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OzZET

Kontrolsiiz inflamasyonla ilerleyen ve 6limcil olabilen sepsiste akut bobrek
hasari ve bobrek yetmezligi siklikla gozlenir. Akut bobrek hasari gelisen sepsis

hastalarinda mortalite belirgin sekilde daha fazladir.

SGLT-2 proteini bobrekte glomerillerden filtre edilen glikozun geri emiliminin
yaklasik %90’ indan sorumludur. SGLT-2 inhibitorleri bébrek proksimal tibillerinin
kivrimh  kisminda yaptiklari inhibisyonla glikozun tibillerden geri emilimini
engelleyerek tip 2 diyabet tedavisinde kullanilirlar. Bir SGLT-2 inhibitori olan
empagliflozin tip 2 diyabet ve kalp yetmezligi tedavisinde kullanilir. Kullanimi
yayginlasan bu ilacin diger sistemler ve hastaliklar izerine olan etkileri yaygin olarak
incelenmektedir. Calismalarda empagliflozinin antiinflamatuar etkisi olabilecegi,

bobrek tzerine dogrudan koruyucu etkilerinin oldugu da goésterilmistir.

Bu ¢alismada empagliflozin tedavisinin, LPS ile indliklenen sepsis modelinde,
akut boébrek hasarinda fizyolojik ve renal fonksiyonlar {izerine olan etkisi
degerlendirildi. Empagliflozin idrar glikoz atilimini artirdi, sepsis ile atilimi artan idrar
I6kosit miktarini azaltti. Empagliflozin tedavisi bobrek, karaciger ve ileumda sepsis ile
azalan damar kan akimlarini geri déndiirmedi. izole perfiize bébrek diizeneginde
sepsis iliskili akut bdbrek hasarinda treter perfiizat cikisi azaldi, empagliflozin tedavisi
dizeltici etki gostermedi. Sepsiste renal arter dallarinda fenilefrin kasilma yanitlari
azaldi, empagliflozin tedavisi diizeltici etki gosterdi. Renal arter ikinci dalinda sepsiste
anjiyotensin-Il kasilma yanitlar artti, empagliflozin tedavisi bu azalmayi da dizeltti.
Renal arter dallarinda sepsiste asetilkolin yanitlari azaldi, empagliflozin 6zellikle renal
arter ikinci dalinda bu azalmaya diizeltici etki gbsterdi. Ayni arterlerde sepsiste SNP
yanitlari degismedi, elektriksel alan stimuilasyonu iliskili kasilma yanitlari azaldi ancak
empagliflozin bu azalmayi dizeltici etki yapmadi. Empagliflozin tedavisi sepsiste
karaciger ve ileumda gorilen histopatolojik hasari dizeltici etki yaparken bobrekte

tespit edilen histopatolojik hasari diizeltmedi.

Anahtar Kelimeler: Empagliflozin, Sepsis, Bobrek, LPS, Arter, SGLT-2



ABSTRACT

Sepsis is a fatal disease that progresses with uncontrolled inflammation and
acute septic renal injury and kidney failure are frequently observed in sepsis.

Mortality is significantly higher in sepsis patients who developed acute kidney injury.

The SGLT-2 protein is common in the convoluted portion of the renal proximal
tubules, and approximately 90% of the reabsorption of glucose filtered from the
glomeruliis via SGLT-2. SGLT-2 inhibitors inhibit the reabsorption of glucose from the
tubules and are used in the treatment of type 2 diabetes. Empagliflozin is an SGLT-2
inhibitor used in the treatment of type 2 diabetes and heart failure, and the effects
of this widely used drug on other diseases are a popular research topic. Studies have
shown that empagliflozin may have an antiinflammatory effect and have direct

protective effects on the kidney.

In this study, the effect of empagliflozin treatment on physiologic and renal
functions in LPS-induced acute septic renal injury model was evaluated. Empagliflozin
increased urinary glucose excretion and decreased the urinary leukocyte amount
whose excretion increased in sepsis. Empagliflozin treatment did not reverse the
decreased vascular blood flow in kidney, liver, and ileum associated with sepsis.
Ureteral urine outflow was decreased in acute septic renal injury and empagliflozin
treatment did not have a corrective effect. In renal artery branches, phenylephrine
responses decreased in sepsis, and empagliflozin treatment had a corrective effect.
Angiotensin-ll contractile responses increased in sepsis in the second branch of the
renal artery, and empagliflozin treatment corrected this decrease. In renal artery
branches acetylcholine responses were decreased in sepsis and empagliflozin had a
corrective effect in the second branch of the renal arter. SNP responses in renal artery
branches did not change in sepsis. Contractile responses seen with electrical field
stimulation were decreased in renal artery branches in sepsis, but empagliflozin did
not have a corrective effect. Empagliflozin treatment had a corrective effect on the

histopathological damage seen in the liver and ileum in sepsis, but not in the kidney.

Keywords: Empagliflozin, Sepsis, Kidney, LPS, Artery, SGLT-2
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1. GiRi$
Sepsis kontrolsiiz inflamasyon sonucunda olusan, farkli organ ve sistemlerde

fonksiyon kaybina sebep olabilen, tedaviye ragmen o6limle sonuglanabilen bir

hastalik olup hastanelerde 6nde gelen 6lim sebepleri arasinda yer almaktadir.

Sepsiste hasar géren en énemli organlardan biri bobrektir (1). Akut bobrek
hasari ve iliskili yetmezlik, sepsiste gorilebilen ¢oklu organ yetmezligi tablosuna
sikhkla dahil olur. Akut bobrek hasari olusan sepsisli hastalarda mortalite ¢cok daha
yuksektir, bobrek tutulumu ve buna bagl yetmezlik gelisen sepsisli hastalarda 6lim

oranlari %70 gibi cok yiiksek yizdelere ¢ikabilmektedir (2, 3).

Sepsiste bobrek hasari prognozu dogrudan etkiler (4). Bobreklere kan renal
arterler vasitasiyla gelir. Renal arter bobrege girdikten sonra ilk olarak segmental
arterlere ayrilmakta, segmental arterlerden de interlobar arter ve devamindaki dallar
seklinde devam etmektedir. Bobrekte renal arterden baslayan ve damarlar boyunca
ilerleyen sempatik innervasyon renal vaskiiler tonus, su ve elektrolit emilimi Gzerine

etkilidir. Sepsiste renal sempatik aktivasyonda artis goriliir.

Sodium-glucose linked transporter-2 (SGLT-2; Sodyum bagiml glikoz tasiyici
protein) bobrek proksimal tlbullerinin kivrimh  kisminda yaygindir. Bobrekte
glomerillerden filtre edilen glikozun geri emiliminin yaklasik %90’1 SGLT-2 lizerinden
olmaktadir. SGLT-2 inhibitorlerinin bobrekteki SGLT-2 proteinlerini inhibe ederek
veya bobrekte dogrudan koruyucu etki gostererek farkli patolojilerde koruyucu,
dizeltici olabilecegi dlstnllmektedir. SGLT-2 inhibitorlerinin  kullaniminin
yayginlasmasiyla birlikte SGLT-2 lizerinden olmayan baska etkilerinin de olabilecegini
dislindiren bulgular elde edilmistir. Yapilan bazi ¢calismalarda SGLT-2 inhibitorlerinin

vaskiiler tonus Uzerine dogrudan etkilerinin oldugu da gosterilmistir.

Yapilacak olan bu calismada empagliflozin tedavisinin LPS ile indiiklenen
sepsis modelinde akut bobrek hasarinda renal ve fizyolojik fonksiyonlara etkisinin

fonksiyonel ve histopatolojik olarak degerlendirilerek gosterilmesi amaclanmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Bobrek Anatomisi ve Fizyolojisi

Bobrekler, yapisal veya fonksiyonel olarak yokluklari 6liimle sonuglanan
organlardir. Vicutta fizyolojik streglerin devamliliginin saglanmasinda yasamsal bir
rol Ustlenmektedirler. Boyutga kigik olmalarina karsin kardiyak debinin %25’ini

alirlar.

Bobreklere kan renal arterler vasitasiyla gelir, gelen kanin %85’i renal
kortekste dolasirken %15’i medullaya gecer. Medullanin i¢ kismina ise gelen kanin
sadece %1’i ulasmaktadir. Renal arterler bdbrege girdikten sonra ilk olarak segmental
arterlere ayrilmakta, segmental arterlerden de interlobar arterlere ayrilmaktadir.
interlobar arterler arkuat arterlere dallanmakta onlardan da interlobular arterler
ayrilmaktadir. interlobuler arterlerin dallanmasiyla ise énce afferent arteriyoller,
onlardan da glomeriler kapillerler olusmaktadir. Glomerullerden ¢ikan damarlar ise
efferent arteriyoller olarak adlandiriimakta, onlardan da peritlibiler (intersitisyel)
arteriyoller dallanmaktadir. Efferent arteriyoller ayni zamanda vasa rectalar

araciligiyla bobrek medullasini da kanlandirmaktadir (5).

Sempatik sinir sisteminin renal sempatik innervasyon aracihg ile bobrek
fonksiyonlarini kontrol ettigi uzun yillardir bilinen bir konudur. Yapilan pek cok
calismayla sempatik sinir sisteminin renal vaskiler tonis, renin sekresyonu, su ve
elektrolitlerin emilimi gibi konularda diizenleyici etkisi ortaya konmustur (6-8).
Bobrekte renal arterden baslayarak biitiin damar agi boyunca yaygin bir sempatik
innervasyon mevcuttur (9, 10). Sempatik uyarima bagh olarak afferent ve efferent
arteriollerdeki innervasyon glomeriler filtrasyon hizini degistirebilir (6). Renal
sempatik innervasyonun uyarimi ile sempatik katekolaminerjik sinir uclarindan
norepinefrin saliverilir. Norepinefrin saliverilmesinde modilasyon presinaptik ve

postsinaptik reseptorler ile olur (11, 12).



2.2, Sepsis
2.2.1. Sepsis Tanimi

Sepsis farkli organ ve sistemlerde, kontrolsiiz inflamasyon nedeniyle
fonksiyon kaybina sebep olabilir. Yogun bakim tedavisi gerektirebilir ve tedaviye
ragmen 6limle sonuclanma olasiligl vardir ve hatta hastanelerde 6nde gelen 6lim
sebepleri arasinda yer almaktadir (13). Sepsis tanisi i¢in yaygin olarak kullanilan SOFA
(sepsis related organ failure assesment) skorlama sisteminde solunum sistemi, sinir
sistemi, kardiyovaskiler sistem, koagllasyon sistemi, karaciger ve boébrek

degerlendirilmektedir (13, 14).
2.2.2. Sepsis iliskili Akut Bébrek Hasari

Sepsis gibi tim sistemleri etkileyebilen bir hastalikta pek ¢ok organ hasar
gormekte olup bunlarin en 6nemlilerinden biri bobrektir. Akut bébrek hasari ve iliskili
yetmezlik, sepsiste goriilebilen ¢oklu organ yetmezligi tablosuna siklikla dahil olur.
Yapilan bir arastirmada yogun bakim hastalarinda akut bébrek hasarinin goriilme
sikhgr %6 oraninda bulunmus olup akut bobrek hasari gelisen hastalarda en sik
gorulen hastahgin sepsis oldugu (%50) tespit edilmistir (15). Akut bodbrek hasari
gelisen sepsisli hastalarda mortalite daha fazladir. Bobrek tutulumu ve buna bagl
yetmezlik gelisen sepsisli hastalarda 6lim oranlari %70 gibi cok yiksek ylzdelere
cikmaktadir (2). Glomerdler filtrasyon hizinda ani azalma, serum kreatininde
ylikselme tani koymada o©nemlidir. Sepsis iliskili akut boébrek hasarinin
patofizyolojisinde pek cok farkh faktér 6nemli olup bunlara endotel disfonksiyonu,
inflamatuar hiicre infiltrasyonu, enerji metabolizmasinda bozulma, bdbrek
hicrelerinin dolasimdaki sitokin ve kemokinlere maruziyeti 6rnek verilebilir (renal
makro ve mikrodolasimda bozulma, inflamatuar belirteclerde ve oksidatif streste
artis, koagulasyon kaskadinin aktiflesmesi vb.). Sepsiste mortalitenin en 6nemli
sebeplerinden biri olmasina ragmen akut bobrek hasari tedavisinde ilerlemeler
istenilen diizeyde degildir ve farkli farmakolojik ajanlarla yapilacak yeni tedavi arayisi

devam etmektedir.



2.2.3. Sepsis Patofizyolojisi

Yogun bir sekilde arastirilmasina ragmen sepsis patofizyolojisi henliz tam
anlamiyla agikliga kavusturulamamistir. Uygulanan tiim tedavilere ragmen iyilesme
oranlari da hala istenilen seviyeye getirilememistir. Pek ¢ok farkli etmen patogenezde
rol oynamaktadir. Sepsiste sempatik aktivasyonda artis olmaktadir (16), bu durum
sepsis iliskili akut bobrek hasari patofizyolojisinde 6nemli rol oynar. Sepsiste
norepinefrin sentezinde hiz kisitlayici enzim olan tirozin hidroksilaz enzimi indiklenir
(17). Norepinefrinin sentezi disinda saliverilmesinde rol oynayan etkenler de sepsis
ile tetiklenir, sentezlenen norepinefrinin nérondan saliverilmesinde rol oynayan
sintaksin-1A sepsiste artarken saliverilen norepinefrinin geri aliminda rol oynayan
norepinefrin tasiyicist (NET) azalir (18). Sepsiste bu anlatilan mekanizmalarin
sonucunda dolasima ozellike barsaktaki myenterik pleksus noéronlarindan masif
miktarda norepinefrin saliverilir. Saliverilen norepinefrin TNF-alfa, interlékin-1 Beta

(IL-1 B), IL-6 gibi proinflamatuar sitokinlerin dolasimdaki miktarini artirir (19).

Sepsiste hasarin gelismesinde en 6nemli faktorlerden biri mikrovaskiler
reglilasyonda bozulma ve endotel disfonksiyonudur. Bu bozulma sepsisten etkilenen
bltln organlarda olusmaktadir (20). Sistemik dolasimin yani sira mikrodolasimda da
bozulma meydana gelmektedir (21). Mikrodolasimda meydana gelen bozulmalar
sonucunda renal perflizyonda azalma ve endotel fonksiyonunun bozulmasi sepsis
iliskili akut bobrek hasarinin baslica mekanizmalarindandir (22). Daha 6nce yapilan
¢alismalarda vazokonstriktor ve vazodilatér cevaplarinin sepsiste degisiyor olmasi ve
bu degisikliklerin sepsis iliskili akut bobrek hasarinda daha farkl gergeklesiyor olmasi,
vazokonstriktér molekil reseptorlerin ekspresyonlarindaki degisim akut bobrek

hasarinda vaskiler disfonksiyonun 6nemini ortaya koymaktadir (23-25).

Sepsis patogenezinde kontrolsiiz inflamasyon disinda 6nde gelen etkenlerden
biri de apoptozdur. Yapilan arastirmalarda sepsiste imminolojik yanitlarin
bozuldugu, sepsis ilerledikgce immiinoparaliz olarak da adlandirilan viicudun
patojenlere karsi savunma yeteneginin ortadan kayboldugu durum gozlenmistir.

imminoparalizin sebeplerinden biri lenfosit ve dendritik hiicreler gibi immiin



sistemin 6nemli hiicrelerinin sepsis ile indiiklenen apoptoz sebebiyle 6lmesidir (26).
Diger hicreler gibi endotel hiicreleri de sepsiste apoptoz ile dlebilir (27). Bu durum
damar fonksiyonlarini etkileyebilir. Sepsis iliskili akut bébrek hasarinda apoptozun
roll de pek ¢ok ¢alismada incelenmistir (28, 29). Sepisli hastalarin renal biyopsilerinde
renal tibuller hiicrelerde apoptoz gosterilmistir. Kaspazlar apoptotik hiicre olimu
patogenezinde dnemli rol oynar. Sepsis iliskili akut bébrek hasarinda da kaspazlarin
roli incelenmis kaspaz-3 aktivitesinin renal disfonksiyon ile korele oldugu
gosterilmistir (30). Ayni ¢alismada kaspaz inhibisyonunun renal fonksiyonlardaki
bozulmayi kismen azalttigi bulunmustur. Sicanlarda yapilan baska bir ¢alismada
kaspaz inhibisyonunun apoptozu ve tiibller nekrozu azalttigi, renal fonksiyonlarda

bozulmay diizelttigi gosterilmistir (31).

Piroptoz da sepsis patogenezinde 6nemli etkenlerden biridir. Piroptoz da
apoptoza benzemekle birlikte inflamatuar siireglerin programlanmis hiicre 6limi tipi
olup daha ¢ok kaspaz-1 aracil ilerler (32). Sepsis iliskili akut boébrek hasarinda
patogenezde piroptozun etkisi de arastirilmistir. Zebra baliklari ile yapilan bir
c¢alismada “Caspy-2” olarak adlandirilan zebra baligl kaspazinin aktive olmasiyla
piroptoz silirecinde belirgin bir rol oynadigi gosterilmistir (33). Yapilan baska bir
calismada da sepsis iliskili akut bobrek hasarinda kaspaz-11’in renal tlbdler

hicrelerde piroptozda rol oynadigi gosterilmistir (34).
2.2.4. Sepsiste Deneysel Hayvan Modelleri

Deneysel hayvan calismalarinda sepsis modeli olusturmak icin tercih edilen
yontemlerin baslicalari LPS verme, intravaskiler canl bakteri inflizyonu, peritonit
olusturma olarak ifade edilebilir (35-37). Peritonit olusturmak icin yaygin kullanilan
yontemlerden biri Wichterman tarafindan gelistirilen ¢ekal ligasyon ve delme (CLP,
cecal ligation and puncture) yontemidir (38). Bu yontemin disinda fekal materyal veya
saf bakteri kiltlriinlin barsaga damlatilmasi ile de peritonit olusturulabilir (39). LPS
verme deney hayvanlarinda sepsis modeli olusturmada sikca tercih edilen bir yontem
olup endotoksin veya diger adiyla lipopolisakkarit (LPS)'in bolus veya inflizyonla

verilmesi seklinde olabilir. Verilis yolu olarak intraperitoneal (i.p.) veya intravenoz



(i.v.) yol segilebilir. LPS gram negatif bakteri hiicre duvari temel bileseni olup
icerigindeki lipid-A sepsiste inflamasyonu tetikleyerek siiregte dnemli rol oynar (39,

40).

Sepsis modeli olarak LPS kullaniimasinin CLP ile yapilan sepsis modeline
kiyasla ¢ok daha yiksek miktarda inflamatuar sitokin saliverilmesine sebep oldugu
gosterilmistir (41). Bu durum vazokonstriksiyonu artirip kalp debisini azaltarak
hipodinamik fazin ortaya ¢ikmasina yol agar (42). Olimciil olmayan, diisiik dozlarda
bolus LPS verilmesi ¢ogunlukla hiperdinamik fazi tetiklerken yilksek doz LPS bolus
enjeksiyonu ile yapilan sepsis modellerinde sepsisin hipodinamik fazi daha sik ortaya
¢ikmaktadir (43). Hiperdinamik fazda olcimlerde renal kan akiminda artma daha sik

gorilurken hipodinamik faz 6lglimlerinde renal kan akiminda azalma baskindir (44).
2.3. Sodyum bagimli glikoz transport proteinleri (SGLT’ler)

Sodyum bagiml glikoz transport proteinleri (SGLT’ler) esas olarak barsakta ve
bobrekte bulunmaktadir. Bu taslyici proteinler sodyum ve glikozu birlikte limenden
hicre icine alma yoninde calisirlar. Na/K ATPaz pompasi ile hiicre ici ve disi arasinda
sodyum konsantrasyon farki olusturulmakta bu sayede hiicre icine girme egiliminde
olan sodyum ile beraber glikoz da apikal membrandan hiicre icine alinmaktadir
(simport). Bu olay sekonder aktif transport olarak ifade edilir. Bu proteinlerin baslica
iki alt tipi bulunmakta olup bunlar SGLT-1 ve SGLT-2 olarak isimlendirilirler. SGLT-1
bazen SLC5A1 (solute carrier family 5 member-1) olarak da adlandirilir, SGLT-2 ise
SLC5A2 olarak da adlandirilabilmektedir.

SGLT-1 esas olarak ince barsak mukozasinda ve bobrek proksimal tiibilinin
diiz kisminda (proksimal straight tubule) yani S3 segmentinde de bulunur. Ayrica
trakea, kalp, beyin, testis ve prostatta da dagilim gosterir. SGLT-2 ise belirgin olarak
bdbrek proksimal tlibillerinin kivrimli kisminda (proksimal convoluted tubule) yani S1
ve S2 segmentlerinde yaygindir. Ek olarak beyin, karaciger, tiroid bezi ve kalpte de
bulunabilir. Bobrekte glomeriillerden filtre edilen glikozun saglikli kiside tamami
tubdillerden geri emilir. Bu geri emilimin yaklasik %90’1 SGLT-2 tizerinden olmaktadir.

Kalan yaklasik %10’luk kismin ¢ok bliyik bir b6limi de SGLT-1 ile geri emilir.



2.4. Sodyum bagimli glikoz transport protein-2 (SGLT-2) inhibitérleri

Gliflozinler bobrekteki SGLT-2 proteinlerini inhibe ederler. Bu sayede glikozun
geri emilimini engelleyerek kan sekerini distrirler, geri emilimi engellenen glikoz
idrar yoluyla vicuttan atilir. Bu etkileri sebebiyle gliflozinler Tip 2 Diabetes Mellitus
tedavisinde kullaniimaktadir. Etkileri instlin saliverilmesinden bagimsiz olup etki icin
fonksiyonel pankreas beta hiicrelerine ihtiya¢ yoktur. Gliflozinler SGLT-1
proteinlerine etki etmezler. SGLT proteinlerini non-selektif olarak inhibe eden
ajanlarla yapilan calismalar barsakta SGLT-1 inhibisyonuna bagh goériilen siddetli

diyare, dehidratasyon gibi yan etkiler ylziinden ilaca dénismemistir.

SGLT-2 inhibitorlerinin bobrekte dogrudan koruyucu etkilerinin de olabilecegi
dusltinilmektedir. Tibuler hipertrofiyi ve diyabete bagh gorilen hiperfiltrasyonu
azaltici dogrudan etkinin olabilecegini dislindiren yayinlar mevcuttur (45). SGLT-2
inhibitorlerinin bobrek disinda diger dokularda da etkileri arastirilmaktadir. Bu
gruptan bir ilag olan empagliflozin de bobrekte sodyum glikoz kotransporter-2

Uzerinde inhibisyon yaparak etki géstermektedir.

SGLT-2 inhibitorlerinin kullaniminin giderek artmasiyla birlikte ortaya gikan
¢alismalarda bu ilaglarin bdbrek hasarinin ilerlemesinde yavaslama, major
kardiyovaskiiler komplikasyonlarda azalma, kalp yetmezligine bagli hastaneye yatista
azalma gibi 6nemli faydalari olduguna dair veriler elde edilmistir (46-48). Bahsedilen
bu etkilerin sadece glisemik kontrol ile agiklanamayabilecegi de dne sirilmustir. Bu
durum SGLT-2 inhibitorlerinin “off-target” yani SGLT-2 Uzerinden olmayan baska
etkilerinin de olabilecegini diisiindlirmis, bu durum kullanimi giderek yayginlasan bu

ilaclar icin glincel bir arastirma konusu olmustur.

Yapilan c¢alismalarda SGLT-2 inhibitorlerinin SGLT-2 reseptorleri tespit
edilmemis olmasina ragmen kalpte Na-H antiporter pompasi Uzerinde inhibisyon
yoniinde etkisinin olabilecegi 6ne slirtilmistir (49). Bu pompa hiicre icine sodyumu
alirken hidrojeni disari atarak hticre ici pH ve sodyum dengesinde 6nemli rol
oynamaktadir. Pompanin SGLT-2 inhibitorleri ile inhibe edilmesiyle hiicre i¢i pH’nin

normale donisi yavaslamakta olup bu durumun iskemik énkosullama benzeri bir



etkiye yol acarak kalp ve bobrekte koruyucu etkili olabilecegi iddia edilmistir. Yapilan
diger bir calismada SGLT-2 inhibitorlerinin sempatik sinir sistemi ile etkilestigi,
norojenik hipertansif farede bobrekte tirozin hidroksilaz ve norepinefrin dizeylerini

azalttig1 ve bunun sonucunda kan basincini distirdigi gosterilmistir (50).

Empagliflozin, SGLT-2 inhibitori ilag grubunun Gyesi olup 2014 yilinda tip 2
diabetes mellitus tedavisinde onay alarak piyasaya ¢ikmistir. Kimyasal olarak C-
glikozid yapisindadir (51). Empagliflozin idrarla glikoz atiimini artirir, dilretik ve
natrilretik etki de gosterir (52). Empagliflozinin insanlarda SGLT-2"ye SGLT-1’e oranla

2500 kattan daha fazla segici oldugu gosterilmistir (53).

Empagliflozinin SGLT-2 inhibitorlerinin yukarida bahsedilen bilinen etkileri
disinda farkli hastalik modellerinde farkh etkileri de arastirilmaktadir. Diyabet
modellerinde kalpte, karacigerde ve bobrekte inflamasyonu azaltici etkisi pek ¢ok
calismada gosterilmis olup bu etki diyabet olmaksizin kalp yetmezligi modelinde de
gosterilmistir (54-56). Bu durum empagliflozinin diyabetten bagimsiz olarak da etki
gosterebilecegini diislindiirmektedir. Empagliflozin ile farelerde yapilan bir calismada
sepsis iliskili akut bobrek hasari modelinde ilacin sistemik ve renal inflamasyonu
baskiladigl, sag kalimi artirdigi iddia edilmis, ancak bu calismada fonksiyonel agidan

bir degerlendirme yapilmamistir (57).

Empagiliflozinin kalpte miyokard enfarktist Uzerine koruyucu etkisini
arastiran bir calismada STAT-3 proteini lizerinden etki gosterdigi iddia edilmistir (58).
Empagliflozin STAT-3’U fosforile ederek aktiflestirdigi, STAT-3 aktivasyonu ile MPTP
(mitochondrial permeability transition pore) Uzerinden reaktif oksijen tlrevlerinin
Uretimini azaltarak koruyucu etkili oldugu gosterilmistir. STAT-3’lin aktive olunca
niikleusa gecerek transkripsiyon faktori olarak davrandigl, iNOS ekspresyonunu ve
kardiyomyosit apoptozunu azalttigi tespit edilmistir (59). STAT-3’lin ayrica Nf-KB’'nin
p65 alt lnitesi Gzerinden Nf-KB diizeyini degistirmeden IL-6 ve iNOS ekspresyonunu

azalttigi da belirlenmistir (58).

Empagliflozin gibi bir SGLT-2 inhibitord olan kanagliflozin ile yapilan birbirinin

devami niteligindeki iki ¢alismanin sonucunda sepsiste kotli prognozla iligkili olan



sepsis kapiller sizinti sendromuna karsi ilacin endotel kaynakli alAMP-activated
protein kinaz (a1AMPK) aktivasyonu ile koruyucu etkili oldugu gosterilmistir (60).
Yine kanagliflozin ile siganlarla yapilan bir ¢calismada da iskemi-reperflizyon hasari

modelinde gelisen endotel disfonksiyonunu ilacin hafiflettigi gosterilmistir (61).

SGLT-2 inhibitorleri damar fonksiyonlari tizerine endotel veya damar diiz kas
hlcreleri Uzerinden gesitli mekanizmalar ile etki gosterir. Yapilan bir ¢alismada
kanagliflozinin insan umbilikal ven ve aort endotel hiicrelerinde AMPK (5’ adenosine
monophosphate- activated protein kinase) aktivasyonu yaptigi gosterilmis olup ayni
¢alismada yine kanagliflozinin insan aort vaskiiler diiz kas hiicre kiiltiirinde de AMPK
aktivasyonu vyaptigi gozlenmistir (62). Yine ayni calismada empagliflozin ve
dapagliflozinin hiicre viabilitesi izerine koruyucu etkili oldugu bulunmustur. Hipoksi—
reoksijenasyon hasarinda empaglifozinin etkileri incelendiginde hiicre viabilitesini
artirdigi ve ATP dizeylerini korudugu ortaya konmustur (58). Hiperglisemik fare
aortunda yapilan bir calismada da empagliflozinin mitokondriyal disfonksiyonu

engelledigi gosterilmistir (63).

SGLT-2 inhibitorlerinin vaskiiler tonus lGzerine dogrudan etkileri de giincel bir
arastirma konusudur. Yapilan bir ¢calismada streptozotosin verilerek diyabet modeli
olusturulan farelerde non-spesifik SGLT inhibitéri florizin ile dapagliflozinin
pulmoner arter ile koroner artere dogrudan etkileri arastiriimis, pulmoner arterde
gevseme yanitina sebep olduklari gosterilmistir. Koroner arterde ise etkileri tespit
edilememis olup bu durum SGLT-2 inhibit6rlerinin etkilerinin damar yatagi spesifik
olabilecegini disindiirmistir. Calismanin devaminda pulmoner arterde SNP aracili
gevseme yanitlarini ise azalttiklari da gézlenmistir (64). Yapilan baska bir calismada
kanagliflozinin insan viseral yag doku arterleri izerine etkisi incelenmis, bu arterlerde
dogrudan banyoya verildiginde gevsetici etki gosterdigi ortaya konmustur (65). Bu
gevsetici etkinin ise endotel bagimh olmadigi, nitrik oksit (NO), prostaglandinler ve
hidrojen peroksit ile iliskisiz oldugu iddia edilmistir. Dapagliflozinin endotel veya
damar diiz kas hiicreleri tGizerinden ton(s lizerine etkisinin incelendigi bir arastirmada,
fare aortunda dapaglifozinin artan dozlarda verilmesiyle birlikte endotelden bagimsiz

bir mekanizmayla vazorelaksasyon yaptigi gosterilmistir. Ayni ¢alismada fare aortu
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hiperglisemik ortamda incelendiginde dapagliflozin inkiibasyonunun hiperglisemiye
bagli etkilenen vazorelaksasyon cevaplarina koruyucu etkili oldugu da tespit edilmistir
(66). Empagliflozin, kanagliflozin ve dapagliflozinin topluca incelendigi baska bir
calismada da hiperglisemik ortamda inkiibe edilen fare aortunda bozulmus asetilkolin

gevseme yanitlarini diizeltici etkili olduklari ortaya konmustur (63).
2.5. Hipotez
Bu ¢alismanin hipotezleri sunlardir:

1. LPSile indiklenen sigan sepsis modelinde renal arter dallarinda fonksiyonel

cevaplar bozulur.

2. LPSile indiiklenen sigan sepsis modelinde empagliflozin tedavisinin bozulan

arter fonksiyonel cevaplari lizerine dizeltici etkisi vardir.

3. LPS ile indliklenen sican sepsis modelinde empagliflozin tedavisinin gelisen

akut bobrek hasarinda duzeltici etkisi vardir.

2.6. Amag

Bu calismada, LPS ile indiiklenen sican sepsis modelinde olusan akut bobrek
hasari izerine empaglifozin tedavisinin etkileri arastirilacaktir. izole bébrek damar
yatagl, izole renal arter dallari ve izole torasik aortta fonksiyonel degisiklikler
degerlendirilerek bu degisiklikler tzerine empaglifozin tedavisinin olasi koruyucu
etkileri incelenecektir. Ek olarak alinan bdbrek, karaciger ve ileum o6rnekleri ile
empagliflozin  tedavisinin model (zerindeki etkileri histopatolojik olarak

degerlendirilecektir.
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3. YONTEMLER

3.1. Deney Hayvanlari

Bu galismada kullanilan hayvanlar Kobay Deney Hayvanlari Laboratuvari’ndan
temin edilmistir. Hacettepe Tip Fakiiltesi Tibbi Farmakoloji Anabilim Dali’nin hayvan
barinagina getirilen hayvanlar deney sireci boyunca uygun kosullarda
barindirilmistir. Hayvanlarin 18-21°C’'de, %50-60 nem araliginda, 12 saat karanlik ve
12 saat aydinlik olacak kosullarin saglandigl ortamda, tiim deney siireci boyunca ad
libitum standart laboratuvar yemi ve su ihtiyaglari karsilanarak barinmalari
saglanmistir. Agirliklari 200-300 gram arasinda degisen 38 adet Sprague—Dawley soyu
erkek sican kullanilmistir. Disi hayvanlarda menstriel siklus stirecinde hormon
diizeylerinde gorilecek farkliliklar nedeniyle erkek siganlar tercih edilmistir.

Hayvanlar barinak siirecinde en az 5 giin ortama alisana kadar islem yapilmamistir.
3.2. Etik Kurul izni

Projenin etik kurul onayi Hacettepe Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu'nun 28.12.2021 tarihli etik kurul toplantisinda alinmistir. Karar numarasi
2021/10-09, sayisi 52338575-160 ve kayit numarasi 2021/81’dir. Alinan bu onay ile
hayvan deneyleri Hacettepe Universitesi Tibbi Farmakoloji Anabilim Dali
laboratuvarlarinda, histopatolojik degerlendirme ise Hacettepe Universitesi Tibbi

Patoloji Anabilim Dali laboratuvarlarinda yapilmistir.
3.3. Deney Protokolii ve ila¢ Uygulamalar

Deney protokoliinde empagliflozin (Bl 107730, MedChemExpress, Princeton, New
Jersey, ABD), Escherichia coli’nin O55:B5 serotipine ait lipopolisakkarit (L2880, Sigma-
Aldrich, St. Louis MO, ABD), kloralhidrat (MERCK KGaA, Darmstadt, Almanya),
fenilefrin (P6126, Sigma-Aldrich, St. Louis MO, ABD), asetilkolin (A6625, Sigma-
Aldrich, St. Louis MO, ABD), anjiyotensin-Il (176804, Calbiochem-Behring), sodyum
nitroprusiyat (PHR1423, Sigma-Aldrich, St. Louis MO, ABD), norepinefrin (A7381,
Sigma-Aldrich, St. Louis MO, ABD) kullanildi.
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Deneyler icin toplam 4 grup tasarlandi, gruplar sirasiyla kontrol, LPS,
LPS+Empagliflozin ve Empagliflozin olarak adlandirildi. Yapilacak in vivo 6lgimler igin
hayvanlara anestezi verilmesinden 19 saat dnce gruplarina gére LPS (10 mg kg™t) veya
onun vehikili olan salin (%0,9 NaCl) i.p. yoldan esit hacimlerde (1 ml kg?) ve
empagliflozin (10 mg kg™!) veya onun vehikiilii olan %2,4 DMSO iceren salin es zamanli
olarak i.p. yoldan esit hacimlerde (4 ml kg!) verildi. Enjeksiyonlar sonrasi hayvanlar
in vivo Olgimlere kadar a¢ birakilarak takip edildi. Deneylerde kullanilan ilaglarin
dozlarina literatlrdeki benzer ¢alismalar kaynak alinarak karar verildi. Gruplarda i.p.

olarak hangi ilacin yapildigi asagidaki tabloda gosterilmistir.

Tablo 3.1. Deney gruplari ve deney protokoliinde gruplara verilen ilaglar

DENEY VE KONTROL | 1ps-10 mg kg'1 Empagliflozin - 10 mg kg'1
GRUPLARI

Kontrol Vehikiil Vehikiil
LPS LPS Vehikul
LPS + Empagliflozin LPS Empagliflozin
Empagliflozin Vehikal Empagliflozin

intraperitoneal enjeksiyonlardan 19 saat sonra hayvanlara kloralhidrat (400
mg kg, i.p.) ile anestezi uygulanip énce in vivo élgiimler yapildi ve ardindan ex vivo
degerlendirme icin gerekli dokular gikarilarak fonksiyonel dlgtimler yapildi. Dokular
¢cikarilmadan 6nce mesaneden idrar 6rnegi alinarak idrar cubugu ile glikoz ve lI6kosit
miktari kalitatif 6lctildi. Ayrica histopatolojik degerlendirme icin de hayvanlarin sag
bobrek, karaciger ve ileum 6rnekleri alindi. Ek olarak hayvanlarin agirliklari 0. saat ve

19. saatte takip edilerek agirlik kaybi 6lctldi.
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0. saat 19.saat 20.saat

In Vivo Olgiimler  Ex Vivo Olgiimler ve
Dokularin Toplanmasi

LPS + Empagliflozin

Sekil 3.1 Deney protokoli

3.4 Fonksiyonel Degerlendirme

Fonksiyonel degerlendirmeler in vivo ve ex vivo deneyler olmak lzere iki farkh

deneysel modelle incelendi.
3.4.1 In vivo Deneysel Model

Fonksiyonel degerlendirmelerin in vivo kisminda, kloralhidrat ile anestezi
verilen hayvanlarda anestezinin derinligi parmak kistirmaya yanitile degerlendirilerek
cerrahi islemlere baslandi. Hayvanin ensesinden cilt altina bir kesi yapilarak cilt altina
yerlestirilen bir termometre probu ile viicut sicakligi takibi yapildi. Sicaklik takibine in
vivo degerlendirme boyunca devam edildi. Hayvanin karin 6n duvari agildiktan sonra
renal arter, superior mezenter arter, portal ven etraf dokulardan izole edilerek
Olglime uygun hale getirildi. Renal arter kan akimi, superior mezenter arter kan akimi
ve portal ven kan akimi, T106 kiiglik hayvan kan akim 6lger (Transonic Systems, ABD)
cihazi ile sirasiyla dl¢iildii. Olgiimlerde doppler ilkesiyle kan akimini dlgen bir damar

probu kullanildi.
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Sekil 3.2. Kan akimi 6lgimiinde kullanilan cihaz ve prob. Transonic Systems T106
kiicik hayvan kan akim olcer (Small Animal Blood Flow Meter) (A). Damar probu,

Perivascular Flow Probes, Transonic Systems (B).

Tum gruplarda asagidaki parametreler ex vivo degerlendirmelere gecilmeden
Once olclildu. Kan glikozu 6lgcimi kan akimi 6lcimlerinden sonra, intaperitoneal
enjeksiyondan sonraki 20. saatte kuyruktan yapilan bir kesi ile kuyruk veninden alinan

kanin glukometre ile 6l¢lilmesiyle yapildi.
In vivo degerlendirme icin asagidaki parametreler 6lcildi:

1. Renal arter kan akimi,

2. Superior mezenter arter kan akimi,
3. Portal ven kan akimi,
4

Kan glikozu degeri.

3.4.2. Ex vivo Deneysel Model
Ex vivo degerlendirmelerde izole perflize bobrek diizeneginde, miyograf ve

organ banyosunda 6lglimler yapildi.

3.4.2.1 izole Perfiize Bobrek Diizenegi
Fonksiyonel olciimlerin ex vivo kisminda, anestezi sonrasinda, oncelikle
hayvanin sol renal arteri etraf dokulardan izole edildi. Ardindan aorta 24G kaniil ile

(i.v.) girilerek kanil renal artere dogru ilerletilip sabitlendi. Kanil renal arterdeyken
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sabitlendikten sonra sol bobrek Krebs—Henseleit sollisyonu (118 mM NaCl, 4,7 mM
KCl, 2,5 mM CaCl2, 1,2 mM KH2PO4, 1,2 mM MgS04, 25 mM NaHCO3 ve 11 mM
glikoz) ile perflize edildi. Devaminda bébrek ve aortun kaniil ile girilen kismi etraf
dokulardan ayirildi ve bir batln olarak kaniliin ucundan élgimler igin kullanilacak
perfliizyon sistemine baglandi. Doku %95 O; ve %5 CO; karisimi ile gazlandirilmig 37°
C sicakhktaki Krebs—Henseleit sollisyonu ile peristaltik bir pompa (MP-3 akim
pompasi, Eyela, Japonya) araciligiyla sabit hizda perfiize edildi. Sabit hizin degeri
laboratuvarda daha once yapilan calismalar, literatlirdeki bazal bobrek perfiizyon
basinci bilgileri ve yapilan 6n ¢alismalar ile belirlendi. Bu perflizyon sistemi ile doku
sabit bir akim ile perflize edilirken bobrek damar yataginin sepsise ve ilag tedavisine
verecegi yanitin basing transduseri araciligiyla olgllmesi, ardindan MP150 veri
kazanim Unitesi (Biopac Systems, ABD) araciligiyla bilgisayara aktarilarak
degerlendirilmesi planlandi. Bu amacla vazokonstriktor (kasic) ajan olarak fenilefrin
(PE), norepinefrin ve anjiyotensin-Il, vazodilator (gevsetici) ajan olarak ise asetilkolin
ve sodyum nitroprusiyat (SNP) verilerek sepsisli bobrekte empagliflozin tedavisinin
etkileri arastirildi. Ayrica perfiizyon sistemine asilan bdbrek damar yataginda
Ureterden olan ¢ikis 30 dakika boyunca “ml” cinsinden Olgllerek Ureter gikisi
tzerinden ayrn  bir fonksiyonel degerlendirme vyapildi. Ureter cikisi
degerlendirmesinde cikisin 0,5 ml/10 dakikadan az oldugu dokular literatir ile
uyumlu sekilde kapsam disi birakildi (67). izole perfiize bébrek diizenegi deneyler
boyunca 6,8 ml/dk hizla perfiize edildi. Gevseme yanitlari i¢in kullanilan PE dozu 3x10
®M olup bu konsantrasyonu iceren Krebs—Henseleit sollisyonu ile doku perfiize
edilerek 6n kasilma saglandi ve gevseme yanitlari alindi. Diger kasici ajanlarla
kiyaslamada kullanilan PE dozu ise 10 pug/0,1ml idi.

Fonksiyonel 6lciimlerin ex vivo kisminin diger bir asamasinda ise anestezi
verilen hayvanlarda sag bobrek ve sag renal arter etrafindaki dokulardan ayirildi. Sag
bobrek once yatay eksende boydan boya yapilan bir kesi ile ortadan ikiye ayirildi.
Ayirilan parcalardan biri histopatolojik inceleme icin kullanilirken diger parca
mikroskop altinda incelenerek renal arterin bdbrek icine girdikten sonraki kismi olan

renal arterin ikinci dali ile onun devami niteligindeki segmental arter izole edildi. Ek
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olarak hayvanin gogis boslugu acilarak torasik aort izole edildi. Bu damarlar miyograf

ve organ banyosuna asilarak degerlendirildi.

Sekil 3.3. Renal arter ve dallarinin isik mikroskobundaki gériiniimi. Renal arter, renal

arterin ikinci dal ve segmental arterler izole edilerek 40x bliylitme sonrasinda ¢ekildi.

3.4.2.2 Miyograf

izole edilen renal arterin bobrek icindeki devami olan renal arterin ikinci dali
ile bu damarin devami olan segmental arter DMT-610M tel miyografta (Danish Myo-
Technology, Danimarka) o6lglim igin ayrildi. Verilerin bilgisayara aktarilmasinda
Powerlab veri kazanim Unitesi (AD Instruments, Avustralya) kullanildi. Segmental
arter igin 25 um (mikrometre), renal arterin ikinci dali i¢cin 40 um capta teller
kullanilarak bu arterlerin limenlerinden endotele hasar vermeden tel gegirildi ve

tellerin iki ucundan dokular fizyolojik tuz sollisyonu (PSS, physiological salt solution)
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(118 mM Nacl, 4,6 mM KCI, 25 mM NaHCO03, 1,2 mM MgS04, 1,2 mM KH2PO4, 1,2
mM CaCl2, 10 mM glikoz, 0,025 mM EDTA, 37°C) iceren miyograf banyolarina
sabitlendi, daha sonra banyolarin miyografa baglantisi yapildi. Dokulara
normalizasyon islemi uygulandi, bu sayede dokularin kiyaslanabilmesi igin
standardize edilmis bir yontem ile temel deney kosullari olusturuldu ve dokulardan
alinacak yanitlar icin en ideal gerim hesaplanarak dokular o gerime denk gelecek
sekilde gerildi. Gerim teller arasindaki mesafe tellerin bagh oldugu mikrometre
Uzerindeki degerlere gbre ayarlandi. Normalizasyon isleminin ardindan dokular 40

dakika boyunca dinlendirildi.

Dokularin dinlendirilmesinin ardindan yiiksek K* PSS (42,6 mM NacCl, 80 mM
KCI, 25 mM NaHCO03, 1,2 mM MgS04, 1,2 mM KH2P04, 1,2 mM CaCl2, 10 mM glikoz,
0,025 mM EDTA) verildi ve tasarlanan protokoliin uygulanmasina gegcildi. Banyolara
vazokonstriktor ajan olarak fenilefrin, anjiyotensin-ll ve vazodilatoér ajan olarak
asetilkolin ve SNP verilerek sepsisin ve empagliflozin tedavisinin renal arterin ikinci
dal ve segmental arter lzerine olan etkileri karsilastiriimali incelendi. Fenilefrin 6n
kasilmasi sonrasi ACh gevseme vyanitlari alindi, 6n kasilmada kullanilan PE
konsantrasyonu maksimum PE kasilmasinin % 60-80 oraninda kasilma yapacak
konsantrasyon seklinde belirlendi. SNP gevseme vyanitlari da AT-ll kasiimasi
sonrasinda alindi. Ayrica S48 elektriksel alan stimiilatori (Grass, ABD) ve A385 sabit
akim Unitesi (World Precision Instruments, ABD) ile elektriksel alan stimiilasyonu
(EAS) vyapilarak sepsiste ve empagliflozin tedavisinde elektriksel alan
stimilasyonundaki degisimler degerlendirildi. Elektriksel alan stimuilasyonu icin
kullanilan degerler 6n denemeler sonucunda 8 miliamper akim, 10 saniye toplam
sire, 1 milisaniye tek bir uyari siiresi olarak belirlendi. StimUilator ile verilen uyari sabit
akim Unitesi lGzerinden gecirilerek miyograf banyolarindaki platin elektrotlara verildi.
Miyograf sisteminde damarlarin verdigi vyanitlar doku gerimi (zerinden
degerlendirildi. Elde edilen verilerde verinin alindigi damarin uzunluguna bagh
degisebilecek yanitlari 6nlemek, dokunun uzunlugunu bir degisken olarak ortadan
kaldirip daha glivenilir analiz yapabilmek amaciyla elde edilen veriler damar

uzunluguna oranlanarak mN/mm cinsinden verildi.
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Sekil 3.4. Miyograf. Miyografin dnden (A), lstten (B) goriintsi. Miyograf banyosu (C).

Elektriksel alan stimilasyonu icin kullanilan stimiilator ve sabit akim Unitesi (D).

3.4.2.3 Organ banyosu

izole edilen torasik aort icerisinden tel gecirilerek sabitlendi ve Krebs-
Henseleit solisyonu iceren organ banyosuna asildi. Verilerin bilgisayara
aktarilmasinda MP150 veri kazanim Unitesi kullanildi. Dinlendirilen dokulara yliksek
K* Krebs-Henseleit sollisyonu (42,7 mM NaCl, 80mM KCl, 2,5 mM CaCl2, 1,2 mM
KH2PO4, 1,2 mM MgS04, 25 mM NaHCO3 ve 11 mM glikoz) verilerek ardindan
vazokonstriktér ajan olarak fenilefrin ve anjiyotensin-Il, vazodilatér ajan olarak
asetilkolin ve SNP verilerek sepsis ve empagliflozin tedavisinin etkileri incelendi.
Organ banyosu sisteminde damarlarin verdigi yanitlar doku gerimi Uzerinden

degerlendirildi.
3.5. idrar Orneginin Alimi, Histopatoloji icin Orneklerin Toplanmasi

Ex vivo degerlendirme igin dokularin g¢ikarilmasina baslanmadan o6nce

dogrudan mesaneden enjektor ile idrar érnegi alindi. idrar érneklerinde lglimler
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kolorimetrik metodla idrar cubuklariyla yapildi. idrar cubugu idrar érnegine batirihp
1 dakika bekletildi, cubukta ilgili kisimda olusan renk degisiminin kit icindeki tablodan
hangi sayisal araligi temsil ettiginin tespiti ile glikoz ve |6kosit 6lgimi yapildi. Glikoz,
I6kosit 6lgimi dogrudan bir sayisal deger verilerek degil, 6lgimiin glikoz ve 16kosit
icin idrar gubugu kitinde daha ©6nceden belirlenmis araliklardan hangisine denk

distugl seklinde yapildi.

Ex vivo olgimler igin dokularin izole edilmesinden sonra ise sag bobrek,
karaciger ve ileum oOrnekleri etrafindaki diger dokularindan ayirilarak ¢ikarildi.
Gikarilan dokular %10’luk tamponlu nétral formalin iginde bekletilerek histopatolojik
inceleme icin saklandi. Saklanan tiim dokular Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi

Tibbi Patoloji Anabilim Dali’na goétirilerek histopatolojik degerlendirme yapildi.
3.6. Histopatolojik Degerlendirme

Histopatolojik degerlendirme i¢in formolde bekletilen 6rneklerden 4 mikron
kalinhiginda kesitler alinarak rutin hematoksilen-eozin boyamasi yapildi, 1sik
mikroskobu ile degerlendirme yapildi. Histopatolojik degerlendirme igin literatiirdeki
benzer galismalar incelenerek olusturulan skorlama sistemleri kullanildi (68-70).
Histopatolojik degerlendirmede bébrekte ve diger 6rnek alinan dokularda sepsis ile
iliskili degisikliklerin varligi ve tedavi grubunda sepsis iligkili degisikliklerde goriilmesi
beklenen olasi diizelmelerin varligi degerlendirildi. Histopatolojik analiz igin kullanilan

degerlendirme kriterleri tabloda gdsterilmistir.
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Tablo 3.2. Bobrek histopatolojik degerlendirme kriterleri

Patolojik Degisiklikler

Skorlama

Glomerdil:

(1) Kapiler dilatasyon ve konjesyon,
kapsil boslugunda kanama

(2) Hucre proliferasyonu

(3) Fibrozis

(4) Hicre proliferasyonu / kapsdl
duvarinda fibrozis ya da belirgin

iskemik blazisme

Renal tibdl:

(1) Sismis epitel hicreleri

(2) Epitel hiicrelerinde dejenerasyon
veya nekroz

(3) Thbiler protein birikimi

0: Normal

1: Glomeril (1) + Renal tabil (1)

2: Glomerdl (1) + Renal tibil (1) + Renal

interstisyum (1)

3: Glomerdl (1) + Renal tubul (1)(2)(3) +

interstisyum (1)(2)

4: Glomerul (1)(2)(3)(4) + Renal tibdl
(2)(3) + interstisyum (1) (2)
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Tablo 3.3. Karaciger histopatolojik degerlendirme kriterleri

karyoplazmada dagilma, berraklasma
(2) Karyoplazmada vakuol / dagilma
(3) Asidofili

(4) Nekrobiyotik odak /asidofilik nekroz

(5) Masif nekroz/ képriilesme nekrozu

Sinusler:
(1) Dilate sinusler
(2) Kupffer hicrelerinde sisme ve

hiperplazi

Portal alanlar:
(1) Fibroplazi
(2)  Belirgin  inflamatuar  hicre

infiltrasyonu

Patolojik Degisiklikler Skorlama
Hepatosit:
(1) Sismis, azalmis  hepatosit; | 0: Normal

1: Hepatosit (1)(2) + sinlsler (1)

2: Hepatosit (1)(2) + sindsler (1)(2) +

portal alanlar (1)

3: Hepatosit (3) + sintsler (1)(2) + portal
alanlar (1)(2)

4: Hepatosit (4)(5) + sinusler (1)(2) +

portal alanlar (1)(2)

ileum histopatolojik degerlendirmesi icin iskemik degisikliklerin ileum

mukozasindaki yayginligina bakildi, yayginhgin miktarina goére ylizde olarak

degerlendirme yapildi. Degerlendirme sirasinda 3-5 farkli segmentten kesit alinarak

histopatolojik inceleme yapildi.

Histopatolojik degerlendirme sirasinda ¢ekilen mikro fotograflar icin

mikroskopta ileumda 100x biylitme, karaciger ve bobrekte 200x bliyitme uygulandi.
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3.7 istatistiksel Analiz

istatistiksel analizler icin Microsoft Excel 2019 ve Graphpad Prism 9.0.0 (121)
yazilimlari kulanildi. Deneylerden elde edilen sonuglarin analizinde konsantrasyon-
cevap ve doz- cevap egrilerinin karsilastirilmasi igin gift yonll varyans analizi, digerleri
icin tek yonli varyans analizi kullanildi. Coklu karsilastirma icin post hoc Tukey veya
Dunnett testleri tercih edildi. Skorlamalarin karsilastiriimasi igin karsilik gelen non-
parametrik testler kullanildi. P degerinin 0,05’ten kiclik olmasi istatistiksel olarak
anlamli bir farkhligin varligi olarak degerlendirildi. Elde edilen veriler aritmetik

ortalama % ortalamanin standart hatasi olarak gosterildi.
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4. BULGULAR

4.1.Genel Degerlendirmeler

Empagliflozinin, sepsis iliskili akut bobrek hasari modelinde, fizyolojik ve renal
fonksiyonlara etkisini genel olarak degerlendirmek amaciyla kan glikozu, agirlik kaybi

Olclim, idrarda protein ve l6kosit 6lcimi yapildi.

4.1.1 Kan Glikozu Ol¢limleri

Kan Glikozu Olgumleri
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Sekil 4.1. Kuyruk veni kan glikozu 6lcim sonuglari. Veriler aritmetik ortalama *
ortalamanin standart hatasi seklinde sunuldu. Gruplar arasi istatistiksel inceleme igin
One-way ANOVA; coklu karsilastirmalar icin Dunnett post-hoc testleri kullanildi. *
Kontrole gére anlamlilik, T LPS’ye gére anlamlilik. *p<0,0332, **p<0,0021, 1<0,0332
(n=5-7).

Anestezi verilen sicanda anesteziden sonraki 1. saat, i.p. enjeksiyondan
sonraki 20. saatte kuyruk veninden alinan 6rnekte glukometre ile kan glikoz 6l¢timii
yapildi. Yapilan olciimlerde LPS grubunda kan glikozunun kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli sekilde azaldigi tespit edildi. LPS+Empa grubunda da kan
glikozunun kontrol grubuna gére anlaml sekilde azaldigi bulundu, (Kontrol: 97,14 +

6,793-, LPS: 53,50 + 13,04-, LPS+Empa: 43,50 + 15,95-, Empa: 70,00 + 9,235).
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Ex vivo degerlendirmeler 6ncesinde, dokularin ¢ikarilmasina baslanmadan
mesaneden enjektor ile alinan idrar 6rnegi sonuglari tablo ve grafik olarak asagida

sunuldu.

Tablo 4.1. idrar Glikoz ve Lékosit Olgiimleri

Grup Sira Glikoz Lokosit
1 YOK 1+
2 YOK YOK
3 YOK YOK
Kontrol 4 YOK YOK
5 YOK YOK
6 YOK YOK
7 YOK YOK
8 YOK YOK
1 2+ YOK
2 YOK YOK
Empa 3 2+ YOK
4 2+ YOK
5 YOK YOK
6 1+ YOK
1 YOK 1+
Yetersiz
2 YOK numune
3 YOK 1+
LPS Yetersiz
4 YOK numune
5 YOK 1+
6 YOK YOK
7 YOK 1+
1 1+ YOK
2 2+ 1+
Yetersiz
LPS+Empa 3 1+ numune
4 1+ YOK
5 YOK YOK
Yetersiz
6 YOK numune
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4.1.2 idrarda Glikoz Olgiimleri

idrar Glikoz Olguim{i
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Sekil 4.2. idrarda glikoz dl¢iimleri. idrarda glikoz varligi veya yoklugu degerlendirildi.
Veriler aritmetik ortalama * ortalamanin standart hatasi seklinde sunuldu. Gruplar
arasi istatistiksel inceleme igin Kruskal-Wallis; ¢coklu karsilastirmalar icin Dunn post-
hoc testleri kullanildi. * Kontrole gére anlamlilik, 1 LPS’ye gére anlamlilik. *p<0,0332,
1<0,0332 (n=6-8).

Mesaneden alinan idrar 6rneklerinde kolorimetrik metodla idrar gubuklariyla
yapilan glikoz dlgiimlerinde idrarda glikoz yoklugu O, varhigi 1 kabul edildi. Empa
verilmeyen gruplar olan kontrol ve LPS gruplarinda higbir hayvanda idrarda glikoz
varhig tespit edilmedi. Kontrol grubu ile LPS+Empa grubu arasinda ve kontrol grubu
ile Empa grubu arasinda istatistiksel olarak anlamh fark bulundu. Ayni sekilde LPS
grubu ile LPS+Empa grubu arasinda ve LPS grubu ile Empa grubu arasinda istatistiksel
olarak anlamli fark bulundu, (Kontrol: 0 £ 0, LPS: 0 + 0, LPS+Empa: 0,6667 + 0,2108-,
Empa: 0,6667 + 0,2108).
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4.1.3. idrarda Lokosit Olgiimleri

idrar Lokosit Olciim
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Sekil 4.3. idrarda l6kosit 6lctimleri. Veriler aritmetik ortalama + ortalamanin standart
hatasi seklinde sunuldu. Gruplar arasi istatistiksel inceleme igin Kruskal-Wallis; ¢oklu
karsilastirmalar icin Dunn post-hoc testleri kullanildi. * Kontrole gére anlamlilik, T
LPS’ye gére anlamhilik. *p<0,0332, 1<0,0332, 11p<0,0021 (n=6-8).

idrar 6rneklerinde yapilan I6kosit dlciimlerinde idrarda l6kosit yoklugu “0”,
varhg1 “1” kabul edildi. LPS grubu ile diger gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml
fark bulundu, LPS grubunda idrarda I6kosit miktarinin arttigi tespit edildi. Kontrol
grubu ile LPS+Empa grubu arasinda ve kontrol grubu ile Empa grubu arasinda anlamli
fark bulunmadi, (Kontrol: 0,125 + 0,125-, LPS: 0,833 + 0,166-, LPS+Empa: 0,166 +
0,166-, Empa: 0 £ 0).
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4.1.4. Viicut Agirhk Kaybi Olglimleri

Agirhik Kaybi
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Sekil 4.4. Agirlik kaybinin viicut agirhigina orani dlgtimleri. Veriler aritmetik ortalama
+ ortalamanin standart hatasi seklinde sunuldu. Gruplar arasi istatistiksel inceleme
icin One-way ANOVA testi kullanildi (n=5-8).

Hayvanlarin baslangic ve 19. saatteki agirliklari olgllerek agirlik kaybi
hesaplandi. Agirlik kaybinin hayvanin 0. saat agirli§ina oranlanarak yapilan
degerlendirmelerde gruplar arasinda anlamli fark tespit edilmedi, (Kontrol:8,589 +

0,4595-, LPS: 9,888 + 0,4663-, LPS+Empa: 10,59 + 0,6249-, Empa: 10,83 £ 1,274).
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4.2. Fonksiyonel Degerlendirmeler
4.2.1. In Vivo Olgiimler

4.2.1.1. Renal Arter Kan Akimi Ol¢iimii Sonuglari

Renal Arter Kan Akim Hizi
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Sekil 4.5. Renal arter kan akim hizi olglimleri. Veriler aritmetik ortalama +
ortalamanin standart hatasi seklinde sunuldu. Gruplar arasi istatistiksel inceleme icin
One-way ANOVA; coklu karsilastirmalar icin Dunnett post-hoc testleri kullanildi. *
Kontrole goére anlamliik, T LPS’ye gére anlamlihk. ***p<0,0002, t1p<0,0021,
t11p<0,0002 (n=5-9).

Anestezi altindaki hayvanda yapilan kan akimi dlgclimlerinde LPS grubunda ve
LPS+Empa grubunda renal arter kan akim hizinin kontrol grubuna gére anlamli sekilde
azaldig tespit edildi. Empa grubunda kan akim hizinin LPS grubuna gére anlamli
sekilde fazla oldugu tespit edilirken LPS grubu ile LPS+Empa grubu arasinda ve kontrol
grubu ile Empa grubu arasinda anlamli bir fark tespit edilmedi, (Kontrol: 3,972 +

0,5346, LPS:0,660 + 0,1528-, LPS+Empa: 1,033 £ 0,3323-, Empa: 3,540 + 0,7501).
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Renal Arter Kan Akim Hizinin
Vicut Agirhgina Orani
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Sekil 4.6. Renal arter vicut agirligina oranh kan akim hizi élglimleri. Veriler aritmetik
ortalama + ortalamanin standart hatasi seklinde sunuldu. Gruplar arasi istatistiksel
inceleme icin One-way ANOVA; ¢coklu karsilastirmalar igin Dunnett post-hoc testleri
kullanildi. * Kontrole gére anlamliik, T LPS’ye gdére anlamhilik. ***p<0,0002,
tp<0,0332, 111p<0,0002 (n=5-9).

Yapilan renal arter akim hizi 6lgiimleri hayvan agirli§ina oranlanarak
degerlendirildiginde LPS grubunda ve LPS+Empa grubunda renal arter kan akim
hizinin kontrol grubuna gére ayni anlamlilik derecesinde azaldigi tespit edildi. Empa
grubunda kan akim hizinin LPS grubuna gore anlamlh sekilde fazla oldugu tespit
edilirken kan akim hizi agirhiga oranlandiginda bu farkin anlamlilik derecesinin azaldigi
gorildi. LPS grubu ile LPS+Empa grubu arasinda ve kontrol grubu ile Empa grubu
arasinda anlaml bir fark tespit edilmedi, (Kontrol: 0,0153 + 0,0020, LPS: 0,0025 *
0,0005-, LPS+Empa: 0,0039 £+ 0,0012-, Empa: 0,0123 + 0,0027).
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4.2.1.2. Superior Mezenter Arter Kan Akimi Ol¢iimii Sonuglari

Superior Mezenter Arter Kan Akim Hizi
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Sekil 4.7. Superior mezenter arter kan akim hizi Olgcimleri. Veriler aritmetik
ortalamaztortalamanin standart hatasi seklinde sunuldu. Gruplar arasi istatistiksel
inceleme icin One-way ANOVA; coklu karsilastirmalar icin Dunnett post-hoc testleri
kullanildi. * Kontrole gére anlamhlik, t LPS’ye gdre anlamlilik. **p<0,0021,
t1p<0,0021 (n=5-9).

Anestezi altindaki hayvanda vyapilan superior mezenter kan akimi
Olclimlerinde LPS grubunda ve LPS+Empa grubunda kan akim hizinin kontrol grubuna
gore anlaml sekilde azaldigi tespit edildi. LPS grubu ile LPS+Empa grubu arasinda ve
kontrol grubu ile Empa grubu arasinda anlamli bir fark tespit edilmedi, (Kontrol: 12,19

+0,9401, LPS: 6,380 £+ 1,254-, LPS+Empa: 6,975 + 0,9212-, Empa: 9,230 £ 1,721).
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Superior Mezenter Arter Kan Akim Hizinin
Vicut Agirhigina Orani
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Sekil 4.8. Superior mezenter arter viicut agirligina oranli kan akim hizi élgtimleri.
Veriler aritmetik ortalama * ortalamanin standart hatasi seklinde sunuldu. Gruplar
arasi istatistiksel inceleme igcin One-way ANOVA; coklu karsilastirmalar icin Dunnett
post-hoc testleri kullanildi. * Kontrole gére anlamlilik, t LPS’ye gére anlamlilik.
**p<0,0021, 11p<0,0021 (n=5-9).

Anestezi altindaki hayvanda yapilan superior mezenter kan akimi
Olglimleri hayvan vicut agirhgina oranlanarak degerlendirildiginde ayni sekilde LPS
grubunda ve LPS+Empa grubunda kan akim hizinin kontrol grubuna gore anlamli
sekilde azaldig tespit edildi. Yine ayni sekilde LPS grubu ile LPS+Empa grubu arasinda
ve kontrol grubu ile Empa grubu arasinda anlamh bir fark tespit edilmedi, (Kontrol:
0,0467 +0,0035, LPS: 0,0246 + 0,0049-, LPS+Empa: 0,0268 + 0,0038-, Empa: 0,0324 +
0,0065).
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4.2.1.3. Portal Ven Kan Akimi Olgiimii Sonuglar

Portal Ven Kan Akim Hizi
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Sekil 4.9. Portal ven kan akim hizi 6lgiimleri. Veriler aritmetik ortalama + ortalamanin
standart hatasi seklinde sunuldu. Gruplar arasi istatistiksel inceleme igin One-way
ANOVA; ¢oklu karsilastirmalar igin Dunnett post-hoc testleri kullanildi. * Kontrole gére
anlamhlik, t LPS’ye gére anlamhlik. *p<0,0332, **p<0,0021, ***p<0,0002,
t1p<0,0021 (n=5-9).

Anestezi altindaki hayvanda yapilan portal ven kan akimi élglimlerinde LPS
grubunda, LPS+Empa grubunda ve Empa grubunda portal ven kan akim hizinin
kontrol grubuna gore anlamli sekilde azaldigi tespit edildi. LPS grubu ile LPS+Empa
grubu arasinda ve LPS grubu ile Empa grubu arasinda anlaml bir fark tespit edilmedi,
(Kontrol: 9,250 + 0,5734-, LPS: 4,620 + 0,8387-, LPS+Empa: 4,650 + 0,9580-, Empa:
6,230 £ 0,8372).
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Portal Ven Kan Akim Hizinin
Viucut Agirhigina Orani
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Sekil 4.10. Portal ven viicut agirligina oranli kan akim hizi élgtimleri. Veriler aritmetik
ortalama + ortalamanin standart hatasi seklinde sunuldu. Gruplar arasi istatistiksel
inceleme icin One-way ANOVA; ¢coklu karsilastirmalar igin Dunnett post-hoc testleri
kullanildi.  * Kontrole gére anlamhilik, * LPS’ye gére anlamliik. *p<0,0332,
**p<0,0021, ***p<0,0002, t1p<0,0021 (n=5-9).

Anestezi altindaki hayvanda yapilan portal ven kan akimi 6lglimleri hayvan
agirligina oranlandiginda ayni sekilde LPS grubunda, LPS+Empa grubunda ve Empa
grubunda portal ven kan akim hizinin kontrol grubuna gore anlamh sekilde azaldigi
tespit edildi. LPS grubu ile LPS+Empa grubu arasinda ve LPS grubu ile Empa grubu
arasinda anlamli bir fark tespit edilmedi, (Kontrol: 0,0356 + 0,0025-, LPS: 0,0178 +
0,0034-, LPS+Empa: 0,0176 + 0,0035, Empa: 0,0218 + 0,0031).
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4.2.2. Ex Vivo Olgiimler
4.2.2.1. izole Perfiize Bébrek Diizenegi Sonuglar

4.2.2.1.1. Bébrek Agirliginin Hayvan Viicut Agirhgina Orani

Bobrek / Hayvan Agirhgi
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Sekil 4.11. izole perfiize bébrek diizenegi bobrek agirligi / hayvan viicut agirhg
Olclimleri. Veriler aritmetik ortalama * ortalamanin standart hatasi seklinde sunuldu.
Gruplar arasi istatistiksel inceleme icin One-way ANOVA testi kullanildi (n=6-9).

izole perfiize bdbrek diizeneginde kullanilan bébrek agirhiginin dlgiilerek
hayvanin agirligina oranlanmasi ile yapilan istatistiksel analizde gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlaml bir fark goriilmedi, (Kontrol: 0,0058 + 0,0002, LPS: 0,0063
+0,0002-, LPS+Empa: 0,0062 + 0,0002-, Empa: 0,0060 + 0,0001).
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4.2.2.1.2. Bazal Perfiizyon Basinci

Bazal Perfliizyon Basinci
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Sekil 4.12. izole perfiize bobrek dizenegi bazal basin¢ diizeyleri. Veriler aritmetik
ortalama + ortalamanin standart hatasi seklinde sunuldu. Gruplar arasi istatistiksel
inceleme icin One-way ANOVA; coklu karsilastirmalar icin Dunnett post-hoc testleri
kullanildi. * Kontrole gére anlamlilik *p<0,0332 (n=6-9).

izole perfiize bébrek diizenegine bagli olan bébrekte élgiilen bazal perfiizyon
basinci degerleriile yapilan istatistiksel analizde LPS+Empa grubunda bazal perflizyon
basincinin kontrole gére anlamli sekilde azaldigi tespit edildi. Kontrol grubu ile LPS
grubu arasinda, kontrol grubu ile Empa grubu arasinda ve LPS grubu ile LPS+Empa
grubu arasinda anlaml fark gérilmedi, (Kontrol: 78,82 + 10,31, LPS: 65,79 + 6,363-,
LPS+Empa: 55,70 + 2,144-, Empa: 71,23 + 6,182).
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4.2.2.1.1.3. Fenilefrin

Fenilefrin
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Sekil 4.13. izole perfiize bébrek diizenegi tek doz (10 pg/0,1ml) fenilefrin yanitlari.
Veriler aritmetik ortalama * ortalamanin standart hatasi seklinde sunuldu. Gruplar
arasi istatistiksel inceleme icin One-way ANOVA testi kullanildi (n=6-8).

izole perfiize bobrek diizeneginde diger kasici ajanlar ile kiyaslamada da
kullanilan 10pg/0,1ml tek doz fenilefrin yanitlari degerlendirildiginde gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlaml bir fark gértilmedi, (Kontrol: 102,5 + 8,410, LPS:
126,7 £ 9,026-, LPS+Empa: 111,4 £ 12,75-, Empa: 91,25 + 14,03).
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4.2.2.1.4. Norepinefrin

Norepinefrin
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Sekil 4.14. izole perfiize bobrek diizenegi norepinefrin yanitlari. Veriler aritmetik
ortalama + ortalamanin standart hatasi seklinde sunuldu. Gruplar arasi istatistiksel
inceleme igin Two-way ANOVA testi kullanildi (n=6-7).

izole perfiize bébrek diizenegi norepinefrin yanitlari tek doz (10pg/0,1ml)
fenilefrin kasilmasina oranlanarak incelendiginde gruplar arasinda istatistiksel olarak

anlaml bir fark gortlmedi.
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4.2.2.1.5. Asetilkolin
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Sekil 4.15. izole perfiize bobrek diizenegi asetilkolin yanitlari. 3x10°M PE 6n
kasilmasi sonrasinda alinmistir. Veriler aritmetik ortalama t ortalamanin standart
hatasi seklinde sunuldu. Gruplar arasi istatistiksel inceleme icin Two-way ANOVA;
coklu karsilastirmalar icin Dunnett post-hoc testleri kullanildi. * Kontrole gére
anlamhilik, t LPS’ye gére anlamlilik. ****p<0,0001, Tp<0,0332, T111p<0,0001 (n=6-
8).

izole perfiize bobrekte 3x10°M PE 6n kasilmasi ile alinan ACh yanitlari
incelendiginde LPS grubunda gevseme yanitlarinin kontrol grubuna kiyasla anlamli
sekilde azaldigi gorildi. LPS grubundaki bu azalmanin LPS+Empa ve Empa gruplartile

kiyaslandiginda da anlaml oldugu gorild.
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4.2.2.1.6. Anjiyotensin-Il

Anjiyotensin-Il
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Sekil 4.16. izole perfiize bobrek diizenegi anjiyotensin-Il yanitlari. Tek doz
(0,1ug/0,1ml) AT-II verildi. Veriler aritmetik ortalama * ortalamanin standart hatasi
seklinde sunuldu. Gruplar arasi istatistiksel inceleme icin One-way ANOVA testi
kullanildi (n=6-8).

izole perfiize bdbrek diizenegi tek doz (0,1pg/0,1ml) AT-ll yanitlari PE
kasilmasina kiyaslanarak degerlendirildiginde gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark gérilmedi, (Kontrol: 30,34 + 10,43, LPS: 61,29 + 12,02-, LPS+Empa:
41,29 + 11,14-, Empa: 38,67 * 9,512).
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4.2.2.1.7. SNP
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Sekil 4.17. izole perfiize bébrek diizenegi SNP yanitlari. 3x10°M PE &n kasilmasi ile
alindi. Veriler aritmetik ortalama + ortalamanin standart hatasi seklinde sunuldu.
Gruplar arasi istatistiksel inceleme icin Two-way ANOVA; ¢oklu karsilastirmalar igin
Dunnett post-hoc testleri kullanildi. * Kontrole gére anlamlilik, t LPS’ye gére
anlamhilik. ****p<0,0001, 111p<0,0002, 1111p<0,0001 (n=6-7).

izole perfiize bébrek diizeneginde 3x10°°M PE 6n kasilmasi ile alinan SNP
yanitlari degerlendirildiginde LPS grubunda ve LPS+Empa grubunda SNP gevseme
yanitlarinin kontrol grubuna kiyasla azaldig tespit edildi. LPS grubunda gevseme
yanitlari Empa grubu ile kiyaslandiginda da anlamli olarak azalirken LPS grubu ile

LPS+Empa grubu arasinda veya kontrol grubu ile Empa grubu arasinda fark gortlmedi.
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4.2.2.1.8. Ureter Perfiizat Cikisi

Ureter Perfiizat Cikigi
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Sekil 4.18. izole perfiize bdbrek diizenegi iireter perfiizat cikisi 6lciimleri. Olglimler
bobrek 6,8 ml/dk hizla perfiize edilirken alinmistir. Veriler aritmetik ortalama +
ortalamanin standart hatasi seklinde sunuldu. Gruplar arasi istatistiksel inceleme igin
One-way ANOVA; coklu karsilastirmalar icin Dunnett post-hoc testleri kullanildi. *
Kontrole gére anlamlilik, + LPS’ye gére anlamhlik. *p<0,0332, Tp<0,0332 (n=5-9).

izole perfiize bobrek diizeneginde 30 dakika boyunca 6,8 ml/dk hizla perfiize
edilen bobrekten o6lcilen Ureter cikisi 6lcimlerinde LPS grubunda Ureter cikisinin
kontrol grubuna gore anlamli sekilde azaldigi bulundu. LPS grubu ile LPS+Empa grubu
arasinda anlaml bir fark gorilmedi. Ayni sekilde Empa ile kontrol grubu veya LPS
grubu arasinda da anlamli fark tespit edilmedi, (Kontrol: 10,24 + 1,628-, LPS: 6,343 +
0,7638-, LPS+Empa: 8,894 + 0,7528-, Empa: 8,405 + 0,5133).
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4.2.2.2. Miyograf Sonuglari

Renal arterden devamindaki dallara dogru giderken arter caplari giderek
kiictildu. Renal arter ¢api 900-1000 um iken renal arterin ikinci dalinin ¢api 350-500,

segmental arterin capi 250-300 um arasindaydi.
4.2.2.2.1. Renal Arterin ikinci Dal Sonuglarn

4.2.2.2.1.1. 80 mM KCI Kasilmasi
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Sekil 4.19. Renal arterin ikinci dalinda 80 mM KCl yanitlari. Veriler aritmetik ortalama
t ortalamanin standart hatasi seklinde sunuldu. Gruplar arasi istatistiksel inceleme
icin One-way ANOVA testi kullanildi (n=6-14).

Miyografta renal arter ikinci dal ile yapilan 80 mM KCl vyanitlar
degerlendirmesinde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmedi,
(Kontrol: 2,619 + 0,3192-, LPS: 3,034 + 0,3367-, LPS+Empa: 2,459 + 0,3820-, Empa:
2,850+ 0,3220).
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4.2.2.2.1.2. Fenilefrin Kasilmasi

Fenilefrin Kasilmasi
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Sekil 4.20. Renal arterin ikinci dalinda fenilefrin yanitlari. Veriler aritmetik ortalama +
ortalamanin standart hatasi seklinde sunuldu. Gruplar arasi istatistiksel inceleme icin
Two-way ANOVA; coklu karsilastirmalar icin Dunnett post-hoc testleri kullanildi. *
Kontrole gére anlamhlik, T LPS’ye gére anlamlilik. **p<0,0021, ****p<0,0001,
tp<0,0332, T111p<0,0001 (n=6-8).

Renal arter ikinci dali fenilefrin kasilma yanitlari incelendignde LPS grubunda,
LPS+Empa grubunda ve Empa grubunda kontrole gore fenilefrin kasilma cevaplarinin
anlaml sekilde azaldigi gorildi. Ayrica LPS grubu ile LPS+Empa grubu arasinda da
anlamh fark oldugu, LPS+Empa grubunda kasilma yanitlarinin anlamli sekilde geri

arttig gorildi.
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Fenilefrin Emax Yantitlari
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Sekil 4.21. Renal arterin ikinci dalinda fenilefrin maksimum yanitlari (Emax). Veriler
aritmetik ortalama + ortalamanin standart hatasi seklinde sunuldu. Gruplar arasi
istatistiksel inceleme igin One-way ANOVA testi kullanildi (n=5-8).

Renal arter ikinci dali fenilefrin Emax yanitlarina bakildiginda gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark goérilmedi (Kontrol: 139,902 +5,42-, LPS: 121,707 +

5,564-, LPS+Empa: 124,534 + 4,873-, Empa: 124,526 + 6,638).
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4.2.2.2.1.3. Asetilkolin Gevsemesi

Asetilkolin Gevgemesi
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Sekil 4.22. Renal arterin ikinci dalinda asetilkolin yanitlari. Veriler aritmetik ortalama
t ortalamanin standart hatasi seklinde sunuldu. Gruplar arasi istatistiksel inceleme
icin Two-way ANOVA; ¢coklu karsilastirmalar igin Dunnett post-hoc testleri kullanildi.
* Kontrole gére anlamhilik, T LPS’ye gére anlamhlik. ***p<0,0002, ****p<0,0001,
tp<0,0332, t1p<0,0021, 1111p<0,0001 (n=6-8).

Renal arter ikinci dalinda asetilkolin yanitlarina bakildiginda LPS grubunda,
LPS+Empa grubunda ve Empa grubunda kontrole gore asetilkolin gevseme
cevaplarinin anlamh sekilde azaldigi goruldi. LPS grubunda goriilen gevseme yaniti

azalmasinin LPS+Empa ile Empa gruplarina goére de anlaml oldugu tespit edildi.
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Sekil 4.23. Renal arterin ikinci dalinda asetilkolin Emax yanitlari. Veriler aritmetik
ortalama + ortalamanin standart hatasi seklinde sunuldu. Gruplar arasi istatistiksel
inceleme icin One-way ANOVA; coklu karsilastirmalar icin Dunnett post-hoc testleri
kullanildi. * Kontrole gére anlamlilik, **p<0,0021, ***p<0,0002 (n=5-8).

Renal arter ikinci dal asetilkolin Emax yanitlarina bakildiginda LPS grubunda
ve LPS+Empa grubunda Emax yanitlarinin kontrol grubuna gore azaldig gorildi
(Kontrol: 50,95 + 6,539-, LPS: 15,263 * 3,864-, LPS+Empa: 21,659 + 6,074-, Empa: 31,553
+4,432).
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4.2.2.2.1.4. Anjiyotensin-Il Kasilmasi

Anjiyotensin-ll Kasilmasi
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Sekil 4.24. Renal arterin ikinci dalinda anjiyotensin-Il yanitlari. Veriler aritmetik
ortalama + ortalamanin standart hatasi seklinde sunuldu. Gruplar arasi istatistiksel
inceleme icin Two-way ANOVA; coklu karsilastirmalar icin Dunnett post-hoc testleri
kullanildi. * Kontrole gére anlamlilik, 1 LPS’ye gére anlamhlik *p<0,0332, 1p<0,0332
(n=6-8).

Renal arter ikinci dali AT-Il yanitlarinda LPS grubunda kontrol grubuna ve
LPS+Empa grubuna gore AT-Il kasilma cevaplarinin anlaml sekilde arttigr gorilda.

Empa grubu ile kontrol grubu veya LPS grubu arasinda fark gértlmedi.
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Anjiyotensin-Il Emax Yanitlari

@ 50~

S B Kontrol
S 404 mm LPS

[

c Bm LPS+Empa
@ 30-

£ BN Empa
& 20—

X

O

X 104

=

g

o O0-

Sekil 4.25. Renal arterin ikinci dalinda anjiyotensin-Il Emax yanitlari. Veriler aritmetik
ortalama + ortalamanin standart hatasi seklinde sunuldu. Gruplar arasi istatistiksel
inceleme igcin One-way ANOVA testi kullanildi (n=6-8).

Renal arter ikinci dalinda AT-Il Emax yanitlarina bakildiginda gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark gortlmedi (Kontrol: 19,279 + 7,828-, LPS: 33,127 +

9,729-, LPS+Empa: 24,352 + 5,593-, Empa: 33,468 + 13,634).
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4.2.2.2.1.5. SNP Gevsemesi

SNP Gevsemesi
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Sekil 4.26. Renal arterin ikinci dalinda SNP yanitlari. SNP yanitlari AT-IlI kasiimasi
sonrasinda alindi. Veriler aritmetik ortalama + ortalamanin standart hatasi seklinde
sunuldu. Gruplar arasi istatistiksel inceleme icin Two-way ANOVA testi kullanildi (n=6-
8).

Renal arter ikinci dalinda anjiyotensin-Il kasilmasi sonrasi SNP gevseme

yanitlari incelendiginde gruplar arasinda anlamli bir fark tespit edilmedi.
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Sekil 4.27. Renal arterin ikinci dalinda SNP Emax yanitlari. Veriler aritmetik ortalama
t ortalamanin standart hatasi seklinde sunuldu. Gruplar arasi istatistiksel inceleme
icin One-way ANOVA testi kullanildi (n=4-7).

Renal arter ikinci dali SNP Emax yanitlarina bakildiginda gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark gériilmedi (Kontrol: 115,809 + 9,124-, LPS: 99,252 +
3,12-, LPS+Empa: 123,366 + 12,559-, Empa: 131,163 + 17,059).
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4.2.2.2.1.6. Elektriksel Alan Stimiilasyonu

Elektriksel Alan Stimllasyonu
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Sekil 4.28. Renal arterin ikinci dalinin elektriksel alan stimilasyonu yanitlari. EAS
parametreleri 8 miliamper, 10 saniye toplam sire, 1 milisaniye uyari sliresi. Veriler
aritmetik ortalama + ortalamanin standart hatasi seklinde sunuldu. Gruplar arasi
istatistiksel inceleme igin Two-way ANOVA; ¢oklu karsilastirmalar icin Dunnett post-
hoc testleri kullanildi. * Kontrole gére anlamlilik, T LPS’ye gére anlamlilik. **p<0,0021,
t1p<0,0021, 111p<0,0002 (n=6-8).

Renal arter ikinci dalinda 8 miliamper akim, 10 saniye toplam siire, 1
milisaniye tek bir uyarinin siresi olacak sekilde elektriksel alan parametreleri
ayarlanarak 1’den 32’ye kadar artan frekanslarda uyarilar olusturuldu. Bu uyarilara
dokunun verdigi kasilma yanitlari 80mM KCI kasilmasina oranlanarak incelendiginde
LPS grubunda ve LPS+Empa grubunda kontrol grubuna goére EAS iliskili kasilma
yanitlarinin azaldigi gorildd, LPS grubundaki azalmanin Empa grubuna goére de

anlamh oldugu gorildi. LPS ve LPS+Empa gruplari arasinda fark bulunmadi.
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4.2.2.2.2 Bobrek Segmental Arter Sonuglari

4.2.2.2.2.1 80 mM KCI Kasilmasi
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Sekil 4.29. Segmental arter 80 mM KCI yanitlari. Veriler aritmetik ortalama +
ortalamanin standart hatasi seklinde sunuldu. Gruplar arasi istatistiksel inceleme icin
One-way ANOVA testi kullanildi (n=11-14).

Miyografta segmental arter ile vyapilan 80 mM KCl vyanitlan
degerlendirmesinde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmedi,
(Kontrol: 1,405 * 0,3066-, LPS: 1,323 + 0,1701-, LPS+Empa: 1,417 + 0,2145-, Empa:
1,859 £ 0,3605).
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4.2.2.2.2.2. Fenilefrin Kasilmasi

Fenilefrin Kasilmasi
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Sekil 4.30. Segmental arter fenilefrin yanitlari. Veriler aritmetik ortalama =+
ortalamanin standart hatasi seklinde sunuldu. Gruplar arasi istatistiksel inceleme icin
Two-way ANOVA; coklu karsilastirmalar icin Dunnett post-hoc testleri kullanildi. *
Kontrole gére anlamlilik, T LPS’ye gére anlamlilik. ****p<0,0001, 1111p<0,0001 (n=5-
8).

Segmental arter fenilefrin yanitlari 80 mM KCl ile oranlanarak
degerlendirildiginde LPS grubunda fenilefrin yanitlarinin kontrol grubuna, LPS+Empa
grubuna ve Empa grubuna gore anlamli sekilde azaldigi tespit edildi. Kontrol grubu ile

LPS+Empa veya Empa grubu arasinda anlamh fark bulunmadi.
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Fenilefrin Emax Yanitlari
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Sekil 4.31. Segmental arter fenilefrin Emax yanitlari. Veriler aritmetik ortalama +
ortalamanin standart hatasi seklinde sunuldu. Gruplar arasi istatistiksel inceleme icin
One-way ANOVA testi kullanildi (n=6-8).

Segmental arter PE Emax yanitlarina bakildiginda gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlaml bir fark gorilmedi (Kontrol: 176,502 + 19,404-, LPS: 138,708 + 8,2-,
LPS+Empa: 148,313 + 13,405-, Empa: 152,532 + 19,150).
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4.2.2.2.2.3. Asetilkolin Gevsemesi

Asetilkolin Gevsemesi
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Sekil 4.32. Segmental arter asetilkolin yanitlari. PE 6n kasilmasi sonrasi alindi. Veriler
aritmetik ortalama t ortalamanin standart hatasi seklinde sunuldu. Gruplar arasi
istatistiksel inceleme icin Two-way ANOVA; ¢oklu karsilastirmalar icin Dunnett post-
hoc testleri kullanildi. * Kontrole gére anlamlilik, t LPS’ye gére anlamlilik. *p<0,0332,
1p<0,0332, t11p<0,0002 (n=5-8).

Segmental arterde PE 6n kasilmasi sonrasi alinan ACh gevseme yanitlari
degerlendirildiginde LPS grubunda gevseme yanitlarinin kontrol grubuna ve Empa
grubuna gore anlamli sekilde azaldigi gorildi. LPS+Empa grubu ile kontrol grubu veya

LPS grubu arasinda bir fark bulunmadi.
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Asetilkolin Emax Yantitlari
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Sekil 4.33. Segmental arter asetilkolin Emax yanitlari. Veriler aritmetik ortalama *
ortalamanin standart hatasi seklinde sunuldu. Gruplar arasi istatistiksel inceleme icin
One-way ANOVA testi kullanildi (n=6-7).

Segmental arter ACh Emax yanitlarina bakildiginda gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark goérilmedi (Kontrol: 24,853 + 2,912-, LPS: 17,175 +
3,619-, LPS+Empa: 28,113 + 8,965-, Empa: 25,663 * 8,0).
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4.2.2.2.2.4. Anjiyotensin-Il Kasilmasi

Anjiyotensin-ll Kasilmasi
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Sekil 4.34. Segmental arter anjiyotensin-Il yanitlari. Veriler aritmetik ortalama *
ortalamanin standart hatasi seklinde sunuldu. Gruplar arasi istatistiksel inceleme icin
Two-way ANOVA testi kullanildi (n=5-8).

Segmental arterde alinan AT-Il yanitlarina bakildiginda gruplar arasinda

anlamli bir fark bulunmadi.
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Anjiyotensin-Il Emax Yanitlari
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Sekil 4.35. Segmental arter anjiyotensin-Il Emax yanitlari. Veriler aritmetik ortalama
t ortalamanin standart hatasi seklinde sunuldu. Gruplar arasi istatistiksel inceleme
icin One-way ANOVA testi kullanildi (n=6-8).

Segmental arter AT-Il Emax vyanitlarina bakildiginda gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark goérilmedi. (Kontrol: 16,49 + 4,663-, LPS: 12,812 +

3,72-, LPS+Empa: 11,299 + 3,803-, Empa: 10,437 + 3,491).
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4.2.2.2.2.5. SNP Gevsemesi

SNP Gevsemesi
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Sekil 4.36. Segmental arter SNP yanitlari. Veriler aritmetik ortalama + ortalamanin
standart hatasi seklinde sunuldu. Gruplar arasi istatistiksel inceleme igin Two-way
ANOVA testi kullanildi (n=4-7).

Segmental arterde SNP yanitlari doku AT-Il kasilmasi sonrasi uzun sire stabil
kalmadigi icin 10*°M konsantrasyonda tek doz olarak alindi. Bu vyanitlar
incelendiginde gruplar arasinda fark gorilmedi. (Kontrol: 100 + 0, LPS: 100 * O,
LPS+Empa: 100 + 0, Empa: 100 + 0).
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4.2.2.2.2.6. Elektriksel Alan Stimiilasyonu

Elektriksel Alan Stimulasyonu
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Sekil 4.37. Segmental arter elektriksel alan stimiilasyonu yanitlari. EAS parametreleri
8 miliamper, 10 saniye toplam siire, 1 milisaniye uyari suresi. Veriler aritmetik
ortalama + ortalamanin standart hatasi seklinde sunuldu. Gruplar arasi istatistiksel
inceleme igcin Two-way ANOVA; ¢oklu karsilastirmalar igin Dunnett post-hoc testleri
kullanildi. * Kontrole goére anlamlihik, * LPS’ye gére anlamlihk. ***p<0,0002,
*#%%p<0,0001, t111p<0,0001 (n=6-8).

Segmental arterde 8 miliamper akim, 10 saniye toplam siire, 1 milisaniye tek
bir uyarinin siresi olacak sekilde elektriksel alan parametreleri ayarlanarak 1’'den
32’ye kadar artan frekanslarda uyarilar olusturuldu. Bu uyarilara dokunun verdigi
kasilma yanitlari 80mM KCl kasilmasina oranlanarak incelendiginde LPS grubunda ve
LPS+Empa grubunda kontrol grubuna gore EAS iliskili kasilma yanitlarinin azaldigi
gorildi, LPS grubundaki azalmanin Empa grubuna gore de anlamli oldugu gorildi.

LPS ve LPS+Empa gruplari arasinda fark bulunmadi.
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4.2.2.3. Aort Sonuglari

4.2.2.3.1 80mM KCI Kasilmasi
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Sekil 4.38. Aort 80mM KCl vyanitlari. Veriler aritmetik ortalama + ortalamanin
standart hatasi seklinde sunuldu. Gruplar arasi istatistiksel inceleme igin One-way
ANOVA testi kullanildi (n=6-8).

Organ banyosunda aort ile yapilan 80mM KCl yanitlari incelendiginde gruplar
arasinda anlamh bir fark bulunmadi. (Kontrol: 0,7639 + 0,1437-, LPS: 0,5308 + 0,0398-
, LPS+Empa: 0,6350 + 0,1729-, Empa: 0,9597 £ 0,1116).
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4.2.2.3.2. Fenilefrin Kasilmasi

Fenilefrin Kasilmasi
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Sekil 4.39. Aort fenilefrin yanitlari. Veriler aritmetik ortalama + ortalamanin standart
hatasi seklinde sunuldu. Gruplar arasi istatistiksel inceleme igcin Two-way ANOVA;
coklu karsilastirmalar icin Dunnett post-hoc testleri kullanildi. * Kontrole gére
anlamhilik, t LPS’ye gére anlamhlk. **p<0,0021, ***p<0,0002, 1p<0,0332,
T1p<0,0021 (n=6-8).

Aort PE yanitlari incelendiginde LPS grubunda ve LPS+Empa grubunda
fenilefrin kasilma yanitlarinin kontrol grubuna kiyasla anlamli olarak azaldigi goruldi.
LPS grubundaki azalmanin Empa grubuna gére de anlamli oldugu tespit edildi. LPS ve

LPS+Empa gruplari arasinda fark goérilmedi.
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4.2.2.3.3. Asetilkolin Gevsemesi

Asetilkolin Gevgemesi
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Sekil 4.40. Aort asetilkolin yanitlari. On kasilma sonrasi alindi. Veriler aritmetik
ortalama + ortalamanin standart hatasi seklinde sunuldu. Gruplar arasi istatistiksel
inceleme icin Two-way ANOVA; coklu karsilastirmalar icin Dunnett post-hoc testleri
kullanildi. * Kontrole gbére anlamhilik, t LPS’ye gére anlamlilik. ****p<0,0001,
t111p<0,0001 (n=5-7).

Aort ACh yanitlari degerlendirildiginde LPS grubunda PE 6n kasilmasi sonrasi
ACh gevsemesinin kontrol grubu, LPS+Empa grubu ve Empa grubuna gore anlamli
sekilde azaldigi tespit edildi. Kontrol grubu ile LPS+Empa veya Empa gruplari arasinda

fark bulunmadi.
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4.2.2.3.4. Anjiyotensin-Il Kasilmasi
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Sekil 4.41. Aort anjiyotensin-Il yanitlari. Veriler aritmetik ortalama + ortalamanin
standart hatasi seklinde sunuldu. Gruplar arasi istatistiksel inceleme igcin Two-way
ANOVA; ¢oklu karsilastirmalar icin Dunnett post-hoc testleri kullanildi. * Kontrole gére
anlamhilik, t LPS’ye gére anlamlilik. ****p<0,0001, tp<0,0332, t111p<0,0001 (n=6-
7).

Aort AT-Il yanitlari incelendiginde LPS ve LPS+Empa grubunda AT-lI
yanitlarinin kontrol grubuna gore azaldigl, LPS grubundaki azalmanin Empa grubuna
gore de anlaml oldugu belirlendi. Kontrol ve Empa gruplari arasinda fark tespit

edilmedi.
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4.2.2.3.5. SNP Gevsemesi

SNP Gevsemesi
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Sekil 4.42. Aort SNP yanitlari. Veriler aritmetik ortalama t ortalamanin standart
hatasi seklinde sunuldu. Gruplar arasi istatistiksel inceleme igcin Two-way ANOVA;
coklu karsilastirmalar icin Dunnett post-hoc testleri kullanildi. * Kontrole gére
anlamhlik, t LPS’ye gére anlamhlik. *p<0,0332, ****p<0,0001, t11p<0,0021,
t111p<0,0001 (n=6-7).

Aortta AT-Il kasilmasi sonrasi SNP yanitlari incelendiginde LPS, LPS+Empa ve
Empa grubunda kontrol grubuna gére SNP gevseme yanitlarinin anlamh sekilde
azaldig tespit edildi. LPS grubunda gevseme yanitlarinin Empa grubuna gore de
anlamh disik oldugu bulundu. LPS ve LPS+Empa gruplari arasinda anlamli bir fark

bulunmadi.
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4.3. Histopatolojik Degerlendirme Sonuglari

4.3.1. Bobrek Histopatolojik Degerlendirme Sonuglari
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Sekil 4.43. Sepsis iliskili akut bobrek hasari deneysel hayvan modelinde olusan bébrek
hasarina empagliflozinin etkisi. Bobrek hasari semi-kantitatif olarak 1sik
mikroskobunda degerlendirildi. Gruplar arasi istatistiksel inceleme igin Kruskal-
Wallis; ¢oklu karsilastirmalar icin Dunn post-hoc testleri kullanildi. * Kontrole gére
anlamlilik, T LPS’ye gére anlamhilik. *p<0,0332, 1p<0,0332 (n=6-10).

Istk mikroskobunda semi-kantitatif olarak degerlendirilen boébrek
histopatolojik incelemesinde LPS ve LPS+Empa grubunda bobrekte hasari gosteren
histopatolojik skorun kontrol grubuna goére anlamli sekilde yiksek oldugu tespit
edildi. Empa grubu kontrol veya LPS grubu ile fark gostermedi. Aritmetik
ortalamazortalamanin standart hatasi olacak sekilde gruplar; Kontrol: 0,40 + 0,3055-

, LPS: 1,857 £ 0,4041-, LPS+Empa: 2,0 + 0,4216-, Empa: 0,50 £ 0,2236.



67

Sekil 4.44. Sicanda sepsis iligkili akut bobrek hasari deneysel hayvan modelinde
bobrekte olusan hasari 151k mikroskobunda gosteren mikrofotograflar. Normal
bbbrek histopatolojisi (A), sismis tiibill epitel hicreleri (B), glomeruler konjesyon (C),
tubuler nekroz (D).
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4.3.2. Karaciger Histopatolojik Degerlendirme Sonuglar

Karaciger Histopatolojisi
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Sekil 4.45. Sepsis iliskili akut bobrek hasari deneysel hayvan modelinde olusan
karaciger hasarina empagliflozinin etkisi. Karaciger hasari semi-kantitatif olarak 1sik
mikroskobunda degerlendirildi. Gruplar arasi istatistiksel inceleme igin Kruskal-
Wallis; ¢oklu karsilastirmalar icin Dunn post-hoc testleri kullanildi. * Kontrole gére
anlamlilik, T LPS’ye gére anlamhilik. *p<0,0332, 1p<0,0332 (n=6-10).

Istk mikroskobunda semi-kantitatif olarak degerlendirilen karaciger histopatolojik
incelemesinde LPS grubunda karacigerde hasari gosteren histopatolojik skorun
kontrol grubuna gore anlamli sekilde ylksek oldugu tespit edildi. LPS +Empa ve Empa
gruplari kontrol veya LPS grubu ile fark gstermedi. Aritmetik ortalamaztortalamanin
standart hatasi olacak sekilde gruplar; Kontrol: 0,30 + 0,1528-, LPS: 2,571 + 0,6851-,
LPS+Empa: 1,30 £ 0,4230-, Empa: 1,0 £ 0,2582.
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Belirgin nekrobiyotik odak, nekroz ve belirgin inflamatuar hiicre infiltrasyonu
(histopatolojik skor 3-4) iceren orneklerin varligi icin degerlendirme yapildiginda ise
kontrol ve Empa gruplarinda yiksek histopatolojik skor iceren 6rnek bulunmazken
(%0), LPS grubunda bu oranin %71,4 oldugu LPS+Empa grubunun da bu oranin %20

‘ve diistigl gorildi.

Sekil 4.46. Sicanda sepsis iligkili akut bobrek hasari deneysel hayvan modelinde
karacigerde olusan hasari 15tk mikroskobunda gosteren mikrofotograflar. Normal
karaciger histopatolojisi (A), sismis hepatositler, dilate sinsler (B), Portal inflamasyon
(C), Nekrobiyotik odak (D).
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4.3.3. ileum Histopatolojik Degerlendirme Sonuglari

lleum Histopatolojisi
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Sekil 4.47. Sepsis iliskili akut bobrek hasari deneysel hayvan modelinde olusan ileum
hasarina empagliflozinin etkisi. ileum hasari semi-kantitatif olarak 151k mikroskobunda
degerlendirildi. Gruplar arasi istatistiksel inceleme igin One-way ANOVA; ¢oklu
karsilastirmalar icin Dunnett post-hoc testleri kullanildi. * Kontrole gére anlamhilik, T
LPS’ye gére anlamlilik. *p<0,0332, Tp<0,0332 (n=6-10).

Istk mikroskobunda semi-kantitatif olarak degerlendirilen ileum histopatolojik
incelemesinde LPS grubunda ileumda hasari gésteren histopatolojik skorun kontrol
grubuna ve LPS + Empa grubuna gore anlamh sekilde yliksek oldugu tespit edildi.
Empa grubu kontrol veya LPS grubu ile fark gostermedi. Kontrol grubu ile LPS+Empa
grubu da fark gostermedi. Aritmetik ortalamazortalamanin standart hatasi olacak
sekilde gruplar; Kontrol: 6,0 + 2,963-, LPS: 37,86 + 12,14-, LPS+Empa: 13,50 + 5,058-,
Empa: 14,17 + 7,791.
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Sekil 4.48. Sicanda sepsis iligkili akut bobrek hasari deneysel hayvan modelinde
ileumda olusan hasari 1sik mikroskobunda gosteren mikrofotograflar. Normal ileum
histopatolojisi (A), yaygin iskemik degisiklikler (B).
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5. TARTISMA

Bu ¢alismada sepsis iligkili akut bobrek hasari modelinde SGLT-2 inhibitori
olan empagliflozinin renal ve sistemik fizyolojik fonksiyonlara etkisi incelendi. Bu
calisma LPS ile indiklenen sigan sepsis modelinde empagliflozin tedavisinin, akut
bobrek hasari ile birlikte bobrek damar yatagi, renal arter dallari ve aort fonksiyonel
cevaplari Gzerine etkilerinin karsilastirilarak degerlendirildigi ilk ¢alisma olmustur. Bu
calismada yine giincel literatir bilgileri dogrultusunda ilk kez sicanda sepsis iliskili
akut bobrek hasarinda Ureter perflizat cikisi 6lcimi ve renal arter dallarinda EAS

yaniti degerlendirilmistir.

5.1. Empagliflozin idrar glikoz atilimini artirdi, kan glikozunu degistirmedi.

Empagliflozin tedavisi LPS ile atilimi artan idrar I6kosit miktarini azaltti.

Empagliflozinin fizyolojik fonksiyonlara olan etkisini degerlendirmek igin
yapilan élglimlerden olan kan glikozu 6lgiimiinde kan glikozu diizeyinin kontrol grubu
ile karsilastirildiginda LPS grubunda ve LPS+Empa grubunda istatistiksel olarak anlamh
sekilde azaldigi gorulda. Literatlrdeki diger calismalar incelendiginde LPS
modellerinde gézlenen glikoz azalmasi ile bu ¢calismada elde edilen bulgularin uyumlu
oldugu gorilmustir (71, 72). Bununla birlikte empagliflozinin kan glikoz diizeylerinde
ilave bir azalma yapmamasi ise empagliflozinin kan glikozunu districi etkisinin esas

olarak tip 2 DM’li hastalarda gérilmesiyle agiklanabilir (73, 74).

Alinan idrar 6rneklerinde incelenen idrar glikozu 6lcimlerinde kontrol ve LPS
gruplarinda hig glikoz tespit edilmezken Empa ve LPS+Empa gruplarinda idrarda glikoz
tespit edildi. Literatiirde de belirtildigi (izere empagliflozin bir SGLT-2 inhibitori
olarak alindiktan sonra kisa siirede idrarda glikoz atimina yol acar. Empa verilen
gruplarda idrarda glikoz atiminin tespit edilmesi ilacin verilis yolu ile birlikte verilen

dozda ve siirede sicanda etkili oldugunu gostermesi acisindan énemlidir.

idrarda I6kosit 6lciimlerinde ise LPS grubunda diger gruplara gére anlamli
olarak idrarda l6kosit varlhiginin arttigi tespit edildi. idrar I6kosit élciimlerinde LPS
grubunda goriilen artis sepsis iliskili akut bobrek hasarinda goézlenen bir durum olup,

bu calismada kullanilan modelin tetikledigi akut bdbrek hasarini teyit etmesi
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acisindan énemlidir. LPS + Empa grubu ise LPS grubunda gorilen |6kosit artisini geri
dondirmuistir. Bu durum empagliflozin tedavisinin LPS ile olusan hasari geri

dondirmede dizeltici etkisi oldugunu géstermektedir.

Deney hayvanlari ile yapilan sepsis modellerinde kilo kaybinin olmasi beklenir
(75, 76). Bundan dolayi LPS ve ilacin verildigi an ile uygulamalarin yapildigi zaman
arasindaki agirhk kaybi 6lgiimlerine bakildiginda gruplar arasinda anlamh fark
gorilmemistir, agirhk kaybi olglimleri degerlendirmenin daha dogru yapilabilmesi
amaciyla agirhik kaybi hayvanin 0. saat agirligina oranlanarak ifade edilmistir. Fark
olmamasinin sebebi ilacin tek doz verilmesi, deney siresinin kisaligl, deney
hayvaninin tird, cinsi, soyu, hayvanlarin barindigi ortam kosullari ile ilgili olabilir.
Deney protokollinde tiim hayvanlarin enjeksiyonlardan sonra a¢ birakilmasi da fark

gozlenmesini engellemis olabilir.

5.2. Empagliflozin tedavisi bobrek, karaciger ve ileumda LPS ile azalan kan

akimini geri dondiirmedi.

LPS ile indliklenen sepsis modellerinde kan akimi 6lcimi degerlendirmeleri
incelendiginde zamana bagh olarak kan akimi hizlarinin degistigi gozlemlenmistir.
Bizim calismamizda incelenen renal arter, mezenter arter ve portal ven kan akimi
Olgiimlerinde LPS verilen gruplarda kan akimlarinda azalma tespit edilirken
empagliflozin tedavisi her lic damarda da bu azalmaya etkili olmamistir. Kan akimlari
hayvan agirligina oranlanarak degerlendirildiginde de kan akimi 6l¢imi yapilan tim

damarlarda sonuclar ayni elde edilmistir.

Bobrek perfiizyonundan sorumlu olan renal arter kan akimi ile sepsis
arasindaki iliski pek ¢ok calismada degerlendirilmis olup alinan dl¢limler, hayvanin
cinsi, 6lcimiin anestezi altinda olup olmamasi, verilen anestezik madde, 6lcimiin
nasil yapildigi, 6lclimiin sepsis modelinden ne kadar siire sonra yapildigl, hayvanin
sepsisin hiperdinamik fazinda mi hipodinamik fazinda mi oldugu, kullanilan sepsis
modeli, hayvana sivi desteginin varligi veya yoklugu gibi pek ¢ok farkli degiskene bagh
olarak degisebilir (44). Bu calismada uygulanan modelde sepsis iliskili akut bobrek

hasari olusmasiigin LPS verilmesinden 19 saat sonra hayvanlara anestezi verilmis 19,5



74

saat sonra ise kan akimi Ol¢limleri yapilmistir. Renal arter kan akimi 6lgiimi renal
arter lzerinden prob ile dogrudan olcllmis, hayvana tim deney siireci boyunca

hicbir asamada sivi destegi uygulanmamistir.

Bu galismada renal arter kan akiminin sepsis modelinde azaldigi gosterilmis
olup olgllen renal arter kan akimi degerleri literatiirdeki diger ¢alismalarda olgllen
degerler ile benzer bulunmustur(77). Literatlirde yapilan ¢alismalar incelendiginde
calismalarin ¢ogunlugunda sepsisin renal kan akiminda azalmaya neden oldugu ifade
edilmektedir(44, 78). Ancak bununla birlikte kan akiminda degisiklik olmayan veya
artma olan calismalar da mevcuttur (79, 80). Bu durum sepsiste Ol¢ciim sirasinda
hayvanin hiperdinamik veya hipodinamik fazda olmasiyla agiklanabilir. Bu ¢alismada
Olglimlerde superior mezenter arter ve portal ven kan akimi élglimlerinde de kan
akiminda azalma olmasi, 6lgiimlerin LPS verilmesinden 19,5 saat sonra baslamasi
literatlr ile uyumlu olarak hayvanin sepsiste hipodinamik fazda oldugunu isaret

etmektedir (43, 81-83).

Karaciger perflizyonunda 6nemli rolii olan portal ven kan akiminin sepsis
modelinde kontrole gore azaldigi gosterilmis olup literatiirde sepsiste portal kan
akimi Gizerine yapilan ¢alismalar incelendiginde portal kan akiminin sepsiste azaldigi
calismalar gorulebilir (81, 84, 85). Ancak ayni renal arterde oldugu gibi akimin
azalmayip arttigl calismalar da mevcuttur (86). Bu paradoksik durum ol¢iimlerin

sepsisin hiperdinamik veya hipodinamik fazinda olup olmamasi ile agiklanabilir (87).

Barsaklarin perflizyonunda rol oynayan superior mezenter arter kan akimi da
akim olciimu yapilan diger damarlar gibi sepsis modelinde anlaml sekilde azalmistir.
Literatlrde sepsiste kan akiminin hipodinamik fazda dustiigi ve sivi tedavisi ile
hiperdinamik faza gecisin saglanip kan akiminin arttigi calismalar mevcuttur (88, 89).
Superior mezenter arter icin de kan akiminin degismedigini iddia eden bir ¢alisma

literatiirde mevcuttur (90).

Bu tez calismasinda damarlardaki kan akim hizi dl¢glimlerinde tespit edilen
ortak sonuc¢ LPS+Empa grubunda empagliflozin tedavisinin kan akim hizlarinda LPS

verilmesiyle gorilen azalmayr o©nlememesidir. Literatirde empagliflozinin
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damarlarda kan akimi Gizerine olan etkilerini arastiran galismalar incelendiginde tip 2
DM’li sicanda miyokard infarktlisi modelinde kronik empagliflozin tedavisinin
koroner kan akimini artirdigi belirtilmistir (91). Yapilan baska bir calismada da
sicanlarda iki ayri model ile olusturulan tip 1 ve tip 2 DM modellerinde kronik
empaglifozin tedavisinin renal kan akimini degistirmedigi ifade edilmistir (92). Bir
insan ¢alismasinda ise kronik (8 hafta) empagliflozin tedavisinin tip 1 DM’li hastalarda
artmis olan renal kan akimini azalttigi gésterilmistir (93). Bu calismada empagliflozinin
bu etkisinden afferent arteriyollerde gelisen vazokonstriksiyonun sorumlu olabilecegi
One surdlmustdr, tibdllerde SGLT-2 inhibisyonunun tibiloglomeruler geri besleme
sistemini etkileyerek afferent arteriyollerde tonilisii diizenledigi iddia edilmistir.
insanlarda yapilan bir baska calismada da tip 2 DM’li hastalara tek doz empagliflozin

verilmesinin GFR’yi ve natrilrezi artirdigi da gosterilmistir (52).

Bu tez calismasinda secilen modelde, akut gelisen ve oliimcil olabilen bir
durum s6z konusudur, tedavi icin kronik (uzun siireli) tedavilerin degil akut tedavilerin
verilmesi gerekmektedir. Yine bu c¢alismanin amaglarindan biri olan damar
fonksiyonlarinin degerlendirilmesi ile ilgili yapilan bir ¢alismada LPS verilmis farelerde
tek doz empagliflozin tedavisinin bozulan torasik aort yanitlarinda diizeltici yonde
etkili oldugu tespit edilmistir (54). Farelere 3 gin empagliflozin 6n tedavisi
verilmesinin sepsis tedavisinde etkili olabilecegi de gosterilmistir (57). Ornek verilen
bu literatir bilgileri ile sepsis ve sepsis iliskili akut bobrek hasari tedavisinin olusum
sureci, ilerleme hizi dikkate alinarak bu tez ¢alismasinin protokoll olusturulmustur.
Kan akimlarinda diizelme olmamasinin sebebi empagliflozinin renal arter, superior
mezenter arter ve portal ven kan akimina etkisinin olmamasi olabilir. Empagliflozinin
kan akimi tizerine etkisinin gosterildigi calismalarda daha uzun siireli verilmesi de bu
¢alismada empagliflozinin kan akimlarina etki gostermemesini aciklayabilir.
Empagliflozin tedavisinin daha uzun siireli (kronik tedavi) veya farkl yoldan verilmesi
veya sepsisin daha erken asamalarinda hiperdinamik fazda verilmesi de etki

olusturabilir.
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5.3. izole perfiize bobrek diizeneginde sepsis iliskili akut bobrek hasarinda

Ureter perfiizat gikisi azaldi, empagliflozin tedavisinin olumlu etkileri gozlendi.

izole perfiize bébrek diizeneginde kullanilan bébreklerin agirlig hayvan
agirhgina oranlanarak degerlendirildiginde LPS grubunda bobrek/hayvan agirhigi orani
ylksek olup bu durum sepsis iligkili akut bébrek hasarinda olusabilecek 6dem ile
aciklanabilse de bu artis istatistiksel olarak anlamli bulunmadi. Bébrek/hayvan agirhgi

orani degerlendirmesinde gruplar arasinda anlaml bir fark gézlenmedi.

izole perfiize bébrekte sabit perfiizyon altinda tireter perfiizat ¢ikisi sonuglari
incelendiginde LPS grubunda (reter perfiizat cikisinin kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli sekilde azaldigl gorildi. Bu durum klinikte gorilen akut
bobrek hasari iliskili idrar gikisi azalmasi ile uyumlu olup ¢alismada kullanilan model
ile olusan hasari dogrulamasi agisindan 6nemlidir. Empaglifozin tedavisinde ise bu
azalma ortadan kalkmis oldugundan empagliflozin tedavisinin bozulan bo6brek
foksiyonu ile ilgili basarili oldugu seklinde yorumlanabilir. idrar l6kosit 6l¢ciimlerinde
empagliflozin tedavisi ile gorilen dizelme ile birlikte degerlendirildiginde
empagliflozinin sepsiste goriilen bobrek fonksiyonel ve yapisal hasarina karsi faydal

olabilecegi diistinilebilir.

Empagliflozinin antiinflamatuar etkinligi glincel bir arastirma konusu olup
empagliflozinin kalp karaciger ve bobrekte antiniflamatuvar etkinligini gosteren
yayinlar mevcuttur. Farelerde diyabetik nefropati modelinde empagliflozin
tedavisinin etkilerini inceleyen bir ¢alismada empagliflozin tedavisinin IL-6, MCP-1,
Rantes gibi proinflamatuar isaretcileri baskilayabildigi gosterilmistir (94). Baska bir
calismada empagliflozinin karaciger ve bobrekte kaspaz-1 ve IL-1B diizeylerini
azalttig1 tespit edilmistir (95). Diger bir yayinda da kalp yetmezligi modelinde
empagliflozinin kalpte antiinflamatuar etkinligi de belirtilmistir (55). Farelerde sepsis
iliskili akut bébrek hasari modelinin incelendigi baska bir calismada empagliflozinin
hem renal hem sistemik inflamasyon (zerine azaltici etki gosterebildigi ifade
edilmistir. Bobrekte TNF-a, IL-6, kaspaz-1 gibi inflamatuar isaretcilerin empagliflozin

tedavisinde ekspresyonunun azaldigi, plazmada da 6zellikle TNF- a, IL-16, IL-17 ve



77

INFy dizeylerinin azaldigi gosterilmistir (57). Ayni calismada empagliflozin tedavisinin
antifibrotik etkisi ile mortalite lizerine de olumlu etkili oldugu bulunmustur. Ayrica
empagliflozinin kalpte inflamasyonu AMP kinaz (AMPK) yolag lzerinden azalttig
gosterilmistir (54). Ayni ¢alismada LPS verilmesiyle artan kan TNF- a diizeylerinin
empagliflozin tedavisi ile azaldigl, kalpte artan iNOS dizeylerinin tedavi ile azaldigi,
kalpte azalan ATP/ADP oraninin tedavi ile arttigi tespit edilmistir. Ek olarak ¢calismanin
kardiyomiyositler Gzerindeki kisminda LPS ile artan TNF-a ve nitrit dizeylerinin
empagliflozin tedavisi ile azaldigi, AMPK inhibitorlerinin bu etkiyi azaltirken, AMPK
aktivatorlerinin ise belirginlestirdigi belirtilmistir. Empagliflozinin idrar |6kosit miktari
ve Ureter perflzat cikisi Olgimlerindeki dizeltici etkisi bahsedilen inflamatuar

yolaklar (izerine olan antiinflamatuar etkisinden dolayi olabilir.

izole perfiize bébrek diizeneginde yapilan dlciimlerde bazal perfiizyon basinci
dizeylerinde LPS grubunda kontrole gore fark tespit edilmemistir. LPS+Empa
grubunda ise kontrole gére anlamli bir azalma gorildi. Kontrol grubunda elde edilen
degerler literatirdeki bazal basing degerleri ile uyumludur (96, 97). LPS grubu ve
Empa grubu ile kontrol grubu arasinda fark goérilmezken LPS+Empa grubunun,
kontrol grubuna gore bazal perfiizyon basincinin anlamli  sekilde azaldig
gozlemlenmistir. LPS grubu ile LPS+Empa grubu arasinda ise anlamli bir fark
bulunamamistir. Literatirdeki ¢alismalar incelendiginde siganda perflizyon sivisina
Escherichia coli eklenmesi ile olusturulan akut bébrek hasari modelinde basing sabit
tutularak yapilan izole perfiize bébrek deneylerinde perfiizatin akim hizinin azaldigi
ve renal vaskiler direncin arttigi bulunmustur (98). Farelerde yapilan ayri bir
¢alismada da LPS verilerek olusturulan akut bébrek hasari modelinde sabit basing

altinda akimin azaldigi ve direncin arttigi gosterilmistir (99).

LPS+EMPA grubunda gorilen basing azalmasinin sebebi ise renal vaskiler
direnc¢ azalmasi olarak degerlendirilebilir. Renal vaskiler direng artisi sepsis iliskili
akut bobrek hasari patogenezinde son derece 6nemlidir, sepsiste renal mikrovaskiiler
dolasimda meydana gelebilecek mikrotromboz, 6¢dem, endotel disfonksiyonu,
vazokonstriksiyon gibi olaylar renal vaskiler direng artisi yapabilir. LPS grubunda

kontrole gére olmasi beklenen direng ve basing artigi tespit edilmemistir. Bunun
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sebebi kullanilan deney hayvaninin soyu, deney kosullari ile agiklanabilir. LPS ile
birlikte empagliflozin verilmesi ise yukarida bahsedilen mekanizmalara etki

gostererek renal vaskiler direnci azaltmis olabilir.

5.4. Renal arter dallarinda ve aortta sepsiste fenilefrin kasilma yanitlari
azaldi, empagliflozin tedavisi renal arter dallarinda bu azalmay: diizeltti. izole

perfiize bobrek diizeneginde kasilma yanitlari degismedi.

Miyograf ve organ banyosu kisimlarinda incelenen renal arter ikinci dali,
segmental arter ve aortta da dokulara protokol baslangicinda 80mM KCI verildi.
Boylelikle hem doku butinlGginin degerlendirilmesi hem de kasici ajanlarin
degerlendirmesinin 80mM KCl ile oranlanarak daha dogru yapilabilmesi hedeflendi.

80mM KCl yanitlarinda damarlarda gruplar arasinda fark gézlenmedi.

izole bobrek perfiizyon diizeneginde kasilma cevaplarinda (norepinefrin,
anjiyotensin-Il ve fenilefrin) gruplar arasinda fark olmazken aortta fenilefrin ve AT-I
cevaplarinin LPS grubunda kontrol grubuna gore azaldigi, LPS+Empa grubunda ise bu
azalmanin geri donmedigi goriildi. Miyograf deneylerinde renal arterin ikinci dalinda
fenilefrin cevaplarinin kontrole goére LPS, LPS+Empa ve Empa grubunda azaldigi,
LPS+Empa grubunda LPS grubuna goére de fenilefrin cevaplarinda anlamli bir diizelme
oldugu gorildi. Renal arter ikinci dali AT-1I yanitlarina bakildiginda LPS ile yanitlarda
artis gozlenirken LPS+Empa grubunda bu artisin geri dondiugi tespit edildi.
Segmental arter PE yanitlarinda LPS grubunda azalma gorilirken bu azalmanin
LPS+Empa grubunda geri diizeldigi gorildi, AT-1l yanitlarinda segmental arterde fark
gorilmedi. Kasilma vyanitlar incelendiginde LPS modelinde aortta goriilen PE
yanitlarindaki azalma literatiirde daha once gosterilmistir (100-102). 2009 yilinda
yapilan bir yayinda sepsis modelinin indiklenmesinden sonra zaman iginde fenilefrin
yanitlarinin giderek azaldigi gosterilmis olup 12.saatten sonra PE kasilma yanitlarinin
belirgin dismesi sepsisteki fazlarin farmakolojik ajanlara karsi dokunun yanitini nasil
etkiledigini gostermek acisindan son derece 6nemlidir (103). Bu calismadaki veriler
ile bizim calismamizda elde edilen veriler PE verilis zamani ve gorilen etki acisindan

birbiri ile uyumludur. Fenilefrin disinda norepinefrin ile alinan yanitlarda da LPS
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modelinde azalma oldugu ortaya konmustur (104-106). Bu durumun o adrenerjik
reseptéor mRNA ve protein ekspresyonunda azalma, hicre igi ikincil haberci
dizeylerinde azalma, ortam Ca*? diizeyleri ile iliskisi olabilecegi 6ne strtilmistir (106-
108). Bu ¢alismalardan birinde G proteini kenetli reseptorlerin modilasyonunda rol
oynayan G protein reseptor kinaz-2’'nin (GRK-2) ekspresyonunun sepsiste azaldigi,
GRK-2 inhibisyonu ile NE cevaplarinda gorilen azalmanin geri dondigi gosterilmistir
(106). Miyograf deneylerinde damarlarda LPS grubunda gorilen PE yanitlarindaki
azalma aorttaki azalmayla uyumlu olup aortun aksine segmental arterlerde
empagliflozin tedavisi azalmayi geri dondirmis renal arter ikinci dalinda da kismi
diizelme saglamistir. Empagliflozin tedavisi bu iyilesmeyi yukarida bahsedilen ay
adrenerijik reseptér mRNA ve protein ekspresyonunda azalma, hiicre igi ikincil haberci
duzeylerinde azalma, Ca*? dizeylerini etkileme, GRK-2 ile etkilesme gibi
mekanizmalar Uzerinden yapmis olabilir. Bu c¢alismada izole bdbrek perfiizyon
diizeneginde kasilma cevaplarinda (norepinefrin, anjiyotensin-Il ve fenilefrin) gruplar
arasinda fark olmamistir. Literatiire bakildiginda tavsanlarda yapilan bir ¢alismada
septik sok modelinde izole perflize bobrek diizeneginde NE yanitlarinin degismedigi
gosterilmistir (109). izole perfiize bébrek diizeneginde kasilma yanitlarinda fark
bulunmamasinin sebebi bébrek damar yatagindaki diizeltici néronal veya diger
mekanizmalar olabilir, miyograf ve organ banyosunda tek bir damar incelenirken izole

perflize bobrek diizeneginde tiim bébrek damar yatagi incelenmistir.

5.5. Sepsiste aortta anjiyotensin-ll kasilma yanitlari azalirken renal arter
ikinci dalinda anjiyotensin-ll kasilma yanitlar artti, empagliflozin tedavisi renal

arter ikinci dalinda bu artigi diizeltti.

AT-Il kasilma yanitlarina bakildiginda aortta AT-Il kasilma yanitlarinin sepsiste
azaldig gorildi. Literatlre bakildiginda sicanlarda sepsis modelinde ortalama arter
basincinda (OAB) AT-Il ile goriilen artisin azaldigi gértlmustir. Diger bir calismada da
LPS inflzyonu yapilan sicanda Doppler probu ile yapilan él¢glimlerde AT-Il ile OAB’de
gorilen artisin sepsiste azaldigi gorilmesine ragmen bobrekte AT-1l yanitlarinin arttig
tespit edilmistir (110). Ek olarak bu calismada izole perfiize mezenter damar

yataginda yapilan deneyde ise AT-Il yanitlarinin degismedigi gosterilmistir.



80

Bahsedilen galismada elde edilen bulgular bizim ¢alismamizda elde edilen sonuglar ile
uyusmaktadir, sistemik AT-IlI kasilma yanitinin azalmasina ragmen bobrekte aksine
arttig1 burada da tespit edilmistir. Perflizyon deneyleri de mezenter damar yataginda
yapilmis olmasina karsin bu c¢alismadaki bobrek damar yataginda elde ettigimiz
sonuglar ile uyumludur. Siganlarda i.v Escherichia coli inflizyonu ile olusturulan
endotoksemi modelinde, aort AT-Il kasici yanitlarinin azalirken bélgesel dolasim igin
videomikroskopi ile degerlendirilen kremaster kasi AT-Il kasici yanitlarinin arttig
gozlenmistir. Baska bir ¢calismada tavsanlarda izole perflize bobrek diizeneginde NE
yanitlari degismezken kulak merkez arterinde NE yanitlarinin azaldigi tespit edilmistir.
Bu calismalar sistemik vazokonstriktor yanit ile bolgesel vazokonstriktor yanitlar
arasinda fark olabilecegini gostermesi acisindan 6nemlidir (109, 111). Sistemik
vazokonstriktor yanit ile bolgesel vazokonstriktor yanit arasinda farkhlik olabilmesi

vicudun daha oncelikli olan (vital) dokulara kani yonlendirebilmesiyle aciklanabilir.

Baska bir c¢alismada da siganlarda sepsis modelinde anjiyotensin-Ii
diizeylerinin artmasina ragmen AT-Il tip 1 reseptorlerin ekspresyonunun azaldigy, i.v.
AT-Il verildiginde OAB’de gorilen artisin sepsis modelinde azaldigi tespit edilmistir
(112). Yine ayni galismada proinflamatuar sitokinler IL-1B, TNF- o, interferon-y 'nin ve

NO’nun sinerjistik olarak AT-1l reseptor ekspresyonunu azalttig1 gosterilmistir.

5.6. Renal arter dallarinda ve izole perfiize bobrekte sepsiste asetilkolin
gevseme yanitlari azalirken aortta artti, empagliflozin bu degisikliklere diizeltici etki

gosterdi.

Sepsiste ACh gevseme yanitlari renal arter dallarinda ve izole perfiize bébrek
diizeneginde azalirken empagliflozin tedavisinin renal arter ikinci dali ve izole perfiize
bobrekte dlizeltici etkisi tespit edildi. Renal arter ikinci dalinda ACh Emax yaniti LPS
ve LPS+Empa gruplarinda kontrole gére azalirken segmental arterde Emax yanitlari
gruplar arasinda degismedi. Aortta ise sepsiste ACh gevseme vyanitlari artarken
empaglifozin tedavisi bu artisi geri dondiirdi. Aortta sepsiste goriilen gevseme
yanitindaki artis literatir ile uyumludur (113). Literatirde gevseme yanitlarinin

azaldigl veya degismedigi calismalar da bulunmakla birlikte bu calismalar sepsisin
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muhtemelen hiperdinamik fazinda vyapilmistir (54, 114). ACh gevsemeleri
incelendiginde etkinin NO, PGl ve EDHF (izerinden olabildigi tespit edilmistir. NO
sentezinde rol oynayan ve sirasiyla Nitrik Oksit Sentaz-1 (NOS-1, nNOS), NOS-2 (iNOS),
ve NOS-3 (eNOS) olarak isimlendirilen 3 farkli NOS enzimi mevcuttur. NOS-2 sepsis
gibi inflamasyonun belirgin oldugu durumlarda proinflamatuar sitokinler tarafindan
tetiklenir. NOS-2'nin asiri tetiklendigi durumlarda Uretilen NO ortamdaki reaktif
oksijen tirleri, siperoksitler ile tepkimeye girerek peroksinitrit Gretir. Peroksinitritler
sepsis iliskili akut bobrek hasarinda da énemli rol oynar (115). Yapilan bir calismada
sepsiste hipodinamik fazda sigan torasik aortunda kontrol grubunda ACh gevseme
yanitinin %20’sinden NOS-2 yolagi sorumluyken, sepsis modeli olusturulan hayvanda
ACh gevsemesinin %52’sinden sorumlu oldugu belirtilmistir, ek olarak da NOS-1 ve
NOS-3 yolaklari ve NOS disi yolaklarin septik hayvandaki ACh gevsemesinde paylarinin
azaldigi ifade edilmistir (113). Bu ¢alisma 6ncesi yapmis oldugumuz 6n deneylerde de
renal arter dallarinda ACh gevsemesinin L-NAME ve indometazin varliginda
kayboldugu tespit edilmistir. Yapilan bir ¢alismada da daha once soylendigi gibi
empagliflozin tedavisinin LPS verilmesiyle kalpte artan iNOS ekspresyonunu azalttigi
gosterilmistir (54). Bu calismanin ilging bir yanii.p. 5mg LPS verilen farede 8 saat sonra
torasik aorta vyanitlari incelendiginde ACh gevseme vyanitlarinin azalmasi
empagliflozin tedavisinin de bu azalmay! geri cevirmesidir. ilk bakista bu tez
¢alismasiyla sonuglar agisindan celiski varmis gibi distnilse de aslinda bu c¢alisma
muhtemelen hiperdinamik fazda yapilan bir calisma olup ACh gevseme yanitlari bu
sebeple azalmistir. Empagliflozin ise bu azalmayi bizim ¢calismamizda oldugu gibi geri
cevirmistir. ilging olan empagliflozinin bahsi gecen yayinda torasik aorta gevseme
yanitlarindaki azalmayi, bizim ¢alismamizda ise torasik aorta gevseme yanitlarindaki
artisi ve renal arter ikinci dali ve izole perfiize bobrekteki gevseme yanitlarindaki

azaltmayi dizeltmesidir.

Empagliflozinin asetilkolin gevsetici cevaplarina olan etkisi yukarida agiklanan
iNOS ekspresyonunu azaltici etkisiyle, AMPK yolagi tizerinden oldugu distintilen TNF-

a ve nitrit dlizeylerini azaltici etkisi ile aciklanabilir. Sistemik yanit ile bolgesel yanitlar
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arasinda gorilen farkhliklar ise AT-Il yanitlarinda gorildigl gibi viicudun kani daha

oncelikli olan dokulara yonlendirebilmesiyle agiklanabilir.

5.7. Renal arter dallarinda sepsiste SNP gevseme yanitlari degismezken izole

perfiize bobrekte ve aortta azaldi.

Nitrik oksit dondri olan SNP yanitlari incelendiginde renal arter dallarinda
gruplar arasinda fark goriilmezken izole perfiize bobrek diizeneginde ve aortta LPS'de
goriilen SNP gevsemesi azalmasi empagliflozin tedavisi ile geri donmedi. Renal arter
ikinci dalinda SNP Emax yaniti degismedi. Renal arter dallarinda ACh yanitlari
azalirken SNP yanitlarinin degismemesi bu damarlarda sepsis modeli ile olusan
endotel hasarina ve vaskiler diz kas hticrelerinin bu modelden endotel kadar zarar
gormedigine isaret edebilir. Literatlire bakildiginda yapilan bir calismada sepsis
modelinde sican aortunda NO yolaginda rol alan soluble guanilat siklaz (sGC) mRNa
ve protein ekspresyonlari zamana bagh sekilde incelenmis, sepsis modelinin
indiiklenmesinden sonra ekspresyonlarin 24.saate kadar giderek arttigi gosterilmistir
(103). Bu durum sepsis modelleri ile yapilacak deneylerde 6l¢lim zamaninin SNP
sonuclarini etkileyebilecegini gostermesi acisindan 6nemlidir. Literatiire bakildiginda
¢ogunlukla sepsiste arter SNP cevaplarinda azalma gorilmekle birlikte bazi
calismalarda da bu cevaplarin degismedigi gorilmektedir (106, 116, 117). Ancak aort
ve izole perflize bébrek diizeneginde gorilen SNP yanitlarindaki azalma yukarida
bahsedildigi gibi 6lciim saatiyle de iliskili olabilir, ek olarak yayinlarda kullanilan sepsis
metodu, LPS tipi gibi diger degiskenlere bagli olarak da SNP ekspresyonu ve
dolayisiyla SNP gevseme yanitlari degisebilir. Empagliflozin tedavisi aort ve izole
perfliize bobrek dlizenegindeki azalan SNP gevseme vyanitlarina dizeltici etki

gostermemistir.

5.8. Renal arter dallarinda sepsiste elektriksel alan stimiilasyonu iliskili

kasilma yanitlari azaldi, empagliflozin bu azalmayi diizeltici etki yapmadi.

Miyograf EAS yanitlari degerlendirildiginde hem renal arter ikinci dalinda hem
de segmental arterde EAS ile olusan kasilma yanitlarinin LPS ve LPS+Empa grubunda

azaldigi, LPS+Empa grubu ile LPS grubu arasinda anlamli fark olmadigi tespit edildi.
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Sican renal arter ikinci dali ve segmental arterde sepsis iliskili akut boébrek hasari
modelinde EAS kasilma yanitlarinda gériilen azalma bilindigi kadariyla literattrde ilk
kez gosterilmistir. Bu damarlarda EAS kasilma yanitlarinin hangi mekanizmalar
aracihgiyla olustugunu arastirmak amaciyla yapilan 6n deneylerde guanetidin
inklibasyonu sonrasinda EAS uygulaninca kasilma yanitlarinin kayboldugu, guanetidin
inkiibasyonu sonrasi PE verilip ardindan EAS uygulaninca da herhangi bir gevseme
yanitinin olusmadigi gézlemlenmistir. Bu bulgular EAS yanitlarinin adrenerjik kdkenli
oldugunu ve EAS yanitlari igerisinde herhangi bir gevsetici bilesen bulunmadigini
gostermektedir. 2022 yilinda domuz interlobar arterlerinde yapilan bir ¢calismada da
EAS kasilma yanitlarinin NOS inhibitori ve siklooksijenaz inhibitori diklofenak
varliginda degismedigi gosterilmistir, ek olarak bu ¢alismada tetrodotoksin varliginda
EAS kasilma yanitlarinin %96 azaldigi ve prazosin varliginda %21 azaldigi gosterilmis
olup bu veriler de EAS yanitlari igerisinde gevsetici bir bilesen bulunmadigina, EAS
kasilmalarinin adrenerjik ve norojenik kokenli oldugunaisaret eder (118). 2021 yilinda
yapilan bir arastirmada da tromboksan A, (TXA;) reseptor antagonisti ve TXA; sentaz
inhibitorl picotamidin domuz interlobar arterlerinde EAS yanitlarini %50 inhibe ettigi
gosterilmistir (119). Bu ¢alismada LPS grubunda EAS kasilma yanitlarinin azalmasi
adrenerijik sistemde, TXA; ve iliskili oldugu yolaklarda veya normalde EAS ile uyarilan
sinirsel iletimde hasar olmasi ile agiklanmistir. Fenilefrin yanitlarindaki azalmada da
deginildigi gibi bu durum a; adrenerjik reseptoér ekspresyonunda azalma, hiicre igi
ikincil haberci diizeylerinde azalma, ortam Ca+2 diizeylerinde azalma, GRK-2
ekspresyonunda azalma ile de iliskili olabilir (107, 108). Empagliflozin tedavisi EAS
kasilma yanitlarindaki bozulmayi diizeltmemistir. SGLT-2 reseptoriiniin sempatik sinir
sistemi tarafindan ekspresyonunun artirilabildigini ve SGLT-2 inhibisyonunun da
sempatik sinir sistemini etkileyebilecegini 6ne siiren yayinlar mevcuttur (120-122).
Sepsiste de sempatik aktivite artisi bilinmektedir (16), ancak empagliflozin tedavisi ile

EAS kasilma yanitlarindaki bozulma diizelmemistir.
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5.9. Empagliflozin tedavisi sepsiste karaciger ve ileumda goériilen
histopatolojik hasari diizeltici etki yaparken bobrekte goériilen histopatolojik hasara

kargi diizeltici etki géstermedi.

Histopatolojik degerlendirme icin bu calismada bobrek, karaciger ve ileum
ornekleri alindi. Bobrek histopatolojik degerlendirmesinde LPS ve LPS+Empa
grubunda kontrole gore anlamli sekilde histopatolojik hasar tespit edilirken
LPS+Empa grubunun LPS grubu ile arasinda fark olmadigi gorildi. Sepsis iliskili
bobrek hasari beklenen bir bulgu olup sebebi doku hipoperfiizyonu olabilecegi gibi
kontrolstiz inflamasyon, apoptoz ve koagiilasyon siireclerindeki bozulmalar bu
hasarda rol oynar (123). Bu calismada da olusturulan sepsis iliskili akut bobrek hasari
modeli, bobrek histopatolojisinde de gosterilmistir. Empagliflozin tedavisinde ise
histopatolojik olarak akut bobrek hasarini diizeltici etki gdzlemlenmemistir, bu durum
yukarida bahsedilen ilacin idrar I6kosit varhg, tGreter perfiizat ¢ikisi olumlu sonuglari
ile ve daha 6nce yapilan sepsiste bobrek histopatolojisinde empagliflozinin diizeltici

etkisinin gosterildigi calisma ile uyusmamaktadir (57).

Empagliflozin tedavisinin bu calismada bobrekte histopatolojik olarak
dizeltici etki gostermemesinin sebebi ilacin verilis siiresi, verilis yolu, verilis miktari
gibi degiskenlere bagli olabilir. ilacin kan akimi élciimlerinde de gésterildigi gibi renal
arterde sepsis iliskili akut bobrek hasari modelinde azalan renal arter kan akimini geri
dondirmemesi ile de iliskili olabilir. Bu ¢galismanin fonksiyonel degerlendirmeler esas
alinarak secilen protokolline yukarida deginilmis olup elde edilen verilerde bazi
fonksiyonel degerlendirmelerde empagliflozinin duzeltici etkisi gorilebilmekle

birlikte histopatolojik degerlendirmelerde empagliflozin tedavisi etki gdostermemistir.

Karaciger histopatolojik degerlendirmesinde LPS grubunda kontrole gore
anlamh sekilde organ hasari tespit edilmis olup bu durum literatir bilgileri ile
uyumludur (123). LPS+Empa grubuna bakildiginda ise histopatolojik skorun LPS
grubuna gore azaldigi gorildi. Belirgin nekrobiyotik odak, nekroz ve belirgin
inflamatuar hiicre infiltrasyonu (histopatolojik skor 3-4) kontrol ve Empa gruplarinda

gorulmezken (%0), LPS grubundaki orneklerde gorilme oraninin %71,4 oldugu,
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empagliflozin tedavisinde ise bu oranin %20‘ye diistigl gorildi. LPS grubundaki fark
bizim O6l¢imlerimizde portal vende de tespit ettigimiz hipoperflizyon ile veya

kontrolsiiz inflamasyonun tetikledigi doku hasari ile iliskili olabilir.

ileum icin iskemik alanlarin yiizdesi acisindan vyapilan histopatolojik
degerlendirmede ise LPS grubunda iskemik alanlarda anlamli bir artis goriilmus olup
bu sonug literatir bilgileri ile uyumludur (124, 125). Sepsiste gorilen hipoperfiizyon,
doku perflizyonundaki bozulma bu durumu aciklayabilmekle birlikte, bizim
sonuclarimizda da barsak dolasimina katkisi olan superior mezenter arterde kan akim
hizinin azaldigi tespit edilmistir. LPS+Empa tedavisinin tespit edilen bu histopatolojik

hasari geri gevirdigi gorilmugstar.

Karaciger ve ileum histopatolojik degerlendirmesindeki bu sonuclar calismada
kullanilan modelin sepsiste oldugu gibi bobrek disindaki diger organlarda meydana

getirdigi hasari gostermesi agisindan da 6nemlidir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Bu ¢alismada SGLT-2 inhibitdri olan empagliflozinin sepsis iliskili akut bobrek
hasari modelinde renal ve fizyolojik fonksiyonlara etkisi incelenmistir. LPS ile
induklenen sigan sepsis modelinde empagliflozin 6n tedavisinin, akut bobrek hasari
ile birlikte bobrek damar yatagi, renal arter dallari ve aort fonksiyonel cevaplari
Uzerine etkileri karsilastirilarak degerlendirilmistir, elde edilen sonuclar ve Oneriler

sunlardir:

1. Empagliflozin tedavisi sepsis iliskili akut bobrek hasarinda atilimi artan idrar
I6kosit miktarini azaltmistir.

2. izole perfiize bodbrek diizeneginde, sepsis iliskili akut bébrek hasarinda azalan
Ureter perflizat cikisi izerine empagliflozin 6n tedavisinin olumlu etkileri vardir.

3. Renal arter dallarinda sepsiste fenilefrin kasilma vyanitlari azalmis olup
empagliflozin 6n tedavisinin bu azalma (izerine dizeltici etkileri vardir.

4. Renal arter ikinci dalinda sepsiste artan anjiyotensin-Il kasilma yanitlari Gizerine
empagliflozin 6n tedavisinin dizeltici etkileri vardir.

5. Renal arter dallarinda sepsiste azalan asetilkolin gevseme yanitlari Uzerine
empagliflozin 6n tedavisinin dizeltici etkileri vardir.

6. Empagliflozin 6n tedavisi, sepsiste karaciger ve ileumda gorilen histopatolojik
hasara onleyici etki yaparken bobrekte tespit edilen histopatolojik hasara karsi
koruyucu etki gostermemektedir.

7. Empagliflozin, renal arter dallari ve izole perfiize bobrek diizeneginde gosterilen
etkileri ile sepsis iliskili akut bobrek hasari tedavisinde fonksiyonel olarak etkili
olabilir. Farkh doz, farkh verilis yolu ve farkh tedavi slirelerinde empaglifozin
tedavisinin sepsis lizerine olan diger olasi dizeltici etki mekanizmalarinin
degerlendirilmesi amaciyla ileri calismalar yapilabilir.

8. Sepsiste olusan akut bobrek hasari incelenirken ilacin kronik kullanimi mutlaka

arastirilmahdir.
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