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ABSTRACT
Aim: Renal ischemia-reperfusion injury (RI/RI) damages many organs, especially the kidney. Phosphodiesterase (PDE) 5 inhibitors has antioxidant 
and anti-inflammatory effects. Avanafil (AVA) is a second-generation PDE 5 inhibitor with greater PDE isoform selectivity. The aim of this study is 
to investigate the effects of AVA on RI/RI in rats.

Materials and Methods: Forty rats were randomly divided into five groups (n=8): Sham; AVA 10; RI/RI; RI/RI + 5 mg/kg AVA, and RI/RI + 10 mg/
kg AVA. RI/RI in rats was established by clamping renal artery. An acute surgical experiment was performed for the induction of renal ischemia 

ÖZ
Amaç: Renal iskemi-reperfüzyon hasarı (RI/RI) başta böbrek olmak üzere birçok organa zarar verir. Fosfodiesteraz (PDE) 5 inhibitörleri, antioksidan 
ve anti-enflamatuvar etkilere sahiptir. Avanafil (AVA), daha yüksek PDE izoform seçiciliğine sahip ikinci nesil bir PDE 5 inhibitörüdür. Bu çalışmanın 
amacı sıçanlarda RI/RI üzerine AVA’nın etkilerini incelemektir.

Gereç ve Yöntem: Kırk sıçan rastgele beş gruba (n=8) ayrıldı: Kontrol; AVA 10 mg/kg; RI/RI; RI/RI + 5 mg/kg AVA ve RI/RI + 10 mg/kg AVA. RI/RI sıçan 
modeli, renal arter klemplenerek oluşturuldu. Renal arter klempleme ile 45 dakika renal iskemi indüksiyonu ve ardından 24 saat reperfüzyon için 
akut bir cerrahi deney yapıldı. AVA, iskemiden 6 ve 1 saat önce oral olarak sonda ile uygulandı. Yirmi dört saatlik reperfüzyondan sonra moleküler ve 
biyokimyasal inceleme için böbrek dokuları çıkarıldı. Böbrek dokuları biyokimyasal [ELISA ile malondialdehit (MDA) ve glutatyon (GSH)], moleküler 
[qRT-PCR ile IL-1β, nükleer faktör-kappa B (NF-κB), and tümör nekroz faktörü-alfa (TNF-α) mRNA gen ekspresyonları] ve histopatolojik (Harris 
hematoksilen ve eosin Y ile boyama) olarak incelendi.

Bulgular: AVA uygulaması, RI/RI’nin sebep olduğu MDA ve GSH düzeylerindeki değişiklikleri iyileştirdi. AVA tedavisi iskemi/reperfüzyon hasarından 
kaynaklanan böbrek dokularındaki IL-1β, NF-κB ve TNF-α mRNA gen ekspresyonlarındaki artışı düzeltti. AVA uygulaması renal iskemi reperfüzyonun 
neden olduğu böbrek dokularındaki histopatolojik hasarı iyileştirdi. Ayrıca kontrol grubuna en yakın değerler RI/RI’li sıçanlara 10 mg/kg AVA 
uygulanması ile elde edildi.

Sonuç: AVA uygulaması, iskemi/reperfüzyon hasarında önemli olabilecek oksidatif stresi ve enflamatuvar kaskadları hafifleterek RI/RI kaynaklı doku 
hasarını iyileştirmiştir. Bu bulgular, RI/RI’yi tedavi etmek için AVA kullanımına ilişkin mekanik bir temel sağlayabilir.

Anahtar Kelimeler: Anti-enflamatuvar, antioksidan, avanafil, fosfodiesteraz 5 inhibitörü, renal iskemi/reperfüzyon hasarı
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GİRİŞ

Böbrekler vücutta en çok kan alışverişi olan organlardan biridir 
ve bu da onları kan perfüzyonundaki değişikliklere karşı son 
derece savunmasız hale getirmektedir1. Fizyolojik işlevlerde 
önemli bir rol oynarlar2. İskemi/reperfüzyon durumunda, hem 
moleküler hem de hücresel olaylar, reaktif oksijen türlerini 
(ROS) serbest bırakarak, sitokinlerin etkilerini güçlendirip 
lökositleri toplayarak dokuların normal fonksiyonunu bozan 
bir enflamatuvar kaskadı başlatır. Reperfüzyon, iskemik dokuya 
adenozin trifosfat sentezi için substrat ve oksijen sağlayan 
kritik bir süreçtir. Bununla birlikte ilave ROS üreterek doku 
hasarını şiddetlendirir3. Aşırı ROS üretimi, ROS’un tetiklemesiyle 
anormal sinyal yolakları ile renal iskemi-reperfüzyon hasarına 
(RI/RI), enflamatuvar infiltrasyona, hücresel bozukluğa ve renal 
hücre ölümüne neden olur4. Ayrıca, giderek artan kanıtlara 
göre, reperfüzyon süresi ve yeniden oksijenlenme aşaması 
böbrek üzerindeki olumsuz etkilerin temel nedenleridir5. RI/RI 
bir enfarktüs, sepsis veya organ nakli sonrasında ortaya çıkabilir 
ve ROS, kemokinler, proenflamatuvar sitokinler ve lökositleri 
içeren bir enflamatuvar kaskadı aktive ederek doku hasarını 
büyütür6. Üretilen ROS, lipit peroksidasyonunu tetikler [son ürün 
olarak üretilen malondialdehit (MDA) ile]7. Lipid oksidasyonu 
ile artan MDA seviyeleri hücre zarı fonksiyonlarına ve hücresel 
bütünlüğe zarar verir8,9. Glutatyon (GSH) gibi enzimatik 
olmayan bileşiklerin konsantrasyonlarının arttırılması, oksidatif 
hasara karşı hücresel savunma sistemini uyarır10. Ayrıca I/R 
kaynaklı ROS üretimi NF-kB’nin11 aktivasyonuna neden olur. 
Nükleer faktör-kappa B (NF-κB) aktivasyonu, tümör nekroz 
faktörü-alfa (TNF-α) dahil olmak üzere proenflamatuvar 
sitokinlerin transkripsiyonunu arttırır12. TNF-α, IL-1β ve diğer 
enflamatuvar belirteçlerin üretimini teşvik ederek doku ve 
organlara verilen zararı şiddetlendirebilir13. Böylece RI/RI’da 
birçok farklı enflamatuvar mediatör rol alır. Sonuç olarak, anti-
oksidatif ve anti-enflamatuvar dahil olmak üzere çok sayıda 
etkiye sahip olan ve tübüler nekroz özelliklerini inhibe eden 
farmakolojik ajanlar, böbrek dokusu hasarını önlemek için 
umut verici bir yaklaşım olabilir.

Fosfodiesteraz (PDE) 5 inhibitörleri, erektil disfonksiyonun yanı 
sıra prostat hiperplazisi, hipertansiyon ve koroner kalp hastalığı 

gibi diğer birçok hastalığın yaygın olarak kullanılan birincil 
tedavisidir14. Klinik öncesi çalışmalar, PDE 5 inhibisyonunun 
böbreklerdeki oksidatif ve enflamatuvar hasarı azaltabildiğini, 
bunun sonucunda albüminüri, glomerüler hiperfiltrasyon ve 
hipertrofinin azalmasına ve genel olarak glomerülosklerozun 
azalmasına neden olabileceğini göstermiştir15. Böbrek 
dokusu hasarındaki bu renoprotektif etkiler ve artışlar, hem 
hemodinamik hem de intrarenal antioksidan, anti-enflamatuvar 
ve anti-proliferatif mekanizmalar yoluyla PDE 5 inhibitör 
aktivitesine atfedilebilir16. Avanafil (AVA) ikinci nesil bir PDE 5 
inhibitörüdür. Gıda ve İlaç Dairesi ve Avrupa İlaç Ajansı, AVA’yı 
2013 yılında PDE 5 inhibitör bileşikleri olarak tanıtmıştır17. 
AVA, PDE izoformuna daha seçicidir ve birinci nesil PDE 5 
inhibitörlerinden farklı fiziksel ve kimyasal özelliklere sahiptir18. 
Deneysel çalışmalarda, çeşitli PDE 5 inhibitörlerinin iskemi/
reperfüzyon kaynaklı doku hasarı üzerindeki savunma etkileri, 
miyokard19, omurilik20, beyin21, yumurtalık22, ve hatta böbrek14 

dahil çeşitli dokularda kanıtlanmıştır. AVA’nın nefropati gibi 
çeşitli renal durumlardaki etkileri de ayrıca araştırılmıştır23,24. 
Ancak AVA’nın iskemi/reperfüzyona bağlı renal doku hasarı 
üzerindeki etkisi bilinmemektedir. Bu bilgiler ışığında AVA’nın 
sıçanlarda RI/RI üzerindeki olası koruyucu etkilerini araştırmayı 
tasarladık. Ayrıca altta yatan mekanizmalar moleküler, 
biyokimyasal ve histopatolojik olarak araştırıldı.

GEREÇ VE YÖNTEM

Hayvanlar 

Bu çalışmada Ankara Üniversitesi Tıbbi Deneysel Uygulama 
ve Araştırma Merkezi’nden 4-5 aylık (ağırlık: 250-290 gr) 40 
adet Wistar sıçan satın alındı. Tüm hayvanlar standart koşullar 
altında (sıcaklık: 22±1 °C, nispi nem: %40-80, 12 saat aydınlık-
karanlık döngüsü) standart plastik kafeslerde tutuldu. Deney 
boyunca hayvanlar, olağan sıçan suyuna ve yiyeceğine (ad 
libitum) sınırsız erişime sahipti. Tüm deneysel prosedürler, 
laboratuvar hayvanlarının kullanımı ve bakımına ilişkin ulusal 
yönergelere uygun olarak gerçekleştirildi.

Bu hayvan çalışması ve tüm protokolleri Atatürk Üniversitesi 
Tıbbi Deneysel Uygulama ve Araştırma Merkezi Etik Kurulu 

for 45 min by renal artery clamping followed by reperfusion for 24 h. Kidney tissues were investigated biochemically [malondialdehyde (MDA) 
and glutathione (GSH) with ELISA], molecularly [relative quantification of IL-1β, nuclear factor-kappa B (NF-κB), and tumor necrosis factor-alpha 
(TNF-α) mRNA gene expression with qRT-PCR], and histopathologically (staining with Harris hematoxylin and eosin Y).

Results: AVA administration ameliorated disturbances in MDA and GSH levels caused by RI/RI. AVA treatment improved the increase in the mRNA 
expressions of IL-1β, NF-κB, and TNF-α in kidney tissues induced ischemia/reperfusion injury. AVA administration ameliorated histopathologic injury 
in kidney tissues caused by renal ischemia reperfusion. Moreover, the values closest to those of the sham group were obtained by administering 10 
mg/kg AVA to rats with RI/RI.

Conclusion: AVA administration improved renal ischemia/reperfusion-induced tissue injury by alleviating oxidative stress and inflammatory cascades 
that could be important in ischemia-reperfusion injury. These findings may provide a mechanistic basis for using AVA to treat RI/RI.

Keywords: Anti-inflammatory, antioxidant, avanafil, phosphodiesterase 5 inhibitor, renal ischemia/reperfusion injury
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tarafından 04-04-2022 tarihinde E-75296309-050.01.04-
2200103613 belge numarasıyla onaylandı.

Kimyasallar

PDE 5 inhibitörü AVA (miktar: 1 g), BLDpharm Company’den 
(Cat. No: BD289977, MW: 483.95) satın alındı. Ksilazin (%2 
basilazin) BioTek, Türkiye’den ve ketamin (ketalar 500 mg/10 
mL) Pfizer, Türkiye’den temin edildi. Laboratuvar deneylerinde 
tamamı Sigma ve Merck’ten (Almanya) satın alınan ilave 
kimyasallar gerekti.

Deneysel Strateji

Kırk sıçan rastgele 5 gruba ayrıldı (grup başına n=8, Tablo 
1). AVA’nın yarı ömrü 6 saat olduğundan, ilgili gruplara 
operasyondan 6 ve 1 saat önce AVA (5 ve 10 mg/kg) oral olarak 
gavaj yoluyla uygulandı25,26.

Renal İskemi/Reperfüzyon Hasarına Neden Olan Cerrahi 
Prosedür

Tüm hayvanlara 80 mg/kg ketamin + 8 mg/kg ksilazin 
enjeksiyonu ile anestezi uygulandı. Dorsal duvar dezenfekte 
edildikten sonra arka dorsal orta hat alanı boyunca 2,5 cm’lik 
uzunlamasına bir kesi yapıldı ve sağ nefrektomi uygulandı. RI/
RI elde etmek için damarlara 45 dakika boyunca böbrekteki 
renal arteri tıkayan bir klemp uygulandı. Organın kendisi ekstra 
bir özenle zarar görmekten korundu. Böbreğin tamamındaki 
renk değişiklikleri, oklüsyonun etkinliğine dair kanıt sağladı. 
Daha sonra, klemp çıkarıldıktan sonra böbreklere kan akışını 
sağlamak için sıçanlara 24 saat boyunca dikkatli bir şekilde 
reperfüzyon uygulandı (Tablo 1)27,28. Ameliyattan sonra tüm 
hayvanlar hipotermiden korunmak için sıcak tutuldu. 24 saatlik 
reperfüzyon fazının tamamlanmasının ardından tüm sıçanlara 
yüksek doz ketamin-ksilazin ile anestezi uygulandı. Tüm böbrek 
dokuları toplanıp biyokimyasal ve moleküler incelemeler için 
-80 °C’de, histopatolojik incelemeler için ise %10’luk formalin 
solüsyonunda saklandı.

Biyokimyasal İncelemeler

Biyokimyasal incelemeler için ayrılan tüm numunelerin 100 
mg’ı 1 mL PBS ile işlendi, bir Tissue Lyser II (Qiagen) ile sıvı 
nitrojen içerisinde öğütüldü ve santrifüjlendi. Santrifüj ile elde 

edilen süpernatanlar numune olarak kullanıldı. MDA seviyeleri29 
ve GSH30 seviyeleri, ELISA okuyucusu kullanılarak belirlendi31. 
Böbrek dokularının MDA ve GSH düzeyleri sırasıyla nmol/mg 
protein olarak ifade edildi. Her bir veri seti için ortalama ve 
standart sapma, her bir mg protein birimi için gösterildi.

Protein Determinasyonu

Ticari protein standartları [Sigma Aldrich, total protein kit-
TP0300-1KT-(ABD)] kullanılarak, protein konsantrasyonlarını 
hesaplamak için Lowry tekniği uygulandı32.

Moleküler İnceleme 

Gen Ekspresyonları Analizi

İnterlökin-1 beta (IL-1β), NF-κB ve TNF-α mRNA ekspresyon 
seviyelerini değerlendirmek için bir qRT-PCR dizayn edildi. 
Bunun için böbrek dokuları homojenize edildi, RNA izole edildi, 
cDNA oluşturuldu ve çeşitli mRNA’ların ekspresyon seviyeleri 
kantitatif olarak değerlendirildi.

Böbrek Dokularından RNA Ekstraksiyonu 

Böbrek dokusu örnekleri 20 mg’da ayrı ayrı ölçüldü. Numuneler 
RNAlater RNA stabilizasyon reaktifi (Qiagen) içerisinde 
stabilize edildi ve Tissue Lyser II (Qiagen) ile homojenleştirildi. 
RNeasy Mini Kit Qiagen kullanılarak ve üreticinin Qiaqube’deki 
(Qiagen, Hilden, Almanya) talimatları takip edilerek toplam 
RNA saflaştırıldı. Toplam mRNA miktarı, 260 nm’den nanodrop 
spektrofotometri (All Sheng) kullanılarak belirlendi33.

Revers-Transkriptaz Reaksiyonu ve cDNA Sentezi

Toplam RNA’dan cDNA üretimi, Yüksek Kapasiteli cDNA Revers 
Transkripsiyon Kiti (Applied Biosystems, Foster City, CA, ABD) 
kullanılarak gerçekleştirildi. Her reaksiyon için 10 μL RNA 
kullanıldı. Sıcaklık ölçümlerine göre T100 Thermal Cycler (BIO-
RAD) ile cDNA sentezi sağlandı. Nanodrop spektrofotometri 
(All Sheng) kullanılarak cDNA miktarı belirlendi ve elde edilen 
cDNA -20 °C’de tutuldu. cDNA sentez reaksiyonu için şu 
bileşenler kullanıldı: toplam RNA (10 µL), 25X dNTP mix (0,8 
uL), 10X RT random primerler (2 uL), revers transkripsiyon 10X 
tampon (2 uL), dietilpirokarbonat H2O (4,2 uL) ve MultiScribe 
revers transkriptaz (1 uL). cDNA konsantrasyonları, Epoch 

Tablo 1. Böbrek dokusundaki AVA’nın RI/RI üzerindeki etkilerini araştırmaya yönelik deney grupları ve tasarımlar

Gruplar Operasyon öncesi  
6. ve 1. saat İskemi kaynaklı 0. saat İskemi sonrası  

45. dakika
Reperfüzyon kaynaklı 
24. saat 

1 Sham Sham operasyonu Sakrifikasyon

2 AVA 10 mg/kg AVA Sham operasyonu Sakrifikasyon

3 RI/RI İskemi Reperfüzyon Sakrifikasyon

4 RI/RI + AVA 5 mg/kg AVA İskemi Reperfüzyon Sakrifikasyon

5 RI/RI + AVA 10 mg/kg AVA İskemi Reperfüzyon Sakrifikasyon

AVA: Avanafil, AVA 5: 5 mg/kg AVA, AVA 10: 10 mg/kg AVA, RI/RI: Renal iskemi/reperfüzyon hasarı
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Spektrofotometre Sistemi ve Take3 Plate (Biotek) kullanılarak 
değerlendirildi ve ölçüldü34,35.

IL-1β, NF-κB ve TNF-α mRNA Gen Ekspresyonunun qRT-
PCR ile Kantitatif Determinasyonu

StepOnePlus qRT-PCR Sistemi teknolojisi (Applied Biosystems, 
ABD) ve sıçanların RNA’sından üretilen cDNA kullanılarak, rölatif 
analizler ve IL-1β, NF-κB ve TNF-α ekspresyon analizleri daha 
önce açıklandığı şekilde yapıldı36. TaqMan Gen Ekspresyonu 
Analizleri: qRT-PCR için sıçan IL-1β (Rn00580432_m1), sıçan 
NFKβ (Rn01399583_m1) ve sıçan TNF-α (Rn00562055_m1) 
primerleri kullanıldı. Her dokudaki β-aktin (housekeeping 
gen) (Rn00667869_m1) ekspresyon sonuçları referans gen 
olarak kullanıldı. 100 ng cDNA için aşağıdaki TaqMan® gen 
ekspresyonu assayleri, 100 ng cDNA, 10 μL TaqMan master 
mix ve 1 μL assay ile 40 döngü boyunca pipetlendi ve RNaz 
içermeyen H2O ile 20 μL’ye tamamlandı. Döngü eşiği (Ct), qRT-
PCR deneylerinde gözlenen floresan sinyal miktarının en düşük 
değeri aştığı döngü sayısıdır. Ct değerleri otomatik olarak delta 
delta Ct’ye (2-∆∆Ct)37 dönüştürüldü ve bulgular istatistiksel 
olarak analiz edildi.

Histopatolojik Analiz

Solüsyonların hazırlanması aşaması, doku örneklerinin 
dehidrasyonu ve temizlenmesi, kesit planlaması ve Harris 

hematoksilen ve eosin Y ile boyama işlemlerinin tümü 
histopatolojik değerlendirme için daha önceki çalışmalarda 
yapılmıştır38. Histopatolojik analiz için sıçanlardan elde edilen 
böbrek dokusu kesitleri, 48 saat süreyle %3,7 formaldehit (%10 
formalin) solüsyonunda hızlı bir şekilde sabitlendi. %50, %70, 
%80, %96 ve %99 oranlarında artan alkol konsantrasyonlarının 
her serisi için, tüm dokular dehidrasyonu test etmek üzere 1 
saat süreyle muhafaza edildi. Dokular bir ksilen solüsyonunda 
üç ila on beş dakika süre arasında temizlendi. İnfiltrasyon 
için erimiş sıvı parafin içinde muhafaza edildi. Dokular 
işlendikten sonra titizlikle parafinde bloke edildi. Bloklamanın 
ardından histopatolojik analiz için her bir parafin doku bloğu 
5 mikrometre kalınlığa kadar kesildi. Yapışkanla kaplanan 
slayt üzerinde parafin kesitler kesildi. Daha sonra tüm 
kesitler Harris hematoksilen ve eosin Y kullanılarak boyandı. 
Histopatolojik incelemeler için böbrek dokularındaki tübüler 
nekroz, enflamasyon ve kanama alanları ışık mikroskobunda 
değerlendirildi.

İstatistiksel ve Semi-Kantitatif Analiz 

Moleküler sonuçların (IL-1β, NF-kB ve TNF-α) ve biyokimyasal 
sonuçların (MDA ve GSH) istatistiksel analizi için GraphPad 
Prism, versiyon 5.0 kullanıldı ve sonuçlar ortalama±standart 
sapma olarak sunuldu. Gruplar arasındaki karşılaştırmalar One-
Way ANOVA ve Tukey’in çoklu karşılaştırma testleri kullanılarak 

Şekil 1. AVA’nın böbrek dokusundaki RI/RI üzerindeki etkilerinin biyokimyasal sonuçları. A) MDA düzeyleri (nmol/mg protein). B. 
GSH düzeyleri (nmol/mg protein). AVA 5: 5 mg/kg AVA; AVA 10: 10 mg/kg AVA. MDA ve GSH düzeyleri modifiye yöntemlere göre 
ELISA okuyucusu ile ölçüldü. İstatistiksel analiz için GraphPad Prism, versiyon 5.0 kullanıldı ve sonuçlar ortalama±standart sapma 
olarak sunuldu. Gruplar arasındaki karşılaştırmalar One-Way ANOVA ve Tukey’in çoklu karşılaştırma testleri kullanılarak yapıldı; p 
değerinin 0,05’ten küçük olması istatistiksel olarak anlamlı kabul edildi. Sham grubuyla (#p<0,05, ##p<0,01, ###p<0,001) ve RI/RI 
grubuyla karşılaştırıldığında (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001) tüm gruplar arasında anlamlı farklılıklar tespit edildi

AVA: Avanafil, RI/RI: Renal iskemi-reperfüzyon hasarı, MDA: Malondialdehit, GSH: Glutatyon
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yapıldı, anlamlılık p<0,05 olarak kabul edildi. P değerinin 
0,05’ten küçük olması istatistiksel olarak anlamlı kabul edildi. 
Sham grubuyla (#p<0,05, ##p<0,01, ###p<0,001) ve RI/RI 
grubuyla karşılaştırıldığında (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001) 
tüm gruplar arasında anlamlı farklılıklar tespit edildi.

Tüm gruplar arasında histopatolojik verilerin karşılaştırılması 
ve doku hasarının boyutunun daha iyi gösterilmesi amacıyla 
tübüler nekroz, enflamasyon ve kanama bulgularının varlığı 
semikantitatif olarak, yok: 0, az: 1, orta: 2 ve şiddetli: 3 olarak 
skorlandı. Her doku slaytı için x100 büyütmede en az beş 
alan değerlendirildi ve medyan boyama konsantrasyon puanı 
dikkate alındı. Grupları karşılaştırmak için One-Way ANOVA ve 
Tukey’in çoklu karşılaştırma testleri kullanıldı (*p<0,0)39.

AVA’nın Renal Dokuda Oksidan ve Antioksidan Parametreler 
Üzerindeki Etkileri 

AVA’nın antioksidan etkisini araştırmak için MDA (Şekil 1A) 
ve GSH (Şekil 1B) seviyeleri araştırıldı. Oksidan durumun bir 
göstergesi olan MDA düzeyleri, RI/RI grubunda arttı (p<0,001). 
AVA uygulaması, RI/RI grubuna kıyasla MDA seviyelerini doza 
bağlı bir şekilde azalttı. Antioksidan durumun bir işareti olan 
GSH seviyeleri, sham gruba kıyasla RI/RI grubunda önemli 
ölçüde düşüktü (p<0,001). Doza bağlı bir şekilde AVA tedavisi, 

iskemi/reperfüzyonun neden olduğu GSH seviyelerindeki 
düşüşü azalttı.

Renal Dokuda AVA’nın Anti-Enflamatuvar Parametreler 
Üzerindeki Etkileri 

AVA’nın anti-enflamatuvar etkisini araştırmak için, sıçanların 
böbrek dokusundaki IL-1β (Şekil 2A), NF-kB (Şekil 2B) ve TNF-α 
(Şekil 2C) mRNA ekspresyon seviyeleri analiz edildi. Anti-
enflamatuvar durumun göstergeleri olan IL-1β, NF-kB ve TNF-α 
mRNA ekspresyonu, sham gruba kıyasla RI/RI grubunda anlamlı 
derecede arttı (p<0,001). AVA tedavisi, iskemi/reperfüzyonun 
neden olduğu IL-1β, NF-kB ve TNF-α mRNA ekspresyonundaki 
artışı doza bağlı bir şekilde geliştirdi (p<0,001).

AVA’nın Böbrek Dokusundaki Histopatolojik Değişiklikler 
Üzerindeki Etkileri

Işık Mikroskopu Sonuçları

AVA’nın RI/RI’deki histopatolojik etkisini araştırmak için böbrek 
dokusu örnekleri Harris hematoksilen ve eosin Y boyama ile 
boyandı ve ışık mikroskobu ile değerlendirildi (Şekil 3A-E). 
Ayrıca histopatolojik bulguların semi-kantitatif skorlaması 
Şekil 3F’de gösterilmiştir.

Şekil 2. AVA’nın böbrek dokusundaki RI/RI üzerindeki etkilerinin moleküler sonuçları. A) IL-1β mRNA ekspresyon seviyeleri. B) NF-
κB ekspresyon seviyeleri. C) TNF-α mRNA ekspresyon düzeyi. AVA 5: 5 mg/kg AVA; AVA 10: 10 mg/kg AVA. mRNA’ların ekspresyonu, 
qRT-PCR analizi kullanılarak tespit edildi. Referans gen olarak β-aktin kullanıldı. İstatistiksel analiz için GraphPad Prism, versiyon 5.0 
kullanıldı ve sonuçlar ortalama±standart sapma olarak sunuldu. Gruplar arasındaki karşılaştırmalar One-Way ANOVA ve Tukey’in 
çoklu karşılaştırma testleri kullanılarak yapıldı; p değerinin 0,05’ten küçük olması istatistiksel olarak anlamlı kabul edildi. Sham 
grubuyla (#p<0,05, ##p<0,01, ###p<0,001) ve RI/RI grubuyla karşılaştırıldığında (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001) tüm gruplar 
arasında anlamlı farklılıklar tespit edildi

AVA: Avanafil, RI/RI: Renal iskemi-reperfüzyon hasarı, MDA: Malondialdehit, GSH: Glutatyon, NF-κB: Nükleer faktör-kappa B, TNF-α: Tümör 
nekroz faktörü-alfa
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Işık mikroskobu altında sham grubun böbrek dokularında 
normal görünümlü glomerüler yapılar ile distal ve proksimal 
tübül yapıları gözlendi (Şekil 3A). AVA10 grubunun böbrek 
dokularında herhangi bir patolojik hasar gözlenmedi. Bu 
grubun glomerüler, distal ve proksimal tübül yapılarının 
histopatolojik görünümünün ışık mikroskobik bulguları sham 
grubununkine benzerdi (Şekil 3B).

RI/RI grubunun böbrek dokusu örneklerinde iskemi/
reperfüzyonun neden olduğu ciddi doku hasarı belirtileri 
gözlendi. Bu grubun böbrek dokularında glomerulus, distal 
ve proksimal tübüller (yıldız) çevresinde eritrosit hücrelerinin 
yığınlar oluşturduğu kanama alanları gözlendi. Bazı bölgelerde 
(halka) enflamatuvar hücrelere rastlandı. Glomerüler yapılarda 
dilatasyonla birlikte proksimal ve distal tübüllerde nekrotik 
hücre ölümüne bağlı bozulmalar gözlendi (Şekil 3C).

İskemi/reperfüzyondan kaynaklanan histopatolojik hasar, 
AVA uygulanan gruplarda doza bağlı olarak iyileşti (Şekil 3D, 
3E). Ayrıca 10 mg/kg AVA uygulanan grubun histopatolojik 
görünümü sham gruba benzerdi (Şekil 3E).

TARTIŞMA 

RI/RI, düşük kan akışına neden olarak iskemik dokularda 
ek organ hasarına ve ardından kan akışının restorasyonuna 
neden olan patolojik bir durumdur40. RI/RI başta böbrek 
olmak üzere birçok organa zarar vererek mortalite oranını 
artırmaktadır. RI/RI, son dönem böbrek yetmezliğinin ve 
kronik böbrek yetmezliğinin önemli bir nedeni olarak kabul 
edilmektedir. Böbrek nakli, emboli travması, damar ve kalp 
cerrahisi, ateroskleroz ve kronik renal arter stenozu, böbrekleri 
RI/RI’ye maruz bırakabilecek durumlardan birkaçıdır41. Ayrıca 
RI/RI hastaların %60’ından fazlasında akut böbrek hasarının 
nedenidir42. İskemik böbreğin reperfüzyonu nekroza veya 
apoptoza yol açar, bu da enflamatuvar ve oksidatif durumu 
şiddetlendirir ve hücresel bütünlüğe zarar verir. Bu durumun 
birincil patofizyolojik mekanizmaları ROS salınımını ve 
proenflamatuvar medyatörlerin oluşumunu kapsamaktadır43. 
Bu bilgiyi akılda tutarak, bu çalışmada bir PDE 5 inhibitörü olan 
AVA’nın sıçanlarda RI/RI üzerindeki etkilerini biyokimyasal, 
moleküler ve histopatolojik analizlerle belirlemeyi amaçladık.

ROS ve oksidatif stres böbrek dokusu hasarının gelişiminde 
önemli faktörlerdir44. RI/RI boyunca aşırı ROS üretimi endotel 

Şekil 3. Patolojik değişiklikler: AVA’nın renal dokudaki RI/RI üzerindeki etkilerinin hematoksilen-eozin boyama bulguları ve histolojik 
total doku hasarı skorlama sonuçları. A) Sham grubu, B) AVA-10 grubu, C) RI/RI grubu, D) RI/RI + AVA 5 grubu, E) RI/RI + AVA 10 
grubu, F) Histopatoloji skorlama grafiği (yıldız: Kanama; halka: Enflamatuvar hücreler, ok başı: Tübüler nekroz) (*p<0,0)

AVA: Avanafil, RI/RI: Renal iskemi-reperfüzyon hasarı
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disfonksiyonu, tübüler hasar ve interstisyel enflamasyonla 
sonuçlanabilir. Bu nedenle RI/RI gelişiminde oksidatif stres 
önemlidir45,46. MDA düzeyi, lipit peroksidasyonunun, serbest 
oksijen radikal içeriğinin ve bu radikallerin neden olduğu 
böbrek dokusu hasarının boyutunun bir göstergesidir47,48. 
GSH, oksijensiz radikallere karşı endojen korumada esastır49. 
RI/RI, GSH ve lipit peroksidasyon ürünü MDA ile ilişkili 
oksidatif stres faktörlerini araştırdık. Önceki çalışmalar RI/RI 
sonrası MDA düzeyinin arttığını, GSH düzeyinin ise azaldığını 
göstermişlerdir50,51. Ayrıca Prem ve Kurian52 RI/RI sıçan 
modelinde oksidatif stres belirteçlerinin önemli ölçüde arttığını 
ortaya koymuşlardır. Araştırmamız böbrek dokusunda GSH ve 
MDA düzeylerini tespit etti ve sham grupla karşılaştırıldığında, 
RI/RI grubundaki sıçanların böbrek dokusundaki MDA düzeyinin 
önemli ölçüde arttığını, GSH düzeylerinin ise anlamlı düzeyde 
azaldığını bulduk. Bu da RI/RI sonrası, böbrek dokularındaki 
oksidatif stres reaksiyonunun şiddetlendiğini gösterdi. Tersine, 
RI/RI + AVA gruplarında, AVA dozlarına bağlı olarak GSH 
seviyeleri önemli ölçüde arttı ve MDA seviyeleri önemli ölçüde 
azaldı. AVA’nın bu etkileri, oksidatif stresin ve daha az ölçüde 
enflamatuvar yanıtların inhibisyonu ile ilişkili görünmektedir. 
Bu bulgular AVA’nın oksidatif durumu iyileştirdiğini gösterdi. 
Sonuç olarak oksidatif stresi azalttı ve RI/RI’yi hafifletti. 
Chowdari Gurram ve ark.53 AVA’nın bir fare modelinde oksidatif 
stres belirteçlerini anlamlı ölçüde azalttığını bildirmişlerdir. 
Ayrıca bazı araştırmacılar AVA’nın oksidatif parametreleri 
önemli ölçüde iyileştirdiğini de bildirmişlerdir54. Benzer şekilde 
PDE 5 inhibitörlerinin böbrek dokusunda oksidatif stresi 
düzenleyerek koruyucu bir etkiye sahip olduğu daha önce 
tespit edilmişti55,56. Literatürde bildirilen diğer bulgularla tutarlı 
olarak, bizim sonucumuz AVA tedavisinin oksidan parametre 
oluşumunu azaltırken antioksidan parametre oluşumunu 
arttırdığını göstermektedir.

Hasara yanıt olan doku onarımında enflamasyon önemlidir57. 
ROS enflamatuvar yanıt, mitokondriyal fonksiyon bozukluğu, 
ER ve oksidatif stresi de içeren çeşitli yollarla doku hasarını 
indükler58. Sonuç olarak, ROS oluşumunun engellenmesi RI/RI 
koruması için etkili bir yöntemdir. RI/RI, NF-kB ailesinin çok 
önemli olduğu önemli bir patolojik durum ve enflamatuvar 
reaksiyondur. ROS üretimi NF-kB’yi active ederek, daha sonra 
ICAM-1 ekspresyonunu tetikler. Bununla birlikte, ROS ve 
enflamatuvar reaksiyonlar, NF-kB ve ICAM-1 progresyonu ile 
iskemi/reperfüzyon hasarının gelişiminde önemli rol oynar59. 
Bağışıklık hücreleri, immün, enflamatuvar ve hematopoietik 
yanıtların bir spektrumunu kontrol eden TNF-α’yı salgılayarak, 
enflamatuvar süreçte çok önemli bir rol oynarlar60. TNF-α, IL-
1β dahil olmak üzere diğer enflamatuvar belirteçlerin üretimini 
uyarabilir ve doku ve organların hasarını ağırlaştırabilir13. 
Ayrıca RI/RI’de IL-1’in aktivasyonuna yol açan enflamatuvar 
yanıtın önemi, etkisini modüle ederek IL-1’i RI/RI’de değerli 
bir hedef haline getirir. Bu nedenle RI/RI tedavisi için IL-1β, 

NF-kB ve TNF-α dahil olmak üzere proenflamatuvar sitokinleri 
azaltmak çok önemlidir61. Bu bilgiler ışığında, bu çalışmada RI/
RI ve AVA tedavisi sonrası böbrek dokularında IL-1β, NF-κβ ve 
TNF-α mRNA ekspresyonu incelenerek AVA’nın RI/RI’deki olası 
tıbbi önemi değerlendirildi. Sham grupla karşılaştırıldığında 
RI/RI grubundaki IL-1β, NF-κβ ve TNF-α mRNA ekspresyon 
seviyelerinin önemli ölçüde arttığını bulduk; bu da RI/RI 
sonrasında böbrek dokularında enflamatuvar reaksiyonun 
ağırlaştığını ortaya koymuştur. Bu sonuçlar, sitokin düzeylerinde 
RI/RI kaynaklı artışlar bulan önceki araştırmalarla tutarlıdır62,63. 
Embaby ve ark.64 sıçanlarda akut RI/RI’da renal TNF-α ve NF-
κB mRNA ekspresyonlarının arttığını göstermişlerdir. Çakır 
ve ark.65 RI/RI’li sıçanlarda IL-1β, NF-κβ ve TNF-α mRNA 
ekspresyonlarının seviyelerinin arttığını tespit etmişlerdir. Ek 
olarak, yakın zamanda yapılan birkaç çalışma, IL-1β, NF-κβ 
ve TNF-α dahil olmak üzere anti-enflamatuvar sitokinlerin 
düzeylerinin RI/RI sonrasında arttığını göstermiştir66,67. Mevcut 
bulgular, anti-enflamatuvar parametrelerde AVA’nın sabit 
modifikasyonlarının RI/RI’den kaynaklandığını göstermiştir; 
bu da AVA’nın güçlü anti-enflamatuvar özelliğine işaret 
etmektedir. Bu bulgular, AVA’nın sitokin seviyelerinde 
RI/R kaynaklı artışları önleyerek doku hasarını azalttığını 
göstermiştir. Sonuç olarak AVA’nın anti-enflamatuvar etkisinin 
oksidatif hasarın azaltılmasıyla ilişkili olduğu görülmektedir. 
AVA’nın, pro-enflamatuvar sitokinlerin baskılanması da dahil 
olmak üzere anti-enflamatuvar etkileri daha önce çeşitli hayvan 
modellerinde gösterilmiştir. Aydin ve ark.68 AVA’nın sıçanlarda 
LPS kaynaklı akut akciğer hasarı modelinde NF-kB ve IL-1 β 
seviyelerini modüle ettiğini göstermişlerdir. Chowdari Gurram 
ve ark.53 AVA’nın farelerde LPS kaynaklı nöroenflamasyonda 
Tnf R1 ve NF-kB gibi nöroenflamatuvar sitokinleri iyileştirdiğini 
bulmuşlardır. Benzer şekilde, PDE 5 inhibitörlerinin prostat 
iskemisi69 ve akut böbrek toksisitesi70 modellerinde IL-1, NF-
kB ve TNF-α’nın inhibisyonu yoluyla koruyucu bir role sahip 
olduğu daha önce tespit edilmiştir. Önceki araştırmalarla tutarlı 
olarak bulgularımız, AVA’nın iskemi/reperfüzyon nedeniyle 
IL-1β, NF-kB ve TNF-α seviyelerindeki artışı önleyerek doku 
hasarını azalttığını göstermektedir.

Mevcut araştırmadaki histopatolojik skorlara bakıldığında, 
histolojik toplam doku hasarı skoru RI/RI grubunda oldukça 
yüksek iken, 5 ve 10 mg/kg AVA ile tedavi edilen gruplarda 
bu skor azaldı. RI/RI grubunda böbrek dokuları da ciddi 
patolojik değişiklikler gösterdi. RI/RI grubunda kanama, yaygın 
enflamatuvar hücre infiltrasyonu ve nekroz görüldü. Ancak 5 
ve 10 mg/kg AVA alan gruplarda böbrek dokularının histolojik 
görünümü neredeyse normaldi. Biyokimyasal ve moleküler 
bulgularımız histoloji bulgularımız ile desteklendi.

Çalışmanın Kısıtlılıkları

Bu çalışmanın sınırlılıkları arasında SOD verileri gibi biyokimyasal 
belirteçlerin ve BUN gibi böbrek fonksiyon belirteçlerinin 
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araştırılamaması yer almaktadır. Bu çalışmada ortaya çıkan 
etki mekanizmasının daha net anlaşılabilmesi için daha detaylı 
çalışmalara ihtiyaç olduğunu düşünüyoruz. Ancak bu çalışma, 
AVA’nın RI/RI üzerindeki etkisini ortaya koyan ilk çalışma 
olması nedeniyle özellikle değerli ve orijinaldir. Çalışmanın 
daha sonraki çalışmalara yol göstermesini umuyoruz.

SONUÇ 

Biyokimyasal, moleküler ve histopatolojik bulgulara dayanarak 
AVA’nın iskemi/reperfüzyona bağlı böbrek hasarını önemli 
ölçüde iyileştirdiğini gösterdik. AVA, RI/RI’de gerekli olabilecek 
hem anti-enflamatuvar hem de antioksidan süreçlere müdahale 
edebilir. AVA’nın RI/RI üzerindeki etkileri, (1) IL-1β, NF-kB ve 
TNF-α dahil enflamatuvar sitokinlerin immünopozitifliğini 
azaltan, (2) MDA ve GSH dahil oksidatif stresle ilişkili 
bileşenlerdeki olumsuz değişiklikleri hafifleten ve (3) ciddi 
histopatolojik modifikasyonları azaltan tedaviyle ilişkili olabilir. 
AVA, RI/RI’nin klinik tedavisinde cerrahiye ek olarak potansiyel 
bir terapötik ajan olarak düşünülmelidir. Bu bulgular, iskemi/
reperfüzyonun neden olduğu böbrek hasarını tedavi etmek için 
AVA’nın kullanılmasına yönelik mekanik bir temel oluşturabilir.
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