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TESEKKUR

Calismalarim sirasinda kiymetli bilgi ve deneyimlerini esirgemeyen, klinik bir
bransta uzman olarak calismama ragmen temel tibba ait bir alanda yeni bastan bir
doktoranin yapilabilecegi fikrini asilayip, beni cesaretlendiren tez danismanim, sayin
hocam Prof.Dr. H. Ahmet ACET e en derin saygi ve tesekkiirlerimi sunarim. Ayrica,
caligmalarim esnasinda bilgi ve tecriibelerinden faydalandigim Prof. Dr. Hakan
PARLAKPINAR, ve Dr. Ogr. Uyesi Onural OZHAN’a en derin saygi ve tesekkiirlerimi

sunarim.

TDK-2017-739 kodlu projeme destek olan Inonii Universitesi Bilimsel Arastirma

Projeleri Birimi’ne tesekkiir ederim.

Son olarak, tez ¢calismalarim sirasinda manevi destegini esirgemeyen sevgili esime

tesekkiir ederim.



OZET

Sicanlarda Monokrotalin ile Olusturulmus Pulmoner Arteriyel Hipertansiyonda
Silomilast, Tadalafil ve Her iki Ila¢c Kombinasyonunun Karsilastirilmasi:

Amac: Pulmoner arteryal hipertansiyonun (PAH) patogenezi hala tam olarak
anlasilamamis olup pulmoner endotel disfonksiyonu ve enflamasyon arasindaki karmagik
etkilesimin bu hastaligin  gelisimindeki esas etkenlerdendir. Bu ¢alismada
antienflamatuvar etkili silomilast (SIL) ve vazodilatér etkili tadalafil (TAD)’in PAH’a
etkisinin degerlendirilmesi amaglanmustir.

Materyal ve Metot: Toplamda 40 rat; kontrol, monokrotalin (MCT), MCT+SIL,
MCT+TAD ve MCT+SIL+TAD gruplarina boliinmiistiir. Ratlara ekokardiyografi
yapilmis, invazif olarak sag ventrikiil basinglar1 Olciilmiis, akciger ve kalpteki
histopatolojik bulgular degerlendirilmistir.

Bulgular: MCT+SIL ve MCT+TAD gruplarinda doku NO diizeyleri MCT grubu
ile benzer, [61.22 (35.66-116.08) nmol/g ve 59.28 (46.68-75.81) nmol/g’a kars1 50.39
(34.54-69.42), p>0.05], MCT+SIL+TAD grubunda ise belirgin yiiksek saptanmugtir
[84.16 (51.39-93.53) nmol/g, p=0.01]. Sol ventrikiiliin sag ventrikiile oran1 (LV/RV) ve
pulmoner akselerasyon zamani (PAT) agisindan gruplar arasinda anlamh fark yoktu
(p=0.097 ve p=0.074). Sag ventrikiil basinglari MCT+TAD ve MCT+SIL+TAD
gruplarinda MCT grubuna gore daha disiik saptandi [31(25-36) ve 33(26-42)’c karsi
43(39-59) mmHg, p<0.05]. MCT+SIL grubunda sag ventrikiil basinci [38(31-45)
mmHg], MCT grubu ile benzerdi (p>0.05). Histopatolojik olarak MCT+SIL ve
MCT+TAD gruplarinda infiltrasyonun, MCT grubuna benzer sekilde devam ettigi;
MCT+SIL+TAD grubunda, MCT grubuna gore anlamli sekilde azaldig1 saptandi
(p=0.022). MCT+SIL grubunda &lgiilen pulmoner arter duvar kalinligt MCT grubu ile
benzer, MCT+TAD ve MCT+SIL+TAD gruplarinda ise belirgin azalmist1 (p<0.001 ve
p=0.005).

Sonu¢: MCT ile indiiklenen PAH’da tek basina tek basina SIL’in sag ventrikiil
sistolik basmci ve distal pulmoner arter duvar kalinlagmas iizerine belirgin bir etkisi
izlenmemistir. Ancak, TAD’a ek olarak kullanimi, enflamasyonu ve doku NO diizeylerini
iyilestirmektedir. Bu ajan ile ilgili farkli dozlar veya baska PAH modelleri, ileride
yapilacak ¢aligsmalarin arastirma konusu olabilir.

Anahtar Kelimeler: Pulmoner arteriyel hipertansiyon, Silomilast, Tadalafil,
Monokrotalin, Sigan.
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ABSTRACT

The Comparison of Silomilast, Tadalafil and Both Drug Combinations in
Monocrotalin Induced Pulmonary Arterial Hypertension in Rats:

Aim: The pathogenesis of pulmonary arterial hypertension (PAH) is still not fully
understood and the complex interaction between pulmonary endothelial dysfunction and
inflammation is one of the main factors in the development of this disease. In this study,
it was aimed to evaluate the effect of anti-inflammatory cilomilast (CIL) and vasodilator
tadalafil (TAD) on PAH.

Method: A total of 40 rats were divided into control, monocrotaline (MCT),
MCT+CIL, MCT+TAD and MCT+CIL+TAD groups. Echocardiographic evaluation was
performed to rats, right ventricular pressures were measured invasively and
histopathological findings in the lung and heart were evaluated.

Results: Tissue NO levels in MCT+CIL and MCT+TAD groups were similar to
MCT group, [61.22 (35.66-116.08) and 59.28 (46.68-75.81) nmol/g versus 50.39 (34.54-
69.42 nmol/g), p> 0.05], in the MCT+CIL+TAD group, it was found to be significantly
higher [84.16 (51.39-93.53) nmol/g, p=0.01]. There was no difference between the groups
in terms of left ventricle to right ventricle ratio (LVV/RV) and pulmonary accleration time
(PAT) (p=0.097 and p=0.074). RV pressures were significantly lower in the MCT+TAD
and MCT+CIL+TAD groups compared to MCT group [31(25-36), 33(26-42) and 43(39-
59) mmHg respectively, p<0.05]. RV pressures remained high in the MCT+CIL group
[38(31-45) mmHg] just like MCT group (p>0.05). Histopathologically, infiltration in the
MCT+CIL and MCT+TAD groups was similar to the MCT group; in the
MCT+CIL+TAD group, it was found to be significantly decreased compared to the MCT
group (p=0.022). The pulmonary artery wall thickness measured in the MCT +CIL group
was similar to that in the MCT group, but significantly decreased in the MCT+TAD and
MCT+CIL+TAD groups (p<0.001 and p=0.005).

Conclusion: In PAH induced by MCT, no significant effect of CIL alone on right
ventricular systolic pressure and distal pulmonary artery wall thickening was observed.
However, its use in addition to TAD improves inflammation and tissue NO levels.
Different doses of this agent or other PAH models may be the subject of research for
future studies.

Key words; Cilomilast, Pulmonary arterial hypertension, Tadalafil,
Monocrotaline, Rat.
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

BMPR?2 :Kemik morfogenetik protein reseptori tip 2

BT :Bilgisayarli tomografi

CYP :Sitokrom P450

DPG :Diyastolik pulmoner gradient

DSO : Diinya Saglik Orgiitii

EDT :E dalgas1 deselerasyon zamani

EF :Ejeksiyon fraksiyonu

EKG :Elektrokardiyografi

eNOS :Endoteliyal nitrik oksit sentetaz

ERA :Endotelin reseptor antagonisti

ET :Endotelin

GM-CSF :Graniilosit/makrofaj koloni uyaric1 faktor

IL :Interldkin

IVC :Inferior vena kava

IVSd :Interventrikiiler septal kalinlik

KB :Kan basinct

KH :Kalp hiz1

KKB :Kalsiyum kanal blokerleri

KTEPH :Kronik tromboembolik pulmoner hipertansiyon
LA :Sol atriyum ¢ap1

LVED :Sol ventrikiil diyastolik ¢ap

LVEF :Sol ventrikiil ejeksiyon fraksiyonu

LVES :Sol ventrikiil sistolik ¢ap

LV/RV :Sol ventrikiiliin sag ventrikiile orani

LVPd :Sol ventrikiil arka duvar ¢ap1

MCP :Monosit kemo-atraktan protein

MCT :Monokrotalin

MCT+SIL :Monokrotalin ve silomilastin beraber kullanildigi grup
MCT+SIL+TAD :Monokrotalin, silomilast ve tadalafilin beraber kullanildigi grup
MCT+TAD :Monokrotalin ve tadalafilin beraber kullanildigi grup
MDH :Malondialdehid
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PAT
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1.GIRIS

Giliniimiizde onaylanmig pulmoner hipertansiyon (PH)’a selektif ilaglar temel olarak
nitrik oksit (NO), prostasiklin ve endotelin (ET)’1 etkileyerek tedavi edici 6zellik
gostermektedir (1). Giin gectikce bu hastalifin karmagsik patofizyolojisi ile ilgili
bilgilerimiz ¢ok artsa da onaylanmis mevcut tedaviler bu 3 yolagin disina ¢gikamamais, ¢ok
etkili oldugunu disiindiiglimiiz kombinasyon tedavilerine ragmen yeni tant konmus
hastalarda 5 yillik mortalite %40’a varan oranlarda kalmistir (2).

Pulmoner arteriyel hipertansiyonun (PAH) baslamasina ve ilerlemesine yol agcan
mekanizmalar hala biiylik 0Olgiide belirsizligini korusa da, pulmoner endotel
disfonksiyonu ve enflamasyon arasindaki karmasik etkilesim hastaligin gelisimindeki
esas etkenlerdendir (3). PAH'da liimen ¢apini daraltan pulmoner vaskiiler yeniden
sekillenme (remodeling) sadece media tabakasinin hipertrofisi ve pulmoner arter
duvarindaki farkli vaskiiler hiicrelerin [pulmoner arter diiz kas hiicreleri (PASMCl'ler),
endotel hiicreleri, fibroblastlar, miyofibroblastlar ve perisitler vb.] birikmesi ile
karakterize degildir. Bu hastalar ve hayvan modellerinde gosterilen pulmoner vaskiiler
lezyonlarda T ve B lenfositleri, makrofajlar, dendritik hiicreler ve mast hiicrelerini igeren
degisen derecelerde perivaskiiler enflamatuvar infiltratlar mevcuttur (3-6). Pulmoner
vaskiiler lezyonlardaki bozulmug T-diizenleyici hiicre fonksiyonu, T-helper 17 hiicresi
immiin polarizasyonunu igeren anormalikler, dendritik ve diger enflamatuvar hiicrelerin
varligl, bozulmus immiin yanit adaptasyonunu isaret eden durumlara érneklerdir (3,4).
Son zamanlarda ortalama perivaskiiler enflamasyon skorunun intima-media ve
adventisya kalinlig1 ve ortalama pulmoner arter basinci ile korelasyonunun gdosterilmis
olmasi, yine pulmoner vaskiiler yeniden sekillenme siirecindeki perivaskiiler
enflamasyonun 6nemini desteklemektedir (5-7).

PAH’da artmis bagisiklik hiicrelerinin pervaskiiler birikimi ve damar igi
infiltrasyonlarinin yani sira, belirli sitokinlerin ve kemokinlerin dolagimdaki seviyeleri
anormal bir gekilde yiikselmektedir. Bunlar arasinda interlokin (IL)-1, IL-6, IL-8,
monosit kemo-atraktan protein (MCP)-1, fraktalkin, CCL5/RANTES ve tiimor nekroz
faktorii (TNF)-o sayilabilir (3). Bu sitokinlerin ve kemokinlerin bazilar1 PAH
hastalarinda daha kotii klinik sonuglarla iligkilendirilmis ve hastalik ilerlemesinde
biyobelirteg¢ olarak da kullanilmistir. IL-1B ve TNFa ‘in PAH lezyonlarinda gozlenen

fibronektin gibi hiicre dis1 matriks proteinlerinin birikimine neden olmaktadir, ayrica



basta IL-6 ve diger baz1 sitokinler diiz kas hiicrelerinin ¢ogalmasiyla iliskilendirilmistir
(8-10).

Her ne kadar PAH patogenezindeki enflamasyonun rolii ortaya konmus olsa da,
bu hastalik patogenezinde anahtar rol alan sitokinler ve kemokinleri hedef alan
caligmalara ilginin yiiksek olmadig1 sOylenebilir.

Fosfodiesteraz enzimi (PDE)-4 enflamatuvar ve bagisiklik hiicrelerinde
(eozinofiller, notrofiller, monositler, makrofajlar, T-lenfositler ve B-lenfositler) yaygin
olarak eksprese edilmektedir ve uzun siiredir c¢esitli enflamatuvar hastaliklarin
tedavisinde potansiyel bir tedavi hedefi olarak kabul edilmektedir (11-13). PDE-4 akciger
dokusunda yogun olarak bulunan bir enzimdir ve yapilan bir dizi ¢alismada, PDE4
inhibisyonunun, hem akciger dokusu hem de kanda matriks metalloproteinaz (MMP)-9,
l16kotrien B4, notrofil elastaz, miyeloperoksidaz ve reaktif oksijen tiirleri (ROT) gibi
cesitli pro-enflamatuvar aracilarin salinimini baskiladigini gostermistir (14-17). PDE4
inhibitorlerinin proliferasyonu (18) ve apoptozu (19) diizeltici etkileri de mevcut olup,
PD-4 inhibisyonunun ilave olarak akcigerlerde eozinofil infiltrasyonunu engelleyebildigi,
grantilosit/makrofaj koloni uyarici faktér (GM-CSF), TNF-a ve trombosit aktive edici
faktor degraniilasyonunu azaltabildigi bildirilmistir (12,16,17,20).

Bu anlamda PH gelisimi veya tedavisinde etkili olma potansiyeli olan
enflamasyon ile ilgili olarak prostaglandinler, l6kotrienler, kemokinler, sitokinler,
proteazlar ve biiyiime faktorleri dahil olmak iizere 100'den fazla araciya ilave, bu hastalik
patogenezinde rol oynayabilecek inflamatuar hiicreler, fibroblastlar ve diiz kas
hiicrelerini tek tek hedef almak yerine genis bir etki olusturabilecek bir enzim ailesini
hedef alip inhibe etmek, hastalifi tedavi etmek adina fark yaratabilir. Boyle bir etkinin
PAH’da zaten kullanilan vazodilatoér tedaviye ek olarak verilmesi daha once hig
denenmemistir ve fark yaratici bir etki potansiyeli oldugu diisiiniilebilir. Bu ¢alismada
vazodilator bir ajan PDE-5 selektif inhibitorii TAD’a ilave olarak sistemik etkili, ikinci
nesil, selektif bir PDE-4 inhibitorii olan silomilast (SIL)’mn kullanilmasi planlanmistir.
Ayrica SIL’in olas1 etkisi ile ilgili olabilecek oksidatif stress parametrelerine de
bakilmugtir. SIL, birinci nesil PDE-4 inhibitdrlerinin terapédtik aktivitesini korumasinin

yani sira, derin emetik etkilerinden yoksundur.



2.GENEL BIiLGILER

2.1. Hastalik Tanimi

Pulmoner hipertansiyon, basta sol kalp yetmezligi olmak tizere, yapisal kalp
hastaliklari, akciger hastaliklari, pulmoner trombo-emboli, romatizmal hastaliklar, kronik
enfeksiyonlar, hematojik bozukluklar gibi bir dizi hastalik zemininde gelisen, bazen de
kendisi primer bir hastalik olan klinik bir durumdur. Uzun vadede pulmoner
hemodianamiyi etkileyip sag kalp yetmezligine neden olarak oliimcil bir seyir
gosterebilmektedir (1).
2019 yilinda yapilan 6. Diinya PH sempozyumunda PH, sag kalp kateterizasyonu (RHC)
ile degerlendirilen istirahat ortalama pulmoner arter basincinin (0PAB)>20 mmHg artis
olmasi olarak tanimlanmustir (21). istirahatte normal oPAB degeri 1443 mmHg olup ist
simirt 20 mmHg’dir (22,23) Egzersiz ile PAB artabilir, ancak bu artisin ne kadari
fizyolojik ne kadar1 veya hangi esikten sonraki deger patolojiktir tam bilinmedigi i¢in
egzersiz PH ile ilgili bir tanimlama olmasa da 30 mmHg bir dnceki Avrupa kardiyoloji
dernegi PH kilavuzunda anormal olarak kabul edilmistir.

1961'de Diinya Saglik Orgiiti'niin (DSO) Kronik Kor Pulmonale Uzman
Komitesi'nin raporunda ortalalama PAB’in, yatar pozisyonda normalde 15 mmHg'yi
gecmedigi, bu degerin yastan ¢ok az etkilendigi ve hi¢bir zaman 20 mmHg'yi asmadigi
bildirilmistir (24). DSO tarafindan 1973'te Cenevre'de diizenlenen 1. Diinya Pulmoner
Hipertansiyon Sempozyumu'ndan (WSPH) beri PH, istirahatte yatar pozisyonda sag kalp
kateterizasyonu (RHC) ile 6lglilen oPAB>25 mmHg olarak tanimlanmistir (29). Cenevre
PH DSO toplantisi, anoreksik ilag aminorex alimina bagli olusan pulmoner hipertansiyon
salginindan birkag yil sonra diizenlenmis, toplantinin raporunda, belirlenen 25 mmHg'lik
normal oPAB iist sinirin bir miktar ampirik ve keyfi bir sekilde tanimlandigi kabul
edilmistir (25). Bu konservatif sinir degeri (25 mmHg), hekimlerin primer PH nedeniyle
agir PH'y1, daha diisiik bir oPAB ile karakterize edilen diger PH formlarindan (6zellikle
akciger hastaliklar1 nedeniyle) ayirt etmesine izin vermistir. Bu tanim, 1998'den 2013'e
kadar olan sonraki WSPH toplantilarinda, en azindan kismen potansiyel asir1 tani ve
PH'nin asir1 tedavisini engellemek i¢in degismeden kalmistir.

2009 yilinda Kovacs ve ark. (23) istirahat ve egzersiz sirasindaki normal mPAP

degerlerini belirlemek i¢in saglikli bireylerde RHC ¢alismalari ile elde edilen tiim verileri



analiz etmislerdir. Kirkyedi ¢alismadaki 1187 normal denekten alinan veriler analiz
edildiginde istirahatte saptanan ortlama PAB’in, 14.0+3.3 mmHg oldugu, bu degerin
cinsiyet ve etnik kokenden bagimsiz oldugu, ancak yas ve postiirden biraz etkilendigi
rapor edilmistir. Bu 14 mmHg'lik oPAB dikkate alindiginda, bu degerin iki standart
sapma iistiinlin (yani, 97.5'inci ylizdelik degerin iistiinde) normalin iist sinir1 (mPAP>20)
olarak kabul edilmesi gerektigi ileri siiriilmiistiir. Dolayisiyla bu tanim artik keyfi degil,
bilimsel bir yaklagima dayandigi sdylenebilir. PH (=25 veya >20 mmHg) tanimlamak i¢in
diistiniilen oPAB smir1 ne olursa olsun, izolasyonda kullanilan bu degerin klinik bir
durumu karakterize edemedigini ve kendi basina patolojik siireci tanimlamadigini
vurgulamak 6nemlidir.

PAB yiikselmesinin, artmis kardiyak debi, sol-sag kardiyak sant, artmis pulmoner
arteriyal saplama basingli (PAWP) sol kalp yetmezligi ve viskozite artisini da igeren
farkli tedavi ve sonuglari olan fazla sayida nedeni olabilir. Bu anormal pulmoner arter
basinci artisi, kiigiik pulmoner arterlerin yapisal degisiklikleriyle iliskili pulmoner
vaskiiler hastaliga da bagli olabilir. Pulmoner vaskiiler hastalig1 isaret eden prekapiller
PH’yi tanimlamak i¢in, pulmoner vaskiiler direncin {ist limitini tanimlamaya eklemek
gerekir.

Pulmoner dolagimin vendz tarafindaki basing ylikselmesi, geriye yansiyan basing
artis1 nedeniyle (sol kalp hastaliklar1) PH gelisimindeki en sik izlenen etkendir. Bu
duruma sol kalp yetmezligi ile iligkili PH (post kapiller) denilmektedir. Prekapiller PH’de
ise PAWB normaldir. Prekapiller PH tanimina pulmoner vaskiiler rezistansin
[PVR=(oPAB-PAWP) / kardiak out-put] dahil edilmesi zorunludur. Bu sayede pulmoner
vaskiiler hastalik nedeniyle artan PAB’1 PAWB yiikselmesi veya yiiksek kardiyak out-
put kaynakli PAB yiikselmesinden ayirt etmek miimkiin olmaktadir.

2003 yilinda diizenlenen 3. WSPH’den bu yana, grup 1 prekapiller PH (PAH);
normal PAWB (<15 mmHg) varliginda yiiksek PVD (> 3 Wood tiinitesi) ve PAB’nin >25
mmHg olmasi seklinde tanimlanmistir (22). PVR >3 WU’nun sinir deger olarak
kullanilmasi biraz keyfi uygulama oldugu sdylenebilir. Cilinkii baz1 yeni veriler PVR >2
WU’nun anormal olarak degerlendirilebilecegini ne siirmektedir (22). Bu anlamda, PVR
>3 WU degerinde bir smir degeri asikar pulmoner vaskiiler hastalifi isaret eder.
Hastalarin stabil oldugu bir durumdaki PAB, PASB, kardiyak output, diyastolik pulmoner
gradient (DPQG) gibi degisik hemodinamik bilesenlerin kombinasyonlarina gore farkli PH
alt gruplar1 tanimlanmistir. Bu durum Tablo 2.1 de belirtilmistir, ayrica bu hemodinamik

siniflamaya kars1 gelen klinik siniflama da Tablo 2.2 de verilmistir.



Ozetle; PH terimi genel bir ifade olup sadece PAB degeri (>20 mmHg) ile iliskili
bir durumdur. PAH ise kronik bir akciger hastaligi veya kronik tromboembolik pulmoner
hipertansiyon (KTEPH) gibi prekapiller PH yapabilecek bir sebep yoklugunda,
PAWP’nin <15 mmHg, PVR’nin >3 wood iinitesi ve o0PAB’1n>20 mmHg oldugu durumu
ifade etmektedir (26).

Tablo 2.1. Pulmoner hipertansiyonun hemodinamik tanimlari.

Tammlama Ozellik Klinik grup
oPAB>20
mmHg
PAWP<15
mmHg
Pre-kapiller PVR>3 WU Grup 1, 3,4ve5
oPAB>20
mmHg
PAWP>15
Izole post-kapiller | mmHg
PH PVR<3 WU Grup2ve b
oPAB>20
mmHg
PAWP>15 Grup2veb5
Kombine pre ve mmHg

post kapiller PVR>3 WU

*oPAB: Ortalama pulmoner arter basinci; PAWP: Pulmoner arter saplama basinci; PVR: Pulmoner
vaskiiler rezistans; WU: Wood Units. #: group 1: PAH; group 2: Sol kalp hastaligi ile iliskili PH; group 3:
Akciger hastalig1 ve/veya hipoksiye bagli PH; group 4: Pulmoner arter tikanikligina bagli PH; group 5:

Sebebi agik olmayan ve/veya ¢ok faktorlii mekanizmasi olan PH,

2.2. Pulmoner Hipertansiyon Giincellenmis Klinik Simiflandirmasi

PH'nin klinik simiflandirmasiin genel amaci PH ile iliskili klinik durumlari;
benzer patofizyolojik mekanizmalar, klinik goriinlim, hemodinamik o6zellikler ve
terapotik yonetime gore simflandirmaktir. 1973’te DSO tarafindan desteklenen ilk
uluslararas1 primer PH konferansinda tarif edilen ilk simiflamadan sonra, PH

siniflandirilmasinda bir dizi degisiklikler olmustur. ESC-PAH kilavuzunun bundan
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onceki versiyonunda, sirasiyla 1998 ve 2003°te gerceklestirilen ikinci ve {igiincii diinya
PAH konferanslarinda 6nerilen Evian-Venice siniflandirmasi benimsenmistir (27). Bu
simiflandirmalarda PH saptanan klinik durumlar, patolojik, fizyopatolojik ve terapotik
ozelliklerine gore bes gruba ayrilmaktadir. Farkli klinik gruplardaki PAB ve PVR
degerlerinde benzer diizeylerde artislar olmasina karsin, altta yatan mekanizmalar, tanisal
yaklasimlar ve bunlarin prognostik ve terapétik sonuclart birbirinden biitlintiyle farkli
olabilmektedir. Fransa’nin Nice kentinde 2019 yilinda gergeklestirilen altinct WSPH’da

bu Evian-Venice siniflandirmasi en son seklini almistir (26).

Tablo 2.2. 6. WSPH’da benimsenen PH klinik siniflamasi.

1. PAH

1.1 idiopatik PAH

1.2 Kalitsal PAH

1.3 Ilag ve toksinle indiiklenmis PAH

1.4 iliskili PAH:

1.4.1 Bag doku hastaligi

1.4.2 HIV infeksiyonu

1.4.3 Portal hipertansiyon

1.4.4 Dogustan kalp hastalig1

1.4.5 Sistozomiyazis

1.5 Uzun donem kalsiyum kanal blokerlere cevap veren PAH

1.6 Asikar venoz /kapiller tutulum 6zelligi gosteren PAH (PVOD/PCH)

1.7 Yeni doganin persistan PH sendromu

2. Sol kalp hastaligina bagh PH

2.1 Korunmug LVEF’li kalp yetmezligine bagli PH

2.2 Azalmis LVEF’li kalp yetmezligine baghh PH

2.3 Valviiler kalp hastalig1

2.4 Post kapiller PH’den olan dogustan/kazanilmig kardiyovaskiiler durumlar




3. Akciger hastalig1 ve/veya hipoksiye bagh PH

3.1 Obstriiktif akciger hastalig1

3.2 Restriktif akciger hastalig

3.3 Karnsik restriktif/obstriiktif paternli diger akciger hastaliklar

3.4 Hipoksinin olmadig1 akciger hastaliklar

3.5 Gelisimsel akciger hastaliklar

4. Pulmoner arter tikamikhgina bagh

4.1 Kronik tromboembolik PH

4.2 Diger pulmoner arter obstriiksiyonlari

5. A¢ik olmayan ve/veya ¢oklu faktorlit mekanizmasi olan PH

5.1 Hematolojik bozukluklar

5.2 Sistemik ve Metabolik Bozukluklar

5.3 Digerleri

5.4 Kompleks konjenital kalp hastaliklar

*PAH: Pulmoner arteriyel hipertansiyon; PVOD: Pulmoner veno-okliizif hastalik; PCH: Pulmoner kapiller

hemanjiyomatoz; LVEF: Sol ventrikiil ejeksiyon fraksiyonu.

2.3. Epidemiyoloji

Diinya genelinde PH sikliginin insidansina yonelik verilerin yetersiz oldugu
soylenebilir. Ingiltere’de prevelansi milyonda 97 vakadir, kadim: erkek oranmin ise 1.8
olarak reporlanmistir. Amerika Birlesik Devletleri’ndeki yasa gore standardize edilmis
PH 6lim orani, 100.000°de 4.5-12.3"diir (29). PH alt gruplarinin prevalansina iligkin
karsilastirmali epidemiyolojik veriler ne yazik ki mevcut degildir. Ancak siddetli PH’nin
goreceli olarak daha seyrek goriildiigii sol kalp hastaliklarinin (grup 2), PH’nin en sik
rastlanan nedeni oldugu séylenebilir. Ayaktan tedavi goren sistolik kalp yetmezlikli ve
sag kalp kateterizasyonu yapilan hastalarda bildirilmis en yiiksek oran %73 diir (29).
Korunmus EF’li hastalarda yapilan kateter calismalarinda ise PH insidans1 % 36-83
olarak rapor edilmistir (30).



Erigkin niifusta hesaplanan en diisiik PAH (Grup 1) ve idiyopatik PAH tahmini
prevalansi her bir milyonluk niifusta siras1 ile 15 ve 5. 9 olgudur (31). Avrupa’da PAH
prevalansi ve insidansi, sirasiyla, bir milyonluk popiilasyonda 15-60 hasta ve yil basina
milyonda 5-10 olgu araligindadir (32). PAH insidans1 kadinlarda erkeklere gore dort kat
daha yiiksektir, ancak sagkalim PAH'l1 erkeklerde paradoksal olarak daha kotiidiir (33).

2.4. Patofizyoloji

PAH patofizyolijisinde esas belirleyici degisiklikler, pulmoner damar yogunlugu
ve sayisindaki kayiplar ve damar liimen i¢i ¢apini azaltan tikayici pulmoner vaskiiler
yeniden sekillenmelerdir (remodeling). Artmis pulmoner arter basinci ve vaskiiler direng
(PVR) kaynakl ilerleriyici sag kalp yetmezligi ve fonksiyonel bozulmaya yol agmaktadir.
PAH'da pulmoner vaskiiler yeniden sekillenme sadece pulmoner arter duvarindaki farkl
vaskiiler hiicrelerin (pulmoner arter diiz kas hiicreleri (PASMC'ler), endotel hiicreleri,
fibroblastlar, miyofibroblastlar ve perisitler vb.) birikmesi ile karakterize edilemez.
Prekapiller kiigiik arterlerin kaybi1 ve abartili perivaskiiler enflamatuvar (B- ve T-
lenfositleri, mast hiicrelerini, dendritik hiicreleri, makrofajlari vb.) hiicre infiltrasyonu bu

tablonun diger komponentleridir.

2.4.1. Patoloji ve Laboratuvar Tibbinda Son Gelismeler

PH’da artan pulmoner arter basinci; biiyiik elastik ana, lober ve segmental
pulmoner arterlerin sertlesmesine ek olarak, esasen ¢apt 500-70 mikron arasinda olan
distal pulmoner arteriyal yatakta gelisen degisikliklere (Sekil 2.1) baglanmaktadir. Distal
pulmoner  vaskiiler  yatakta izlenen  degisiklikler ~media  tabakasindaki
hipertrofi/hiperplaziyi, intimal ve adventisyal fibrozisi, insitu trombotik lezyonlar1 ve
pleksiform lezyonlar1 icermektedir. Bu damarlarin (pulmoner arterler), akciger icindeki
topografileri nedeniyle pulmoner venlerden ayirimlari kolaylikla yapilabilir, ilaveten bir
bronsiyole komsu seyretmektedirler. Ayrica internal ve eksternal elastik lamina
tarafindan dilizgiin bir sekilde smirlandirilan, genislemis hipertrofik media tabakasi
oldukca ayirt edici bir goriintii vermektedir.

Caplar1 70 um ila 20 um arasinda degisen kiiciik prekapiller pulmoner arterlerdeki
(arterioller) kayip ve obliterasyon, artmis muskiilarizasyon ve perivaskiiler enflamasyonu
isaret eden degisiklikler hem insan hemde deneysel PAH modellerinde gosterilmistir.
Yani PAHda tutulum hem arteriollerde hem de prekapiller yatakta mevcuttur. Prekapiller

bolgedeki tutulum, muskiiler tip arterlerin aksine, seri kesit takibi veya miimkiinse boya
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veya boncuklu enjeksiyon teknikleri ile ayn1 boyuttaki kiigiik pulmoner veniillerden ayirt

edilebilir. Ayrica, arteriyolar mikrovaskiiler yataktan kaynaklanan ve akciger i¢indeki en

biiyiik vaskiiler yiizeyi temsil eden kapiller b6lme de PAH’da siklikla etkilenmektedir

Sekil 2.1. Pulmoner arter hipertansiyonlu (PAH) hastalarin akcigerlerinde

saptanan temsilci vaskiiler lezyonlar (3). *a - c¢) Pleksiform lezyonlar. Pleksiform gekirdek para
arteriyel pozisyonda (a,b), adventisyaya bagli goriiniimde hatta adventisya perimeterinde (c, sistemik damar
agint igerdigini isaret eder sekilde-vazovasorum) olabilir. d) Daha ¢ok kalitimsal kemik morfogenetik
protein tip 2 ile iliskili form PAH’da bulunan milimetrik atipik fibrovaskiiler lezyonlar (Slgek barina
dikkat). e) Cekirdeginde taze fibrin igeren yeni trombotik lezyonlar ve organize olma durumunun
basladigini isaret eden periferal yerlesimli bir ¢ok fibroblast varligi (oklar), f) Bir ¢ok rekanalize damarlar
iceren tam organize olmus, belli belirsiz bir pleksiform lezyonu andiran trombotik lezyonlar (“Kevgir
benzeri lezyon™), g) Intima'nin konsantrik, laminer olmayan fibrozisi; media (ok) tabakasi hafifce
kalinlagmis (damarin alt ¢cevresinde lenfosit bakimindan zengin infiltrasyona dikkat), h) Siklikla organize
trombotik lezyon olarak yorumlanan, egzantrik, intimanin yastik benzeri fibrozisi, i) Media hiperplazisi ve
adventisyanin kollojenden zengin fibrozisi (ok), j) Pulmoner arterin ilerleyici tikanmasina yol agan
konsantrik diizendeki multiple fibroz tabakalardan kaynaklanan, Intima'min konsantrik laminer fibrozisi

(“sogan derisi lezyonu™) (3).

[laveten, son zamanlardaki kanitlar degisen yogunlukta tiim PH gruplarinda
postkapiller pulmoner vendz yatak tutulumunu da destekler niteliktedir. Sol kalp hastalig1

ve kronik solunum yolu hastaligina bagli PH'da, postkapiller tutulumun en azindan



kismen akciger fibrozu ve amfizemi olan hastalardaki parankimal yikima ilave
iltihaplanma ile ve sol kalpte, postkapiller damar basincindaki kronik yiikselme ile
aciklanmas1 muhtemeldir. ilging bir sekilde, kalp yetmezliginde PH'nin siddeti, vendz ve
kiigiik damar intimal kalinlagsmasi ile iliskilidir ve pulmoner veno-okliizif hastalikta
(PVOD) gozlenen paterni andirmaktadir (34). Goriiniise gére PAH ve tromoembolik
PAH gibi saf prekapiller PH formlarinda, postkapiller tutulum mekanizmalar1 agik
degildir, clinkii postkapiller damarlarin teorik olarak arteriyel ve kilcal damar basinct
artmasindan korunmasi gerekir. Giiniimiizde prekapiller yataktaki basinci arttiran

degisikliler, vendz yataga olan kan akimini artan direng ile beraber smirlandirip bu

bélgedeki basinci diisiiriir goriisii patofizyolojide genel olarak kabul gérmektedir.

Sekil 2.2. PAH veya pulmoner veno-okliizif hastaligi (PVOD) olan hastalarin
akcigerlerinde mikrovaskiiler yatak, kilcal damarlar ve postkapiller damarlarda saptanan

vaskiiler lezyonlar. *a) Hafif enflamatuvar ve fibroz yeniden sekillenme (PAH hastasi) gdsteren mikro
damarlar (arterler veya veniiller). b) PVOD'si olan bir hastanin akcigerlerinde o-diiz kas aktin
immiinboyanma goriintiisii, pulmoner damarlarin 6nemli muskiilarizasyonunu vurgulamaktadir. c)
PVOD'li bir hastada yuvarlak, iyi smirlandirilmis interstisyel kalinlagma alani; bu alanlar PVOD
hastalarinin akcigerleri boyunca diizensiz bir sekilde dagilir ve muhtemelen bilgisayarli tomografi
taramasinda buzlu cam opasitelerine karsilik gelir. d) Daha yiiksek biiyiitmede, (c) 'deki interstisyel
kalinlagma, alveolar septa i¢inde ¢oklu katmanlar olusturan alveolar kilcal damarlarin fokal ¢ogalmasina
baglidir; kilcal hemanjiyomatoz benzeri odaklar terimi bu diizensiz interstisyel paterni tarif eder. ¢) PAH'I1
bir hastanin pulmoner septal venlerinde kas hiperplazisi ve fibréz yeniden sekillenme. f) PVOD'li bir

hastada kii¢iik septal venlerin fibr6z intima kalinlagmasi (3).
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2.4.2. Pleksiform Lezyonlar/Kompleks Lezyonlar

Yakin topografik iligki ile yaygin olarak gozlenen kompleks pulmoner arteriyel
lezyonlar, sogan zar1 lezyonlari, pleksiform ¢ekirdek lezyonlar ve dilatasyon lezyonlari
icerir (Sekil 2.1a-c). Bununla birlikte, PAH'daki bu tipik vaskiiler degisikliklerin
patofizyolojik 6nemi heniiz tam da aydinlatilmamustir.

Bu baglamda, son raporlar, sirasiyla vasa vasorum ve pulmoner arterlerin
adventisyasi i¢inde veya peribronsiyal bag dokusu i¢inde bulunan brong arterleri gibi
sistemik damarlarin pleksiform vaskiilopatide yer alabilecegini diisiindiirmektedir.
Dijital li¢ boyutlu rekonstriiksiyonu olan PAH hastalarindan alinan seri kesitlerin analizi,
pleksiform lezyonlarin brons mikrodamarlar1 ile pulmoner arterler ve venler arasinda
anastomoz yapilar temsil ettigi bir sant hipotezini desteklemektedir (35). Bronsiyal ve
pulmoner vaskiiler yatak arasindaki sant, BMPR2 (kemik morfogenetik protein reseptorii
tip 2) mutasyonuna bagli idiyopatik ve kalitsal PAH dahil PAH hastalarindan ¢ikarilmis
akciger dokusu kesitlerinin morfometrik analizi ile gosterilmistir (36). BMPR2 mutasyon
tastyicilarinda brongiyal arterlerin hipertrofi, dilatasyon ve bronsiyal mikrodamar
yogunlugundaki artisin pulmoner vendz yeniden sekillenme ile korele oldugu tespit
edilmistir (35,36). Ayrica, biiyiik fibroz vaskiiler yapilarin (tekil milimetrik fibrovaskiiler
lezyonlar) sistemik damarlar1 pulmoner arterlere ve venlere bagladig1 goriilmektedir
(Sekil 2.2). PAH'da primer pulmoner arteriyel obstriiksiyonun kisa devre yapmasina izin
verecek olan hipertrofik sistemik damarlarin fonksiyonel bir rolii heniiz

dogrulanmamastir.

2.4.3. Pulmoner Vaskiiler Endotelyumun Disfonksiyonu

PAH'da, vazokonstriksiyon lehine endotel bagimli vazodilatasyon bozuklugunu
belirtmek i¢in pulmoner endotelyal disfonksiyon terimi kullanilmistir. Bu terim aym
zamanda azalmis antikoagiilan 6zellikleri, aktif metabolik degisiklikleri, reaktif oksijen
tiirlerinin (ROT) {iiretimini, adezyon molekiillerinin [E-selektin, hiicreler arasi adezyon
molekiili 1 (ICAMI1 ve vaskiiler hiicre adezyon molekiili 1 (VCAMI1)] artan
ekspresyonunu ve farkli kemokinlerin, sitokinlerin ve biiylime faktorlerinin lokal olarak
uyumsuz bir sekilde salinimini ihtiva etmektedir. (Sekil 2.3). Bu degisiklikler, pulmoner
vaskiiler yeniden sekillenmede birincil rol oynayan anjiyogenez ve onarim
mekanizmalarinda bozulmalara neden olur (37). PAH hastalarindan in vitro olarak
kiiltiirlenmis pulmoner endotel hiicrelerindeki anormal fenotipik degisimler az ya da ¢ok

bir¢ok calismada gosterilmistir. Bunlar arasinda dikkat ¢ekici olanlar; in vitro vaskiiler
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tiip formasyonu olusum kapasitesi azalmasi, artmig aerobik glikoliz, baz1 endotel hiicre

markirlarinda azalma, mezenkimal hiicre markirlarinda belirginlesme olarak sayilabilir

(38,39).

Normal pulmoner arter

Fonksiyonel damar entodelyumu

pulmoner damar endotelyumu:
* Pulmoner vazodilator ve
vazokonstriktor saliniminda
degisim

duyarliliginda degisim
* Proinflamatuar fenotip

* Diiz kas benzeri mezenkimal
S fenotip
™ | * Migratuar potansiyelde degisim
PAH pulmoner arter * Metabolik prosesde degisim

Sekil 2.3. Pulmoner damar endoteli ve fonksiyonundaki degisim.

PAH'ta, E-selektin, ICAM1 ve VCAMI'in ylizey ekspresyonunda bir artis ile
birlikte cesitli anahtar sitokinlerin ve kemokinlerin asir1 salimi ile karakterize edilen
pulmoner endotelyal hiicrelerin pro-enflamatuvar bir fenotipi bildirilmistir (40). Yiiksek
glikoz, insiilin direnci, bozulmus kan akis1 ve oksidatif stres gibi ¢esitli uyaranlar endotel
disfonksiyonuna yol acabilir. Bununla birlikte, PAH'da pulmoner endotelin islev
bozuklugundan sorumlu olan neden ve altta yatan mekanizmalar hala tam olarak
anlagilamamigtir.  Son ¢alismalar, PH/PAH ile iliskili pulmoner vaskiiler yeniden
sekillenmeyi baslatan ve siirdiiren, yiliksek kan akiminin neden oldugu artmis akiskanlik
stresinin (sheer stress) yani sira diisiik oksijen basinci (kronik hipoksi) gibi iki endotelyal
yapt ve fonksiyon modiilatoriine odaklanmigtir. Normal olarak, vaskiiler endotelyal
hiicreler, yiiksek akigkanlik stresine parke tasi goriinlimlerini kaybederek, akim yoniinde

uzama seklinde (elongasyon) yanit verir. Bu morfolojik degisimin saglanamamasi,
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vaskiiler yeniden sekillenme egiliminin artmasina sebep olur. ilging bir sekilde, pulmoner
arterin bantlamasi ile pulmoner basing yiikiiniin azaltilmasinin hipoksik sican modelinde
bile tikayici vaskiiler yeniden sekillenmeyi 6nledigi, hatta tersine ¢evirdigi gosterilmistir
(41). Bu gozlem, PAH hastalarindan izole edilen in vitro proksimal pulmoner arter
endotel hiicrelerinin degil de, mikrovaskiiler pulmoner endotel hiicrelerinin gecikmis
morfolojik adaptasyon sergiledigini gosteren yeni ¢alismalarla tutarlidir (42).

Yiiksek akigkanlik stresi ve kronik hipoksiye endotelyal adaptasyonun altinda
yatan molekiiler mekanizmalarin daha iyi anlagilmasi, PH/PAH patogenezinin daha iyi
ortaya konmasimi saglayarak yeni terapotik stratejilerin  belirlenmesine yardimci
olacaktir. Ayrica, PH/PAH patogenezinin daha iyi anlagilmasi i¢in yerlesik vaskiiler
hiicreler (PA-SMC'ler, miyofibroblastlar, perisitler) ve dolasimdaki hiicreler (bagisiklik
hiicreleri) arasi etkilesimin daha iyi bir sekilde ortaya konmasi bir bagka énemli konudur
(43-45). Endotelyum ayrica bu siireci koordine etmekten sorumlu farkli hiicre tipleri
arasinda degis tokus edilen sinyallere bagli olan fonksiyonel bir vaskiiler agin gelisimi
icin de kritiktir. Deneysel ve insan PH/PAH'inda, anjiyogenez, pulmoner vaskiileritedeki
azalma paternine ("6lii agag¢" resmi) yol acan kilcal damar arterlerinin kaybi ve ilerleyen
obliterasyonu ile bozulur. Bu nedenle endotel mikro-¢evrenin, pulmoner endotel
biitlinliigiini ve PH/PAH'daki rejeneratif anjiyojenik kapasitesiyi nasil etkiledigini

belirlemek i¢in daha fazla ¢caligmaya ihtiya¢ vardir.

2.4.4. Nitrik Oksit

Pulmoner vazodilatasyona neden olan faktorler arasinda NO, adenozin, atriyal
natritiretik faktor (ANP) ve eikosanoid, PGI2 en ¢ok c¢aligilanlaridir (46). Bu faktorlerin
bazilar1 endojendir, pulmoner damar endotelyumundan iiretilirken digerleri dolasimdaki
hiicreler tarafindan veya diger vaskiiler yataklarda tretilir. NO esas olarak endotel
tarafindan molekiiler oksijen gerektiren ve enzim NO sentaz (NOS) tarafindan katalize
edilen bir reaksiyonda L-arginin’in L-sitriilin’e oksidasyonu (Sekil 2.4) ile iretilir (48).
Endotelyal (eNOS) ve noronal (nNOS) izoformlar1 Ca?*'a baglidir ve devamli bir sekilde
NO iiretirler. Ugiincii form indiiklenebilir NOS’tur (iNOS,) ve Ca?" bagimsizdir;
sitokinler, oksidanlar, shear stress gibi uyaranlara yanit olarak ekspresse edilir (48,49).
iNOS epitel ve diiz kas hiicrelerinin yan1 sira ndtrofiller, makrofajlar ve fibroblastlarda
bulunur.

Endotel hiicrelerinde NO sentezi eNOS aktivitesi yoluyla gerceklesir. Dokular ve

hiicreler, nitrozilasyon ve biyomolekiillerin nitrozizasyonu yoluyla NO'yu korur ve
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NO'nun kendisi, S-nitrosotiyoller gibi fonksiyonel gruplarin indirgeyici ayrigmasi iizerine
salmabilir (50). Kisa yarilanma 6mrii nedeniyle, NO bir dolagim faktorii olarak hareket
etmeye uygun degildir. Bunun yerine, endotel hiicreleri tarafindan serbest birakildiginda,
hizli bir sekilde altta yatan diiz kasa niifuz edip ¢oziiniir guanilat siklaz1 (sGC) aktive
eder. Bu sekilde cGMP olusumunu arttirip, hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonunu ve/veya
miyofilaman Ca? * duyarliligim azaltarak devam eden kasilmay1 sinirlar veya tersine
cevirir (51). [laveten cGMPnin hiicre zarin1 hiperpolarize eden K* kanallar1 aktivasyonu
yapict etkisi vardir (52). Kisa biyolojik yarilanma 6mriine sahip oldukga reaktif bir gaz
olan NO esas olarak bir otokrin / parakrin sinyal molekiilii olarak islev gordiigii diisiiniilse
de, son bulgular NO’un daha uzun yar1 6mirlii bir molekiil olan Nitrit seklinde
depolanabildigini gostermektedir. Yaklasik 50 dakikalik yar1 omiirle nitrit kolayca
NO’ya indirgenebilir (53). Dolayisiyla NO'nun NOS'tan bagimsiz olarak geri
doniistiirilebilecegi bir in vivo fizyolojik rezervuart da mevcuttur (54).

Ug NOS izoformunun nispi katkismi degerlendirmek icin transgenik fareler ve
insanlarda yapilan g¢alismalar, INOS ve eNOS’un pulmoner dolasimin tonusununun
anahtar diizenleyicileri oldugunu gostermistir (46). eNOS, endotel bagimli pulmoner
damar vazodilatasyonu yoluyla istirahat tonusunun anahtar medyatorii iken, INOS
pulmoner dolasimin oksijene yanitina aracilik edebilir (55,56).

NO yolagmin bozulmasi, PH patobiyolojisine katkida bulunan 6nemli bir
etkendir. Ekshale edilen havadaki NO ve bronkoalveolar lavajda NO biyokimyasal
reaksiyon {irlinleri PAH'l1 hastalarin akcigerlerinde kontrollere gére daha diisiiktiir ve
diizeyleri PH derecesi ile ters orantilidir (57,58). Idiyopatik PAH'l1 bireylerin solunan
nefesinde NO, saglikli sigara icmeyen kontrollerle iliskili PH hastasindan anlamli
derecede daha diistiktiir (59).

Farelerde eNOS geninin hedeflenerek bozulmasi, pulmoner vaskiiler yeniden
sekillenme kaniti olmaksizin hafif PH ile iliskilendirilmistir. Bu durum muhtemelen,
diger NOS izoformlarinca ortaya konan telafiyi yansitmaktadir (60).

NO’nun vazodilatasyon disinda yaptigi etkiler (61-63);
1-Vaskiiler diiz kas hiicresi proliferasyonu inhibisyonu,

2- DNA sentezi inhibisyonu,
3- Kollajen tiretimi inhibisyonu,
4- Vaskiiler diiz kas hiicre migrasyonun engellenmesi,

5- Hasar gormiis vaskiiler diiz kaslarda apoptozun indiiklenmesi,
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6- Vaskiiler diiz kas hiicrelerinin metabolizmasini diizenleyerek anaerobik glikolizi

desteklenmesi ve komsu endotel hiicreleri iizerinde toksik etki gosterilmesi.

' BB —
L -Arjinin k’ L =Striillin

T Nitrit
—0
T SNO-Hb
0? PK

=
iyon
GTP » cGMP < kanallan

PDE

GMP

Sekil 2.4. NO sentezi ve sinyal yollari. BH4, tetrahidrobiopterin; cGMP: Siklik guanozin
monofosfat; GMP: Guanosine monofosfat; GTP: Guanosine trifosfat; NO: Nitrik oksit; NOS: Nitrik oksit
sentaz; ONOO-, peroksinitrit; PK: Protein kinazlar; sGC: Coziiniir guanilat siklaz; SNO-Hb: S-nitrosotiyol
- hemoglobin. L-arginin, iki enzim (argininosiiksinat sentaz ve argininosiiksinat liyaz) ile L-sitriilinden

yeniden iretilebilir.

2.4.5. Pulmoner Arter Diiz Kas Hiicrelerinin ve Adventisyal Fibroblastlarin
Birikmesi

PAH'da, pulmoner arteriyel mikrovaskiiler yataktaki bazi ic¢sel anormallikler ve
bozulmus sinyalizasyonun varligt PASMC'lerin ve adventisyal fibroblastlarin progressif
birikimini kismen agiklamaktadir. Son yillardaki preklinik ve erken donem klinik cabalar
PAH patofizyolojisinde baz1 hedefleri 6ne ¢ikarmigtir. Endotel hiicrelerinde oldugu gibi,
PASMC ve fibroblast sag kaliminda DNA hasarina miidahele yolaklar1 PAH'da kritik rol
oynar. Hem insan hem de deneysel PH/PAH'da BMPR2 asag regiilasyonunu takiben
BRCAL (meme kanseri 1) proteinindeki azalma, DNA hasar olusumundaki artiga yanit
olarak poli (ADP riboz) polimeraz 1'in (PARP1) yukari regiilasyonu ile iliskilidir (64).
PARP1in PAH PA-SMC'lerde upregiilasyonu, DNA hasar sonuglarini azaltarak,

mitokondriyal fonksiyonlar1 canli kalma moduna adapte ederek ¢evresel streslerle basa
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¢ikmalarii saglar (65). Deneysel PH modellerinde PARP1'in inhibisyonu, mevcut tedavi
protokollerinin kombinasyonlarindan daha fazla etki gdstermistir ve bu nedenle ABD
Gida ve Ilag Idaresi onayli PARPI inhibitorii olaparib ile ilgili devam eden bir klinik
arastirma vardir (ClinicalTrials.gov, NCT03251872). Bu alanda bir bagka ilerleme olarak
mMIRNA-124"n asag1 regiilasyonundan bahsedilebilir. Bu durumda, PH damar agindaki
hem fibroblastlar hem de endotelyal hiicrelerde RNA ekleme faktorii polipirimidin kanalt
baglayici proteinin 1'in (PTBP1) upregiilasyonuna yol agmaktadir. PTBP1'deki artislar,
dimerik (aktif olmayan halde) aerobik ortamlarda bile glikoliz, proliferasyon ve apoptoz
direncini destekleyen PKM2 izoformunun artmasina yol agar. in vitro ve in vivo
caligmalarda, farmakolojik inhibitorler kullanilarak, normal bir PKM2/PKM1 orani
restorasyonun saglanmasinin fibroblast ve endotel hiicre proliferasyonunu zayiflattig
gosterilmistir  (66,67). Ayrica timoér nekroz faktori-o (TNF-a) 'min BMPR2
ekspresyonunu inhibe ettigi ve PASMC'lerde “bir disintegrin ve metaloproteazlar”
ADAMI10 ve ADAML17 yoluyla translasyon sonrasi boliinmeyi destekledigi tespit
edilmistir. Bu durum alternatif aktivin reseptdrleri yoluyla BMP aracili proliferasyonun
desteklenebilecigini ortaya koymaktadir (68). PASMC'lerde ve pulmoner endotelyal
hiicrelerde Smad3 tiikkenmesinin artmis proliferasyon ve migrasyona katkida bulundugu,
bunun da miyokard ile iliskili transkripsiyonel faktoriin inhibisyonu ile zayiflatilabildigi
bildirilmistir (69).

2.4.6. Dogal ve Adaptif Bagisikhik Sisteminin Diizensizligi

Deneysel PH'da, perivaskiiler enflamatuvar infiltratlarin genellikle yapisal
pulmoner vaskiiler yeniden sekillenme dncesi izlenmesi, bu hastalikta enflamatuvar ve
bagisiklik sistemleri, uyumsuzlugunun var oldugunu ve yeniden sekillenmeye
(remodeling) katkida bulundugu fikrini desteklemektedir. Bu goriisle uyumlu olarak,
PAH hastalariin akcigerlerinde yiiksek derecede organize lenfoid follikiillerini isaret
eden biliylik lenfosit birikimlerine rastlanabilmektedir. Benzer sekilde, dolasimdaki
enflamatuvar mediatdr diizeylerinin PAH'da daha kot bir klinik sonug ile parelel seyir
izledigi ve dolasimdaki hiicre alt gruplarinda birtakim degisikliklerin gézlenebilecegi
rapor edilmistir (70) (Sekil 2.5).

Sonug olarak, enflamatuvar siirecleri dogrudan modiile eden terapiler, PAH'daki
klinik ¢aligmalarin yeni bir odak noktasi haline gelmistir. Ancak, steroid veya aspirin
tedavisinin [IPAH ve HPAH'da etkili olmadig1 ve antienflamatuvar 6zelliklere sahip olan

prostasiklinin (71) pulmoner vaskiiler yeniden sekillenmeyi tersine c¢eviremedigi
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bilinmektedir. Bu durum, bagisiklik hiicreleri ve anahtar sitokinler/kemokinler tarafindan
oynanan rollere iliskin ek kavrayislarin, yeni terapotik stratejiler gelistirmek i¢in bir 6n
kosul oldugunu vurgulamaktadir. Bu anlamda PAH gelisiminde 6nemli oldugu diisiiniilen
anahtar sitokinler/kemokinleri hedef alan caligmalara ilginin heniiz yiiksek olmadigi
sOylenebilir. Son arastirmalar, pulmoner vaskiiler hiicrelerin PAH'da pulmoner vaskiiler
yeniden sekillenmeye katkida bulunan 6nemli lokal ¢oziiniir sinyal kaynaklar1 olduguna
dair kanit sunmaktadir. Gergekte, PAH hastalarindan alinan PASMC'ler, endotelyal
hiicreler, fibroblastlar ve miyofibroblastlar, cesitli sitokinlerin ve kemokinlerin ve
ICAMI gibi 6nemli enflamatuvar hiicre adezyon molekiillerinin artmis ekspresyonu ile
karakterize belirgin bir pro-enflamatuvar durus sergilemektedirler (3). IL-1, IL-6, LTB4,
makrofaj migrasyon inhibitoér faktorii, leptin ve TNF-a'nin asir1 lokal sekresyonu ve
FoxO1 inaktivasyonu, PAH'daki pulmoner vaskiiler agda yapisal ve fonksiyonel
degisikliklere aracilik etmede 6nemli bir rol oynuyor gibi goriinmektedir (68,72).

PAH hastalariin pulmoner vaskiiler lezyonlarinda bozulmus T-diizenleyici hiicre
fonksiyonu, T-helper 17 hiicresi immiin polarizasyonu ve dendritik hiicre tutulumu
gosterilmis olup, bu durum PAH’da immiin yanitin bozulmus adaptasyonunu isaret
etmektedir (4). Buna gore, PAH hastalarinda dolasimdaki otoantikorlar, iligkili bir
otoimmiin durum kaniti olmaksizin yaygin olarak tespit edilir. Ayrica PH/PAH
akcigerlerinde lenfoid neogenez de bildirilmistir (73). Ileride, PAH'da bagisiklik ve
tolerans arasindaki dengede degisiklige yol acan mekanizmalarin daha iyi anlasilmasi,

PAH yonetimine yonelik immiinopatolojik yaklagimlarin tanimlanmasina izin verebilir.

17



Normal pulmoner Immiin hicre BOZULMUS iMMUN CEVAP
arter infiltrasyonu
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Sekil 2.5. PAH ve pulmoner vaskiiler yeniden sekillenme ile iliskili immiin

bozuklugun sematik gdsterimi.

*NK: Dogal Oldiiriicii; Th:T-yardime1, Treg:T-regulator

2.4.7. Molekiiler Mekanizmalardaki Son Gelismeler ve Ortaya Cikan
Terapotik Hedefler

Anlagilmasi gereken ¢ok sey olmasina ragmen; onlarca yillik kapsamli ¢alismalar,
PAH patobiyolojisini pulmoner vaskiiler yatagin geri donisiimsiiz yeniden
sekillenmesine neden olabilecek veya hizlandirabilecek genetik, epigenetik ve ¢evresel
faktorlerle (viriisler, ilaglar, toksinler, hipoksi ve enflamasyon) iliskilendirmistir. Simdiye
kadar ortaya konulan verilerde, genetik, epigenetik ve gevresel faktorlerin hepsinin
cogalma, farklilasma ve iltihaplanma da dahil olmak {izere vaskiiler hiicre fenotipinde
anormalliklere neden olan karmasik sinyal yolaklarini aktive eden biiytime faktorlerinde,
iyon kanallarinda, hormonlarda ve sitokinlerde diizensizlesmeye neden oldugunu isaret
etmektedir. Bu pulmoner damar agindaki transkripsiyonel diizensizlik, pulmoner
vaskiiler transkriptomu sekillendiren en erken olaydir diye diisiiniilebilir. Netice itibariyle
bu siirecin hiicre i¢i degisim ve buna bagli olumsuz vaskiiler yeniden sekillenmeye yol
acan bazi gen tirlinlerinin, hem tiikenmesine hem de ektopik aktivasyonuna neden olacagi
muhakkakdir (74). Hiicrelerin transkripsiyonel diizensizlige yol acan g¢evresel
tetikleyicileri nasil algiladigi ve bunlara nasil tepki verdigi, pulmoner vaskiiler
arastirmalarin temel sorunu olmaya devam etmektedir. Son ¢aligmalar bu konu ile ilgili

yeni gorlisler sunmaktadir:
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1- Non-reseptor kinazlarin rolii,

2- Iyon kanallarinin pulmoner arteriyel tonu ve vaskiiler yeniden sekillenme
stireclerini kontrol etme potansiyeli (75),

3- Gen ekspresyon regiilatorlerinin aktivitesindeki bozulma (yani transkripsiyon
faktorleri ve transkripsiyonel ¢ekirdek diizenleyiciler (76),

4- Kromatini yeniden sekillendiren protein ve mikroRNA'larin anormal aktivasyonu,
kodlamanin degisimi ile sonuglanan epigenetik siiregler (77),

5- Transkripsiyon, transkripsiyon sonrasi siiregler ve sinyal yollarini etkileyen ciddi

metabolik bozulmalar (78).

PH/PAH'da, farkl biiylime faktorleri ve bunlarla iliskili reseptor tirozin kinazlar
(6rn. Fibroblast biiylime faktorii 2, vaskiiler endotelyal biiylime faktorli, trombosit
kaynakli biiytime faktorii, epidermal biliylime faktorii ve sinir bliylime faktorii) ile birlikte
enflamatuvar mediatorlerde (6rn. sitokinler, kemokinler, dolasan otoantikorlar ve
bagisiklik kompleksleri) degisim distal pulmoner yataktaki fenotipik degisime katkida

bulunan esas etkenlerdir.

2.5. Pulmoner Hipertansiyonda Klinik

Semptomlar esas olarak pulmoner dolasima kani gonderen sag ventrikiiliin
kondiisyonuna ve kardiyak outputun hastaliktan ne kadar etkilendigine baglidir. Efor
dispnesi genelde ilk semptomdur. Hastalarda, nefes darlig1, carpinti, halsizlik, bitkinlik,
g0gls agris1 ve senkop goriilebilir. Daha seyrek olarak, hastalar egzersizle ortaya ¢ikan
mide bulantis1 ve kusmadan da yakinabilir. Hastaligin ilerleyen donemlerinde, dinlenme
durumunda da semptom goriilmektedir. Sag ventrikiil sistolik fonksiyonlar1 iyice
bozuldugunda, karinda sislik ve ayak bileginde 6dem gelisir. Semptomlar arasinda ayrica,
dilate pulmoner artere bagli sol rekiirren laringeal sinir basis1 sonucu olusan ses kisikligi,
bliyiik hava yollaria basi sonucu olusan hiriltili solunum ve nadiren sol ana koroner
artere basi sonucu olusan kardiyak iskeminin yol actig1 angina da sayilabilir. PH
bulgular altta yatan hastaliga gore de sekillenebilir. Ornegin altta yan hastalik konjenital
kalp hastalig1 ise comak parmak ve siyanoz belirgin olabilir. Hemoptizi 6zellikle KTEPH
ve veno okluzif hastalik i¢in sik rastlanan bir sikayettir. Sklerodaktili, parmak ucalarinda

tilserler sklerodermali bir hastay isaret edebilir.
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Bu hastaligin fizik muayene bulgular1 erken donemde cok silik olabilir. Siklikla
saptanan bulgular arasinda; sol parasternal kabarma, ikinci kalp sesinin pulmoner
komponentinin siddetli duyulmasi, sag ventrikiile ait S3, trikiispit yetersizligine bagh
inspriyumla siddetlenen pansistolik ifiirim ve pulmoner yetersizlige bagli erken
diyastolik ifiiriim bulunur. Hastalik ilerlediginde ise artmus, jiigiiler venoz basing artigi-
dolgunlugu, hepatomegali, asit ve pretibial 6dem saptanir. Genellikle grup 3 PH harici

dinlemekle akcigerlerde bir bulguya rastlanmaz.

Elektrokardiyogram da (EKG), eger pulmoner atter basinci belirgin yiiksek ise,
sag ventikiil hipertrofisi ve sag atriyal dilatasyon bulgular1 siklikla izlenir. Ancak

EKG’nin normal olmas1 hastaligi diglamaz.

PAH hastalarinin %90’1inda tan1 sirasinda akciger grafisinde bulgular vardir (79).
Bunlar arasinda, ana pulmoner arterde genisleme, pulmoner konusda belirginlesme,
periferik damarlarinda tam tersi siliklesme (budanma) gézlemlenir. Daha ileri olgularda

sag atriyum ve ventrikiilde genisleme goriilebilir.

Solunum fonksiyon testleri ve arter kan gazlari, altta yatan hava yolu ya da akciger
parankim hastaliginin PH nedeni veya hastaligin bir komponenti olup olmadigin1 gosterir.
PAH hastalarinda genellikle, hastaligin agirlik derecesine bagli olarak akciger
voliimlerinde hafif ila orta derecede azalma vardir (80). PAH’de difiizyon kapasitesi
normal olabilse de, ¢ogu hastanin akciger karbon monoksit difiizyon kapasitesi diistiktiir.
Beklenenin <%45°1 olarak tanimlanan anormal derecede diisiik bir deger, kotii sonlanim

ile iliskilidir.

Transtorasik ekokardiyografi, hastaligin tanisinin konulmasinda ilk bas vurulacak
detayl test aracidir. Ciinkii PH’nin hem sag kalp, hem de sol kalp tizerindeki etkilerini
goriintiillemek ve Doppler o6l¢timleri ile PAB’n1 tahmin etmek ekokardiyografi ile
miimkiindiir. Ekokardiyografik Sistolik PAB tahmini; basitlestirilmis Bernoulli denklemi
ile sag atriyal basing dikkate alinarak olgiilen pik trikiispid yetersizlik hizina gore
yapilmaktadir. Ekokardiyografide PHT bulgularin1 destekliyen yardimci bulgular
asagidaki gibidir (81).

a- Sag ventrikiil/sol ventrikiil bazal ¢ap oraninin>1.0 olmasi

b- intraventrikiiler septumun diizlesmesi (sol ventrikiil eksantrisite indeksi sistol

ve/veya diyastolde> 1,1
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c- Sag ventrikil ¢ikis akimi Doppler hizlanma zamam<l05 m/sn ve/veya
midsistolik ¢entiklenme olmasi

d- Erken diyastolik pulmoner yetersizlik akimi hizinin>2,2 m/sn olmasi

e- Pulmoner arter ¢capinin>25 mm olmasi

f- Azalmus inspiratuar kollapsla birlikte inferior kava ¢apinin>21 mm olmasi (bir

burun ¢gekmeyle <%50 ya da sessiz solunumla <%20)

0- Sag atriyum alanimin (sistol sonu) >18 cm’ olmast

h- Perikardiyal eflizyon varligi.

PH tam algoritmasinda, KTEPH’yi arastirmak-dislamak maksadiyla, PH
hastalarinda akciger ventilasyon/perfiizyon (V/Q) sintigrafisi mutlaka ¢ekilmelidir. V/Q
sintigrafisi, 6zellikle PH i¢in bilgisayarli tomografinin ¢ok iyi degerlendirilemedigi veya
deneyimin diisiik oldugu merkezlerde, BT anjiyografiye kiyasla daha yiiksek duyarliliga
sahip olmasi nedeniyle, tercih edilmesi gerekli tarama yontemidir. V/Q akciger
sintigrafisi “normal” ya da “diisiik olasilik” gibi bir sonu¢ verdiginde, KTEPH tanisi
%90-100 duyarlilik ve %94-100 6zgiilliikle dislanabilir.

Yiiksek c¢oziniarlikliic BT, kontrasth BT ve pulmoner anjiyografi BT
goriintiilemesi, pulmoner damarlar, kardiyak, mediyastinal ve parankimal anormallikler
hakkinda 6nemli bilgiler saglayan ve yaygin olarak kullanilan tetkik aracidir. PH tanisinm
diistindiiren bulgular1 ortaya koyabilir pulmoner arter ya da sag ventrikiilde genisleme),
KTEPH ya da PH nedeni olabilecek akciger hastaliklarii gosterebilir, PAH tipleri
hakkinda ipuglar1 saglayabilir (6rn. Sistemik sklerozisde 6zofagusun dilatasyonu ya da
pulmoner vensz doniis anomalisi gibi dogustan kalp defektleri) ve ayrica prognostik
bilgiler verebilir (82).

Kan testleri PH tanisinda yararli degildir, ancak baz1 PH formlarinin etiyolojisini
ve u¢ organ hasarmi tanimlamak icin gereklidir. Tiim hastalarda rutin biyokimya,
hematoloji ve tiroid fonksiyon testleri ve bir dizi diger spesifik kan testi yapilmalidir.
Karaciger fonksiyon testleri, yiiksek hepatik ven6z basing, karaciger hastaligir ve/veya
endotelin reseptor antagonisti tedavisi nedeniyle anormal olabilir. Klinik anormallikler
goriiliirse hepatit serolojisi bakilmalidir. Tiroid hastaligi PAH'da yaygindir ve hastaligin

seyri sirasinda gelisebilir. Ani klinik bozulma olmasi durumlarinda her zaman dikkate
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alinmalidir. Altta yatan bag doku hastaligi, hepatit ve immiin yetmezlik viriisiinii (HIV)

tespit etmek icin serolojik test gereklidir.

PH saptanan hastalarin bir kisminda (sol kalp hastaligi yoklugu ve akciger
hasliginin dislandig1 durumlar) sag kalp kateterizayonu (SKK), PAH ve KTEPH tanisini
dogrulamak, hemodinamik bozukluk derecesini saptamak ve pulmoner dolasimin
vazoreaktivitesini test etmek icin yapilmalidir. Invaziv hemodinamik degerlendirmede
Olctilen basing, direng hesaplar1 ve kardiyak output bulgular1 hastanin klinik 6zellikleri,
diger yapilan tetkikler ve Ozellikle ekokardiyografik degerlendirme ile beraber
yorumlanmali, dogru tedavi kategorisine bunlara gore karar verilmelidir. SKK hastanin
degerlendirilmesinde son basamak olarak kabul edilmelidir. Normal basing kayitlari,
pulmoner arterden, pulmoner arter u¢ konumundan, sag ventrikiil ve atriyumdan
alinmalidir. Balonlu kateter kullanildiginda, balon PAWP pozisyonuna ulasana kadar
ilerletilmeli ve bu noktada sigirilmelidir. Distal pulmoner arterlerde balonun tekrar tekrar
sisirilmesinden kag¢inilmalidir. Pulmoner arter saplama basincinin yiiksek ¢ikmasi (>15
mmHg) pulmoner dolasimin vendz tarafindaki yiiksek basincin (yani sol kalp dolum
basincinin yiiksek oldugu) pasif olarak pulmoner arteryal dolasima yansidigini, yani sol

kalp hastaligi ile iliskili bir PH ile kars1 karsiya olundugunu isaret eder.

2.6. Giincel Pulmoner Hipertansiyon Tedavisi

PAH'l1 hastalarda genel tedavi hedefleri; egzersiz kapasitesini iyilestirmek, yagam
kalitesini diizeltmek, iy1 bir sag ventrikiil fonksiyonu saglamak ve mortalite riski diisiik
bir duruma ulasmay1 icerir. Bu durum ayni1 zamanda, miimkiin oldugunca hastayr DSO-
fonksiyonel smif 2’ye getirmek ve/veya tutmak anlamindadir. PAH hastalarmin

tedavisinde, gectigimiz 15 yilda giderek artan gelismeler kaydedilmistir.
2.6.1. Genel Destekleyici Onlemler

1-Smirli sag ventrikiil rezervleri ileri donem hastalarda sikilikla goriiliir. Bu
nedenle hastalara hacim asir1 yiikiinii azaltmak i¢in tuz ve sivi aliminin kisitlanmasi
tavsiye edilmektedir.

2-Egzersiz kapasitesini arttirdigi i¢in sistemik O2 saturasyonunu %90'1n iizerinde
tutmak i¢in gerekirse ek oksijen tedavisi kullanilmalidir (83).

3-Egzersiz egitimi PAH'da hastalara tavsiye edilir. Egzersiz egitimi PAH'da alti

dakikalik yiiriime mesafesini (+52 m), pik oksijen alimini ve yasam kalitesini arttirir (84).
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Diisiik seviyeli, semptom simirli aerobik egzersizler tercih edilir, yogun izometrik
egzersizlerin senkoplara yol agabilecegi unutulmamalidir.

4- Enfeksiyonlardan korunma; Influenza ve pndmokok pnémonisine kars asilama

5-Ureme ¢agindaki kadinlara kontraseptif dnlemleri kullanma siddetle tavsiye
edilir. Hamilelik PAH'da 6nemli bir mortalite ile iliskilidir. Histeroskopik sterilizasyon
tercih edilen kontrasepsiyon yontemidir, ancak diger secenekler sadece progesteron
igeren intrauterin cihazlar1 ve haplari ve tubal ligasyonu igerir. Ostrojen igeren
kontraseptifler ve enjekte edilebilir progesteron tromboz riskini arttirdigl icin
kontrendikedir.

6-Anemi ve demir eksikliginin diizeltilmesi,

7-Psikososyal destek, tedavi uyumunun saglanmasi

8-Genetik danigmanlik,

9-Seyahat Onerileri

2.6.2. Pulmoner Arteryal Hipertansiyonda Farmakolojik Destekleyici Tedavi

a-Diiiretikler: Sag ventrikiil yetmezligi kaynakli vendz kojesyonu, 6demi tedavi

etmek maksath kullanilir.

b-Digoksin: Akut hemodinamik c¢alismalarda sag ventrikiill kasilmasini ve
kardiyak debiyi artirdig1 gosterilmistir (85), ancak PAH'da uzun siireli kullanimini higbir
veri desteklememektedir. Faydalar ve riskler g6z 6niine alinmalidir.

c-Antikoagiilasyon: PAH hastalarinin kiigiik pulmoner damarlarinda in situ
tromboz eslik eden bir patolojidir. Retrospektif ve prospektif ¢alismalar PAH'da uzun
stireli varfarin tedavisi ile sag kalimin iyilestigini bildirmistir (86). Son kay1t caligmalari
ile antikoagiilan kullanimi tartigmali bir hale gelmisti. COMPERA ¢aligmasinda
antikoagiilasyon kullanimi, idiopatik PAH hastalarinda sag kalimda %21'lik bir iyilesme
saglamis, iliskili PAH"1 olanlarda ise hi¢bir fayda saglamamistir (87). REVEAL kayit
calismasinda, IPAH'da antikoagiilasyon kullaniminin sag kalim yarar1 bulunamamisken

iliskili PAH'da sag kalimda olumsuz bir etki saptanmigtir (88).

2.6.3. Ozgiin Farmakolojik Tedavi

Hastalarin vazo reaktif olup olmadiklar1 belirlendikten sonra tiim grup 1 hastalara

ve grup 4 PH’U olup cerrahi/balon anjiyoplastinin yapilamadigi veya etkili olmadigi
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hastalara PAH spesifik tedavi baglanmalidir. PAH spesifik ilaglar tekli veya kombinasyon
halinde baslanabilir.

Kalsiyum kanal Dblokerleri (KKB): Kiigiik pulmoner arterlerin yeniden
modellenmesi PAH'da ana patolojik bulgu olmasina ragmen, pulmoner
vazokonstriksiyon PAH patofizyolojisinde, 6zellikle vazo reaktif hastalarda énemli bir
rol oynamaktadir. 2005 yilinda Sitbon ve ark. 557 PH hastasindan olusan genis bir seride
idiopatik PAH'!m %12,5'inde akut vazodilator yanitinin goriilebildigini ve hastalarin
%06,8'inin KKB'lerle uzun siireli klinik ve hemodinamik iyilesme gosterdigini saptadirlar
(89). Bu ¢alismada, akut vazodilator yaniti tanimlamak i¢in kullanilan 3 kriter; ortalama
PAB degerinin >10 mmHg'nin azalmasi, ayn1 zamanda mPAP<40 mmHgnin olmas1 ve
test sirasinda degismemis bir kardiyak output varhigi olarak tarif edilmistir.
Vazoreaktivite testi i¢in, 10-20 ppm'de inhale nitrik oksit tercih edilen ajandir, ancak i.v

epoprostenol, i.v adenosin veya inhale iloprost alternatif olarak kullanilabilir.

Bildirilen c¢alismalarda en ¢ok kullanilan KKB’ler nifedipin, diltiazem ve
amlodipindir (89,90). Bu ilaglarin idiopatik PAH'da etkililigi g6sterilmis, glinliik dozlar1
gorece yiiksektir: nifedipin giinde 120-240 mg, diltiazem ise 240-720 mg uygulanmakta
ve amlodipin dozunda ise 20 mg'a kadar ¢ikilmaktadir. Pozitif vazodilator yanit kriterine
uyan ve KKB tedavisi uygulanan IPAH hastalar1 gerek giivenlilik gerekse etkililik
acilarindan yakindan izlenmelidir. Tedavinin 3-4. ayindan sonra SKK yapilmasi etkiligi

degerlendirmede yaygin kabul goren bir yaklagimdir.

Endotelin Reseptor Antagonistleri (ERA): ET1 esas olarak vaskiiler endotelyal
hiicreler tarafindan iiretilen bir polipeptittir. Yiiksek ET1 salinimi, vaskiiler diiz kas
hiicrelerinin proliferasyonunu indiikleyebilen gii¢lii vazokonstriksiyon ile sonuglanir.
PAH'l1 hastalarda, endotel hiicrelerindeki ET1 {iretim artist ve Oncelikle akcigerde
(klerens) ET1'in eliminasyonunun inhibisyonu nedeniyle yiiksek ET1 plazma seviyeleri
belgelenmistir. ET1'in biyolojik etkisine, reseptorlerin iki G-protein-bagl alt tipi aracilik
eder. ETA ve ETB olarak ETA reseptorleri, pulmoner diiz kas hiicreleri lizerinde eksprese
edilir ve giiclii vazokonstriiksiyona aracilik edip hiicre proliferasyonunu tesvik eder. ETB
reseptorleri agirlikli olarak damarlarin endotel yiizeyinde eksprese edilir ve nitrik oksit
ve prostasiklin iiretimi yoluyla vazodilatasyona aracilik eder; ayni zamanda,
eliminasyonunu desteklemek i¢in dolasimdaki ET1'in pulmoner klerensini uyarirlar. ETB

reseptorleri sadece “koruyucu” etkilere sahip olmakla kalmaz, aym1 zamanda ETA
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reseptorleriyle (vazokonstriikksiyon ve hiicre ¢ogalmasi) ayni etkilere sahip olduklari
vaskiiler duvarlarin kas hiicrelerinde de bulunurlar. Sistemik ve pulmoner
hipertansiyonda, kan damarlarindaki ETB reseptorlerinin ekspresyonu yukari yonde
regiile edilir, ETA ve ETB reseptorleri ET1'in zararli etkilerine katkida bulunur (91).
ET1l'in zararhh etkilerini antagonize etmek i¢in en etkili farmakolojik mekanizma,
ERA'larin kullaninudir. Iki tip ERA’dan bahsedilebilir; selektif ilaglar (&rn.
Ambrisentan) ve selektif olmayan (6rn. Bosentan ve masitentan). ETA reseptorlerinin
selektif blokaji icin gerekce, ETA reseptorlerinin sadece olumsuz etkilerini
(vazokonstriksiyon ve proliferasyon) bloke ederek ETB reseptorlerinin (vazodilatasyon
ve ET1 klerensi) aracilik ettigi potansiyel faydali etkileri koruma diistincesidir. Ancak
gercekte, kas hiicreleri iizerinde bulunan ETB reseptorlerinin de ETA reseptorleri gibi
olumsuz etkileri mevcuttur (92). ETA selektif antagonist ambrisentan 2007'de PAH'a
kars1 kullanim i¢in endikasyon almistir. Bunu yine yiiksek selektif etkili sitaksentan takip
etmistir (93). Ne var ki 2010 yilinda sitaksentan, 6liimle sonuglanan idiyosenkratik
hepatit nedeniyle Thelin, Encysive Pharmaceuticals ve Pfeizer, ABD tarafindan goniilli
olarak piyasadan geri ¢ekilmistir (94). Bosentan, masitentanin gelisimindeki yapisal
temel oldugu sdylenebilir ve 2013 yilinda klinik kullanim i¢in onay almistir. Daha gii¢li,
daha uzun reseptor afinitesi, aktif bir metabolit ve daha fazla
farmakodinamik/farmakokinetik etkiye katkida bulunan giiclii 6zellikleri mevcuttur (95).
Masitentan etkililik ve giivenliligi arttirmak igin bosentanin yapisi degistirilerek
gelistirilen bir “dual ERA”dir. “Miks antagonist” olarak siniflandirilmasina ragmen;

masitentanin ETA reseptorii lizerine etkisi daha fazladir (96).
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Tablo 2.3. PAH tedavisinde kullanilan farkli endotelin resept6r antagonistlerinin

karsilagtirtlmast.

Parametre Ambrisentan Bosentan Masitentan

Kullanim Giinde tek doz Diinde iki doz Giinde tek doz

Karaciger transaminaz | ++— +++ —+

monitorizasyonu

Hemoglobin takibi +++ +++ +++

Selektivite (ETA/ | 200:1 20:1 50:1

ETB)

Nonselektif ETAve | ——— +++ +++

ETB antagonizmi

Eliminasyon Biliyer sistem Biliyer sistem Biliyer sistem

Periferik 6dem - ++— +—— =

Ilag etkilisimi +——= +H+— -

Kontrendikasyonlari Child—Pugh C, | Child—Pugh C, | Child—Pugh C,
gebelik, st emzirme | gebelik, Siklosporin A | gebelik, siit emzirme
idiopatik ~ pulmoner | kullanimi
fibrozis

Sonuglar birlesik +++ -—— +++

sonlanim noktasi

(morbidite ve

mortalite) ile

kanitlanmig

caligmalar1 olma

Prostasiklin Yolunu Hedefleyen ilaclar: Prostasiklin ve prostanoidler, segcici

olmayan pulmoner vazodilatasyona neden olan siklik adenosin monofosfat
konsantrasyonlarini artiran IP reseptorlerini baglarlar (97). Ayrica PAH'l1 hastalarin
akcigerlerinde antiplatelet, antitrombotik, antiproliferatif ve antienflamatuvar 6zelliklere
sahiptirler (98). Preparasyona ve spesifik molekiile bagli olarak, prostanoidler siirekli bir
inflizyon [intravendz olarak (epoprostenol ve treprostinil) veya deri altindan
(treprostinil)], inhalasyon (iloprost ve treprostinil) veya oral yoldan (treprostinil ve
beraprost) verilebilir.

Epoprostenol, sentetik bir prostasiklin analogudur. Pulmoner hipertansiyon

tedavisinde ilk kullanima giren PAH spesifik molekiildiir. Cok kisa bir yarilanma émriine

26



sahiptir (bes dak.dan az) ve oda sicaklifinda kararsizdir. Bu nedenle, sogutulmali ve
stirekli intravendz infiizyonla uygulanmahidir. Epoprostenol, egzersiz kapasitesini,
ortalama PAB, pulmoner vaskiiler direng, kardiyak output, yasam kalitesi ve hayatta
kalmay1 olumlu yonde etkiler (99). Epoprostenol uygulamasi, sicakligi korumak igin
stirekli bir infiizyon pompasi, merkezi vendz kateter ve buz paketleri i¢eren karmasik bir
uygulama sistemi gerektirir. Periferik damarlar tahris ettigi icin santral vendz kateter
yoluyla uygulanmalidir. Epoprostenol genellikle 2 ng/kg/dak.'da baslanir ve doz yavas
yavag arttirilir. PAH i¢in kullanilan ortalama epoprostenol dozu 25 ila 40 ng/kg/dakika
arasinda degisir. En sik goriilen yan tesirler gastrointestinal semptomlar (bulanti, kusma
ve ishal), bas agrisi, kizarma ve ¢ene agrisidir.

[loprost, i.v. oral veya aerosol uygulamasi olan kimyasal olarak stabil bir
prostasiklin analogudur. inhale edilen iloprost bir ramdomize cift kontrollii ¢calismada
degerlendirilmistir (100). Bu galismada inhale iloprost giinde 6-9 kez 2.5-5 mg dozu ile
(glinde ortalama 30 mg) PAH ve KTEPH hastalarinda kullanilmis, egzersiz
kapasitesinde, semptomlarda ve klinik olaylarda iyilesme, pulmoner vakiiler direngte
azalmaya yol agmustir. Bosentan ile tedavi edilmis 60 hastayi iceren ikinci bir ¢aligmada
inhale iloprost ilave edilen hastalarda plaseboya kiyasla egzersiz kapasitesinde bir artis
kayit edilmistir (101).

Treprostini, daha uzun bir yar1 6miir (ii¢ saat) ve oda sicakliginda stabilite de dahil
olmak iizere cesitli avantajlara sahip bir prostasiklin analogudur. Pulmoner arterial
hipertansiyonu (deri alti, intravendz, inhalasyon ve oral) tedavi etmek icin c¢esitli
treprostinil formiilasyonlar1 onaylanmistir. Subkiitan treprostinil, 6DYM, hemodinamik
bulgular ve yasam kalitesini iyilestirir (102). Subkiitan uygulamada en biiyiik sinirlama
hastalarin %85'inde meydana gelen infiizyon bolgesi agrisidir. Subkiitan veya i.v
treprostinil, 2 ng/kg dk'da baslatilir ve yavas yavas ortalama hedef doz olan 60-80 ng kg/
dak.ya c¢ikarilir. Treprostinil ve epoprostenoliin olumsuz etkileri benzerdir.

Seleksipag, IP reseptorlerinin oral yoldan temin edilebilen, prostanoid olmayan
bir aktivatoriidiir. Hem ana ilag hem de metaboliti, IP reseptdrlerine yiiksek bir afiniteye
sahiptir. Bu segicilik, olumsuz etkileri en aza indirir ve doz artigin1 kolaylastirir. Olay
giidiimlii uzun takip siireli bir ¢alismada seleksipag, birlesik sonlanim noktasi olarak;
oliim, akciger transplantasyonunu, atriyal septostomiyi ve kotiilesen PAH nedeniyle
hastaneye yatisi iceren bir ¢calismada degerlendirilmistir. Birlesik sonlanim noktasini %
40 oraninda azaltmayi1 basarmistir (103). Ancak tek basina mortalite azaltict etkisi

belirgin bulunamamistir. Seleksipag giinde iki kez 200 pg'de baslatilir ve haftalik olarak
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giinde iki kez maksimum 1600 pg'ye ¢ikar. Yaygin yan tesirler arasinda bulanti, kusma,
ishal, bas agris1 ve ¢cene agrisi1 bulunur.

Nitrik Oksit (NO) Yolunu Hedefleyen Ilaglar: NO, endotel hiicrelerinde
oksijen, NADPH ve diger kofaktorlerin varliginda, L-argininin L-sitriiline oksidasyonunu
katalize eden endotelyal nitrik oksit sentetaz (eNOS) tarafindan iiretilir. Guanilat siklazi
aktive ederken cGMP diizeylerini arttirir ve pulmoner damarlarda giiclii bir vazodilator
etkiye neden olur. Siklik GMP, pulmoner arter diiz kaslarinda olusturdugu gevsetici
etkisini, cGMP bagli protein kinazlar1 aktive etmek suretiyle gosterir. cGMP, protein
kinaz G'y1 aktive eder, bu da sarkolemmal potasyum kanallarini aktive eder. Bu, hiicre i¢i
hiperpolarizasyona ve sonucta vazorelaksasyona yol agan voltaj kapili kalsiyum
kanallarinin inhibisyonuna neden olur (52).

Giliniimiizde nitrik oksit yolagina etki eden ve PAH tedavisinde kullanilan onayl
iki tane ila¢ smifi mevcuttur; fosfodiesteraz 5 (PDE-5) inhibitérleri ve guanilat siklaz
stimiilatorleri. PDE-5 inhiborleri, ¢GMP'in yikilmasini onler, bdylece plazma
konsantrasyonunu arttirir ve NO'nun vazodilatdr ve ¢ogalmay1 onleyici etkilerini tegvik
eder. Guanilat siklaz stimiilatorleri, cGMP konsantrasyonunda benzer artislar saglayarak,
NO olmadan bile dogrudan guanilat siklaz lizerine etki ederler (104).

SIL, oral yoldan kullanilan aktif, giiclii ve se¢ici bir PDE-5 inhibitoridir. SIL’in
farkli dozlarinin (giinde ii¢ kez 20 mg, 40 mg ve 80 mg) PAH’l1 hastalarda alt1 dakikalik
ylrime mesafesi (6DYM), fonksiyonel sinif ve ortalama PAB’1 iyilestirdigi
gosterilmistir (105). Epoprostenole SIL eklemenin etkilerini ele alan bir kombinasyon
caligmasinda, 12. hafta sonunda; 6DYM ve klinik tablonun kotiilesmesine kadar gegen
stirede diizelme saptanmistir. Dikkate deger bir sekilde bu ¢alismada, plasebo grubunda

oliimler izlenirken, SIL grubunda higbir 6liim saptanmamuistir (106).

TAD, PAH tedavisinde endikasyon almis, ikinci PDE-5 inhibitoriidiir. SIL’den
farmakokinetik ve farmakodinamik olarak bir takim farkli yonleri mevcuttur. Ilki, uzun
yarilanma Omriiniin olmasidir. Ortalama 17,5 saat olup bu sayede giinde bir kez
kullanilmasina imkan saglar. TAD sitokrom P450 3A (CYP3A) tarafindan metabolize
edilir. Bu nedenle, CYP3A'y1 indiikleyen veya inhibe eden ilaglarla birlikte uygulanmasi,
onemli ilag-ilag etkilesimlerine neden olabilir (107). PDE-5 ig¢in PDE-1-4 ve PDE-7—
10'dan 1000 kat daha segicidir. PDE-6 sadece retinada eksprese edilir ve gorsel
transdiiksiyon i¢in Onemlidir. PDE-6'nin inhibisyonu, SIL ile TAD’dan daha sik
bildirilen gérme bozukluklari ile sonuglanabilir. Buna karsin TAD PDE-11 i¢in SIL’den
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daha az seg¢icidir ve SIL’den daha fazla sirt agrisi ve miyaljiye neden olur. Sonuglari
2009 yilinda yayinlanan, Pulmoner Arter Hipertansiyonu ve TAD (PHIRST) -1 ¢alismasi
TAD’m ilk randomize kontollii faz III klinik ¢alismasidir (108). Bu ¢alismada 405 hasta
4 farkli doz kollarina randomize edilmis, prostasiklin tedavisi alan hastalar ¢aligma dis1
birakilmis, bosentan alanlar ise ¢alismadan dislanmamustir. Birincil sonlanim noktasi, 16.
hafta sonundaki 6DYM'deki degisim olarak belirlenmistir. ikincil sonlanim noktalari ise;
DSO fonksiyonel smifindaki degisim, randomizasyondan klinik kotiilesmeye kadar
gecen siire, Borg dispne skoru, yasam Kkalitesi, kardiyopulmoner hemodinamik
degisiklikler ve ilag giivenliligidir. 16. Hafta sonunda, 10 mg, 20 mg ve 40 mg'lik TAD
dozlari, 6DYM'i 20 m, 27 m ve 33 m olarak &nemli 6l¢iide arttirmis, DSO fonksiyonel
smifinda veya Borg dispne skorlarinda anlamli bir degisiklige neden olmamustir. Klinik
kotiilesmeye kadar gegen siire anlamli derecede uzamis, klinik kdtiilesme insidansi ise
sadece TAD 40 mg grubunda plasebo ile karsilastirildiginda 6nemli dlglide azalmistir.
Kontrolsiiz bir siire uzatma c¢alismasi olan PHIRST-2 calismasi 357 hasta lizerinde devam
etmis ve hastalar 52. hafta sonunda degerlendirilmistir (109). PHIRST-1 calismasinin
sonunda gozlemlenen 6DYM'deki iyilesmelerin 52. haftada hala devam ettigi
saptanmistir. Ancak ilk ¢alisma sonundaki 20 mg veya 40 mg'lik TAD dozlarinin diistik
doz ve plaseboya karsi ortaya koyduklar1 anlamli farkta, 52. haftada bir miktar azalma
bildirilmistir. Giincel tedavi kilavuzlari semptom smif 2-3 olan hastalarda TAD
monoterapisi ya da kombinasyon tedavisini simif 1 endikasyon diizeyinde tavsiye

etmektedirler (1).

Riociguat, SIL ve TAD gibi PDE-5 inhibitorleri, ¢cGMP bozulmasini
yavagslatirken, c¢oziinebilir guanilat siklaz stimiilatérleri ¢cGMP {iretimini arttirarak
vazodilator gosterir (104,110). Ayrica, ¢esitli hayvan modellerinde antiproliferatif ve
antiremodelling 6zelliklere sahip olduklari gosterilmistir. Riociguatin egzersiz toleransini
arttirier etkisi ve klinik kotiilesmeye kadar giden siireyi uzatici etkisi hem PAH hem de
KTEPH'de 2 farkli ¢alisma ile kanitlanmistir. PATENT-1, PAH popiilasyonunda bir sGC
stimiilatorii, riociguat roliinii degerlendiren biiyiik, randomize, ¢ift kor bir ¢alismadir
(111). 12 haftanin sonunda, 3x2.5 mg/giin dozunda 6zellikle DSO simf I11-1V hastalarda,
6DYM'ye dayali egzersiz kapasitesinde iyilesme olmus, ortalama 30 metre artmistir. Bu
faydali etki hem daha oOnce tedavi almamis hem de ERA kullanan hastalarda
gosterilmistir. KTEPH’li hastalarin degerlendirildigi ¢alisma CHEST-1 ¢aligsmadir (112).
16 haftanin sonunda riociguat grubunda baslangica gére 6DKYM’de 39 metrelik bir
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artigla egzersiz kapasitesinde iyilesme olmustur. Ayrica, NT-proBNP seviyelerindeki
diisiis, hemodinamik olarak periferik vaskiiler direngte azalma ve DSO fonksiyonel
siifindaki iyilesme gibi ikincil sonlanim noktalarinda da faydali degisiklikler olmustur.

Ilagla iliskili en ciddi yan tesir hastalarm %2'sinde izlenen senkoptur.

2.7. Fosfodiesteraz Enzim (PDE) Sistemi

CAMP-PDE iligkisi ilk olarak Butcher ve Sutherland tarafindan 1962 yilinda
bulumus, Bu 1970-1980°11 yillarda PDE enziminin biyokimyasal yapisi, etkilesimi ve
fonksiyonel roliiniin belirlenmesi ilgili ¢ok fazla sayida ¢alisma yapilmistir (113).
PDE'ler, cAMP ve cGMP'yi 5-AMP ve 5-GMP'ye hidrolize ederek siklik niikleotitlerin
hiicre i¢i seviyelerini kontrol eden, genis bir hidroksil ailesini temsil ederler. Siklik
niikleotid sinyallerini sonlandirmak i¢in bilinen tek enzimatik reaksiyonu katalizledikleri
icin PDE'ler, siklik niikleotid kontrolii altindaki sayisiz fizyolojik ve patofizyolojik
stireglerin kritik diizenleyicileridir. Siklik AMP ve GMP, hiicresel biiylime, farklilagma
ve proliferasyon dahil bircok kritik fizyolojik ve patofizyolojik siireci diizenleyen Ca?*
bagimli sinyallesme, iireme, kalp fonksiyonu, gérme, enflamasyon ve tiimor gelisimini
iceren transdiiksiyon kaskadlarinda merkezi bir rol oynayan hiicre i¢i ikinci habercilerdir.
Sinyal iletimi, cAMP ve cGMP'ye bagh protein kinazlarin (sirastyla PKA ve PKQG)
aktivasyonuna neden olur, boylece anahtar proteinler fosforile olarak alt yolak aktive
edilir (114) (Sekil 2.6). Ayrica, siklik niikleotid baglayici proteinlere direkt baglanarak
dogrudan sinyal iletimi saglayabilirler, 6rnegin cAMP ile aktive olan gunain niileotid

degistirici proteini Rap GTPaslar1 regiile eder (115).
N NPs

Siklik
niikleotidce
diizenlenen

iyon kanallan

: o -
o 5AMP \-/ % v 5'GMP oo

Dilastasyon (vaskiiler- ’

( Anti-inflamasyon J [ Anti-remodeling J ‘ bronsial)

Sekil 2.6. Akcigerde siklik niikleotid sinyalizasyonu.
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* Akcigerde siklik niikleotid sinyalizasyonu; cAMP, adenosin trifosfattan adenil siklaz (AC) ile sentezlenir.
AC, uyarict heterotrimerik G-protein alt birimleri yoluyla bir dizi molekiil tarafindan aktive edilir. Benzer
sekilde cGMP, guanozin trifosfattan guanilat siklaz (GC) ile sentezlenir. Coziinebilir GC, nitrik oksit
tarafindan dogrudan aktive edilirken, partikiilat GC, natriiiretik peptitler tarafindan aktive edilir. Siklik
niikleotidleri baglayan proteinler, siklik niikleotid-gegitli iyon kanallari, cAMP-bagimli protein kinaz A,
cGMP-bagimli protein kinaz G ve dogrudan cAMP (Epacs) tarafindan aktive edilen degisim proteinleridir.
cAMP ve cGMP, fosfodiesterazlar ile hidrolize edilir. Akcigerde PDE inhibisyonu anti-enflamatuvar, anti-
remodeling ve bronkodilator etkiler uygular. B2-AR, f2-adrenoseptor; AC, adenilil siklaz; ATP, adenosin
trifosfat; GC, guanilat siklaz; GTP, guanozin trifosfat; sGC, ¢6ziiniir guanilat siklaz; NO, nitrik oksit; pGC,
pargacikli guanlat siklaz; NP'ler, natritiretik peptitler; PKA, cAMP'ye bagiml protein kinaz A; Epacs,
dogrudan cAMP tarafindan aktive edilen proteinleri degistirir; PKG, cGMP'ye bagimli protein kinaz G;

PDE, fosfodiesterazlar.

Bilinen 11 tane PDE enzimi mevcut olup bunlarin ve enzim alt gruplarinin
bulundugu dokular sekil 2.7°da gosterilmistir (116). Bu aile , substrat spesifisitelerine
gore li¢ kategoriye ayrilabilir. PDE-4, PDE-7 ve PDE-8 cAMP'yi secici olarak hidrolize
ederken PDE-5, PDE-6 ve PDE-9 cGMP'yi hidrolize eder. PDE1, PDE2, PDE3, PDE10
ve PDE11, izoforma bagli olarak hem cAMP hem de cGMP {izerinde degisen afinitelerle
etki eden dual spesifiteye sahiptir (117).

Yag Adrenal Beyin Meme Kolon Kalp Renal K.ciger  Akciger Lenf Over Prostat iskelet Testis Tiroid
dokusu nod kasi
PDEIA 1 L1
e e
PDEIC [ |
poeze N [ N
PDE3A
PDE3B -
PDEA - - [ [
PDE4B [ ]
PDEAC | . [
PDE4D N
PDESA I L] —
PDEGA
PDESB I [
PDE6C
PDETA [ [
PDE7B -
poec [N [ [
PDESB | ]
PDESA
poeton [N i - [ |
PDELLA L L

[ viiksek [ o (] npusiik/ gokdisiik / Yok

Sekil 2.7. PDE enzimlerinin farkli doku ekspresyonlar1 (117).
2.7.1. PDE-4 Enzimi

PDE-4 ile ilgili dort gen, PDE-4A, PDE-4B, PDE-4C ve PDE-4D (sirasiyla
19p13.2, 1p31, 19p13.11 ve 5912 kromozomlarinda), alternatif birlestirme yoluyla en az
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20-25 protein varyant tiretir (118,119). Yani 4 izoformu ve 20-25 ilave varyanti olan bir
enzim alt grubudur. PDE-4 ekspresyonu viicutta her yerdedir (120). PDE-4Al harig
olmak iizere diger tiim PDE-4A izoformlar akcigerde, 6zellikle enflamatuar hiicreler,
fibroblastlar ve pulmoner arter diiz kas hiicrelerinde tespit edilmistir (116). Kalp ve ince
bagirsak da PDE-4A'y1 eksprese eder (121). Bagisiklik hiicreleri PDE-4', 6zellikle PDE-
4B ve PDE-4D izoformlarini yiiksek oranda eksprese eder (122). PDE-4C ekspresyonu
her yerde bulunur ancak kanda olmadigi bildirilmistir (123). Akcigerde PDE-4A ve C
cok az bulunurken, en ¢ok izlenen PDE-4 izoformu B’dir. PDE-4D'nin ekspresyonu her
yerde bulunur ve farkli organlar, dokular ve hiicrelerde 6zel fonksiyonlara katkida

bulunabilen gesitli PDE-4D izoform modelleri olusturulmustur (124).

2.7.2. PDE-4 Enziminin Onemi

PDE-4'lin enflamatuvar ve bagisiklik hiicrelerinde (eozinofiller, nétrofiller,
monositler, makrofajlar, T-lenfositler ve B-lenfositler) yaygin olarak eksprese edilmesi
nedeniyle PDE-4 inhibisyonunun enflamatuvar hiicrelerin aktivasyonu ve sitokin
salinimi/aliminin azaltilmasinda etkili bir yol olduguna inanilmaktadir. Bir dizi ¢alisma,
PDE-4 inhibisyonunun, MMP-9, 16kotrien B4, notrofil elastaz, miyeloperoksidaz ve ROS
gibi gesitli pro-enflamatuvar aracilarin saliniminin baskiladigini gostermistir (15,16,125).
Benzer sekilde, birka¢ arastirma grubu, PDE-4 inhibisyonunun akcigerlerde eozinofil
infiltrasyonunu engelleyebildigini, eozinofil sag kalimini kisaltabildigini (126), GM-
CSF, trombosit aktive edici faktor degraniilasyonunu (20) azaltabildigini bildirmiglerdir
(Sekil.7).

Periferik dokulardan izole edilen akciger makrofajlarinda, PDE-4 inhibitorii
roflumilast ve aktif metaboliti roflumilast N-oksit, kemokin (CC motifi) ligand (CCL) 2,
CCL3, CCL4, CXC motif ligand1 (CXCL) 10 ve TNF-a salimimini azaltmistir (127).
Insan monositlerinde, rolipram ve Ro020-1724 tarafindan PDE-4 inhibisyonu,
monositlerden LPS kaynakli TNF-o ve GM-CSF salinimini azaltmistir (128).
Epitelyaldan mezenkimale gegis, KOAH'ta kiiclik brons daralmasina katkida bulunan,
yeniden sekillenmenin potansiyel bir mekanizmasidir (129). Roflumilast N-oksit
tarafindan PDE-4 inhibisyonu saglanmasinin mezenkimal hiicre markirlarindaki (a-diiz
kas aktin, vimentin ve kollajen tip I) CS ile indiiklenen artis1 ve epitelyal markirlardaki

(E-cadherin, ZO-1 ve KRTS5) kaybi azaltabildigi gosterilmistir. Ilaveten geri kazanma ve
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bliyiime faktorii beta-1 salimmimi azaltmig, yam sira fosfo ERK1/2 ve Smad3

formasyonunu iyilestirmistir (130,131).

Ayrica, Sisson ve arkadaslart PDE-4 inhibisyonunun kollajen birikimine ilave
fibrozla iligkili baz1 kemokinlerin (CCL11, CXCL10, CXCL5 ve CCLS5) salinimim
onemli dlglide azalttigini ve fibroblast profibrotik gen ekspresyonunu (tip-1 kollajen ve
fibronektin) inhibe ettigini ortaya koymuslardir (132). PDE-4 inhibitorlerinin
proliferasyonu ve apoptozu zayiflatict etkileride mevcut olup (18), akciger

fibroblastlarindaki MMP-9 aktivitesini 6nemli 6l¢iide azaltmaktadirlar (133).

Akciger diiz kaslarinda, cAMP regiilasyonu bronkodilatasyon i¢in 6nemlidir.
PDE-4 de diiz kas hiicrelerinde yiiksek oranda eksprese edildiginden, PDE-4
inhibitorlerinin bronkodilator olarak da islev gorebilecegine inanilmaktadir. Sempatik
sistemin beta-2 reseptorleri ile olan iligkisi hem akcigerde hemde kalp dokularinda
gosterilmistir. Adrenerjik sistem stimule oldugunda Beta arrestin devreye girerek PDE-4
ile kompleks olusturur. Bu sayede cAMP diizeyleri hiicre igerinde azalmaya baslar ve
adrenerjik sistemin negatif feedback mekanizmasi saglanmis olur, PKA aktivitesi inhibe
edilir, beta-2 reseptorii modiilasyonu Gs den Gi sinyalizasyonuna diiniisiir (134,135).
PDE-4'tiin N-terminal bolgesi yoluyla mAKAP proteini ile etkilesimi, lokal cAMP ve
normal miyokard islevinin kontroliinde ve ayrica miyosit hipertrofisinin gelisiminde yer
almaktadir (136). Kalpte PDE-4D ile sarkolemmal RyR etilesim halindendir. PDE-4D
knock-out farelerle yapilan calismalarda ilerleyici kardiyomyopati gelisimi riskinin
artt1ig1, miyokard enfarktiisiinden sonra kalp yetmezliginin hizlandig1 rapor edilmistir

(137).

Immiinomodiilatér yanitlarda cAMP ve PDE-4'iin belirgin etkilerinin ortaya
¢ikmasi nedeniyle, bu PDE uzun siiredir ¢esitli enflamatuvar hastaliklarin tedavisinde
potansiyel bir hedef olarak kabul gérmektedir (138). Tiim PDE-4 gen varyasyonlarina
etki eden oldukga selektif bir PDE-4 inhibitorii olan roflumilast, Amerika Birlesik
Devletleri, Avrupa ve diger bazi lilkelerde patofizyolojisinde enflamasyonun merkezi rol
oynadigt KOAH’da yakin zamanda onaylanmistir (139). Roflumilast, farkli klinik
caligmalarda gosterildigi gibi orta veya siddetli KOAH hastalarinda hastaligin alevlenme
sikligin1 azaltmada etkili bulunmus, solunum fonksiyonlar1 {izerine bronkodilator etkisi
olmamasina ragmen 1limli diizeltici etki gostermistir. En yaygin bildirilen yan tesirleri

basg agrisi, ishal, kilo kayb1 ve bulanti gibi gastrointestinal semptomlardir (140).
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Sekil 2.8. PDE-4 inhibisyonunun ¢esitli hiicreler lizerine etkisi.

*PDE-4 inhibisyonu, nétrofiller, lenfositler, monositler, makrofajlar ve eozinofillerin yani sira
epitelyal hiicreler, hava yolu diiz kas hiicreleri ve fibroblastlar dahil olmak {izere temel akciger
hiicrelerinden ¢esitli pro-enflamatuvar aracilarin salinmasini azaltir (141). IL, interlokin; MMP, matriks
metalloproteinaz; LTB4, 16kotrien B4; NE, notrofil elastaz; MPO, miyeloperoksidaz; ROT, reaktif oksijen
tirleri; IFN-y, interferon gama; TNF-a, tiimor nekroz faktorii-alfa; GM-CSF, graniilosit/makrofaj koloni
uyarici faktor; CCL, C-C motif ligandi; LTC4, 16kotrien C4; CXCL, C-X-C motif ligandi.

2.7.3. Bir PDE-4 enzim inhibitérii Silomilast (SIL)

SIL sistemik etkili, ikinci nesil selektif bir PDE-4 inhibitériidiir. Birinci nesil PDE-4
inhibitorlerinin terapdtik aktivitesini korur, ancak derin emetik etkilerinden yoksundur.
SIL, stabil KOAH'1 hastalarda devam eden enflamatuvar siirecin (makrofajlar ve
CD8+lenfositler) merkezi oldugu diisiiniilen doku hiicrelerinin azalmasini gosteren ilk
ilagtir (138). Oral uygulamadan sonra tamamen emilir ve ihmal edilebilir ilk gegis
metabolizmasina sahiptir. Kisiler arasinda degiskenlik gosteren lineer farmakokinetik
gosterir. SIL yiiksek oranda proteine baglanir (%99,4), ancak bu baglanma klinik olarak
anlamli dozlarda konsantrasyondan bagimsizdir ve kararli durumda kiictik bir dagilim
hacmine sahiptir (17L). Plazma klerensi (yaklasik 2L/s), neredeyse tamamen metaboliktir
ve ¢oklu paralel yollardan gecer. Baslica metabolik yollar hidroksilasyon, de-alkilasyon
ve glukuronidasyondur. Terminal eliminasyon yarilanma 0mrii yaklasik 6.5 saattir ve

giinde iki kez uygulama ile kararli duruma hizla ulasilir. Sitokrom P450 2C8'in etkisi ile
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olusan en ¢ok metaboliti ana molekiiliin aktivitesinin <%10'una sahiptir. SIL, olumlu ve
ongoriilebilir farmakokinetik sergiler, klinik olarak anlamli ilag-ilag etkilesimleri azdir ve

KOAH tedavisinde potansiyel fayda enflamasyon 6l¢iimleri tizerinde etkiler gdstermistir.

Kararli KOAH hastalarma uygulandiginda, 15 mg'lik tek oral dozlarda SIiL akut
bronkodilasyon saglamamasi, uzun siireli SIL tedavisi ile akciger fonksiyonundaki
olumlu degisikliklerin bronkodilatasyon kaynakli olmadigini isaret etmistir (142).
Bununla birlikte, 6 haftalik doz ayarlama ¢alismasinda, en yiiksek SIL dozu (giinde iki
kez 15 mg), plaseboya kiyasla FEV1°de (1. saniye zorlu ekspretuvar voliim) 6. haftada
bazale gore 150 mL artis olmus, plasebo grupta ise 30 mL azalmistir. Glinde iki kez 15
mg SIL tedavisinin, plasebo ile karsilastirildiginda KOAH hastalarinda akut alevlenme
riskini azalttig1 gosterilmistir (143).

SIL’in antienflamatuvar etkileri, 12 hafta boyunca giinde iki kez oral olarak
uygulanan SIL 15 mg ve plaseboya randomize edilen 59 KOAH'l cift kor, paralel grup
calismasinda degerlendirilmistir (144). Balgam 6lciimlerinde bir farklilik izlenmese de;
bronsiyal biyopsi sonuglarinin post-hoc regresyon analizinde, plasebo ile
karsilastirildiginda SIL’in hem CD8+ (% 48) hem de CD68+(% 55) hiicreleri belirgin bir
sekilde azalttig1 bildirilmistir. Ayrica, plasebo ile karsilastirildiginda subepitelyal CD4+
hiicrelerinin (%42;) ve noétrofillerin (%37) de belirgin azaldigi rapor edilmistir. Bu

sonuglara bakilarak antienflamatuvar etkisinin belirgin oldugu sdylenebilir.

2.7.4. PDE-5 Enziminin Onemi

PDE-5, cGMP'ye 6zgii hidrolize edici bir fosfodiesterazdir. 3 varyanttan; PDE-
5A1, PDE-5A2 ve PDE-5A3'ten olusur (145). insanlarda, ¢esitli dokularda, 6zellikle
kalp, bobrek, akciger, iskelet kasi, pankreas ve ince bagirsakta PDE-5A seviyeleri
yuksektir.

Akcigerde PDE-5A, pulmoner arterlerin pulmoner vaskiiler diiz kaslarinda,
damarlar ve bronsiyal kan damarlarinda hava yolu diiz kas hiicerelerinde, bronsiyal epitel
hiicrelerinde ve akciger fibroblastlarinda yaygin olarak eksprese edilir. Halihazirda,
PDES'i hedeflemek icin bir dizi inhibitor tasarlanmis ve piyasada bulunmaktadir. Bunlara
zaprinast, E4021, dipiridamol, SIL, TAD, vardenafil ve avanafil dahildir (189). Bu
bilesikler tercihen PDE-5'1 inhibe ederken, bunlarin higbiri 6zellikle daha yiiksek
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konsantrasyonlarda PDES i¢in yiiksek secici degildir. Sasirtict bir sekilde, ¢cogu PDE-5
inhibitort, PDE-6 inhibitorleri olarak miikemmel bir sekilde hareket eder (146).

PDE-5A'nin en yerlesik islevi, 6zellikle akciger ve peniste cGMP ve hiicre ici
Ca?*'un diizenlenmesi yoluyla vaskiiler diiz kas kasilmasinin diizenlenmesidir (147).
Penisin korpus kavernozumunda PDE-5 inhibisyonu, NO ve cGMP tarafindan
indiiklenen diiz kas gevsemesini artirir ve bdylece penil ereksiyonu uyarir (148). Benzer
sekilde, pulmoner vazodilatasyona ve vaskiiler hipertrofinin inhibisyonuna ve
cGMP/PKG sinyal yolu yoluyla yeniden sekillenmeye yol agmasi nedeniyle pulmoner
hipertansiyonda 6nemli bir rol oynamaktadir (149) (Sekil 2.6). PDE-5'in trombosit
agregasyonunun diizenlenmesine ilaveten, 68renme ve hafizayr gelistirmede de rol
oynadig1 disiiniilmektedir (149). Kalpte PDE-5 inhibisyonunun, iskemi/reperfiizyon
hasar1 ve kalp yetmezliginden koruyucu etkisi gosterilmistir (150).

2.8. Pulmoner Arteriyel Hipertansiyon Modeli Olusumunda Monokrotalin

Monokrotalin (MCT), Crotalaria spectabilis bitkisinden bir alkaloiddir. Bat1 Hint
Adalari'nda yillar 6nce kullanilan bir bitkisel ¢ay bilesenidir ve hepatotoksisite ile PH
bilinen etkileridir. Ik defa 1967'de siganlar1 C. spectabilis tohumlari ile besleyerek veya
primatlara MCT siispansiyonu enjekte edildiginde PH modeli olusturuldugu bildirilmistir
(151). Giliniimiizde tek bir subkiitan/intraperitoneal MCT enjeksiyonu ile (60-80 mg/kg)
sicanlarda PH indiiklemek genel bir PH modeli olusturma seklidir. MCT karaciger
sitokrom-p450 enzim sistemi ile pulmoner vaskiiler yatakta endotel hasari olusturan
pirolik  tiirevine  dondstirilir (152). Endotel hasari, vaskiiler liimenin
daralmasi/tikanmasi ile karakterize pulmoner vaskiilit ve obstriiktif pulmoner vaskiiler
yeniden sekilllenme i¢in bir tetikleyici rol oynar. PH’li hastalarin akciger dokulari
histolojik olarak degerlendirildiginde intimal hiperplazi, mediyal hipertrofi, adventisyal
kalinlagma en belirgin bulgulardandir. Benzer sekilde MCT modelinde PH ayrica endotel
hiicrelerinin artan apoptozu, PASMC c¢ogalmasi ve PASMC'lerin apoptoza direnci ile
karakterizedir (153,154).

Giintimiizde MCT modeli tekrarlanabilir, ucuz ve titiz teknik beceri
gerektirmemesi nedeniyle siklikla PH modeli olarak kullanilmaktadir. MCT’nin nasil PH
olusturdugu bir¢cok c¢alismaya konu olmustur. TGF- reseptorii, aktivin-A reseptorii

benzeri kinaz-1 ve smad 3,4 ekspresyonunun MCT ile tedavi edilen si¢anlarin
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akcigerlerinde azaldig1 gosterilmistir. Bu durum, MCT nin si¢anlarin akcigerlerindeki
tam BMPR-2 proteini ekspresyonu azaltmasi ile de iliskilidir. Bu da TGF-smad ve
BMPR-2 sinyallemesinin MCT ile indiiklenen PH'da bozuldugunu gosterir ki ayni
zamanda insanlardaki PH ile paylasilan bir karakteristiktir (155).

MCT modelinde yapilan diger ¢alismalar, PH'da goriilebilen pulmoner vaskiiler
yeniden sekillenmenin erken evrelerinde enflamatuvar hiicrelerin (makrofajlar, dendritik
hiicreler ve mast hiicreleri) ve sitokinlerin (interlokin-6, interlokin-1) 6nemli roliinii
vurgulamistir. (156,157). Her ikisi de antijen sunan makrofajlarin ve dendritik hiicrelerin
PH'daki enflamatuvar yaniti1 kolaylastirdigina ve bdylece pulmoner vaskiiler yeniden

sekillenmeye katkida bulunduguna inanilmaktadir (158).

MCT modeli ile ilgili ileri stiriilebilecek en biiyiik itiraz, MCT kullanilan ¢ogu
modelde deneysel tedavinin pulmoner vaskiiler hasar1 ve PH'yi iyilestirmesi, tersine
cevirmesi ve Onlemesidir. Bu model ile test edilmis deneysel tedaviler arasinda serin
elastaz inhibisyonu (M249314 veya ZD0892), trombosit kaynakli biliylime faktorii
inhibisyonu (imatinib), Rho-kinaz inhibisyonu (fasudil), endotelin reseptor antagonistleri
(endotelin-1), serotonin tastyici inhibisyonu (fluoksetin), fosfodiesteraz-5 inhibisyonu
(SIL ve PDE-3/4 inhibitorleri, 6rnegin pumafentrin), statinler (simvastatin, pravastatin ve
rosuvastatin) ve digerleri gelmektedir (159). Bu deneysel tedavilerdeki asir1 iyilesme
derecesi literatiirde elestiri konusu olmustur. Bu elestiriler yontemin miikemmel
olmadigi, ¢caligmalarin kisa siirede yapildig1 ve insanlarda gézlemlenen PH'nin ilerlemesi

ile iligkili olmayan u¢ noktalar yansittiklari seklinde 6zetlenebilir.

Gomez-Arroyo ve ark, MCT modelinin, pulmoner interstisyel 6dem, miyokardit
ve ciddi insan PH'unun karakteristigi olmayan hepatik veno-okliizif tablodan olusan bir
MCT sendromunu barindirdigimi ileri stirmistir (160). Ayrica, MCT modelinde
vazokonstriksiyon onemli bir mekanizma gibi goriinmekle birlikte, bu sadece PH
hastalarinin bir alt grubunda bulundugunu belirtmisledir. Bu konuyu irdeleyen bir
calismada PH olusumu igin ratlarin bir kismima sadece MCT, bir kismma da MCT +
kontralateral pnomonektomi uygulanmis, takipte sadece MCT’ye gore kombine
prosediiriin uygulandig1 grupta asir1 sag ventrikiil hipertrofisi ve ilaveten c¢ok yiiksek
ortalama PAB, RV sistolik basinci gibi insan PAH’1na olduk¢a benzeyen, siddetli PH
bulgular1 saptanmistir (161). MCT modelinde, ortaya ¢ikan tablonun hizli bir sekilde

6lime dogru ilerlemesi, kompansatuar mekanizmalarin (sag ventrikiil hipertrofisi vb.)
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gelismesi i¢in ¢ok kisa olabilir. Nitekim MCT'nin (30 mg/kg) dozunun azaltilmas: ile
daha uzun yasayan ratlarda sag ventrikiil hipertrofisi gibi bulgular daha fazla goriilmiistiir

(162).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Deney Hayvanlar: ve Beslenmeleri

Planlanan ¢alismaya baslamadan once indnii Universitesi Deney Hayvanlar1 Etik
Kurulundan onay alindi. Bu ¢alisma Inénii Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Fonu
tarafindan desteklenmistir. (Proje No: TDK-2017-739). Deneyde kullanilan hayvanlarin
timii  Indnii Universitesi Deney Hayvanlar1 Arastirma Biriminden temin edilmis ve
patojen igermeyen standart laboratuvar kosullarinda (22+2 °C, %60 nem ortaminda, 12
saat aydinlik/12 saat karanlik siklusunda) polikarbon tabanl kafeslerde muhafaza edilen,
beslenmesinde 8 milimetre (mm)’lik standart pellet yem kullanilan, Wistar Albino cinsi
erkek ratlar kullanildi. Kullanilan ratlarin hepsi ayni 6zelliklere sahipti ve her bir grup
icin her grup i¢in rastgele se¢ilmis 8, toplamda 40 rat ¢galismaya dahil edildi. Hayvanlarim
temizliklerinin saglanmasi, beslenme ve su ihtiyaglarinin temini, kafeslerinin temizligi
ilgili boliimiin veteriner hekimi ve personelleri tarafindan saglandi. Bu ¢alisma Indnii
Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Farmakoloji Anabilim Dali, Inénii Universitesi Tip
Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Birimi, Inonii Universitesi Tip Fakiiltesi Kardiyoloji
Anabilim Dali, inénii Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji Anabilim Dali, Indnii

Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Kimya Bilim Dali’nin ortak istiraki ile yapildi.

3.2. Deney Gruplarinin Olusturulmasi ve Deneysel Uygulamalar:

Deneysel ¢aligmalarda kullanilan hayvan sayisi toplam 40’dir. Deney hayvanlari
her grupta 8 hayvan olacak sekilde 5 gruba béliindii. PH modelinin olusturulmasi igin
Monokrotalin (MCT) kullanildi. Monokrotalin (Sigma-Aldrich Co, St. Louis, MO, ABD)
1 M HCL iginde ¢6ziildii ve pH, 1 M NaOH ile 7.4'e ayarlandi.

1. Kontrol Grubu; Tasit ve ¢oziicii maddelerin uygulandigi grup
2. MCT grubu; Birinci gin 60 mg/kg dozunda MCT’nin s.k olarak tek doz

uygulanmasini takiben 21 giin sonra sakrifiye edildigi grup.

3. MCT+SIL grubu; Birinci giin 60 mg/kg dozunda MCT’nin s.k. olarak tek doz
uygulanmasini takiben 21-35. giinler arasinda 3mg/kg SIL’in giinde tek doz oral

uygulandig grup.
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4. MCT+TAD grubu; Birinci giin 60 mg/kg dozunda MCT’nin s.k. olarak tek doz
uygulanmasini takiben 21-35. giinler arasinda 10 mg/kg TAD’in giinde tek doz oral
uygulandigi grup.

5. MCT+SIL+TAD grubu; Birinci giin 60 mg/kg dozunda MCT nin s.k. olarak tek doz
uygulanmasini takiben 21-35. giinler arasinda 3 mg/kg SIiL ve 10 mg/kg TAD’1n giinde
tek doz oral uygulandig1 grup.

3.3. Ekokardiyografi Uygulamasi

[lag uygulamalar1 sonrasi deneyin sonlandig invazif olarak basing kayitlarinin
degerlendirilece8i giin, her gruptaki ratlara transtorasik ekokardiyografi ile kardiyak
degerlendirme yapildi. Ekokardiyografi, ketamin/ksilazin anestezisi altinda (ketamin
hidrokloriir, Parke-Davis. Eczacibasi, Istanbul, 75 mg/kg ve 5 mg/kg ksilazin hidroklorid
Rompun®, Bayer Ilag) Vivid S6 marka cihazi ile 10S sektdr prob kullanilarak (GE
Healthcare, Amerika Birlesik Devletler, kardiyovaskiiler ekokardiyografi standartlarina
uygun olarak yapilmistir (163). Kisaca, anestezi altindaki ratlarin gégiisleri tiraglandiktan
sonra, sol dekiibit pozisyonda, 2D-MMode ve Doppler &lgiimleri alindi. Interventrikiiler
septum kalmliklar1 (IVSd), arka duvar kalinliklar1 (LVPd), sol ventrikiil end diyastolik
capt (LVEDD), sol ventrikiil end sistolik ¢ap1 (LVESD), sol ventrikiil fraksiyonel
kisalmas1 (LVFS), sol ventrikiil ejeksiyon fraksiyonu (LVEF), sol atriyum ve aort kokii
cap1, mitral valv E/A orani, E dalgas1 deselerasyon zamani (EDT), sag kalbin sol kalbe
olan orani, aortik ve pulmoner kapak velositeleri, pulmoner kapak velositesinin
akselerasyon zamani (PAT) ve kalp hizlar1 (KH) 6l¢iilmiistiir. Parasternal uzun eksen
(Sekil 3.1) ve apikal dort/bes odacik goriiniimleri (Sekil 3.2), mitral kapak ve/veya aort
¢ikis yolunun 2D ve renk akisi goriintiilemesi ve spektral Doppler caligmasi igin
kullanilmigtir. Sol ventrikiil, sol atriyum ve aorta c¢aplart ile ilgili tiim o6l¢iimler
parasternal uzun eksenden yapildi. Parasternal kisa aks goriintiileme ile pulmoner kapak
velositeleri, pulmoner kapak velositesinin akselerasyon zamani (PAT) Ol¢liimii igin
kullanildi. Tim Doppler spektrumlarr, 100 mm/s'lik bir tarama hizinda 5-10 kalp
dongiisii i¢cin kaydedildi. Renkli Doppler 6n ayar1 0.44 m/s Nyquist sinirindaydi.
Ekokardiyografi ile tahmini sistolik pulmoner arter basinci Sl¢timii pratik ve dogru netice

vermedigi i¢in yapilmadi.
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Sekil 3.2. Ekokardiyografide kalbin apikal 4 bosluk goriintiisii.

3.4. Basing Olciimii ve Cerrahi Islem:

Operasyondan dnce ratlara, anestezi i¢gin % 2’lik ksilazin hidrokloriir (Rompun®,
Bayer) 10 mg/kg ve ketamin hidrokloriir (Ketalar®, Phizer) 50 mg/kg i.p. yolla
uygulandi. Sag ventrikiil sistolik basing kayitlari, sistemik arteriyel sistolik, diyastolik ve
ortalama kan basinci (KB) ve kalp hiz1 (KH) tayini i¢in genellikler sag juguler ven ve
karotis arterlerden biri ayr1 ayri1 kaniile edildi. Giris yapilan damar ile ilgili kanama veya
kopma dahil herhangi bir sorun oldugunda diger damar yedek olarak kullanildi. EKG
degisiklerini izlemek i¢in 3 derivasyonlu EKG elektrotlar1 kullanildi.
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Sag ventrikiil ve sistemik kan basinci (KB), kalp hiz1 (KH) ve EKG degerleri
Biopac MP-100 Data Acquisition sistem bilgisayar kayit programi kullanilarak 3 dakika
boyunca kaydedildi (Sekil 3.3). Sag ventrikiil basing kaydi i¢in agilan juguler vene, ucu
hafif kavis verilmis basing transducer’ine bagl kateter yerlestirildi. Diisiik basingl sag
atriyal dalgalar basing monitoriinde takip edilip (Sekil 3.4), kateter 2-3 cm ilerletildiginde
sag ventrikiile ulasildig: tespit edilerek basing kaydi alma islemi gergeklestirildi (Sekil
3.5). Ardisik bes kardiyak siklus ortalamasindan sag ventrikiil sistolik basinci belirlendi.
Es zamanl uygun EKG elektrotlar1 araciligi ile EKG monitorizasyonu saglandi. Sag
ventrikiil basing 6l¢iimii islemini takiben karotid arter kanulasyonu yapilarak sistemik
arteriyel basing tespiti yapilmistir (Sekil 3.6).

Bu islemleri takiben %10 povidon-iyot ve steril gazli bez ile gogiis 6n duvar
temizligi yapilip toraksa yapilan 3 cm’lik median insizyonla cilt, ciltalt, fasya ve toraks
acildi. Biyokimyasal ve histopatolojik degerlendirme igin ¢ikarilan akciger ve kalp
vertikal ve horizontal olarak ikiye ayrildi ve %10 formol iceren flakonlara alinarak +4

°C’de saklandi.

Sekil 3.3. Deneyin cerrahi asamadaki goriintiisii.
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Sekil 3.6. Sistemik arteriyel kan basinc1 ve EKG kayit trasesi 6rnegi.

3.5. Histokimyasal Analizler

Deney sonunda kalp ve akciger dokulari, formaldehitin %37,5 lik soliisyonunun
%10’lugu igerisine alinarak tespit edildi. Doku takibi iglemlerinden sonra hazirlanan
parafin bloklardan, 4-5 pm kalinliginda kesitler alindi. Doku kesitleri, genel morfolojik
yapinin belirlenmesi i¢in hematoksilen-eozin (H-E) boyama metodu ile boyandi.

Doku kesitleri infiltrasyon varligi yoniinden incelendi. Her alan, histolojik
degisikliklerin yayginligina gore, 0; normal, 1; %25’ten az degisiklik, 2; %25-50
arasindaki degisiklik, 3; %50’den fazla degisiklik olacak sekilde skorlandi. Her bir
akciger kesitinde, en az 10 adet pulmoner arterin tunika intima-media kalinlig1 6 farkl
noktadan ol¢iildii.

Analizler, Leica DFC-280 arastirma mikroskopu ile Leica Q Win Image Analiz

Sistemi (Leica Micros Imaging Solutions Ltd., Cambridge, UK) kullanilarak yapildi.

3.6. Biyokimyasal Degerlendirme

Tiim kimyasal maddeler analitik saflikta olup herhangi bir saflastirma islemi
uygulanmaksizin kullanildi. Kullanilan bu kimyasallarin bazi 6zellikleri Tablo 3.1°de
verilmigtir. Ayrica, ¢alisma kapsaminda hazirlanan tiim sulu ¢ozeltiler ultra saf su

kullanilarak hazirlanmigtir. Kullanilan cihazlarin listesi Tablo 3.2°de verilmistir.
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Tablo 3.1. Biyokimyasal degerlendirmede kullanilan kimyasallar.

Malzeme Ozellikler Uretici Firma
5,5'-Ditiobis (2-nitrobenzoik asit) %99 Sigma-Aldrich, USA
(DTNB)

B-Nikotinamid adenin diniikleotid %99 Sigma-Aldrich, USA
fosfat (NADPH)

Glutatyon rediiktaz %099 Sigma-Aldrich, USA
Sodyum hidroksit >%97,0 Merck, USA
Sitokrom-C >%95 Sigma-Aldrich, USA
Ksantin >99% Sigma-Aldrich, USA
Ksantin oksidaz >99% Sigma-Aldrich, USA
Hidrojen peroksit %30’ luk Merck, USA
2-Tiyobarbitiirik asit >98% Merck, USA
Triklorasetik asit %99 Merck, USA

Tablo 3.2. Biyokimyasal degerlendirmede kullanilan cihazlar.

Cihaz Bulundugu Kurum/Kurulus

Sogutmali Santrifiij Cihazi (Niive, NF Inénii ~ Universitesi ~ Fen-Edebiyat

800 R) Fakiiltesi Kimya Bolimii

Homojenizator Inénii  Universitesi ~ Fen-Edebiyat
Fakiiltesi Kimya Bolimi

Sonifikatér (Bandelin) Inénii  Universitesi ~ Fen-Edebiyat
Fakiiltesi Kimya Boliimii

Manyetik Karstiricili Isitict (Daihan, Inonii  Universitesi ~ Fen-Edebiyat

HP-LP1) Fakiiltesi Kimya Bolimii

Elektronik terazi (Shimadzu ATX224)  Inénii  Universitesi ~ Fen-Edebiyat
Fakiiltesi Kimya Boliimii

Mikroplate Reader (BioTek) Inénii  Universitesi ~ Fen-Edebiyat

Fakiiltesi Kimya Bolimi




Uv-Vis spektrofotometre (Shimadzu- Inénii  Universitesi ~ Fen-Edebiyat
1601) Fakiiltesi Kimya Bolimii
Millipore Ultrasaf Su Cihazi Inénii  Universitesi Fen-Edebiyat

Fakiiltesi Kimya Bolimii

Akciger dokusu 0,1 g tartilarak plastik tiiplere alindi ve ilizerine 1 mL PBS
tamponu (pH 7,4) eklendi. Tartilan doku Ornekleri buz izolasyonu altinda bir
homojenizatoér yardimiyla doku ornekleri tamamen pargalanincaya kadar homojenize
edildi. Elde edilen homojenatlar daha sonra yine bir buz izolasyonu altinda sonifikator ile
30 saniyelik araliklarla 4 defa 15 saniye sonifiye edildi. Sonifiye islemi bittikten sonra
homojenatlar 14.000 rpm’ de sogutmal1 santrifiij yardimiyla +4 °C’de 15 dakika santrifiij
edildi. Son olarak, elde edilen siipernatanlar Sl¢iim islemleri yapilincaya kadar +4 °C de
muhafaza edildi.

Orneklerdeki total protein konsantrasyonu hizli ve basit bir yéntem olan Bradford
yontemi ile belirlendi (164). Homojenat 6rneklerine Bradford reaktifi eklenerek 550
nm’deki absorbans degisimi Slgiilerek total protein miktar: belirlendi. Standart protein
olarak sigir serum albiimini kullanildi.

MCT, TAD ve SiL’in beraber kullaniminin karaciger ve bobrek iizerine olumsuz
ekisinin olup olmadiginin degerlendirilmesi maksatli rutin bobrek fonksiyon testleri ve
karaciger enzimi yani sira serum LDH diizeyine de bakild1.

3.6.1 Katalaz aktivite tayini: Katalaz enziminin aktivitesi Aebi tarafindan
onerilen yontem kullanilarak yapildi (165). Ol¢iim yontemi 240 nm’de H202’nin
absorbansindaki azalmasinin 6l¢iilmesine dayanmaktadir. Oncelikle, Na-K-fosfat tampon
¢ozeltisine (pH:7) derisik H202 eklenerek absorbans 0,7-0,9 olacak sekilde ayarlanmistir.
Daha sonra hazirlanan bu karisimdan 1 mL almip kuvartz kiivete kondu ve iizerine elde
edilen stipernatan eklenmistir. Hafifce karistirdiktan sonra Shimadzu 1601-UV visible
spektrofotometrede 240 nm’de 60 sn siireyle H202’nin (¢=0,0396 cm? pmol™?)
absorbanstaki azalma takip edildi. Kor olarak Na-K-fosfat tampon ¢ozeltisi (pH:7)
kullanildi. Elde edilen sonuglar U/mg protein olarak ifade edildi.

3.6.2 Siiperoksit dismutaz (SOD) aktivite tayini: SOD enziminin aktivite tayini
literatiirde daha Once belirtilen yonteme gore yapildi (166). SOD enziminin
ksantin/ksantin oksidaz sisteminde olusan siiperoksit radikallerinin sitokrom-C‘yi

indirgemesini engeller. SOD enziminin aktivitesi bu inhibisyonu o0l¢gmeye
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dayanmaktadir. Bu reaksiyonu %50 inhibe eden SOD miktar1 1 Unite (U) olarak kabul
edildi. SOD enzim aktivitesi 550 nm’de kinetik takip edilerek dl¢iilmiistiir ve sonuglar
U/mg protein olarak verildi.

3.6.3 Total glutatyon (tGSH) él¢iimii: tGSH miktari Theodorus ve ark.
tarafindan rapor edilen yontem kullanilarak &lgiildii (167). Ol¢iim ydntemi, DTNB,
NADPH ve Glutatyon rediiktaz’in reaksiyonu sonucu olusan 5-tio-2-nitrobenzoat (TNB)
olusumundaki artisin 412 nm’de spektrofotometrik olarak o6l¢iilmesi temeline
dayanmaktadir. Absorbans degisimi UV-vis pektrofotometrede 412 nm 15 dak. takip
edilmistir. Elde edilen sonuglar nmol/mg protein cinsinden ifade edildi.

3.6.4 Malondialdehid (MDH) 6l¢iim yontemi: MDH o6lgiimii literatiirde daha
once rapor edilen yontem kullanilarak belirlenmistir (168). Yontemin temeli, perokside
lipidlerin yikim iiriinii olan MDH’nin tiyobarbitiirik asit ile reaksiyonu sonucunda olusan
pembe renkli liriinlin 532 nm’de Olgiilmesine dayanmaktadir. Standart olarak 1,1,3,3-
tetractoksipropan kullanildi. Orneklerin MDH igerigi nmol/mg protein olarak ifade edildi.

3.6.5. Nitrik Oksit Deneyi (NO): Doku orneklerinin NO seviyeleri, Oxford
Biyomedikal Arastirmasi Kolorimetrik Nitrik Oksit Test Kiti kullanilarak 6l¢tildii. Bu kit,
biyolojik numunelerde NO2/NO3 (in vitro NO {iretiminin nihai Uriinleri) miktarinin
belirlenmesinde uygun bir yontem saglar. Toplam NO iiretiminin en iyi endeksi, bu
tirtinlerin her ikisinin toplamidir. Sonuglar mmol/mg protein olarak ifade edildi. Doku
numunelerinin protein seviyeleri Bradford yontemi kullanilarak 6l¢iildi. Emilim dl¢timii
UV-VIS spektrofotometre kullanilarak 595 nm'de alindi. Protein standard: olarak sigir
serum albiimin (BSA) kullanilmistir (169).

3.7. Istatistik

Calismada veriler medyan (minimum-maksimum) ile 6zetlendi. Degiskenlerin
normal dagilima uygun olup olmadigi Kolmogorov-Smirnov testiyle analiz edildi.
Normal dagilim gosteren degiskenlerin gruplar arasi karsilastirilmasi tek yonlii varyans
analiziyle (one-way ANOVA) ve normal dagilim gostermeyen degiskenlerin
karsilastirilmasi ise Kruskall-Wallis testiyle yapildi. Coklu karsilastirmalarda ise Mann
Whitney U testi kullanildi. Histolojik biitiin veriler de medyan (minumum-maksimum)
olarak ifade edildi. Gruplar arasi karsilagtirmalar i¢in Mann-Whitney U testi kullanildi.
p<0.05 anlaml1 olarak kabul edildi. Analizlerde IBM SPSS Statistics 22.0 paket programi
kullanildi.
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4. BULGULAR

4.1. Sicanlarin Agirhg
Tiim gruplardaki ratlarin agirliklar1 Sekil 4.1°de ozetlenmis olup, 300-400 mg
arasinda degismekteydi. Hem grup i¢i deney Oncesi ve sonrasi (p>0.05 hem de gruplar

arasi deney baslangici agirliklar yoniinden bir fark tespit edilmedi (p>0.05).

DENEY HAYVANLARININ AGIRLIKLARI
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Sekil 4.1. Ratlarin agirliklarinin karsilastirilmasi.

* Grup i¢i ve gruplar aras1 agirliklar benzer (p>0.05)

4.2 Ekokardiyografik Bulgular

Invazif olarak hemodinamik bulgularn degerlendirmeden hemen 6nce yapilan
ekokardiyografi bulgular1 Tablo 4.1'de ayrintili bir sekilde verilmistir. Buna gore
ekokardiyografi ile 6l¢iilen kalp hizlar1 arasinda bir fark yoktur (p=0.074). Sol ventrikiil
ile ilgili ¢ap Ol¢limlerinden IVSd, LVESD, LVPd benzer bulundu (sirasiyla p=0.869,
p=0.067, p=0.869). Sol ventrikiil diyastol sonu ¢cap (LVEDD) gruplar arasinda numerik
olarak belirgin farkli olmasa da istatistiksel olarak farkli idi (p=0.027). MCT+TAD
grubunda MCT+SIL grubuna gére LVEDD daha yiiksek idi [7(6-9) mm’ye kars1 6(5-7)
mm, p<0.05]. Sol ventrikiil sistolik fonksiyon parametreleri acisindan gruplar arasinda
beklendigi tlizere bir fark yoktu (EF i¢in p=0.426, FS icin p=0.459). Aorta c¢ap1 tiim
gruplarda benzer iken (p=0.438), LA genisligi MCT+TAD grubunda kontrol grubuna
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gore bir miktar yiiksek bulundu [5.0(4.31-6.3) mm’ye karsi 3.99(3.14-4.93) mm,
p=0.015].

Mitral dolum ile ilgili E dalgas1 gruplar arasinda benzer iken (p=9.27), A dalgasi
MCT+SIL ve MCT+SIL+TAD gruplarinda kontrol gruplarina gére farkli bulundu
(p<0.05). E/A oran1 en diisiik olan grup MCT+SIL’idi [1.72(1.22-3.18)’ye kars1 kontrol
grupta 3.0(2.13-4.13), p<0.05]. E/A oranit MCT+TAD grupta MCT+SIL gruptan daha
yiiksek idi [2.60(1.85-3.75)’e kars1 1.72(1.22-3.18) P<0.05]. Ancak EDT’da bir farklilik
yok bulundu (p=0.229).

Tablo 4.1. Ekokardiyografik bulgular.

Parametre ~ KONTROL MCT MCT + SiL MCT+TAD MCT+SIL+TAD p degeri
KH 258 254 283 219 242 0,074
(atim/dk) (335-377) (283-338) (184-361) (149-361) (198- 295) '
IVSd 3 3 3 3 3 0.869
(mm) (2-3) (2-3) (2-3) (2-3) (2-3) ‘
LVEDD 6 7 6 7 v 0.027
(mm) (6-7) (5-8) (5-7) (6-9) (5-8) '
LVESD 4 3 3 4 4 0.067
(mm) (3-4) (2-4) (2-4) (3-5) (3-5) '
LVPd 2 2 2 2 2 0.860
(mm) (2-3) (2-3) (2-3) (2-3) (2-3) :
EF 81 87 87 83 85 0.426
(%) (68-90) (78-93) (74-92) (77-91) (69-87) ’
FS 44 51 51 47 49 0.459
(%) (33-55) (41-61) (38-59) (41-57) (34-51) :
LA 3.99 4,61 4,59 5.00% 472 0,015
(mm) (3.14-4.93) (4.18-5.28) (3.93-5.61) (4.31-6.33) (3.95-7.04) :
Ao 343 3.47 3.38 3.55 3.55 0.438
(mm) (2.84-3.85) (3.0-3.87) (3.03-4.13) (3.16-3.91) (3.36-4.15) :
E 0.64 0.65 0.64 0.66 0.71 0.927
m/sn (0.62-0.83) (0.45-0.83) (0.54-0.81) (0.51-.73) (0.58-0i73) :
A 0.24 0.35 0.33? 0.25 0.372 0.040
m/sn (0.15-0.35) (0.15-.42) (0.2-0.66) (0.15-0.38) (0.20-0.48) :
E/A oram 3.00 2.05 1.72° 2.60° 1.99 0.013
(2.13-4.13) (1.75-3.0) (1.22-3.18) (1.85-3.75) (1.52-3.18) :
EDT 44 48 41 48 52 0.229
msn (37-55) (0-67) (18-59) (30-70) (33-78) :
PAT 44 33 37 37 41 0,097
msn (33-55) (22-52) (30-59) (30-52) (26-48) :
PUL.Vel 0.64 0.70 0.76 0.68 0.59 0.136
m/sn (0.46-0.90) (62-1.0) (0.58-.0.98) (0.51-0.78) (0.53-0.74) :
Ao. Vel 0.90 0.97 0.82 0.92 0.87 0.825
m/sn (0.75-1.12) (0.8-1.05) (0.72-1.19) (0.55-1.16) (0.68-1.29) :
LV/RV 1.30 1.16 1.33 1.28 1.27 0.074
ORANI (1.05-1.55) (1.1-1.35) (1.21.1.48) (1.0-1.27) (1.01-1.41) :

*Kisaltmalar: KH; kalp hizi, IVSd; interventrikiiler septal kalinlik, LVED; sol ventrikiil diyastolik ¢ap,
LVES; sol ventrikiil sistolik ¢ap1i, LVPd; sol ventrikiil arka duvar ¢api, EF; ejeksiyon fraksiyonu, FS; sol
ventrikiil oransal kasilma, LA; sol atriyum ¢ap1, Ao; aorta ¢api, E; sol ventrikiil erken dolumu velosite,

A; sol ventrikiil ge¢ dolumu velosite, EDT; e dalgasi deselerasyon zamani, PAT; pulmoner velosite

akselerasyon zamani, Pul. Vel; pulmoner velosite, Ao. Vel; aortik velosite.

a. Kontrol grubuna gore istatistiksel farkli (p<0.05); b. MCT+SIL grubundan istatistiksel farkli grup
(p<0.05). Veriler ortanca (min-maks)’dur.
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Sag kalp genisligini igsaret eden sol ventrikiiliin sag ventrikiile olan oran1 (LV/RV)
acisindan gruplar arasinda belirgin istatistiksel anlamhi fark yoktu (p=0.097), ancak
LV/RV orani en diisiik olan grup MCT bulundu [Sekil 4.2, kontrol grupta 1.30(1.05-
1.55); MCT grupta, 1.16(1.1-1.35)]. Sag ventrikiilden pulmoner artere ejekte edilen kan
akimi hiz1 ve akselerasyon zamani istatistiksel olarak anlam sinirina yakin bir sekilde en
diisitk MCT grupta bulunurken diger gruplarda birbirine yakin degerler mevcuttu. (Sekil
4.3, p=0.136, p=0.074).

LVV/RV orani
1,35
1,3
1,25
1,2
1,15
1,1 I
1,05
/\ .
é&o» & éxc}\’ /\x/\é) .\;</\§
© ¢ 2

Sekil 4.2. Sol ventrikiiliin sag ventrikiile oraninin (LV/RV) karsilastirilmasi. *P=0.097
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Sekil.4.3. Pulmoner arter velositesi akselerasyon zamani karsilastirilmasi. *P=0.074
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4.3. Hemodinamik bulgular.

Tiim gruplarin invazif olarak 6l¢iilen kalp hizlari, sag ventrikiil ve sistemik
arterial basinglar1 Tablo 4.3’de goriilmektedir. Buna gore, ekokardiyografi esnasinda
Olciildiigli gibi tim gruplarin kalp hizlar1 benzer bulunmustur (p>0.05). Sistolik,
diyastolik ve ortalama sistemik arterial basinglar agisindan gruplar arasinda fark
bulunmamistir (p>0.05). Sag ventrikiil basinglar1t TAD ve kombine ila¢ kullanilan
gruplarda, MCT grubu ile karsilastirildiginda anlamli olarak daha diistiktii [31(25-36)
mmHg ve 33 (26-42) mmHg’ye kars1 43(39-59) p<0.05]. MCT+SIL grubunda sag
ventrikiil basinci [38 (31-45) mmHg], MCT grubunda oldugu gibi yiiksek diizeyde kald1
(p>0.05).

Tablo 4.2. invazif hemodinamik bulgular.

KONTROL MCT MCT+SIL MCT+TAD MCT+SIL+TAD

Kalp hiz
(atim/dK)
Sistolik
Kan
Basinci
(mmHg)
Ortalama
Kan
Basinci
(mmHQg)
Diyastolik
Kan
basinci
(mmHg)
Sag
ventrikiil

Kan 30 (15-33)° 43 (39-59)? 38 (31-45)2 31 (25-36)° 33 (26-42)°
basinci
(mmHQg)

299 (225-350) 248 (226-413) 295 (207-379) 255 (190-365) 285 (213-340)

87 (80-112) 94 (78-114)  92(53-128) 107 (71-110) 102 (75-119)

74 (64-91) 70 (58-87) 81 (45-114) 77 (51-88) 80 (67-96)

57 (48-80) 50 (40-66)  61(35-111) 54 (31-67) 63 (40-75)

*Veriler Ortanca (min-maks) olarak yazilmistir. a. Kontrol grubuna gére anlamli farkli (p<0.05);

b. Monokrotalin grubuna gore anlamli farkli (p<0.05).

4.4. Histolojik Bulgular

4.4.1. Kalp
Kontrol grubuna ait kalp kesitleri normal histolojik goriiniimdeydi. MCT
grubunda, belirgin bir histolojik degisiklik izlenmemekle beraber, bu gruba ait bazi

kesitlerde yer yer kiiciik infiltrasyon odaklar1 dikkati cekti. Izlenen bu degisiklik
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yoniinden, kontrol grubu ile MCT grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli fark tespit

edildi (p<0.001). Tedavi uygulanan gruplarda, kalp dokusunun kontrol grubuna benzer

sekilde normal histolojik goriiniimde oldugu gozlendi (Sekil 4.4, Tablo 4.4).

1
| {

Sekil 4.4. Kardiyak dokularin gériiniimii.

*Kontrol (A), MCT (B ve C), MCT+SIL (D), MCT+TAD (E) ve MCT+SIL+TAD (F) gruplarinda kardiyak
dokunun goriiniimii. MCT grubunda, hafif diizeydeki infiltrasyon (oklar) disinda tiim gruplarin benzer
histolojik goriiniime sahip oldugu dikkati cekmekte. H-E; x20.

Tablo 4.3. Gruplara ait kardiyak histopatolojik skor sonuglari.

*2 Kontrol grubuna gore anlaml artis (p=0.001). ® Monokrotalin grubuna gore anlamli
azalis (p=0.001).
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4.4.2. Akciger

Kontrol grubuna ait akciger doku kesitleri incelendiginde, brons, bronsiyol, alveol
ve pulmoner interstisyum yapilari normal olarak izlendi. Diger yandan, MCT grubuna ait
kesitlerde, pulmoner interstisyum ve pulmoner damarlar ¢evresinde belirgin sekilde
mononiikleer hiicre infiltrasyonu izlendi (p<0.001). MCT grubunda, pulmoner arter duvar
kalinliginin da kontrol grubuna goére anlamli sekilde arttigi tespit edildi (p<0.001).
MCT+SIL ve MCT+TAD gruplarinda izlenen infiltrasyonun, MCT grubuna benzer
sekilde devam ettigi; ancak MCT+SIL+TAD grubunda, MCT grubu ile
karsilastirildiginda, infiltrasyonun anlamli sekilde azaldigi saptandi (Sekil 4.5, Tablo 4.5,
p=0.022). MCT+SIL grubunda élgiilen pulmoner arter duvar kalinligmin, MCT grubuna
benzer oldugu; MCT+TAD ve MCT+SIL+TAD gruplarinda ise pulmoner arter duvar
kalinliklarinin, MCT grubuna gore belirgin olarak azaldig: tespit edildi (Sekil 4.6, Tablo
4.5, sirastyla, p<0.001 ve p=0.005).

Sekil 4.5. Akciger dokularin goriiniimii (20°lik biiyiitme).

* Kontrol (A), MCT (B), MCT+SIL (C), MCT+TAD (D) ve MCT+SIL+TAD (E) gruplarinda akciger
dokusunun goriiniimii. MCT grubunda (B), perivaskiiler infiltrasyon (oklar) dikkati ¢ekmekte. MCT+SIL
(C) ve MCT+TAD gruplarinda (D), infiltrasyonun MCT grubuna benzer diizeyde devam ettigi izlenmekte.
MCT+SIL+TAD grubunda (E), infiltrasyonun belirgin olarak azaldig1 dikkati gekmekte. H-E; x20. TIM:

intima-media kalinlig:
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Sekil 4.6. Akciger dokularin goriiniimii (40°lik biiyiitme).

* Kontrol (A), MCT (B), MCT+SIL (C), MCT+TAD (D) ve MCT+SIL+TAD (E) gruplarinda akcigerin

gdriiniimii. Oklar, pulmoner arterlere isaret etmekte. H-E; x40. TIM: intima-media kalnlig

Tablo 4.4. Gruplara ait histopatolojik skor sonuglari ve pulmoner arter duvar kalinligi.

* 3 Kontrol grubuna gore anlamli artis (p<0.001). ® MCT grubuna gore anlamli azalis
(p<0.05). TIM (Tunika intima-media)

Tablo 4.5. P degerleri.

*TIM: Tunika intima-media kalinhg1
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4.5. Biyokimyasal Parametreler

Rutin degerlendirmede kullanilan testtler Tablo 4.5.1 de sunulmustir. BUN,
Kreatinin, AST ve LDH yoniinden gruplar arasinda farklilik saptanmadi. (p degerleri
sirast ile; 0.1, 0.26, 0.121, 0.054).

Tablo 4.6. Serum biyokimyasal 6l¢iimleri.

Kontrol MCT  MCT+SIL MCT+TAD MCT+SIL+TAD p

degeri
BUN (mg/dL)  42(33-49  37(28-  39(28-43)  37(28-41)  35(28-48) 0.1
40)
Kreatinin 1 1 1 1 1 0.26
(mg/dL)
AST (IU/L) 324 214 407 292 237 0.121
(230-392) (112  (229-596)  (110-534) (104-519)
396)
LDH (U/L) 1563 1196 1065 1047.5 841 0.054
(758- (565-  (556-1988)  (420-1295) (337-1505)
1816) 2726)

*Veriler Ortanca (min-maks) olarak yazilmustir.

Akciger dokularindan bakilan NO diizeyleri agisindan gruplar arasinda anlamli
fark saptanmistir (Tablo 4.7, p=0.002). NO diizeyi en diisik MCT grupta, en yiiksek
kontrol grupta bulundu [50.39 (34.54-69.42) nmol/g’a kars1 113.209 (83.65-168.57)
nmol/g, p=0.0001, Sekil 4.7]. Tek bagma SIL’in kullamldig1 grupta doku NO [61.22
(35.66-116.08) nmol/g], MCT gruptan daha yiiksek olsa da aradaki fark anlamli degildir
(p=0.23). Ancak kombine ila¢ grubunda doku NO belirgin bir sekilde yiiksek saptanmistir
[84.16 (51.39-93.53) nmol/g, p=0.01] .

Tablo 4.7. Akciger dokularinda bakilan NO diizeyleri.

Gruplar NO (nmol/g yas doku)
Kontrol 96.25 (74.33-168.57)
MCT 50.39 (34.54-69.42)
MCT+SIL 61.22 (35.66-116.08)
MCT+TAD 59.28 (46.68-75.81)
MCT+SIL+TAD 84.17 (51.39-93.53)

*Veriler Ortanca (min-maks) olarak yazilmistir. P=0.002
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Sekil 4.7. Akciger dokularindan bakilan NO diizeyleri.

Akciger dokusundan bakilan oksidatif stress parameterlerinin her biri ile ilgili
sekil asagida gosterilmistir. Doku katalaz enzimi diizeyi agisindan gruplar arasinda
anlaml fark vardi (Sekil 4.8, p<0.001). Katalaz diizeyi en diisik MCT+SIL grubunda
bulunmustur [Kontrol; 50.96 (33.68-67.3) U/mg, MCT; 70.14 (58.36-77.9) U/mg,
MCT+SIL; 39.64 (32.24-51.14) U/mg, MCT+TAD; 67.19 (51.41-67.19) U/mg,
MCT+SIL+TAD; 50.4 (30.49-61.91) U/mg].

Katalaz (U/mg protein)
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Sekil 4.8. Akciger dokusu katalaz diizeyleri.
*Tiim gruplar arasinda anlaml fark (p<0.001), MCT+SIL ile MCT ve MCT+TAD arasindan anlaml fark
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(p<0.05)

Doku MDH diizeyleri agindan gruplar arasinda anlaml fark mevcuttu (Sekil 4.9,
p<0.001). MDH diizeyi en diisiik kombine ila¢ kullanilan grup saptanmistir. [Kontrol;
27.4 (24.7-28.8) nmol/g yas doku, MCT; 28.48 (27.7-28.48) nmol/g yas doku, MCT+SIL;
27.75 (20.97-31.16) nmol/g yas doku, MCT+TAD; 30.22 (26.27-34.69) nmol/g yas doku,
MCT+SIL+TAD; 16.99 (12.97-19.87) nmol/g yas dokul].

MDH (nmol/g yas doku)
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Sekil 4.9. Akciger dokusu MDH diizeyleri.

* Tiim gruplar arasinda anlamli fark (p<0.001), MCT+SIL+TAD ile tiim gruplar rasinda anlamli fark
(p<0.05)

Doku SOD enzim diizeyleri agisindan gruplar arasinda anlamli fark mevcuttu
(Sekil 4.10, p=0.013). En diisiik deger diger gruplardan anlamli bir sekilde kombine ilag
kullanilan grupta saptanmistir. [Kontrol; 29.66 (24.65-42.67) U/mg protein, MCT; 35.32
(29.6-43.38) U/mg protein, MCT+SIL; 28.85 (26.14-34.83) U/mg protein, MCT+TAD;
31.22 (25.07-35.9) U/mg protein, MCT+SIL+TAD; 24.58 (22.39-33.83) U/mg protein].
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SOD (U/mg protein)
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Sekil 4.10. Akciger dokusu SOD diizeyleri.

* Tiim gruplar arasinda anlamh fark (p=0.013), MCT+SIL+TAD ile tiim gruplar arasinda anlamli fark
(p<0.05).

Dokularin glutatyon yoniinden degerlendirilmesinde gruplar aras1 anlaml fark
bulunmadi [Sekil 4.11, Kontrol; 48.58 (34.48-50.91) nmol/mg protein, MCT; 50.32
(41.79-60.07) nmol/mg protein, MCT+SIL; 41.63 (30.95-47.97) nmol/mg protein,
MCT+TAD; 47.99 (40.38-57.87) nmol/mg protein, MCT+SIL+TAD; 46.82 (42.1-
59.58) nmol/mg protein, p=0.074].

Toplam tGSH (nmol/ mg protein)
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Sekil 4.11. Akciger dokusu tGSH diizeyleri
* Gruplar arasinda fark yok (p=0.074)
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5. TARTISMA

Son 20 yildaki gelismelere ragmen PAH, hala tam tedavisi olmayan bir hastalik
olarak kalmistir. Ulkemizde bu hastaligin tedavisi i¢in bes farkli madde sinifindan on ilag
ruhsatlandirilmis olup, bu ilaglar tek baslarina veya daha sik tercih edildigi iizere
kombinasyon halinde kullanilmaktadir. PAH’daki giincel tedavinin esas amaci hastanin
tatmin edici bir klinik seviyede (DSO fonksiyonel sinif I veya II), sag kalp yetmezligi ve
hastalik ilerlemesi olmaksizin stabilize edilmesidir. Kombinasyon tedavisinin
kullan1ldig1 randomize, yiiksek hasta sayili, yeni sayilabilecek bir klinik caligmada bile
bu hedef hastalarin ancak %40'inda saglanabilmistir (95).

Gunimizde MCT modeli tekrarlanabilir, ucuz ve titiz teknik beceri
gerektirmemesi nedeniyle siklikla PH modeli olarak kullanilmaktadir. MCT nin nasil PH
olusturdugu birgok c¢alismaya konu olmustur. TGF-f3 reseptorii, aktivin-A reseptorii
benzeri kinaz-1 ve smad 3,4 ekspresyonunun MCT ile tedavi edilen si¢anlarin
akcigerlerinde azaldig1 gosterilmistir (160). Bu durum, MCT’nin si¢anlarin
akcigerlerindeki BMPR-2 proteini ekspresyonunu azaltmasi ile de iliskilidir. Bu da TGF-
smad ve BMPR-2 sinyallemesinin MCT ile indiiklenen PH'de bozuldugunu gosterir ki
ayni1 zamanda insan PH’si ile paylasilan bir karakteristiktir (155).

PAH’da artmis bagisiklik hiicrelerinin perivaskiiler birikimi ve damar igi
infiltrasyonlarinin yani sira bazi sitokin ve kemokinlerin dolasimdaki seviyelerinin
anormal bir sekilde yiikselmesi, pulmoner endotel disfonksiyonu ve enflamasyon
arasindaki karmasik etkilesimin, hastaligin gelisimindeki esas etkenlerden oldugunu
diisiindirmektedir (170). Bu anlamda, grup 1 PH’de siklikla kullanilan vazodilator
tedaviye akciger dokusunda antienflamuvar etkisi kanitlanmis bir ajani ilave etmek, daha
once hig test edilmemistir. PAH modelinin MCT ile olusturuldugu ratlarda tek basina
SIL’in kullanildig1 grupta doku NO sayisal olarak MCT gruptan daha yiiksek olsa da
aradaki fark anlamli bulunmamistir. Ancak kombine ila¢ grubunda doku NO belirgin bir
sekilde daha yiiksek saptanmistir. NO esas olarak endotel tarafindan iiretilir ve belki de
pulmoner vazodilatorler igerisinde en yaygin ¢alisilanidir. NO’nun vaskiiler sisteme olan
etkisi sadece vazodilatasyon degildir. Vaskiiler diiz kas hiicresi proliferasyonunu, DNA
sentezini ve kollajen tiretimini cGMP'nin aktivasyonu yoluyla inhibe eder (61,62). Ayrica

NO, proliferasyon iizerindeki etkilerden bagimsiz olarak vaskiiler diiz kas hiicre
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migrasyonunu da inhibe edici etki gosterir (63). Ancak proliferasyonu inhibe etmek i¢in
vazodilator etki yapan konsantrasyondan ¢ok daha yiiksek NO seviyeleri gereklidir, bu
da hiicresel proliferasyonu inhibe eden cAMP kinaz yolaginin ¢cGMP tarafindan es
zamanh aktivasyonunu diisiindiirmektedir (46).

NO yolaginin bozulmasi, PH patobiyolojisine katkida bulunan onemli bir
etkendir. Ekshale edilen havadaki NO ve bronkoalveolar lavajdaki NO biyokimyasal
reaksiyon iirlinleri, PAH'1 hastalarin akcigerlerinde kontrollere gore daha diisiiktiir ve
diizeyleri PH derecesi ile ters orantilidir (57,58). Idiyopatik PAH'li bireylerin solunan
nefesinde NO, saglikli sigara igmeyen kontrollerle iligkili PH hastasindan anlaml
derecede daha disiiktiir (59). Erken veriler, PAH hastalarinda pulmoner arterlerin
vaskiiler endotelyumunda immiin boyama ile 6l¢iilen eNOS ekspresyonunun azaldigini
gostermistir. Bu azalis, morfolojik arteriyel degisikliklerin ciddiyeti ile ters orantili olarak
raporlanmistir (104). Bununla birlikte bazi arastirmacilar PH'da artmis veya degismemis
eNOS immiin boyanma gostermislerdir (110,171). Dahasi, PAH'daki pleksiform
lezyonlarda yiiksek eNOS III ekspresyonunun kaniti da ileri siiriilmiistiir (172). Bu
durumu agiklamak ig¢in ileri siiriilen birlestirici hipotez, eNOS ekspresyonundan g¢ok
aktivite azalmasi oldugu ve de eNOS enziminin yaninda, diger NOS enzimlerinin seviye
yada aktivitesindeki degisiminde etkili oldugu yoniindedir. Bu anlamda NO’in pulmoner
hipertansiyonun ileri asamalarinda fazlaca izlenen pulmoner vaskiiler remelinge direkt
olarak katki veren endojen NO’nun PH’da ytiiksek tutulmasi sadece PAB’1 diisiirmekle
kalmayip ayn1 zamanda PH’un esas belirleyicisi olan vaskiiler yeniden sekillenmeyi de
olumlu etkilemesi yliksek olasiliktir.

Calismamizda gruplar histopatolojik olarak incelendiginde akciger dokusunda
MCT beklendigi sekilde hem interstisyum hem de pulmoner damar duvari etrafinda
mononiikleer hiicre infiltrasyonu ve pulmoner kiiciik damarlarin media tabakasinda
kalinlik artisina yol agmistir. Bu durum pulmoner hipertansiyonda izlenen degisiklikler
ile uyumlu olup, TAD ve SIL’in beraber kullanildig1 grupta hem infiltrasyonun hem de
duvar kalinliginin azaldigi, monoterapi gruplarinda enflamasyonun devam ettigi, buna
karst TAD grubunda media tabakasindaki kalinlik artiginin geriledigi saptanmustir.

PAH’da PGI-2 ve NO’nun indiikledigi ikinci haberciler olan cAMP ve cGMP’yi
hidrolize eden PDE'lerin artmis aktiviteleri 6nceden beri bilinmektedir (173). CAMP
protein kinaz A’y1 hedefliyerek hiicresel proliferasyonu bloke edici etki gdsterir. Bunu
sikline bagl kinaz (cdk) 4'lin inhibisyonu, hiicre dis1 sinyalle diizenlenen kinaz (erk)

aktivasyonu 11 ve cdk2 inhibitoérii p27kipl'in yukar1 regiilasyonu yoluyla yaptigi
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bildirilmistir (174). Diiz kas hiicre proliferasyonu iizerine cAMP kadar olmasa da
c¢GMP’nin de etkisi gosterilmistir.

Deneysel PAH'da, pulmoner vaskiiler yeniden sekillenme oOncesi karisik
inflamatuar hiicreleri igeren perivaskiiler enflamatuvar infiltratlarin izlenmesi, PAH’da
enflamatuvar ve bagisiklik sistemleri uyumsuzlugunun var oldugunu ve yeniden
sekillenmeye katkida bulundugu isaret etmektedir. Bu goriisle uyumlu olarak, PAH
hastalarinin  akcigerlerinde yiiksek derecede organize lenfosit birikimlerine
rastlanabilmektedir (175). Benzer sekilde, dolasimdaki enflamatuvar mediator
diizeylerinin PAH'da daha koétii bir klinik sonug ile parelel seyir izledigi ve dolagimdaki
hiicre alt gruplarinda bir takim degisikliklerin gézlenebilecegi rapor edilmistir (70).

Son arastirmalar, pulmoner vaskiiler hiicrelerin PAH'da pulmoner vaskiiler
yeniden sekillenmeye katkida bulunan énemli lokal ¢oziiniir sinyal kaynaklart olduguna
dair kanmit sunmaktadir. Gergekte, PAH hastalarindan alinan PASMC'ler, endotelyal
hiicreler, fibroblastlar ve miyofibroblastlar, cesitli sitokinlerin ve kemokinlerin ve
ICAM1 gibi 6nemli enflamatuvar hiicre adezyon molekiillerinin artmis ekspresyonu ile
karakterize belirgin bir pro-enflamatuvar durus sergilemektedirler (3). IL-1, IL-6, LTB4,
makrofaj migrasyon inhibitdr faktori, leptin ve TNF-a'nin asir1 lokal sekresyonu ve
FoxO1 inaktivasyonu, PAH'daki pulmoner vaskiiler agda yapisal ve fonksiyonel
degisikliklere aracilik etmede 6nemli roller oynuyor gibi gériinmektedir (68,72). Ortaya
konulan tiim bu enflamasyon ile PAH arasi etkilesim kanallar1, enflamasyonu baskilayici
ilaglarin bu hastalikta etkili olabilecegini isaret etmektedir.

Calismamizda monoterapi gruplarinda, perivaskiiler alan ve intersitisyumda
mononiikleer hiicre infiltrasyonunda belirgin bir farklilik olmamus, SIL ve TAD’in
beraber kullanildig1 grupta ise enflamasyon dikkat ¢ekici bir sekilde baskilanmigtir. Yani
SIL’in vazodilatér TAD’a eklenmesinin enflamasyonu azaltici bir etki ortaya
koydugundan bahsedilebilir ki, bu durum karmasik patofizyolojisi nedeniyle monoterapi
yada sadece vazodilator tedavi yerine farkli etkileri olan degisik ila¢ kombinasyonlarinin
PAH’da daha etkili olabilecegi fikrini desteklemektedir.

Olgiilen sag ventrikiil basinglarina gére MCT’ nin basing arttirici etkisi {izerine
SIL’in tek basma veya kombine kullanimda belirgin bir etkisi saptanmamustir. Ancak
belirtilmelidir ki ¢alismamizda 6lgiilen numerik degerlerin sayisal anlamda hem MCT
grupta hem diger gruplarda asir1 farkli olmamasi, ortaya ¢ikan etkinin dl¢lilmesini
sinirlandirmis olabilir. Buna karsin TAD kullaniminin pulmoner basing azaltici terapotik

potansiyeli bir kere daha dogrulanmustir.
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De Franceschi ve ark. (176) PDE-4 enziminin 6nemini, pulmoner hipertansiyonun
sik ratlanan bir morbidite nedeni oldugu orak hiicreli transgenik farelerde arastirmiglardir.
Her ne kadar orak hiicreli anemi (OHA) DSO grupl PAH nedenleri arasindan ¢ikarilmis
olsa da, yabani tip ve transgenik orak hiicreli (Hbbs/Hbbs) fareleri 7 giin boyunca
hipoksiye (%8 02) maruz birakmanin; hem bronkoalveoal lavajdaki (BAL) hem de
periferik dolasimdaki nétrofil sayisimi arttirdigi, BAL’dan bakilan IL1p, IL10, IL6 ve
TNF-a diizeylerini yiikselttigi, endotelin-1, siklo-oksijenaz-2, anjiyotensin doniistiiriicii-
enzim ve IL-1p gen aktivasyonlarmi belirgin sekilde arttirdigini rapor etmislerdir. Bu
sekilde enflamasyonun OHA’daki PH patogenezindeki roliiniin énemli olabilecegini
bildirmislerdir. Yine ayni calismada OHA’11 fare akcigerlerinde, uzamis hipoksinin PDE-
4’¢ ilave PDE-1’inde gen ekpresyonunun belirgin sekilde arttirdigi, bu farelere PDE-4
inhibitori rolipram verildiginde, hipoksinin neden oldugu PDE-4 ve PDE-1 geninin
yukart regiilasyonunun oniine gecildigi ve ayrica biiyiik olasilikla hem vaskiiler tonusu
hem de enflamatuvar faktorlerin modiilasyonu yoluyla PAH gelisiminin engellendigi
rapor edilmistir. Ancak belirtilmelidir ki OAH’da pulmoner hipertansiyon gelisiminde
PAH patogenezi biraz farklidir; oraklagmis eritrositlerin neden oldugu mikrovaskiiler
okliizyon ve mikroenfarkt kaynakli akut-kronik akciger hasar1 esas dnemli etkenlerdir
a77).

PDE-4 inhibitoriiniin grup 1 PAH’daki 6nemini isaret eden bir ¢alisma daha once
Izikki ve arkadaslarinca (178) yapilmistir. Bu calismada bir PDE-4 inhib6torii olan
roflumilast’mn hem MCT’nin hem de hipoksinin indiikledigi PAH’daki etkinligi
monoterapi olarak degerlerlendirilmistir. MCT enjeksiyonundan (60 mg x kg-1 s.k)
hemen sonra baglanan roflumilast [(0.5-1.5 mg x kg(-1) giin(-1)] 21. giine kadar
kullanildiginda PH gelisimini, sag ventrikiil hipertrofisini ve 21. giin distal damar
muskilarizasyonunu  zayiflattigini raporlamislardir. Ayrica roflumilast yiiksek doz
kullanildiginda, 21. giinde akciger dokusunda gozlenen IL-6 ve MCP-1 mRNA'lardaki
artislart azalttig1 bildirilmistir. ilaveten, MCT’den sonraki 21-42. giinler arasinda
roflumilast yiiksek doz kullanildiginda PH’un tersine dondiigii, nerdeyse PAB degeri ve
pulmoner vaskiiler yapinin normal haline ulastigina dair gli¢lii bir kanaate varilmstir.
Ortaya ¢ikan bu etkinin hipoksi modelinde de izlendigi savunulmustur. Her ne kadar
bizim g¢alismamizi planlarken boyle bir ¢alismanin varligindan haberimiz olsa da
dikkatimizi ¢eken sey, bu kadar pozitif bulgularin oldugu bir ¢alismadan sonra bir
dekattan daha uzun bir siire gegmis olmasina ragmen bu alanda ne bir preklinik ne de

klinik bir calismanin yapilmamis olmasidir. Yaptigimiz ¢alismada hem baska bir PDE-4
62



inhibitériinii ayr1 olarak hem de bilinen bir tedavi olan vazodilator TAD’a ilave
edildiginde PAH’da bir fark yaratip yaratmayacagi test edilmistir. Nitekim, bizim
sonuclarimiza gére kombine ilag kullanimi gurubunda hem enflamasyon hem de doku
NO diizeyleri daha iyi bulunmustur. Distal pulmoner arter muskularizasyonu, kombine
ve TAD gruplarinda azalmig, hemodinamik olarak kombine ila¢ grubunda ilave bir
farklilik saptanmamustir. Tek basina SIL ne distal pulmoner arter muskilarizasyonu ne de
PAB degeri iizerine anlaml bir etki ortaya koyamamustir. Bu durum, belki kullandigimiz
SIL dozunun diisiik kalmas1 veya grup etkisinin zay1f olmasindan kaynaklanabilir. Ancak
roflumilast’in PAH’a 6zgii bir tedavi olmamasina ragmen PAH’da tek basina kullanilip,
bu kadar etkili oldugunun raporlanmasinin biraz da kusku yaratan durumdur.

Growcot E.J ve ark. (179) PH’si olan hastalarin distal pulmoner arterlerinden
alinan diiz kas hiicrelerine kiiltiir ortaminda PDGF ve cAMP diizeylerini etkileyen ilaclar
verilerek proliferasyon, DNA sentezi ve apoptozisi degerlendirmislerdir. Roflumilast ve
SIL verdiklerinde hiicre i¢ci cAMP artisinin her ikisinde benzer oranda oldugunu rapor
etmiglerdir. Bu ¢alismada PDE-4 inhibisyonun serumla uyarilmis PASMC proliferasyonu
kadar DNA sentezini de inhibe ettigi, iloprost ve PDE-4 inhibitori ile ikili tedavinin
onemli Olciide daha fazla antimitojenik etki gosterdigi raporlanmistir. Bu calismada
ayrica agonistin indiikledigi DNA sentezinin hem SIiL, hem roflumilast hem de rolipram
icin doza bagimli oldugu seklinde raporlanmustir. Literatiirde her iki molekiiliin de
enflamasyonun patogenezinde yogun rol aldigt KOAH ve astim basta olmak iizere
calisildigy ortak hastaliklar mevcuttur (180). SIL’in antienflamatuvar etkileri, sigara
icenler, KOAH hastalar1 ve normal kontrollerden alinan brons epitel hiicrelerinde ve
balgam hiicrelerinde degerlendirilmistir (181). TNF-a ve IL-8 diizeyleri, KOAH'l1
hastalardan alinan bronsiyal epitelyal ve balgam hiicrelerinde kontrollere veya sigara
icenlere gore onemli Slciide daha yiiksek bir seviyede saptanmustir. SIL, brons epiteli ve
balgam hiicreleri tarafindan TNF-a salinimini ile balgam hiicreleri tarafindan GM-CSF
salinimint 6nemli Olglide azaltmis, IL-8 diizeylerini ise etkilememistir. Ayrica KOAH
hastalarindan alman brons biyopsilerinde, SIL tedavisi KOAH'da hastalik siddeti ile
korelasyon gosteren CD8+ ve CD68+ hiicrelerinde azalmaya neden olmustur. Plasebo ile
karsilastirildiginda subepitelyal CD4 + hiicrelerinin (%42) ve nétrofillerin (%37) de
belirgin azaldig1 rapor edilmistir. Bu sonuglara bakilarak antienflamatuvar etkisinin
giiclii oldugu séylenebilir (181,182).

PDE-4 inhibitérleri ve PH ile ilgili diger bir ¢alisma Siemtz ve ark. (183)
tarafindan yapilan grup 3 PH ile ilgili bir deneysel ¢aligmadir. Bu c¢alismada sigaranin
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neden oldugu amfizem ve bu durum ile iliskili PH’da TAD ve piclamilast (PDE-4
inhibitorii)’in her birinin ayr1 ayr1 ve kombine kullanimlarinin 6nleyici etkisi fareler
tizerindeki modelde arastirilmistir. Alti aylik uzun siireli ¢calismada TAD, piclamilast
veya bunlarin her ikisinin kombinasyonu ile dnleyici tedavinin, sigara dumanina maruz
kalmanin neden oldugu amfizem gelisimini engelledigi, akciger kompliansini, tidal
voliimii, akciger vaskiiler yapisinin yapisal yeniden sekillenmesinin iyilestirdigi, sag
ventrikiil sistolik basing artisin1 ve sag ventrikiil hipertrofisini neredeyse tamamen
Onledigi rapor edilmistir. Ayrica bu ¢aligmada sigaranin indiikledigi alveol makrofaj artist
tizerine kombinasyon tedavisinin olumlu bir etki yapmadigi buna karsin monoterapinin

etkili oldugu bildirilmistir.

NO, ANP ve diger bazi1 vazodilatorlerin vaskiiler tonusu diizenlemek ig¢in
c¢GMP’yi kullandiklari iyi bilinmektedir (52,105,107). PDE-5, cGMP hidrolizine olduk¢a
spesifiktir ve bazal kosullar altinda diiz kas hiicrelerinde en aktif cGMP hidrolizi saglayan
PDE oldugu diisiiniilmektedir (184). cGMP, cGMP'ye bagimli protein kinazi1 (PKG)
aktive eder. Bu sekilde cGMP'deki bir artis, vazodilatasyona yol acan hiicre i¢i Ca®*
konsantrasyonunun azalmasina neden olur (185). Bu etkide cAMP bagimli protein
kinazin (PKA) etkisi olmadig1 diisiiniiliir. Bu durum, aortik diiz kasda cGMP'nin neden
oldugu gevsemesinin tamamen ortadan kalktigi, cAMP'ye baghh gevsemenin
etkilenmedigi, PKG-1’i eksik fareler kullanilarak dogrulanmistir (186). Ancak miyozin
fosfatazin diizenleyici miyozin baglayici alt biriminin (187), IP3 reseptori ile iliskili
c¢GMP kinaz substratinin (IRAG) (188) ve kalsiyumla aktiflestirilen biiyiik K* (BKCa)
kanallar1 (189) gibi spesifik cAMP’nin indiikledigi PKA substratlarinin fosforilasyonu
da, kas tonusunun zayiflamasi ile sonuglanan hiicre i¢i kalsiyumun azalmasina katkida
bulunan bir etkendir (190). Bu nedenle hem cGMP hem de cAMP, esas olarak hiicre igi
kalsiyumun azaltilmasi veya miyozin fosfatazin aktivasyonu yoluyla akut diiz kas
gevsemesini modiile eder (191). Tiim bu etkiler yukarida bahsedilen degisik PH alt
gruplarindaki PDE-4 enzim inhibitorlerinin vazodilator etkilerini kismen de olsa

aciklayabilir (176,178,183).

Calismamizda ekokardiyografik olarak, PH ile ilgili direkt bir bulgu kabul
edebilecegimiz, sag kalp genisligini gosterir LV/RV oram istatiksel olarak anlamli
olmasa da en diisiik MCT grubunda bulunurken, tiim tedavi gruplar1 ve kontrol grubunda

ise numerik olarak birbirine ¢ok yakin degerler saptanmistir. Ayrica ekokardiyografik
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olarak ortalama PAB 6l¢limiinde kullanilan PAT degeri yine en diisiik, istatistiksel olarak
anlamli sinira yakin bir sekilde MCT grupta tespit edilmis, kontrol ve tedavi gruplarinda
ise birbirine yakin bulunmustur. Bu bulgular invazif hemodinamik ve histolojik
bulgularla bir miktar tutarsizlik gdstermektedir. Novelli ve ark. (192) yeni yayimlanmig
caligmalarinda, sicanlarda 13 Mhz lineer prob kullanarak MCT sonrasi yiiksek frame
hizinda ekokardiyografik bulgularin zamana gore degisimini irdelemislerdir. Yaptiklari
calismada sag kalp ile ilgili bulgularin MCT enjeksiyonundan 3 hafta sonra
belirginlesmeye basladigi ve 5. haftada maksimum degerine ulastigi bildirilmistir. Ayrica
bu caligsmada sag ventrikiil sistolik fonksiyonlarini gdsteren TAPSE ve sag ventrikiil alan
degisimi gibi parametreler de kullanilmistir. Bizim ¢alismamizda ratlara sadece deney
sonunda (5.hafta) ekokardiyografi yapilmis, TAPSE ve sag ventrikiil alan degisimi hem
kullanilan ekokardiyografik probun goriintiileme yetenegindeki sinirliliklari, hem de
numerik olarak bulunan degerlerin kiigiik olmas1 ve hataya ¢ok agik dogasi nedeniyle
degerlendirmeye alinmamustir.

Deneysel olarak hayvanlar1 HIV, schistosomiasis, ovalbumin, IL-6 veya Fra-
2’nin agir1 liretimi gibi bir immiinolojik uyariya maruz birakmak PH’yi tetikleyebilir
(159). Bu PH modellerinde enflamatuvar tetikleyicilerin veya sistozomiazisdeki tip 2
enflamasyon gibi enflamatuvar kaskadin blokajinin, pulmoner vaskiiler hastalik
fenotipinin gelisimini 6nleyebildigi gosterilmistir (193). Bununla birlikte, klinik anlamda
enflamasyonu bloke etme sadece bir hastalikta ise yaramistir ki bu da sistemik lupus
eritematozus’dur (194). PAH patogenezinde altta yatan veya eslik eden enflamasyon
kanitlarinin ¢ok fazla olmasina (158) ve preklinik ¢aligmalarda gosterilen etkinliklere
ragmen, ‘enflamasyonun baskilanmasi simdiye kadar neden klinik pratige yansimamistir’
seklinde bir soruya karsilik farkli teoriler ileri siiriilebilir ki, bunlardan ilk ve en 6nemlisi
insanlardaki PAH’a eslik eden enflamasyonun karmasik dogasi ve bilinmeyenlerinin
olmasidir. Muhtemelen vaskiiler hastaligi hem arttiran hem de baskilayan farkl
enflamasyon tipleri bir arada bulunmaktadir (193). Bagisiklik sisteminin tiimden
baskilanmast hem zararli hem de kompansatuvar yolaklar1 hedefler, boylece potolojik
degisimin yanisira faydali mekanizmalar da bloke edilmis olur. Alternatif bir hipotez de
zamanlama ilgili bir sorun olabilecegi seklindedir; enflamasyon hastalig1 tetikleyebilir,
ancak yerlesik hastalikta artik patojenik olmayabilir. Ilaveten, enflamasyon bir
epifenomendir yani; hastalikta aktivasyonu artiyorken, vaskiiler hastalikla iligkisi yoktur
veya ge¢ olarak ortaya ¢ikan intimal ve medial patolojinin bir etkisi olarak kendine yer

ediniyor olabilir. Tim bunlar PAH ile ilgili daha oOnceki klinik c¢alismalarda
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antienflamatuvar tedavilerin etkisizligini izah edebilecek teorilerdir. Bununla beraber
PAH’l1 hastalarda enflamatuvar yollar1 hedefleyen bir takim yeni biyolojik ajanlarla
yapilan bircok klinik ¢alismanin heniliz yeni basladifi veya hala devam etttigi
bilinmelidir. Bunlar arasinda, sistemik skleroz ile iligkili PAH'l1 hastalarda kimerik bir
anti-insan CD20 (ClinicalTrials.gov tanimlayicist NCT01086540) olan rituksimab; PAH
hastalarinda insanst bir anti-IL-6 reseptdr antikoru (ClinicalTrials.gov tanimlayicisi
NCT02676947) olan tocilizumab; BMPR2 ekspresyonunu yukar regiile ettigi gosterilen
bir kalsindrin inhibitorii ve FKBP12'nin (12-kDa FK506 baglayici protein) bir baglayici
ortagi olan FK506; ve bir rekombinant protein olarak {iretilen elastaz inhibitorii sayilabilir
(3).

Calisgmamizdaki bir diger Onemli bulgumuz da sol ventrikiil diyastolik
fonksiyonlar ile ilgili olan mitral dolum dalga paternlerindeki degisimdir. MCT kullanim1
sonrasi sol ventrikiiliin diyastolik erken ge¢ dolumu etkilenmistir ve TAD kullaniminda
diger ilag¢ gruplarma gore olumlu anlamda degisim izlenmistir. Histolojik olarak MCT
kullanilan grup kalp dokularinda enflamatuvar hiicre infiltrasyonu tespit edilmis olup, bu
durumun miyokardiyal diyastolik fonksiyonlar: etkilemesi olasidir. Miyokardial
infiltrasyon, Gomez-Arroyo ve ark tarafindan da bildirilen, MCT-PH modelinin
dezavantajlarindan biridir (160). Calismamizda miyokardiyal infiltrasyon tedavi
kollarinin herbirinde diizelmistir. Ancak beklenilenin aksine, diyastolik fonksiyon
anlaminda en iyi gorilintii veren grubun kombinasyon tedavisi alan grup olacagi diisiiniilse
de sadece TAD alan grup daha basarili ¢ikmistir. PDE-5 inhibitorlerinin erigkinlerde
tedavisi oldukga zor olan korunmus EF’li kalp yetmezliginde gelisen PH’da kullanima ile
ilgili ¢aligmalar mevcuttur. Bu ¢alismalarin bir kism1 olumsuz sonuglar bildirmigken, bir
kism1 da hem invazif hemodinamik bulgularda, hem de klinik gostergelerde iyilesme
bildirmistir (195,196).

Calismamizda silomlastin olasi1 etkisi durumunda enflamasyon ile iliskili oksidatif
stres parametreleri de degerlendirilmis olup, kombine ilag kullanilan grupta ve SIL
grubunda oksidatif stres parametrelerinde tutarl bir degisim izlenmemistir. Ancak daha
once yapilan bazi calismalarda PDE-4 enzim inhibisyonunun oksidatif stresi azalttigini
sOylemek gerekir (197).

Calismanin limitasyonlarindan sayilabilecek birisi ¢alismada bir antienflamatuvar
ajan kullanilmasina ragmen etki mekanizmasini isaret etme adina IL-6, TNF-o gibi
herhangi  bir enflamatuvar belirleyicinin  c¢alismaya dahil edilmemesidir.

Ekokardiyografik olarak TAPSE, sag ventrikiil fraksiyone alan degisimi gibi
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parametrelerle sag ventrikiiliin fonksiyonel degerlendirmenin yapilmamis olmasi da bir
gercektir. Ayrica, degerlendirilen hemodinamik parameterleler arasinda direkt PAB
Olciimii uygulanmamis olup onun yerine sistolik sag ventikiil basing kaydi alinmis,

pulmoner vaskiiler direng hesabi, kardiyak output gibi parametreler dl¢iilmemistir.

Sonug; MCT ile indiiklenen PAH’da tek basina SIL’in PAB’1 isaret eden sag
ventrikiil sistolik basinci ve distal pulmoner arter duvar kalinlasmasi iizerine belirgin bir
etkisi izlenmemistir. Ancak, bir antienflamatuvar ajan olarak gelistirilen bu PDE-4
inhibitoriiniin TAD ile kombine kullanimi, histolojik olarak PAH’a eslik eden veya
patogenezde dnemli gibi duran enflamasyon ve doku NO diizeylerini iyilestirmektedir.
Bu ajan ile ilgili farkli dozlar veya bagka PAH modelleri ileride yapilacak ¢alismalarin

arastirma konusu olabilir.
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6. SONUC VE ONERILER

Simdiye kadar yapilan PAH tedavisi ¢alismalarinda pulmoner vaskiiler yataga
vazodilator etki yapan bir ajan ile hastaligin patogenezinde 6nemli oldugu diisiiniilen
enflamasyonu baskilayan bir PDE-4 inhibitorii beraber kullanilmamistir. Calismamizda
TAD ve SiL’in kombine kullanildigi grupta MCT grubuna gore, hem pulmoner
perivaskiiler mononiikleer hiicre infiltrasyonun hem de duvar kalinligimin azaldigi,
monoterapi gruplarinda enflamasyonun devam ettigi, buna karst TAD grubunda media
tabakasindaki kalinhik artisinin geriledigi saptanmustir. Yani SiL tek basina degil de
kombine kullannminda enflamasyonu azaltic1 etki ortaya koymustur.  Bahsedilmesi
gereken belki de ¢ok daha onemli bir bulgu, TAD ile kombinasyonunun doku NO
diizeylerini MCT grubuna gore belirgin yiikseltmesidir. Bununla birlikte, 6l¢iilen sag
ventrikiil basinglarina gore MCT nin pulmoner basing arttiric etkisi {izerine SiL’in tek
basina veya kombine kullanimda belirgin bir etkisi tespit edilememistir. Buna karsin
TAD kullaniminin pulmoner basing azaltici terapétik potansiyeli bir kere daha
dogrulanmustir.

Calismamizda ekokardiyografik olarak, PH ile ilgili direkt bir bulgu kabul
edebilecegimiz, sag kalp genisligini gosterir LV/RV oram istatiksel olarak anlamli
olmasa da en diisiik MCT grupta saptanmis, tiim tedavi gruplar1 ve kontrol grubunda ise
numerik olarak birbirine ¢ok yakin degerler bulunmustur. Ayrica ekokardiyografik olarak
ortalama PAB ol¢iimiinde kullanilan PAT degeri yine en diisiik, istatistiksel olarak
anlamli sinira yakin bir sekilde MCT grupta tespit edilmis, kontrol ve tedavi gruplarinda
ise birbirine yakin degerler bulunmustur. Bu bulgular invazif hemodinamik ve histolojik
bulgularla bir miktar tutarsizlik gostermektedir.

Her ne kadar pulmoner arter basinci lizerine belirgin direkt bir etkisi izlenmese
de, SIL’in farkli dozlar1 ve/veya baska PAH modelleri ile yapilacak ¢alismalar PAH da

PDE-4 enzim inhibisyonunun 6neminin daha iyi anlagilmasini saglayacaktir.
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