T.C.
CANAKKALE ONSEKiZ MART UNIVERSITESI
BILIMSEL ARASTIRMA PROJELERI
KOORDINASYON BIRIMI

PROJE BASLIGI
DENEYSEL NEKROTIZAN ENTEROKOLIT NEK OLUSTURULAN
RATLARDA SILDENAFILIN INTESTINAL NEKROZ GELISMESINi
ONLEYIiCi ETKISININ ARASTIRILMASI

Proje No: 3951

Proje Tiirti: B. Arastirma

SONUC RAPORU

Proje Yiiriitiiciisii:
Senay Kurtulus
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Tip Fakiiltesi Cerrahi Tip Bilimleri
Cocuk Cerrahisi AD

Aragtirmacinin Ad1 Soyadi
Senay Kurtulus
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Tip Fakiiltesi Cerrahi Tip Bilimleri
Cocuk Cerrahisi AD

Eyliil 2024
CANAKKALE







TESEKKUR

‘Deneysel Nekrotizan Enterokolit Nek Olusturulan Ratlarda Sildenafilin Intestinal
Nekroz Gelismesini Onleyici Etkisinin Arastirilmas1® baslikli ¢alismamiz C.O.M.U. BAP
Koordinasyon Birimi tarafindan desteklenmistir (proje no:4028).

Ayrica calismamizi destekleyen Kale Grubu’na da tesekkiir ederiz.
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OZET

Giris: Nekrotizan Enterokolit (NEC), bagirsaklarin iskemik nekrozudur. Sildenafilin NEC
kaynakli sican yavrularinda apoptoz iizerindeki koruyucu etkilerini arastirdik.

Yontemler: Yetmis bes adet 15 giinliik Wistar Albino sigan yavrusu rastgele alti gruba
ayrildi: kontrol (n=7), sham (n=8), SF+DMSO (n=15), Sil 1mg (n=15), Sil 5mg (n=15) ve
Sil_10mg (n=15). Kontrol grubuna herhangi bir uygulama yapilmadi ve sham grubunda deney
ila¢c kullanilmadan gerceklestirildi. NEC, hipoksi/asfiksi, formiil beslenme ve soguk stresi
kullanilarak olusturuldu. SF+DMSO grubundaki siganlara 10 pL SF+DMSO IP
(intraperitoneal) verildi. Sildenafil gruplarindaki siganlara sirastyla 1 mg/kg/giin, 5 mg/kg/giin
ve 10 mg/kg/giin Sildenafil sitrat IP verildi. Hayvanlar 48 saat sonra oldiiriildii ve ileum
cikarildi ve Hematoksilen-Eozin ve Masson trikrom ile boyandi. Hazirlanan kesitler
histokimyasal ve immiinohistokimyasal kaspaz-3 etiketlemesi icin kullanildi. Hipoksiye
neden olan faktor 1o (HIF-1a), Bel-2 iliskili x proteini (Bax) ve B hiicreli lenfoma geni-2
(Bcl-2) ifade diizeyleri RT-PCR kullanilarak belirlendi.

Sonugclar: Sildenafilin apoptoz iizerindeki koruyucu etkisi daha diisiik NEC skoru, daha
diisiik kaspaz-3 immiinoreaktivitesi, azalmis HIF1-o ve Bax gen ifadesi, artmis antiapoptotik
gen Bcl-2 mRNA ifadesi ve azalmis Bax/Bcl-2 orani ile iligkiliydi. Sil-10 mg grubunda diger
Sil gruplarina gore daha etkiliydi.

Sonug¢: 10 mg/kg/glin dozunda sildenafilin NEC'de nekrozu ve apoptozu azalttigini ve

bagirsak segmentleri {izerinde potansiyel bir koruyucu etkisi oldugunu gézlemledik.

Anahtar kelimeler: Nekrotizan enterokolit, Sildenafil sitrat, kaspaz-3, Bax, Bcl-2, HIF-1a,
Bax/Bcl-2 orani



ABSTRACT

Introduction: Necrotizing Enterocolitis (NEC) is an ischemic necrosis of the intestines. We
investigated the protective effects of sildenafil on apoptosis in NEC-induced rat pups.
Methods: Seventy-five 15-day-old Wistar Albino rat pups were randomly divided into six
groups: control (n=7), sham (n=8), SF+DMSO (n = 15), Sil_1mg (n = 15), Sil_5mg (n = 15),
and Sil_10mg (n = 15). No application was made to the control group, and the experiment
was performed without medication in the sham group. NEC was induced using
hypoxia/asphyxia, formula feeding, and cold stress. Rats in the SF+DMSO group were given
10 uL SF+DMSO IP (intraperitoneally). Rats in the Sildenafil groups were given 1mg/kg/day,
5 mg/kg/day, and 10mg/kg/day Sildenafil citrate IP, respectively. The animals were sacrificed
48 hours later, and the ileum was removed and stained with Hematoxylin-Eosin and Masson
trichrome. The prepared sections were used for histochemical and immunohistochemical
caspase-3 labelling. The expression levels of hypoxia-inducible factor 1o (HIF-1a), Bcl-2
associated x protein (Bax) and B-cell lymphoma gene-2 (Bcl-2) were determined using RT-
PCR.

Results: Sildenafil's protective effect on apoptosis was correlated with a lower NEC score,
lower caspase-3 immunoreactivity, decreased HIF1-o and Bax gene expression, increased
antiapoptotic gene Bcl-2 mRNA expression, and decreased Bax/Bcl-2 ratio. It was more
effective in the Sil-10 mg group than in the other Sil groups.

Conclusion: We observed a potential protective effect of sildenafil at 10 mg/kg/day on
intestinal segments, reducing necrosis and apoptosis in NEC.

Keywords: Necrotizing enterocolitis, Sildenafil citrate, caspase-3, Bax, Bcl-2, HIF-1a,
Bax/Bcl-2 ratio



1. GIRIS

Nekrotizan enterokolit (NEC), yenidogan yogun bakim iinitelerinde prematiire yenidoganlar etkileyen
yikict bir gastrointestinal hastaliktir [1,2]. Mukozal yaralanmadan tam kalinlikta nekroza ve
perforasyona kadar cesitli klinik durumlann kapsayan NEC, cok diisik dogum agirligina sahip
prematiire bebeklerin yaklasik %7'sinde goriiliir ve oliim riski %30'a kadar artabilir3. NEC'nin
Onlenmesi ve yonetimi zorluklar sunmaya devam etmektedir ve kesin nedeni tam olarak
belirlenmemistir, prematiirelik, formiil mamayla beslenme ve bagirsak iskemisine neden olan
mikrovaskiiler olaylar gibi birden fazla faktoriin NEC gelisiminde rol oynadigi gosterilmistir[4—8].
Iskemi, NEC'ye katkida bulunan bilinen bir faktdrdiir ve histopatolojik olarak gosterilmistir [9].
Bagirsak mikro dolagimi, dncelikle endotel NO sentaz (eNOS) aktivitesi yoluyla {iretilen nitrik oksit
(NO) tarafindan diizenlenir [10,11].NO iiretimi, hipoksiye hiicresel adaptasyon i¢in gerekli olan birkag
yiiz genin ifadesini diizenleyen hipoksi kaynakli bir faktor (HIF) tarafindan diizenlenir[12]. Hiicrelerin
hipoksik kosullar altinda hayatta kalmasina yardimci olur ve hipoksik bdlgelere artan kan akigini
kolaylastirir [13].

Sildenafil sitrat, diiz kas gevsemesinde rol oynayan birincil faktorlerden biri olan 39,59-siklik
guanozin monofosfatin (¢cGMP) parcalanmasini katalize eden fosfodiesteraz-5'i (PDE-5) inhibe
eder[14]. cGMP birikimi, NO/cGMP sisteminin aktivasyonuna yol agarak NO iiretimini destekler ve
bagirsak perflizyonunu artirir. Calismalar ayrica sildenafilin, nitrik oksit sentezi ve NO-cGMP yoluyla
apoptozu azaltarak bagirsak mikro dolagim fonksiyonunu iyilestirdigini gostermistir[15]. Farkli
hayvan modellerinin ¢esitli dokular1 iizerinde yapilan ¢aligmalar, sildenafilin NO-bagimli [15-18]
yoluyla iskemi-reperfiizyon hasarin1 takiben nekroz ve apoptoza karsi dogrudan koruma
saglayabilecegini gostermistir.

Bu baglamda, mevcut ¢alisma sican yavrularinda deneysel bir NEC modelinde nekroz veya apoptoza
kars1 bagirsaktaki sildenafilin koruyucu roliinii aragtirmay1 amaglamaktadir.

2. YONTEM

2.1. Hayvanlar

Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Deneysel Arastirma Uygulama ve Arastirma Merkezi'nden
(COMUDAM) on bes giinlilk Wistar sican yavrulart elde edildi. Deneysel yavrular annelerinden
ayrilarak optimum laboratuvar kosullarinda (sicaklik: 20+£2 °C; nem: %50; 1sik/karanlik dongiisii:
12/12 saat) kafeslere yerlestirildi. Yumusatilmis peletler ve taze musluk suyu ile ad libitum
beslendiler. Kontrol gruplarindaki yavrular anneleriyle birakildi.

2.2. Ilag uygulamasi

Toz formdaki aktif madde olan Sildenafil sitrat tuzu (Sigma-Aldrich, CAS Numarasi: 171599-83-0),
steril kosullar altinda hassas bir terazide tartildi ve 2 mg/mL DMSQ'da ¢oziildli. Hayvanlar rastgele
alt1 gruba ayrildi: kontrol (n=7), Sham (n=8), SF+DMSO (10 pL SF+DMSO) (n=15), Sil Img (1
mg/kg) (n=15), Sil_Smg (5 mg/kg) (n=15), Sil_10mg (10 mg/kg) (n=15). Sildenafil 4 giin boyunca



giinde bir kez intraperitoneal (IP) olarak uygulandi, kontrol grubuna higbir uygulama yapilmadi ve

Sham grubunda herhangi bir ila¢ kullanilmadan deney gerceklestirildi.

2.3. Deneysel nekrotizan enterokolit

Deneysel nekrotizan enterokolit daha 6nce agiklandig1 gibi giinde iki kez %100 nitrojen gazi ile 60
saniye boyunca solumaya birakilarak asfiksi ve ardindan 10 dakika 4 ° C'de soguga maruz birakilarak
olusturuldu, deney 48 saatte sonlandirildi [19,20]. Yavrular, intramuskiiler ketamin (70 mg/kg) ve
ksilazin (7 mg/kg) enjeksiyonuyla anestezi altina alindi. Karin eksplore edildi ve ileum ¢ikarildi.
Bagirsak igerikleri soguk fosfat tamponlu salinle (PBS) (pH 7.4) yikandi. Dokularin yarisi gen
ekspresyonu analizi i¢in -80 °C'de saklanirken, diger yarisi histopatolojik ve immiinohistokimyasal
analiz igin %10 formalin soliisyonunda saklandi. Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu tiim deneysel prosediirleri onayladi (2022/01-05).

2.4. Histopatolojik inceleme
Bagirsak doku ornekleri %4 formalinle fiksasyona tabi tutuldu, bir parafin dagiticiya (Leica,
HistocoreArcadia) gdmiildii ve yart motorlu bir mikrotom (Leica, RM2245) kullanilarak 4-5 pm
kalinliginda kesitler elde edildi ve Hematoksilin-Eozin (H&E, MerckMilipore) ve Masson trikrom
(TK, EpiFarma, Biooptica) ile boyandi. Hazirlanan kesitler histokimyasal ve immiinohistokimyasal
kaspaz-3 etiketlemesi igin kullanildi. Bagirsak epitelindeki morfolojik degisiklikler Caplan ve
arkadaglar1 tarafindan kullanilan modifiye puanlama sistemine gore Olgeklendirildi[7]. Her bir
histolojik derecenin tanimi su sekildeydi: O-normal bagirsak, 1-bagirsak mukozasinda hafif epitel
dokiilmesi, 2-orta derecede villus hasari, 3-siddetli villus hasar1 ve 4-transmural nekroz.

2.5. Kapsaz-3 immiin Etiketleme
Apoptozisle iliskili protein olan kaspaz-3'in immiinohistokimyasal tespiti 4-5 mm kalinligindaki
deparafinize kesitlerde gerceklestirildi. Kesitler PBS (fosfat tamponlu tuzlu su) ile yikandi. Kesitler
sitrat tamponuna yerlestirildi ve antijen geri kazanimi i¢in |mikrodalga firinda kaynatildi. Oda
sicakliginda sogutulan kesitlere, 5 dakika boyunca %3 hidrojen peroksit ile muamele edilerek endojen
peroksit uygulandi. Laboratuvarda bir saat bloke edildikten sonra, birincil antikor (Elabscience, E-AB-
63510) ile nemli ortam kabinda bir saat inkiibe edildi. Daha sonra kesitler, biyotin ve steptavidin
igeren ikincil antikorlarla oda sicakliginda 30 dakika inkiibe edildi. Kromojen olarak AEC (3-Amino-
9-etilkarbazol) kullanildi. Arkaplan boyama i¢in Mayer hematoksilin kullanildi.
Elde edilen preparatlar kamera baglantis1 ve goriintii analiz programi olan bir Olympus BX40
(Olympus, Japonya) mikroskobu ile degerlendirildi. Kaspaz-3  immiinoreaktivitesinin
degerlendirilmesi Carter ve digerlerine gore yapildi.[21]. immiinohistokimyasal boyama skoru dagilim
x yogunluk olarak hesaplandi (boyama dagilimi %0,1, <%25; %0.,4, %26-50; %0,6, %51-75; %0,9,
%76-100 ve boyama dagilim yogunlugu 0, boyama yok; 0,5, hafif boyama; 2, orta boyama; 3, giiclii
boyama).



2.6. HIF1-a, Bcl-2, Bax gen ifadelerinin ve Bax/Bcl-2 oranimin belirlenmesi

2.6.1. RNA izolasyonu ve cDNA sentezi

Numunelerden RNA izolasyonu, TRIzol™ Reaktifi ve Purelink RNA mini Kiti (Thermo Scientific,
ABD) kombinasyonu kullanilarak gergeklestirildi. Toplanan RNA'larin safligi Optizen NanoQ mikro
hacim spektrofotometresi (Mecasys, Giiney Kore) ile belirlendi. Senkronizasyon isleminden sonra elde
edilen RNA'larin PCR ile ¢ogaltilabilmesi i¢in tamamlayict DNA sentezi gergeklestirildi. Bu asamada,
Yiiksek Kapasiteli cDNA Ters Transkripsiyon Kiti (Life Technologies, ABD) kullanildi. Elde edilen
cDNA'lar devam eden ¢alismalar i¢in -20 °C'de saklandi.

2.6.1.2. mRNA ekspresyonunu tespit etmek i¢cin RT-PCR

cDNA'lar, izole edilen ve Power Sybeer Green qPCR MasterMix (Thermo, ABD) protokolii ile qRT-
PCR'de gergeklestirilen RNA'lardan elde edildi ve Applied Biosystems QuantStudio 5 Real-Time PCR
cihazi kullanilarak ¢ogaltildi. Amplifikasyon sirasinda elde edilen piklerin Ct degerleri gen ifadelerini
belirlemek igin kullanildi. Endojen kontrol olarak Peta-aktin ve gliseraldehit 3-fosfat dehidrogenaz
(GAPDH) ile HIF1-a, Bcl-2 ve Bax ifade diizeyleri RT-PCR (Thermo Fisher Scientific) tarafindan
otomatik ¢ikt1 kullanilarak hesaplandi. Bu genlerin ifadesindeki degisiklikleri aragtirmak igin

kullanilan primerler 5'-3' sirasina gore verildi (Tablo 1).

Table 1. Primer sequences of HIF1-a, Bel-2, Bax, B-Aktin, GAPDH

gene Primer sequence (5'-3")
HIF1l-o F: 5-CCACCGCAACTGCCACCACT-3'
R: 5-AGGGGCACGGTCACCTGGTT-3'

Bcl-2 F: 5-GAGTACCTGAACCGGCATCT-3'
R: 5-GAAATCAAACAGAGGTCGCA-3'

Bax F:5-TTGCTACAGGGTTTCATCCA-3'
R: 5-GAGTACCTGAACCGGCATCT-3'

B-Aktin F: 5-CCCGCGAGTACAACCTTCT-3'
R: 5-CGTCATCCATGGCGAACT-3'

GAPDH F:5-GGTCACCAGGGCTGCTTTT-3'
R: 5-ATCTCGCTCCTGGAAGATGGT-3'




2.7. Istatistiksel analiz

Caligmada tiim veriler normal dagilimi belirlemek i¢in Kolmogorov-Smirnov testi ve Shapiro-Wilk
testi ile degerlendirildi. Gen ifadesi i¢in parametrik bir test yapildi ve RT-PCR dizi ¢alismalarinda 2-
AACt yontemi ile elde edilen ifade degerlerinin ortalamalar1 arasindaki fark Dunnett'in post-hoc testi
ile tek yonlii ANOVA ile belirlendi. Histopatolojik incelemelerde nonparametrik testler kullanildi,
gruplar arasi karsilastirmalar Kruskal-Wallis testi ile yapildi.

3. SONUCLAR

Sigan yavrularinin agirhig 24,54+3,5 g (arahigl, 7,90-33,4 g) idi. Oliim oran1 36/75 (%44) idi ve
deneyin sonunda 3 sigan kontrol ve Sham gruplarinda, 6'st SF+DMSO grubunda, 8'1 Sil 1mg
grubunda, 6's1 Sil_5mg grubunda ve 7'si Sil 10mg grubunda kaldi.

3.1.Sildenafil bagirsak hasarini zayiflatti

Histopatolojik inceleme, Sham grubunda bazen siddetli olan énemli villoz hasar ve ayrica Sil 1 mg
grubunda epitel dokiilmesi ve orta diizeyde villoz hasar gozlemlendi. NEC insidansi (NEC benzeri
yaralanma olarak tanimlanan >2 yaralanma skoru) Sham grubunda kontrol grubuna kiyasla onemli
6l¢iide daha yiiksekti (sirasiyla 2,89+0,5 ve 18,00+0,4) (p<0,0001). Sil_10 mg grubu, deney gruplar
arasinda en diisiik yaralanma skoruna sahipti ve bu, Sham grubundan (1,06 + 0,4) 6nemli 6l¢iide daha
disiiktii (p <0,0001). Ek olarak, Masson Trichrome boyama, hem mukoza hem de submukoza
katmanlarinin bag dokusu yapisinin Sil 10 mg grubunda iyi korundugunu ortaya koydu (Sekil 1).
3.1.Kaspaz-3 immiinohistokimyasal etiketleme bulgulari

lleumdaki kaspaz-3'iin immiinohistokimyasal etiketlemesi Sekil 2'de gosterilmistir. Sham grubu,
ozellikle enterositlerde ve intestinal villusun yiizeysel epitelinde, kontrol grubundan 6nemli Olciide
daha yiiksek reaktivite gosterdi. Kaspaz-3 immiinoreaktivite puanlart karsilastirildiginda, kontrol
grubu en disiik reaktiviteye (0,001+0,003%) sahipken, Sham grubu en yiiksek reaktiviteye
(1,38+0,4%) sahipti (p<0,0001). Sildenafil tedavi gruplari, ozellikle Sil 10 mg grubu, daha hafif
immiinoreaktivite gosterdi. Sil 10 mg grubu, Sham grubundan énemli 6l¢iide daha diisiik ileal kaspaz-
3 immiinoreaktivitesi gosterdi (0,216+0,145) (p=0,0007). 3.1. Sildenafilin ileumdaki HIF1-a, Bcl-2,
Bax ve Bax/Bcl-2 ekspresyonuna etkisi

Gergek zamanl PCR analizi, en yliksek HIF1-a gen ekspresyonunun Sham grubunda tespit edildigini
ve diger tim gruplardan anlamli derecede daha yiiksek oldugunu gosterdi (p<0,0001). Bu gen
ekspresyon seviyesi Sil_1mg'den yaklasik 7 kat ve Sil 5Smg'den 13 kat daha yiiksekti.

Gergek zamanli PCR analizi, HIF1-a gen ekspresyonunun Sham grubunda anlamli derecede yukari
diizenlendigini gosterdi; ekspresyon seviyesi Sil 1 mg'den yaklasik 7 kat ve Sil Smg'den 13 kat daha
yiiksekti (sirastyla p <0,05 ve p <0,0001)(Sekil 3).
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Ayrica sildenafilin ileumdaki anti-apoptotik protein Bcl-2 ve pro-apoptotik protein Bax seviyeleri
tizerindeki etkisini arastirdik (Sekil 4). Sil 10mg grubunda antiapoptotik Bcl-2 geninin mRNA
diizeyleri 6nemli dl¢lide artmisg olup Sham grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir fark vardi
(p<0,0001). Caligmamizda Bcl-2'deki bu artisin Sildenafil'in anti-apoptotik etkisinin bir sonucu oldugu
gosterilmistir. f-aktin ekspresyonu ile normalize edildiginde, 10 mg/kg/giin sildenafil alan grupta Bcl-
2/Bax oraninda onemli bir azalma gozlemledik (Sekil 4). Bu azalma Sil 10mg grubunda Sham
grubuna kiyasla 6nemliydi; Bu, anti-apoptotik etkinin sildenafil tedavisiyle iyilestigini gosterdi
(p<0,0001).

4. Tartisma

Nekrotizan enterokolitin 6nlenmesi i¢in yenidogan yogun bakim iinitelerinde predispozan faktorleri
olan yenidoganlar i¢in Onleyici yaklagimlar gelistirilmelidir; bu durum, morbidite ve mortalitenin
onemli bir nedeni olmaya devam etmektedir. Bu c¢aligma, sildenafilin deneysel nekrotizan enterokolit
sirasinda bagirsagi yaralanmadan koruma yetenegini 6onemli dlgiide etkiledigini, 6zellikle 10 mg/giin
dozunda daha iyi performans gosterdigini belirlemistir. Calismamizda, neonatal sicanlarda NEC
indiiksiyonunu takiben 6liim orani, ayni deneysel modeli kullanan ¢alismalara gore %44 daha yiiksekti
[22,23]. Yavrularimiz 15 giinlik olmalarina ragmen, ¢ok daha kiigiik siganlar1 igeren c¢alismalarda
belirtildigi gibi, 60-70 saniye boyunca %100 nitrojene maruz kaldiklarinda hipoksiye tahammiil
edemediler. Ayrica, 5-6 giinliik sigan yavrularimi giinde ii¢ kez bir beslenme tiipi kullanarak
beslemenin uygulanabilir olmadigini bulduk [24].

Sildenafilin NEC'de kullanimi kapsamli bir sekilde incelenmemis olsa da, iskemi ve reperfiizyon (I/R)
sirasinda bagirsagi koruma ve bagirsak epitel hasarmi azaltma yetenegi iyi bilinmektedir [25-28].
Calismamizda sildenafil bagirsaktaki mikroskobik hasar skorlarim zayiflatti, H&E ve MT boyama
hem mukoza hem de submukoza katmanlarinda, 6zellikle Sil 10 mg grubunda, korunmus bag dokusu

yapisini gosterdi.

Apoptozis farkli sekillerde aktive edilebilen bir mekanizmadir. Hiicre 6liimiiniin meydana gelmesi
hiicrelerde morfolojik degisiklikler ve biyokimyasal ve molekiiler kaskadin tetiklenmesini gosterir. Bu
morfolojik degisiklikler hiicrelerin kiigiilmesini ve yogunlagsmasini, sitoplazmanin yogunlugunun
artmasin1 ve niikleer parcalanmayi gosterir [29]. Sistein bagimli aspartat tahrikli proteazlarn
(kaspazlar) aktivasyonu hiicre oliimiinii tesvik eder, kaspaz-3 en iyi karakterize edilmis efektor
kaspazdir ve apoptotik sinyaller kaspaz-3 aktivasyon noktasina ulasti§inda hiicre kurtarilamaz [30-
32]. Sonuglarimiz, kaspaz-3 ekspresyonunun NEC sican grubunda, ozellikle kaspaz-3 immiin
etiketlemesinin 6nemli dlgiide diisiik oldugu Sil 10 mg grubunda, sildenafil tedavisi alan grupla
karsilastirildiginda 6nemli Olglide arttigimi  gosterdi. Kaspaz-3 aktivite testi Sham grubuyla

karsilastirildiginda, kaspaz-3 aktivitesi tuzlu su grubu ve sildenafil grubunda belirgin sekilde artmigtir
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(p <0,05) ve tuzlu su grubuyla karsilastirildiginda, sildenafil uygulamasi kaspaz-3 aktivitesini
azaltmistir (p <0,05.

HIF-la'nin NEC'de ve farkli tipte iskemik dokularda yiiksek seviyelerde ifade edildigi
bulunmustur9,33ayrica hipoksi sirasinda p53'e bagli apoptozisin bir aracist olarak [34,35]. P53'lin
etkisi altinda apoptozu tesvik eden iyi ¢alisilmig genlerden biri Bax'tir. Bax't mitokondriye ¢evirmek,
p53 kaynakli apoptozisde énemli bir adimdir. Sildenafilin 10 mg/kg/giin dozunda tedavisinin HIF-1a
ifadesini belirgin sekilde engelledigini bulduk. Bu, HIF-1a'nin Sildenafil-inhibe edilmis apoptoz. HIF-
la seviyesinin Sham grubunda da oldukca yiiksek oldugu bulundu.

Calismamizda bagirsak epitel hiicrelerinde Bcl-2 ve Bax ekspresyon seviyeleri degerlendirildi. Bcel-
2/Bax yolu, Bcl-2 asir1 ekspresyonunun apoptozu 6nledigi ve Bax/Bcl-2 oraninin apoptoza duyarliligi
etkiledigi apoptozun merkezi diizenleyicisidir [36,37]. Ayrica, Bax/Bcl-2 oram1 kaspaz-3
ekspresyonunu artirabilir [38]. Sonuglarimiz, uygulanan Sildenafil'in potansiyel antiapoptotik etkiler
gosterdigini gostermektedir. NEC'li sigan yavrularinda, Bax ve kaspaz-3 immiin etiketlemesinin
mRNA seviyeleri biiyiik dl¢lide artmistir. Ancak, Sil 10 mg grubunda, Bax'in mRNA seviyeleri
baskilanmis, Bcl-2 asirt ekspresyonlanmig ve Bax/Bcl-2 oraninin diisiik oldugu bulunmustur. Bu
bulgular, Sildenafil'in 10 mg/kg/giin dozunun deneysel nekrotizan enterokolitli sican yavrularinin
bagirsak dokusunda apoptoza karsit koruma sagladigini gostermektedir.

Sildenafil, apoptoza karst koruyucu olan Bcl-2 ekspresyonunu artirir. Bu etki, iNOS'ta eksik olan
miyositlerde goriilmez. Bcl-2 ekspresyonundaki artig, bir nitrik oksit sentaz (NOS) inhibitorii
tarafindan bloke edilebilir ve bu da Sildenafil'in apoptoza karsi koruyucu etkisinin dogrudan NO
sinyal yolu ile baglantili oldugunu giiglii bir sekilde gostermektedir [18,39].

5. Sinirlamalar

Bu kadar kiiciik sican yavrularimi aspirasyon riski olmadan giinde 3-4 kez gavajla beslemek, ¢ok

deneyimli bakicilar i¢in bile mantiksiz goriinmektedir.

6. SONUC

Mevcut ¢alisma, sildenafilin bagirsak hasarini azaltarak ve apoptozu zayiflatarak ileumu nekrotizan
enterokolitten korudugunu ortaya koymustur. 10 mg/kg/giin dozunun nekrotizan enterokolitteki ileal
yaralanmaya karsi etkili bir sekilde koruma sagladigini bulduk. Etkililik ¢aligmalar yiiriitiilmeden
once, sildenafilin yenidoganlarda, 6zellikle prematiire bebeklerde sonuglari iyilestirmedeki etkinligini

ve dozajini belirlemek i¢in ek veri ve giivenlik caligsmalarina ihtiyag vardir.
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Sekil 1: Sekil 1. Gruplarin intestinal H&E ve MT boyama bulgulari.

Histological score
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Kontrol grubu korunmus intestinal doku gosterdi. Sham grubu belirgin villus hasari, bazen siddetli
hasar gosterdi. Sildenafil gruplari hafif epitel hiicre dokiilmesi gosterdi, Sil 1 mg grubunda orta
diizeyde villus hasar1 vardi. Sil 5 mg ve Sil 10 mg gruplarinda bazi alanlarda epitel dokiilmesi
gbzlemlenmesine ragmen, Sil 10 mg grubunda intestinal yap1 kontrol grubuna benzerdi. Dahasi,
gozlenen epitel dokiilmesi ve villus hasarina paralel olarak MT boyamalar, 6zellikle Sil 10 mg
grubunda, H&E boyama bulgularinin ortaya koydugu gibi, hem mukoza hem de submukoza
katmanlarinda korunmus bag dokusu gosterdi. (siyah ok ucu; villus hasari, siyah ok; epitel dokiilmesi)
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Sekil 2. Kaspaz-3 immiinohistokimyasal etiketleme bulgulari.

Caspase-3 immunoreactivity

Sham grubunda 6zellikle intestinal villuslarin yiizeyel epiteli olan enterositlerde belirgin bir reaktivite
gbzlendi. Sham grubuna gore sildenafil tedavisi alan gruplarda daha hafif bir immunoreaktivite
gozlendi. Gruplar aras1 kaspaz-3 immunoreaktivite skorlar1 incelendiginde Sham grubunda kontrol
grubuna gore belirgin bir artig bulundu (p<0,0001). Sil 10 mg grubunda ise belirgin bir azalma
saptand1 (p=0,0021). (a) kontrol, (b) Sham, (c) DMSO, (d) Sil_1 mg, (e) Sil_5 mg, (f) Sil_10 mg'da
kaspaz-3 i¢in immiinohistokimyasal boyamanin histolojik goriintiileri. (ok; pozitif boyanmis
enterositler) (Mayers hematoksilin karsit boyama, 200x biiyiitme)

Gruplar arasindaki kaspaz-3 immiinoreaktivite bulgularinin karsilagtirilmasi, a;<p0.05, Kontrol
grubuyla karsilagtirildiginda, b;<0.005, Sham grubuyla karsilastirildiginda.

Sekil 3. HIF1-a gen ifadesi.
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Kontrol, Sham ve Sil 1mg, Sil Smg ve Sil 10mg gruplarinda ileum dokularinda HIF1-o gen
ifadesinin goreli kat degisim degerleri (veriler ¢coklu kontrol yontemi ile B-aktin ve GAPDH mRNA
diizeyi ile normalize edildi). Semboller bireysel analizi temsil eder ve c¢ubuklar deneylerin
ortalamasini = SE'yi temsil eder. *p <0.05 ve **p <0.0001. (n=6)
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Sekil 4. Bcl-2, Bax gen ifadeleri ve Bax/Bcl-2 oranu.
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Kontrol, Sham ve Sil 1mg, Sil 5Smg ve Sil 10mg gruplarinda ileum dokularindaki ileum gen
ifadelerinde Bcl-2, Bax gen ifadelerinin ve Bax/Bcl-2 oraninin goreli kat degisim degerleri (veriler
¢oklu kontrol yontemi ile B-aktin ve GAPDH mRNA diizeyi ile normalize edildi). Semboller bireysel
analizi temsil eder ve ¢ubuklar deneylerin ortalamasini = SE'yi temsil eder. *p <0,05 ve **p <0,0001.
(n=6)
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