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Sicanlarda Renal iskemi/Reperfiizyon Hasari Uzerine PDE 5
Inhibitorii-Avanafilin Etkisi

Effect of PDE 5 Inhibitor-Avanafil on Renal [schemia/Reperfusion Injury in Rats
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0z
Amag: Renal iskemi-reperfiizyon hasari (RI/RI) basta bobrek olmak lzere bircok organa zarar verir. Fosfodiesteraz (PDE) 5 inhibit6rleri, antioksidan

ve anti-enflamatuvar etkilere sahiptir. Avanafil (AVA), daha yiiksek PDE izoform segiciligine sahip ikinci nesil bir PDE 5 inhibit6riidir. Bu calismanin
amaci sicanlarda RI/RI Gizerine AVA'nin etkilerini incelemektir.

Gereg ve Yontem: Kirk sican rastgele bes gruba (n=8) ayrildi: Kontrol; AVA 10 mg/kg; RI/RI; RI/RI + 5 mg/kg AVA ve RI/RI + 10 mg/kg AVA. RI/RI sican
modeli, renal arter klemplenerek olusturuldu. Renal arter klempleme ile 45 dakika renal iskemi indiiksiyonu ve ardindan 24 saat reperfiizyon igin
akut bir cerrahi deney yapildi. AVA, iskemiden 6 ve 1 saat dnce oral olarak sonda ile uygulandi. Yirmi dort saatlik reperfiizyondan sonra molekdler ve
biyokimyasal inceleme icin bobrek dokulari ¢ikarildi. Bobrek dokulari biyokimyasal [ELISA ile malondialdehit (MDA) ve glutatyon (GSH)], molekdiler
[qRT-PCR ile IL-1pB, niikleer fakt6r-kappa B (NF-kB), and tlimor nekroz faktérii-alfa (TNF-o) mRNA gen ekspresyonlari] ve histopatolojik (Harris
hematoksilen ve eosin Y ile boyama) olarak incelendi.

Bulgular: AVA uygulamasi, RI/RI'nin sebep oldugu MDA ve GSH diizeylerindeki degisiklikleri iyilestirdi. AVA tedavisi iskemi/reperfiizyon hasarindan
kaynaklanan bobrek dokularindaki IL-103, NF-kB ve TNF-oo mRNA gen ekspresyonlarindaki artisi dlizeltti. AVA uygulamasi renal iskemi reperfiizyonun
neden oldugu bdbrek dokularindaki histopatolojik hasari iyilestirdi. Ayrica kontrol grubuna en yakin degerler RI/RI'li sicanlara 10 mg/kg AVA
uygulanmasi ile elde edildi.

Sonuc: AVA uygulamas, iskemi/reperfiizyon hasarinda 6nemli olabilecek oksidatif stresi ve enflamatuvar kaskadlari hafifleterek RI/RI kaynakli doku
hasarini iyilestirmistir. Bu bulgular, RI/RI'yi tedavi etmek icin AVA kullanimina iliskin mekanik bir temel saglayabilir.

Anahtar Kelimeler: Anti-enflamatuvar, antioksidan, avanafil, fosfodiesteraz 5 inhibitori, renal iskemi/reperfiizyon hasari

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/Rl 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
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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-1p, nuclear factor-kappa B (NF-kB), and tumor necrosis factor-alpha
(TNF-o) 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-18, NF-xB, and TNF-a 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

GIRIS
Bobrekler viicutta en cok kan alisverisi olan organlardan biridir
ve bu da onlarn kan perflizyonundaki degisikliklere karsi son
derece savunmasiz hale getirmektedir'. Fizyolojik islevlerde
onemli bir rol oynarlar? iskemi/reperfiizyon durumunda, hem
molekiiler hem de hiicresel olaylar, reaktif oksijen tirlerini
(ROS) serbest birakarak, sitokinlerin etkilerini giiclendirip
I6kositleri toplayarak dokularin normal fonksiyonunu bozan
bir enflamatuvar kaskadi baslatir. Reperfiizyon, iskemik dokuya
adenozin trifosfat sentezi icin substrat ve oksijen saglayan
kritik bir siirectir. Bununla birlikte ilave ROS ureterek doku
hasarini siddetlendirir®. Asiri ROS tiretimi, ROS'un tetiklemesiyle
anormal sinyal yolaklari ile renal iskemi-reperflizyon hasarina
(RI/RI), enflamatuvar infiltrasyona, hiicresel bozukluga ve renal
hiicre 6limiine neden olur®. Ayrica, giderek artan kanitlara
gore, reperflizyon siresi ve yeniden oksijenlenme asamasi
bobrek tizerindeki olumsuz etkilerin temel nedenleridir®. RI/RI
bir enfarktis, sepsis veya organ nakli sonrasinda ortaya ¢ikabilir
ve ROS, kemokinler, proenflamatuvar sitokinler ve I6kositleri
iceren bir enflamatuvar kaskadi aktive ederek doku hasarini
biiyiitiire. Uretilen ROS, lipit peroksidasyonunu tetikler [son iiriin
olarak Uretilen malondialdehit (MDA) ile]’. Lipid oksidasyonu
ile artan MDA seviyeleri hiicre zari fonksiyonlarina ve hicresel
bitlnlige zarar verir®®. Glutatyon (GSH) gibi enzimatik
olmayan bilesiklerin konsantrasyonlarinin arttirilmasi, oksidatif
hasara karsi hiicresel savunma sistemini uyarir'®. Ayrica I/R
kaynakh ROS dretimi NF-kB'nin" aktivasyonuna neden olur.
Nikleer faktor-kappa B (NF-xB) aktivasyonu, tiimér nekroz
faktori-alfa (TNF-o) dahil olmak Gzere proenflamatuvar
sitokinlerin transkripsiyonunu arttirir'2. TNF-a, IL-1f ve diger
enflamatuvar belirteclerin Gretimini tesvik ederek doku ve
organlara verilen zarari siddetlendirebilir'’®. Béylece RI/RI'da
bircok farkli enflamatuvar mediatdr rol alir. Sonuc olarak, anti-
oksidatif ve anti-enflamatuvar dahil olmak Ulzere cok sayida
etkiye sahip olan ve tiibller nekroz 6zelliklerini inhibe eden
farmakolojik ajanlar, bobrek dokusu hasarini dnlemek icin
umut verici bir yaklasim olabilir.

Fosfodiesteraz (PDE) 5 inhibitorleri, erektil disfonksiyonun yani
sira prostat hiperplazisi, hipertansiyon ve koroner kalp hastalig

gibi diger bircok hastaligin yaygin olarak kullanilan birincil
tedavisidir'. Klinik &ncesi calismalar, PDE 5 inhibisyonunun
bobreklerdeki oksidatif ve enflamatuvar hasari azaltabildigini,
bunun sonucunda albiiminiri, glomeriler hiperfiltrasyon ve
hipertrofinin azalmasina ve genel olarak glomeriilosklerozun
azalmasina neden olabilecegini gostermistir's. Bobrek
dokusu hasarindaki bu renoprotektif etkiler ve artislar, hem
hemodinamik hem de intrarenal antioksidan, anti-enflamatuvar
ve anti-proliferatif mekanizmalar yoluyla PDE 5 inhibitor
aktivitesine atfedilebilir'®. Avanafil (AVA) ikinci nesil bir PDE 5
inhibitoriidir. Gida ve ilag Dairesi ve Avrupa ilag Ajansi, AVA'yi
2013 yihinda PDE 5 inhibitdr bilesikleri olarak tanitmistir'.
AVA, PDE izoformuna daha secicidir ve birinci nesil PDE 5
inhibitorlerinden farkl fiziksel ve kimyasal 6zelliklere sahiptir'.
Deneysel calismalarda, cesitli PDE 5 inhibit6rlerinin iskemi/
reperflizyon kaynakli doku hasari lizerindeki savunma etkileri,
miyokard'®, omurilik?, beyin?', yumurtalk??, ve hatta bobrek'
dahil cesitli dokularda kanitlanmistir. AVA'nin nefropati gibi
cesitli renal durumlardaki etkileri de ayrica arastirilmistir?2,
Ancak AVA'nin iskemifreperfiizyona bagh renal doku hasari
Uzerindeki etkisi bilinmemektedir. Bu bilgiler isiginda AVA'nin
sicanlarda RI/RI Gzerindeki olasi koruyucu etkilerini arastirmayi
tasarladik. Ayrica altta yatan mekanizmalar molekdler,
biyokimyasal ve histopatolojik olarak arastirildi.

GEREG VE YONTEM

Hayvanlar

Bu calismada Ankara Universitesi Tibbi Deneysel Uygulama
ve Arastirma Merkezi'nden 4-5 aylik (agirlik: 250-290 gr) 40
adet Wistar sican satin alindi. Tim hayvanlar standart kosullar
altinda (sicakhk: 22+1°C, nispi nem: %40-80, 12saat aydinhk-
karanhk dongtisti) standart plastik kafeslerde tutuldu. Deney
boyunca hayvanlar, olagan sican suyuna ve yiyecegine (ad
libitum) sinirsiz erisime sahipti. Tim deneysel prosedirler,
laboratuvar hayvanlarinin kullanimi ve bakimina iliskin ulusal
yonergelere uygun olarak gerceklestirildi.

Bu hayvan calismasi ve tiim protokolleri Atatiirk Universitesi
Tibbi Deneysel Uygulama ve Arastirma Merkezi Etik Kurulu
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tarafindan 04-04-2022 tarihinde E-75296309-050.01.04-
2200103613 belge numarasiyla onaylandi.

Kimyasallar

PDE 5 inhibitéri AVA (miktar: 1 g), BLDpharm Company'den
(Cat. No: BD289977, MW: 483.95) satin alindi. Ksilazin (%2
basilazin) BioTek, Tlrkiye'den ve ketamin (ketalar 500 mg/10
mL) Pfizer, Tiirkiye'den temin edildi. Laboratuvar deneylerinde
tamami Sigma ve Merck'ten (Almanya) satin alinan ilave
kimyasallar gerekti.

Deneysel Strateji

Kirk sican rastgele 5 gruba ayrildi (grup basina n=8, Tablo
1). AVA'nin yari 6mrii 6 saat oldugundan, ilgili gruplara
operasyondan 6 ve 1 saat 6nce AVA (5 ve 10 mg/kg) oral olarak
gavaj yoluyla uygulandi®?®.

Renal iskemi/Reperfiizyon Hasarina Neden Olan Cerrahi
Prosediir

Tim hayvanlara 80 mg/kg ketamin + 8 mg/kg ksilazin
enjeksiyonu ile anestezi uygulandi. Dorsal duvar dezenfekte
edildikten sonra arka dorsal orta hat alani boyunca 2,5 cm'lik
uzunlamasina bir kesi yapildi ve sag nefrektomi uygulandi. RI/
RI elde etmek icin damarlara 45 dakika boyunca bobrekteki
renal arteri tikayan bir klemp uygulandi. Organin kendisi ekstra
bir 6zenle zarar gormekten korundu. Bobregin tamamindaki
renk degisiklikleri, okllisyonun etkinligine dair kanit sagladi.
Daha sonra, klemp ¢ikarildiktan sonra bobreklere kan akisini
saglamak icin sicanlara 24 saat boyunca dikkatli bir sekilde
reperflizyon uygulandi (Tablo 1)?’2%, Ameliyattan sonra tim
hayvanlar hipotermiden korunmak icin sicak tutuldu. 24 saatlik
reperflizyon fazinin tamamlanmasinin ardindan tiim sicanlara
yliksek doz ketamin-ksilazin ile anestezi uygulandi. Tlim bdbrek
dokulari toplanip biyokimyasal ve molekiiler incelemeler icin
-80°C'de, histopatolojik incelemeler i¢in ise %10'luk formalin
sollisyonunda saklandi.

Biyokimyasal incelemeler

Biyokimyasal incelemeler icin ayrilan tiim numunelerin 100
mg't 1 mL PBS ile islendi, bir Tissue Lyser Il (Qiagen) ile sivi
nitrojen icerisinde 6§utlldu ve santrifijlendi. Santrifij ile elde

edilen stipernatanlar numune olarak kullanildi. MDA seviyeleri®
ve GSH*® seviyeleri, ELISA okuyucusu kullanilarak belirlendi®'.
Bobrek dokularinin MDA ve GSH diizeyleri sirasiyla nmol/mg
protein olarak ifade edildi. Her bir veri seti icin ortalama ve
standart sapma, her bir mg protein birimi icin gosterildi.

Protein Determinasyonu

Ticari protein standartlari [Sigma Aldrich, total protein kit-
TP0300-1KT-(ABD)] kullanilarak, protein konsantrasyonlarini
hesaplamak icin Lowry teknigi uygulandi®.

Molekiiler inceleme

Gen Ekspresyonlan Analizi

interlokin-1 beta (IL-1pB), NF-kB ve TNF-a mRNA ekspresyon
seviyelerini degerlendirmek icin bir qRT-PCR dizayn edildi.
Bunun icin bébrek dokulari homojenize edildi, RNA izole edildi,
cDNA olusturuldu ve cesitli mRNA'larin ekspresyon seviyeleri
kantitatif olarak degerlendirildi.

Bdbrek Dokularindan RNA Ekstraksiyonu

Bobrek dokusu 6rnekleri 20 mg'da ayri ayri 6l¢lildi. Numuneler
RNAlater RNA stabilizasyon reaktifi (Qiagen) igerisinde
stabilize edildi ve Tissue Lyser Il (Qiagen) ile homojenlestirildi.
RNeasy Mini Kit Qiagen kullanilarak ve iireticinin Qiaqube'deki
(Qiagen, Hilden, Almanya) talimatlari takip edilerek toplam
RNA saflastirildi. Toplam mRNA miktari, 260 nm'den nanodrop
spektrofotometri (All Sheng) kullanilarak belirlendi®.

Revers-Transkriptaz Reaksiyonu ve cDNA Sentezi

Toplam RNA'dan ¢DNA Uretimi, Yiiksek Kapasiteli cDNA Revers
Transkripsiyon Kiti (Applied Biosystems, Foster City, CA, ABD)
kullanilarak gerceklestirildi. Her reaksiyon igcin 10 pL RNA
kullanildi. Sicaklik 6l¢timlerine gére T100 Thermal Cycler (BIO-
RAD) ile cDNA sentezi saglandi. Nanodrop spektrofotometri
(All Sheng) kullanilarak cDNA miktari belirlendi ve elde edilen
cDNA -20 °C'de tutuldu. cDNA sentez reaksiyonu icin su
bilesenler kullanildi: toplam RNA (10 pL), 25X dNTP mix (0,8
ul), 10X RT random primerler (2 ul), revers transkripsiyon 10X
tampon (2 ul), dietilpirokarbonat H,0 (4,2 ul) ve MultiScribe
revers transkriptaz (1 ul). ¢cDNA konsantrasyonlari, Epoch

Tablo 1. Bobrek dokusundaki AVA'nin RI/RI iizerindeki etkilerini arastirmaya yonelik deney gruplari ve tasarimlar

Gruplar (g.p:;a: .y(s):aitincesi iskemi kaynakli 0. saat i:ls(.e:in;':itl)(:ram gi?igzﬁtlyon kaynakh
1 Sham Sham operasyonu Sakrifikasyon

2 AVA 10 mg/kg AVA Sham operasyonu Sakrifikasyon

3 RI/RI iskemi Reperfiizyon Sakrifikasyon

4 RI/RI + AVA 5 mg/kg AVA iskemi Reperfiizyon Sakrifikasyon

5 RI/RI + AVA 10 mg/kg AVA iskemi Reperfiizyon Sakrifikasyon

AVA: Avanafil, AVA 5: 5 mg/kg AVA, AVA 10: 10 mg/kg AVA, RI/RI: Renal iskemi/reperfiizyon hasari
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Spektrofotometre Sistemi ve Take3 Plate (Biotek) kullanilarak
degerlendirildi ve dlculdii**.

IL-1B, NF-kB ve TNF-a mRNA Gen Ekspresyonunun qRT-
PCR ile Kantitatif Determinasyonu

StepOnePlus qRT-PCR Sistemi teknolojisi (Applied Biosystems,
ABD) ve sicanlarin RNA'sindan diretilen cDNA kullanilarak, rolatif
analizler ve IL-1p, NF-kB ve TNF-a ekspresyon analizleri daha
once aciklandigi sekilde yapildi®s. TagMan Gen Ekspresyonu
Analizleri: qRT-PCR igin sican IL-1B (Rn00580432_m1), sican
NFKB (Rn01399583_m1) ve sican TNF-a (Rn00562055_m1)
primerleri kullanildi. Her dokudaki B-aktin (housekeeping
gen) (Rn00667869_m1) ekspresyon sonuclari referans gen
olarak kullanildi. 100 ng c¢DNA i¢in asagidaki TagMan® gen
ekspresyonu assayleri, 100 ng cDNA, 10 uL TagMan master
mix ve 1 pl assay ile 40 dongii boyunca pipetlendi ve RNaz
icermeyen H,0 ile 20 pl'ye tamamlandi. Dongii esigi (Ct), qRT-
PCR deneylerinde gozlenen floresan sinyal miktarinin en dustik
degeri astigi dongli sayisidir. Ct degerleri otomatik olarak delta
delta Ct'ye (2-AACt)*” dondstirildi ve bulgular istatistiksel
olarak analiz edildi.

Histopatolojik Analiz

Soliisyonlarin  hazirlanmasi  asamasi, doku Orneklerinin
dehidrasyonu ve temizlenmesi, kesit planlamasi ve Harris

hematoksilen ve eosin Y ile boyama islemlerinin timi
histopatolojik degerlendirme i¢in daha ©onceki calismalarda
yapilmistir®, Histopatolojik analiz icin sicanlardan elde edilen
bobrek dokusu kesitleri, 48 saat siireyle %3,7 formaldehit (%10
formalin) solisyonunda hizli bir sekilde sabitlendi. %350, %70,
%80, %96 ve %99 oranlarinda artan alkol konsantrasyonlarinin
her serisi icin, tlim dokular dehidrasyonu test etmek Uzere 1
saat siireyle muhafaza edildi. Dokular bir ksilen sollisyonunda
lic ila on bes dakika siire arasinda temizlendi. infiltrasyon
icin erimis sivi parafin icinde muhafaza edildi. Dokular
islendikten sonra titizlikle parafinde bloke edildi. Bloklamanin
ardindan histopatolojik analiz icin her bir parafin doku blogu
5 mikrometre kaliniga kadar kesildi. Yapiskanla kaplanan
slayt lizerinde parafin kesitler kesildi. Daha sonra tiim
kesitler Harris hematoksilen ve eosin Y kullanilarak boyandi.
Histopatolojik incelemeler icin bobrek dokularindaki tiibiler
nekroz, enflamasyon ve kanama alanlari stk mikroskobunda
degerlendirildi.

istatistiksel ve Semi-Kantitatif Analiz

Molekdler sonuglarin (IL-1p, NF-kB ve TNF-a) ve biyokimyasal
sonuglarin (MDA ve GSH) istatistiksel analizi i¢in GraphPad
Prism, versiyon 5.0 kullanildi ve sonuglar ortalama+standart
sapma olarak sunuldu. Gruplar arasindaki karsilastirmalar One-
Way ANOVA ve Tukey'in coklu karsilastirma testleri kullanilarak
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Sekil 1. AVA'nin bobrek dokusundaki RI/RI tizerindeki etkilerinin biyokimyasal sonuglari. A) MDA diizeyleri (nmol/mg protein). B.
GSH diizeyleri (nmol/mg protein). AVA 5: 5 mg/kg AVA; AVA 10: 10 mg/kg AVA. MDA ve GSH diizeyleri modifiye yontemlere gére
ELISA okuyucusu ile 6lciildi. Istatistiksel analiz i¢in GraphPad Prism, versiyon 5.0 kullanildi ve sonuclar ortalama+standart sapma
olarak sunuldu. Gruplar arasindaki karsilastirmalar One-Way ANOVA ve Tukey'in coklu karsilastirma testleri kullanilarak yapildi; p
degerinin 0,05'ten kiictik olmasi istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Sham grubuyla (#p<0,05, ##p<0,01, ###p<0,001) ve RI/RI
grubuyla karsilastirildiginda (*p<0,05, **p<0,01, **p<0,001) tlim gruplar arasinda anlamli farklliklar tespit edildi

AVA: Avanafil, RI/RI: Renal iskemi-reperfiizyon hasari, MDA: Malondialdehit, GSH: Glutatyon
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yapildi, anlamhlik p<0,05 olarak kabul edildi. P degerinin
0,05'ten kiiclik olmasi istatistiksel olarak anlaml kabul edildi.
Sham grubuyla (#p<0,05, ##p<0,01, ###p<0,001) ve RI/RI
grubuyla karsilastirildiginda (*p<0,05, **p<0,01, **p<0,001)
tlm gruplar arasinda anlamh farkhliklar tespit edildi.

Tim gruplar arasinda histopatolojik verilerin karsilastiriimasi
ve doku hasarinin boyutunun daha iyi gosterilmesi amaciyla
tlibller nekroz, enflamasyon ve kanama bulgularinin varligi
semikantitatif olarak, yok: 0, az: 1, orta: 2 ve siddetli: 3 olarak
skorlandi. Her doku slayti icin x100 blyltmede en az bes
alan degerlendirildi ve medyan boyama konsantrasyon puani
dikkate alindi. Gruplari karsilastirmak icin One-Way ANOVA ve
Tukey'in coklu karsilastirma testleri kullanildi (*p<0,0)%.

AVA’nin Renal Dokuda Oksidan ve Antioksidan Parametreler
Uzerindeki Etkileri

AVA'nin antioksidan etkisini arastirmak icin MDA (Sekil 1A)
ve GSH (Sekil 1B) seviyeleri arastirildi. Oksidan durumun bir
gostergesi olan MDA diizeyleri, RI/RI grubunda artti (p<0,001).
AVA uygulamasi, RI/RI grubuna kiyasla MDA seviyelerini doza
bagl bir sekilde azaltti. Antioksidan durumun bir isareti olan
GSH seviyeleri, sham gruba kiyasla RI/RlI grubunda 6nemli
olctide dusiiktii (p<0,001). Doza bagli bir sekilde AVA tedavisi,

iskemifreperfiizyonun neden oldugu GSH seviyelerindeki
dustist azalttr.

Renal Dokuda AVA’'nin Anti-Enflamatuvar Parametreler
Uzerindeki Etkileri

AVA'nin anti-enflamatuvar etkisini arastirmak icin, sicanlarin
bobrek dokusundaki IL-1 (Sekil 2A), NF-kB (Sekil 2B) ve TNF-a
(Sekil 2C) mRNA ekspresyon seviyeleri analiz edildi. Anti-
enflamatuvar durumun gostergeleri olan IL-13, NF-kB ve TNF-a.
mRNA ekspresyonu, sham gruba kiyasla RI/RI grubunda anlamli
derecede artti (p<0,001). AVA tedavisi, iskemi/reperfiizyonun
neden oldugu IL-1(, NF-kB ve TNF-o. mRNA ekspresyonundaki
artisi doza bagh bir sekilde gelistirdi (p<0,001).

AVA’min Bobrek Dokusundaki Histopatolojik Degisiklikler
Uzerindeki Etkileri

Isik Mikroskopu Sonuglan

AVA'nin RI/RI'deki histopatolojik etkisini arastirmak icin bobrek
dokusu ornekleri Harris hematoksilen ve eosin Y boyama ile
boyandi ve isik mikroskobu ile degerlendirildi (Sekil 3A-E).
Ayrica histopatolojik bulgularin semi-kantitatif skorlamasi
Sekil 3F'de gosterilmistir.
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Sekil 2. AVA'nin b6brek dokusundaki RI/RI tizerindeki etkilerinin molekiler sonuglari. A) IL-13 mRNA ekspresyon seviyeleri. B) NF-
KB ekspresyon seviyeleri. C) TNF-a mRNA ekspresyon diizeyi. AVA 5: 5 mg/kg AVA; AVA 10: 10 mg/kg AVA. mRNA'larin ekspresyonu,
qRT-PCR analizi kullanilarak tespit edildi. Referans gen olarak B-aktin kullanildi. istatistiksel analiz icin GraphPad Prism, versiyon 5.0
kullanildi ve sonuclar ortalama+standart sapma olarak sunuldu. Gruplar arasindaki karsilastirmalar One-Way ANOVA ve Tukey'in
coklu karsilastirma testleri kullanilarak yapildi; p degerinin 0,05'ten kiiciik olmasi istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Sham
grubuyla (#p<0,05, ##p<0,01, ###p<0,001) ve RI/RI grubuyla karsilastinldiginda (*p<0,05, **p<0,01, **p<0,001) tim gruplar

arasinda anlamli farkhhklar tespit edildi

AVA: Avanafil, RI/RI: Renal iskemi-reperfiizyon hasari, MDA: Malondialdehit, GSH: Glutatyon, NF-xB: Niikleer faktér-kappa B, TNF-c: Tiimér

nekroz faktorii-alfa
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Istk mikroskobu altinda sham grubun bobrek dokularinda
normal goriinimli glomeriler yapilar ile distal ve proksimal
tubil yapilarn gozlendi (Sekil 3A). AVA10 grubunun bdbrek
dokularinda herhangi bir patolojik hasar gozlenmedi. Bu
grubun glomerdler, distal ve proksimal tibdl vyapilarinin
histopatolojik gortinimiiniin 1sik mikroskobik bulgulari sham
grubununkine benzerdi (Sekil 3B).

RI/RI  grubunun bobrek dokusu 6rneklerinde iskemi/
reperflizyonun neden oldugu ciddi doku hasari belirtileri
gozlendi. Bu grubun bdbrek dokularinda glomerulus, distal
ve proksimal tiibiller (yildiz) gevresinde eritrosit hiicrelerinin
yigmlar olusturdugu kanama alanlari gozlendi. Bazi bélgelerde
(halka) enflamatuvar hiicrelere rastlandi. Glomerdiler yapilarda
dilatasyonla birlikte proksimal ve distal tiibillerde nekrotik
hiicre 6limiine bagh bozulmalar gézlendi (Sekil 3C).

Iskemi/reperfiizyondan kaynaklanan histopatolojik hasar,
AVA uygulanan gruplarda doza bagh olarak iyilesti (Sekil 3D,
3E). Ayrica 10 mg/kg AVA uygulanan grubun histopatolojik
goriintimi sham gruba benzerdi (Sekil 3E).

TARTISMA

RI/RI, dusik kan akisina neden olarak iskemik dokularda
ek organ hasarina ve ardindan kan akisinin restorasyonuna
neden olan patolojik bir durumdur®. RI/RI basta bobrek
olmak Uzere bircok organa zarar vererek mortalite oranini
artirmaktadir. RI/RI, son d6nem bdbrek yetmezliginin ve
kronik bobrek yetmezliginin 6nemli bir nedeni olarak kabul
edilmektedir. Bobrek nakli, emboli travmasi, damar ve kalp
cerrahisi, ateroskleroz ve kronik renal arter stenozu, bobrekleri
RI/RI'ye maruz birakabilecek durumlardan birkacgidir*. Ayrica
RI/RI hastalarin %60'indan fazlasinda akut bébrek hasarinin
nedenidir2. iskemik bobregin reperfiizyonu nekroza veya
apoptoza yol acar, bu da enflamatuvar ve oksidatif durumu
siddetlendirir ve hiicresel biitiinliige zarar verir. Bu durumun
birincil patofizyolojik mekanizmalari ROS salinimini ve
proenflamatuvar medyatorlerin olusumunu kapsamaktadir®.
Bu bilgiyi akilda tutarak, bu calismada bir PDE 5 inhibitori olan
AVA'nin sicanlarda RI/RI tzerindeki etkilerini biyokimyasal,
molekiiler ve histopatolojik analizlerle belirlemeyi amacladik.

ROS ve oksidatif stres bobrek dokusu hasarinin gelisiminde
onemli faktorlerdir*. RI/RI boyunca asiri ROS Uretimi endotel

Hasar Skoru
IS

Histolojik Toplam

Sekil 3. Patolojik degisiklikler: AVA'nin renal dokudaki RI/RI tizerindeki etkilerinin hematoksilen-eozin boyama bulgulari ve histolojik
total doku hasari skorlama sonuglari. 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 grafigi (yildiz: Kanama; halka: Enflamatuvar hiicreler, ok basi: Tiibiiler nekroz) (*p<0,0)

AVA: Avanafil, RI/RI: Renal iskemi-reperfiizyon hasari
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disfonksiyonu, tiibller hasar ve interstisyel enflamasyonla
sonuclanabilir. Bu nedenle RI/RI gelisiminde oksidatif stres
onemlidir**4. MDA diizeyi, lipit peroksidasyonunun, serbest
oksijen radikal iceriginin ve bu radikallerin neden oldugu
bobrek dokusu hasarinin boyutunun bir gostergesidirt’.
GSH, oksijensiz radikallere karsi endojen korumada esastir®.
RI/RI, GSH ve lipit peroksidasyon trlini MDA ile iliskili
oksidatif stres faktérlerini arastirdik. Onceki ¢alismalar RI/RI
sonrasi MDA diizeyinin arttigini, GSH diizeyinin ise azaldigini
gostermislerdir®®. Ayrica Prem ve Kurian®* RI/RI sican
modelinde oksidatif stres belirteclerinin 6nemli 6l¢lide arttigini
ortaya koymuslardir. Arastirmamiz bobrek dokusunda GSH ve
MDA diizeylerini tespit etti ve sham grupla karsilastirildiginda,
RI/RI grubundaki sicanlarin bébrek dokusundaki MDA diizeyinin
onemli dlctde arttigini, GSH diizeylerinin ise anlamh diizeyde
azaldigini bulduk. Bu da RI/RI sonrasi, bébrek dokularindaki
oksidatif stres reaksiyonunun siddetlendigini gosterdi. Tersine,
RI/RI + AVA gruplarinda, AVA dozlarina bagh olarak GSH
seviyeleri dnemli dlclide artti ve MDA seviyeleri 6nemli 6lclide
azaldi. AVA'nin bu etkileri, oksidatif stresin ve daha az dlclde
enflamatuvar yanitlarin inhibisyonu ile iliskili gortinmektedir.
Bu bulgular AVA'nin oksidatif durumu iyilestirdigini gosterdi.
Sonu¢ olarak oksidatif stresi azaltti ve RI/Rl'yi hafifletti.
Chowdari Gurram ve ark.>* AVA'nin bir fare modelinde oksidatif
stres belirteclerini anlaml dlctide azalttigini bildirmislerdir.
Ayrica bazi arastirmacilar AVA'nin oksidatif parametreleri
onemli dlclide iyilestirdigini de bildirmislerdir®®. Benzer sekilde
PDE 5 inhibitorlerinin bobrek dokusunda oksidatif stresi
diizenleyerek koruyucu bir etkiye sahip oldugu daha o6nce
tespit edilmisti®*®¢. Literatiirde bildirilen diger bulgularla tutarli
olarak, bizim sonucumuz AVA tedavisinin oksidan parametre
olusumunu azaltirken antioksidan parametre olusumunu
arttirdigini gostermektedir.

Hasara yanit olan doku onariminda enflamasyon 6nemlidir®’.
ROS enflamatuvar yanit, mitokondriyal fonksiyon bozuklugu,
ER ve oksidatif stresi de iceren cesitli yollarla doku hasarini
indiikler®. Sonug olarak, ROS olusumunun engellenmesi RI/RI
korumasi icin etkili bir yontemdir. RI/RI, NF-kB ailesinin ¢ok
onemli oldugu dnemli bir patolojik durum ve enflamatuvar
reaksiyondur. ROS (iretimi NF-kB'yi active ederek, daha sonra
ICAM-1 ekspresyonunu tetikler. Bununla birlikte, ROS ve
enflamatuvar reaksiyonlar, NF-kB ve ICAM-1 progresyonu ile
iskemifreperfiizyon hasarinin gelisiminde dnemli rol oynar®.
Bagisikhk hucreleri, immin, enflamatuvar ve hematopoietik
yanitlarin bir spektrumunu kontrol eden TNF-a'yi salgilayarak,
enflamatuvar siirecte cok dnemli bir rol oynarlar®. TNF-a, IL-
1P dahil olmak lizere diger enflamatuvar belirteclerin tretimini
uyarabilir ve doku ve organlarin hasarini agirlastirabilir'.
Ayrica RI/RI'de IL-1'in aktivasyonuna yol acan enflamatuvar
yanitin 6nemi, etkisini modiile ederek IL-1'i RI/RI'de degerli
bir hedef haline getirir. Bu nedenle RI/RI tedavisi igin IL-1p,
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NF-kB ve TNF-a. dahil olmak tizere proenflamatuvar sitokinleri
azaltmak cok 6nemlidir®'. Bu bilgiler 1siginda, bu calismada Rl/
RI ve AVA tedavisi sonrasi bobrek dokularinda IL-18, NF-xf3 ve
TNF-a. mRNA ekspresyonu incelenerek AVA'nin RI/RI'deki olasi
tibbi 6nemi degerlendirildi. Sham grupla karsilastirldiginda
RI/RI grubundaki IL-1B, NF-kf ve TNF-o. mRNA ekspresyon
seviyelerinin 6nemli 6lcide arttigini bulduk; bu da RI/RI
sonrasinda bobrek dokularinda enflamatuvar reaksiyonun
agrirlastigini ortaya koymustur. Bu sonuglar, sitokin diizeylerinde
RI/RI kaynakli artislar bulan 6nceki arastirmalarla tutarlidir®263,
Embaby ve ark.% sicanlarda akut RI/RI'da renal TNF-o ve NF-
kB mRNA ekspresyonlarinin arttigini gostermislerdir. Cakir
ve ark.®® RI/RI'i sicanlarda IL-1B, NF-xp ve TNF-o. mRNA
ekspresyonlarinin seviyelerinin arttigini tespit etmislerdir. Ek
olarak, yakin zamanda yapilan birkac calisma, IL-1, NF-xf3
ve TNF-a dahil olmak lzere anti-enflamatuvar sitokinlerin
diizeylerinin RI/RI sonrasinda arttigini gostermistir®®®’. Mevcut
bulgular, anti-enflamatuvar parametrelerde AVA'nin sabit
modifikasyonlarinin RI/RI'den kaynaklandiini gostermistir;
bu da AVA'nin giicli anti-enflamatuvar o6zelligine isaret
etmektedir. Bu bulgular, AVA'nin sitokin seviyelerinde
RI/R kaynakli artislari &nleyerek doku hasarini azalttigini
gostermistir. Sonug¢ olarak AVA'nin anti-enflamatuvar etkisinin
oksidatif hasarin azaltilmasiyla iliskili oldugu goriilmektedir.
AVA'nin, pro-enflamatuvar sitokinlerin baskilanmasi da dahil
olmak lizere anti-enflamatuvar etkileri daha dnce ¢gesitli hayvan
modellerinde gdsterilmistir. Aydin ve ark.® AVA'nin sicanlarda
LPS kaynakli akut akciger hasari modelinde NF-kB ve IL-1
seviyelerini modile ettigini gdstermislerdir. Chowdari Gurram
ve ark.>® AVA'nin farelerde LPS kaynakl noroenflamasyonda
Tnf R1 ve NF-kB gibi ndroenflamatuvar sitokinleri iyilestirdigini
bulmuslardir. Benzer sekilde, PDE 5 inhibitdrlerinin prostat
iskemisi® ve akut bobrek toksisitesi’® modellerinde IL-1, NF-
kB ve TNF-a'nin inhibisyonu yoluyla koruyucu bir role sahip
oldugu daha énce tespit edilmistir. Onceki arastirmalarla tutarli
olarak bulgularimiz, AVA'nin iskemi/reperflizyon nedeniyle
IL-18, NF-kB ve TNF-a seviyelerindeki artisi onleyerek doku
hasarini azalttigini gostermektedir.

Mevcut arastirmadaki histopatolojik skorlara bakildiginda,
histolojik toplam doku hasari skoru RI/RI grubunda oldukca
ylksek iken, 5 ve 10 mg/kg AVA ile tedavi edilen gruplarda
bu skor azaldi. RI/RI grubunda bdbrek dokular da ciddi
patolojik degisiklikler gosterdi. RI/RI grubunda kanama, yaygin
enflamatuvar hiicre infiltrasyonu ve nekroz goriildii. Ancak 5
ve 10 mg/kg AVA alan gruplarda bébrek dokularinin histolojik
gorlinimiu neredeyse normaldi. Biyokimyasal ve molekiiler
bulgularimiz histoloji bulgularimiz ile desteklendi.

Calismanin Kisithhiklan

Bucalismaninsinirliliklariarasinda SOD verileri gibi biyokimyasal
belirteclerin ve BUN gibi bdbrek fonksiyon belirteclerinin
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arastirilamamasi yer almaktadir. Bu calismada ortaya cikan
etki mekanizmasinin daha net anlasilabilmesi icin daha detayli
calismalara ihtiyac oldugunu diistiniiyoruz. Ancak bu calisma,
AVA'nin RI[RI Gzerindeki etkisini ortaya koyan ilk calisma
olmasi nedeniyle ozellikle degerli ve orijinaldir. Calismanin
daha sonraki calismalara yol gdstermesini umuyoruz.

SONUG

Biyokimyasal, molekiiler ve histopatolojik bulgulara dayanarak
AVA'nin iskemifreperfiizyona bagh bdébrek hasarini 6nemli
olctide iyilestirdigini gosterdik. AVA, RI/RI'de gerekli olabilecek
hem anti-enflamatuvar hem de antioksidan siireclere midahale
edebilir. AVA'nin RI/RI Gzerindeki etkileri, (1) IL-1B, NF-kB ve
TNF-a dahil enflamatuvar sitokinlerin immiinopozitifligini
azaltan, (2) MDA ve GSH dahil oksidatif stresle iliskili
bilesenlerdeki olumsuz degisiklikleri hafifleten ve (3) ciddi
histopatolojik modifikasyonlari azaltan tedaviyle iliskili olabilir.
AVA, RI/RI'nin klinik tedavisinde cerrahiye ek olarak potansiyel
bir terapotik ajan olarak distintilmelidir. Bu bulgular, iskemi/
reperflizyonun neden oldugu bdbrek hasarini tedavi etmek igin
AVA'nin kullanilmasina yonelik mekanik bir temel olusturabilir.
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