (Sigma  Aldrich, C8221) uygulamasi
intraperitoneal yolla, 10 umol/kg dozda dimetil
stulfoksit (% 0,4) icerisinde ¢Oziinerek 7 gln siireyle
uygulandi (16).  Deney siiresi sonunda sicanlar
ketamin-ksilazin (90-10 mg/kg) anestezisi altinda orta
hattan acildi, kalpten kan alinarak sakrifiye edilen
hayvanlardan karaciger dokusu elde edildi. Elde edilen
karaciger dokusu histolojik ve immiinohistokimyasal
analizler i¢in tamponlanmis nétral formaldehit (% 4)
icerisinde 48 saat streyle fikse edildi.

Histolojik Inceleme: Fiksasyon islemi sonrasinda
dokular ¢cesme suyu altinda bir gece ytkandiktan sonra
yikselen  alkol  serisinden  (%70-80-90-96-100)
gecirilerek ksilol ile seffaflandirildi. Sirastyla yumusgak
ve sert parafin inkltizyonu yapilan dokular bloklanarak
kesit alma islemi icin hazir hale getirildi. G6mme
islemi parafin dispenser (Slee, MPS) yardimiyla
gerceklestirildi. Alinan 5 um' lik doku kesitleti ksilolde
deparafinize edilerek azalan alkol derecelerinden
gecirilip suya indirildi. Once Hematoksilen (Merck,
105174) ile ¢ekirdek ve zemin boyamast yapildi ve
yikama isleminden sonra Eozin (Merck, 102439) ile
boyandi. Boyanin fazlast alindiktan sonra yiikselen
alkol serisinden gecirilerek toluolde seffaflandirma
islemi yapildi ve entellan yardimiyla kesitler kapatildi.

Immiinohistokimyasal inceleme: Nf-xf ve iNOS
immunohistokimyasal boyamalari indirekt
immunohistokimyasal metot kullanilarak
gerceklestirildi. Bir gece etlivde bekletilen kesitler
toluole alinarak parafinden arindirildiktan sonra azalan
alkol serisinden (%100-90-80-70) gecirilerek distile
suya indirildi.  PBS (Phosphate buffered saline,
Thermo Fisher Scientific, 003002) ile yikanan kesitler
pappen kalem yardimuyla sinirlandirddi. Antijen geri
kazanimi islemi sitrat tamponu (Merck, C9999) ile
mikrodalga firinda (Argelik, MD564) kaynatilarak
gerceklestirildi.  Kesitlerin ~ sogumasinin  ardindan
endojen peroksit baskilanmast islemi hidrojen peroksit
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Sekil 1. Gruplara ait H&E ile boyanmis karaciger kesitleri.
(a) Kontrol, (b) G6gus travma modeli, (¢) G6gls travma
modeli+CAPE, (d) CAPE grubu (ok bass; inflamatuvar
hucreler, ok; hepatik kordonda diizensizlik, yildiz;
sintizoidal genisleme, bar; 100um, Biyiitme; 200X)

(Sigma-Aldrich, H1009) kullanilarak yapildi. Kesitlere
laboratuar sicakhiginda bir saat bloklama islemi
yapildiktan sonra nemli kutu igerisinde primer antikor
inkitbasyonu (Nf-x$3 1:50, iNOS 1:20) bir saat siireyle
uygulandi. Sonrasinda biotin ve steptavidinli sekonder
antikorlarla isaretleme yapildi (Ultravision Detection
System, Thermo Fisher Scientific, TL-60-HL).
Kromojen olarak AEC (3-Amino-9-ethylcarbazole,
Thermo Fisher Scientific, TL-015-HAJ) kullanilds.
Zemin boyamast Mayers hematoksilen ile yapildi
Histolojik  ve  imminohistokimyasal —boyamalar
Tekirdag Namik Kemal Universitesi Tip Histoloji ve
Embriyoloji Arastirma laboratuarinda gerceklestirildi.

Mikroskobik Incelemeler: Elde edilen preparatlar
151tk mikroskobu (Olympus CX41) ve gbriintii analiz
programi (Kameram, 2.1, Argenit) yardimiyla iki
histolog tarafindan kor olarak degerlendirildi. Nf-»f3
immiunreaktivitesi her aydinlik alanda pozitif boyanan
cekirdeklerin (her gruptan 100 farkli alanda, 400x
biylutmede) sayilmasiyla kantitatif olarak belirlendi.
iNOS immiunreaktivitesi ise semikantitatif olarak (0;
boyanma yok, 1; zayif, 2; orta, 3; siddetli, 4; ¢ok
siddetli) derecelendirildi (17).

Istatistiksel Degetlendirme: Veriler PASW (PASW
Statistics 18.0.0, SPSS Inc, Chicago, IL) istatistik
programi  kullanilarak degerlendirildi. Gruplara ait
sayisal parametreler non-parametrik test (Kruskal-
Wallis) kullanilarak, iki yonli karsilastirma yapilan
gruplarda elde edilen degerlerin anlamlligi Mann-
Whitney U-testi ile 6l¢iildi. Gruplar arasindaki fark,
p<0.05’ten daha az oldugu durumda anlamli olarak
kabul edildi.

S , 0 AR .
Sekil 2. Karaciger dokusunda Nf-»@ aktivitesi. (a) Kontrol,
(b) Gogis travma  modeli, () Goglis  travma

modeli+CAPE, (d) CAPE grubu. Nf-»' nin ntkleer
aktivasyonu (b) ve (¢)' de gorilmektedir. (Bar; 100um,
Biytutme; 200X, Zit boyama; Mayers Hematoksilen).

Bulgular

Histopatolojik bulgular: Karaciger dokusuna ait
H&E boyanmus kesitlerin genel gérintimleri Sekil 1'

de sunulmustur. Kontrol grubu doku yapisi
incelendiginde  karaciger = dokusunun = normal
gbrinimde oldugu gézlendi. Merkezde santral ve
ctrafinda  1sinsal  tarzda  yerlesen  hepatosit

kordonlarinin, sintizoidlerin ve portal alanlarin yapist
saglikli doku yapisiyla uyumludur (Sekil 1-a). Gogiis
travmast  grubu  karaciger yapisinda  hepatosit
kordonlarinin  yer yer bozuklugu ve siniizoidal
genisleme belirgin olarak izlenmistir (Sekil 1-b).

Gogis  travmasi+CAPE  grubunda  belirtilen
histopatolojik ~ degisiklerin  daha hafif seyrettigi

gbzlenmistir (Sekil 1-c). CAPE uygulanan grubun
doku yapisi ise kontrol grubu ile benzerdir (Sekil 1-d).

Immiinohistokimyasal bulgular: Nf-»B
immunohistokimyasal boyama bulgulart
incelendiginde, gOglis travmast uygulanan grupta
immiunreaktivitenin kontrol grubuna kiyasla anlaml
derecede artmus oldugu ve Ozellikle nikleer bir
boyanmanin oldugu belitlenmistir (Sekil 2-a ve 2-b,
p<0.05). Gogus travmasi+CAPE grubunda ise gégus
travmast grubuna gore azalmis Nf-x
immiinreaktivitesi belitlendi (Sekil 2-c, p<0.05).
CAPE gurubunun boyanma yogunlugu kontrol grubu
ile benzerlik gostermektedir (Sekil 2-d). Boyanma
yogunluklart ortalamasi Kontrol; 1.4+0.69, Gogis
travmast;  21.7£6.09, Go6gls  travmasi+CAPE;
11.4%2.71 ve CAPE; 1.3£0.67 olarak belitlenmistir.

iNOS boyanma bulgulart Sekil 3' de sunulmustur.
iNOS immiinreaktivitesi hepatositlerde sitoplazmik
olarak izlenmistir. Kontrol gurubunda yer yer ¢cok
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Sekil 3. Hepatositlerde iNOS immiinreaktivitesi bulgulari.
(a) Kontrol, (b) Gégus travma modeli, (c) G6gis travma

modeli+CAPE, (d) CAPE grubu. Gogis travmast
olusturulan gruba gbre Go6gls travma modeli+CAPE
grubunda azalmis ekspresyon izlenmekte (c). (Bar; 100pm,
Buytitme; 200X, Zit boyama; Mayers Hematoksilen)

hafif olarak gbzlenen immiinreaktivite gogiis travmast
uygulanan grupta anlamli derecede artmistr (p<<0.05).
Ozellikle  santral cevresinde  yetlesen
hepatositlerde boyanma belirgin olarak izlenmistir
(Sekil 3-b). G&giis travmast sonrast CAPE uygulamast
yapilan grupta ise azalmis INOS immiunreaktivitesi
izlenmigtir (p<<0.05). Sadece CAPE uygulanan grupta
ise kontrol grubuna benzer olarak zayif bir iINOS
immunreaktivitesi izlenmistir. Gruplarin  ortalama
iNOS  immiinreaktivite skorlar1 sirastyla Kontrol;
0.3+0.4, Gogus  travmasy;,  3.3%0.6, GOgis
travmasi+CAPE; 1.3+0.4 ve CAPE; 0.31£0.4 olarak
kaydedilmistir.

ven

Tartisma

Bu ¢alismada literatiirde ilk kez, CAPE' nin gogis
travmast olusturulan sicanlarda meydana gelen hepatik
hasar1 engelledigi ve hepatik Nf-x ile iNOS
aktivitelerini baskiladigt immiinohistokimyasal olarak
ortaya koyuldu.

Kiint travmaya bagli organ yaralanmalari, organlarin
nisbi hareketliligine gore degisebilmektedir. Karin
boslugundaki  hareketli organlara kiyasla sabit
organlarda gorilen hasar daha yiiksek olmaktadir (18).
Ici hava, stvi veya bosluk iceren organlarin aldigt hasar
karaciger  gibi  solid  organlara  gére  farklt
mekanizmalarla  gerceklesmektedir.  Calisgmamizda
karacigerdeki  histopatolojik  degisiklikler ~H&E
boyama ile degerlendirildi. GOgis  travmast
olusturulan grubun karaciger dokusunda hepatosit
kordonlarinin  organizasyonunda  bozulmalar  ve
sintizoidal dilatasyonlar 6nemli histopatolojik bulgular
olarak degerlendirildi. Wagner ve ark. (19) kiint gbgiis
travmast olusturulan sicanlarin karaciger dokusunda

nekroz bulgusu bildirmislerdir. Abdominal ve diger
travma modellerinde de karacigerde meydana gelen
biyokimyasal ~ve histolojik  degisiklikler  farkls
arastirmacilar tarafindan ortaya koyulmustur (19-22).

Calismalar, g6gls travmasinin sistemik inflamatuvar
cevabi tetikledigi; Nf-»B, TNF-o ve IL-1f gibi
inflamatuvar mediyatorlerin ekspresyonlarint
artirdigint - gostermektedir (23). Nf-»f inflamatuvar
yanitta yer alan genlerin ekspresyonlarini diizenleyen
ana transkripsiyon faktoridir. Sitoplazmada inhibitér
proteini olan IxBa' ya bagl olarak bulunan Nf-x§,
inflamatuvar sitokinler, bakteriyel lipopolisakkaritler
ve reaktif oksijen tirevleri (ROT) gibi dis etkenlerle
IxB kinazlarin aktive olmastyla serbest hale gecerek
translokasyona ugrar ve iNOS, TNF-« ile IL-6 gibi
inflamatuvar proteinlerin ekspresyonlarini diizenler
(8,24). Chu ve ark. (25) akut radyasyon uyariml
hepatik  hasar modelinde CAPE’ nin  Nf-»f
ekspresyonunu  ve apoptozisi azaltarak karaciger
koruyucu etki gésterdigini bildirmistir. Zhao ve ark.
(26) lipopolisakkarit uyarimli modelde CAPE' nin
karacigerde ~ Nf-xf  ekspresyonunu  azaltarak
inflamasyon ve fibrozisi engelledigini bildirmistir.
Calisgmamizda go6gis travmast olusturulan grupta
nikleer  olarak  artan  Nf-xf  ekspresyonu
immiinohistokimyasal ~ olarak  gosterildi. CAPE
uygulanan grupta ise Nf-»3 ekspresyonunda anlamli
bir azalma gézlendi (p<<0.05). Calismamiza benzer
olarak karacigerde artan Nf-uf ekspresyonun CAPE
uygulamastyla azaltldigr farkli calismalarda da ortaya
konulmustur (27,28).

Nitrik oksit (NO) yitksek oranda reaktif bir oksidan
ve cok fonksiyonlu serbest radikaldir. Inflamasyon
sirecinde NO, bir izoformu olan iNOS tarafindan
tretilerek ROT yoluyla karacigerde oksidatif hasart
tetikleyebilir  (29). iINOS  sentezinin  Nf-xf
aktivasyonu ile iliskili oldugu bilinmektedir (8). Artan
iNOS  aktivitesinin  baskilanmasi  organ hasarinin
azaltilmasinda etkin bir strateji olabilir. Altintas ve ark.
(17) bleomisin uyarimlt akciger fibrozis modelinde
artan iINOS aktivitesinin bir TNF-o inhibitérii olan
Infliximab uygulamasiyla azaldigim ve buna bagl
olarak  akcigerde apoptozis ve histopatolojik
bulgularda ~ 6nemli  bir  azalma  oldugunu
gostermislerdir. Cho ve ark. (30) karbon tetrakloriir
uyartmh  karacier  hasart  modelinde  iINOS
ekspresyonun arttifint gostermislerdir. Calismamuizla
uyumlu olarak Shi ve ark. (31) sican karaciger fibrozis
modelinde iINOS ekspresyonun arttgini ve CAPE
uygulamasinin ~ iINOS  aktivitesini  baskiladigint
gostermislerdir.

Elde edilen bulgular, CAPE uygulamasinin gogis
travmasi kaynakli sigan karaciger hasar modelinde Nf-
#f aktivitesini ve iNOS sentezini baskilamas: yoluyla
hasart hafifletebilecegini géstermektedir. Calismanin
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bulgular1 konu ile ilgili yapilacak deneysel ve klinik
calismalara 1sik tutucu niteliktedir.

Tesekkiir: Bu calisamaya desteklerinden  dolay:
Tekirdag Namik Kemal Universitesi Bilimsel
Aragtirma Projelert birimine tesekkiir ederiz.
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