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OZET

Sicanlarda Monokrotalinle Olusturulmus Pulmoner Arteriyel Hipertansiyon

Modelinde Alamandin ve Melatonin’in Etkilerinin Arastirilmasi

Amag¢: PAH giincel tedavilere ragmen progresif ve fatal seyretmektedir.
Calismamizda, kardiyovaskiiler hastaliklarda faydali etkileri daha dnce gosterilen ALA,
MEL ve ALAMEL kombinasyonunun PAH’taki olast koruyucu etkilerinin
karsilastirilmas1 amaglandi.

Gere¢ ve Yontem: 10 haftalik erkek si¢anlar, basit randomize olarak kontrol
(n=10), MCT (n=12), ALA (n=12), MEL (n=12) ve ALAMEL (n=12) gruplarina
ayrildi. 1. glin 60 mg/kg tek doz sc MCT ile PAH olusturulurken; 1-35. giinler arasinda
ALA grubuna 50 pg/kg/giin ip ALA, MEL grubuna 10 mg/kg/gin ip MEL ve
ALAMEL grubuna ise ALAMEL kombinasyonu uygulandi. Deney sonunda
ekokardiyografik ve invazif hemodinamik 6lgtimler yapildi. Kalp ve akciger dokular
alinarak morfometrik, histopatolojik, ELISA ve western blot analizleri gergeklestirildi.

Bulgular: RV/LV, MCT grubunda artarken; ALA ve ALAMEL gruplarinda
azalmis bulundu. RVSP, MCT grubunda artarken; MEL grubunda diisme egiliminde
bulundu. MCT grubunda RV/LV+IVS artmis olup; MEL grubunda azalmis bulundu.
Tim tedavi gruplarinda, inflamatuvar infiltrasyonda, TIM kalinligi (p<0,0001) ile
PCNA ve a-SMA immiinoreaktivitesinde azalma izlendi. Histopatolojik iyilesme MEL
ve ALAMEL gruplarinda ALA grubuna gore daha belirgindi. Artan LOX aktivitesi, tim
tedavi gruplarinda MCT grubuna kiyasla azalirken; bu azalisin MEL grubunda ALA
grubuna gore daha belirgin oldugu bulundu.

Sonuclar: ALA ve ozellikle MEL’in antiinflamatuvar, antiproliferatif ve
antiremodeling etkileriyle PAH gelisimini azalttigi, ALAMEL kombinasyonunun ise ek
fayda saglamadigi bulundu. ALA ve 6zellikle MEL’in, LOX inhibisyonuyla ECM
remodelingini azaltmasinin PAH’in 6nlenmesinde 6nemli oldugu diistiniilmektedir.
Sonuglarimizi destekleyecek ileri ¢aligmalara ihtiyag vardir.

Anahtar Kelimeler: Alamandin, melatonin, monokrotalin, pulmoner arteriyel

hipertansiyon, sag ventrikiil sistolik basinci.



ABSTRACT

Investigation of the Effects of Alamandin and Melatonin in a Monocrotalin-

Induced Pulmonary Arterial Hypertension Model in Rats.

Aim: PAH has a progressive and fatal course despite current treatments. We
aimed to compare the possible protective effects of ALA, MEL, and ALAMEL
combination, whose beneficial effects in cardiovascular diseases have been shown
before, in PAH.

Material and Method: 10-week-old male rats were randomly divided into
control (n=10), MCT (n=12), ALA (n=12), MEL (n=12) and ALAMEL (n=12) groups.
PAH was induced by 60 mg/kg single dose sc MCT on day 1; 50 pg/kg/day ip ALA, 10
mg/kg/day ip MEL and ALAMEL combination were administered to the ALA, MEL
and ALAMEL groups (respectively) between days 1-35. Echocardiographic and
invasive hemodynamic measurements were performed. Hearts and lungs were taken and

morphometric, histopathological, ELISA and western blot analyzes were performed.

Results: RV/LV was decreased in the ALA and ALAMEL groups compared to
the MCT group. RVSP was tended to reduce and RV/LV+IVS was reduced in the MEL
group. Inflammatory infiltration, TIM thickness, immunoreactivity of PCNA and a-
SMA were decreased in all treatment groups. Histopathological improvement in the
MEL and ALAMEL groups were higher compared to the ALA group. LOX activity was

reduced in all treatment groups; especially in the MEL group.

Conclusion: ALA and especially MEL reduced the development of PAH with
anti-inflammatory, antiproliferative and antiremodeling effects, while combination
treatment did not provide additional benefit. The reduction of ECM remodeling by LOX
inhibition by ALA, and especially MEL, is thought to be important in the prevention of
PAH. Further studies are needed to support our results.

Key Words: Alamandine, melatonin, monocrotaline, pulmonary arterial

hypertension, right ventricular systolic pressure.
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1. GIRIS

Pulmoner hipertansiyon (PH), pulmoner dolasimin kiigiik damarlarini etkileyen
kronik, progresif ve 6liimciil bir hastalik grubudur. PH’ nin, genel popiilasyonun %10-
20’sini  etkiledigi tahmin edilmektedir (5). PH, 2015 Avrupa Kardiyoloji
Dernegi/Avrupa Solunum Dernegi (ESC/ERS) kilavuzunda; dinlenme halinde, sag kalp
kateterizasyonu ile olgiilen ortalama pulmoner arter basincinin (mPAP)>25 mmHg
olmasi seklinde tanimlanmaktaydi (5). Fakat 2018 yilinda gergeklestirilen 6. Diinya
Pulmoner Hipertansiyon Sempozyumunda revize edilmis bir PH tanim1 6nerilmistir. Bu
revize tanimda PH i¢in dinlenme sirasinda sag kalp kateterizasyonu (RHC) ile 6l¢iilen
MPAP esiginin 25 mmHg'den 20 mmHg’ye diisiiriilmesi onerilmistir (6).

PH’de artan sag ventrikiil (RV) i¢i basing nedeniyle hastalik ilerlerken sirasiyla;
RV hipertrofisi (RVH), disfonksiyonu ve sag kalp yetmezligi meydana gelmektedir. PH
kliniginde, gaz degisiminde bozulma ve vendz kanin oksijenizasyonunda yetersizlik,
dispne, yorgunluk, gogiis agris1 ve senkop goriilebilmektedir (5).

ESC ve ERS’nin 2015’te yayimladig: ortak kilavuzda yer alan klinik siniflamada
PH, 5 gruba ayrilmistir (5).

Grup 1. PAH

Grup 2. Sol kalp hastaligina bagli PH

Grup 3. Akciger hastaligi ve/veya hipoksiye baglh PH

Grup 4. Kronik tromboembolik pulmoner hipertansiyon (CTEPH) ve diger
pulmoner arter obstriiksiyonlari

Grup 5. Multifaktoriyel ve/veya mekanizmasi belli olmayan PH

PH Klinik smiflamasinda Grup 1 olarak ifade edilen pulmoner arteriyel
hipertansiyon (PAH), kiiciik pulmoner arter ve arteriyolleri etkileyen, nadir, kronik,
progresif ve fatal bir hastaliktir. PAH; akciger hastaliklari, CTEPH veya diger nadir
hastaliklara bagli PH gibi diger prekapiller PH nedenlerinin yoklugunda, hemodinamik
olarak prekapiller PH (mPAP>25 mmHg olmasina ilaveten pulmoner arter kama
basinci<15 mmHg, PVR>3 Wood iinitesi) varligiyla karakterize bir grup hastay:
tanimlamaktadir. PAHta sag kalim tedavisiz ortalama 2,8 yil iken; glincel tedavilerle
ancak 9 yila c¢ikabilmektedir. RV disfonksiyonu ve yetmezligi mortalitenin ana
sebebidir (5). PAH giincel tedavisinde ilk sira ilaglar; endotelin reseptor antagonistleri

(ERA; bosentan, ambrisentan, masitentan), fosfodiesteraz 5 (PDE-5) inhibitorleri



(sildenafil, tadalafil) ve ¢oziinebilir guanilat siklaz (sGC) stimiilatorii riosiguattir. Daha
ciddi PAH hastalarinin tedavisinde ise en potent pulmoner vazodilatorler olan parenteral
formda epoprostenol ve treprostinil kullanilir. Bu tedavilerin ise maalesef embriyo-
fetotoksisite, infertilite, hipotansiyon ve kanama gibi ciddi yan tesirleri bulunmaktadir.
Mevcut ilaglarin etkilili§inin yetersizligi ve yan tesirler nedeniyle klinik kullaniminin
siirlt olmas1 PAH tedavisine yonelik ilag arastirmalarinin artmasina yol agmustir (7).

PAH’1 baglatan olay heniiz tam olarak aydinlatilamamuistir. Fizyolojik kosullarda,
pulmoner arteriyel diiz kas hiicreleri (PADKH) tizerine etkili vazokonstriktor/proliferatif
sinyaller (endotelin-1 [endotel kaynakli] ve hiicre i¢i kalsiyum vb.) ile
vazodilator/antiproliferatif sinyaller (endotel kaynakli prostaglandin I> [PGI2] ve nitrik
oksit [NO] vb.) denge halindedir. PAH’ta ise bu denge vazokonstriktor/proliferatif
sinyaller lehine bozulmaktadir. Bu bozulma sonucunda siirekli pulmoner
vazokonstriksiyon, pulmoner vaskiiler remodeling, in situ tromboz ve pulmoner
vaskiiler duvar sertlesmesi ortaya ¢ikmaktadir. Bu degisikliklere bagli olarak kiiciik
pulmoner arter ve arteriyollerde PVR ve mPAP’ta artis meydana gelmektedir. PADKH
membraninda K* kanal sayisinda azalmanin da PAH gelisiminde rolii oldugu ileri
stiriilmektedir (7). PAH patogenezinde ¢ok sayida faktor etkili olmakla birlikte oksidatif
stres artisinin da 6nemli bir yeri vardir. Reaktif oksijen tiirleri (ROS)’nin iiretimindeki
artig, pulmoner vaskiiler endotelyal hasara yol a¢maktadir. Ayrica; PADKH’lerde
apopitozis direnci ve proliferasyon artisina; sonu¢ olarak yukarida da bahsedilen
pulmoner vaskiiler remodeling siirecinin hizlanmasina neden olmaktadir (8). PAH
patogenezinde inflamasyonun da 6nemli bir rol oynadigi bilinmektedir (9).

Alamandin (ALA); renin anjiyotensin sistemi (RAS)’nin protektif koluna ait
peptit yapili bir endojen molekiildiir. Anjiyotensin (1-7)’nin dekarboksilasyonuyla
meydana gelir. Membranda bulunan Mas ile iliskili G protein bitisik reseptor iiye D
(MrgD) reseptoriine baglanarak etki gosterir. MrgD reseptorii arteriyel diiz kas
hiicrelerinde, endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS) pozitif endotelyal hiicrelerde ve
kardiyomiyositlerde  bulunmaktadir. ALA’nmin  antihipertansif, kardiyoprotektif,
antifibrotik ve vazodilator etkililigi deneysel olarak ortaya konmustur (10).

Melatonin (MEL); pineal bezde 151k uyaris1 azaldiginda tiretilip salgilanan, indol
halkas1 igeren, kiiciik ve lipofilik yapili bir molekiildiir. G protein bitisik M1 ve M2
reseptorleri ile kinon rediiktaz ailesine ait M3 reseptdrleri bulunmakta olup M1 ve M2

vaskiiler sistem etkilerine aracilik etmektedir (11). MEL’in serbest radikal stipiiriicii,



antioksidan, antiinflamatuvar, antiproliferatif ve vazodilator etki gosterdigi bulunmustur
(8).

Mevcut literatiir verileri dogrultusunda vazodilator, antiproliferatif, antioksidan
ve antiinflamatuvar etkili ilaglarin potansiyel olarak PAH gelisimini ve progresyonunu
durdurabilecegi veya en azindan yavaslatabilecegi kanisina varilmistir. Kapsamli bir
literatlir taramasi neticesinde, antihipertansif, kardiyoprotektif ve antifibrotik etkileri
cesitli hayvan modellerinde ortaya konmus olan ve vazodilator etkili ALA (10) ile
serbest radikal siipiiriicli, antioksidan, antiinflamatuvar, antiproliferatif ve vazodilator
etkileri oldugu bilinen ve aym zamanda saat farki degisikliklerine bagli uyku
bozukluklarinin tedavisi i¢in gliniimiizde klinik kullanimda olan MEL’in (8) PAH’a
kars1 etkili olabilecegi ve kombine edildiginde benzer etki paternleri araciligiyla
sinerjistik etki yapabilecekleri 6ngoriilmiistiir. Bu baglamda, ALA ve MEL’in deneysel
PAH modelinde koruyucu etkilerinin hemodinamik, histopatolojik ve biyokimyasal
acidan arastirilmasi amacglanmistir. Calisma sonucunda elde edilecek verilerin, bu olasi
etkileri meydana getiren molekiiler mekanizmalarin aydinlatilmasina katki sunacagi,

deneysel ve klinik aragtirmalara 151k tutacag disiiniilmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Pulmoner Hipertansiyon

2.1.1. PH Tamim ve Son Gelismeler

PH, 2015 ESC/ERS kilavuzunda; dinlenme halinde, sag kalp kateterizasyonu ile
Olgiilen ortalama pulmoner arteriyel basincin (mPAP)>25 mmHg olmasi seklinde
tamimlanmaktaydi (5). Ancak, 2018 yilinda gerceklestirilen 6. Diinya Pulmoner
Hipertansiyon Sempozyumunda revize edilmis bir pulmoner hipertansiyon (PH) tanimi
onerilmistir (12). Bu revize tanimda PH i¢in dinlenme sirasinda RHC ile 6l¢iilen mPAP
esiginin 25 mmHg'den 20 mmHg’ye diisiiriilmesi onerilmistir (Tablo 2.1). Bu onerilen
degisiklik, 1973'te 1. Diinya Pulmoner Hipertansiyon Sempozyumunda >25 mmHg
olarak tanimlanan ve 2009'da >25 mmHg’ye giincellenen (13) esik degerlerin, asiri
teshis ve asir1 tedaviyi 6nlemek icin konservatif olarak segilen degerler oldugunu kabul
etmektedir (12). Aksine, >20 mmHg esigi bilimsel kanitlarla desteklenmektedir (6).
Saglikl1 bireylerde RHC c¢alismalarindan elde edilen tiim mevcut verilerin dahil edildigi
bir sistematik derlemede, istirahatte olgiilen normal mPAP (meant6 SD) 14.0+3.3
mmHg olarak tanimlanmistir. Normalin st sinir1 mean value+2 SD olarak kabul
edilirse, mPAP>20 mmHg’nin normalin tizerinde oldugu diistiniilmelidir (14).

Revize edilmis tanim, tiim pre-kapiller PH formlarinin (Grup 1, 3, 4 ve 5)
tanimina pulmoner vaskiiler diren¢ (PVR)>3 Wood {initesinin (WU) dahil edilmesini
icerir (Tablo 2.1). PVR’nin pulmoner vaskiiler hastaligin bir belirteci olduguna dair
kesin bir kanit olmamasina ragmen, revize edilmis tanim, mMPAP>20 mmHg’yi
pulmoner vaskiiler hastalifa dayandirmakta ve pulmoner arteriyel wedge basinci
(PAWP) ile PVR kombinasyonunun pre-kapiller PH'yi post-kapiller PH’den ayirmada
mevcut en iyi kriter oldugunu kabul etmektedir (12).

Revize PH taniminin hasta yonetimi lizerindeki ana etkisinin PH’nin daha erken
belirlenmesi olacagi tahmin edilmektedir. mPAP’1 21-24 mmHg olan hastalar;
mPAP’1>25 mmHg olan hastalara gore, hastaligin daha erken bir agamasinda tespit
edilirse, yakindan izlenebilir ve klinik olarak endike oldugu anda onerilen tedavi
baslanabilir (6). Yiiksek ancak 25 mmHg'nin altinda anormal bir mPAP’1n normal bir
MPAP ile Kkarsilastirildiginda artmis morbidite, mortalite ve semptomatik PH’ye

ilerleme riski ile iliskili olduguna dair ¢ok sayida kanit vardir (15-17). Akciger hastaligi,



sol kalp hastaligi veya bag dokusu hastalig1 olanlar gibi PH gelistirme riski tasiyan
cesitli hasta gruplarinda 21-24 mmHg’lik yliksek mPAP tespit edilmistir (18) ve bu
basing degerleri sistemik skleroz (SSc)’lu hastalarda PH’ye progresyonun prediktif bir
gostergesidir (19, 20).

PH teshisi genellikle hastaligin ileri safhalarinda konulur; bunun nedeni ise ilk
semptomlarin  nonspesifik olmasidir (21). Bu nedenle, mPAP 21-24 mmHg
araligindayken PH’nin erken teshisi kisitl durumlarda miimkiindiir. Ornegin; yiiksek
PH riski tasidig1 bilinen ve PH gelisiminin erken belirtileri i¢in tarama programlarinda
yakindan izlenen hasta popiilasyonlarinda erken teshis konulabilmektedir (5). Pratikte,
bu monitdrizasyon ve taramalarin agirlikli olarak PAH (Grup 1 PH) gelisme riski
yiiksek olan hastalarda, 6rnegin SSc hastalarina ve PAH ile iliskili mutasyonlar1 olan
bireylerde uygulanmasi muhtemeldir (22). Ornegin, SSc hastalari igin yapilan DETECT
tarama algoritmasi; ekokardiyografi (EKO) ihtiyacini belirleyen alt1 degerlendirmeyi ve
ardindan RHC (tan1 i¢in) ihtiyacini belirleyen iki ekokardiyografik degiskeni kullanir.
Ozetle SSc hastalarina, PAH varhigimi/yoklugunu belirlemek iizere yapilan DETECT
taramasi kapsaminda once EKO sonra da ihtiyag varsa RHC gerceklestirilir (23).
DETECT algoritmasin1 uygulayan Norvec'teki bir merkezde, siipheli PAH tanisi i¢in
RHC yapilan SSc hastalarinin %31’inde mPAP 20-24 mmHg bulunmustur. Aksine,
DETECT taramalar1 yapilmazken, RHC yapilan hastalarin sadece %17’sinde mPAP 20-
24 mmHg bulunmustur. Bu baglamda, tarama programlarinda, erken PAH teshisi i¢in
21-24 mmHg’lik yiiksek mPAP kriterinin kullanilmasi biiyiik 6nem tagimaktadir (22).

SSc’li hastalarin  yan1 sira PAH gelistirme riski yiiksek olan baska bir
popiilasyon, kemik morfogenetik protein reseptor tip 2 (BMPR2) gen mutasyonlar1 gibi
PAH ile iliskili mutasyonlarin tasiyicilart olan hastalardir. BMPR2 mutasyonlar1 olan
PAH hastalari, teshis aninda daha geng ve daha siddetli hastalik ile daha yiiksek 6lim
riskine sahip olma egilimindedir. Ailesel PAH’a neden olan genetik mutasyonlu
hastalarin taranmasi, ESC/ERS kilavuzlan tarafindan 6nerilmektedir. Ayrica, BMPR2
mutasyonlarinin asemptomatik tagiyicilari bazi merkezlerde klinik tarama programlarina
dahil edilmesi i¢in sunulmustur. BMPR2 mutasyonlart olan hastalarda PAH gelisimini

saptamak amaciyla en uygun tarama stratejilerini bulma calismalar1 devam etmektedir

(6).



2.1.2. PH Epidemiyolojisi ve Risk Faktorleri

PH epidemiyolojisiyle ile ilgili veriler sinirlidir. Birlesik Krallik’ta PH goriilme
sikl1ig1 milyonda 97 vaka seklinde rapor edilmis olup vakalarda kadin/erkek orani 1,8
olarak tespit edilmistir. ABD’de yasa gore standardize edilmis PH’ye bagli 6lim
oraninin  100.000 kiside 4,5-12,3 oldugu bildirilmistir. Farkli PH gruplarinin
prevalansina iligkin karsilastirmali epidemiyolojik veriler az olsa da, sol kalp hastaligina
bagli PH (grup 2 PH)’nin en yaygin PH tipi olduguna inanilmaktadir. Grup 2 PH’de
siddetli hastalik nispeten nadir goriilmektedir. Grup 2 ve 3’e ait hastalar klinik pratikte
onemli bir kism1 temsil etse de, bu hasta gruplarina ait demografik veriler ve klinik seyir
hakkindaki bilgiler olduk¢a azdir. Kiiresel olarak sistosomiyazis ile iliskili PAH ve
yiiksek rakimla iligkili PH, insanlik i¢in 6nemli bir yiikii temsil etmektedir (5).

2.1.3. PH Siniflamasi

Avrupa Kardiyoloji Dernegi (ESC) ve Avrupa Solunum Dernegi (ERS)’nin
2015’te yayimladigi ortak kilavuzda yer alan klinik siniflamada PH 5 gruba ayrilmistir
(5):

Grup 1. PAH

Grup 2. Sol kalp hastaligina bagli PH

Grup 3. Akciger hastalig1 ve/veya hipoksiye bagli PH

Grup 4. CTEPH ve diger pulmoner arter obstriiksiyonlari

Grup 5. Multifaktoriyel ve/veya mekanizmasi belli olmayan PH

PH, klinik siiflamanin yani sira hemodinamik olarak da kategorize edilmistir.
Revize edilmis PH tanimina gore hemodinamik PH siiflamasi Tablo 2.1°de verilmistir

(12).



Tablo 2.1. Revize edilmis PH tanimina gore hemodinamik PH siniflamasi

Klinik Dinlenme halindeki tanim
gruplar Eski Revize
) MmPAP>20mmHg
Prekapiller Grup mPAP>25mmHg
PAWP<I5mmHg
PH 1,3,4,5 PAWP<I5mmHg*
PVR>=3WU
mPAP>25mmHg
. MPAP>20mmHg
Izole Grup PAWP>15mmHg
PAWP>15mmHg
postkapiller PH 2,5 DPG<7mmHg ve/veya
PVR <3WU
PVR<3WU
mPAP>25mmHg
Kombine mPAP>20mmHg
) Grup PAWP>15mmHg
postkapiller ve PAWP>15mmHg
) 2,5 DPG>7mmHg
prekapiller PH PVR>3WU
ve/veya PVR>3WU

* PVR>3WU prekapiller PH eski taniminda sadece Grup 1 i¢in gecerliydi.

DPG, diyastolik basing gradiyenti; mPAP, ortalama pulmoner arter basinci; PAH, pulmoner arteriyel
hipertansiyon; PAWP, pulmoner arteriyel wedge basinci; PH, pulmoner hipertansiyon; PVR, pulmoner
vaskiiler rezistans; WU, Wood tinitesi

2.1.4. PH Tams1

PH tanis1, kapsaml1 bir degerlendirme gerektirmektedir. Oncelikle, semptomlara
ve fizik muayeneye dayali klinik bir siiphenin ardindan hemodinamik Kriterlerin
kargilandigi dogrulanmalidir. Daha sonra, PH etiyolojisi ile beraber hastaligin
hemodinamik ve fonksiyonel siddeti ortaya konmalidir (5).

Klinik Prezentasyon: PH semptomlar1 spesifik degildir. Esas olarak progresif sag
ventrikiiler (RV) disfonksiyon ile iliskilidir. ilk semptomlar tipik olarak eforla ortaya
cikar. Nefes darligi, yorgunluk, halsizlik, anjina ve senkop bu semptomlar arasindadir.
Daha seyrek olarak hastalar kuru oksiirik ve egzersize bagli bulanti ve kusma
tanimlayabilir. Dinlenme sirasinda ortaya ¢ikan semptomlar yalnizca ileri vakalarda
goriliir. Abdominal distansiyon ve ayak bilegi 6demi ilerleyen RV yetmezligi ile
gelisecektir. PH etiyolojisinde yer alan veya PH ile iligkili hastaliklar ve komorbid
durumlar, PH’ nin prezentasyonunu degistirebilir. Baz1 hastalarda klinik prezentasyon,
PH’nin mekanik komplikasyonlar1 ve pulmoner vaskiiler yataktaki kan akiminin
anormal dagilimu ile iligkili olabilir. Bunlar, hipertrofik bronsiyal arterlerin riiptiiriine

bagli hemoptizinin yani sira, sol rekiirren laringeal sinirin kompresyonunun neden



oldugu ses kisikligi, biiyiik hava yolu kompresyonunun neden oldugu hirilt1 ve sol ana
koroner arterin kompresyonunun neden oldugu miyokardiyal iskemiye bagli anjina gibi
pulmoner arteriyel dilatasyona atfedilebilen semptomlar1 kapsar. PA’nin 6nemli dlgiide
genislemesi; riiptiirii veya diseksiyonu ile sonuglanarak kardiyak tamponad belirti ve
semptomlarina yol agabilir. PH’nin fizik muayene bulgular1 arasinda sol parasternal lift,
ikinci kalp sesinin vurgulu bir pulmoner bileseni, bir RV {igiincii kalp sesi, trikiispit
reglirjitasyonuna bagli pansistolik bir dftirim ve pulmoner regiirjitasyona bagh
diyastolik bir dftirim bulunur. Yiiksek juguler vendz basing, hepatomegali, asit,
periferal 6dem ve soguk ekstremiteler ilerlemis hastaligi karakterize eder. Hirilt1 ve
catirtilar genellikle yoktur. Fizik muayene, PH etiyolojisini belirlemede yardimci
olabilir. Telanjiektazi, dijital tlserasyon ve sklerodaktili sklerodermada goriiliir.
Inspiratuar catirtilar interstisyel akciger hastaligma isaret edebilir. Spider neviis,
testikiiler atrofi ve palmar eritem ise karaciger hastaligin1 diisiindiiriir. Comak parmakla
karsilasildiginda, pulmoner venookliizif hastalik (PVOD), siyanotik konjenital kalp
hastaligi (CHD), interstisyel akciger hastalifi veya karaciger hastalig1 diisiiniilmelidir
(5).

Elektrokardiyografi: Elektrokardiyografi (EKG), PH i¢in destekleyici kanitlar
saglayabilir; ancak normal bir EKG taniy1 diglamaz. Hafiften siddetliye kadar tiim PH
formlarinda EKG anormallikleri goriilebilir. Bu EKG anormallikleri; P pulmonale, sag
aks sapmasi, RV hipertrofisi, RV gerilimi, sag dal blogu ve diizeltilmis QT (QTc)
uzamasini icerebilmektedir. RV hipertrofisi bir tarama aract olmak igin yetersiz
duyarliliga (%55) ve ozgiilliige (%70) sahipken; RV gerilimi daha duyarhidir (24). QRS
kompleksinin ve QTc’nin uzamasi ciddi hastaligi disiindiiriir (25, 26). EKG ayiric
tanis1 anterolateral miyokardiyal iskemiyi igerir. Iskemi, PH’den farkl1 olarak daha ¢ok
lateral ve inferior derivasyonlar1 etkiler. Anterior gogiis derivasyonlarinda degisiklik
oldugunda ise genellikle V1, V2, V3’te Q dalgas1 bulunur. Sag aks sapmasi1 nadir
goriiliir. Ilerlemis PH’de, atriyal flatter ve atriyal fibrilasyon gibi supraventrikiiler
aritmiler ortaya cikabilir ve prognoz daha da kotilesir. PH’de ventrikiiler aritmiler
nadirdir (5, 27).

Akciger Grafisi: PH’li birgok hastada, akciger grafisi teshis sirasinda anormallikler
gosterir. Bu anormallikler, merkezi pulmoner arter genislemesi ve periferik kan
damarlarmin siliklesmesini (budanma) igerebilir (28). Daha ileri vakalarda RA ve RV
geniglemesi goriilebilir (5). Bununla birlikte, normal bir akciger grafisi PH’yi dislamaz.

PH teshisinde akciger grafisinin kanit degeri diistiktiir (28).



Transtorasik Ekokardiyografi: Transtorasik ekokardiyografi, PH teshisinde onemli
bir yer tutmaktadir. EKO araciligiyla, PH’nin neden oldugu kardiyak degisiklikler
goriilebilmekte ve siirekli dalga Doppler o6lgtimleri yoluyla sistolik PAP tahmin
edilebilmektedir. ESC/ERS kilavuzlari, istirahatte olgililen trikiispit regiirjitasyon
velositesi (TRV) ve ek ekokardiyografik degiskenler araciligiyla “yiiksek, orta veya
diisik olasilikli  PH” tahmini yapilmasint 6nermektedir. Bu ekokardiyografik
degerlendirme ve klinik duruma dayanarak RHC’nin gerekli olup olmadigina karar
verilmektedir (28).

EKO, PH teshisi i¢in en dnemli non-invazif test olmasina ragmen; kisitliliklart
da vardir. Deneyimli uzmanlar tarafindan yapilan testlerde bile PH’li hastalarin sadece
%90'nda trikiispit regiirjitasyonu tespit edilmistir (28). Bu nedenle EKO’nun sistolik
PAP tahmini i¢in her zaman kullanilamayacagi anlamina gelir. Baz1 komorbiditelerin
(6rn, pulmoner amfizem) varliginda ekokardiyografik incelemenin kalitesi sinirlidir ve
bu da yorumlamada belirsizlige neden olabilir (28, 29). Yakin zamanda,
ekokardiyografik sag kalp parametreleri igin standart degerler tanimlanmistir. Bu
standart degerler araciligiyla patolojik degisikliklerin saptanmasi kolaylagmistir (28, 30-
32) ancak s6z konusu ekokardiyografik esikler tim parametreler i¢in (6rn, merkezi
pulmoner arter ¢api) heniiz belirlenmemistir.

Bununla birlikte, rutin klinik uygulamada, hastalar arasinda ekokardiyografik

teshis agisindan biyiik farkliliklar gozlenebilmektedir (28, 33). Klinik agidan PH
stipheli semptomatik hastalarin %10-30’unda, indirekt belirtiler dikkate alinsa bile EKO
ile PH teshisi atlanabilmektedir (23, 28). Bu nedenlerden dolayi, PAH veya CTEPH i¢in
risk faktorii olan semptomatik hastalarda ekokardiyografik agidan PH olasilig1 diisiik
olsa bile ek testler (6rn, kardiyopulmoner egzersiz testi) yapilmalidir. Son yillarda, bazi
ekokardiyografik doku Doppler parametrelerinin PAH ile prognostik olarak iliskili
oldugu kamtlanmstir (28, 34-36) ancak bu durumun ileriye doniikk olarak
degerlendirilmesi ve daha iyi standardize edilmesi gerekir.
Solunum Fonksiyon Testleri ve Arteriyel Kan Gazi1 Analizi: Solunum fonksiyon
testleri (SFT ler) ve arteriyel kan gazi1 (AKG) analizi, PH’de altta yatan hava yolu veya
parankimal akciger hastaliklarina dair kanit saglar ve ayirici tan1 koymada yardimci
olabilir. Vital kapasite ve 1 sn’deki zorlu vital kapasite (FEV1) PH hastalarinda,
solunum kaslarindaki kisitlilik nedeniyle azalabilir (28, 37).



Ventilasyon/Perfiizyon Akciger Sintigrafisi: CTEPH’yi kesin olarak dislamak veya
CTEPH tanis1 konmasi i¢in yapilmalidir (28).

Yiiksek Coziiniirliiklii Toraks Bilgisayarh Tomografisi: Altta yatan akciger hastalig1
veya CTEPH’si olan hastalarin belirlenmesine yardimci olur. PVOD’u saptamada
onemli rol oynar. Yapilan son ¢alismalar, pulmoner arter ¢ap1 i¢in 29 mm’lik bir esik
deger ve pulmoner arter ¢api/aort ¢capi1 (38) icin 1’lik bir oran onerilerek PH hastalarinin
yiiksek duyarlilik ve 6zgiilliik ile belirlenebildigini gostermektedir (28, 39). Ancak,
pulmoner arter ¢api/aort ¢ap1 orani, 6zellikle hipertansiyona bagli aort genislemesi olan

yasli hastalarda PH agisindan yanlis bir degerlendirmeye neden olabilir (28, 40).

Kardiyak Manyetik Rezonans Goriintiileme: RV’nin boyutu, morfolojisi ve islevi
hakkinda dogru ve tekrarlanabilir degerlendirmeler saglar. Ayrica elde edilen veriler
RHC ile iyi koreledir (28).

Laboratuvar Testleri, Immiinolojik Testler ve Abdominal Ultrasonografi: PH
tanisinda primer olarak kullanilmasa da etiyolojisini ve ug¢ organ hasarimi belirlemek
icin gereklidir (28).

Sag Kalp Kateterizasyonu: Invazif bir test olan RHC, deneyimli merkezlerde
gerceklestirildiginde komplikasyon oranlari ¢ok diisiiktiir (28, 41). RHC, PAH veya
CTEPH  tamisimin  dogrulanmasi,  hemodinamik  bozuklugun  ciddiyetinin
degerlendirilmesi ve se¢ilmis hastalarda pulmoner vazoreaktivite testi i¢in esansiyeldir.
Pulmoner vazoreaktivite testi, IPAH, kalitsal PAH ve ilaca bagli PAH hastalarinda
kalsiyum kanal blokerleri (KKB) ile tedavi edilebilecek hastalar1 belirlemek igin
yapilmalidir. Vazoreaktivite testleri cogunlukla nitrik oksit (NO) kullanilarak yapilir.
Pulmoner basinglar, araliksiz solunum sirasinda ekspirasyonun sonunda veya 3-4
solunum dongiisiit boyunca degerlerin ortalamasi alinarak Ol¢iilmelidir. PVR’nin
hesaplanmas1 6nemlidir; ¢iinkii PAH teshisi icin ESC/ERS kilavuzlarinda belirtilen
gerekli parametrelerdendir (28).

Tamsal Algoritma: ESC/ERS kilavuzlarina gore teshis siireci; anamnez, semptomlar,
klinik bulgular ve PH ile uyumlu EKO sonuglarina dayanan silipheyle baslar. EKO’ya
dayali diisiik PH olasiligr varliginda, PH kilavuzlarima gore ek arastirmalar gerekli
degildir ve semptomlarin diger nedenleri diisliniilmelidir. Ek olarak, PAH veya CTEPH
icin risk faktorleri olan semptomatik hastalarda, ekokardiyografik acidan PH olasiligi
diistik olsa bile, sadece EKO ile PH tanisi atlanabileceginden ek testler (6rn,

kardiyopulmoner egzersiz testi) yapilmalidir. EKO yiiksek veya orta diizeyde PH
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olasiligin1 gosteriyorsa, kilavuzlarda iliskili sol kalp hastaligi (Grup 2) veya akciger
hastaligi (Grup 3) agisindan EKG, AKG analizi, SFT, akciger grafisi ve yiiksek
¢oziiniirliiklii toraks bilgisayarli tomografisi (HRCT) onerilmektedir. Onemli bir sol
kalp hastaligi veya akciger hastaligi dogrulanirsa, bu hastalik i¢in uygun tedavi
baslanmalidir. Siddetli PH ve/veya RV islev bozuklugu varliginda hastalar daha ileri
degerlendirme i¢in ileri bir PH merkezine sevk edilmelidir (28).

Onemli bir sol kalp hastalig1 veya akciger hastalig1 bulunmazsa, CTEPH ile PAH
ayirici tanisi igin ventilasyon/perfiizyon (V/Q) sintigrafisi yapilmali ve hastalar ileri bir
PH merkezine sevk edilmelidir. V/Q sintigrafisinde segmental perfiizyon defektleri
varsa, bu CTEPH’yi disiindiirir. CTEPH’nin kesin tanist i¢in (ve pulmoner
endarterektomi veya balon pulmoner anjiyoplasti i¢in uygunlugun degerlendirilmesi)
BT pulmoner anjiyografi, RHC ve selektif pulmoner anjiyografi gerekmektedir (28).

PAH, perfiizyon sintigrafisinde dikkat ¢ekici olmayan veya yaygin heterojen bir
goriiniim ile karakterizedir. PAH, o6zellikle pozitif aile dykiisii, bag dokusu hastaligi,
konjenital kalp defektleri, HIV enfeksiyonu, portal hipertansiyon veya PAH’1
indiikledigi bilinen ilaglarin veya toksinlerin kullanim 6ykiisii gibi risk faktorleri varsa
diisiniilmelidir. RHC ile hemodinamik teshis konulur. Hematoloji, biyokimya,
immiinoloji, seroloji, ultrasonografi ve genetik dahil olmak iizere ek spesifik tan testleri

kullanilarak nihai teshis konulabilir (28).
2.2. Grup 1 PH: PAH

2.2.1. PAH Tanimi ve Siniflamasi

PAH, hemodinamik olarak pre-kapiller PH (ortalama PAP>25mmHg, PAWP<15
mmHg ve PVR>3 WU) varligi ve akciger hastaliklari, CTEPH veya diger nadir
hastaliklara bagli PH gibi prekapiller PH nedenleri dislandiginda kalan PH hastas1 grubu
olarak tanimlanmaktaydi (5). Revize edilen yeni PH tanimi dikkate alindiginda PAH,
pre-kapiller PH (mPAP>20 mmHg, PAWP<15 mmHg ve PVR>3 WU) varlig1 ve
akciger hastaliklari, CTEPH veya diger nadir hastaliklara bagli PH gibi prekapiller PH
nedenleri diglandiginda kalan PH hastas1 grubu olarak degistigi sdylenebilir (6). PAH,

benzer bir klinik tabloyu paylasan ve akciger mikrosirkiilasyonunda hemen hemen ayni

patolojik degisiklikleri i¢eren farkli formlar1 kapsar (Tablo 2.2) (5).
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Tablo 2.2. PAH siniflamasi

1. Idiyopatik
2. Kalitsal
2.1. BMPR2 mutasyonu
2.2. Diger mutasyonlar
3. Tlag ve toksinle indiiklenen
4. Tliskili durumlar
4.1. Bag doku hastaligi
4.2. HIV enfeksiyonu
4.3. Portal hipertansiyon
4.4. Konjenital kalp hastaligi

4.5. Sistozomiyazis

BMPR2, kemik morfogenetik protein reseptor tip 2; HIV, insan immiinyetmezlik viriisi.

2.2.2. PAH Epidemiyolojisi ve Risk Faktorleri

PAH ve idiyopatik PAH (IPAH) prevalansmin, sirastyla milyon yetiskin niifus
basina 15 vaka ve 5,9 vaka’dan daha fazla oldugu tahmin edilmektedir. PAH
insidansinin ise milyon yetiskin niifus basina yilda 2,4 vaka’y1 gectigi diistiniilmektedir.
Avrupa'da, PAH prevalansi ve insidansi sirasiyla milyon niifus basina 15-60 vaka ve
yilda 5-10 vakadir. Kayitlara gére, PAH hastalarinin yaklasik yarist IPAH, kalitsal PAH
veya ilaca bagli PAH tir. PAH ile iligkili durumlarin basinda bag doku hastaligi (CTD)
gelirken; en 6nemlisi sistemik skleroz (SSc)’dur (5, 42-44).

IPAH, herhangi bir ailesel PAH 6ykiisii veya bilinen tetikleyici faktér olmaksizin
sporadik hastalia karsilik gelir. 1981°de olusturulan ilk ABD Ulusal Saglik Enstitiileri
kayitlarinda IPAH’I1 hastalarin ortalama yasi 36 iken PAH’ta yeni ortalama tam yast
mevcut kayitlarda 50-65 olarak belirlenmistir. Kadin predominansi kayitlar arasinda
olduk¢a degiskenlik gostermektedir. Hatta yaslhi hastalarda bu predominans mevcut
olmayabilir. Hastalik sagkalim1 ise zamanla iyilesmis gibi goriinmektedir (5).

PAH gelisimi i¢in bir dizi risk faktorii tanimlanmistir. Kesin klinik iligkiler
Tablo 2.2°de “iliskili durumlar” bashgn altinda listelenirken; farkli ilaclarin ve

toksinlerin risk seviyeleri Tablo 2.3’te gosterilmistir (5).
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Tablo 2.3. PAH’1 indiikleyen ilag ve toksinlerin risk seviyeleri

Kesin Muhtemel Miimkiin
Aminoreks Amfetaminler Kokain
Fenfluramin Dasatinib Fenilpropanolamin
Deksfenfluramin L-triptofan St John’s Wort
Toksik kolza Metamfetaminler Amfetamin benzeri
yagi ilaglar
Benfluoreks Interferon o ve B
SSRI? Alkilleyici ajanlar

gibi bazi
kemoterapotik
ajanlar (mitomisin C,

siklofosfamit)®

SSRI, selektif serotonin geri alim inhibitorleri.
8 SSRI kullanan annelerin yenidoganlarinda persistan PH riski artmstir.
b Alkilleyici ajanlar PYOD’a sebep olabilmektedir.

2.2.3. PAH Genetigi

Kalitsal PAH, PAH’l1 hastalarin yaklasik %10’unu olusturmaktadir (45). Kalitsal

PAH patofizyolojisinde ¢ok sayida mutasyon belirlenmis olup onemlileri asagida

belirtilmistir.

TGF-B Yolag1 Mutasyonlari

BMPR2: Heterozigot BMPR2 mutasyonlari, ailesel PAH’m yaklasik
%75’ini1 ve sporadik PAH vakalarinin yaklasik %25’ini olusturur (5, 46).
BMPR2 mutasyon tasiyicilarinin yasam boyu PAH gelistirme riski yaklasik
%-20’dir (28, 46). BMPR?2, vaskiiler hiicre proliferasyonunun kontroliinde
yer alan kemik morfogenetik proteinleri i¢in bir tip 2 reseptorii kodlar (5).
SMAD ve LIM kinazin intraseliiler yolaklarini aktive ederek vaskiiler diiz
kas hiicresi biliylimesini diizenler. BMPR2 geninin fonksiyon kaybi
mutasyonu, SMAD aktivasyonunun azalmasina ve sonugta PAKDH’lerin

proliferasyonunun artmasina yol agar (47).

ALK1: Aktivasyonu PAKDH’lerin proliferasyonunun artmasina yol agar
(48) (49)
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e Endoglin: Aktivasyonu hiicresel replikasyonu indiikleyen membrana bagl
TGF-p reseptoriidiir (49).

Kaveolin-1 (CAV1) Mutasyonu

Kaveola olusturan bir membran proteinidir. Kaveola, membran trafigini, hiicre
sinyalini, kolesterol homeostazisini ve mekanotransdiiksiyonu diizenler (50).
KCNK3 Mutasyonu

PAKDH’lerinde eksprese edilen iki porlu potasyum kanalidir. Bu potasyum
kanali, istirahat membran potansiyelini, pulmoner vaskiiler tonusu ve hipoksik
pulmoner vazokonstriksiyonu modiile eder (51).

Genetik test ve danigsmanlik acisindan, ilk olarak BMPR2, ALK1 ve endoglin
kodlayan genlerin mutasyonlarinin test edilmesi gerekir. Testler negatifse, KCNK3 veya

CAV1 gibi diger genler icin test yapilmasi diisiiniilebilir (28).

2.2.4. PAH’ta Patolojik Degisiklikler
Pulmoner Vaskiiler Degisiklikler

PAH predominant olarak kiiglik rezistans pulmoner arterleri etkilemekte olup bu
yapilarda goriilen intimal hiperplazi, medial hipertrofi, adventisyal proliferasyon, in situ
tromboz ve inflamasyon ile karakterizedir (Sekil 2.1). PAH’in patognomonik lezyonu
olan pleksiform arteriyopati, kiiciik miiskiiler arterlerin liimenindeki kapiller benzeri,
anjiyoproliferatif vaskiiler kanallar1 ifade etmektedir. Pleksiform lezyonlar genellikle
dallanma noktalarinda goriiniir. Siklikla liimen ic¢inde fibrin trombiisii vardir ve degisen
kanal c¢aplarina sahiptir, bu da onlara diizensiz bir goriiniim verir (45).

Vaskiiler remodelingin erken evreleri medial hipertrofi ve hiperplaziyi igerirken;
ilerlemis PAH’l1 hastalarin arteriyolleri, intimal hiperplaziden kaynaklanan kompleks
pleksiform lezyonlarla karakterizedir (52). Bu degisiklikler liiminal okliizyon ve

arteriolar budanmaya yol agmaktadir (53).
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Noral, adaptif, patojenik ve cevresel faktorler; pulmoner arterin yapisi ve capini degistirebilir.

v v v v

Vazokonstriksiyon Vaskiiler remodeling Trombosis ~ Duvar sertlesmesi

0@ 00

Normal Pulmoner Arter

Bozulmus
PAP = CO x PVR i Eksantrik hipertrofi
L 1/!’4 Ekstraseliile
r'de 0.84'ye %16 azalma :::::::Iing

ile 2 misli PVR olusur.
Konsantrik hipertrofi

PAP, Pulmoner arter basinct; CO, Kardiyak output; PVR, Pulmoner vaskiiler direng (54)

Sekil 2.1. PAH gelisiminde rol oynayan major patojenik bilesenler

Sag Ventrikiiler Degisiklikler

RVH ve RV yetmezligi PAH’in neden oldugu &nemli patolojik
degisikliklerdendir. Artmis PVR nedeniyle RV afterload’undaki kronik yiikselme,
adaptif veya maladaptif olabilen RVH’1 indiikler. Adaptif RVH, minimal eksantrik
dilatasyon ve fibrozis ile birlikte konsantrik hipertrofi ile karakterizedir. Adaptif
RVH’de ejeksiyon fraksiyonu (EF), kalp debisi ve dolum basinglari korunur. Buna
karsin, maladaptif RVH de, eksantrik dilatasyon, fibroziste artis, EF ve kalp debisinde
azalma, dolum basin¢larinda yilikselme ve kapiller seyreklik vardir. Maladaptif RVH
artan aerobik glikoliz, yag asidi oksidasyonu ve glutaminolizde artis ile karakterizedir.
Maladaptif RVH, ayrica RV kardiyomiyositlerinde sempatik aktivite artis1 ve a, B ve
dopaminerjik reseptorlerin down regiilasyonu ile iliskilidir. Maladaptif RVH, fetal kalbe
benzer sekilde, B-miyozin agir zincirlerinde artig (hipokontraktil) ve azalmig a-miyozin
agir zincirlerinde azalis (hiperkontraktil) ile iligkilidir (45).

Baz1 hastalar, 6zellikle konjenital kalp hastalig: ile iligkili PAH olanlar, uzun
stire adaptif RVH ile stabil kalir (55, 56). Bununla birlikte, PAH’l1 hastalarin bir
boliimiinde, 6zellikle skleroderma ile iliskili PAH’1 olanlarda, maladaptif RVH nispeten
erken geliserek RV yetmezligine ve olime yol agar (57). RV’nin adaptif ve

kompansatuvar hipertrofisinden maladaptif RV dilatasyonuna ve nihayetinde RV
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yetmezligine gegise aracilik eden mekanizmalar agik degildir ve arastirilmaktadir (58,

59).

2.2.5. PAH Patogenezi

PAH ve PAH’in neden oldugu RV disfonksiyonu patogenezine birden fazla

mekanizmanin aracilik ettigi diisiiniilmektedir (Sekil 2.2). Bu mekanizmalar temelde

asagidaki bagsliklar halinde toplanabilir (45).

Pulmoner vaskiiler disfonksiyon

Pulmoner vaskiiler proliferasyon

Pulmoner vaskiiler ECM remodelingi
Pulmoner vaskiiler inflamasyon

Sag ventrikiiler metabolik diizensizlikler
Sag ventrikiil iskemisi

Sag ventrikiilde kalsiyumun yanlis kullanimi1
Sag ventrikiiler sarkomer remodelingi

Sag ventrikiiler hiicre iskeleti remodelingi

Oksidatif stres
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Endotel hasari, shear stres ve inflamasyon gibi baglatici bir hasar

X
' ’
‘ 1 ‘ 1 1 inflamatuvar infiltratls n‘ 1 '\"“‘Z’l‘:‘l'"‘ T
= NOX 5-HT T ve B Lenfositler
eNOS PDE'le PGI2
2 | arerat L 1 Mito. ROS 'l/()prusl anlar Monositler s
Ino  beomp Vs feri Makrofajlar 11-1, 116
H2S ¥ Biiviime faktorleri
1 Tromboksanlar PDGF/VEGF
Nitrik oksit sinyali B — Oksidatif stres e

Endotelyal disfonksiyon Diiz kas hiicre proliferasyonu

N/

Vaskiiler remodeling ve okliizyon

PVR ve PAP

Pulmoner arteryel hipertansiyon

eNOS, Endotelyal nitrik oksit sentaz; NO, Nitrik oksit; cGMP, Siklik guanozin monofosfat; PGl,,
Prostaglandin I2; NOX, Nikotinamid adenin diniikleotid fosfat oksidaz; Mito. ROS, Mitokondriyal reaktif
oksijen tiirleri; HoS, Hidrojen siilfit; 5-HT, 5-hidroksitriptamin; ET-1, Endotelin-1; CX3CL1, C-X3-C
motif kemokin ligant 1; RANTES, regulated upon activation, normal T-cell expressed and secreted; IL,
interlokin; PDE, Fosfodiesteraz; PDGF, Trombosit tiirevi biiylime faktorii; VEGF, Vaskiiler endotelyal

biiylime faktorii; PVR, Pulmoner vaskiiler direng; PAP, Pulmoner arter basinci. (60).
Sekil 2.2. PAH patogenezinde NO, oksidatif stres ve inflamasyonun rolii

Pulmoner Vaskiiler Disfonksiyon

PAH’ta kii¢iikk pulmoner arterlerde vazokonstriktér ve vazodilatér maddeler
arasindaki denge vazokonstriktorler lehine bozulmustur (Sekil 2.3) (45). PAH’h
hastalarda vazokonstriktér tromboksan, endotelin ve serotonin iretimi artarken;
vazodilatér prostasiklin, NO ve VIP sentezinin azaldigi bildirilmistir. PAH’ta
vazokonstriktorler lehine olan bu dengesizligin, kiiciik pulmoner arterlerde
vazokonstriksiyona neden olmasinin disinda birgok dnemli etkileri olabilmektedir (Sekil
2.4). Ornegin, tromboksan trombosit proliferasyonunu; endotelin ise diiz kas hiicre
proliferasyonunu indiiklemektedir. Antiproliferatif ve antitrombositik ozellikli
prostasiklin ve NO’daki azalma s6z konusu etkileri daha da siddetlendirmektedir (61).
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Prostasiklin
Nitrik oksit

Vazoaktif intestinal polipeptit

Tromboksan

Endotelin
Serotonin

Pulmoner vazokonstriksiyon Pulmoner vazodilatasyon

Sekil 2.3. Vazodilator-vazokonstriktor maddeler arasindaki dengenin vazokonstriktorler

lehine bozulmasi.

Diiz kas hiicresinin kontraktilitesini PAH’daki desisikli
g = aki degisiklikler
etkileyen endotelyal faktorler B
B e e TeR e o5
Endotelyum l
v Y 4
ET1 PG, NO fET1 Gl2 {NO
Ca2¢ Ca +
.
A
Cay1.2/ 1P
\~|TRPCE
VSM
Membram\ {cAMP R
Y Ca sinyal Azalan 51khk
A [Ca®); $cAMP 4cGMP y()]ak uy‘mlm‘jm\ niikleotit sinyali r
Db OO sipiisial
Kontraksiyon Relaksasyon Konttaksiyon Rclal?s{asyon
Proliferasyon Antipro]i'ferasvnn 1 f}’rohler.u\on Antiproliferasyon
Trombositik Antitrombositik Trombositik Antitrombositik

/

Denge Denge Bozulmasi

ET-1, Endotelin-1; PGI,, Prostaglandin 1,; NO, Nitrik oksit; TRPC6, transient reseptor potansiyel katyon
kanal1 6; ETa, Endotelin reseptorii tip A; cAMP, Siklik adenozin monofosfat; IP, Prostasiklin reseptorii;
sGC, Coziinebilir guanilat siklaz; cGMP, Siklik guanozin monofosfat (54).

Sekil 2.4. PAH’ta endotel ile vaskiiler diiz kas arasindaki etkilesim.
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PH’de pulmoner arterler, endotel bagimli gevsemenin azalmasiyla baglantili
olarak artan kasilma ile karakterizedir. Bu durum endotelyal disfonksiyonun yol actig1
vazokonstriktif/vazodilator mediatorlerin liretiminde/biyoaktivitesinde bir dengesizligin
sonucudur (62). Bunun yan1 sira, pulmoner arter diiz kas aktivitesi, RnoA/ROCK yolu
(63) gibi kontraktil sinyal yollarindaki degisiklikler ve voltaj kapili potasyum kanallari
gibi  iyon kanallarinin  ekspresyonunun/aktivitesindeki  azalma  sonucunda
degisebilmektedir (64, 65). Bu degisiklikler sonucunda, pulmoner arterlerde asiri
vazokonstriksiyon tablosu ortaya ¢ikmaktadir.

Pulmoner Vaskiiler Proliferasyon

PADKH’lerde hiicresel replikasyonu destekleyen ve pulmoner vaskiiler
proliferasyona katkida bulunan antiapopitotik yolaklarda degisiklikler vardir. Diiz kas
proliferasyonunu stimiile eden mekanizmalara 6rnekler:

e Transkripsiyon faktorleri hipoksi ile indiiklenebilir faktér (HIF)-1a ve aktive T
hiicrelerinin niikleer faktorii’niin uygunsuz aktivasyonu

e Voltaj kapili potasyum kanallarinin ekspresyonunun azalmasi (6rn, Kv1.5 ve
Kv2.1)

e Antiapopitotik protein survivin’in ekspresyonunun artmasi

e Gegici reseptor potansiyel kanallarinin (TRPC6) artan ekspresyonu (kalsiyum
overload’una yol agar).

Asirt  mitokondriyal  fizyona yol ag¢an mitokondriyal fizyon/fiizyon
dengesizliginin de PADKH proliferasyonunu uyardigina dair giiglii kanitlar vardir.
Sonu¢ olarak PAH’ta, birden fazla mekanizmanin katkisiyla asin PADKH

proliferasyonu uyarilir (45).

Pulmoner Vaskiiler ECM Remodelingi

ECM remodelinginin PAH patofizyolojisindeki tetikleyici olaylardan biri
olabilecegine dair kanitlar mevcuttur (45). Monokrotalin (MCT) ile indiiklenen sican
PAH modelinde, MCT enjeksiyonundan 2 giin sonra ve pulmoner arter diiz kas
hipertrofisinden 14 giin 6nce, hiler pulmoner arterlerdeki internal elastik laminada
fragmantasyon gerceklestigi bildirilmistir (66). Bu modelde, internal elastik laminanin
bozulmasi, serin elastazlarin ve matriks metalloproteinaz (MMP)’larin artan elastolitik
aktivitesi ile iliskilidir. Serin elastazlarin inhibisyonu ile deneysel modellerde PAH
gelisiminin  6nlenmesi, ECM remodelinginin distal pulmoner arter diiz kas

proliferasyonundaki patojenik roliinii géstermektedir (67, 68).
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ECM remodelinginde lizil oksidaz (LOX)’lar da oOnemli yer tutmaktadir.
LOX’lar, lizin ve hidroksilizin kalintilarinin oksidatif deaminasyonunu katalize eden,
elastin ve kollajen molekiillerinde molekiil i¢i ve molekiiller arasi kovalent ¢apraz
baglar olusturmak iizere yogunlasan reaktif semialdehitler iireten bakir bagimli amin
oksidazlardir. Bu siireg, ECM’ye yapisal stabilite kazandirarak lif olgunlagsmasini
saglar. Simdiye kadar 5 tip LOX tanimlanmistir. Prototip olan LOX’un yanisira 4 adet
LOX-benzeri (LOXL) form (LOXLI1’den LOXL4’e kadar) bulunmaktadir. Tiim LOX
formlar1 kollajen ve elastin ¢apraz baglanmasini baglatma yetenegine sahiptir. ECM
capraz baglama enzimleri olan LOX’larin PH’deki pulmoner vaskiiler remodeling
patogenezinde patojenik bir rol fstlendigi distiniilmektedir. Pulmoner vaskiiler
sistemdeki yiiksek LOX aktivitesinin, ECM bilesenlerinin (kollajen ve elastin lifleri
gibi) kaliciligina ve asir1 bolluguna katkida bulundugu, liflerin uygun olmayan sekilde
remodelingine (asir1 ¢apraz baglanma) neden oldugu ve bdylece vaskiiler hastaliga
katkida bulundugu ileri siiriilmiistiir. Bu liflerin proteolitik yikima direngli olmasinin
ise, matriks sentezi ve yikimi arasindaki dengeyi bozmakta oldugu ve bu durumun
vaskiiler hasara eslik ettigi tahmin edilmektedir (69).

Pulmoner Vaskiiler inflamasyon

Hem PH hayvan modelleri hem de PAH’l1 hastalarin pulmoner damarlarinda
inflamatuvar hiicre infiltrasyonu gozlenmesi inflamasyonun pulmoner vaskiiler
remodelinge katkida bulunabilecegini gostermektedir (70). Ayrica, PAH’l1 hastalarda
serum inflamatuvar sitokin (interlokin [IL]-1, IL-2, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12 ve timor
nekroz faktorii-a [TNF- a]) seviyelerinin arttig1 (71, 72); IL-6, IL-8, IL-10 ve IL-12
serum seviyelerinin PAH’ta sagkalimi 6ngordiigi (72) rapor edilmistir. IL-6, PAH’ta en
yogun calisilan inflamatuvar sitokin olmustur. IL-6-knockout fareler hipoksi ile
indiiklenen PH’ye kars1 direngliyken (73); IL-6 asir1 ekspresyonunun PH’yi indiikledigi
(74) bildirilmistir. Ayrica, IL-6 reseptor antikoru tosilizumab kullaniminin, Castleman
hastalig1 olan bireylerde PH nin siddetini azalttig1 gosterilmistir. Bu durum, ytiksek IL-
6 diizeylerinin daha siddetli bir PAH fenotipi ile iligkili olduguna dair daha fazla kanit
saglamustir (45, 75, 76).

Sag Ventrikiiler Metabolik Diizensizlikler

Pulmoner vaskiiler remodelingde oldugu gibi, PAH’in neden oldugu RV
disfonksiyonunda da birden fazla mekanizma rol oynamaktadir. Metabolik

diizensizliklerin adaptif RVH’den maladaptif RVH’ye gegiste muhtemel rolii oldugu
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diistiniilmektedir. PAH’1n neden oldugu RV disfonksiyonunda, oksidatif metabolizmada

azalma ve ektopik glutaminolizin isaret ettigi mitokondriyal disfonksiyonun 6nemli rol

oynadig1 gosterilmistir (77, 78). PAH’1in neden oldugu RV disfonksiyonuna aracilik

eden muhtemel metabolik degisiklikler asagidaki gibi ifade edilebilir:

PAH’1n etkiledigi RV’de glikozun oksidatif metabolizmasindan anaerobik
metabolizmasina gecgis meydana gelir. Anaerobik metabolizma, aerobik
metabolizmadan daha az ATP iirettigi icin enerji agligi durumu ortaya

cikabilir. Kompanzasyon amaciyla RV’nin glikoz uptakesi artar (45).

Kanser hiicresine benzer sekilde, PAH’mn etkiledigi RV’de piruvat
dehidrogenaz kinazi (PDK) aktive eden HIF-1a’nin (Warburg etkisi)
normoksik aktivasyonu vardir. PDK'nin aktivasyonu, aerobik glikoz
oksidasyonu i¢in hiz smirlayict enzim olan piruvat dehidrogenazi (PDH)
inhibe eder. Dikloroasetat kullanilarak PDK inhibisyonu yoluyla oksidatif
metabolizmanin aktivasyonunun, hayvan PAH modellerinde RV fonksiyonu

tizerinde olumlu etkileri oldugu rapor edilmistir (79, 80).

PAH’in etkiledigi RV’de yag asidi oksidasyonu artmistir. PH hayvan
modellerinde, ranolazin veya trimetazidin’in sebep oldugu yag asidi
oksidasyonundaki inhibisyonun, glikoz oksidasyonunda reziprokal artisa ve

RV fonksiyonunda iyilesmeye yol a¢tig1 bildirilmistir (81).

Genellikle sadece kanser hiicrelerinde tespit edilen metabolik bir yol olan
glutaminoliz, deneysel olarak hipertrofik RV’lerde belirlenmistir.
Glutaminoliz’in inhibisyonunun, glikoz oksidasyonunu artirdigi, RV
fonksiyonunda iyilesme sagladigi ve egzersiz kapasitesini artirdigi
bildirilmistir (78).

Sag Ventrikiil Iskemisi

Maladaptif RV remodelingine ve metabolik degisikliklere katkida bulunan diger

bir faktor, azalmis sag koroner arter epikardiyal akisina ve PAH ile iliskili kapiller

seyreklige bagli RV iskemisidir (45). RV iskemisine katkida bulunan siirecler asagidaki

gibi agiklanabilir:

Normal RV’de sistol ve diyastol sirasinda sag koroner arterden perfiizyon

saglanir. Bununla birlikte, PAH ta yiiksek sag ventrikiil sistolik basinci
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(RVSP), sag koroner arter ve aort arasindaki basing farklarini en aza indirir

ve boylece dolum siiresini ve RV perfiizyonunu azaltir (82).

Anjiyogenezdeki bozulma (kapiller ve intramiiskiiler arteriol sayisinda
azalma) RV iskemisine katkida bulunabilir (83).

Sag Ventrikiilde Kalsiyumun Yanhs Kullanim

Kalsiyumun vyanlis kullanominin  PAH’taki RV disfonksiyonuna katkida

bulundugu 6ne siirtilmiistiir (45).

Pulmoner artere bant uygulanmasiyla olusturulan bir képek PH modelinde,
artan afterload ile iliskili olarak SERCA-2a ve fosforile fosfolamban

miktarlarinda azalma bildirilmistir (84).

MCT ile indiiklenmis bir sigan PAH modelinde, RV’de SERCA-2a protein
seviyesi ile fosfolamban ve ryanodin reseptoriiniin mMRNA seviyelerinde

azalma rapor edilmistir (85).

MCT ile indiiklenmis bagka bir sican PAH modelinde, kalsiyum gegislerinin
daha yavas zirve ve bozunma kinetigi ile daha kii¢iik oldugu rapor edilmis
olup bu durumun L-tipi kalsiyum kanali protein seviyelerindeki azalma ile

iligkili olabilecegi diistiniilmektedir (86).

Sag Ventrikiiler Sarkomer Remodelingi

Sol ventrikiildeki kardiyomiyosit disfonksiyonunda da gozlendigi gibi, PAH 1n

etkiledigi RV’de sarkomerik proteinlerde diizensizlikler vardir (45).

PAH ve RV yetmezligi olan hastalardan alinan 6rneklerde B-miyozin agir
zincir mRNA’sinda artig; a-miyozin agir zincir mRNA’sinda ise azalma
oldugu bildirilmistir (87). Benzer miyozin izoform degisiminin izlendigi
hayvan modellerinde kontraktilitede azalma oldugu da rapor edilmistir. Bu
durum, a-miyozin ve B-miyozin agir zincirlerinin farkli ATPaz aktivitelerine

sahip olmasi ile iliskilendirilmistir (45, 88).

Yiiksek irtifa-PH hayvan modelinde RV’deki iskelet kasi a-aktin mRNA
miktarinda 10 kat artis bulundugu bilinmektedir (89).
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Sag Ventrikiiler Hiicre Iskeleti Remodelingi

Preklinik PH modellerinde, artan mikrotiibiil stabilizasyonuna miiteakip
mikrotiibiil hiicre iskeletinin proliferasyonu raporlanmigtir. Bununla birlikte, RV’de
mikrotiibiil proliferasyonunun literatiirde tutarli olmayan patolojik sonuglar1 vardir (45).

e PA-bantlama kedi modelinde mikrotiibiil stabilizasyonu ve proliferasyonu

belgelenmistir. izole kardiyomiyositlerde, mikrotiibiil depolimerizasyonunun

kardiyak kontraktiliteyi normallestirdigi bildirilmistir (90, 91).

e MCT ile indiiklenmis sigan PAH modelinde mikrotiibiil proliferasyonu
olurken; kolsisinle indiiklenen mikrotiibiil depolimerizasyonunun izole

kardiyomiyositlerde kasilmay1 artirmadigi raporlanmistir (92).
Vaskiiler Duvarda Oksidatif Stres

Vaskiiler duvardaki hiicreler i¢inde siiperoksit (O2e—) iirettigi bilinen birgok
enzimatik ve metabolik kaynak vardir (93, 94). Bunlar arasinda nikotinamid adenin
dintikleotid fosfat (NADPH) oksidaz (NOX)’lar (95), mitokondriyal elektron tasima
zinciri (ETZ) kompleksleri, ksantin oksidaz (XO) (96, 97), sitokrom P450,
siklooksijenaz (COX) (98) ve baglanmamis (uncoupled) nitrik oksit sentaz bulunur (99,
100). Hipertansiyon gibi hastalik durumlarinda, NOX’lar (101), XO (102) ve NOS’lar,
ozellikle damar sisteminde baglica ROS kaynaklar1 haline gelir ve hormonlar, biiylime
faktorleri, sitokinler ve kayma (shear) stresi (103) tarafindan aktive edilir. Hastalik ile
mitokondri elektron tasima kompleksleri bozulabilir ve hiicresel yaglanma, nekroz veya
apopitozisi artiran bir ROS kaynagi haline gelebilir (93). ROS’un bu g¢esitli
kaynaklarina ragmen, NOX’larin hastalik sirasinda damar sisteminde siiperoksitin ana
iireticisi olmasinin yani sira aktivitelerinin diger ROS iireten oksidazlarin (XO, eNOS
gibi) aktivitelerini diizenledigi ve ROS iireten fagositik hiicrelerin aliminda 6nemli
oldugu konusunda fikir birligi vardir (53).

Pulmoner damar sisteminde, ROS’un ana kaynaklart NOX’lar, uncoupled eNOS,
XO ve mitokondriyal ETZ’dir (2, 104, 105) (Sekil 2.5). NOX’lar, elektron dondri
olarak NADPH kullanarak O: indirgemesinden sonra O2e— iiretimini katalize eden
birden fazla alt birimden olusan enzimlerdir (106). Bu genellemeye ragmen, NOX1 ve
NOX2 once O2e— iiretip ardindan H202’ye doniistiiriirken; NOX4, dogrudan H20:
iretir (2) (Sekil 2.5). Kardiyovaskiiler sistemde NOX1, NOX2, NOX4 ve NOXS5 tespit
edilmistir (107). Diger NOX izoformlarinin aksine, NOX5 insanlarda eksprese
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edilirken; kemirgenlerde eksprese edilmez (108). Pulmoner arter hiicre tiplerinin tiimii
ROS iiretebilmektedir (2). Pulmoner arter endotel hiicrelerinde (PAEC'ler) (109, 110),
adventisyal fibroblastlarda (111) ve PAKDH’lerde (112, 113) NOX2 ve NOX4
ekspresyonu rapor edilmistir. Bu hiicrelerin tiimiinde, eksprese edilen baskin NOX
izoformu NOX4’tir (114). NOX1 ekspresyonu, PADKH’lerle smurli gibi
goriinmektedir ve bu hiicrelerin bazal durumlarinda diisik konsantrasyonlarda
mevcuttur (113). Farelerde hipoksi ile indiiklenen PH, akcigerlerde NOX4 seviyelerinin
artmastyla iliskili bulunmustur (113, 115). IPAH’I1 hastalarin akcigerlerinde, NOX4
ekspresyonunun upregiile oldugu bildirilmistir (113). In vitro olarak, insan pulmoner
arter adventisyal fibroblastlarinda (116) ve PADKH’lerinde (113) hipoksik kosullar

altinda NOX4 ekspresyonunda 6nemli bir artis rapor edilmistir.
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Pulmoner arteriyel diiz kas hiicresi

Pulmoner arter endotel hiicresi

NOX, Nikotinamid adenin diniikleotid fosfat oksidaz; CoQ, Koenzim Q; CytC, Sitokrom C; FAD, Flavin
adenin diniikleotit; FMN, flavin mononiikleotit; eNOS, Endotelyal nitrik oksit sentaz (2).

Sekil 2.5. Pulmoner arterlerde ROS’un molekiiler kaynaklari ve NOX tipleri.

Oksidatif stres, H2O-ile indiiklenen tirozin nitrasyonu yoluyla eNOS ve
prostasiklin sentaz (PGIS)’da hasara yol acabilmektedir. Boylece, damarlarin NO ve
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PGI2’yi sentezleme kapasitesini azaltarak vazodilatasyonu bozabilmektedir (117).
Ayrica eNOS’a verilen peroksinitrit hasari, sentaz aktivitesini NO’dan siiperoksit
olusumuna yonlendirir ve bu sekilde sentezlenen siiperoksit, PGIS’nin eNOS’a bagiml
tirozin nitrasyonu ile iliskilendirilmistir (118).

ROS tarafindan aktive edilen ve pulmoner vaskiiler remodelinge katki saglayan
mekanizmalar c¢esitlidir (Sekil 2.6) ve tiim pulmoner vaskiiler hiicre tiplerini igerir
(119). Pulmoner arteriyel remodelingde gozlenen medial kalinlasma, 6zellikle
PADKH’lerin artan proliferasyonu ve azalmis apopitozisiyle karakterizedir (70).
PADKH proliferasyonu, siiperoksit ve hidrojen peroksit gibi ROS’lar tarafindan
dogrudan uyarilabilir (120). Tersine, siiperoksit dismutaz (SOD) veya katalaz (CAT)
gibi antioksidanlar, PADKH’ nin proliferasyonunu inhibe edebilir ve hatta uzun vadede
apopitozislerini indiikleyebilir (120-122). ROS ayrica bazi vazoaktif mediatorler
tarafindan indiiklenen PADKH proliferasyonuna da katkida bulunur. Ornegin endotelin-
1, NOX aracili ROS iiretimi yoluyla PADKH proliferasyonunu uyarir (120). Ang 11
(123) ve PDGF (124) dahil olmak iizere cesitli biiylime faktorlerinin vaskiiler diiz kas
hiicrelerinde NOX’u aktive ettigi de gosterilmistir. PADKH’lerde, TGF-f1 NOX4'i
aktive eder ve TGF-B1 ile indiiklenen hiicre proliferasyonuna katkida bulunan ROS
dretimini arttirir (125, 126). ROS ayrica endotel hiicrelerinin asir1 ¢ogalmasina aracilik
ederek pulmoner vaskiiler yeniden sekillenmede rol oynayabilir. ROS’un dogrudan
PAEC proliferasyonunu uyardigi (127-129) ve anjiyogenezi tetikledigi (130)
gosterilmistir. Tersine, antioksidanlar PAEC proliferasyonunu inhibe edebilir (128,
131).
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MMP, Matriks metalloproteinaz; EGF, Epidermal biiyiime faktorii; EGFR, Epidermal biiyiime faktor
reseptorii; PDGF, Trombosit tiirevi biiylime faktorii; PDGFR, Trombosit tiirevi bliytime faktor reseptorii;
MAPK, Mitojenle aktive olan protein kinaz; ROCK, Rho kinaz; PKC, Protein kinaz C; JAK, Janus kinaz;
Pyk, Prolinden zengin tirozin kinaz; PTP, Protein tirozin fosfataz; SHP-2, SH2 domaini igeren protein
tirozin fosfataz 2; PLD, Fosfolipaz D; sGC, Coziinebilir guanilat siklaz; COX, Siklooksijenaz; PECAM,
Trombosit/endotelyal hiicre adezyon molekiilii; ICAM, Intraseliiler adezyon molekiilii; VCAM, Vaskiiler
hiicre adezyon molekiilii; HIF, Hipoksi ile indiiklenen faktor; Egr-1, Erken biiyiime yaniti-1
transkripsiyon faktorii; STAT, transkripsiyonun sinyal ileticisi ve aktivatorii; NF-xB, niikleer faktor-kB;
AP-1, Aktivator protein-1; TGF-B1, Transforme edici bilyiime faktori-B1; FGF-2, Fibroblast bilylime
faktorii-2; VEGF, Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii; TNF-a, Tiimor nekroz faktorii-o; IL, Interlokin;
eNOS, Endotelyal nitrik oksit sentaz; TRP, Transient reseptor potansiyel kanali; Katp, ATP’ye duyarl

potasyum kanali; Kcs, Kalsiyum ile aktive olan potasyum kanali; Ky, Voltaj kapili potasyum kanal (2).

Sekil 2.6. Pulmoner vaskiiler hiicrelerde redoks duyarli sinyal yollar1 ve pulmoner

hipertansiyonda ROS’un rolii.

Rho kinazlar (ROCK), wvaskiiler tonusun diizenlenmesinde ve c¢esitli
kardiyovaskiiler hastaliklarin gelisiminde rol oynayan serin/treonin kinazlardir (114).
Iki izoform tanimlanmis ve ROCK-1 ve ROCK-2 olarak adlandirilmistir. Her ikisi de
vaskiiler diiz kasta eksprese edilir (132). ROCK lar kii¢ciik G proteini RhoA tarafindan
aktive edilir ve daha sonra miyozin hafif zincir fosfataz (MLCP)’1 fosforile ederek
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inaktif hale getirir. Bu nedenle miyozin fosforilasyonu artar, boylece sitozolik kalsiyum
konsantrasyonlarindaki herhangi bir artistan bagimsiz olarak diiz kasin kasilmasi artar.
Bu durum Kkalsiyum sensitizasyonu olarak ifade edilir (133). RhoA/ROCK yolunun
aktivasyonuyla olusan kalsiyum sensitizasyonu, PH’de gé6zlenen diiz Kkas
disfonksiyonuna katkida bulunabilir. Pulmoner arterlerde ROS ile RhoA/ROCK
yolunun iligkili oldugu bildirilmistir (63, 134). Kronik hipokside, RhoA aktivitesi artar
ve bu artis artan ROS diretimi ile iliskilidir (135, 136). Siiperoksitin sican pulmoner
arterlerinde niikleusa ROCK-2 translokasyonuna neden oldugu ve ROCK inhibitoriine
duyarli vazokonstriksiyona neden oldugu (137) gosterilmistir. Hidrojen peroksit,
PAEC’lerde ve PASMC’lerde RhoA aktivitesini de artirabilir (138). Bu baglamda
tartismal1 sonuglar da bildirilmistir (114, 139).

RhoA/ROCK/Siklofilin A (CyPA)/Basigin (Bsg) yolunun aktivasyonu PAH
patogenezinde onemli bir yer tutmaktadir. ROCK’un asir1 ve siirekli aktivasyonu,
vaskiiler diiz kas hiicrelerinden CyPA sekresyonunu artirir ve ekstraseliiler CyPA,
vaskiiler diiz kas hiicresi proliferasyonunu uyarir. Ek olarak, eckstraseliiler CyPA,
endotelyal hiicre adezyon molekiilii ekspresyonunu ve endotelyal apopitozisi indiikler
(Sekil 2.7). CyPA, reseptorii Bsg araciligiyla etki gostermektedir. Saglikli kontrollere
kiyasla PAH hastalarinda plazma CyPA seviyesi onemli Ol¢iide yiiksek bulunmustur.
Ayrica plazma CyPA diizeyi, hastalik siddeti ve uzun siireli sagkalim orani ile korele
bulunmustur.  Oksidatif stres’in  PAH’li  hastalarin PADKH’lerinden CyPA
sekresyonunu indiikledigi gosterilmistir. CyPA’nin PAH’11 hastalarin PADKH’lerinden
sitokin/kemokinlerin ve biiyltime faktorlerinin sekresyonunu, inflamatuvar hiicre gociinii
ve PADKH proliferasyonunu artirdigi raporlanmustir. Ayrica, MCT ile indiiklenen erkek
Sprague-Dawley sigan PAH modelinde, PAH’I1 siganlarin akcigerdeki RhoA, ROCK,
CyPA ve Bsg protein seviyelerinin yiikseldigi gosterilmistir. Benzer sekilde,
Sugen/hipoksi erkek Sprague Dawley sican PAH modelinde de PAH’l1 siganlarda
akciger RhoA, ROCK, CyPA ve Bsg protein seviyeleri yliksek bulunmustur. Ayrica,
CyPA ve Bsg’nin hipoksi ile indiiklenen PH'yi artirdig1 gosterilmistir (140).
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EC, endotel hiicresi; eCypA, ekstraseliiler siklofilin A; iCypA, intraseliiler siklofilin A; VKDH, vaskiiler
diiz kas hiicresi; ROCK, Rho kinaz (3).

Sekil 2.7. Ekstraseliiler CypA’nin farkli hiicre tipleri tizerindeki hiicreye 6zgii etkileri

ve intraseliiler CypA’nin islevi.

PAH’I Akciger ve RV’de Oksidatif Stres

PAH’ta yiiksek intrapulmoner ve RV siiperoksit seviyeleri (141-145) varken;
LV’de oksidatif stres bulgularina rastlanmamaktadir (146). Ayrica, antioksidan tedavi,
MCT ile indiiklenen PAH ve RVH gelisimini azaltabilmektedir. Ornegin, insan
ekstraseliller SOD genini iceren adenoviriisiin intratrakeal uygulanmasinin, bir
antioksidan gorevi gorerek MCT ile indiiklenen PAH gelisimini azalttigi rapor
edilmigstir (143) Bir SOD/CAT mimetigi olan EUK-134’iin ip uygulamasinin RV’de
oksidatif stresi, interstisyel fibrozisi ve proapopitotik sinyali azalttigi ve RV
fonksiyonunu iyilestirdigi Dbildirilmistir (146). Ayrica, antioksidan bir ajan olan
resveratroliin, pulmoner damar sistemine 16kosit infiltrasyonunu, PADKH
proliferasyonunu, NOX’un neden oldugu oksidatif stresi azalttigi ve MCT ile
indiiklenen PAH ve RVH gelisimini 6nledigi bildirilmistir (145). Sonug olarak, bir¢ok
antioksidan tedavi modalitesi MCT ile indiiklenen PAH 1n ilerlemesini azaltmada etkili

gibi gorinmektedir (53).
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Bir MCT ile indiiklenen sigan PAH modelinde, RV’de NOX bagimli ROS
iiretiminin arttig1; fakat ayni artisin LV’de bulunmadigi rapor edilmistir (147). Boylece,
RV yetmezligi gelisiminde NOX bagimli ROS iiretiminin 6nemli rolii oldugu
gosterilmistir. Ayni calismada, PAH’li sigan RV’lerinde SOD1 ve SOD2 gen
ekspresyonlarinin azaldig: bildirilmistir (147). Bu baglamda, PAH’a bagli olarak RV’de
antioksidan kapasitenin de olumsuz yonde etkilendigi sdylenebilir.

PAH’ta, antioksidan yanitin ana diizenleyici faktorii olan NF-E2 ile iligkili faktor
2 (Nrf2)’in patofizyolojik rolii oldugu diisiiniilmektedir. PAH’I1 si¢an akcigerinde Nrf2
protein diizeylerinin azaldigi bildirilmistir. Nrf2, hem oksijenaz-1 (HO-1)’i igeren bir
dizi antioksidan enzimin ekspresyonunu diizenlemektedir (148). Fizyolojik kosullarda
Nrf2, Kelch benzeri ECH ile iligkili protein 1 (Keapl) ile etkilesime girerek inaktif ve
diisiik hiicre i¢i diizeyde tutulur. Elektrofiller, Keapl’in reaktif tiyol gruplarina
oksitlenirken; oksidanlar kovalent olarak baglanir ve Keap1’in Nrf2’yi salmasina neden
olur. Alternatif olarak, Nrf2 salinimi, protein kinazlar tarafindan fosforilasyonunu takip
edebilir. Keapl salindiktan sonra aktif Nrf2 hiicrede birikir, ¢ekirdege yer degistirir ve
promotdr bolgelerinde elektrofil yanit elemani (EpRE) iceren genleri aktive etmek icin
kiigiik Maf proteinleri ile bir heterodimer olusturur. Bunlara enzimler, baglayici
proteinler ve ksenobiyotiklerin, ROS’larin ve endojen reaktif kimyasallarin
detoksikasyonu ve eliminasyonunda islev goren tasiyicilar ile oksitlenmis proteinleri
onarabilen veya ortadan kaldirabilen bazi proteinler de dahildir. Bu tiir proteinlerin
uyarilmasi, ¢ok cesitli toksik maddelere karsi koruma saglayan bir elektrofil stres
tepkisini temsil eder (Sekil 2.8) (149).
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AR, aldoz rediiktaz; CES, karboksilesteraz; EH1, mikrozomal epoksit hidrolaz; GCL, glutamat-sistein
ligaz; GGT, gama-glutamil transpeptidaz; GPX2, glutatyon peroksidaz 2; GR, glutatyon rediiktaz; GST,
glutatyon S-transferaz; HO-1, hem oksijenaz 1; NQO1, NAD(P)H:kinon oksidorediiktaz; Mrp2, Mrp3 ve
Mrp4, coklu ilag direnci proteini 2, 3 ve 4; SODI, siiperoksit dismutaz 1; Srx1, siilfiredoksin 1; UGT,

UDP-glukuronosiltransferaz; Trx, tioredoksin; TrxR, tioredoksin rediiktaz (149).

Sekil 2.8. Elektrofil stres yanitina aracilik eden Keap1/Nrf2 sinyal yolagi.

[PAH’l1 hastalarin plazmasinda, ROS kaynagi XO aktivitesinin saglikli
kontrollere kiyasla yiiksek bulundugu bildirilmistir (150). IPAH’I1 133 hastanin dahil
edildigi bir bagka calismada ise, iic SOD alt tipinin (bakir-ginko [Cu/Zn-SOD],
manganez [Mn-SOD] ve hiicre dis1 SOD) de plazma aktivitelerinin saglikli kontrollere
gore daha diisiik bulundugu rapor edilmistir (151). Ayrica, serum CAT aktivitesi ve
malondialdehit (MDA) diizeyi gibi oksidatif stresin serum belirteglerinin, PAH’l1
hastalarda olumsuz klinik sonuglarla iligkili oldugu gosterilmistir (152).

Siddetli PH  hastalarindan  alinan  akciger  biyopsi  Orneklerinin

immiinohistokimyasal ¢aligmalari, 3-Nitrotirozinin her yerde ve siddetli bir sekilde
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yiikseldigini gostermektedir. 3-Nitrotirozin, peroksinitritin proteinler lizerindeki tirozin
rezidiileri ile reaksiyonundan kaynaklanan oksidatif hasarin yaygin olarak kullanilan bir
biyolojik  belirtecidir. ~ 3-Nitrotirozin  ayrica NO’nun siiperoksit tarafindan
stipiiriilmesinin kanit1 olarak kabul edilir. Siddetli PH hastalarinda ekshale NO seviyesi
diistiktiir. Bu durum kismen, siiperoksitle reaksiyona giren NO kaybina bagli olabilir.
PAH’l1 hastalarda pleksiform ve konsantrik lezyonlardaki endotelyal hiicrelerde 8-
hidroksiguanozin boyamasi mevcuttur. 8-Hidroksiguanozin, siiperoksitin guanin ile
reaksiyonundan kaynaklanan oksidatif hasarin bir biyolojik belirtecidir. Aym1 PH
hastalarinin  akcigerlerinde Mn-SOD miktar1 ve aktivitesinin diisik bulunmasi
stiperoksiti sliplirme kapasitesinin azaldigina isaret etmektedir. Bu veriler, siddetli PH
hastalarinin akcigerlerinin kronik oksidatif stres altinda oldugunu gostermektedir (153).
ADE2 Enzimi ve PAH i¢in Onemi

ADE’nin bir homologu olan ADE2, anjiyotensin II (Ang II) ve anjiyotensin I
(Ang I)’i swrasiyla anjiyotensin 1-7 (Ang (1-7)) ve anjiyotensin 1-9 (Ang (1-9))’a
indirgeyen hiicre dig1 katalitik alani ile bir monokarboksipeptidaz olarak calisir. Ek
olarak, ADE2’nin apelin, des-arginin bradikinin ve ndrotensin gibi farkli substratlar
tizerinde de enzimatik aktivite gosterdigi tahmin edilmektedir. ADE2 esas olarak
akcigerde (hava yollar1 ve tip II alveolar hiicreler), kalp, bobrek ve bagirsakta bulunur.
Ayrica agiz ve burun mukozasinda, deride, lenf nodlarinda, timusta, kemik iliginde,
dalakta, karacigerde, testiste ve beyinde de bulunur (1).

Yapilan deneysel ve klinik ¢aligmalar, ADE2’nin PH patofizyolojisi i¢in dnemini
isaret etmektedir. CHD ile iliskili PAH’1 olan 104 hastanin dahil edildigi bir ¢alismada,
hastalarin serum ADE2 protein seviyelerinin azaldigi bildirilmistir. Ayrica, ADE2
diizeyleri ile hastalarin mPAP degerlerinin negatif sekilde korele oldugu rapor edilmistir
(154). Hipoksik PH sigan modelinde, PH’li siganlarda plazma ADE2 ve Ang (1-7)
seviyelerinin, RV ADE2 ve Mas protein diizeyleri ile gen ekspresyonlarmin azaldigi
bildirilmistir (155). Baska bir deneysel ¢alismada, hipoksik PH sican modelinde 3 hafta
hipoksiye maruz birakilan siganlarin akcigerinde ADE2 gen ekspresyonu ve protein
diizeyinin azaldig1 gosterilmistir (156). ADE2’nin PH patofizyolojisindeki dneminin
giderek daha fazla anlasilmas1 sonucunda PH tedavisi i¢in 6nemli bir hedef olabilecegi
ongoriilmiistiir. Boylece ¢alismalar ADE2’nin PH’deki terapétik etkililigini aragtirmaya

odaklanmustir.
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Yamazato ve arkadaslari, 5-6 haftalik erkek C57/BL6 farelerde, ADE2 gen
transferinin, MCT ile indiiklenen PAH modelinde RVSP’yi ve pulmoner arteriyel duvar
kalinligin1 azalttigini géstermislerdir (157).

Hemnes ve arkadaslari, PAH’11 hastalarda tek doz intravendz (iv) rekombinant
insaatn ADE2 (rhADE2) uygulamasinin kardiyat output (CO)’u artirdigini, PVR’yi
azaltmakla beraber mPAP’1 degistirmedigini bildirmislerdir. rhADE2 uygulamasinin
PAH’11 hastalarda sistolik arteriyel basing (SAP), diyastolik arteriyel basing (DAP) ve
kalp hiz1 (KH)’m1 degistirmedigini gdstermislerdir. Ayni1 ¢alismada, PAH 1 hastalarda
rthADE2’nin SOD2 plazma protein seviyesini artirdig1 bildirilmistir.

2.2.6. Monokrotalinle indiiklenen PAH Modeli

Insan PH’sini tam olarak yansitan miikemmel bir hayvan modeli bulunmasa da,
MCT ile indiiklenen PAH, en yaygin kullanilan klasik PH modelidir (158). Belki de en
sik kullanilan rodent PH modeli, MCT ile indiiklenen sican PAH modelidir (53, 68, 85,
92, 145, 159). MCT, genellikle 60 mg/kg dozunda tek seferlik ip enjeksiyon ile
uygulanan bir pirolizidin alkaloididir (53). MCT uygulanan siganlarda, enjeksiyondan
8-16 saat sonra pulmoner rezistans arteriyollerin adventisyasinda inflamatuvar
monositlerde belirgin artislarla birlikte hizli bir intrapulmoner inflamatuvar yanit (160)
gergeklesir.

Medial duvar kalinliginda artig, 7.giin 6nce dis ¢ap1 300 p’dan kiiciik arterlerde
saptanir ancak 10. giin anlamli hale gelir. Daha sonra sadece dis ¢ap1 50-100 p ve 200-
300 p olan arterlerde saptanir. Medial duvar kalinligi 35. giline kadar artmaya devam
eder ve 14. giinden itibaren 500-1000 p arasindakiler de dahil olmak {izere tiim
biiytikliikteki arterlerde anlamliliga ulasir (161). Kiigiik arteriyol sayisinin alveol
sayisina normallestirilmis oranindaki azalma, 21. giinde belirgindir ve bu azalma,
arteriyel budanma oldugunu gosterir. RVH 21. giinde belirginlesir ve giderek daha
siddetli hale gelir (161). MCT ile indiiklenen bir rodent PAH ¢alismasinda, normalde 35
mmHg civarinda olan sistolik PAP’in MCT enjeksiyonundan 12 giin sonra artmaya
basladig1 ve kademeli olarak 28 giin sonra 60-65 mmHg’ye yiikseldigi bildirilmistir.
Daha 6nceki caligmalarla uyumlu olarak, RVH nin 21. giinde belirginlesmeye basladigi,
enjeksiyondan yaklagik 4 hafta sonra baslayan RV yetmezligi nedeniyle 6liim meydana
geldigi ve MCT enjeksiyonunu takiben 5. haftadan sonra az sayida siganin hayatta

kalabildigi rapor edilmistir (162).
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MCT ile indiklenen PAH modeli, MCT’ye bagh vaskiiler toksik etkilerin
pulmoner sisteme spesifik olmasi bakimmdan insan PAH’ma uygun bir deneysel
modeldir. Sirmagiil ve ark., erkek Sprague-Dawley sigan PAH modelinde, tek doz sc 60
mg/kg MCT uygulanan hayvanlarin pulmoner arter ve aortalarindaki asetilkolin
gevseme ve serotonin kasilma yanitlarinmi test etmislerdir. MCT’nin, pulmoner arterde
asetilkolin gevseme yanitin1 azaltirken; serotonin kasilma yanitini artirdigini
gostermislerdir. Diger yandan, aortanin asetilkolin gevseme ve serotonin kasilma

yanitlari iizerine MCT nin etkisiz oldugunu bildirmislerdir (158).

2.2.7. PAH Tedavisi

PAH hastalarinda genel tedavi hedefleri; egzersiz kapasitesinde iyilesme
saglanmasi, yasam kalitesinin artirilmasi, RV fonksiyonlarinin iyilestirilmesi ve
mortalite riskinde diisiis saglanmasidir (5).

PAH hastalar1 i¢in mevcut tedavi stratejisi sirasiyla {i¢ basamaga ayrilabilir;

1. Genel onlemler (dogum kontrolii, egzersiz egitimi vb.), destekleyici

tedaviler (oral antikoagiilanlar, diiiretikler, oksijen, digoksin), ileri
merkezlere sevk ve uzun siireli KKB tedavisinin endikasyonu igin akut

vazoreaktivite testi yapilmasi,

2. Vazoreaktif hastalarda yiiksek doz KKB ile baslangig tedavisi veya
vazoreaktif olmayan hastalarda onaylanmis PAH ilaglariyla tedavi,

3. Baslangig¢ tedavisine verilen yanitin yetersiz oldugu durumlarda, onaylanmis

ilag kombinasyonlari veya akciger transplantasyonu.
Genel Onlemler
1. Dogum kontrolii,
2. Influenza ve pnémokok enfeksiyonlarina kars1 asilama,
3. Psikososyal destek,
4. Egzersiz egitimi,
5. Seyahat onerileri,
6. Ucus esnasinda oksijen destegi,

7. Elektif cerrahide miimkiinse genel anesteziden ziyade epidural anestezinin

tercih edilmesi,
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8. Asin fiziksel aktiviteden kaginilmasi,
9. Genetik danismanlik,

10. Tedavilere uyumun artirilmast (5).
Destekleyici Tedaviler

Oral Antikoagiilanlar: IPAH'n hastalarin postmortem incelemelerinde vaskiiler
trombotik lezyonlarin goériilme sikligi yiiksektir (5, 163). Pihtilasma ve fibrinolitik
yolaklarda anormallikler de bildirilmistir (5, 164-166). Bu durumlara kalp yetmezligi ve
hareketsizligin eklenmesi nedeniyle venéz tromboembolizm riski artmaktadir. Bu

nedenle PAH’ta oral antikoagiilasyon gereklidir.

Diiiretikler: Dekompanse sag kalp yetmezligi; sivi tutulmasi, santral vendz basincin
artmasi, hepatik konjesyon, asit ve periferik 6deme neden olur. Asirt sivi yiikii olan

PAH’11 hastalarda diiiretik tedavinin semptomatik iyilesme sagladigi bilinmektedir (5).

Oksijen: PAH hastalarinda oksijen uygulamasinin PVR’yi diisiirdiigii gosterilse de
uzun siireli Oz tedavisinin yararli oldugunu gosteren randomize veri bildirilmemistir.
PAH hastalarinin ¢ogunda (CHD’li ve pulmoner-sistemik santli hastalar haric), patent
foramen ovale olmadig: siirece, istirahat halinde arteriyel hipoksemi derecesi diisiiktiir.
Nokturnal O tedavisinin ilerlemis Eisenmenger sendromunun dogal seyrini
degistirmedigi rapor edilmistir (5, 167). Ambulatuvar O, egzersiz sirasinda olusan
desatiirasyonun diizeltilebildigine ve semptomatik fayda saglandigina dair kanit

varhiginda diistiniilebilir (5).

Digoksin: Digoksinin, IPAH’ta CO’yu akut olarak iyilestirdigi gosterilmistir. Ancak,
uzun siireli uygulamadaki etkililigi bilinmemektedir (5, 168). Atriyal tasiaritmi gelisen
PAH hastalarinda ventrikiil hizin1 azaltmak i¢in kullanilabilir (5).

Demir Eksikligi ve Anemi: PAH'l hastalarda demir eksikligi yaygindir. IPAH’I1
hastalarin %43’tinde, SSc ile iligkili PAH hastalarinin %46’sinda ve Eisenmenger
sendromlu hastalarin %56’sinda demir eksikligi bildirilmistir (5, 169-171). Demir
eksikliginin tim bu durumlarda, azalmis egzersiz kapasitesi, anemi varligi veya
siddetinden bagimsiz sekilde mortaliteyi artirabilecegi diistiniilmektedir (5, 169, 170,
172, 173). Bu nedenle, PAH’l1 hastalarda demir durumunun diizenli olarak izlenmesi
onerilmektedir. Demir eksikligi olan hastalarda demir replasmanm diisiiniilmelidir. Bazi

calismalar, PAH’l1 hastalarda oral demir emiliminin bozuldugunu ileri stirmektedir. Bu
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nedenle iv demir uygulamasi tercih edilebilir (5, 169, 172, 174). Fakat bu tercihi
destekleyen yeterli sayida kontrollii calisma bulunmamaktadir (5).

Spesifik Farmakolojik Tedavi

Kalsiyum Kanal Blokerleri: RHC sirasinda yapilan pulmoner vazoreaktivite testi
pozitif olan IPAH’I1 hastalarin ¢ok az bir kismmnm KKB’lerden fayda gordiigii
anlasilmistir. Bildirilen calismalarda agirlikli olarak kullanilan KKB’ler nifedipin,
diltiazem ve amlodipin olup Ozellikle nifedipin ve diltiazem vurgulanmistir (5, 175,
176). Hastanin bazal kalp atim hizi, KKB sec¢iminde onemlidir. Tasikardik hasta icin
diltiazem; bradikardik hasta icin ise nifedipin ve amlodipin tercih edilebilir. IPAH
tedavisinde etkili olan bu ilaglarin giinliik dozlar1 nispeten yiiksektir. Giinliik dozlar;
nifedipin i¢in 120-240 mg, diltiazem i¢in 240-720 mg ve amlodipin i¢cin 20 mg’ye
kadardir. Tedaviye daha diisiik dozlarla baglanmasi tavsiye edilir; 6rnegin giinde iki kez
30 mg yavas salimimli nifedipin veya giinde ti¢ kez 60 mg diltiazem veya giinde bir kez
2.5 mg amlodipin gibi. Ilag dozunun tolere edilen maksimum doza dikkatli ve agamali
olarak yiikseltilmesi Onerilir. Doz artirimi i¢in sinirlayict faktorler genellikle sistemik
hipotansiyon ve alt ekstremitede periferik 6demdir. KKB tedavisi alan IPAH’l1 hastalar
giivenlilik ve etkililik acisindan yakindan izlenmeli ve 3-4 aylik tedaviden sonra

RHC’yi de igeren tam bir yeniden degerlendirme yapilmalidir (5).

Endotelin Reseptor Antagonistleri (ERA): PAH’I1 hastalarin hem plazma hem de
akciger dokusunda endotelin sisteminin aktive oldugu gosterilmistir (177). Endotelin-1
plazma seviyelerindeki artiglarin PH’nin bir nedeni mi yoksa bir sonucu mu oldugu
belirsiz olsa da (178), bu veriler PAH patogenezinde endotelin sisteminin énemli roliinii
desteklemektedir (179). Endotelin-1, PADKH’lerinde iki farkli reseptdr izoformuna,
endotelin reseptorleri tip A ve B’ye baglanarak vazokonstriktor ve mitojenik etkiler
gosterir (180). PAH’in spesifik farmakolojik tedavisinde ERA’lar 6nemli bir rol

oynamaktadir. Mevcut ERA’lar, ambrisentan, bosentan ve masitentan’dir (54).

Fosfodiesteraz Tip 5 inhibitorleri ve Guanilat Siklaz Stimiilatorleri: PDE-5, siklik
guanozin monofosfat (cGMP)’1n par¢alanmasinda gorevli enzimdir. PDE-5 inhibisyonu,
bu enzimi eksprese eden bolgelerde NO/cGMP yolag: araciligiyla vazodilatasyona yol
acar. Pulmoner damar sistemi 6nemli miktarlarda PDE-5 igerdiginden, PDE-5
inhibitorlerinin PAH’a kars1 potansiyel klinik faydalari {izerine arastirmalar yapilmistir.
Ek olarak, PDE-5 inhibitorleri antiproliferatif etkiler gosterirler (181, 182). Her ii¢ PDE-

5 inhibitori (sildenafil, tadalafil ve vardenafil) onemli pulmoner vazodilatasyona
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neden olur ve maksimum etkileri sirasiyla 60, 75-90 ve 40-45 dk sonra gdzlemlenir

(183).

Sildenafil, tadalafil ve vardenafil gibi PDE-5 inhibitdrleri NO-cGMP yolunu
giiclendirerek cGMP yikimini yavaglatirken; riosiguat gibi sGC stimiilatorleri cGMP
tretimini artirir (184). Ayrica, c¢esitli hayvan modellerinde sGC stimiilatorlerinin
antiproliferatif ve antiremodeling 6zellikleri rapor edilmistir (5).

PAH tedavisinde riosiguat kullanimini inceleyen klinik ¢alismalar mevcuttur.
Omegin, giinde 3 kez 2,5 mg’ye kadar riosiguat ile tedavi edilen 443 PAH hastasinda
(hastalarin %44’ ERA alirken; %6°’s1 prostanoid tedavisi almaktadir) gerceklestirilen
bir RK(C’de egzersiz kapasitesi, hemodinami, Diinya Saglik Orgiitii fonksiyonel sinifi
ve klinik kdtiilesmeye kadar gecen siire lizerinde olumlu sonuglar bildirilmistir (185).
ERA veya prostanoid tedavisi almakta olan hastalarda egzersiz kapasitesinde artis rapor
edilmistir. Plasebo ve 2,5 mg riosiguat grubunda en sik goriilen ciddi advers olay olarak
senkop (sirastyla %4 ve %]1) bildirilmistir. Riosiguat ve PDE-5 inhibitdr kombinasyonu,
hipotansiyon ve diger yan tesirleri nedeniyle kontrendikedir (186).

Prostasiklin  Analoglar1 ve Prostasiklin Reseptor Agonistleri: Prostasiklin,
predominant olarak endotelyal hiicreler tarafindan iretilir ve tiim vaskiiler yataklarin
giiclii vazodilatasyonunu indiikler. Bu bilesik, trombosit agregasyonunun en giiglii
endojen inhibitoriidiir ve ayrica hem sitoprotektif hem de antiproliferatif ozelliklere
sahip goriinmektedir (187). PAH’Li hastalarda prostasiklin metabolik yollarinin
disregiilasyonu gosterilmistir. Ayrica bu hastalarin pulmoner arterlerinde prostasiklin
sentaz ekspresyonu ve prostasiklin liriner metabolitlerinin azaldigi gosterilmistir (188).
PAH’li hastalarda prostasiklinin klinik kullanimi, farkli farmakokinetik &zelliklere
sahip; ancak kalitatif olarak benzer farmakodinamik etkileri paylasan stabil analoglarin

senteziyle genisletilmistir (5).

Beraprost, kimyasal olarak stabil ve oral olarak aktif ilk prostasiklin analogudur.
Yapilan ¢alismalarda beraprostun egzersiz kapasitesinde 3-6 aya kadar devam eden bir
yilesme gosterdigi; fakat hemodinamik iyilesme veya uzun vadeli yarar saglamadigi
bildirilmistir. En sik goriilen yan tesirler bas agrisi, ylizde kizarma, ¢cene agrisi ve diyare
olarak rapor edilmistir (5, 188, 189).

Epoprostenol (sentetik prostasiklin), kisa bir yar1 émre (3-5 dk) sahiptir ve oda
sicakliginda sadece 8 saat stabil kalabilmektedir (5). Epoprostenol ile tedaviye 2-4

ng/kg/dk’lik bir dozda baslanir. Ilag dozu, yiizde kizarma, bas agrisi, ishal ve bacak

37



agris1 gibi yan tesirleri nedeniyle siirli bir sekilde artirilir. Optimal doz, cogunlukla 20-
40 ng/kg/dk’dir (190, 191).

[loprost, kimyasal olarak stabil bir prostasiklin analogudur (5). Intravendz, oral
veya inhalasyon yoluyla kullanilabilir. inhale iloprostun (6-9 inhalasyon/giin [2,5-5
mg/inhalasyon]) PAH’ta egzersiz kapasitesi, semptomlar, PVR ve Kklinik sonuglar
iizerinde olumlu etkileri oldugu bildirilmistir (192). Inhale iloprost genel olarak iyi
tolere edilmekte olup en sik goriilen yan tesirleri yiizde kizarma ve ¢ene agrisidir (193).

Treprostinil, epoprostenoliin bir trisiklik benzidin analogudur ve ambient
sicaklikta uygulanabilecek yeterli kimyasal stabiliteye sahiptir. Intravendz ve sc yolla
uygulanabilir. Inhaler ve oral formiilasyonlar1 da mevcuttur (5). Treprostinilin PAH’I1
hastalarda egzersiz kapasitesi, hemodinami ve semptomlarda iyilesme sagladig
bildirilmistir. Treprostinilin en sik goriilen yan etkisi infiizyon bdlgesinde agridir. Bu
durum hastalarin azimsanmayacak bir kisminda doz artislarinin siirlandirilmasina hatta
tedavinin kesilmesine yol agabilmektedir (194). Subkutan treprostinil baslangi¢ dozu 1-
2 ng/kg/dk olup yan tesirler (lokal agri, kizarma, bas agrisi) dikkate alinarak ortalama
20-80 ng/kg/dk’lik optimal doza ulasilabilmektedir (5). Treprostinilin iv dozu
epoprostenoliin iv dozundan 2-3 kat daha fazladir (195, 196).

Seleksipag, oral selektif prostasiklin IP reseptor agonistidir. Seleksipag ve
metaboliti, endojen prostasikline benzer etkilere sahip olsalar da prostasiklinden
kimyasal olarak farklidirlar (5). PAH hastalarinda (stabil ERA ve/veya PDE-5
inhibitorii tedavisi alan) seleksipag’in, 17 hafta sonra PVR’yi azalttig1 bildirilmistir
(197).

2.3. Alamandin

ALA [Alal-anjiyotensin-(1-7)]; renin anjiyotensin sistemi (RAS)’m protektif
koluna ait peptit yapili bir endojen molekiildiir (10, 198) (Sekil 2.9). Yeni bir RAS
heptapeptidi olan ALA, 2013’te Lautner ve ark. tarafindan kesfedilmis ve karakterize
edilmistir (198). ALA, Ang A iizerinde ADE2 ile veya anjiyotensin-(1-7) [Ang-(1-
7)’nin  N-terminal amino asidi Asp”in Alal’e (199) dekarboksilasyonu ile
sentezlenebilmektedir (Sekil 2.9). Ang-(1-7) ile ALA ¢ok benzer molekiiler yapilarda
(200) olmasma ragmen; Lautner ve ark. ALA’nin farelerde izole edilmis aort
halkalarinda ve anestezi altindaki siganlarda vazorelaksan ve hipotansif etkilerinin Mas
reseptor antagonisti tarafindan degil, MrgD reseptor antagonisti tarafindan bloke
edildigini gostermislerdir (198). Bu durum, ALA’nin yeni bir sinyal yolu olan MrgD
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membran reseptdriine baglanarak etkili oldugunu gostermistir. MrgD reseptorii, TGR7
veya hGPCR45 olarak da bilinmektedir. Birgok farkli dokuda MrgD reseptoriine
rastlanmistir.  Ornegin; arteriyel diiz Kas hiicrelerinde, eNOS pozitif endotelyal
hiicrelerde, aterosklerotik plaklarda, kardiyomiyositlerde ve fare beyninin
kardiyovaskiiler merkezinde MrgD reseptorii tespit edilmistir (10). Bunun yani sira
akcigerde de MrgD reseptor varligi bilinmektedir (201-203).

ALA ve reseptoriic MrgD’nin kesfinden bu yana, bu yolun aktivasyonunun
kardiyovaskiiler sistem tlizerindeki koruyucu etkilerini kanitlamak i¢in bir dizi ¢alisma
yapilmistir (204-206). Apolipoprotein E knockout farelerde, ALA uygulanmasi,
notrofilik enzimler olan matriks metalloproteinaz-9 (MMP-9) ve MPO’nun serum
seviyelerinde bir azalmaya yol agmistir. Bunun yani sira, ¢ikan aortanin baslangig
kismindaki plaklarda MMP-9 ekspresyonunda azalmaya neden olmustur (207). Oliveira
ve ark, MrgD-knockout farelerde, LV remodelingi ve belirgin bir dilate
kardiyomiyopati varligini rapor etmislerdir (208). Yapilan c¢alismalar, ALA’nin
kardiyovaskiiler sistemin yani sira akciger patolojilerine karsi da faydali etkileri
oldugunu gostermistir. Liu ve ark., ALA’nin, MrgD reseptorii araciligiyla, oksidatif
hasarin zayiflatilmas: ve otofaji indiiksiyonu iizerinden C57B/6 farelerde bleomisinle
indiiklenen pulmoner fibrozisini zayiflattigini bildirmislerdir (201).

ALA, vazodilator etkili endojen bir maddedir. ALA-MrgD reseptor eslesmesi,
NOS’larin  ekspresyonunda artisa neden olmakta, bu durum da NO aracili
vazodilatasyon ile sonuglanmaktadir. Indiiklenen vazodilatasyon, vaskiiler endotelyal
disfonksiyonun tersine ¢evrilmesi ve kalbe vendz doniisiin hafifletilmesi i¢in yeterlidir,
bdylece kalbin preloadunu azaltir. Ayrica, ALA, plazma ANP seviyelerinde artisa neden

olarak vazodilatasyona katki saglar (10).
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AP; aminopeptidaz, E; endopeptidaz, PCP: Prolilkarboksi peptidaz (4).
Sekil 2.9. Renin anjiyotensin sistem yolagi.

ALA’nin vazodilator, antihipertansif, kardiyoprotektif, antifibrotik, antioksidan,
antiiflamatuvar, antiapopitotik ve vaskiiler antiremodeling etkileri deneysel olarak
ortaya konmustur (10, 209-211). Ayrica ALA’nin farelerde oksidatif hasar1 zayiflatici
etkisi ve otofaji indiiksiyonu tizerinden pulmoner fibrozisi azalttig1 gosterilmistir (201).
Yapilan ¢alismalar, ALA ile indikklenen MrgD reseptér aktivasyonunun,
kardiyovaskiiler sistem ve akciger iizerinde g¢esitli koruyucu etkilere yol agtiginm
gostermektedir (10, 201). Bununla beraber, ALA’nin PAH’taki etkileri ve olasi
mekanizmalar hala bilinmemektedir. Bu baglamda, MCT ile indiiklenen sican PAH
modelinde MEL ile birlikte, ALA’nin olas1 koruyucu etkilerini ve altta yatan

mekanizmalar1 arastirmay1 amagladik.

2.4. Melatonin

MEL,; pineal bezde 1sik uyarisi azaldiginda iiretilip salgilanan, indol halkasi
iceren, kiiciik ve lipofilik yapil1 bir molekiildiir (Sekil 2.10). G protein bitisik M1 ve M2
reseptorleri ile kinon rediiktaz ailesine ait M3 reseptorleri bulunmakta olup M1 ve M2
vaskiiler sistem etkilerine aracilik etmektedir (11). MEL’in serbest radikal siipiiriici,

antioksidan, antiinflamatuvar, antiproliferatif ve vazodilator etki gosterdigi bulunmustur

().
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Sekil 2.10. Melatonin’in Kimyasal yapisi.

Yapilan ¢alismalar MEL’in iskemi-reperfiizyon (IR) hasari, miyokardiyal kronik
intermittan hipoksik hasar, PH, hipertansiyon, kalp kapak hastaliklari, ateroskleroz ve
lipid metabolizmasi iizerinde énemli etkileri oldugunu gostermistir. Ucuz ve 1yi tolere
edilen bir ila¢ olarak MEL, kardiyovaskiiler hastaliklar i¢in yeni bir tedavi segenegi
olabilir (212). MEL’in, kalp (213), bobrek (214) ve karaciger (215) dahil olmak tizere
cesitli organlarda IR hasarina kars1 koruyucu etkileri raporlanmistir. Bir in vivo
calismada, profilaktik MEL uygulamasinin miyokardiyal IR hasar modelinde kardiyak
fonksiyonu onemli olgiide iyilestirdigi, oksidatif hasari ve miyokardiyal apopitozisi
azalttigr bildirilmistir (216). Liu ve ark., sican miyokardiyal IR modelinde MEL’in
antioksidan etkileri araciligiyla miyokardiyal apopitozisi inhibe ettigini, miyokardiyal
hiicrelerde mitokondrinin yapisal biitiinliiglinii korudugunu, ATP sentezini artirdigin1 ve
sonugta miyokardiyal IR hasarini 6nledigini bildirmislerdir (217).

Ayrica MEL’in PH’ye karsi etkililigi smirli sayida deneysel ¢alismada
gosterilmistir. Asagidaki ¢alismalar bunlara 6rnek olarak verilebilir:

Zhang ve ark (218), MEL’in PAH’a kars1 etkililigini arastiran genis kapsamli bir
calisma gergeklestirmislerdir. PAH 11 15 hastada giindiiz serum MEL diizeylerinin
kontrollere gore anlamli derecede diisiik oldugunu; serum IL-1B seviyesinin ise ters
orantili sekilde yiiksek oldugunu gostermislerdir. Ayrica, MEL’in etkileri MCT ile
indiiklenen PAH, hipoksi ile indiiklenen PH ve Sugen/hipoksi PAH modelini igeren 3

farkli fare PH modelinde incelenmistir:

» Hipoksi ile indiiklenen C57BL/6J fare PH modelinde 2 haftalik oral
profilaktik MEL (5-8,75 mg/kg/giin), RVSP, RVH ve remodeling oranini
azaltarak PAH gelisimini 6nlemede etkili bulunmustur. MEL’in, pulmoner
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arter duvarinda hipoksi kaynakli kalinlasmay1 ve vaskiiler remodelingi

azalttigin1 bildirmislerdir.

» Sugen/hipoksi C57BL/6J fare PAH modelinde MEL’in profilaktik ve
terapotik etkileri ayr1 ayr1 incelenmistir. Profilaksi modelinde, 3 haftalik 10
mg/kg oral MEL uygulamasmnin, RVSP, RVH ve remodeling oranim
azalttig1 bulunmustur. Terapdtik modelde ise, 2 haftalik 10 mg/kg oral MEL

tedavisi, RVSP ve remodeling oranini azalttigini géstermislerdir.

» MCT ile indiiklenen C57BL/6J fare PAH modelinde, 4 haftalik 10 mg/kg
oral profilaktik MEL uygulamasinin, RVSP ve RVH’yi azalttigim

gostermislerdir.

Bu calismada, hipoksinin, endotel gegirgenligini artirdigi ve endoteli aktive
ettigi; bu durumun ise akcigerde makrofaj infiltrasyonuna yol agtigi gosterilmistir.
Hipoksi ile indiiklenen inflamazom aktivasyonu (makrofajda) IL-1p {iretiminde asirt
artisla sonuglanmig olup bu artisin hipoksi ile indiiklenen endotelyal sizintiy1 daha da
belirginlestirdigi rapor edilmistir. MEL’in endotelyal kemokin ve adezyon faktorlerini
azaltarak ve membran reseptorleri araciligiyla makrofajlardaki hiicre ici kalsiyum
konsantrasyonunu azaltarak hipoksi ile indiiklenen inflamazom aktivasyonunu inhibe
ettigi bildirilmistir. MEL’in, akcigerde makrofaj infiltrasyonunu, IL-1 sekreyonunu ve
endotelyal sizintiyr azalttign gosterilmistir. MEL, sonug¢ olarak makrofajlardaki
inflamazom inhibisyonu yoluyla PAH’a kars1 etkili bulunmustur.

Maarman ve ark’nin (159) erkek Long Evans sicanlarinda, 80 mg/kg MCT tek
sefer sc enjeksiyonuyla olusturduklari PAH modelinde, 28. giinde PAH ve RVH
gelismistir. MEL 6 mg/kg/giin dozunda igme suyuna katilarak 33 giin (profilaktik; MCT
enjeksiyonundan 5 giin once baslanarak) veya 14 giin (tedavi edici olarak; MCT
enjeksiyonundan 14 giin sonra baslanarak) uygulanmistir. Hemodinamik 6l¢timler izole
kalp perfizyonu diizeneginde ex vivo olarak yapilmistir. Siganlar, MCT
enjeksiyonundan 28 giin sonra RV hipertrofisi, kardiyak disfonksiyon, plazma oksidatif
stresinde artis ve kardiyak interstisyel fibrozis sergilemistir. 6 mg/kg/giin MEL, hem
profilaktik hem de tedavi edici olarak verildiginde PAH’11 siganlarda RVH’yi, plazma
oksidatif stresini ve kardiyak interstisyel fibrozisi azaltmis ve RV fonksiyonunu
iyilestirmistir. Bu ¢alismanin sonuglari, MCT ile indiiklenen PAH modelinde MEL’in
antioksidan, antifibrotik ve kardiyoprotektif etkilerini gostermesi agisindan 6nemlidir.
Fakat bu ¢alismada, MEL’in PAH hemodinamikleri (in vivo PAP veya RVSP 6l¢iimii
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veya ekokardiyografik inceleme) iizerindeki etkileri in vivo olarak incelenmemis olup
PAH’li akciger histopatolojik olarak degerlendirilmemistir. MEL’in MCT ile
indiiklenen PAH modelinde PAH hemodinamikleri ve akciger histopatolojisi lizerindeki
etkileri heniiz bilinmemektedir. MEL’in MCT ile indiiklenen PAH modelinde
etkililigini inceleyen smirli sayida ¢alisma bulunmakta olup olasi etki mekanizmalari
tam olarak aydinlatilamamistir. Bu baglamda, MCT ile indiiklenen sigan PAH
modelinde ALA ile birlikte, MEL’in olast koruyucu etkilerini ve altta yatan

mekanizmalar1 arastirmay1 amacladik.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Deney Hayvanlarimn Temini, Barinma Kosullar: ve Bakim

Calisma icin, Indnii Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan
02.04.2020 tarihli toplantida 2020/5-4 Karar sayist ile onay alinmis olup Inénii
Universitesi  Bilimsel ~ Arastirma  Projeleri  Koordinasyon Birimi  tarafindan
desteklenmistir (Proje no: TCD-2020-2275).

Calismada kullanilan deney hayvanlari, indnii Universitesi Deney Hayvanlari
Uretim ve Arastirma Merkezi (INUDEHUM)’nden temin edildi. Polikarbon tabanli
kafesler igerisindeki siganlar, patojen icermeyen, 20-25 °C sicaklik ve %60 nem
diizeyine sahip ortamda, 12 saat/12 saat aydinlik/karanlik dongiisii altinda barindirildi.
Hayvanlar, su ve 8 milimetre (mm)’lik standart pellet yem ile ad libitum beslendi.
Hayvanlarin beslenme ve periyodik bakimlari INUDEHUM sorumlu veteriner hekimi,
veteriner teknikerleri ve personelleri tarafindan yapildi. Sprague Dawley 1rki, 220-380 g
agirliginda, 10-11 haftalik 58 adet erkek sican, basit rasgele yontemle 5 gruba ayrildi:
Kontrol grubu (n=10), MCT grubu (n=12), ALA grubu (n=12), MEL grubu (n=12) ve
ALAMEL grubu (n=12).

Bu ¢aligma Indnii Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Farmakoloji Anabilim Dali
tarafindan, Inonii Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dal,
Universitesi Tip Fakiiltesi Kardiyoloji Anabilim Dali, Fen-Edebiyat Fakiiltesi
Biyokimya Anabilim dali ve Istanbul Medipol Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji
Anabilim Dali’nin katkilariyla gerceklestirildi.

3.2. Deney Dizaym ve Ila¢c Uygulama Siireci

Calisma gruplarimiz:

1. Kontrol grubu (n=10): 1. giin tek sefer subkutan (sc) distile su ve 1.-35.
giinlerde etanol’iin salindeki (9%0.09 NaCl, w/v) %2,5’luk ¢ozeltisi intraperitoneal (ip)
yolla uygulandi.

2. MCT grubu (n=12): 1. giin, 60 mg/kg tek doz sc MCT ve 1.-35. giinlerde
etanol’tin salindeki (%0.09 NaCl, w/v) %2,5’luk ¢ozeltisi ip yolla uygulandi.

3. MCT+MEL grubu (n=12): 1. giin 60 mg/kg tek doz sc MCT ve 1.-35.
giinlerde 10 mg/kg/giin ip yolla uygulandi.
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4. MCT+ALA grubu (n=12): 1. giin 60 mg/kg tek doz sc MCT ve 1.-35.
giinlerde 50 pg/kg/giin ALA ile etanol’iin salindeki (%0.09 NaCl, w/v) %2,5’luk
¢ozeltisi ip yolla uygulandi.

5. MCT+ALA+MEL (n=12): 1. gin 60 mg/kg tek doz sc MCT ve 1.-35.
giinlerde 50 pg/kg/giin ALA ve 10 mg/kg/giin MEL ip yolla uygulandi.

MCT (Sigma-Aldrich ABD; CAS numarasi: 315-22-0) (Sekil 3.1) 300 mg/ml
konsantrasyonda olacak sekilde 1 N HCI igerisinde ¢ozildi. 1 N NaOH eklenerek
notralize edildi ve 20 mg/ml’lik final konsantrasyona ulasilana kadar steril distile su ile
diliie edildi. Enjeksiyon hacmi 3 ml/kg olacak sekilde 60 mg/kg dozunda tek sefer
uygulandi (219). MCT dozu daha 6nce yapilan doz-yanit ¢aligmalarina gore belirlendi
(220, 221).

MEL (Sigma-Aldrich ABD; CAS numarasi: 73-31-4) (Sekil 3.1) absolu etanol
(>%99.9) (Isolab chemicals; CAS numarasi: 64-17-5) icinde ¢oziildi. %2.5’lik final
konsantrasyona ulasilana kadar salin (%0.09 NaCl, w/v) ile dilie edildi (222). MEL
dozu (10 mg/kg/giin) daha once yapilan doz-yanit ¢alismalarina gore belirlendi (223,
224).

ALA (Phoenix Pharmaceuticals, Inc. ABD; CAS numarasi: 1176306-10-7)
(Sekil 3.1) steril salinde ¢oziildii (225, 226). Stok ¢ozelti hazirlanarak 0,5 ml’lik
ependorflar igerisine almip kullanim zamanina kadar -20°C’de muhafaza edildi.
Kullanim esnasinda, ependorflar, +4°C’de ¢ozdiiriildiikten sonra salin ile diliie edilerek
istenen konsantrasyona ulasildi. Ependorflar sadece bir kez kullanildi (225). ALA dozu
(50 pg/kg/giin) daha 6nce yapilan doz-yanit ¢alismasina gore belirlendi (227).

Sekil 3.1. Monokrotalin, alamandin ve melatonin.
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3.3. Ekokardiyografik Olgiimler

Deneyin son giiniinde siganlar, 1,2 mg/kg etil karbamat (Acros Organics, New
Jersey, ABD; CAS numarasi: 51-79-6)’in distile sudaki ¢ozeltisinin ip Yyolla
uygulanmasiyla ile anestezi edildi. Anestezi altindaki si¢anlar, transtorasik
ekokardiyografi ile kardiyak agidan incelendi. Ekokardiyografik incelemeler, Turgut
Ozal Tip Merkezi Kardiyoloji Anabilim Dali’ndaki Vivid S6 marka cihazda 10S sektor
prob araciligiyla (GE Healthcare, Amerika Birlesik Devletleri), daha o6nceden
tanimlanan yontemlerle yapildi (228).

Oncelikle, anestezi altindaki sicanlarin gogiis bolgesindeki killar tiras edildi.
Sicanlar sol lateral dekiibit pozisyonda iken 2D-MMode ve Doppler olgiimleri
gerceklestirildi. Aortik velosite, erken diyastolik transmitral akimin pik velositesi (E)
(Sekil 3.2), LA c¢api, sistol ve diyastol sonu interventrikiiler septal kalinlik (IVSs ve
IVSd), sistol ve diyastol sonu sol ventrikiil i¢ cap1 (LVIDs ve LVIDd), sistol ve diyastol
sonu sol ventrikiil posterior duvar kalinhigi (LVPWs ve LVPWd), sol ventrikiiler
ejeksiyon fraksiyonu (LVEF), KH, pulmoner arter akselerasyon zamani (PAAT),
trikiispit kapagin aniiler planda sistolik yer degistirmesi (TAPSE), RV cap1 ve RV/LV
orani Ol¢iildii. Mitral kapak ve/veya aort ¢ikis yolunun 2D ve renk akis1 goriintiillenmesi
ve spektral Doppler degerlendirmesi amaciyla parasternal uzun eksen (Sekil 3.3) ve
apikal dort/bes odacik goriintiileri (Sekil 3.4) dikkate alindi. Parasternal uzun eksen
kullanilarak LA, LV ve aort ile ilgili dl¢limler yapildi. PAAT 6l¢iimii parasternal kisa
eksen tizerinden alindi. Doppler spektrumlari, 5-10 kalp siklusu boyunca, tarama hizi
100 mm/s olacak sekilde kayit altina alindi. Renkli Doppler 0.44 m/s Nyquist
simirindaki 6n ayarda c¢alisildi. Ekokardiyografi iizerinden tahmini sistolik PAP

olctilmesi, pratik ve dogru sonuca ulastirmadigindan yapilmadi.
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Sekil 3.2. MEL grubuna ait bir sigan ekokardiyografisinde E ve A dalgalarinin

gorunumul.

Turgut Ozal Tip Merkezi 10SRS Mi0.7
08!0342‘1 13:33:35 ADM necip Tis 0.5 08/03/21 13:34:04

Sekil 3.3. Ekokardiyografide sican kalbine ait M mod parasternal uzun eksen goriiniimii
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Sekil 3.4. Ekokardiyografide sigan kalbinin apikal dort bosluk gériiniimii

3.4. Invazif Hemodinamik Ol¢iimler ve Cerrahi Uygulamalar

Ekokardiyografik ol¢iimlerin hemen ardindan, anestezi altindaki sicanlarda
invazif hemodinamik Ol¢timler (EKG, karotis kaniilasyonu ile SAP ve DAP ve juguler
ven Kkaniilasyonuyla RVSP 6lciimii) gergeklestirildi. Bu &lgiimler Inénii Universitesi
Tibbi Farmakoji Anabilim Dalinda yapildi.

Sol karotis artere yerlestirilen kaniil, transdiiser ve kayit sistemi (Biopac MP-100
Veri Kayit Sistemi) araciligiyla SAP ve DAP, KH ve EKG kaydi (3 derivasyonlu EKG
elektrotlar1 ile) alindi (Sekil 3.5 ve Sekil 3.6). Ortalama arteriyel basing (MAP),
MAP=(2xDAP+SAP)/3 formiiliiyle hesaplandi.

Sag juguler vene yerlestirilen ucu hafif kavisli kaniil, transdiiser ve kayit sistemi
(Biopac MP-100 Veri Kayit Sistemi) araciligiyla RVSP, KH ve EKG kayd: alindi (Sekil
3.7).
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Sekil 3.5.

Sol karotis kaniilasyonu yoluyla invazif KB 6l¢timii.
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Sekil 3.6. Sag juguler ven kaniilasyonu yoluyla invazif RVSP 6l¢iimii.

Sekil 3.7. Biopac MP-100 Veri Kayit Sistemi ile KB, KH ve EKG kaydu.
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Anestezi altindaki si¢anlarda kalp bir biitiin halinde ¢ikarilarak 6tenazi yapildi.
Sag ve sol akcigerler bir biitiin halinde ¢ikarildi. Alinan kalp ve akciger dokular1 hassas
elektronik terazide tartilip agirliklar1 kaydedildi. Sol akciger histopatolojik incelemeler
icin bir biitiin halinde %10’luk formaldehit icerisinde tespit edildi. Sag akciger
biyokimyasal incelemeler i¢in (ELISA ve Western blot) ayrildi. Bu numuneler analizler
yapilana kadar -80 °C’de muhafaza edildi.

Alinan kalp dokular1 bir biitiin halinde %10’luk formaldehit igerisinde tespit
edildikten sonra kalp bisturi yardimiyla transvers kesilerek atriyumlar ventrikiillerden
ayrildi. Daha sonra RV serbest duvari, LV+IVS’den bisturi yardimiyla kesilerek ayrildi.
RV serbest duvari ile LV+IVS hassas elektronik terazide ayri ayri tartildi. RV serbest
duvarinin agirhigr LV+IVS agirligina bolinerek Fulton indeksi hesapland: (Sekil 3.8).

Soldaki fotografta atriyumlarin ventrikiilden ayrilmasi goriinmekte. Sagdaki fotografta LV+IVS (sol) ile
RV serbest duvari (sag) gériinmektedir.

Sekil 3.8. Fulton indeksi belirleme asamalari.

3.5. Histopatolojik Analizler

3.5.1. Histokimyasal Analizler

Deney sonunda alinan dokular %10’luk formaldehit igerisinde tespit edildi.
Tespit sonunda ¢esme suyunda yikanan dokular, dehidrasyon ve parlatma iglemlerinden
gecirilerek parafine gomiildi. Parafin bloklardan 4 pm kalinliginda kesitler alindi.
Deparafinizasyon ve rehidrasyon iglemlerinden gecirilen kesitler, genel degerlendirme

icin hematoksilen-eozin (H-E) ile boyandi. Boyanan preparatlar Leica DFC-280
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arastirma mikroskopu ile Leica Q Win Image Analiz Sistemi (Leica Micros Imaging
Solutions Ltd.,Cambridge, UK) kullanilarak incelendi.

Akciger kesitleri inflamatuvar hiicre infiltrasyonu, alveoler makrofaj yogunlugu,
alveoler septa kalinlasmasi ve interstisyel 6dem yoniinden degerlendirildi. Rasgele
secilen 10 alan incelendi ve alanlar histopatolojik degisikliklerin derecesine gore; O:
degisiklik yok, 1: hafif, 2: orta, 3: siddetli degisiklik olarak skorlandi (229). Ayrica, her
bir akciger 6rneginde rasgele segilen 20 adet pulmoner arterin tunika intima-medya
(TIM) kalinlig1 6l¢iildii (230).

Kalp kesitleri interstisyel 6dem, inflamatuvar hiicre infiltrasyonu ve graniilasyon
dokusunun varligi yoniinden degerlendirildi. Rasgele segilen 10 alan incelendi ve
alanlar histopatolojik degisikliklerin derecesine gore; 0: degisiklik yok, 1: hafif, 2: orta,
3: siddetli degisiklik olarak skorlandi (231). Ayrica, her bir kalp 6rneginde rasgele
secilen 20 adet kardiyomiyositin niikleus seviyesindeki ¢api 6lgiildii (232).

3.5.2. Immiinohistokimyasal Analizler

Immiinohistokimyasal ~ analizler icin deparafinizasyon ve rehidrasyon
islemlerinden gecirilen doku kesitleri 10 dk boyunca tripsin enzimi ile inkiibe edildi.
Endojen peroksidaz enzim aktivitesini bloke etmek i¢in kesitlere 12 dk boyunca %3’liik
H202 uygulandi. PBS ile yikanan kesitlere 5 dk siiresince protein blok (ultra V blok)
uygulamasi yapildi. Daha sonra kesitler, 37 ‘C’de 60 dk primer antikor (PCNA ve a-
SMA) ile inkiibe edildi. PBS ile yikanan dokulara 37 C’de 20 dk boyunca biyotinli
sekonder antikor uygulandi. Bu islem sonrasinda kesitler 37 "C’de 20 dk streptavidin
peroksidaz ile inkiibe edildi. Ardindan kromojen uygulamasi yapilan Kesitler
hematoksilen ile boyanarak su bazli kapatici ile kapatildi. Analizlerde, Leica DFC-280
aragtirma mikroskopu ile Leica Q Win Image Analiz Sistemi (Leica Micros Imaging
Solutions Ltd., Cambridge, UK) kullanild1.

PCNA ve o-SMA immiinreaktivite degerlendirmesi, her bir kesitten 40’lik
biiyiitmede rasgele segilen 20 pulmoner arterde gerceklestirildi. Boyanma,
immiinreaktivitenin yaygmligi (0: boyanma yok, 1: 1-%25, 2: %26-50, 3: %51-75, 4:
%76-100) ve siddeti (0: yok, +1: hafif, +2: orta, +3: siddetli) esas alinarak semikantitatif
olarak skorlandi. Toplam boyanma skoru; yaygimlik x siddet hesaplanarak elde edildi
(233).
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3.6. Biyokimyasal Analizler

3.6.1. ELISA

Akciger dokusundaki gerceklestirilen ELISA ¢alismalarinin bir bolimii Sekil

3.9°da gosterilmistir.

Kullanilan cihazlarin listesi Tablo 3.1°de verilmistir.

Tablo 3.1. Kullanilan cihazlar

Cihaz

Bulundugu Kurum/Kurulus

Sogutmali Santrifiij Cihaz1 (Niive, NF
800 R)

Inénii Universitesi Fen-Edebiyat

Fakiiltesi Kimya Bolimii

Homojenizator

Inénii Universitesi Fen-Edebiyat

Fakiiltesi Kimya Boliimii

Manyetik Karistiricil Isitic1 (Daihan,
HP-LP1)

Inénii Universitesi Fen-Edebiyat

Fakiiltesi Kimya Boliimii

Elektronik terazi (Shimadzu ATX224)

Inénii Universitesi Fen-Edebiyat

Fakiiltesi Kimya Bolimii

Mikroplate Reader (BioTek)

Inénii Universitesi Fen-Edebiyat

Fakiiltesi Kimya Boliimii

Millipore Ultrasaf Su Cihazi

Inénii Universitesi Fen-Edebiyat

Fakiiltesi Kimya Boliimii

Dokularin Homojenizasyonu

Akciger dokusu 0.1 g tartilarak plastik tiiplere alinmis olup tizerine 1 mL proteaz

inhibitorii iceren fosfat tamponlu salin (PBS), pH 7.4) ¢ozeltisi eklenmistir. Tartilan

doku ornekleri buz izolasyonu altinda bir homojenizatér yardimiyla tamamen

parcalanincaya kadar homojenize edilmistir. Elde edilen homojenatlar daha sonra 14000

rpm’ de sogutmali santrifiij yardimiyla +4 °C’de 15 dk santrifiij edilmistir. Son olarak,

elde edilen siipernatantlar Sl¢iim islemleri yapilincaya kadar +4 °C’de muhafaza

edilmistir.
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Total Protein Tayini

Orneklerdeki total protein konsantrasyonu hizli ve basit bir yontem olan
Bradford yontemi ile belirlenmistir (234). Homojenat orneklerine Bradford reaktifi

eklenerek 550 nm’deki absorbans degisimi dl¢iilerek total protein miktart belirlenmistir.

Standart protein olarak sigir serum albiimini kullanilmustir.

Sekil 3.9. Akciger dokusunda biyokimyasal analiz (ELISA) ¢alismalari.

LOX Aktivitesi Tayini

Akciger doku homojenatinda LOX aktivitesi, ticari bir florometrik LOX
aktivitesi test Kkiti (Katalog no: abl112139; Abcam) kullanilarak iretici firmanin
talimatlarina gore Olgiildii. Tum reaktifler ve numuneler oda sicakligina getirildi.

Numune hazirlama tamponu ile total hacim 50 pL olacak sekilde diliie edilen
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numuneler (1-50 pL) kuyucuklara eklendi. Toplam test hacminin 100 uL olmasi igin
her kuyucuga 50 pL LOX reaksiyon karisimi eklenerek karistirildi ve 1siktan korunarak
37°C’de 10-40 dk inkiibe edildi. ExX/Em=530-570/590-600 nm’de otomatik plak
okuyucusunda (Mikroplate Reader, BioTek) floresan artisi okundu (maksimum
Ex/Em=540/590 nm, cut off degeri=570 nm). Elde edilen sonuglar kalibrasyon grafigi
kullanilarak pg/mg protein cinsinden ifade edildi.

ADE?2 Aktivitesi Tayini

Akciger doku homojenatinda ADEZ2 aktivitesi, ticari bir florometrik ADE2
aktivitesi test kiti (Katalog no: ab273297; Abcam) kullanilarak {iretici firmanin
protokoliine gore olgiildi. Numune igin, kuyucuklara 1-5 pL lizat eklendi. Gerekli
hallerde lizat, ADE2 lizis tamponu ile seyreltildi. Arka plan kontrol i¢in ayn1 hacimde
lizis tamponu eklendi. Pozitif kontrol i¢in kuyucuklara 2 pL diliie ADE2 pozitif kontrol
eklendi. Negatif kontrol i¢in, numune ve/veya ADE2 pozitif kontrol i¢eren kuyucuklara
2 uL seyreltilmis ADE2 inhibitorii eklendi. Numune, arka plan kontrol, negatif kontrol
ve pozitif kontrol hacmi ADE2 test tamponu ile 50 uL/kuyucuk’a ayarlandi. Kuyucuklar
tyice karistirildi. Oda sicakliginda 15 dk inkiibe edildi. Her kuyucuk i¢in, 50 pl substrat
karisimi hazirlandi. Numune, arka plan kontrol, negatif kontrol ve pozitif kontrol
kuyucuklariin her birine 50 u. ADE2 substrat karisimi eklendi. Oda sicakliginda 30
dk-2 saat boyunca kinetik modda floresan (Ex/Em=320/420 nm) 6l¢iildii. Elde edilen
sonuglar Kalibrasyon grafigi kullanilarak pmol/dk/mg protein cinsinden ifade edildi.

NOX4 Tayini

Akciger doku homojenatinda NOX4 diizeyi, piyasada bulunan bir NOX4 ELISA
kiti (Katalog no: SEB924Ra, USCN) kullanilarak tretici firmanimn talimatlarina gore
Ol¢iildii. Tim reaktifler, numuneler ve standartlar hazirlandi. Her kuyucuga 100 pL
standart veya numune eklenip 37°C’de 1 saat inkiibe edildi. Aspire edildikten sonra 100
pL saptama reaktifi A eklenip 37°C’de 1 saat inkiibe edildi. Aspire edilip 3 kez yikandi.
100 pL saptama reaktifi B eklenip 37°C’de 30 dk inkiibe edildi. Aspire edilip 5 kez
yikandi. 90 pL substrat soliisyonu eklenip 37°C’de 10-20 dk inkiibe edildi. 50 puL
durdurma soliisyonu eklenip, renk degisimi hemen otomatik plak okuyucusunda
(Mikroplate Reader, BioTek) 450 nm dalga boyunda kolorimetrik olarak okutuldu. Elde
edilen sonuglar kalibrasyon grafigi kullanilarak ng/mg protein cinsinden ifade edildi.
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MPO Aktivitesi Tayini

Akciger doku homojenatinda MPO aktivitesi, ticari bir kolorimetrik MPO
aktivitesi test kiti (Katalog no: ab105136; Abcam) kullanilarak {iretici firmanin
talimatlarina gore belirlendi. Tiim reaktifler ve numuneler oda sicakligina getirildi. Her
kuyucuga numune, standart veya pozitif kontrol eklendi. Numune ve pozitif kontrol
kuyucuklarma 50 pL reaksiyon karigimi eklenip karigtirilarak 25°C’de 30 dk inkiibe
edildi. Daha sonra, tim kuyucuklara 2 puL durdurma karisimi eklenip karistirilarak
25°C’de 10 dk inkiibe edildi. Son olarak, tiim kuyucuklara 50 uL 5-tiyo-2-nitrobenzoik
asid (TNB) reaktifi eklenip karistirilarak 25°C’de 10 dk inkiibe edildi. Renk degisimi
otomatik plak okuyucusunda (Mikroplate Reader, BioTek) 412 nm dalga boyunda
kolorimetrik olarak okutuldu. Elde edilen sonuglar kalibrasyon grafigi kullanilarak

nmol/dk/mg protein cinsinden ifade edildi.
3.7. Western Blot

3.7.1. Protein izolasyonu

Sakrifiye edilen siganlardan akciger doku oOrnekleri alinarak ayni gruptaki
ornekler protein izolasyonu igin bir araya getirildi. Orneklerin homojenizasyonu,
proteaz ve fosfataz inhibitor karisimi (5872; Cell Signaling, Massachusetts, ABD)
eklenmis lizis soliisyonu (1 M Tris-HCI, 5 M NaCl, Triton-X-100, 0,5 EDTA, protease
inhibitor coctail: 20-101, Milipore, ABD) ilave edilerek yapildi.
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3.7.2. Protein Konsantrasyon Tayini

Qubit° 3.0

Fluorometer

Sekil 3.10. Protein konsantrasyon 6l¢timiinde kullanilan Qubit 3.0 Fluorometer cihazi.

Orneklerin protein konsantrasyonlar1 Qubit Protein Assay Kit (Q33211, Thermo
Fisher Scientific, Massachusetts, ABD) ve Qubit 3.0 Fluorometer cihazi (Invitrogen
Life Technologies Corporation, ABD) ile dl¢iildii. Protein 6l¢iimii yapilacak olan 5
farkl grup (Kontrol, MCT, ALA, MEL ve ALAMEL) ve Qubit cihazinin kalibrasyonu
icin kullanilan 3 farkli standart soliisyonu olmak iizere toplam 8 6rnek i¢in tampon
sollisyonu hazirlandi. Qubit protein analiz kitinde bulunan Qubit protein tamponu ve
ayni kit icerisinde bulunan Qubit bilesimi karistirildi. Kalibrasyonda kullanilacak olan
standart 1, standart 2 ve standart 3 tiiplerine 190 pl tampon soliisyonu eklendikten sonra
iizerlerine standart ¢ozeltilerinden 10 pl eklendi. Protein 6l¢iimii yapilacak olan 5 farkli
ornegin her biri i¢in 198 pl tampon ¢ozeltisi ve lizerlerine 2 pl protein 6rnegi konuldu.
Ornekler 2-3 saniye vortekslendikten sonra oda sicakliginda 15 dk inkiibe edildi.
Orneklerdeki protein konsantrasyonlar1 Qubit 3.0 Fluorometer cihaz ile 8lciildii (Sekil

3.10).

3.7.3. Protein Jel Elektroforezi

Protein konsantrasyonu olgiilen 6rneklerden (Kontrol, MCT, ALA, MEL ve
ALAMEL) her biri i¢in 20 pg protein karisimi, 2.5 ul 4X laemmli tampon soliisyonu
(1610747, Biorad, Kaliforniya, ABD) ve kalan1 ddH20 olacak sekilde hazirlanan 10 pl
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protein karisimi 95°C’de 5 dk inkiibe edildi. Ornekler, inkiibasyonun ardindan jel
elektroforez yapilincaya kadar +4°C buz iizerinde tutuldu. 4’lii dikey jel elektroforez
tanki (1658004, Biorad Life Sciences Research, Kaliforniya, ABD) icerisine 4-20%
mini-Protean TGX Stain-Free Precast protein jeli (4561096, Biorad, ABD) yerlestirildi.
Dikey elektroforez i¢in gerekli olan tampon soliisyonu (25 mM Tris, 192mM glisin,
%0.1 sodyum dodesilsiilfat (SDS), pH 8.3) (1610732, Biorad Life Sciences Research,
California, ABD) eklendi. Protein 6rnekleri ve dikey elektroforezin siiresini belirlemek
icin kullanilan protein isaret¢isi Precision Plus Protein-All blue standards (163-0393,
Biorad Life Sciences Research, Kaliforniya, ABD) jel igerisine yiiklendi. Sonrasinda
giic kaynag1 (1645070, Biorad Life Sciences Research, California, ABD) kullanilarak

Sekil 3.11. Jel elektroforez sistemi

3.7.4. Proteinlerin Membrana Transferi

Elektroforez sonunda proteinler jelden Trans-Blot Turbo RTA Mini 0.2 um
PVDF Transfer Kit (1704272, Biorad, California, ABD) igerisinde bulunan PVDF
membrana transfer edebilmek igin ayni Kit igerisinde bulunan transfer tampon
soliisyonu kullanildz.

Aymni kit igerisinde bulunan PVDF membran ve filtre kagitlar1 transfer tampon
soliisyonu igerisinde 1slatildiktan sonra Trans-blot turbo transfer sistemi (1704155,
Biorad Life Sciences Research, California, ABD) (Sekil 3.12) kullanilarak molekiiler

agirliklarina gore ayrilmis olan proteinler jelden PVDF membrana transfer edildi.
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Sekil 3.12. Trans-blot turbo transfer sistemi.

3.7.5. Bloklama ve Antikor Inkiibasyonu

PDVF membranlar 50 mM Tris-Buffered Saline (TBS-T) (%0.1 Tween igeren
tamponlanmig Tris salin) ile hazirlanan %5 yagsiz siit tozu (sc-2325, Santa Cruz
Biotechnology, Teksas, ABD) ile oda sicakliginda 1 saat bloklandiktan sonra TBS-T ile
yikandi. Membranlar bir gece poliklonal siklofilin A (2175S; Cell Signaling,
Massachusetts, ABD), monoklonal RhoA (2117S; Cell Signaling, Massachusetts,
ABD), monoklonal ROCK1 (4035S; Cell Signaling, Massachusetts, ABD), monoklonal
ROCK2 (9029S; Cell Signaling, Massachusetts, ABD), rekombinant monoklonal
MMP2 (sc-13595; Santacruz Biotechnology, Teksas, ABD), rekombinant monoklonal
MMP9 (sc-393859; Santacruz Biotechnology, Teksas, ABD) ve monoklonal Nrf2 (sc-
365949; Santacruz Biotechnology, Teksas, ABD) primer antikorlar ile inkiibe edildi.
Sonraki giin membranlar TBS-T ile ii¢ kere yikandiktan sonra %5 yagsiz siit tozu
icerisinde Horseradish Peroksidaz (HRP) bagli sekonder antikor (Anti-rabbit 19G, HRP-
Linked Antibody [R-05072-001; Advansta, Kaliforniya, ABD] ve Anti-mouse IgG,
HRP-Linked Antibody [R-05071-001; Advansta, Kaliforniya, ABD]) ile muamele
edildi.

3.7.6. Proteinlerin Goriintiillenmesi ve Analizi

Membranlar oda sicakliginda 1 saat inkiibe edildikten sonra ii¢ kere TBS-T ile
yikandi. Ardindan, membranlar gelismis kemiliiminesans sistemi (ECL) Western
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goriintiileme soliisyonu (1705060, Biorad Life Sciences Research, Kaliforniya, ABD)
ile 5 dk inkiibe edildi. Proteinler, Chemidoc MP goriintiileme sistemi (1708280, Biorad
Life Sciences Research, Kaliforniya, ABD) kullanilarak gériintiilendi (Sekil 3.13).

Proteinlerin normalizasyonu, yontem  kontrolii ~ ve  antikorlarin
degerlendirilebilmesi igin primer ve sekonder antikorlarin goriintiileme siireci
tamamlanan membranlardan ayrilmasi amaciyla membranlar strip soliisyonu ile 50
°C’deki su banyosunda 20 dk inkiibe edildi. Membranlar inkiibasyon bitiminde 5 kere
10 dk boyunca TBS-T ile yikandi. Ardindan, yeniden bloklama yapildi ve membranlar
oda sicakliginda 2 saat boyunca monoklonal B-Aktin (4970, Cell Signaling,
Massachusetts, ABD) antikoru ile inkiibe edildi. Uygun sekonder antikor eklenmesinin
ardindan goriintiileme cihazi ile B-Aktin goriintiileri elde edildi. Western Blot sonunda
elde edilen membran goriintiileri bilgisayar programi (ImageJ; National Institute of
Health, Bethesda, MD, ABD) araciligiyla yogunluk farkina gore analiz edildi. Her
protein igin en az tig tekrar olacak sekilde Western Blot yapildi (235, 236).

i

Sekil 3.13. Chemidoc MP goriintiileme sistemi.
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3.8. istatistiksel Analizler

3.8.1. Histopatolojik Istatistiksel Analizler

Istatistiksel analizler, SPSS istatistiksel yazilim programi (SPSS for Windows
version 22) ile yapildi. Gruplar arasi karsilastirma, normal dagilim gosteren veriler i¢in
ANOVA (Tamhane veya Tukey) testi ile; normal dagilim gostermeyen veriler igin
Kruskal-Wallis H testi ile yapildi. p<0.05 anlamli olarak kabul edildi. Veriler dagilima
bagli olarak medyan (minimum-maksimum) (Med (Min-Maks)) veya aritmetik

ortalamastandart sapma (AO+SS) olarak ifade edildi.

3.8.2. Diger Istatistiksel Analizler

Istatistiksel analizler, Inonii Universitesi Tip Fakiiltesi Biyoistatistik ve Tip
Bilisimi Anabilim Dali tarafindan gelistirilen http://biostatapps.inonu.edu.tr/ web
uygulamasi lizerinden Kruskal-Wallis H testi yazilimi ile yapildi (237). p<0.05 anlaml
olarak kabul edildi. Veriler Med (Min-Maks) olarak ifade edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Biyometrik Bulgular

Biyometrik bulgular Tablo 4.1°de 6zetlenmistir.

Deney basi sigan agirliklari agisindan tiim gruplar benzer bulundu (p>0,05).

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda, ALA ve ALAMEL gruplarinda deney sonu
sigan agirlig1 daha diisiik bulundu (p<0,001). MCT grubu ile karsilastirildiginda, ALA,
MEL ve ALAMEL gruplarinda deney sonu sigan agirligi daha diisiik bulundu
(p<0,001). ALA ve ALAMEL gruplarinda deney sonu sican agirligi, MEL grubuna gore
daha diisiik bulundu (p<0,001).

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda, MCT, ALA, MEL ve ALAMEL
gruplarinda akciger agirligi daha yiiksek bulundu (p<0,001). ALA, MEL ve ALAMEL
gruplarinda akciger agirligt MCT grubuna gore daha diisiik bulundu (p<0,001). ALA ve
ALAMEL gruplarinda akciger agirhg MEL grubuna gore daha yiiksek bulundu
(p<0,001).

Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda, MCT grubunda kalp agirligir daha yiiksek
bulundu (p=0,016). ALA, MEL ve ALAMEL gruplarinda ise kalp agirligi MCT
grubuna gore daha diisiik bulundu (p=0,016). ALA, MEL ve ALAMEL gruplar1 kontrol
grubuna benzer bulundu (p>0,05).

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda, MCT grubunda RV serbest duvar agirhig:
daha yiiksek bulundu (p=0,042). MEL grubunda ise MCT grubuna gére RV serbest
duvar agirligi daha diisiik bulundu (p=0,042). ALAMEL grubunda RV serbest duvar
agirhigt MEL grubuna goére daha yiiksek bulundu (p=0,042). ALAMEL grubunda RV
serbest duvar agirligi kontrol grubuna gore artis egilimindeydi (p=0,054).

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda, MCT, ALA ve ALAMEL gruplarinda
LV+IVS agirlhigr daha diisiik bulundu (p=0,019). MEL grubunda ise LV+IVS agirlhigi
kontrol grubuna gore diisiis egilimindeydi (p=0,056). ALAMEL grubunda LV+IVS
agirligt MEL grubuna gore azalis egilimindeydi (p=0,093).

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda, MCT, ALA ve ALAMEL gruplarinda
Fulton indeksi (RV/LV+IVS) daha yiiksek bulundu (p<0,001). ALA ve ALAMEL
gruplart Fulton indeksi acisindan MCT grubuna benzer (p>0,05) iken; MEL grubunda
MCT grubuna goére daha diisiik bulundu (p<0,001). ALA ve ALAMEL gruplarinda
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Fulton indeksi MEL grubuna gore daha yiiksek (p<0,001) iken; birbirine benzer

bulundu (p>0,05) (Sekil 4.1).

Tablo 4.1. Biyometrik bulgularin gruplar arasi karsilastiriimasi.

Gruplar

Parametreler Kontrol MCT ALA MEL ALAMEL

Deney bagi
sican agirhg (g) 272 (224- 302 (273- 274,5(245- 309 (217-

340) 334) 343) 382) 277 (239-334) 0,054
Deney sonu
sican agirhg (g) 340 (295- 363 (313- 2592b¢ 317°(256-  255%P¢ (193- <0.001
414) 407) (215-373) 400) 333) '
Akciger agirhgi
(9) 1,74 (1,17-  2,99(2,40- 2,41bde 1,930 2,36 bde <0.001
2,05) 3,54) (1,94-3,27)  (1,5-2,92) (2,11-3,18) '
Kalp agirhg (g) 1 56¢
1,24 (0197' (1' 15- 1121b (0184_ 1115b (019_ 1!2b (0;83_ 0.016
1,67) 1.85) 1,46) 1,72) 1,59) '
RV serbest
duvar agrhg 0,15 (0,13- 0,21¢ 0,17 (0,13- 0,12°(0,1- 0,18 (0,15- N 042
@) 0,2) (0,15-0,3) 0,25) 0,25) 0,25)
LV+IVS 059
agirhg (g) 0,7 (0,57- (0’ 50- 0,58%(0,4- 0,63(0,51- 0,532(0,44- 0.019
0,73) 0,73) 0,73) 0,73) 0,66)
(RVILV+IVS) 0,22 (0,20- O 26 0,3%¢ (0,26- 0 16 0,33%€ (0,27- <0.001
0,27) (0,26- 0,41) (0,16- 0,47) ’
' 0,41) ’ 0,37) '

Kisaltmalar: RV, sag ventrikiil; LV, sol ventrikiil; IVS, interventrikiiler septum.

a: Kontrol grubuna gore anlamli azalis (p<0,05); b: MCT grubuna gore anlamli azalis (p<0,05);
¢: MEL grubuna gore anlamli azalis (p<0,05); d: Kontrol grubuna goére anlamli artis (p<0,05);

e: MEL grubuna goére anlamli artig (p<0,05).
Degiskenler “ortanca (min.-maks.)” seklinde 6zetlenmistir.
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I p=0,001 . Tum gruplar arast
p<0,001
5 P<0,001
= ) p=0,001 p=0,019
§ 0.45 f P<0,001 1 !
3 —
£ 04 —|'
=
=
= 035 —I—
&
2 03 %iééééé \
5* 0.25 - & \
0,15
Gruplar
Kontrol B3 MCT B3 ALA MEL Ei ALAMEL

MCT, ALA ve MEL’de kontrol’e gére artis (p<0,001); ALA ve MEL’de MEL’e gore artis (p<0,001).
Sekil 4.1. RV/LV+IVS’nin gruplar arasi karsilastiriimasi.

4.2. Hemodinamik Bulgular

Hemodinamik bulgular, Tablo 4.2’de 6zetlenmistir.

4.2.1. Sag Ventrikiil Sistolik Basinci

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda, MCT ve ALAMEL gruplarinda RVSP
degeri daha yiiksek bulundu (p=0,008).

MEL grubunda RVSP degeri, MCT grubuna gore diisiis egilimi gostermekle
beraber bu diisiis istatistiksel anlamlilik seviyesine ulasmadi (p=0,062). ALAMEL
grubunda RVSP degeri MCT grubuna benzer bulundu (p>0,05).

MEL grubundaki RVSP degeri, ALAMEL grubuna gore diisiikken (p=0,008);
Kontrol ve ALA gruplarina benzer bulundu (p>0,05).

ALA grubundaki RVSP degeri Kontrol grubuna gore artis egilimindeyken
(p=0,065); ALAMEL grubuna gore azalis egiliminde bulundu (p=0,054) (Sekil 4.2).
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Tablo 4.2. Hemodinamik bulgularin gruplar arasi karsilastiriimasi.

Gruptar
Parametreler Kontrol MCT ALA MEL ALAMEL P degeri
53 103 78" (45- 110° (63-
RVSP(MmHY)  ”l00  (ga12z) 87 (G111 13 156) 0,008
SAP 133 80° 94¢ (78- 93¢ (81- .
(mmHg) (77-154)  (72-113) 116) gy | Yresied DUE
80 500.¢ (33-
DAP (mmHg) 54° (47-91) ¢ (2. )
(65-102) 35) 61¢(33-87) 71 (26-116) 0,019
RAAD frvmarm LI~ 98 R2C (EE 0Q\ ARC (E2 O2) 71C (A0 QO7\ 77 (24 199\ n N1
(69-110)
262
KH (atim/dK) 262 (205- 319 (247- 249 (159- 307 (205- e
(246-395) 310) 570) 303) 486)

Kisaltmalar: RVSP, Sag ventrikiil sistolik basinci; SAP, Sistolik arteriyel basing; DAP, ortalama; MAP,

Ortalama arteriyel basing; KH, Kalp hiz1.
a: Kontrol grubuna gore anlamli artis (p<<0,05); b: ALAMEL grubuna gére anlamli azalis (p<0,05);

c: Kontrol grubuna gore anlamli azalig (p<0,05).
Degiskenler “ortanca (min-maks)” seklinde 6zetlenmistir.

) ; p=0,001 . Tum gruplar arast
170 p=0,018 p=0,008
150
p=0,002
& 130 — T
=
£, 119 |
A
£ 90 \\
~
x N
70 N
SRLRRARRL,
50 I

Gruplar

[0 KONTROL B3 MCT B3 ALA MEL [ ALAMEL

MCT ve ALAMEL’de kontrol’e gore artig (p=0,008); MEL’de ALAMEL’e gore azalis (p=0,008). MEL,
MCT’ye gore diisiis egiliminde (p=0,062). ALA, kontrol’e gore artma egiliminde (p=0,065). ALA,
ALAMEL’e gore azalma egiliminde (p=0,054).

Sekil 4.2. RVSP’nin gruplar aras1 karsilastiriimasi.

4.2.2. Sistolik, Diyastolik ve Ortalama Arteriyel Basing

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda, MCT, ALA, MEL ve ALAMEL
gruplarinda SAP degeri daha diisiik bulundu (p=0,015). ALAMEL grubunda SAP
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degeri MCT ile karsilagtirildiginda artis egiliminde olmakla birlikte bu artis istatistiksel
anlamlilik seviyesine ulagsmadi (p=0,066). MCT, ALA ve MEL gruplar1 SAP degeri
acisindan benzerdi (p>0,05).

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda, MCT, ALA ve MEL gruplarinda DAP
degeri daha diisiik bulundu (p=0,019). ALAMEL grubu, DAP degeri agisindan kontrol
grubuna benzer bulundu (p>0,05). ALA grubundaki DAP degeri ALAMEL grubuna
gore daha diistik bulundu (p=0,019). ALA ile MEL gruplar1t DAP degeri agisindan
benzer bulundu (p>0,05).

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda, MCT, ALA ve MEL gruplarinda MAP
degeri daha diisiik bulundu (p=0,01). ALAMEL grubunda MAP degeri kontrol grubuna
gore azalis egilimindeyken (p=0,062); ALA grubuna gore artis egilimi gosterdi
(p=0,094).

4.2.3. Kalp Hiza

KH agisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi
(p>0,05).

4.3. Ekokardiyografik Bulgular

Sonuglarimiz Tablo 4.3’de sunulmustur. Kisaca;

MCT grubunda LVIDs degeri kontrol grubuna benzerdi (p>0,05). Kontrol grubu
ile karsilastirildiginda, ALAMEL grubunda LVIDs daha disiik bulundu (p=0,002).
ALA ve ALAMEL gruplarinda LVIDs MCT ve MEL gruplarina gére daha diisiik
bulundu (p=0,002).

IVSd, LVIDd, LVPWd, LVPWs degerleri agisindan gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlamli fark bulunmadi (p>0,05).

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda, MCT grubunda LVEF daha diisiik bulundu
(p<0,001). ALA, MEL ve ALAMEL gruplarinda LVEF MCT grubuna gore daha
yiiksek bulundu (p<0,001). ALA ve ALAMEL gruplarinda LVEF MEL grubuna gore
daha yiiksek (p<0,001) iken; ALAMEL grubunda LVEF kontrol grubuna gore de daha
yiiksek bulundu (p<0,001) (Sekil 4.3).

PAAT, MCT grubunda kontrol grubuna gore diisiis egiliminde olmakla birlikte
bu diisiis istatistiksel anlamlilik seviyesinde bulunmadi (p=0,067). ALA ve ALAMEL
gruplarinda ise PAAT hem kontrol grubuna gore hem de MEL grubuna gore daha diistik
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bulundu (p=0,015). ALAMEL grubunda PAAT MCT grubuna gore artig egilimindeydi
(p=0,086) (Sekil 4.4).

MEL grubunda PAAT, RVSP ve Fulton indeksi (RV agirhigi/(LV+IVS agirlig)),
kalp agirligi kontrol grubuna benzer bulundu.

MCT grubunda RV gap1, kontrol grubuna gore artis egiliminde olmakla birlikte
bu artis istatistiksel anlamlilik seviyesine ulagmadi (p=0,069). MEL grubunda RV c¢apu,
kontrol ve MCT gruplarina gore daha yiiksek bulundu (p<0,001). ALA ve ALAMEL
gruplarinda RV ¢api, MCT ve MEL gruplarma gore daha diisiik bulundu (p<0,001).
ALA ve ALAMEL gruplar1 RV ¢ap1 agisindan birbirine benzerdi (p>0,05).

Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda, MCT grubunda RV ¢ap1/LV c¢ap1 daha
yiikksek bulundu (p<0,001). MEL grubunda RV cap/LV ¢apt MCT grubuna benzer
sekilde, Kontrol grubuna gore yiiksek seyretti (p<0,001). ALA ve ALAMEL
gruplarinda RV ¢ap1/LV ¢apt MCT ve MEL gruplarina gore daha diisiik bulundu
(p<0,001) (Sekil 4.5).

120 Tam gruplar aras1
p=0,015 p=0,001
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MCT’de kontrol’e gore azalis (p<0,001); ALA, MEL ve ALAMEL’de MCT ’ye gore artis (p<<0,001);
ALAMEL’de kontrol’e gore artig (p<0,001).

Sekil 4.3. LVEF nin gruplar arasi karsilagtiriimast.
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Tablo 4.3. Ekokardiyografik bulgularin gruplar arasi karsilastirilmasi

Parametreler Gruplar D
Kontrol MCT ALA MEL ALAMEL degeri

IVSd (mm) 2 (1-3) 2 (2-3) 2 (1-2) 2 (1-3) 2 (2-3) 0,514

LVIDd (mm) 5,5 (3-6) 4 (3-5) 4 (3-6) 5 (4-6) 4 (3-5) 0,067

LVIDs (mm) 2 (1-2) 2 (1-3) 130 (1-2) 2 (1-3) 168b(1-1) 0,002

LVPWd 2,5 (2-3) 2 (1-3) 2 (2-3) 2 (2-3) 2 (2-3) 0,651

(mm)

LVPWs 3(1-4) 3(2-4) 3(3-4) 3(3-3) 3(3-4) 0,074

(mm)

LVEF (%) 97 (93-99) 93¢ (79-96) 98¢ (96-100) 96 (89-98) 98def  (96- <0,001

100)

PAAT (ms) 30 (22-41) 22 (18-37) 22°P (15-30) 33 (11-41) 22¢P (15-22) 0,015

RV capt 4,12 (3,85- 4,56 (3,6- 4,03*° (3,52-  4,8297(4,65- 4,12*°(3,79- <0,001

(mm) 5,04) 5,1) 4,52) 5,53) 4,61)

RV e¢ap/LV 0,87 (0,84- 1,16'(0,76- 0,872°(0,78-  1,17(0,93- 0,9220(0,84- <0,001

capi 1,03) 1,29) 1,01) 1,25) 1,08)

(mm/mm)

Kisaltmalar: IVSd, diyastol sonu interventrikiiler septal kalinlik; LVIDd, diyastol sonu sol ventrikdil i¢
¢ap1; LVIDs, sistol sonu sol ventrikiil i¢ ¢api; LVPWd, diyastol sonu sol ventrikiil posterior duvar
kalinligi; LVPWSs, sistol sonu sol ventrikiil posterior duvar kalinhigi; LVEF, sol ventrikiil ejeksiyon
fraksiyonu; PAAT, pulmoner arter akselerasyon zamani; RV, sag ventrikiil; LV, sol ventrikiil.
a: MCT grubuna gore anlamli azalis (p<0,05); b: MEL grubuna gére anlamli azalig (p<0,05); c: Kontrol
grubuna goére anlamli azalis (p<0,05); d: MCT grubuna gore anlamlr artig (p<0,05); e: MEL grubuna gore
anlamh artig (p<0,05); f: Kontrol grubuna gore anlaml artig (p<0,05).
Degiskenler “ortanca (min.-maks.)” seklinde 6zetlenmistir.
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ALA ve ALAMEL gruplarinda hem kontrol grubuna gére hem de MEL grubuna gére azalis (p=0,015).
PAAT, MCT’de kontrol grubuna goére azalma egiliminde (p=0,067); ALAMEL’de MCT’ye gore azalma
egiliminde (p=0,086).

Sekil 4.4. PAAT nin gruplar arasi karsilastirilmasz.
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MCT ve MEL’de kontrol’e gore artis (p<0,001); ALA ve ALAMEL’de MCT ve MEL’e gore diisiis
(p<0,001).

Sekil 4.5. RV ¢ap1 (mm)/LV ¢ap1 (mm)’nin gruplar arasi karsilastirilmasi.

PAH ile uyumlu ekokardiyografik goriintiilere demonstratif 6rnekler verilmistir
(Sekil 4.6, 4.7 ve 4.8).

Sekil 4.6. MEL grubuna ait bir siganda sag kalp dilate goriiniimde.
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Sekil 4.8. MEL grubuna ait bir siganda ana pulmoner arter dilate goriinimde.
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4.4. Histopatolojik Bulgular

4.4.1. Akciger

Kontrol grubuna ait akciger doku kesitlerinde hafif diizeydeki inflamatuvar hiicre
infiltrasyonu disinda brons, bronsiyol, alveol ve pulmoner interstisyumun normal
histolojik goriiniimde oldugu izlendi (Sekil 4.9. A). Kontrol gurubunda pulmoner
arteriyollerde ortalama TIM kalinligi 12,6+3,5 um olarak elde edildi (Sekil 4.10. A).

MCT uygulanan grupta kontrol grubuna gore belirgin histopatolojik degisiklikler
gozlendi (p<0,0001) (Sekil 4.9. B ve C). MCT grubunda inflamatuvar hiicre
infiltrasyonunun belirgin bir sekilde arttig1 dikkat cekti. Infiltrasyon, pulmoner
interstisyum boyunca diffiiz olarak izlenmekle beraber perivaskiiler alanda daha
belirgindi. Bu grupta gézlenen bir diger bulgu alveoler makrofaj yogunlugundaki artisti.
Alveol duvarinda yogun bir sekilde izlenen alveoler makrofajlar, alveol liimeni
icerisinde de gruplar halinde dikkat ¢ekti. MCT grubunda gozlenen diger bulgular
alveoler septumlarda kalinlasma ve interstisyel o6demdi. Bu grupta pulmoner
arteriyollerin TIM kalinliginda (23,4+4,9 um) kontrol grubuna gore belirgin bir artisin
oldugu tespit edildi (p<0,0001) (Sekil 4.10. B).

ALA, MEL ve ALA+MEL uygulamalartyla MCT grubunda izlenen
histopatolojik degisikliklerin istatistiksel olarak anlamli derecede azaldig: tespit edildi
(p<0,0001) (Sekil 4.9. D, E ve F). Diger yandan, MEL ve ALAMEL gruplarindaki
histopatolojik degisikliklerin ALA grubuna gore istatistiksel olarak daha hafif diizeyde
oldugu saptandi (p<0,0001). Pulmoner arteriyollerin ortalama TIM kalinligi ALA
grubunda 18,8+4,5 um, MEL grubunda 17,5+4,1 um, ALAMEL grubunda 18,5+4,2 um
olarak Olglildi. Tim tedavi gruplarinda TIM kalmhiginm, MCT grubuyla
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli sekilde azaldigi saptandi (p<0,0001).
Diger yandan TIM kalinlig1 yoniinden tedavi gruplar1 benzer bulundu (Sekil 4.10. C, D
ve E).

Histopatolojik degerlendirme sonuglar1 ve ortalama TIM kalinlig1 Tablo 4.4’te

sunuldu.
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Kontrol grubunda (A) akcigerin normal histolojik gériiniimde oldugu izlenmekte. MCT grubunda (B ve
C) perivaskiiler infiltrasyon (kirmizi yildiz), alveol liimeninde gruplar olusturmus alveolar makrofajlar
(ok) interstisyel 6dem (siyah yildiz) ve alveoler septumlarda kalinlagsma (dort koseli yildiz) dikkat
¢ekmekte. ALA (D), MEL (E) ve ALAMEL (F) gruplarinda histopatolojik degisikliklerin belirgin sekilde
azaldigi izlenmekte. H-E; X200.

Sekil 4.9. Akciger dokularinin histopatolojik goriinimii.

Kontrol (A), MCT (B), ALA (C), MEL (D) ve ALAMEL (E) gruplarinda pulmoner arteriyol izlenmekte.
MCT grubunda kontrol grubuna gore arteriyol duvarinda belirgin bir kalinlasma; ALA, MEL ve
ALAMEL gruplarinda arteriyol duvar kalinhiginda MCT grubuna gore belirgin azalma dikkati ¢ekmekte.
H-E; X400.

Sekil 4.10. Pulmoner arteriyollerin histopatolojik gortiniimii.
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Tablo 4.4. Histopatolojik degerlendirme sonuglar1 ve ortalama TIM kalinliklari.

Histopatolojik skor TIM
Gruplar .

Med (min-maks) AO=£SD
Kontrol 1(0-2) 12,643,5
MCT 3 (2-3) 23,4+4,92
ALA 3(0-3)° 18,8+4,5°
MEL 2 (0-3)¢ 17,5+4,1°
ALAMEL 2 (0-3)¢ 18,5+4,2°

@K ontrol grubuna gore yiiksek (p<0,0001).
®MCT grubuna gére diisiik (p<0,0001).
°ALA grubuna gore diisiik (p<0,0001).

PCNA immiinoreaktivitesi

Immiinohistokimyasal boyamaya bagli olarak PCNA pozitif hiicre niikleuslar:

kahverengi boyandi (Sekil 4.11).

Kontrol (A), MCT (B), ALA (C), MEL (D) ve ALAMEL (E) gruplarinda vaskiiler diiz kas hiicrelerinde
PCNA immiinoreaktivitesi (0k bas1). PCNA immiinohistokimyasal boyama X400.

Sekil 4.11. Pulmoner arteriyollerde PCNA immiinoreaktivitesi.

Kontrol grubunda PCNA immiinoreaktivitesinin yayginlik ve siddetinin hafif
diizeyde oldugu izlendi. Diger yandan, MCT grubunda immiinoreaktivite siddetinin
arttig1 ve bu artigin istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit edildi (p<0,0001). ALA,
MEL ve ALAMEL gruplarinda immiinoreaktivite siddetinde MCT grubuna gore
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anlamli bir azalma izlendi (p<0,05). Ancak ALA, MEL ve ALAMEL gruplari
immiinoreaktivite siddeti yoniinden benzer bulundu (Tablo 4.5).

a-SMA immiinoreaktivitesi

Immiinohistokimyasal boyamaya bagli olarak a-SMA pozitif hiicre sitoplazmas1
kahverengi boyand1 (Sekil 4.12). MCT grubunda a-SMA immiinreaktivitesinin kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede arttig1 tespit edildi (p<0,0001). ALA,
MEL ve ALAMEL gruplarinda immiinreaktivite siddetinde MCT grubuna gére anlaml
bir azalma izlendi (p<0,0001). Immiinreaktivite siddeti yoniinden ALA ve MEL
gruplar1 benzer bulunurken; ALAMEL grubunda izlenen immiinreaktivite siddetinin
ALA ve MEL gruplanyla karsilastirildiginda belirgin sekilde diisiik oldugu saptandi
(p<0,005) (Tablo 4.5).
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Kontrol (A), MCT (B), ALA (C), MEL (D) ve ALAMEL (E) gruplarinda vaskiiler diiz kas hiicrelerinde
a-SMA immiinreaktivitesi. a-SMA immiinohistokimyasal boyama X400.

Sekil 4.12. Pulmoner arteriyollerde a-SMA immiinoreaktivitesi.
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Tablo 4.5. PCNA ve a-SMA immiinreaktivite degerlendirme sonuglari.

PCNA a-SMA
Gruplar ) )
Med (min-maks) Med (min-maks)

Kontrol 0(0-2) 8 (8-12)
MCT 1(0-9)? 12 (8-12)?
ALA 1 (0-9)° 8 (8-12)¢
MEL 0 (0-9)° 8 (8-12)°
ALAMEL 0 (0-9)° 8 (8-12)%¢

aKontrol grubuna gore yiiksek (p<0,0001).
bMCT grubuna gore diisiik (p<0,05).

cMCT grubuna gore diisiik (p<0,0001).

dALA ve MEL gruplarina gore diistik (p<0,005).

4.4.2. Kalp

Kontrol grubunda miyokardial doku normal histolojik gériiniimdeydi (Sekil 4.13.
A). Bu grupta ortalama kardiyomiyosit ¢ap1 14,2+2,7 um olarak 6l¢iildi. MCT
grubunda, kontrol grubundan farkli olarak miyokardiyumda kardiyomiyositlerde
miyofibril kaybi, yer yer &dem, inflamatuvar hiicre infiltrasyonu ve graniilasyon
dokusunun varhigi dikkat c¢ekti (p<0,0001) (Sekil 4.13. B ve C). MCT grubunda
kardiyomiyosit capinda da kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir artis
tespit edildi (p<0,0001). ALA ve ALAMEL gruplarinda histopatolojik degisikliklerin
ozellikle graniilasyon dokusunun MCT grubuna gore belirgin sekilde azaldigi izlendi
(p<0,005) (Sekil 4.13. D ve F). Diger yandan, MEL grubunda izlenen histopatolojik
degisikliklerin MCT grubuna gore daha hafif diizeyde oldugu ancak bu farkin
istatistiksel olarak anlamli olmadig1 bulundu (Sekil 4.13. E). Ortalama kardiyomiyosit
caplart yoniinden ALA, MEL ve ALAMEL gruplart MCT grubuna benzer bulundu.

Histopatolojik degerlendirme sonuglari ve ortalama kardiyomiyosit ¢ap1 Tablo

4.6°da verildi.
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Kontrol grubunda (A) miyokardiyumun normal histolojik goriiniimde oldugu izlenmekte. MCT grubunda
kardiyomiyositler arasinda yer alan genis graniilasyon dokusu (B, yildiz), baz1 kardiyomiyositlerde
miyofibril kayb1 (C, ok bas1) dikkat gekmekte. ALA grubu (D) ile ALAMEL grubunda (F) histopatolojik
degisikliklerin belirgin sekilde azaldigi, MEL grubunda (E) graniilasyon dokusunun belirgin sekilde
devam ettigi izlenmekte. H-E; X200.

Sekil 4.13. Sag ventrikiillerin histopatolojik goriiniimii

Tablo 4.6. Kalpte histopatolojik degerlendirme sonuglari ve kardiyomiyosit cap1

Histopatolojik skor

Gruplar Med (min-maks) Kardiyomiyosit ¢apt AO+SD
Kontrol 0 (0-0) 14,2427
MCT 1(0-3)? 19,343,9°
ALA 0 (0-3)° 18,4429
MEL 0(0-3) 18,0+£3,9
ALAMEL 0 (0-3)° 18,343,5

aKontrol grubuna gore yiiksek (p<0,0001).
PMCT grubuna gore diisiik (p<0,005).

4.5. Biyokimyasal Bulgular (ELISA)

Sonuglarimiz Tablo 4.7 ve 4.8’de ozetlenmistir. Kisaca, kontrol grubu ile
karsilastirildiginda, MCT grubunda LOX degeri (Sekil 4.14) daha yiiksek bulundu
(p<0,001). ALA, MEL ve ALAMEL gruplarinda LOX, MCT grubuna gore daha
diisiiktii (p<0,001). MEL grubunda LOX degeri kontrol (p=0,06) ve ALA (p=0,088)
gruplarina gore azalig egilimindeydi. ALA ve ALAMEL gruplari LOX agisindan
benzerdi (p>0,05).
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ADE?2 agisindan (Sekil 4.15) gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmadi (p=0,053).

Tablo 4.7. Biyokimyasal bulgularin gruplar arasi karsilastirilmas1 (LOX, ADE2, MPO).

Gruplar
Parametreler Kontrol MCT ALA MEL ALAMEL p aegerl

5,576 8,624° 6,0520 4,9855
LOX (ug/mg (5.093- (8,105- (4,089- (3,964- 4,981° <0001
protein) 11,135) 11,37) 7,974) 7264  (4701-6,314) !
ADE?2 15,276 13,147 13,7245 10,502 11,632
(pmol/dk/mg (9.664-  (12,345-  (10,74- (7,472- (6,003- 0,053
protein) 15754)  14,713)  15942) 13,653) 13,028)
MPO 8,019 6,0925 5,306° 6,6965 = 1ombed
(nmol/dk/mg (5,843- (5,491- (4,675- WV (4 40106,342) VIV
protein) 8,247) 11,288) 8,533) 8,025)

Kisaltmalar: LOX, Lizil oksidaz; ADE2, Anjiyotensin doniistiiriicli enzim 2, MPO, Miyeloperoksidaz.
a: Kontrol grubuna goére anlamli artis (p<0,05); b: MCT grubuna gore anlamli azalig (p<0,05)

c: Kontrol grubuna gore anlamli azalis (p<0,05); d: MEL grubuna gore anlamli azalig (p<0,05)
Degiskenler “ortanca (min.-maks.)” seklinde 6zetlenmistir.

Kontrol grubu ile MCT, MPO degeri agisindan (Sekil 4.16) benzer bulundu
(p>0,05). Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda, ALA ve ALAMEL gruplarinda MPO
degeri daha diisiik bulundu (p=0,019). ALAMEL grubunda MPO degeri, MCT ve MEL
gruplarina gore daha diisiik bulundu (p=0,019).

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda MCT, ALA, MEL ve ALAMEL
gruplarinda NOX4 (Sekil 4.17) daha diisiik bulundu (p=0,004).
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MCT’de kontrol’e gore artis (p<0,001). MEL ALA’ya gore azalma egililimde (p=0,088);
MEL kontrol’e gore azalma egiliminde (p=0,06).

Sekil 4.14. LOX degerinin gruplar aras1 karsilagtirilmasi.
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Tiim gruplar

arasi
T p>0,05

Gruplar

[0 KONTROL [(EiMCT B3 ALA NMEL [ ALAMEL

Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmadi (p>0,05).

Sekil 4.15. ADE2 degerinin gruplar arasi karsilastiriimasi.

MPO (nmol/dk/mg protein)
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Sekil 4.16. MPO degerinin gruplar arasi karsilastirilmasi.
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Tiim gruplar arast

MCT, ALA, MEL ve ALAMEL’de kontrol’e gore diisiis (p=0,004).
Sekil 4.17. NOX4 degerinin gruplar arasi karsilagtiriimast.

Tablo 4.8. NOX4’iin gruplar arasi karsilagtirilmast.

Gruplar
Parametreler p degeri
Kontrol MCT ALA MEL ALAMEL
0,082 0,092 0,082
NOX4 (ng/mg 0,2 (0,16- (0,04- (0,08- (0,07- 0,092 (0,07- 0.004
protein) 0,26) 0 ’12) 0 ’15) 0 ’14) 0,13)

Kisaltmalar: NOX4, Nikotinamid adenin diniikleotid fosfat oksidaz 4.
a: Kontrol grubuna gére anlamli azalis (p<0,05).
Degiskenler “ortanca (min-maks)” seklinde dzetlenmistir.
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4.6. Western Blot Bulgular:
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Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmad: (p>0,05).

Sekil 4.18. Siklofilin A protein seviyesinin gruplar arasi karsilagtirilmasi.
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MEL, MCT’ye gore artma egiliminde (p=0,068); ALAMEL, ALA’ya gore artma egiliminde (p=0,059).
Sekil 4.19. RhoA protein seviyesinin gruplar arasi karsilastiriimasi.
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Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi (p>0,05).

Sekil 4.20. ROCK1 protein seviyesinin gruplar arasi karsilastirilmasi.
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Sekil 4.21. ROCK2 protein seviyesinin gruplar arasi karsilastirilmasi.
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ALA, kontrol’e gore artma egiliminde (p=0,062); ALAMEL, ALA’ya gore artma egiliminde (p=0,057).

Sekil 4.22. MMP-2 protein seviyesinin gruplar arasi karsilastirilmasi.
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Sekil 4.23. MMP-9 protein seviyesinin gruplar arasi karsilastirilmasi.
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Sekil 4.24. Nrf-2 protein seviyesinin gruplar arasi karsilagtiriimasi.
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5. TARTISMA

MCT ile PAH olusturdugumuz bu deneysel ¢alismamizda, daha onceki
caligmalarla (220, 238, 239) tutarli sekilde, MCT nin RVSP’de belirgin bir artisa yol
actig1 bulundu (Sekil 4.2). MEL, RVSP’yi istatistiksel anlamlilik sinirina yakin sekilde
(p=0,062) diisiirtirken; ALA ve ALAMEL kombinasyonunun RVSP’yi azaltmadigi
bulundu. MEL RVSP’yi azaltirken; beklenenin aksine ALAMEL kombinasyonunun
RVSP’te diisiise neden olmayisi dikkat cekici bir bulgudur. Ayrica RVSP ALA
grubunda, ALAMEL grubuna gore istatistiksel anlamlilik smirma yakin sekilde
(p=0,054) diisiik bulundu. Bu iki durum birlikte degerlendirildiginde, MEL ile ALA
arasinda bir antagonizma olabilecegi tahmin edilmektedir. Calismamizda MCT, SAP,
DAP ve MAP’ta belirgin bir azalmaya yol agarken (Tablo 4.2); ALA, MEL veya
ALAMEL gruplari MCT’ye benzer bulundu. DKB’nin beklenenin aksine ALA
grubunda ALAMEL grubuna gore daha diisiik bulunmasi, MEL ile ALA arasinda bir
antagonizma olabilecegi ihtimalini daha da kuvvetlendirmektedir. Ayrica ¢calismamizda,
MCT, ALA, MEL ve ALAMEL kombinasyonunun KH iizerine (Tablo 4.2) etkili
olmadigi1 bulundu.

Ekokardiyografik olarak ¢alismamizda, MCT LVEF’yi disiiriirken (Tablo 4.3);
tim tedavi gruplarinda LVEF’nin yiikseldigi bulundu. ALA ve ALAMEL
kombinasyonunun LVEF’yi yiikseltici etkileri MEL’e gore daha belirgin iken; birbirine
benzer bulundu. Bu durum, ALAMEL kombinasyonunun tek basmma ALA’ya gore
LVEF’yi yiikseltme agisindan ek bir yarar saglamadigina isaret etmektedir. MCT nin,
PAH lehine olacak sekilde PAAT’yi (Tablo 4.3) istatistiksel anlamlilik sinirina yakin
olarak (p=0,067) azalttig1 bulunurken; tedavi gruplarinin herhangi birinde PAAT de
artis bulunmadi. Ancak, MEL grubunda ALA ve ALAMEL gruplarina gére PAAT nin
belirgin sekilde yiiksek oldugu bulundu. MEL grubunda ALAMEL grubuna gore
PAAT’nin daha yiiksek olusu, daha once de ifade edildigi {izere bir antagonizma
olabilecegi diisiincesini destekler niteliktedir. Calismamizda, MCT’nin, daha onceki
caligmalarla (240) tutarli sekilde, PAH lehine olacak sekilde RV ¢ap1/LV ¢ap1 oranini
(Tablo 4.3) belirgin bir sekilde artirdigi bulundu. ALA ve ALAMEL kombinasyonu bu
orani1 disiiriitken; MEL’in  diisiis saglamadigr bulundu. Bu durum, ALAMEL
kombinasyonunun RV ¢ap1/LV c¢apt oranini diisiirmek agisindan tek basina ALA’ya

gore ek bir yarar saglamadigina isaret etmektedir.
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Calismamizda, MCT nin daha 6nceki ¢aligmalarla (220, 238, 239) tutarl sekilde,
RV/(LVHIVS) oranim yiikselttigi (Tablo 4.1) bulundu. MEL, RV/(LV+IVS) oranini
belirgin bir sekilde azaltirken; ALA ve ALAMEL kombinasyonunun RV/(LV+IVS)
orani iizerine etkili olmadigi bulundu. Bu durum, MEL’in MCT ile indiiklenen PAH
nedeniyle olusan RVH’yi azalttigini; ALA ve ALAMEL kombinasyonunun ise RV
tizerinde antihipertrofik etkili olmadigimi1 yansitmaktadir. Ayrica, MEL’in belirgin
antihipertrofik etkisine karsin ALAMEL kombinasyonunun etkisiz kalist MEL ile ALA
arasinda bir antagonizma olabilecegi ihtimalini artirmaktadir.

Calisma gruplarimiz  histopatolojik olarak incelendiginde MCT pulmoner
arteriyollerin TIM kalinligin1 artirirken (Tablo 4.4); perivaskiiler alanda daha belirgin
olmak iizere pulmoner interstisyumda inflamatuvar hiicre infiltrasyonu, interstisyel
O0dem, alveoler makrofaj yogunlugu ve alveoler septum kalinliginda artisla karakterize
histopatolojik skorda (Tablo 4.4) yiikselise neden oldu. Ayrica, vaskiiler duvarda PCNA
ve 0-SMA immiinoreaktivitesinde (Tablo 4.5) belirgin artisa yol acti. Bu degisiklikler
daha once yapilan MCT ile olusturulmus sigan PAH c¢alismalariyla paralellik
gostermektedir (239, 241, 242). Tim tedavi gruplarinda, TIM kalinhig: belirgin bir
sekilde azalmakla beraber ALAMEL kombinasyonunun tek basina ALA veya MEL’e
bu etki agisindan iistiin olmadigi bulundu. Buna paralel olarak, tiim tedavi gruplarinda
PCNA immiinoreaktivitesi ayni derecede diislis gosterdi. Bu durum, ALA ve MEL’in
pulmoner vaskiiler duvar kalinligin1 vaskiiler hiicreler lizerindeki antiproliferatif etkileri
araciligiyla azaltmis olabilecegine, antiproliferatif etki derecelerinin benzer olduguna ve
kombinasyonun monoterapiye kiyasla ek bir antiproliferatif etkiye yol agmadigina isaret
etmektedir. Tim tedavi gruplarinda, o-SMA immiinoreaktivitesi onemli derecede
azaldi. Bu azalis ALA ve MEL gruplarinda benzer derecede iken; ALAMEL grubunda
en yiiksek seviyede gerceklesti. a-SMA immiinoreaktivitesindeki azalma, ALA ve
MEL’in vaskiiler duvar kalinligin1 azaltmasinda PADKH’ler iizerindeki antiproliferatif
ve/veya antihipertrofik etkilerin dikkate deger katki saglamis olabilecegini yansitmasi
acisindan 6nemlidir. Ayrica tiim tedavi gruplarinda MCT’ye bagli histopatolojik skorun
belirgin bir sekilde azaldigi bulundu. Tek basina MEL veya ALAMEL
kombinasyonunun tek basina ALA’ya gore histopatolojik skoru daha fazla azalttig:
bulundu. Bu durum, MEL’in bircok ¢alisma (243-247) ile raporlanan giiglii
antiinflamatuvar 6zelliklerini dogrular sekilde belirgin antiinflamatuvar etkiler
sergilemesinin yani sira akcigerdeki antiinflamatuvar etkilerinin ALA’ya kiyasla daha

giiclii oldugunu anlamak ag¢isindan énemlidir. Ayrica, ALAMEL kombinasyonunun
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vaskiiler duvar kalinligin1 azaltma etkisinde oldugu gibi antiinflamatuvar etki agisindan
da tek basina MEL’e gore ek bir yarar saglamadigina isaret etmektedir.

Calismamizda, daha onceki c¢alismalarla (248, 249) uyumlu sekilde, RV
miyokardinda da MCT’ye bagli 6nemli histopatolojik degisiklikler gozlendi. MCT
grubunda kardiyomiyositlerde miyofibril kaybi, interstisyel 6dem, inflamatuvar hiicre
infiltrasyonu ve graniilasyon dokusu ile karakterize histopatolojik skorda (Tablo 4.6)
artis bulundu. Bu duruma, kardiyomiyosit ¢capinda (Tablo 4.6) artis da eslik etti. MEL,
histopatolojik skorda degisiklige yol agmazken; ALA ve ALAMEL kombinasyonunun
histopatolojik skoru birbirine benzer derecede disiirdiigii bulundu. Bu durum, daha
once antiinflamatuvar etkileri raporlanmig olan (209, 250, 251) ALA’nin akcigerde
oldugu gibi RV miyokardinda da antiinflamatuvar etkileri oldugunu gostermektedir.
MEL’in akcigerde belirgin antiinflamatuvar etkiler gostermesine karsin RV
miyokardinda inflamasyonda azalma saglamamasi dikkat c¢ekici bir bulgudur.
ALAMEL kombinasyonunun ALA’ya benzer antiinflamatuvar etkililik gostermesi de
MEL’in antiinflamatuvar etki gdstermeyisini desteklemektedir. Calismamizda, ALA,
MEL veya ALAMEL kombinasyonunun kardiyomiyosit ¢ap1 iizerine etkili olmadigi
bulundu.

Pulmoner vaskiiler sistemdeki yiiksek LOX aktivitesinin, kollajen ve elastin
liflerinde asir1 ¢apraz baglanmaya yol agarak ECM remodelinginde rol oynadigi ve
bdylece PAH patogenezinde dnemli bir yer tuttugu ileri siiriilmiistiir (69). Literatiirde,
hipoksi ile olusturulmus PH’de LOX’un arastirildigi ¢ok sayida calisma (252-254)
bulunmasina karsin; MCT ile olusturulmus sican PAH modelinde bu baglamda sinirh
sayida ¢alisma vardir. Nave ve arkadaslart (69) MCT ile PAH olusturulmus sigan
akciger ve PADKH’lerinde LOX gen ekspresyonunun arttigini bildirmislerdir.
Calismamizda, bu g¢alisma ile tutarli sekilde, MCT’nin, akciger LOX aktivitesinde
(Sekil 4-14) belirgin bir artisa neden oldugu bulundu. Tiim tedavi gruplarinda LOX
azalirken; MEL’in LOX’u ALA’ya gore istatistiksel anlamlilik sinira yakin sekilde
daha fazla disiirdiigii bulundu. Bu baglamda, ALA ve ozellikle de MEL’in LOX
aktivitesinin inhibisyonu iizerinden pulmoner arteriyollerde ECM remodelingini
azaltmis ve bu sekilde PAH gelisimini 6nlemis olabilecegi tahmin edilmektedir.

ADE2’nin PH patofizyolojisi i¢in dnemini arastiran énemi sayida deneysel ve
klinik ¢aligsmalar yapilmistir. Yapilan bu ¢alismalarda, ADE2’deki azalmanin hipoksik
PH ve PAH patogenezinde énemli bir rol oynadig ileri siiriilmiistiir. Ornegin, CHD ile

iliskili PAH’1 olan 104 hastanin dahil edildigi bir ¢alismada, hastalarin serum ADE?2

86



protein seviyelerinin azaldig: bildirilmistir (154). Baska bir ¢alismada, hipoksik PH
sican modelinde 3 hafta hipoksiye maruz birakilan sicanlarin akcigerinde ADE2 gen
ekspresyonu ve protein diizeyinin azaldigr gosterilmistir (156). Calismamizda ise,
MCT’nin akciger ADE2 aktivitesinde (Sekil 4.15) degisiklige neden olmadigi; bununla
beraber tedavi gruplarinin herhangi birinin de ADE2 aktivitesini degistirmedigi
bulundu. Shenoy ve arkadaslar1 (255) MCT ile indiiklenen erkek Sprague-Dawley sican
PAH modelinde, PAH’l1 sigan akcigerinde ADE mRNA seviyesinin artarken ADE2
MRNA seviyesinin degismedigi fakat ADE/ADE2 oranmin arttigi bildirilmistir. Bu
caligmada ayrica, PAH’li sican akcigerinde ATIR ve AT2R mRNA seviyeleri
degismezken; AT1R/AT2R oraninda artis raporlanmistir. Haga ve arkadaslari (256)
Sprague-Dawley erkek sicanlarda MCT ile indiiklenmis PAH modelinde bir ADE2
aktivatorii olan NCP-2454’nin profilaktik etkisini arastirmislardir. MCT uygulanan
sicanlarda akciger ADE, AT1R, ADE2 ve MAS mRNA diizeylerinin arttigi
bildirilmistir. Ayrica ADE2/ADE oraninin kontrol grubuna gore azaldigi; MAS/ATIR
oraninin ise degismedigi raporlanmistir. Bu durum, PAH’ta ADE/ATIR aksi ile
ADE2/MAS aksi arasindaki dengenin ADE2 artisina ragmen ADE/ATIR lehine
bozulduguna isaret etmektedir. Bu calismalar beraber degerlendirildiginde, PAH
patogenezinde tek basina ADE2’deki de§isimden ziyade ADE/ADE2 oranindaki artisin
(veya ADE2/ADE oranindaki azalis) dikkate alinmasi gerektigi ortaya ¢ikmaktadir.
Calismamizda ADE aktivitesi Ol¢lilmediginden bu oranlar hesaplanmadi. Bu baglamda,
ADE aktivitesini 6lgmemis olmamiz, g¢alismamizin limitasyonlarindan biri olarak
degerlendirilebilir

MPO, bir¢ok inflamatuvar patolojide oksitadif stresi artiran bir nétrofil
enzimidir (257). H202’nin hipokloroz aside doniisiimiinii Katalize etmektedir (258).
Hipokloroz asit, protein, lipit ve DNA ile reaksiyona giren gii¢lii bir oksidan maddedir
(259). Hiicrelerde tiyolleri oksitleyerek apopitozis ve nekroza yol agmaktadir (260,
261). MPO’nun daha 6nce yapilmis MCT ile indiikklenen PAH ¢alismalarinda (262-264)
arttig1 bildirilmistir. Calismamizda ise MCT nin akciger MPO aktivitesinde (Sekil 4.16)
degisiklige neden olmadigi bulundu. ALA ve MEL monoterapilerinin MPO aktivitesi
lizerinde degisiklige neden olmadigi; ancak ALAMEL kombinasyonunun MPO
aktivitesini azalttig1 hatta kontrol grubundaki degerlerin de altina indirdigi bulundu.
Chapman ve arkadaglar1 (257) seruloplazminin MPO aktivitesini, MPO’nun bir ara
formu olan compound I’i azaltarak ve ardindan MPO’yu aktif olmayan compound II

formunda tutarak inhibe ettigini raporlamislardir. Seruloplazminin, inflamasyon
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sirasinda MPO kaynakli oksidan iiretimine karsi endojen bir koruyucu mekanizma
olabilecegini ileri slirmiislerdir. Sun ve arkadaglari, SSc ile iligkili PAH hastalarinda
diger inflamatuvar hastaliklarla uyumlu sekilde serum seruloplazmin diizeyinin arttigi
bildirilmistir (265). Bizim g¢alismamizda da seruloplazmin diizeyinin artarak PAH’ta
artmasin1  bekledigimiz MPO  aktivitesindeki  artis1  baskilamis  olabilecegi
diistinilmektedir. Yapilan bazi galismalar ise MPO’nun inflamatuvar etkilerinin yani
sira asirt inflamatuvar hasarin engellenmesinde de rol oynuyor olabilecegi iizerinde
durmaktadir. Rehring ve arkadaslar1 (266) MPO’nun nétrofil yiizeyine direkt
baglanarak noétrofil adezyon ve migrasyonunu azalttigini, bu yolla inflame dokuda daha
fazla noétrofil infiltrasyonunu baskiladigini bildirmiglerdir. Bu etkilerin, nétrofil
kemotaksisinde 6nemli rol oynayan ERK (267) aktivasyonundan (fosforilasyon)
bagimsiz sekilde ve notrofil ylizeyindeki CD11b harici bir liganda baglanarak meydana
geldigini One stirmiislerdir. Haegens ve arkadaslari (268) ise MPO’nun bronsiyal
epitelde IL-8 iiretimini azalttigin1 bildirmislerdir. Bu durumun nétrofil infiltrasyonunu
azaltma yoniinde bir feedback mekanizmasi olabilecegini ileri siirmiislerdir. Bizim
calisgmamizda PAH’l1 sigan akcigerinde MPO’nun degismemis bulunmasi, MPO’nun
IL-8 dretimini azaltarak ve/veya nétrofil yiizeyine direkt baglanip dokuda nétrofil
infiltrasyonunu azaltarak koruma mekanizmalarini aktive etmesi ve azalan nétrofil
sayist ile birlikte kendi ekspresyonu/aktivasyonu iizerinde negatif feedback etkisi
yapmast ile agiklanabilir. Bunu dogrulamak i¢in I1L-8 diizey tayinine ihtiyac vardir.
Pulmoner arteriyel duvarda ROS’un ana kaynaklarindan olan NOX’lar i¢erisinde
baskin eksprese edilen izoform NOX4’tiir (2, 104, 105, 114). NOX4’iin NOX1 ve
NOX2’den 6nemli bir farkliligi bulunmaktadir. NOX1 ve NOX2 once siiperoksit iiretip
ardindan H202’ye doniistiirtirken; NOX4, dogrudan H»O» iiretir (2). NOX1 ve NOX2
kaynakli siiperoksit, NO ile reaksiyona girebilir veya SOD’larin varliginda H20’ye
dontistiirtilebilir. NOX4’iin ise siliperoksitten ziyade predominant olarak H2O> iirettigi
bildirilmistir (269-275). Sicanlarda MCT ile indiiklenen PAH modelinde, akciger
NOX4 protein diizeyinin arttig1 bildirilmistir (239). Farelerde hipoksi ile indiiklenen
PH, akcigerlerde NOX4 seviyelerinin artmasiyla iligkili bulunmustur (113, 115).
IPAH’11 hastalarin akcigerlerinde, NOX4 ekspresyonunun upregiile oldugu bildirilmistir
(113). Calismamizda ise MCT’nin akciger NOX4 aktivitesini (Sekil 4.17) azalttigi; bu
durumun tim tedavi gruplarinda da benzer diizeyde devam ettigi bulundu. Ray ve
arkadaslar1 (276) ¢alismalarinda, NOX4 iliskili H2O> iiretiminin hiperpolarizasyon artis1
yoluyla vazodilatasyonu artirdigi ve kan basinci diisiirdiigiinii bildirmislerdir. Ayrica,
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NOX4’tin siiperoksitten ziyade predominant olarak H>O: iiretmesi ve bdylece
stiperoksit kaynakli NO inaktivasyonunun hi¢ olmamasi veya ¢ok az olmasiin da bu
etkide rolii oldugu one siiriilmiistiir. Bizim ¢alismamizda ise akciger NOX4 aktivitesinin
azalmasi ve boylece NOX4 iliskili H,O tiretimindeki diisiis nedeniyle vaskiiler
hiperpolarizasyonun azalmasi artan pulmoner arter basincini yansitan RVSP artisiyla
iligkilendirilebilir.

ROCK1 ve ROCK2, vaskiiler diiz kasta eksprese edilmekte olup vaskiiler
tonusun diizenlenmesinde ve gesitli kardiyovaskiiler hastaliklarin gelisiminde rol
oynayan serin/treonin kinazlardir (114, 132). ROCK’lar kiigiik G proteini RhoA
tarafindan aktive edilir ve daha sonra MLCP’yi fosforile ederek inaktif hale getirir. Bu
nedenle miyozin fosforilasyonu artar, boylece  sitozolik kalsiyum
konsantrasyonlarindaki herhangi bir artistan bagimsiz olarak diiz kasin kasilmasi artar.
Bu durum kalsiyum sensitizasyonu olarak ifade edilir (133). RhoA/ROCK yolunun
aktivasyonuyla olusan kalsiyum sensitizasyonu, PH’de go6zlenen diiz kas
disfonksiyonuna katkida bulunabilir. Pulmoner arterlerde ROS ile RhoA/ROCK
yolunun iligkili oldugu bildirilmistir (63, 134). Kronik hipokside, RhoA aktivitesi artar
ve bu artis artan ROS iiretimi ile iliskilidir (135, 136). Siiperoksitin sigan pulmoner
arterlerinde niikleusa ROCK2 translokasyonuna neden oldugu ve ROCK inhibitdriine
duyarli vazokonstriksiyona neden oldugu (137) gosterilmistir. Hidrojen peroksit,
PAEC’lerde ve PAKDH’lerde RhoA aktivitesini de artirabilir (138). Bu baglamda
tartismal1 sonuglar da bildirilmistir (114, 139).

RhoA/ROCK/CyPA/Bsg yolunun aktivasyonu PAH patogenezinde Oonemli bir
yer tutmaktadir. ROCK’un asir1 ve siirekli aktivasyonu, vaskiiler diiz kas hiicrelerinden
CyPA sekresyonunu artirir ve ekstraseliller CyPA, vaskiiler diiz kas hiicresi
proliferasyonunu uyarir. EK olarak, ekstraseliiler CyPA, endotelyal hiicre adezyon
molekiilii ekspresyonunu ve endotelyal apopitozisi indiikler. CyPA, reseptorii Bsg
araciligiyla etki gostermektedir. Saglikli kontrollere kiyasla PAH hastalarinda plazma
CyPA seviyesi onemli olgiide yiliksek bulunmustur. Ayrica plazma CyPA diizeyi,
hastalik siddeti ve uzun siireli sagkalim orani ile korele bulunmustur. Oksidatif stres’in
PAH’l1 hastalarin PADKH’lerinden CyPA sekresyonunu indiikledigi gosterilmistir.
CyPA’nin  PAH’Ii1 hastalarin PADKH’lerinden sitokin/kemokinlerin  ve biiyiime
faktorlerinin sekresyonunu, inflamatuvar hiicre goclinii ve PADKH proliferasyonunu

artirdig1 raporlanmistir (140).
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Siddique ve arkadaslar1 6 haftalik 160-200 g Sprague-Dawley erkek si¢anlarda
MCT (60 mg/kg tek doz, sc) ile indiiklenmis PAH modelinde emetin (0,05 mg/kg/giin,
po, 3 hafta boyunca)’in profilaktik etkilerini arastirmiglardir. MCT uygulamasinin
RVSP’yi artirirken; SAP’1  degistirmedigi ayrica RV/(LV+S) oranini1 artirdigi
gosterilmistir. PAH’I1 sicanlarda PA medial duvar kalinli§inda artis gosterilmis olup bu
durum pulmoner vaskiiler remodelingi yansitmaktadir. Ayrica MCT uygulamasinin,
akcigerde RhoA, ROCK1, ROCK2, CyPA ve Bsg protein diizeyini artirdigi
bildirilmistir. Ayn1 ¢alismada emetinin Sugen/hipoksi sican PAH modelindeki terapotik
etkisi de incelenmistir. VEGF reseptor inhibitori SU5416 (20 mg/kg, tek doz, sc)
uygulamasinin ardindan 3 hafta hipoksik ortamda (%10 O2) barindirilan siganlar 6 hafta
normoksik (%21 O) ortamda tutulduktan sonra 4 hafta boyunca emetin (0,05
mg/kg/giin, po) uygulanmistir. Yapilan ekokardiyografik incelemelerde PAH’lI1
sicanlarda RV diyastolik ¢apinda artis gozlenirken; TAPSE ve PAAT’de azalig rapor
edilmigtir. PAH’l1 siganlarda RVSP, mPAP ve total pulmoner rezistans (TPR)’de artig
goriilirken; CO’da azalma izlenmistir. RV/(LV+S) oranmmin ve PA medial duvar
kalinliginin artt1g1 bu siganlarda akciger RhoA, ROCK1, ROCK2, CyPA ve Bsg protein
diizeylerinin MCT modeli ile uyumlu sekilde yiikseldigi bildirilmistir (140).

Elias-Al-Mamun ve arkadaglar1 6 haftalik 150-170 g Sprague-Dawley erkek
sicanlarda MCT (60 mg/kg tek doz, sc) ile indiikklenmis PAH modelinde fasudil (30
mg/kg/giin), sildenafil (10 mg/kg/giin) ve bunlarin kombinasyonunun profilaktik ve
terapotik etkilerini arastirmiglardir. MCT uygulamasindan 3 hafta sonra yapilan
ekokardiyografik goriintiilemede, RV enddiyastolik ¢ap (RVEDD) (p<0,001) ve RV
endsistolik ¢ap (RVESD)’in (p<0,001) kontrol grubuna gore anlamli sekilde arttigi
bildirilmis olup bu durum RV dilatasyona isaret etmektedir. RV kontraktilitesinin bir
Olciisii olarak kullanilan RV fraksiyonel kisalma degerinin (p<0,05) kontrol grubuna
gore anlamli sekilde azaldig: bildirilmistir. Profilaksi (3 hafta) ve tedavi protokollerinde
(9 hafta) MCT uygulamasindan sonraki 3 hafta igerisinde hayvan 6liimii goriilmezken; 9
hafta igerisinde %79’luk mortalite bildirilmistir. MCT uygulamasinin viicut agirligi, su
ve gida aliminda anlamli azalmaya yol actig1 rapor edilmistir. MCT uygulamasinin
RVSP’yi anlamli sekilde artirirken (p<0,001) SAP’1 degistirmedigi rapor edilmistir.
MCT uygulamasmin RV/(LV+S) ile RV/BW oranlarin1 anlamli sekilde artirdig
(p<0,001) gosterilmis olup bu durum RVH’ye isaret etmektedir. MCT uygulamasinin
PA medial duvar kalinligimi anlamli sekilde artirdigr (p<0,001) gosterilmis olup bu

durum pulmoner vaskiiler remodelingi yansitmaktadir. Ayrica MCT uygulamasinin, PA
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govdesi (trunk) (p<0,01), akciger (p<0,001) ve RV’de (p<0,001) Rho Kkinaz
aktivitesinde anlamli artisa yol agtig1 gézlenmistir (277).

Jasinska-Stroschein ve arkadaslar1 8-10 haftalik Wistar erkek sicanlarda MCT
(60 mg/kg tek doz, sc) ile indiiklenmis PAH modelinde fasudil (15 mg/kg/giin, po, 14
giin boyunca), rosuvastatin (10 mg/kg/giin, po, 14 gin boyunca) ve bunlarin
kombinasyonunun terapdtik etkilerini arastirmislardir. Fasudil ve rosuvastatin MCT
enjeksiyonundan 14 giin sonra baglanmak iizere 14 giin boyunca uygulanmistir. Deney
stiresi boyunca herhangi bir grupta sigan 6liimii goriilmemistir. MCT uygulamasindan
28 giin sonra yapilan dlglimlerde, PAH indiiklenen si¢canlarda mPAP kontrol grubuna
kiyasla yiiksek bulunurken; SAP, MAP ve DAP ile KH’de kontrol grubuna gore anlamli
farklilik tespit edilmemistir. Ayrica, PAH indiiklenen siganlarda RV/(LV+IVS) orani ile
akciger ROCK aktivitesinin kontrol grubuna kiyasla yiiksek bulundugu; akciger eNOS
konsantrasyonunun ise kontrol grubuna gore diisiik bulundugu bildirilmistir (278).

Calisgmamizda, MCT’nin akciger RhoA protein seviyesini (Sekil 4.19) azalttig
bulundu. MEL RhoA diizeyini istatistiksel anlamlilik sinirina yakin sekilde (p=0,068)
diisiirdiigii;, ALA ve ALAMEL kombinasyonunun ise RhoA diizeyini degistirmedigi
bulundu. Calismamizda, MCT’nin akciger ROCK1 protein seviyesini (Sekil 4.20)
degistirmedigi, ALA, MEL ve ALAMEL kombinasyonunun ROCK1 protein seviyesi
tizerine etkili olmadigi bulundu. Calismamizda, MCT’nin akciger ROCK2 protein
seviyesini (Sekil 4.21) belirgin sekilde azalttigi bulundu. MEL ve ALAMEL
kombinasyonu ROCK2 seviyesini belirgin sekilde artirirken; ALA etkisiz bulundu.
MEL’in ROCK2’yi diistiriicti etkisinin ALAMEL kombinasyonuna gore daha belirgin
olusu, ALA’nin MEL’in bu etkisini antagonize etmis olabilecegini diistindiirmektedir.
Calismamizda, MCT nin akciger siklofilin A protein seviyelerini (Sekil 4.18) azalttig
bulundu. Her ne kadar herhangi bir tedavi grubunda siklofilin A degeri farkli olmasa da
ALA ve ALAMEL gruplarinda kontrol grubuna gore daha diisiik siklofilin A diizeyi
varken MEL grubunun kontrol grubuna benzer bulunmasi dikkat ¢ekicidir. Bu durum,
istatistiksel olarak anlamli degilse de MEL’in siklofilin A diizeyini artiric1 etkisi
olabilecegini diigiindlirmektedir. ROS {iretiminin RhoA/ROCK yolagim1 aktive ettigi
(63, 134-137) ve NOX4’iin pulmoner arteriyel duvarda ROS’un ana kaynagi oldugu (2,
104, 105, 114) disiinildiginde, calismamizda RhoA/ROCK yolagmin aktive
olmamasi, azalan NOX4 seviyeleri ile iliskilendirilebilir. Ayrica, ¢aligmamizdaki diisiik
siklofilin A seviyeleri ise siklofilin A sekresyonunun RhoA/ROCK yolagindaki

aktivasyona bagli olmasi ile agiklanabilir.
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MMP’ler, ¢inko bagmli bir proteinaz grubudur. Aktivasyonlarr, amino
terminallerinin proteolitik olarak ¢ikarilmasiyla gerceklesmektedir. Etkileri, MMP’lerin
doku inhibitérleri (TIMP) tarafindan inhibe edilir (279). MMP-2 ve MMP-9, sirasiyla
72-kDa jelatinaz A ve 92-kDa jelatinaz B olarak adlandirilirlar ve bazal membranin ana
bileseni olan tip IV kollajeni pargalarlar (280). MMP-2 ve MMP-9 protein seviyelerinin
MCT ile indiiklenmis PAH modellerinde arttig1 bilinmektedir (281-283). Calismamizda,
MCT’nin akciger MMP-2 protein seviyesini (Sekil 4.22) degistirmedigi; ALA ve
ALAMEL kombinasyonunun ise MMP-2 seviyesini artirdigi bulundu. ALAMEL
kombinasyonu, tek basmma ALA’ya gore MMP-2 seviyesini daha fazla artirma
egiliminde bulundu (p=0,057). MCT’nin akciger MMP-9 protein seviyesini (Sekil 4.23)
belirgin bir sekilde azalttigi bulundu. ALA ve ALAMEL kombinasyonu MMP-9
diizeyini etkilemezken; MEL’in MMP-9 diizeyini belirgin sekilde artirdigi bulundu.
MEL’in MMP-9 diizeyini artirici etkisine karsin ALAMEL kombinasyonunun etkisiz
kalmasi, ALA’nn  MEL’in bu etkisini antagonize edebilme olasiligini
diistindiirmektedir.

Kim ve arkadaslar1 (280), siganlarda bleomisin ile indiiklenmis pulmoner
fibrozis modelinde, BAL sivisinda MMP-2 ve MMP-9 aktivitelerini olgmiislerdir.
MMP-2 ve MMP-9 aktivitelerinin, hastaligin erken fazinda hizla artarak bleomisin
uygulanisinin 4. giiniinde pik yaptigini, sonrasinda azalarak 28. giinde bazal seviyelere
indigini raporlamislardir. MMP-9 aktivitesindeki azalmanin MMP-2’ye gore ¢ok daha
hizli bir sekilde gerceklestigini bildirmislerdir. Bizim ¢alismamizda, MMP-2 aktivitesi
degismemis bulunurken MMP-9 aktivitesinin azalmig bulunmasi bu ¢alismanin
sonuglariyla agiklanabilir. Oggionni ve arkadaslar1 (284), siganlarda bleomisin ile
indiiklenmis pulmoner fibrozis modelinde, MMP-2 ve MMP-9 aktiviteleri artarak
bleomisin uygulanisinin 7. giiniinde pik yaparken; MMP’lerin doku inhibitdrleri olan
TIMP1 ve TIMP2 konsantrasyonlarindaki artisin 14. giin belirgilestigi bildirilmistir. Bu
durum, MMP-2 ve MMP-9 ile TIMP1 ve TIMP2’nin pulmoner fibroziste birlikte aktif
olduklarin1 gostermektedir. Bu ¢alismada oldugu gibi bizim ¢aligmamizda da hastaligin
ge¢ evrelerinde (onarim fazinda) belirginlesmesi muhtemel olan TIMP konsantrasyon
artisinin MMP-2 ve MMP-9 diizeylerinin yiiksek bulunmamasini agiklayabilecegi
diisiiniilmektedir. Ote yandan bazi veriler, TIMP disinda bazi endojen inhibitor
faktorlerin de MMP aktivitesi lizerinde etkili olabilecegine isaret etmektedir. Asghar ve
arkadaslar1 (285), sfingozin 1 fosfatin insan anaplastik tiroit kanser C643 hiicrelerinde

MMP-2 ve MMP-9 ekspresyon, sekresyon ve aktivitelerini azalttigin1 bildirmislerdir.
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Chen ve arkadaslar1 (286), sfingozin kinaz 1/sfingozin 1 fosfat yolaginin, PAH’ta
pulmoner vaskiiler remodelingde major rol oynayan PADKH proliferasyonunu
artirdigin1 bildirmislerdir. Benzer sekilde Zhai ve arkadaslar1 (287) da sfingozin 1
fosfatin PADKH proliferasyonunu artirdigini raporlamislardir. Gairhe ve arkadaslari
(288) ise IPAH’I1 hastalarda ve PAH indiiklenmis sicanlarda sfingozin 1 fosfat plazma
konsantrasyonunun arttigini raporlamislardir. Bizim ¢alismamizda, MMP-2 ve MMP-9
seviyelerinde artis bulunmamasi, muhtemel sfingozin 1 fosfat artisinin inhibitor
etkisiyle de aciklanabilir. MMP’lerin bilinenin aksine pulmoner arteriyel remodelinge
kars1 koruyucu rol oynadigi da ileri stiriilmiistiir. Vieillard-Baron ve arkadaslar1 (289)
kronik hipoksi ile indiiklenen PH sican modelinde, akciger MMP inhibisyonunun daha
yiksek pulmoner arteryel basing ve daha siddetli RVH ile sonuglandigini
bildirmislerdir. Dolayistyla bizim c¢alismamizda siddetli PAH bulgularina ragmen
MMP’lerde artis yerine MMP-2’nin degismeyip MMP-9’un azalmasi, bahse konu
calismanin sonuglariyla paralellik géstermektedir.

PAH’ta, antioksidan yanitin ana diizenleyici faktorii olan Nrf2’nin patofizyolojik
rolii oldugu diisiiniilmektedir. PAH’l1 sigan akcigerinde Nrf2 protein diizeylerinin
azaldig1 bildirilmistir. Nrf2, hem oksijenaz-1 (HO-1)’i igeren bir dizi antioksidan
enzimin ekspresyonunu diizenlemektedir (148). Calismamizda MCT’ nin akciger Nrf2
protein seviyesini (Sekil 4.24) belirgin bir sekilde artirdigi bulundu. ALA’nin Nrf2
diizeyini artirdigi, MEL’in Nrf2 diizeyini azalttigi, ALAMEL kombinasyonunun ise
Nrf2 diizeyini artirma egiliminde oldugu bulundu. Veit ve arkadaslar1 (290), MCT ile
PAH indiiklenmis si¢anlara ait PADKH’lerinde Nrf2 ve Nrf2 hedef geni NADPH kinon
oksidorediiktaz 1’in ekspresyonlarinda artis bildirmislerdir. Martin ve arkadaglar1 (291)
ise Sugen/hipoksi PAH sican modelinde Nrf2 protein seviyesinde artig raporlamislardir.
Ayrica Lopez-Bernardo ve arkadaslari yiiksek derecede sitotoksik bir lipit
peroksidasyon iiriinii olan 4-hidroksinonenal’in fare kardiyomiyositlerinde Nrf2
ekspresyonunu artirdigini bildirmislerdir. Bu veriler, bizim ¢aligmamizdaki Nrf2 artisini
destekler niteliktedir. Caligmamizdaki Nrf2 artisi, PAH 1 sican akcigerinde muhtemel
oksidatif strese kars1 gelisen bir kompanzasyona baglanabilir.

ALA’nin vazodilator, antihipertansif, kardiyoprotektif, antifibrotik, antioksidan,
antiinflamatuvar, antiapopitotik ve vaskiiler antiremodeling etkileri deneysel olarak
ortaya konmustur (10, 209-211). de Souza-Neto ve arkadaslari, TAC modeli
olusturulmus erkek C57BL/6J farelerde, ALA’nin asendan aorta remodelingine karsi

koruyucu etkilerini arastirmiglardir. Farelere, TAC prosediiriinden 3 giin 6nce
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baslanarak cerrahi sonrasi 14 giin boyunca da devam edecek sekilde 30 pg/kg/giin oral
ALA-HPBCD [(2-4 Hidroksipropil)-p-siklodekstrin] uygulanmistir. TAC cerrahisi
yapilip 14 giin sonra sakrifiye edilen farelerde, asendan aortanin liimen ¢apinda, medya
tabakasi kalinliginda ve toplam vaskiiler duvar alaninda bir artis ile karakterize, pozitif
ve hipertrofik bir remodeling tipi indiikklenmistir. ALA, asendan aortanin medya
tabakasindaki kalinlik artisin1  Onlemistir.  TAC, asendan aortanin adventisya
tabakasindaki hiicre dansitesinde onemli bir artisa neden olmus olup bu etki ALA
tarafindan Onlenmistir. ALA, asendan aortada TAC’in indiikledigi total kollajen
birikimi ve diizensizligi azaltirken TGF- gen ekspresyonundaki TAC’a bagh artist
azaltmistir. ALA bdylece TAC ile indiiklenen arteriyel remodeling ve vaskiiler duvar
fibrozisini hafifletmistir. Ek olarak ALA, asendan aortada, kollajen tip III transkriptinin
vaskiiler ekspresyonunda, toplam MMP jelatinolitik aktivitesinde ve MMP-2 protein
seviyelerinde azalma saglamistir. TAC’1n neden oldugu basing yiikil artig1 asendan aorta
MrgD reseptor ekspresyonunu etkilemezken ALA, TAC uygulanmig farelerde asendan
aorta MrgD reseptor ekspresyonunda artisa yol agmustir. EK olarak ALA, asendan
aortada AT1R’yi kodlayan gendeki ekspresyon artisini onlemistir. TAC ve/veya ALA
uygulanmast plazma ve asendan aortada Olgiilen ALA Kkonsantrasyonlarini
degistirmemistir. Ayni1 calismada, asendan aortada proinflamatuvar ve antiinflamatuvar
gen ekspresyonlar1 analiz edilmistir. TAC; asendan aortada CCL2, TNF-a ve IL-1f
proinflamatuvar gen ekspresyonlarini artirmigtir. Oral ALA uygulamasi ise goriilen bu
etkiyi geri ¢evirmistir. Ayrica, MRC1, FIZZ1 ve YM1 antiinflamatuvar gen
ekspresyonlart TAC prosediiriinden etkilenmezken; ALA MRC1 ve FIZZ1 gen
ekspresyonlarint artirmistir. Bahse konu calisma, ALA’nin asendan aorta tizerindeki
antiremodeling, antifibrotik ve antiiflamatuvar etkilerini gostermesi agisindan 6nemlidir
(209). Bizim galisgmamizda da bahse konu galismanin sonuglariyla uyumlu sekilde
antiproliferatif, antiremodeling ve antiinflamatuvar etkileri bulundu.

MEL’in PH’ye kars1 etkililigi sinirli sayida deneysel caligmada gosterilmistir.
Zhang ve ark (218), MEL’in PAH’a kars1 etkililigini arastiran genis kapsamli bir
calisma gergeklestirmislerdir. PAH’l1 15 hastada giindiiz serum MEL diizeylerinin
kontrollere gbére anlamli derecede diisiik oldugunu; serum IL-1f seviyesinin ise ters
orantili sekilde yiiksek oldugunu gostermislerdir. Ayrica, MEL’in etkileri MCT ile
indiiklenen PAH, hipoksi ile indiiklenen PH ve Sugen/hipoksi PAH modelini iceren 3

farkl: fare PH modelinde incelenmistir:
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» Hipoksi ile indiklenen C57BL/6J fare PH modelinde 2 haftalik oral
profilaktik MEL (5-8,75 mg/kg/giin), RVSP, RVH ve remodeling oranini
azaltarak PAH gelisimini onlemede etkili bulunmustur. MEL’in, pulmoner
arter duvarinda hipoksi kaynakli kalinlasmay1 ve wvaskiiler remodelingi

azalttigin1 bildirmislerdir.

» Sugen/hipoksi C57BL/6J fare PAH modelinde MEL’in profilaktik ve
terapotik etkileri ayr1 ayr1 incelenmistir. Profilaksi modelinde, 3 haftalik 10
mg/kg oral MEL uygulamasimin, RVSP, RVH ve remodeling oranim
azalttig1 bulunmustur. Terapotik modelde ise, 2 haftalik 10 mg/kg oral MEL

tedavisinin RVSP ve remodeling oranini azalttigini gostermislerdir.

» MCT ile indiiklenen C57BL/6J fare PAH modelinde, 4 haftalik 10 mg/kg oral
profilaktik MEL uygulamasmim, RVSP ve RVHyi azalttigini gostermislerdir.

Bu calismada, hipoksinin, endotel gegirgenligini artirdigi ve endoteli aktive
ettigi; bu durumun ise akcigerde makrofaj infiltrasyonuna yol agtigi gosterilmistir.
Hipoksi ile indiiklenen inflamazom aktivasyonu (makrofajda) IL-1f {iretiminde asiri
artisla sonuglanmis olup bu artigin hipoksi ile indiiklenen endotelyal sizintiyr daha da
belirginlestirdigi rapor edilmistir. MEL’in endotelyal kemokin ve adezyon faktorlerini
azaltarak ve membran reseptorleri araciligiyla makrofajlardaki hiicre i¢i kalsiyum
konsantrasyonunu azaltarak hipoksi ile indiiklenen inflamazom aktivasyonunu inhibe
ettigi bildirilmistir. MEL’in, akcigerde makrofaj infiltrasyonunu, IL-1p sekreyonunu ve
endotelyal sizintiyr azalttigi gosterilmistir. MEL, sonug¢ olarak makrofajlardaki
inflamazom inhibisyonu yoluyla PAH’a kars1 etkili bulunmustur.

Maarman ve ark’nin (159) erkek Long Evans sicanlarinda, 80 mg/kg MCT tek
sefer sc enjeksiyonuyla olusturduklar1 PAH modelinde, 28. giinde PAH ve RVH
gelismistir. MEL 6 mg/kg/giin dozunda igme suyuna katilarak 33 giin (profilaktik; MCT
enjeksiyonundan 5 giin once baslanarak) veya 14 giin (tedavi edici olarak; MCT
enjeksiyonundan 14 giin sonra baslanarak) uygulanmistir. Hemodinamik Sl¢limler izole
kalp perfiizyonu diizeneginde ex vivo olarak yapilmistir. Sigcanlar, MCT enjeksiyonundan
28 giin sonra RV hipertrofisi, kardiyak disfonksiyon, plazma oksidatif stresinde artis ve
kardiyak interstisyel fibrozis sergilemistir. 6 mg/kg/giin MEL hem profilaktik hem de
tedavi edici olarak verildiginde PAH’l1 siganlarda RVHyi, plazma oksidatif stresini ve
kardiyak interstisyel fibrozisi azaltmig ve RV fonksiyonunu iyilestirmistir. Bu ¢alismanin
sonuglar;, MCT ile indiiklenen PAH modelinde MEL’in antioksidan, antifibrotik ve
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kardiyoprotektif etkilerini gdstermesi agisindan énemlidir. Fakat bu ¢calismada, MEL’in
PAH hemodinamikleri (in vivo PAP veya RVSP olgiimii veya ekokardiyografik
inceleme) {tizerindeki etkileri in vivo olarak incelenmemis olup PAH’li akciger
histopatolojik olarak degerlendirilmemistir. Bizim ¢alismamizda da MEL’in literatiirle
uyumlu sekilde antiproliferatif, antiremodeling ve antiinflamatuvar etkileri gozlendi.

Ekokardiyografik olarak RV fonksiyonlarinin degerlendirilmesi amaciyla TAPSE ve
sag ventrikiil fraksiyone alan degisimi gibi parametrelerin bakilmamis olmasi,
caligmamizin limitasyonlarindan biridir. Bir diger limitasyon ise hemodinamik olarak
PAP yerine PAP’1 yansitan RVSP o6l¢iimiiniin yapilmis olmasi, PVR ve CO gibi
parametrelerin  6l¢iilmemis olmasidir. ALA ve MEL’in, c¢alismamizda bulunan
antiproliferatif etkilerinin mekanizmalarin1 agiklayabilmek i¢in Cyclin-D—-CDK4/6,
cyclin-E-CDK2, Ras-Raf-MEK-ERK ve PI3K/Akt/mTOR gibi proliferatif sinyal
yolaklarinin incelenmesi gerekir. Ayrica ¢alismamizda, akcigerde ADE aktivitesinin
ol¢iilmemis olmasi1 RAS igerisindeki dengeler hakkinda fikir yiiriitmeyi gii¢lestirmektedir.
Akciger ADE/ADE2 oranmin bilinmesi, ALA ve MEL’in ADE/ATIR aksi ile
ADE2/Mas reseptor aksi arasindaki denge tizerine olan olasi etkilerini anlamak agisindan
onemlidir. Serum seruloplazmin diizeyinin Olgiilmemis olmasi da g¢alismamizin
limitasyonlarindan biridir. MPO aktivitesindeki degisimlerin daha iyi anlasilmasi
acisindan serum seruloplazmin diizeyinin bakilmasi hastalik patogenezini ve verilen
tedavi edici ajanlarin etkililigini degerlendirebilmek agisindan gereklidir. Calismamizda
akciger NOX4 aktivitesinin yanisira H20z seviyeleri de dlgiilerek uyguladigimiz tedavi
protokollerinin PAP’1 yansitan RVSP iizerindeki etkileri daha iyi agiklanabilirdi.
Inflamasyonun belirgin oldugu bir patoloji olan PAH modelimizde, altta yatan
mekanizmalar1 daha iyi anlamak amaciyla proinflamatuvar belirteclerden serum IL-1
ve/veya IL-6 ile IL-8 diizeyleri ve antiinflamatuvar sitokinlerden serum IL-10 ve/veya IL-
13 diizeyleri 0lgiilebilirdi. Hastaliklarin erken ve gec¢ fazlarinda diizeyleri degisebilen
MMP2 ve 9 ile beraber endojen MMP inhibitorleri olan sfingozin 1 fosfat ve TIMP’lerin
seviyeleri de olgiilebilirdi.

Calismamizin bulgular1 bir biitin olarak degerlendirildiginde ALA, MEL ve
ALAMEL kombinasyonunun PAH gelisimini azalttigi tespit edilmis olup MEL’in
ALA’ya gore PAH’1 Onlemede daha etkili oldugu sonucuna varildi. Ek olarak,
ALAMEL kombinasyonunun monoterapilere herhangi bir dstiinliik saglamadigi

sOylenebilir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Daha o6nce yapilan calismalarla (292, 293) RAS’1n proktektif koluna ait Ang 1-
7/Mas reseptor yolagi aktivasyonunun PAH’taki faydali etkileri raporlansa da bu kola
ait bir diger yolak olan ALA/MrgD reseptor aksinin etkilerinin arastiriimadigi
bilinmektedir. MEL’in PAH’a karsi etkililigi smirli sayida deneysel c¢alismada
gosterilirken; bu sayr MCT ile olusturulmus sican PAH modelinde daha da azdir.
Calismamizda, tek basina MEL’in PAP’1 yansitan RVSP’yi anlamlilik sinirina yakin
sekilde azalttigi bulundu. Histopatolojik olarak, ALA, MEL ve ALAMEL
kombinasyonunun antiproliferatif ve antiremodeling etkileriyle pulmoner arteriyel
duvar kalinligin1 ve antiinflamatuvar etkileriyle inflamasyonu azaltarak PAH gelisimini
azalttig1 bulundu. ALA ve MEL antiproliferatif ve antiremodeling etkileri acisindan
benzer iken; akcigerdeki antiinflamatuvar etki agisindan MEL; ALA’ya iistiin bulundu.
Ayrica, ¢alismamizda tiim tedavi modalitelerinin LOX aktivitesini azalttigi; MEL’in
ALA’ya gore daha belirgin inhibisyon yaptig1 bulundu. Bu baglamda, ALA ve 6zellikle
de MEL’in LOX aktivitesinin inhibisyonu iizerinden pulmoner arteriyollerde ECM
remodelingini azaltmis ve bu sekilde PAH gelisimini Onlemis olabilecegi tahmin
edilmektedir. ALAMEL kombinasyonunun tek basmma ALA veya MEL’e akcigerde
antiproliferatif, antiremodeling ve antiinflamatuvar etkileri acisindan ek bir faydasinin
olmadigi bulundu. Burdan hareketle MEL’in hem hemodinamik hem de histopatolojik
diizeyde; ALA ve ALAMEL kombinasyonunun ise hemodinamik diizeyde olmasa da

histopatolojik olarak PAH gelisimini azalltig1 sonucuna varilabilir.

Calismamizda ayrica, MEL’in PAH 1n bir komplikasyonu olan RVH’yi de azalttig:
bulundu. Bu etkisinin antiinflamatuvar etkiden bagimsiz bir sekilde gergeklesmis
olabilecegi diisliniilmektedir. ALA ve ALAMEL ise RV’de antiinflamatuvar etkili
bulunurken; RVH’yi azaltmadiklar1 bulundu.

Calismamizda 35 giin boyunca giinde 1 kez 10 mg/kg dozunda ip yolla uygulanan
MEL’in PAP’1 yansitan RVSP’yi istatistiksel anlamlilik sinirma yakin sekilde
diistirdiigii goriilmekle beraber bundan sonra yapilacak ¢alismalarda daha yiliksek doz
ve/veya daha uzun siire MEL uygulanmasi bu diisiisiin istatistiksel anlamlilik derecesine
ulagsmasin1 saglayabilecektir. Bunun yanisira MEL’in PAH {izerindeki doz bagimli

etkilerinin tespiti amaciyla yeni ¢alismalar planlanabilir. Ayrica, 35 giin boyunca giinde
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1 kez 50 pg/kg/giin dozunda ip yolla uygulanan ALA’nin RVSP’yi diigiirmemesine
ragmen PAH gelisimini histopatolojik diizeyde azaltmast umut vericidir. ileride
yapilacak caligmalarda ALA’nin daha yiiksek doz ve/veya daha uzun siire kullanimi ile
PAH gelisiminin hemodinamik diizeyde de azalabilecegi diisiiniilmektedir. Bazi
bulgularimiz MEL ve ALA’nin birbirlerinin etkilerini antagonize etmis olabilecegine
isaret etmektedir. Bundan sonra, bu olast durumu aydinlatmaya yonelik ileri ¢aligmalar

yapilmalidir.

Sonu¢ olarak hem ALA hem de MEL’in tek basina ve kombine kullanimlarinda
PAH gelisimini azalttigi; fakat MEL’in ALA’ya kiyasla daha etkili oldugu bulundu.
Ayrica, ALAMEL kombinasyonunun monoterapilere bir stiinlik saglamadigi
sOylenebilir. Bu alanda ALA ve MEL ile yapilan ¢ok az sayida ¢aligma oldugundan,

sonuglarimizi destekleyecek iyi dizayn edilmis deneysel arastirmalara ihtiya¢ vardir.
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