T.C.
HACETTEPE UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

SIGAN MEZENTER ISKEMI/REPERFUZYON MODELINDE
MEZENTER ARTER VE iLEUMDAKI
FONKSIYONEL VE YAPISAL DEGISIKLIKLER UZERINE
SILDENAFILIN ETKILERI

Dr. Guray SOYDAN

Farmakoloji Programi
DOKTORA TEZi

ANKARA

2007



T.C.
HACETTEPE UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

SIGAN MEZENTER ISKEMI/REPERFUZYON MODELINDE
MEZENTER ARTER VE iLEUMDAKI
FONKSIYONEL VE YAPISAL DEGISIKLIKLER UZERINE
SILDENAFILIN ETKILERI

Dr. Guray SOYDAN

Farmakoloji Programi
DOKTORA TEZi

Danigman Ogretim Uyesi
Prof. Dr. Meral TUNCER

ANKARA

2007



il

Saglik Bilimleri Enstitiisii Mildiirliigii'ne:

Bu ¢aligma jiirimiz tarafindan Farmakoloji Programinda Doktora Tezi olarak kabul
edilmigtir,

Jiiri Baskam Prof. Dr. Ristli Onur
Hacettepe Universitesi

Danmigman Prof. Dr. Meral Tuncer /7@#5:
Hacettepe Universitesi / 3 L

Prof. Dr. Alper skit
Hacettepe Universitesi

Dog. Dr. Umit Yagar
Hacettepe Universitesi

Dog. Dr. Siireyya Barun
Gazi Universitesi

ONAY
Bu tez, Hacettepe Universitesi Lisanstistii Egitim-Ogretim ve Sinav Yénetmeligi’nin

ilgili maddeleri uyarinca yukandaki jiiri tiyeleri tarafindan uygun gériilmiistiir ve
Enstitii Yonetim Kurulu karanyla kabul edilmigtir.




v

TESEKKUR

Bu calismadaki degerli katkilarindan dolayr en basta danismanim
Sayin Prof. Dr. Meral Tuncer’e, yardimci danismanim Sayin Prof. Dr. Rustu
Onur’a, patolojik incelemelerdeki katkilarindan dolayr Sayin Prof. Dr. Cenk
SOKMENSUER’e, biyokimyasal incelemelerdeki katkilarindan dolayr Sayin
Prof. Dr. Kamer Kiling’a, emeg@i gecen tim saygideger o6gretim Uyelerine,
trase ve resimlerin dizenlenmesindeki katkilarindan dolay! Dr. Edip Glveng
CEKIiC’e, arastirmalarm sirasindaki yardimlarindan dolay! teknisyen
arkadaslarim ile emegdi gegen tum asistan arkadaglarima ve her zaman her
yerde benimle olan sevgili aileme tesekkir ederim.

Bu calismanin bir kismi Novartis tarafindan desteklenmistir.



OZET

Soydan, G., Sican mezenter iskemi/reperfizyon modelinde mezenter
arter ve ileumdaki fonksiyonel ve yapisal degisiklikler Uizerine
sildenafilin etkileri. Hacettepe Universitesi Saglk Bilimleri Enstitiisii,
Farmakoloji Doktora Tezi, Ankara, 2007.

Bu calismanin amaci sildenafilin siganlarda mezenter iskemi/reperfliizyon
(/RYu sonrasindaki vaskiiler ve intestinal hasar (izerine olan etkilerini
arastirmaktir. Superior mezenter arterin 45 dak kapatilmasiyla olusturulan
iskemiyi takiben 60 dak reperfiizyon uygulandi. i/R’nin sebep oldugu endotel
hasari, fonksiyonel olarak, mezenter arterlerde asetilkolin (ACh)
gevsemelerindeki degisiklikler olarak degerlendirildi. intestinal hasari
belirlemek icin ileum segmentlerinde ACh’in ve elektriksel alan stimulasyonu
(EAS)nun olusturdugu kasilimalar ile EAS ile olugturulan nonadrenerjik
nonkolinerjik (NANK) gevsemeler incelendi. Ayrica ileumda histopatolojik ve
biyokimyasal (tiyobarbitlrik asit reaktif substans; TBARS miktari ve
miyeloperoksidaz; MPO aktivitesi) degisiklikler arastirildi. i/R, mezenter
arterde ACh'nin olugturdugu gevsemeleri azaltti. Sildenafil (1 mg/kg, i.v.) 6n
tedavisi bu azalmis cevaplari geri déndiirdii. ileumdaki i/R sonrasi azalan
ACh’nin olusturdugu kasiimalar da sildenafil ile geri dondi. EAS ile elde
edilen hem ileumdaki kasilma, hem de NANK gevsemeleri i/R sonrasinda
azaldi. Sildenafil on tedavisi bu fonksiyonel degisiklikleri kismen duzeltti.
ileum TBARS miktari ve MPO aktivitesi i/R sonrasinda artti ve sildenafil bu
artisi anlamli olarak azaltti. Patolojik incelemede, /R sonrasinda ¢ok fazla
artmis olan intestinal iskemik alan ve ileum hasari skorlamasi sildenafil ile
anlamh olarak azaltildi. Bu sonuglar, sildenafilin i/R’'nin sebep oldugu
fonksiyonel ve yapisal degisiklikler Uzerine vyararli ve koruyucu etkisi

olabilecegini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: iskemi/reperfiizyon, mezenter arter, ileum, elektriksel

alan stimulasyonu, sildenafil.
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ABSTRACT

Soydan G., The effects of sildenafil on functional and structural
changes in mesenteric artery and ileum, in a mesenteric
ischemial/reperfusion model of rat. Hacettepe University Institute of
Health Sciences, Ph.D. Thesis in Pharmacology, Ankara, 2007. The aim
of this study was to investigate the effects of sildenafil on intestinal and
vascular injury following mesenteric ischemia/reperfusion (I/R) in rats.
Following ischemia induced by occlusion of the superior mesenteric artery for
45 min, reperfusion was applied for 60 min. I/R-induced endothelial damage
was evaluated, functionally, as changes in acetylcholine (ACh) induced
relaxation of mesenteric arteries. To determine intestinal damage, ACh- and
electrical field stimulation (EFS)-induced contractions and EFS-induced
nonadrenergic noncholinergic (NANC) relaxations were investigated in ileal
segments. Additionally, histopathological and biochemical (thiobarbituric acid
reactive substances; TBARS content and myeloperoxidase; MPO activity)
changes were evaluated in ileal segments. I/R decreased vasorelaxations to
ACh, in mesenteric artery. Sildenafil (1 mg/kg, i.v.) pretreatment reversed
these impaired responses. The decreased ileal contractions to ACh after I/R
was also reversed by sildenafil. Both ileum contractions and NANC relaxation
obtained by EFS were decreased after I/R. Sildenafil pretreatment partly
improved these functional changes. lleal TBARS amounts and MPO activity
increased after I/R were attenuated significantly by sildenafil pretreatment. In
pathological examination, highly increased intestinal ischemic area and the
damage scores of ileum after I/R, were significantly decreased by sildenafil.
These results suggest that sildenafii may have protective and beneficial
effects on I/R-induced functional and structural changes in rat.

Keywords: Ischemia/reperfusion, mesenteric artery, ileum, electrical field

stimulation, sildenafil.
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1. GIRIS

intestinal iskemi/reperfiizyonu (i/R) akut mezenter iskemisi, ince
barsak transplantasyonu, abdominal aorta anevrizmasi, hemoraji, travmatik
veya septik sok ve gesitli yaniklardan sonra gelisebilen ¢ok ciddi bir
durumdur (1-3). ince barsaklardaki i/R hasari, endotel hiicre sismesi, kapiler
tikanma, intestinal kan akimi azalmasi ve mukozal bariyer disfonksiyonu gibi
mikrovaskuler ve mukozal degisiklikler ile karakterizedir (4-6).

intestinal I/R sonucu olusan hasarin mekanizmasi giinimiizde tam
olarak agiklanabilmis degildir. /R sonrasi damarlarda meydana gelen endotel
disfonksiyonu ve buna bagh olarak oOzellikle nitrik oksit (NO)
biyoyararlaniminin azalmasinin neden oldugu vazokonstriksiyon, notrofil
aktivasyonu ve infiltrasyonu ile trombosit agregasyonu, ayrica serbest oksijen
radikallerinin olugmasi ile gelisen oksidatif hasar ve bir ok organda hasar ve
yetmezliJe sebep olan sistemik inflamatuvar cevap sendromu I/R’nin
glinumuzde bilinen sonuglaridir (7, 8).

Sildenafil, erektil disfonksiyonda kullanilan ve selektif olarak
fosfodiesteraz (PDE) tip 5 enzimi inhibisyonu ile siklik guanozin-3’,5'-
monofosfat (sSGMP) seviyesini yukselterek duz kasta gevsemeye neden olan
bir maddedir (9). Mezenter arter diz kasi da dahil bir gok memeli dokusunda
PDE 5 varhigi gosterilmistir (10, 11).

Son zamanlarda insanlarda ve hayvanlarda yapilan c¢aligsmalarda,
sildenafilin konjestif kalp yetmezligine, pulmoner hipertansiyona ve kalpte I/R
hasarina karsi olumlu etkileri oldugu gésterilmistir (12-15). Ayrica kalpte i/R
ve farkli modellerde olusturulan endotel disfonksiyonu, apopitoz ve nekrozu,
oksidatif hasari ve trombosit aktivasyonunu azalttigi, ayrica infarkt alaninda
azalma meydana getirdigi bildirilmigtir (16-20). Sildenafilin bu etkilerinde,
endoteliyal nitrik oksit sentaz (eNOS) ve indUklenebilir nitrik oksit sentaz
(INOS) ekspresyonunu ve buna baglh olarak NO biyoyararlanimini
artirmasinin rolii oldugu goésterilmistir (19). Kalpteki i/R modeli (14, 15) ve
insan 6n kol I/R modelinde (16) hedef organ (izerindeki etkileri arastiriimis

olan sildenafilin sican mezenter I/R modelinde mezenter arter ve ileumda



meydana gelen hasar uzerindeki etkileri ile ilgili herhangi bir galigmaya

literatirde rastlanmamigtir.

1.1 Hipotez
Sildenafilin mezenter /R sonucu bozulan mezenter arter endotel

fonksiyonu ve ileum hasari Uzerine duzeltici etkileri vardir.

1.2 Amag
Bu projede amag, mezenter I/R sonucu olusan endotel disfonksiyonu
ve ileum hasar Uzerine sildenafilin etkilerini fonksiyonel, biyokimyasal ve

patolojik agidan incelemektir.



2. GENEL BILGILER

I/R hasari bir cok dahili ve cerrahi olayin fizyopatolojisinde temel rol
oynamakta ve barsaklarin igice gecmesi, akut mezenter arter ttkanmasi ve
hemodinamik sok gibi durumlardan sonra meydana gelebilmektedir (21).
Mezenter i/R'ye bagl olusan lezyonlar ince barsak naklinde de
goriilebilmektedir (22). Mezenter arterlerdeki I/R sonrasinda akut vaskiiler
yetmezlik ve c¢oklu organ yetmezligi gelisebilmektedir ve bu durumlar

morbidite ve mortalite oranlarini artirmaktadir (23).

2.1 intestinal iskemi

intestinal iskemi trombiis veya emboliye bagh olarak gelisen arter
tikanmasi sonucunda, siklikla da tikanma disi sebeplerden (kalp yetmezligi,
sepsis ve dijital kullanimi ile olugsan dusuk mezenterik kan akimi
durumlarindaki gibi) dolayl gelisebilmektedir (24, 25). Arteriyel iskemi,
oksijenlenmenin azalmasiyla aerobik enerji metabolizmasini engelleyerek
dokularda degisikliklere neden olmaktadir. Bu durum intraselller adenozin
trifosfat (ATP) deplesyonuna ve seluler homeostazisin bozulmasina yol
acmaktadir (26). iskemi sirasindaki yetersiz oksijen, mitokondride oksidatif
fosforilasyonun bozulmasini takiben direkt veya metabolitleri araciligiyla
hicresel hasar meydana getiren mediyatorlerin birikmesine neden olur (27).
iskeminin devam etmesi ise biriken bu mediyatérlerin sirekli etkisiyle
nekroza kadar giden progresif hicre degisikliklerine yol agmaktadir. Kalici
degisiklikler meydana gelmeden dnce iskeminin ortadan kalkmasiyla birlikte
enerji metabolizmasi tekrar dizene girerek ve toksik Urlnler ortamdan

uzaklasarak hucre normal fonksiyonlarina hizla geri donmektedir (5, 26).

2.2 Reperfiizyon Hasari

iskeminin siiresi ve yogunluguna bagli olarak, oksijenin dokulara
tekrar ulagsmasiyla birlikte doku hasari daha da fazla artabilmektedir (oksijen
paradoksu) (27). Deneysel mezenter I/R modelinde, reperfiizyon sirasinda

olusan doku lezyonlarinin iskemi sirasinda olusanlara gére daha buylk



oldugu gdsterilmistir. (28). /R, endotel ve degisik hiicre tipleri arasinda
kompleks etkilesimlere sebep olarak mikrovaskuler hasar, hicresel nekroz
ve/veya apopitoz olugsmasina onculik edebilir (22). Splanknik arterlerin
oklizyon ve reperfizyonu, cogunlukla vaskuler permeabilitedeki artis
sonucunda meydana gelen sirkulatuvar soku hizlandirarak polimorfonukleer
notrofillerin adezyonuna, proinflamatuvar maddelerin saliverilmesine ve hem
azota- hem de oksijene-bagimli serbest radikallerin olusmasina neden olur
(29). Splanknik /R sonucunda olusan hasar cogunlukla mukoza ve
submukozada gorulen ve endoteliyal yikima neden olan yogun inflamasyon
ile karakterizedir (29).

intestinal I/R sonucunda kontraktil aktivitede azalma, mikrovaskiler
permeabilitede artma ve mukozal bariyer disfonksiyonu gorilmektedir (30).
iskemik dokunun reperfiizyonu siiperoksit anyonu, hidroksil radikali, hidrojen
peroksit ve peroksinitrit gibi toksik serbest oksijen radikallerinin olugmasi igin
en dnemli sebeptir (31). Serbest oksijen radikalleri, cok miktarda fosfolipid ve
protein iceren selliler membran ve subselliler tabakada hasar meydana
getirerek lipid peroksidasyonuna sebep olurlar ve sonucunda yapisal ve
metabolik degisikliklere neden olarak hucre 6lumu ve nekroza yol acgarlar.
Ayrica intestinal i/R’'nin o&zellikle reperflizyon sirasinda artan bir akut
inflamatuvar cevap meydana getirdigi ve lokal etkisinden daha zararli bir
sistemik cevap olusturdugu bilinmektedir. Aktive olan nétrofiller sitotoksik
serbest oksijen radikalleri ve proteolitik enzimler ile birlikte iskemik hasari
artinrrlar (32).

ince barsaklardaki i/R, mukoza bariyeri riptirine neden olarak
bakteriyel translokasyon ve inflamatuvar cevabin aktivasyonu ile birlikte uzak
organlarda da gosterilen asit-baz denge bozukluguna yol acmaktadir (33).
Bakteriyel translokasyon, yagayabilen bakterilerin intestinal mukozadan diger
doku ve uzak organlara dolasim yoluyla ge¢gmesi sonucunda
gerceklesmektedir. Reperflizyon ile birlikte kalsiyumun intraselller ortama
gegisi artmakta ve bu durum fosfolipaz A; aktivitesinde anlamli bir yikselme
meydana getirmektedir. Fosfolipaz A; etkisi ile saliverilen aragidonik asitten

siklooksijenaz (COX) enzimi ile prostaglandin (PG)’ler, tromboksan A, (TXA)



ve prostasiklin (PGl), lipoksijenaz (LOX) enzimi ile ise lokotrien (LT)ler
olugsmaktadir (34). Bu olusan urunler vazokonstriksiyona (TXAz, LTCy4, LTDy,
LTE,), vazodilatasyona (PGl,, PGE4, PGE,, PGDy), vaskuler permeabilitede
artisa (LTC4, LTD4, LTE4), trombosit kiimelenmesine ve polimorfonikleer
|Okositlerde kemotaksiye neden olmaktadir (LTBy).

Biitiin bu olaylar sonucunda i/R, ileumun elektriksel aktivitesini ve
kontraktil cevaplarini etkileyebilmektedir (32, 35). Literatlr bilgilerine goére
serbest oksijen radikalleri, inflamatuvar mediyatorler ve ekstravaze Iokositler
ile birlikte NO metabolizmasinda olusan bozukluk da i/R sonrasi gériilen kas
disfonksiyonunda rol oynamaktadir (35-37). intestinal dokudaki kas ve sinir
hiicreleri iskemiden ileri derecede etkilenebilmektedir. iskemiye maruz kalan
intestinal dokuda hucrelerde enerji deplesyonu goértulmektedir (32). Bununla
birlikte reperfuzyon sirasinda olusan serbest oksijen radikalleri de iyonik
homeostazisi bozarak hucre fonksiyonlarina zarar vermektedir (32, 38).

Yapilan calismalarda nétrofillerin i/R hasarinda kritik bir rolii oldugu
bildiriimektedir. Bu hipoteze dayali g¢alismalarda nétrofil deplesyonunun ve
noétrofil-endotel hiicre etkilesmesi inhibisyonunun /R hasarini énleyebildigi
gosterilmigtir (39-41). Notrofiller ilk olarak damar duvarina yaklasgtiktan sonra
endotel boyunca yuvarlanirlar ve sonunda da endotelin icinden go¢gmeden
once sikica yapigirlar (42). Adezyonu ve sonrasinda endotelin iginden gogu
takiben aktive notrofiller daha fazla serbest radikal, proteolitik enzimler
(kollajenaz, elastaz, katepsin G) ve peroksidaz saliveriimesini saglayarak
lokal yikima sebep olurlar. Aktive notrofillerin akciger ve diger organlar
tarafindan tutulmasi, coklu organ yetmezligi gelismesindeki 6nemli bir
basamaktir (26).

2.3. Reperfiizyonun indiikledigi Mikrovaskiiler Disfonksiyonda Nitrik
Oksit-Superoksit Dengesizligi Teorisi

I/R, endotel hiicrelerinde NO ile siperoksit arasindaki dengeyi
degistirerek arteriollerde endotele-bagimh gevsemelerde azalmaya ve
venullerde akut inflamatuvar cevaba neden olmaktadir (43, 44). Normal

kosullar altinda NO sentezi superoksit Uretiminden daha fazladir (45). Bu



durum NO’nun dusuk miktardaki superoksidin etkilerini bloke etmesiyle
sonuglanir. NO duz kasta guanilat siklazin aktivasyonuyla arteriyoler tonusu
dusarur, trombosit agregasyonunu ve trombis olusumunu azaltir ve endotel
yuzeyi ile l16kositler arasindaki adeziv etkilesimi minimum dizeye indirir (45).
Fakat iskemik dokunun reperfuzyonunu takip eden dakikalar igerisinde NO ile
superoksit arasindaki denge superoksit lehine bozulur. Bu bozulan denge
adezyona uygun |6kosit olusumuna ve eNOS araciliiyla olusan NO
sentezinde azalmaya yol agar (45). Sonug¢ olarak NO’nun yeterli miktarda
olmamasindan dolayl asetilkolin gibi endojen vazodilator maddelerin
endotele-bagimli NO aracili vazodilatasyonunda azalma meydana gelir (45).

2.4, Fosfodiesteraz 5 Enzimi

sGMP, duz kas gevsemesi ve trombosit agregasyonu gibi bir ¢ok
fizyolojik durumda sinyal transduksiyonunda 6nemli bir rol oynamaktadir (46,
47). sGMP guanilil siklaz aracihgiyla Uretilir ve siklik nikleotid PDE’ler
araciliiyla 5-GMP’ye yikilir. Vaskiler diz kas hucrelerindeki sGMP
konsantrasyonu, bu iki olay arasindaki denge ile belirlenmektedir (47, 48). Bu
nedenle, vaskuller duz kas bozukluklarinda intraseluler sGMP seviyelerinin
modulasyonu farmakolojik mudahale igin hedef tegkil etmektedir (49).
Ozellikle erektil disfonksiyonda lokal sGMP konsantrasyonunu yiikseltmek
icin, sGMP’ye selektif olan PDE 5 enziminin inhibe edilmesi, uygulanabilir bir
tedavi stratejisini ortaya gikarmigtir.

PDE’lerin memeli dokularinda 11 familyasi tanimlanmigtir. Bunlardan
PDE 5 enziminin vaskller ve bronsiyal diuz kaslarda ve trombositlerde
bulundugu gdsterilmistir (50-52). PDE 5 inhibitorleri yapisal olarak sGMP ile
benzerdir ve PDE’nin katalitik bolgesinde sGMP ile yarismaya girerler (Sekil
2.1) (10).



Sildenafil

Sekil 2.1 PDE 5’in kompetitif inhibitdrt sildenafil ile onun dogal substrati olan

sGMP’nin yapisal olarak kargilagtiriimasi

2.5. Sildenafil Sitrat

Sildenafilin erektil disfonksiyonu azaltici etkisinde spesifik olarak
sGMP’yi yikan PDE 5 enzimini inhibe etmesi rol oynamaktadir (11). Artan
hdcre i¢ci sGMP vazodilatasyona neden olarak kavern6z dokunun kan akimini
artirir. Vaskuler duz kasta da PDE 5 enziminin varligi gosterilmigstir (10). NO-
sGMP yolagi aracihgiyla sildenafil orta derecede ve gegici bir hipotansif etki
yapar (53). Saglikh kisilerde tek doz oral 100 mg sildenafil alinmasi
sistolik/diyastolik kan basincinda ortalama 10/7 mmHg azalmaya yol
acmaktadir ve kalp hizinda herhangi bir degisiklik olmadan kan basinci eski
seviyelerine 6 saat sonra donmektedir (53). Sildenafilin yaygin goérilen bas
agrisi, yuzde flushing, nazal konjesyon ve dispepsi gibi yan etkileri vaskuler
ve visseral duz kaslardaki PDE 5 inhibisyonuna bagl olarak gelismektedir.
Bu durumlar ilacin kisa yarilanma émru (T+42) degeriyle uyumlu olarak gegici
ve hafif seyretmektedir (54).

Oral alimindan sonra sildenafil hizla absorbe olur ve maksimum
plazma konsantrasyonuna 1 saat icinde ulagir (Tablo 2.1) (9, 55). Sildenafil
% 96 oraninda plazma proteinlerine baglanir ve geri kalan % 4 bagli olmayan

serbest ila¢ plazmada dolagsima katilarak PDE 5 inhibisyonu ile intraseluler



etkisini gosterir (56). Sildenafilin eliminasyonu sitokrom P450 3A4 ve ikincil
olarak sitokrom P450 2C9 enzimleri araciligiyla inaktif metabolitlerine
donuserek gercgeklesir (56, 57). Dolayisiyla sildenafilin bu enzimlerin

inhibitorleri ile birlikte alinmasi ilacin plazma seviyelerini yukseltmektedir.

Tablo 2.1 Oral tek doz olarak alinan 100 mg sildenafil sonrasindaki
farmakokinetik parametreler (9, 55, 56, 65, 66).

Parametre Ortalama Deger
Cmaks, ng/ml (total ilag) 450
Cmaks, ng/ml (serbest ilag) 18

Tmaks (dak) 60

T4/2 (saat) 4-5
Proteine baglanma (%) 96
Biyoyararlanim (%) 40
Dagihm hacmi (1) 105

EAA, ng - h/ml (total ilag) 1963
EAA, ng - h/ml (serbest ilag) 79

EAA: Plazma konsantrasyon-zaman egrisi altindaki alan; Cmaks: Maksimum

plazma konsantrasyonu; Tmaks: Cmaks’a ulasilan stire; T1: Yarilanma émrii

Sildenafilin erektil disfonksiyondaki tedavi edici etkisinin yanisira,
konjestif  kalp  yetmezligi, pulmoner hipertansiyon ve endotel
disfonksiyonunun goéruldugu diger bazi kardiyovaskuler durumlarda yararli
etkileri gosterilmigstir (12, 58). Sildenafil koroner arter hastalarinda endotele
bagdimli vazodilatasyonu ve egzersiz toleransini artirmaktadir (17, 59).
Sildenafilin farkli hayvan modellerinde kalpte i/R hasarini koruyucu etkisinin
oldugu bildirilmigtir (60, 61). Bu ¢alismalarin ¢ogu sildenafilin dnkosullama-
benzeri bir etki gdsterdigini ortaya koymustur.

Sildenafilin kalpte /R sonrasi infarkt alaninda azalma meydana

getirdigi farkli hayvan tiirlerinde gdsterilmistir (14, 15, 62). Sildenafilin I/R’den



bagka, farede doksorubisin ile olusan kardiyomiyopatide apopitozu azaltarak
sol ventrikul disfonksiyonunu duzelttigi bildirilmistir (20).

Sildenafilin in vitro fare kardiyomyositlerinde iskemi/reoksijenasyon
sonucu artan apoptotik hicre sayisini azalttigi, nekroz ve apopitoza karsi NO
lizerinden direkt koruyucu etkisi oldugu bildiriimistir (19). Bu durum i/R'yi
takiben olusan hicre 6limune karsi sildenafilin terapotik etkisinin oldugunu
desteklemektedir.

Hayvan calismalarinin yanisira sildenafilin insanda i/R sonucunda
gelisen endotel disfonksiyonunu ATP’ye duyarli potasyum (Katp) kanallarini
acgarak duzelttigi yapilan in vivo radiyal arter calismasinda gdsterilmistir (16).
Koroner arter hastaligi olanlarda sildenafilin koroner arterlerde dilatasyon
yaptigi ve trombosit aktivasyonunu inhibe ettigi bildirilmistir (17). Ayrica
sildenafilin insanda kardiyak outputu artirdigi, pulmoner arter sistolik
basincini, ortalama pulmoner arter basincini, pulmoner vaskuler rezistansi ve
ortalama arter basincini azalttig bildirilmigstir (13).

Siganlarda streptozotosin ile olusturulan bir diyabet modelinde
diyabetin indukledigi oksidatif hasarin sildenafil ile geri dondugu bildirilmigtir
(63). Kopeklerde sildenafil pulmoner embolinin indukledigi oksidatif stresi ve
pulmoner hipertansiyonu azaltmaktadir (18).

Pulmoner hipertansiyon hastasi ¢ocuklarda sildenafilin hi¢ bir yan etki
gOstermeksizin deoksihemoglobin satlirasyonunu ve egzersiz toleransini
artirarak pulmoner hipertansiyon tuzerine olumlu etkileri oldugu gosterilmigtir
(64).
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3. GEREG ve YONTEMLER

3.1 Genel Protokol

Bu arastirmanin yapilabilmesi icin gerekli izin, Hacettepe Universitesi
Deney Hayvanlan Etik Kurulu'nun 10.11.2005 tarih ve 2005/49 kayit
numarasi ile alindi. Calismalarda 250-300 g agirhginda erkek Sprague-
Dawley siganlar kullanildi. Hayvanlar Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi
Deney Hayvanlari Arastirma ve Yetistirme Unitesi'nden saglandi. Siganlar
hayvan laboratuvarinda 20°C oda sicakliginda ve 12 saat aydinlik - 12 saat
karanlik olacak bir ortamda barindirildilar. Bu sirada hayvanlarda su ve gida

alimi serbest birakildi.

3.2. iskemi/Reperfiizyon Olusturulmasi

Siganlara 1,5 g/kg i.p. Uretan anestezisi uygulandiktan sonra karinlari
sagital bir kesi ile agildi. Superior mezenter arter (SMA) ¢evre dokulardan
ayrilarak damari zedelemeyen bir klemp araciliiyla kapatildi, bodylece
mezenter iskemi saglandi. 45 dakikalik iskemiden sonra klemp agilarak
damar yatagi 60 dakika boyunca reperfuze edildi. Tum deney boyunca
barsak perfuzyonunun degerlendiriimesi amaciyla, Laser Doppler Flowmetre
probu dik ve organ yuzeyine degecek bir sekilde, sabit bir dizenek
araciligiyla ileuma yerlestirildi ve intestinal kan akimi degisiklikleri OxyLab
LDF cihazi ve Lazer Doppler Mikrovaskuler Perfuzyon Monitoru aracihgiyla
Blood Perfusion Unit (BPU) cinsinden kaydedildi. Alinan kayitlar bazal
degere oranlanarak olusan degisiklikler bazal degerin ylzdesi olarak

degerlendirildi.

3.3. Deney Gruplari

Calismada mezenter [/R'nin olusturdugu degisiklikler ve bu
degisiklikler Uzerine sildenafilin etkilerinin incelenmesi amaciyla 4 grup
olusturuldu:

1) Sham-kontrol grubu: SMA cevre dokulardan ayrildiktan sonra i/R
suresi kadar (45+60=105 dakika) beklendi. Bu sire¢ baslamadan 20 dakika
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once ilacin ¢gozlucusu olan serum fizyolojik (SF) ilacin verildigi hacime denk (1
mil/kg, i.v.) olarak verildi. Bu gruptan elde edilen sonuclar kontrol olarak
degerlendirildi.

2) i/R grubu: SMA’nin kapatilip 45 dakika iskemi sonrasinda klempin
aciimasi ile 60 dakika reperfizyon uygulandi. SMA kapatiimadan 20 dakika
once 1 ml/kg SF i.v. olarak verildi. Bu grupta i/R’nin olusturdugu degisiklikler
incelendi.

3) /R + sildenafil: SMA kapatiimadan 20 dakika énce 1 mg/kg
sildenafil i.v. olarak 1 ml/kg SF iginde ¢ozulerek verildi. Daha sonra SMA
araciligiyla 45 dakika iskemi ve 60 dakika reperfizyon olusturuldu.
Sildenafilin bu dozu yapilan 6n deneyler ve literatir degerlendirmeleri
sonucunda elde edildi. Bu grupta i/R’nin olusturdugu degisiklikler tzerine
sildenafilin etkileri incelendi.

4) Sham + sildenafil: Sham protokolu uygulanan hayvanlara SF yerine
sildenafil (1 mg/kg, i.v.) 1 ml/kg ¢6zlcu iginde verildi. Bu grupta ilacin kontrol

grubu Uzerine yapacag: etkiler incelendi.

3.4. Mezenter Arter Cevaplari

I/R uygulamasi veya sham grubunda i/R siiresi kadar beklenmesi
sonunda mezenter arter, barsaklar ile birlikte c¢ikarilarak icinde Krebs-
Henseleit solisyonu (118 mM NaCl, 4.7 mM KCI, 2.5 mM CaCl;, 1.2 mM
KH2PO4, 1.2 mM MgSOg4, 25 mM NaHCO; ve10 mM glukoz) olan petrilere
alindi. Mikroskop altinda ileogekal valvin 20-30 cm proksimalindeki intestinal
bdlgeyi besleyen mezenter arterin 100-160 pym ¢apindaki tg¢lncu sira dallari,
cevresindeki yag dokusu ve birlikte seyrettikleri venden ayrilarak ¢ikarildi ve
icinde Krebs-Henseleit solisyonu bulunan 5 ml’lik miyograf (Myograph 610
M) bolmelerine alindi. Yaklagik 2 mm boyundaki her arter segmentinin
icinden mikroskop altinda 2 tane 40 pym c¢apinda cgelik tel gegirilerek biri
mikrometre tarafina, digeri ise force transducer tarafina vidalarla sabitlendi.
Daha sonra miyograf bolmeleri mikroskop altindan tekrar ana cihaza takildi.
Arterler, 40 dakika boyunca hig gerim verilmeden Krebs-Henseleit
solisyonunda ve 37°C sicaklkta % 95 O, ve % 5 CO, gaz karisimi ile
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gazlandirilarak 10 dakikada bir yikandi. izole arter segmentlerine, mikrometre
kullanilarak, artan gerimler verildi. Bir modul program araciliiyla arterler
normalize edildi ve uygun gerimde 10 dakikada bir yikanarak 40 dakika
siireyle dengelenmeye birakildi. izometrik arter cevaplari veri kazanim
unitesi (PowerLab/4SP) araciligiyla mN olarak bilgisayara kaydedildi.

izole arter segmentlerinde fenilefrin (107-10* M) miyograf bélmelerine
uygulanarak kasiima cevaplari alindi. Maksimum cevap elde edildikten sonra
preparatlar 10 dakikada bir yikanarak 40 dakika beklendi. Miyograf
bolmelerine  submaksimum  kasilma  olusturacak  konsantrasyonda
(maksimum kasilmanin % 60-80’i) fenilefrin uygulandi. Kasiima platoya
ulastiktan sonra asetilkolin (10'8-10'4 M) uygulanarak gevseme cevaplari elde
edildi. Asetilkolinin olusturdugu gevseme cevaplarinin NO-aracili olup
olmadigini gdstermek amaciyla bir grup hayvanda ortama NC-Nitro-L-Arjinin
(L-NOARG, 10™*M) eklenerek 30 dakika boyunca inkiibe edildi ve asetilkoline
(107-10* M) bagli gevsemeler tekrarlandi. Tim preparatlarda asetilkolinin
maksimum gevsemesi alindiktan sonra ortama papaverin (10'6-10'4 M)

uygulanarak duz kasa bagli gevseme cevaplari incelendi.

3.5. ileum Cevaplari

I/R uygulamasi veya sham grubunda i/R siresi kadar beklenmesi
sonunda ileogekal valvin 20-30 cm proksimalindeki ileum segmentleri izole
edilerek Tyrode solusyonu (137 mM NacCl, 2.7 mM KCI, 1.8 mM CacCl,, 1.1
mM MgCl,, 0.42 mM NaH;PO4, 11.9 mM NaHCO3; ve 5.6 mM glukoz) igine
alindi. izole edilen 3-4 cm uzunlugundaki ileum segmentleri 20 ml'lik organ
banyolarina asildi. ileum preparatlar sicakligi 37°C’de sabit tutulan
banyolarda % 95 Oz ve % 5 CO, igeren gaz karisimi ile gazlandirildi.
Preparatlar, 0.8-1 g istirahat gerimi verilerek bir saat sureyle dengelenmeye
birakildi. Bu sure i¢cinde 10 dakikada bir yikanan preparatlardan elde edilen
izometrik cevaplar force displacement transducer ile poligrafa (Grass Model
7B) kaydedildi. Tum deneylerin sonunda preparatlar tartilarak yas doku
agirliklar (g) olguldi ve elde edilen cevaplar (g) yas doku agirlklarina

bdlinerek degerlendirildi.
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izole ileum segmentlerine asetilkolin (10'8-104 M) uygulanarak kasiima
cevaplari elde edildi. Ayri bir deney grubunda platin elektrotlar arasina
yerlestirilen ileumlara Grass S 48 stimulator ve stimulus izolasyon Unitesi
(Grass SIU 5) kullanilarak elektriksel alan stimulasyonu (EAS) uygulandi. 120
V amplitut bayukligunde, 2 ms sureli stimuluslar 5 saniye boyunca farkli
frekanslarda (1, 2, 5, 10, 20 Hz) uygulanarak kasilma cevaplar elde edildi.
Daha sonra preparatlar 5 dakika arayla yikanarak 15 dakika boyunca
dinlenmeye birakildi. Nonadrenerjik nonkolinerjik (NANK) cevaplarin
incelenebilmesi amaciyla, preparatlar atropin (10°) ve guanetidin (5x 10”) ile
30 dakika boyunca inkube edildikten sonra preparatlara ayni parametreler
(120 V, 2 ms, 5 s boyunca ve 1-20 Hz)le EAS uygulamasi yapildi. EAS
uygulanmasi sonucunda nitrerjik sinir uglarindan agiga ¢ikan NO ile iligkiyi
arastirmak igin ayri ayri deneylerde tetrodotoksin (10'6), L-NOARG (10'4) ve
L-NOARG (10™) + L-arjinin (10®) kullanildi. Bu maddeler ile 30 dakika

inkiibasyondan sonra son tanimlanan protokol ile cevaplar yinelendi.

3.6. Kullanilan ilaglar

Bu calisma kapsaminda yapilan deneylerde, asetilkolin hidroklortr
(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, A.B.D.), , atropin sulfat (Sigma),
fenilefrin hidroklorir (Sigma), guanetidin siilfat (Ciba-Geigy, Basel, isvicre),
L-arjinin (Sigma), N®-nitro-L-arjinin (L-NOARG, Sigma), papaverin hidrokloriir
(Ciba), sildenafil sitrat (Eczacibagl, istanbul, Tlrkiye), tetrodotoksin (Sigma),
uretan (Merck Sharp & Dohme, Rahway, NJ, A.B.D.), kullanildi. Tum

maddeler distile suda ¢ozulerek uygulandi.

3.7. Tiyobarbiturik asit reaktif substanslari (TBARS)’nin Tayini

Deney sonunda ileogekal valvden itibaren 20-25 cm proksimalindeki
ileum segmentleri 3-4 cm olarak c¢ikarilarak Iimeni Tyrode sollsyonu ile
temizlendikten hemen sonra -80 °C’lik ortama konularak saklandi.
Tiyobarbiturik asit reaktif substanslari (TBARS), lipid peroksidasyonun bir
gostergesi olarak Mihara ve Uchiyama (67) tarafindan tanimlanan yonteme

gore tayin edildi. Dondurularak saklanmis doku érnekleri yas agirliklarinin 10
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katt potasyum fosfat tamponu (50 mM, pH: 7.4) iginde mekanik
homojenizator (Ultra Turrax) kullanilarak homojenize edildi. Buradan 0.5 ml
homojenat 3 ml % 71lik fosforik asit ile karngtinlarak 1 ml % 0.67’lik
tiyobarbiturik asit eklendi. Karigsim tpler igerisinde kaynar su banyosunda 45
dakika bekletildikten sonra sogutularak uzerine n-butanol eklendi. Tupler
vorteks ile cgalkalanarak olugan rengin n-butanol fazina gegisi saglanarak
orneklerin absorbanslari spektrofotometre araciligiyla 532 nm’de okundu
(Shimadzu UV-1700). Tiyobarbiturik asidin malondialdehit ile olusturdugu
kompleksin 1.56x 10° M'cm™ olarak alinan molar absorpsiyonundan
yararlanilarak, doku lipid peroksidaz seviyeleri TBARS olarak g doku basina

nanomol olarak hesaplandi.

3.8. Miyeloperoksidaz (MPO) Aktivitesinin Tayini

Deney sonunda ileogekal valvden itibaren 20-25 cm proksimalindeki
ileum segmentleri 3-4 cm olarak c¢ikarilarak Iimeni Tyrode sollsyonu ile
temizlendikten hemen sonra -80 °C’lik ortama konularak saklandi. ileuma
bagh MPO aktivitesi Suzuki ve digerleri (68) tarafindan tanimlanan yonteme
gore tayin edildi. Dondurularak saklanmis doku ornekleri yas agirliklarinin 10
kati buz soguklugundaki potasyum fosfat tamponu (50 mM, pH: 7.4) icinde
mekanik homojenizator (Ultra Turrax) kullanilarak homojenize edildi. Buradan
1 ml homojenat 10000x g’de 5 dakika boyunca santrifuje edildi ve pelletler %
0.5 Hekzadesiltrimetil amonyum (HETAB) iceren 50 mM fosfat tamponu (pH:
6.0) ve 5 mM EDTA'nin denk hacimlerinde (1 ml) tekrar suspande edildi. Elde
edilen suspansiyon 5000x g'de 2 dakika boyunca sanrfije edildi ve
supernatant aktivite dlgumleri icin kullanildi.

MPO aktivitesi son olarak 80 mM fosfat tamponu (pH: 5.4), % 0.5
HETAB, baslangigcta dimetiformamidde ¢ozilen 1.6 mM sentetik
tetrametilbenzidin substrati, 2 mM H;O, ve 06rnegi iceren 1 ml hacim
icerisinde olc¢uldu. Reaksiyon 37 °C’de H,O, eklenmesiyle basladi. MPO’nun
katalizledigi  tetrametilbenzidin  oksidasyonunun baslangigtaki  orani,
spektrofotometre araciligiyla 655 nm’deki artis kaydedilerek takip edildi
(Shimadzu UV-1700). MPO aktivitesi, analiz kosullarinda dakikada bir
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absorbans degisikligine neden olan enzim miktari olarak eksprese edildi.
Dokuya bagli MPO aktivitesi, g cinsinden yas doku basina dugen Unite olarak
hesap edildi.

3.9 Patoloji

Makroskobik olarak tum jejunoileal ince barsak ¢ikarildi ve metrik kagit
Uzerinde uzunlugu Olguldd. Tum iskemik bdlgenin uzunlugu olgllerek total
uzunluga oranlandi. Barsaklardaki renk degisikligi (pembe-mor) iskemik
alanlar olarak deg@erlendirildi.

ileogekal valvden itibaren 20-25 cm proksimalindeki 4-5 cm’lik ileum
segmentleri ¢ikarildi. Cikarilan barsak segmenti ince makasla agilarak i¢ci SF
ile yikandiktan sonra mukavva kartonlarda gerilerek sabitlendi. Zaman
kaybetmeden % 4 tamponath formalin iginde tespite birakildi.

Daha o©nce tespit edilen segmentlerden alinan oOrnekler takip
isleminden gegcirildikten sonra parafin bloklama yapildi. Parafin bloklardan
alinan 4-5 mikronluk kesitler hemotoksilen/eozin ile boyandi. Tum
degerlendirmeler kor olarak yapildi. Hemotoksilen/eozin boyali kesitlerdeki
iskemik degisiklikler 1sik mikroskobik olarak preparatta tespit edilen en
siddetli hasar alanina gore 6 farkli grupta derecelendirdi. Gruplar agagidaki
degisiklikler olarak belirlendi:

0 Normal
Yuzey epitelin dokulmesi
Mukozada kriptlerin 1/3 yuzey kisimlarinda kayip
Mukozada kriptlerin 2/3 yluzey kisimlarinda kayip

Mural infarkt (Mukozada ve submukozada nekroz)

a b~ WO DN -

TUm duvarda nekroz

3.10. Verilerin Analizi

Tam veriler aritmetik ortalama * ortalamanin standart hatasi olarak
ifade edildi.

Mezenter arter kasilma cevaplari arter uzunluguna oranlanarak mm

basina mN olarak degerlendirildi. Arter gevseme cevaplari ise submaksimum



16

fenilefrin kasiimalarina oranlanarak ylizde olarak ifade edildi. ileumdan elde
edilen tim izometrik cevaplar g yas doku basina g kasilma veya gevseme
olarak verildi.

Verilerin istatistiksel analizi, konsantrasyon-cevap ve zaman-
perfuzyon egrilerinde tekrarlayan olgumler igin iki yonli varyans analizi
(ANOVA), frekans cevaplarinda iki yonli ANOVA ve gerekirse post hoc
Bonferroni testi, TBARS, MPO ile intestinal makroskobi dedgerlerinde
Student’in t-testi ve patolojik skorlamada ise gruplar arasi anlamlilik igin
Kruskal-Wallis analizi, sonrasinda ikili karsilastirma igin Mann-Whitney U testi
ile deg@erlendirildi. Tum degerlendirmelerde P degerinin 0.05’den kuguk

olmasi anlamli olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. intestinal Perfiizyonun Degerlendirilmesi

I/R uygulamasi 5. dakikadan itibaren ileum lokal kan akiminda kontrol
grubuna gore anlamli bir azalma olugturdu (% 73.3 + 6.5). Bu azalma
iskeminin devam ettigi sure boyunca 45. dakikaya kadar devam etti.
Reperfizyonun baslamasiyla birlikte 50. dakikadan itibaren ileum lokal kan
akimi kontrol seviyelerine geri dondu (% 93.6 £ 6.9) ve deneyin sonu olan
105. dakikaya kadar kontrolden anlamli bir farklilik gostermedi. Sildenafil 6n
tedavisinden sonra (1 mg/kg, i.v) I/R uygulamasinda da ileum lokal kan akimi
5. dakikadan itibaren kontrol grubuna gére anlamli bir azalma olusturdu (%
67.7 £ 5.3). Bu azalma iskeminin sonu olan 45. dakikaya kadar devam etti.
45. dakikada reperfuzyon basladiktan sonra 50. dakikada ileum lokal kan
akimi % 96 £ 8.6 olarak olguldu ve kontrolden anlamh bir farklilik gostermedi.
Bu dakikadan i/R uygulamasinin sonu olan 105. dakikaya kadarki élciimlerde
kontrolden anlamli bir farklihk goézlenmedi (Sekil 4.1). Sham grubunda

sildenafilin lokal kan akimi Uzerine etkisi yoktu (gosterilmedi).
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Sekil 4.1. Superior mezenter arterin 45 dakika kapatildiktan sonra 60 dakika
boyunca acilarak olusturulan mezenter iskemi/reperfiizyon  (i/R)
uygulamasinin ve bu uygulama Uzerine sildenafil 6n tedavisinin (1 mg/kg,
i.v.) sicanda ileum lokal kan akimi Gzerine olan etkileri (n=5-6).

* P<0.05 kontrol’e gore
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4.2. Mezenter Arter Fonksiyonel Cevaplarinin Degerlendirilmesi

4.2.1. izole Mezenter Arterde Fenilefrinin Olusturdugu Kasilmalar

Sigan izole mezenter arterinde fenilefrinin yaptigi konsantrasyona
bagimli (10'7—10'4 M) kasilmalar i/R sonunda bir farkllik gdstermedi. Sildenafil
on tedavisi de (1 mg/kg, i.v) hem i/R'de hem de sham grubundaki bu

cevaplar Uzerinde anlamli bir degisiklik yapmadi (Sekil 4.2).

-- Sham
154 = /R
-+ |/R+SILD
E 104 ~ Sham+SILD
=
£
5.
0- ' ' '
-7 -6 -5 -4
log [FE]

Sekil 4.2. izole sican mezenter arterinde fenilefrin (FE) cevaplar Uzerine
mezenter iskemi/reperfiizyonu (i/R, 45 dak/60 dak)nun ve sildenafil (1
mg/kg, i.v) on tedavisinin etkileri (n=6-8).
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4.2.2. izole Mezenter Arterde Asetilkolinin Olusturdugu Gevsemeler

Sican izole mezenter arterinde fenilefrinin olugturdugu submaksimal
kasilmanin degeri 5.2 £ 0.6 mN/mm (n=17) idi. Olusturulan bu 6n kasiima
sonrasinda asetilkolin konsantrasyona bagimli (10'8-10'4 M) gevsemelere
neden oldu (Sekil 4.3A). Sican izole mezenter arterlerinde asetilkolinin
olusturdugu gevsemelerin NO ile iligkisini incelemek amaciyla ortama ilave
edilen L-NOARG (10* M), asetilkolin gevsemelerini anlamli olarak azaltti
(Sekil 4.3B). Maksimum asetilkolin gevsemesi submaksimum fenilefrin
kasilmasinin % 91.9 + 2.3’0 iken L-NOARG varlhginda % 51.2 + 10.1 oldu
(n=4).

Asetilkolinin olusturdugu gevsemeler /R uygulanan hayvanlarda
anlamli olarak azaldi (Sekiller 4.4A ve 4.5). Sildenafil 6n tedavisi (1 mg/kg,
i.v), mezenter arterdeki i/R’ye bagli azalan asetilkolin gevseme cevaplarini
kontrol seviyelerine dondurdu (Sekiller 4.4B ve 4.5). Sildenafil 6n tedavisi
sham grubunda asetilkolin gevseme cevaplari Uzerinde kontrole gére bir
farkhlik gostermedi (Sekil 4.5).

Tam gruplarda sigan izole mezenter arterinde asetilkolin ile maksimum
gevsemeler alindiktan sonra ortama eklenen papaverin (10°-10* M) ile %
100 gevseme elde edildi ve gruplar arasinda anlamh bir farkliik goralmedi
(Sekiller 4.3 ve 4.4).
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Sekil 4.3. Fenilefrin (FE) ile 6n kasilma olusturulmus izole sican mezenter arterinde asetilkolin (10°-10* MYin olusturdugu
gevsemeler (A) ve N8-Nitro-L-Arjinin (L-NOARG, 10™*Yin bu gevsemeler lizerine etkisi (B).
PAP: papaverin

IC



M 3 N 7 mN
T ]
B
2 e 1 dak

I| = El

) T

| =1

| I

|

|

1

|

|

. — PAP —

P ] g

= 1 ..~| = i’
_E:‘! "l.-_‘_"- .‘ﬁh:-_h 5“1;%-

'
* | S .“Hﬁ"iﬁlllﬂ —I Jisehhobm —I

Sekil 4.4. iskemi/reperflizyon uygulamasindan sonra fenilefrin (FE) ile 6n kasiima olusturulmus izole sigan mezenter arterinde
asetilkolin (10°-10* MYin olusturdugu gevsemeler (A) ve sildenafil (1mg/kg, i.v.) 6n tedavisinin bu gevsemeler iizerine etkisi

(B).
PAP: papaverin

(44
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Sekil 4.5. izole sican mezenter arterinde asetilkolin gevseme cevaplari
lizerine mezenter iskemi/reperfiizyonu (i/R, 45 dak/60 dak)'nun ve sildenafil
(1 mg/kg, i.v) 6n tedavisinin etkileri (n=5-6).

* P<0.05 kontrol’e gore

4.3. izole ileum Segmentlerinde Fonksiyonel Cevaplar
4.3.1. izole ileum Segmentlerinde Asetilkolinin Olusturdugu Kasilmalar

Sican izole ileum segmentlerinde asetilkolin konsantrasyona bagiml
(108-10* M) kasilmalar olusturdu (Sekil 4.6). Mezenter I/R uygulamasi
asetilkolin kasiimalarini anlamli olarak azaltti (Sekil 4.6). Sildenafil (1 mg/kg,
i.v.) 6n tedavisi, ileumdaki I/R’ye bagli olarak azalan asetilkolin kasilmalarini
kontrol seviyelerine dondurdu (Sekil 4.6). Sham grubunda sildenafil 6n
tedavisi anlamli bir etki gostermedi (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. izole sican ileumunda asetilkolin cevaplar (izerine mezenter

iskemi/reperfiizyonu (i/R, 45 dak/60 dak)nun ve sildenafil (1 mg/kg, i.v) 6n
tedavisinin etkileri (n=5-7). YDA: Yas doku agirhgi.
* P<0.05 kontrol’e gore

4.3.2. izole ileum Segmentlerinde Elektriksel Alan Stimiilasyonu
(EAS)’nun Olusturdugu Kasilmalar

Sican izole ileum segmentlerine uygulanan EAS frekansa bagimli
kasiimalar olusturdu (Sekil 4.7). Mezenter i/R uygulamasi EAS ile olusturulan
kasilmalari, 1 ve 2 Hz haricinde, anlamli olarak azaltti (Sekil 4.8). Sildenafil (1
mg/kg, i.v.) 6n tedavisi, ileumdaki azalan EAS kasilma cevaplarini artirdi,
ancak kontrol seviyelerine geri ¢cekemedi. (Sekil 4.8). Sildenafilin etkisi
sadece maksimum NANK kasilma cevabinin elde edildigi 20 Hz ile
olusturulan cevap Uzerinde anlamli bulundu. Sham grubunda sildenafil 6n

tedavisinin kontrol EAS kasilmalari tGzerine bir etkisi yoktu (Sekil 4.8).
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Sekil 4.7. izole sican ileumunda elektriksel alan stimilasyonu (120 V, 2 ms sureli, 5 s boyunca)'nun olusturdugu kasilmalar.

4



26

5 [ Sham
MW iR

61 E3 I/R+SILD
O Sham+SiLD

g kasilma / g YDA
N e

(=}
1

1 2 5 10 20
frekans (Hz)

Sekil 4.8. izole sican ileumunda elektriksel alan stimiilasyonu (120 V, 2 ms

sureli, 5 s boyunca)nun olusturdugu kasiimalar Uzerine mezenter

iskemi/reperflzyonu (i/R, 45 dak/60 dak)'nun ve sildenafil (1 mg/kg, i.v) 6n

tedavisinin etkileri (n=5-7). YDA: Yas doku agirhgi.

* P<0.05 kontrol’e gore

+ P<0.05 i/R’ye gére

4.3.3. izole ileum Segmentlerinde Elektriksel Alan Stimiilasyonu
(EAS)’'nun  Olusturdugu Nonadrenerjik  Nonkolinerjik  (NANK)
Gevsemeler

Sican izole ileum segmentlerinde atropin (10° M) ve guanetidin (5x10°
M) varhginda EAS (120 V, 2 ms. sureli, 5 s, boyunca) uygulanmasi ile
frekansa bagimh (1-20 Hz) gevsemeler elde edildi (Sekiller 4.9 ve 4.10).
leumda elde edilen bu NANK gevsemelerini tetrodotoksin (10° M) tiim
frekanslarda tama yakin bloke etti (Sekil 4.10). L-NOARG (10* M) NANK
gevsemelerini anlamli olarak azaltti (Sekil 4.10). L-arjinin (10 M) olusan bu

azalmayi kontrol seviyelerine dondurdu (Sekil 4.10).
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Sekil 4.9. izole sigan ileumunda atropin (10'6 M) ve guanetidin (5x10'5 M) varliginda elektriksel alan stimulasyonu (120 V, 2 ms

sureli, 5 s boyunca) ile elde edilen nonadrenerjik nonkolinerjik gevsemeler.

LT
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Sekil 4.10. izole sigan ileumunda atropin (10° M) ve guanetidin (5x10™° M)
varliginda elektriksel alan stimulasyonu (120 V, 2 ms sureli, 5 s boyunca) ile
elde edilen nonadrenerjik nonkolinerjik gevsemeler Uzerine tetrodotoksin
(TTX, 10 MYin, N®-Nitro-L-Arjinin (L-NOARG, 10*)in ve L-NOARG (10 M)
+ L-arjinin (L-ARG, 10 MY'in etkileri (n=4).

* P<0.05 kontrol’e gore

Mezenter i/R uygulamasi, EAS ile elde edilen NANK gevsemelerini
anlamli olarak azaltti (Sekil 4.11). Sildenafil 6n tedavisi, azalmig olan NANK
gevseme cevaplarini artirdi ancak kontrol seviyelerine geri dénduremedi.
Sildenafilin etkisi sadece maksimum NANK gevseme cevabinin elde edildigi
20 Hz ile olusturulan cevap Uzerinde anlamli bulundu. Sham grubunda
sildenafil 6n tedavisi gevseme cevaplarini degistirmedi (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11. izole sigan ileumunda atropin (10° M) ve guanetidin (5x10™° M)
varliginda elektriksel alan stimulasyonu (120 V, 2 ms sureli, 5 s boyunca) ile
elde edilen nonadrenerjik nonkolinerjik gevsemeler Uzerine mezenter
iskemi/reperfiizyonu (i/R, 45 dak/60 dak)nun ve sildenafil (1 mg/kg, i.v) 6n
tedavisinin etkileri (n=5-6). YDA: Yas doku agirhgi.

* P<0.05 kontrol’e gore

+ P<0.05 i/R’ye gore
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4.4. ileumda Biyokimyasal Degisiklikler

4.4.1. intestinal Oksidatif Hasar (TBARS)

ileumda &lciilen TBARS seviyeleri mezenter /R uygulamasi
sonrasinda anlaml olarak artti (Sekil 4.12). Sildenafil 6n tedavisi (1 mg/kg,
i.v.) artmig olan TBARS degerlerini anlamh olarak azaltti ancak kontrol
seviyelerine geri donduremedi (Sekil 4.12). Sham grubunda sildenafil 6n

tedavisi TBARS degerlerini degistirmedi (gosterilmedi).
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Sekil 4.12. Sican ileumunda tiyobarbitlrik asit reaktif substans (TBARS)
lizerine mezenter iskemi/reperfiizyonu (i/R, 45 dak/60 dak)nun ve sildenafil
(1 mg/kg, i.v) 6n tedavisinin etkileri (n=10-14). YDA: Yas doku agirligr.

* P<0.05 kontrol’e gore

+ P<0.05 i/R’ye gore
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4.4.2. intestinal Nétrofil infiltrasyonu (MPO)

ileumda 6lgtilen MPO degerleri, mezenter i/R uygulamasi sonrasinda
anlamli olarak artti (Sekil 4.13). Sildenafil (1 mg/kg, i.v.) 6n tedavisi artmis
olan MPO aktivasyonunu anlamli olarak azaltti (Sekil 4.13). Sham grubunda
sildenafil on tedavisi MPO degerlerini degistirmedi (gosterilmedi).
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Sekil 4.13. Sican ileumunda miyeloperoksidaz (MPQO) aktivitesi Uzerine
mezenter iskemi/reperfiizyonu (i/R, 45 dak/60 dak)nun ve sildenafil (1
mg/kg, i.v) on tedavisinin etkileri (n=7-13).

* P<0.05 kontrol’e gore
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4.5. intestinal Histopatolojik Degisiklikler

4.5.1 intestinal iskeminin Makroskobik incelenmesi

Mezenter /R sonrasinda olusan iskemik bdlgelerin uzunlugunun,
I/R’ye maruz kalan toplam barsaklarin uzunluguna bdliinerek elde edilen
iskemik tutulumun orani % 78.5 + 2.9 olarak olguldu (Sekil 4.14). Sildenafil (1
mg/kg, i.v.) 6n tedavisi artmis olan bu infarkt alanini anlamli olarak azaltti (%
48.8 + 3.7, Sekil 4.14).
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Sekil 4.14. intestinal iskemik tutulum Uizerine mezenter iskemi/reperfiizyonu
(i/R, 45 dak/60 dak)nun ve sildenafil (1 mg/kg, i.v) 6n tedavisinin etkileri
(n=9-11).

* P<0.05 kontrol’e gore

+ P<0.05 i/R’ye gére
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4.5.2 intestinal iskemik Hasarin Mikroskobik incelenmesi

Sigan ileumunda mikroskobik olarak saptanan iskemik hasarin
skorlama sistemine gére goruntuleri Sekil 4.15°de toplu olarak gdsterilmistir.

Mezenter i/R ileumda ciddi sekilde yapisal hasar olusturdu (4.1 + 0.3;
Sekil 4.16). Sildenafil 6n tedavisi bu hasari anlaml olarak azaltti (2.8 + 0.2;
Sekil 4.16). Patolojik olarak yapisal hasarin siddeti medyan degerleri g6z
éninde bulundurularak degerlendirildiginde /R sonrasinda barsaklarda
gelisen mural infarkt, sildenafil 6n tedavisi sonucunda sadece viluslarla sinirli
kaldi (Sekil 4.16).
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Sekil.4.15.  Siganlarin ileumlarindan hazirlanan kesitlerin ISIk
mikrograflarinda gorilen intestinal hasar ve semi-kantitatif degerlendirilmesi:
0: Normal (A), 1: Yluzey epitelde dokilme (B), 2: Viluslarin 1/3’G nekrotik (C),
3: Viluslarin 2/3’0 nekrotik (D), 4: Mural infarkt (E), 5: Transmural infarkt (F).
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Sekil 4.16. Sican ileumunda mikroskobik agidan semi-kantitatif skorlanarak
elde edilen intestinal hasar (zerine mezenter iskemi/reperfiizyonu (i/R, 45
dak/60 dak)'nun ve sildenafil (1 mg/kg, i.v) 6n tedavisinin etkileri (n=5-15).

I/R ve I/R+SILD, Sham’a gére anlamli (P<0.05).

I/R+SILD, i/R’ye gdre anlamli (P<0.05).
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5. TARTISMA

Bu calismadan elde edilen bulgular, sildenafil 6n tedavisinin, siganda
olusturulan mezenter i/R sonrasinda, izole mezenter arterde azalan endotele
bagimli gevseme cevaplarini duzelttigini ve ileumdaki bozulan fonksiyonel ve
morfolojik degisiklikler ile karakterize intestinal hasara kargi duzeltici etkileri
oldugunu gdstermisgtir.

Doku perfuzyonundaki degisikliklerin degerlendiriimesi sonucunda,
iskemi sirasinda dramatik sekilde azalan perfuzyon, oklizyonun ortadan
kalkmasiyla birlikte tGm gruplarda hizla geri dondlu ve deney sonunda
baslangi¢c seviyelerinden farklilik gdstermedi. Ancak perflizyondaki yuzde
degisiklikler kendi bazal seviyelerine oranlanarak elde edildiginden dolayi,
gruplar arasindaki bazal degerler arasindaki farkhlik bu yontemle
degerlendirilemedi. Bununla birlikte elde edilen bu sonuglar oklizyon
sirasinda dokunun iskemik kaldigini, sonrasinda ise tekrar perflize oldugunu,
tromboz ve benzeri herhangi bir sebebe bagli olarak damarlarda bir tikaniklik
olmadigini gostermektedir. Elde edilen sonug i/R yénteminin bu ¢alismada
gerektigi gibi uygulandigina isaret etmektedir.

Bu calismada i/R sonrasi mezenter arterde asetilkolinin olusturdugu
gevsemelerin azalmasi endotel fonksiyonunun bozuldugunu gdstermektedir.
Fenilefrin ve papaverinin olusturdugu kasilma ve gevsemeler i/R sonucunda
degismedigi igin duz kas fonksiyonunda bir bozukluk olmadigi dusunuldu.
Benzer sekilde, Lefer ve Ma (69) sican SMA’'da uyguladiklari i/R sonrasinda
izole mezenter arter halkalarinda sodyum nitroprusiyat cevaplarinda bir
degisiklik olmaksizin asetilkolinin olusturdugu gevsemelerde dramatik bir
azalma meydana geldigini gostermiglerdir. Daha oOnceki calismalarda da
gosterildigi  gibi mezenter arterdeki asetilkolinin olusturdugu gevseme
cevaplarinin  6énemli  bir kismi  endotel kaynakh NO-araciligiyla
gerceklesmektedir (70-73). Nitekim bu calismada da sham grubunda
asetilkolinin olusturdugu gevsemeler NOS inhibitori L-NOARG ile anlamh

derecede bloke edilmistir. I/R sonucunda endotelin hasarlanmasi ile birlikte
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NO biyoyararlaniminda bir azalma meydana gelmektedir ve bdylece NO-
superoksit dengesinde superoksit lehine bir kayma olugsmaktadir. Ayni
zamanda oksijen kaynaklh serbest radikallerde de bir artma meydana
gelmektedir (74, 75). I/R sonrasinda ilk olarak etkilenen yerlerden biri endotel
tabakasidir.

I/R sonucu goriilen vaskiiler disfonksiyonun mezenter arterin distal
kisimlarinda proksimale goére daha fazla oldugu gdsterilmistir (69). Bu
nedenle bu calismada mezenter arterin distal kismi olan tglncU sira dallari
izole edilerek vaskuler cevaplar arastiriimigtir.

Sildenafil n tedavisi I/R sonucu mezenter arterde azalan asetilkolin
gevsemelerini geri ddnduirdii. Bu da gdstermektedir ki sildenafil mezenter i/R
sonucu bozulan endotel fonksiyonu Uzerinde duizeltici bir rol oynamaktadir.
Sildenafilin bu etkisi ilk defa bu ¢alismada gosterilmigtir.

Mezenterik i/R sonrasinda NO (retiminin azaldigi ve NO donéri
uygulamasinin vaskller hasari azalttigi gosterilmistir (44, 76). Ayrica
sildenafilin kalpte i/R hasarinda koruyucu bir etki gosterdigi ve NOS-bagimli
sinyal kaskadinin bu etkiden sorumlu tutuldugu c¢alismalar vardir (15, 19, 77).
izole fare kalbinde sildenafil 6n tedavisi i/R sonrasinda gelisen kalpteki infarkt
alanini azaltmis ve sildenafilin bu etkisi selektif bir INOS inhibitora olan 1400
W ile ortadan kalkmistir (15). Ayrica sildenafilin bu infarkt-kisitlayici etkisi
ventrikiler fonksiyon Gzerinde herhangi bir degisiklik gostermeksizin
gerceklesmektedir. Sildenafil uygulamasi sonrasinda kalpte eNOS ve iNOS
MRNA ekspresyonunun hizla arttigi, pik degerlerine eNOS’'un 45 dakika,
iINOS’un ise 2 saat sonra ulastigi ve normal seviyelerine ise saatler sonra
geri dondugu gosterilmistir (15). Ayni galismada sildenafil tedavisinin kalpte
eNOS ve iNOS protein ekspresyonlarini da 24 saat sonunda anlamli olarak
arttirdig1 gosterilmigtir. Benzer olarak izole kardiyomiyositlerinde sildenafil
uygulamasi eNOS ve iINOS mRNA ve protein ekspresyonlarini artirmaktadir
(19). Sildenafil veya diger PDE 5 inhibitorlerinin vazodilator etkisi, adenozin
ve/veya bradikinin gibi On kosullama benzeri etki gosteren endojen
mediyatorlerin saliveriimesine neden olarak, kinazlarin aktivasyonu sonucu

NOS fosforilasyonuna ve sonrasinda NO olusmasiyla sonuglanacak bir sinyal
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yolagini tetikleyebilir (Sekil 5.1) (61). Daha sonra NO’nun guanilat siklazi
aktive ederek sGMP olusturdugu ve olusan sGMP’nin protein kinaz G (PKG)
aktivasyonuyla mitokondriyal Katp kanallarini acarak kardiyoprotektif etki
yaptigi ileri striilmistir (Sekil 5.1) (61, 78). Sildenafilin mezenter /R sonucu
bozulan endotel fonksiyonunu duzeltici etkisi i¢cin ayni mekanizma gegerli
olabilir. Diger taraftan sildenafilin kardiyovaskuler koruyucu etkisini baglica
doku sGMP duzeylerini artirarak ve PKG vyolagi Uzerinden gosterdigi
bildirilmigtir (77, 79). Dolayisiyla bu c¢alismada, sildenafilin NO Uzerinden
olabilecek etkisinden bagimsiz olarak yaptigi PDE 5 inhibisyonu sonucu
hiacre ici sGMP miktarini artirarak PKG araciligiyla Kare kanallarini
acgabilecegi ve boylece sonraki basamaklari etkileyebilecedi ileri surtlebilir.
ATP sentezinde ve Ca*? homeostazisinin devamliliginda temel rol oynayan
mitokondride bulunan Katep kanallarinin agilmasi, membran potansiyelinin
kompansasyonunu saglamaktadir. Bu sayede mitokondri, H* elektrokimyasal
gradiyenti olusturabilmek amaciyla disariya daha fazla proton atma imkani
bulmaktadir. Ciinkii I/R sonrasinda hiicre ici pH’si ve ATP sentezi azalmis,
hiicre i¢i Ca*? miktari artmistir. (80, 81) (Sekil 5.1). Kate kanallarinin varlig
sadece kalpte degil, ayni zamanda endotel hucrelerinde de gosterilmistir
(82). insanda yapilan bir in vivo calismada, brakiyal arterin kapatilip
acllmasiyla olusturulan i/R'de, sildenafilin Katp kanallarini agarak glicli bir
endotel koruyucu etki gosterdigi bildirilmigtir (16).

Barsak mukozasi iskeminin olusturacagr hasar agisindan ¢ok
hassastir. iskemik barsaklarin reperfiizyonu, olusan hasari daha da
artirmaktadir (5, 83). /R sonucunda olugsan oksijen radikalleri lipid
peroksidasyonuna ve inflamasyona neden olmakta ve hiicre ici Ca*? ve ATP
homeostazisi bozulmaktadir (26, 84, 85). iskemi gibi hipoksik durumlar
enerjiden zengin fosfatazlari tiketerek kontraktilite gibi htcre fonksiyonlarinin
ya reversibl olarak azalmasina ya da tamamen ortadan kalkmasina neden
olmaktadir. ileum diz kas hiicrelerinin tim bu hasar verici etkilere maruz
kalmasi sonucunda, asetilkoline karsi verdigi reseptor-aracii kasiima
cevaplari azalmaktadir (32, 35). Nitekim bu calismada da, izole ileum
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segmentlerinde asetilkolin ile elde edilen kasiimalar mezenter i/R sonrasinda

azalmistir.
iskemi/Reperfiizyon
Sildenafil ic.? ROR! ATPY
PKC/ERK l
PDE 5 | iyonik gradiyentlerin kaybi
inh. iNOS/eNOS

!

NO - KATPA ‘

| 1
SGMP s PKG i. ! ATPW

Hlicre sismesi

!

Membran Rupturu

Nekroz

Sekil 5.1 Sildenafilin iskemi/reperfuzyon hasarini Onleyici muhtemel
mekanizmasi

Kukreja ve dig. (61)'den uyarlanmigtir.
ica: Intraseliiler Ca+2; ROR: Reaktif oksijen radikalleri; PKC: Protein kinaz C; ERK:

Ekstraseliiler regiile kinaz; iNOS veya eNOS: indiiklenebilir veya endoteliyal nitrik oksit
sentaz; NO: Nitrik oksit; PKG: Protein kinaz G; Katp: ATP’ye duyarli potasyum kanallari; PDE

5 inh: fosfodiesteraz 5 inhibisyonu

I/R sonrasinda reaktif oksijen radikalleri ile birlikte nétrofillerde
kemotaktik aktivite olusmasi gibi dramatik hasarlar, intestinal i/R sonrasinda
ileumun ekzojen elektriksel aktivitesini ve buna bagli kasilma cevaplarini

degistirmektedir (32, 86). Bu calismada izole ileum segmentlerinde EAS
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uygulamasi ile elde edilen kontraksiyon cevaplari da i/R sonrasinda anlamli
olarak azaldi. Gastrointestinal motilitede, peristaltizmin dizenlenmesinde ve
sfinkter fonksiyonunda NO baslica NANK mediyatori olarak temel bir rol
oynamaktadir (87). Bu c¢alismada izole ileum segmentlerinde atropin ve
guanetidin varliginda EAS uygulamasi ile elde edilen NANK gevsemelerin L-
NOARG varliginda ortadan kalkmasi ve L-arjinin ile geri donmesi bu
gevsemelerin NO araciliiyla oldugunu goéstermektedir. Bu gevsemelerin
tetrodotoksin tarafindan bloke edilmesi de nitrerjik sinir uglarindan saliverilen
NO’nun roliine igaret etmektedir. ileumdaki NANK gevsemeleri /R
sonrasinda anlamli olarak azaldi. Bu bulgular konu ile ilgili daha 6nce yapilan
c¢alismalarin sonuglari ile uyumludur (86, 88, 89).

I/R sonrasinda ileumdaki azalan asetilkolin kasiimasinin sildenafil én
tedavisi ile tamamen, EAS’In olusturdugu kasiimalarin ve NANK aracili
gevsemelerin  kismen geri dondurulmesi, sildenafilin ileumdaki hasar
uzerinde de dlzeltici etkileri oldugunu gdstermektedir. Bu ¢calisma, mezenter
I/R sonrasinda, ileumun bozulan fonksiyonel cevaplar izerine sildenafilin
etkileri ile ilgili olarak da vyapilan ilk arastirmadir ve sonuglar olumlu
bulunmustur. Bu ¢alismanin diger énemli bir bulgusu da sudur: i/R sonucu
olusan mezenter arter endotel ve ileum duz kas disfonksiyonu sildenafil
tarafindan sinirsel yapilarin fonksiyon bozukluguna goére daha etkili bir
bicimde dizeltildi. Bu nokta sinirsel yapilarin diiz kasa gére i/R'den daha
fazla etkilendigini de gosterebilir.

Bu c¢alismada sildenafilin ileumda elde edilen olumlu etkileri
biyokimyasal ve patolojik bulgularla da desteklendi. ileumda oksidatif hasarin
gbstergesi olan TBARS miktarinin /R sonrasinda artmasi ve sildenafil én
tedavisinin bu artisi anlamlh olarak azaltmasi sildenafilin ileumdaki etkisinin
mekanizmasini agiklamaya isik tutabilir. Ayni sekilde polimorfonukleer
nétrofil infiltrasyonunun bir indeksi olan MPO aktivitesinin /R sonrasinda
ileumda artmasi ve sildenafil 6n tedavisinin bu artisi azaltmasi sildenafilin etki
mekanizmasini agiklamasi bakimindan énemlidir. i/R gibi bir ¢ok inflamatuvar
durumda TBARS miktarlarinda ve MPO aktivitesinde artig gosterilmistir (90,

91). Bir damarin okliizyonu ve sonrasinda reperflizyonu, bu duruma maruz
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kalmig dokuda notrofil infiltrasyonu ile karakterize bir inflamatuvar cevabi
tetiklemektedir (92). Postiskemik dokuda notrofil birikmesi ¢ok hizl
gerceklesmektedir ve endotel hicre ve noétrofil yizeylerinde eksprese edilen
bazi adezyon molekdlleriyle (P-, E-, L-selektin) module edilmektedir (93). Bu
arastirmadan elde edilen sonuclar, mezenter /R sonrasinda nétrofillerin
dokuya infiltrasyonuyla birlikte serbest oksijen radikallerinin artmasi sonucu,
lipid peroksidasyonuyla bir oksidatif hasar meydana geldigini ve sildenafilin
artan bu oksidatif hasari ve noétrofil infiltrasyonundaki artigi azalttigini
gostermektedir. Sildenafilin oksidatif hasar ve I0kosit infiltrasyonunu
azaltmasi, izole ileum segmentlerindeki fonksiyonel cevaplari duzeltmesi
acisindan en basit agiklamayi getirmektedir.

Barsak mukozas! i/R’ye karsi cok hassastir ve iskemik bir olaydan
hemen sonra burada yapisal bir hasar olusmaya baslar. Uzamis ve
agirlasmig iskemi ise 6dem, kanama ve ulserasyon gibi durumlara sebep
olur. Reperfuzyon sirasinda ise oksijene bagl olusan serbest radikaller,
iskemik barsaklarda hicre hasarini artirirlar ve barsak mukozasinda dnemli
bir zedelenme meydana getirirler (4, 94). Literaturdeki bulgulara paralel bir
sekilde, bu calismada I/R sonrasinda ileumda transmural infarkt seviyelerine
kadar ilerleyebilen yapisal harabiyet oldugu gosterildi. Sildenafil 6n
tedavisinin bu yapisal harabiyeti sinirlamasi, bu ¢alismada elde edilen diger
olumlu etkileriyle paralellik gostermektedir.

Sonu¢ olarak, bu calismadan elde edilen bulgular sildenafil 6n
tedavisinin, sicandaki mezenter i/R sonrasinda gelisen vaskiler endotel
disfonksiyonu ile ileumda bozulan fonksiyonel cevaplar ve patolojik
degisiklikler Gzerine olumlu etkileri oldugunu gostermektedir. Sildenafilin
hasari sinirlayici etkisinin mekanizmasi tam olarak bilinmemekle birlikte, NO
biyoyararlanimini artirarak gerek NO sentezini artirarak gerekse NO’nun
ikincil ulagi olan sGMP dUzeylerini artirarak etki gosterdigi dusunilmektedir.
Sildenafilin  gunumuizde erektil disfonksiyon disinda pulmoner arter
hipertansiyonu gibi farkli endikasyonlardaki olumlu etkileri Uzerine ¢alismalar
yapilmaktadir. Bu galismalar sonucunda sildenafil igin yeni kullanim alanlar
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bulunabilir. intestinal iskeminin eslik edecegdi yeni bir endikasyon tedavisinde
sildenafil tercih edilebilir.



43

6. SONUG ve ONERILER

Bu calismadan elde edilen sonuglar sildenafilin, ginimuzde bilinen
endikasyonu disinda yeni bir kullanim alaninin bulunmasi igin yapilmakta
olan ve yapilacak ¢alismalara 1sik tutabilir.

ilerde yapilacak olan calismalarda sildenafilin mezenter i/R lizerine
olan olumlu etkisinin mekanizmasi ile ilgili olarak 6zellikle Karp kanallarinin
ve PKG'nin rolii arastirilabilir. Ayrica sildenafilin mezenter /R (izerindeki
etkileri ile eNOS ve iINOS arasindaki iliski incelenebilir. Farkh PDE 5
inhibitérlerinin  mezenter /R (izerindeki etkisinin degerlendiriimesi de
sildenafilin roli agisindan ©Onemli sonuglar dogurabilir. Sildenafil 6n
tedavisinin farkli hayvan turleri ile olusturulacak farkli inflamasyon
modellerinde adezyon molekulleri ile etkilesmesinin incelenmesi de 6nemli

olabilir.
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