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ONSOz

Kunt gogus travmasi sonucu gelisen kardiyak kontuzyon onemli bir Kklinik
komplikasyon olup spesifik bir tedavisi yoktur. Literatirde kardiyak kontlzyon
hasarina karsi tedavi etkinligi incelenen ajan sayisi sinirhdir.

Bu galismada kunt gogus travmasi sonucu meydana gelen kardiyak hasara karsi
onemli bir ari Grind olan propolisin gl biyoaktif maddelerinden Kafeik Asit Fenetil
Ester (CAPE)’ nin tedavi etkinligi incelenmigtir. Calismada CAPE’ nin kunt gogus
travmasi sonucu gelisen kardiyak kontlizyon hasarini engelledigi farkli yontemlerle
ortaya koyulmustur.

Bu galisma Namik Kemal Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi (NKUBAP)
tarafindan desteklenmistir (Proje no; NKUBAP.23.GA.18.160).
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OZET

Bu calismada kunt gogus travmasi sonrasi meydana gelen kardiyak hasar Uzerine
Kafeik asit fenetil ester (CAPE)’ nin etkilerinin incelenmesi amaglandi. Calismada 40
adet erigkin erkek wistar albino sican 4 gruba ayrildi; kontrol, kardiyak kontuzyon,
kardiyak kontizyon+CAPE ve CAPE. CAPE (10 pmol/kg) uygulamasi kardiyak
kontuzyon olugumunu takiben 7 gun boyunca intraperitoneal olarak gergeklestirildi.
Deney suresinin sonunda, anestezi altinda siganlardan kalp dokusu ve kan alindi.
Kardiyak histopatoloji hematoksilen-eozin (H&E) boyama ile belirlendi.
Kardiyomiyositlerde Tumor Nekrozu Faktoru-alfa (TNF-a) ve induklenebilir nitrik oksit
sentaz (INOS) ekspresyonu indirekt immunohistokimya ile gosterildi. Kardiyak
apoptozis TUNEL yontemi ile gosterildi. Spektrofotometrik yontem kullanilarak serum
Kreatin kinaz (CK), kreatin kinaz-kas / beyin (CK-MB) ve laktat dehidrojenaz (LDH)
dizeyleri belirlendi. Serum Kardiyak Troponin | (C-Tl) dizeyi ELISA ybntemi ile
belirlendi. Kardiyak kontlzyon grubu kardiyomiyositlerinde miyofibril kaybi saptandi.
Kardiyak kontlizyon grubunda kontrol grubuna gore artmis apoptoz, iINOS ve TNF-a
ekspresyonu gozlendi. Ayrica, kardiyak kontlzyon grubunda artmis CK, CK-MB, LDH
ve C-TI duzeyleri saptandi. CAPE uygulamasi hem histolojik hem de biyokimyasal
bulgularda anlamli bir azalmaya neden oldu. Calismanin sonuglari, kiint goégus
travmasindan sonrasinda gelisen kardiyak kontizyon hasarinda CAPE'nin tedavi
edici etkilerini ortaya koymaktadir.

Anahtar kelimeler; Kafeik asit fenetil ester, kardiyak kontlizyon, TNF-a, CK-MB,
apoptozis



ABSTRACT

The aim of this study was to investigate the effects of caffeic acid phenethyl ester
(CAPE) on cardiac damage after blunt chest injury. Forty adult wistar albino male rats
were divided into 4 groups; control, cardiac contusion, cardiac contusion + CAPE and
CAPE group. CAPE (10 pmol/kg) was administered intraperitoneally for 7 days
following cardiac contusion formation. At the end of the experiment period, heart
tissue and blood were obtained from the rats under anesthesia. Cardiac
histopathology was determined by hematoxylin-eosin (H&E) staining. Expression of
Tumor Necrosis Factor-alpha (TNF-a) and inducible nitric oxide synthase (iNOS) in
cardiomyocytes were demonstrated by indirect immunohistochemistry. Cardiac
apoptosis was demonstrated by the TUNEL method. Serum Creatine kinase (CK),
Creatine kinase-muscle/brain (CK-MB) and lactate dehydrogenase (LDH) levels were
determined by spectrophotometric method. Serum Cardiac Troponin | (C-TI) level
determined by ELISA method. Myofibril loss was detected in the cardiomyocytes of
the cardiac contusion group. Increased apoptosis and TNF-a expression were
observed in the cardiac contusion group compared to the control group. Also,
increased CK, CK-MB, LDH and C-TI levels were determined in cardiac contusion
group. CAPE administration resulted in a significant reduction in both histological and
biochemical findings. The results of the study demonstrate the therapeutic effects of
CAPE in cardiac contusion damage after blunt chest trauma by different methods.

Key words; Caffeic acid phenethly ester, cardiac contusion, TNF-a, CK-MB,
apoptosis



GENEL BILGILER

Travma nedenli Olumler, tum yas gruplarindaki o6lum nedenleri arasinda
kardiyovaskuler sistem hastaliklari ve kanserden sonra Uguncu sirada gelmektedir
(Jones 1980). Travmanin temel sebepleri; motorlu tasit kazalari, dismeler, atesli
silahlar, kesici ve delici aletler, yaniklardir. Travma sonrasi 6lumler, temelde motorlu
tasit kazalan (%32), atesli silah yaralanmalari (% 22) ve dismelerdir (% 9) (Sirmali
ve ark. 2003). Tum travma olgulari icinde bas-boyun ve ekstremite travmalarindan
sonra uglncu siklikta gégus travmalari goériimektedir (Battistella ve Benfield 2000).
Klnt travma sonrasi olusan odlumlerin %25’inden gogus travmalari sorumludur (Jones
1980) .

Kardiyak kontlzyon, kunt gogus travmasinin olumcul olabilen bir komplikasyonudur
(Kamdar ve ark. 2011). Ozellikle motorlu arag kazalari kardiyak kontlizyon sebepleri
arasinda en yaygin olanidir ve travma sonrasi teshis kriterlerine goére araligi %8 ile
%76 arasindadir (EI-Chami ve ark. 2008; Patil ve ark. 2013). Kunt gégus travmasi
sonras! kardiyak hasara sebep olan kardiyak kontlizyon, hematomlar, ventrikiler
raptarler,  ventrikiler  septal defektler  vaskiler lezyonlar, trombozis,
vazokonstriksiyon ve kapakgik defektleri gibi hasarlara yol agarak hemodinamik
akisin bozulmasina ve arritmilere yol acabilir (Kusmierczyk ve ark. 2013). Kardiyak
hasarin teshisi ve hizli mudahale ¢ok onemlidir. Klinikte kardiyak kontuzyonun
tedavisinde esas olarak destekleyici tedaviler, sivi leplesmani, inotropik ve antiaritmik
ilaclar kullaniimaktadir. Kardiyak kontlizyona karsi spesifik bir ajan heniz
geligtirilememistir (Malangoni ve ark. 1994; Demir ve ark. 2014). Bu sebeple
histopatolojik ve molekuler tasarlanmis calismalar kardiyak kontluzyon tedavisinde
etkin ilaglarin geligtiriimesine katki saglayabilir.

Literatirde kint gogus travma modeli sikga kullaniimaktadir. Bu metot belli bir
yukseklikten, belirli agirlikta cismin serbest dugme hareketi seklinde birakiimasiyla
meydana gelen enerjinin goégus uUzerine aktariimasi temeline dayanmaktadir.
Aktarilan Enerji (E), E=m.g.h formdli ile hesaplanir (m=serbest birakilan cismin
katlesi (kg), g= yer ¢cekim ivmesi= 9,8, h=yukseklik. Bu ¢alismada Raghavendran ve
dig. (2005) 'in bilateral kontiizyon modeli kullaniimistir.

Literatirde kunt gogus travmasi kaynakli kardiyak kontlzyon hasarina karsi
etkinligini incelenen sinirli sayida ajan bulunmaktadir. Demir ve ark. (2014) kunt
gbgus travmasi uyarimh  kardiyak kontuzyon modelinde quercetin ve
metildiprednisolon’ un etkinligini incelemislerdir. Kombine olarak verilen quercetin ve
metildiprednisolon’ un kardiyak histopatolojik bulgulari azalttigini ortaya koymuslardir
(Demir ve ark. 2014). Quercetin ve metildiprednisolon tedavisi uygulanan gruplarda
serum Tumor nekrozis faktor alfa (TNF-a) ve kardiyak troponin | (C-TI) seviyesinin
anlamli derecede azaldigini bildirmiglerdir.

Duran ve ark. (2014) ayni model Uzerinde aminoguanidin ve metilprednisolon’un
etkilerini incelemislerdir. Bu ajanlarin kardiyak kontlizyon hasarinda histopatolojik
hasari azalttigini gostermiglerdir. Ayrica kint gogus travmasinin C-TI seviyesinde
artisa ve kalp dokusunda antiapoptotik etki gdsteren Bcl-2’'nin ekspresyonunda
azalmasina sebep oldugunu gostermislerdir.

Bu calismada, kunt gogus travmasinin sebep oldugu kardiyak kontlzyon hasarina
karsi literatirde antioksidan ve antiinflamatuvar rolleri farkli arastirmalarda ortaya
konmus olan CAPE' nin terapotik roll incelenmistir. CAPE, is¢i bal arilarinin urettigi,



farklh bitkilerden topladiklari biyoaktif bilesenlerden olugan propolisin bilesiminde
bulunur.  Yapilan c¢alismalarda CAPE'nin  antiinflamatauvar, antioksidan,
antibakteriyel, antiviral gibi birgok farmakolojik 6zellige sahip oldugu gosterilmistir (Ho
ve ark. 2014). Ayrica iskemi-reperflizyon hasarina karsi kalp dokusunda CAPE'nin
koyucu dzellige sahip oldugu belirtiimistir (ilhan ve ark. 2014).

Bu bilgiler 1siginda caligsmamizda kut gogus travmasi sonrasi gelisen kardiyak
kontlzyona karsi CAPE'nin olasi tedavi etkinliginin histopatolojik,
immunohistokimyasal ve biyokimyasal yontemlerle incelenmesi amaglanmistir.



GEREC VE YONTEM

Bu deneysel calisma Namik Kemal Universitesi Deney Hayvanlari Arastirma
ve Uygulama Merkezinde (NKUDHUAM) gerceklestirildi. Namik Kemal Universitesi
Deney Hayvanlari Yerel Etik Kurulu (NKUHADYEK) onayi alinarak deney
protokolune baglandi (Tarih: 17/10/2017- Karar no: 7). Siganlar standart laboratuvar
kosullarinda (22+2 °C, %60 nem, 12/12 karanlik aydinlik siklusu) icme suyu ve
standart pellet yemle beslendi. Calismada 40 adet eriskin, 250-300 g vucut agirligina
sahip erkek sican kullanildi. Calisma kapsaminda 4 farkli deneysel grup
olusturulmasi planlandi. Deney gruplari ve uygulamalar su sekildedir;

1. Kontrol grubu (n=10); higbir uygulama yada tedavi yapiimayan grup.

2. Kardiyak konttizyon grubu (n=10); Kontlizyon modeli uygulanan ve tedavi
verilmeyen grup.

3. Kardiyak kontiizyon + CAPE grubu (n=10); Kontlizyon modeli uygulanan ve 10
pmol/kg dozda CAPE (intraperitonal) verilen grup.

4. CAPE kontrol grubu (n=10); Kontliizyon olusturuimadan 10 ymol/kg dozda CAPE
(intraperitonal) verilen grup.

Kdant gogus travmasi islemi Kardiyak kontlizyon ve Kardiyak konttizyon+CAPE
gruplarina asagida aciklandigi gibi uygulandi. Hayvanlara genel anestezi ve
sedasyon uygulandiktan sonra Raghavendran ve ark. (2005) nin tanimladigi
prosedire gore supin pozisyonda platform Uzerinde sabitlenen sicanlarin sag
hemitoraksi Uzerine dusecek sekilde 50 cm yukseklikten 400 g agirliktaki metal
silindir serbest disme hareketi ile birakildi. E=m.g.h formuline goére; E=Enerji
(Joule), m=diisen cismin kitlesi (kg), g=yer ¢ekim sabiti (9.8 m/s?) toplamda 1.96
J'lUK enerjinin aktariimasi saglandi.

Kardiyak kontlizyon olusturulan sonra CAPE tedavisi alacak 3. gruba ve kontlizyon
olusturuimadan CAPE tedavisi alacak olan 4. gruba 7 gun boyunca CAPE 10
pMmol/kg dozda intraperitonal olarak uygulandi (Akil ve ark. 2016).

Yedinci ginun sonunda siganlar ketamin-ksilazin (90-10 mg/kg) anestezisi altinda
orta hattan agilarak kalpten kan alindi ve kalp dokusu elde edildi. Kan serumlari elde
edilip biyokimyasal analizler igin -80°C’ de muhafaza edildi. Kalp dokusu
histopatolojik-immunohistokimyasal incelemelerde kullaniimak Uzere rutin histolojik
takip yontemleri kullanilarak takip edildi.

Kalp dokusunun fiksasyon islemi %10’ luk noétral formalin igerisinde 48 saat
bekletiimesiyle gerceklestirildi. Fiksasyon iglemi sonrasinda dokular bir gece gesme
suyu ile yikandi. Ardindan artan alkol serisi (% 60-70-80-90-96-100) ile dehidrate
edildi ve ksilole alindi. Ksilol ile sefaflandirma islemi sonrasinda sirasiyla eriyik halde
bulunan yumusak parafin ve sert parafine alinarak parafin inklizyonu saglandi.
Parafin dispenser cihazi (Slee, MPS, Darmstat, Almanya) yardimiyla parafin bloklar
edildi. Elde edilen bloklardan yari motorize mikrotom (Slee, Cut 5062, Mainz,
Almanya) ile 5 ym kalinhginda elde edilen seri kesitler Hematoksilen-Eozin (H&E) ve
immunohistokimyasal boyamalarda kullanildi.

Kalp dokusunda meydana gelen histopatolojik degisikliklerin belirlenmesi H&E
boyanmis kesitlerde gercgeklestirildi. Ksilol ile deparafinize edilen kesitler azalan alkol
serisinden (% 100-96-90-80-70-60) gecirilerek suya indirildi. Cesme suyu ile 5 dk



yikandiktan sonra Hematoksilen soltisyonu ile 5 dk boyunca muamele edildi. Boyanin
fazlasi cesme suyu altinda alindiktan sonra kesitler 5 dk sure boyunca Eozin ile
muamele edilip tekrar gesme suyu ile yikandi. Yikama igleminden sonra dehidrasyon
islemi artan alkol serisi ile yapilarak kesitler ksilol icerisine alindi. Bir saatlik
sefaflandirma igleminin ardindan entallan yardimiyla kesitler kapatildi.

INOS ve TNF-a immunohistokimyasal boyamasinda indirekt immunohistokimysal
yontem kullanildi. Poly-L-Lisin kapli lamlar Gzerine alinan kalp dokusu kesitleri INOS
(136918, Cambridge, MA, USA) ve TNF-a (NBP1-19532, Novus Biologicals, Littleton,
CO, ABD) antikorlari ile isaretlendi. Kesitler, toluol ile deparafinizasyon iglemi
gerceklestirildikten sonra digsen (%100-90- 96-80- 70) alkol serisinden gecirilerek
suya alinan kesitler fosfat buffer solusyonunda (PBS) 3x5 dakika yikandi. Antijen geri
kazanimi asamasi sitrat buffer icerisine alinan doku kesitlerinin mikrodalga firinda
kaynatilmasi ile gercgeklestirildi. Oda sicakhginda soguma islemi tamamlandiktan
sonra PBS ile 3x5 dakika yikanarak, endojen peroksidaz aktivesini baskilamak igin
distile su ile hazirlanan %3’luk Hidrojen Peroksit (H202) c¢oOzeltisinde 10 dakika
bekletildi. Lamlar 3x5 dakika PBS ile yikandiktan sonra 6zgul olmayan baglanmalari
engellemek igin pappen ile havuz olusturulan kesitler Uzerine blok solisyonu 30
dakika sureyle uygulandi. Blok serumun uzaklastiriimasinin ardindan Uretici firma
primer antikorlar (iNOS; 1/100, TNF-a;1/100 dilusyonda) oda isinda nemli chamber
icerisinde uygulandi. Primer antikor uygulamasi sonrasinda kesitler PBS ile yikandi.
Sonrasinda biotinli sekonder antikorla 10 dakika nemli chamber igerisinde inklbe
edilerek PBS ile yikandi. HRP- streptavidin ile nemli chamber icerisinde 10 dakika
muamele edilen kesitler PBS ile yikandi. Tum immunohistokimyasal isaretlemelerde
kromojen olarak AEC (3-amino-9-ethylcarbazole) kullanildi. PBS ile yikanan kesitler
su bazli kapatma medyumu ile kapatilip 1sik mikroskop altinda incelenmeye hazir
hale getirildi.

Apoptotik hlcrelerin belirlenmesi amaciyla TUNEL boyamasi MerckMilipore S7101
ApopTag® Plus Peroxidase In Situ Apoptosis Kit kullanilarak yapildi. Parafin
bloklardan lam Gzerine alinan 5 pm’ lik kesitler 1 gece 37 °C’ lik etivde tutulduktan
sonra toluolde 3x5 dk bekletilerek parafinden iyice arindirilarak azalan alkol
serilerinden (%100, %95, %70) 3’er dk gegirilip distile suya indirildi. 5 dk distile suda
tutulan kesitlere daha sonra antijen iyilestirme amaciyla 15 dk oda isisinda proteinaz
K (20 pg/ml, Chemicon, 21627) uygulandi. Distile su ile yikanan kesitler endojen
peroksidaz aktivitesini baskilamak i¢cin metanolde hazirlanan %3’ luk H202" de 5 dk
bekletildi. Distile su ve PBS ile calkalandiktan sonra lam Uzerinde kesitlerin etrafi
hidrofobik kalem (Zymed, 00-8899) ile cizilerek havuz olugturuldu ve kesitlere 5 dk
oda 1sisinda dengeleme tamponu uygulandi. Daha sonra kesitler 37 °C’ de TdT
enziminde 1 saat bekletildikten sonra durdurmal/yikama tamponuyla 15 saniye
calkalandi ve oda i1sisinda 10 dk bekletildi. PBS ile yikanan kesitlere antidigoksigenin
konjugati uygulandi ve oda isisinda 30 dk tutuldu. Kesitlere 3 kez PBS ile yilkama
sonrasinda 10 dk diamino benzidin (DAB) kromojen solisyon uygulamasi yapildi.
Kesitler distile su ile yikandiktan sonra 3 dk Mayer's Hematoksilen uygulanarak zit
boyama yapildi. Toluol icersinde parlatma agsamasi yapildiktan sonra lamlar kapatma
medyumu yardimiyla lamel ile kapatildi ve isik mikroskobunda degerlendirmeye
alindi.

Kan ornekleri 5 dakika boyunca 4000 rpm devirde (Thermo / Heraeus Lobofuge 400
R, Thermo Scientific, Langenselbold, Almanya) santrifij edildi ve serum &rnekleri
biyokimyasal analiz i¢cin - 80 ° C' de saklandi. Kreatin kinaz (CK), CK-MB ve laktat



dehidrojenaz (LDH) serum seviyeleri, Ureticinin talimatlarina gore yari otomatik
biyokimyasal analiz cihazi (Cobas c501, Roche Diagnostics, Indianapolis, Indiana)
kullanilarak ol¢uldu. Serum C-TI duzeyi, bir kit kullanilarak sandvi¢ ELISA yontemi ile
belirlendi (Rat TNNI3 / Kardiyak Troponin | ELISA Kiti - LS-F37394, LSBio, Seattle,
WA).

Elde edilen preperatlar Olympus BX40 kamera atagmanli mikroskop ve goérintu
analiz programiyla (Kameram 2.1. Argenit, Istanbul, Turkiye) degerlendirildi. INOS ve
TNF-a boyanma yogunluklari semikantitatif olarak degerlendirildi (O; boyanma yok, 1;
zayif, 2; orta ve 3; guglu). Histopatolojik, immunohistokimyasal ve apoptotik
boyamalar NKU Tip Fakultesi Histoloji ve Embriyoloji AD laboratuvarinda; C-TI, CK,
CK-MB ve LDH parametrelerinin analizleri Tibbi Biyokimya Arastirma Labroratuvari
ve NKU Tip Fakultesi Hastanesi Biyokimya Laboratuvarinda gerceklestirildi.

istatistiksel analiz: Sayisal degerler SPSS programi kullanilarak istatistiksel olarak
degerlendirildi. Tum veriler ortalama standart sapma degerleri ile ifade edildi.
Gruplara ait sayisal parametreler non-parametrik test (Kruskal-Wallis) kullanilarak
degerlendirildi. lki yonlu karsilastirma yapilan gruplarda elde edilen dederlerin
anlamhligi Mann-Whitney U-testi ile élguldl. Gruplar arasindaki fark 0.05’ten daha az
oldugu durumda anlamli olarak kabul edildi.



BULGULAR
Histopatolojik bulgular

Kontrol grubu kalp dokusu incelendiginde kadiyomiyositlerin normal histolojik
gorinime sahip olduklari izlendi. Kas liflerinin dizenlenmesi saglikli doku yapisina
uygun olarak goézlendi (Sekil 1a). Kardiyak kontlizyon grubunda yer yer nekroz, kas
liflerinin dtzenli seyrinde bozulmalar ve miyofibriler kayiplar oldugu izlendi (Sekil 1b).
Kardiyak kontlizyon+CAPE grubunda ise kardiyak kontlizyon grubuna kiyasla
histopatolojik degisikliklerin azalmis oldugu izlendi (Sekil 1c). CAPE grubunun kontrol
grubu ile benzer histolojik yapi sergiledigi gdzlendi (Sekil 1d).

(a; kontrol, b; kardiyak kontlizyon, c; kardiyak kontlizyon+CAPE, d; CAPE, oklar;
nekrotik alanlar, bar; 100 um, H&E boyama)

Sekil 1. Kalp dokusu histopatolojik inceleme bulgular

immiinohistokimysal bulgular



TNF-a immunreaktivitesi bulgulari incelendiginde Kontrol ve CAPE grubunda pozitif
boyanma olmadigi gorualdi (Sekil 2a-d). Kadiyak kontiizyon grubunda kontrol
grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede bir artis oldugu goérulda (Sekil
2b). Kardiyak kontiizyon+CAPE grubunda ise Kardiyak kontlizyon grubuna kiyasla
TNF-a immunreaktivitesinde anlamli bir azalma oldugu gézlendi (Sekil 2c).

(a; kontrol, b; kardiyak kontlzyon, c; kardiyak kontizyon+CAPE, d; CAPE, okbasi;
TNF-a pozitif boyanan kardiyomiyositler, bar; 100 pm)

Sekil 2. Kalp dokusunda TNF-a boyamasina ait goruntuler

iINOS immunohistokimyasal boyama bulgulari incelendiginde Kontrol ve CAPE
gruplarinda zayif iINOS immdunreaktivitesi izlendi (Sekil 3a-d). Kardiyak kontiizyon
grubunda ise boyanmanin istatistiksel olarak anlamli derecede artmis oldugu
belirlendi (Sekil 3b). Kardiyak kontiuzyon+CAPE grubunda ise Kardiyak kontlzyon
grubuna goére anlamli derecede bir azalma oldugu belirlendi (Sekil 3c).



(a; kontrol, b; kardiyak kontlizyon, c; kardiyak kontlizyon+CAPE, d; CAPE, okKlar;
INOS pozitif boyanan kardiyomiyositler, bar; 100 pm)

Sekil 3. Kalp dokusu iNOS immunohistokimyasal boyamasi

TUNEL boyama bulgular

Kardiyomiyositlerde meydana gelen apoptozis kirtk DNA ugclarini igsaretlemeye
yarayan TUNEL metodu ile belirlendi. TUNEL boyamada pozitif hicrelerin
cekirdekleri koyu kahverengi olarak izlendi.

Kontrol ve CAPE grubunda TUNEL pozitif hiicreler hiicre ¢ok nadir gozlenebilirken
Ozellikle kardiyak konttizyon grubunda TUNEL pozitif hiicre sayisindaki artis belirgin
olarak izlendi (Sekil 4b). Kardiyak kontlzyon+CAPE grubunda ise TUNEL pozitif
hicreler kardiyak kontlizyon grubuna kiyasla daha seyrek olarak izlendi (Sekil 4c¢).



(a; kontrol, b; kardiyak kontlizyon, c; kardiyak kontlizyon+CAPE, d; CAPE, okKlar;
INOS pozitif boyanan kardiyomiyositler, bar; 100 pm)

Sekil 4. Kalp dokusunda TUNEL boyama bulgulari

Biyokimyasal bulgular

Gruplara ait serum CK, CK-MB, LDH ve C-TI seviyeleri Tablo 1' de verilmistir. Kint
gogus travmasi grubunda, kontrol grubuna kiyasla CK, CK-MB, LDH ve C-TI enzim
seviyelerinde istatistiksel olarak anlaml bir artig izlendi (p <0.01) ). CAPE tedavisinin
tum kardiyak enzim duzeylerinde, kardiyak travma grubuna gore anlamli bir azalma
sagladigi belirlendi (p <0.01).



Tablo 1. CAPE uygulamasinin serum CK, CK-MB, LDH ve C-TI seviyelerine etkisi

Grouplar CK (1U/L) CK-MB (lU/L) LDH (IU/L)  C-TI (pg/ml)
Kontrol 154.7+42.8 1954 +328 144.1+29.1 346.6+67.7
Kardiyak 339.9+93.3* 390.4 + 65.2* 225.7 + 514 + 43.9*
kontlizyon 27.9*

Kardiyak 162.8 + 232 £ 80.2** 155.3 + 360.1 + 32.4**
kontlizyon+CAPE 59.3** 38.8**

CAPE 168.9 + 28.1 201.3 + 37 166.8 +48.5 322.2+50.9

Veriler ortalamazstandart sapma seklinde ifade edilmistir

CK: Creatine kinase, CK-MB: Creatine kinase — muscle/brain, LDH; lactate
dehydrogenase, C-TI: cardiac troponin |, CAPE; Caffeic acid phenethyl ester, *; p <
0.01 kontrol grubu ile kiyaslandiginda, **; p < 0.01 kardiyak travma grubu ile
kiyaslandiginda



TARTISMA VE SONUG

Travma, 40 yasin altindaki kigilerde onde gelen oOlum nedenlerinden birisidir.
Kardiyovaskuler yaralanmalar, merkezi sinir sistemi yaralanmalarindan sonra ikinci
olum nedenidir. Her yil Amerika Birlesik Devletleri'nde yaklagik 30.000 kardiyak
travma vakasi gerceklesmektedir (Kalbitz ve ark. 2017). Kint kapali gogus travmasi
klinik serisinde, saptanmasi gu¢ olmakla birlikte, kardiyak hasar insidansinin % 8
ile% 76 arasinda oldugu bildirilmigtir (Feghali ve Prisant 1995). Bu genis aralik, temel
olarak kullanilan tani dlcitlerindeki farkhliktan ve bu tani igin altin standart test
olmamasindan kaynaklanmaktadir. Ote yandan majér kint travmadan sonra 6len
hastalarin otopsi calismalarinda, kardiyak kontlzyon insidansi % 14 ile % 16
arasinda bulunmustur (Wisner ve ark. 1990; EI-Chami ve ark. 2008).

Motorlu tasit kazalari, kant travmanin en 6nemli nedenidir, vakalarin % 81' ini
olusturur, bunu ezilme yaralanmalari izler (% 5.7) (Van Wijngaarden ve ark. 1997).
Kardiyopulmoner resusitasyon c¢aligsmalari sirasinda gogus kompresyonlari da kalp
yaralanmasina neden olabilir (EI-Chami ve ark. 2008).

Kalp yaralanmasinin mekanizmasi, kinetik kuvveti hastaya ileterek gogus duvari
Uzerinde dogrudan etki ile baglayan ve sternum ile omurga arasindaki kalbin
sikismasina neden olan bir dizi olaydan olusur (Orliaguet ve ark. 2001).

Kunt gbgus travmasi sonrasi kalpte, miyokardiyal kontizyon, miyokardiyal ruptur,
valvuler bozulmalar ve buyuk damarlara veya koroner arterlere zarar da dahil olmak
Uzere genis bir potansiyel yaralanma potansiyeli vardir. Ayrica perikard tutulumu ve
disritik komplikasyonlar ortaya ¢ikabilir (EI-Chami ve ark. 2008).

Bu deneysel calismada sican kunt gogus travmasi sonrasinda meydana gelen
kardiyak kontlzyon hasarina karsi CAPE’ nin kardiyak hasari onleyici etkisi histolojik,
immunohistokimyasal ve biyokimyasal yontemlerle ortaya koyulmustur.

Calismamizda kardiyak kontlizyon hasari histopatolojik olarak H&E boyama yontemi
ile ortaya konmustur. Onceki calismalara benzer olarak kardiyak kontlizyon grubu
kardiyomiyositlerde nekroz ve miyofibriller kayip bulgulari gdézlenmistir (Duran ve ark.
2014). CAPE uygulamasi yapilan grupta histopatolojik bulgular agisindan kardiyak
kontlzyon grubuna belirgin bir azalma izlenmigtir.

Kint gogus travmasi, inflamatuar bir cevabi tetikleyerek lokal ve sistemik
inflamasyonu tetikleyebilir (Hoth ve ark. 2006). Bu durum nétrofil ve makrofajlarin
aktivasyonunu tetikler, reaktif oksijen tdrlerinin (ROS), proteolitik enzimlerin ve
sitokinlerin salinimini artirir (Tiriit ve ark. 2009). G6gus travmasini takiben, interlékin
- 1 Beta (IL-1B), interldkin-6 (IL-6) ve TNF-a gibi proinflamatuar sitokinlerin sentezi
artmaktadir (Wu ve ark. 2012; Wu ve ark. 2013).

Gugla bir proinflamatuar sitokin olan TNF-a, romatoid artrit, inflamatuar barsak
hastaliklari, kanser, diyabet ve kardiyomiyopati gibi birgok hastaligin patogenezinde
onemli rol oynar (Shanmugam ve ark. 2016; Karaboga ve ark. 2017). TNF-a’ nin
fibroblastlar, makrofajlar ve kardiyomiyositler gibi hucrelerden salindigi, inflamatuar
mediatdrlerin ve sitokin aracili nétrofil gégtinin salinimi ile iliskili oldugu bildirilmistir
(Bradley 2008; Chen ve ark. 2014). TNF-a, reseptorlerine (TNFR1 ve TNFR2)
baglanarak; oksidatif stres, nitrik oksit sentaz (INOS) ekspresyonu, NF-kB ve
apoptozis aktivasyonu gibi bircok hiicresel surecleri diizenler (Ozsoy ve ark. 2008;
Varfolomeev ve Vucic 2008).



Nitrik oksit (NO), Nitrik oksit sentazin (NOS) katalizinde yer alan, birgok biyolojik
etkiye sahip bir haberci molekuldir (Chen ve ark. 2015). Kardiyovaskuler
hastaliklarin tedavisinde onemli bir rol oynar (Chen ve ark. 2013). NOS’ un 3 tipi
bulunmaktadir, bunlar iINOS, endotelyal nitrik oksit senaz (eNOS) ve néral nitrik oksit
sentaz (NNOS)’ tur (Tian ve ark. 2013). Kalp ve birgcok dokuda inflamasyon
durumunda iNOS aktivitesinde artis meydana gelmektedir (Otani 2009; Demir, Glizel
et al. 2014; Chen ve ark. 2015; Karaboga ve ark. 2017). Demir ve ark. (2014) ile
uyumlu olarak calismamizda da kardiyak kontlzyon olusturulan grupta kontrol
grubuna kiyasla iNOS aktivitesinde anlaml bir artis izlenmistir. CAPE uygulamasi ise
iINOS aktivitesinde anlaml bir azalma saglamistir.

Calismamizin sonuglarina paralel olarak, daha Onceki calismalarda kint gogus
travmasi modelinde artmigs TNF-a ekspresyonu bildirilmistir (Karaboga 2018; Demir
ve ark. 2014). Calismamizda, CAPE uygulamasinin immunohistokimyasal olarak
TNF-a ekspresyonunu inhibe ettigi goOsterilmistir. Hepatorenal oksidatif hasar,
demans, ulseratif kolit gibi birgok farkli deney modelinde CAPE' nin TNF-a sentezini
azalttigi ve doku hasarini 6nledigi bildirilmistir (Fitzpatrick ve ark. 2001; Cakir ve ark.
2011; Kumar ve ark. 2017).

in vivo ve in vitro calismalar, kardiyak apoptoz ile TNF-a ekspresyonunun iligkili
oldugunu bildirmistir. Yu ve dig. TNF-a 'nin kardiyomiyosit hlicre kiltariinde NF-kB ve
P38 Mitojen ile aktive olmus protein kinazlar (MAPK) yollarini aktive ederek
apoptosisi indukledigini gostermistir (Yu ve ark. 2014). Benzer sekilde Wang ve ark
(2015) TNF-a 'nin kardiyomiyosit hicre kulturinde kaspaz-3 ve kaspaz-12' yi aktive
ederek apoptosisi tetikledigini gostermistirlerdir (Wang, Zhao et al. 2015). Duran ve
ark. kint gogus travmasi ile induklenen kardiyak yaralanma modelinde artmis
proinflamatuvar INOS ve anti-apoptotik Bcl-2 ekspresyonunun azaldidi bildirilmistir
(Duran ve ark. 2014). Bizim calismamizda kardiyak apoptozis TUNEL ydntemi ile
gosterilmistir. Kardiyak kontlizyon + CAPE grubunda, kardiyak kontlizyon grubuna
kiyasla, CAPE tedavisi apoptotik hiicre sayisinda anlamli bir digtise neden olmustur
(p <0.05).

Elektrokardiyografi ve anjiyografi gibi yontemlerin yani sira klinik ve deneysel
calismalarda kardiyak hasari belirlemek igin kardiyak hasar biyobelirtegleri, LDH, CK,
CK-MB ve C-TI seviyelerinin belirlenmesi sikga kullaniimaktadir (Yu ve ark. 2014;
Bodor 2016). CK, CK-MB ve LDH kardiyomiyositlerde bulunan sitoplazmik
enzimlerdir. Bu enzimlerin serum seviyesini artmasi, kardiyomiyosit hicre zarinda
meydana gelen hasarin belirteci olarak kabul edilir (Cheng ve ark. 2018). C-TI,
kardiyomiyositlerin miyofibriler kontraktil aparatinin distik molekuler agirlikhi bir
protein bilesenidir ve aktin-miyozin miyofilamentlerinin degradasyonu ile artan serum
seviyeleri ile guclu bir kardiyak hasar gostergesidir (Joukar ve ark. 2014; Dhivya ve
ark. 2017). Miyokardiyal iskeminin modelinde Cheng ve ark. histopatolojik bulgularla
uyumlu olarak kardiyak enzim (CK, CK-MB, LDH, C-Tl) sentezi ve TNF-a
ekspresyonunda anlamli bir artig bildirmislerdir (Cheng ve ark. 2018). Ayrica, TNF-o'
daki artisin Bax ve kaspaz-3 aktivasyonunu uyararak kardiyak apoptozu artirdigini
bildirmislerdir. Bizim ¢alismamizda, kardiyak kontlizyon grubunda daha 6nce yapilan
¢alismalarla uyumlu olarak LDH, CK, CK-MB ve C-TI diuzeylerinde artis saptanmistir
(Demir ve ark. 2014; Duran ve ark. 2014). CAPE tedavisi hem histopatolojik bulgulari
hem de kardiyak hasar biyobelirteclerini 6nemli dlgude iyilesme saglamistir.



Sonug olarak, bu galigmada kunt gogus travmasi sonucu kalp dokusunda nekroz ve
miyofibriler kayip gibi histopatolojik degisiklikler saptandi. CAPE uygulamasi kardiyak
dokudaki histopatolojik degisikliklerin azaltmasinin yani sira kardiyak hasar
belirtecleri (CK, CK-MB, LDH ve C-TI) ve TNF-a ekspresyonunda iyilesme
saglamistir. Bulgular, kint gégus travmasini takiben uygulanan CAPE' nin kardiyak
kontlizyona karsl koruyucu etkisini acgikga gostermektedir. CAPE kardiyak hasari
Onleyici bir ajan olarak kullanilabilir, ancak ayrintili mekanizmasinin aydinlatiimasi
icin daha ileri caligmalara ihtiya¢ vardir.
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