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OZET

PULMONER ARTERIYAL HIiPERTANSIYON TEDAVISINDE
SILDENAFIL + EVEROLIMUS KOMBINASYONUNUN POTANSIYEL ETKIiSi

Calismamizda sicanlarda monokrotalin ile olusturulan pulmoner hipertansiyon
modelinde sildenafile eklenen everolimus kombinasyonlarinin hemodinamik ve
morfolojik degerlendirmeler sonucunda ne olgiide etkili oldugu arastirilmistir. Sag
ventrikiil basinglari, sag ventrikiil hipertrofisi ve pulmoner arterlerde miyografta
vazokonstriktor ve vazodilator ajanlara alinan yanitlar yaninda histopatolojik degisimler
gruplar arasinda karsilagtirillmistir. Sag ventrikiil basinglar1 ve sag ventrikiil/kalp agirlik
oranlar1 tedavisiz monokrotalin gruplarinda kontrole oranla anlamli sekilde artarken
tedavili gruplarda bu artig azalarak kontrolden farksiz degerlere ulasmistir. Everolimus
eklenen gruplarda sildenafil tedavisine oranla bu parametrelerde anlamhi fark
gozlenmemistir. Pulmoner arterlerde potasyum kloriir, endotelin-1 ve noradrenalin
kasilma yanitlar1 tedavisiz monokrotalin gruplarinda kontrole oranla azalirken serotonin
kasilma yanitlar1 artmistir. Tedavili gruplarda ozellikle de everolimuslu gruplarda
azalan kasilma yanitlarinin kontrolden farksiz degerlere ulastigi, serotonin yanitlarinin
ise tedavisiz monokrotalin gruplarinda oldugu gibi arttig1 goriilmiistiir. Asetilkolin ve
sodyum nitroprussid gevseme yanitlarinin tedavisiz monokrotalin gruplarinda azaldigi
tedavili gruplarda ozellikle de everolimuslu gruplarda belirgin sekilde diizeldigi
saptanmistir. Histopatolojik incelemelerde monokrotalin gruplarinda meydana gelen
vaskiiler ve kardiyak hipertrofinin tedavi ile diizeldigi goriilmiistiir. Ozellikle de
everolimuslu tedavi gruplarinda bu diizelmeler inflamatuar degisiklikleri de i¢ine alacak
sekilde daha 6n plana ¢ikmistir. Tiim bu sonuglar degerlendirildiginde monokrotalin ile
indiiklenen pulmoner hipertansiyon modelinde sildenafil+everolimus kombinasyonunun
kardiyovaskiiler toksik etki olusturmaksizin remodeling siirecinde salt sildenafil
tedavisine oranla daha etkili oldugu sdylenebilir.

Anahtar kelimeler: Pulmoner hipertansiyon, vaskiiler remodeling, monokrotalin,

sildenafil, everolimus



SUMMARY

THE POTENTIAL EFFECT OF THE SILDENAFIL+EVEROLIMUS
COMBINATION ON THE PULMONARY ARTERIAL HYPERTENSION
TREATMENT

In our study, we investigated the efficacy of everolimus combination treatment
with sildenafil on hemodynamical and morphological parameters in the monocrotaline
induced pulmonary hypertensive rats. Right ventricular pressure, right ventricular
hypertrophy and the response to vasocontrictor and vasodilator agents in pulmonary
arteries by myograph and also the histopathological changes were compared between
the groups. Right ventricular pressures and right ventricule/heart weight ratios were
increased in non-treated monocrotaline groups versus the controls, these increased ratios
were decreased in the treated groups and reached to similar values as controls. There is
no significant difference between the everolimus added groups and sildenafil groups.
The contractile responses to noradrenaline, potassium chloride and endothelin-1 were
decreased in the non-treated monocrotaline groups versus controls; in contrast the
contraction responses to serotonin were increased in pulmonary arteries. Reduced
contractile responses were reached to control values and the contractile responses to
serotonin were increased as non-treated monocrotaline groups in the treatment groups
especially in the everolimus groups. Responses to acetylcholine and sodium
nitroprusside relaxation were decreased in non-treated monocrotaline groups and
improved significantly in the everolimus groups. At the histopatological examinations,
vascular hypertrophy and cardiac hypertrophy occured in monocrotaline groups was
improved by the treatment. Particularly these improvements became remarkably,
including the inflamatory changes in the everolimus treatment groups. In the light of
these results sildenafil+everolimus combinations were more efficient than sildenafil
treatment alone in the remodeling process without any cardiovascular toxic effects in
the monocrotaline induced pulmonary hypertension.

Key words: Pulmonary hypertension, vascular remodeling, monocrotaline, sildenafil,

everolimus
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GIRIS VE AMAC

Pulmoner hipertansiyon, pulmoner arter basincinin progresif artisi ile karakterize
olup siklikla sag kalp yetmezligine ve 6liime yol agabilen ilerleyici bir tablodur (1, 2, 3).
Son 10 yilda hastalifin patogenezinin daha iyi anlagilmast yeni ve daha etkili tedavi
yaklagimlarimin  gelistirilmesine  olanak  saglamistir (4, 5, 6). Pulmoner
vazokonstriksiyon ve pulmoner vaskiiler remodeling (yeniden yapilanma), pulmoner
hipertansiyonun fizyopatolojik temelini olusturmaktadir (1, 7, 8, 9, 10).

Pulmoner hipertansiyon tedavisinde vazodilatorler siklikla kullanilan ilaglardir
(1, 7, 8). Hastaligin gelisiminde ve ilerlemesinde artmis vazokonstriksiyonun yaninda
vaskiiler remodelingin de Onemli oldugunun anlasilmasi vaskiiler remodeling
hedeflenerek yeni tedavi yaklagimlarinin gelistirilebilecegini diisiindiirmektedir (1, 11).

Pulmoner vaskiiler remodeling, fiziksel (mekanik stres, siirtiinme stresi gibi) ve
kimyasal (hipoksi, vazoaktif maddeler (anjiotensin II, endotelin I gibi), biiylime
faktorleri (6zellikle transforming biliylime faktorii B, vaskiiler endotelyal biiyiime
faktorii ve trombosit kaynakli biiyiime faktorii gibi)) uyaranlara karsi cevap olarak
meydana gelmektedir (7, 8, 9, 10, 12). Remodeling, endotelyal hiicreler, fibroblastlar ve
diiz kas hiicreleri gibi vaskiiler hiicrelerin hiperplazisi ile hipertrofisini kapsar ve damar
duvarmin tiim tabakalarinda kalinlagsma ile karakterizedir (7, 8, 9, 10).

Prostasiklin analoglari, endotelin reseptdr antagonistleri ve fosfodiesteraz tip 5
inhibitorleri pulmoner hipertansiyonun tedavisinde kullanilan ilaclardir (13, 14).
Sildenafil, fosfodiesteraz tip 5 enzimini inhibe ederek intraseliiler siklik guanozin
monofosfat seviyesini artirarak damar diiz kas hiicrelerinde dilatasyona ve
antiproliferatif etkiye neden olmaktadir (14, 15). Sildenafil, pulmoner hipertansiyon
gelisimine kars1 koruyucu ve tedavi edici etkiye sahiptir (15).

Everolimus, immunsiipresan ve antiproliferatif bir madde olan rapamisinin oral
yolla kullanilan bir tiirevidir (16). Rapamisin ve everolimus, hematopoietik ve diiz kas
hiicreleri gibi hematopoietik olmayan hiicrelerde biiylime faktorleri ile indiiklenen
proliferasyonu inhibe etmektedir (16, 17). Ozellikle damar diiz kas hiicreleri ve
fibroblastlar gibi diger hiicreler {iizerindeki antiproliferatif etkisi ile ilgili olarak
hastaliklarin ~ tedavisinde  kullanilmaktadir.  Everolimus  kronik  allograft
disfonksiyonunda gozlenen vaskiilopatinin engellenmesi amaci ile kullanilmaktadir (17,

18). Everolimus diiz kas hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe ederken neointimal



yapilanmay1 da engeller ve vaskiiler yapilardaki ¢esitli llimen obstriiksiyonlarina karsi
koruyucu etkilidir (koroner stentlerdeki uygulama). Hayvan modellerinde soguk
iskemiyle indiiklenen vaskiiler remodelingi doza bagl olarak azaltmistir (19). Ayrica
pndmonektomize siganlarda pulmoner arteriyal hipertansiyon ve neointimal olusumu
azalttig1 gosterilmistir (20).

Calismamizda, sildenafil tedavisine eklenen everolimus kombinasyonunun
monokrotalin ile indiiklenen sigan pulmoner hipertansiyon modelinde tedavideki
etkinliginin arastiritlmasi amaclanmistir. Direkt vazodilatdr tedavinin bu patolojinin
sagaltiminda yeterli olmadigi, gelisen vaskiiler hipertrofinin de kontrol edilmesi
gerektigi bilinmektedir. Pulmoner hipertansiyonda, pulmoner arterlerde meydana gelen
remodelingin ~ yansimasi  olan  fonksiyonel @ ve  yapisal  parametreleri,
sildenafil+everolimus kombinasyonunun salt sildenafil tedavisine oranla ne Olciide
geriletebilecegi karsilastirilmistir. Bu amagla gruplarimizda sag ventrikiil basinglari, sag
ventrikiil hipertrofisi, pulmoner arterlerde vazokonstriktor ve vazodilator ajanlara alinan

yanitlar ve histopatolojik sonuglar degerlendirilmistir.



GENEL BILGILER
Pulmoner Hipertansiyonun Tanimi

Pulmoner hipertansiyon (PH), pulmoner arteriyal basingtaki (PAB) yiikselmeler
ile karakterize nadir goriilen bir pulmoner damar hastaligidir. PH tedavi edilmedigi
takdirde hastalarda sag kalp yetmezligine ve 6liime neden olabilmektedir (7, 11, 21, 22,
23, 24).

Akcigerlerde normal sartlar altinda ortalama PAB, dinlenme sirasinda en ¢ok 25
mm Hg, egzersiz halinde ise en ¢ok 30 mm Hg’ dir ve bu degerlerin iizerinde 6l¢iilen
ortalama PAB degerleri PH olarak kabul edilmektedir (5, 6, 14, 22, 25, 26, 27).

Akcigerlerdeki kan akimi diger organlardan daha fazla oldugu halde normal
kosullarda ortalama PAB, ortalama sistemik arteriyal basincin 1/6” sindan daha azdir.
Bu diisiik basingla iliskili pulmoner arterler, genis ¢apli olup sistemik arterlerden daha
ince damar duvarina sahip ve diisiik vaskiiler toniisludur (22). Diisiik pulmoner vaskiiler
toniisun korunmasi pulmoner endotelyumun birincil fonksiyonudur. Endotel kaynakl
vazodilatorler ve vazokonstriktorler, mitojenler ve antimitojenler, antitrombotik ve
protrombotik mediyatorler ile kardiyak indeks arasindaki denge pulmoner vaskiiler
toniisu diizenler. Bu normal dengenin bozulmasi vazokonstriksiyona ve PH’ nun
patolojik belirtilerine neden olmaktadir (7, 8, 28). PAB artarken endotel hiicreleri
laminar akimda bozulma sonucu artmis siirtiinme stresine maruz kalmaktadirlar. Bunun
sonucunda damar duvarinda kolajen birikimi ve diiz kas hiicre proliferasyonu
uyarilmakta ve sonugta pulmoner vaskiiler direng artmaktadir. Artmis basinca sekonder
olarak olusan remodeling daha da artan basinglar ile devam etmekte ve ileride sag kalp
yetmezligi gelisimine neden olmaktadir (28).

PH’ nun radikal tedavisi bazi endikasyonlarda s6z konusu olup genelde
semptomatik tedavi uygulanmaktadir (7, 11, 21, 22, 24). PH’ nun geleneksel tedavisi,
vazodilatorler, antikoagiilanlar, inotropik ajanlar, ditiretikler ve oksijen ile
yapilmaktadir (23).

Pulmoner Hipertansiyonun Patogenezi

PH patogenezinde genetik yatkinlik yaninda toksinlere ve inflamatuar
mediyatorlere maruziyet gibi ¢esitli faktorlerin siirecin baglamasinda rol oynadigi
diisiiniilmektedir. Bu baglatict  faktorler; endotel hiicre proliferasyonuna ve

disfonksiyonuna, vaskiiler liimenin trombotik obstriiksiyonuna, anormal vazomotor



kontrole, damar duvarinin kronik remodelingi gibi yapisal degisikliklere neden
olmaktadirlar (7, 8, 22).

PH’ da vazokonstriksiyon, pulmoner damar duvarinin remodelingi ve trombozis
temel patolojiyi olugturmaktadir (3, 7, 25, 29, 30).

Endotel disfonksiyonu ve vazokonstriksiyon

Pulmoner endotelyum, pulmoner damarlarin fiziksel ve biyokimyasal
ozelliklerini, vaskiiler kontraktiliteyi ve hiicre biiyiimesini diizenleyen biiyiime
faktorleri ve vazoaktif mediyatorleri salivermektedir (30, 31). PH’ nun gelisiminde ve
ilerlemesinde endotel disfonksiyonunun 6nemli bir patojenik rol oynadigini gdsteren
kanitlar mevcuttur (28, 30).

Reaktif oksijen tiirleri (ROT), genetik mutasyonlar, siirtinme stresi,
otoimmunite ve inflamasyon gibi faktorler endotel disfonksiyonuna neden olabilir.
Endotel disfonksiyonu, endotel hiicre proliferasyonuna, artan koagiilopatiye, sitokin ve
bliylime faktorleri araciligi ile vazokonstriksiyona ve vaskiiler hipertrofiye neden
olmaktadir (30, 31).

Normalde pulmoner damar sisteminde prostasiklin (prostaglandin ),
vazoaktifintestinal peptid (VIP) ve nitrik oksit (NO) gibi hiicresel mediyatorler giigli
vazodilatorlerdir ve trombosit agregasyonu ile diiz kas hiicre proliferasyonunu inhibe
etmektedirler. Buna karsilik endotelin-1 (ET-1) ve tromboksan A, giiclii
vazokonstriktor etkiye sahiptir ve damar diiz kas hiicrelerinin proliferasyonunu,
fibrozisi ve adhezyon mediyatorlerinin sentezini arttirmaktadirlar (22, 25, 30).
Disfonksiyonel pulmoner arter endotelinde prostasiklin ve NO sentezinin azaldigi buna
karsilik ET-1 sentezinin ise arttig1 goriilmektedir (5, 22, 25, 31).

Vaskiiler remodeling

Endotelyal hiicreler, fibroblastlar ve diiz kas hiicreleri gibi damar hiicrelerinin
hipertrofisi ve hiperplazisini kapsayan remodeling, damar duvarinin tiim tabakalarinda
olugmakta ve siklikla vaskiiler yapida liimen obstriiksiyonu ile seyretmektedir (1, 8, 22,
24, 30, 32). Buna ek olarak, kolajen, elastin ve fibronektin gibi konnektif doku matriks
bilesenlerinin artig1 s6z konusudur (1, 8, 24, 30, 33).

Remodeling siirecinde mekanik stres ve siirtiinme stresi gibi fiziksel faktorler
yaninda kimyasal stimiilanlar, hipoksi, viral enfeksiyon, vazoaktif mediyatorler ve

biiyiime faktorleri de etkili olmaktadir. Yetersiz apoptozis ve antiproliferatif faktorler



remodelingin etiyolojisinde rol oynamaktadir (1, 8). Pulmoner vaskiiler remodeling
intimal proliferasyonu, medial hipertrofiyi ve adventisiyal kalinlagsmay1 kapsamaktadir
(1,21, 30, 33).

Intimal vaskiiler lezyonlarm patogenezi tam olarak aydmlatilamamistir. Bu
lezyonlarin endotel hasarini takiben diiz kas hiicre migrasyonunun aktivasyonu,
ekstraseliiler matriks yer degisimi ve endotel hiicre proliferasyonundan kaynaklandigi
diisiiniilmektedir. Intimal lezyonlar kiigiik pulmoner arterlerin luminal alaninin
rediiksiyonuyla olusur ve pulmoner damar direncini biiyiik 6l¢iide etkiler. Intimal
lezyonlar dis intimanin kalinlasmasiyla pleksiform ve fibrotik olarak olusmaktadir (6, 8,
34).

Medial diiz kas hiicre hipertrofisi, PH’ nun karakteristik patolojik 6zelligi olup
oncelikli olarak muskulerize arterler ile prekapiller damarlar1 kapsamaktadir. PH’ daki
pulmoner arterlerin tunika mediasinin genislemesi hipertrofi ve hiperplazinin bir
kombinasyonu sonucu olusmaktadir. Ekstraseliiler matriks birikimi ile birlikte diiz kas
hiicre hipertrofisi, daha kalin elastik laminayr da kapsayan PH’ daki medial
kalinlasmanin sebebini olusturmaktadir (8, 34). Pulmoner vaskiiler diiz kas hiicrelerinde
antimitojenik faktorlerin etkinliginin azligi hipertrofinin ilerleyisinde hiz belirleyici
faktor olarak degerlendirilmektedir (6).

Adventisiya ¢ogunlukla fibroblastlardan olusmaktadir (8). Adventisiyal
fibroblastlar, diiz kas hiicrelerine farklilasmakta veya remodelinge ugramis mediaya go¢
etmekte, biiyiime faktorleri salgilatarak diiz kas hiicre proliferasyonunu tetiklemekte,
kemik iligi progenitor hiicrelerinin ve inflamatuar hiicrelerin toplanmasina izin
vermekte ve yeni olusan damarlarin yayilmasi i¢in anjiojenik ve vaskiilojenik kisim
olusturmaktadir (34).

Trombozis

Endotelyum, von Willebrand’ s faktorii, plazma fibrinopeptid A, plazminojen
aktivator inhibitor-1, doku plazminojen aktivatdr, trombomodulin, prostasiklin ve NO
gibi cesitli maddeler araciligr ile normal koagiilasyonu diizenlemektedir. Endotel
disfonksiyonu PH’ nun pek ¢ok formunda trombotik siirece katki saglamaktadir.
Histopatolojik  incelemeler  pulmoner  vaskiilopatide  trombozisin  roliinii
desteklemektedir (6, 7, 28). Trombozis pulmoner damar liimenin obstriikksiyonuna

neden olarak PH’ nu siddetlendirmektedir (31).



Hiperkoagiile durumlarda artan P-selektin seviyesi endotel disfonksiyonunun
ve/veya trombosit aktivasyonunun bir belirtecidir. PH’ Iu hastalarda P-selektin
seviyesinin arttig1 ve trombomodulin seviyesinin azaldigi bulunmustur (31). Buna ek
olarak hasarli endotel hiicre seviyesinde trombosit agregasyonunu inhibe eden
prostasiklin ve NO iiretimi de azalmistir. PH’ lu hastalarda dolasan trombositler siirekli
aktif durumdadir ve hasarli endotel hiicrelerinde agregasyon ile protrombotik ortama
katkida bulunmaktadirlar (6).

Pulmoner Hipertansiyonda Etkili Yolaklar
Nitrik oksit yolagt

Endotel kaynakli NO (eNO) diyetle aliman L-arjininin endotelyal nitrik oksit
sentaz (eNOS) araciligiyla sitrulline doniisiimii esnasinda agiga ¢ikan bir gazdir (6, 27,
28, 30, 31). eNO diiz kaslarda dilatasyona neden olan siklik guanozin monofosfat (s-
GMP) olusumunu katalize eden ¢6ziiniir guanilat siklaz1 aktive etmektedir. Artan s-
GMP kalsiyuma bagli potasyum kanallarin1 fosforlayan kinazlar1 aktive ederek
hiperpolarizasyona ve diiz kaslarda relaksasyona sebep olmaktadir (3, 6, 28, 31). NO
diiz kasta antiproliferatif ve trombosit inhibitor etkiye de sahiptir (3, 28, 30, 31).
Fosfodiesterazlar (FDE) 0Ozellikle de FDE-1 ve FDE-5, s-GMP’ nin inaktif formuna
doniisiimiinii saglamaktadir. Pulmoner vaskiiler diiz kas hiicrelerinde bolca FDE-5
sentezlenmektedir. Bu yiizden PH tedavisinde FDE-5 inhibisiyonu ile s-GMP’ nin
aktivitesinin arttirilmasi1 amaglanmaktadir (28, 30, 31).

PH gelisimine yol agan NO yolagindaki bozukluklar arasinda ilk olarak NO
sentezi i¢in nitrojen dondrii olan L-arjininin biyoyararlaniminin azalmasi sayilmaktadir.
Endotelyal hiicreler ve eritrositlerde bulunan arjinaz enzimi L-arjinini hidrolize etmekte
ve bunun sonucunda NO {iretimi azalmaktadir (28). NO yolaginda potansiyel ikinci
degisme eNOS aktivitesinin azalmasina bagli olarak PAB’ nda meydana gelen artmadir.
eNOS siirekli olarak sentezlenmekte fakat bu sentez pulmoner kan akimi ve damar
duvar stresi gibi bazi faktorler tarafindan diizenlenmektedir. PH’ da eNOS sentezinin ve
eNO biyoyararlaniminin azaldigi goriilmiistiir. eNOS immunoreaktivitesi PH’ nun
hemodinamik ve histolojik siddeti ile ters orantihidir (3, 28, 30). Asimetrikdimetil
arjinin (ADMA), dimetilarjinin dimetilaminohidrolaz enzimi (DDAH) tarafindan
metabolize edilen endojen bir eNOS inhibitoriidiir. Saglikli yetiskin bireylerde ADMA

inflizyonu pulmoner vaskiiler rezistansi arttirirken, kardiyak indeksi azaltmaktair. PH’



lu hastalarda plazma DDAH seviyesinin azaldigi bulunmus ve bu durum artan plazma
ADMA seviyesi ile iligkilendirilmistir. ADMA plazma seviyesi ile pulmoner
hemodinami ve yagam siiresi arasinda ters bir oranti vardir (28, 35).

Eksojen NO inhalasyonu PH tedavisinde oldukca etkilidir. Ancak
kullannmindaki teknik zorluklar ve potansiyel toksik etki nedeni ile kullanimi sinirlidir
(6, 36).

Prostanoid yolag

Prostasiklin  ve tromboksan A, membran arasidonik asitlerinden
siklooksijenazlar tarafindan sentezlenen zit etkili eikozanoidlerdir. Prostasiklin giiclii bir
vazodilatordiir ve trombosit agregasyonu ile diiz kas hiicre proliferasyonunu inhibe
etmektedir (3, 5, 6, 8, 9, 21, 22, 27, 28, 30, 31). Hiicre i¢i siklik adenozin monofosfat (s-
AMP) olusumunu arttirarak vazodilator etkinlik gostermektedir. Tiim bu etkileri
nedeniyle PH modellerinde, pulmoner vazokonstriksiyona ve remodelinge karsi
koruyucu etkiye sahiptir (3, 6, 28, 30, 31). Pulmoner arteriyal endotelyal hiicrelerde
prostasiklin sentaz enziminin formlar1 prostasiklin olusumunu diizenlemektedir. Cesitli
nedenlere bagli olarak PH gelisen hastalarda akciger dokusunda prostasiklin sentaz
sentezinin azaldigi bulunmustur. Bunun yaninda prostasiklinin idrarla atilan metaboliti
olan 6-ketoprostasiklin F, miktar1 da azalmistir (5, 6, 8, 21, 22, 28, 31). Farelerde
prostasiklinin asir1 sentezi hipoksi ile indiikklenen PH’ a karst koruyucu rol
oynamaktadir. Prostasiklin reseptorii noksan farelerde kronik hipoksiye cevap olarak
siddetli PH gelismektedir (31).

Prostasiklinin aksine tromboksan A, gii¢lii bir vazokonstriktordiir, diiz kas
hiicrelerinde proliferasyonu ve trombosit agregasyonunu indiiklemekte ve pulmoner
endotelyal hiicreler ile trombositler tarafindan iiretilmektedir (9, 28, 30, 31). Idiopatik
pulmoner arteriyal hipertansiyonlu (IPAH) hastalarda sag kalpte tromboksan reseptor
yogunlugu ve tromboksan metabolitlerinin idrardaki seviyelerinin arttigi bulunmustur.
IPAH’ 11 hastalara uygulanan tromboksan A, inhibitérii, pulmoner hemodinamigi
diizeltmistir (28, 31).

Endotelin yolag

ET’ ler, endotel hiicreleri tarafindan sentezlenen, damar toniisunu diizenleyen

vazoaktif peptidlerdir. Damar diiz kaslar1 dahil olmak iizere pek c¢ok hiicre dizisinde

proliferatif ve mitojenik aktiviteye sahiptirler (3, 4, 5, 6, 7, 8, 10, 21, 28, 30, 31).



Lokasyonlar1 ve ET’ e afinitesi farkli olan ve boylece farkl fizyolojik aktiviteye sahip 2
ET reseptorii aydinlatilmistir. ET-A reseptorleri, pulmoner damar diiz kas hiicrelerinde
bulunur ve aktive olduklarinda sitozolik Ca™’ u arttirarak pulmoner vazokonstriksiyona
neden olurlar. ET-B reseptorleri ise diiz kas hiicrelerinde daha az olmakla birlikte
baslica pulmoner vaskiiler endotelyal hiicrelerde bulunurlar. ET-B reseptorlerinin
fonksiyonlar1 ¢ok kompleks olmakla birlikte akcigerde NO ve prostasiklin aracilikli
pulmoner vazodilatasyona aracilik etmektedir (4, 6, 7, 21, 22, 25, 28, 30, 31). Bu
bilgiler dogrultusunda ET-A reseptorlerine spesifik veya spesifik olmayan endotelin
reseptor antagonistleri (ERA), pulmoner vazodilatasyonu saglamak i¢in PH tedavisinde
kullanilmaktadirlar (4, 7, 21, 22, 25).

PH hastalarinda plazma ET seviyesinin yiikseldigine dair ¢aligmalar
bulunmaktadir. Hastaligin siddeti plazma ET seviyesi ile iligskilendirilmektedir (3, 5, 7,
10, 22, 30, 37). PH, damar endotelyal hiicrelerinin kaybi ile baglamaktadir ve bu
durumu diizeltebilmek icin endotel hiicreleri de daha fazla ET iiretmeye
baslamaktadirlar. Ancak fazla sentez edilen ET vazokonstriksiyonun artmasina ve
pulmoner damar diiz kaslarinin proliferasyonuna neden olarak PH’ nun daha da
siddetlenmesine yol agmaktadir (37).

Serotonin yolag

Serotonin  (5-hidroksitriptamin, 5-HT) diyetle almman L-triptofandan
enterositlerde sentezlenen pulmoner bir vazokonstriktor ve diiz kas mitojenidir. 5-HT
icin trombosit, noronlar ve pulmoner endotelyal hiicreleri lizerinde bulunan 5-HT alimi
ve atilimmi kontrol eden tasiyicilar (5-HTT) vardir (28). IPAH’ 11 hastalarda kanda 5-
HT’ nin artmis olan seviyesi, bu vazoaktif mediyatoriin hastaligin patogenezinde rol
oynadigina dikkat c¢ekmektedir (10, 27, 28, 30, 35). 5-HT ile indiiklenen
vazokonstriksiyona aracilik eden 5-HT;p reseptoriiniin sentezi PAH’ Iu hastalarin
pulmoner arterlerinde artmaktadir (10). Hipotalamusta 5-HTT’ yi bloke eden ve 5-HT
seviyesini arttiran anoreksinojenlerin uzun siireli kullanimi PAH gelisim riskini
arttirmaktadir. Benzer sekilde deksfenfluramin kullanimina bagli olarak PH gelisim

riski de artmustir (9, 28, 30).



Inflamasyon

Inflamasyon mediyatdrlerinin pulmoner vazokonstriksiyona neden olmalarmin
yaninda pulmoner vaskiiler remodeling gelisimine de katkilar1 oldugu diistintilmektedir.
Inflamasyon, sitokin ve bilyiime faktorleri aracilikli inflamatuar hiicrelerin (lenfositler,
makrofajlar, noétrofiller) aktivitesini igeren bir siiregtir. Parenkimal hiicreler ve
trombositlerin de sitokin ve biiyiime faktorleri sentezledikleri bilinmektedir. Inflamatuar
hiicrelerden saliverilen birgok sitokinin hiicre biiytime faktorleri gibi rol oynadigi ve
inflamatuar olmayan stimuluslarin da (hipoksi gibi) sitokin saliverilmesine neden
oldugu gosterilmistir. Trombositler inflamasyon ile indiiklenen PH olusumunda
etkililerdir, clinkii aktive olmus trombositler tromboksan, 5-HT, trombosit aktive edici
faktor (PAF) gibi vazoaktif maddeler ve trombosit kaynakli biiyiime faktorii (PDGF),
vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF), 5-HT gibi mitojenler saliverirler (29).

Inflamasyon hem IPAH hem de diger hastaliklar ile iliskili PH gelisimine neden
olan bir etken olarak tanimlanmaktadir. Kronik obstriiktif akciger hastaligi (KOAH)
veya PH’ u olan hastalarin akcigerlerinde perivaskiiler inflamatuar hiicre infiltratlari
bulunmaktadir (2, 38). Saglikli kontroller ile karsilastirildiginda IPAH veya iliskili PH’
lu hastalarda interlokin-1B (IL-1B), IL-6, monosit kemotaktik protein (MCP-1) gibi
farkli inflamatuar sitokin ve kemokinlerin dolasimdaki seviyeleri ve pulmoner
sentezlerinin daha fazla oldugu bulunmustur. Yapilan bir ¢aligmada IL-6 ve MCP-1" in
dolasimdaki seviyeleri ile PAB’ larinin orantili oldugu KOAH’ ta bulunmustur. Bu
hastalarda IL-6 gen polimorfizmi ile PH siddeti arasindaki iliski de gosterilmistir (38).

PH’ da pulmoner arter kas tabakasinda transforming biiyiime faktoriiniin (TGF-
B) arttigr gbézlenmistir. Arastirmacilar, normal akcigerlerdeki alveolar makrofajlarda
TGF-f’ nin 3 izoformunun baskin olduguna dikkat ¢ekmislerdir. TGF-B fenotipik
olarak degismis medial diiz kas ve intimal miyofibroblast hiicrelerde kolajen
ekspresyonunu indiikler. TGF-B vaskiiler diiz kas ve endotel hiicrelerinde
proliferasyonu indiikleyen VEGF ve PDGF’ yi stimiile ederek biiylime faktorii gibi rol
oynamaktadir (29).

PDGF pulmoner damarlarin ¢evresinde sentezlenmekte, perivaskiiler
fibroblastlar ve medial diiz kas hiicresinin hipertrofisini ve bu hiicreler tarafindan artan

matriks tiretimini saglamaktadir (29). Akut ve kronik hipoksiye bagli olarak gelisen PH



modelinde, PDGF reseptér antagonisti uygulamasi histolojik ve hemodinamik
bozukluklar1 diizeltmistir (28).

Anjiojenezis, fibroblast biiytime faktorii (FGF), TGF-B, integrinler ve PDGF
gibi biiylime faktorleri tarafindan kontrol edilir (29). VEGF hem saglikli pulmoner
dolasimda hem de PH’ nun pleksiform lezyonlarinda bolca sentezlenir. Artan VEGF
sentezi ile baglantili olarak VEGF reseptor sentezinin degismesi, PH’ da pleksiform
lezyonlarda anormal endotel hiicre prolifersyonuna neden olmaktadir (29, 31). VEGF
anjiojenez ve permeabilite {lizerine etkili olmakla birlikte endotel hiicrelere monosit
adhezyonuna da aracilik etmektedir (29). VEGF’ nin rolii saglikli ve hasta endotel
hiicrelerine bagl olarak degismektedir. PH’ da artan VEGF seviyeleri hastaliga karsi
koruyucu rol oynarken, VEGF blokaj1 siddetli PH’ a neden olmaktadir. Fakat hastaligin
ilerleyen donemlerinde VEGF biiylimeyi stimiile ederek, endotelyal hiicrelerde
pleksiform lezyon olusumuna katki saglamaktadir. VEGF aortik endotelyal hiicrelerde
NO ve prostasiklin iiretimini indiikler. Benzer etkilere pulmoner damar sisteminde de
sahiptir, bu sebeple PH’ nun patolojik degismelerinin bir kismina karst koruyucu role
sahip oldugu diisiiniilmektedir (31).

Genetik faktorler

PAH’ nun genetik temeli ilk olarak hastaligin ailesel formunun aydinlatilmasi ile
ortaya konulmustur. Ailesel PAH (FPAH) 5 jenerasyona kadar bildirilen vertikal
transmisyon ile karakterize olan otozomal dominant bir hastaliktir. Sporadik PAH’ a
sahip hastalarin % 15’ inden fazlasinda FPAH hastalari ile benzer genetik mutasyonlar
tanimlanmistir (24, 28). En 6nemli mutasyon kemik morfogenetik protein reseptor tip 11
(bone morphogenetic protein receptor 2, (BMPR2) ) geninde meydana gelir. BMPR2
geni TGF-f siiperfamilyasina ait proteinlerin reseptorlerini kodlamaktadir ve bu
proteinler kiigiik pulmoner arteriyollerde hiicrelerin proliferasyonunu inhibe etmektedir
(2, 9, 10, 24, 28, 30, 32). BMPR2 genindeki mutasyonlar FPAH’ I1 hastalarin % 50’
sinde ve IPAH’ 11 hastalarm % 26’ sinda meydana gelmektedir. Ancak BMPR2
mutasyonlu hastalarin yaklasik % 20’ sinde PAH gelismektedir. Bu durum hastaligin
patogenezinde sadece genetik faktorlerin degil ¢evresel faktorlerin de 6nemli oldugunu

isaret etmektedir (9, 14, 24, 27, 28).
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Pulmoner Hipertansiyonun Belirtileri

PH’ nun semptomlar1 genellikle bozulmus oksijen transportuna ve azalmis kalp
debisine bagli olarak ortaya ¢ikmaktadir. Hastalarin yaklasik olarak % 60’ inda goriilen
dispne PH’ nun en 6nemli belirtisidir. PH’ da goriilen semptomlarin spesifik olmamasi
hastaligin teshisini geciktirmektedir. Hastalik ilerledikce PH’ lu hastalarda dispneye
egzersiz toleransinda azalma, yorgunluk hali, go6giis agrisi ve senkop da eslik
etmektedir. Ilerleyen sathalarda sag kalp yetmezliginin gelismesi ile birlikte periferal
0dem, abdominal assit, istah kaybi, erken doyma ve derin dispne meydana gelmektedir
(4, 5, 14, 22, 37).

Diinya Saglik Orgiitii (DSO, World Health Organization (WHO)), hastaligin
evrelerini tanimlamak i¢in fonksiyonel kapasite siniflandirmast hazirlamistir (4, 5, 21,
22, 37).

SINIF-I: PH’ u olan, ancak fiziksel aktivitesi sinirlanmayan hastalar bu sinif i¢inde yer
almaktadir. Giinliik fiziksel aktivitede artan dispne, bitkinlik, gégiis agris1 ya da senkop
gelisimi yoktur.

SINIF-II: PH’ u olan, fiziksel aktivitesi hafif kisitlanmis hastalar bu smif iginde yer
almaktadir. Hastalar, istirahatta rahattir. Giinliik fiziksel aktivitede artan dispne,
bitkinlik, g6giis agris1 ya da senkop meydana gelmektedir.

SINIF-III: PH’ u olan, fiziksel aktivitesi ciddi dl¢iide kisitlanan hastalar bu sinif iginde
yer almaktadir. Hastalar istirahatta rahattir. Giinliik fiziksel aktiviteden daha azi bile
dispne, bitkinlik, gogiis agris1 ya da senkop gelisimine neden olmaktadir.

SINIF-IV: PH’ u olan ve hig bir fiziksel aktiviteyi gerceklestiremeyen hastalar bu sinifta
yer almaktadir. Sag kalp yetmezligi bulgulari goriilmektedir. Dispne ve bitkinlik
istirahatta dahi goriilmektedir. Rahatsizlik herhangi bir fiziksel aktiviteyle artmaktadir
4,5, 21,22,37).

PH® nun ciddi olup olmadig1 ortalama PAB’ 1 degerlerine gore
degerlendirilmektedir. Saglikli bireylerde istirahat halinde ortalama PAB’ 1 25 mmHg’
dan ve egzersiz halinde ise ortalama PAB’ 1 30 mmHg’ dan diisiikken;

-Hafif PH: 25-35 mmHg
-Orta PH: 35-45 mmHg
-Ciddi PH: > 45 mmHg
olarak oOlg¢tilmektedir (37).
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Pulmoner Hipertansiyonun Siniflandiriimasi
1998 yilinda DSO tarafindan PH, olusumundaki patofizyolojik farkliliklar
acisindan degerlendirilerek simiflandirilmistir. 2003 yilinda ise yine DSO tarafindan bu
siiflandirma yeniden diizenlenmis, daha pratik ve anlasilir olan yeni bir siniflandirma
yapilmastir (7, 21, 22, 24).
Pulmoner Hipertansiyonun Siniflandirilmasi (5, 7, 8, 10, 14, 21, 22, 24, 26)
1. Pulmoner arteriyal hipertansiyon (PAH)
1.1. idiyopatik PAH (IPAH)
1.2. Ailesel PAH (FPAH)
1.3. Diger hastaliklar ile iliskili PAH
1.3.1. Kolajen vaskiiler hastaliklar
1.3.2. Konjenital kalp ve akciger hastaligi
1.3.3. Porto PH
1.3.4. HIV enfeksiyonu
1.3.5. Ilag ve toksinler
1.3.6. Diger (Tiroid rahatsizliklari, glikojen depo hastaligi, gaucher hastaligi, hemorajik
telanjiektazi, hemoglobinopati, miyeloproliferatif bozukluklar, splenektomi)
1.4. Ciddi vendz veya kapiller tutulumu ile iliskili PAH
1.4.1. Pulmoner veno-oklusif hastalik
1.4.2. Pulmoner kapiller hemanjiyomatozis
2. Pulmoner vendz hipertansiyon
2.1. Sol tarafl atriyal veya ventrikiiler kalp hastalig1
2.2. Sol tarafli valvular kalp hastalig1
3. Akciger hastaliklar1 ve/veya hipoksemi ile iligkili PH
3.1. Kronik obstriiktif akciger hastaligi (KOAH)
3.2. Interstisyel akciger hastaliklari
3.3. Uyku apnesi
3.4. Alveoler hipoventilasyon bozukluklar1 ve hipoventilasyon
3.5. Uzun siireli yiiksek rakima maruziyet
4. Kronik trombotik veya embolik hastalik sonucu gelisen PH
4.1. Proksimal pulmoner arterlerin tromboembolik obstriiksiyonu

4.2. Distal pulmoner arterlerin tromboembolik obstriiksiyonu
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4.3. Pulmoner embolizm (tlimor, parazitler, yabanci materyaller)
5. Pulmoner dolasimi etkileyen ¢esitli hastaliklar

PAH, idiyopatik, ailesel ve diger hastaliklar ile iligkili PAH olmak tizere 3 gruba
ayrilmaktadir. Benzer klinik, morfolojik ve histopatolojik o&zelliklere sahiptirler.
Pulmoner vazodilator tedaviye cevaplari da benzerdir (8, 22). Bu grup, pulmoner
vaskiilopati, PAB’ 1nda ciddi yiikselmeler, hastalik ilerledikce sag ventrikiil
disfonksiyonu ve Oliim ile karakterizedir (8, 24). PAB’ nin yiikselmesinin belli bir
nedene bagli olmadig1 durumlarda hastalar IPAH’ lu olarak tanimlanmaktadir ve primer
PH (PPH) teriminin yerini almaktadir (8, 22, 37). IPAH’ n goriilme siklig1 milyonda 1-
2’ dir. Kadinlarda daha sik olarak goriilmektedir (6, 22, 24). PAH vakalarinin en az %
6-10’ unda FPAH’ a rastlanmaktadir (22, 37).

Diger hastaliklarla iligkili PAH, nedeni belli olan PAH’ dur ve sekonder PH
(SPH) teriminin yerini almaktadir (37). Bu kategoride kolajen vaskiiler hastaliklar, HIV
infeksiyonu, portal hipertansiyon gibi siddetli PH gelisimine neden olabilen c¢esitli
hastaliklar ile iliskili PH bulunmaktadir (8, 37). 200 HIV infeksiyonlu hastalarin
yaklagtk 1° inde PAH gelismektedir. Bu oran IPAH insidansindan 6-12 kat daha
fazladir. PAH ile HIV arasindaki bu iliski agiklanamamakla birlikte HIV’ in sitokin
veya biiylime faktor yolagini aktive ettigi ileri siiriilmektedir (22). PAH ile bazi ilag ve
toksinler arasindaki iliskiler agiklanmustir. Aminoreks, fenfluramin, deksfenfluramin
gibi istah kesiciler PAH gelisimi i¢in énemli bir risk faktdrii olusturmaktadir. Istah
kesici 1ilaglar ile indiiklenen PAH ila¢g kullanan hastalarin % 1° inde meydana
gelmektedir. Ancak bu ilaclarin 3 aylik stire ile kullanilmasi ile risk 10 kat artmaktadir
(22, 24).

Sol kalp hastaligr ile iligkili PH valvular ve miyokardiyal hastaliklar ile
iligkilidir. Uygun tedavi pulmoner vazodilatér tedaviden =ziyade miyokardiyal
performanst arttirmak veya valvular defektleri diizeltmektir. Akciger hastalii veya
hipoksiye bagli PH’ nun nedeni akciger hastaligindan dolay1 yeterli olmayan
oksijenizasyondur. Ortalama PAB’ indaki yilikselme hafiftir ( 35 mm Hg kiiciik). Kronik
tromboembolik veya embolik PH’ da pihti proksimal ise cerrahi miidahale ile
alinmaktadir. Bu grup hastalar PAH hastalar1 gibi vazodilator tedaviden benzer sekilde

fayda saglamaktadir (24). Bu vakalar, PH’ nun %10’ unu teskil etmektedir (37).
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PH teshisi icin 1ilk olarak invaziv olmayan teknikler kullanilmaktadir
(ekokardiogram taramasi). Bu bulgular daha sonra kalp kateterizasyonu gibi invasif
teknikler ile dogrulanmaktadir. Sag kalp kateterizasyonu hastalifin kesin tanisi ve
siddetinin degerlendirilmesi i¢in kullanilan en giivenilir tekniktir (4, 22).

Pulmoner Hipertansiyonun Tedavisi

Son yillarda PH’ nun patogenezinin daha iyi anlagilmasi ile yeni tedavi
yaklagimlar1 gelistirilerek hastaligin tedavisinde biiytik ilerlemeler kaydedilmistir (22).
Tedavide oncelikle medikal yontemlere bagvurulmakta, eger tedavide basar1 saglanamaz
ise cerrahi yontemlere bagvurulmaktadir (5)

Tedavide kullanilacak olan ajan, PH’ nun siddetine bagli olarak se¢ilmektedir.
Fonksiyonel sinifi 1 ve 2 olan hastalarda endotelin reseptdr antagonisti veya
fosfodiesteraz enzim inhibitorii gibi oral ajanlar ilk tercihtir ve bu ilaglar hastalarda
semptomatik diizelme saglamaktadirlar. Ancak sag kalp yetmezligi veya sag ventrikiil
disfonksiyonu olan hastalarda prostasiklin analoglar1 gibi parenteral ajanlarin kullanimi
daha uygun olmakla beraber baslangicta oral ajanlar da denenebilmektedir (7).

Medikal yontemler
Antikoagiilan tedavisi

PH’ lu hastalarda pulmoner arterlerde trombozis gelisimini engellemek amaci ile
antikoagiilanlar kullanilmaktadir (5, 10, 11, 21, 22, 37). Antikoagiilasyon, PH’ lu
hastalarda tromboembolik komplikasyon olasiligin1 azaltmaktadir (4, 10, 11, 22, 39).

IPAH’ lu hastalarda varfarin tedavisinin hastalarin yasam siiresini uzattigina dair
caligmalar bulunmaktadir (4, 5, 21, 22, 37). Aspirin ve klopidogrel ile epoprostenol
kombinasyon tedavisi PH’ lu hastalarda trombosit fonksiyonlarini diizeltmektedir ancak
bu kombinasyon tedavisinin etkinligi acik¢a gosterilmemistir (7).

Diiiretik tedavisi

Diiiretikler ve diyetle alman sodyum ve sivi alimimin kisitlanmasi ile
intravaskiiler voliimiin normale yakin seviyede tutulmasi PH’ nun semptomatik tedavisi
acisindan Onemlidir (5, 8, 22). PH’ lu hastalarda sekonder olarak gelisen sag kalp
yetmezligine bagli 6dem ve assitin  semptomatik tedavisi i¢in diiiretikler
kullanilmaktadir (4, 21, 22). Diiiretikler preload’ u azaltarak sag ventrikiil fonksiyonunu

diizeltmekte ve hastalarin yasam kalitesinin ylikselmesine katki saglamaktadir (21).
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Oksijen tedavisi

PH’ lu hastalar, hastaligin seyrinde yeterli oksijeni alamazlar. Hipoksi
vazokonstriksiyonu stimiile etmektedir. Bu durum, yiiksek olan PAB’ nin daha da
artmasina neden olmaktadir (5, 7, 21, 37). Dinlenme ve egzersiz halinde oksijen
satlirasyonunun yaklasik % 90 seviyesinde tutulmasi icin hastalara oksijen tedavisi
uygulanmaktadir (4, 22, 37). Oksijen tedavisi, kisa donemde hastalarin oksijen
satlirasyonunu arttirirken uzun dénemde de PH’ nun progresyonunu yavaglatmaktadir
(4,11, 22,37).

Digoksin tedavisi

PH’ nun uzun siireli tedavisinde digoksinin etkinligi {izerine ¢ok fazla arastirma
olmamasina ragmen bu ilag, sag kalp yetmezligi gelismis hastalarda kullanilmakta ve
hastalarda kalp debisini arttirarak tedaviye katki saglamaktadir (4, 7, 21, 37).

PH’ a baglh gelisen son satha sag kalp yetmezligi olan hastalarda yarar1 agikca
ispatlanmis olmamasina ragmen dobutamin, milrinon veya dopamin gibi ajanlardan da
faydalanilmaktadir. Son satha sag kalp yetmezligi olan hastalarda ila¢ tedavisi yerine
akciger veya akciger-kalp transplantasyonu uygulanmaktadir (7).

Kalsiyum kanal blokérleri ile tedavi

IPAH’ lu veya PAH’ lu hastalarin az bir kisnu kalsiyum kanal blokéorleri (KKB)
ile tedaviye cevap vermektedir. Hastalardaki vazoreaktivitenin degerlendirilmesi ile
KKB’ lerin tedavideki etkinlikleri degerlendirilmektedir (5, 7, 8, 11, 21, 37, 39).
Vazoreaktivite testinde PAB’ 1 10 mm Hg’ dan yiiksek, 40 mm Hg’ dan diisiik olan
hastalar pozitif sonuglu olarak degerlendirilmekte ve KKB’ leri sadece bu hastalarin
tedavisinde etkili olmaktadir (4, 11, 22).

KKB’ leri PAH’ lu hastalarda uzun siireli kullanildiginda kronik vaskiiler
remodelligden ziyade hastalarda vazokonstriksiyonu 6nemli dlglide diizeltmektedir (4,
39). KKB’ lerinin kullanimina baglh olarak hastalarda goriilen en belirgin yan etki
ilaglarin negatif inotropik etkisinden dolay1 belirginlesen kalp yetmezligidir, boylece
sag kalp yetmezligi olan hastalarda bu ilaglarin kullanilmasi hastaligin daha da

kotiilesmesine neden olmaktadir (8, 21).
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Entotelin reseptér antagonistleri

Yerlesimleri ve ET’ e afinitesi farkli olan ve bdylece farkli fizyolojik aktiviteye
sahip 2 endotelin reseptdrii aydinlatilmigtir. Teorik olarak selektif ET-A reseptor
antagonistleri PH tedavisinde selektif olmayan reseptor blokorlerinden daha etkilidir.
Ancak PH’ lu hayvan modellerinde yapilan ¢alismalardan elde edilen sonuglar selektif
olmayan reseptor blokdrleri ile tedavinin selektif ET-A reseptdr blokorleriyle yapilan
tedaviye gore PH hastalarinin yasam siiresini daha fazla uzattigin1 géstermektedir (28).

Bosentan, bu sinifa ait PH tedavisinde oral olarak kullanilan FDA (Food and
Drug Administration) tarafindan onayh tek ilagtir (7, 8, 21, 37). Non-selektif ERA olan
bosentan PH’ lu hastalarda hemodinamik parametreleri diizeltir ve klinik kotiilesmeyi
azaltir (1, 5, 10, 11, 22, 28). Bosentan, sinif 3 ve 4 PAH’ lu hastalarin tedavisinde
devamli olarak kullanilmaktadir (7, 21, 37). Klinik diizelmeler tedaviye baslandiktan 2-
3 ay sonra meydana gelmektedir. Bosentan hastalar tarafindan genellikle iyi tolere
edilmektedir. Hastalarin yaklasik % 10’ unda karaciger transaminazlarinda artisa, hafif
anemiye, oral kontraseptiflerin etkinliginde azalmaya ve fetal teratojenize neden
olmaktadir (5, 8, 11, 21, 37).

Sitaksentan, PH tedavisi i¢in oral olarak kullanilan selektif ET-A reseptor
antagonistidir (7, 8, 21, 22). ET-A reseptorlerine olan afinitesi ET-B reseptorlerine olan
afinitesinden 6000 kat daha yiiksek oldugundan ET-B reseptorlerinin aktive olmasi ile
meydana gelen NO ve protasiklin aracilikli vazodilatasyonu ortadan kaldirmamaktadir.
Sitaksentanin tedavideki etkinligi bosentana benzerdir ve daha az hepatotoksisite
gelisimine neden olmasi tedavide bosentana karsi listiinliik saglamaktadir (21).

Ambrisentan, PH tedavisinde etkili olan diger uzun etkili ve oral yolla kullanilan
spesifik ET-A reseptor antagonistidir (7, 8, 21). Bosentan ile karsilastirildiginda daha az
hepatik yan etki insidansina (% 3) sahiptir (7, 21).

Sitaksetan ve ambrisentan faz III klinik c¢alismalar1 tamamlanmis, FDA
tarafindan onay bekleyen ajanlardir (22).

Prostasiklin analoglart

Eksojen prostanoidlerin kronik olarak PH’ 1lu hastalarda kullanimlar
hemodinamik parametreleri diizeltmekte ve hastalarin egzersiz kapasitesini, yasam
kalitesini ve yasam siiresini arttirmaktadir (1, 11, 21). PH tedavisinde FDA’ nin

onayladig1 prostanoidler mevcuttur. Epoprostenol kisa yarilanma 6mriine (6 dk’ dan az)
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sahip, intravenoz (IV) infiizyon seklinde kullanilan bir prostasiklin analogudur (10, 21,
22, 37). PH’ lu hastalarda epoprostenol kullanimi1 fonksiyonel sinifi diizeltir ve
hastalarin yasam siiresini uzatir (5, 11, 39). Epoprostenoliin, fonksiyonel sinif 3 ve 4’ lii
hastalarda hemodinamik parametreleri diizelttigi ve egzersiz toleransini, yasam
kalitesini ve yasam siiresini ayni grup hastalardan olusan ancak geleneksel tedavi
uygulanan (diiiretikler, kalp glikozitleri, oral vazodilatorler ve antikoagiilanlar gibi)
hastalar ile karsilastirildiginda arttirdig1 yapilan caligmalar ile gosterilmistir (7, 8, 21,
22). Epoprostenoliin pulmoner vaskiiler remodeling iizerine sekonder etkisi de s6z
konusudur (7, 8). Epoprostenol tedavide etkili olmasina ragmen bazi dezavantajlari
vardir. Santral vendz kateter ile uygulandigi icin uygulama sekli ile ilgili siddetli
komplikasyonlar ortaya c¢ikmaktadir. Infiizyonun kesilmesi ani pulmoner vaskiiler
direncin yiikselmesine, akut sag kalp yetmezligine, hemodinamik kollaps ve Oliime
neden olmaktadir. Hastalar pnemotoraks, vendz trombozis, sepsis gibi kateterizasyonla
ilgili komplikasyonlar i¢in risk tasimaktadir (5, 7, 21, 22, 39).

Treprostinil epoprostenol ile benzer etkili, yarilanma 6mrii daha uzun (3-4 saat)
ve subkutan veya kateter ile IV infiizyon seklinde kullanilabilen FDA tarafindan onayh
diger bir protasiklin analogudur (5, 7, 11, 21, 22, 37). Yan etkilerinin ¢ogu
epoprostenole benzerdir (5, 7, 21, 37). Sogukta saklanmasina gerek yoktur, oda
sicakliginda da stabildir (22).

[loprost, FDA tarafindan onayli inhalasyon yolu ile de kullanilabilen, 20-30 dk
yarilanma Smriine sahip diger bir prostasiklin analogudur (21, 22, 37). Iloprostun tek
inhalasyonu 45-60 dk sonra PAB’ 1m1 % 10-20 oraninda azaltmaktadir (7, 21, 22).
[loprost' un yan etkileri, epoprostenol ile benzerlik gdstermektedir (22, 37).

Oral prostasiklin analogu olan beraprostun pilot ¢alismalarda PH tedavisinde
etkili oldugu gorilmiistiir. Fakat uzun siireli kullanimina bagli etkileri heniiz
bilinmemektedir. Su anda beraprost PH tedavisinde sadece Japonya ve Giiney Kore’ de
kullanilmaktadir (7).

Fosfodiesteraz-5 inhibitorleri

FDE-5 enzimi vazodilatasyon ve damar diiz kaslarinda antiproliferatif etkiye
aracilik eden ikinci haberci olan intraseliiler s-GMP metabolizmasindan sorumludur.
Akcigerlerde FDE-5 sentezlenmekte ve artan FDE-5 sentezi kronik PAH’ da dikkat

cekmektedir. Spesifik FDE-5 inhibitdrleri ile bu enzimin asir1 sentezinin inhibisyonu s-
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GMP’ nin intraseliiler seviyesini arttirmaktadir. Boylelikle FDE-5 inhibitorleri
vazodilator ve antiproliferatif etkilerinden dolayr PAH tedavisinde kullanilmaktadir (1,
7,21, 37).

Sildenafil PH tedavisinde oral olarak kullanilan FDA tarafindan onayli tek
selektif FDE-5 inhibitoriidiir. Simif 2 ve 4 arasindaki PH hastalarinin tedavisi igin
kullanilmaktadir (7, 11, 21, 22, 37). Pulmoner vazodilator etkisiyle hastalarda egzersiz
kapasitesini arttirmakta ve hemodinamik parametreleri diizeltmektedir (5, 7, 10, 11, 21).
Sidenafil PH hastalar tarafindan genellikle iyi tolere edilmektedir (5, 21, 37). Nitratlar,
nitrik oksit veya alfa reseptdr blokorleri gibi ilaglar ile birlikte kullanildiginda ise
belirgin bir sekilde hipotansiyona neden oldugu i¢in hastalarda biling kaybina hatta
6liime bile sebebiyet vermektedir (21, 37).

Son zamanlarda uzun etki siireli FDE-5 inhibitérleri PH tedavisi igin
aragtirilmaktadir. Tadalafil uzun yarilanma 6mrii ile teorik olarak giinde 1 kez ilag
kullanimina olanak sagladigi i¢in avantajli olarak goriilmektedir (21).

FDE-5 inhibitorii olan vardenafilin de PH tedavisindeki etkinligi
aragtirtlmaktadir. Ancak bu ajanlarin hemodinami ve oksijenizasyon iizerine etkilerinin
farkli oldugu bilinmektedir (11).

Kombinasyon tedavisi

Prostasiklin analoglari ve ERA kombinasyonu ile yapilan smirli sayidaki
caligsmalarla, kombinasyon tedavisinin genel olarak egzersiz kapasitesini arttirdigi ve
fonksiyonel sinifi diizelttigi gorilmiistir (7, 21). Sildenafil ve inhale iloprost
kombinasyonu ortalama PAB’ 11 azaltmaktadir. Subkutan treprostinil ile sildenafil
kombinasyonu ile yapilan hayvan ¢alismalarinda PAB ve mortalite insidasinda azalma
daha belirgindir. Benzer sekilde bosentan ile tadalafil kombinasyonu da aymi etkiyi
saglamaktadir (7). Bosentan ile sildenafil kombinasyonunun olumlu etkilerinin
bildirildigi ¢alismalar da mevcuttur (21).

Cerrahi yontemler
Akciger ve kalp-akciger tranplantasyonu
PAH tedavisinde akciger tranplantasyonunun etkili oldugunu gosteren ¢aligmalar

mevcuttur (22, 37).
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Tromboendarterektomi

Bu ameliyat yalnizca tromboembolik hastaliklar nedeniyle PH’ u olan hastalara
uygulanmaktadir (21, 37).

Atriyal septostomi

Yalnizca simif 3 ve 4’ e dahil olan ciddi PH’ lu hastalara uygulanmaktadir. Bu
islemde sag ve sol atriyumlarin arasina bir delik agilmakta ve sag kalpteki basing
azaltilarak sag kalbin daha rahat caligsmasi saglanmaktadir (21, 37).

Pulmoner hipertansiyon tedavisinde yeni gelismeler

Hastaligin  patogenezinde dikkat ¢eken vaskiiler remodelingin  ve
vazokonstriksiyonun daha etkili ajanlarla diizeltilmesi hedeflenmektedir (8).

Deneysel calismalar spesifik 5-HT reseptor antagonistlerinin tedavide etkili
oldugunu gostermektedir (7, 8).

Voltaj kapili K" (K,) kanallar1 pulmoner arter diiz kas hiicre kontraksiyonu ve
proliferasyonunda énemli bir role sahiptir. insanlarda K, kanallar1 hipoksi ile iliskili PH
gelisiminde etkili olmaktadir (3, 7, 8). Dikloroasetat (DKA) ¢esitli sinyal yolaklari ile
K, kanallarinin aktivasyonuna ve upregiilasyonuna neden olmaktadir. DKA tedavisinin
insanlarda vaskiiler remodelingi diizeltigi gézlenmistir (7, 8).

Rho-kinaz aracilikli Ca™ sensitizasyonu sican hipoksik model PAH’ da
vazokonstriksiyona ve artan vazoreaktiviteye aracilik etmektedir. Rho-kinaz inhibitorii
olan fasudil PAB’ nin azalmasina neden olmaktadir. IV fasudil kullanimu ile yapilan ilk
denemelerde siddetli PAH’ Iu hastalarda bu ajanin ortalama PAB’ 1n1 azalttig
bulunmustur (8, 10).

Statinlerin, Rho inhibisyonu ile vaskiiler diiz kas hiicrelerinde antiproliferatif
etki olusturduguna dair gézlemler mevcuttur (7, 8).

Pulmoner vaskiiler remodelingi hedef alan bazi ilag gruplar ile deneysel PH
modellerinde umut veren sonuglar elde edilmistir. Ornegin, monokrotalin (MCT) ile
indiiklenen PH’ lu siganlarda VEGF reseptor blokorleri ile remodelingi hedef alan
calismalarda pulmoner vaskiiler diiz kas hiicrelerinin apoptozisi indiiklenerek yasam
stiresinin uzadig tespit edilmistir (9, 11).

Benzer sekilde PDGF reseptér antagonisti imatinibin pulmoner vaskiiler
remodelingi diizelterek deneysel PH tedavisinde etkili oldugu gézlenmistir (8, 9, 11).

Grelinin de pulmoner vazodilator etkilerine dair gézlemler mevcuttur (7).
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Bradikinin endotel hiicre fonksiyonunu diizenlemektedir. Bradikinin agonisti ile
yapilan bir caligmada siddetli PAH’ nun ve sag ventrikiil hipertrofisinin azaldigi
gozlenmistir. Bu ¢aligmada bradikininin bu etkisinin hiperproliferatif hiicrelerde eNO
aktivasyonu, prostasiklin iiretiminin artmasi ve apoptozisi indiiklenmesi ile iliskili
oldugu ileri siirtilmiistiir (7).

Giiglii bronkodilator, sistemik ve pulmoner vazodilatér aktiviteye sahip bir
noropeptid olan VIP seviyesinin, PAH’ lu hastalarin serum ve akcigerlerinde azaldig
tespit edilmistir (7, 9, 25).

Vaskiiler diiz kas hipertrofisine ve proliferasyonuna neden olan anjiotensin 2’
nin PAH’ da rol oynamasi olasidir. Buradan hareketle anjiotensin doniistiiriicii enzim
inhibitdrleri veya anjiotensin reseptdr blokorlerinin de PH tedavisinde etkili oldugu ileri
stiriilmektedir (7).

Pulmoner Hipertansiyon ve immunosiipresanlar

PH’ nun patogenezinde vaskiiler remodelingin 6nemli oldugu bilinmektedir (40).
Pulmoner vaskiiler remodeling medial hipertrofiyi, adventisiyal kalinlagsmay1 ve
endotelyal hiicrelerin anormal c¢ogalmasimni kapsamaktadir (20, 40). Bu degismeler
pulmoner vaskiiler direngte artisa ve sag kalp yetmezligine neden olmaktadir (40).
Remodelingi hedef alan deneysel ¢alismalarda immunosiipresif ajanlarin kismen etkili
olabilecegi gosterilmistir (27). Kortikosteroidler ve immunsiipresanlar konnektif doku
hastaligi ile iligkili PH’ nun tedavisinde etkilidir (2).

Siklosporin ve takrolimus gibi kalsindrin inhibitdrleri uzun yillardir
immunosiipresyon igin transplantasyondan sonra kullanilmaktadir (41, 42). Tedavide
kullanilan bu ajanlar hiperlipidemi, hipertansiyon ve diyabet gibi kardiyovaskiiler risk
faktorlerinde artisa neden olmaktadir. Bunun yaninda kalsindrin inhibitorleri ciddi
nefrotoksik etkiye de sahiptir (42). Proliferasyon sinyal inhibitorleri olan rapamisin ve
everolimus transplantasyon sonrasi doku reddi siirecinde kardiyovaskiiler yan etki
olusturmamaktadir (41, 42). Transplantasyon sonrasi kalsinorin inhibitorleri ile tedavi
edilen hastalarda, tedavinin kesilmesinden sonra everolimusa baslanmasi ile sistolik ve
diyastolik basingta diizelme ve neoplastik olusumda iyilesme goriilmektedir (42). Bu
ajanlarin antiproliferatif etkilerine ilaveten ateroskleroz ve koroner arter hastalig1 tedavi

stirecindeki olumlu etkileri de goézlenmistir (41).
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Rapamisin, Streptomyces hydroscopicus tarafindan tiretilen antifungal, antitimor
ve immunsiipresan aktiteye sahip bir ajandir. FDA tarafindan bobrek tranplantasyonu
sonrast organ rejeksiyonunu Onlemek i¢in kullanimi onaylanmistir (43). Rapamisin
intraseliller FK baglayan protein (FKBP) 12 olarak bilinen immunofiline
baglanmaktadir. Rapamisin-FKBP 12 kompleksi, memeli rapamisin hedefine
(mammalian target of rapamycin, m(TOR)) baglanarak onu inhibe etmekte ve invivo ve
invitro hiicre dongii sisteminde mitojenle indiiklenen fosfoinozitid-3-kinaz (PI3K) ve
protein kinaz B (Akt) sinyal yolagim1i bloke ederek antiproliferatif etkisini
gostermektedir (20, 40, 43, 44, 45). Rapamisin hematopoietik ve vaskiiler diiz kas
hiicreleri ile fibroblastlar gibi hematopoietik olmayan hiicrelerde biiyiime faktorleri
aracilikli proliferasyonu inhibe etmektedir (18, 20, 40, 46).

Rapamisin tedavide hastalar tarafindan iyi tolere edilmektedir. Pek ¢ok
immunosiipresan ile meydana gelen renal toksisite rapamisin ile olusmamaktadir. En
onemli yan etkisi doza bagli olarak serum kolesterol ve trigliserit seviyesinin artmasidir.
Klinik ¢aligmalarda kan basincinda, glomeriiler filtrasyon gibi bobrek fonksiyonlarinda
ve karaciger fonksiyonlarinda 6nemli degismelere neden olmadigi gozlenmistir (43).

Rapamisin hipoksi ile indiiklenen diiz kas ve endotelyal hiicre proliferasyonunu
kiiltiir ortaminda inhibe etmektedir (45). VEGF aracilikli endotelyal hiicre
proliferasyonuna karsi koruyucu etkiye sahiptir. Rapamisin domuzlarda anjioplasti
sonrasinda arteriyal proliferatif cevabi, intimal kalinlagsmay1 ve vaskiiler diiz kas hiicre
proliferasyonunu azaltmaktadir (20). Bu 6zellikleri nedeniyle rapamisinin 2003 yilinda
FDA tarafindan koroner arter stentlerinde antirestenotik ajan olarak kullanimi uygun
bulunmustur (43). Yapilan bir calismada MCT enjeksiyonu ile ayn1 zamanda baslanan
rapamisin uygulamasi (koruyucu), siganlarda MCT ile indiiklenen PAB’ 1ndaki
artmalart ve neointimal olusumu azaltmistir (40). Baska bir calismada rapamisinin
farelerde hipoksi ile indiiklenen pulmoner vaskiiler remodelingi ve sag ventrikiiler
hipertrofiyi azalttig1 bulunmustur (45).

Rapamisinin umut vaad eden potansiyel etkilerinden dolayr farmakokinetik
ozellikleri diizeltilerek benzer etki mekanizmasina sahip tiirevleri sentezlenmistir (18,
43).

Everolimus, rapamisinden sentezlenen oral olarak aktif immunsiipresan ve

antiproliferatif bir ajandir (16, 43, 47, 48). Rapamisinin oral biyoyararlanimin arttirmak
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ve yliksek polarite 6zelligi ile genis doku dagilimin1 azaltmak amaciyla sentezlenmistir.
Rapamisine gore daha kisa yarilanma Omriine sahiptir ve kararli durum
konsantrasyonuna daha kisa silirede ulagsmaktadir (47). Everolimus alindiktan 3 saat
sonra plazma pik konsantrasyonuna ulagmaktadir ve yaklasik yarilanma omrii 1 gilindiir.
Kararli durum konsantrasyonuna 4 ile 7 giin arasinda ulagmaktadir (17).

Everolimus hiicre icine girdikten sonra rapamisin gibi FKBP 12 immunofiline
baglanmaktadir. Everolimus-FKBP 12 kompleksi mTOR’ a baglanarak, mTOR’ un
aracilik ettigi biiylime faktorleri aracilikli hiicre proliferasyonunu inhibe etmektedir (16,
17, 47). Everolimus hematopoietik ve vaskiiler diiz kas hiicreleri ile fibroblastlar gibi
hematopoietik olmayan hiicrelerde biiylime faktorleri aracilikli proliferasyonu inhibe
etmektedir (16, 17, 46, 48). Everolimusun immunosupresif aktivitesi rapamisinden 2-5
kat daha az olsa da otoimmun hastalik ile kalp ve bdbrek allotransplantasyon
modellerinde en az rapamisin kadar etkilidir (16, 46).

Hastalar tarafindan genellikle iyi tolere edilmektedir. Everolimus tedavisi alan
hastalarda goriilen en 6nemli yan etkiler; hiperlipidemi, trombositopeni, daha zayif
olarak hipertrigliseridemi ve doza bagli olarak enfeksiyon insidansinda artmadir (17,
48).

Oral olarak kullanilan everolimusun siklosporin ile sinerjistik etki gostererek
hayvan modellerinde allograft reddine karsi koruyucu aktiviteye sahip oldugu
bulunmustur. Bu sayede siklosporinin renal toksistesinin azaldig1 goriilmiistiir (43, 47).
Everolimus insan vaskiiler endotelyal hiicrelerinin proliferasyonunun inhibisyonu ile
bazi in vitro insan kanser hiicrelerinde ve hayvan modellerinde tiimorlere karsi
antianjiojenik  aktiviteye sahiptir (43). In vitro everolimus subnanomolar
konsantrasyonlarda sigir vaskiiler diiz kas hiicrelerinin proliferasyonunu rapamisine
benzer derecede inhibe etmektedir. Oral olarak kullanilan everolimus ile yapilan bir
caligmada stent takilmis hayvanlarda neointimal kalinlasmanin % 40-49 ve stent
stenozisinin % 26 oraninda azaldig1 bulunmustur (46). Yapilan arastirmalar everolimus
ve rapamisinin vaskiiler diiz kas hiicreleri ve fibroblastlar {izerindeki antiproliferatif
etkileri ve kronik allograft vaskiiler hasar1 ile ilgili miyointimal proliferatif lezyonlar
azalttigini isaret etmektedir. Genis sayidaki hasta caligmalari da mTOR inhitorlerinin
kronik graft aterosklerozisin etkilerini iyilestirmek i¢in dnemli terapétik bir yaklasim

oldugunu dogrulamaktadir (17). Yapilan bir c¢alismada everolimusun siganlarda
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bleomisin ile indiiklenen pulmoner fibrozisi azalttigi goézlenmistir. Bu modelde
everolimusun akcigerde kolajen birikimini azaltti§i bulunmustur (18). Baska bir
calismada everolimusun pnemonektomize si¢anlarda MCT ile indiiklenen PH ve
neointimal olusuma kars1 koruyucu etkili oldugu gortilmiistiir (20).

Norohormonlar ve peptid biiyiime faktorleri gibi g¢esitli hipertrofik stimuluslar
protein kinaz kaskadlarin1 harekete gegirerek kardiyak hipertrofiye neden olmaktadirlar.
mTOR inhibitérii olan rapamisin degisik transjenik farelerde kardiyak hipertrofi
olusumuna karsi koruyucu aktiviteye sahiptir. Bu sonuglar mTOR’ un anormal kardiyak
hipertrofide kritik rol oynadigimi ve mTOR inhibitorlerinin kardiyak hipertrofinin
inhibisyonunda umut vaat ettigini gostermektedir (43).

Pulmoner Hipertansiyon Modelleri
Monokrotalin enjeksiyonu

MCT hayvanlarda deneysel PH gelisimi i¢in kullanilan pirolizidin alkaloidi bir
fitotoksindir (2, 23, 49, 50). Insanlarda PH’ nun ilerlemesi ile hayvanlarda MCT ile
indiiklenen PH arasindaki benzerliklerden dolay1 ¢alismalarda siklikla kullanilmaktadir
(23). MCT arteriyoller ve muskuler arterlerin perivaskiiler alanlarinda mononiikleer
infiltrasyona yol acan endotelyal hiicre hasarina neden olmaktadir (2, 23, 51). MCT
ortalama PAB’ 1 yiikseltir, sag ventrikiiler hipertrofiyi indiikler, muskuler arterlerde
medial ve adventisiyal kalinlagmay1 arttirir ve normalde muskuler olmayan arterlerde
muskiilarizasyona neden olur (23). MCT ile indiiklenen sican PH modellerinde
inflamasyonun baglatici olay oldugu, inflamasyonun olmadigi durumlarda PH’ nun
olusmadigr goriilmektedir (2, 29). MCT’ nin pulmoner arterlerde toksik etkisini
gosterebilmesi i¢in karacigerde sitokrom P450 3A enzimi ile elektrofil monokrotalin
pirole (MCTP) metabolize olmas1 gerekmektedir (49, 51).

MCT genellikle 60 mg/kg dozda intraperitonal veya subkutan olarak tek
enjeksiyon olarak uygulanmaktadir. Intrinsik kalp ve akciger hastaligmin varliginda
hizlica siddetli pulmoner vaskiiler hastalik gelisimine olanak saglamaktadir (51).
Kronik hipoksi

Alveoler oksijen basinct 70 mm Hg altina distiginde pulmoner
vazokonstriksiyon meydana gelmektedir. Hayvan modellerinde aralikli siddetli hipoksi
PH gelisimine neden olmaktadir. Insanlarda aralikli hipoksinin etkinligi sinirli olmakla

birlikte pulmoner hemodinamikler iizerindeki etkisi klinik olarak onemli degildir.
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Insanlarda PH’ nun baz1 formlarinda hipoksi bir uyarandir. Hipoksinin siiresi ve siddeti
hayvan modelleri ve insanlar arasinda farkli olabilmektedir (51).
Duktus arteriosusun baglanmasi

Yeni doganlarda siirekli PH (persistent PH) yiikselen pulmoner vaskiiler direng
ile karakterize klinik bir sendromdur. Fetal kuzularda duktus arteriosusun
baglanmasindan dolay1 olusan kronik intrauterin PH bu durumu taklit ederek intrauterin
PAB yiikselmesine, sag kalp hipertrofisine, PH’ la iliskili yapisal degisikliklere sebep
olmaktadir (51).

Kronik embolik pulmoner hipertansiyon

Sephadeks micropheres ile tekrarlanan mikro embolizm kdpeklerde kronik PH
gelisimine neden olmaktadir. Enjekte edilen mikrosifer damarlar1 hedef alarak vaskiiler
lezyon gelisimine yol ac¢maktadir. Primer vaskiiller mekanik tikanma ve
vazokonstriksiyon yiiksek pulmoner vaskiiler direncin mekanizmasini olusturmaktadir
(51).

Genetik olarak modifiye edilmis hayvanlar

Genetik taramalar ile PH gelisiminde etkili olan gen mutasyonlar
aydmlatilmistir. IPAH’ Iu hastalarda BMPR2 gen mutasyonlar1 bulunmustur. Fakat
genetik model olusturulmaya calisan farelerde fenotipik 6zellikler PH> u tam olarak
yansitmamaktadir (51).

Son zamanlarda insanlarda ve deneysel modellerde PH patogenezinde 5-HT ve
5-HTT’ nin rolii tespit edilmistir. Farelerde 5-HTT’ nin asir1 sentezi PH gelisimine
neden olurken, genetik olarak 5-HTT” den yoksun farelerde hipoksi ile indiiklenen PH’
nun hafifledigi goriilmiistiir (51).

Tim bu bilgiler 15181inda ¢alismamizda, MCT ile indiiklenen PH modelinde
sildenafil tedavisine eklenen everolimusun bu hastaligin tedavisindeki etkinliginin

arasgtirilmasi amaglanmustir.
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GEREC ve YONTEM
Gerec

Deneylerde kullanilan hayvanlar

Deneylerde yaklagik 250-300 g agirhiginda yetiskin disi Sprague-Dawley
siganlar kullanildi. Siganlar 12 saat karanlik 12 saat aydinlik dongiisiinde, 24 +1 °C
sicakliktaki iyi havalandirilan odalarda barindirildi, standart hayvan yemi ve ¢esme
suyu ile beslenmeleri saglandi. Tez caligmasi siiresince gergeklestirilen tiim deneyler,

Eskisehir Osmangazi Universitesi Bilimsel Arastirmalar Etik Komisyonu’ndan onay

alindiktan sonra yapildi.

Deneylerde kullanilan kimyasal madde ve ¢ozeltiler

Monokrotalin Sigma
Sildenafil Actavis
Everolimus Novartis
Ketamin (Ketalar®™) Phizer

Ksilazin Sigma

KCl Riedel-de Haen
Noradrenalin Sigma
Serotonin Sigma
Endotelin-1 Sigma

NaCl Riedel-de Haen
MgSO4 Merck
Na,HPO, Merck

Glukoz Merck
NaHCO; Sigma

CaCl, Riedel-de Haen

Sodyum nitroprussid (Nipruss®)

Deneylerde kullanilan cihazlar

Miyograf Sistemi
Mikroskop

Veri Toplama Sistemi
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Adeka

DMT Model 610
Olympus S261

Biopac Systems MP150



Isik Mikroskopu Olympus BH-2
Dijital Kamera Olympus DP-70
Yontem

Deneylerde kullanilan ¢ozeltiler ve konsantrasyonlari

Monokrotalin Cozeltisi: 1 N HCI” de ¢oziindiirtilerek pH’ s1 1 N NaOH ile 7.4’ ¢
ayarlandu.

Krebs Henseleit Cozeltisi: NaCl 13.8 g, KCI 0.70 g, CaCl, 0.58 g, MgCl, 0.48
g, KH,PO4 0.32 g, NaHCO;3 4.2 g ve D glukoz 4 g tartilip 2 L’ ye distile su ile
tamamlandi.

60 mM KCI’ li Krebs Henseleit Cozeltisi: NaCl 3.45 g, KC1 4.2 g, CaCl, 0.29 g,
MgCl; 0.24 g, KH,PO,4 0.16 g, NaHCOs3 2.1 g ve D glukoz 2 g tartilip 1 L’ ye distile su

ile tamamlandi.

KCL 80 mM
Serotonin (5-HT) 10°-10° M
Noradrenalin (NA) 10°-10° M
Endotelin-1 (ET-1) 10°-10" M
Asetilkolin (Ach) 10°-10° M

Sodyumnitroprussid (SNP) 107-10* M

Deneysel pulmoner hipertansiyon modelinin olusturulmasi

Sicanlarda PH olusturmak i¢in 60 mg/kg dozda MCT 1i.p. olarak si¢anlara
uygulandi. Uygulama esnasinda ardisik 2 sican/gilin enjeksiyonlart ile deney baslatildi
ve boylece deney sonunda toplu Sl¢glim ve Ornek alma problemi ile karsilagilmadi. 3
haftalik bekleme periyodundan sonra MCT uygulanan sicanlarda PH gelistigi
bilinmektedir (15, 36, 52, 53, 54, 55).

PH tedavisinde sildenafil+everolimus kombinasyonunun etkinligini aragtirmak
icin ¢aligmada kullanilacak olan sigcanlar her grupta 10 hayvan olmak iizere 7 farkli
gruba ayrildi.

Grup 1; islemsiz kontrol si¢anlar (K)
Grup 2; 21 giin serum fizyolojik (gavaj) uygulanan kontrol siganlar (SF)
Grup 3; MCT ile PH olusturulan 21 giin sonunda dl¢timleri yapilan tedavi edilmeyen
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siganlar (MCT21)

Grup 4; MCT ile PH olusturulan 42 giin sonunda dl¢limleri yapilan tedavi edilmeyen
sicanlar (MCT42)

Grup 5; MCT ile PH olusturulan 21 giin bekleme periyodundan sonra 21 giin sildenafil
(50 mg/kg/giin, gavaj) tedavisi alan sicanlar (SLD)

Grup 6; MCT ile PH olusturulan 21 giin bekleme periyodundan sonra 21 giin sildenafil
(50 mg/kg/giin, gavaj) + everolimus (1 mg/kg/giin, gavaj) tedavisi alan si¢anlar
(SLD+EI)

Grup 7; MCT ile PH olusturulan 21 giin bekleme periyodundan sonra 21 giin sildenafil
(50 mg/kg/giin, gavaj) + everolimus (3 mg/kg/giin, gavaj) tedavisi alan sig¢anlar
(SLD+E3)

Deney protokolii (Sekil 1)

Si¢anlarda pulmoner arter basincinin ol¢iilmesi

Tedavili ve tedavisiz gruplarda belirtilen siireler sonunda siganlara, 60 mg/kg
ketamin-5 mg/kg ksilazin anestezisi uygulandi. Anestezinin devamlili§i parmak
kistirma yanitlar1 ya da iskelet kas1 toniisu izlenmesi ile her 15-20 dk’ da bir kontrol
edildi.

Anestezi altinda, sag 3-4 interkostal araliktan kiint diseksiyonla sag ventrikiile
ulagilip PE 50 kateteri ucuna yerlestirilen 23 numarali enjektor ucu ile sag ventrikiile
girildi, direkt basing kayitlar1 alindi. Es zamanli karotis arter basinglar1 ile sag
ventrikiildeki enjektoriin sol ventrikiile ilerletilerek alinan basing kayitlarinin benzer
olmasi nedeni ile karotis basinglari yerine sol ventrikiil direkt ol¢iim sonuglari
degerlendirildi. Bu degerlendirmede es zamanli sol ventrikiil basinglart 90 mm Hg’ nin
altinda olan degerler kullanilmad.

Sican pulmoner arterlerinde miyograf calismasi

Basing Olclimleri yapilan sicanlarin kalp ve akciger dokulari alindi. Buzda
bekletilen Krebs Henseleit ¢ozeltisi ile yikandiktan sonra kalp akciger dokusundan
pulmoner arterlerin izolasyonu i¢in mikrodiseksiyon agsamasina gegildi.

Diseksiyon mikroskobu kullanilarak uygun biiylitme derecesinde ana pulmoner
arter ve dallar belirlendi. Arterler etrafindaki bag ve yag dokulari, trakea ve pulmoner

venler uzaklastirildi. Ana pulmoner arterden sol akcigere giden ilk pulmoner arter
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dalindan 3-3.5 mm’ yi gegmeyen boyda iki damar pargas1 6rnegi kesildi. izole edilen
pulmoner arterlerin cap1 yaklasik olarak 2-3 mm’ dir (56). Pulmoner arter 6rnegi
alindiktan sonra kalbin sag ventrikiilii, septum ve sol ventrikiiliinden ayrildi ve tartild.

Mikrodiseksiyon ile izole edilen pulmoner arter segmentleri miyograf sistemine
yine mikroskop altinda yerlestirildi. Damar 6rnegi banyo hacmi 10 mL olan i¢inde
soguk Krebs Henseleit ¢ozeltisi bulunan miyograf haznesine konuldu. Bir ucu
diizenege vidalanarak sabitlenmis 40 pm capindaki tungsten tel damarin ig¢inden
gecirildi. Bu islem sirasinda 6zellikle telin serbest ucunun damar liimeni ig¢indeki
hareketi sirasinda endotel tabakasini zedelememesine dikkat edildi. Tungsten telin
serbest ucu da vidalandiktan sonra ikinci bir tel damarin liimeni boyunca ilerletildi.
Telin serbest olan iki ucu da diizenege vidalandiktan sonra preparasyonun miyograf
sistemine yerlestirilmeden dnceki asamasi tamamlandi.

Hazirlanan preparasyon digsal 1sitmayla igindeki ¢ozeltinin sicakligi 37 °C’ de
sabit tutulan miyograf sistemine yerlestirildi ve sicakligir 37 °C olan Krebs Henseleit
cozeltisi ile yikandi. Miyograf haznesi ¢alisma protokolleri boyunca % 5 CO2-% 95 O,
gaz karisimiyla gazlandirildi. Sabit gerim uygulanmadan 6nce 30 dk siiresince damarlar
organ banyosunda dinlendirildi. Her 15 dk’ da bir damarlar sicakligi 37 °C olan Krebs
Henseleit ¢ozeltisi ile yikandi. Beklenen siire sonunda damarlara literatiirlerden elde
edilen bilgiler dogrultusunda 1-2 mN’ luk 6n gerim uygulandi (57, 58, 59).

Istenilen 6n gerime ulasildiktan sonra damarlar 30 dk dinlendirildi ve dinlenme
periyodu siirecinde standart izlem protokolii uygulandi.

Stire sonunda damar i¢in bir 6n-uyarilma sayilan vitalizasyon asamasina gegildi.
Bunun i¢in 60 mM KCl igceren Krebs Henseleit ¢ozeltisi kullanildi. Uygulamadan sonra
normal Krebs Henseleit ¢ozeltisiyle damarlar yikandi. Takip eden siiregte 30 dk
dinlenme periyodu siirecinde standart izlem protokolii uygulandi.

Bu asamaya kadar aymi islemlere maruz kalan damarlar i¢in bundan sonra
asagida tarif edilen protokoller uygulandi. Birbirini takip eden uygulamalarin

aralarinda 45 dk dinlenme periyodu siirecinde standart izlem protokolii uygulandi.
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Miyograf Protokolii

1. KCI: 80 mM konsantrasyonda damarlara uygulandi ve kasilma cevaplari
kaydedildi.

SNP: Damarlarda 80 mM KCl kasilmasin1 takiben kiimiilatif SNP
konsantrasyonlarina verilen gevseme yanitlar1 kaydedildi.

Ach: 80 mM KCI kasilmasmi takiben kiimiilatif Ach konsantrasyonlarina
verilen gevseme cevaplar1 kaydedildi.

2. 5-HT: 10°-107 M artan konsantrasyonlarda kiimiilatif olarak uyguland: ve
kasilma cevabi kaydedildi.

SNP: Damarlarda 10° M 5-HT ile kasiimasim takiben kiimiilatif SNP
konsantrasyonlarina verilen gevseme cevaplari kaydedildi.

Ach: 10® M 5-HT ile kasilmasmi takiben kiimiilatif Ach konsantrasyonlarmna
verilen gevseme cevaplart kaydedildi.

3. ET-1: 10°-107 M artan konsantrasyonlarda kiimiilatif olarak uyguland: ve
kasilma cevabi kaydedildi.

SNP: Damarlarda 107 M ET-1 ile kasilmasm takiben kiimiilatif SNP’ nin
konsantrasyonlarina verilen gevseme cevaplari kaydedildi.

Ach: 107 M ET-1 ile kasilmasimni takiben kiimiilatif Ach konsantrasyonlarina
verilen gevseme cevaplar1 kaydedildi.

4. NA: 10°-10° M artan konsantrasyonlarda kiimiilatif olarak uygulandi ve
kasilma cevabi kaydedildi.

SNP: Damarlarda 10° M NA ile kasilmasmi takiben kiimiilatif SNP’ nin
konsantrasyonlarina verilen gevseme cevaplar1 kaydedildi.

Ach: 10° M NA ile kasilmasmi takiben kiimiilatif Ach konsantrasyonlarina
verilen gevseme cevaplar1 kaydedildi.

Damar cevaplarinin sayisal degerlerini elde etmek i¢in veri toplama sistemiyle
bilgisayara kaydedilen miyogramlar kullanildi. KCIl, 5-HT, ET-1 ve NA’ e verilen
kasilma cevaplar1 bu ajanlarin her konsantrasyonu i¢in % kasilmalar1 hesaplanarak
ifade edildi. Kasilma yanitlarindan sonra Ach ve SNP’ ye verilen gevseme yanitlari ise
yine bu ajanlarin her konsantrasyonu i¢in % gevseme seklinde hesaplanarak ifade

edildi.
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Histopatolojik Isik Mikroskopisi Incelemesi

Deney gruplarini olusturan si¢anlardan alinan pulmoner arter, akciger ve kalp
doku 6rnekleri % 10’ luk formalin fiksatifi i¢ine alind1 ve 48 saat siire ile fiksasyonlari
saglandi. Ornekler, fiksatifin etkisini ortadan kaldirmak igin 3-4 saat ¢esme suyunda
yikandi. Doku parcalarinin daha sonra sirastyla kademeli olarak % 70’ lik, % 80’ lik, %
90’ ik ve % 96’ lik alkol serilerinde 45° er dk bekletilmesi ile dehidratasyonlari
saglandi. Dehidratasyonlarinin ardindan 6rnekler seffaflandirilmak tizere 2 kez 20 dk
ksilolde bekletildi. Pulmoner arter, akciger ve kalp doku ornekleri daha sonra etiiv
icinde 65 °C’ de eritilmis parafinlere alinarak 60 dk siireyle ti¢ ayr1 parafinde bekletildi.
Parafinize edilen dokular ayr1 ayr1 parafine gémiildiiler ve parafin bloklar halinde kesit
allnmaya hazir duruma getirildiler. Parafin bloklardan kesitlerin alinmasinda
kullanilacak mikrotom bigaginin buzdolabinda sogutulmasinin ardindan, mikrotom
aracihi@i ile her bir 6rnekten 5 um kalinhiginda doku kesitleri alindi. Kesitler 45 °C’ de
su banyosunda agilmalar1 saglanarak temiz lamlar {izerine alinmasindan sonra etiiv
icinde 1 saat siire ile bekletildi. Preparatlarin 1 saat siire ile iki ayr1 ksilolde tutulup
deparafinizasyonlar1 saglandiktan sonra boyama asamasina geg¢ildi. Doku kesitleri 5 dk
siirelerle % 96, % 90, % 80 ve % 70’ lik alkollerde ve distile suda bekletildi. Kesitler
Hematoksilen ile 2 dk boyandi distile sudan gegirildi ve 10 dk Eosin ile boyandi. Cesme
suyu ile fazla boyasi alman kesitler alkol serilerinden hizla gegirildi ve
dehidratasyonlar1 saglandi. Dokular iki ayr1 ksilolde 30 dk tutularak seffaflastirildi.
Seffaflanan dokular daha sonra entellan ile kapatildi ve 151k mikroskobik diizeyde

degerlendirmeleri yapilarak preperatlarin digital kamera ile fotograflar ¢ekildi.

Istatistiksel Analiz

Sag ventrikiil basinglari, sag ventrikiil/kalp agirlik oranlar1 ve KCl kasilma
yanitlarinin istatistiksel analizi SPSS 15.0 programinda tek yonli ANOVA ve
sonrasinda Tukey HSD testi ile yapildi. Diger deney sonuglari SigmaStat 3.1
programinda c¢ift yonlii ANOVA tekrarlayan olglimler ve sonrasinda Holm-Sidak testi
ile yapildi. Tiim deney sonuglari ortalama+standart hata olarak verildi. 0.05ten kiictik p

degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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Sekil 1. Deney protokolii
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BULGULAR

Sag Ventrikiil Basinclarimin Olciimii

Kontrol gruplarina oranla tedavisiz MCT gruplarinda sag ventrikiil (SV) basinci

istatistiksel olarak anlamli derecede artmaktadir. Tedavili MCT gruplan ile tedavisiz

MCT gruplart karsilastirildiginda ise SV basinglarinin dolayisiyla pulmoner arter

basinglariin tedavili gruplarda anlamli derecede azaldig1 goriilmektedir. Tedavili MCT

gruplart arasinda SV basinglari agisindan anlamli bir fark bulunmamaktadir (Sekil 2).
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Sekil 2. Sag ventrikiil basinglar1 (n: 10)
(*) K ve SF’ ten farkli (p < 0.05)
(**) MCT21 ve MCT42’ den farkli (p < 0.05)
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Sag Ventrikiil/Kalp Agirhik Oranlarn

Kontrol gruplarn ile tedavisiz MCT gruplar1 SV/kalp agirlik oranlar1 agisindan
karsilagtirildiginda, SV kitlesinin tedavisiz MCT gruplarinda anlamli derecede arttigi
goriilmektedir. Tedavili MCT gruplarinda bu SV kitle artist anlamli derecede
azalmaktadir ve kontrol gruplarindan farksiz degerlere ulasmaktadir. Tedavili MCT
gruplar kendi aralarinda karsilastirildiginda ise istatistiksel olarak anlamli bir fark

bulunmamaktadir (Sekil 3).

0.4 - * *
0,35
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-
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o 7 = MCT21
% 0,2 m MCT42
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0,1
0.05 /
04 /A

Sekil 3. Sag ventrikiil/kalp agirlik oranlari (n: 10)
(*) K ve SF’ ten farkli (p < 0.05)
(**) MCT21 ve MCT42’ den farkli (p < 0.05)
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Miyografta Degerlendirilen Pulmoner Arter Yanitlari
Potasyumkloriir yanitlart
Potasyumkloriir kasiima yanitlar

KCl kasilma yanitlari, kontrol gruplarina oranla tedavisiz MCT gruplarinda
anlamli olarak azalmaktadir. Tedavisiz MCT gruplar ile tedavili MCT gruplar arasinda
anlaml bir fark goriilmemektedir. Tedavi gruplar kendi aralarinda karsilastirildiginda

KClI kasilma yanitlari arasinda anlamli bir fark bulunmamaktadir (Sekil 4).
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Sekil 4. KCl kasilma yanitlari (n: 14)
(*) K ve SF’ ten farkli (p < 0.05)
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Potasyumkloriir kasilma yanitlarina karsi elde edilen asetilkolin gevseme yanitlar

KCI kasilma yanitlarina karsi alinan Ach gevseme yanitlarinin tedavisiz MCT
gruplarinda kontrol gruplarina oranla 10°-10° M konsantrasyonlar arasinda azaldig
goriilmektedir. Tedavisiz MCT gruplari ile tedavili MCT gruplarn karsilastirildiginda ise
10*-10° M Ach konsantrasyonlarinda gevseme yamitlarinda diizelme gozlenmektedir.
Tedavili MCT gruplari kendi aralarinda degerlendirildiginde 10™*-10° M Ach
konsantrasyonlarinda SLD+E3 grubunun diger tedavi gruplarina oranla gevseme

yanitlarini anlamli derecede arttirdig goriilmektedir (Sekil 5).

Potasyumkloriir kasima yanitlarina karsi elde edilen sodyum nitroprussid gevseme
yanitlari

KCl kasilma yanitlarina karst alman SNP gevseme yanitlarinin kontrol
gruplarina oranla tedavisiz MCT gruplarinda anlamli olarak azaldigi goriilmektedir.
Tedavisiz MCT gruplarina oranla tedavili MCT gruplarinda SNP gevseme yanitlarinin
anlamli olarak diizeldigi ve SLD+E1 ve SLD+E3 gruplarinda kontrolden farksiz

gevseme yanitlariin olustugu gézlenmektedir (Sekil 6).

Serotonin yanitlar
Serotonin kastlma yanitlart

5-HT ile elde edilen kasilma yanitlarinda kontrol gruplarina oranla tedavili ve
tedavisiz MCT gruplarinda artan konsantrasyonlarda daha da belirginlesen bir artma
gozlenmektedir. Tedavi gruplari kendi aralarinda ve tedavisiz MCT gruplart ile
karsilastirildiginda 5-HT kasilma yanitlar1 agisindan anlamli bir fark gozlenmemektedir

(Sekil 7).

Serotonin kasilma yanitlarina karsi elde edilen asetilkolin gevseme yanitlar

5-HT ile kasilma yanitlarina karsi alinan Ach gevseme yanitlarinda, kontrol
gruplar ile tedavisiz MCT gruplari arasinda 10°-10® M konsantrasyonlarda anlamli bir
fark bulunmazken, 107-10° M konsantrasyonlar arasinda kontrole oranla tedavisiz
MCT gruplarinda gevseme yanitlart anlamli derecede azalmaktadir. Tedavisiz MCT

gruplar kendi aralarinda karsilastirildiklarinda ise Ach’ in 10° M konsantrasyonunda
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MCT42 grubunda MCT21 grubuna oranla gevseme yanitlarinda anlamli bir artma
gozlenmektedir. 10°-10° M konsantrasyonlar arasinda Ach gevseme yanitlar1 tedavili
MCT gruplarinda tedavisiz MCT gruplarina oranla anlaml olarak artmaktadir. Tedavili
MCT gruplar kendi aralarinda degerlendirildiginde ise 107-10* M konsantrasyonlar
arasinda SLD ve SLD+E3 gruplar1 ile SLD+E1 grubu arasinda anlamh bir fark varken

10 M konsantrasyonda anlamli bir fark gozlenmemektedir (Sekil 8).

Serotonin kasilma yanitlarina karsi elde edilen sodyum nitroprussid gevseme yanitlar

SNP’ nin tiim konsantrasyonlarinda, tedavisiz MCT gruplarinin gevseme
yanitlar1 kontrole oranla belirgin bir sekilde azalmaktadir. 10°-10° M konsantrasyon
araliginda tedavili MCT gruplar ile tedavisiz MCT gruplar1 karsilagtirildiginda, tedavili
gruplarda SNP gevseme yanitlar1 anlamli olarak artmaktadir. Ozellikle 10°-10™® M gibi
diisiik konsantrasyonlarda, SLD+E3 grubunda diger tedavi gruplarina oranla daha

belirgin SNP gevseme yanitlar1 gozlenmektedir (Sekil 9).

Endotelin-1 Yanitlar
Endotelin-1 kasilma yanitlar

ET-1 kasilma yanitlari, kontrol gruplarina oranla tedavisiz MCT gruplarinda 10”
M konsantrasyonda anlamli sekilde azalmaktadir. Tedavili MCT gruplarindan SLD+E1
ve SLD+E3 gruplarmin kontrolden farksiz, tedavisiz MCT gruplarindan ise farkli

kasilma yanitlar1 olusturdugu goriilmektedir (Sekil 10).

Endotelin-1 kasilma yanitlarina karsi elde edilen asetilkolin gevseme yanitlari

ET-1 kasilma yanitlarina karsi alman Ach gevseme yamitlarmm, 10°-10° M
konsantrasyonlar arasinda kontrol gruplarina oranla tedavisiz MCT gruplarinda azaldig:
gozlenmektedir. Tedavili MCT gruplan arasinda SLD+E1 ve SLD+E3 gruplarinda
tedavisiz MCT gruplarina oranla gevseme yanitlar1 anlamli olarak artmaktadir ve

kontrol gruplarindan farksiz gevseme yanitlar1 olugsmaktadir (Sekil 11).
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Endotelin-1 kasilma yanitlarina karsi elde edilen sodyum nitroprussid gevseme yanitlar

ET-1 kasilma yanitlarina kars1 alinan SNP gevseme yanitlar1 karsilastirildiginda

gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadig1 goriilmektedir (Sekil 12).

Noradrenalin Yanitlart
Noradrenalin kasiima yanitlar

NA kasilma yanitlar1 tedavisiz MCT gruplarinda kontrol gruplarina oranla
anlamli derecede azalmaktadir ve artan konsantrasyonlarda bu azalma daha da belirgin
hale gelmektedir. Tedavili MCT gruplarinda bu azalmann ortadan kalktigi ve 10-107
M konsantrasyonlarda kontrol gruplarindan farksiz hale geldigi goriilmektedir (Sekil
13).

Noradrenalin kasilma yanitlarina karst elde edilen asetilkolin gevseme yanitlart

NA kasilma yanitlarina karsi alinan Ach gevseme yanitlari, kontrol gruplarina
oranla tedavisiz MCT gruplarinda anlamli derecede azalmaktadir ve bu fark
konsantrasyon arttik¢a daha da belirginlesmektedir. Tedavili MCT gruplarinda tedavisiz
MCT gruplarina oranla Ach gevseme yanitlarinin arttigt goriilmektedir. Tedavi
gruplarinda ise SLD+E3 grubunda kontrolden farksiz ve belirgin gevseme yanitlarinin

meydana geldigi gorilmektedir (Sekil 14).

Noradrenalin kasilma yanitlarina karsi elde edilen sodyum nitroprussid gevseme
yanitlari

NA kasilma yamtlarma karsi alinan SNP gevseme yamtlari, 10* M
konsantrasyon digindaki diger konsantrasyonlarda kontrole oranla tedavisiz MCT
gruplarinda anlamli sekilde azalmaktadir. Tedavili MCT gruplar ile tedavisiz MCT
gruplan karsilastirildiginda ise SNP gevseme yamtlarinin 10°-10 M konsantrasyonlar
arasinda tedavili MCT gruplarinda anlamli derece arttig1 ve bunun SLD+E3 grubunda

daha belirgin sekilde olustugu goriilmektedir (Sekil 15).
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Sekil 5. KCl kasilma yanitlarina karsi elde edilen Ach gevseme yanitlari (n: 7)

Tablo 1. KCl kasilma yanitlarina karsi elde edilen Ach gevseme yanitlarinda istatistiksel olarak anlamli farklilik gésteren gruplar (p < 0.05)

-9 [ -8 [[ -7 || -6 || -5 |[ -4 |l -3
SLD vs. MCT 42 SF vs. MCT 42 SF vs. MCT 42 K vs. MCT 21
SLD vs. SLD+E3 K vs. MCT 42 K vs. MCT 42 K vs. MCT 42
SF vs. SLD SLD+E3 vs. MCT 42 SF vs. MCT 21
SF vs. MCT 21 SLD+E1 vs. MCT 42 Kvs. SLD

SLD+E1 vs. MCT 42 SF vs. SLD SLD+E1 vs. MCT 21
SLD+E3 vs. MCT 42 K vs. SLD SLD+E3 vs. MCT 21
MCT 21 vs. MCT 42 SF vs. MCT 42
SF vs. MCT 21 SLD+E1 vs. MCT 42
K vs. MCT 21 SF vs. SLD
SLD vs. MCT 42 SLD+E3 vs. MCT 42
SF vs. SLD+E1 K vs. SLD+E3
SLD+E3 vs. SLD SLD+E1 vs. SLD
K vs. SLD+E1

SLD+E3 vs. SLD
SLD vs. MCT 21
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Sekil 6. KCl kasilma yanitlarina karsi elde edilen SNP gevseme yanitlari (n: 7)

Tablo 2. KCl kasilma yanitlarina karsi elde edilen SNP gevseme yanitlarinda istatistiksel olarak anlamli farklilik gésteren gruplar (p < 0.05)

SLD+E3 vs. MCT 21
SLD+E3 vs. MCT 42

K vs. MCT 42
SF vs. SLD+E3
SLD+E1 vs. MCT 42

SF vs. SLD+E3
SF vs. MCT 42
SF vs. SLD+E1

-9 | -8 [ -7 || -6 || -5 || -4
SF vs. MCT 42 SF vs. MCT 21 SF vs. MCT 21 SF vs. SLD SF vs. MCT 21
SF vs. MCT 21 SF vs. SLD SF vs. SLD SF vs. MCT 21 SF vs. SLD
SF vs. SLD SF vs. MCT 42 K vs. MCT 21 SF vs. SLD+E3 SLD+E1 vs. MCT 21
SLD+E1 vs. MCT 21 K vs. MCT 21 K vs. SLD SF vs. MCT 42 SLD+E1 vs. SLD
SLD+E1 vs. MCT 42 K vs. SLD SLD+E1 vs. MCT 21 SLD+E1 vs. SLD K vs. MCT 21
Kvs. MCT 21 SLD+E1 vs. MCT 21 MCT 42 vs. MCT 21 K vs. SLD Kvs. SLD
K vs. MCT 42 SLD+E1 vs. SLD SLD+E3 vs. MCT 21 SLD+E3 vs. MCT 21

SLD+E3 vs. SLD
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Sekil 7. 5-HT kasilma yanitlar1 (n: 13)

Tablo 3. 5-HT kasilma yanitlarinda istatistiksel olarak anlamli farklilik gdsteren gruplar (p < 0.05)
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MCT 42 vs. SLD+E1

MCT 42 vs. SLD
MCT 42 vs. MCT 21
K vs. SLD

K vs. MCT 21

MCT 42 vs. SLD+E1

SLD+E3 vs. SF
MCT 21 vs. SF
SLD+E1 vs. SF

SLD+E3 vs. K
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SLD+E1 vs. SF
MCT 42 vs. SF
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Sekil 8. 5-HT kasilma yanitlarina karsi elde edilen Ach gevseme yanitlari (n: 7)
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Tablo 4. 5-HT kasilma yanitlarina karsi elde edilen Ach gevseme yanitlarinda istatistiksel olarak anlaml farklilik gdsteren gruplar (p < 0.05)
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SLD vs. SLD+E1
Kvs. MCT 21
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K vs. SLD+E1
SLD vs. SLD+E1
K vs. MCT 21
SLD vs. MCT 21
K vs. MCT 42
SLD vs. MCT 42
SF vs. SLD+E1

K vs. SLD+EI

K vs. MCT 21

SLD vs. SLD+E1
SLD vs. MCT 21

SF vs. SLD+E1

K vs. MCT 42
SLD+E3 vs. SLD+E1
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SLD vs. MCT 21
SLD+E3 vs. SLD+E1
SLD+E3 vs. MCT 21
SF vs. MCT 42

SF vs. MCT 21

K vs. MCT 21
SLD+E3 vs. MCT 21
SLD+E1 vs. MCT 21
SLD vs. MCT 21
MCT 42 vs. MCT 21
SF vs. MCT 42
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Sekil 9. 5-HT kasilma yanitlarina karsi elde edilen SNP gevseme yanitlari (n: 7)

Tablo 5. 5-HT kasilma yanitlarina karsi elde edilen SNP gevseme yanitlarinda istatistiksel olarak anlamli farklilik gosteren gruplar (p < 0.05)
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Sekil 10. ET-1 kasilma yanitlar (n: 11)
Tablo 6. ET-1 kasilma yanitlarinda istatistiksel olarak anlamli farklilik gsteren gruplar (p < 0.05)
-9 -7
K vs. MCT 42
K vs. MCT 21
Kvs. SLD
SF vs. MCT 42
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Sekil 11. ET-1 kasilma yanitlarina karsi elde edilen Ach gevseme yanitlari (n: 7)
Tablo 7. ET-1 kasilma yanitlarina karsi elde edilen Ach gevseme yanitlarinda istatistiksel olarak anlamli farklilik gosteren gruplar (p < 0.05)
-9 || -8 || -7 | -6 || -5 || -4 |3
SLD+E1 vs. MCT 21 SLD+E1 vs. SLD SLD+E3 vs. SLD SLD+E3 vs. MCT 42 SLD+E3 vs. MCT 42 K vs. MCT 21
SLD+El vs. SLD SLD+E1 vs. MCT 21 SLD+E3 vs. MCT 42 SLD+E3 vs. MCT 21 K vs. MCT 42 SF vs. MCT 21
SLD+E1 vs. SLD+E3 SLD+E1 vs. MCT 42 SLD+E3 vs. MCT 21 SLD+E3 vs. SF SLD+E1 vs. MCT 42 K vs. MCT 42
SLD+E3 vs. SF SLD+E1 vs. MCT 42 SLD vs. MCT 42 K vs. SLD
SLD+E1 vs. SLD SLD+E1 vs. MCT 21 SLD+E3 vs. SF SF vs. MCT 42
K vs. MCT 42 SLD+E3 vs. MCT 21 SLD+E3 vs. MCT 21
SLD+E3 vs. SLD MCT 21 vs. MCT 42 SF vs. SLD
SLD+E1 vs. SF K vs. SLD+E1
K vs. MCT 21
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Sekil 12. ET-1 kasilma yanitlarina karsi elde edilen SNP gevseme yanitlar1 (n: 7)

Tablo 8. ET-1 kasilma yanitlarina karsi elde edilen SNP gevseme yanitlarinda istatistiksel olarak anlamli farklilik gésteren gruplar (p < 0.05)

|-9 || -8 | -7 || -6 || -5 || -4
i | | || SLD+E3 vs. SLD | |
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Sekil 13. NA kasilma yanitlar1 (n: 12)
Tablo 9. NA kasilma yanitlarinda istatistiksel olarak anlamli farklilik gésteren gruplar (p < 0.05)
-9 [ -8 [| -7 || -6 || -5 || -4 || -3
K vs. MCT 21 K vs. MCT 21 K vs. MCT 21 SLD+E3 vs. MCT 42
K vs. MCT 42 K vs. MCT 42 SLD+E3 vs. MCT 21 SLD vs. MCT 42
K vs. SLD+E3 K vs. SF K vs. MCT 42 K vs. MCT 42
K vs. SLD K vs. SLD+E1 SLD vs. MCT 21 SLD+E3 vs. MCT 21
K vs. SF SLD+E3 vs. MCT 21 SLD+E3 vs. MCT 42 SLD vs. MCT 21
K vs. SLD+EI K vs. SLD SLD vs. MCT 42 K vs. MCT 21
SLD+E3 vs. MCT 42 SF vs. MCT 21 SF vs. MCT 42
SLD vs. MCT 21 SF vs. MCT 42 SF vs. MCT 21
K vs. SLD+E3 SLD+E3 vs. SF SLD+E1 vs. MCT 42
SLD vs. MCT 42 SLD vs. SF SLD+E3 vs. SF

SLD+E1 vs. MCT 21

SLD+E1 vs. MCT 21
SLD+E1 vs. SF

SLD+E1 vs. MCT 21
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Sekil 14. NA kasilma yanitlarina karsi elde edilen Ach gevseme yanitlari (n: 7)
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Tablo 10. NA kasilma yanitlarina kars1 elde edilen Ach gevseme yanitlarinda istatistiksel olarak anlamli farklilik gosteren gruplar (p < 0.05)

-9 [ -8 [[ -7 || -6 || -5 |[ -4 | -3
K vs. SF K vs. MCT 21 SF vs. MCT 42 SF vs. MCT 21 SLD+E3 vs. MCT 21
K vs. MCT 21 K vs. SF SF vs. MCT 21 SF vs. MCT 42 SLD+E3 vs. MCT 42
K vs. SLD+E3 K vs. MCT 42 SF vs. SLD+E1 SF vs. SLD+E1 K vs. MCT 21
Kvs. SLD Kvs. SLD K vs. MCT 42 K vs. MCT 21 SF vs. MCT 21
K vs. MCT 42 K vs. SLD+E3 K vs. MCT 21 K vs. MCT 42 SLD+E3 vs. SLD
K vs. SLD+E1 K vs. SLD+E1 K vs. MCT 42
SF vs. SLD+E3 SLD+E3 vs. MCT 21 SF vs. MCT 42

SLD+E3 vs. MCT 42
SF vs. SLD

SLD vs. MCT 21
SLD vs. MCT 42

SF vs. SLD+E3

SLD+E3 vs. SLD+E1
SLD+EI1 vs. MCT 21
K vs. SLD
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Sekil 15. NA yanitlarina karsi elde edilen SNP gevseme yanitlari (n: 7)

Tablo 12. NA kasilma yanitlarina kars1 elde edilen SNP gevseme yanitlarinda istatistiksel olarak anlamli farklilik gosteren gruplar (p < 0.05)

-9 | -8 |[ -7 || -6 || -5 || -4
K vs. SLD K vs. MCT 42 K vs. MCT 42 K vs. MCT 42 K vs. MCT 42
K vs. MCT 21 K vs. SLD K vs. SLD SLD+E3 vs. MCT 42 SLD vs. MCT 42
K vs. MCT 42 SF vs. MCT 42 K vs. MCT 21 SLD vs. MCT 42 SLD+E3 vs. MCT 42

Kvs. MCT 21 SF vs. MCT 42 SF vs. MCT 42 SF vs. MCT 42

SF vs. SLD SF vs. SLD K vs. MCT 21 K vs. MCT 21

SF vs. MCT 21 SLD+E3 vs. MCT 42 SLD+E1 vs. MCT 42

SLD+E3 vs. MCT 42 K vs. SLD+EI

SLD+E3 vs. SLD SF vs. MCT 21

SLD+E3 vs. SLD
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Histopatolojik Isik Mikroskopisi Sonuglar:

Pulmoner arter histopatolojik 151tk mikroskopisi sonuglart

Sekil 17. Kontrol grubuna ait pulmoner arter 6rnegi
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Sekil 18. Kontrol grubuna ait pulmoner arter 6rnegi

Endotel, tunika media ve tunika adventisiya tabakalari normal goriinlimdedir

(Sekil 16, 17, 18).

Sekil 19. MCT grubuna ait pulmoner arter 6rnegi
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Sekil 21. MCT grubuna ait pulmoner arter rnegi

Endotel hiicrelerinde yer yer dokiilmeler ve tunika mediada yer alan kas

hiicrelerinde hipertrofi ve vakuolizasyon mevcuttur (Sekil 19, 20, 21).
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Sekil 22. Sildenafil grubuna ait pulmoner arter 6rnegi

Sekil 23. Sildenafil grubuna ait pulmoner arter 6rnegi
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Sekil 24. Sildenafil grubuna ait pulmoner arter 6rnegi

Endotel intakt goériiniimliidiir. Medial hipertrofide azalma s6z konusu olup yer

yer medial vakuolizasyon ve dezorganizasyon mevcuttur (Sekil 22, 23, 24).

Sekil 25. Sildenafil+Everolimus (1mg/kg) grubuna ait pulmoner arter 6rnegi
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Sekil 27. Sildenafil+Everolimus (1mg/kg) grubuna ait pulmoner arter 6rnegi

Pulmoner arter yapisi oldukga diizgiin, endotel hiicreleri intakt goriiniimliidiir.
Elastik lamina organizasyonlart homojen, medial kas kitlesi non-hipertrofiyedir (Sekil

25,26, 27).
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Sekil 29. Sildenafil+Everolimus (3mg/kg) grubuna ait pulmoner arter 6rnegi
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Sekil 30. Sildenafil+Everolimus (3mg/kg) grubuna ait pulmoner arter drnegi

Pulmoner arter yapisi olduk¢a diizgiin goriiniimliidiir. Endotel hiicrelerinde
dokiilme yoktur. Tunika media ve tunika adventisiya tabakalar1 normal yapida

gbzlenmektedir (Sekil 28, 29, 30).

Sag ventrikiil histopatolojik 151k mikroskopisi sonuclari

Sekil 31. Kontrol grubuna ait sag ventrikiil drnegi
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Sag ventrikiil miyositlerinin normal organizasyon ve konfigiirasyonda oldugu

goriilmektedir (Sekil 31).

Sekil 32. MCT grubuna ait sag ventrikiil 6rnegi

Kesitlerde yer yer nekrotik alanlar ve inflamasyon bolgeleri goriilmektedir (Sekil

32).

Sekil 33. Sildenafil grubuna ait sag ventrikiil 6rnegi
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Kardiyak hiicresel inflamasyon devam etmekte, kas liflerinde yer yer

dejenerasyon gozlenmektedir (Sekil 33).

Sekil 34. Sildenafil+Everolimus (1mg/kg) grubuna ait sag ventrikiil 6rnegi

Minimal inflamasyon, normal miyositer goriiniim izlenmektedir (Sekil 34).

Sekil 35. Sildenafil+Everolimus (3mg/kg) grubuna ait sag ventrikiil 6rnegi
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Sag ventrikiil minimal inflamasyon ve minimal sklerotik alanlar igcermektedir.

Hipertrofiye goriiniim gézlenmemistir (Sekil 35).

Akciger histopatolojik 151k mikroskopisi sonuglart

Sekil 36. Kontrol grubuna ait akciger drnegi

Akciger dokusunda normal goriiniimlii alveol yapilar1 gézlenmistir (Sekil 36).

Sekil 37. MCT grubuna ait akciger ornegi

59



Akcigerler iginde arteriyollerde hipertrofi, intralobiiler alanlarda yogun hiicresel
inflamasyon gozlenmektedir. Ayrica alveol duvarlar1 oldukg¢a kalinlagsmis durumdadir

(Sekil 37).

Sekil 38. Sildenafil grubuna ait akciger 6rnegi

Akcigerlerde oldukg¢a diizgiin alveol yapilari vardir. Minimal arteriyoler

hipertrofi ve alveoler inflamasyon s6z konusudur (Sekil 38).

Sekil 39. Sildenafil+Everolimus (1 mg/kg) grubuna ait akciger 6rnegi
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Normal alveoler yapilar goriilmektedir (Sekil 39).

Sekil 40. Sildenafil+Everolimus (3 mg/kg) grubuna ait akciger 6rnegi

Normal alveoler yapilar goriilmektedir (Sekil 40).
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TARTISMA

Pulmoner hipertansiyon, hastaligin teshisinden sonra ortalama yasam stiresi 2.8
yil olan pulmoner arter basincinda yiikselmeler ile karakterize ilerleyici bir tablodur.
Etiyolojisinden bagimsiz olarak kronik pulmoner hipertansiyonda yapisal vaskiiler
degisiklikler, sag ventrikiil hipertrofisi ve ilerleyen donemlerde siklikla sag ventrikiil
yetmezligi ve 6lim meydana gelmektedir (15, 35, 36, 60, 61). Vazokonstriksiyon ve
inflamatuar hiicrelerin migrasyonu, diiz kas hiicrelerinin anormal proliferasyonu ve
tromboz sonucu vaskiiler duvarda artan ekstraseliiler matriks ile pulmoner arterlerin
yapisal remodelingi pulmoner hipertansiyonun patogenezinin temelini olusturmaktadir
(62).

Prostasiklin, endotelin reseptdr antagonistleri ve fosfodiesteraz tip 5 inhibitorleri
pulmoner hipertansiyon tedavisinde kullanilan ilag¢ gruplaridir. Ancak bu ilaglarin
giivenilirlikleri, etkinlikleri ve wuygulama yontemleri tedavideki kullanimlarin
sinirlamaktadir. Pulmoner kan akiminin azalmasini ve artan basing ylikiine sekonder
ciddi kardiyak komplikasyonlarin gelisimini 6nlemeye yonelik agresif vazodilator
tedaviye ek olarak pulmoner damarlarin yapisal degisimlerini sinirlayabilecek ajanlara
da ihtiya¢ duyulmaktadir (62).

MCT, pulmoner arter basincinda artisa ve pulmoner vaskiiler remodeling
olusumu ile pulmoner hipertansiyon gelisimine neden olan ve deneysel calismalarda
siklikla kullanilan bir fitotoksindir (54, 63, 64, 65). MCT, pulmoner arterlerin
neomuskularizasyonuna, diiz kas hiicrelerinin hiperplazisi ve hipertrofisine,
inflamasyon ve endotelyal hasar ile pulmoner damar sisteminin obliterasyonuna ve
devaminda sag ventrikiiler hipetrofisine ve yetmezligine neden olmaktadir (66, 67, 68,
69). Pulmoner arter basincinda artmaya zit olarak, bu modelde sistemik arteriyal
basingta artma gozlenmemektedir (67). MCT ile indiiklenen pulmoner vaskiiler
endotelyumdaki hasar pulmoner hipertansiyonda kritik 6neme sahiptir. Bu model ile 1.
haftada endotelyal hasar baslamakta, 2. haftada medial kas tabakasindaki degisimler ve
pulmoner arter basincinda artis sonucu 3. haftada pulmoner hipertansiyon gelismektedir
(54, 69, 70). Klinik olarak pulmoner hipertansiyonu taklit etmesinden dolay1 bu model,
vazodilatorlerin etkileri ile antiinflamatuar ve antiproliferatif ajanlarin kronik

antiremodeling etkilerinin arastirilmasi i¢in olanak saglamaktadir (64).
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MCT ile indiiklenen hipertansif pulmoner arterlerde yapilan ¢alismalar,
endotelyal hasara bagl olarak serotonin reuptake’ inin ve degradasyonunun azaldigini
ve aktive olan trombositlerden serotonin saliverilmesine bagli olarak bu modelde
plazma serotonin seviyesinin arttigini gostermektedir. Guglii vazokonstriktor ve
mitojenik aktiviteye sahip olan serotonin bu model ile meydana gelen pulmoner
hipertansiyonun patogenezinde rol oynamaktadir (66, 68). Buna ek olarak MCT ile
indiiklenen pulmoner hipertansif sicanlarda plazma endotelin-1 seviyelerinin de arttig1
bilinmekte ve tipki insanlardaki gibi endotelin-1’ in bu modelde de pulmoner
hipertansiyon patogenezinde rol oynadigr diistiniilmektedir (50, 52, 69). MCT
uygulamasinin plazma noradrenalin ve adrenalin seviyesini arttirdig1 yapilan bir ¢calisma
ile gosterilmistir (50). Bu model ile indiiklenen pulmoner hipertansiyon gelisiminde NO
yetmezliginin 6nemli bir role sahip oldugu bilinmektedir. Biiylime faktorleri de
pulmoner damarlar {izerinde sahip olduklar1 mitojenik etkileri ile MCT ile indiiklenen
pulmoner hipertansiyon patogenezine katki saglamaktadir (69).

Calismamizda, tedavisiz MCT gruplarinda kontrol gruplarina oranla anlamli
olarak artmis sag ventrikiil basinglar1 benzer ¢aligsmalardaki pulmoner hipertansiyon
olusturulan gruplardaki sag ventrikiil basing artis1 ile uyumluluk gostermektedir (23, 50,
63, 65, 66). Bilindigi gibi pulmoner endotelyumdan vaskiiler toniisun diizenlenmesinde
rol oynayan vazokonstriktdrler ve vazodilatorler ile mitojenik ve antimitojenik
mediyatorler saliverilmektedir. Bu vaskiiler hiicre mediyatdrlerinin liretiminde meydana
gelen devamli degismeler homeostatik dengenin bozulmasina neden olarak vaskiiler
toniisu etkilemekte ve vaskiiler remodeling gelisimini indiiklemektedir (5, 22, 25, 31).
Buna bilgilerden hareketle, MCT ile gelisen endotelyal hasara bagli olarak pulmoner
damar sisteminde bozulan homeostaz sonucu sag ventrikiil basincilarmin arttigini
sOyleyebiliriz.

Sildenafil tedavi grubumuzda sag ventrikiil basin¢larinin kontrol gruplarindan
farksiz degerlerde olmasi bu ajanin pulmoner hipertansiyon tedavisindeki etkinligini
gostermektedir. Sildenafil ile yapilan baska caligmalarda da MCT veya hipoksi ile
indiiklenen pulmoner hipertansif siganlarda artmis olan sag ventrikiil basinglar1 bu ajan
ile anlamli sekilde azalmaktadir. Sildenafil bu etkisini vaskiiler diiz kas toniisunun
diizenlenmesinde etkili olan s-GMP’ yi inaktif formuna doniistiren FDE-5 enzimini

inhibe ederek intraseliiler s-GMP konsantrasyonunun artmasi ile saglamaktadir. Artan s-
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GMP, s-GMP’ ye bagimh protein kinaz G yolagini aktive ederek pulmoner arterlerde
vazodilatasyona neden olmakta ve pulmoner hipertansiyonda artmis olan pulmoner arter
basincini azaltmaktadir (15, 36, 50, 63, 71, 72, 73, 74).

Sildenafil tedavisine 1 ve 3 mg/kg dozlarda ekledigimiz everolimus gruplarinda,
tedavisiz MCT gruplarina oranla sag ventrikiil basinglar1 anlamli sekilde azalmistir.
Ancak sadece sildenafil tedavisi alan gruptan farksiz olarak o6l¢iilen sag ventrikiil
basinglari bu gruplarda meydana gelen azalmanin sildenafilden kaynaklandigini
diisiindiirmektedir. Everolimus ile yapilan bir c¢alismada da oturmus pulmoner
hipertansiyonda sag ventrikiil basinglarmin azalmadigi fakat bu ajanin koruyucu
tedavide yer almasi ile model olusma siirecinde basing artisina karst koruyucu oldugu
goriilmektedir (20). Sonug olarak everolimusun tek basina ortalama pulmoner arter
basincini diistirmede etkili olmadigini ancak pulmoner arter basincini yiikseltmeyerek
de herhangi bir kardiyovaskiiler toksik etki olusturmadigini sdyleyebiliriz.

Pulmoner hipertansiyonda artmis olan pulmoner vaskiiler rezistansa kars1 adaptif
cevap olarak hastaliin ilerleyen donemlerinde sag ventrikiiler hipertrofi gelismektedir.
Calisgmamizda tedavisiz MCT gruplarinda 21. ve 42. giiniin sonunda sag ventrikiil
hipertrofisi belirteci olarak sag ventrikiil/kalp agirlik oranlar1 kontrole oranla anlamli
olarak artmis bulunmaktadir. Daha 6nce yapilan ¢alismalarda da MCT ile indiiklenen
sag ventrikiil hipertrofisi gosterilmistir (23, 50, 53, 63, 65, 66).

Sildenafil tedavisi alan grubumuzda, tedavisiz MCT gruplarina oranla sag
ventrikiil hipertrofisi gerilemekte ve kontrolden farksiz degerlere ulagsmaktadir.
Sildenafilin kronik hipoksi ve MCT ile indiiklenen pulmoner hipertansiyon
modellerinde sag ventrikiil hipertrofisini azalttigi yapilan degisik calismalarla
gosterilmistir (50, 63, 71, 74). Sildenafil s-GMP bagimli protein kinaz G’ nin etkinligini
arttirarak vazodilator aktivitesinin yaninda antiremodeling aktivite de gostermektedir
(15, 63, 64). Calismamizda sildenafil tedavisi alan grupta sag ventrikiil kesitlerinde ve
pulmoner arterin histopatolojik goriintiilerinde tedavisiz MCT gruplarina oranla belirgin
olarak hipertrofinin geriledigi goriilmiis ve yapisal iyilesmeler belirlenmistir. Bu etkinin
azalan pulmoner arter basincina sekonder olarak gelismesinin yaninda, ilave
antiremodeling aktivitesiyle de iliskili olabilecegini sdyleyebiliriz.

Calismamizda sildenafil tedavisine eklenen 1 ve 3 mg/kg dozlardaki

everolimusun sag ventrikiil hipertrofisini MCT gruplarina oranla anlamli sekilde
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azalttig1 elde edilen sag ventrikiil/kalp agirlik oranlar1 ile gosterilmistir. Ancak bu
gruplarda sadece sildenafil tedavisi alan gruba oranla sag ventrikiil hipertrofisi
istatistiksel olarak anlamli derecede azalmasa da yiiksek doz everolimuslu grubumuzda
kontrol gruplarina daha yakin degerler kaydedilmistir. Everolimus ile yapilan bir
calismada da MCT uygulanmis pulmoner hipertansiyonlu sicanlarda sag ventrikiil
hipertrofisinin tedavisiz gruba oranla anlamli sekilde azaldigi goriilmiistiir (20).
Rapamisin de benzer sekilde MCT uygulanmis siganlarda sag ventrikiil hipertrofisi
olusumuna kars1 koruyucu etki gdstermistir (40). Everolimusun hematopoietik hiicreler
yaninda hematopoietik olmayan endotelyal hiicreler, diiz kas hiicreleri ve fibroblastlar
tizerindeki biliylime faktorleri araciligi ile indiiklenen proliferasyonu inhibe ettigi
bilinmektedir (16, 17, 46, 48). Histolojik kesitlerde, everolimuslu tedavi gruplarimizda
pulmoner arter yapisinda vaskiiler iyilesme agisindan salt sildenafil grubumuza oranla
daha belirgin iyilesme oldugu goriilmektedir. Bu sonug¢ bize everolimusun yapisal
remodeling parametrelerine ilave olumlu etkilerinin oldugunu gostermektedir.
Everolimuslu tedavi gruplarinda alveoler kesitlerdeki inflamasyonun gerileyerek
antiremodeling etkiye katki sagladigini sdyleyebiliriz. Tedavisiz gruplarda gozledigimiz
hipertrofi siireci yaninda inflamasyona ait bulgularin varhi§i ve tedavi ile bu
inflamasyonun gerilemesi sebep veya sonu¢ kaskadinda degerlendirilmesi gereken
Oonemli bir nokta gibi goériinmektedir. Bu noktada everolimuslu tedavi gruplarimizda
salt sildenafil igeren gruba oranla basing artist ve hipertrofi regresyonu gibi
parametrelerde anlamli  farkliliklar olusmasa da histopatolojik inflamasyon
goriiniimiinde daha belirgin diizelmeler gozlenmistir.

Calismamizin miyograf asamasinda pulmoner arterlerde kastiric1 ve gevsetici
ajanlara kars1 alinan cevaplar, MCT ile indiiklenen pulmoner hipertansiyonun pulmoner
damar sistemindeki fonksiyonel etkilerini yansitmaktadir.

Calismamizda KCl kasilma yanitlar1 tedavisiz MCT gruplarinda kontrole oranla
azalmistir. KC1, membran depolarizasyonu ve voltaja duyarli Ca™" kanallarinin agilmasi
ile vazokonstriksiyona neden olmaktadir. Ekstraseliiler ortamdan hiicre igine Ca™" akis1,
intraseliiler depolardan Ca'" iyonlarinin saliverilmesine yol agmaktadir (75). Yapilan bir
calismada MCT uygulanmis siganlarda KCI yanitlarinin kontrol gruplarina oranla
azaldig1 gosterilmistir. Bu azalmanin MCT gruplarinda kontrole oranla daha ytiksek

olan muskuler toniisten kaynaklandig: ileri siiriilmiistiir (52). Fakat kronik hipoksik
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siganlarin pulmoner arterlerinde KCl kasilma yanitlarinin kontrole oranla degismedigini
gosteren baska calismalar da mevcuttur (68, 76). Bu noktada MCT modeli ile olusan
vaskiiler hipertrofi ve inflamasyon siireclerinin fonksiyonel yanitlar iizerine ilave
etkilerinin olabilecegini sOyleyebiliriz. Bu farkliliklar pulmoner hipertansiyon
modellerinde MCT uygulanmasimin diger modellere gore patogenezi yansitmasi
acisindan daha uygun olma savini desteklemektedir.

Izole pulmoner arterlerde 5-HT kasilma yamtlar1 tedavisiz MCT gruplarimizda
kontrole oranla anlamli olarak artmistir. Normal fizyolojik kosullarda 5-HT ile
indiiklenen vazokonstriksiyona G4’ ye baglh 5-HT,g reseptorleri aracilik etmektedir.
Kronik hipokside bu reseptorlere ek olarak Gq kenetli 5-HT,s reseptorlerinin de
vazokonstriksiyonu potansiyelize ettigi belirtilmektedir. Pulmoner arter 6rneklerinde 5-
HT)p reseptorlerinin mRNA’ sinin arttig1 tespit edilmistir (56, 77). Yapilan ¢aligmalarda
artmis bu serotonerjik vaskiiler yanitlar, pulmoner arterlerde azalan s-GMP seviyeleri,
artan intraseliiler Ca™, depolarizasyon, K* kanallarimin inaktivasyonu ve artan Gg-
reseptor aracilikli stimiilasyon ile iliskilendirilmistir (68, 77).

ET-1 kasilma cevaplart MCT tedavisiz gruplarimizda kontrole oranla anlamli
olarak azalmistir. ET-1" in vazokonstriktor etkisine G4 kenetli ET A reseptorleri aracilik
etmektedir. ET-1 vaskiiler endotelyumdaki ETp reseptorleri araciligiyla NO ve
prostasiklin salimi ile vazodilatasyona neden olurken vaskiiler diiz kas hiicreleri
lizerinde ise vazokonstriksiyona neden olmaktadir (78). Kronik hipoksik si¢anlar ile
yapilan bir ¢alismada pulmoner arterlerde ET-1" e kasilma yanitlarinin kontrole oranla
arttigr  goriilmistiir. Bu artis ETa reseptor aracilikli vazokonstriksiyonun ETg
reseptorleri ile potansiyelize edilmesine dayandirilmistir (76).

NA kasilma yanitlart da MCT tedavisiz gruplarimizda kontrole oranla azalmstir.
NA’ nin vazokonstriktor etkinligine o; reseptorlerinin 3 alt tipi aracilik etmektedir.
Pulmoner arterlerde ise bu etki oOzellikle oyp reseptorleri aracilifi ile meydana
gelmektedir. Yapilan bir ¢calismada MCT uygulanmis sicanlarin pulmoner arterlerinde
kasilma cevaplarinin azaldigi bulunmustur. Bu kasilma yanitlarindaki azalma pulmoner
arterlerde meydana gelen hipertrofi, intravaskiiler basing degisimleri ile MCT’ li
modelde artan NA plazma seviyesine karsi pulmoner arterlerdeki o;p reseptorlerinin

down regiilasyonu ve o reseptor desensitizasyonu ile agiklanmistir (67).
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Calismamizda pulmoner arterlerde vazokonstriksiyona aracilik eden 4 farkh
agoniste karsi alman kasilma yanitlar1 degerlendirildiginde KCI, ET-1 ve NA
yanitlarinin MCT gruplarimizda kontrole oranla azaldigi gortilmiistiir. Bu durum MCT’
li pulmoner arterlerin saglikli pulmoner arterlere oranla sahip oldugu vaskiiler toniisun
bir sonucu olabilecegi diisliniilmiistiir. Yapilan ¢alismalar, MCT ile indiiklenen
pulmoner hipertansif sicanlardan elde edilen pulmoner arterlerin dinlenme durumunda
kontrol grubuna oranla daha yiiksek muskuler toniisa sahip oldugunu gdstermektedir
(52, 70, 79). Membran gerilimi veya artan transmural basing vaskiiler diiz kas
hiicrelerinde muskuler toniista degismelere neden olmaktadir (52). Bunun yaninda
endotel hasarina sekonder olarak bazal toniista artma meydana gelmektedir (70). MCT
modelinde olusan pulmoner hipertansiyon sonrasi degisen endotelyal ve diiz kas
membran potansiyelleri, pulmoner arterlerde olusan vazokonstriksiyonun ve devam
eden siiregte yapisal degisikliklerin ne yonde olacagi konusunda 6nemli bir belirleyici
olmaktadir (79). Bu agidan bakildiginda hipertrofiye pulmoner arterlerin
vazokonstriktdr ve vazodilator ajanlara karsit alinan yanitlarinda duyarlilik azalmasinin
veya artmasmin bu degisen membran potansiyelleri ile baglantili oldugunu
sOyleyebiliriz.

Kasilma yanitlarinda meydana gelen azalmanin pulmoner arter hipertrofisi ve
artan pulmoner arter basincinin indirekt bir sonucu oldugu da diisiiniilebilir.

Kontraksiyondaki azalma reseptor defektleri, eksitasyon-kontraksiyon
kenetlenmesindeki anormallikler veya damar diiz kas hiicrelerindeki kontraktil
proteinlerdeki degisimler ile de agiklanabilir.

MCT ile indiiklenen pulmoner hipertansiyon modelinde ET-1 ve NA’ nin artan
plazma seviyelerine bagl olarak bu mediyatdrlerin etkilerine aracilik eden reseptorlerin
down regiilasyona ugramasi pulmoner arter orneklerinde bu agonistlere karsi alinan
cevaplardaki azalmanin diger bir nedeni olarak diisiiniilebilir.

Tedavi gruplarimizda ise bu ajanlara karsi alinan kasilma yanitlarinin arttigi
gorlilmiistiir. Yapisal degisikliklerin bir yansimasi olan fonksiyonel yanitlarin tedavili
gruplarda normalize olarak kontrol gruplarindan farksiz degerlere ulasmasi, tedavinin
pulmoner damar sisteminde remodeling siirecindeki basarisinin bir isareti olarak

sayilabilir.
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5-HT kasilma yanitlart MCT’ li gruplarimizda artmis ve tedavi gruplarimizda da
bu artisin devam ettigi goriilmiistiir. Vazokonstriktorlere karsi azalmis olan yanitlari
aciklamaya calistigimiz nedenlerin hepsi 5-HT icin de gegerlidir. Sonuglarimiza benzer
sekilde bazi caligmalarda da pulmoner arterlerde 5-HT;g ve 5-HT,s reseptorleri
arasindaki  sinerjizmadan kaynaklanan artmig 5-HT kasilma yanitlarindan
bahsedilmektedir. Ilave olarak pulmoner arterlerde 5-HT;p reseptdr sentezinin artmis
olmast da miimkiindiir. Tedavi gruplarimizda ise bu sinerjizma ve artan reseptor
sayisinin devam ettigini sOyleyebiliriz.

Calismamizda kasilma yanitlarina karsi aliman endotel bagimli Ach gevseme
yanitlarinin MCT gruplarinda kontrole oranla anlamli olarak azalmasi bu modelle
gelisen pulmoner hipertansiyon patogenezinde Onemli olan endotel hasarinin bir
gostergesidir. Ach vaskiiler endotel hiicreleri iizerindeki M3 reseptorlerine baglanarak
intraseliiler Ca™" seviyesinin artmasina neden olmaktadir. Ca™ -kalmoduline bagli bir
enzim olan eNOS bu kompleks ile aktive olmaktadir. eNOS intraseliiler L-arjininden
sitrullin sentezi esnasinda NO olusumunu indiiklemektedir. NO vaskiiler diiz kaslarda
¢Oziiniir guanilat siklazi aktive ederek s-GMP olusumuna neden olmaktadir. S-GMP de
kendine 6zgli protein kinaz G’ yi aktive ederek vazodilatasyona yol agmaktadir (80).
Endotel hiicrelerinden saliverilen NO miktar1 diiz kas hiicrelerine difiize olan NO
miktarinin ana belirleyicisidir. Endotelyal tabakadaki soyulma endotelyal hiicrelere
Ca'"" girisinin azalmasina ve dolayisiyla NO iiretiminde azalmaya neden olmaktadir
(79). MCT’ nin primer toksik etkisi pulmoner arterlerdeki endotelyum iizerinedir ve
endotelyal hasar MCT uygulamasindan 1-2 hafta sonra meydana gelmektedir. MCT
modelli pulmoner hipertansiyon c¢alismalarinda da endotele bagimli gevseme
yanitlarinin kontrole oranla anlamli 6l¢iide azaldig1 gézlenmistir (50, 53, 67, 68, 79).
Ach gevseme yanitlarinda meydana gelen bu azalma NO iiretimindeki azalma ile
iliskilendirilmistir (52, 53, 67). Endotel bagimli azalan Ach gevseme yanitlar1 vaskiiler
tontisiin artmasi ile de agiklanmaktadir (67, 79).

Tedavi gruplarimizda 6zellikle de yiiksek doz everolimus grubumuzda belirgin
olmak iizere, tedavisiz MCT gruplarina oranla Ach’ a karsi alinan gevseme yanitlari
diizelmis ve artan konsantrasyonlarda kontrolden farksiz hale gelmistir. Antiinflamatuar

ve antiproliferatif etkili everolimusun klasik tedaviye eklenmesi ile endotelyumun
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yapisal agidan korunmasi yaninda fonksiyonel gevseme yanitlar1 agisindan da ilave
diizelmeler olusturdugunu sdyleyebiliriz.

SNP, NO dondrii olan ve ¢oOziinlir guanilat siklaz araciligi ile endotelden
bagimsiz vazodilatasyona aracilik eden bir ajandir (70, 81). Calismamizda
kullandigimiz agonistlere karsi alman 10°-10° M arasi konsantrasyonlarda, SNP
gevseme yanitlart tedavisiz MCT gruplarimizda kontrole gore anlamli oranda
azalmistir. Yapilan bagka caligmalarda MCT veya kronik hipoksi ile indiiklenen
pulmoner hipertansif siganlarin pulmoner arterlerinde SNP gevseme yanitlarinin
azaldig1 bulunmustur. Bu durum, diiz kas hiicrelerinde s-GMP seviyesinin azalmasi
veya ¢Oziinlir guanilat siklaz desensitizasyonu ile aciklanmistir (68, 70, 81). MCT’ 1i
modelde endotelden bagimsiz yanitlarin izole perfiize akciger preparatlarinda
degerlendirildigi baska bir calismada, SNP’ ye alinan gevseme cevaplariin azaldig
gozlenmistir. Bu ¢alismada bazal toniista artma ve vaskiiler remodelingten dolay1 NO’ e
pulmoner damar sisteminin yanitinin azaldig1 diisiiniilmiistiir (82). Bagka calismalarda
ise MCT ile indiiklenmis pulmoner hipertansif arterlerde endotele bagli gevseme
yanitlar1 azalirken, NO donorii olan SNP gevseme yanitlarinda bir degisiklik
gozlenmemistir (50, 53). Endotel dis1 gevseme yanitlarinin azalmasi, vaskiiler yapinin
endotel dis1 organelleri ile de temsil edildiginin ve bu modelin daha giivenilir
olabildiginin bir gostergesi olarak da degerlendirilebilir.

Tedavi gruplarimizda, 6zellikle de yiliksek doz everolimus grubumuzda belirgin
olmak tizere diger tedavi gruplarimizda da SNP ile kontrole yakin gevseme yanitlarinin
olustugu goriilmiistiir. Bu da bize vaskiiler yapinin antiproliferatif ve antiinflamatuar
ozellikte ilaclar ile desteklenmesinin bu patolojide endotel disi gevseme yanitlari
acisindan gozle goriiliir diizelmeler olusturabilecegini diisiindiirmektedir.

Deneysel olarak indiiklenen pulmoner hipertansiyonlu si¢anlardan elde edilen
pulmoner arterler, saglikli pulmoner arterlerden yapisal ve fonksiyonel olarak farklilik
gostermektedir. Eslik eden yapisal degismeler bu damarlarin fonksiyonel 6zelliklerini
ve vazoaktif ajanlara yanitlarini etkilemektedir (70).

Sildenafil, endotelyal NOS/NO/s-GMP yolagiyla siganlarda MCT ile indiiklenen
pulmoner hipertansiyon ve pulmoner remodelingi inhibe etmektedir (15, 63, 64).
Calismamizda sildenafilin gerek vazodilatdr aktivitesi gerekse yapisal parametreler

tizerindeki diizeltici etkisi gozlenmis ve yapilan diger calismalarla benzer sonuglar elde
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edilmistir. Standart tedavide kullanilan bu ajana immunsiipresif etkili everolimusu
ekleyerek bu kombinasyon tedavisinin vaskiiler hipertrofi ve eslik eden inflamatuar
degisiklikler iizerine olan etkileri degerlendirilmistir. Son zamanlarda everolimus ve
benzeri immunsiipresifler farkli vaskiiler stenoz protokollerinde denenmektedir. Ancak
bu gruptaki ajanlarin sistemik toksisiteleri ve vaskiiler yan etkilerinden dolay1 ciddi
uygulama zorluklart s6z konusu olmaktadir. Yakin donemde bu gruptan everolimusun
diisiik doz kullanimmin bu tiir sistemik yan etkilerden uzak oldugunun gézlenmesi
pulmoner hipertansiyon gibi kompleks doku yapi1 degisimlerinin de eslik ettigi
patolojilerdeki biiylime paternlerini sinirlandirma agisindan 6nemli avantajlar
saglayacagini diisiindiirmektedir.

Calismamizda oral olarak kullanilabilen everolimusun yine oral olarak
kullanilabilen sildenafil ile birlikte uygulanabilirligini degerlendirdigimizde,
kombinasyon tedavisinin vazodilatér aktivitenin mutlak olarak mevcut olmasi gereken
pulmoner hipertansiyonda bu aktiviteyi engellemeden doku hipertrofik siire¢lerine
onemli katkilarinin olabilecegini sdyleyebiliriz. Everolimusun pulmoner hipertansiyon
tedavisinde hastaligin progresyonunda vaskiiler yapidaki degisiklikleri diizelterek
tedavide kullanilan vazodilator ajanlara antiproliferatif ve antiinflamatuar etkileri ile

onemli yapisal katkilar saglayabilecegini diistinmekteyiz.
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SONUC VE ONERILER

Calismamizda, pulmoner hipertansiyon tedavisinde sildenafil ile kombine edilen
everolimusun, hemodinamik ve yapisal tedavi Olgiitleri agisindan ilave olumlu
katkilarinin oldugunu gérmekteyiz. Tedaviye ekledigimiz 2 farkli everolimus dozunda
kaseksi, enfeksiyon ve 1okosit sayisinda diisme gibi potansiyel yan etkilerin
goriilmemesi ve bu dozlarda belirgin yapisal ve fonksiyonel katkilarin s6z konusu
olmasi bu ajanin daha uzun siireli protokollerde kullanilmasi agisindan umut verici
olmaktadir.

Bu konu ile ilgili yapilacak olan ileriki calismalarda, everolimusun tolere
edilebilir farkli dozlarinin in vivo uygulanmasinin yaninda vaskiiler yapiya in vitro
etkilerinin de degerlendirilmesi uygun olacaktir.

Deneysel model agisindan yaptigimiz olglimlerin non-invaziv, doppler-basing
kayitlarinin alinmasina olanak saglayacak cihazlarla kayit alinmasi ve daha uzun siireli
ilag uygulamasi ile bundan sonraki siiregte everolimus ve benzeri antihipertrofik

ajanlarin hemodinamik etkileri daha net olarak degerlendirilebilecektir.
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