T.C.
ESKISEHIR OSMANGAZI UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI

PULMONER ARTERIYAL HIPERTANSIYON TEDAVISINDE
KULLANILAN ILOPROST, BOSENTAN VE SILDENAFIL'IN
ETKILERINDE VASKULER ENDOTELYAL BUYUME
FAKTORLERININ ROLU

Dr. Semra YIGITASLAN

Tibbi Farmakoloji Anabilim Dal
TIPTA UZMANLIK TEZI

ESKISEHIR
2009






T.C.
ESKISEHIR OSMANGAZI UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI

PULMONER ARTERIYAL HIPERTANSIYON TEDAVISINDE
KULLANILAN ILOPROST, BOSENTAN VE SILDENAFIL'IN
ETKILERINDE VASKULER ENDOTELYAL BUYUME
FAKTORLERININ ROLU

Dr. Semra YIGITASLAN

Tibbi Farmakoloji Anabilim Dal
TIPTA UZMANLIK TEZI

TEZ DANISMANI
Dog. Dr. Basar SIRMAGUL

ESKISEHIR
2009



TEZ KABUL VE ONAY SAYFASI

T.C.
ESKISEHIR OSMANGAZI UNIVERSITESI
TIP FAKULTESIDEKANLIGINA,

Dr. Semra YiGITASLAN’ a ait “Pulmoner Arteriyal Hipertansiyon Tedavisinde
Kullanilan lloprost, Bosentan ve Sildenafil'in Etkilerinde Vaskuler Endoteliyal
Blylme Faktorlerinin RolU” baslikh c¢alisma jurimiz tarafindan Tibbi
Farmakoloji Anabilim Dali’nda Tipta Uzmanlik Tez olarak oy birligi ile kabul

edilmistir.
Tarih: 01/12/2009
Juri Bagkani Prof. Dr. Kevser EROL
Farmakoloji Anabilim Dali Bagkani
Uye Prof. Dr. M. ipek CINGI
Farmakoloji Anabilim Dali
Uye Doc. Dr. Basar SIRMAGUL

Farmakoloji Anabilim Dali

Eskisehir Osmangaz Universitesi Tip Fakiltesi Fakulte Kurulu'nun ................

Tarih ve ................ Sayili Karariyla onaylanmigtir.

Prof. Dr. Zibeyir KILIC
Dekan



TESEKKUR

Eskisehir Osmangaz Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Farmakoloji Anabilim
Dalinda yapmis oldugum uzmanlik egitimim boyunca bana bilgi ve tecrubeleri
ile desteklerini higbir zaman esirgemeyen sayin hocalarim Prof. Dr. Kevser
EROL’a, Prof. Dr. M. ipek CiINGiye, Dog¢. Dr. Fatma Sultan KILIC a, tez
danigmanim Dog. Dr. Basar SIRMAGUL'e, Yrd. Dog¢. Dr. Mahmut
OZDEMIR'e, Yrd. Dog. Dr. Engin YILDIRIM'a; tez istatistiklerimin
yapillmasinda yardimlarini ve degerli zamanini bagdislayan Ars. Goér. Ahmet
MUSMUL’a tesekkurlerimi sunarim. Tezimde kullandigim maddelerden
Bosentan't bana hediye eden Actelion ilag Ltd. St'ye ve sayin Marc
IGLARZ a tesekkur ederim.



OzZET

Yigitaslan, S. Pulmoner arteriyal hipertansiyon tedavisinde kullanilan
iloprost, Bosentan ve Sildenafilin etkilerinde vaskiiler endoteliyal
biiyime faktoriiniin rolii. Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip
Fakiiltesi Tibbi Farmakoloji Anabilim Dalh Tipta Uzmanhk Tezi,
Eskisehir, 2009. Pulmoner arteriyal hipertansiyon (PAH), pulmoner arter
basincinda artis ile karakterize ve eger tedavi edilmezse sag ventrikul
yetmezligine ve sonugta da Olume yol agabilen bir hastalktir. PAH
patogenezinde Onemli olan vaskuler remodeling gelisiminde buyume
faktorlerinin 6nemli rolU oldugu duisUnilmektedir. Calismamizda monokrotalin
(MCT) ile pulmoner hipertansiyon olusturulan sicanlarda iloprost, Bosentan
ve Sildenafil tedavileri sonrasinda serum ve pulmoner arter drneklerinde
vaskuler endoteliyal buyume faktori (VEGF) duzeylerindeki degisiklikler
incelenmistir. Sag ventrikll basinglari ve sag ventrikil/vicut agirhgi oranlari
kontrol gruplarina gore tedavisiz MCT gruplarinda anlamli derecede yuksek
gb6zlenmis; tedavili MCT gruplarinda ise tedavisiz MCT gruplarina goére
anlamli bir disUklik goézlenmigtir. Serum VEGF (sVEGF) ve pulmoner arter
VEGF duzeyleri (paVEGF); kontrol gruplarina gore tedavisiz MCT
gruplarinda anlamli derecede daha dusik bulunmustur. Tedavili MCT
gruplarinda ise sVEGF ve paVEGF duzeyleri tedavisiz MCT gruplarina gore,
loprost grubunda ise ayrica kontrol gruplarina gére de istatistiksel olarak
anlamli derecede vyuksek bulunmustur. Sonuc¢ olarak tedavisiz MCT
gruplarinda azalmis VEGF duzeyleri ve tedavili MCT gruplarinda artmis
VEGF duzeyleri sonuglarimiz; prognostik agcidan PH hemodinamisinin VEGF
duzeyini artrmaya yonelik tedavi segenekleri agisindan degerlendirilmesinin

uygun olacagini gostermektedir.

Anahtar kelimeler: sican, pulmoner hipertansiyon, monokrotalin, vaskuler
endoteliyal bayime faktorid, transforme edici blyime

faktoru-beta



ABSTRACT

Yigitaslan S. Role of vascular endothelial growth factor in effects of
lloprost, Bosentan and Sildenafil that are used in treatment of
pulmonary arterial hypertension. Eskisehir Osmangazi University
Faculty of Medicine, Medical Pharmacology Department, Medical
Speciality Thesis, Eskisehir, 2009. Pulmonary arterial hypertension (PAH)
is characterized by increased pulmonary artery pressure and causes right
ventricle failure and eventually death if left untreated. In vascular remodeling,
which is important in PAH pathogenesis, groth factors are thought to play a
key role. In our study, we investigated serum and pulmonary artery vascular
endothelial growth factor (VEGF) levels after treatment with lloprost,
Bosentan and Sildenafil in monocrotaline (MCT) induced pulmonary
hypertensive rats. Right ventricle pressures and right ventricle/body weight
ratios were significantly increased in non-treated MCT groups compared with
control groups and significantly decreased in treated MCT groups compared
with non-treated MCT groups. Serum VEGF (sVEGF) and pulmonary artery
VEGF levels (paVEGF) were found to be significantly decreased in non-
treated MCT groups compared with control groups. In treated MCT groups,
sVEGF and paVEGF levels were significantly icreased compared with non-
treated MCT groups and in lloprost group also compared with control groups.
In conclusion, our results, that was displaying decreased VEGF levels in non-
treated MCT groups and increassed VEGF levels in treated MCT groups,
indicates that evaluating PAH hemodynamics in regard to therapeutic

interventions intended for increasing VEGF levels seems to be acceptable.

Key words: rat, pulmonary hypertension, monocrotaline, vascular

endothelial growth factor, transforming growth factor-beta
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1. GiRIS

Pulmoner arteriyal hipertansiyon (PAH), sag ventrikll yetmezligine yol
acan pulmoner arter basinci artigi ile karakterize ilerleyici bir durumdur (1).
PAH gelisiminde ve ilerlemesinde rol alan birgok patolojik olay vardir. Bunlar
pulmoner vazokonstriksiyon (2), daha c¢ok kiglk arter ve arteriollerin
muskularizasyonu ile pulmoner vaskuler remodeling (3), inflamasyon,
endoteliyal hlcrelerin apoptozisi ve ardindan apoptozise direngli endoteliyal
bir fenotipin gelismesi (4), fibrozis ve in situ trombozdur (5-7). Pulmoner
vazodilatérler PAH icin énemli bir tedavidir. Bu ilaglar PAH’ da pulmoner arter
basincini  dlUsurlr, hemodinamik fonksiyonu duzeltir, akcigerlerde
ventilasyon/perfuzyon uyumunu duzenler ve fonksiyonel hayat kalitesini,
egzersiz intoleransini ve sag kalimi dizeltir (8). Ancak yapilan g¢aligmalarda
hastaligin gelismesinde ve ilerlemesinde vazokonstriksiyondan ziyade
vaskuler remodeling’in daha énemli oldugu gosterilmis ve pulmoner vaskuler
remodeling hedeflenerek yeni tedavi yaklagimlari gelistirilebilecegi oOne
surllmastir (9). Pulmoner vaskiler remodeling, damar her U¢ tabakasinda
da (adventisya, media ve intima) kalinlagsma ile karakterizedir. Bu kalinlagsma
her bir tabakada baskin olan hucre tipinde (yani fibroblastlar, diz kas
hicreleri ve endoteliyal hicreler) hipertrofiye (hicre blydmesi) ve
hiperplaziye (proliferasyon), bunun vyani sira ekstraselliler matriks
proteinlerinin (kollajen, elastin, fibronektin vb) depolanmasindaki artisa
bagldir (2, 9-13). Pulmoner vaskuler remodeling, mekanik gerilim ve shear
stres (kayma gerilimi) gibi fiziksel uyaranlara ve hipoksi, vazoaktif maddeler
[anjiotensin-ll, endotelin-I, serotonin (5-HT) wve serotonin tasiyicisi,
tromboksan A2 (TXAZ2) gibi), blyume faktorleri (transforme edici buyume
faktori-beta (TGF-B), vaskuler endoteliyal bayume faktort (VEGF), trombosit
kaynakli buyume faktora (PDGF) vb] gibi kimyasal uyaranlara cevap olarak
meydana gelir (2, 9). Yapilan arastirmalarda PAH gelisimi ve ilerlemesinde
duz kas ve endoteliyal hucre gogalmasinin ve yeni intimal olusumun dnemli
rol oynadigi gosterilmis olmasina ragmen PAH tedavisi icin bu hedeflere

yonelik stratejiler yeterince gelistiriimemistir (9, 14, 15). Su anda PAH



tedavisinde etkili olduklari gosterilen 3 ilag sinifi vardir: prostasiklinler,
endotelin reseptor antagonistleri ve fosfodiesteraz-5 (PDE-5) inhibitorleri (1,
8, 14, 16-18).

Prostasiklinler arasidonik asidin bir metabolitidir ve damar endotel
tarafindan endojen olarak udretilir (17). Damar diz kasinda prostasiklinler
solubl adenilat siklazi uyarir ve adenozin trifosfati (ATP) siklik adenozin
monofosfata (CAMP) donusturir. Bundan sonra protein kinazlar hucre igi
kalsiyum duzeyinde cAMP-bagmli bir dugsUse araciik ederler ve
vazodilatasyona yol agarlar (8, 19). Prostasiklinler bu vazodilator etkilerinin
yani sira antiproliferatif, anti-inflamatuar ve anti-trombositik etki de godsterir
(14, 20). inhale bir prostasiklin analogu olan iloprostun PAH hastalarinda
egzersiz kapasitesini, hemodinamik degiskenleri ve New York Kalp
Birligi/Dinya Saglik Orgitd (NYHA/WHO) fonksiyonel sinifini dizelttigi
gosterilmistir (21).

Bosentan; PAH tedavisi igin FDA tarafindan onay almis, oral yolla
uygulanan nonspesifik bir endotelin tip A ve tip B reseptor antagonistidir (8).
Bosentan'in PAH hastalarinda kardiyopulmoner hemodinamik degiskenleri,
NYHA/WHO fonksiyonel sinifini, egzersiz kapasitesini ve klinik prognozu
olumlu yonde etkiledigi gosterilmistir (21, 22).

Sildenafil, siklik guanozin monofosfat (cGMP) ykimina yol acgan
fosfodiesteraz enzimini inhibe eder, nitrik oksit (NO)-bagmli vazodilatasyonu
gUclendirir ve PAHda gbzlenen hemodinamik anormallikleri duzeltir (8, 14,
17, 18). Bircok randomize caligmada sildenafil kullanimi ile hemodinamik
degiskenlerde, fonksiyonel sinifta ve 6 dakikalkk ylurime testinde duzelmeler
g6zlenmistir (23, 24).

Vaskuler endoteliyal buyume faktoru (VEGF), akcigerlerde yuksek
duzeylerde eksprese edilir ve endoteliyal hicreler i¢in ana buyume
faktoraddr. Ayrica PAH da godzlenen pleksiform lezyonlardan da yuUksek
oranda eksprese edilmektedir (2). VEGF ligandinin ana reseptori olan
VEGFR-2'nin tirozin kinaza baglanmasi1 eNOS ekspresyonunu ve prostasiklin
uretimini artirmaktadir (25). Yenidodan sicanlarda VEGFR-2 blokaji, sag

ventrikll hipertrofisi ile birlikte pulmoner hipertansiyona yol agmistir (26).



VEGEF ile tedavi ductus arteriozus parsiyel ligasyonu olan fetal koyunlarda
pulmoner hipertansiyonun siddetini azaltmis (27) ve VEGF gen transferi de
sicanlarda monokrotalin ile olusturulan (28) veya immatir tavsanlarda
bleomisinile olusturulan (29) pulmoner hipertansiyonu hafifletmigtir.
Calismamizda, pulmoner hipertansiyon sirecinde VEGF dlzeyinde
gbzlenen degisikliklerin, pulmoner yataktaki etkilerinin ve PH tedavisinde
kullaniimakta olan Bosentan, Sildenafil ve iloprostun VEGF ile iligkilerinin
arastirlmasi1 amaglanmigtir.  Bunun icin monokrotalin ile pulmoner
hipertansiyon olusturulan sicanlarda sag ventrikil basinglari, sag ventrikdl
hipertrofisi ile serum ve pulmoner arter 6rneklerinde VEGF duzeyleri
degerlendirilmistir. PAH patogenezinde yer alan inflamasyonun da bu
tedavilerden ve VEGF duzeylerinden etkilenme durumunu degerlendirmek
amaclyla da serum ve pulmoner arter 6rneklerinde transforme edici blylime

faktori-beta (TGF-B) duzeyleri ¢caligiimistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Pulmoner Arteriyal Hipertansiyon Tanimi

Pulmoner arteriyal hipertansiyon (PAH), tedavi edilmezse sag ventrikil
yetmezligine ve 6lume yol agabilen, pulmoner arteriyal basingta (PAB) artis
ile karakterize ilerleyici bir hastaliktir (1, 3, 21). Hemodinamik olarak ise
ortalama PAB’In istirahatte 25 mm Hg veya egzersiz ile 30 mm Hg Uzerinde,
pulmoner kapiller wedge veya sol ventrikller diyastol-sonu basincin 15 mm
Hg altinda ve pulmoner damar direncinin 3 Wood Unite Uzerinde olmasi
seklinde tanimlanir (1, 7, 21, 30).

Pulmoner dolagsim duslUk basingli, yuksek akimli bir sistemdir ve
normalde perfiize olmayan damarlarin agilma kapasitesi yuksektir. Bu
nedenle pulmoner arterlerin duvarlari, disuk transmural basinglarina uygun
olarak vendz yapidadir (10). PAH, pulmoner damar direncinde ilerleyici bir
artisa yol agan damar daralmasi ile karakterize kiguk pulmoner arterlerin bir
hastaligidir. Bu sag ventrikul art-yukinun artmasi sonucunda sag ventrikul
yetmezigi meydana gelir (10, 21). Bu hastalikta gozlenen damar direnci
artisina vazokonstriksiyon, damar proliferasyonu (remodeling) ve trombozis
katkida bulunmaktadir (6, 9, 31, 32). Ancak su anda PAH patogenezinde en
belirgin 6zelligin vaskuler remodeling nedeniyle pulmoner arteriyal
obstruksiyon ve dolayisiyla da pulmoner vazokonstriksiyon oldugu kabul
edilmektedir (9). Pulmoner vaskuler remodelling gelisimi damar duvarinin
tim tabakalarini igerir ve pulmoner arteriyal duvar kompartmani igerisinde
hicresel heterojenite bulunmasi ile daha da karmasik bir hale gelmektedir
(9). Endoteliyal hucreler, diz kas hucreleri, fibroblastlar ve trombositlerin
hepsi PAH gelisiminde énemli rollere sahiptir (10, 33). Ayrica vazokonstriktor
ve vazodilator faktorler, proliferasyonu uyarici ve baskilayici faktorler,
koagulan ve antikoagulan maddeler, inflamatuar hicreler ve farkli vazoaktif
maddeler de bu hastaligin gelisiminde rol alir (10, 33).

PAH tedavisinde siklikla kullanilan farmakolojik ajanlar kalsiyum kanal
blokorleri, prostanoidler, endotelin antagonistleri ve fosfodiesteraz tip 5
inhibitorleridir. Bu ajanlarin hepsinin pulmoner vazodilator etkisi ve kalsiyum

kanal blokdrleri hari¢ antiproliferatif 6zellikleri bulunmaktadir (1).



2.2. Pulmoner Arteriyal Hipertansiyon Siniflandirmasi

PAH, eskiden belirlenebilir nedenler veya risk faktdrleri bulunup
bulunmamasina goére primer pulmoner hipertansiyon (PPH) ve sekonder
pulmoner hipertansiyon olarak siniflandirimaktaydi. 1998'de Fransa,
Evianda Diinya Saglik Orgiti (DSO) tarafindan diizenlenen Pulmoner
Hipertansiyon Il. Dinya Sempozyumu'nda pulmoner hipertansiyon icin klinik
bir siniflandirma 6ne surulmustur. Bu siniflandirmanin amaci, patofizyolojik
mekanizmalar, klinik tablo ve tedavi secenekleri agisindan benzer ozellikler
tasiyan kategoriler olusturmakti. 2003’te yine DSO tarafindan Venedik'te
dizenlenen Pulmoner Hipertansiyon Dinya Sempozyumunda Evian
Siniflandirmasr’ ndaki genel yapi korunup ufak degisiklikler yapilarak daha
kapsamli ve kolay anlagilir Venedik siniflandirmasi éne surdlmastar (21, 30,
31).

Pulmoner Hipertansiyonun Siniflandiriimasi (Venedik 2003) (21, 30,
31)

1. Pulmoner arteriyal hipertansiyon (PAH)

1.1. idiyopatik PAH

1.2. Ailesel PAH

1.3. Diger hastalklar ile iligkili PAH

1.3.1. Kollajen vaskuler hastaliklar

1.3.2. Konjenital sistemik-pulmoner santlar

1.3.3. Portal hipertansiyon

1.3.4. HIV infeksiyonu

1.3.5. llaglar ve toksinler

1.3.6. Digerleri (Tiroid hastaliklari, glikojen depo hastaligi, Gaucher
hastaligi, herediter hemorajik telenjektazi, hemoglobinopatiler,
myeloproliferatif hastaliklar, sple nektomi)

1.4. Ciddi vendz veya kapiller tutulum ile iligkili PAH

1.4.1. Pulmoner veno-okluziv hastalik

1.4.2. Pulmoner kapiller hemanjiyomatozis

1.5. Yenidoganlarin persistan pulmoner hipertansiyonu

2. Sol kalp hastaligi ile birlikte pulmoner hipertansiyon



2.1. Sol tarafli atriyal veya ventrikller kalp hastaligi

2.2. Sol tarafl valvular kalp hastahigi

3. Akciger hastaliklari ve/veya hipoksemi ile iligkili PH

3.1. Kronik obstruktif akciger hastaligi (KOAH)

3.2. interstisyel akciger hastalklar

3.3. Uyku apnesi

3.4. Alveoler hipoventilasyon bozukluklari

3.5. Uzun sureli yuksek rakima maruziyet

3.6. Gelisimsel anormallikler

4. Kronik trombotik veya embolik hastalik sonucu gelisen PAH

4.1. Proksimal pulmoner arterlerin tromboembolik obstruksiyonu

4.2. Distal pulmoner arterlerin tromboembolik obstriksiyonu

4.3. Trombotik olmayan pulmoner embolizm (timdr, parazitler,
yabanci cisimler)

5. Digerleri (sarkoidoz, histiyositozis X, lenfanjiomatozis, pulmoner
damarlara basi)

PAH, pulmoner hipertansiyonun bir alt grubudur ve ortalama PAB’In
istirahatte 25 mm Hg ve egzersizle 30 mm Hg Uzerinde olmasi, normal bir
pulmoner kapiller wedge basinci ve/veya sol ventrikil diyastol-sonu basinci
ve pulmoner arteriyole yerlesen bir lezyon bulunmasi olarak tanimlanir (31).

Pulmoner venoz hipertansiyon (PVH), ortalama PAB’in istirahatte 25
mm Hg ve egzersizle 30 mm Hg Uzerinde olmasi, yuksek bir pulmoner
kapiller wedge basinci ve/veya sol ventrikul diyastol-sonu basinci bulunmasi
olarak tanimlanir. Nedenleri sistolik ve diastolik kalp yetmezIligi ve ayrica sol-
tarafli valvller kalp hastaligidir (31).

Solunum sistemi veya hipoksemi ile iliskili pulmoner hipertansiyon,
pulmoner arteriyal kanin yetersiz oksijenizasyonu nedeniyle gelisen
kategoridir ve parenkimal akciger hastaliklarina (amfizem, intertisyel akciger
hastalig1 gibi), nefes kontrolinin bozulmasina (obezte hipoventilasyonu,
obstruktif uyku apnesi gibi) veya yiksek rakimda yasama gibi nedenlere
bagli olabilir. Kural olarak, ortalama PAB daha ilimli seyreder (35 mm Hg
altinda) (31).



Kronik trombotik veya embolik hastaliga bagli pulmoner hipertansiyon
dislanmasi gereken 6nemli bir kategoridir, ¢inkd ana pulmoner arterlerde
bulunan proksimal yerlesimli bir pihti pulmoner endarterektomi ile cerrahi
olarak duzeltilebilir (31).

Aminoreks, deksfenfluramin ve fenfluramin iceren istah kesici ilaglari
kullanan kigilerde PAH gelisme riski yiksektir (34, 35). Bu riskin anoreksik
ajanlarin uzun sdudreli kullanimi ile arttigi ve hatta U¢ aydan daha fazla

kullanimlarda riskin 30 kata kadar artabilecegi bildirilmistir (34).

2.3. Pulmoner Hipertansiyon Epidemiyolojisi Ve Risk Faktorleri

Pulmoner hipertansiyonun genel populasyondaki sikliginin milyonda
1-2 vaka oldugu (36) ve 2-3 kat olmak Uzere erkeklere gére kadinlarda daha
sk gozlendigi bildirilmistir. Hastalik herhangi bir yasta ortaya ¢ikabilir, ama
tani srasinda ortalama yas 36.4 olarak bulunmustur. Etnik bir farkhlik
gozlenmemistir (37).

Birgok farkli risk faktéri PAH gelisimine yatkinlik yaratabilir. PAH ile
iligkili oldugu gosterilen bu risk faktorleri; istah kesici ilaglarin kullanimi (34,
35), insan immun yetmezlik virist (HIV) infeksiyonu, portal hipertansiyonlu
siroz, bag doku hastalklari, konjenital sistemik-pulmoner santlar, tiroid

hastalikklari ve hemoglobinopatilerdir (38).

2.4. Pulmoner Hipertansiyon Patolojisi

Pulmoner arter normalde pulmoner damar yataginin yuksek-akimli,
dUsuk-basingli bir dolagsim olmasini sagdlayacak sekilde az sayida kas lifine
sahiptir. PAH'da damarlarin patolojik yapisi 6zgun ve tanisal degildir ve diz
kas hipertrofisi, intimal hiperplazi, fibrinoid dejenerasyon ve in situ tromboz
g6zlenir (6, 36). Arterit ve tipik pleksiform lezyonlar gibi daha karmasik
lezyonlar da gorulebilir (36).

Pleksiform lezyonlar PAH'da klasik patolojik bulgudur ve fokal medial
hasar, intimal proliferasyon ve anevrizmal dilatasyondan ibarettir (39).

PAH, G¢ farkli patolojik tipe sahiptir: pleksojenik arteriyopati, trombotik

arteriyopati ve veno-okluziv hastalik (36).



2.5. Pulmoner Hipertansiyon Patogenezi

PAH gelisiminde ve hastaligin ilerlemesinde rol alan bazi patolojik
olaylar vardir. Bunlar pulmoner vazokonstriksiyon (2), pulmoner damarlarda
remodeling (3), inflamasyon, endoteliyal hicrelerin apoptozisi ve ardindan
apoptozise-direncli endoteliyal bir fenotipin olusmasi, fibrozis ve in situ
trombozdur (4-7). Ancak PAH patogenezinde en énemli 6zelligin remodeling
ve damar proliferasyonu nedeniyle pulmoner arteriyal obstruksiyon oldugu
kabul edilmektedir. Pulmoner vaskuler remodelling, damar duvarinin her Ug
tabakasini da igerir ve pulmoner arteriyal duvar kompartmaninda hucresel

heterojenite bulunmaktadir (40).

2.6. Genetik Faktorler

Ailesel PAH da yapilan genetik calismalarda transforme edici blyume
faktori (TGF)-B/kemik morfojenik proteini (BMP) slperailesinin bir reseptori
olan kemik morfojenik proteini tip Il reseptorinde (BMPR-Il) heterozigot
germline mutasyonlari goértilmustur (41, 42). BMPR-II genindeki mutasyonun
idiyopatik PAH gelisiminde 6nemli olan BMPR-2 reseptorunde fonksiyonel bir
yetersizlige yol actigi dusunutlmektedir (33). BMPR-2’yi kodlayan gendeki
germline mutasyonlar ailesel PAH vakalarinin %70’den fazlasinda ve
idiyopatik PAH vakalarinin %26’ya kadarinda bulunmaktadir (41). Soyagaci
analizlerinde otozomal dominant bir kalitim gozlenmigtir, ama penetrans
dUsuktir, ¢unkl genetik tasiyicilarin sadece %10-20’sinde klinikk PAH
gelismektedir (42).

2.7. Pulmoner Hipertansiyonun Hiicresel Mekanizmalari

2.7.1. Endotel Disfonksiyonu Ve Pulmoner Vazokonstriksiyon

Saglam bir damar endoteli normal fizyolojik kosullar altinda diz kas
hdcreleri fenotipinin ve kan damari yapisinin korunmasinda ¢ok énemli bir
role sahiptir (33). Hipoksi, mekanik hasarlar, inflamasyon, ilaglar ve toksinler
gibi bazi uyaranlar endotel hucre yapisini, fonksiyonunu ve metabolizmasini
bozar (10, 33). Endotel hasari, kendisinin bariyer fonksiyonunu ve diz kas
hlcreleri ile baglantisini bozar, ayrica vazokonstriksiyona, duz kas hucre

proliferasyonuna ve pihtilagsma bozukluklarina yol acar (33).



Pulmoner vazokonstriksiyonun pulmoner hipertansif slrecin erken
gérulen bilesenlerinden biri oldugu dusunulmektedir (10). Asiri derecede
vazokonstriksiyonun potasyum kanallarinin anormal fonksiyonuna ve endotel
disfonksiyonuna bagli oldugu one suralmustar (21, 40). Endotel
disfonksiyonu; nitrik oksit (NO) ve prostasiklin gibi vazodilatdrlerin yetersiz
salinmasina ve serotonin (5-HT) ve endotelin (ET)-1 gibi vazokonstriktorlerin
fazla salinmasina yol acar. Normal sartlar altinda vazodilatorler ve
vazokonstriktorler arasinda bulunan bu dengenin bozulmasi da hem damar

tonusunu bozar, hem de vaskuler remodeling’e dnculuk eder (6, 10, 32).

2.7.2. Vaskuler Remodeling

Pulmoner vaskuler remodeling, PAH In temel patolojik bulgusudur ve
damar duvarinin her U¢ tabakasinda (adventisya, media ve intima)
kalinlagma ile karakterizedir (9, 33). Bu kalinlagsma, her bir tabakadaki baskin
hacre tipinde (fibroblastlar, duz kas hucreleri ve endoteliyal hucreler)
hipertrofi ve/veya hiperplaziye ve ayrica ekstrasellller matriks bilesenlerinin
(kollajen, elastin ve fibronektin) depolanmasinda artiga bagldir (9, 12).

PAH’da duz kas hicrelerinin normalde hareketsiz olan media tabakasi
proliferatif bir hale gelir ve diz kas hicreleri ¢cogalip buylyerek media
hipertrofisine yol acar. Ayrica normal kosullar altinda farklilasma
gOstermeyen duz kas dncu hucreleri yeni duz kas hucrelerine donusur ve
buna neomuskularizasyon denir (9, 10, 12, 33).

Ozellikle de PAH olmak lizere bazi PH tiplerinde goriilen dnemli bir
Ozellik pleksiform lezyon olarak adlandirilan kompleks bir damar yapisinin
g6zlenmesidir (9, 11). Pleksiform lezyonlar genelde kug¢uk pulmoner arter
dallarinda, ana arterinden ayriima yerinde gorulir. Pleksiform lezyonlar,
asellller bir matriks igcine gomulu atipik endoteliyal hicreler ve myofibroblast
gibi cogalan hucrelerce ayrilan kapiller-benzeri kanallar agi igeren genislemis
bir keseden ibarettir (43). Yine bazi PH tiplerinde gorulen diger bir anormallik
ise internal elastik laminanin luminal tarafinda yerlesmis olan duz kas
hicreleri ve ekstrasellller matriksten olusan neointimal lezyonlardir (9, 10).

Pulmoner vaskuler remodeling; mekanik gerilme, kayma gerilimi,

hipoksi, vazoaktif maddeler ve gesitli bliylme faktorleri gibi bazi uyaranlara



cevap olarak meydana gelir (9, 33). Olusan bu remodelingin bazi fizyolojik
sonuglari vardir. Birincisi muskuler arterlerin mediasinda diuz kas artisi ve
distal arterlerin neomuskularizasyonu; vazokonstriktor ajanlar ve hipoksi gibi
uyaranlara karsi duvar geriminde asiri bir artisa yol acgar (9). kincisi medial
kalinlasma ve intimal proliferasyon; pulmoner arter Iimeninin daralmasina yol
acgar (44). Bu da pulmoner damar direncinde ve pulmoner arter basincinda
artisa yol acar. Uclincls(i media ve adventisyada kollajen depolanmasi; arter
uyuncunda azalmaya yol acarak kardiyak outputtaki artiglarin
sogurulamamasina ve sag ventrikul basincinin artmasina yol agar (45). Son
olarak da remodeling; pulmoner vazodilatorlerin pulmoner damar direncini

dUsurme yetenegini azaltir (9).

2.7.3. inflamasyon

inflamatuar mekanizmalar bazi PH tiplerinde énemli role sahip gibi
gorunmektedir. Bazi idiyopatik PAH hastalarinda anti-nukleer antikor (ANA),
interldkin (IL)-1 ve IL-6 gibi inflamatuar hlcre faktorlerinin dizeyleri ylksek
bulunmustur (33). Ayrica sistemik lupus’a bagli bazi PH vakalarinda
immunosupresif tedavi ile iyilesme gbézlenmesi de bu hasta grubunda

inflamasyonun 6nemini vurgulamaktadir (10, 33).

2.7.4. Fibrozis

Kan damarlarinin dig tabakasinda bulunan fibroblastlarin
proliferasyonu, bag dokuda anormal birikimler ve ekstraselliler matriks
degisiklikleri remodeling’in édnemli bilesenlerindendir (10, 33). Ozellikle de
hipoksi modellerinde pulmoner hipertansif uyarana karsi prolifere olmak ve
matriks proteinlerini sentezlemek igin ilk aktive olan hicre fibroblastlardir
(46). Adventisyal fibroblastlarin mediaya ve daha sonra da intimaya gog¢inu
saglayan bu surecte rol alan matriks metalloproteinazlarinin (MMP2 ve

MMP9) upregulasyonu oldugunu gdsteren bulgular vardir (10, 33).

2.7.5. Trombozis
Trombotik lezyonlar ve trombosit disfonksiyonu PAH patogenezinde
onemlidir. Endotel hasari, trombositlerin aktivasyonuna ve aglutinasyonuna

yol acar (33). Trombomodulin ve fibrinoliz sistemlerindeki anormallik



pulmoner arterde in situ trombozu uyarr (10, 32, 47). Koagulasyondaki
rolinun yani sira trombositler, pulmoner vazokonstriksiyon ve remodeling’de
rol alan tromboksan A2 (TXA2), trombosit aktive edici faktér (PAF), serotonin,
trombosit kokenli buyume faktoru (PDGF), transforme edici buyime faktoru
(TGF)-B ve vaskuler endoteliyal bayume faktért (VEGF) gibi maddeleri de
depolar ve salgilar (10, 33).

2.8. Pulmoner Hipertansiyonun Molekiiler Mekanizmalar

2.8.1. Nitrik Oksit

Nitrik oksit (NO), biyolojik sivilarda kisa bir yari-Omre sahip bir serbest
radikaldir (48). NO, gucli bir pulmoner arteriyal vazodilatér ve ayrica
trombosit aktivatori ve damar diz kas proliferasyonunun inhibitéridur (2,
13). NO, oksijenden ve L-arjinin'den hepsi de akcigerde eksprese edilen U¢
NO sentaz (NOS) ailesi araciligiyla sentezlenir (48, 49). NOS izoformlari
NOS1  (ndronal/nNOS), NOS2 (indUklenebiliriNOS) ve  NOS3
(endoteliyal/leNOS)dur. eNOS, tum vicutta damar endotel hicrelerinde
eksprese edilir ve pulmoner dolagimdaki NO sentezinin ana kaynagidir (49).
NO, endoteliyal hucrelerde sentezlendikten sonra damar duz kas
hicrelerinde hedefi olan ¢6zinlr guanilat siklazi aktive eder. Bu klasik NO
yolaginda ¢Ozunur guanilat siklaz aktivasyonu, siklik guanozin monofosfat
(cGMP) Uretimini artirr, bu da vazodilatasyona yol agan cGMP-bagmli
protein kinazi aktive eder (48, 49).

PAH patogenezinde en O&6nemli faktdrlerden birinin  NO
biyoyararlaniminin azalmasi oldugu dusunulmektedir. Ancak bunun
endoteliyal disfonksiyonun nedeni mi yoksa sonucu mu oldugu kesin olarak
bilinmemektedir. NO sentezini ve NO biyoyararlanimini etkileyen bazi
faktorler vardir (60). NOS fonksiyonunda onemli olan bir faktor substrat ve
ko-faktdrlerin mevcudiyetidir. L-arjinin'den NO sentezi, bazi arjinin analoglari
tarafindan farmakolojik olarak inhibe edilebilir. Bu inhibitorlerden ikisi NG-
mono-metil-L-arjinin (L-NMMA) ve asimetrik dimetilarjinindir (51). Bunun yani
sira  NOS icin 6nemli bir ko-faktor olan tetrahidrobiyopterin (BH4)

biyoyararlaniminin azalmasi, superoksit duzeyinin artmasi ve NOS



stabilitesinde rol alan is1 sok proteini 90’in farmakolojik inhibisyonu gibi
faktorler de NOS biyoyararlaniminin azalmasina yol agar (50).

PAH hastalarinin pulmoner damarlarinda gdsterilen disik eNOS
duzeyleri vazokonstriksiyonda rol alabilecegini gostermektedir (52). Bu
bulguya uygun olarak genetik olarak eNOS eksikligi bulunan bir kemirgen
modelinde yabani tip kontrollere gore diger endojen uyaranlara cevap olarak
PH gelisme yatkinhginin daha fazla oldugu goézlenmigtir (53). Diger bir
calismada ise inhalasyon yoluyla uygulanan NO, yavru sicanlarda bir VEGF
reseptor inhibitort ile neonatal tedavi sonrasinda PH'u hafifletmis ve akciger
patolojisini duzeltmistir (54). PAH tedavisinde, fosfodiesteraz tip 5 ile siklik
guanozin monofosfat yikiminin inhibisyonu ile NO-bagimli, siklik guanozin
monofosfat (cGMP) aracili pulmoner vazodilatasyonu guglendirmek amaciyla
sildenafil kullaniimaktadir (8, 14, 16, 17).

PH tedavisinde inhalasyonla uygulanan NO olduk¢a efkili
bulunmustur, ama kullanimindaki teknik zorluklar ve toksik etki potansiyeli

kullanimini kisitlamaktadir (48).

2.8.2. Prostasiklinler Ve Tromboksan A2

Prostasiklin (PGlk), damar endotelinde siklooksijenaz enzimi ile
arasidonik asitten Uretilen endojen eikozanoittir. Damar diz kas hucrelerinde
prostasiklinler ¢oézinlr adenilat siklazi uyarir ve adenozin trifosfati siklik
adenozin monofosfata (CAMP) donusturur. Ardindan protein kinazlar hicre igi
kalsiyum dlzeyinde cAMP’ye bagli bir duslse aracilik ederler ve
vazodilatasyon gergeklesir (10, 13, 14, 19, 20, 55). Bu vazodilator etkisinin
yani sira PGl, damar duz kasi hucrelerinin proliferasyonunu inhibe eder ve
trombosit agregasyonunu azaltir (2, 10, 13, 14, 20, 33, 56). Yine arasidonik
asitten trombositler iginde tromboksan sentazdan sentezlenen tromboksan
A2 (TXA2) ise PGk'nin aksine vazokonstriksiyona ve trombosit
agregasyonuna yol acar (33, 47, 57).

Kronik PH'da PGk sentezi azalirken fizyolojik antagonisti olan TXA2
sentezi artar (57). Ayrica primer PH hastalarinin akcigerlerinde prostasiklin
sentaz ekspresyonunun azaldigi gosterilmistir (55). Yine PH hastalarinda

yapilan idrar analizlerinde PGk yikim Urdni olan 6-keto-prostaglandin-F1-



alfa duzeylerinin azaldigi, bunun yani sira TXA2 metaboliti olan TXB2
dizeylerinin arttigi1 gosterilmigtir (57). PGL ve TXA2 arasindaki dengenin
TXA2 lehine degismesi vazokonstriksiyona, proliferasyona, trombozise ve
inflamasyona yol agar ve PH geligsiminde ve ilerlemesinde onemli rolt vardir
(58).

Endojen PGl eksikligi, PAH patogenezinde 6nemli bir role sahip
oldugundan PGL ve tilrevierinin tedavide kullanimina dair birgok klinik
calisma yapilmis ve PAH hastalarinda hemodinamik degiskenleri, klinik

durumu ve sag kalimiolumlu etkiledigi gozlenmigtir (19).

2.8.3. Endotelin-1

Endotelin-1 (ET-1), endotelin dénustiricli enzim tarafindan prepro-
ET-1'den sentezlenen 21 amino asitli bir peptiddir ve upregllasyonu, duz kas
vazokonstriksiyonuna ve hipertrofisine ve ayrica fibrozis ve inflamasyona
katkida bulunur (59, 60). ETA ve ETg olmak Uzere iki farkli guanin nukleotid-
baglayici (G) proteine baglanan reseptort vardir. Bu iki reseptérin yerlesim
yerleri ve endotelin peptidleri baglama affiniteleri degisiktir (13, 60, 61). ETa
reseptorleri esasen damar diz kas hicrelerinde  bulunur  ve
vazokonstriksiyonu uyarir. Bu vazokonstriktér cevap, G-proteine bagli
fosfolipaz C aktivasyonu araciliiyla 1,4,5-inositol trifosfat olusumu ve
ardindan hucre ic¢i depolardan kalsiyum iyonu serbestlesmesi ile meydana
gelmektedir (13, 40, 59, 62). ETg reseptorleri ise esasen endoteliyal
hicrelerde bulunur ve NO ve PGl Uretimini artirmak yoluyla vazodilatasyona
ve antiproliferatif etkilere yol agar (60-62). Fizyolojik kosullar altinda ETg
reseptorl vazodilator cevaba aracilik etmektedir, ama PAH gibi patolojik
kosullar altinda vazokonstriksiyonu ve damar diz kasi proliferasyonunu
uyarir (62). Sonu¢ olarak hem ETa hem de ETg reseptorleri, endotelinlerin
fibrozis, vazokonstriksiyon, inflamasyon ve duz kas proliferasyonu
cevaplarina aracilik etmektedir (13, 59, 60).

PAH hastalarinda plazma ET-1 duzeylerinin ylksek oldugu ve ET-1
duzeyleri ile pulmoner damar direnci arasinda bir korelasyon bulundugu

gOsterilmistir (63). Ayrica nonselektif ETas reseptor inhibitdorl olan Bosentan



ile tedavinin PAH hastalarinda hemodinamikleri, klinik durumu ve sag kalimi

dizeltmesi de patogenezde ET ninroline g1k tutmaktadir (22, 64).

2.8.4. Serotonin

Serotonin (5-Hidroksitriptamin/5-HT), mide-barsak kanali
enterokromafin hlcreleri ve pulmoner néroepitelial cisimler tarafindan Uretilir
ve trombositlerde depolanir (10). 5-HT, pulmoner vazokonstriksiyon ve diz
kas hicrelerinde proliferasyona yol agar (65). PAH patogenezinde 5-HT nin
roli oldugu 6ne sirilmistir (65). Oncelikle PAH hastalarinda plazma 5-HT
duzeyi yuksek bulunmustur (66). 1960’11 yillarda ise anoreksijen bir ajan olan
aminoreks ile PAH arasinda bir baglanti oldugu saptanmistir. Aminoreks
trombosit 5-HT salinmasini uyarmakta ve monoamin oksidaz enzimini inhibe
ederek 5-HT metabolizmasini baskilamakta ve bdylece plazma 5-HT
dizeylerini arttirmaktadir (10, 13, 34, 35, 65). Daha sonradan fenfluramin
turevlerinin de PAH gelisme riskini artirdigi gosterilmigtir (10, 13, 65). Ayrica
sicanlarda 5-HT tedavisi hipoksinin pulmoner arteriyal basing ve remodeling

uzerine etkilerini guglendirmektedir (10).

2.8.5. Vazoaktif intestinal Peptid

Vazoaktif intestinal peptid (VIP) eksikligi de patogenezde rol alabilir.
VIP pulmoner bir vazodilatér, damar duz kas hucreleri proliferasyonunun
inhibitéri ve trombosit agregasyonu inhibitérididr (13). PAH hastalarinin
serum ve akciger dokularinda VIP konsantrasyonlari disuk bulunurken
inhale VIP tedavisi ile bu hastalarda hemodinamik degiskenlerde ve klinik

durumda iyilegmeler gozle nmistir (67).

2.8.6. Potasyum Kanallari

Voltaj-kapil potasyum kanallari (Kv) da PAH patogenezinde énemilidir.
Kv kanallari hipoksiye cevap olarak pulmoner arteriyal agactaki direngli
damarlarin  diz kaslarinda inhibe olur ve hipoksik pulmoner
vazokonstriksiyona yol agar (10, 12, 13, 33). Anoreksijen ajanlar aminoreks
ve fenfluramin Kv kanallarinin dogrudan inhibisyonuna da yol acabilir (68). Kv

yolaklarinin guglendirilmesi pulmoner vazodilatasyon yapacak ve pulmoner



remodelingin gerilemesini saglayacaktir. Dikloroasetat ve sildenafil, bu

potasyum kanallarinin ekspresyonunu ve fonksiyonunu artirabilir (10).

2.9. Pulmoner Hipertansiyonun Bulgular

Pulmoner hipertansiyon genelde nonspesifik semptomlarla bulgu verir
ve bunlari genelde sk gorllen diger pulmoner ve kardiyak hastalkklarin
semptomlarindan ayirt etmek zordur (21, 69, 70). Bu nedenle PAH tanisi
genelde gecikmektedir. ilk semptomlar halsizlik, egzersizle ilerleyici dispne,
carpinti, gégus agrisi, bas donmesi, senkop ve Oksuruktar (1, 6, 21, 36, 38,
69). PAH ilerledikge hastalarda juguler vendz distansiyon, sag ventrikiler
kabarklik, trikUspit regurjitasyonu, sag ventrikller gallop, asit ve periferik
0dem gibi sag kalp yetmezigi semptomlari ve bulgulari gelisir (6, 21, 70).

DSO, pulmoner hipertansiyonu fonksiyonel kapasitesine gore
siniflandirmigtir (31). Bu siniflandirmaya goére:

SINIF-I: PH’ u olan, ancak fiziksel aktivitesi sinirlanmayan hastalar bu
sinifta yer alir. GUnlUk fiziksel aktivitede artan dispne, bitkinlik, gégus agrisi
ya da senkop gelisimi yoktur.

SINIF-1I: PH u olan, fiziksel aktivitesi hafif kisitlanmis hastalar bu
sinifta yer alir. Hastalar, istirahatta rahattir. Gunltk fiziksel aktivitede artan
dispne, bitkinlik, go6gUs agrisi1 ya da senkop meydana gelir.

SINIF-1Il: PH’ u olan, fiziksel aktivitesi ciddi ol¢lide kisitlanan hastalar
bu sinifta yer alir. Hastalar istirahatta rahattir. Gunluk fiziksel aktiviteden
daha azi bile dispne, bitkinlik, gogus agrisi ya da senkop gelisimine neden
olur.

SINIF-IV: PH u olan ve hi¢ bir fiziksel aktiviteyi gerceklestiremeyen
hastalar bu sinifta yer alir. Sag kalp yetmezIligi bulgulari gorGlir. Dispne ve
bitkinlik istirahatta dahi gorulir. Rahatsizlik herhangi bir fiziksel aktiviteyle

artar.

2.10. Pulmoner Hipertansiyon Tedavisi
Su anda PAH icin kesin bir tedavi bulunmamaktadir, ama spesifik
molekller mekanizmalari hedefleyen bazi tedaviler vardir ve hem medikal

hem de cerrahi tedavi agisindan bircok ilerleme kaydedilmistir (21, 36). PAH



tedavisinde kullanilmakta olan farmakolojik ajanlar kalsiyum kanal blokorleri
(KKB), prostanoidler, endotelin antagonistleri ve fosfodiesteraz tip-5 (PDE-5)
inhibitorleridir. Bu ilaglarin hepsinin pulmoner vazodilator etkisi ve KKB harig
antiproliferatif etkileri vardir (1). PAH hastalarinda fiziksel aktivite kisitlanmali
ve PHu kotllestirebilecek vazoaktif dekonjestanlar, B-blokorler ve non-
steroid antiinflamatuar ilaglar gibi ajanlardan kaginmak gerekir (36). Gebelik
ve dogum, bu hastalarda kardiyovaskuler sistem Uzerindeki yUka artirip
mortalite riskine yol agacagindan gebelik kontrendikedir ve etkin dogum
kontrol yontemleri kullaniimalidir, ancak Ostrojen igeren oral kontraseptifler
venoz tromboembolizm riski tagidigindan kullanilmamahdir (21, 36).

Tedavi segenekleri son yillarda oldukga ilerleme kaydetmis olmakla
birlikte hala daha sadece hastalarin semptomlarini hafifletmeye ve sag
kalimlarini uzatmaya yoneliktir. Kullanilacak tedaviyi belirleyen, PAH
etyolojisi ve siddetidir (21). Fonksiyonel sinifi Il ve lll olan hastalarda oral
tedavi kullanilirken, fonksiyonel sinifi IV olan hastalarda tercih edilen

intraven0z epoprostenoldur (71).

2.10.1. Diuretikler

Karaciger konjesyonu, asit ve periferik 6dem gibi sag ventrikil
yetmezigine bagh volum yuklenmesi bulgu ve semptomlarini kontrol altina
almak icin kivrim dilretikleri ve potasyum tutucu aldosteron inhibitorleri
kullanilabilir (16, 17, 70). Ancak hizli ve asir1 didrezis sistemik hipotansiyona

ve bobrek yetmezligine yol agabileceginden dikkatli olunmalidir (70).

2.10.2. Oksijen Tedavisi

Hipoksi guglu bir pulmoner vazokonstriktor oldugundan saptanmasi ve
duzeltiimesi 6nem tagimaktadir. Hipoksemisi olan tum PAH hastalarinda hem
istirahatte hem de egzersizde oksijen saturasyonunu %90’ in Uzerinde tutmak

icin oksijen tedavisi verilmesi 6 nerilmektedir (16, 70, 71).

2.10.3. Digoksin
Sag ventrikll yetmezligi olan PAH hastalarinda digoksin, kardiyak
outputta orta derecede bir artigla birlikte dolagsimdaki noradrenalin

duzeylerinde 6nemli bir dusus saglamistir (72), ancak uzun-sureli kullanimina



dair prospektif, randomize kontrolli calismalar bulunmadigindan sag kalp
yetmezliginin tedavisinde kullanimi kisithdir.

Bunun yani sira ileri evre sag kalp yetmeZiginde atriyal flutter veya
baska atrial disritmiler siklikla gorulebildiginden kalp hizini kontrol etmek igin
digoksin kullanilabilir (17, 70).

2.10.4. Antikoagulasyon

PAH hastalarinda aktivite duzeylerinin duglk olmasi, kan akiminin
yavas olmasi, sag kalp bosluklarinin genislemis olmasi ve bazen de PAH
ilaglarinin  uygulanmasi i¢in  bir santral kateter yerlestirildiginden
tromboembolik komplikasyon riski yiksektir. Zayif hemodinamik durumlari ve
kisith kardiyopulmoner rezervleri, bu hastalari kiguk bir tromboembolizmden
dolay! bile 6lum riskine sokmaktadir (16). Bu yuzden PAH hastalarinda
herhangi bir kontrendikasyon yoksa kronik antikoagulasyonun standart tedavi
rejiminde bulunmasi Onerilmektedir (16, 21). Antikoagulasyon, PAH
hastalarinda siklikla distal pulmoner arteriyal dolasimda gozlenen in situ
tromboza yatkinligi1 da azaltir (16, 70).

Prospektif, randomize kontrolli ¢alismalar bulunmamasina ragmen
PAH hastalarinda kronik antikoagulasyon tedavisinin sag kalimi uzattigina
dair bazi calismalar vardir (73, 74).

2.10.5. Kalsiyum Kanal Blokorleri

Kalsiyum kanal blokorleri (KKB), duz kas hucrelerine kalsiyum
iyonlarinin girigini inhibe ederek gevsemeye ve vazodilatasyona yol agar (8).
Kateterizasyon laboratuarinda intraven6z epoprostenol, adenozin veya inhale
NO gibi kisa-etkili ajanlarla yapilacak akut vazoreaktivite testi, uzun-sureli
KKB tedavisinden fayda gorebilecek hastalari belirleyebilir (21).
Vazoreaktivite testinin pozitif olmasi, normal bir kardiyak output ile birlikte
ortalama PAB’da en azindan 10 mm Hg bir disUs olmasi ve bu degerin 40
mm Hg altina inmesi olarak tanimlanir (21, 71). Ancak yapilan galigmalarda
PAH hastalarinin sadece az bir kisminin uzun-sireli oral KKB tedavisinden

fayda goérdugu gézlenmistir (71, 75).



KKB tedavisi verilen hastalar hipotansiyon, sag ventrikdl
fonksiyonunda kotulesme ve hipoksemi gibi sistemik vazodilator yan etkiler
agisindan yakin takip edilmelidir (8). Negatif inotropik etkilerinden 6turi

verapamil kullanilmamalidir (71).

2.10.6. Prostasiklinler

Prostasiklin (PGlk), damar endotelinde uretilen bir arasidonik asit
metabolitidir (70). PGL; cAMP duzeylerini artirarak etki eden guglu bir
vazodilatér olmakla birlikte antiproliferatif ve antiagregan etkiye sahiptir ve
dolagimdaki yari 6mru 6 dakikadan kisadir (1, 14, 70). Kronik intravenoz (IV)
epoprostenol, kronik subkutandz treprostinil, inhale iloprost ve oral beroprost
PAH tedavisinde kullanilan ana prostasiklinlerdir (21).

Kisa etki sureli bir PGL analogu olan epoprostenoliin ambulatuar
hastalarda IV inflizyon ile PAH tedavisinde kullanimi FDA tarafindan
onaylanmistir (8, 16). idiyopatik PAH'da IV epoprostenol tedavisi, 6 dakikallk
yurime testi ile de@erlendirilen egzersiz kapasitesini, kardiyopulmoner
hemodinamik degiskenleri ve sag kalim sdaresini iyilegtirmigtir (1, 76). Yari
omrunin kisa olmasi, periferik venler Gzerine irritan etkili olmasi ve inflzyon
kesintiye ugrarsa rebound kotulesme gorulebilecedi igin epoprostenol santral
bir kateterden uygulanmayi gerektirir (1, 16, 70). En sk gézlenen yan etkiler
cene agrisi, flushing, bas agrisi, diyare ve artraljilerdir. Bu yan etkilerin cogu
doza bagmlidir ve doz azaltiimasina veya konservatif dnlemlere cevap verir.
Bu hastalar ayrica enfeksiyon ve trombozis gibi kateterle iliskili
komplikasyonlar acgisindan risk altindadir (16, 70). Epoprostenol
sklerodermaya bagli PAH ve idiyopatik PAH olan NYHA sinif 1l ve V
hastalarda kullanim i¢in FDA tarafindan onay almis olsa da genelde oral
tedavilere cevap vermeyen ilerlemis hastaliga sahip hastalarda kullanim igin
saklanmaktadir (70).

Treprostinil, 3 saatlik bir yar1 6mre sahip stabil bir PGl analogudur ve
subkutan veya IV yolla uygulanabilir (8, 14, 16, 70). PAH hastalarinda
subkutan inflze edilen treprostinilin 6 dakikalk yurime testinde ve
hemodinamik dediskenlerde plaseboya gbre daha iyi bir iyilesme sagladigi

gOsterilmistir (77). Yan etkileri epoprostenole benzer ve bunun yani sira



inflizyon bolgesinde gorilen adri, kullanimini sinirlayan en 6nemli yan etkidir.
Treprostinil NYHA sinif I, 1l ve IV hastalarda PAH tedavisi igin FDA
tarafindan onay almistir (21, 70, 71).

lloprost, yari émri 20-25 dakika olan stabil bir PGk analogudur (14,
70). lloprostun IV kullanimi mimkin olmakla birlikte bu ila¢c daha ¢ok
inhalasyon yoluyla kullanim olanadi acisindan dikkat cekmektedir (16, 70).
Yapilan c¢alismalarin ¢ogunda inhale iloprostun PAH hastalarinda
hemodinamik degiskenleri, egzersiz kapasitesini ve sag kalim suresini olumlu
etkiledigi gosterilmistir (56, 78). Yan etkileri 6ksuruk, flushing, bas agrisi ve
senkop olarak bildirilmistir (78). Kisa etki slresi nedeniyle inhale iloprost
kullanimi gunde her biri 5-10 dakika suren 6 ile 9 arasi inhalasyon
gerektirmektedir (16, 19-21, 56). inhale iloprost Avrupa’da NYHA sinif Il PAH
hastalarinda kullanim onayina sahiptir ve ayrica FDA tarafindan NYHA sinif
lll ve IV hastalarda kullanim i¢in de yakin zamanda onay almigtir (14, 19, 20,
70, 71). inhale iloprost, IV epoprostenol kullanimina bir alternatif sunabilir,
cunkU klinik etkinlik agisindan IV epoprostenole gore ustundur, ayrica ¢ok az
sistemik yan etkiyle birlikte gucli ve selektif bir pulmoner vazodilatasyon
saglar ve kateter komplikasyonu riski yoktur (19).

Beraprost, oral yolla uygulanabilen tek PGl analogudur ve su anda
Japonya’da kullanim lisansina sahiptir (14). Beraprost uygulandiktan sonra
hizla absorbe olur, pik konsantrasyonuna 30 dakika icinde ulasir ve
eliminasyon yari 6mri 35-40 dakikadir (14, 17, 18, 20).

2.10.7. Endotelin Reseptor Antagonistleri

Pulmoner damar yapisinda yerlesimleri ve fonksiyonlari birbirinden
farkli olan iki endotelin reseptéru vardir. ET-A ve ET-B reseptorlerinin her
ikisinin birden bloke edilmesinin, selektif ET-A reseptor blokajina gore daha
iyi olup olmadigi tartigmali bir konudur, c¢uUnkU ET-B reseptorlerinin
vazodilator ve klerens fonksiyonlarinin surdurdlmesi amaciyla selektif ET-A
reseptor antagonizmasinin PAH tedavisinde daha fazla fayda saglayabilecegi
One sulrulmektedir (14, 16, 70). PAH tedavisinde kullanim agisindan
degerlendirilen mevcut endotelin reseptor antagonistleri (ERA), selektif etkili

olmayan bosentan ve selektif etkili sitaxsentan ve ambrisentandir.



Bosentan, oral yolla etkili, ginde iki kez alinan bir dual endotelin-
reseptor antagonistidir ve hem ET-A hem de ET-B reseptor aktivitesini bloke
eder. Bosentan'in PAH hastalarinda kardiyopulmoner hemodinamik
degiskenleri, egzersiz kapasitesini ve Kklinik kotulesme suresini olumlu
etkiledigi gosterilmistir. Ancak bazi hastalarda asemptomatik, doza-bagimli
karaciger aminotransferaz artiglari gdozlenmistir (22, 79). Diger potansiyel yan
etkileri ise anemi, 6dem, teratojenite, erkek infertilitesi ve testikiler atrofidir
(21, 70). Bosentan, NYHA sinif lll ve IV hastalarda kullanim icin FDA onayina
sahiptir (21,70, 71).

Ambrisentan ve sitaxsentan ET-A reseptorlerini selektif olarak bloke
eden ajanlardir ve pilot calismalarda PAH hastalarinda egzersiz kapasitesini

ve hemodinamikleri duzelttikleri gosterilmistir (21).

2.10.8. Fosfodiesteraz inhibitorleri

Fosfodiesterazlar cGMP ve cAMP inaktivasyonuna yol acan
enzimlerdir. Damar duz kas hucrelerinde cGMP ve cAMP yikimini 6nlemek
icin PDE inhibitorlerinin kullaniimasi hem NO hem de PGL’'nin vazodilator
etkisini uzatir ve guglendirir. PDE inhibitorleri cGMP yikimini énler, NO-
bagimli vazodilatasyonu gucglendirir ve PAHda gozlenen hemodinamik
anormallikleri duzeltir (8, 14, 17, 18).

PDE-5 inhibitori olan sildenafil ilk basta erektil disfonksiyon tedavisi
icin gelistirilmis olmakla birlikte bazi ¢alismalarda PAH igin etkili bir tedavi
oldugu gosterilmistir (1, 8, 21, 70, 71, 23). Hayvan ¢alismalarinda sildenafilin
gaz degisimini ve sistemik arteriyal basinci etkilemeden sag kalp hipertrofisini
ve PH gelisimini 6nledigi gosterilmistir (80, 81). Birgok randomize c¢aligmada
sildenafil kullanimi ile hemodinamik degiskenlerde, fonksiyonel sinifta ve 6
dakikalkk yurume testinde duzelmeler gozlenmistir (23, 24). Sildenafil i
tolere edilebilir bir ilag gibi gorinmektedir ve en sk bildirilen yan etkisi bag
agrisidir. Diger yan etkileri ise dispepsi, sinus konjesyonu, epistaksis ve sirt
agrisidir (16). Sildenafil su anda PAH tedavisinde kullanim i¢in FDA onayina
sahiptir (21, 70).

Erektil disfonksiyon tedavisinde kullanilan diger PDE-5 inhibitorleri

olan verdanafil ve taladafil, PAH hastalarinda sildenafil ile karsilastiriimistir.



Etkisi en hizli baslayan verdanafil olmus, ama sildenafil ve taladafilde
gb6zlenen pulmoner selektiviteye sahip bulunmamistir. En uzun sdreli
pulmoner vazodilatasyon olusturan ise taladafil olmus. Ancak sildenafilin

aksine verdanafil ve taladafil arteriyal oksijenizasyonu dizeltmemigtir (82).

2.10.9. Kombine Tedaviler

Farkli etki ~mekanizmalarina sahip pulmoner vazodilatorler
bulundugundan PAH'da ¢oklu patofizyolojik mekanizmalari hedeflemek igin
kombinasyon tedavilerinin kullanimi oldukga cazip gorunmektedir.
Kombinasyon tedavisi eszamanli baslanan tedaviler seklinde veya daha
onceden baslanmis bir tedaviye ikinci veya Uc¢lncu ilacin eklenmesi seklinde
olabilir (8). Kombinasyon tedavisi sag kalp yetmezligi bulgusu olan, 6
dakikallk yurume mesafesi 380 m altinda olan ve tek bir ilagla tedavi
sirasinda persistan fonksiyonel sinif lll veya IV semptomlari olan hastalara

onerilmektedir (1).

2.10.10. Cerrahi Tedavi

PAH tedavisi icin cesitli cerrahi tedavi secenekleri gelistirimistir ve
bunlarin en dnemlileri atriyal septostomi, pulmoner endarterektomi ve akciger
transplantasyonudur (21).

Atriyal septostomi ile kardiyak outputu artiran, sistemik oksijen
tasinmasini guglendiren, art-yukU azaltan ve sag ventrikil yetmezligini
dizelten sagdan-sola bir sant olusturulur. Atriyal septostomi daha gok palyatif
bir c6zum olarak gorulmektedir (21, 70).

Pulmoner endarterektomi, kronik tromboembolik PH hastalarinda
fonksiyonel bozulmanin derecesine, PAB sgiddetine ve lezyonun
ulasilabilirligine gore karar verilerek uygulanir. Bu girisim basarili oldugunda
hastalarda kesin tedavi saglar, ama operatif mortalite riski de gbz ardi
edilmemelidir (21).

Konvansiyonel tedaviye cevap vermeyen hastalarda akciger
transplantasyonu disundlmelidir. PAH hastalarinda su anda yapilmakta olan
transplantasyon proseddurleri tek akciger, bilateral akciger ve kalp-akciger

transplantasyonudur (21, 70).



2.10.11. Gelecekteki Tedavi Se¢enekleri

Pulmoner anjiogeneziste araci roline sahip baska maddeler de PAH
patogenezinde rol alabilir ve bu nedenle de gelecekteki tedavi hedeflerini
olusturabilirler. Bunlar vazoaktif intestinal peptid (VIP), trombosit-kokenli
bayime faktéra (PDGF), serotonin (5-HT) reseptorleri ve tasiyicisi, Rho
kinaz inhibitorleri, adrenomediillin ve anjiopoetindir (1, 14, 70). Statinlerin de
preklinik ¢galismalarda PAH hastalarinda umut verici sonuglara sahip oldugu

gOsterilmistir (14).

2.11. Pulmoner Hipertansiyon Modelleri

Cesiti PH hayvan modelleri bulunmaktadir ve bunlardan en sk
kullanilanlari monokrotalin (MCT) enjeksiyonu ve hipoksidir. Bu hayvan
modelleri, PH patofizyolojisini ve sag ventrikiler hipertrofi gibi sekellerini
karakterize etmenin yani sira yeni terapotik stratejilerin denenmesi icin de
kullaniimaktadir (83).

Bitkisel kaynakli bir pirolizidin alkaloidi olan MCT, tek bir subkutan
veya intraperitoneal enjeksiyon sonrasinda progresif PH indUksiyonu yapar
(83). MCT uygulanan siganlarda pulmoner damar inflamasyonu gelistigi
bilinmektedir (84). MCT enjeksiyonu yapay bir model olsa da pulmoner
arterlerin disfonksiyonuna bagli gelisen olaylari oldukga iyi taklit etmektedir
(83).

Alveolar oksijen basincinin 70 mm Hg altina dusurilmesi ile
olusturulan kronik hipoksi gugli pulmoner arteriyal vazokonstriksiyona yol
acar. Hipoksik pulmoner vazokonstriksiyonun mekanizmasi
kesinlegtirilememistir.  Ama  kisa  sdreli  hipoksi akut  pulmoner
vazokonstriksiyona yol acarken uzun sureli hipoksi pulmoner arterlerin distal
dallarinda remodeling’e neden olur (83).

Ductus arteriosus ligasyonu, deneysel olarak, fetal koyunlarda
yenidoganlarin persistan PH'unu olusturmak igin kullanilan bir yontemdir ve
intrauterin PAB artisi, sag ventrikll hipertrofisi ve dogum sirasinda pulmoner
direncteki normal dUsugin gézlenmemesi ile sonuglanir (83).

Sephadex mikrotoplari ile  tekrarlayan  mikroembolizasyonlar

kopeklerde kronik PH olusturur. Bu yontemde yuksek pulmoner damar



direncine yol acan pulmoner damarlarda mekanik tkanma ve
vazokonstriksiyondur (83).

PH hayvan cgalismalarinda genetik modifiye edilmis hayvanlar da
kullaniimaktadir. Bunlardan BMPR-II-defektli farelerde sadece hafif bir PH
fenotipi elde edilmistir ve bu fare modelinin insan PH unu tam olarak taklit
edemeyecedi dusunllmektedir. Serotonin ve tasiyicisini genetik olarak
icermeyen farelerin PH hayvan modellerinde kullanimi ile ilgili caligmalar ise

devam etmektedir (83).

2.12. Pulmoner Hipertansiyon Ve Buyiime Faktorleri

PHda gdzlenen endoteliyal hasar, hlicre proliferasyonu ve apoptozisi
etkilemenin yani sira endotelden buyime faktdrleri ve vazoaktif ajanlarin
salinmasini da etkiler (10). Plasenta kokenli buyime faktori (PDGF) (85),
epidermal buyume faktori (EGF) (86) ve vaskiler endoteliyal blyime faktori
(VEGF) (87) gibi bazi buyume faktorlerinin pulmoner arter vaskuler
hicrelerinin anormal proliferasyonunda ve migrasyonunda 6nemli oldugu
belirtiimistir. Bu blyume faktorleri duz kas hucreleri, fibroblastlar ve
endoteliyal hdcreler igin gugli mitojenik ve kemoatraktan dzelliklere sahiptir
ve apoptozise direng saglarlar (88).

VEGF baz fizyolojik olaylarda rol aldigi akcigerlerde yuksek
dizeylerde bulunur. Pulmoner VEGF Uretiminin ana kaynaklari tip |l
pnomositler ve aktive alveolar makrofajlardir (89). VEGF akcigerde
anjiogeneziste ve endoteliyal htcre farklilasmasinin dizenlenmesinde 6nemli
rollere sahiptir (10, 13, 90-92). insan VEGF geni 6p21.3 kromozomu
uzerindedir ve VEGF gen ailesinin VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D,
VEGF-E ve plasental bluyume faktori (PGF) olmak Uzere cesitli Uyeleri
vardir. VEGF ailesinin en ¢ok calisilan molekllu olan VEGF-A, VEGF olarak
aniimaktadir (92). VEGF’nin biyolojik aktivitesi spesifik reseptorleri araciigi
ile olur. Tirozin kinaz reseptor ailesine ait Ug farkli reseptord bulunmaktadir:
VEGFR-1/FIt-1, VEGFR-2/FIk-1 (KDR) ve VEGFR-3 (Flt-4) (10, 90, 91).
VEGF-A, sadece VEGFR-1 ve VEGFR-2 reseptorlerine baglanrr. Bu
reseptorler spesifik damar yatagina ve hastalik durumuna gére VEGF’nin
biyolojik etkilerini pozitif veya negatif olarak etkiler (25, 90). VEGF mRNA ve



VEGF proteini akcigerde bolca bulunur, oysa spesifik VEGF reseptorleri KDR
ve Flt sadece endoteliyal hicrelerde bulunur (12). VEGF; endoteliyal hicre
fonksiyonlarini  etkilemekte ve NO ve PGl, sentezini uyararak
vazodilatasyona yol agmaktadir (25).

VEGF gen ekspresyonu hipoksi, buyume faktorleri, sitokinler ve diger
ekstraselliler molekdlller tarafindan dizenlenir (91, 93). VEGF Uretimini
uyarabilen buyume faktorleri epidermal blyime faktort (EGF), transforme
edici buyume faktort B (TGF-B), keratinosit blyume faktort (KGF) ve instlin
benzeri buyume faktoradur (IGF) (93). Sitokinlerden interlokin (IL)-1a ve IL-6
VEGF ekspresyonunu arttirirken IL-10 ve IL-13 azaltir (92).

VEGF, pulmoner damar endoteliyal hicrelerin viabilitesinde ¢ok
onemlidir (94). Bazi caligmalarda VEGF’nin PH patogenezinde dnemli bir rolt
oldugu 6ne surlltrken, diger calismalarda VEGF ' nin muhtemelen endoteliyal
hicreleri hasardan ve apoptozisten koruyarak PH gelisiminden korumada
onemli oldugu belirtilmistir (25, 90, 91, 95). VEGF ve reseptorleri Fit-1 ve Flk-
1, pleksiform lezyonlarda eksprese edilir ve anjiogenezsi uyararak PH
patogenezinde rol alabilir (96). Bunun aksine Flk-1 araciliiyla etki gosteren
VEGF’nin koruyucu bir roli oldugunu ve endoteliyal hiicre 61lUumUunu 6nledigini
bildiren calismalar da vardir.

VEGF damar endotelinden NO salinmasini uyarmakta ve bdlgesel
eNOS ekspresyonunu artirmaktadir (28). VEGF’ye bagli eNOS aktivasyonu
vazodilatasyonun yani sira anjiogenezise ve vaskuler permeabilite artisina
da aracilk eder. Ayrica endoteliyal hicre apoptozisini inhibe eder ve
dolasimdaki endoteliyal progenitor hucrelerin mobilizasyonuna katilarak
endoteliyal hasarin tamirine yardimci olur (97, 98)

VEGF damar endotelinde PGIl; salinmasini artirir, PGlL de bir
feedback mekanizmasiyla VEGF ekspresyonunu artirir (25, 99, 100).

PH'da damar duz kas! hicrelerinin buyumesinde matriks proteinleri
dnemlidir. interferon-y, timér nekrotizan faktor (TNF) ve IL-1 gibi inflamatuar
sitokinler ekstraselliler matriks molekdllerinin yapimini inhibe ederken TGF-3
bu matriks molekullerinin olusumunu uyarir. Gugla bir inflamatuar bliyume

faktori olan TGF-B’ nin ekspresyonu pulmoner hipertansif damarlarda



yiksektir (10, 101). idiyopatik PH hastalarinin pulmoner arter diiz kas
hdcrelerinde TGF-B’nin normal hicrelerde gézlenen blyumeyi inhibe edici
etkisinin aksine hicre proliferasyonunu artirdigi bildirilmistir (102).

Pulmoner vaskiler remodelinge yol acan faktorlerden biri de
inflamasyondur. PH'da endoteliyal hicre proliferasyonu nedeniyle yapisal
degisiklige ugramis damarlarin etrafinda bulunan inflamatuar htcreler bu
hastaligin patogenezinde inflamatuar hucre kokenli sitokinlerin ve buyume
faktorlerinin roll olabilecedini gdstermektedir (39, 88). VEGF ve TGF-
pleksiform lezyonlarin etrafinda bulunan perivaskuler inflamatuar hucreler
Uzerinde sitokin benzeri etkilerde bulunurken (101, 103) inflamatuar
hicrelerin kendileri de VEGF ve TGF- Ureterek vaskuler remodelinge yol
acabilir (11). Yine TGF-B da VEGF uretimini artirmaktadir (103). Pleksiform
lezyonlar icinde ve etrafinda VEGF ve reseptorlerinin ekspresyonunun
artisindan pulmoner hipertansif akcigerlerde gozlenen TGF-B ekspresyonu
degisiklikleri dogrudan veya dolayli olarak etkili olabilir (96). PH'da TGF-'nin
rolind aydinlatmak Uzere yapilan bir galismada, MCT ile PH olusturulan
sicanlarda TGF-B reseptora tip 1 inhibitéri olan SD-208’'in PH gelisimini ve
pulmoner vaskuler remodellingi azalttigi gérdlmus ve TGF-f'nin MCT ile
olusturulan deneysel PH patogenezinde rol alabilecegi sonucuna varilmistir
(104)

Tudm bu bilgilerden yola ¢ikarak PH patogenezinde roli tam
aydinlatilamamis olan VEGF duzeylerinin siganlarda MCT ile olusturulan
deneysel PH modelinde nasil bir degisiklige ugrayacagini ve bu degisikligin
tedavide kullanilan ana ilaclar olan Bosentan, Sildenafil ve iloprost
uygulamalarindan nasil etkilenecegdini incelemeyi amacladik. Ayrica MCT ile
olusturulan PHda ana faktor olan inflamasyonun da etkilerini
deg@erlendirebilmek icin inflamatuar hicreler Gzerinde VEGEF ile birlikte etkili
oldugu belirtilen TGF-B duzeylerinin de PHdan ve tedaviden nasil

etkilendigini incelemek istedik.



3. GEREG VE YONTEM

3.1. Hayvanlar

Deneylerde vyaklagik 250-300 g agirhginda 56 adet yetigkin digi
Sprague-Dawley sigan kullanildi. Sicanlar 12 saat karanlk ve 12 saat
aydinlk donglsinde ve 241 °C sicaklkkta, iyi havalandirilan odalarda
barindirildi. Standart sican yemi ve ¢esme suyu ile serbest beslenmeleri
saglandi. Siganlar bir hafta sure ile laboratuar ortamina uyum igin bekletildi.
Tez calismasi suresince gergeklestirilen tim deneyler, Eskisehir Osmangazi
Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu'ndan 14.10.2008 tarih ve 76

karar numarasiyla onay alindiktan sonra yapild1.

3.2. Deneylerde Kullanilan Kimyasal Maddeler

Monokrotalin Sigma
Sildenafil Actavis
Bosentan Actelion
iloprost (llomedin®) Schering
Ketamin (Ketalar®) Pfizer

Ksilazin ICN Biomedicals
Tris HCI Amresco

NaCl Sigma

NaN3 Merck

Triton X-100 Acros Organics
CaCl, Sigma

Arap zamki A-Kim

3.3. Deneylerde Kullanilan Cihazlar

ELISA Okuyucu ThermoLab (Sekil 3.1A)

Hassas terazi Kern EW

Santrifuj Nive NF800OR

Homojenizator IKA-Werke

Veri Toplama Sistemi Biopac Systems MP150 (Sekil 3.1B)
Mikroskop Olympus S261 (Sekil 3.1C)

Osmotic mini-pump Alzet osmotic pump model 2ML2



Sekil 3.1. Deneylerde kullanilan cihazlar.



3.4. Deneylerde Kullanilan Cozeltiler Ve Konsantrasyonlari

Monokrotalin ¢dzeltisi: 1 N HCI' de ¢ozdurulip pH s11 N NaOH ile 7 4’
e ayarlandi.

Bosentan c¢ozeltisi: %5 oraninda hazirlanan ve 1 saat ultrasonik
banyoda karistirilan arap zamki solisyonu filtre kagidi ile stzilip 100 mg/4
ml konsantrasyonda bosentan eklendi. Homojenizator ile mikrosuspansiyon
elde edildi.

Lysis buffer: 50 mmol/l Tris HCI, %0.1 wt/v Triton X-100, 10 mmol/I
CaCly, 150 mmol/l NaCl ve 60 mmol/l NaNs; distile suda hazirlandi.

3.5. Deneylerde Kullanilan Kitler
VEGF ELISA Kkiti RayBio ELR-VEGF-001
TGF-beta ELISA Kiti Invitrogen KAC1688/KAC1689

3.6. Deneysel Pulmoner Hipertansiyon Modelinin Olusturulmasi

Deneysel PH modeli olugturmak igin siganlara i.p. yolla 60 mg/kg MCT
uygulandi. MCT uygulanan siganlarda 3 sonra PH gelismektedir (105, 106).

Deneylerde MCT ile PH olusturulan sicanlarda Bosentan, iloprost ve
Sildenafil'in tedavi edici etkilerinin VEGF ile iligkisini incelemek Uzere siganlar
her grupta 8 hayvan olmak tUzere 7 gruba ayrild1.

Grup 1 (K); herhangi bir islem uygulanmayan kontrol siganlar

Grup 2 (MCT21); MCT ile PH olusturulup tedavi edilmeyen ve 21 gin
sonra Olgumleri yapilan siganlar

Grup 3 (MCT42); MCT ile PH olusturulup tedavi edilmeyen ve 42 gun
sonra Olgumleri yapilan siganlar

Grup 4 (SF); MCT ile PH olusturulan ve 21 gln gavaj yoluyla serum
fizyolojik uygulanan sicanlar

Grup 5 (SLD); MCT ile PH olusturulan ve 21 gun sildenafil (50
mg/kg/gun, gavaj) ile tedavi edilen siganlar

Grup 6 (BOS); MCT ile PH olusturulan ve 21 gun bosentan (100
mg/kg/gun, gavaj) ile tedavi edilen siganlar

Grup 7 (ILO); MCT ile PH olusturulan ve 14 gun iloprost (5 ulL/saat,

subkutan inflzyon) ile tedavi edilen sicanlar



3.7. Deney Protokoli

3.7.1. iloprost infiizyonu

ILO grubundaki siganlara 60 mg/kg ketamin ve 5 mg/kg ksilazin ile
genel anestezi uygulandi. Uretici firmanin talimatlarina gore osmotik
pompalarin her biri steril sekilde iloprost ile dolduruldu. Bunun icin akim
moderatoru ile birlikte bog pompanin agirligi dlgulda. 2 ml iloprost, pompa ile
birlikte gelen 25 gauge kunt uglu enjektore ¢ekildi ve pompa dik tutularak Ust
taraftan solisyon yavasca dolduruldu. Solusyon disari tasinca enjektor
clkarildi ve fazla solusyon temizlendi. Akim moderatoru ayni delikten
yerlestirilerek yerine oturtuldu. Anestezi altindaki hayvanlarin scapula
kemikleri arasindaki deriye ufak bir insizyon yapildi. Subkutan bag doku iki
yana agllarak kigUk bir cep olusturularak akim moderatori insizyonun ters
tarafinda olacak sekilde pompa bu cebe yerlestirildi. Deri insizyonu 4/0 ipek
sutur ile kapatildi. Siganlarin uyanmasi sorunsuz oldu. 14 gunlik bekleme

suresi boyunca siganlara gunlik yara bakimi yapildi (Sekil 3.2).

3.7.2. Pulmoner Arter Basinglarinin Olgiimii

Siganlarda belirtilen surelerin bitiminde 60 mg/kg ketamin ve 5 mg/kg
ksilazin ile genel anestez uygulandi. Anestezinin devamliligi 15-20 dk’da bir,
parmak kistirma yanitlari veya iskelet kasi tonusu takibi ile kontrol edildi.

Genel anestezi altinda, sag 3-4. interkostal araliktan kint diseksiyonla
sag ventriklle ulasilarak ucunda 23 gauge enjektor ucu olan PE 50 kateteri
ile dogrudan sag ventriklle girildi (Sekil 3.3) ve basing kaydi alindi (Sekil 3.4
ve Sekil 3.5). Es zamanli 6lgulen karotis arter basinglari ile sag ventrikildeki
enjektdrin sol ventrikule ilerletiimesiyle elde edilen basing degerleri benzer
oldugundan degerlendirmeye karotis basinglari yerine sol ventrikul direkt
basing dlgim degerleri alindi. Bu degerlendirmede es zamanli sol ventrikdl
basinglari 90 mm Hg altinda olan degerler kullaniimad..

Basing dlcimu i¢in 21 gauge enjektor ile sag ventrikule girilerek 5-6 ml
kan 6rnegdi alindi ve kuru tupe aktarildi. Bu kanlarin 3000 rpm’ de 15 dakika
santriflj edilmesiyle elde edilen serum d&rnekleri -80 °C’ de sakland..

Ardindan siganlarin kalp ve akciger dokulari alinarak mikroskop altinda ana



pulmoner arter ve dallarinin yeri belirlendi. Arterlerin etrafindaki yag ve bag
dokulari, trakea, aorta ve pulmoner venler uzaklastiriidi. Ana pulmoner
arterden sol akcigere giden ilk pulmoner arter dalindan 4-5 mm’lik bir arter
ornegi alindi ve homojenize edilerek -80 °C’ de saklandi. Pulmoner arter
ornegi alindiktan sonra kalbin sad ventrikdll, septum ve sol ventriktlinden
ayrildi ve tartilarak agirhg kaydedildi (Sekil 3.6).

3.7.3. Pulmoner Arter Homojenatlarinin Hazirlanmasi

Pulmoner arter doku 6rnekleri, 10 g doku basina 500 pL Lysis buffer
ile dille edildi ve homojenizatorle 1000 devir/dk'da 1 dk mekanik olarak
homojenize edildi. Ornekler 5000 rpm’ de 30 dk santriflj edilerek
supernatanlar elde edildi.

3.7.4. VEGF Diizeylerinin Olgiimii

Kalibrasyon igin VEGF standart solusyonlarindan dilisyon ile 200, 80,
32, 12.8, 5.12, 2.05, 0.82 ve 0 pg/ml standartlar elde edildi. Serum ve
pulmoner arter homojenati drneklerinin her birinden 100 uL alinarak 2.5 saat
oda sicakliginda bekletildi. Yikama iglemi sonrasinda 100 pL biotinile antikor
eklenip 1 saat oda sicakliginda bekletildi. Yikama islemi tekrarlanarak 100 uL
Streptavidin soltsyonu eklendi ve 45 dk oda sicakhiginda bekletildi. Yikama
islemi sonrasinda 100 pL TMB substrat reaktifi eklenip 30 dk oda
sicakliginda ve karanlikta bekletilip 50 pL stop soltisyonu eklendi ve 450 nm’

de absorbans degerleri okundu.

3.7.5. TGF-B Diizeylerinin Olgiimii

Kalibrasyon igin TGF-B1 standart solisyonundan dilisyon ile 1000,
500, 250, 125, 62.5 ve 31.2 pg/ml standartlar elde edildi. Ekstraksiyon
solisyonu ile serum ornekleri 40 kat ve pulmoner arter homojenat ornekleri
2.2 kat dilUe edildikten sonra orneklerin her birinden 200 uL alinarak 50 uL
Biotin konjugati eklendi ve oda sicakliginda 3 saat bekletildi. Yikama islemi
sonrasinda 100 pL Streptavidin-HRP solusyonu eklendi ve 30 dk oda
sicakliginda bekletildi. Yikama islemi sonrasinda 100 pL stabilize kromojen
eklendi. 30 dk oda sicakliginda bekletilip 100 yL stop solusyonu eklendi ve

450 nm’ de absorbans degerleri okundu.



Sekil 3.2. iloprost inflizyonu igin osmotik pompanin yerlestirimesi.



Sekil 3.3. Pulmoner arter basinci élgimui.
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Sekil 3.4. Pulmoner arter basinci kayitlari.
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Sekil 3.6. Pulmoner arter 6rneklerinin alinmasi ve sag ventrikilin ayriimasi (PA:
pulmoner arter dallari; RV: sag ventrikul; LV: sol ventrikdl; Sp: septum).



3.8. istatistiksel Degerlendirme

TUm veri analizleri SPSS 15.0 ve SigmaStat 3.1 paket programlari ile
yapilmistir. Strekli nicel veriler; n, ortalama ve standart sapma olarak, nitel
veriler ise n ve oran olarak ifade edilmigtir. Bagimsiz gruplardan olusan ve
normal dagilim gdsteren surekli veri gruplari, One-Way ANOVA ile analiz
edilmis olup normal dagilim gostermeyen dediskenlerden olusan veri
gruplarina Kruskall Wallis testi uygulanmigtir. P<0.05 olasilik degerleri 6nemli

olarak kabul edilmistir. Veriler ortalama + standart hata olarak verilmistir.



4. BULGULAR

Bu calismada yedi grubun her birinde 8’er hayvan olmak Uzere toplam
56 disi Sprague-Dawley sigcan kullaniimigtir. MCT uygulamalari sonrasinda
ve tedavi slresince hayvanlarda herhangi bir komplikasyon veya o6lum
gelismemistir. Gruplara gore sicanlarda vicut agirhigi, kalp agirhigr ve sag

ventriktl agirhgi ortalama degerleri tablo 4.1’de yer almaktadr.

Tablo 4.1. Vucut, kalp ve sag ventrikul agirhigi ortalama degerleri.

Viicut agwrlig1 (g) | Kalp agwrlig1 (ng) | Sag ventrikiil agirligi (mg)

K 276.25+1.57 880.5+4.20 219+1.15

SF 272.5+4.53 879.75+11.72 219.25+1.37
MCT21 285+1.64 1000.5+3.83 341.875+1.57
MCT42 287.5+1.34 1001.25+6.06 342.625+1.32
SLD 275.625+1.75 882.75+4.61 221.125+£2.22
BOS 273.75+3.75 881.75+3.32 220.75+4.57
ILO 276.875+1.32 882.3754+3.36 221.625+3.29

Kontrol ve SF gruplarinda ve ayrica tedavili ve tedavisiz MCT
gruplarinda sag ventrikil basinci (SVB), sag ventrikal/vicut agirligr orani
(SVIVA), serum ve pulmoner arter orneklerinde VEGF ve TGF-B duzeyleri
(sVEGF, paVEGF, sTGF-B, paTGF-3) Tablo 4.2’dedir.

Tablo 4.2. Tum gruplarda degerlendiriimeye alinan parametreler.

SVB SV/VA sVEGF paVEGF sTGFB paTGF-B

(mmHg) (mg/g) (pg/ml) (pg/g) (pg/ml) (ps/sg)
Kontrol 16.88+0.09 | 0.79£0.01 | 112.2+1.9 | 119+1.2 7765.8+49.8 3710.7£127.5
SF 16.86+0.13 | 0.81£0.02 | 112.9+1.9 [ 1202+1.4 | 7718+32.4 3747+18.9
MCT21 57.9240.40 | 1.20£0.01 | 89.6+1.5 97.1+0.8 8988.7+£199.4 | 4245.7+55.1
MCT42 57.61£045 | 1.19+0.01 | 89.3%0.7 96.9+0.5 8764.9+96.8 4197+29
Sildenafil 26.84+0.17 | 0.80£0.01 | 131.3+1.8 | 141.9£1.9 | 7816.7+41.6 3838+21.5




Bosentan 26.91+0.13 0.81+0.01 135.7£2.9 145.9+1.7 7816.5+36.1 3817+28.3

iloprost 26.75+0.13 0.80+0.01 161.9+1.8 194.6+1.8 7815.7+£13.9 3813.2+38.8

4.1. Sag Ventrikul Basinglari

Kontrol gruplari ile karsilastirildiginda tedavisiz MCT gruplarinda
pulmoner arteriyal basinci yansitan sag ventrikul (SV) basinglar istatistiksel
olarak anlamli derecede artmistir. Tedavili MCT gruplarinda ise SV basinglari
tedavisiz MCT gruplarina gore anlamli derecede azalmis ve kontrol gruplari

degerlerine yaklasmakla birlikte kontrol gruplarina gére anlaml derecede
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yuksek kalmistir. Tedavi gruplari arasinda SV basinglari agisindan anlamli

bir fark g6zle nmemistir (Sekil 4.1).

Sekil 4.1. Sag ventrikll basinglari (n: 8).
(*) K ve SF’ den farkh (p<0.05)
(¥) MCT21 ve MCT42’ den farkli (p<0.05)



4.2. Sag Ventrikiil/Viicut Agirhigi Oranlari

Kontrol gruplarina goére tedavisiz MCT gruplarinda SV kitlesindeki
degisiklikleri yansitan SV/vicut agrhidi (VA) oranlari istatistiksel olarak
anlamli derecede artmisti. Tedavili MCT gruplarinda ise tedavisiz MCT
gruplarina oranla SV/VA oranlari anlamli derecede azalmistir. Her 3 tedavili

MCT grubu kendi arasinda anlamli bir fark gézlenmemistir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. Sag ventriktl/vicut agirhigi oranlari (n:8).
(*) K ve SF’ den farkl (p<0.001)
(¥) MCT21 ve MCT42’ den farkli (p<0.001)



4.3. Serum VEGF Duzeyleri

Serum oOrneklerinde Olgulen VEGF duzeyleri (sVEGF), kontrol
gruplarina goére tedavisiz MCT gruplarinda istatistiksel olarak anlamli
derecede azalmisti. SLD ve BOS gruplarindaki sVEGF duzeyleri, kontrol
gruplarina gore degil, ama tedavisiz MCT gruplarina gore istatistiksel olarak
anlaml bir artis sergilerken ILO grubundaki sVEGF dlzeyleri hem kontrol
gruplarina hem de tedavisiz MCT gruplarina gore anlamli derecede artmisti.

Her ¢ tedavi grubu arasinda ise sVEGF dlzeyi agisindan anlamli bir fark
yoktu (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. Serum VEGF duzeyleri (n:8).
(*) K ve SF’ den farkh (p<0.05)
(¥) MCT21 ve MCT42’ den farkli (p<0.05)



4.4. Pulmoner Arter VEGF Duzeyleri

Pulmoner arter homojenat oOrneklerinde Olglilen VEGF duzeyi
(paVEGF), kontrollere gore tedavisiz MCT gruplarinda anlamli derecede
daha duslUktl. SLD ve BOS gruplarindaki paVEGF dizeyleri hem kontrol
gruplarina hem de tedavisiz MCT gruplarina gére anlamli derecede yuksekti.
ILO grubunda ise paVEGF dlizeyi hem kontrol gruplarina hem de tedavisiz
MCT gruplarina gore anlamli derecede artmig olmanin yani sira SLD ve BOS

gruplarina gére anlamli yukseklik gdsteriyordu (Sekil 4 .4).
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Sekil 4.4. Pulmoner arter homojenatinda VEGF dizeyi (n:8).
(*) K ve SF’ den farkli (p<0.001)
(¥) MCT21 ve MCT42’ den farkli (p<0.001)
(L) SLD ve BOS’ dan farkh (p<0.001)



4.5. Serum TGF- Duzeyleri

Serum Orneklerinde olgculen TGF-B duzeyleri (sTGF), kontrol
gruplarina goére tedavisiz MCT gruplarinda anlamli derecede artmisti.
Tedavili MCT gruplarinda ise sTGF duzeyleri, her iki tedavisiz MCT grubuna
gére anlamli derecede dusmus ve kontrol gruplarindaki sTGF dizeylerine
yaklasmisti. Tedavili MCT gruplarinin arasinda sTGF dizeyleri agisindan
anlamli bir fark yoktu (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. Serum TGF-B dlzeyleri (n:8).
(*) K ve SF’ den farkh (p<0.05)
(¥) MCT21 ve MCT42’ den farkli (p<0.05)



4.6. Pulmoner Arter TGF-B Duzeyleri

Pulmoner arter homojenati Orneklerinde Olgilen TGF-B duzeyleri
(paTGF), kontrollere goére tedavisiz MCT gruplarinda anlamli derecede
artarken tedavili MCT gruplarinda tedavisiz MCT gruplarina gére anlamli
derecede azalmistl. Tedavili MCT gruplarindaki paTGF duzeyleri kendi

aralarinda ve kontrol gruplari ile anlamli bir fark gostermemistir. (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. Pulmoner arter homojenatlarinda TGF-8 duzeyleri (n:8).
(*) K ve SF’ den farkl (p<0.05)
(¥) MCT21 ve MCT42’den farklh (p<0.05)






4.7. Korelasyon Analizleri

Sag ventrikdl basinglari; tedavisiz ve tedavili MCT gruplarinda serum
ve pulmoner arter VEGF dlzeyleri ile dislk derecede negatif korelasyon
(srrasiyla r=-0.358 ve r=-0.358), serum ve pulmoner arter TGF-B duzeyleri
ile yUksek derecede pozitif korelasyon gostermistir (sirasiyla r= 0.723 ve r=
0.702). Tum gruplarda serum ve pulmoner arter VEGF dlizeyleri birbirleriyle
(r=0.938) ve serum ve pulmoner arter TGF-3 duzeyleri birbirleriyle (r= 0.730)
yuksek derecede pozitif korelasyon gostermistir. Serum ve pulmoner arter
VEGF duzeyleri; serum ve pulmoner arter TGF-B duzeyleri ile dugik
derecede negatif korelasyon gdstermistir (srrasiyla r= -0.508 ve r= -0.475).
Tablo 4.3'te

Ozetlenmistir. Bu korelasyonlarin grafik Gzerinde kargilastirmali gosterimleri

Tum gruplarda yapilan korelasyon analizlerin sonuglari

sekil 4.7 - 410 arasinda yer almaktadir.

Tablo 4.3. Korelasyon analizi sonuglari.

Spearman’in siralama

korelasyon katsayisi SVB SsVEGF paVEGF sTGF- paTGF-B
SVB — -,358(*) | -,358(*) ,723(%) ,702(*)
sVEGF -,358(*) — ,938(*) | -,508(*) | -,484(*)
paVEGF -,358(*) | ,938(%) — -494(*) | -475(%)
sTGF-$ 723(%) | -,508(*) | -,494(%) — ,730(*)
paTGF-3 ,702(%) | -,484(%) | -,475() ,730(*) N

* p< 0.01
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Sekil 4.7. Sag ventrikul basinci ile sVEGF dlzeylerinin

karsgilastirilmasi. SVB: sag ventrikil basinci (mmHg)

sVEGF: serum VEGF dizeyi (pg/ml).
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Sekil 4.8. Sag ventrikul basinci de@erleri ile paVEGF dlzeylerinin
karsilastiriimasi. SVB: sag ventrikul basinci (mmHg)
paVEGF: pulmoner arter VEGF duzeyi (pg/g).
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Sekil 4.9. Sag ventrikll basinci de@erleri ile sTGF- duzeylerinin

karsilagtiriimasi. SVB: sag ventrikil basinct (mmHg)

sTGF-B: serum TGF- duzeyi (pg/ml).
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5. TARTISMA

Pulmoner arteriyal hipertansiyon (PAH), pulmoner arter basincinda
artis ile karakterize ve eger tedavi edilmezse sag ventrikul yetmezligine ve
sonugta da prematur 6lume yol acabilen bir hastaliktir. PAH patogenezinde
rol alan ana olaylar pulmoner vazokonstriksiyon, pulmoner vaskuler
remodeling ve inflamasyondur (1-4, 13, 21). Onceleri PAH'da en dnemli
patogenetik olayin pulmoner vazokonstriksiyon oldugu disunuldugunden,
tedavi igin vazodilator ajanlar gelistirilmis ve kullaniimaya baslanmistir, ancak
su anda vaskuler remodeling’in ¢cok daha 6nemli bir faktor oldugu ve bu
konuda vyapilacak c¢aligmalar sonucunda geligtirilecek antiremodeling
ajanlarin bu hastaligin tedavisinde onemli ilerlemeler kaydettirecegi kabul
edilmektedir.

Pulmoner  vazokonstriksiyon, PAHIn en erken  gorllen
bulgularindandir. Bu vazokonstriksiyonun yetersiz vazodilator salinmasina ve
fazladan vazokonstriktor salinmasina yol agan endotel disfonksiyonuna ve
potasyum kanallar1 disfonksiyonuna bagli oldugu kabul edilmektedir (6, 10,
21, 32, 40). PAHda gobzlenen bu vazodilator/vazokonstriktor salinmasi
dengesizligine yonelik olarak da tedavide en 6nemlileri Sildenafil, Bosentan
ve iloprost olan pulmoner vazodilatér ajanlar kullaniimaktadr.

PAHIn ilerlemesiyle gorilen vaskller remodeling’de adventisya,
media ve intima tabakalarindan olusan damar duvarinin bu her U¢
tabakasinda da kalinlagsma s6z konusudur. Remodeling’in gelisimine yol
acan en o6nemli faktorlerin mekanik gerilme, kayma gerilimi ve blylime
faktorleri oldugu belirtiimektedir (9, 33). PAHda rol aldigi disunilen en
onemli buyume faktorleri VEGF, PDGF ve EGF’dir (85-87). Remodeling’e yol
actigl 6ne surulen diger bir patogenetik faktor de inflamasyondur, zira bu
yapisal degisiklige ugrayan damarlarin etrafinda gdzlenen perivaskiler
inflamatuar hicreler de bunu desteklemektedir (88).

Calsmamizda deneysel PAH modeli olusturmak igin kullanilan
monokrotalin (MCT); bir pirolizidin alkaloididir ve tek bir enjeksiyon
sonrasinda Sprague Dawley siganlarda proliferatif pulmoner vaskulit,

ardindan vaskuler remodeling ile PAHa yol actigi bilinmektedir (106).



MCTnin kendisinin intrinsik olarak toksik olmadii, ama hepatik sitokrom
P4503A ile reaktif metaboliti MCT pirole donustirilmesi gerektigi
belirtiimektedir (105). MCT enjeksiyonu yapay bir model olsa da pulmoner
arterlerin disfonksiyonuna sekonder gelisen olaylari iyi taklit ettiginden uzun
zamandir deneysel PH cgalismalarinda kullaniimaktadir (83). insanlarda
oldugu gibi deneysel PAH gelisiminde de pulmoner vaskuler endoteliyal
hicre disfonksiyonunun oOnemli oldugu dusunulmektedir (105). MCT
modelinde hayvanlarda 1-4. gunlerde gozlenen en erken degisiklikler
endoteliyal hucre hasari iken, ardindan 8-12. gunlerde kaguk pulmoner
arterlerin media tabakasinda kalinlagsma ve 12. gunden sonra da pulmoner
arter basincinda yutkselme go6zlenir (107). Endoteliyal hasar sonrasinda
intertisyel inflamasyon ve fokal alveolar 6dem de gdzlenir (106).

Calismamizda tedavisiz MCT gruplarinda (MCT21 ve MCT42) kontrol
gruplarina gore sag ventrikil basinglarinin istatistiksel olarak anlamli
derecede yuksek bulunmasi bu konuda yapilan diger caligmalarda elde
edilen sonuglarla uyumludur (80, 81, 84, 108, 109). MCT nin pulmoner
vaskiler endoteliyal hlcrelerde inflamasyona bagli hasar olusturdugu (105,
106) ve bu hicrelerin normal pulmoner arter yapisi iginde vaskuler tonusun
korunmasinda onemli rolu oldudu bilinmektedir (6, 10, 32). Dolayisiyla
tedavisiz MCT gruplarinda gézlenen sag ventrikill basinci yuksekliklerinin
pulmoner vaskuler endotel hicrelerinde gelisen hasara bagli olarak, bu
hicrelerden salinan vazodilatdor ve vazokonstrikior maddeler arasindaki
dengenin bozulmasina bagli oldugu soylenebilir.

Tedavili MCT gruplarinda sag ventrikil basinglarinin tedavisiz MCT
gruplarina gore anlamli derecede azalmig olmasi kullandigimiz ajanlarin
tedavide etkili oldugunu gostermektedir. Bu bulgular MCT ile siganlarda
olusturulan PH’da ¢esitli dozlarda uygulanan sildenafil (80, 81, 84), bosentan
(84, 109) ve iloprost (108) tedavileri ile gbzlenen sag ventrikil basinglari
uzerine olumlu etkilerle uyumlu gérinmektedir. Her g tedavi grubu arasinda
sag ventrikll basinglari agisindan anlamli bir fark gézZlenmemesi, bu ilaglarin
MCT ile olusturulan PH modelinde her ne kadar farkli etki mekanizmalarina

sahip olsalar da benzer bir etkinlik derecesine sahip olduklarini



gOstermektedir. Tedavi gruplarinda SV basinglari tedavisiz MCT gruplarina
gére anlamli derecede azalmis olsa da yine de kontrol gruplarina gore
anlamli derecede vyuksek kalmasi calismamizda tedavi igin tek ilag
kullaniimis olmasina bagli olabilir. Clnkd bu ilaglarin farkli kombinasyonlarla
kullaniimalarinin, tek ila¢ kullanimina goére SV basincinin dugUrdlmesi
acisindan daha etkili olduklari gosterilmistir (84, 108).

SV Kkitlesindeki degisikliklerin Olgutt olarak degerlendirilen SV/VA
oranlari, tim gruplarimizda SV basinci degerleri ile paralellik gostermistir.
Tedavisiz MCT gruplarinda kontrol gruplarina gore anlamli derecede yuksek
bulunan degerler, sicanlarda MCT nin yol actigi sag ventrikUl hipertrofisinin
degerlendirilmesinde sag ventrikil agiriginin vicut agirligina orani (SV/VA)
degerinin kullanildig calismalarda elde edilenlere benzerdir (84, 109, 110).
Verilerimiz, sicanlarda sag ventrikll hipertrofisinin degerlendiriimesinde diger
bir parametre olan sag ventrikll agirhginin sol ventrikil ve septum agirhgina
oraninin kullanildigi ¢calismalar ile de paralellik gostermektedir (80, 108, 111).
Ventriktler hipertrofi, kardiyak yukiun artmasina cevap olarak kalpte ilk
gelisen kompansatuvar mekanizmadir ve kardiyak hastaliklarin gogunda ilk
basta adaptif bir cevap olarak hipertrofi, ardindan da kalp yetmezligi geligir
(112). MCT ile olusturulan PHda da artmis pulmoner arter basinci ve
pulmoner vaskuler dirence karsi adaptasyon igin sag ventrikll hipertrofisi
bulgulari gelismis olabilecegi sdylenebilir.

Tedavili MCT gruplarinda tedavisiz MCT gruplarina gére SV/VA
oranlarinda gorulen anlamli dugsme de bu konuda sildenafil (81, 84),
bosentan (84, 109) ve iloprost (108, 111) ile yapilan ¢alismalarla uyumlu
bulunmustur. Tedavi gruplarinda SV/VA oranlarindaki dislstn sag ventrikdl
basinci degerlerindeki dusUsle paralel olmasi da tedavi edici ajanlarin, bu
yolla pulmoner vaskdler direnci azaltarak sag ventrikul hipertrofisini geriletmis
olabilecegini destekle mektedir.

Calismamizda vaskuler endoteliyal bliyume faktorinian (VEGF) serum
ve pulmoner arter doku duzeylerine bakimig ve literaturdeki diger
caligmalarda oldugu gibi (113, 114) her ikisinin de tedavisiz MCT gruplarinda

kontrollere gore istatistiksel olarak anlamli derecede azaldig1 gorulmustur.



Bilindigi Uzere MCT uygulanan siganlarda vaskuler endoteliyal hiicrelerde
inflamasyon bulgulari gozlenmektedir. Yapilan cesitli ¢alismalarda da
intraalveolar boslukta inflamatuar hcreler biriktigi ve proinflamatuar
sitokinlerin sentezlendigi gozlenmistir (113, 115). Tuder ve ark. (116) ise
endotoksin verilen sigcanlarda VEGF mRNA dizeyinin azaldigini, NOS
inhibitdrlerinin ise VEGF mRNA dizeyini artirdigini géstermis ve endotoksin
verilen sicanlarda iNOS araciligiyla sentezlenen NO’in VEGF ekspresyonunu
azaltmis olabilece@ini 6ne surmustur. Diger caligmalarda oldugu gibi bizim
calismamizda da MCT uygulamasi ile VEGF duzeyinde gozlenen dusus de
endotoksin uygulamasinda goézlenene benzer bir inflamatuar mekanizma ile
gerceklesmis olabilir.

Tedavili MCT gruplarinda ise serum ve pulmoner arterde VEGF
dizeyleri tedavisiz MCT grubuna gore anlamli derecede artmis ve hatta
kontrollere gore daha ylksek bir seviyeye ulagsmistir. Bu artis iloprost
grubunda daha belirgindi ve sadece tedavisiz MCT gruplarina degil, ayni
zamanda kontrol gruplarina gore de anlamli bir yukseklik sergiliyordu.

Nitekim yapilan g¢alismalar da iloprost ve VEGF arasinda pozitif bir
feed-back mekanizmasi olabilecegini gostermektedir. Hoeper ve ark. (117),
endoteliyal hucre kdaltirlerine VEGF eklenmesinin prostasiklin  (PGk)
sentezini artirdigini, ayrica PGl ve stabil analogu iloprostun da in vitro olarak
cAMP-bagimli bir yolakla VEGF sentezini uyardigini gostermistir. VEGF’nin
ana reseptorlu olan VEGFR-2' ye baglanmasinin hem eNOS ekspresyonunu
hem de PGI, sentezini artirdigi da bildirilmigtir (25). Yine 21 PH hastasinda
yapilan bir galismada, trombosit VEGF dizeyinin yluksek oldugu ve PGk
tedavisi verilmesinin bu hastalarda trombosit VEGF igerigini daha da artirdigi
gosterilmistir (99). Bizim c¢alismamizda da MCT ile PH olusturulmus
sicanlarda, iloprost inflizyonu cAMP araciligiyla vazodilatasyon yapmanin
yani sra VEGF duzeyini artirmis olabilir VEGF de kollateral dolagimi
artirmig, vazodilatasyona yol agmis veya NO uretimi yoluyla da PDGF ve
endotelin gibi vaskuler blytume faktorlerinin etkilerini baskilamig olabilir.

iloprost'un aksine Sildenafil ve Bosentan'in PH tedavisinde VEGF ile

iliskilerine dair ¢ok az calisma bulunmaktadir. Bir PH modeli olarak



oversirkllasyon ile domuzlarda vyapilan iki calismada pulmoner VEGF
ekspresyonunun arttigi ve Sildenafil tedavisi ile VEGF duzeyi normale
dénerken (118), Bosentan tedavisinden etkilenmedigdi gézle nmistir (119). Bu
calismalarda elde edilen verilerin bizim galismamizda elde edilenlerden
oldukga farkli olmasi kismen de olsa gere¢ ve yontemdeki farklliklardan
kaynaklanmis olabilir. Nitekim MCT uygulamasi sonrasinda VEGF dizeyinde
azalma goruldugd bilinmekle birlikte oversirkllasyon uygulanan hayvanlarda
VEGF dulzeyi artmaktadir. NO donoérid sodyum nitroprussid uygulamasinin
VEGF duzeyini azalttig: gosterilmis oldugundan (116), PDE enzimini inhibe
etmek yoluyla NO dizeyini artiran Sildenafil’ in de VEGF duzeyini disUrmesi
gerektigi beklenebilir. Sistemik sklerozlu 24 hastada serum VEGF dizeyinin
Bosentan tedavisiyle anlamli bir farklilik gostermedigi ¢alisma da Bosentan’in
veya endotelin yolaginin VEGF dizeyi ile bir ilgisi olmayabilecegini
gOstermektedir. Her ne kadar gesitli modellerde ve farkli dokularda Silde nafil
(120) ve Bosentan (121) uygulamalarina VEGF artisinin eslik ettigi
gOsterilmis olsa da bizim galismamizda bu ajanlarla gbézlenen serum ve
pulmoner arter VEGF duzeyleri artigi ajanlarin etki mekanizmalari diginda bir
nedene bagl olarak gelismig olabilir. Zaten serum VEGF duzeylerinin diger
iki tedavi ajanina gore iloprost grubunda daha yuksek olma egiliminde olmasi
ve pulmoner arter VEGF dizeylerinin ise diger iki ajana goére iloprost
grubunda anlamli derecede daha yuksek olmasi da bunu desteklemektedir.
Sildenafil ve Bosentan grubunda etkin vazodilatasyona bagli artan pulmoner
kanlanma nedeniyle vaskuller dokunun anjiogenezisi igin gerekli VEGF
artigina zemin hazirlanmis olabilir. iloprost ise daha énceden belirtildigi
sekilde cAMP-bagimli bir yolla bu artis1 daha da guglendirmis olabilir.

Daha 6nceden de belirtildigi gibi VEGF’nin PH’daki roltine dair geliskili
aciklamalar vardir. Remodeling olan arterlerde VEGF ekspresyonunun (25)
ve pleksiform lezyonlarda hem VEGF hem de VEGFR-2 ekspresyonunun
(122) vyuksek oldugunun gosterilmesi bu buyime faktorinan PH
patogenezinde rol alabilecegini dusundurmektedir. Ancak buna ragmen hem
MCT hem de hipoksi modellerinde VEGF’nin PH gelisimi ve ilerlemesine

karsi koruyucu oldujuna dair ¢ok sayida c¢alisma bulunmaktadir. Gen



transferi ile saglanan VEGF overekspresyonunun hipoksik (123) ve MCT (28)
ile olusturulan PH a kargi koruyucu oldugu gosterilmis ve VEGF gen
transferinin muhtemelen mikrovaskiler rejenerasyon ve endoteliyal htcre
fonksiyonunun duzeltilmesi yoluyla bu etkiyi ortaya ¢ikardigi dne suralmustur.
Bir VEGFR-2 inhibitori olan SU5416’nin kronik hipoksi ile birlikte
uygulanmasinin siddetli PH'a yol actigi bildirilmistir (124). Ayrica SU5416
uygulamasinin yenidogan sigcanlarda sag ventrikil hipertrofisiyle birlikte PH
gelisimine yol actigi da belirtilmistir (26). Yine haptomerler ile VEGF
inhibisyonu bir koyun modelinde neonatal PH’a yol agmis (125) ve VEGF
tedavisi, ductus arteriosus parsiyel ligasyonu yapilan fetal koyunlarda PH
siddetini azaltmistir (27). Adenoviris-aracili TGFB1 overekspresyonu ile
olusturulan deneysel pulmoner fibrozis modelinde ise VEGF ekspresyonunun
azaldig! ve ortalama sag ventriklil basinci degerleri ile ters bir korelasyon
gOsterdigi  bildirilmistir. TGF-B1’in yani sira VEGF overekspresyonu da
sagladklarinda ise VEGF artisinin pulmoner arter endoteliyal htcre
apoptozisini ve remodeling’i azalttigini ve PHu hafiflettigini gérmuslerdir
(126). TNFa-overekspresyonu vyapilan farelerde ise VEGF gen
ekspresyonunun azalmasiyla birlikte PH gelismistir (95).

Her ne kadar literatirdeki ¢cogu calisma VEGF eksikliginin PH'a yol
actigini ve VEGF yuksekliginin de PH gelisimini veya ilerlemesini énleyici
oldugunu destekleyen bulgular sunsa da VEGF’nin PH u olumsuz etkiledigi
calismalar da g6z ardi edilmemelidir. Aslinda VEGF, PH'da erken ve geg
donemlerde farkli rollere sahip olabilir ve ilk zamanlarda, hentz pleksiform
lezyonlarin  gelismedigi dbnemde  koruyucu olabilirken  siddetli
anjiyoproliferatif hastalk durumuna ilerlendiginde artk zararli olup
remodeling’i siddetlendirebilir.

Serum ve pulmoner arter Orneklerinde dOlgllen TGF- dlzeylerinin
kontrol gruplari ile karsilagtirildiginda tedavisiz MCT gruplarinda anlamli
derecede yuksek gdzlenmesi Arcot ve ark. (113) tarafindan MCT uygulanan
sicanlarda gézlenen TGF-B mRNA dizeyi yuksekligi ile uyumludur. Botney
ve ark (101) ise normal akcigerler ile kargilagtiriidiginda pulmoner

hipertansiyonda kasli arterlerde TGF-B immunoreaktivitesinin yUksek



oldugunu bildirmistir. Yine Park ve ark. (127) MCT tedavisi sonrasinda sag
ventrikilde TGF-81 mRNA duzeyinin arttigini gérmus ve sag ventrikdl
hipertrofisi gelisiminde bu ajanin roli olabilecegini 6ne sUtrmustir.
Calsmamizda MCT uygulamas! sonrasinda, inflamatuar cevapta yer alan
makrofajlardan salinan TGF-f3, bu sicanlarda gézlenen sag ventrikll basinci
artisinda ve sag ventrikil hipertrofisinde énemli bir rol almis olabilir. Clnk
kollajen gibi ekstrasellller matriks molekdullerinin sentezinde rol alan TGF-3,
pulmoner hipertansif damar duz kas hucrelerinin proliferasyonuna ve
remodeling’e yol agmis olabilir (12, 32, 101, 102). Nitekim adenovirls-aracili
TGF-B overekspresyonu ile olusturulan pulmoner fibrozisin pulmoner
vaskuler remodelinge ve PHa yol acgtigi gosterilmistir (126). Yine Zaiman ve
ark (104), kucuk molekullt bir TGF-f reseptoru-1 inhibitoru SD-208 ile TGF
sinyalinin inhibe edilmesi ile PH gelisiminin ve pulmoner vaskuler
remodellingin azaldigint géormus ve TGF-f sinyalinin MCT ile olusturulan PH
patogenezinde rol alabilecegi sonucuna varmiglardir.

TGF-B’'nin PH patogenezinde ekstraselliler matriks molekdllerinin
sentezini artirmanin yani sira insan pulmoner arter diz kas hucrelerinde
iloprosta bagh cAMP birikimini azaltmak (128), insan pulmoner arter
hicrelerinde protein kinaz A aktivasyonuyla endotelin-1 dizeyini artirmak
(129) ve pleksiform lezyonlar iginde ve civarinda VEGF ve VEGFR
ekspresyonunu artirmak (103) yoluyla da etkide bulunabilecegi
disUnulmektedir.

Tedavili MCT gruplarinda tedavisiz MCT gruplarina gore serum ve
pulmoner arter TGF-B duzeylerinin anlamli derecede dusuk olmasi ve kontrol
gruplarindaki bazal degerlere yaklasmis olmasi da her U¢ tedavi ajaninin
antiinflamatuar etki potansiyeline bagli olabilecegini gdstermektedir. Bu
konuda yapilan ¢ok fazla ¢calisma olmamakla birlikte sicanlarda olusturulan
bir sol ventrikil myokard infarktisi modelinde Bosentan uygulamasi ile
infarkt bolgesinde TGF-B1 dagiliminda anlamli bir disme gbézlenmis ve
bunun o bdlgede monosit/makrofaj sayisinda bir azalmaya bagli olabilecegi
dUsunulmustar (130). Calismamizda tedavili MC T gruplarinda gozlenen TGF-

B dusUkligu de pulmoner arter civarinda MCT uygulamasina bagl olarak



gb6zlenen monosit/makrofaj gibi TGF-B salgilayan hicrelerin sayisinin bu
ajanlarin antiinflamatuar etkilerinden dolayi azalmis olmasina bagl olabilir.

Calismamizda elde ettigimiz verilere goére tedavisiz ve tedavili MCT
gruplarindaki sag ventrikul basinci degerleri serum ve pulmoner arter VEGF
dizeyleri ile negatif korele iken serum ve pulmoner arter TGF- duzeyleri ile
pozitif koreleydi. Bu da yukarida bahsedilenlere uygun olarak, VEGF’nin PH
patogenezinde olumlu bir etkisi bulunurken TGF-B’nin aksi bir etkiye sahip
oldugu duguncemizi desteklemektedir.

PH patogenezinin gun gectikge daha da aydinlatimasi, ileride
dogrudan vaskuler endoteliyal hucrelerin ve duz kas hucrelerinin anormal
proliferasyonuna yonelik tedavilerin gelistirilebilmesini saglayacaktir. Nitekim
yapillan hayvan c¢alismalari, PH tedavisinde remodelingi hedeflemenin
mantikli  bir terapotik yaklasim  olabilecegi, c¢uUnklU remodelingin
geriletiimesinin hemen her zaman pulmoner arter basincinda ve/veya
pulmoner damar direncinde dlsme ile birlikte oldugu gosterilmistir (9).

Calismamizda saptadigimiz en énemli bulgu tedavili ve tedavisiz MCT
gruplarinda serum ve pulmoner arter VEGF dlzeylerinin sag ventrikll basinci
ile negatif bir korelasyon gostermesidir. Bu bulgu, ileride PH'da gozlenen
remodeling’in mekanizmasinin aydinlatilmasi ve bu remodeling’i hedefleyen

tedavilerin geligtiriimesi konusunda yapilacak ¢aligmalara bir 1k tutabilir.



6. SONUC VE ONERILER

MCT uygulamasi ile PH olusturdujumuz sicanlarda Sildenafil,
Bosentan ve iloprost uygulamalarinin serum ve pulmoner arter drneklerinde
VEGF ve TGF-B dluzeyi Uzerine olasi etkilerini arastirmak igin yaptigimiz bu
¢alismanin sonucunda elde ettigimiz verilere gore, 6zellikle de iloprost olmak
Uzere her Uc¢ ajan da kismen de olsa VEGF duzeyini artirmak suretiyle etki
etmis veya MCT uygulamasina bagli inflamatuar cevap nedeniyle VEGF
diizeyleri yikselmis olabilir. ileride yapilacak calismalarda, PH'da VEGF ile
bu ajanlar arasinda tam olarak nasil bir iligki oldugunu agiklamaya yonelik
calismalar bu belirsizligi ¢ozebilecektir.

Tedavisiz MCT gruplarinda azalmigs VEGF dizeyleri ve tedavili MCT
gruplarinda artmigs VEGF duzeyleri sonuglarimiz; prognostik ag¢idan PH
hemodinamisinin  VEGF duzeyini artirmaya yonelik tedavi secgenekleri
acgisindan degerlendiriimesi uygun olacagini gostermektedir.

Aksini iddia eden az sayida calisma bulunsa da PHun oOzellikle de
erken evrelerinde olumlu etkilere veya koruyucu bir role sahip olabilecegi
distinulen VEGF’nin tedavide kullaniminin  PHda nasil bir etki
olugturacagina dair yapilacak galigmalar bu konuda yasanan belirsizliklere
is1k tutacaktir. VEGF gen tedavisinin kullanildigi bazi hayvan ¢alismalari (28,
123, 126) olsa da insan PHda VEGF’nin terapotik kullanimina dair veri
bulunmamaktadir. Siddetli, anjiyoproliferatif hastalikta kullanimi mantikl
gérunmeyen VEGF tedavisinin erken, nonproliferatif PH'da ve PH gelisme

riski yuksek hastalarda kullanimina dair galismalar gerekmektedir.



10.

KAYNAKLAR

Chin KM, Rubin LJ. Pulmonary arterial hypertension. J Am Coll Cardiol.
2008; 51: 1527-1538.

Said Sl. Mediators and modulators of pulmonary arterial hypertension.
Am J Physiol Lung Cell Mol Physiol. 2006; 291: L547-L558.

Fishman AP. Changing concepts of the pulmonary plexiform lesion.
Physiol Res. 2000; 49:485-492.

Taraseviciene-Stewart L, Gera L, Hirth P, Voelkel NF, Tuder RM,
Stewart JM. A bradykinin antagonist and a caspase inhibitor prevent

severe pulmonary hypertension in a rat model. Can J. Physiol
Pharmacol. 2002; 80(4):269-274.

Newman JH. Pulmonary hypertension. Am J Respir Crit Care Med.
2005;172: 1072-1077.

Runo JR, Loyd JE. Primary pulmonary hypertension.Lancet 2003;
361:1533-44.

Zaiman A, Fijalkowska |, Hassoun PM, Tuder RM. One hundred years
of research in the pathogenesis of pulmonary hypertension.Am J Respir
Cell Mol Biol.2005; 33: 425-431.

Siobal MS. Pulmonary vasodilators.Respir Care.2007 Jul;52(7):885-99.

Jeffery TK, Wanstall JC. Pulmonary vascular remodeling: a target for
therapeutic intervention in pulmonary hypertension. Pharmacology &
Therapeutics 92 (2001) 1-20.

Humbert M, Morrell NW, Archer SL, Stenmark KR, MacLean MR, Lang
IM, Christman BW, Weir EK, Eickelberg O, Voelkel NF, Rabinovitch M.

Cellular and molecular pathobiology of pulmonary arterial hypertension.
J Am Coll Cardiol. 2004; 43:13S-24S.



11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

Voelkel NF, Tuder RM. Cellular and molecular mechanisms in the
pathogenesis of severe pulmonary hypertension. Eur Respir J. 1995 8,
2129-2138.

Voelkel NF, Tuder RM. Cellular and molecular biology of vascular
smooth muscle «cells in pulmonary hypertension. Pulmonary
Pharmacology & Therapeutics (1997) 10, 231-241.

Chan SY, Loscalzo J. Pathogenic mechanisms of pulmonary arterial
hypertension. J Mol Cell Cardiol. 2008 January; 44(1):14-30.

Howard LSGE, Morrell NW. New therapeutic agents for pulmonary
vascular disease. Paed Resp Rev (2005) 6, 285-291.

Baloira A. Pulmonary hypertension treatment: future prospects. Arch
Bronconeumol. 2007;43(3): 131-5.

Lee SH, Rubin LJ. Current treatment strategies for pulmonary arterial
hypertension. J Int Med 2005; 258: 199-215.

Liu C, Liu K, Ji Z Liu G. Treatments for pulmonary arterial
hypertension. Resp Med (2006) 100, 765-774.

Hoeper M, Galie N, Simonneau G, Rubin LJ. New treatments for
pulmonary arterial hypertension. Am J Respir Crit Care Med. 2002; 165:
1209-1216.

Badesch DB, McLaughlin VV, Delcroix M, Vizza CD, Olschewski H,
Sitbon O, Barst RJ. Prostanoid therapy for pulmonary arterial
hypertension. J Am Coll Cardiol 2004;43(12):S56-S61.

Gomberg-Maitland M, Olschewski H. Prostacyclin therapies for the
treatment of pulmonary arterial hypertension. Eur Respir J 2008;
31:891-901.

Raiesdana A, Loscalzo J. Pulmonary arterial hypertension. Annals of
Medicine. 2006; 38: 95-110.

Channick RN, Simonneau G, Sitbon O, Robbins IM, Frost A, Tapson
VF, Badesch DB, Roux S, Rainisio M, Bodin F, Rubin LJ. Effects of the



23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

dual endothelin-receptor antagonist bosentan in patients with
pulmonary hypertension: a randomised placebo-controlled study.
Lancet 2001; 358: 1119-23.

Galie N, Ghofrani HA, Torbicki A, Barst RJ, Rubin LJ, Badesch D,
Fleming T, Parpia T, Burgess G, Branzi A, Grimminger F, Kurzyna M,
Simonneau G; Sildenafil Use in Pulmonary Arterial Hypertension
(SUPER) Study Group. Sildenafil citrate therapy for pulmonary arterial
hypertension. N Engl J Med. 2005 Nov 17;353(20):2148-57.

Spring RM, Ulrich S, Huber LC, Speich R, Maggiorini M, Treder U,
Fischler M. Sildenafil for pulmonary hypertension: dose-dependent
improvement in exercise performance. Pulm Pharmacol Ther.
2008;21(3):516-21.

Voelkel NF, Vandivier RW, Tuder RM. Vascular endothelial growth
factor in the lung. Am J Physiol Lung Cell Mol Physiol. 2006; 290: L209-
L221.

Le Cras TD, Markham NE, Tuder RM, Voelkel NF, Abman SH.
Treatment of newborn rats with a VEGF receptor inhibitor causes

pulmonary hypertension and abnormal lung structure. Am J Physiol
Lung Cell Mol Physiol. 2002; 283: L555-L.562.

Grover TR, Parker TA, Markham NE, Abman SH. rhVEGF treatment
preserves pulmonary vascular reactivity and structure in an
experimental model of pulmonary hypertension in fetal sheep. Am J
Physiol Lung Cell Mol Physiol. 2005; 289: L315-L321.

Campbell Al, Zhao Y, Sandhu R, Stewart DJ. Cell-based gene transfer
of vascular endothelial growth factor attenuates monocrotaline-induced
pulmonary hypertension. Circulation. 2001; 104: 2242-2248.

Gong F, Tang H, Lin Y, Gu W, Wang W, Kang M. Gene transfer of
vascular endothelial growth factor reduces bleomycin-induced
pulmonary hypertension in immature rabbits. Pediatr Int.2005; 47: 242-
247.



30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

Stewart S, Rassl D. Advances in the understanding and classification of

pulmonary hypertension. Histopathology. 2009 Jan;54(1):104-16.

Simonneau G, Galieé N, Rubin LJ, Langleben D, Seeger W,
Domenighetti G, Gibbs S, Lebrec D, Speich R, Beghetti M, Rich S,
Fishman A. Clinical classification of pulmonary hypertension. J Am Coll
Cardiol. 2004 Jun 16;43: 5S-12S.

Ghamra ZW, Dweik RA. Primary pulmonary hypertension: an overview
of epidemiology and pathogenesis. Cleve Clin J Med. 2003 Apr;70
Suppl 1:S2-8.

Prabha M, Jin HF, Tian Y, Tang CS, DU JB. Mechanisms responsible
for pulmonary hypertension. Chin Med J. 2008 Dec 20;121(24):2604-9.

Abenhaim L, Moride Y, Brenot F, Rich S, Benichou J, Kurz X,
Higenbottam T, Oakley C, Wouters E, Aubier M, Simonneau G, Bégaud
B. Appetite-suppressant drugs and the risk of primary pulmonary
hypertension. International Primary Pulmonary Hypertension Study
Group. N Engl J Med. 1996 Aug 29;335(9):609-16.

Rich S, Rubin L, Walker AM, Schneeweiss S, Abenhaim L. Anorexigens
and pulmonary hypertension in the United States: results from the
surveillance of North American pulmonary hypertension. Chest. 2000
Mar;117(3):870-4.

Gaine SP, Rubin LJ. Primary pulmonary hypertension. Lancet. 1998
Aug 29;352(9129):719-25.

Rich S, Dantzker DR, Ayres SM, Bergofsky EH, Brundage BH, Detre
KM, Fishman AP, Goldring RM, Groves BM, Koerner SK. Primary
pulmonary hypertension. A national prospective study. Ann Intern Med.
1987 Aug;107(2):216-23.

Highland KB. Pulmonary arterial hypertension. Am J Med Sci. 2008
Jan;335(1):40-5.

Tuder RM, Groves B, Badesch DB, Voelkel NF. Exuberant endothelial

cell growth and elements of inflammation are present in plexiform



40.

41.

42.

43.

44.

45.

46.

lesions of pulmonary hypertension. Am J Pathol. 1994 Feb;144(2):275-
85.

Jeffery TK, Morrell NW. Molecular and cellular basis of pulmonary
vascular remodeling in pulmonary hypertension. Prog Cardiovasc Dis.
2002 Nov-Dec;45(3):173-202.

Lane KB, Machado RD, Pauciulo MW, Thomson JR, Phillips JA 3rd,
Loyd JE, Nichols WC, Trembath RC. Heterozygous germline mutations
in BMPR2, encoding a TGF-beta receptor, cause familial primary
pulmonary hypertension. The International PPH Consortium. Nat Genet.
2000 Sep;26(1):81-4.

Deng Z, Morse JH, Slager SL, Cuervo N, Moore KJ, Venetos G,
Kalachikov S, Cayanis E, Fischer SG, Barst RJ, Hodge SE, Knowles
JA. Familial primary pulmonary hypertension (gene PPH1) is caused by
mutations in the bone morphogenetic protein receptor-Il gene. Am J
Hum Genet. 2000 Sep;67(3):737-44.

Cool CD, Stewart JS, Werahera P, Miller GJ, Williams RL, Voelkel NF,
Tuder RM. Three-dimensional reconstruction of pulmonary arteries in
plexiform pulmonary hypertension using cell-specific markers. Evidence
for a dynamic and heterogeneous process of pulmonary endothelial cell
growth. Am J Pathol. 1999 Aug;155(2):411-9.

Rounds S, Hill NS. Pulmonary hypertensive diseases. Chest. 1984
Mar;85(3):397-405.

Tozzi CA, Christiansen DL, Poiani GJ, Riley DJ. Excess collagen in
hypertensive pulmonary arteries decreases vascular distensibility. Am J
Respir Crit Care Med. 1994 May;149(5):1317-26.

Stenmark KR, Gerasimovskaya E, Nemenoff RA, Das M. Hypoxic
activation of adventitial fibroblasts: role in vascular remodeling. Chest.
2002 Dec;122(6 Suppl):326S-334S.



47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

Welsh CH, Hassell KL, Badesch DB, Kressin DC, Marlar RA.
Coagulation and fibrinolytic profiles in patients with severe pulmonary
hypertension. Chest. 1996 Sep;110(3):710-7.

Bloch KD, Ichinose F, Roberts JD Jr, Zapol WM. Inhaled NO as a
therapeutic agent. Cardiovasc Res. 2007 Jul 15;75(2):339-48.

Coggins MP, Bloch KD. Nitric oxide in the pulmonary vasculature.
Arterioscler Thromb Vasc Biol. 2007 Sep;27(9):1877-85.

Chatterjee A, Catravas JD. Endothelial nitric oxide (NO) and its
pathophysiologic regulation. Vascul Pharmacol. 2008 Oct-Dec;49(4-
6):134-40.

Vallance P, Leiper J. Cardiovascular biology of the asymmetric
dimethylarginine:dimethylarginine dimethylaminohydrolase pathway.
Arterioscler Thromb Vasc Biol. 2004 Jun;24(6):1023-30.

Giaid A, Saleh D. Reduced expression of endothelial nitric oxide

synthase in the lungs of patients with pulmonary hypertension. N Engl J
Med. 1995 Jul 27;333(4):214-21.

Champion HC, Bivalacqua TJ, Greenberg SS, Giles TD, Hyman AL,
Kadowitz PJ. Adenoviral gene transfer of endothelial nitric-oxide
synthase (eNOS) partially restores normal pulmonary arterial pressure
in eNOS-deficient mice. Proc Natl Acad Sci U S A. 2002 Oct
1;99(20):13248-53.

Tang JR, Markham NE, Lin YJ, McMurtry IF, Maxey A, Kinsella JP,
Abman SH. Inhaled nitric oxide attenuates pulmonary hypertension and
improves lung growth in infant rats after neonatal treatment with a
VEGF receptor inhibitor. Am J Physiol Lung Cell Mol Physiol. 2004
Aug;287(2):L344-51.

Tuder RM, Cool CD, Geraci MW, Wang J, Abman SH, Wright L,
Badesch D, Voelkel NF. Prostacyclin synthase expression is decreased

in lungs from patients with severe pulmonary hypertension. Am J Respir
Crit Care Med. 1999 Jun;159(6):1925-32.



56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

Krug S, Sablotzki A, Hammerschmidt S, Wirtz H, Seyfarth HJ. Inhaled
iloprost for the control of pulmonary hypertension. Vasc Health Risk
Manag. 2009;5(1):465-74.

Christman BW, McPherson CD, Newman JH, King GA, Bernard GR,
Groves BM, Loyd JE. An imbalance between the excretion of
thromboxane and prostacyclin metabolites in pulmonary hypertension.
N EnglJ Med. 1992 Jul 9;327(2):70-5.

Olschewski H, Rose F, Schermuly R, Ghofrani HA, Enke B, Olschewski
A, Seeger W. Prostacyclin and its analogues in the treatment of

pulmonary hypertension. Pharmacol Ther. 2004 May;102(2):139-53.

Raja SG, Dreyfus GD. Current status of bosentan for treatment of

pulmonary hypertension. Ann Card Anaesth. 2008 Jan-Jun;11(1):6-14.

Gabbay E, Fraser J, McNeil K. Review of bosentan in the management
of pulmonary arterial hypertension. sc Health Risk Manag.
2007,3(6):887-900.

Masaki T. The discovery of endothelins. Cardiovasc Res. 1998
Sep;39(3):530-3.

Benigni A, Remuzzi G. Endothelin antagonists. Lancet. 1999 Jan
9;353(9147):133-8.

Giaid A, Yanagisawa M, Langleben D, Michel RP, Levy R, Shennib H,
Kimura S, Masaki T, Duguid WP, Stewart DJ. Expression of endothelin-
1 in the lungs of patients with pulmonary hypertension. N Engl J Med.
1993 Jun 17;328(24):1732-9.

Faoro V, Boldingh S, Moreels M, Martinez S, Lamotte M, Unger P,
Brimioulle S, Huez S, Naeije R. Bosentan decreases pulmonary
vascular resistance and improves exercise capacity in acute hypoxia.
Chest. 2009 May;135(5):1215-22.

MacLean MR, Herve P, Eddahibi S, Adnot S. 5-hydroxytryptamine and

the pulmonary circulation: receptors, transporters and relevance to



66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

pulmonary arterial hypertension. Br J Pharmacol. 2000 Sep;131(2):161-
8.

Hervé P, Launay JM, Scrobohaci ML, Brenot F, Simonneau G,
Petitpretz P, Poubeau P, Cerrina J, Duroux P, Drouet L. Increased

plasma serotonin in primary pulmonary hypertension. Am J Med. 1995
Sep;99(3):249-54.

Petkov V, Mosgoeller W, Ziesche R, Raderer M, Stiebellehner L,
Vonbank K, Funk GC, Hamilton G, Novotny C, Burian B, Block LH.
Vasoactive intestinal peptide as a new drug for treatment of primary
pulmonary hypertension. J Clin Invest. 2003 May;111(9):1339-46.

Weir EK, Reeve HL, Huang JM, Michelakis E, Nelson DP, Hampl V,
Archer SL. Anorexic agents aminorex, fenfluramine, and
dexfenfluramine inhibit potassium current in rat pulmonary vascular
smooth muscle and cause pulmonary vasoconstriction. Circulation.
1996 Nov 1;94(9):2216-20.

Nauser TD, Stites SW. Diagnosis and treatment of pulmonary
hypertension. Am Fam P hysician. 2001 May 1;63(9):1789-98.

Rubin LJ, Badesch DB. Evaluation and management of the patient with
pulmonary arterial hypertension. Ann Intern Med. 2005 Aug
16;143(4):282-92.

Badesch DB, Abman SH, Simonneau G, Rubin LJ, McLaughlin VV.
Medical therapy for pulmonary arterial hypertension: updated ACCP

evidence-based clinical practice  guidelines. Chest. 2007
Jun;131(6):1917-28.

Rich S, Seidlitz M, Dodin E, Osimani D, Judd D, Genthner D,
McLaughlin V, Francis G. The short-term effects of digoxin in patients
with right ventricular dysfunction from pulmonary hypertension. Chest.
1998 Sep;114(3):787-92.



73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

Frank H, Miczoch J, Huber K, Schuster E, Gurtner HP, Kneuss| M. The
effect of anticoagulant therapy in primary and anorectic drug-induced
pulmonary hypertension. Chest. 1997 Sep;112(3):714-21.

Rich S, Kaufmann E, Levy PS. The effect of high doses of calcium-
channel blockers on survival in primary pulmonary hypertension. N Engl
J Med. 1992 Jul 9;327(2):76-81.

Sitbon O, Humbert M, Jais X, loos V, Hamid AM, Provencher S, Garcia
G, Parent F, Hervé P, Simonneau G. Long-term response to calcium
channel blockers in idiopathic pulmonary arterial hypertension.
Circulation. 2005 Jun 14;111(23):3105-11.

Barst RJ, Rubin LJ, Long WA, McGoon MD, Rich S, Badesch DB,
Groves BM, Tapson VF, Bourge RC, Brundage BH, et al. A comparison
of continuous intravenous epoprostenol (prostacyclin) with conventional
therapy for primary pulmonary hypertension. The Primary Pulmonary
Hypertension Study Group. N Engl J Med. 1996 Feb 1;334(5):296-302.

Simonneau G, Barst RJ, Galie N, Naeije R, Rich S, Bourge RC, Keogh
A, Oudiz R, Frost A, Blackburn SD, Crow JW, Rubin LJ ve Group.,
Treprostinil Study. Continuous subcutaneous infusion of treprostinil, a
prostacyclin analogue, in patients with pulmonary arterial hypertension:
a double-blind, randomized, placebo-controlled trial. Am J Respir Crit
Care Med. 2002 Mar 15;165(6):800-4.

Olschewski H, Simonneau G, Galié N, et al. Inhaled iloprost for severe
pulmonary hypertension. N Engl J Med. 2002 Aug 1;347(5):322-9.

Rubin LJ, Badesch DB, Barst RJ, Galie N, Black CM, Keogh A, Pulido
T, Frost A, Roux S, Leconte |, Landzberg M, Simonneau G. Bosentan
therapy for pulmonary arterial hypertension. N Engl J Med. 2002 Mar
21;346(12):896-903.

Schermuly RT, Kreisselmeier KP, Ghofrani HA, Yilmaz H, Butrous G,
Ermert L, Ermert M, Weissmann N, Rose F, Guenther A, Walmrath D,

Seeger W, Grimminger F. Chronic sildenafil treatment inhibits



81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

monocrotaline-induced pulmonary hypertension in rats. Am J Respir
Crit Care Med. 2004 Jan 1;169(1):39-45.

Liu H, Liu ZY, Guan Q. Oral sildenafil prevents and reverses the
development of pulmonary hypertension in monocrotaline-treated rats.
Interact Cardiovasc Thorac Surg. 2007 Oct;6(5):608-13.

Ghofrani HA, Voswinckel R, Reichenberger F, Olschewski H, Haredza
P, Karadas B, Schermuly RT, Weissmann N, Seeger W, Grimminger F.
Differences in hemodynamic and oxygenation responses to three
different phosphodiesterase-5 inhibitors in patients with pulmonary
arterial hypertension: a randomized prospective study. J Am Coll
Cardiol. 2004 Oct 6;44(7):1488-96.

Campian ME, Hardziyenka M, Michel MC, Tan HL. How valid are
animal models to evaluate treatments for pulmonary hypertension?
Naunyn Schmiedebergs Arch Pharmacol. 2006 Sep;373(6):391-400.

Clozel M, Hess P, Rey M, Iglarz M, Binkert C, Qiu C. Bosentan,
sildenafil, and their combination in the monocrotaline model of
pulmonary hypertension in rats. Exp Biol Med (Maywood). 2006
Jun;231(6):967-73.

Schermuly RT, Dony E, Ghofrani HA, Pullamsetti S, Savai R, Roth M,
Sydykov A, Lai YJ, Weissmann N, Seeger W, Grimminger F. Reversal
of experimental pulmonary hypertension by PDGF inhibition. J Clin
Invest. 2005 Oct;115(10):2811-21.

Merklinger SL, Jones PL, Martinez EC, Rabinovitch M. Epidermal
growth factor receptor blockade mediates smooth muscle cell apoptosis

and improves survival in rats with pulmonary hypertension. Circulation.
2005 Jul 19;112(3):423-31.

Sakao S, Taraseviciene-Stewart L, Cool CD, Tada Y, Kasahara Y,
Kurosu K, Tanabe N, Takiguchi Y, Tatsumi K, Kuriyama T, Voelkel NF.
VEGF-R blockade causes endothelial cell apoptosis, expansion of

surviving CD34+ precursor cells and transdifferentiation to smooth



88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

95.

muscle-like and neuronal-like cells. FASEB J. 2007 Nov;21(13):3640-
52.

Hassoun PM, Mouthon L, Barbera JA, Eddahibi S, Flores SC,
Grimminger F, Jones PL, Maitland ML, Michelakis ED, Morrell NW,
Newman JH, Rabinovitch M, Schermuly R, Stenmark KR, Voelkel NF,
Yuan JX, Humbert M. Inflammation, growth factors, and pulmonary
vascular remodeling. J Am Coll Cardiol. 2009 Jun 30;54(1 Suppl):S10-
9.

Monacci WT, Merrill MJ, Oldfield EH. Expression of vascular
permeability factor/vascular endothelial growth factor in normal rat
tissues. Am J Physiol. 1993;264:C995-1002.

Tuder RM, Yun JH. Vascular endothelial growth factor of the lung:
friend or foe. Curr Opin Pharmacol. 2008 Jun;8(3):255-60.

Papaioannou Al, Kostikas K, Kollia P, Gourgoulianis KIl. Clinical
implications for vascular endothelial growth factor in the lung: friend or
foe? Respir Res. 2006 Oct 17;7:128.

Ferrara N, Gerber HP, LeCouter J. The biology of VEGF and its
receptors. Nat Med. 2003 Jun;9(6):669-76.

Neufeld G, Cohen T, Gengrinovitch S, Poltorak Z. Vascular endothelial
growth factor (VEGF) and its receptors. FASEB J. 1999 Jan;13(1):9-22.

Voelkel NF, Cool C, Taraceviene-Stewart L, Geraci MW, Yeager M, Bull
T, Kasper M, Tuder RM. Janus face of vascular endothelial growth
factor: the obligatory survival factor for lung vascular endothelium
controls precapillary artery remodeling in severe pulmonary
hypertension. Crit Care Med. 2002 May;30(5 Suppl):S251-6.

Fujita M, Mason RJ, Cool C, Shannon JM, Hara N, Fagan KA.
Pulmonary hypertension in TNF-alpha-overexpressing mice is

associated with decreased VEGF gene expression. J Appl Physiol.
2002 Dec;93(6):2162-70.



96.

97.

98.

99.

100.

101.

102.

Hirose S, Hosoda Y, Furuya S, Otsuki T, lkeda E. Expression of
vascular endothelial growth factor and its receptors correlates closely
with formation of the plexiform lesion in human pulmonary hypertension.
Pathol Int. 2000 Jun;50(6):472-9.

Fukumura D, Gohongi T, Kadambi A, Izumi Y, Ang J, Yun CO, Buerk
DG, Huang PL, Jain RK. Predominant role of endothelial nitric oxide
synthase in vascular endothelial growth factor-induced angiogenesis
and vascular permeability. Proc Natl Acad Sci U S A. 2001 Feb
27;98(5):2604-9.

Dimmeler S, Zeiher AM. Vascular repair by circulating endothelial
progenitor cells: the missing link in atherosclerosis? J Mol Med. 2004
Oct;82(10):671-7.

Eddahibi S, Humbert M, Sediame S, Chouaid C, Partovian C, Maitre B,
Teiger E, Rideau D, Simonneau G, Sitbon O, Adnot S. Imbalance
between platelet vascular endothelial growth factor and platelet-derived
growth factor in pulmonary hypertension. Effect of prostacyclin
therapy.Am J Respir Crit Care Med. 2000;162:1493-9.

Hoeper MM, Voelkel NF, Bates TO, Allard JD, Horan M, Shepherd D,
Tuder RM. Prostaglandins induce vascular endothelial growth factor in

a human monocytic cell line and rat lungs via cAMP. Am J Respir Cell
Mol Biol. 1997;17(6):748-56.

Botney MD, Bahadori L, Gold LI Vascular remodeling in primary
pulmonary hypertension. Potential role for transforming growth factor-
beta. Am J Pathol. 1994 Feb;144(2):286-95.

Morrell NW, Yang X, Upton PD, Jourdan KB, Morgan N, Sheares KK,
Trembath RC. Altered growth responses of pulmonary artery smooth
muscle cells from patients with primary pulmonary hypertension to
transforming growth factor-beta(1) and bone morphogenetic proteins.
Circulation. 2001 Aug 14;104(7):790-5.



103.

104.

105.

106.

107.

108.

109.

110.

Pertovaara L, Kaipainen A, Mustonen T, Orpana A, Ferrara N, Saksela
O, Alitalo K. Vascular endothelial growth factor is induced in response

to transforming growth factor-beta in fibroblastic and epithelial cells. J
Biol Chem. 1994 Mar 4;269(9):6271-4.

Zaiman AL, Podowski M, Medicherla S, Gordy K, Xu F, Zhen L,
Shimoda LA, Neptune E, Higgins L, Murphy A, Chakravarty S, Protter
A, Sehgal PB, Champion HC, Tuder RM. Role of the TGF-beta/Alk5
signaling pathway in monocrotaline-induced pulmonary hypertension.
Am J Respir Crit Care Med. 2008 Apr 15;177(8):896-905.

Roth RA, Reindel JF. Lung vascular injury from monocrotaline pyrrole, a
putative hepatic metabolite. Adv Exp Med Biol. 1991;283:477-87.

Wilson DW, Segall HJ, Pan LC, Lamé MW, Estep JE, Morin D.
Mechanisms and pathology of monocrotaline pulmonary toxicity. Crit
Rev Toxicol. 1992;22(5-6):307-25.

Rosenberg HC, Rabinovitch M. Endothelial injury and vascular reactivity
in  monocrotaline pulmonary hypertension. Am J Physiol. 1988
Dec;255(6 Pt 2):H1484-91.

Schermuly RT, Kreisselmeier KP, Ghofrani HA, Samidurai A,
Pullamsetti S, Weissmann N, Schudt C, Ermert L, Seeger W,
Grimminger F. Antiremodeling effects of iloprost and the dual-selective
phosphodiesterase 3/4 inhibitor tolafentrine in chronic experimental
pulmonary hypertension. Circ Res. 2004 Apr 30;94(8):1101-8.

Hill NS, Warburton RR, Pietras L, Klinger JR. Nonspecific endothelin-
receptor antagonist blunts  monocrotaline-induced  pulmonary
hypertensioninrats. J Appl Physiol. 1997 Oct;83(4):1209-15.

ltoh T, Nagaya N, Fujii T, lwase T, Nakanishi N, Hamada K, Kangawa
K, Kimura H. A combination of oral sildenafil and beraprost ameliorates
pulmonary hypertension in rats. Am J Respir Crit Care Med. 2004 Jan
1;169(1):34-8.



111.

112.

113.

114.

115.

116.

117.

Schermuly RT, Yilmaz H, Ghofrani HA, Woyda K, Pullamsetti S, Schulz
A, Gessler T, Dumitrascu R, Weissmann N, Grimminger F, Seeger W.
Inhaled iloprost reverses vascular remodeling in chronic experimental
pulmonary hypertension. Am J Respir Crit Care Med. 2005 Aug
1;172(3):358-63.

Chen EP, Akhter SA, Bittner HB, Koch WJ, Davis RD, Van Trigt P 3rd.
Molecular and functional mechanisms of right ventricular adaptation in

chronic pulmonary hypertension. Ann Thorac Surg. 1999
Apr;67(4):1053-8.

Arcot SS, Lipke DW, Gillespie MN, Olson JW. Alterations of growth
factor transcripts in rat lungs during development of monocrotaline-
induced pulmonary hypertension. Biochem Pharmacol. 1993 Sep
14;46(6):1086-91.

Partovian C, Adnot S, Eddahibi S, Teiger E, Levame M, Dreyfus P,
Raffestin B, Frelin C. Heart and lung VEGF mRNA expression in rats
with monocrotaline- or hypoxia-induced pulmonary hypertension. Am J
Physiol. 1998 Dec;275(6 Pt 2):H1948-56.

Boor PJ, Gotlieb Al, Joseph EC, Kerns WD, Roth RA, Tomaszewski
KE. Chemical-induced vasculature injury. Summary of the symposium
presented at the 32nd annual meeting of the Society of Toxicology,
New Orleans, Louisiana, March 1993. Toxicol Appl Pharmacol. 1995
Jun;132(2):177-95.

Tuder RM, Flook BE, Voelkel NF. Increased gene expression for VEGF
and the VEGF receptors KDR/Flk and Flt in lungs exposed to acute or
to chronic hypoxia. Modulation of gene expression by nitric oxide. J Clin
Invest. 1995 Apr;95(4):1798-807.

Hoeper MM, Voelkel NF, Bates TO, Allard JD, Horan M, Shepherd D,
Tuder RM. Prostaglandins induce vascular endothelial growth factor in
a human monocytic cell line and rat lungs via cAMP. Am J Respir Cell
Mol Biol. 1997 Dec;17(6):748-56.



118.

119.

120.

121.

122.

123.

124.

Rondelet B, Kerbaul F, Van Beneden R, Motte S, Fesler P, Hubloue |,
Remmelink M, Brimioulle S, Salmon |, Ketelslegers JM, Naeije R.
Signaling molecules in overcirculation-induced pulmonary hypertension
in piglets: effects of sildenafil therapy. Circulation. 2004 Oct
12;110(15):2220-5.

Rondelet B, Kerbaul F, Motte S, van Beneden R, Remmelink M,
Brimioulle S, McEntee K, Wauthy P, Salmon |, Ketelslegers JM, Naeije
R. Bosentan for the prevention of overcirculation-induced experimental
pulmonary arterial hypertension. Circulation. 2003 Mar 11;107(9):1329-
35.

Vidavalur R, Penumathsa SV, Zhan L, Thirunavukkarasu M, Maulik N.
Sildenafil induces angiogenic response in human coronary arteriolar
endothelial cells through the expression of thioredoxin, hemeoxygenase
and vascular endothelial growth factor. Vascul Pharmacol. 2006
Aug;45(2):91-5.

lglarz M, Silvestre JS, Duriez M, Henrion D, Lévy BIl. Chronic blockade
of endothelin receptors improves ischemia-induced angiogenesis in rat
hindlimbs through activation of vascular endothelial growth factor-NO
pathway. Arterioscler Thromb Vasc Biol. 2001 Oct;21(10):1598-603.

Tuder RM, Chacon M, Alger L, Wang J, Taraseviciene-Stewart L,
Kasahara Y, Cool CD, Bishop AE, Geraci M, Semenza GL, Yacoub M,
Polak JM, Voelkel NF. Expression of angiogenesis-related molecules in
plexiform lesions in severe pulmonary hypertension: evidence for a
process of disordered angiogenesis. J Pathol. 2001 Oct;195(3):367-74.

Partovian C, Adnot S, Raffestin B, Louzier V, Levame M, Mavier M,
Lemarchand P, Eddahibi S. Adenovirus-mediated lung vascular
endothelial growth factor overexpression protects against hypoxic
pulmonary hypertension in rats. Am J Respir Cell Mol Biol. 2000
Dec;23(6):762-71.

Taraseviciene-Stewart L, Kasahara Y, Alger L, Hirth P, Mc Mahon G,
Waltenberger J, Voelkel NF, Tuder RM. Inhibition of the VEGF receptor



125.

126.

127.

128.

129.

130.

2 combined with chronic hypoxia causes cell death-dependent
pulmonary endothelial cell proliferation and severe pulmonary
hypertension. FASEB J. 2001 Feb;15(2):427-38.

Grover TR, Parker TA, Zenge JP, Markham NE, Kinsella JP, Abman
SH. Intrauterine hypertension decreases lung VEGF expression and
VEGF inhibition causes pulmonary hypertension in the ovine fetus. Am
J Physiol Lung Cell Mol Physiol. 2003 Mar;284(3):L508-17.

Farkas L, Farkas D, Ask K, Moller A, Gauldie J, Margetts P, Inman M,
Kolb M. VEGF ameliorates pulmonary hypertension through inhibition of
endothelial apoptosis in experimental lung fibrosis in rats. J Clin Invest.
2009 May;119(5):1298-311.

Park HK, Park SJ, Kim CS, Paek YW, Lee JU, Lee WJ. Enhanced gene
expression of renin-angiotensin system, TGF-beta1, endothelin-1 and
nitric oxide synthase in right-ventricular hypertrophy. Pharmacol Res.
2001 Mar;43(3):265-73.

El-Haroun H, Clarke DL, Deacon K, Bradbury D, Clayton A, Sutcliffe A,
Knox AJ. IL-1beta, BK, and TGF-beta1 attenuate PGI2-mediated cAMP
formation in human pulmonary artery smooth muscle cells by multiple
mechanisms involving p38 MAP kinase and PKA. Am J Physiol Lung
Cell Mol Physiol. 2008 Mar;294(3):L553-62.

Markewitz BA, Farrukh IS, Chen Y, Li Y, Michael JR. Regulation of
endothelin-1 synthesis in human pulmonary arterial smooth muscle

cells. Effects of transforming growth factor-beta and hypoxia.
Cardiovasc Res. 2001 Jan;49(1):200-6.

Tzanidis A, Lim S, Hannan RD, See F, Ugoni AM, Krum H. Combined
angiotensin and endothelin receptor blockade attenuates adverse
cardiac remodeling post-myocardial infarction in the rat: possible role of
transforming growth factor beta(1)J Mol Cell Cardiol. 2001
May;33(5):969-81.



