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OZET

Sicanlarda No-Nitro-L-Arjinin Metil Ester ile Olusturulan Hipertansiyon
Modelinde Anjiyotensin II Tip 2 Reseptor Agonisti Compound 21 ve Sodyum-
Glukoz Ko-Transporter-2 Inhibitérii Empagliflozin’in Farmakolojik Etkilerinin

Arastirilmasi

Amag: Gliniimiizde yaygin olarak goriilen HT nin kalp, damar ve bobrek
dokularindaki etkileri {izerine AT2 reseptor agonisti C21 ve SGLT-2 inhibitori
EMPA’nin tek tek ve kombine etkisini gérmektir.

Materyal ve Metod: Sprague Dawley irki erkek sicanlar 5 gruba ayrildi. K;
Deney siiresince uygulanan ilaglarin tasit ¢oziiciileri uygulandi, HT; 4 hafta boyunca
%1 NaCl iceren icme suyu ve L-NAME es zamanli verildi, HT+C21; HT prosediirii
paralel olarak uygulandi, 15-28. giinler boyunca C21 verildi, HT+EMPA; HT prosediirii
paralel olarak uygulandi, 15-28. giinler boyunca EMPA verildi, HT+C21+EMPA; HT
prosediirii paralel olarak uygulandi, 15-28. giinler boyunca C21 ve EMPA es zamanl
verildi. 27-28. giinler metabolik kafeste sicanlarin 24 saatlik idrar1 toplandi. 28. giin etil
karbamat anestezisi altinda EKG, KB ve KH o6lclimleri yapildi. Protokol
tamamlandiktan sonra intrakardiyak kan 6rnegi ve otopsi yapilarak kalp, torasik aort ve
bobrek dokulart alindi. Alinan bu dokular hassas terazi kullanilarak tartildi.

Bulgular: 24 saatlik su tiilketim ve idrar ¢ikis miktar1 karsilastirildiginda HT
grubunda K grubuna gore anlamli fark bulunmustur. KBsisor degerleri
karsilagtirlldiginda HT grubunda K grubuna gére, HT+C21 grubunda HT grubuna gore
anlamli fark bulunmustur. Kalbin ve bobregin histopatolojik incelemesinde HT grubu
ile karsilagtirlldiginda HT+C21, HT+EMPA ve HT+C21+EMPA gruplarinda hasarin
anlamli olarak azaldig1 bulunmustur.

Sonuc: Elde ettigimiz veriler 1518iInda L-NAME ile siganlarda HT modelinin
olustugu goriilmiistiir. C21 ve EMPA’nin tek tek ve kombine etkilerine bakildiginda
kalp, bobrek ve damar dokusu {izerine olumlu sonuglar1 hemodinamik, biyokimyasal ve
histopatolojik analizlerle goriilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Compound 21, Empagliflozin, Hipertansiyon, L-NAME,
Sigan.
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ABSTRACT

Investigation of the Pharmacological Effects of Angiotensin II Type 2 Receptor
Agonist Compound 21 and Sodium-Glucose Co-Transporter-2 Inhibitor
Empagliflozin in the Hypertension Model Induced with No-Nitro-L-Arginine
Methyl Ester in Rats

Aim: To see the individual and combined effects of AT2 receptor agonist C21
and SGLT-2 inhibitor EMPA on effects of HT, which is common today, on the heart,
vascular and kidney tissue.

Material and Method: Male rats of the Sprague Dawley breed were divided
into 5 groups. K; Vehicle solvents of the drugs administered during the experiment were
applied, HT; drinking water containing 1% NaCl and L-NAME were given
simultaneously for 4 weeks, HT+C21; HT procedure was performed in parallel, C21
was given for 15-28 days, HT+EMPA; HT procedure was performed in parallel, EMPA
was given for 15-28 days, HT+C21+EMPA; HT procedure was performed in parallel,
C21 and EMPA were given simultaneously for 15-28 days. The 24-hour urine of the
rats in the metabolic cage was collected on days 27-28. On 28th day, ECG, BP and HR
measurements were taken under ethyl carbamate anesthesia. After the protocol was
completed, intracardiac blood sample and autopsy were performed and heart, thoracic
aorta and kidney tissues were taken. These tissues were weighed using a precision scale.

Results: When the 24-hour water consumption and urine output amount were
compared, a significant difference was found in the HT group compared to the control
group. When the KBsistol values were compared, a significant difference was found in
the HT group compared to the control group, and in the HT+C21 group compared to the
HT group. Histopathological examination of the heart and kidney found that damage
was significantly reduced in the HT+C21, HT+EMPA and HT+C21+EMPA groups
compared to the HT group.

Conclusion: In the light of the data we obtained, it was seen that the HT model
was formed in rats with L-NAME. When considering the individual and combined
effects of C21 and EMPA, positive results on heart, kidney and vascular tissue were
observed by hemodynamic, biochemical and histopathological analyses.

Keywords: Compound 21, Empagliflozin, Hypertension, L-NAME, Rat.
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1. GIRIS

Glintimiizde kronik hipertansiyon (HT), diinya capinda yaygin bir sekilde
goriilen, potansiyel birgok riskin sebebi olan bir saglik sorunudur. Bu hastalikta kan
basinci (KB) siirekli olarak normalin iizerinde oldugundan bobrekler, kalp ve damarlar
onemli Olclide zarar gorebilmektedir (1). Arteriyel damar yataginda yiiksek KB, HT
sebebiyle ¢ok sayida komplikasyona neden olabilir. En sik goriilen komplikasyonlardan
bazilar1 inme, miyokard enfarktiisii (MI), kalp yetmezligi (KY), bobrek hastaliklar1 ve
retinopatidir. Bu nedenle hem klinik uygulamalar hem de akademik arastirma alanlari
acisindan, HT nin patofizyolojisinin kapsamli bir sekilde arastirilmasi ve etkili tedavi
yontemleri olusturulmasi gilinlimiizde ¢ok onemlidir. Hipotansiyon tipik olarak belirti
vermediginden, erken teshis zordur. Ancak uzun siireli ve kontrolii saglanamamis HT,
yukarida bahsedilen ciddi sonucglara yol acabileceginden, bu hastalikta erken teshis
Oonem tasimaktadir. Buradan hareketle diizenli araliklarla KB’nin 6lglimii ve hekim
kontrolii hasta i¢in ¢ok 6nemlidir. HT nin tedavisinde, yasam tarzi degisiklikleri ve ilag
tedavisi gibi farkli yaklasimlarda bulunulabilir. Diizenli egzersiz, tuz aliminin
azaltilmasi, sigara kullanimimin birakilmasi ve saglikli bir beslenme programi, KB’yi
istenen aralikta tutmaya yardimci olabilir. Ancak bu onlemlerin yeterli olmadigi
durumlarda ila¢ tedavisine basvurulmasi gerekebilir. HT nin tedavisinde kullanilan
ilaglar arasinda anjiyotensin doniistiiriici enzim (ACE) inhibitorleri, kalsiyum kanal
blokerleri, beta blokerler, anjiyotensin reseptdr blokerleri ve diiiretikler sayilabilir (2—
4).

Renin anjiyotensin aldosteron sistemi (RAAS), HT'nin patofizyolojisini etkiler.
RAAS; KB’yi, elektrolit dengesini ve sivi homeostazin1 diizenler. Viicutta KB’nin
yiikselmesi RAAS’in aktivasyonu ile meydana gelen vazokonstriksiyon ve sodyum
(Na") retansiyonu ile gergeklesir (5). RAAS'!n ana molekiilii olan anjiyotensin II (Ang
II) baslica iki tiir reseptdre baglanarak etkisini gosterir. Bunlardan ilki anjiyotensin II tip
I reseptorii (AT1) iken ikincisi anjiyotensin II tip II reseptorii (AT2) diir. AT1; hiicre
proliferasyonu, vazokonstriksiyon ve aldosteron salimi gibi HT ile baglantili birgok
olayr bagslatirken, AT2 genellikle bu etkilerin zitt1 olan hiicre farklilagmasi,
vazodilatasyon ve anti-inflamasyon gibi koruyucu etkiler gosterir (6,7).

HT tedavisinde son yillarda yeni ajanlar gelistirilmistir. AT2 agonisti olan

Compound 21 (C21), bu ajanlardan biridir. AT2 vazodilatasyon, natriiiretik ve anti-

1



inflamatuar etkileri nedeniyle HT tedavisinde kullanim potansiyeli yiiksek olan bir
reseptordiir (8). C21, AT2’yi aktive ederek bu olumlu etkileri saglar ve HT'nin
kontroliinde 6nemli rol oynar. C21'in farmakolojik etkileri arasinda arteriyel dilatasyon,
Na' atilimi ve KB diisiisti sayilabilir. Bu etkiler, HT kontroliinde biiyiik faydalar saglar.

Sodyum-Glukoz Ko-Transporter-2 (SGLT-2) inhibitérleri, HT tedavisinde etki
potansiyeli yliksek bir farmakolojik gruptur. Bu gruptaki ilaglar, bobreklerden glukozun
geri emilimini engelleyerek kan glukoz diizeyini diisiirir. Buna ek olarak SGLT-2
inhibitdrlerinin kardiyovaskiiler ve renovaskiiler etkileri de vardir (9). Bu koruyucu
etkilerinden dolayi, empagliflozin (EMPA) adli SGLT-2 inhibitérii HT tedavisinde
kullanim potansiyeli olan bir ajandir. EMPA, KB’yi disiirerek ve kardiyovaskiiler
sistemi koruyarak glukoz ve Na"’nin bobreklerden geri emilimini azaltir. EMPA'nin bu
etkileri, diyabetik ve non-diyabetik HT hastalarinda kalp ve bobrek sorunlarini
azaltabilir.

No-Nitro-L-Arjinin Metil Ester (L-NAME), viicutta nitrik oksit (NO) sentezini
inhibe ederek endotel disfonksiyonu ve yiiksek KB gibi hipertansif etkiler yaratir (10).
Bu nedenle, siganlarda deneysel HT modeli olusturulmak istenen g¢aligmalarda L-
NAME siklikla kullanilmaktadir.

Bu tez caligmasinda, nitrik oksit sentaz (NOS) inhibitorlerinden biri olan L-
NAME ile indiiklenen HT modelinde; HT nin kalp, damar ve bobrek dokularinda
meydana getirdigi zararl etkiler lizerine AT2 agonisti olan C21 ve SGLT-2 inhibitorii
olan EMPA'nin hem tekbasina hem de kombine farmakolojik etkilerini gérmek ve bu
etkilerin C21 ve EMPA tarafindan nasil diizenlenecegini incelemek amaclanmaistir.

Deneysel calismamizin planl bir sekilde yiiriitiilmesi sonucunda elde edecegimiz
bulgularin, HT'nin tedavisinde yeni yolaklar bulmaya yardimci olacagini ve bu yeni
yolaklarin klinik ortamlarda HT’ nin profilaksisinde ve tedavisinde kullanilabilecegini

diisiinmekteyiz.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Hipertansiyon

Arteriyel KB’nin belirli araliklarla 6lciildiigiinde 140/90 milimetre civa
(mmHg)'nin {izerinde olmas1 HT olarak tanimlanmaktadir. HT; KB hedeflenen aralikta
tutulamayan hastalarda kalp-bobrek yetmezligi, koroner-periferik arter hastaligi,
hemorajik inme, tromboembolik inme ve aort diseksiyonu riskini artirarak hem hastalik
hem de Oliim oranmi yiikseltmektedir. Obezite, beslenme aliskanliklari, ileri yas,
fiziksel aktivite diizeyi ve diyabet gibi risk faktorleri HT'nin gelisimi ile dnemli dl¢lide

iliskilidir (11).
2.1.1. Hipertansiyon Evreleri

KB'nin siddetine gore HT dort farkli evreye ayrilir ve bu evreler, hastanin tedavi
planini belirlemede ¢ok dnemlidir. Bu dort evre;

Normal Kan Basinci: Sistolik kan basinct (SKB)’nin 120 mmHg’nin ve
diyastolik kan basmci (DKB)’nin 80 mmHg’nin altinda oldugu evredir. Bireylerde
kardiyovaskiiler sorunlara yakalanma riski bu evrede en diisiiktiir. Bu evredeki
hastalarda yasam tarz1 degisiklikleri ile KB’ nin saglikl1 aralikta tutulmasi hedeflenir.

Yiiksek Normal Kan Basinci: SKB'nin 120-129 mmHg ve DKB'nin 80
mmHg’nin altinda oldugu evredir. Bu evrede, bireylerde kardiyovaskiiler hastalilara
yakalanma riski artmigtir. Tuz aliminin azaltilmasi, alkol tiiketiminin sinirlanmasi, kilo
verme, meyve-sebze tiiketiminin artirilmasi, ideal viicut kitle indeksinin korunmasi ve
uygun egzersiz programi gibi yagsam tarzi degisiklikleri dnerilmektedir.

Evre 1 Hipertansiyon: SKB'nin 130-139 mmHg veya DKB'nin 80-89 mmHg
oldugu evredir. Bu evrede, bireylerde kardiyovaskiiler hastaliklar yakalanma ve hastalik
riski daha da artmistir. Yasam tarzindaki degisikliklere ek olarak antihipertansif ilag
tedavisi de gerekmektedir. Tedavide kullanilacak ajanin karari, hekim tarafindan
hastanin kardiyovaskiiler risk profiline dayanilarak verilir.

Evre 2 Hipertansiyon: SKB'nin 140 mmHg veya iizerinde veya DKB'nin 90
mmHg veya lizerinde oldugu evredir. Bu evrede, bireylerde kardiyovaskiiler hastalilara
yakalanma ve hastalik riski ¢ok yiiksektir. Yasam tarzi degisikliklerine ek olarak

kombine antihipertansif ila¢ tedavisi gerekmektedir. Hekim tarafindan ilag tedavisinde



genellikle iki veya daha fazla antihipertansif ajan kombinasyonu tercih edilmektedir

(Tablo 2.1) (12).

Tablo 2.1. Hipertansiyon evreleri

Evre SKB DKB
Normal KB <120 mmHg <80 mmHg
Yiiksek Normal KB 120-129 mmHg <80 mmHg
Evre 1 HT 130-139 mmHg 80-89 mmHg
Evre 2 HT > 140 mmHg >90 mmHg

Evre 2 HT’si olan hastalarda, kardiyovaskiiler sistem risk skorlarina
bakilmaksizin, antihipertansif ila¢ tedavisine hemen baslanmasi tavsiye edilmektedir.
Evre 2 HT si olan hastalarin 3 ay i¢inde, evre 1 HT’si olan hastalarin ise 3-6 ay iginde

hedef KB araligina ulasmalar1 amaglanmaktadir (13,14).
2.2. No-Nitro-L-Arjinin Metil Ester

NO; organ perflizyonunu, KB ve wvaskiiler tonusu diizenleyen Onemli bir
molekiildiir. NO, endotel hiicrelerinde NOS enziminin katalizledigi L-arginin'den

sentezlenir (Sekil 2.1) (15).

(o )

Sekil 2.1. Nitrik oksit sentezi

L-NAME, hayvan deneylerinde yaygin olarak kullanilan bir NOS inhibitoriidiir.
L-NAME sicanlarda deneysel HT modeli olusturmak icin bu grupta kullanilan ilk
ajanlardan biridir (16). NOS’un kronik olarak inhibe edilmesi, endotel disfonksiyonuna
yol agcmakta ve adrenerjik uyaricilara karsi vaskiiler yanitlarin, perivaskiiler
inflamasyonun ve renal Na® tutulmasinin artmasina neden olmaktadir. L-NAME ile
indiiklenen HT’ye RAAS, endotel kasilma faktorleri ve arteriyel remodelingin katkida
bulundugu diisliniilmektedir. L-arginin analoglarindan L-NAME ile 4 hafta veya daha
fazla siireli NOS inhibisyonu, KB’de Onemli bir artisa yol agmaktadir. Yapilan

caligmalar, NOS inhibisyonu ile indiiklenen HT modelinde kardiyak ve vaskiiler

4



hipertrofi ortaya ¢iktigin1 gostermektedir (17). Bunlara ek olarak HT gruplarinda igme
suyu ile tuz yliklemesi yapilmasi; HT siddetini ylikseltmekte ve baslangic zamanini 6ne
¢ekmektedir (18).

L-NAME, HT arastirmalarina ek olarak diger kardiyovaskiiler hastaliklarin
patofizyolojisinin ~aydinlatilmasinda kullamlan bir ajandir. Ornegin, L-NAME
uygulamasinin sonucunda olusan NO yetersizligi ile KY, MI ve ateroskleroz gibi
deneysel hastalik modelleri olusturulmaktadir. Bu deneysel modeller, hastaliklarin
gelisim siireclerini ve potansiyel profilaksi-tedavi stratejilerini kesfetmede Onemli
katkilar saglar (19-21).

Ayrica, L-NAME bobrek fonksiyonlari ve renal hastaliklar iizerine yapilan
calismalarda kullanilmaktadir. NOS iizerine inhibitor etkisi bilinen L-NAME, bobrek
fonksiyonlarinda bozulmaya ve renal vaskiiler direngte artisa sebep olur (22).

L-NAME ile NO yetersizliginin etkilerini sicanlar {izerinde modellemek ve bu
durumun fizyolojik, biyokimyasal ve histopatolojik sonuglarin1 elde etmek
kardiyovaskiiler ve renal hastaliklarin arastirllmasi ile ilgili literatiire katkida

bulunacaktir.
2.3. Renin Anjiyotensin Aldosteron Sistemi

Viicutta KB’nin diizenlenmesinde RAAS ciddi bir 6neme sahiptir. Bébreklerde
iiretilen renin enzimi, bir dizi biyokimyasal reaksiyonla bu sistemi aktive eder.
Karacigerde bulunan anjiyotensinojen adli bir protein, renin enzimi tarafindan
pargalanarak anjiyotensin I (Ang I)’e donistiiriiliir. Sonrasinda Ang I ACE tarafindan
aktif formu olan Ang II’ye doniistiiriiliir (Sekil 2.2) (23).

Renin ACE
———> (sl | ———— (| Aspyoomanl

Sekil 2.2. Anjiyotensin II olusumu

Bu sistemde, Ang II; KB nin kontrolii, aldosteron salimi, renal tiibiillerden Na*
reabsorpsiyonu, elektrolit-sivi dengesinin saglanmasi ve kardiyovaskiiler remodelingte
kritik bir dneme sahiptir. Ang II, AT1’e ve AT2’ye baglanir. Reseptorlere baglanan Ang
IT; bobrekte, kardiyovaskiiler sistemde ve total periferik direncte degisiklikler meydana

getirir. AT1’e esik konsantrasyonun iizerinde baglanan Ang II; hipertansif, renal ve



hipertrofik etkiler meydana getirir (24). Buna karsilik, AT2’ye esik konsantrasyonun
iizerinde baglanan Ang II; hipotansif, vaskiiler ve natriliretik etkiler meydana getirir.
Ayrica iskemik kalp hastaligi, KY ve kardiyak fibrozis gibi hastaliklarda AT2’nin
ekspresyonu artar (25).

Yapilan deneysel c¢alismalarda, AT2’nin uyarilmasinin olumlu etkileri goz
oniinde bulundurularak, AT2 agonistlerinin inflamasyon, inme, anevrizma olusumu,

miyokardiyal fibrozis ve MI tedavisinde yararli olabilecegi 6ne siiriilmiistiir (26).
2.4. Compound 21

C21, AT2’nin selektif agonisti olarak bilinen bir ajandir. Ang II kardiyovaskiiler
sistem lizerinde hem olumlu hem de olumsuz pek cok etkiye sahiptir. Ang II’nin bu
etkileri selektif oldugu AT1 ve AT2’ye belirli konsantrasyonlar iizerinde baglanmasi
araciliftyla meydana gelir. AT1; vazokonstriksiyon, aldosteron salinimi ve hiicresel
proliferasyonu gibi etkilere sebep olurken AT2 genellikle antiproliferatif,
antiinflamatuar ve vazodilator etkilere neden olur (27).

Wan ve arkadaslari, ilk nonpeptid selektif AT2 reseptor agonisti olan C21°1 2004
yilinda tanimlamislardir (28). Bu ajan, nonselektif AT1 ve AT2 agonisti olan L-
162313’iin molekiiler modifikasyonu ile selektif AT2 agonistine doniistiiriilmesi
sonucunda elde edilmistir (29).

Sicanlarda Ang II ile AT2’nin uyarilmasimin, HT’de KB’yi diistirdiigti rapor
edilmistir (30). Deneysel diyabetik nefropati modellerinde C21; inflamasyonu, renal
fibrozis ve oksidatif stresi azaltarak koruyucu etkiler gostermistir (31). Sicanlarda
monokrotalin ajan1 kullanimi ile sag ventrikiil ve/veya pulmoner fibrozisine bagl
gelistirilen deneysel pulmoner HT modelinde C21, antiinflamatuvar ve antifibrotik
etkiler gostermistir (32).

C21, AT2’nin segici bir agonisti olarak ¢esitli hastaliklarda 6nemli bir profilaksi
ve tedavi potansiyeline sahiptir. Kardiyovaskiiler ve renal hastaliklar iizerindeki olumlu

etkileri, bu ajanin ¢alismamizdaki kullanim potansiyelini gdstermektedir.
2.5. Empagliflozin

EMPA, SGLT-2 selektif inhibitdrii olarak bilinen bir ajandir. SGLT-2
inhibitorleri, Na“ ve proksimal tiibiildeki glukozun geri emilimini azaltarak Na® ve

glukozun atilimim arttirir ve buna baglh olarak natritirez, diiirez ve glukoziiri meydana



gelir. SGLT-2 inhibitdrlerinin neden oldugu natriiirezin kalici olmadig: diisiiniilse de
SKB’de ortalama 5-6 mmHg ve DKB’de ortalama 1-2 mmHg diisiisiin siirekli oldugu
bilinmektedir. Bu sayede SGLT-2 inhibitorleri KB’de azalmaya yol acar, ayrica diiirez
ve natriiirez olusturmasi ile kardiyoprotektif ve renoprotektif etkiler gosterir (33).
Bobrekte, SGLT-2 inhibisyonuyla gergeklesen natrilirez makula densaya Na®
ulagsmasini artirir, tubuloglomeriiler uyari ile efferent vazokonstriksiyonu ve glomertiler
basinct azaltir. SGLT-2 inhibitorleri bu intrarenal hemodinamik etkileri ile
albuminiiride %30-40 azalma saglamaktadir. SGLT-2’nin hemodinamik pozitif etkileri
renal disfonksiyon bulundugunda bile olugmaktadir ve bu kronik bobrek yetmezligi,
ditiretik direngli KY tanisi olan hastalarda ciddi fayda saglayabilir. Diiiretik etkisiyle
KY hastalarinda kalbin 6n yiikiinde ve ventrikiillerdeki dolum basmcinda azalma
meydana getirmektedir. Bu sayede subendokardiyal kan akisini diizenlemektedir (34).
HT olusumunun, KB’nin hedeflenen aralikta tutulamamasi ile yakindan iligki
oldugu bilinmektedir. SGLT-2 inhibitorlerinin KB’yi diisiirme ve diiiretik etkileri HT
Oonlenmesine katkida bulunmaktadir. Ayrica SGLT-2 inhibitorlerinin neden oldugu
glukoziirinin ve natriiirezin kilo kaybina yol actig1 bilinmektedir. Kilo kayb1 HT igin

istenen bir metabolik etkidir (Sekil 2.3) (35).
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Sekil 2.3. Sodyum-Glukoz Ko-Transporter-2 inhibitorlerinin olumlu etkileri



SGLT-2 inhibitorleri, iskemi/reperfiizyon sirasinda endotel NO sentezini ciddi
Olclide arttinir. Bu etkiye bagli olarak SGLT-2 inhibitorleri endotele bagiml
vazodilatasyon siddetinde artis meydana getirir (36). Ayrica SGLT-2 inhibitoreleri
nefron diizeyinde glomeriiler basinci azalmaktadir. Bu afferent arteriyollerde meydana
gelen vasokonstriksiyon ve renal tiiblilden glomeriile olan geri doniis ile
saglanmaktadir. Bu mekanizma SGLT-2 inhibitorlerinin nefron diizeyindeki
renoprotektif etkisini agiklamaktadir (37).

Tiim bu bilgiler 1518iInda  EMPA, bir SGLT-2 inhibitérii olarak ¢esitli
hastaliklarda 6nemli bir profilaksi ve tedavi potansiyeline sahiptir. Kardiyovaskiiler ve
renal hastaliklar tizerine olumlu etkilerinin yaninda metabolik olumlu etkileri, bu ajanin

calismamizdaki kullanim potansiyelini gostermektedir.



3. MATERYAL VE METOD

3.1. Etik Kurul izni

Inonii Universitesi Tip Fakiiltesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’na etik
izin i¢in bagvuru yapildi ve 09.11.2023 tarihli toplantida 2023/11-2 karar sayisi ve
15130 HAYBIS numarasi ile etik kurul izni alindu.

3.2. Arastirmamin Yapildigi Merkez

Hayvanlarmn bakimi ve ilag uygulamalar1 inénii Universitesi Deney Hayvanlar
Uretim ve Arastirma Merkezi’nde, cerrahi uygulamalar inénii Universitesi T1p Fakiiltesi
Tibbi Farmakoloji Ana Bilim Dali Kardiyovaskiiler Farmakoloji Laboratuvarinda

hayvan refahina uygun sekilde yapildi.
3.3. Grup Hayvan Sayilarinin Belirlenmesi

Bu ¢aligmada etki biiyiikliigii 2, testin giicii (1-beta) 0.9 ve tip I hata miktari
(alfa) 0.05 iken bu yontemin kullanimi ile anlamli fark bulunabilmesi i¢in gereken
minimum orneklem biiyiikliigli her bir grup i¢in 9 olmak {izere toplamda 45 olmasi
gerektigi hesaplandi (Etki biiyiikligi: 2, Etki biyikligi yorumu: Yiiksek, Anlamlilik
diizeyi: 0.05, Giig: 0.9) (38). Mevcut tez aragtirmasinda toplam 48 sigan alinarak

deneyler gerceklestirilmistir.
3.4. Deney Hayvanlarmin Ozellikleri

Bu calismada 281-484 g agirliginda yetiskin (6 aylik) 48 adet Sprague Dawley
ki erkek sigan kullanildi. Deneyde disi sicanlarda belirli araliklarda yiiksek miktarda
salgilanan Ostrojen hormonunun kardiyovaskiiler sistem {iizerine koruyucu etkilerinin

deney bulgularimizi maskelemesini 6nlemek amaciyla erkek sicanlar tercih edildi (39).
3.5. Deney Hayvanlarinin Yasam Kosullar

Deney siiresince sicanlar; 21+1°C sicaklik, %55+5 nem ve 12 saat 1s1k/karanlik
dongiisii kullanilan odalarda tutuldu, %1 sodyum kloriir (NaCl) iceren ¢esme suyu -
kontrol (K) grubundaki sicanlara normal ¢esme suyu verildi- ve 8 mm’lik standart pelet

yem ile ad libitum olarak beslendi.



3.6. Ila¢ Uygulamas

%1 NaCl (Isolab Almanya; CAS numarasi: 7647-14-5) i¢in normal ¢esme suyu,
L-NAME (Sigma-Aldrich ABD; CAS numarasi: 51298-62-5) ve C21 (Buloxibutid,
Vicore Pharma AB Isveg; CAS numarasi: 477775-14-7) igin %0.9 izotonik soliisyon,
EMPA (Jardiance®, Boehringer Ingelheim ilag Tic. A.S. Tiirkiye) icin ise distile su tagit
¢Oziicii olarak kullanildi.

L-NAME 4 hafta boyunca intraperitoneal (i.p.) olarak uyguland: (40 mg/kg
giinde bir), %1 NaCl 4 hafta boyunca i¢cme suyuna katildi (40), C21 2 hafta boyunca i.p.
olarak uygulandi (0.03 mg/kg giinde bir) (41) ve EMPA 2 hafta boyunca per oral (p.o.)
olarak gavaj kaniilii ile uyguland1 (7 mg/kg giinde bir) (Sekil 3.1) (42).

Sekil 3.1. No-Nitro-L-Arjinin Metil Ester
3.7. Deney Gruplari

Sprague dawley erkek sicanlar basit randomize olarak bes gruba ayrildi.

1) Kontrol Grubu (n:8)

Sadece tasit ¢oziiciiler uygulanarak NaCl icermeyen i¢gme suyuna erisimleri ad
libitum olarak sagland.

2) Hipertansiyon Grubu (n:10)

1-28. giinler siiresince 40 mg/kg L-NAME giinde bir defa i.p. olarak uygulandi.
3) Hipertansiyon + Compound 21 Grubu (n:10)
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1-28. giinler boyunca 40 mg/kg L-NAME ve 15-28. giinler arasinda 0.03 mg/kg
C21 giinde bir defa i.p. olarak uygulandi.

4) Hipertansiyon + Empagliflozin Grubu (n:10)

1-28. giinler siiresince 40 mg/kg L-NAME giinde bir defa i.p. olarak ve 15-28.
giinler arasinda 7 mg/kg EMPA giinde bir defa p.o. olarak uygulandi.

5) Hipertansiyon + Compound 21 + Empagliflozin Grubu (n:10)

1-28. giinler siiresince 40 mg/kg L-NAME giinde bir defa i.p. olarak, 15-28.
giinler arasinda 0.03 mg/kg C21 giinde bir defa i.p. olarak ve 7 mg/kg EMPA
giinde bir defa p.o. olarak uygulandi.

Hipertansiyon olusturulan gruplarin igme suyuna %1 NaCl eklenerek suya

erisimleri ad libitum olarak saglandi.
3.8. Deney Protokolii

Deneyin 1. ve 28. giinii sicanlarin viicut agirliklari 6l¢iildii. Deneyin 27. giiniinde
sicanlar metabolik kafese konularak 24 saat siiresince idrar ve su tiiketim miktarlar
kaydedildi (Sekil 3.2). Deney protokoliiniin son giinii (28. giin) 1.2 g/kg etil karbamat
(Urethane®, Sigma-Aldrich ABD; CAS numarast: 51-79-6)’1n distile su ile hazirlanmis
¢ozeltisi kullanilarak i.p. anestezi yapildi. Anestezi altindaki siganlarin; hemodinamik
Olciimleri  karotis arter kaniilasyonuyla invazif olarak yapildi (43) ve
elektrokardiyografik degisikleri izlemek i¢in 3 derivasyonlu elektrokardiyografi (EKG)
elektrotlart kullanildi. Anestezi esnasinda siganlarin viicut 1silarin1 koruyabilmesi igin
rektal problu 1sitic1 kullanildi. Kalp hiz1 (KH), KB ve EKG 6l¢iimleri Biopac MP-100
veri kayit ve isleme sistemi kullanilarak ticer dakika kaydedildi (Sekil 3.3 ve 3.4) (44).
Alinan hemodinami kayitlarindan Lambeth Convention kriterlerine uygun olarak; hem
milisaniye (msn) cinsinden PR, QRS ve QT interval siireleri, hem de aritmi ¢esitliligi
hesaplandi (45). Olgiimler tamamlandiktan sonra intrakardiyak kan almip otopsi
yapilarak kalp, torasik aort ve bobrek dokular1 toplandi. Toplanan bu dokular hassas
terazi kullanilarak tartildi. Toplanan bu dokular biyokimyasal, histopatolojik ve
immiinohistokimyasal analizler i¢in simetrik olarak kesildi. Toplanan dokular ve kan
serumlar1, biyokimyasal analizleri yapilincaya kadar Kardiyovaskiiler Farmakoloji
Laboratuvarindaki -80 °C derin dondurucuda uygun paketlerde konularak muhafaza

edildi.
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Sekil 3.3. invazif hemodinami ve EKG 6l¢iimii asamasindaki bir deney gériintiisii
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3.9. Biyokimyasal Analizler

-80°C derin dondurucuda muhafaza edilen dokular bir gece +4 °C buzdolabinda
bekletilerek analiz ig¢in ¢Ozlinmesi saglandi. Analizin basinda dokular kandan
arindirilmak i¢in Tris-HCI tamponu (pH 7.4) bulunan cam behere daldirilip duruland:
ve agirliklar not edildi. Sonrasinda cam deney tiiplerine alinan dokularin {izerine Tris-
HCI tamponu (pH 7.4) eklenip 60 saniye siiresince IKA-WERKE T 25 B marka cihaz
ile homojenize edildi. Sonrasinda dokular {izerine bir miktar daha tampon soliisyonu
eklenerek 60 saniye daha homojenizasyon yapilip homojenizasyon tamamlandi. Elde
edilen homojenatin bir kismi analiz i¢in kullanilmak {izere ayrildi. Kalan homojenat
Hettich D 78532 marka sogutuculu santrifiij cihazinda +4°C’de 4000 rpm hizda 45
dakika siire ile santrifiij edildi. Daha sonra tiipiin {istiinde kalan berrak kisim siipernatan
ile yapilan analizler i¢in kullanilmak iizere ayrildi. Bu islemler sonrasi malondialdehit
(MDA), glutatyon (GSH), stiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), protein miktar1
Olciimii, glutatyon peroksidaz (GPx), toplam antioksidan seviye (TAS), toplam oksidan
seviye (TOS) ve oksidatif stres indeksi (OSI) analizleri yapildi. llgili analizlerin
spektrofotometrik okumalari SHIMADZU UV-160A ve BIOTEK SYNERGY LX
multi-mode reader marka cihazla yapildi.

Kanda yapilan hemogram ve biyokimysal analizler; bazofil (BA), eozinofil (EO),
hematokrit (HCT), hemoglobin (HGB), immiinoglobiilin G (IGG), lenfosit (LY),
ortalama eritrosit hemoglobini (MCH), ortalama eritrosit hemoglobin konstantrasyonu
(MCHC), ortalama eritrosit hacmi (MCV), monosit (MO), ortalama trombosit hacmi
(MPV), nétrofil (NE), ¢ekirdekli kirmiz1 kan hiicreleri (NRBC), trombosit biiyiik hiicre
orant (PLCR), prokalsitonin (PCT), trombosit dagilim genisligi (PDW), trombosit
(PLT), kirmiz1 kan hiicreleri (RBC), kirmizi kan hiicre dagilim genisligi varyasyon
katsayist (RDWCV), kirmizi kan hiicrelerinin boyut dagiliminin standart sapmasi
(RDWSD), beyaz kan hiicreleri (WBC), kreatin kinaz (CK), yiiksek yogunluklu
lipoprotein (HDL) kolesterol, kalsiyum, klor, kolesterol, diisiik yogunluklu lipoprotein
(LDL) kolesterol, magnezyum, potasyum, Na', trigliserid, ¢ok diisiik yogunluklu
lipoprotein (VLDL) kolesterol ve idrarda yapilan biyokimyasal analizler; kreatinin,
glukoz, kalsiyum, potasyum, Na®, iirik asit inonii Universitesi, Turgut Ozal Tip Merkezi

Merkezi, Merkez Laboratuvari’nda hizmet alim1 seklinde tamamlanmustir.
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3.9.1. Malondialdehit Ol¢iimii

MDA, spektrofotometrik olarak Uchiyama ve Mihara yontemiyle olgiildii. Bu
yontem, lipit peroksidasyon iiriinii MDA ile tiyobarbitiirik asidin 95°C'de muamele
gormesine dayanmaktadir. Numunelere uygulanan islemler sonrasinda tiiplerde {iste
¢ikan n-butanol fazi spektrofotometre kullanilarak 535 ve 520 nm dalga boyunda

okundu. Numunelerden elde edilen degerler nmol/g doku cinsinden ifade edildi (46).
3.9.2. Glutatyon Ol¢iimii

Homojenattaki GSH konsantrasyonu, spektrofotometrik olarak Ellman
yontemiyle dl¢iildii. Homojenat numuneleri, 17.5 M etilen diamin tetraasetik asit ve 100
mM potasyum fosfat tamponu (pH 7.5) karisim1 bulunan tiiplerde 10 mM 5,5-ditiobis
(2-nitrobenzoik asit) ile karistirildi. Reaksiyonu baglatmak i¢in 0.4 mM NADPH ve 0.5
birim glutatyon rediiktaz (GR) eklendi. Numunelerin absorbanslari, reaksiyon
basladiktan 5 dakika sonra spektrofotometre ile 410 nm dalga boyunda &l¢iildii. Olgiilen
absorbanslar kullanilarak GSH konsantrasyonu i¢in standart bir egri olusturuldu.

Numunelerden elde edilen degerler pmol/g doku cinsinden ifade edildi (47).
3.9.3. Protein Miktar1 Olciimii

Caligilan diger yontemlere ait verilerin hesaplanabilmesi i¢in modifiye Lowry
yontemi ile protein miktart analizi yapildi. Numunelerin bulundugu alkali bakir-protein
coOzeltisi icine folin reaktifi eklenip karigim vortekslendi. Yapilan bu islemler ile folin
reaktifinin parcalanmadan Once indirgenmesi saglandi. Standartlar ve numunelerin
absorbanslar1 750 nm dalga boyunda okundu. Olgiilen absorbanslar kullanilarak standart
bir egri olusturuldu. Numunelerden elde edilen degerler pg/mL cinsinden ifade edildi

(48).
3.9.4. Siiperoksit Dismutaz Aktivitesi Ol¢iimii

SOD aktivitesi spektrofotometrik olarak Sun ve arkadaglarmin yontemiyle
Ol¢iildii. SOD aktivite testi Nitroblue Tetrazolium Chloride (NBT) indirgenmesinin
inhibisyonu prensibine dayanmaktadir. Formazonun absorbsiyon degeri, 560 nm dalga
boyunda o6l¢iildiigiinde SOD aktivitesi ile ters orantilidir. Numunelerden elde edilen

degerler U/g protein cinsinden ifade edildi (49).
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3.9.5. Katalaz Aktivitesinin Olciimii

CAT aktivitesi spektrofotometrik olarak Aebi'nin yontemiyle olgiildii. Test, 240
nm dalga boyunda hidrojen peroksit (H20>) ayrisma hizinin veya hiz sabitinin (k, s)
belirlenmesine dayanmaktadir. Deney tiipli icerisinde hazirda bulunan taze H>O:
¢oOzeltisine numune siipernatanlarinin  eklenmesiyle ayrisma aninda baglar. Bu
ayrismanin meydana getirdigi degisiklik spektrofotometrede izlenmektedir. Bu
degisiklikler belirlenen bir siire boyunca takip edilerek absorbans degisimiyle
hesaplanan aktivite ile hiz sabiti bulunmaktadir. Numunelerden elde edilen degerler K/g

protein cinsinden ifade edildi (50).
3.9.6. Glutatyon Peroksidaz Aktivitesi Ol¢iimii

GPx aktivitesi spektrofotometrik olarak Paglia yontemiyle olgiildi. NADPH,
GR, sodyum azid ve indirgenmis glutatyon bir tiipe eklendi. Sonrasinda bu tiipe
stipernatan eklenerek inkiibasyona birakildi. Enzimatik reaksiyon deney tiiplerine H2O»
ilavesiyle baslatildi. Reaksiyon 340 nm dalga boyunda spektrofotometre ile belirli bir
siire takip edildi. Bu siirecte absorbans degisimi izlenerek hesaplanan aktivite degerleri,

U/mg protein cinsinden ifade edildi (51).

3.9.7. Toplam Antioksidan Seviye ve Toplam Oksidan Seviye Ol¢iimii ile
Oksidatif Stres indeksi Hesaplanmasi

TAS ve TOS 6lglimleri i¢in 6zel olarak iiretilmis Rel Assay Diagnostics (MEGA
TIP San. Tic. Ltd. Sti.) marka kitlerle kilavuzdaki adimlara uygun sekilde yapildu.

TAS, elde edilen siipernatan kullanilarak Erel yontemine gore spektrofotometrik
olarak olgiildii. Yontem H>O, varliginda ABTS molekiiliiniin okside olarak ABTS"
molekiiliine doniismesi esasina dayanmaktadir. Bu yontemde 2,2 ‘-azinobis-3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid radikali (ABTS kokii) kullanilmaktadir. ABTS
kokii, ortamda bulunan antioksidan kapasite ve antioksidan miktarina gore yesil-mavi
rengini kaybetmektedir. 660 nm dalga boyunda yesil-mavi renk degisikligi dl¢tilerek
veriler elde edilmektedir. Numuneler i¢indeki antioksidan miktar ile yesil -mavi renk
degisimi arasinda ters orantt bulunmaktadir. Yontemde reaksiyon hizi, Trolox ile
ayarlanmaktadir. Birimi mmol Trolox equivalent/L’dir.

TOS olgiimii, elde edilen siipernatan kullanilarak Erel yontemine gore

kolorimetrik olarak Olglildii. Yontem oksidanlarin  ferrdz  iyon-o-dianisidine

16



kompleksinin ferrik iyona okside olmasi esasina dayanmaktadir. Reaksiyon ortaminda
gliserol molekiiliiniin bulunmas1 oksidasyonun gerceklesebilmesi i¢in gereklidir. Asidik
ortamda xylenol orange kromojeniyle ferrik iyonlar1 renkli bir kompleks olusturur. 530
nm dalga boyunda bu kompleksin yogunlugu spektrofotometre ile dl¢iiliir. Birimi pmol
H>0; equivalent /L dir.

OSI TOS’un TAS’a béliinmesi ile hesaplanmaktadir. Birimi arbitrary unit (AU)
ile ifade edilmektedir (52).

3.10. Histopatolojik Analizler

3.10.1. Histolojik Analizler

Histopatolojik degerlendirme i¢in siganlarin kalp, aort ve bobrek dokularn 3-4
mm’lik parcalara boliindii. Boliinen parcalar plastik doku takip kasetlerinin icine
yerlestirip kasetlerin agzi kapatilarak %10’luk formaldehit bulunan ortam igerisinde 24
saat slire boyunca bekletilerek dokunun fiksasyonu saglandi. Fiksasyon islemi
tamamlandiktan sonra 24 saat boyunca siirekli akan ¢cesme suyunda dokular yikandi.
Yikama isleminin ardindan dereceli alkollerde dehidrate edilen dokular, ksilen
kullanilarak seffaflagtirildiktan sonra parafine gomiildii. Donan parafin bloklardan 5’er
mikron’luk kesitler Leica RM2145 marka mikrotom cihazi yardimiyla alindi.
Hematoksilen ve eozin (HE) kesitlerin genel histolojik yapisini gozlemlemek amaciyla,
masson  trikrom (MT) kesitlerde  kolajen  artisin1  izlemek  amaciyla,
immiinohistokimyasal boyama yontemleri ise anti-AT2 ve anti-SGLT2 aktivitesini
gosterebilmek amaciyla kesitlere uygulandi. X40 objektif kullanilarak preparatlarin 10
farkli alan1 incelendi. Kalp, aort ve bobrek hasarmin siddeti histopatolojik olarak
skorlandi. Skorlamada kardiyak hasar; kardiyomiyositlerde hemoraji, eozinofilik
sitoplazmali, koyu niikleuslu dejenere kardiyomiyositler, kolajen artis1 ve inflamatuvar
hiicre infiltrasyonu, renal hasar; intertubuler hemoraji, konjesyon, peritubuler
infiltrasyon, glomertiler kapiller kollaps, tiibiil hiicrelerinde dejenerasyon ve intertiibiiler
araliklarda eosinofilik hyalin cast birikimi parametreleri yoniinden degerlendirildi.
Dokularin mikroskobik hasar skoru, tiim kriterlere verilen hasar skorlarinin toplanmasi
ile hesaplandi. Puanlar tiim kriterler icin 0, yok; 1, hafif; 2, orta ve 3, siddetli seklinde
baz alnarak skorlandi. Leica DFC280 1s1k mikroskobu kullanilarak incelenen
preparatlarin, Leica Q (Leica Micros Imaging solution Ltd, Cambrige, UK) goriintii
analiz sistemi yardimiyla fotograflar ¢ekildi.
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3.10.2. Immiinohistokimyasal Analizler

Immiinohistokimyasal analizlerde kullanilacak kesitler sirayla deparafinizasyon
ve rehidrasyondan sonra 2100 Antijen Retriever inkiibatoriinde 0.01 M sitrat
tamponunda (pH 6.0) 20 dk siire boyunca kaynatildi. Kesitlere 12 dakika siiresince %3
H>0; uygulanmasiyla endojen peroksidaz enzim aktivitesini bloke edilmistir. PBS ile
yikanan kesitler, bes dakika boyunca ultra V blok olarak da bilinen protein blok
uygulamasi ile muamele edildi. Bu islemden sonra kesitler primer antikor ile 60 dakika
boyunca 37 °C'de inkiibe edildi. PBS ile yikanan kesitlere 37 °C’de biotinli sekonder
antikor 10 dakika siiresince uygulandi. Sonrasinda kesitler 37 °C’de streptavadin
peroksidaz ile 10 dk siiresince inkiibe edildi. Sonrasinda kromojen uygulamasinin
ardindan, su bazli kapatici ile HE yontemiyle boyanmis kesitler kapatildi. Boyanma
semikantitatif olarak immiinreaktivitenin yayginlhg (0: 0-%25, 1: %26-50, 2: %51-75,
3: %76-100) ve siddeti (0: yok, +1: hafif, +2: orta, +3: siddetli) baz alinarak skorlandi.
Yayginlik ve siddet degeri ¢arpilarak toplam boyanma skoru elde edildi.

3.11. istatistiksel Analizler

Sicanlarin viicut, kalp ve bobrek agirlik, metabolik kafes, invazif hemodinami ve
EKG, biyokimyasal ve histopatolojik verileri ortanca (minimum-maksimum) ile
ozetlenmistir. Kruskal-Wallis testi veri setinde yer alan gruplarda gézlem sayis1 10'dan
az oldugu icin kullanilmustir. ilgili test, gruplar arasindaki ortanca degerlerinin anlaml
farklilik gosterip gostermedigini degerlendirmek i¢in kullanilan parametrik olmayan bir
testtir. Bonferroni diizeltmeli Mann-Whitney U testi gruplarin ikili olarak
karsilagtirmalarinda kullanilmistir. S6z konusu test, ikiserli gruplar arasinda ortanca
degerlerinin karsilastirilmasinda kullanilan parametrik olmayan bir testtir. Bonferroni
diizeltmesi ise, birden fazla karsilastirma yapildiginda anlamsiz pozitif sonuglari
azaltmak i¢in kullanilan bir diizeltme yontemidir. Bagimli verilerin karsilastiriimasinda
Wilcoxon eslestirilmis iki 6rnek testi uygulanmistir. Son olarak, istatistiksel analizlerde
p<0.05 anlamli kabul edilmistir. Istatistiksel analizlerin gerceklestirilmesinde IBM
SPSS 25.0 programi kullanilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Sicanlarin Viicut Agirhiklar:

Sicanlarin deneyin ilk ve son giintindeki viicut agirliklar1 Tablo 4.1°de

kiyaslanarak sunulmustur.

Tablo 4.1. Siganlarin Viicut agirliklar

Grup**

-
Degisken K HT HT+C21 HT+EMPA __ HT+C21+EMPA P
1. ginagirthk  378° (315- 412° (281- 337 (304- ] )
o 48D 479 382) 364 (292-417)  351.5 (300-419)  0.0453
28. giin agirlk 400 (282- 366 (321- 370.5 (223-
(g) 421 (355-540) 77 419 408) 350.5 (276-417)  0.07056
0.283 0.720 0.047 0.994 0.737

*: Degiskenler, 'ortanca (min.-maks.)' seklinde dzetlenmistir.
**:a: HT+C21 grubuna gore farklidir.

Sicanlarin deneyin ilk ve son giinlindeki viicut agirliklart Sekil 4.1°de
kiyaslanarak sunulmustur.
600

500

400 # “ h
300 M 1. Giin Agirlik(g)

M 28. Gun Agirlik(g)

200

100

KONTROL HT HT+C21 HT+EMPA HT+C21+EMPA

Sekil 4.1. Siganlarin deneyin ilk ve son giiniindeki viicut agirliklarinin karsilastirilmasi
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4.2. Sicanlarin Kalp ve Bobrek Agirhiklar:

Sicanlarin kalp ve bobrek agirliklar: Tablo 4.2°de kiyaslanarak sunulmustur.

Tablo 4.2. Kalp ve bobrek agirliklar

Degisken* Grup**
g1y K HT HT+C21 HT+EMPA HT+C21+EMPA P
Kalp agirlk  1.494% (1. 1‘30788;_(1' 1177099 1.226 (0.939- 1253 (1166.1558)  0.01193
@ 196-1317) g 6-1.305) 1.801) 253 (1.166-1. :

Bobrek agirhk 1.3 (1.163 1473 (1.0  1.187(0.91  1.341(1.128-

) [1884)  27-1817)  2-1485) 1.649) 1.286 (1.006-1.672)  0.31336

*: Degiskenler, 'ortanca (min.-maks.)' seklinde 6zetlenmistir.
**:a: HT+C21 grubuna gore farklidir, b: HT+EMPA grubuna gore farklidur.

Sicanlarin kalp ve bobrek agirliklar: Sekil 4.2°de kiyaslanarak sunulmustur.

'i l‘ ﬁ M Kalp Agirlik (g)
M Bobrek Agirlik (g)

KONTROL HT HT+C21 HT+EMPA  HT+C21+EMPA

2,5

wv

1,

0,5

Sekil 4.2. Siganlarin kalp ve bobrek agirliklarinin karsilastiriimasi
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4.3. Sicanlarin Metabolik Kafeste 24 Saatlik Su Tiiketim ve idrar Cikis

Miktarlarn

Sicanlarin metabolik kafeste 24 saatlik su tiiketim ve idrar ¢ikis miktarlar1 Tablo

4.3’te kiyaslanarak sunulmustur.

Tablo 4.3. 28. gilin 24 saatlik su tliketim ve idrar ¢ikis miktarlart

Degisken*

Grup**

K HT HT+C21 HT+EMPA HT+C21+EMPA P

idrar cikis1 24 saat 222bed (12
(mL) 26)

29.5¢(23- 445 (30-

46> (31-66) 37) 5D

38.5 (25-54) <0.001

Su tiiketimi 24 saat 592d (41- 97%d (72-
(mL) 82) 123)

T Degiskenler, 'ortanca (min.;maks.)‘ seklinde Ozetlenmigtir.

69 (50-82) 79 (60-120)  77.5(57-93)  0.00116

**: a: HT grubuna gore farklidir, b: HT+C21 grubuna gore farklidir, c: HT+EMPA grubuna gore farklhidir, d: HT+C21+EMPA
grubuna gore farklidir

Siganlarin metabolik kafeste 24 saatlik su tiikketim ve idrar ¢ikis miktarlar1 Sekil

4.3’te kiyaslanarak sunulmustur.

140

120

100

80

6!

o

40

20

‘ M idrar Cikisi 24 saat (ml)
i M Su Tiiketimi 24 saat (ml)

KONTROL HT HT+C21 HT+EMPA HT+C21+EMPA

Sekil 4.3. 28. giin 24 saatlik su tiikketim ve idrar ¢ikis miktarlar
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4.4. Sicanlarin Invazif Hemodinami ve EKG Olgiimleri

Sicanlarin kalp hizi, kan basinci ve EKG degerleri Tablo 4.4’te kiyaslanarak

sunulmustur.

Tablo 4.4. Invazif hemodinami ve EKG degerleri

Degisken* Grup™
gis K HT HT+C21 HT+EMPA HT+C21+EMPA P
KH Lest o TR0 a1se7sas 336707964 29869 (15625
(atm/dk)  5.48-447.76) : 7.89-283.02) 416.67) 476.19) :
344.83)
KBsistol  75.89% (54.1 léi%b BITUEGES 132176148 o) (oo 005 00068S
(mmHg) 8-127.7) : -104.57) 159.15) 66 (69. : :
142.37)
KB diastol  59.34% (45.7 9365'70211)( S782°35.69- 123524821 gy oo e icae 0 000
(mmHg) 812266) o 99.69) 149.06) : T8-118. :
6.31)
KBortalama 6730 (508 10573 g7465c(412  128.86 (51.19-
Y Cossy @405 00 o 95705 (62.09-13121)  0.0101
34.71)
26 (24-
PR(msm) 280238 00 27 (24-40) 26 (18-32) 28 (26-30) 0.47494
N 110 (68-
QRS (msm) 830 (6899) |0 101(64116) 96 (64-112) 103 (68-122) 0.04928
158 (10
QT (msw)  15106-174) 2167 149 (100-184) 137 (102-192) 152 (110-176) 035349

*: Degiskenler, 'ortanca (min.-maks.)' seklinde 6zetlenmistir.
**: a: HT grubuna gore farklidir, b: HT+C21 grubuna gore farklidir, c: HT+EMPA grubuna gore farkhidir, d: HT+C21+EMPA
grubuna gore farklidir (KH: Kalp Hizi, KB: Kan Basinct, msn: Milisaniye).

Sicanlarin kalp hizi, kan basinct ve EKG degerleri Sekil 4.4’de kiyaslanarak

sunulmustur.

500

450

400

350

300

250

200

150

100
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T

KONTROL

HT

HT+C21

M KH(bpm)

M Kbsistol(mmHg)

B KBdiastol(mmHg)

M KBaort(mmHg)

M Qrs(mv)

HT+EMPA HT+C21+EMPA

Sekil 4.4. invazif hemodinami ve EKG degerleri
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4.5. Biyokimyasal Bulgular

Sicanlarda kalp dokusu kullanilarak yapilan biyokimyasal analizler Tablo 4.5’te

kiyaslanarak sunulmustur.

Tablo 4.5. Kalp dokusu biyokimyasal analizleri

Degisken* Grup**
gis K HT HT+C21 HT+EMPA _ HT+C21+EMPA P
MDA (nmol/g 17336 (12, 28231°(25. 24611 (1402 20276 (1336  23.806 (14558
doku) 474-22203)  605-37.679)  1-30.829) 5-34.509) 36.241) :
GSH (umolg 892827 (79. 755531 (68. 80483 (358 71261°(609 5671643265 _
doku) 032-111.979) 747-80.754)  89.208) 87-100.818) 113.748) :
SOD (Ulg  699% (6296~  5568%1(4. 6303 (5602 6019(5.734-  6476(6113-  _o
protein) 8.854) 896-6.565) 7.755) 7.503) 7.045) :
CAT(Klg  33353%(25. 203249(3. 21588(1799 26591 (1643 25456 (15881 __
protein) 083-47.104)  178-25.397)  8-28.497) 3-36.762) 37.771) :
bed
GPx (Umg  88.068°(79.76 63'668121_ # 79698 (5029 8239 (67.886  82.782 (41.218- 0.00349
Protiin) 2-120.582) ol 6-95.626) -118.556) 102.495)
TAS BSIIM(804 7744 (661  7752(7051-  785(T.684 1675 (6722 oo
(mmol/L) 7-9.692) 1-7.983) 8.043) 8.252) 7.996) :
343 (2754 4580 (405 4106 (3.575- 4396 (3.382- 401 (3.382-
TOS (wmol'L) 43) 8-5.121) 5.411) 4.783) 4.783) 0.01468
: 039794 (033 0.598 (0.51- 0.539 (0446~ 0.549 (0432- 0529 (0.435-
OSL(AU) 2-0.487) 0.745) 0.698) 0.606) 0.635) <0.001

*: Degiskenler, 'ortanca (min.-maks.)' seklinde 6zetlenmistir.
**: a: HT grubuna gore farklidir, b: HT+C21 grubuna gore farklidir, c: HT+EMPA grubuna gore farkhdir, d: HT+C21+EMPA
grubuna gore farklidir (MDA: Malondialdehit, GSH: Glutatyon, SOD: Siiperoksit Dismutaz, CAT: Katalaz, GPx: Glutatyon
Peroksidaz, TAS: Toplam Antioksidan Seviye, TOS: Toplam Oksidan Seviye, OSI: Oksidatif Stres indeksi).

Sicanlarda kalp dokusu kullanilarak yapilan biyokimyasal analizler Sekil 4.5’de

kiyaslanarak sunulmustur.
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Sekil 4.5. Kalp dokusu biyokimyasal analizleri

23



Sicanlarda bobrek dokusu kullanilarak yapilan biyokimyasal analizler Tablo

4.6°da kiyaslanarak sunulmustur.

Tablo 4.6. Bobrek dokusu biyokimyasal analizleri

Degisken* Grup**
g1y K HT HT+C21 HT+EMPA HT+C21+EMPA P
MDA (nmol/g 98‘40851_(81' 120554%4 (9 103.615(77.8 100,048 (7112 104.02 (75308 (0o
doku) l0o0gs  ISITI6254)  46-128516)  4-124.99%) 134.656) :
ab
GSH (umol/g 60'3338_(44 46248 (37, SLE36 (41, S6.528(50.908- 59905 (49413 o
doku) Srgsy | D5S4I129)  T365788) 77.697) 71.792) :
SOD (Ulg  3.889™ (3.4 3.1699 (2966 32139(3.02- 33179 (2.928-
protein) 53-4.400) -3.413) 3.685) 3.538) 3.913.035-4.375)  <0.001
CAT(Kig  HY G 500544 (28. 83569 (55.68 117.737(2222  129.198 (42.215- 00217
protein) Soglyy  SSO-10388D)  T-ISST4e)  9-224737) 272.34) :
GPx (U/mg _ 82380% (6 5547199 (32. 59.1230(49.5 65.687 (53339-  72.365 (54951
g <0.001
Blotcin) 43-94026)  506-76.485)  21-70.502) 85.843) 82.437) :
8.6697 (7. 6.534%4 (6,18 7.921 (1.645-  7.846 (7.564-
TAS (mmolL)  gatco S 0T ) & 7.748 (7.462-8.248)  <0.001
6.18400 (5 11.081°(104 11232 (9.42- 10459 (7.729-  10.894 (9.082-
TOS (umolL)  517.11643)  35-17536)  12.754) 13.671) 12.657) 0.00128
: 0.733%4 (0. 1.852%0 (137 1402 (1.204- 1302 (0.989-
osian  UGX L a0 Lot 4 1385 (1217-1.658)  <0.001

*: Degiskenler, 'ortanca (min.-maks.)' seklinde 6zetlenmistir.
**: a: HT grubuna gore farklidir, b: HT+C21 grubuna gore farklidir, c: HT+EMPA grubuna gore farkhdir, d: HT+C21+EMPA
grubuna gore farklidir (MDA: Malondialdehit, GSH: Glutatyon, SOD: Siiperoksit Dismutaz, CAT: Katalaz, GPx: Glutatyon

Peroksidaz, TAS: Toplam Antioksidan Seviye, TOS: Toplam Oksidan Seviye, OSi: Oksidatif Stres indeksi).

Sicanlarda bobrek dokusu kullanilarak yapilan biyokimyasal analizler Sekil

4.6’da kiyaslanarak sunulmustur.
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Sicanlarda torasik aort dokusu kullanilarak yapilan biyokimyasal analizler Tablo

4.7°de kiyaslanarak sunulmustur.

Tablo 4.7. Torasik aort dokusu biyokimyasal analizleri

Degisken* Grup™
g1y K HT HT+C21 HT+EMPA HT+C21+EMPA p
MDA (nmollg  52584% (40 76217 (70. 63891 (4741 75406 (26,672 3323 (I9491- o
doku) 52-65.419)  674-98.936)  6-89.042) 105.912) 79.098) :

GSH (umol/g  43306* (393 209629 (16 51333 (2707 30981 (41725~ 50264 2874 _
doku) 24-60.706)  .093-32.457)  5-68.136) 62.693) 59.722) :
SOD (Ufg  19.179% (16 140917 (12 165119(139 17055 (14552 18059 (16509-  _o -
protein) 507-21.01)  .838-16275)  22-18.942) -18.197) 19.421) :

abed
CAT(Kig  'Oy000 T 3asaami(is 420850170 46816 (39437 63554 QLET o o
protein) Ihagyy 33140626 83-93813) 85.544) 91.57)
bd
GPx (Uimg  123.1°81.31 76'4336_(30' 104833 (909 98055 (4289- 110402 (67.997- (oo
protein) 3-286254) T 09-205.662) 191.532) 187.419) :
612670 (43 4162 (3.192 4513 (3.782- 4254 (3.534-
TAS (mmolL) 7 i) 418 - 4274 (3.838-4.607)  <0.001
30199 (1.78 5411 (3237 3.865 (2.609-  3.72 (2.995-
TS (umot) 317 5 o L o) 4444 (2.85-8.116)  0.04465
: 051779 (02 13(0.707- _ 0.886 (0.634- 0925 (0.715-
0si (AU) 7. 051) 1) L7, D 1.014 (0.619-1.851)  0.00122

*: Degiskenler, 'ortanca (min.-maks.)' seklinde dzetlenmistir.
**: a: HT grubuna gore farklidir, b: HT+C21 grubuna gore farklidir, c: HT+EMPA grubuna gore farkhidir, d: HT+C21+EMPA
grubuna gore farklidir (MDA: Malondialdehit, GSH: Glutatyon, SOD: Siiperoksit Dismutaz, CAT: Katalaz, GPx: Glutatyon
Peroksidaz, TAS: Toplam Antioksidan Seviye, TOS: Toplam Oksidan Seviye, OSI: Oksidatif Stres indeksi).

Sicanlarda torasik aort dokusu kullanilarak yapilan biyokimyasal analizler Sekil

4.7’de kiyaslanarak sunulmustur.
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Sicanlarda yapilan hemogram analizleri Tablo 4.8’de kiyaslanarak sunulmustur.

Tablo 4.8. Hemogram analizleri

Degisken* Grup™*
gis K HT HT+C21 HT+EMPA HT+C21+EMPA p
0.02 (0,
BA (10°3/ul) 001 (0-002)  o1- 0015 (0.01-0.015 (0.01- 0.01 (0.01-0.05) 0.18516
0.03) 0.04)
0.09)
BA (%) 0.1 (0-0.2) 0'_10(20)'1 0.1(0.1-02)  0.1(0.1-0.2) 0.1 (0.1-0.3) 0.37103
, 0.229(0
be _ -
EO 1073y 01T 006 ag T 016 (0.09- 4 185 0.0.29) 0.135 (0.01-0.29) 0.0434
0.17) 0.3)
0.66)
1302
EO(%) 090542 507 130929 12029 1(0.1-2.1) 0.42825
563 (42.5- 566 (46 5935 (538~ 58.05 (47.6-
HCT (%) ) e o b0 55.4 (53.6-60.3) 0.09525
174 (132-  175(13 1825 (172- 1855 (14.7-
HGB (g/dL) o6, 100 09) 09) 17.35(16.6-18.6)  0.10722
1GG 0.005%4 (0~ 0.05 (0-
s, Dol o1y 002(0-004) 003 (0-007) 0.03 (0-0.09) 0.00553
abed (). 5
1GG (%) 0'050 A © 0'028(;) 0.2 (0-0.3) 0.2 (0-0.3) 0.25 (0-0.9) 0.02343
9220228 0832 gges (573 10.09 (4.74-
Ly oy 2 G 247é1) AR 1s.52) 7.92 (4.02-1443)  0.85843
855500 (79, 69 (426 769 (608- 6545 B3L.1-
LY (%) 4.89.4) -80.8) 82.7) 84.8) 73.05(21.3-84.6) <0.001
18.15(17.6- _18.1(17 1805 (17.2-
MCH (pg) ) o6 05 18 (17.6-18.6) 18 (17.4-18.7) 0.87778
3095 (302- 309 (29 315 (308
MCHC (g/dL) e 31 3100332) o 31.05(30.631.4)  0.05516
5845 (58.1- 588 (56 58.55(563- 568 (55.1-
MCV (fL) o0 P o0 o0 57.85(56.2-59.9)  0.08433
- 0.12 (0. ‘
MO 0.08% (0.03- 0.12¢(0.06-  0.685(0.07-
(10°3/uL) 0.15) 70365') 0.17) 10.16) 0.105(0.06-11.67)  0.01374
085%(05- 14 (0. 1.05 (04 ;
0, - -
MO (%) L) S 195 LS 2.95¢(0.7-66.6) 0.8 (0.6-61.9) 0.0052
bd N
MPV (fL) 8.4 (8.8.8) °© 8(1)'4 705(6.7-72)  7.759(7.4-8.2) 7.1 (6.8-7.3) <0.001
227 (1.
abed - -
NE (10°3up) 51044 T 2.405(1.94- 296 (0.33 2.635(1.56-472) 000174
-1.48) 3.49) 15.32)
20.72)
124554 (89 185 (13 20.1 (155
NE (%) s o ) 182 (2.1-56.7)  21.05(13.7323)  0.00252
NRBC 0.02(0- 0,015 (0-
donyany 0020016 Y00 0.05) 0.015 (0-0.06) 0.01 (0-0.04) 0.55045
NRBC (%) 0.3 (0-1.3) 0'122(3' 0.15(0-02)  0.1(0-0.6) 0.1 (0-0.3) 0.28704
12754 (102 9.5% (6. ;
PLCR (%) 4 Doy 46256 824(63-112) 4.55 (3.4-5.8) <0.001
08454033 910 07c 057 0.8759(0.62-
PCT (%) : : 061. 0720 : : 0.655 (0.43-0.8) 0.00113
-1.16) 5% 0.82) 1.35)
93BT (9.1- 8.6% (7. ;
PDW (iL) 00) oy TACIT) 86 (888) 7.25 (6.8-1.7) <0.001
PLT 1022673- 0 0100852 11334 (832
(103l s 763- 1150 i) 942 (615-1147) 0.03078
1644)
RBC 058723 D7 101512 1014(7.92- 056(033.1024) 015531
(1076/uL) 10.67) 1077) 10.83) 10.74) 36 (9.33-10. :
RDWCV (%) 1825(153-  19.1(17 _1935(18.1- 189 (17.8- 1855(17.2203) 035314
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21.4) .2-23.5) 20.8) 24.2)

278 (255- 26825  28.1(25.7-

RDWSD (fL) 35.3) 0.512) 29.5) 27.05 (24.1-44) 27.2 (24.2-28.8) 0.53005
WBC 10.855 (2.87- 13'185_(6 11.685 (9.42-  15.7 (9.66- 11,52 (6.79-18.86) 096138
(1073/uL) 13.23) 15.33) 16.18) 27.03) 24 (015718, :

*: Degiskenler, 'ortanca (min.-maks.)' seklinde 6zetlenmistir.

**: a: HT grubuna gore farklidir, b: HT+C21 grubuna gore farklidir, c: HT+EMPA grubuna gore farkhidir, d: HT+C21+EMPA
grubuna gore farklidir (Bazofil: BA, Eozinofil: EO, Hematokrit: HCT, Hemoglobin: HGB, Immﬁnoglobﬁlin G: IGG, Lenfosit: LY,
Ortalama Eritrosit Hemoglobini: MCH, Ortalama Eritrosit Hemoglobin Konstantrasyonu: MCHC, Ortalama Eritrosit Hacmi: MCV,
Monosit: MO, Ortalama Trombosit Hacmi: MPV, Noétrofil: NE, Cekirdekli Kirmizi1 Kan Hiicreleri: NRBC, Trombosit Biiyiik Hiicre
Orant: PLCR, Prokalsitonin: PCT, Trombosit Dagilim Genigligi: PDW, Trombosit: PLT, Kirmizi Kan Hiicreleri: RBC, Kirmizi Kan
Hiicre Dagilim Genisligi Varyasyon Katsayisi: RDWCV, Kirmizi Kan Hiicrelerinin Boyut Dagilimmin Standart Sapmasi: RDWSD,
Beyaz Kan Hiicreleri: WBC).

Sicanlarda yapilan hemogram analizleri Sekil 4.8’de kiyaslanarak sunulmustur.
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Sekil 4.8. Hemogram analizleri

Sicanlarda kanin biyokimyasal analizleri Tablo 4.9°da kiyaslanarak sunulmustur.

Tablo 4.9. Kanin biyokimyasal analizleri

Degisken* Grup**
g1 K HT HT+C21 HT+EMPA HT+C21+EMPA P
2156 (723- 1398 (726 1592 (1029-  1013.5 (288-
CK (uL) 3806) 3680) 2724) 5365) 1452 (334-1921) 0.0676
HDL 26 (19-
Kolesterol 26 (24-31) 21.5 (20-30) 26 (11-29) 23 (11-28) 0.12226
27)
(mg/dL)
Kalsiyum 10.15° (9.9 93*4(9.1 _ 9.95(9.5- 9.8 (9.6-10.5) 10 (9.2-10.7) 0.00405
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(mg/dL) 108) 93) 10.7)
(mI:]l(‘)’]r/L) 108,fcld0()105_ 107;: 3()9 > 108'15;:)(95' 100 (99-103) 101 (86-103) <0.001
'i;’;;j;e{;" 42 (34-50) 46255' 38'5;;)(34' 54 (36-63) 46 (35-55) 0.00823
Kolusterol 6'51“11 (24)'8' 916;2()5 - 9'8;; (24)'2' 183 (7.6-232) 15 (10.6-20.2) <0.001
(mg/dL) ) ) )
M(afl‘g‘f;i‘)‘m 2.7(2.33) 2'93%4' 28(24-34)  2.85(2.5-34) 3(2.5-3.4) 0.49285
T T OO SR T TR
Na* (mmol/L) 149;23;43' 1‘1‘51251)3 147'f;d2()132' 137 (134-140) 138 (130-140) <0.001
T(rimggljfi‘:)id 50.5 (19-67) 548(73)0' 395(17-62) 49 (34-80) 38 (30-67) 0.17442
Kotcsteral 10'113%8' 103 Af)6 79 (34-124) 9.8 (6.8-16) 7.6 (6-13.4) 0.17442
(mg/dL) ’ ’

*: Degiskenler, 'ortanca (min.-maks.)" seklinde 6zetlenmistir.

**:a: HT grubuna gore farklidir, b: HT+C21 grubuna gore farklidir, c: HT+EMPA grubuna gore farkhidir, d: HT+C21+EMPA
grubuna gore farklhidir (Kreatin Kinaz: CK, Yiiksek Yogunluklu Lipoprotein: HDL, Diisiik Yogunluklu Lipoprotein: LDL, Sodyum:
Na*, ¢ok diisiik yogunluklu lipoprotein: VLDL).

Sicanlarda kanin biyokimyasal analizleri Sekil 4.9°da kiyaslanarak sunulmustur.
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Sekil 4.9. Kanin biyokimyasal analizleri
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Sicanlarda idrarin  biyokimyasal analizleri Tablo 4.10°da kiyaslanarak

sunulmustur.

Tablo 4.10. idrarin biyokimyasal analizleri

Degisken* Grup™* P
K HT HTC21 HT+EMPA HT+C21+EMPA

Iflrneé“/g‘]z‘)“ 778;’;‘19()5 I- 322%0' 3550(21-44)  27.5 (2-46) 10.5 (2-35) <0.001

((I;';'/';‘f) 175:?; a- 4'5;(1' 5% (2-5) 12331'75; 6(;‘98' 2125(3-1125)  <0.001

If;‘;ﬂi‘;‘ 18 (11-24) 223(62)0' 22 (13-24) 17.5 (4-36) 20.5 (12-44) 0.3979

S, 2828_5;?;(23 B0 Ten>C 1605(122478)  1555(118222)  <0.001
Na* (mmol/L) 90‘5;“:8)(73‘ 27941_'35;0()2 3392:8()299‘ 296.5(259-351)  316.5(263372)  <0.001

igg;:ii)‘ 14'52’:(13' 8'51“11)(6' 9¢d (7-10) 289 (17-37) 47 (31-68) <0.001

*: Degiskenler, 'ortanca (min.-maks.)' seklinde 6zetlenmistir.
**: a: HT grubuna gore farklidir, b: HT+C21 grubuna gore farklidir, c: HT+EMPA grubuna gore farkhidir, d: HT+C21+EMPA
grubuna gore farklidir (Sodyum: Na*)

Sicanlarda idrarin biyokimyasal analizleri Sekil 4.10’da kiyaslanarak

sunulmustur.
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Sekil 4.10. idrarmn biyokimyasal analizleri
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4.6. Histopatolojik Bulgular

4.6.1. Kalp

Kontrol Grubu;

HE ve MT boyama metodlar1 uygulanmis kesitlerde kalp dokusunun longitidunal
(Sekil 4.11 A, B) ve transvers kesitlerinin (Sekil 4.11 C, D) normal histolojik yapida

oldugu gozlendi.

Sekil 4.11. K grubunda kalp dokusunun longitidunal (A, B) ve transvers kesitleri (C, D)
normal histolojik yapida goriilmekte A, C HE X400; B, D MT X400
Hipertansiyon Grubu;

HE boyama yontemi uygulanmis kalp kesitlerinde eozinofilik sitoplazmali, koyu
niikleuslu dejenere kardiyomiyositler (Sekil 4.12 A) gozlendi. Ayrica inflamatuvar

hiicre infiltrasyonu (Sekil 4.12 B) ve hemoraji (Sekil 4.12 C) tespit edildi.
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Sekil 4.12. HT grubunda eozinofilik sitoplazmali, koyu niikleuslu dejenere
kardiyomiyositler (oklar) (A), inflamatuvar hiicre infiltrasyonu (yildiz) (B), hemoraji
(oklar) (C) goriilmekte HE A, B, X400; C, X200

MT boyama yontemi uygulanmis kalp kesitlerinde kolajen miktarinda artis
gozlendi (Sekil 4.13 A, B). K grubu ile karsilastirildiginda bu kesitlerde histopatolojik

hasar skorunun istatistiksel olarak anlamli derecede arttig1 goriildii (p<0.0001).

Sekil 4.13. HT grubunda kolajen miktarinda artis (y1ldiz) (A, B) goriilmekte MT A,
X200; B, X400
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Hipertansiyon + Compound 21 Grubu;

HE boyama yontemi wuygulanmis kalp kesitlerinde HT grubu ile
karsilastirildiginda doku hasarinin azaldigr ancak bazi kisimlarda hiicre infiltrasyonu
olan bolgelerin var oldugu tespit edildi (Sekil 4.14 A). MT boyama metodu uygulanmis
kesitlerde HT grubu ile karsilastirildiginda kolajen miktarindaki artista azalma gozlendi
(Sekil 4.14 B). HT grubu ile karsilastirildiginda HT+C21 grubunda histopatolojik hasar

skorunun istatistiksel olarak anlamli derecede azaldig: tespit edildi (p<0.0001).

Sekil 4.14. HT+C21 grubunda inflamatuvar hiicre infiltrasyonu (oklar) (A) goriilmekte
HE X200, hafif kolajen miktarinda artis (oklar) (B) goriilmekte MT X200

Hipertansiyon + Empagliflozin Grubu;

HE boyama yontemi uygulanmis kalp kesitlerinde HT grubu ile
karsilastirildiginda doku hasarinin azaldig: fakat HT+C21 grubuna benzer sekilde bazi
kisimlarda hiicre infiltrasyonu igeren bolgelerin var oldugu tespit edildi (Sekil 4.15 A).
MT boyama metodu uygulanmis kesitlerde ve HT grubu ile karsilastirildiginda kolajen
miktarinin azaldigi, HT+C21 grubu ile benzer oldugu gozlendi (Sekil 4.15 B).

Sekil 4.15. HT+EMPA grubunda inflamatuvar hiicre infiltrasyonu (oklar) (A)
goriilmekte HE X200, hafif kolajen miktarinda artis (oklar) (B) goriilmekte MT X200
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Hipertansiyon + Compound 21 + Empagliflozin Grubu;

HE boyama yontemi uygulanmis kalp kesitlerinde histopatolojik hasar skoru HT
grubu ile karsilastirildiginda doku hasarmin azaldigi fakat hiicre infiltrasyonunun bazi
hala goriildiigii tespit edildi (Sekil 4.16 A). HT+C21 ve HT+EMPA grubu ile
karsilastirildiginda aralarinda istatistiksel olarak anlamli farkin bulunmadigi gozlendi.
HT+C21+EMPA grubunun MT boyama metodu uygulanmis kesitleri HT grubu ile
karsilagtirlldiginda kolajen miktarindaki artista azalma gozlenirken, HT+C21 ve
HT+EMPA gruplar ile benzer oldugu izlendi (Sekil 4.16 B).

Sekil 4.16. HT+C21+EMPA grubunda inflamatuvar hiicre infiltrasyonu (oklar) (A)
goriilmekte HE X200, hafif kolajen miktarinda artis (oklar) (B) goriilmekte MT X200

Kalbin immiinohistokimyasal Degerlendirmesi;

K grubunda Anti-AT2 boyama yontemi uygulanmis kesitlerde az sayida AT2 (+)
kardiyomiyositler gozlendi (Sekil 4.17 A). HT grubu K grubu ile karsilastirildiginda
AT2 (+) kardiyomiyosit yogunlugunun istatistiksel olarak anlamli derecede arttig1
izlendi (p<0.0001) (Sekil 4.17 B). HT grubu; HT+C21, HT+EMPA ve HT+C21+EMPA
gruplanyla karsilastirildiginda AT2 (+) kardiyomiyosit yogunlugunda istatistiksel
olarak anlaml1 fark bulunmadigi tespit edildi (Sekil 4.17 C, D, E).
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Sekil 4.17. K grubu (A) HT grubu (B), HT+C21 grubu (C), HT+EMPA grubu (D),
HT+C21+EMPA grubu (E) AT2 (+) kardiyomiyositler goriilmekte (oklar) X200

Tablo 4.11. Kalpteki histopatolojik hasar skoru (ortanca (min-maks))

Parametreler K HT HT+C21 HT+EMPA | HT+C21+EMPA
Dejenere 0(0-0) 1(0-3)? 0(0-2)° 0(0-2)° 0(0-2)°
kardiyomiyosit
Hemoraji 0(0-0) 1(0-2)? 0(0-2)° 0(0-2)° 0(0-2)°
infiltrasyon 0(0-0) 1(0-3)* 0(0-2)° 0(0-2)° 0(0-2)°
Kolajen 0(0-0) 1(0-2)? 0(0-2)° 0(0-2)° 0(0-2)°
AT2 yogunlugu 0(0-1) 1(0-2)* 1(0-2)* 1(0-1)* 1(0-1)*

2K ile istatistiksel olarak anlamli fark (p<0.0001)
YHT ile istatistiksel olarak anlaml fark (p<0.0001)
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4.6.2. Torasik Aort

HE boyama yontemi uygulanmis torasik aort kesitleri histopatolojik degisim
acisindan incelendi. K grubunda torasik aort kesitlerinin normal histolojik yapida
oldugu tespit edildi. HT grubunda bazi kisimlarda dilatasyon ve elastik lamellerde
diizensizlik izlendi. HT+C21, HT+EMPA ve HT+C21+EMPA gruplarinin K gruplarina
benzer oldugu gozlendi (Sekil 4.18)

Sekil 4.18. K grubunda normal histolojik goriiniim (A), HT grubunda elastik lamellerde
diizensizlik ve dilatasyon goriilmekte (yildiz), HT+C21 (C), HT+EMPA (D),
HT+C21+EMPA (E) gruplarinda normal histolojik yapida gézlenmekte HE X400
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4.6.3. Bobrek

Kontrol grubu;
HE boyama yontemi uygulanmis bobrek kesitlerinde kortekste bulunan glomertil

ve tiibiil yapilart normal histolojik yapida izlendi (Sekil 4.19 A, B).

Sekil 4.19. K grubunda glomeriil (y1ldiz) (A) makula densa (ok), proksimal (p) ve distal
(d) tiibiil yapilart normal olarak goriilmekte (B) HE A, X200; B, X400

Hipertansiyon Grubu;

HE boyama yontemi uygulanmis bobrek kesitlerinde, kortekste intertiibiiler
alanda hemoraji ve konjesyon (Sekil 4.20 A), infiltrasyon alanlar1 ve bazi glomeriillerde
kollaps (Sekil 4.20 B) ve tiibiil hiicrelerinde dejenerasyon (Sekil 4.20 C) izlendi (Sekil
4). Ayrica bazi alanlarda intertiibiiler araliklarda eosinofilik hyalin cast birikimi
gozlendi (Sekil 4.20 D). K grubu ile karsilastirildiginda HT grubunda histopatolojik
hasarn istatistiksel olarak anlamli sekilde arttig1 tespit edildi (p<0.001) (Tablo 4.12).
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Sekil 4.20. HT grubunda intertiibiiler konjesyon (yildiz) ve hemoraji (oklar) (A),
glomertiler kollaps (ok) ve infiltrasyon alanlari (yildiz) (B), tiibiil hiicrelerinde
dejenerasyon (oklar) (C) ve intertiibiiler araliklarda eosinofilik hyalin cast birikimi
(yldiz) (D) goriilmekte HE X200

Hipertansiyon + Compound 21 Grubu;

HE boyama yontemi uygulanmis bdbrek kesitlerinde HT grubu ile
karsilastirildiginda doku hasarmin azaldigi fakat bazi bolgelerde glomeriiler kollaps ve
lokal hiicre infiltrasyonu iceren alanlarin var oldugu tespit edildi (Sekil 4.21).
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Sekil 4.21. HT+ C21 grubunda glomertiler kollaps (oklar) ve inflamatuvar inflamasyon
alanlar goriilmekte (yildiz) HE X200

Hipertansiyon + Empagliflozin Grubu;

HE boyama yontemi uygulanmis bobrek kesitlerinde doku histolojik olarak
normal gozilkmesine ragmen bazi kisimlarda tiibiil hiicrelerinde hasar ve kiiclik
hemorajik alanlar goriildi (Sekil 4.22). HT+EMPA grubu HT grubunda ile
karsilastirildiginda histopatolojik degisikliklerin istatistiksel olarak anlamli derecede
azaldig1 gozlenirken (p<0.001), HT+C21 grubuyla karsilagtirildifinda aralarinda

istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadig1 gézlemlendi (p>0.05).
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Sekil 4.22. HT+EMPA grubunda kiiciik hemorajik alanlar (yildiz) ve tiibiil hiicrelerinde
dejenerasyon (oklar) goriilmekte HE X200

Hipertansiyon + Compound 21 + Empagliflozin Grubu;

HE boyama yontemi uygulanmis bobrek kesitlerinde doku histolojik olarak
normal goéziikkmesine ragmen bazi kisimlarda tiibiil hiicrelerinde hasar ve kiigiik
hemorajik alanlar goriildii (Sekil 4.23). HT+C21+EMPA grubu HT grubu ile
karsilastirildiginda histopatolojik degisikliklerin istatistiksel olarak anlamli derecede
azaldig1 gozlenirken (p<0.001), HT+C21 ve HT+EMPA gruplariyla karsilastirildiginda

aralarinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadigi gozlemlendi. (p>0.05).
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Sekil 4.23. HT+C21+EMPA grubunda kiiciik hemorajik alanlar (y1ldiz) ve tiibiil
hiicrelerinde dejenerasyon (oklar) goriilmekte HE X200

Bobregin Immiinohistokimyasal Degerlendirmesi;

K grubunda AT2 boyama yontemi uygulanmis bobrek kesitlerinde az sayida
AT2 (+) tibiillere rastland1 (Sekil 4.24 A). HT grubunda K grubu ile karsilastirildiginda
AT2 (+) tiibiil yogunlugunun istatistiksel olarak anlamli derecede arttigi gozlendi
(p<0.0001) (Sekil 4.24 B). HT grubu; HT+C21, HT+EMPA ve HT+C21+EMPA
gruplariyla karsilastirildiginda AT2 (+) tiibiil yogunlugunun istatistiksel olarak anlaml
fark bulunmadig: tespit edildi (Sekil 4.24 C, D, E).
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Sekil 4.24. K (A), HT (B), HT+C21 (C), HT+EMPA (D) ve HT+C21+EMPA (E)
gruplarinda AT2 (+) boyanan tiibiiller gériilmekte (oklar) X200

K grubunda Anti-SGLT2 boyama yontemi uygulanmis bobrek kesitlerinde az
sayida SGLT2 (+) hiicreye rastland1 (Sekil 4.25 A). HT grubunda SGLT2 (+) hiicre
yogunlugunun K grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli derecede
arttigt  gozlendi (p<0.0001) (Sekil 4.25 B). HT grubunda SGLT2 (+) hiicre
yogunlugunun ~ HT+C21, @ HT+EMPA ve  HT+C21+EMPA  gruplaryla
karsilagtirlldiginda ise aralarinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadigi tespit

edildi (Sekil 4.25 C, D, E).
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Sekil 4.25. K (A), HT (B), HT+C21 (C), HT+EMPA (D) ve HT+C21+EMPA (E)
gruplarinda SGLT2 (+) boyanan hiicreler (oklar) goriilmekte X200

Tablo 4.12. Bobrekteki histopatolojik hasar skoru (ortanca (min-maks))

Parametreler K HT HT+C21 HT+EMPA HT+C21+EMPA
Hemoraji 0(0-0) 103" 0(0-2)° 0(0-2)° 0(0-2)°
Infiltrasyon 0(0-0) 1(0-3) 0(0-2)° 0(0-2)° 0(0-2)°
Glomeriler kollaps 0(0-0) 103" 0(0-2)° 0(0-2)° 0(0-2)°
Tiibiil hiicre dejencrasyonu _ 0(0-0) 1(0-2)° 0(0-2)° 0(0-2)° 0(0-2)°
Hyalin cast birikimi 0(0-0) 1(0-3) 0(0-2)° 0(0-1)° 0(0-1)°
AT2 yogunlugu 0(0-1) 1(0-2)° 1(02)° 1(02)° 1(0-2)°
SGLT2 yogunlugu 0(0-1) 1(0-2)° 102y 102 102y

K ile istatistiksel olarak anlamli fark (p<0.0001)
YHT ile istatistiksel olarak anlaml fark (p<0.0001)
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5. TARTISMA

HT, diinyada kronik hastaliklar g6z 6nilinde bulunduruldugunda saglik acisindan
en Onemli riskleri tagiyan bir hastaliktir (53).

Yas, irk ve cinsiyet gibi etmenler diinya ¢apinda HT nin prevalansim etkiler.
Ormnegin, Avrupa'da yapilan bir ¢aligmada, HT nin prevalansmin erkeklerde %30,
kadinlarda ise %25 oldugu bulunmustur (54).

Asya tllkelerinde ise bu oranlar daha da artmis olabilir. Bu artis yasam tarzi,
diyet ve genetik faktorlere baglanmaktadir. HT; yiiksek kolesterol, diyabet ve asir1 kilo
gibi sorunlar ile sik¢a iligkilidir (55).

Hipertansiyonun bu denli yaygin olmasi, profilaksi ve tedavi stratejilerinin
gelistirilmesinin - 6nemini gostermektedir. Bu stratejiler arasinda halk saghigi
programlari, farkindalik kampanyalari ve erken teshisi hedefleyen saglik kontrolleri
onemli yer tutmaktadir. Ayrica, yasam tarzi degisiklikleri, saglikli ve diizenli beslenme,
tuz tiiketiminin azaltilmasi, giinliik hafif egzersiz gibi onlemler HT riskini azaltmada
kritik rol oynamaktadir (56,57).

KB’nin diizenlenmesinde RAS, kardiyovaskiiler ve renal sistemin
homeostazinda dnemli rolii olan enzimatik ve hormonal bir yolaktir. RAS’ta bulunan
ATl ve AT2, kardiyovaskiiler ve renal sistemin fonksiyonlari agisindan oldukca
onemlidir. AT1’in hiicre proliferasyonu, vazokonstriksiyon ve aldosteron salim1 gibi HT
ile baglantili bir¢ok rolii bulunurken, AT2’nin genellikle bu etkilerin zitt1 olan hiicre
farklilagsmasi, vazodilatasyon ve anti-inflamasyon gibi koruyucu rolleri bulunmaktadir
(6,7).

Calisgmamizda kullanilan C21; AT2 agonisti, EMPA ise SGLT-2 inhibitorii
olarak HT tedavisinde potansiyel faydalar gosteren ajanlardir (58,59).

Calismamizda kullanilan NOS inhibitorii olan L-NAME, sigcanlarda HT modeli
olusturmak i¢in siklikla kullanilan bir ajandir (60). Riberio ve arkadaglar1 1992 yilinda
yaptiklart ¢alismada siganlara L-NAME uygulayarak HT olusumu goézlemlemislerdir
(61). Biancardi ve arkadaglar1 2007 yilinda yaptiklari calismada sicanlara L-NAME
uygulayarak HT olusumu gozlemlemislerdir (62). Peredes ve arkadaslar1 2018 yilinda
yaptiklart ¢alismada siganlara L-NAME uygulayarak HT olusumu goézlemlemislerdir
(63). Chia ve arkadaslar1 2021 yilinda yaptiklart calismada sicanlara L-NAME
uygulayarak HT olusumu gozlemlemislerdir (64).
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Sicanlarin kalp agirliklart karsilastirildiginda HT grubunda K grubuna gore
anlaml fark goriilmiistiir (p=01193). Sicanlarin kalp agirliklar karsilagtirildiginda HT
grubunda HT+C21 grubuna gore anlamhi fark goriilirken (p=01193), HT+C21,
HT+EMPA ve HT+C21+EMPA gruplart kendi aralarinda karsilastirildiginda anlaml
fark goriilmemistir. Sicanlarin bobrek agirliklart karsilastirildiginda gruplar arasinda
anlamli fark goriilmemistir (Tablo 4.2). Striffler ve arkadaslari 1998 yilinda siganlar
tizerinde yaptiklar1 calismada hipertansif tedavi uygulanan grupta kalp agirliginda
azalma gozlemlemislerdir (65). Rathinasabapathy ve arkadaslar1 2018 yilinda siganlar
tizerinde yaptiklart ¢aligmada C21’in  sag ventrikiiller hipertrofiyi azalttigini
gozlemlemislerdir (66).

HT grubundaki 24 saatlik su tiikketimi (p=0.00116) ve idrar ¢ikist (p<0.001)
miktarinda K grubuna goére anlamli fark goriilmesi, siganlarda HT nin su tiiketimi ve
idrar ¢ikisint arttirdiginin  gostergesidir. Bunun yaninda HT+C21, HT+EMPA ve
HT+C21+EMPA gruplarindaki 24 saatlik su tiiketimi ve idrar ¢ikist miktarinin HT
grubuna gore daha az oldugu goriilmistir. HT+C21, HT+EMPA ve HT+C21+EMPA
gruplar kendi arasinda karsilagtirildiginda 24 saatlik su tiiketimi ve idrar ¢ikisi miktari
en diisitk HT+C21 grubunda goriilmiistiir (Tablo 4.3). Oster ve arkadaslar1 1943 yilinda
sicanlar  lizerinde yaptiklart ¢alismada HT’nin  su tlketimini  arttirdigimi
gozlemlemislerdir (67). Abe ve arkadaslar1 1987 yilinda siganlar iizerinde yaptiklar
caligmada HT’nin su tiikketimini arttirdigin1 gézlemlemislerdir (68). Turner ve
arkadaslar1 2018 yilinda si¢anlar {izerinde yaptiklar1 calismada HT nin su tiiketimini ve
idrar ¢ikigini arttirdigini gézlemlemislerdir (69).

Sicanlarin KH degerleri, HT+C21 grubunda HT grubuna gore daha diisiik
bulunmustur. Ancak HT+EMPA ve HT+C21+EMPA gruplarinda KH degerleri HT
grubuna gore anlamli olarak farkli bulunamamistir. Siganlarin KBsistor degerleri, HT
grubunda K grubuna gore anlamli olarak farkli bulunmustur (p=0.00685). Sicanlarin
KBsistor  degerleri, HT+C21 grubunda HT grubuna gore anlamli olarak farkh
bulunmustur (p=0.00685). HT+C21, HT+EMPA ve HT+C21+EMPA gruplar1 kendi
aralarinda karsilagtinldiginda HT+C21’in = KBsistor  degerleri HT+EMPA  ve
HT+C21+EMPA gruplarina gore anlamli olarak farkli bulunmustur (p=0.00685).
Sicanlarin QRS degerleri, HT grubunda K grubuna goére anlamli olarak farklh
bulunmustur (p=0.04928). Sigcanlarin PR, QRS ve QT siireleri HT+C21, HT+EMPA ve
HT+C21+EMPA gruplar1 kendi aralarinda karsilagtirildiginda gruplar arasinda anlaml
fark gbzlenmemistir (Tablo 4.4). Bosnyak ve arkadaslarnt 2010 yilinda yaptiklar

44



calismada C21’in KB degerinde diisiis sagladigin1 gézlemlemislerdir (70). Tikkanen ve
arkadaglar1 2015 yilinda yaptiklar ¢alismada EMPA’nin KB degerinde anlamli diisiis
sagladigin1 gozlemlemislerdir (71). Mancia ve arkadaslart 2016 yilinda yaptiklar
calismada EMPA’nin KBsistor Ve  KBuaiastor  degerlerinde  diislis  sagladigini
gozlemlemislerdir (72). Dai ve arkadaslar 2016 yilinda yaptiklar1 ¢alismada C21’in KB
degerlerinde diisiis sagladigin1 gézlemlemislerdir (73). Baka ve arkadaslar1 2019 yilinda
yaptiklart ¢alismada hipertansif tedavinin KH degerinde diisiis sagladigini
gozlemlemislerdir (74). Kim ve arkadaslar1 2019 yilinda si¢anlar iizerinde yaptiklar
caligmada EMPA’nin KBsistor degerinde anlamli diisiis sagladigimi gézlemlemislerdir
(75). Ulutas ve arkadaglar1 2020 yilinda yaptiklart ¢aligmada hipertansif sicanlarda
C21’in KB degerinde anlamli diisiis sagladigini ancak gruplar arasinda KH degerlerinde
anlaml fark olmadigin1 gozlemlemislerdir (76). Kolkhof ve arkadaslart 2021 yilinda
yaptiklart ¢alismada hipertansif sicanlarda EMPA’nin KB degerinde anlamli diisiis
sagladigin1 gozlemlemislerdir (77). Meredith ve arkadaslar1 2022 yilinda yaptiklar
caligmada diisiik ve orta yogunlukta egzersizin hipertansif sicanlar iizerinde KH ve KB
degerlerinde diisiis sagladigini gdzlemlemislerdir (78).

Wang ve arkadaglar1 2017 yilinda, Vrankova ve arkadaslar1 2019 yilinda, Park ve
arkadaglart 2021 yilinda, Zhu ve arkadaglar1 2022 yilinda; L-NAME’nin dokularda
sebep oldugu hasarda oksidatif stresin roliinii gézlemlemistir (79-82). L-NAME’ nin
kalp, torasik aort ve bobrekte sebep oldugu oksidatif hasarin ve C21 ve EMPA’nin tek
tek ve kombine etkisini gorebilmek i¢in ¢alismamizda oksidatif hasar belirte¢lerinden
MDA, GSH, SOD, CAT, GPx, TAS, TOS ve OSI’nin analizleri yapilmustir.

Kalbin biyokimyasal incelemesinde HT grubu, K grubu ile karsilagtirildiginda
MDA, GSH, SOD, CAT, GPx, TAS, TOS ve OSI degerlerinde istatistiksel olarak
anlamli fark gorlilmesi (Tablo 4.5) L-NAME’in HT grubuna verdigi hasarin
gostergesidir. Bilanda ve arkadaslar1 2017 yilinda siganlar iizerinde yaptiklarn calismada
L-NAME uygulanan grupta bizim ¢alismamizda oldugu gibi kalp incelendiginde MDA
degerinde artis, SOD ve GSH degerlerinde azalma gozlemlemislerdir (83).
Hamounpeima ve arkadaglart 2019 yilinda siganlar {lizerinde yaptiklar1 calismada L-
NAME uygulanan grupta bizim ¢alismamizda oldugu gibi kalp incelendiginde MDA
degerinde artig, SOD ve CAT degerlerinde azalma gozlemlemislerdir (84). HT grubu,
HT+C21 grubu ile karsilastirildiginda SOD ve GPx degerlerinde istatistiksel olarak
anlamli fark gorlilmistir (Tablo 4.5). HT grubu, HT+EMPA grubu ile
karsilagtinldiginda MDA, SOD, CAT ve GPx degerlerinde istatistiksel olarak anlaml
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fark goriilmiistiir (Tablo 4.5). HT grubu, HT+C21+EMPA grubu ile karsilastirildiginda
GSH, SOD, CAT ve GPx degerlerinde istatistiksel olarak anlamh fark gorilmiistiir
(Tablo 4.5). HT+C21 grubu, HT+C21+EMPA grubu ile karsilastirildiginda GSH
degerinde istatistiksel olarak anlamli fark goriilmiistiir (Tablo 4.5). HT+EMPA grubu,
HT+C21+EMPA grubu ile karsilagtirildiginda GSH ve SOD degerlerinde istatistiksel
olarak anlamli fark goriilmiistiir (Tablo 4.5). Bugga ve arkadaslar1 2022 yilinda siganlar
tizerinde yaptiklart c¢aligmada EMPA’nin oksidatif stresi azaltarak kalp {zerine
koruyucu etkiler sergiledigini gdzlemlemislerdir (85). Rehman ve arkadaglar1 2012
yilinda sig¢anlar iizerinde yaptiklari ¢alismada C21’in oksidatif stresi azaltarak kalp
tizerine koruyucu etkiler sergiledigini gézlemlemislerdir (86).

Bobregin biyokimyasal incelemesinde HT grubu, K grubu ile karsilastirildiginda
MDA, GSH, SOD, CAT, GPx, TAS, TOS ve OSI degerlerinde istatistiksel olarak
anlamli fark goriilmesi (Tablo 4.6) L-NAME’in HT grubuna verdigi hasarin
gostergesidir. Bilanda ve arkadaslar1 2017 yilinda sicanlar iizerinde yaptiklari ¢alismada
L-NAME uygulanan grupta bizim caligmamizda oldugu gibi bobrek incelendiginde
MDA degerinde artis, SOD ve GSH degerlerinde azalma goézlemlemislerdir (83). HT
grubu, HT+C21 grubu ile karsilastirildiginda MDA, TAS ve OSI degerlerinde
istatistiksel olarak anlaml fark goriilmiistiir (Tablo 4.6). HT grubu, HT+EMPA grubu
ile karsilastirildiginda MDA, GSH, CAT, GPx, TAS, TOS ve OSI degerlerinde
istatistiksel olarak anlamli fark goriilmiistiir (Tablo 4.6). HT grubu, HT+C21+EMPA
grubu ile karsilastirildiginda MDA, GSH, SOD, CAT, GPx, TAS ve OSI degerlerinde
istatistiksel olarak anlamli fark goriilmistir (Tablo 4.6). HT+C21 grubu,
HT+C21+EMPA grubu ile karsilastinnldiginda GSH, SOD ve GPx degerlerinde
istatistiksel olarak anlamli fark goriilmiistiir (Tablo 4.6). HT+C21 grubu, HT+EMPA
grubu ile karsilagtirildiginda GSH degerinde istatistiksel olarak anlamli fark
gorilmiistir (Tablo 4.6). HT+EMPA grubu, HT+C21+EMPA grubu ile
karsilagtirnldiginda SOD degerinde istatistiksel olarak anlamh fark goriilmiistiir (Tablo
4.6). Hrenak ve arkadaslar1 2013 yilinda sicanlar tizerinde yaptiklari ¢alismada hasar
grubunda azalan TAS degerini C21’in arttirdigim1 gozlemlemislerdir (87). Patel ve
arkadaglar1 2016 yilinda siganlar {izerinde yaptiklari ¢aligmada C21’in oksidatif stres ve
inflamasyonu azaltarak bobrek iizerine koruyucu etkiler sergiledigini gézlemlemislerdir
(31). Pandey ve arkadaslar1 2017 yilinda yaptiklar1 c¢alismada C21’in, apoptozu

engelleyerek bobrek hasarini azalttigini gozlemlemislerdir (88). Trnovska ve arkadaslari
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2021 yilinda sicanlar iizerinde yaptiklar1 ¢alismada EMPA’nin oksidatif stresi azaltarak
bobrek iizerine koruyucu etkiler sergiledigini gézlemlemislerdir (89).

Torasik aortun biyokimyasal incelemesinde HT grubu, K grubu ile
karsilastirildiginda MDA, GSH, SOD, CAT, GPx, TAS, TOS ve OSI degerlerinde
istatistiksel olarak anlamli fark goriilmesi (Tablo 4.7) L-NAME’in HT grubuna verdigi
hasarin gostergesidir. Saravanakumar ve arkadaslari 2015 yilinda sicanlar iizerinde
yaptiklart ¢aligmada L-NAME uygulanan grupta bizim ¢alismamizda oldugu gibi aort
incelendiginde SOD, CAT ve GPx degerlerinde azalma goézlemlemislerdir (90). Bilanda
ve arkadaglar1 2017 yilinda sicanlar {izerinde yaptiklari1 ¢calismada L-NAME uygulanan
grupta bizim calismamizda oldugu gibi aort incelendiginde MDA degerinde artis, SOD
ve GSH degerlerinde azalma gozlemlemislerdir (83). HT grubu, HT+C21 grubu ile
karsilastirildiginda GSH, SOD, CAT ve GPx degerlerinde istatistiksel olarak anlamli
fark goriilmiistiir (Tablo 4.7). HT grubu, HT+EMPA grubu ile karsilastirildiginda GSH
ve SOD degerlerinde istatistiksel olarak anlamli fark goriilmiistiir (Tablo 4.7). HT
grubu, HT+C21+EMPA grubu ile karsilastirildiginda MDA, GSH, SOD, CAT ve GPx
degerlerinde istatistiksel olarak anlamli fark goriilmiistiir (Tablo 4.7). HT+C21 grubu,
HT+C21+EMPA grubu ile karsilagtirildiginda SOD ve CAT degerlerinde istatistiksel
olarak anlamli fark goriilmistiir (Tablo 4.7). HT+EMPA grubu, HT+C21+EMPA grubu
ile karsilastirildiginda SOD degerinde istatistiksel olarak anlamli fark goriilmiistiir
(Tablo 4.7). Verdonk ve arkadaslar1 2012 yilinda yaptiklar1 ¢alismada C21’in arteriyel
vazodilatasyonu arttirdigini gozlemlemislerdir (91). Gao ve arkadaglar1 2014 yilinda
sicanlar tlizerinde yaptiklar1 calismada C21’in arteriyel barorefleks duyarliligini
arttirdigm  goézlemlemislerdir (92). Sampson ve arkadaslar1 2016 yilinda yaptiklan
¢alismada C21’in vaskiiler inflamasyonu azalttigini gézlemlemislerdir (93). Bruckert ve
arkadaglart 2022 yilinda siganlar iizerinde yaptiklari c¢alismada EMPA’nin aortta
oksidatif stresi azalttigim1 gézlemlemislerdir (94). Herat ve arkadaglar1 2022 yilinda
yaptiklar1 caligmada SGLT-2 inhibisyonun arteriyel sertligi iyilestirmesi ve endotel
disfonksiyonunu azaltmasi yoluyla HT ye sagladigi katkidan bahsetmislerdir (95).

Kalbin histopatolojik incelemesinde HT grubu, K grubu ile karsilastirildiginda
histopatolojik hasar skorunun istatistiksel olarak anlamli derecede artmasi (p<0.0001)
ve eozinofilik sitoplazmali, koyu niikleuslu dejenere kardiyomiyositlerde (Sekil 4.12
A), inflamatuvar hiicre infiltrasyonunda (Sekil 4.12 B), hemorajide (Sekil 4.12 C) ve
kolajen miktarindaki artista (Sekil 4.13 A-B) istatistiksel olarak anlamli fark gortilmesi
(Tablo 4.11) L-NAME’in HT grubuna verdigi hasarin gostergesidir. Penchanova ve
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arkadaslar1 1999 yilinda siganlar iizerinde yaptiklari ¢alismada L-NAME uygulanan
gruplarda histolojik incelemelerde kalpteki hasarin arttigini gézlemlemislerdir (96). Lee
ve arkadaslar1 2009 yilinda si¢anlar {izerinde yaptiklar1 calismada L-NAME uygulanan
grupta histolojik incelemelerde kalpteki hasarin arttigini gézlemlemislerdir (97).

Kalbin histopatolojik incelemesinde HT grubu ile karsilagtinldiginda HT+C21,
HT+EMPA ve HT+C21+EMPA gruplarinda hasarin azaldigi, kolajen miktarindaki
artisin azaldig1 ve histopatolojik hasar skorunun istatistiksel olarak anlamli derecede
azaldigi tespit edildi (p<<0.0001). Ulutas ve arkadaslar1 2020 yilinda yaptiklari ¢calismada
histopatolojik incelemelerde hipertansif sicanlarda C21’in kalp dokusu iizerine olumlu
etkilerini gozlemlemislerdir (76). Kréker ve arkadaglari 2020 yilinda yaptiklarn
calismada immunohistokimyasal incelemelerde EMPA’nin kalp dokusu iizerine olumlu
etkilerini gozlemlemislerdir (98). Ermis ve arkadaslar1 2023 yilinda yaptiklar1 calismada
histopatolojik incelemelerde C21’in kalp dokusu iizerine olumlu etkilerini
gozlemlemislerdir (99).

Kalbin immiinohistokimyasal incelemesinde HT grubu K grubu ile
karsilagtinldiginda AT2 (+) kardiyomiyosit yogunlugunun istatistiksel olarak anlaml
derecede arttigi gozlemlendi (p<0.0001) (Sekil 4.17). Bu durum HT grubunda L-
NAME’nin verdigi hasarin AT2 reseptér upregiilasyonuna neden oldugunun
gostergesidir. Kaschina ve arkadaslar1 2017 yilinda yaptiklar1 ¢alismada doku hasari
bulunan siganlarda AT2 upregiilasyonunu goézlemlemislerdir (100). HT grubu;
HT+C21, HT+EMPA ve HT+C21+EMPA gruplartyla karsilastirildiginda AT2 (+)
kardiyomiyosit yogunlugunda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadigi tespit
edilmistir.

Torasik aortun histopatolojik incelemesinde HT grubunda K grubundan farkli
olarak dilatasyon ve elastik lamellerde diizensizlik gézlemlendi. Dilatasyon ve elastik
lamellerde diizensizlik HT+C21, HT+EMPA ve HT+C21+EMPA gruplarinda K
grubuna benzer sekilde gozlemlendi. Chow ve arkadaslar1 2016 yilinda yaptiklan
calismada aort iizerine histopatolojik incelemelerde C21’in oksidatif stresi, makrofaj
infiltrasyonunu ve fibrozisi azaltarak aort plak birikimini azalttigin1 gézlemlemislerdir
(101). Lange ve arkadaslar1 2018 yilinda yaptiklar1 ¢calismada aort {izerine histopatolojik
incelemelerde C21’in aort dokusu iizerine olumlu etkilerini gézlemlemislerdir (102).
Bruckert ve arkadaslar1 2022 yilinda yaptiklari ¢calismada aort {izerine immunofloresan

incelemelerde EMPA ’nin aort dokusu iizerine olumlu etkilerini gézlemlemislerdir (94).
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Bobregin histopatolojik incelemesinde HT grubu, K grubu ile karsilagtirildiginda
histopatolojik hasar skorunun istatistiksel olarak anlamli derecede artmasi (p<<0.001) ve
kortekste intertiibiiler alanda hemoraji ve konjesyonda (Sekil 4.20A), bazi
glomeriillerde kollaps ve infiltrasyon alanlarinda (Sekil 4.20 B), tiibiil hiicrelerinde
dejenerasyonda (Sekil 4.20 C) ve intertiibiiler araliklarda eosinofilik hyalin cast
birikiminde (Sekil 4.20 D) istatistiksel olarak anlamli fark goriilmesi (Tablo 4.12) L-
NAME’nin HT grubuna verdigi hasarin gostergesidir. Ndisang ve arkadaglart 2015
yilinda sicanlar lizerinde yaptiklar1 ¢alismada L-NAME uygulanan gruplarda histolojik
incelemelerde bobrekteki hasarin arttigim gdzlemlemiglerdir (103). Corremans ve
arkadaglart 2021 yilinda sicanlar iizerinde yaptiklar1 ¢alismada L-NAME uygulanan
gruplarda histolojik incelemelerde bobrekteki hasarin arttigini gézlemlemislerdir (104).

Bobregin histopatolojik incelemesinde HT grubu ile karsilagtirildiginda
HT+C21, HT+EMPA ve HT+C21+EMPA gruplarinda hasarin azaldigi, bobrek
dokusunun histolojik olarak normale yaklastigi ve histopatolojik degisikliklerin
istatistiksel olarak anlamli derecede azaldigi tespit edildi (p<0.001). Castoldi ve
arkadaglar1 2014 yilinda yaptiklar1 calismada histolojik incelemelerde C21’in bobrek
dokusu iizerine olumlu etkilerini gozlemlemislerdir (105). Gembardt ve arkadaslar
2014 yilinda yaptiklart caligmada histolojik incelemelerde EMPA’nin diyabetik
nefropati belirtilerini azalttigin1 gézlemlemislerdir (106). Pandey ve arkadaslar1 2017
yilinda si¢anlar iizerinde yaptiklar1 ¢aligmada histolojik incelemelerde C21’in bobrek
hasarin1 azalttigini gozlemlemislerdir (107). Domon ve arkadaslar1 2021 yilinda
yaptiklart ¢aligmada histolojik incelemelerde EMPA’nin bobrek dokusu tizerine olumlu
etkilerini gdzlemlemislerdir (108). Williams ve arkadaglar1 2022 yilinda sicanlar
tizerinde yaptiklar1 ¢alismada EMPA nin glomeriiler hasar1 ve renal fibrozisi azalttigini
gozlemlemislerdir (109). Chen ve arkadaslar1 2023 yilinda yaptiklart c¢alismada
histolojik incelemelerde EMPA’nin  bobrek dokusu {izerine olumlu etkilerini
gozlemlemislerdir (110). Kadhim ve arkadaslarni 2023 yilinda yaptiklar1 caligmada
histolojik incelemelerde C21’in bobrek hasarini azalttigini gozlemlemislerdir (111).

Bobregin immiinohistokimyasal incelemesinde HT grubunda AT2 (+) tiibiil
yogunlugunun ve SGLT2 (+) hiicre sayisinin K grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel
olarak anlamli derecede arttig1 gozlendi (p<0.0001) (Sekil 4.24 ve 4.25). Bu durum HT
grubunda L-NAME’nin verdigi hasarin AT2 ve SGLT2 reseptdr upregiilasyonuna
neden oldugunun gostergesidir. Kaschina ve arkadaslar1 2017 yilinda yaptiklari

caligmada doku hasar1 bulunan sicanlarda AT2 upregiilasyonunu goézlemlemislerdir
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(100). Skrabic ve arkadaglart 2017 yilinda yaptiklar1 ¢aligmada diyabetin bdbreklere
verdigi hasar kaynakli SGLT2 upregiilasyonunu gézlemlemislerdir (112). HT grubunda
AT2 (+) tibil yogunlugunun HT+C21, HT+EMPA ve HT+C21+EMPA gruplariyla
karsilagtirildiginda ise aralarinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadigi tespit

edildi.
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6. SONUC VE ONERILER

HT grubu K grubu ile karsilagtirildiginda KBsistor degerlerinin artmasi, QRS
intervalinin uzamasi, kalbin biyokimyasal incelemesinde MDA, TOS ve OSI
degerlerinin artmasi, GSH, SOD, CAT, GPx ve TAS degerlerinin azalmasi, bébregin
biyokimyasal incelemesinde MDA, TOS ve OSI degetlerinin artmasi, GSH, SOD, CAT,
GPx ve TAS degerlerinin azalmasi, torasik aortun biyokimyasal incelemesinde MDA,
TOS ve OSI degerlerinin artmasi, GSH, SOD, CAT, GPx ve TAS degerlerinin azalmasi,
kalbin  histopatolojik  incelemesinde =~ hasar  skorunun  artmasi,  kalbin
immiinohistokimyasal incelemesinde AT2 (+) kardiyomiyosit yogunlugunun artmasi,
bobregin  histopatolojik  incelemesinde  hasar  skorunun artmasi, bobregin
immiinohistokimyasal incelemesinde AT2 (+) tiibiil yogunlugu ve SGLT2 (+) hiicre
sayisinin artmasi, torasik aortun histopatolojik incelemesinde dilatasyon ve elastik
lamellerde diizensizlik goriilmesi 4 hafta boyunca 40 mg/kg dozda i.p. olarak uygulanan
L-NAME’in siganlarda HT modelini olusturdugunu gdstermektedir.

HT+C21 grubu HT grubu ile karsilastirildiginda kalp agirliklarinin azalmasi,
KBsistor  degerlerinin  azalmasi, kalbin biyokimyasal incelemesinde SOD ve GPx
degerlerinin artmasi, bobregin biyokimyasal incelemesinde MDA ve OSI degerlerinin
azalmasi, TAS degerinin artmasi, torasik aortun biyokimyasal incelemesinde GSH,
SOD, CAT ve GPx degerlerinin artmasi, kalbin ve bobregin histopatolojik
incelemesinde hasar skorunun azalmasi ile C21’in HT iizerine olumlu etkilerinin oldugu
hemodinamik, biyokimyasal ve histolojik analizlerle goriilmiistiir.

HT+EMPA grubu HT grubu ile karsilastinldiginda kalbin biyokimyasal
incelemesinde MDA degerinin azalmasi, SOD, CAT ve GPx degerlerinin artmast,
bdbregin biyokimyasal incelemesinde MDA, TOS ve OSI degerlerinin azalmasi, GSH,
CAT, GPx ve TAS degerlerinin artmasi, torasik aortun biyokimyasal incelemesinde
GSH ve SOD degerlerinin artmasi, kalbin ve bdbregin histopatolojik incelemesinde
hasar skorunun azalmasi ile EMPA’nin HT iizerine olumlu etkilerinin oldugu
hemodinamik, biyokimyasal ve histolojik analizlerle goriilmiistiir.

HT+C21+EMPA grubu HT grubu ile karsilastirildiginda kalbin biyokimyasal
incelemesinde SOD, CAT ve GPx degerlerinin artmasi, bobregin biyokimyasal
incelemesinde MDA ve OSI degerlerinin azalmasi, GSH, SOD, CAT, GPx ve TAS

degerlerinin artmasi, torasik aortun biyokimyasal incelemesinde MDA degerinin
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azalmasi, GSH, SOD, CAT ve GPx degerlerinin artmasi, kalbin ve bdbregin
histopatolojik incelemesinde hasar skorunun azalmasi ile C21 ve EMPA’nin kombine
kullaniminin HT tiizerine olumlu etkilerinin oldugu hemodinamik, biyokimyasal ve
histolojik analizlerle goriilmiistiir.

HT+C21 grubu HT+EMPA ve HT+C21+EMPA grubu ile karsilastirildiginda
KBsistol degerlerinin azalmasi C21’in tek basina kan basinci iizerine daha etkili oldugunu
gostermektedir.

HT+EMPA grubu HT+C21 grubu ile karsilastirildiginda bobregin biyokimyasal
incelemesinde GSH degerinin artmasi C21’in EMPA’ya gore bobrek dokusunda GSH
degeri lizerine daha etkili oldugunu gostermektedir.

HT+C21+EMPA grubu HT+C21 grubu ile karsilastirildiginda kalbin
biyokimyasal incelemesinde GSH degerinin azalmasi, bdbregin biyokimyasal
incelemesinde GSH, SOD ve GPx degerlerinin artmasi, torasik aortun biyokimyasal
incelemesinde SOD ve CAT degerlerinin artmas1 C21’in kombine tedavide kalp tizerine
etkisinin azaldigin1 ancak tek basma kullanildiginda daha etkili oldugunu, EMPA’nin
C21’e gore bobrek ve torasik aort lizerine yararli etkilerinin daha fazla oldugunu
gostermektedir.

HT+C21+EMPA grubu HT+EMPA grubu ile karsilagtinldiginda kalbin
biyokimyasal incelemesinde GSH degerinin azalmasi, bdbregin biyokimyasal
incelemesinde SOD degerinin artmasi, torasik aortun biyokimyasal incelemesinde SOD
degerinin artmasi, EMPA’nin kombine tedavide kalp iizerine etkisinin azaldigini ancak
tek basma kullanildiginda daha etkili oldugunu, EMPA’nin C21 ile kombine
kullaninminin EMPA’nin tek basma kullanimina gore bobrek ve torasik aort iizerine
yararli etkilerinin daha fazla oldugunu gostermektedir.

Elde edilen bu veriler dogrultusunda C21 ve EMPA’nin tek tek ve kombine
etkilerine bakildiginda kalp, bdbrek ve damar dokusu iizerine gosterdigi olumlu
sonuglar, C21 ve EMPA’nin farkli siire ve dozlarda kullanimi ile HT profilaksi ve
tedavisinde olumlu sonuglar dogurabilecegini gostermektedir. Buradan hareketle

caligmamuz ileri caligmalarla desteklenebilme potansiyeline sahiptir.
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