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KISALTMALAR:

ALK-1: Aktivin reseptor-like kinaz
BMP: Kemik Morfogenetik Proteini
BMPR: Kemik Morfogenetik Proteini
Reseptoru

BVC: Bevacizumab

CO: Karbon Monoksit

EGF: Epitelyal biytme faktori

ET: Endotelin

FDA: Food and Drug Administration
FGF: Fibroblast Blylime Faktoru

GIS: Gastrointestinal sistem

HIF-1: Hipoksi induklenmis faktor-1
HO-1: Hemoksijenaz-1

|AH: Interstisyel Akciger Hastaliklar:

| GF: insiilin benzeri bilyiime faktori

ip: intraperitoneal

K GF: Keratinosit blytme faktori

KH + SF: Kronik hipoksi + Serum

fizyolojik

KH + BVZ: Kronik hipoks +
Bevacizumab

KOAH: Kronik Obstruktif Akciger
Hastalig1

LVPs: Sistolik sol ventrikil basinct

MCT: Monokrotalin

MK : medial kalinlik

MM P: Matriks Metalloproteinazlari

NO: Nitrik Oksit

NOS: Nitrik Oksit Sentetaz

NSCLC: Kuglk htcreli dis1 akciger
karsinomu

OH + SF: Oda havasi + Serum
fizyolojik

OH + BVZ: Oda havasi + Bevacizumab
PAB: Pulmoner Arter Basinci

PAH: Pulmoner Arteriyel Hipertansiyon
PDGF: Platelet Kokenli
Faktoru

PHT: Pulmoner Hipertansiyon
PIGF: Plasental blyume faktori

Buyume

RVPm: Ortalama sag ventrikul basinci
SF: serum fizyolojik

TGF: Doku Buyume Faktoru

VEGF: Vakiler Endotelyal Biyime
Faktoru

VIP: Vazoaktif Intestinal Peptid

WHO: Diinya Saglik Orgiit
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GIRIS VE AM AC:

Pulmoner hipertansiyon genel tamimyla, pulmoner arter basinglarinda
yikseklik saptanmasidir (1). Pulmoner arter basing degerlerinin istirahatte 25 mmHg
ve egzersizde 30 mmHg min Uzerinde olmasiyla birlikte pulmoner kapiller kama
basincinin da 15 mmHg’' nin altinda olmasi pulmoner hipertansiyon olarak tammlanr
(1,2 3, 9.

Pulmoner hipertansiyonun kendisinin neden oldugu morbidite ve mortalite
kadar onemli olan bir diger unsur da bu hastaiga ikincil gelisen sag ventrikil
hipertrofisiyle birlikte giden sap kalp yetmezligidir (4). Yapilan klinik arastirma
sonuglarina gore PAH’lu hastalarin prognozunu belirleyen en onemli faktor sag
ventrikdl yetmezligidir (5).

Etkiledigi damar torleri bakimindan arteriyel ve venbz pulmoner
hipertansiyon diye iki alt gruba ayrilmasina ragmen bu hastalik; esasen pulmoner
arterleri tutan bir hastalik olmasi ve vendz tutulumun 6n planda oldugu olgularda da
cogunlukla bu duruma, arteriyel tutulumun da eslik ediyor olmasi sebebiyle,
gunimizde pulmoner arteriyel hipertansiyon (PAH) terimi daha siklikla
kullanilmaktadr.

Yapilan galismalar sonucu diinya ¢apinda yaklasik olarak 25 milyon insanin
PAH’dan etkilendigi disuntlmektedir (4). Idiopatik PAH’ nun insidans: milyonda 1-
2 olarak bildirilmistir (6). Son olarak, 2006 yilinda Fransa’'da Humbert M ve
ark.’larinin yapmis oldugu bir arastirmaya gére PAH prevalanst milyonda 15
olgudur. Hastalarda ortalama tam konulma yas1 50 + 15'dir. Kadin:erkek oram
2:1'dir. Hastalarin ortalama pulmoner arter basinclar: ise 55 mmHg' dir (7).

Bunun yanminda, sekonder PAH’ nun yayginligiyla ilgili elimizde net bir bilgi
bulunmamaktadir. Ancak, Ozellikle son yillarda, kronik sigara kullamim ve buna
bagli olarak akciger hastaliklarinda gorilen artiglar ile; malignitelere ve artmis yas
ortalamasina bagli hiperkoagulopatiler sebebiyle artan tromboembolik hastaliklara
ikincil olarak gelisen PAH olgu sayisinda artis oldugu, pek ¢ok klinisyenin paylastigi
ortak bir gbzlemdir.

Bu 6nemli saglik sorununun klinik pratikte gorece seyrek olarak goruliyor
olmasina ragmen, tibbi 6nemi gok buyuktir. PAH, kesin tedavisi hentiz bulunmayan
ve genellikle kisa siirede Olimle sonuglanan bir hastaliktir (8). Mevcut tedavi



secenekleri ancak hastaligin progresyonunun yavaslatiimas: ve hastanin yasam
kalitesinin arttirilmasin saglayabilmektedir (8). Hem hastaligin patogenezinin hentiz
yeterince aydinlatilamamis olmasi, hem de mevcut tedavi segeneklerinin bu
hastaligin tedavisinde yetersiz kaliyor olmasi sebebiyle PAH; bu alanda calisan
klinisyenler ve arastirmacilar igin dnemini ve populerligini yillardir korumaktadr.

Son vyillarda, bu alanda yogunlasan arastrmalarin merkezinde; hastaligin
patogenezini anlamak ve bunun Uzerinden yeni tedavi secenekleri gelistirmek veya
mevcut tedavi segeneklerinin etkinligini arttrmak gibi konular bulunmaktadir. PAH
tamst olan hastalarin kritik klinik tablolari ve etik sorumluluklar sebebiyle bu
hastalarin yer aldig: tibbi ¢alismalarla, sinirli miktarda bilgi edinilebilmektedir. Elde
edilen verilerin cogu da ilag etkinligiyle ilgili klinik parametrelere veya postmortem
histolojik caligmalara dayanmaktadir. Bu kisitliliklar sebebiyle bu alanla ilgili
calismalar blyik 6lctide deneysel calismalar yonine kaymustir.

PAH  patogenezi ve yeni tedavi aganlarimin  etkinliklerinin
degerlendirilmesiyle ilgili deneysel hayvan ¢alismalarinin sayist her gegen yil artis
gostermektedir. Bu galismalar tirozin kinaz inhibitorleri, Rho-kinaz yolagi, 5-HT
yolagi gibi bazi patolojik stirecler Gzerinde yogunlasmaktadir.

Tirozin kinaz inhibitorlerinden PDGF inhibitbrd imatinib’in Faz |
calismalarda elde ettigi basariyla; yillardir VEGF Uzerinde yapilan pek gok deneysel
calismanin verileri birlestirildiginde VEGF antikorlart ve bunlarin PAH’a olan
etkileri Uzerine yeterli sayida ¢alisma bulunmadigi ve var olan bazi galismalarin
sonuglarinin da geliskili bilgiler sundugu gozlemlenmistir.

VEGF antikoru olan bevacizumab anjioneogenez tizerine kuvvetli inhibisyon
etkisinin bulunmasi sebebiyle gastrointestinal sistem kanserleri basta olmak Uzere
pek cok kanser turinde kemoterapi gjam olarak kullamimakta olan bir ajandir.
Ancak; bu ilacin pulmoner vaskiler sisteme olan etkileriyle ilgili (olumlu veya
olumsuz yonde) ne prospektiis ne de literatir dizeyinde herhangi bir bilgi
bulunmamaktadir.

Calismamizda kronik hipoksi maruziyetiyle olusturmus oldugumuz PAH
hayvan modelinde, VEGF antikoru olan bevacizumabin etkinliginin olup
olmadiginin ve varsa bu etkinin ne yonde oldugunun gosterilebilmesi amaglanmustir.
Bu amagla; oncelikle, sicanlarda kronik hipoksiye ikincil PAH modeli olusturulmus



ve ardindan kontrol ve deney gruplarina bevacizumab uygulamas: yapilarak gerekli
hemodinamik, morfometrik ve immunohistokimyasal olgimlerle hem modelin
basarisi hem de uygulanmis olan ilacin etkinligine yonelik istatistiksel analizler
yapilmis ve sonuglar ayrintili olarak paylasilmistir.



GENEL BILGILER:

Pulmoner Hipertansiyon Patogenezine Genel Bakis:

Bu hastaligin patogenezinin temelinde kigik pulmoner arterlerin ilerleyici
daralmasi/tikaniklig1 yatmaktadir ve bu durum siklikla sag kalp yetmezligi ve 6lume
neden olur (7, 9). Pulmoner vaskiler lezyonlarda vazokonstriksiyon, vaskuler
remodeling ve in situ trombozis bulunmaktadir (4, 8, 9, 10). Bu surecler de Ozetle
enflamasyon ve anjioneogenezi tetikler (8). Endotel hicrelerinin vaskiler diz kas
hicrelerine diferansiasyonuyla birlikte ¢esitli mediatorlerin salinim veya mediatorler
arasi dengenin bozulmas gibi faktorler de 6nemli rol oynamaktadir (8).

PAH’un neredeyse tim alt tiplerinde ortak olan bazi histolojik Ozellikler
vardr. Bunlar arasinda en onemlileri Ozetle; intimal fibrozis, vaskuler duz kas
hicrelerinin distal lokalizasyon ve proliferasyonu ile pulmoner arteriyel okluzyondur
(8, 10, 11). Buna ek olarak, agir PAH formlarinda; “neointima’ adi verilen
ekstraselluler matriksin  ve myofibroblastlarin artmig  birikimi  ile karakterize
lezyonlar izlenmektedir (8). Pleksiform lezyonlar ise; damar limenini daraltan,
endotel-benzeri hicrelerin artmis proliferasyonu ile karakterizedir (8). Tum bunlara
ek olarak, pulmoner arteriollerin tim tabakalarinda-intima, media, adventisya-
inflamatuar hiicre infiltrasyonu mevcuttur (11).

PAH’ nun genetik ve gevresel siireclerini (4, 12); sistematik ve anlasilabilir bir
sekilde inceleyebilmek amaciyla patogenezle ilgili temel bilgiler asagidaki sekilde
boltimlere ayrilarak tek tek ele alinmustir.

PAH Patogenezi ve Vaskiler Etkenler:

Baslangigta yalmzca, hipoksi ve hipoksiye ikincil vazokonstruksiyonla
aciklanan pulmoner hipertansiyonun aslinda vaskuler diiz kas htcrelerinin damar
duvarinin G¢ katmamm da etkileyecek sekilde anormal proliferasyonu sonucu
gelistigi gosterilmistir (1). Boylece damar yapisinda intimal hiperplazi, medial
hipertrofi ve adventisyal proliferasyon bir arada gorulebilmektedir (1). Bu anormal
blyime ve kalinlasmanin hangi olaylar sonucunda gelistigi heniiz tam olarak
bilinmemektedir ancak yapilan calismalar sonucu, bu konuyla ilgili bazi 6nemli
ipuglar: elde edilmistir (1).
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Vaskiler mediatorler arasinda birkag yolak 6zellikle 6ne ¢cikmaktadir. Bunlar
arasinda NO yolagi ve NOS aktivitesi (2, 4, 8, 10, 13), Hemoksijenaz (HO-1) yolag1
ile birlikte karbon monoksit (CO) ve hidrojen silfit dretimi (8), prostasiklin-
tromboksan yolag: (2, 3, 4, 13), endotelinler (3, 4, 13), vazoaktif intestinal peptid
(VIP) (2, 4, 8, 13), VEGF ve reseptorleri, Rho-kinaz yolag: (8, 9, 14), volta kapil
potasyum kanallar1 (2, 8), BMP yolag:1 (8), kaveolin-1 (CAV-1), proinflamatuar
sitokinler (TGF-B, bradikinin, fraktalkin, RANTES, |Okotrienler gibi), 5-HT
transporter yolagi (2, 4, 10) ve matriks metalloproteinazlar (MMP) sayilabilir (8).

PAH Patogenezi ve Immun Sistem:

PAH pek cok hastaliga sekonder olarak gelisebilmekle birlikte 6zellikle
otoimmun hastaliklar ve viral enfeksiyonlara ikincil PAH formlari, hastaligin
patogenezi ile immun sistem arasindaki baglantilar1 gosterebilmesi bakimindan
Oonemli ipuclart sunmaktadir (11). Y apilan calismalar sonucu; skleroderma, sistemik
lupus eritematozis, Sjogren’s sendromu, polimyozit, Hashimoto tiroiditi, HIV ve
HHV-8 iliskili PAH gelisimiyle CD4 T hiicre komponentine zarar veren otoimmun
antikorlar arasinda anlamlt iliskiler saptanmistir (11, 15). Ayni zamanda splenektomi
sonrast PAH gelistigini bildiren yayinlar da bu durumu destekler goriinmektedir (11).
Buradan yola ¢gikarak, T htcrelerinin fonksiyonel veya sayisal sorunlar1 ile pulmoner
vaskuler hasarlanma arasinda iliski oldugu disunilmektedir (11).

Perivaskiler enflamasyondaki temel rol mast hiicreleri ve lenfositlere aittir
(11). Anti-nukleer ve anti-endotelyal antikorlarin pozitifligi, PAH’l1 hastalarin
akciger dokularinda antikor-kompleman depozitlerinin -~ varligi, pleksiform
lezyonlarin  etrafindaki  inflamatuar  hicrelerin - bulunmast  gibi  otoimmun
fenomenlerin mevcudiyeti sebebiyle PAH patogenezinde immun-aracili patogenezin
de 6nemli rol oynadig1 diistinilmektedir (11). Ozellikle vaskiiler hasarlanma sonrasi
erken evrede meydana gelen artrmis immun yamit ve siddetli enflamasyonun
pulmoner vaskiler obliterasyonun temel nedeni (anormal endotelyal hicre
proliferasyonuna ikincil) oldugu cesitli calismalarla ortaya konulmustur (11).
Literatirde yer alan bu bilgilere ek olarak; Taraseviciene SL ve arkadaslarinin
yaptigi bir calismada atimik sicanlarda T hicrelerinin  bulunmamasinin  vazo-
obliteratif remodelinge sebep oldugu da gosterilmistir (11).
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Bu mekanizmalara ek olarak, yapilan immunohistokimyasal calismalarla
gogterilmistir ki; TGF-p, matriks proteinleri (kollajen, elastin, fibronektin, tenascin-C
ve glikozaminoglikanlar gibi), makrofajlar ve T hiicreler de PHT lu hastalarin
akciger dokularinda artmstir (2).

PAH ve Remodeling:

Pulmoner vaskuler remodeling belki de PAH patogenezindeki en dnemli
mekanizmadir. Vaskiler remodeling sonucunda pulmoner vaskiler direng artar ve
komplians azalir (16). Bu durum, pulmoner arter diiz kas hticrelerinde ve endotel
hicrelerinde meydana gelen belirgin proliferasyonun ve buna ikincil gelisen
pulmoner kan akimindaki obstruksiyonun sonucudur (16). Bu mekanizmadan yola
¢cikan arastrmacillarin  son  donemdeki temel hedefleri antiproliferatif ve
antianjiojenik tedavi segenekleridir (16). Ornegin; PDGF reseptor tirozin kinaz
inhibitori olan ve Faz 2 calismasi tamamlanmig olan imatinibin, PAH’da
remodelingin bir kismini geri dondirdigt ve pulmoner hemodinamiklerin de dahil
oldugu pek cok parametrede dizelme saglachigi gosterilmistir (16). Antiproliferatif
immunsupresor bir ilag olan ve hucreleri G1 fazinda durduran rapamisinin de
vaskuler remodeling Uzerine etkilerinin oldugu hayvan calismalariyla gosterilmistir
(16). [Rapamisin klinikte koroner stentlerin restenozunu Onlemek amaciyla
kullanilan bir gjandir]. Yine simvastatin’in de neointimal vaskiler okluzyonu geri
dondurebildigi gosterilmistir (17, 18).

Remodeling gelisirken, damarlarin-6zellikle de arterlerin- her ¢ katmaninda
da—intima, media, adventisya- kalinlasma meydana gelir ve bu degisikliklerin kalic
oldugu varsayilir (16). Remodelingin olusmasinda pek ¢cok mediator ve yolagin etkin
oldugunun bilinmesine ragmen (BMPR-2 mutasyonu, seratonin transporter yolagi,
PDGF yolagi, K ve Ca kanal defektleri,... gibi) tetigi ceken temel mekanizmanin ne
oldugu konusu henliz aydinlatilamamstir (16). Bilindigi kadariyla, vaskiler
remodelingin temel mediatorleri; VEGF, TGF-, FGF ve PDGF dir (19).

TUm bunlara ek olarak, PAH daki pulmoner arter diz kas htcrelerinin
davranis sekliyle kanser hiicrelerinin davranisinin benzer olmasi ve her iki hastalikta
da temelde mitokondrial bozukluklarin bulunuyor olmasi gibi nedenlerle PAH un
kanser benzeri bir durum oldugu da dustindlmektedir (16). PAH'un ilerleyen
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donemlerinde, altta yatan neden ne olursa olsun, patogonomik ve oldukca kompleks
vaskiler vyapilar olan pleksiform lezyonlar gorulur (16). Bu yapilar;
myofibroblastlardan olusan bir stroma igindeki disorganize monoklonal endotel
hiicre proliferasyonundan meydana gelmistir (16). Pleksiform lezyonlari1 olusturan
endotel hiicrelerinin en dnemli 6zelligi, fenotipik olarak apoptozise rezistan hiicreler
olmalaridir (16). Bu durumu agiklayacak sekilde, Human Herpes Virus-8 (HHV-8)
ile enfekte pulmoner vaskiler endotel hiicrelerinin de apoptozis-rezistan bir fenotip
kazandiklar1 ve daha sonra da PAH gelistirdikleri gosterilmistir (16).

Bir kez vaskuler remodeling gelistiginde artik vazodilator tedavilerin tek
bagina etkili olamayacagi sdylenebilir. Bu asamadan sonra, vaskiler remodeling
Uzerine etkisi olabilmesi bakimindan, tedavinin esasim mutlaka antiproliferatif
gjanlarin olusturmasi uygun olacaktir (16).

PAH’ da temel mekanizmanin endotel disfonksiyonu olmasinin yamnda; siireg
kroniklestikge vaskuler duvarin birer komponenti olan diiz kas hticreleri, fibroblastlar
ve endotel hicrelerinin proliferatif ve antiapoptotik strecine ikincil olarak vaskuler
remodeling gelisir (3). Bu durum, esas olarak neoplastik slrecleri taklit eden bir
durumdur (3). Hucre siklusu ve apoptozisindeki bu disregllasyona dayanarak bazi
arastirmacilar primer pulmoner hipertansiyonu “pulmoner arterlerin kanseri” olarak
nitelendirmektedirler (1, 8). PAH, neoplastik bir hastalik olmamasina ve doku
invazyonu/metastaz gostermemesine ragmen; agir PAH formlar: ile maligniteler
arasinda molekuler ve hicresel benzerlikler bulunmaktadir (4). Bu bilgiden
hareketle, son zamanlarda, antineoplastik bazi ajanlarin PAH Uzerine etkilerini

arastiran pek ¢ok calisma yapilmaktadir (4).

PAH Patogenezi ve Genetik:

PAH’un farkedildigi glinden itibaren bu hastaligin ailesel ve/veya genetik bir
yonuntn olabilecegi c¢esitli klinik gozlemlerle ortaya konulmus ve cesitli PAH
aileleri tanimlanmustir (12, 20). PAH genetigi ile ilgili kilit gelisme 2000 yilinda iki
bagimsiz arastirmaci grubu tarafindan BMPR |1 mutasyonunun saptanmasidir (8, 12,
20). Bu gelismenin hemen ardindan TGF-f siperailesinin bir Uyesi olan ALK-1

(Aktivin reseptor-like kinaz) (endoglin) reseptoriinde de mutasyon tespit edilmis (8,
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12); sonrasinda ise serotonin 5-HT transporter geninde de mutasyon gosterilmistir (4,
8).

PAH’lu hastalarin yaklasik %611k kismim ailesel PAH olusturur (8, 20).
Ailesel PAH’lu olgularin %60-80' inde BMPR2 gen mutasyonu oldugu gosterilmistir
(2, 8, 12, 20, 21). Ayrica, idiopatik PAH olgularinin da %10-30'unda da bu gende
mutasyon tespit edilmistir (2, 8, 12, 15, 20, 22). Ancak; BMPRII mutasyonu olan
kisilerin sadece %20’ sinde ailesel PAH gelisir (2, 15, 22). Bu da gostermektedir ki
bu gen mutasyonunun penetrasyonu oldukca disuktir (%15 ile %80 arasinda
degismektedir) (2, 12, 20).

Son yillarda PAH patogenezine iligkin olarak ilginin blytume faktorlerine
kaymis olmasi sebebiyle bu alanda da dnemli galismalarin sonuglar: yayinlanmustir.
VEGF upregulasyonunun pleksiform lezyon olusumuylailigkili oldugu gosterilmistir
(23). Bunun nedeninin; distal arterioler okluzyonlarda tamamlanmamis bir
revaskularizasyon girisimi oldugu dustunilmektedir (23). Campbell A.I.M ve
arkadaglarinin yapmis oldugu bir calismada MCT ile olusturulmus PAH hayvan
modelinde, azalmis serum ve doku VEGF duzeylerinin, VEGF nin hiicre-aracili gen
transferi yontemiyle arttirilmas: sonucunda, pulmoner arter basinglarinda anlamli
dusmeye neden olabildigi gosterilmistir (23).

Butun bu bilgiler 1s1g1nda; PAH aileleri gibi PAH gelistirme riski ¢ok yiksek
kisilere genetik tarama yapilmasinin uygun olacagi dusundlmistar (12, 20). Cift
vurus hipotezi geregi genetik mutasyon saptanan Kkisilere koruyucu onlemler
konusunda bilgi verilmesi, bu kisilerde PAH gelismesini geciktirebilir veya
Onleyebilir (12, 20). Ancak, diger PAH gruplarinda genetik tarama henlz
Onerilmemektedir (12, 20).

PAH Patogenezi ve Cevresel Faktorler:

PAH gelisiminde genetik faktorlere ek olarak cesitli cevresel faktorlerin de
rol oynadigi gosterilmistir. Bunlar arasinda en oOnemlileri; kronik hipoksi,
hemoglobinopatiler, otoimmun vaskiler hastaliklar, viral enfeksiyonlar, sant
olusturan konjenital kalp hastaliklar1 ve serotonerjik anoreksijenler ile
metamfetaminler ve kokain gibi santral sinir sistemi stimulanlarinin kullanimdir (8).
Mekanizmalar1 daha az tammlanmis olan etkenler arasinda ise; trombositoz, santral
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sinir sistemi stimulanlari, portal hipertansiyon, yenidoganin persistan pulmoner

hipertansiyonu ve kadin cinsiyet yer alir (8).

Pulmoner Hipertansiyon Simiflamasi:

Primer pulmoner hipertansiyon ilk olarak Romberg tarafindan 1891 yilinda
tammlanmustir (1). Bunu takip eden 60 yil boyunca ¢ok az sayida oldu bildirilmistir
(1). Wood tarafindan 1950’ de kardiyak kateterizasyonun kesfinden sonra saptanan
olgularin sayisinda hizli bir artis meydana gelmistir (1).

Girig boluminde tammu ve genel 6zellikleri hakkinda bilgi verilmis olan
PAH’un siniflamasi, tammi kadar net degildir. Yillar icinde hastaligin patogenezi ve
klinik 6zellikleriyleilgili bilgiler arttikca PAH simiflamasinda da 6nemli degisiklikler
meydana gelmistir. 1998'de yayimlanan Diinya Saghk Orgitu Siniflamast’ ndan
sonra 2003 de Diinya Pulmoner Hipertansiyon Sempozyumu’ nda yeni bir siniflama
daha ortaya konulmustur (1, 4). Son olarak, 2008 de yapilan 4. Dinya Pulmoner
Hipertansiyon Sempozyumu'ndaki minor degisikliklerle pulmoner hipertansiyon
siniflamasinin su anda kullamimakta olan son sekline varilmistir (2). Son PAH
siniflamasi; patoloji, hastalik mekanizmas: ve terapotik gjanlara yanit gibi kriterler
esas alinarak yapilmistir (4).

2008 yilinda yapilan minor degisikliklerin disinda, guiniimuzde, temel olarak,
2004 yilinda olusturulmus olan Modifiye Evian Siniflamasi kullamimaktadir (24).
2008 yilinda yapilan mindr degisiklikler * isareti konularak tabloda belirtilmistir.
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Tablo 1: Modifiye Pulmoner Hipertansiyon Siniflamas (2004)

A. Pulmoner Arteriyel Hipertansiyon (PAH) (Sinif 1 PAH)

1. Idiopatik PAH

2. Ailesel PAH

3. Bag doku hastaliklary, konjenital sol-sag santlar, portal
hipertansiyon, HIV enfeksiyonu, anoreksijenler, ilag ve toksinler,
diger nedenler ileiliskili PAH

4. Ek vendz veya kapiller tutulum ile birlikte olan PAH (pulmoner
veno-okluziv hastalik ve pulmoner kapiller hemanjiomatozis)

5. Yenidoganin persistan pulmoner hipertansiyonu

6. Sistozomiasis ve kronik hemolitik anemiye ikincil PAH*

7. Pulmoner veno-okluziv hastalik ve pulmoner kapiller
hemanjiomatozis*

B. Sol Kalp Hastaliklaryla fliskili PHT (Sinif 2 PAH)
1. Sol atriyel veya ventrikuler kalp hastaligina ikincil PAH
2. Sol valviler kalp hastaligina ikincil PAH

C. Akciger Hastah@ veya Hipoks Tlelliskili PHT (Simif 3 PAH)
1. KOAH’aikincil PAH

|AH’larinaikincil PAH

Uyku apne sendromlarina ikincil PAH

Alveoler hipoventilasyon sendromlarina ikincil PAH

o b W DN

Kronik olarak yuksek rakimda yasamaya ikincil PAH
6. Gelisimsel anomalilere ikincil PAH

D. Kronik Trombotik veya Embolik Hastahga ikincil PHT (Simf 4 PAH)
1. Proksimal pulmoner arterlerin tromboembolik obstruksiyonu
2. Distal pulmoner arterlerin tromboembolik obstruksiyonu
3. Nontrombotik pulmoner emboli (tumar, parazitler, yabanci cisim)

E. Diger Nedenlere Bagh PHT (Sinif 5 PAH)
1. Sarkoidoz, pulmoner Langerhans hiicre  histiositozu,
lenfanjioleilomyomatozis
2. Pulmoner damar basisi (adenopati, timor, fibrozan mediastinit)
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PAH Semptomlari:

Primer pulmoner hipertansiyonun en o6nemli semptomu dispnedir ve
hastalarin %95'inde goérulmektedir (1). Hastaligin erken doénemlerinde egzersiz
dispnesi seklinde baslasa da ilerleyen donemlerde istirahatte de olacak sekilde
agirlasmaktadir (1, 2). Pulmoner hipertansiyondaki dispnenin en 6nemli sebebi
kardiyak outputun artmis metabolik ihtiyaca yanit verecek yeterlilikte olmamasidir
(2). Dispnenin yaninda halsizlik ve gugsiizlik de 6nemli belirtilerdir (1, 2). Bu
durum, azalmis kardiyak outputa ikincil bozulmus doku oksijenizasyonunun bir
sonucudur. (1). Bu belirtiler, kardiyak kateterizasyon sirasinda, kardiyak outputtaki
azalma ve azalmis vendz pO2 sebebiyle belirginlesmektedir (1). Egzersiz sirasinda
olan, sol kola ve omuza yayilan substernal gogus agrisi da gorulebilmektedir (1).
Agrimin sekli angina pektorise benzer ve temel olarak egzersize bagli olarak artan sag
ventrikdl isi ve hipoksemiye bagli koroner yetmezlik ile iliskilendirilmektedir (1).
Bazi hastalarda, azalmis serebral kan akimina ikincil, senkop da baslangig semptomu
olarak gorilebilmektedir (1). Ayrica, mikrovaskiler anevrizmalarin ruptirtne bagl
olarak hemoptizi de gorulebilir (1). Tim bu belirtiler gbz 6niine alinarak Tablo 2'de
gorildugt sekilde fonksiyonel simiflama yapilarak hastamin tami sonrast klinik

yonetimi belirlenmeye calisilir.

Tablo 2: WHO PAH Fonksiyond Siniflamas (3)

Fonksiyond Simif | Agiklama

I Gunluk fiziksel aktivitede kisitlilik yoktur

I Istirahatte rahatsizlik yoktur. Ancak normal fiziksel aktiviteyle
dispnede artis, yorgunluk, gogis agrisi veya presenkop vardir.

1 Istirahatte rahatsizlik yoktur. Ancak, minimal siradan aktivite
ile dahi dispnede artis, halsizlik, gbgus agrisi veya presenkop

vardir.

Vv Istirahatte dahi hichir fiziksel aktivite yapilamaz. Sag ventrikil

yetmezligi bulgulari mevcuttur.
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PAH Tamsi:

Tanida pek ¢ok laboratuar yontemi kullanilabilmesine karsin altin standart
tam yontemi kardiyak kateterizasyon ile dogrudan pulmoner arter basincinin
olcuilmesidir (1). inceleme sirasinda diger kardiyak patolojiler ekarte edilebildigi gibi
akut vazoreaktivite testi (inhale nitrik oksit, adenozin veya prostasiklin kullanilarak)
de yapilabilir (1).

PAH Tedavis:

Pulmoner hipertansiyon tedavisinde temel prensip dncelikle bu durumun
primer/idiopatik mi yoksa sekonder mi oldugunun ayirdedilmesidir. Altta yatan bir
hastaliga ikincil gelismis olan pulmoner hipertansiyonun tedavisinde altta yatan
hastalik veya duruma yonelik tedaviler oncelik kazanmaktadir (1). PAH’1n idiopatik
veya sekonder olup olmamasina bakilmaksizin ortak tedavi hedefleri ortaya
konulmustur. Bunlar;

- Vazorelaksasyonun saglanmasi,

- Hucresel proliferasyonun baskilanmasi,

- Pulmoner arter duvarindaki apoptozisin uyarilmast,

- Pulmoner vaskiler direncin azaltilarak kardiyak outputun arttirilmasi,

- Patogenez Uzerine olan bu etkilere bagli olarak da klinik semptomlarin

azaltilmasi, yasam kalitesinin arttirllmast ve hastaligin progresyonun
olabildigince yavaslatilmasi olarak 6zetlenebilir (3, 4).

PAH tedavisi temel olarak onleyici/koruyucu tedaviler, nonspesifik tedaviler
ve spesifik tedaviler olmak tizere 3 ana grupta incelenebilir;

a. Onleyici/Koruyucu Tedaviler

b. Nonspesifik Tedaviler

c. Spesifik Tedavileri

d. Alternatif Tedaviler
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A. Onleyici/K oruyucu Tedaviler:

TUm hastaliklarda oldugu gibi, ©Oncelikli tedavi ©nleyici tedavilerdir.
Pulmoner arter basincini arttirici ve kardiyak outputu azaltici etki gosteren sicak
banyoda uzun siire kalma, zorlu egzersiz, yiksek rakimda uzun stire bulunma, ugak
seyahati, kalp hastaliklar1, hipoksi maruziyeti ve sigara icme gibi etkenlerin mutlaka
ortadan kadirilmas: gerekmektedir (1, 24).

Gebelik de, kardiyovaskiiler sistem Uzerine getirdigi ek yik sebebiyle, baska
bir riskli durumdur (1, 24). PAH’lu kadinlarin gebe kamasinin 6nlenmesi
Onerilmektedir. Ancak dogum kontrol yontemi olarak oral kontraseptifler gibi
hormonal yontemlerin yerine, mekanik bariyer yontemleri veya cerrahi yontemler
tercih edilmelidir (1, 24). Eger gebelik meydana gelmisse hastaya mutlaka abortus
Onerilmelidir. Ancak abortus amagli olarak, prostaglandin F2o kullamlmamalidir (1).

Bunlara ek olarak, PAH tamsi almis hastalarda her tirl anestezi uygulamasi
ve operasyonlardan kaginilmali; hayati tehdit eden durumlar disinda bu hastalar
cerrahi iglemlerden uzak tutulmalichr (24).

Ayrica, indometazin gibi prostaglandin sentez inhibitorlerinin, sedatiflerin,
sempatomimetiklerin ve beta-blokerlerin kullaniminmin kisitlanmas: 6nemlidir (1, 24).

B. Nonspesifik Tedaviler:

Pulmoner hipertansiyonlu hastalara, insitu trombozu azaltmas: ve sedanter
yasamlarindan kaynakli yiksek tromboemboli riskinin profilaksisi amaciyla;
antikoagulan tedavi mutlaka Onerilmelidir (1, 24, 25). Ancak, kanamaya egilim
olusturuyor olmalar1 sebebiyle, senkop ve hemoptizi 6ykisi olan hastalarda bu
ilaglarin dikkatle kullamlmasi gerekmektedir. Antikoagulan tedavi ajam olarak
warfarin kullamlabilir. Ancak INR dizeyinin 1.5-2.5 arasinda tutulmasi hayati
Oneme sahiptir (24). Ayrica; endotelin reseptor inhibitori ve fosfodiesteraz
inhibitorleriyle etkilesmesi  sebebiyle bu ilaglarla kombine  kullamilmas:
Onerilmemektedir (24). Tum bu nedenler g6z Online alindiginda, bazi kaynaklar
tarafindan dusuk molekul agirlikli heparinlerin kullamImasinin daha guvenli olacag:
belirtilmektedir (1).

Bunun disinda PAH’ lu hastalara didretikler, tuz kisitlamasi,dijitalizasyon ve
oksijen destegi de Onerilmektedir (24, 25).
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Tedavide nonselektif vazodilatdr ganlarin kullamimast biyuk bir sorundur.
Cunkl sistemik hipotansiyon kalp tarafindan kompanse edilemeyeceginden
kardiyovaskuler kollaps gelisebilmektedir (3).

C. Spesifik Tedaviler:

Gunumuzde PAH patogenezine yonelik spesifik tedavi secenekleri de
bulunmaktadir ve bu konuyla ilgili calismalar buyuk bir hizla devam etmektedir (1,
21, 24, 26, 27). Pulmoner hipertansiyon tedavisinde halen kullamimakta olan ve
henlz arastirma asamasinda olan spesifik ilag ve aganlar asagidaki sekilde
gruplanabilir:

Kalsiyum kanal antagonistleri (nifedipin, diltiazem, amlodipin) (1, 24, 25)
Prostanoidler (epoprostencl, treprostinil, iloprost) (4, 21, 24, 25, 26)
Endotelin reseptdr antagonistleri (bosentan, sitaksentan) (4, 24, 25, 26)
Fosfodiesteraz (PDE) inhibitorleri (sildenafil, tadalafil) (4, 21, 24, 25, 26)
Tirozin kinaz inhibitorleri (PDGF, VEGF Uzerinden)

Rho-kinaz inhibisyonu (fasudil) (4, 14, 21, 24, 25, 26, 27)

Statinler (simvastatin, pravastatin, rosuvastatin) (10, 21, 24, 25, 26)
Vazoaktif Intestinal Peptid (VIP) (aviptadil) (4, 10, 24, 25, 26)

Serotonin transport inhibitdrleri (fluoksatin, sertralin) (21, 24, 25, 26)

10. Kaveolin-1 peptidi (21)

11. Ostradiol (21)

12. Serin elastaz inhibitorleri (M249314, ZD0892) (21)

© o N o g bk~ W DN

Deneyimizin ana konusunu olusturmas: sebebiyle; yukarida sayilan tedavi
secenekleri arasindan yalmizca tirozin kinaz inhibitdrleri hakkinda ayrintili bilgi
aktarilacaktir.

Kronik pulmoner vaskuler remodeling Gzerine PDGF, VEGF, FGF, EGF gibi
blyume faktorlerinin etkisi gin gectikge daha iyi anlasiimaktadir (4, 24, 26, 28).
Bdylece bu blytme faktor reseptorlerinin inhibitérleri olan tirozin kinazlarin PAH
tedavisinde kullanmmiyla ilgili calismalar da artis gostermektedir (4, 24, 25, 26).
Tirozin kinaz inhibitorleri esas olarak malignitelerin tedavisinde kullamimakla
beraber (6rnegin PDGF resepttr inhibitord olan imatinib Kklinikte kronik myeloid
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[6semi ve GIS stromal tumdrlerinin tedavisinde kullamimaktadir) yapilan gesitli
deneysel hayvan calismalarinda bu maddelerin PAH’da da etkin olabilecekleri
gogerildiginden calismalar bu yone dogru kaymistir (25, 28). Tirozin kinaz
inhibitorlerinin PAH tedavi secenekleri arasinda son yillarda bu kadar poptler
olmasinin temel sebebi bu ilaglarin deneysel modellerde “reverse-remodeling”
0zelligi gbstermesidir (26). PDGF potent bir mitojendir ve pulmoner vaskiler diz
kas hiicrelerininin proliferasyon ve migrasyonunu uyarir (4, 21, 25). Ozellikle PDGF
reseptor antagonisti olan imatinib’in MCT ve kronik hipoksi ile olusturulan PAH
hayvan modellerinde sagkalim arttirdigi gosterilmistir (10, 21, 24, 25, 26). Bu ilag
PAH tedavisi agisindan Faz I1'dedir (4). Yapilan bu faz 11 g¢alismada imatinib’in
pulmoner vaskuler direnci iyilestirdigi ve kardiak outputu arttirdig: gosterilmistir (4,
24, 26). VEGF ise endotel hicreleri igin 6dnemli bir mitojen ve kemoatraktandir (4).
VEGF nin PAH patogenezindeki rolii hentiz kesin olarak aydinlatilamamistir (4).
VEGF, raf-1 ve PDGF reseptor tirozin kinaz inhibitorti olan sorafenib’in yapilan
kigik (n=9) bir Faz Ib calismasinda sag ventrikil fonksiyonu, pulmoner
hemodinamikler ve egzersiz kapasitesi Uzerine etkili oldugu gosterilmistir (4).
Sorafenib; serin/treonin kinazlar1 olan Raf-1 ve b-Raf’ in; ve ayrica PDGF ve VEGF
reseptor kinazlarimin multikinaz inhibitoradar (25, 28). Renal hicreli karsinom ve
hepatoselliler karsinom tedavisinde onay almistir (28). Klein ve ark.’larimn yapmis
oldugu calismada MCT ile olusturulmus PAH hayvan modelinde hem imatinibin
hem de sorafenibin sag ventrikul sistolik ve end-diastolik basinglarinda ve ayrica
fulton indekslerinde anlaml1 azalma sagladiklar: gosterilmistir (28).

Yukarida tartisiimig olan mevcut tedavi segeneklerinin hastaligin kontrol
altina alinmasinda yetersiz kalmasi sebebiyle son donemde kombinasyon tedavileri
de 6n plana ¢ikmustir. Su anda klinik kullanimda olan ve halen ¢alismalar1 siiren pek
¢ok kombinasyon segenegi bulunmaktadr.

D. Alternatif Tedaviler:

Bu ilag tedavileri disinda alternatif tedavi secenekleri arasinda gen tedavileri
ve hicresel tedaviler de yer almaktadir. Gen tedavisine yonelik c¢esitli hayvan
calismalart yapilmis olmakla birlikte, klinik kullamma girmis bir genetik tedavi
modalitesi henliz gelistirilememistir (20). Ancak, bu tip deneysel calismalar
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sayesinde PAH patogenezinin genetik agidan aydinlatiimas: bakimindan biytk
gelismeler kaydedilmistir (20).

Akciger transplantasyonu, medikal tedaviden yarar gormeyen hastalar igin
elimizde olan tek ve son tedavi segenegidir (1). Tek akciger nakliyle bile pek gok
hasta grubunda sag kalp fonksiyonlarinda anlamli iyilesme kaydedilse bile, bu
hastalarin pek cogunda; postop firsat¢i enfeksiyonlar, organ reddi ve obliteratif
bronsiolitis gibi ciddi sorunlar gorulebilmektedir (1). Buna ek olarak, nakil igin
uygun organ bulmak da énemli bir sorundur (1).

Yeni Tedavi Segenekleri Nigin Gerekli?

Yukaridaki tim tedavi seceneklerine ragmen; Amerika Birlesik
Devletleri'nde, tedavi edilmeyen primer pulmoner hipertansiyonlu hastalarin
sagkalimi ortalama 2.8 yildir (1, 7). Bu sagkalim siresi, pek ¢ok malign
hastaliginkinden dustktir. Mevcut veriler gostermektedir ki; hastamn sagkalimim
belirleyen temel faktdr; hastanin baslangigtaki durumu degil, ilaca alinan yanittir (1).
Bu bulgular bir kez daha; PAH nun 6limcul bir hastalik oldugunu ve tedavinin
hastaligin prognozu Uzerindeki kuvvetli etkisini ortaya koymaktadir.

Idiopatik ve sekonder PAH’nun patolojik ve klinik 6zellikler agisindan gok
benzer klinik tablolar olmalar1 sebebiyle; temel mekanizmalarin aydinlatilmasiyla
idiopatik PAH icin oldugu kadar sekonder PAH igin de yeni ve daha basarili tedavi
secenekleri ortaya konulabilecektir (1). Sekonder PAH’un idiopatik PAH’dan ¢ok
daha sk gorulmesi, altta yatan hastaliklarin tedavisinin her zaman mimkin
olmamasi (6rnegin; bag dokusu hastaliklari, organ naklinin mimkin olamadig: veya
zaman aldig1 kronik akciger, kalp ve karaciger hastaliklar1 gibi), altta yatan hastaligin
tedavisinin  yapildigi  hallerde bile pulmoner arter basinclarinda yeterli
normallesmenin saglanamamas: (olasilikla; vaskiler remodelling gelisimi sebebiyle)
ve gelismis olan sekonder PAH’un pek ¢ok durumda mortaliteye olumsuz katkida
bulunuyor olmasi gibi nedenlerle sekonder PAH’ da da etkin, kolay uygulanabilen ve
ucuz tedavi seceneklerine ihtiyag duyulmaktadir (1). Ornegin, bag dokusu
hastaliklar1 arasinda yer alan sinirli sklerodermada pulmoner hipertansiyon %40
oraninda gorulmektedir ve bu hastalikta pulmoner hipertansiyon gelisimiyle kotu
prognoz arasinda anlamli iliski oldugu gosterilmistir (1). Yine idiopatik pulmoner
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fibroziste pulmoner hipertansiyon gelisiminin prognozla dogrudan iliskili oldugu
gogerilmistir (29). Sol kalp yetmezligi ve KOAH’ta da PAH ve sag kalp yetmezligi
mortalitenin kuvvetli prediktorleridir (5).

Tdm bu bilgiler bir arada degerlendirildiginde; PAH' nun patogenezinin hentiz
yeterince aydinlatilamamis olmasi sebebiyle mevcut tedavi segeneklerinin yetersiz
kaldigi gorulmektedir. Kullamlmakta olan pek cok tedavi segenegine ragmen,
hastalarin buyuk bir kismi tamdan kisa bir siire sonra kaybedilmektedir.

Pulmoner Hipertansyon Hayvan M odelleri:

Pulmoner hipertansiyonun etiolojisi net olarak ortaya konulmamis bir hastalik
olmasi; buna bagli olarak da, hastaligi geri dondirebilecek dizeyde etkin tedavi
seceneklerinin hentiz bulunamamis olmas: sebebiyle bu hastalik arastirmaya oldukga
acik bir alan olusturmaktadir. Hastaligin 6lumcull olmast ve tahmin edilen 5 yillik
sagkalimin da oldukga disuk olmasi sebebiyle arastirmacilar bu konu Uzerinde
yogun olarak caligmaktadirlar. Hastaligin agir klinik tablosu sebebiyle ayrintili
invaziv girisimlerin yapilmasindaki kisitliliklar sebebiyle, hastaligin patogenezine
iliskin calismalar igin ancak postmortem ornekler kullamilabilmektedir. Bu nedenle,
hastaligin  etiolojisi ve tedavisine yonelik ayrintili  arastirmalarin  rahathkla
yapilabilmesi amaciyla gesitli hayvan modelleri gelistirilmistir.

Bunun yanminda; 0zellikle bilinmesi gereken bir durum da sudur ki; PAH
hayvan modelleri dogrudan insan PAH’unu yansitmakta %100 gercekci degildir.
Ornegin; son yillarda yapilmis olan biyik klinik calisma metaanalizlerinde mevcut
pek cok ilacin insanlardaki semptomlar: ve hemodinamik parametreleri iyilestirdigi
ancak sagkalima etki etmedigi gosterildigi halde; pek cok hayvan calismasinda
sagkalimi arttirdiklar: yontunde bulgular elde edilmistir (30). Hayvan calismalarinda
konstruksiyon ve neomuskularizasyonu azalttigi gosterilen bazi maddelerin insan
PAH’unda pulmoner vasktler direng tzerine benzer oranda olumlu etki gbstermedigi
ortaya konulmustur (30).

Son yillarda yapilan calismalar sonucunda kombine modellerin bazilarinin
insan  PAH’unda gorilenelere  benzer sekilde “neointimal  formasyon”

olusturabildiginin gosterilmesi sebebiyle bu modellere yonelinmistir. Bu modellerle
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kismi bir neointimal formasyon olusmasina ragmen; rodentlerde tam anlamyla bir
pleksiform lezyon olusumu gézlemlenememektedir (30, 32).

Guntimuizde yuzlerce PAH hayvan modeli mevcut olmasina ragmen en sik
kullanilan modeller kronik hipoksi ve monokrotalin ile olusturulan modellerdir (21,
31, 33).

Vaskiler Endotelyal Biyume Faktoru (VEGF) ve Akciger:

VEGF;, 34-46 kd, 1s1 ve asitle kararli, dimerik, heparin baglayan bir
glikoproteindir ve tim anjiogenik faktorler arasinda vaskuler endotelyal hiicrelere
spesifik tek mediatdrdur (34, 35, 36). VEGF; TGF-B stper ailesinin bir tyesidir (37).
VEGF ailesinde; VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D ve PIGF gibi mediattrler
bulunur (35, 36, 38, 39). VEGF, bir membran-resepttr tirozin kinazina baglanarak ve
bdylece fosfolipaz C sinyal sistemini harekete gegirerek islev gorir (34, 40).
VEGF nin tammlanmis olan reseptoleri VEGFR-1 (Flt-1), VEGFR-2 (FIk-1/KDR)
ve VEGFR-3 (Flt-4)'dur (8, 10, 36, 37, 39, 41, 42, 43). VEGFR-1 ve 2 kan
dolasiminda gorevli iken, VEGFR-3 lenfatik dolasimda bulunur (36, 39, 43).
Vaskiler endotel hiicrelerinde bulunan temel reseptor VEGFR-2'dir ve anjiogenez,
vaskuler permeabilite, NO ve prostasiklin tretimi ile hiicre proliferasyonu gibi temel
islevlerin cogu VEGFR-2 Uzerinden yuratultr (10, 35, 36, 43). VEGFR-1'in ise
gorevi tam olarak aydinlatilamamis olmakla birlikte VEGFR-2'nin islevlerini
dizenledigi distinilmektedir (35).

VEGF, pek ¢ok hiicre ve doku tarafindan salgilanmasina ragmen; ozellikle
akcigerdeki endotel hiicreleri icin mitojeniktir ve 6nemli bir sagkalim faktorudir (10,
28, 29, 35, 36, 37, 42, 44). Bu etkilerini NO ve prostasiklin sentezi tizerinden gosterir
(20, 29, 35). VEGF nin anjiogenik ¢zelliklerine ek olarak; vaskiler permeabilite,
kemik iligi, monosit kemotaksisi, immun ve antienflamatuar hiicreler Uzerine de pek
cok etkisi mevcuttur (36, 38).

VEGF ayrica bilinen en kuvvetli vaskiler permeabilite arttirict
mediatdrlerden biridir. Vaskuler permeabiliteyi histaminin 50.000 kat1 kadar arttirir
(35, 39).

VEGF, embriyonik gelisimdeki vaskulogenezin ve eriskinlikteki anjiogenik
sirecin en onemli dizenleyicisidir (10, 36, 39, 40). Ozellikle yara iyilesmesi,
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diabetik retinopati, romatoid artrit, psoriasis, enflamatuar hastaliklar, ateroskleroz,
KOAH, PAH, IAH, akut akciger hasar1 ile tumdr buylimesi ve metastazlarda anahtar
rol oynamaktadir (35, 39, 40). Ancak bu hastaliklarin patogenezinde ne sekilde ve ne
yonde rol oynadigi1 henliz kesin olarak ortaya konulamamustir.

VEGF geni kromozom 6p21.3'de yer alir (39). VEGF gen ekspresyonu;
hipoksi, gesitli blytme faktorleri, sitokinler ve diger bazi ekstraselltler molekdiller
tarafindan duzenlenir (39). Hipoks maruziyetinin VEGF mRNA ekspresyonunu
uyaran temel unsur oldugu ve bunu blytk oranda HIF-1 Uzerinden yaptigi
bilinmektedir (10, 13, 19, 29, 39, 45). Ancak, yapilan ¢alismalar ortaya koymustur
ki, VEGF promoter bolgesi Uzerinde, HIF-1 transkripsiyon baglanma bolgesi disinda
da baglanma bdlgeleri mevcuttur (39). VEGF promoter bolgesi Gizerinde birden fazla
baglanma bdlgesi bulunmasi hipoksi ve gesitli buyume faktorlerinin VEGF geni
Uzerinde sinerjistik etki gosterdigi yontinde yorumlanabilir. VEGF Uretimini arttiran
blyume faktorleri arasinda; epidermal buyume faktort (EGF), TGF-B, keratinosit
blytme faktorld (KGF), insulin benzeri blytme faktort (IGF) yer almaktadir (39).
Bu faktorler VEGF salimmint parakrin ve otokrin olarak etkilerler (39). Bunlara ek
olarak; VEGF ekspresyonunu arttiran major sitokinler IL-1a ve IL-6"dir (39). Bunun
disinda IL-10, IL-13, TSH, ACTH gibi pek ¢cok mediatérin VEGF ekspresyonunu
etkiledigi gosterilmistir (39).

Akcigerde  VEGF ekspresyonun cogunu endotel hicreleri
gerceklestirmektedir (36, 41). Ilging olarak; VEGF nin kendisi de endotel
hiicrelerinin proliferasyonunu uyaran en kuvvetli mediatorlerden biridir (19, 36, 45).
Bunun yaminda VEGF, vaskiler permeabiliteyi de arttirir (19, 36, 45). VEGF nin bu
Ozellikleri; onun, onkogeneziste de etkili bir mediator olmasim agiklar (19, 36).
Bdylece VEGF, hem normal, hem de patolojik anjioneogenezin temel
mediatorlerinden biridir (36, 45).

VEGF ve PAH:

PAH patogenezine yoOnelik olarak yapilmis olan pek ¢ok arastirmanmin
sonucunda patogenezin temelinde endotel hiicreleri, diiz kas hiicreleri ve fibroblastlar
gibi hticre gruplarimn anormal proliferasyonunun ve bunlarin olusturdugu endotel
hiicre tumorletlerinin yattig: gosterilmistir (6, 37, 44). Prolifere olan endotel hticreleri
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siklikla pleksiform lezyon denilen yapilar: olusturur (6, 44). Morfolojik olarak bu
lezyon; muskuler pulmoner arter dalimin anevrizmatik dilatasyonundan (50-300 p
¢apl) ve kiglk damar agindan olusmus bir yapidir (19). Bu proliferasyonun ana
tetikleyici mekanizmasi tam olarak ortaya konulmamus olsa da buytume faktorlerinin;
Ozellikle de VEGF, PDGF ve TGF-B yolaklarinin; proliferasyonun uyariimast ve
sirdurtlmesi stirecinde kilit rol oynadiklar: gosterilmistir (37).

Selimovic ve ark.larimin yapmisg olduklar: bir klinik ¢alismada da bu
bilgilerle paralel olarak; PAH’lu hastalarin serum VEGF, PDGF-BB, TGF- 1 ve IL-
6 duizeylerinin kontrol grubuna gore yuksek oldugu gosterilmistir (37).

VEGF ve PAH arasindaki iliski ilk olarak, 1994'te Tuder RM ve arkadaslar:
tarafindan ortaya konulmustur (19). Bunu takip eden ¢alismalarla hem idiopatik hem
de sekonder PAH'da; pleksiform lezyonlardan VEGF ile birlikte; VEGFR-2, HIF-1a
ve HIF-1 ekspresyonlarinin da arttigi gosterilmistir (4, 6, 15, 35, 37, 39, 44).
Bdylece, endotel hticrelerinin monoklonal ve limen oblitere eden blyumeleriyle
karakterize bozulmus anjiogenezin bir gosterges olan pleksiform lezyonlarin PAH
patogenezinde kilit bir role sahip oldugu anlasilmistir (10, 35, 39). VEGF pleksiform
lezyonlar disinda; endotel hiicreleri, vaskiler diiz kas hiicreleri, tip 11 pnémositler ve
aktive alveoler makrofagjlar tarafindan da dretilir (10, 35). Buradan hareketle,
VEGF nin tim bu htcre gruplarinin gelisiminde 6nemli bir mediatdr oldugu
distnalebilir (35).

VEGF uretiminin temel uyaram hipoksi ve iskemidir (41, 42). Hipoksik
vel/veya iskemik kosullarda hem VEGF nin hem de reseptorlerinin upregile oldugu
bilinmektedir (41). VEGF nin kronik hipoks ile iliskili pulmoner vaskiler
remodelingin temel modulatérti oldugu da bilinmektedir (35). Hem akut hem de
kronik hipokside VEGF nin kendisinin ve reseptorlerinin tretiminde artis olmaktadir
(8, 10). PAH’da da, VEGF ekspresyonunun arttigi gosterilmistir (8, 10). VEGF nin
PAH’taki bozulmus anjiogenik yanit, endotel hicrelerinin klonal cogalmas: ve
pleksiform lezyonlarin olusmasiyla yakindan iliskili oldugu da gosterilmistir (8, 10).

Yukarida ayrintili olarak agiklanmaya calisilan tim bu slrecin odaginda
bulunan patolojik lezyonlar olan pleksiform lezyonlarin; hem idiopatik hem de
sekonder PAH'un ortak lezyonlart olmasi sebebiyle;, VEGF ve iliskili
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mekanizmalarin PAH’1n neredeyse tim alt tipleri icin ortak mekanizmalar oldugu

akildan gikarilmamalidir.

Bevacizumab:

Bevacizumab, selektif olarak VEGF ye baglanarak bu mediatdrin biyolojik
aktivitesini notralize eden rekombinant humanize monoklonal 1gG1 antikorudur (46).
Bdylece, anjiogenez ve dolayisiyla vaskilarizasyon inhibe olmus olur. Bu 6nemli
Ozelligi sebebiyle malignitelerin - blyumesinin  kontrol altina alinmast  ve
metastazlarin 6nlenmesi amaciyla kullaniimaktadir (46). ilk olarak kolon ve rektum
kanserlerinin birinci sira tedavisi igin FDA onay1 almistir (5-florourasil ile kombine
olarak kullanilmak Uzere) (46). Bu tarihten sonra ¢esitli kombinasyon tedavilerinin
parcasi olarak FDA onaylari almistir. Guntimizde basta GIS maligniteleri olmak
Uzere pek cok malignite torinde FDA onayr mevcuttur ve dinyanin pek c¢ok
ulkesinde bu endikasyonlarla kullanilmaktadir (38, 46). Bevacizumab ayn zamanda
ileri evre/metastatik NSCLC icin de FDA onay: almis bir ilagtir ve pek cok tlkede bu
endikasyonla kullamilmaktadir (38, 46). Oldukga guvenilir bir ilag olmasina ragmen;
bu ilact kullanan malignite hastalarinda cesitli yan etkiler bildirilmistir. Bunlar
arasinda en sik gordlenleri; kemik iligi supresyonu, halsizlik, karin agrisi, bulanti,
kusma, diare, konstipasyon, stomatit, sistemik hipertansiyon, vendz tromboemboli,
notropenik ates, pulmoner enfeksiyonlarda artis, hiponatremi, basagrisi, proteintridir
(38, 46). ilacin pulmoner dolasima olan temel etkileri 6zetle; tst havayolu
enfeksiyonlarinda artis,, epistaksis, alt havayolu enfeksiyonblarinda artis, dispne,
artmis hemoraji egilimine ikincil hemoptizi, artmig tromboemboli egilimi, sistemik
hipertansiyon ve konjestif kalp yetmezligidir (38, 46). ilaca bagl: tedavi gerektiren
pulmoner hemoraji oram %2.3'tlr (46). Bevacizumab'in 66 hastalik bir Faz 2
calisgmasinda hayat: tehdit edici pulmoner hemoraji gérilme oram %9 olarak
saptanmustir (38). Calismaya katilan 66 hastanin 4’0 masif pulmoner hemorgji
sebebiyle kaybedilmistir (38). Bevacizumal'li kemoterapi rejimi alan hastalarda
diger bevacizumabsiz kemoterapi rejimi alanlara gore kanama rski 5 kata kadar
artmigtir (38). Literatrde bevacizumab'in pulmoner vaskiler sistem Uzerine olan
etkilerine (olumlu etkiler ve/veya yan etkiler) iligskin bir deneysel veya klinik ¢alisma

bulunamamustir.
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GEREC ve YONTEM:

Tim deneysel islemler icin Dokuz Eylil Universitesi Tip Fakiiltesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu'ndan onay alinmistir (Proje No: 39/2009) (izmir,
Tarkiye).

Deneylerde 200-250 mg arasi eriskin Wistar-abino cinsi erkek sicanlar
kullanilmistir (11, 45). Deney stresince hayvanlarin tima ad libitum beslenmistir ve
aym gundiiz-gece dongusine maruz birakilmistir. 0. glinde tartilan hayvanlar, her
grupta 6’sar adet hayvan (11, 47) olacak sekilde 4 gruba ayrilmistir;

Grup 1 (Salin Kontrol Grubu) (n=6): 0.guinden itibaren oda havasi soluyan
sicanlara 5. gunde %0.9 serum fizyolojik i.p uygulamasi yapilmis ve 8. glinde
sicanlar gerekli 6lcimler yapildiktan sonra sakrifiye edilmislerdir.

Grup 2 (Bevacizumab Kontrol Grubu) (n=6): 0. ginden itibaren oda
havasi soluyan sicanlara 5. giinde 1mg/kg dozunda bevacizumab i.p uygulamasi
yapilmis ve 8. ginde sicanlar gerekli olgimler yapildiktan sonra sakrifiye
edilmiglerdir.

Grup 3 (PAH Kontrol Grubu) (n=6): 0.ginden itibaren %10 oksijen ve
%90 azot karisimina maruz birakilan siganlara 5. giinde %0.9 serum fizyolojik i.p
uygulamast yapilmis ve 8. gunde sicanlar gerekli olclimler yapildiktan sonra
sakrifiye edilmiglerdir.

Grup 4 (PAH + Bevacizumab Grubu) (n=6): 0.ginden itibaren %10
oksijen ve %90 azot karisimina maruz birakilan siganlara 5. giinde 1mg/kg dozunda
bevacizumab i.p uygulamasi yapilmis ve 8. ginde sicanlar gerekli olcumler
yapildiktan sonra sakrifiye edilmiglerdir.

Kronik hipoksi uygulamasi ; 110 x 56 x 35 cm boyutlarindaki toplam 215 It
hacmindeki cam fanusa; %10 oksijen ve %90 azottan olusan gaz karisiminin, 2
It/dakika hizinda gunde 23 saat slreyle ve 8 gun boyunca verilmes yoluyla
yapilmistir (41, 42, 45, 47, 48, 49) . Gunltk olarak iki kez, her biri yaklasik 30
dakika surecek sekilde fanus agilmustir (42, 45, 47, 48). BOylece hayvanlarin kafes
temizlikleri ile yem ve su takviyeleri yapilmistir (42, 45, 47, 48).
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A B
Sekil 1: Kontrol ve deney gruplarindan ornekler (A: Oda havasanda bulunan
kontrol gruplary; B: Ozel dizenek icinde %10 oksjen ve %90 azot gaz

karistmina maruz birakilan deney gruplari)

Fanus icindeki oksijen, karbondioksit ve azot miktarlari ginde 3 kez
anestezik gaz monitoru ile (Anesthetic Gas Monitor Type 1304, Bruel & Kjagr®)
olculerek kaydedilmistir (42, 45, 47, 48, 49). i¢ ortam oksijen oram %10-15 arasinda
ve karbondioksit oranm < %0.2 olacak sekilde gerekli ayarlamalar yapilmistir (47).
Ortalamaodaici sicakligi 22-24 C’ de tutulmustur (45, 48).

Sekil 2: Deney duzenegine bagh halde olan anestezik gaz monitdrd ilei¢ ortam
oksijen ve karbondioksit dlgiimlerinin yapilmasi

Fanusun tabamina, fanus havasindaki fazla karbondioksit ve nemi baglamasi
amaciyla soda lime serpilmistir (42, 45, 48, 49). Soda lime maddesi gunlik olarak
degistirilmistir.
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Sekil 3: Deney duzenegi (fanus) icinde soda lime granullerinin kullamlmas (A:
Fanus tabanina serpilmis olan soda lime grandllerinin gérinima; B: Soda lime
granullerinin i¢ ortam havasndaki karbondioksit molekillerini bagladiktan

sonra renginin beyazdan agik mora doniismesi)

Hayvanlar gunltk olarak tartilmis, solunum paternleri, oral alim miktarlari ve
kalp hizlar1 gdzlenmistir. Deneyin 5. giinde Grup 2 ve Grup 4'teki siganlara %0.9
serum fizyolojik ile hazirlanmig olan bevacizumab'dan kilo basina hesaplandiktan
sonra 1 mg/kg dozunda i.p. uygulama yapilmistir. Grup 1 ve Grup 3'teki sicanlaraise

ayni hacimde %0.9 serum fizyolojik yine i.p. olarak uygulanmustir.

Sekil 4. Bevacizumab ve SF uygulamas (A: Hayvanlar tek tek tartildiktan
sonra, kilo basina almalar1 gereken bevacizumab dozunun haairlanmas; B:

Uygun bevacizumab dozunun veya SF’in i.p. olarak uygulanmasi)
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Deneyin 8. guninde tim gruplardaki sicanlar tartildiktan sonra 5 mg/kg
ksilazin i.p ve 35 mg/kg ketamin i.p uygulamalar1 yapilarak anestezi saglanmistir
(11, 45, 47, 50, 51, 52). Genel anestezi altinda torakotomi yapilan sicanlarin

kalplerinden dogrudan basing 6lgtmleri yapilmustir.

Sekil 5: Hayvanlarin genel anesteziye alinmalar1 ve operasyon hazrhg: (A:
Hayvanlarin kilolarina uygun dozda ketamin ve kslazinin i.p. olarak
uygulanmas; B: Operasyon bolgesinin tras edilmes; C: Operasyon bdlgesinin
temizienmesi; D: Sterilitenin saglanmasi)

20 G brantl ile 6nce sag ventrikile girilerek sag ventrikil ortalama basinci
(pulmoner arter basincim yansitir) kaydedildikten sonra hemen ardindan sol
ventrikile girilerek sol ventrikil sistolik basinci (sitemik arter basincim yansitir)
kaydedilmistir. Basing olgimleri Petas KMA 250 basing transdiseri ve kaydedici
sistemi® ile yapilmustir.
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C D

Sekil 6: Anterior torakotomi yaklasimiyla kalbe ulasiimas ve dogrudan

intrakardiyak olgimlerin yapilmas (A-D: islem basamaklari)

Son donem pulmoner hipertansif sicanlarda; pulmoner arter kateterizasyonu
yapmak teknik olarak mimkin olmadigindan (9) (ciddi artrus pulmoner arter
basinclar1 sebebiyle kateterin pulmoner artere yerlestirilmeye calisilmas: halinde
mortalite olasiliginin yiksek olmasi ve kateterin dogru yere yerlestirildiginin skopi
altinda kontroliiniin zorunlu olmasi sebebiyle) dogrudan intrakardiyak olgim
yontemi tercih edilmistir. Deney proseduri geregi, basing dlgimleri sonrasi gerekli
Ornekler alindiktan sonra hayvanlarin  sakrifiye edilmeleri  planlandigindan
intrakardiyak 6lciim yapilmasinda teknik olarak bir sakinca gortlmemistir.

Basing kayitlari tamamlandiktan sonra her bir sigandan yaklasik 5 cc tam
vicut kanmi intrakardiyak ponksiyon ile alinmis ve hayvanlar bu yolla sakrifiye
edilmiglerdir (29, 42). Sakrifikasyondan hemen sonra sicanlarin kalp ve her iki
akcigerleri alinmustir.
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Sekil 7: Basng oOlgimleri sonras kan ve akciger drneklerinin ahinmas (A:
Basang dlcimleri; B: Kan ve doku ¢rneklerinin korunmas igin islem 6nces

hazirlanmis olan malzemeler)

Alinan tam vicut kanlart 3000 devir/saniye hiz ile 10 dakika santrifije
edilerek serumlar1 ayrilmis ve bu serumlar kodlandiktan sonra, buzdolabinda -80
°C’de VEGF serum ELISA testlerinin yapilacag: giine kadar muhafaza edilmislerdir.

Sekil 8: Serum orneklerinin santriftij islemiyle elde edildikten sonra - 80 °C

buzdolabinda saklanmas

Alinmis olan akcigerler %10 formolin ile yikanmis ve boylece fikse
edilmiglerdir (29, 41, 48). Kalp dokularinda ise Fulton index ol¢timleri yapilmistir
Fulton indeks 6lcuimu icin sag ventrikidl duvar: sol ventrikil ve septumdan ayrilmistir
(9, 11, 28, 41, 45, 50, 51, 52). Daha sonra hem sag ventrikil hem de sol ventrikil ve
septum dokular1 hassas terazi ile tartilmuglardir (9, 11, 28, 41, 45, 50, 51, 52). Bu
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agirhiklar ile [sag ventrikil agirhigi/sol ventrikil +septum agirligi] oranlart
kaydedilmistir (9, 11, 28, 41, 45, 50, 51, 52). Bu islem tamamlandiktan sonra kalp
dokulari daformolin ile fikse edilmistir.

Sekil 9: Fulton indeks 6lgiimi icin sag ventrikulin septum ve sol ventriktlden

ayrilmas

Fikse edilen kalp ve akciger dokular1 24 saat icinde patoloji laboratuarinda
islemlenmistir. Boyamalar 6ncesi dokular parafine gdbmilmis ve 5 pm’lik kesitler
alinmigtir.  Sonrasinda  hematoksilen&eosin - boyast ve VEGF antikoru
(ab46154 Abcam® MA _USA) ile 1/200 dilusyonda, akciger  doku
immunohistokimyasi yapilmistir.  Hematoksilen&eosin boyamasi yapilmis olan
kesitlerde kigUk pulmoner arterler (¢cap<100 um) x40 buyitmede incelenmistir (9,
11, 17, 29, 50, 53). Her bir hayvan icin 25’ er adet kiicik pulmoner arter rastlantisal
olarak incelenmis ve kaydedilmistir (17, 54). Her bir pulmoner arterin muskularis
mukoza tabakasinin kalimiligi (Medial Kalinlik = MK) morfometrik olarak
Olctlmustdr (29, 41, 45, 53). Buna ek olarak yine her bir damar icin, eksternal ¢capin
morfometrik 6lgimi de yapilmustir (29, 41, 45, 53). Daha sonra medial kalinlik /
eksternal cap (eksternal elastik laminalar arasi uzaklik) oranlari hesaplanarak bu
degerlerin %' lik degere gevrilebilmesi icin her bir deger 100 ile carpilmis ve bdylece
Media Kalinlik % (MK%) degerleri elde edilmistir. VEGF antikor boyamasi
yapilmis olan kesitlerde de yine 25 adet pulmoner arter ratlantisal olarak x40
blyUtmede incelenmis ve boyanma kriteri olarak VEGF doku skoru kullanilmistir.
Bu skorun elde edilebilmesi icin her bir pulmoner arter endotelinin VEGF antikoru
ile boyanma yogunlugu ve boyanma yuzdeleri degerlendirilmistir (29, 55). Boyanma
yogunlugu icin; zayif yogunlukta boyanma = 1, orta yogunlukta boyanma = 2,



kuvvetli yogunlukta boyanma =3 olacak sekilde puanlama yapilmistir (29, 55).
Boyanma olmayan arterlere O puan verilmistir (29, 55). Boyanma yuzdes icin isg;
<%210 boyanma = 1, <%50 boyanma = 2, <%90 boyanma = 3 ve %100 boyanma = 4
puan verilmistir (29, 55). Her bir damarin VEGF doku skoru igin boyanma yogunluk
ve boyanma % skorlar1 toplanarak damar VEGF skorlar1 elde edilerek kaydedilmistir
(29, 55). Tum bu patolojik islemler, kesitlerin hangi hayvana ve hangi deney grubuna
ait oldugunu bilmeyen bir patolog tarafindan yapilmistir (kor calisma teknigi ile).
Sonrasinda her bir hayvana ait 25'er damarlik morfometrik 6lgimler (MK ve MK %)
ile immunohistokimya oOlgimlerinin (doku VEGF skoru) ortalamalari ve SEM
degerleri hesaplanarak gerekli istatistikler yapilmistir.

Sicanlara ait serum ornekleri; Invitrogen® (CA_USA) Rt VEGF kiti ile solid
faz sandvig¢ ELISA (Enzyme Linked-Immuno Sorbent Assay) yontemi ile galisilarak
450nm dalga boyunda 6l¢im yapil mustr.

TUm bu deneyler ve islemler sonucunda elde edilmis olan veriler SPSS 15.0
programi kullanmilarak analiz edilmistir. Degerler ortalama + SEM olarak belirtilmis;
ikili gruplar arasi karsilastirmalarda Student’s t testi ve ¢oklu grup karsilastirmalar:
icin iki yonli ANOVA testi kullamlmistir. P degerinin 0.05'in altinda oldugu
farkliliklar anlaml1 kabul edilmistir.
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SONUCLAR:
Kilo Takipleri:

Hipoksi uygulanan grubun (n=12) 1. gundeki ortalama agirligimin 239.33 +
5.08 gr oldugu ve bu degerin hipoksi uygulanmayan grup icin (n=12) 223.17 + 3.85
gr oldugu gorulmustur. Bu iki grup arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir (p=
0.009). Benzer sekilde; 5. gun tartilart 195 + 5.82 gr ve 229.25 + 4.34 gr (p <0.0001);
ve 8. gun tartilary; 183.17 + 5.09 gr ve 238.33 £ 6.42 gr’ dir (p<0.0001).

Sekil 10'da da goruldugi tzere hipoksik olmayan grubun ortalama agirliklar:
deney baslangicindan itibaren artmaktayken; hipoksik grubun agirlik ortalamalarinda
deney siiresince istatistiksel olarak anlamlt bir digtis meydana gelmistir (p <0.0001).

Agirhik Olglimleri

300+
EE Hipoksi (-)

B3 Hipoksi (+)

200+
E %
100+ :
0= o
N & %

Sekil 10: Hayvanlarin 1., 5. ve 8. guindeki kilo takipleri

Hipoksi uygulanmig olan hayvanlardan bevacizumab uygulanmis olanlarin
(n=6) 1. gundeki agirlik ortalamalart 227.83 = 6.16 gr iken; bevacizumab
uygulanmamis olanlarin (n=6) 1. giindeki agirlik ortalamalar1 250.83 + 4.76 gr olarak
Olctlmustdr (p=0.007). Aym gruplarin 5. gin tartilar1 181.83 + 5.60 gr ve 208.17 +
6.95 gr (p=0.007); 8.gun tartilar1 172 + 5.65 gr ve 194.33 + 5.67 gr (p=0.01) olarak

OlctlmuUstdr.
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Hipoksi uygulanmams olan hayvanlardan bevacizumab uygulanmis olanlarin
(n=6) 1. gundeki agirlik ortalamalar1 215 * 4.47 gr iken; bevacizumab uygulanmamis
olanlarin (n=6) 1. gundeki agirlik ortalamalar1 231.33 £ 4.32 gr olarak 6lgllmustir
(p=0.01). Aym gruplarin 5. gun tartilart 220.33 = 6.18 gr ve 238.17 + 3.58 gr
(p=0.02); 8.gun tartilar1 233 + 1259 gr ve 243.67 + 3.35 gr (p=0.22) olarak

OlctlmuUstdr.

Hemodinamik Olglimler:

Sag ventrikil ortalama basinglari (RVPm) hipoks uygulanmayan grupta
(n=12) 10.92 + 0.29 mmHg iken; hipoksi uygulanan grupta (n=12) 34.67 + 1.05
mmHg olarak oOlcilmustir Hipoksi uygulamast yapilmis olan tim deney
hayvanlarinda, RV Pm anlamli olarak artis gostermistir (p<0.0001).

Hipoksi uygulanan hayvanlardan bevacizumab uygulanmayan grupta (n=6)
RVPm 37.33 £ 0.95 mmHg iken; bevacizumab uygulanan grupta (n=6) 32.00 £ 1.03
mmHg olarak olculmustir. Bevacizumab uygulamasi kronik hipoksi modelinde
RVPm ol¢gumlerini anlamli 6lglide azaltmistir (p=0.002).

Hipoksi uygulanmayan hayvanlardan bevacizumab uygulanmayan grupta
(n=6) RVPm 10.83 + 0.48 mmHg iken; bevacizumab uygulanan grupta (n=6) 11.00
+ 0.37 mmHg olarak olcilmistir. S6z konusu fark istatistiksel olarak anlamlilik
duizeyine erismemistir (p=0.4).

Ozetle, Sekil 11'de de rakamsal olarak ifade edildigi Uzere; hipoksik
gruplarin sag kalp basinclart hipoksik olmayanlara gore anlamli olarak yuksektir
(p<0.0001). Ayrica; hipoksik olmayan gruplar arasinda BV C uygulamasi ile sag kalp
basinclarinda anlaml: farklilik elde edilememekle birlikte; hipoksik gruplar arasinda
BVC uygulanan grubun sag kalp basinglarinin BVC uygulanmayan gruba gore
anlaml1 olarak dusik oldugu saptanmistir (p=0.002).
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Sag Ventrikil Basinci
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* p=0.001, kontrole gére; T p<0.05, BVC (-)'e gore

Sekil 11: Sag ventrikil basnglarinin hipoks ve bevacizumab uygulamas ile

iliskis

Sol ventrikil sistolik basinglar: (LVPs) hipoksi uygulanmayan grupta (n=12)
98.42 + 1.33 mmHg iken; hipoksi uygulanan grupta (n=12) 61.92 + 1.93 mmHg
olarak olglilmustir. Hipoksi uygulamasi LV Ps degerlerini anlamli olarak azaltmistir
(p<0.0001).

Hipoksi uygulanan hayvanlardan bevacizumab uygulanmayan grupta (n=6)
LVPs 65.50 £ 1.95 mmHg iken; bevacizumab uygulanan grupta (n=6) 58.33 + 2.73
mmHg olarak olculmistir. Bevacizumab uygulamasi kronik hipoksi modelinde
LV Ps olcumlerini anlamli 6l¢ude azaltmistir (p=0.03).

Hipoksi uygulanmayan hayvanlardan bevacizumab uygulanmayan grupta
(n=6) LVPs 98.67 + 2.03 mmHg iken; bevacizumab uygulanan grupta (n=6) 98.17 +
1.90 mmHg olarak olcilmustir. S6z konusu fark istatistiksel olarak anlamlilik
duizeyine erismemistir (p=0.43).
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* p<0.0001, kontrole gore

Sekil 12: Sol ventrikul basnclarinin hipoks ve bevacizumab uygulamas ile
iliskis

Sag Ventrikll Hipertrofis:

Sag ventrikil/Septum + Sol ventrikil Oram (Fulton indeksi) hipoksi
uygulanmayan grupta (n=12) 0.22 =+ 0.01 iken; hipoks uygulanan grupta (n=12)
0.28 + 0.01 olarak dlculmustir. Hipoksi uygulamas: deney hayvanlarinda Fulton
Indeksi’ ni istatistiksel olarak anlaml 6lciide arttirmugtir (p<0.0001).

Hipoksi uygulanan hayvanlardan bevacizumab uygulanmayan grupta (n=6)
Fulton Indeksi 0.31 + 0.01 iken; bevacizumab uygulanan grupta (n=6) 0.25 + 0.01
olarak olgulmiistir. Hipoksi ile artrmis Fulton Indeksi'ni bevacizumab uygulamas
anlamli 6lciide disurmektedir (p<0.0001).

Hipoksi uygulanmayan hayvanlardan bevacizumab uygulanmayan grupta
(n=6) Fulton indeksi 0.21 + 0.00 iken; bevacizumab uygulanan grupta (n=6) 0.22 +
0.00 olarak dlculmustdr. Bu fark, istatistiksel olarak anlamli degildir (p=0.27).

Sekil 13'te goruldugli Uzere; hipoksik gruplarda Fulton indeksi hipoksik
olmayan gruplara gére anlamli 6lglide yuksektir (p<0.0001). Hipoksik grup iginde
ise; BVC uygulamasinin Fulton indeksini istatistiksel olarak anlamli olglide
dusurdugt gosterilmistir (p<0.05).
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Fulton indeksi
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* p<0.0001, kontrole gore; T p<0.05, BVC (-)e gore

Sekil 13: Fulton indekderinin hipoks ve bevacizumab uygulamalari ileiliskis

Serum VEGF Duzeyleri:

ELISA yontemiyle dlgllen serum VEGF diuzeyleri sirasiyla oda havas: + SF
grubunda 62.71 + 7.72 pg/mL; oda havasi + bevacizumab grubunda 70.19 + 7.19
pg/mL; kronik hipoksi + SF grubunda 87.42 + 11.58 pg/mL; kronik hipoks +
bevacizumab grubunda 85.01 + 4.45 pg/mL’dir.

Oda havasi + SF grubu ile kronik hipoksi + SF grubu arasinda serum VEGF
duzeyleri agisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmustir (p=0.05). Benzer
sekilde oda havasi + bevacizumab grubu ile kronik hipoksi + bevacizumab grubu
serum VEGF dizeyleri agisindan da istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmstir
(p=0.05). Ancak; kronik hipoksi uygulanan hayvanlar icinde bevacizumab uygulanan
ve uygulanmayan gruplarin serum VEGF diuzeyleri arasinda anlamli farklilik
saptanmamistir (p= 0.42).
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Serum VEGF Konsantrasyonlari
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Sekil 14: Serum VEGF konsantrasyonlarimin gruplara gor e dagilim

Pulmoner Arter Morfometrik Olglimleri ve Immunohistokimyasal Analiz
Sonuclar:

Kiglk pulmoner arterlerde iki tip morfometrik olgim yapilmistir. Bunlardan
birincisi muskularis mukoza tabakasinin (MK) pum cinsinden kalinligimn 6lgtlmesi;
ikincisi ise muskularis mukoza tabakast kalinliginin eksternal damar capina
bdlunmesi ve sonrasinda 100 ile garpilmasiyla elde edilen MK% degeridir.

Olgiilen MK degerlerinin grup ortalamalar: sirasiyla; oda havas: + SF grubu
icin 15.33 = 0.33 pum; oda havasi + bevacizumab grubu i¢in 15.49 £+ 0.37 pm; hipoksi
+ SF grubu igin 27.30 + 0.41 um; hipoksi + bevacizumab grubu igin 24.97 + 0.51 pm

olarak olculmustr.
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Sekil 15: Kuguk pulmoner arterlerin hematoksilen & eosin boyamalari (x40

blytutmede) (A: normal pulmoner arter; B: muskuler tabakasnda ilimh

kalinlasma gelismis bir pulmoner arter; C: Muskuler tabakasnda belirgin

kalinlasma gelismis bir pulmoner arter; D: cift muskuler tabakas olan bir

pulmoner arter)

Oda havast + SF grubunun MK degeri ile hipoks + SF grubunun MK
degerleri arasinda istatiksel olarak anlamli farklilik saptanmistir (p<0.0001). Hipoksi
+ SF grubuyla hipoksi + bevacizumab grubu arasinda da istatistiksel olarak anlamli
farhilik saptanmustir (p = 0.002). Ayrica; oda havasi + SF grubuyla hipoksi +
bevacizumab grubu arasindaki fark da istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.0001).

Medial Kalinlk
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* p<0.0001, ilgili OH gruplarina gére; T p<0.005, KH+SF'e gire

Sekil 16: M edial kalinlik (MK) degerlerinin gruplara gore dagilim
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Sekil 16'da gosterildigi Uzere; hipoksik gruplarin MK degerleri hipoksik
olmayan gruplara gore anlamli Olglde yuksektir (p<0.0001). Bunun yanminda;
hipoksik gruplar arasinda, BV C uygulamasi ile MK degerlerinin istatistiksel olarak
anlamli Olciide azaldig1 gosterilmistir (p<0.05).

Gruplar arast MK% degerleri de MK degerleriyle paralel bir iliski
gostermektedir. Olciilen MK% degerlerinin grup ortalamalar: sirasiyla; oda havas +
SF grubu igin 16.76 + 0.26; oda havas: + bevacizumab grubu igin 17.54 + 0.39;
hipoksi + SF grubu igin 29.00 + 0.33; hipoksi + bevacizumab grubu igin 27.54 + 0.29
olarak olculmustr.

Oda havast + SF grubunun MK% degeri ile hipoks + SF grubunun MK%
degerleri arasinda istatiksel olarak anlamli farklilik saptanmistir (p<0.0001). Hipoksi
+ SF grubuyla hipoksi + bevacizumab grubu arasinda da istatistiksel olarak anlamli
farlilik saptanmustir (p = 0.004). Ayrica; oda havasi + SF grubuyla hipoks +
bevacizumab grubu arasindaki fark da istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.0001).

Sekil 17'de gosterildigi Uzere; hipoksik gruplarin MK% degerleri hipoksik
olmayanlara gore anlaml1 Olgtide yuksektir (p<0.0001). Hipoksik gruplar arasinda
ise; BVC uygulamas: ile MK% degerlerinin amlamli dl¢lide azaldigi gosterilmistir
(p=0.004).
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* p<0.0001, ilgili OH gruplarina gore; T p<0.005, KH+SF'e gore

Sekil 17: Medial kalinhik % (MK %) degerlerinin gruplara gore dagilimi
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Akciger doku VEGF immunohistokimya skorlari agisindan yapilan

degerlendirmede; doku VEGF skorlar1 sirasiyla; oda havas: + SF grubu igin 3.85 +
0.13; oda havasi + bevacizumab grubu igin 3.86 + 0.11; hipoksi + SF grubu i¢in 5.10
* 0.06; hipoksi + bevacizumab grubu icin 3.98 + 0.04 olarak saptanmustir.

Sekil 18: Kucuk pulmoner arterlerin VEGF antikor boyanmalari (1/200
dilusyon ile x40 buyutmede) (A: Normal yapida bir pulmoner arterin kismi ve
hafif yogunlukta boyanmas; B: 1liml derecede muskuler hipertrofis olan bir
pulmoner arterin orta yogunlukta ve %90 boyanmasi; C: muskuler hipertrofis
olan bir pulmoner arterin kuvvetli yogunlukta ve %100 boyanmas; D: ileri
derecede muskuler hipertrofis olan bir pulmoner arterin kuvvetli yogunlukta

ve %100 boyanmasi)

Oda havas: + SF grubunun doku VEGF skoru ile hipoksi + SF grubunun doku
VEGF skoru arasinda istatiksel olarak anlamli farklilik saptanmustir (p<0.0001).
Hipoksi + SF grubuyla, hipoksi + bevacizumab grubu arasinda da istatistiksel olarak
anlaml1 farlilik saptanmistir (p <0.0001). Bunun yaninda; oda havasi + SF grubuyla
hipoksi + bevacizumab grubu arasindaki fark ise istatistiksel olarak anlaml

bulunmamistir (p =0.19).
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Sekil 19: Doku VEGF skorlarinin gruplara gore dagilim

Gruplar Araa Karsilastirmali Analizler:

Hipoksi uygulamasinin siganlarin; 5. ve 8. gun tartilarim azalttigi (p<0.0001),
sag ventrikil ortalama basinglarim ve Fulton indekslerini arttirdig: (p<0.0001), MT
ve MT% olgtimlerini arttirdig: (p<0.0001) ve VEGF doku skorlarini da istatistiksel
olarak anlaml1 6lciide arttirdig: (p=0.002) gorulmistir. Bunun yamnda; serum VEGF
diizeyi ile hipoksi uygulamasi arasinda anlaml1 bir iliski saptanamamstir (p=0.02).

Yapilan iki yonli ANOVA analizinde, kronik hipoks uygulamas ile artan
sag ventrikul basinci ve Fulton indeks degerlerinin bevacizumab uygulamas: ile
azaldhg1 gordlmus ve bu etki istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (Sag ventrikdl
basinct icin p=0.002; Fulton indeksi igin p<0.0001).

MT, MT% ve doku VEGF Skoru agisindan gruplar arasinda yapilan ANOV A
analizi sonucunda, kronik hipoksi almis olan hayvanlarda bevacizumab
uygulamasinin sdzkonusu degerleri istatistiksel olarak anlamli 6lclde azalttig: ortaya
konmustur (sirasiyla p=0.007, p=0.003 ve p<0.0001). Ancak, tartisma bolimunde de
detaylandirilacag: gibi, soz konusu azalma hipoksi uygulanmayan gruplarin diizeyine
gerilememektedir.
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TARTISMA:

Calismada elde edilmis olan sonuglarin uygun olarak yorumlanabilmesi igin
oncelikle, deney dizenegi ve calismada kullanilan cesitli tekniklerin literattirdeki
diger benzer deney duizenekleriyle karsilastirmasinin yapilmasi uygun olacaktir.

Kronik hipoksi ve tirevi uygulamalarin PAH modellemesinde en sk
kullanmlan yontemlerden biri oldugu cesitli otorler tarafindan belirtilmektedir (21,
31). Kronik hipoksinin VEGF dretimini tetikleyen temel mekanizma olmasi
sebebiyle 0Ozellikle PAH-VEGEF iliskisini ortaya koymaya yonelik calismalarda
kronik hipoksi yontemi siklikla kullanilmaktadir (4, 6, 10, 15, 35, 37, 39, 41, 42, 44).

Oldukga sik kullanmlan bir yontem olmasina ragmen literattirde gesitli kronik
hipoksi uygulamalari mevcuttur. Laboratuar kosullart g6z Onune anarak bu
calismada normobarik hipoksi modeli tercih edilmistir.

Kronik hipoksi modellerinin uygulama slreleri agisindan da farkliliklar
mevcuttur. Literatlrde 1 hafta ila 6 hafta arasinda kronik hipoksi maruziyet sireleri
bulunmaktadir (41, 42, 44, 47, 48, 49, 56, 57). Taraseviciene ve arkadaslarinin
yapmis olduklar: bir ¢alismada kronik hipoksiye ikincil PAH hayvan modelinde
PAH’1n birinci haftadan itibaren olusmaya basladigi ve birinci ve ikinci haftalardaki
basing degerlerinin benzer oldugu gosterilmistir (44). Kronik hipoksi modelinde sag
kalp basinglarinin tgtinct haftada en yuksek degerine ulastigi da yine bu ¢alismada
gogerilmistir (44). Christou ve ark.’larinin yaptigi baska bir ¢alismada ise; 3-48
saatlik bir hipoksi maruziyeti sonrasinda doku VEGF mRNA duzeylerinin hipoksik
ve normoksik gruplarda benzer olmasina karsin; 1-3 haftalik hipoksi maruziyeti
sonrasi doku VEGF mRNA dizeylerinde anlamli farklilik gelistigi gosterilmistir
(42). Adnot ve ark.’ larimin yaptigi bir diger calismada da yine PAH modelinin
gelisebilmesi i¢in 1-3 haftalik kronik hipoksi maruziyet strelerinin yeterli oldugu
belirtilmistir (48).

Literatirde deney duzenegiyle ilgili baska bazi farkliliklar da mecuttur.
Ornegin calismlarda kullanilan fanuslarin boyutlar: da ¢alismadan calismaya belirgin
farkliliklar gostermektedir (42, 49, 57). Calismamizda ise 215 It hacmindeki Ozel
yapim fanus kullanil mistur.

Fanus ici 151, nem ve metabolit dengesinin saglanmasi amaciyla da ¢ok gesitli
uygulamalar mevcuttur. Karbondioksit retansiyonunun 6nlenmesi amaciyla fanus
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icine soda lime yerlestirilmes (42, 49); fazla nemin uzaklastirilmasi amaciyla
ventilasyon havasinin sogutulmasi (49) veya fanus icine drierite grandlleri (42) veya
kalsiyum klorir konulmast (57); ile amonyak retansiyonunun onlenmesi amaciyla
borik asit kullamilmasi (42) bu yontemlerden bazilaridir. Calismamizda karbondioksit
retansiyonunu onlemek icin soda lime grantlleri kullamlmustir. BOylece, i¢ ortam gaz
Olgtimlerinde karbondioksit oram <0.02 diizeyinde tutulabilmistir.

Yapillan literatlr taramasinda goruldiglu  Gzere; deneysel hayvan
calisgmalarinda kullanilan bevacizumab ve onun mirin analogu olan A.4.6.1'in
uygulama yollar1 ve dozlaryla ilgili de farkliliklar mevcuttur. Genel olarak
rodentlerde bu ilacin iv veya ip yolla uygulanmasi tercih edilmektedir (34, 58, 59,
60, 43). Doz agisindan cesitlilik daha da fazladir. Planlanan ¢aligmanmin niteligine
gore (kanser arastirmasi, diabetik retinopati, diger...) 0.25 mg/kg ile 10 mg/kg
arasinda dozlarin kullamldig1 gorulmustar (59, 60).

Bu konuda yapilmis olan deneysel calismalarlailgili bir diger tartismali nokta
pulmoner arterlerin  morfometrik  degerlendirmesi  konusudur. Rodentlerde
olusturulan kronik hipoksiye ikincil PAH modelinde neointimal formasyon ve
pleksiform lezyon gibi insan PAH’1na 6zgu patogonomik lezyonlarin gorulmemesi
sebebiyle degerlendirme konusunda sikintt mevcuttur (56, 61). Kronik hipoksi rodent
modellerinde gelisen PAH’da temel pulmoner vaskuler degisiklik medial muskuler
kalinlasmadir ve bu durum olasilikla yeniden normoksik ortamda kalmakla geri
donusumlldiar (44, 45, 56). Bu nedenlerden dolayi; calismamizda hem modelin
olusup olusmadiginin gosterilmesi hem de bevacizumab uygulamasinin pulmoner
arterlere olan olasi etkilerinin degerlendirilmesi bakimindan medial kalinlik ve
madial kalinlik % degerlerine bakilmasi tercih edilmistir.

Calismamizda hipoksi uygulamasiyla hayvanlarda belirgin kilo kayb: oldugu
gbzlemlenmistir. Hipoksi uygulanan grubun baslangi¢ tartilar: 239.33 £+ 5.08 gr iken
8. glin sonunda bu deger 183. 17 + 5.09 gr’'a gerilemistir. Hipoksi uygulanmayan
grupta ise 8 gun icinde tart: degerlerinde artis gézlenmelenmistir. Istatistiksel olarak
anlamli olan bu farkin; PAH gelismesine ikincil solunum sikintisi ve genel durum
bozukluguna bagli oral alimda azalma, dehidratasyon ve bazal metabolizmadaki
artistan kaynaklanabilecegi dusUntlmustir. Literatrdeki benzer calismalarda da
hipoksik gruplarda kontrol gruplarina gore kilo kayb: oldugu bildirilmistir (41, 49,
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56, 62). Xu ve ark.’lariin yaptigi in vitro bir calismada, idiopatik PAH’lu
hastalardan ve kontrol grubu olarak da normal bireylerden pulmoner arter endotel
hiicreleri alinmisg ve bu hiicrelerin glikoz metabolizmalar: degerlendirilmistir. Sonug
olarak, PAH'lu hastalarin endotel hucrelerinin enerji gereksinimlerinin kontrol
grubununkilere gore 3 kat arttigi gosterilmistir (62). Bu sonuglarin hayvan endotel
hicrelerinde de benzerlik gosterebilecegi varsayilldiginda; PAH gelismis olan
hayvanlarin buna ikincil kilo vermelerinin bir nedeninin de bu oldugu yorumu
yapilabilir.

Deney sirasinda yapilan hemodinamik olguimlerde; hipoksik gruplarin sag
ventrikl ortalama basinglar1 hipoksik olmayan gruplara goére anlamli olarak yutksek
bulunmustur (34.67 = 1.05 mmHg / 10.92 + 0.29 mmHg; p < 0.0001). Literattrdeki
diger PAH olcumleriyle karsilastirildiginda bu veriler; kronik hipoksiye ikincil PAH
modelinin ¢alismamizda basarili bir sekilde olusturuldugu lehine degerlendirilebilir.
Ornegin Taraseviciene SL ve ark.’ larinin yapmus olduklar: bir calismada SU 5416 ile
birlikte kronik hipoksi uygulanmis olan siganlarda kontrol grubunda 18.3 + 0.3
mmHg olan pulmoner arter basinglarimin (PAB) 32.3 £+ 2.1 mmHg'ya yukseldigi
gogerilmistir (44). Benzer sekilde; Partovian C ve ark.’larimin yapmis olduklari
baska bir ¢alismada kronik hipoksi uygulanmis olan siganlarda PAB’ larinin kontrol
grubunda ortalama 17 mmHg iken deney gruplarinda 30 mmHg'ya yukseldigi
gogerilmistir (41). Partovian C ve ark.’larimin baska bir calismasinda ise kronik
hipoksik sicanlarin PAB’lar1 ortalama 28 mmHg civarinda iken kontrol gruplarinin
PAB’larinin 18 mmHg diizeyinde oldugu gosterilmistir (45). Klein M ve ark.’ larinin
yaptig1 bir calismada ise MCT modeli olusturulmus olan hayvanlarda sag ventrikul
sistolik basinci 82.9 + 6.0 mmHg iken kontrol gruplarinda 27.0 £ 0.5 mmHg; ayrica
sag ventrikll diyastol-sonu basinglari da deney grubu icin 7.7 £ 1.3 mmHg ve
kontrol grubu icin 2.0 £ 0.2 mmHg olarak Olclilmusttr (28). Bu calismalara ek
olarak, literattrde kronik hipoksi PAH modellerinde hipoksi uygulanan gruplarin sag
kalp basing degerlerinin normoksik gruplara gére anlamli olarak daha ylksek
saptandigint gosteren pek ¢ok calisma bulunmaktadir (11, 47, 49, 52).

Calismamizdan elde edilen 6nemli bir hemodinamik veri de bevacizumab
uygulamast ve bunun sag ventrikil basinglarina etkisine iliskindir. Hipoksi
uygulanan hayvanlardan bevacizumab uygulanmayan grubun sag ventrikil ortalama
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basinglar: 37.33 £ 0.95 mmHg iken, bevacizumab uygulananlarda bu deger 32.00 +
1.03 mmHg dizeyindedir. Bu sonuglara bakildiginda bevacizumab uygulamasinin
hipoksik grupta sag ventrikil ortalama basinglarim anlamli olarak dusUrdugu
(p=0.002) gorulmektedir. Hipoksik olmayan hayvanlarda ise bevacizumab
uygulamasiyla sag ventrikil ortalama basinglart arasinda anlamli  bir iligki
saptanmamistir  (p=0.4). Literatirde bevacizumab ile ilgili benzer bir etkinlik
calismasi bulunmamakla birlikte Klein m ve ark.’larimin yapmis oldugu c¢alismada
MCT modeli olusturulmus sicanlarda imatinib ve sorafenib (VEGF multikinaz
inhibitord) uygulamalart yapilmistir. Bu galismada; hem imatinib hem de sorafenib
uygulamalariyla sag ventrikil sistolik basinci, sag ventrikil diastol-sonu basinci ve
fulton indeksi (ilerleyen bolumlerde kendi sonuglarimiz da ayrintili olarak
irdelenecektir) gib 6nemli parametrelerin her birinde iyilesme oldugu gosterilmistir
(28). Yine aym calismada kinaz inhibitord uygulamalarinin normoksik hayvan
gruplarinda bu parametrelere herhangi bir etkisinin olmadigi gosterilmistir (28).
Kullanllan kinaz inhibitorleri arasinda farklilik olsa da bu grup aganlarin
etkinliklerinin degerlendirilmesi bakimindan bu c¢alismamin sonuglarinin  bizim
calismamizin sonuclariyla benzerlik gosterdigi disuntlmuistir. Hem bu calismada
hem de bizim calismamizda, normoksik hayvanlarda, kinaz inhibitora
uygulamasiyla sag ventrikil basinglarinda anlamli degisiklik olmamasi; bunun
yaninda PAH modeli olusturulmus olan hayvanlarda, bu gjanlarin uygulanmasiyla,
sag ventrikll basinglarinda anlamli dislsler saglanmis olmasi kinaz inhibitorlerinin
akciger ve kalp dokular1 Uzerine dual etkilerinin oldugu yontinde yorumlanabilir.
Sorafenib ile yapilmis olan bir diger 6nemli deneysel calismada; sorafenibin
renal hicreli karsinom ve hepatoseluler karsinomdaki etkinliginin  tUmor
damarlanmas: Uzerine olmasi bilgisinden hareketle; bu ajamin aym zamanda,
PAH’daki neoplazm benzeri vaskilopati ve anjiogenetik disregilasyon Uzerinde de
etkili olabilecegi diustinilmustir (6). Bu calismada PAB’lar1, sag ventrikil basinglari
ve fulton indeksleri tzerinde sorafenib uygulanmasiyla belirgin iyilesme saptanmistir
(6). Arastirmacilar elde ettikleri bu bilgiden hareketle; sorafenibin hali hazirda kanser
hastalar: igin onay almis, kullanilmakta olan ve iyi tolere edilen bir ilag olmasi
sebebiyle PAH tanili hastalarda kullanilmasinin da ¢ok daha kolay olacag: yoninde
bir yorumda bulunmuslardir. Benzer sekilde; bizim calismamizda kullanms
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oldugumuz bevacizumab da klinik pratikte kanser hastalar: igin kullaniimakta olan
ve iyi tolere edilen bir ilagtir. Bu bakimdan bevacizumab' in PAH hastalarindaki Faz
2 calismlarda kullnaillmast da gok daha kolay olacaktir.

Calismamizda sol ventriktl basinglarimin hipoksi uygulamasiyla anlamlt
olarak azaldigi gosterilmistir (p>0.0001). Ayrica, hipoksik grupta, bevacizumab
uygulamasiyla da sol ventrikil basinglarinda anlamli  bir disis oldugu
gbzlemlenmistir (p=0.03). Ancak normoksik grupta bevacizumab uygulamasinin sol
ventrikil basinclarim etkilemedigi de gorulmistir (p=0.43). Literattrde hipoksi
uygulamasiyla sol ventrikil basinglarinda azalma oldugunu gosteren yayinlar
olmakla birlikte (41); sol ventrikll basinglarimin etkilenmedigini gosteren yayinlar da
mevcuttur (28, 45). Sol ventrikll basinglarindaki bu degiskenlik PAH patogenezinde
roll olan ¢esitli mediatorlerin karmasik etkilesiminden kaynaklaniyor olabilir.

Diger bir oOnemli parametre olan Fulton indeksi de sag ventrikil
hipertrofisinin  degerlendirilmesinde oldukga yaygin olarak kullamlan bir
parametredir. Y apmis oldugumuz deneyde hipoksik hayvanlarin Fulton indekslerinde
normoksik hayvanalara gore istatistiksel olarak anlamli bir artis oldugunu
gbzlemledik (0.28 + 0.01 / 0.22 + 0.01; p<0.0001). Kronik hipoksi uygulamasiyla
Fulton indekslerinde artis oldugunu gosteren pek cok calisma bulunmaktadir (6, 41,
44, 45, 49, 56). Literattrde hipoksiye maruz kalmis hayvanlarin Fulton indeksleri;
modelin siddetine gore, 0.26 ile 0.37 arasinda degismektedir (6, 41, 44).
Calismamizda ayrica; hipoksik hayvanlarin Fulton indekslerinde bevacizumab
uygulamasiyla istatistiksel olarak anlamli disUsler elde edildigi gosterilmistir
(p<0.0001). Hipoksi uygulanmayan grupta ise bevacizumab uygulamasina bagli
anlamli Fulton indeks degisikligi saptanmamustir (p=0.27). Tuim bu bilgilerden
hareketle; bevacizumabin ancak sag kalp hipertrofisinin gelistigi  durumlarda
hipertrofiyi azaltma yonunde bir etki gosterebilecegi yorumu yapilabilir. Ancak, bu
etkinin bevacizumabin pulmoner arter basinglarimi azaltici etkisinden mi, yoksa
dogrudan kalp Uzerine olan olasi diger etkilerinden mi kaynaklandigi henlz
bilinmemektedir.

Arastirmamizda, tim bu intrakardiyak basing ve sag kalp hipertarofisi
Olcimlerinin yaninda;, VEGF serum ve doku diuzeyleri ile pulmoner arter
morfolojisine yonelik incelemeler de yapilmstir.
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ELISA yontemiyle yapilmis olan serum VEGF oOlgimlerinde hipoksik
hayvanlarin serum VEGF duzeylerinin kontrol gruplarina gore yuksek oldugu
saptanmustir (p=0.05). Ancak bevacizumab uygulamasinin ne kontrol ne de hipoksi
gruplarinda serum VEGF dlzeyleri Uzerine herhangi bir etkisinin olmadigi da
gogerilmistir (p=0.42). Literatirde de benzer sekilde; hem PAH tamsi olan
insanlarda (37); hem de deneysel PAH modeli olusturulmus olan hayvanlarda (41,
42) serum VEGF duzeylerinin kontrol gruplarina gore yiksek oldugu gosterilmistir.
Serum VEGF duzeylerinin bevacizumab uygulamasindan etkilenmemesi ilging
bulunmustur. Bunun nedeninin ne olabilecegi konusunda elimizde herhangi bir
literatlr verisi bulunmamaktadir. Ancak, bu durumun serum VEGF 6lgtimlerindeki
kisitliliklardan da kaynaklanabilecegi distnulmastar.

Pulmoner arterlerin morfometrik degerlendirmeleri de oldukca ilging bilgiler
saglamstir. Yapilan medial kalinlik ve media kalinlik % olciimleriyle net olarak
ortaya konulmustur ki; kiiciik pulmoner artererin hem medial kalinlik miktarlart hem
de bu medial kalinliklarinin eksternal damar ¢apina oranlari, hipoksi uygulmasi ile
anlaml1 olarak artmaktadir [(MK igin; 15.33 = 0.33 um/ 27.30 = 0.41 pm; p<0.0001)
ve (MK% icin; 16.76 + 0.26 / 29.00 £ 0.33; p<0.0001)].

Buna ek olarak hipoksik gruplarda bevacizumab uygulamasiyla hem MK hem
de MK% degerlerinin anlaml1 olarak azaldig: saptanmustr [(MK igin; 27.30 = 0.41
pm / 24.97 + 0.51 pm; p=0.002) ve (MK% icin; 29.00 + 0.33 / 27.54 + 0.29;
p=0.004)]. Ancak, saptanmis olan bu disls normal hayvanlarin MK ve MK%
degerleri dizeyinde de degildir. Zira; normoksik grup ile hipoksi ve bevacizumabin
birlikte uygulandig: deney grubu arasinda da anlamli fark saptanmistir (p<0.0001).
Bu iki veri grubu bir arada degerlendirildiginde kronik hipoksiye ikincil PAH
gelistirilen hayvanlarda bevacizumab uygulamasinin medial kalinligi ve medial
kalinlik / eksternal damar ¢api oranmini azalttigi ancak her iki parametreyi de normal
duzeylere gekemedigi yorumu yapilabilir.

Bevacizumab uygulamasinin PAH gelismis olan akciger dokusuna olan
etkileriyle ilgili literatirde herhangi bir deneysel calisma bulunmadigindan bu
konuyla ilgili karsilastrmali bir degerlendirme yapilamamaktadir. Ancak sag
ventrikdl basing degerlerinin tartisildigi bolimde ayrintili olan bahsedilen Klein M
ve ark.’larinin yapmis olduklari ¢calismada PAH hayvan modeline bir multikinaz
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inhibitort olan sorafenibin uygulanmasiyla; sag ventrikil basinglarindaki azalmaya
paralel olarak, akciger damar vaskilarizasyonunda da azalma goruldigi bildirilmistir
(28).

Son veri grubu olan doku VEGF skorlart degerlendirildiginde; hipoksi
uygulamasinin doku VEGF dizeylerini anlamli oranda arttirdig: (3.85+ 0.13/5.10 +
0.06; p<0.0001) saptanmustir. Bunun yamnda; hipoksik gruplarda bevacizumab
uygulamastyla doku VEGF skorlarinda anlamli oranda azalma oldugu (5.10 + 0.06 /
3.98 + 0.04; p<0.0001) ve bu azalmanin kontrol grubunun degerlerine benzer oldugu
(p=0.19) gorulmustdr. Tum bu veriler birlikte degerlendirildiginde; kronik hipoksi ile
olusturulmus PAH hayvan modelinde hipoksi uygulamasina ikincil belirgin artmis
akciger doku VEGF degerlerinin, bevacizumab tarafindan normal degerlere
geriletilebildigi yorumu yapilabilir.

Literatirdeki benzer calismalarda da hayvanlarda kronik hipoksi
uygulamasiyla; hem immunohistokimyasal hem de genetik incelemelerle, akciger
doku VEGF diizeyi ve VEGF ekspresyonunun arttigi gosterilmistir (42, 45, 52, 63,
64). PAH tamsi olan insanlarin akciger dokularinda da benzer sekilde VEGF
ekspresyonunun  arttign  gosterilmistir  (19). Diger bazi deneysel hayvan
calismalarinda ise; kronik hipoksi maruziyeti ile akciger doku VEGF duzeylerinde
anlaml1 bir iligki olmadig1 gosterilmistir (65).

VEGF, akciger yapisimin olusumunda temel mediatorlerden biridir. Kronik
VEGF inhibisyonunda (SU-5416 ile) veya genetik olarak akciger-spesifik VEGF
knockdown farelerde amfizem gelistigi gosterilmistir (28, 44).

Ayrica, Partovian C ve ark.’larimin yaptigi bir deneysel calisma ile;
adenovirus aracili gen transferiyle meydana getirilen VEGF overekspresyonunun
kronik hipoksiye maruz birakilan sicanlarda PAH u ve sag ventrikil hipertrofisini
arttirdig1 gosterilmistir (41).

Arastirmacilar, bu ¢alisma sonuglarina dayanarak, PAH’da VEGF tedavisinin
yarar1 olabilecegini distunmislerdir. Taraseviciene SL ve ark.’larimin  yapmis
olduklar1 bir ¢alismada kronik hipoksiyle beraber VEGF blokaj1 yapilmas: suretiyle
agir PAH olusturulmus olan siganlara VEGF tedavisi uygulamislardir (66). Ancak;

ilging bir sekilde, bu uygulamanin sonucunda PAH basinclarinda azalma yerine
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kétilesme gorulmustir (66). VEGF tedavisi uygulanmis olan 3 sicandan 2'si
tedavinin ilk 3 haftasi i¢cinde 6lmuslerdir (66).

Calismamiz sonucu elde edilen tim veriler bir arada degerlendirildiginde
sonuglarin iki temel konuda gruplanabilecegi gorilmektedir. Bunlardan ilki hipoksi
uygulamasiyla; sag kalp ortalama basinglari, Fulton indeksleri, serum VEGF
diizeyleri, doku VEGF skorlari, medial kalinlik ve medial kalinlik % skorlarinda elde
edilen anlamli degisikliklerdir. Bu verilerin, literatirdeki benzer calismalarin
verileriyle ayrintili olarak karsilastirilmas: sonucu; ¢alismamiz sirasinda planlanmis
olan kronik hipoksiye ikincil PAH modelnin basariyla olusturuldugu anlasilmis olur.

Elde edilen verilerden cikarilabilecek ikinci 6nemli sonug ise bevacizumabin
deneysel PAH modeli Gzerine olan etkileriyle ilgilidir. Basariyla olusturulmus olan
kronik hipoksiye ikincil PAH hayvan modelinde bevacizumab uygulamasiyla sag
ventrikdl ortalama basinglari, Fulton indeksleri, medial kalinlik ve medial kalinlik %
skorlar: ile doku VEGF skorlarinda anlamli disusler saptanmustir. Ancak; yukarida
ayrintili olarak ele alindig1 Uzere, pek cok parametre icin bu dusis miktar: normal
degerlerle benzer diizeyde olamamustir. Sonug olarak bevacizumab’in PAH’a bagl
pek cok parametrede iyilesme sagladigi ancak bunun PAH’la iligkili tim verileri
normallestirecek duzeyde olmadigi sdylenebilir. Diger multikinaz inhibitorleri olan
imatinib ve sorafenibe benzer sekilde PAH parametrelerinde anlamli iyilesmeler
sagladigi calismamizla gosterilmis olan diger bir tirozin kinaz inhibitori olan
bevacizumab icin de ek bazi calismalardan sonra PAH tedavisi agisindan Faz 2
calismalarinin planlanabilecegini distiniyoruz.

TUm bu yararli sonucglara ragmen calismaya iliskin 6nemli sinirliliklar da
bulunmaktadir. Bunlarin basinda deney diizenegi ile ilgili sinirliliklar gelmektedir.
Teknik yetersizlikler sebebiyle, fanus i¢i havadaki metabolitler ve nem yeterince
dengede tutulamadigindan gelisen toksisiteye bagli hayvanlarin hizla kilo
kaybettikleri gordlmustir.  Teknik olarak daha yeterli bir deney dizenegi
kurulabilmis olsaydi belki de hayvanlar daha uzun sire hipoksiye maruz
kalabileceklerdi ve daha agir bir PAH modeli olusturulmus olacakti.

Diger bir onemli kisitlilik ise uygulanmis olan cerrahi prosedirdir. Deneysel
hayvan laboratuarimizda skopi cihazinin bulunmamasi sebebiyle pulmoner arter
kateterizasyonu yapilamamistir. Dolayisiyla dogrudan pulmoner arter basing
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Olcimleri yerine, bu konuda dolayli yoldan bilgi veren intrakardiyak olgctimler
kullanmimak zorunda kalmstir.

Bevacizumabin murin formu olan A.4.6.1 formu yetkili firmayla yapilan
gorismeler sonucu temin edilemediginden (bu ajanin ticari formu bulunmamaktadir,
yalmzca Uretici firma izniyle kendilerinden temin edilebilmektedir) daha az spesifik
olan humanize form kullamlmak zorunda kalmistir. Bundan sonraki calismalarda
ajamn murin formu temin edilerek yapilacak ¢alismalarda ¢ok daha anlamli sonuglar
elde edilebilecegi kanaatindeyiz.

Bunun disinda elbette ki, serum VEGF ELISA ve doku VEGF
immunohistokimyasiyla ilgili de teknik sorunlar olabilmektedir. Bu antijen-antikor
bazli islemlerde c¢esitli  mediatbrler arasindaki interaksiyonlar  sonuclar:
etkileyebilmektedir.

Sonug olarak; calismamiz bilindigi kadariyla Tarkiye'de Gogus Hastaliklari
alaminda yapilmis olan ilk kronik hipoksiye ikincil PAH modelidir. Modelin
basariyla olusturulmus olmasiyla; model bundan sonra, bu alanda yapilacak olan
diger pek cok calismada kullanilabilecektir. Bunun yaminda, kronik hipoksiye ikincil
PAH modelinde uygulanmis olan bevacizumab ile literatiire yeni ve anlaml1 bilimsel
katkilarda bulunmus oldugumuzu distiinmekteyiz. Son yillarda imatinib ve sorafenib
gibi tirozin kinaz inhibitorlerinin PAH Uzerindeki olumlu etkileriyle paralel sekilde
bevacizumab ile de PAH parametrelerinin pek cogunda iyilesme saptamis olmamizin
bu alandaki baska Faz 1 ve hatta Faz 2 ¢alismalara ufuk agacagint umuyoruz. Elbette
ki, calismamizin sistematik bir Faz 1 calisma olmamasi ve bu alanda yapilan
(bevacizumabin PAH’a etkisi) literatirdeki ilk galisma olmasi sebebiyle daha gok
Faz 1 calismaya ihtiyag vardir. Faz 1 calismalarin ¢cogunda benzer sonuclar elde
edilmesi halinde Faz 2 calismalara da gecilebilmesi halinde belki de PAH tedavisi
icin yeni bir ilag daha bulunmus olacaktir. Bu ilag hem tek basina hem de
kombinasyon tedavilerinde kullamlabilecek ve belki de hastalarin  klinik
parametrelerine ve sagkalimlarina katkida bulunabilecektir. Bu tip calismalarin
cogalmast halinde akciger anjiogenezinin temel mediatorti olan VEGF nin PAH
patogenezindeki yerinin aydinlatilabilmesi agisindan da ¢ok o6nemlidir. Tum bu
sorularin yanitlari, yapilacak olan yeni ve daha kapsamli ¢alismalarin sonuglarinda
gizlidir.



OZET:

K RONIK HIPOK SI ILE OLUSTURULMUS PULMONER ARTERIYEL
HIPERTANSIYON HAYVAN MODEL INE BEVACIZUMAB
UYGULAMASININ ETKILERI

Amag: Kronik hipoksiye ikincil pulmoner hipertansiyon rat modelinde,
bevacizumab(VEGF antikoru) uygulamasinin sag kalp basinglari ve VEGF serum,
kalp ve akciger doku duizeylerine etkisinin gosterilmesi amaglanmustir.

Gereg ve Yontem: 200-250mg araligindaki Wistar-albino ratlar kullanidmstir.
Grupl(n=6): oda  havasi+serum fizyolojik(SF); Grup2(n=6): oda
havasi+bevacizumab; Grup3(n=6): hipoksi+SF; Grup4(n=6): hipoksi+bevacizumab
uygulamalar: yapilmistir. Hipoksi gruplarina %10 oksijen+%90 azot gaz karisimi
verilmistir. 5.giinde SF veya bevacizumab uygulamalar1 yapilmis ve 8.giinde genel
anestezi altinda anterior torakotomi sonrasi dogrudan sag kalp ve sol kalp basinclar:
Olctlmis, sonrasinda tam viicut kanlar1 ve akciger dokulari alinmistir. Postmortem
sag ventrikil/(sol ventrikiil + septum) agirliklar: (Fulton Index) 6lgtlmiistir.
Bulgular: Sag kalp basing ortalamalart Grupl de 10.83+0.48 mmHg, Grup2'de
11.00+.037 mmHg, Grup3'de 37.33+0.95 mmHg, Grup4'te 32.00£1.03 mmHg'dir.
Grup 3 ve Grup 4 sag kalp basinglar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
saptanmistir(p=0.002). Benzer sekilde Grup3 (0.31+0.01) ve Grup4 (0.25+0.01)'Un
Fulton indexleri arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmuistir(p<0.0001).
Serum VEGF dizeyleri acisindan hipoksik grup ile hipoksik olmayan grup arasinda
anlamli farklilik saptanmakla birlikte (p=0.05); BVC uygulamasiyla anlamlt bir
degisiklik saptanamamistir (p=0.42). Gruplar igcin MK degerleri de sirasiyla;
15.33+0.33um; 15.49+0.37 pum; 27.30£0.41 pm; 24.97+0.51 pm olarak saptanmustir.
MK degerleri agisindan; hipoksik olan gruplarin hipoksik olmayan gruplara gore
anlamli 6lctde yUksek degerlere sahip olduklar: (p<0.0001) ve BV C uygulamast ile
de bu degerlerde anlamli dusis meydana geldigi (p<0.0001) gosterilmistir. ilging
olarak; hipoksi + SF grubunun doku VEGF skoru diger tum gruplara gore anlaml1
olarak yuksek saptanmis (p<0.0001); ancak, hipoksi + BVC grubunun doku VEGF
skorlart ile hipoksik olmayan gruplarin skorlari arasinda anlamli  farklilik
saptanmamistir (p>0.05).



55

Sonug: Hipoksi uygulanmayan ve uygulanan gruplar arasinda sag kalp basinglari,
Fulton indeksleri, serum VEGF duzeyleri, MK ve MK% degerleri arasindaki
farkliliklarin istatistiksel olarak anlamli ¢ikmast modelin basariyla olusturuldugunu
gostermektedir. Hipoksik gruplar arasinda bevacizumab uygulamas: ile sag kalp
basinglarinda, fulton indekslerinde, MK ve MK% degerlerinde ve doku VEGF
skorlarinda anlamli dists saptanmasi ise bevacizumabin akut etkisinin pulmoner
arter basinglarim dusurme lehine oldugu seklinde yorumlanmustir. Calismayla,
antineoplastik ajan olarak kullamlan bevacizumab’'in pulmoner hipertansiyon
mekanizmasi Uzerine de etkileri olabilecegi gosterilmistir.
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SUMMARY:

EFFECTS OF BEVACIZUMAB ADMINISTRATION ON THE CHRONIC
HYPOXIC PULMONARY ARTERIAL HYPERTENSION ANIMAL MODEL
Aim: To egtablish the interaction of right ventricule pressures; serum, lung and heart
tissue VEGF levels and bevacizumab administration in pulmonary arterial
hypertension rat model secondary to chronical hypoxia exposure.

Method: Wistar-albino rats between 200-250 mg were used. Groupl(n=6): room
air+serum physiologic (SF); Group2(n=6): room air+bevacizumab; Group3(n=6):
hypoxia+SF; Group4(n=6): hypoxiat+bevacizumab. 10% oxygen and 90% nitrogen
gas mixture was administered to hypoxia groups. SF and bevacizumab administrated
in day 5 and under general anesthesia, anterior thoracotomy was applied in day 8.
Right and left ventricule pressures were measured directly from heart. After that,
whole body blood and lung tissues were taken. Postmortem right venticule/(left
ventricule + septum) weight ratios (Fulton index) were measured.

Resaults: Right ventricule pressure means were 10.83+0.48 mmHg in Groupl;
11.00+0.37 mmHg in Group2; 37.33+0.95 mmHg in Group3 and 32.00+1.03 mmHg
in Group4. Difference of right ventricule pressures between Group3 and 4 was
statistically significant (p=0.002). Difference of Fulton index of Group3 (0.31+0.01)
and 4 (0.25+0.01) were statistically significant (p<0.0001). Serum VEGF levels were
also significantly different (p=0.05) between hypoxic and nonhypoxic groups; but,
there was no significant difference with BV C administration (p=0.42). MK values for
groups were; 15.33+0.33 pm; 15.49+0.37 pm; 27.30£0.41 pm; 24.97+0.51 pm.
Difference of MK values between hypoxic and nonhypoxic groups was significant
(p<0.0001) and also; there was a significant decrease in these values with BVC
administration (p<0.0001). Interestingly, VEGF tissue score of hypoxia + SF group
was significantly higher than the other groups (p<0.0001); but, there wasn’'t a
statistically significant difference between the VEGEF tissue scores of hypoxia+ BVC
group and nonhypoxic groups (p>0.05).
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Conclusion: Statistically significant differences in right ventricule pressures, Fulton
index, serum VEGF levels, MK and MK% values between nonhypoxic and hypoxic
groups represent us that, model has been established successfully. The statistically
significant decrease in right ventricule pressures, Fulton index, MK and MK% values
and VEGF tissue scores with bevacizumab administration in hypoxic groups is
interpretted as bevacizumab'’s acute effect is in favour of decreasing the pulmonary
arterial hypertension. In our study, we established that bevacizumab which is an
antineoplastic agent indeed, can have some effects on pulmonary arterial
hypertension mechanisms.
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