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Histolojik Degisiklikler Uzerine
Caffeic Acid Phenethyle Ester'in Koruyucu Etkileri

PROTECTIVE EFFECT OF CAFFEIC ACID PHENETHYL ESTER ON
MYOCARDIAL ISCHEMIA/REPERFUSION-INDUCED HISTOLOGICAL ALTERATIONS

Dr.Nigar VARDI,* Dr.Hakan PARLAKPINAR," Dr.Mukaddes ESREFOGLU,* Dr.Muharrem UCAR®

“*Histoloji-Embriyoloji AD, "Farmakoloji AD, ‘Anesteziyoloji ve Reanimasyon AD, inonii Universitesi Tip Fakiiltesi, ELAZIG

Ozet

Amag: Bu calismada, sicanlardaki miyokardiyal iskemi/reperfiizyon
hasarina kars1 caffeic acid phenethyl ester (CAPE)'in koruyucu
etkilerinin arastirilmasi amaglandi.

Gerec ve Yontemler: Yirmi dort adet Wistar sican rastgele 3 gruba
ayrildi: Sham, iskemi/reperfiizyon (I/R) ve I/R + CAPE grubu.
I/R igin sol ana koroner arter 30 dakika okliize ardinda 120 dk
reperfiize edildi. Kalp dokusunda lipid peroksidasyonunun gos-
tergesi olan doku malondialdehit (MDA) diizeyinin tesbiti i¢in
tiyobarbitiirik asit metodu kullanildi. Histolojik bulgular 151k
mikroskobunda degerlendirildi.

Bulgular: I/R grubunda miyokardiyal dokuda MDA seviyesi yiikse-
lirken, CAPE verilen grupta énemli derecede azaldi. I/R'nun ne-
den  oldugu histopatolojik  degisiklikler, intraselliiler
vakuolizasyon, sitoplazmik glikojen iceriginin azalmasi, damar
endoteline notrofil adhezyonu, mast hiicre degraniilasyonu ve
koagulasyon nekrozu olarak belirlendi. I/R'la meydana gelen bu
degisiklikler CAPE'le hafifledi.

Sonug: Bu calisma, CAPE'nin /R'nun neden oldugu miyokardiyal
hasara kars1 koruyucu bir ajan olarak kullanilabilecigini goster-
mistir.

Anahtar Kelimeler: iskemi, reperfiizyon, miyokard, mikroskop
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Abstract

Objective: To aim of this study was to investigate the purported
protective effect of caffeic acid phenethyl ester (CAPE) against
myocardial ischemia/reperfusion.

Material and Metods: Twenty-four Wistar rats were randomly
divided into three groups: Sham operation, ischemia/reperfusion
(I/R) and I/R + CAPE. To produce I/R, the left main coronary
artery was occluded for 30 minute, followed by 120 minute
reperfusion. The tiobarbituric acid method was used to
determine tissue malondialdehyde( MDA) levels as an indicator
of lipid peroxidation in the heart. Histological changes were
evaluated with ligth microscopy.

Results: I/R was accompained by a significant increase tissue MDA
whereas CAPE administration significantly reduced this
substrate. I/R induced myocardial damage, which manifested by
histopathological evidence of intracelluler vacuolization,
reduction in cytoplasmic glycogen granules, neutrophil
adhesion to endothelium, mast cell degranulation and
coagulation necrosis. These changes induced by I/R were
ameliorated with CAPE.

Conclusion: This study shows that CAPE can be regarded as a
protective agent action against I/R-induced myocardial damage.

Key Words: Ischemia, reperfusion, myocardium, microscopy

iyokardiyal iskemi oksijen ihtiyacinin
yeterince karsilanamadigi durumlarda
olusmaktadir. Iskemi sonrasi reperfiiz-
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yonla hiicrelere oksijen ve besleyici maddeler
saglanmasina ragmen, bu donemde miyokardiyal
hasar artmaktadir. Iskemi-reperfiizyonun kalbte
neden oldugu doku hasari tizerine koruyucu ya da
hasar1 azaltic1 etkisi oldugu diisiiniilen relaksin,
Lazaroid, M40403 ve xanthones gibi kimyasal
maddeler  kullanilmustir.' Caffeic acid
phenethyl ester (CAPE) uzun zamandir gelenek-
sel tipta kullanilan, aribalinin aktif bir bileseni-
dir. Yapilan c¢aligmalar CAPE’nin antiviral,
antibakteriyel ve antioksidan ozellikleri oldugu-
nu gostermistir.®
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Bu calismanin amaci; sicanlarda olusturulan
miyokardiyal iskemi-reperfiizyona bagli, histolojik
degisiklikler iizerine CAPE’nin koruyucu etkileri-
nin aragtirllmasidir.

Gerec ve Yontemler

Deney Gruplari: Bu calismada 250-300 gr
agirhiginda 24 adet erkek Wistar albino si¢an kul-
lanildi. Sicanlar {i¢ gruba ayrildi. I. grup sham
operasyon (n= 8) kontrol, II. grup (n= 8) iskemi-
reperfiizyon (I/R) ve III. grup /R + CAPE. Ca-
lismadaki biitiin deneyler Inonii  Universitesi
Hayvan Arastirma Etik Komitesinin izni ile ger-
ceklestirildi.

Iskemi  Reperfiizyon Islemi:  Sicanlara
intraperitoneal urethan (1.2-2.4 g/kg) ile anestezi
uygulandi. Jugular ven ve trakea ila¢ uygulamalari
ve suni solunum i¢in kanule edildi. Sistemik kan
basinci Harvard Model 50-8952 transdiiser ve
recorder (Harvard Apparatus, Inc., Shrewsbury,
MA, USA) kullanilarak carotid arterden moniterize
edilidi. Sigcanlarin gogiis bosluklar1 sol torakotomi
ile acildi. Sternumun 2 mm solundan 4. ve 5.
kostalar kesildi. Pozitif basin¢li suni solunum 1.5
mL/100 g, 60 kez/dk ayarlanarak normal PCO,,
PO, ve pH parametrelerini olusturacak sekilde
baglatildi. Perikard kesildikten sonra gogiis kafesi-
nin sag tarafindan hafif bir basing uygulanilarak
kalp disart ¢ikartildi. Sol ana koroner artere 6/0
ipekle sutur atildi. Daha sonra kalp dikkatlice go-
giis kafesi icine yerlestirildi. Bu sekilde 20 dk bek-
letildi. Bu islem sirasinda aritmi gelisen veya kan
basincit 70 mmHg'nin altina diisen hayvanlar deney
grubundan c¢ikarildi. Suturun ucu plastik bir tiipten
gecirildikten sonra, ip gerilerek okliizyon saglandi.
30 dk sonra serbest birakilarak 120 dk reperfiizyon
donemi baslatildi.”

Ila¢ Uygulamalari: CAPE (Sigma Chemicals
Co., St Louis, MO, USA) (50 umol/kg) etanolde
coziildiikten sonra diliie edilerek (%0.09 NaCl)
%1 konsantrasyona getirildi. Okliizyondan 10 dk
once baslanarak, iskemi siiresince iv olarak uygu-
landi. Kontrol grubuna ise diger gruplara uygula-
nan operasyon, okliizyon olusturulmadan gercek-
lestirildi.”
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MDA (malondialdehit) Olgiimii: Kalp doku-
lar1 150 mm soguk KCl i¢cinde homojenize edildi.
Homojenize edilen dokularin MDA igerikleri,
spektrofotometre kullanilarak tiyobarbitiiriik asit
reaktif maddelerinin mevcudiyetinin Ol¢iimii ile
tesbit edildi. Sonuglar nmol/g doku olarak agiklan-
di.

Histolojik Degerlendirme: Deney sonunda,
sol ventrikiiller %10 nétral tamponlanns formol
soliisyonu i¢ine alindi. Doku takibi islemlerinden
sonra elde edilen parafin bloklardan, 5 p kalinh-
ginda alman  kesitler = Haematoxylen-Eosin,
Crossman’1n iiglii boyasi, Periodic acid Schiff ve
Toluidin blue boyama metodlan ile boyandi. Ke-
sitler; hiicre  dejenerasyonu, intrasitoplazmik
vakuolizasyon, sitoplazmik glikojen icerigi,
interstisyel hiicre infiltrasyonu, hemoraji ve mast
hiicre degraniilasyonu yoniinden incelendi. Kesit-
ler degisikliklerin histopatolojik ciddiyetine gore;
hafif (1), orta (2) ve siddetli (3) olarak degerlendi-
rildi. Maksimum skor 21 olarak belirlendi. Her bir
preparatin skorlamasi yapildi ve her grup igin

ortalama degerler saptandi.

Istatistiksel analiz: Kalp MDA seviyeleri tek
yonlii varyans analizi ile incelendi. Faklilig1 yara-
tan grubu belirlemek icin de Tukey testi kullanildi.
Histolojik bulgular icin ise Kruskal Wallis ve
Mann Whitney U testi uyguland: p< 0.05 degerleri
onemli kabul edildi. Sonuclar ortalama = standart
hata olarak verildi.

Bulgular
Kan Basinci Degerleri: Ortalama arteriyel kan
basinglar1 Tablo 1'de gosterilmistir. Kan basinci
degerleri okliizyonda azalmis, reperfiizyonda orta-
lama olarak okliizyon 6ncesi degerlerine donmiis-
ti. I/R ve I/R + CAPE gruplan arasinda istatistik-
sel olarak anlamli fark bulundu.

MDA miktari: Sham grubunda MDA degeri
54.95 + 4.84 olarak kaydedildi. I/R, miyokardi-
yumda MDA iceriginin 6nemli derecede artmasina
neden olurken (141.36 £10.51 nmol/gr) CAPE'yle
belirgin olarak diisiis sagland1 (96.42 + 7.56
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Tablo 1. Ortalama arteriyel kan basinglar1 (mmHg).

Reperfiizyon (dk)
Gruplar Stabilizayon sonu _iskemi sonu 30 60 120
Kontrol (sham) 882 86 %3 862 85%3 8613
I/R 87 £3 735 825 8813 84 13
I/R + CAPE (50 umol/kg) 91 %5 74 +5 94 +4 93 +3 94 +3
nmol/gr) (Grafik 1). I/R ve I/R + CAPE gruplart 160 - a
arasindaki fark anlamli olarak bulundu (p< 0.05). 140 | T
7
Histolojik Degisiklikler: Kontrol grubunda 5 1207 k
kas lifleri normal histolojik goriiniimdeydi. I/R 2 1004 / T%
grubunda iskemik alan ¢evresindeki dokudan be- i 80 1 \
lirgin olarak ayirt edilmekteydi (Resim 1). Iskemik =) 601 T / \
alanda yogun asidofil sitoplazmali, piknotik-koyu 409 / \
. . g L 20 A
ya da soluk nukleuslu kas lifleri dikkat ¢ekiciydi 0 Ak
(Resim 2). Bu hiicrelerde miyofibriller nispeten
O Sham Control(l/R) K Cape

belirsizdi. Bazi kas liflerinde farkli caplarda
intrasitoplazmik vakuoller izlendi. Kas liflerinin
organizasyonu bozulmus ve yer yer interselliiler
0dem nedeniyle birbirlerinden ayrilmiglardi. Hiic-
reler arasinda hemoraji belirgindi (Resim 3). Bazi
damarlarin duvarinda yogun olarak endotele ya-
pismis ya da endoteli asarak bag dokuya gecmis
l6kosit gruplar izlendi (Resim 4). Bu gruptaki kas
tellerinin glikojen igerigi belirgin derecede azal-
mistt (Resim 5). Bag dokuda yer alan mast hiicre-
lerinde degraniilasyon izlendi (Resim 6). I/R +
CAPE grubunda iskemik alan sinirlanmisti (Resim
7). Bu grupta da yer yer asidofil sitoplazmali ve
piknotik nukleuslu kas liflerine rastlandi. Kas lifle-
rinde miyofibril yapis1 belirgindi (Resim 8). Loko-
sit infiltrasyonu ve hemoraji izlenmedi. Kas lifleri-
nin icerdigi glikojen graniillerinin, iskemi-
reperfiizyon grubuna gore daha iyi korunmus oldu-
gu gozlendi (Resim 9). Mast hiicrelerinde
degraniilasyon nadir olarak goriildii (Resim 10).
Bulgular Tablo 2'de gosterilmistir. Histolojik bul-
gularin, her grup i¢in ortalama = standart hata de-
gerleri; Sham grubu: 0.00 £0.0, I/R grubu: 14.50 +
0.42 ve CAPE grubu: 2.75 £ 0.25 olarak tesbit
edildi. Sham ile I/R grubu (p= 0.00) ve I/R ile CA-
PE grubu arasindaki (p= 0.01) fark istatistiksel
acidan anlamli bulundu.
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Grafik 1. Gruplarin MDA degerleri.

F=29,303. p< 0.05 Sham ile "™ grubu arasinda, p< 0.05 I/R
ile CAPE grubu arasinda, p< vu.05 Sham ile CAPE grubu
arasinda.

b

Tartisma

Iskemi-reperfiizyona bagli hasara hidroksil ve
stiperoksit anyonlar1 gibi serbest oksijen radikalle-
rinin (SOR) DNA, protein ve lipidler ile reaksiyona
girip, hiicrenin yapisal ve fonksiyonel 6zelliklerine
zarar vererek neden oldugu diisiiniilmektedir.>*®
Son yillarda, iskemi-reperfiizyon sonucu olusan
miyokardiyal hasara karsi ¢esitli antioksidanlarin
ve antioksidatif enzimlerin kullaniminin koruyu-
cu oldugunu gosteren calismalar yapilmakta-
dir.>*?

Jiang ve arkadaslar1 iskemi -reperfiizyonun
miyokardiyal dokuda MDA miktarin1 arttirdigini,
antioksidant aktiviteye sahip xanthones in MDA'y1
belirgin derecede azalttigii rapor etmislerdir.’
MDA, SOR'larin neden oldugu hiicre membran
lipid peroksidasyonunun son
miyokardiyal hiicre hasarinin bir belirleyicisidir.
Calismamizda, iskemi-reperfiizyon hasarina karsi,

driiniidiir  ve
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Resim 1. /R grubu. Iskemik alan gevresindeki saglam doku- Resim 2. /R grubu. Koyu niikleuslu (kalin ok) ve yer yer
dan belirgin olarak ayirt edilmekte. Crossman’nin iiclii boyasi vakuol igeren asidofil sitoplazmali miyofibriller (ince ok). H-E
X 33. X 66.

Resim 3. /R grubu. Interstitisyel ©dem ve hemoraji. Resim 4. /R grubu. Damar endoteline yapismis 16kositler. H-
Miyofibriller arasinda gozlenen nétrofil ve monositler (ok). E X 66.
Crossman’nin {iglii boyas1 X 66.

Resim 5. I/R grubu. Miyofibril sitoplazmasinda glikojen Resim 6. I/R grubu. Mast hiicre degraniilasyonu. Toluidin
iceriginin belirgin olarak azalmas: ve intersitisyel 16kosit blue X 330.
infiltrasyonu. PAS X 33.
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Resim 7. /R + CAPE grubu. Iskemik alanin belirgin derece-
de daralmasi. Crosman’nin ti¢lii boyasi X 33.

Resim 8. I/R + CAPE grubu. Nadiren izlenen asidofil sitop-
lazmali miyofibriller (ok) etrafinda saglam miyofibriller (m).
H-E X 66.

Iskemi reperfiizyon grubundaki histolojik de-
gisiklikler literatiir  bilgileriyle = uyumluydu.
Takahashi ve ark ve Zacharowski ve ark I/R gru-
bunda miyokardiyal liflerin daha asidofilik boyan-
digini bildirmislerdir.>>'° Bizim de tesbit ettigimiz
asidofilik boyanma, iskeminin neden oldugu hiicre
ici pH seviyesinin diismesiyle agiklanabilir. Hiicre
ici asidozun artmasi RNAaz gibi cesitli enzimleri
aktive etmektedir. Aktive edilen enzimlerin RNA,
yapisal ve enzimatik sitoplazma proteinlerini
denatiire etmesi sonucu, ortama verilen bazik grup-
lar asit boyalara (eosin, fuksin gibi) affinite goste-
rerek sitoplazmanin eozinofilik boyanmasina ne-
den olurlar.""
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Calismamizda dikkat ¢eken diger bulgu I/R
grubunda miyokardiyal fibrillerin glikojen icerigi-
nin azalmasiydi. Takahashi ve ark.’da deney gru-
bunda miyokardiyal fibrillerin glikojen igeriginin
kontrollere gore belirgin derecede azalmis oldugu-
nu bildirmistir.>® Iskemi, bolgedeki kalp kasina
kasilmay1 saglayacak yeterlilikte ATP temin edi-
lememesine baglidir. Oksijen destegi ortadan kalk-
tiktan sonra mitokondride yag asitlerinde ATP
tiretimini saglayan fosforilasyon hizla azalir. ATP
diizeyindeki azalma fosfofriiktokinaz aktivitesini
uyarir. Aneorob glikolizisi arttirir. Oksijen basin-
cinin azaldigr durumlarda glikojenden yararlanarak
ATP yapimini saglayan bu diizenlenme mekaniz-
masi, kalp kasindaki glikojen depolarini tiiketene
kadar calisir. Bu yiizden iskemi siiresince glikojen
depolari azalmaktadir.'>"

Resim 9. /R + CAPE grubu. Glikojen icerigi korunmus
miyofibriller. PAS X 33.

Resim 10. /R + CAPE grubu. Mast hiicreleri. Toluidin blue X
330.
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Tablo 2. Isik mikroskopik bulgular.

Kontrol /R I/R+CAPE
Bulgular m=8) (n=8) (n= 8)
Sitoplazmik eozinofili
Hafif (1) _ _ 3
Orta (2) _ 3 3
Siddetli (3) _ 5 2
Piknotik nukleus
Hafif (1) _ 1 3
Orta (2) _ 3
Siddetli (3) _ 5 2
Interstisyel hemoraji
Hafif (1) _ 2 _
Orta (2) _ 3 _
Siddetli (3) _ 3 _
Lokosit infiltrasyonu
Hafif (1) _ 3 _
Orta (2) _ 3 _
Siddetli (3) _ 2 _
Intrasitoplazmik vakuolizasyon
Hafif (1)
Orta (2) _ _
Siddetli (3) _ 1 _
Glikojen iceriginin azalmasi
Hafif (1) _ 2 2
Orta (2) _ 3 1
Siddetli (3) _ 3 -
Mast hiicre degraniilasyonu
Hafif (1) _ 4 3
Orta (2) _ 2 _
Siddetli (3) _ 2 _

Calismanmizda I/R grubunda damar duvari bo-
yunca dizilmis 16kosit gruplarina rastladik. Bani ve
ark ve Massini ve ark iskemi-reperfiizyon uygu-
lanmis kalpte infark alanindaki damar endoteline
cok sayida notrofilin yapistig1 ve perivaskiiler do-
kuya hareket ettigini gozlemlemislerdir."* Ayrica
histokimyasal ve kompiitiir analiz sistemleri kulla-
nilarak yapilan ¢alismalarda etkilenen alanda mast
hiicre degraniilasyonunun izlendigini ancak kont-
rollerde degraniilasyona rastlanmadigi bildirilmis-
tir. ** Piper M ve ark iskemiye maruz kalan damar
endotellerinin gecirgenliginin arttigim1 bildirmekte-
dir." Gegirgenligin artmasi kan akimumn tekrar
baglamas1 ile interstisyel ©6deme neden olur.
Reperfiize edilen endotel hiicreleri aktive olarak
adhezyon molekiillerini, sitokinleri ortama salar ve
NO firetimini diisiiriir. Bu durum iskemi reperfiize
dokuda monosit ve notrofillerin aktivasyonunu ve
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birikimini hizlandirir. Hasar i¢in diger bir etken de,
iskemiden sonra kalbin tekrar oksijenlenmesi bo-
yunca muhtemelen superoksit anyonlarinin neden
oldugu mast hiicrelerinin degraniilasyona ugramasi
olabilir. Histamin, serotonin ve lokotrien gibi giiclii
mediatorlerin ortama salinmasi koroner vaskiiler
direnci ve permeabiliteyi etkileyebilir. Mast hiicrele-
rinden histamin ve 10kotrien  salinmasiin
endotelyuma nétrofil adhezyonunu kolaylastirdigi
gosterilmisti. "* Ayrica damar duvarma yapisan ya
da miyokarda infiltre olan nétrofiller de serbest
radikallerin, proteolitik enzimlerin (elastaz, katepsin
G ve proteinaz) ve diger 16kositlerin toplanmasini
saglayan  sitokin  salimmmi  aktive  ederek
miyokardiyal hasart arttirabilir.

CAPE’nin iskemi reperfiizyon sonunda olusan
miyokardiyal hasara karsi koruyucu oldugu sonu-
cuna varildi. CAPE koruyucu etkisini bir yandan
serbest radikalleri siipiiriicii etkisiyle, diger yandan
ise siiperoksit anyonlarini olusturan ksantin-okidaz
aktivitesini inhibe ederek gostermis olabilir. Elde
ettigimiz histolojik bulgularda, IR grubuna gore IR
+ CAPE grubunda hafif degisikler oldugunu ispat-
lamaktadir. Bu nedenle CAPE’nin iskemi
reperfiizyon hasarina karsi koruyucu olarak kulla-
nilabilecegi diistincesindeyiz.
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