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OZET
Mirabegron’un Pulmoner Hipertansiyon Uzerine Etkisinin Aragtirilmasi

Bu ¢alismada giincel olarak asir1 aktif mesanede kullanilan selektif beta-3 adrenerjik
reseptOr agonisti olan Mirabegron’un deneysel pulmoner arterial hipertansiyon (PAH) rat
modelinde hastalifin  seyrini degistirip degistirmedigini arastirdik. Arastirmada,
Mirabegron’un pumoner arterial hipertansiyonlu deneklerde kalbin sag ventrikiil
bliylimesini, pulmoner arter kalinlasmasini ve basincini azaltici etkisinin gosterilmesi
amaglanmustir. 230-470 gr arasindaki Sprague Dawley cinsi siganlar kullanilmistir. Calisma
gruplart Grupl: kontrol n=7; Grup 2: Monokrotalin (MCT) 14 giin n=10; Grup 3:
Monokrotalin (MCT) 28 giin n=10; Grup 4: MCT 14 + Miragebron 14 giin n=10; Grup 5
MCT 28 + Mirabegron 14 giin n=10. Kontrol grubuna herhangi bir tedavi verilmeyip sag
ventrikiil basinci, karotis arter basinci 6l¢iiliip daha sonra kalp ve akciger ¢ikartilarak kalbin
sag ventrikiil / (sol ventrikiil + septum) agirliklar1 (Fulton Indeksi) l¢iilmiistiir. Sol akciger
lobundan alinan o6rneklerde ise pulmoner arter kalinlasmasi ve okliizyon yiizdesine
bakilmigtir. Grup 2°de tek doz Monokrotalin uygulanip 14 giin sonra, Grup 3’de ise
Monokrotalin uygulandiktan 28 giin sonra incelenecek parametrelere bakilmistir. Grup 4’e
Monokrotalin uygulamasindan 14 giin sonra 14 giin boyunca Mirabegron ile tedavi edilerek,
Grup 5’e ise Monokrotalin uygulamasindan 28 giin sonra 14 giin boyunca Mirabegron
tedavisi uygulanarak incelenecek parametrelere bakilmistir. Gruplarin sirasiyla sag ventrikiil
basinglari sirasiyla 6.67+2.12, 6.13+£0.83, 14.95+5.23, 6.23+£1.86 ve 12.66+4.88 olup p<0.05
ile grup 3, grup 1’e gore anlamli olarak daha yiiksek, digerlerinde anlamli fark
bulunmamistir. Gruplarin pulmoner arter damar kalinlasmasi sirasiyla; 4.22+0.82,
9.854+0.90, 14.59+0.56, 11.81+0.56 ve 11.49+0.73 olup grup 5’de grup 4’e gore anlamli
olarak (p<0.05) daha az damar kalinlagsmasi bulunmustur.  Mirabegron’un PAH
semptomlarini diizeltmeye yonelik pozitif bir etkisinin oldugu sonucu c¢ikartilabilir fakat
daha genis parametrelerin bakilacagi hem hayvan hem de insan deneylerine ihtiya¢ oldugu

gorilmektedir.

Anahtar Sozciikler: Adrenerjik Beta-3 Reseptor Agonisti, Hipertrofi, Monokrotalin, Nitrik
Oksit, Sag Ventrikiil
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ABSTRACT
Investigation of the Effect of Mirabegron on Pulmonary Hypertension

In this study, we investigated whether Mirabegron, a selective beta-3 adrenergic
receptor agonist currently used in overactive bladder, changes the course of the disease in
experimental pulmonary arterial hypertension (PAH) rat model. In the study, it was aimed
to show the effect of Mirabegron in reducing right ventricular enlargement, pulmonary artery
thickening and pressure in subjects with pumonary arterial hypertension. Sprague Dawley
rats between 230-470 g were used. Study groups Groupl: control n=7; Group 2:
Monocrotalin (MCT) 14 days n=10; Group 3: Monocrotalin (MCT) 28 days n = 10; Group
4: MCT 14 + Miragebron 14 days n=10; Group 5 MCT 28 + Mirabegron 14 days n=10. The
control group did not receive any therapy, and the right ventricle pressure, carotid artery
pressure were measured, and then the heart and lung were removed and the right ventricle /
(left ventricle + septum) weights (Fulton Index) of the heart were measured. Pulmonary
artery thickening and occlusion percentage were measured in samples taken from the left
lobe of the lung. The parameters to be examined were examined after 14 days with a single
dose of Monocrotalin in Group 2 and 28 days after Monocrotalin was administered in Group
3. Group 4 was treated with Mirabegron for 14 days after 14 days of Monocrotalin
administration, and group 5 was treated with Mirabegron for 14 days after Monocrotalin
administration, and parameters to be examined were examined. The right ventricular
pressures of the groups were 6.67 +2.12,6.13 £0.83, 14.95+ 5.23,6.23 £ 1.86 and 12.66 +
4.88, respectively, and with p <0.05, group 3 was significantly higher than group 1, and there
was no significant difference in the others. Pulmonary artery vascular thickening of the
groups respectively; It was 4.22 +0.82, 9.85 £ 0.90, 14.59 £ 0.56, 11.81 = 0.56 and 11.49 +
0.73, and significantly (p <0.05) less vascular thickening was found in group 5 compared to
group 4. It can be concluded that Mirabegron has a positive effect on improving PAH
symptoms, but it appears that both animal and human studies are needed to examine broader

parameters.

Keywords: Adrenergic Beta-3 Receptor Agonists, Hypertrophy, Monocrotaline, Nitric
Oxide, Right Ventricle

Xiii



1. GIRIS ve AMAC

Pulmoner hipertansiyon (PH) nadir olmakla birlikte, ilerleyici, sag ventrikiil (SV)
yetmezligine ve hatta 6liime kadar yol agan ¢ok faktorlii bir hastaliktir. Solunum yollar1 ve
kardiyovaskiiler hastaliklar1 daha da komplike hale getiren pulmoner arter ortalama kan
basincinin, istirahatte 25 mmHg'ya esit veya biyiik, egzersizle birlikte 30 mmHg'den (1)
daha biiyiik oldugu bir hastaliktir. PH, pulmoner arteriyolleri tikayan ve pulmoner
arterlerden kan akisini simirlandiran kompleks, ¢ok hiicreli vaskiiler lezyonlarin {iretimi ile
pulmoner arter damarlarinin yeniden modellenmesi gibi histolojik paternlerin ve
anormalliklerin genis spektrumunu igeren farkli klinik durumlarla iligkili olabilir. Sonug
olarak, SV sonrasi yiik 6nemli 6l¢iide artar, boylelikle SV disfonksiyonu ve yetmezliginin
gelismesine neden olur. Pulmoner hipertansiyon idiyopatik, kalitsal ve ¢esitli hastaliklara
bagli olarak gelisebilmektedir. 1980'li yillarda Amerika Ulusal Kayitlarina gore PH
hastalarinin sag kalim oranlari 1 yil icin %68, 3 yil i¢in %48 ve 5 yil i¢in %34 7 yil i¢in %32
(2) iken yeni tedavilerin gelismesi ile bu oranlar 2012 verilerine gore 1 yil i¢in %85, 3 yil
icin %68, 5 yil i¢in %57 ve 7 yil i¢in %49 kadar yiikselmistir (3). Fransa'da ise 2003 yilinda
PH goriilme insidanst yetiskinlerde milyonda 15 olarak kayitlara gegmistir (4). Diinya Saglik
Orgiitii (DSO) tarafindan PH bes gruba ayrilmaktadir (5, 6).

Yakin zamana kadar Adrenerjik beta-3 reseptorlerinin (B3AR) kardiyovaskiiler
sistemdeki rolii hakkinda ¢ok az sey bilinmekteydi (7). 1989'daki ilk klonlanmasindan sonra,
B3AR baslangigta yag asitlerinin adrenerjik beta-oksidasyonuna aracilik ettigi kahverengi ve
beyaz yag dokularindaki adipositlerle sinirli bir ekpresyona sahip oldugu diisiiniilmistiir (8).
Daha sonra B3AR mesanenin diiz kas hiicrelerinde saptanmis, burada detrusor kasinin
gevsemesinde rol oynadigi, boylece mesanenin dolma kapasitesini arttirdigi bulunmustur
(7). Bu durum, asir1 aktif mesane hastaliginin tedavisinde su anda klinikte kullanilmakta olan
spesifik B3AR agonisti Mirabegron’un (MRB) gelisimine yol agmistir (9). Kardiyak dokuda
ise, B3AR transkriptlerinin ekpresyonu ilk olarak 1996 yilinda insan biyopsilerinde
bildirilmistir (10). Daha sonra, insan P3AR antikoru ile reseptoriin insan atriyal ve
ventrikiiler kardiyak miyositlerinde ve aynit zamanda kii¢lik koroner diren¢li damarlarin
endotelyal hiicrelerinde immuno belirleme yontemleriyle gosterilmistir (11). Bununla
birlikte, reseptoriin ekspresyonu, farelerde diisiik, ancak sig¢anlar, tavsanlar ve kopeklerde
daha yiiksek olarak tiirlerden tiirlere degismektedir (12). Moniotte ve arkadagslari kalp

yetmezligi hastalarindan insan kardiyak dokusunda PB3AR ekspresyonunun arttigini



gozlemlemis ve ilk kez {i¢ adrenerjik izotipin ekspresyonunda bir fark oldugunu kanitlamigtir
(13). Daha sonra bagka arastirmacilar tarafindan B3AR’in fazla salgilanmasi diyabetik
kalplerde de tanimlanmistir (14, 15). Bu tanimlamalardan sonra ise reseptore, Kardiyak

fizyolojisi ve fizyopatolojisi tizerindeki etkileri igin giderek ilgi artmustir.

Deneysel Pulmoner Hipertansiyon, giiniimiize kadar yapilan bir¢ok caligmalar
neticesinde fizyolojik, kimyasal, genetik ve ¢oklu situmiilanlar ile deneysel hayvan PH' nu
gelistirmek miimkiindiir (16). Bunlardan en yaygin olarak kullanilanlardan bir tanesi ise
Monokrotalin (MCT)’dir. Tek doz MCT ile vaskiiler yeniden sekillenme, artmis muskiiler
tabaka, vaskiiler inflamasyon ve sag ventrikiil hipertrofisi ile karikterize PH

gelisebilmektedir (17-23)

Pulmoner Hipertansiyon nadir bir hastaliktir fakat ilerleyen ve tedavisiz yasam siiresi
olduke¢a kisadir. Mevcut tedavilerle birlikte yasam siiresi uzatilabilmektedir ancak tam bir
tedavisi yoktur. Ayrica giincel tedavi segenekleri hem oldukga kisitli hem de maliyetlidir.
MRB giiniimiizde asir1 aktif mesane tedavisinde kullanilan adrenerjik beta-3 reseptor
agonistidir. Son zamanlarda yapilan arastirmalarla birlikte beta-3 reseptorlerinin kalp ve
pulmoner arterlerde de mevcut oldugu ¢alismalarla birlikte kalp yetmezligi sonucu kalbin
yeniden yapilanmasi ile ilgili arastirmalar artmakla birlikte PH da yeterince calisma

bulunmamaktadir.

Bu caligmanin amaci, beta-3 reseptor agonisti olan MRB’nin sag ventrikiil
hipertrofisi, pulmoner arter kalinlagmasi ve pulmoner arter basinci flizerine etkisini

arastirmaktir.



2. GENEL BIiLGILER
2.1. Pulmoner Hipertansiyon

Pulmoner hipertansiyon, birden fazla klinik durumu igerebilen ve kardiyovaskiiler ve
solunum yolu hastaliklarinin ¢ogunu zorlastirabilen patofizyolojik bir hastaliktir. Pulmoner
arteriyel hipertansiyon (PAH), pulmoner vaskiiler direncin (PVR) ilerleyen bir artisiyla
sonuclanan kii¢iik pulmoner arterlerin hiicresel proliferasyonu ve fibrozunun neden oldugu
kronik ve ciddi bir kardiyopulmoner bozukluktur (1). Her ne kadar PAH patogenezi
pulmoner dolagimda baslasada sag kalp yetmezligi morbidite ve mortalitenin ana nedenidir
(24, 25). PH, sag kalp kateterizasyonu ile degerlendirilir ve istirahat halindeyken ortalama
pulmoner arter basincinda (PAPm)>25 mmHg bir artis olarak tanimlanir (1). Mevcut veriler,
istirihat sirasinda normal PAPm'nin 14 = 3 mmHg oldugunu ve st sinirin yaklagik 20 mmHg
oldugunu goéstermistir (1, 26). Pulmoner hipertansiyon hastaliklar1 DSO tarafinda bes ana
gruba ayirmis olup alt gruplariyla birlikte tablo 1.’deki gibidir. Fonksiyonel yonden ise
asagidaki gibi siniflandirilmaktadir (27).

Sinif I- Pulmoner hipertansiyonu olan, ancak fiziksel aktivite sinirlamasi olmayan
hastalar; siradan fiziksel aktivite asir1 dispne veya yorgunluk, g6giis agris1 veya senkoplara

neden olmaz.

Simif II- Fiziksel aktivitenin hafif sinirliligina yol agan pulmoner hipertansiyonu olan
hastalar; istirahat halindeyken rahattirlar, ancak siradan fiziksel aktivite asir1 dispne veya

yorgunluga, gogiis agrisina veya senkopa neden olur.

Sinif ITI- Pulmoner hipertansiyonu olan ve fiziksel aktivitenin belirgin sinirlamasi
olan hastalar; istirahatte rahattirlar, ancak normalden daha az aktivite bile asir1 dispne veya

yorgunluga, gogiis agrisina veya senkopa neden olur.

Smif IV- Semptomlar: olmadan herhangi bir fiziksel aktivite gerceklestiremeyen
pulmoner hipertansiyonu olan hastalar; bu hastalar sag tarafli kalp yetmezligi belirtileri
gosterir; dispne veya yorgunluk istirahatte bile olabilir ve herhangi bir fiziksel aktivite ile

rahatsizlik artar.



Tablo 1. Diinya Saglik Orgiitii tarafindan PH siniflandirmasi (Simonneau'dan, 5)

1- Pulmonary 2- Sol Kalp 3- Hipoksi ve/veya 4- Kronik 5- Belirsiz ¢cok
arterial Hastaliklarindan Akciger tromboembolik faktorlii
hypertension kaynakli Pulmonary hastaliklarindan pulmoner hipertansiyon  akanizmalarla
(PAH) hipertansiyon kaynakl ve diger pulmoner arter
pulmoner
tikamkhiklar: . .
hipertansiyon
Kalitsal PAH Sol ventrikiiler sistolik Kronik Obstriktiif Kronik tromboembolik Hematolojik
disfonksiyon Akciger Hastalig1 pulmoner hipertansiyon bozukluklar
Edinsel PAH Sol ventrikiiler diastolik Interstisyel akciger Diger pulmoner arter Sistemik bozukluklar
disfonksiyon hastalig tikanikliklart
- BMPR2 Kalp kapak hastaliklar Karisik tanimlayici ve Metabolik
mutasyonlari obstriiktif paternli diger bozukluklar
akciger hastaliklart
- Diger mutasyonlar ~ Konjenital ve edinilmis Uyku-solunum Diger

flag veya toksinlerin
indiikledigi

Bagska hastaliklarla
iligkili:

-Konnektif doku
hastaliklari

-HIV enfeksiyonu

-Portal
hipertansiyon

-Dogussal kalp
hastaliklari

-Sistozomiazis

Pulmoner veno-
okliizif hastalik ve /
veya pulmoner
kapiller
hemanjiyomatoz

Yenidogan kalict
pulmoner
hipertansiyonu

sol kalp girig-¢ikis

tikaniklig1 ve konjenital

kardiyomiyopatiler

bozuklugu

Alveoler
hipoventilasyon
bozukluklari

Yiiksek rakimda kronik
maruziyet

Gelisimsel akciger
hastalig

Pulmoner hipertansiyon Tablo 1°deki smiflandirmanin diginda ayni zamanda

hemodinamik paremetreler yoniinden arter, ven veya kapiller damarlarin basing artigina gore

de Tablo 2°de gosterildigi gibi de siniflandirilmaktadir (28). Ayrica bu hemodinamik yonden

siniflandirmada DSO siniflandirmasina gore hangi gruplara karsilik geldigi Tablo 2°de

gosterilmistir.



Tablo 2. Hemodinamik paremetreler agisindan PH (Rich ve Abenhail'den, 28)

Tamimlama Ozellikler Klinik grup

PH Ortalama Pulmoner arteriyal basing > 25 mmHg Tiim Gruplar
Ortalama Pulmoner arteriyal basing > 25 mmHg

Pre-kapiller PH Pulmoner arterial okliizyon basinct < 15 mmHg Grup 1,3,4,5
Ortalama Pulmoner arteriyal basing > 25 mmHg

Post-kapiller PH Pulmoner arterial okliizyon basinci >15 mmHg Grup 2,5
Diastolik basing gradienti <7 mmHg ve /veya

izole Post-kapiller PH Pulmoner vaskiiler diren¢ <3 WU (Woods Unit) Grup 2,5

Kombine post-Kapiller v Diastolik basing gradienti >7 mmHg ve /veya

pre-kapiller PH Pulmoner vaskiiler direng>3 WU (Woods Unit) Grup 2,5

Klinik degerlendirme agisindan pulmoner arteriyel hipertansiyonun yeterli tan1 ve
prognostik bilgi saglayan tek bir degisken olmadigindan kapsamli bir degerlendirmem
gereklidir. Bu kapsamli degerelendirme Tablo 3’de gosterilen prognoz durumu igin risk

faktorlerini gosteren kriterler yer almaktadir.

Tablo 3. Pulmoner arteriyel hipertansiyonun prognostik risk siniflandirmasi (Galie'den, 29)

Prognoz Belirleyicileri Diisiik Risk: <%5 Orta Risk: %5-10 Yiiksek Risk:>%10

Sag kalp yetmezliginin

klinik bulgular Yok Var Var

Semptomlarin ilerlemesi Yok Yavasg Hizli
Ara sira senkop- Tekrarlayan senkop-
yalnizca yiiksek orta ile dusik
yogunluklu egzersizle  yogunluklu egzersizle

Senkop ataklart Yok ortaya ¢ikan senkop olusan senkop

DSO fonksiyonel sinifi 1,1 " [\

6 dakikalik yiiriime

mesafesi > 440 m 165440 m <165m

Kardiyopulmoner egzersiz
testi

Pik (oksijen tiiketimi)
VO2:> 15 mL / dak /
kg (>%65 tahmin
edilir)

VE / VCO2 (dakika
havalandirma /
karbondioksit
iretimi): egim <36

Pik (oksijen tiiketimi)
VO2: 11-15 mL / dak /
kg (%35-65 tahmin
edilir)

VE / VCO2 (dakika
havalandirma /

karbondioksit {iretimi):

egim 36-44.9

Pik (oksijen tiiketimi)
VO2:< 15 mL /dak / kg
(<%35 tahmin edilir)

VE / VCO2 (dakika
havalandirma /
karbondioksit {iretimi):
egim >45



N-terminal pro-beyin
natritiretik peptid plazma
seviyeleri (NT-proBNP)

Goriintiileme
(Ekokardiyogram, kardiyak
manyetik rezonans
goriintiileme)

Hemodinami

Beyin natriiiretik
peptidi (BNP): <50 ng
/L

N-terminal pro-beyin
natritiretik peptidi
(NT-proBNP): <300
ng/L

Sag atrium alani: <18
cm?

Perikardiyal efiizyon
yok

Sag atriyal basing: <8
mmHg

Kardiyak indeks: >2.5
L / dak / m?

Karisik vendz oksijen
doygunlugu
Sv02:>%65

Beyin natriiiretik
peptidi (BNP): 50-300
ng/L

N-terminal pro-beyin
natritiretik peptidi
(NT-proBNP): 300-
1400 ng/L

Sag atrium alani: 18-
26 cm?

Perikardiyal eflizyon
yok veya minimal

Sag atriyal basing: 8-
14 mmHg

Kardiyak indeks: 2.0-
24 L /dak/ m?

Karisik vendz oksijen
doygunlugu SvO2:
%60-65

Beyin natriiiretik peptidi
(BNP):>300 ng /L
N-terminal pro-beyin

natritiretik peptidi (NT-
proBNP): >1400ng/ L

Sag atrium alani: 18-26
cm?

Perikardiyal efiizyon

Sag atriyal basing: >14
mmHg

Kardiyak indeks: <2.0 L
[/ dak | m?

Karisik vendz oksijen
doygunlugu
Sv02:<%60
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Sekil 1. Pulmoner arteriyel hipertansiyon patogenezinde yer alan belirlenmis ve varsayilan
aracilar ve etki yollari. BMPR2: kemik morfogenetik peptit reseptori 2; VIP:
vazoaktif bagirsak peptidi; NO: nitrik oksit; RANTES: normal T hiicresi
ekspresyonu ve salgilanmasini aktivasyonunu diizenleyici; MCP: monosit kemo-
cekici protein; IL: interlokin; PDGF: trombosit tlirevli biiylime faktorii; EGF:
epidermal biliylime faktorii;, FGF: fibroblast biiylime faktorii; VEGF: vaskiiler
epidermal biiyiime faktorii; PDK: piruvat dehidrojenaz kinaz; PDH: piruvat
dehidrojenaz (Galie ve Ghofrani'den, 30).

Endotelin 1, nitrik oksit ve prostasiklin sinyal yolaklari, pulmoner arteriyel

hipertansiyon (PAH) i¢in onemli terapotik hedeflerdir. Bu hastalik, vazokonstriktor



endotelin 1'in yukar1 dogru regiilasyonu ve vazodilator nitrik oksit ve prostasiklin liretiminin
azalmasi ile karakterizedir. Endotelin 1 yolu, segici veya segici olmayan endotelin 1 reseptor
antagonistleri (ERA'lar) tarafindan bloke edilebilir; nitrik oksit yolu, fosfodiesteraz 5'in
(PDES) inhibisyonu veya siklik guanilat siklazin (sGC) uyarilmasiyla artirilabilir ve
prostasiklin yolu, prostanoid analoglarinin veya prostanoid olmayan IP reseptor

agonistlerinin uygulanmasiyla giiglendirilebilir (31).

Endotelin yolagi Nitrik oksit yolagi Prostaglandin yolagi
Pro-Endotelin L-Arjinin Arasidonik Asit
¥ ¥

Endotel

.
Prostasiklin
Prostosiklin
Analoglan

" DualERA | (epoprostenol, Prostanoid Olmayan P
(bosentan, (sildenafi, treprostinil, Reseptiir Analogu
macitentan) (riociguat) ) tadalafil) iloprost) (selexipag)

£

ET, . IP receptor
ot O
N/ @ TeAMP

Vasoko.ntr\kswon GTP— cGMP— GMP .

ve proliferasyon i Vazodilatasyon ve
Vasodilatasyon ve antiprolerasyon
antiproliferasyon

Sekil 2. Pulmoner arteriyel hipertansiyon tedavisinde kullanilan ilag reseptor ve etki
yolaklar: (Lau'den, 32). Fosfodiesteraz 5 in (PDES); Siklik guanilat siklazin (sGC);
Endotelin A (ETA); endotelin B (ETB); Endotelin 1 reseptor antagonisti (ERA).

2.2. Monokrotalin

Monokrotalin, Crotalaria spectabilis bitkisinin tohumlarindan elde edilen 11 iyeli
bir makrosiklik pirolizidin alkaloididir ve bitkinin Sekil 3’de morfolojik goriiniimii ve MCT
alkoloidinin kimyasal yapist sunulmustur. MCT alimin1 takiben PH belirtilerinin yani sira
pulmoner mononiikleer vaskiilit (hayvanlarin yaklasik tcte birinde akut nekrotizan
pulmoner arterit) ve SV hipertrofisi ile karakterize bir sendromu indiikler (33, 34). MCT'nin
pulmoner endotelyal hiicrelerini (33, 35) zedeledigi bildirilmis olmasina ragmen, MCT'nin
akciger toksisitesini baglattig1 kesin toksikolojik mekanizmalar belirsizligini korumaktadir.
Lee ve arkadaslari, MCT'ye maruz kalan pulmoner arteriyel endotelyal hiicrelerinin (PAEC)

genislemis bir Golgi aparati, endotelyal nitrik oksit sentazin yer degistirmesi ve hiicre



yiizeyindeki/caveolar nitrik oksidin azalmasi ile karakterize megalositozu gelistirdigini
gostermislerdir (36). MCT’ye maruz kalan endotelyal hiicreler, gesitli hiicre membran
proteinlerini etkileyen hiicre i¢i membran aligveris kesintilerine neden olur (37). Huang ve
arkadaslar1 MCT ile indiiklenen membran proteinleri kaybinin, proliferatif ve antiapoptotik
faktorlerin aktivasyonuna ve nitrik oksit sinyallesme serbestlesmesi ve akciger vaskiiler

degisikliklerine yol agtigini bildirmislerdir (38).
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Sekil 3. MCT’in elde edildigi Crotalaria spectabilis bitkisinin gériiniimii ve kimyasal
yapisi

Monokrotalin tek doz (60-80 mg/kg) subkiitan veya intraperitonel enjeksiyonu ile
siganlarda PH indiikklemek miimkiin ve genel bir uygulamadir (17). MCT'nin PH'a neden
oldugu mekanizma, sitokrom-P450 enzimi tarafindan karacigerde MCT metabolizmasini,
pulmoner vaskiiler endotel hasarini baslatan pirol tiirevlerini igerir (39). Endotel hasari,
vaskiiler liimenin daralmasi veya pargalanmasi ile karakterize olan, pulmoner vaskiilit ve
obstriiktif pulmoner vaskiiler yeniden modelleme igin ilk tetikleyicidir. PH'da pulmoner
vaskiilatiiriin histolojik incelemesi, intimal hiperplazi, medial hipertrofi ve adventeryal
kalinlasma gibi 6zellikleri gosterir (40). MCT modelindeki PH ayrica endotel hiicrelerinin
artan apoptozu, pulmoner arteriyel diiz kas hiicrelerinin (PASMC'ler) cogalmasi ve

PASMC'lerin apoptoza direnci ile karakterizedir (17, 33, 39, 41, 42).

MCT modeli arastirmacilar tarafindan yaygin olarak kullanilmaktadir, tekrarlanabilir
ve ucuzdur ve titiz teknik beceriler gerektirmez (17). Bu nedenle, bu modelin en biiyiik
faydalarindan biri, pulmoner vaskiiler remodeling siirecini ve patofizyolojisini anlamamiza
yardimc1  olmasidir. Bu ¢ogunlukla endotel hiicresi ve PASMC apoptozu ve
proliferasyonunun diizenlenmesinden sorumlu olan genlerde genetik mutasyonun roliinii

arastiran caligsmalarla gosterilmistir. Arastirmacilar, gende kemik morfogenetik protein



reseptoric 2'yi (BMPR-2) kodlayan ve proteinlerin doniistiiricii biiyiime faktorii siiper
ailesinin bir pargasini olusturan bir mutasyon kesfetmislerdir (43-46). Normal olarak
transforme edici bliyiime faktori-p (TGF-p) sinyallemesi, SMAD molekiillerinden iletilen
sinyaller ve TGF- ligandlariin TGF-p reseptoriine baglanmasiyla baslatilir (47-49). Daha
sonra, smad 2,3 veya smad 1, 5 ve 8 fosforile edilir ve ¢ekirdek'e yerlesen smad 4 ile
kolokalize edilir, burada hedef genlerin transkripsiyonunu modiile eder. Ayrica MCT
modelinin kullanimi ile TGF-y reseptorii, aktivin-A reseptorii benzeri kinaz-1 ve smad 3,4
ekspresyonunun MCT’ye maruz kalmis si¢anlarin akcigerlerinde azaldigi gosterilmistir. Bu,
MCT siganlarinin akcigerlerindeki tam BMPR-2 proteininin ekspresyonunda bir azalma ile
iligkilidir, bu da TGF-smad ve BMPR-2 sinyallemesinin insan PH ile paylasilan bir
karakteristik olan MCT kaynakli PH'da bozuldugunu gosterir (43-46). MCT modelinde
yapilan diger calismalar, PH'da gozlenen pulmoner vaskiiler yeniden sekillenmenin erken
evrelerinde hasar veren hiicrelerin (makrofajlar, dendritik hiicreler ve mast hiicreleri) ve
sitokinlerin (interlokin-6, interlokin-1) 6énemli roliinii vurgulamustir (50-52). Her iki antijen
sunan hiicrenin de makrofajlarin ve dendritik hiicrelerin PH'daki hasar verici yaniti
kolaylastirdigina ve bdylece pulmoner vaskiiler yeniden sekillenmeye katkida bulunduguna
inanilmaktadir. Mast hiicreleri, dogrudan vazoaktif etkilere sahip olmasi ve matris
metaloproteinazlarin artan liretimi ile yeniden modellemeyi uyarmasi 6nerilen 6zel miyeloid
hematopoietik hiicrelerdir. PH'daki hasarli hiicrelerde bunlarin tam rolii tam olarak

aydinlatilamamigtir (53-55).
2.3. Beta 3 Adrenerjik reseptor (B3AR)

Beta 3 adrenerjik reseptorler G proteini bagli reseptorlerdir. G proteini baglh
reseptorler (GPCR'ler), memeli hiicre fizyolojisinin nodal diizenleyicileridir, ¢linkii bunlar,
norohormonlar, duyusal uyaranlar ve iyonlar gibi ¢esitli ligandlardan heterotrimerik G
proteinleri yoluyla hiicre sinyalleri tiretir. Memeli B3AR, sekansi yaklasik 400-408 amino
asitten olusan tim GPCR'lerin tipik yapisina sahip bir proteindir. Reseptor yedi
transmembran domainli (TMD) olup hiicre disinda glikolize N-terminal kismi ve hiicre
icinde C- terminal alani1 bulunmaktadir (56). Ayrica, dordiincii hiicre i¢i alandaki Cys361
kism1 olup palmitoillenmistir ki bu 6zellik, reseptdriin agonist uyarimini takiben G proteini
baglanmasi ve adenilil siklaz uyarimi ile iliskili oldugu gosterilmistir (57). Farkli memeli
tiirleri arasindaki protein dizisi hizalamasi, B3AR amino asit dizileri arasindaki homolojinin

cogunun, 7-TMD'lerde ve hiicre i¢i dongiilerin membran-proksimal bolgelerinde

10



yogunlastigini gosterir. Ilging bir sekilde, B3AR protein sekans1 diger BAR (B1 ve B2AR)
izoformlar1 ile karsilagtirlldiginda, 7-TMD sekansinda yiiksek diizeyde bir homoloji
gbzlemlemek hala miimkiindiir, ancak hem {giincii hiicre i¢i dongiide hem de C-terminal
etki alaninda O6nemli bir sapma mevcuttur (58). Bu fark muhtemelen reseptorlerin
farmakolojik regiilasyonunu ve bunlarin bir ligand cevabini etkileyen ana faktorii temsil
eder. Bu baglamda hem B1 hem de 2AR'larin C-terminali serin ve treonin bakimindan
zengindir ve fosforilasyon yoluyla GPCR kinaz (GRK) aracili diizenlemeye tabi tutulur.
Dahasi, bu reseptorler ayn1 zamanda protein kinaz A (PKA) i¢in bir konsensiis sekansi i¢erir
(56). Dikkat cekici bir sekilde, B3AR bu alanlarin hepsinden yoksundur ve agonist kaynakl
duyarsizlastirma/azaltma diizenlemelerine karsi daha direnglidir. Son olarak, bu dizi
sapmalar1 ayn1 zamanda fizyoloji ve hastaliktaki goreceli rollerini belirleyebilen 3 BAR
izoformlar1 arasindaki diferansiyel ve hiicre i¢i sinyalleri (G protein-baglantis1 dahil)

destekler (58).
2.3.1. Kalp ve Damarlarda Beta 3 Adrenerjik reseptor

Kalpte, BAR hem fonksiyon hem de morfolojinin ana modiilatorlerini temsil ederler
ve bu nedenle kardiyovaskiiler sistemdeki en onemli molekiiler hedefler olarak kabul
edilirler (59-61). B3AR G proteinine bagli reseptoriin R7G siiper familyasina aittir ve primer
sekansta %40-50 benzerlige ek olarak diger beta-adrenerjik izotiplerle c¢oklu yapisal
ozellikleri paylasir (62, 63).

Kardiyovaskiiler Dokuda B3AR, B1AR ve B2AR'in aksine, reseptoriin C terminal
kuyrugundaki G proteinine kenetli reseptér kinaz (GRK) fosforilasyon bdlgelerinin
yokluguna bagli olarak kisa siireli homolog duyarsizlagmaya maruz kalmaz (64). Bu
nedenle, diger beta izotiplerden farkli olarak, B3AR, beta arrestinin giiclendirilmesi ve daha
sonra reseptoriin internalizasyonuyla baglantili olan ilerleyici eslesme ve etkinlik kaybina
daha az egilimlidir. GRK fosforilasyonu ile baglantili agonist ile indiiklenen
duyarsizlasmanin olmamasi, kimerik (yanilsamali) reseptorler kullanilarak kardiyak
miyositler baglaminda daha da kanitlanmistir (7). Bl izotipinden farkli olarak B3AR
epinefrine, norepinefrine gore daha yiiksek bir afiniteye sahiptir. B3AR'!n hiicre igi

sinyalleme efektorlerine baglanmasi, dokular ve hiicre tipleri arasinda degisir.

Damarlarda B3AR ekspresyonu, vaskiiler yataklar, damarlarin biiytikliigii ve tiirlere
gore farklilik gosterir. Baz1 damarlarda, B3AR hem vaskiiler diiz kas hiicrelerinde hem de

endotelyal hiicrelerde veya sadece endotelyumda ekspresyonu edilir. B3AR aktivasyonu
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genellikle vazorelaksasyon iiretmesine ragmen (bu kullanilan konstriksiyon oncesi ajana
bagli olsa da), B3AR"n hiicre i¢i efektorlere baglanmasi da hiicre tipine gore degisir. B3AR
vasodilatasyon yapici etkisi, vaskiiler diiz kas hiicrelerinde gozlenen f2AR'nin klasik cAMP
/ Protein kinaz A (PKA) damar gevsetici ectkisine benzer ve B3ARmin G-alfa-s'ye
baglanmasini diisiindiiren, pulmoner arterlerindeki cAMP seviyelerinde bir artisa baglanir
(7). Insan koroner diren¢ damarlarinda, B3AR ile indiiklenen gevsemeye NO ve Endotalyal
Kaynakli Hiperpolarizan Faktor (EDHF)'e bagh tepkilerin aracilik ettigini gosterilmistir
(65). EDHF’nin ne oldugu tam olarak bilinmesede bir olasi aract Na'™-K*-ATPaz.’in
aktivasyonu sonucu K*in hiicre disina ¢ikmasi sonucu hiicre i¢i hiperpolarizasyon
olusumudur (66). B3AR'In, Na*-K*-ATPaz’n betal alt birimini oksidatif S-glutatyonilleme
ile inaktivasyondan korudugu ve bdylece oksidan stres karsisinda pompa aktivitesini
korudugunu gosteren ilging calismalarda mevcuttur (67). Bu etki ayn1 zamanda akut
iskemide B3AR'in antioksidan etkilerini gdstermesi ile uyumlu bir durumdur (68). Bu 6zellik
hem NO hem de EDHF vazodilatér yanitlarinin yani sira altta yatan parankimal kardiyak
dokuya 6nemli parakrin koruyucu sinyalizasyonunun (6rnegin NO yoluyla) korunmasina
katkida bulundugu ifade edilmektedir ve Sekil 4’de yolaklar gosterilmektedir (69). Sekle
gore; B3AR agonistleri (veya endojen katekolaminler) kardiyak miyositlerde (CM), kardiyak
mikrovaskiiler (kilcal) endotelyal hiicrelerde (cEC), makrovaskiiler endotelyal hiicrelerde
(MEC) ve koroner arterlerden vaskiiler diiz kas hiicrelerinde (VSMC) B3AR'1 aktive eder.
CM ve EC'lerde, B3AR, sirasiyla kardiyak ve vaskiiler kasin otokrin (CM) veya parakrin
(EC'ler) gevsemesini iireten NOS ve down regiile olmus ¢oziiniir guanilil siklaz (sGC) /
siklik GMP (cGMP) / protein kinaz G (PKG) yolunu aktive eder. Baz1 damar yataklarinda
B3AR, damarlar1 dogrudan gevsetmek i¢in Adenilil Siklaz (AC) / siklikAMP (cAMP) /
proteinkinaz A'ya (PKA) da baglanir. Endotelyal hiicrelerde NO ile indiiklenen pro-
anjiyojenik etkilere ek olarak, bu vazorelaksiyon etkileri gelismis miyokard perfiizyonuna
katkida bulunur. CM'de B3AR, CM'deki ve fibroblastlar gibi komsu hiicrelerdeki antioksidan
etkilerle birlikte hipertrofik ve fibrotik yeniden sekillenmeyi onler ve bdylece diyastolik
dolumu korur. Ek olarak, endotelyal hiicrelerde reseptoriin aktivasyonu ve birgok hayvan
tiriinden elde edilen aortik ve direngli damarlarda dlgiilen endotele bagli gevseme, hem

nitrik oksit sentaz (NOS) bagimli hem de NOS bagimsiz yollara baglidir (70).
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Sekil 4. B3AR’lin kardiyak miyosit ve makrovaskiiler endotelyal hiicrelerdeki sinyal yollar
(Balligand'dan, 69)

Insan kardiyak biyopsilerinde B3AR ile NO iiretiminin benzer sekilde birlestigi
gozlenmistir (71). Hiicresel diizeyde, P3AR insan kardiyak miyositlerinde acikca ifade
edilmesine ragmen, reseptoriin ekspresyonu tiirlerden tiire degisir, farelerde diisiik
ekspresyonla, ancak siganlarda, tavsanlarda veya kopeklerde daha yiiksektir (12). Bununla
birlikte, iiretimin hastalik ile arttigini hatirlamak onemlidir (14). Insan ventrikiiler
biyopsilerinde, B3AR ile indiiklenen NO iiretimi, bogmaca toksine duyarli oldugu ve bunun
B3AR'!n G-alfa-i protein eslesmesine ve cGMP'nin NOS'a bagimli iiretimine baglandigt
ifade edilmistir (71). insan biyopsilerinde gozlemlenenlere benzer fonksiyonel bir tepki
veren seviyelerde insan B3AR't ozellikle kardiyak miyositlerde ekspresyonunu eden
transgenik fare modeli g¢alismasinda gosterilmistir (69). Reseptoriin, hipertrofik ve
hipertrofik olmayan kalplerde caveola ile zenginlestirilmis membran fraksiyonlarinda
caveolin 3, eNOS ve nNOS ile kolokalize oldugu (69). Ayn1 zamanda baska bir ¢alismada,
B3AR'!n sican yenidogan kardiyak miyositlerinde Ser1412 iizerinde fosforilasyon ve
Ser847'nin fosforilasyonu yoluyla nNOS'u aktive ettigini insan biyopsilerinde oldugu gibi,
bu B3AR ile indiiklenen post-translasyonel modifikasyonlar da G-alfa-i / o inhibisyonuna
duyarl oldugu gostermistir (72). B3AR'!n G-alfa-i'ye ek olarak (bazi durumlarda B2AR"in
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yaptig1 gibi) G-alfa-s’ye (ve Adenilil Siklaz / cAMP) baglanip baglanamadigi hala
¢oziilmemistir, ancak B3 AR"in spesifik alt hiicre boliimlerindeki efektorlerle birlikte uzamsal

baglamina bagl olabilecegi ifade edilmistir (69).
2.3.2. Beta 3 Adrenerjik reseptor Baglanma ve Fonksiyonu

Beta 3 Adrenerjik reseptor kasilma kuvveti iizerindeki etkilerine iliskin erken
calismalar, kontrolsiiz O6n yiikkleme kosullart olan ve yiiksek dozlarda agonistlerin
kullanildig1 izole kalp kas1 6rneklerinde gerceklestirilmistir. Bu kosullar altinda, BRL 37344
(1 mM'ye kadar) yiiksiiz insan Kkardiyak biyopsilerinde kasilma kuvvetinde bir azalma
meydana getirmistir (10). Benzer bir etki, birka¢ memeli ve hatta omurgali tiiriin 6zdes
modellerinde de tretilmistir (12, 73). B3AR'm ayirt edici bir 6zelligi, f1-2AR'm klasik
pozitif inotropik etkisine karsi ¢ikmak, boylece adrenerjik asir1 aktivasyonu onlemek i¢in
dengeleyici bir “fren” olarak hareket etmektir (10, 74). Bu, kullanilan tiirlere bagh olarak
(ve yukarida belirtildigi gibi B3AR ekspresyonu) bir miktar degiskenlik gosterse de birkag
grup tarafindan kardiyak preparatlarda dogrulanmistir (14, 75, 76). B3AR ayrica kardiyak
miyositler i¢cinde NO'dan ¢cGMP/PKG'ye bagli fosforilasyon yoluyla veya kardiyak
endotelden parakrinal olarak salinan kardiyak kas gevsemesini diizenleyebilir (77). Daha
sonra, birka¢ grup saglikli biiyiik hayvanlarda veya kalp yetmezligi modellerinde B3AR
agonistlerinin in vivo etkisini biraz farkli sonuglar ile incelemistir. Negatif inotropik etki
bulanlar (75, 78) ve bulmayanlar da (79, 80) mevcuttur. Tutarsizligin nedenleri muhtemelen
kullanilan agonistin tipini ve dozunu (karsit pozitif inotropik etkiler iireten yliksek dozda
belirsiz agonistler ile) ve yogun periferik vazodilatasyona karsi yeniden ortosempatik
reaksiyonun kontroliinii igerir (79). Bir ¢alisma, saglikli koyunlarda kiigiik bir negatif
inotropik etki oldugu, ancak kalp yetmezligi olan koyunlarda inotropik parametrelerin
iyilestirildigi sonucuna varmustir (80). Bu, hiicre i¢i Na* igerigini azaltabilecek basarisiz kalp
miyositlerinde Na*-K*- ATPaz fonksiyonunun korunmasina baglandi. Ilging bir sekilde, Na*
iceriginde ve ge¢ Na* akiminda azalma, 6zellikle korunmus ejeksiyon fraksiyonu (HFpEF)
ile kalp yetmezliginde faydali olacak sekilde gevsemeyi arttirmak igin Onerilmistir (81).
Miyosit EC ve B3AR eslesmesinin dogrudan diizenlenmesine ek olarak, koroner
endotelyumdan parakrin etkileri yoluyla kardiyak fonksiyonu diizenleyebilecegi ifade
edilmistir. B3AR NO saldig1 i¢in, NO salim yapan diger agonistlerinkine benzer etkiler

(gevseme gibi) Ongoriilebilir (82). B3AR, bazi tiirlerde pulmoner vazokonstriksiyonu
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hafifletmeye ve kilcal damar dncesi pulmoner hipertansiyonu azaltmaya katkida bulunacak

olan pulmoner arteriyel vaskiilatiirde de ekspresyonu edilir (83, 84).
2.3.3. Beta 3 Adrenerjik reseptor ve Kalp Yeniden Modellenme

Kalbin ana islevi hem normal hem de stres kosullar1 sirasinda taleplerini karsilayan
periferik organlarin perfiizyonunu korumaktir. Bu gorevi artmig on yiikk veya son yiik
varliginda gerceklestirmek i¢in, kalp ve bireysel kardiyomiyositler siklikla hipertrofi olarak
adlandirilan bir durum olan genisleme gegirir. Kardiyak hipertrofi, en azindan baslangigta
sarkomerlerin artisina paralel olarak kasilmayr arttirir. Ek olarak, sol ventrikiil duvar
kalinligindaki artislar Laplace yasasini takiben sol ventrikiil duvar stresini azaltir ve boylece
kalp verimliligini korur. Kardiyak hipertrofiye metabolizma, kontraktilite ve
kardiyomiyositlerin hayatta kalmasinin indiikledigi gen ekspresyunundaki degisiklikler eslik
eder. Iki tip hipertrofi vardir: fizyolojik ve patolojik. Her iki hipertrofi tipi baslangicta
kardiyak strese adaptif bir cevap olarak gelisir, ancak altta yatan molekiiler mekanizmalar,
kardiyak fenotip ve prognoz agisindan biiyiik farkliliklar gosterirler. Fizyolojik hipertrofide
zamanla kalp fonksiyonu devam ederken, patolojik hipertrofide, kalp yetmezligi, aritmiler
ve Olim gibi olumsuz kardiyovaskiiler olaylar eslik eder. Patolojik hipertrofide kardiyak
fenotip degisir ve korunmus ejeksiyon fraksiyonlu (HFpEF) kalp yetmezligi veya azaltilmis
ejeksiyon fraksiyonlu (HFrEF) kalp yetmezligi olarak ortaya ¢ikabilir (85).

Kalbin sol veya sag ventrikiiliinde farkli nedenlerden dolay1 hipertrofi gerceklesir.
Pulmoner hipertansiyon gibi patolojilerde sag ventrikiil hipertrofisi eslik etmektedir.

B3AR’lerin kardiyak hipertrofi ile ilgili iliskisi ise asagidaki gibidir:

Remodeling’e aracilik etmede NOS'un nedenselligi, in vitro ve in vivo inhibitorlerle
incelenebilir. Izole kardiyak miyositlerde, NOS inhibisyonu, birka¢ nérohumoral agoniste
yanit olarak hipertrofiden korumay1 kaldirmaktadir. PKG inhibitorleri ile benzer sonuglar
elde edilmis ve bu da korumanin cGMP/PKG yolunun down regiilesinin, NOS tarafindan
aracilik edilecegini diistindiirmektedir. PKG aracili koruma i¢in olast mekanizmalar
arasinda, son calismalar, gecici reseptor potansiyel katyon kanali 6'nin (TRP-C6) yan sira
Kalsiyum-Kalimodulin ve Aktif T hiicrelerinin niikleer faktorii (NFAT) pro-hipertrofik yol
G Protein Sinyal Regiilatorii 2/4 (RGS2/4) modiilasyonunu tanimlamistir (86). Benzer
sekilde, B3AR aktivasyonunun yararli etkilerine, egzersiz ve iskemi / reperfiizyonda sirasiyla
genetik olarak eksik fareler kullanilarak tanimlandigi gibi nitrosotiyollerin (87) veya nNOS

ve eNOS (88) aktivasyonu yoluyla aracilik edildigi gosterilmistir.
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3. GEREC ve YONTEM

Planlanan c¢aligma gruplar etkisini arastirdigimiz B3AR agonisti Mirabegron’un
olusturdugumuz grup 1 PH modelinde hastaligin olusumunu ve olusan hastaligin
gerilemesine etkisinin arastirilmasina uygun olarak bes grup olarak planlanmistir. Calisma
Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi Farmakoloji Anabilim Dalin’da
gerceklestirilmis (Resim 1) olup KTU BAP birimi tarafindan TYL-2020-8493 nolu proje ile

desteklenmistir.
3.1. Calisma Grubu

1. Kontrol (n=7)

2. MCT_14 (n=10) (Monokrotalin uygulamas1 sonrasi 14 giin)

3. MCT_28 (n=10) (Monokrotalin uygulamasi sonrasi 28 giin)

4. MCT_14 MRB_14 (n=10) (Monokrotalin uygulamasindan 14 giin sonra, 14 giin
Mirabegron uygulamasi)

5. MCT_28 MRB_14 (n=10) (Monokrotalin uygulamasindan 28 giin sonra, 14 giin

Mirabegron uygulamast)

Resim 1. Deneyin gergeklestigi laboratuvar

3.2. Malzemeler ve Deneyin Yapilisi

1. 230-470 gr aras1 47 adet Rat (Sprague Dawley)
2. Ksilazin 25 ml (Vet Ilag)

16



3. Ketamin 500 mg 4 flakon (Pfizer ilaglar1 Ltd.Sti.)

4. MCT 1 gr (Sigma-Aldrich)

5. Kan basing 6l¢tim sistemi (PE 50 kaniil ve Harvard Apparatus Kan Basing
transduser)

6. MRB (Selektif B3AR agonisti) (Betmiga 50 mg/ 30 tablet toplam 10 kutu
ASTELLAS PHARMA)

7. Karboksi Metil Seliiloz

8. Biopac Student Lab System MP35 (Biopac Systems Inc, USA)

9. Bidistile su cihazi (Sartorius Stedim Arium pro UV)

10. Data kayit sistemi (BIOPAC recording system MP35)

11. Analysing Research 5 (Olympus Soft Imaging Solution, Almanya)

12. Vorteks (ISOLAB)

13. Hassas Terazi (Ohaus Pioneer)

14. Cerrahi forseps ve vaskiiler klemp (F.S.T.)

15. LEICA RM 2255 model mikrotom (Nussloch, Germany)

16. Olympus DP 71 (Japan) kameral1 151k mikroskobu (Olympus, BX51, Japan)

17. Buzdolabi (Argelik)

18. Ultrasonik 1siticil1 karistirict

19. Diger sarf malzemeleri (Eldiven, enjektor, lam, lamel, parafin, %0,9 izotonik

serum, heparin, formalin %10 ¢ozeltisi, hematoksilen & eosin boyasi)

Calismada olusturulan gruplardan birinci grup; kontrol grubu olup herhangi bir ilag
uygulamasi yapilmamustir, ikinci grupta 60 mg/kg tek doz intraperitoneal (ip) MCT
uygulamasini takiben 14 giin sonra, tiglincii grupta ise 28 giin sonra hemodinamik 6l¢timler
yapilmustir. Dordiincii grupta tek doz MCT uygulamasindan 14 giin sonra 14 giin MRB
uygulandiktan sonra, besinci grupta ise MCT uygulamasindan 28 giin sonra 14 giin MRB

tedavisinden sonra hemodinamik dl¢iimler yapilmustir.

Tiim hayvanlar tedavi sonrasi akciger ve kalp incelemesi i¢in organlar1 ¢ikartilip
sakrifiye edilmistir. Sakrifikasyon oncesi; 60 mg/kg Ketamin ve 10 mg/kg Ksilazin ile
anestezi uygulanip, sag a. carotis interna'dan (Resim 2) PES50 kaniil ile kaniilasyon yapilarak
sistemik arter basinci, basing transdiiseri kullanilarak monitorize edilmistir. Ayrica yine sag
v. jugularis eksterna'dan sag ventrikiil kateterizasyonu (Resim 2) yapilarak ise pulmunor

arter basincint yansitan sag ventrikiil basinci OSl¢iilmiistiir. Calisma boyunca ratlarin
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normotermik (37 °C) olmasi i¢in uygun ¢evre kosullar1 saglanmistir. Torakotomi yapilarak
kalp ve akciger cikartilip %10 formolin ile yikanarak fikse edilmistir. Kalp dokularinda
Fulton indeks 6l¢limii igin sag ventrikiil duvari, sol ventrikiil ve septumdan ayrilarak (Resim
3) hassas terazi ile olgiildii. Pulmoner arterlerden 5 mikrometrelik kesitler alinarak
hematoksilen & eosin boyasi ile boyanarak 11k mikroskobunda incelendi. Her bir pulmoner

arterin muskuler tabakasinin kalinligi morfometrik olarak 6l¢iilmiistiir (89-91).

,“'\'\‘
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Resim 2. Kateterizasyon. (a) Sag v. jugularis eksterna. (b) Sag a. carotis interna ve sag v.
jugularis eksterna kateterizasyonu.
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Resim 3. Sag ve sol ventrikiil ayirma

3.3. Monokrotalin ve Mirabegron Hazirlama

MCT toz halinde oldugu i¢in Deney hayvanlarina intraperitoneal (ip) olarak
uygulanacag i¢in 6nce Deney hayvanlarinin agirliklarina gore 60 mg/kg olacak sekilde %5
Etanolde 1sitilarak (35-39°C) ve maksimum 10 mg/ml igerisinde hazirlanip ip seklinde

uygulanmigtir.

Calismada kullanmis oldugumuz mirabegron etken maddesi, Betmiga ticari markali
50 mg uzun salinimli tabletler seklinde oldugu i¢in Deney hayvanlarina oral gavaj yolu ile
uygulanmasi i¢in havanda kirilip toz haline getirilmistir daha sonra %0,25’lik Karboksi
Metil Seliiloz ve distile su ile her bir denek i¢in 2,5 ml olacak sekilde hazirlanmis ve oral

gavaj olarak uygulanmistir.
3.4. Kateterizasyon

Kateterizasyon islemi Oonce karotis daha sonra ise juguler ven kateterizasyonu
seklinde yapilmistir. Karotis kateterizasyonu yapmak i¢in anestezi sonrasi ciltalti dokular ve
en alttaki karotise ulagtiktan sonra etrafindaki doku ve vagus sinir baglantilari temizlenerek
once damarin st kismi 4.0 cerrahi iplikle en az ii¢ diigiim olacak sekilde baglandiktan sonra

inferior kismi klemlenmistir. Klemplenme isleminden sonra 22 G’lik igne ile delme islemi
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gerceklestirilmis ve daha sonra P50 kateter damara i¢ine yerlestirilerek cerrrahi 4.0 iplikle
sabitlenmis ve klemp ¢ikartilarak akim saglanmig ve basing dl¢limii gerceklestirilmistir
(Resim 4). Juguler ven kateterizasyonu da benzer sekilde gerceklestirilmis fakat siiperior
kismina diigiim attiktan sonra inferior kismia klemp yerlestirilmemistir. Damara P50
kateterizasyonu ile girdikten sonra yavas bir sekilde ilerleyerek sag ventrikiile girilmistir.
Sag ventrikiile dogru bir sekilde girildigi hem basing trasesinden hem de damar iginde
ilerlerken ¢ok diisiik basin¢ oldugu i¢in (sifira yakin) kateter icine herhangi bir kan geri
kacmas1 yasanmazken sag ventrikiile girildigi zaman kateter i¢ine kan geri kagmakta ve

ventrikiil atim1 hissedilmektedir (Resim 5).

- ';:.'.'v'. R, T B k,. w';;:':‘:%
Resim 4. Karotis kateterizasyonu. (a) Sag a. carotis interna Kkateterizasyon igin
temizlenmesi. (b) Sag a. carotis interna kateterizasyonu.
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Resim 5. Sag v. jugularis eksterna kateterizasyonu. (a) Sag v. jugularis eksterna yerinin
gosterilmesi. (b) Sag v. jugularis eksterna nin kateterizasyon igin temizlenmesi.
(c) Sag v. jugularis eksterna’nin kateterizasyonu.

3.5. Kalibrasyon ve Ol¢iim

Basig transduserinin kalibrasyon ayar1 yapilmadan dnce kateter ve kanallar

heparinli %0,9 luk serum fizyolojik ile doldurulmustur. Kalibrasyon ayar1 asagidaki

basamaklar seklinde yapilmistir;

MP35 kayit cihazinin yazilimi olan BSL programi yeni kayit olarak acilir.
Transdusererin bagli oldugu kanal numaralari arterial basing olarak segilir.
Secili kanallarara istediginiz bir isim verilir (Ornegin, Karotis gibi)

MP35 sekmesi segilir ve set up channels ekranindan ilgili kanalin ayarlar
simgesinin oldugu bolme segilir.

Agilan set up ayarinda scalling se¢ilir ve agilan ekranda cal 1 kisminin scale
value degeri 0 ve cal 2 kisminin scale value degerine 100 yazilir. Cal 1
kismin input value degeri i¢in cal 1 sekmesine ¢ift tiklama yapilarak
otomatik olarak kateterin (igi 250 TU/ml heparin ve %0,9 serum fizyolojik
dolu) mevcut durumdaki basing degeri hesaplanir. Cal 2 input degerine ise
manuel olarak otomatik kalibreli transduser numarasina (transduser baglanti
kablosunda yazmaktadir) cal 1 input degeri pozif ise eklenir, negatif ise
cikartilarak hesaplanan deger yazilir.

Kayit baglatilirken start imgesine tiklanir ve eger yeni dosyadan agildi ise
uyar1 gelmez fakat baska bir dosya lizerinden agip kalibrasyon yapildi ise
bir uyar1 gelir bu uyarida replace yeni kayit yapar fakat revert agilan dosya

tizerine kayit islemini devam ettirir.
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Kalibrasyon islemini gergeklestirdikten sonra denek hemodinamik paremetrelerin
Ol¢limiindi ise;

Anestezi yapildiktan sonra sigan sirt iistii yatirilip ¢ene orta hizasindan 5-7 cm kadar
kesi islemi yapildi. Kesi yapildiktan sonra dnce Sag a. carotis interna Kateterizasyonu
yapilip kayit cihazi 6l¢iim i¢in baslatildi. Bes-On dakika kadar kayit yaptiktan sonra Sag v.
jugularis eksterna kateterizasyonu gergeklestirdik. Her iki kataterizasyon islemi yapilip
kayit alma islemini bir siire daha devam ettirdik (10-15 dk). Kayit islemi gergeklestirildikten
sonra akciger ve kalp ¢ikartilarak doku ornekleri ve gerekli incelemleri gergeklestirdik
(akciger doku 6rnegi, kalp ventrikiil hipertrofi i¢in agirlik 6l¢iimii). Daha sonra elde edilen
hemodinamik paremetrelerin basi¢ degerlerini en az bes dakikalik (300 sn) kayitlardan
ortalama olarak 6lgtiik. Her bir grup i¢in dlgiilen karotis ve sag ventrikiil traselerine ait 4

sn’lik goriintiiler Resim 6-10’da sunulmustur
3.6. Histolojik Inceleme

Her bir denekte sakrifikasyon sonrasi trakea, bronsial bifurkasyonun 5 mm iizerinden
kesilerek akcigerler disart alindi. 50 mililitrelik enjektor igindeki %10 luk formalin
sollisyonu; bifurkasyodan kesilen sol ana brons icine yerlestirilen kaniil yardimiyla pasif
olarak sol akcigere verildi. Sol akcigerler %10 luk formalin soliisyonu iginde tespit
edildikten sonra artan dereceli alkol serilerinden gecirilerek dehidrate edildi. Ksilenle
seffaflastirilarak parafin bloklara gomiildii. Elde edilen parafin bloklardan yar1 otomatik
mikrotom ile 5 mikrometre (um) kalinliginda kesitler alinarak Hematoksilen & Eozin (H&E)
boyasi ile boyandi. Elde edilen preparatlar, 151k mikroskobunda X 400’liik biiyiitmede
degerlendirilerek mikroskoba entegre kamera ile fotografland1 ve Olgiimler Analysing
Research 5 programi kullanilarak yapildi. Her akcigerde dort kadranda capt 50 pm’den
biiyiik 10 adet ve 50 um’den kii¢lik 10 damar degerlendirmeye alindi. En uzun/en kisa ¢ap
oran1 2’den biiylik olan, tam sirkiiler sekilde olmayan veya damar duvarinin 1/4’tinden
fazlasi kollabe olan damarlar degerlendirmeye alinmadi. Degerlendirmeye alinan her damar
icin damar liimen ¢ap1 ve dis elastik membran smirlar1 baz alinarak damar dis ¢api
belirlendikten sonra damar duvar kalinlig1 [(Dis ¢ap-liimen ¢api) / 2] ve okliizyon skoru (100
X (dis ¢ap-liimen ¢ap1) / dis ¢ap) ayr1 ayri hesaplandi (92).
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3.7. istatistiksel Analiz

Calismadan elde edilen interval verilerilerden sag karotis ve sag ventrikiil
basinglarinin ortalama degerleri, fulton indeksi (sag ventrikiil agirligi / sol ventrikiil +
septum agirlik oranlar1), pulmoner arter okliizyon skoru ve pulmoner arter medial tabaka
kalinlik degerleri gruplara gore normal dagilip dagilmadigma bakildi ve normal dagilim
gosterenler ANOVA ile normal dagilim gostermeyenler ise Kruskall Wallis Varyans Analizi
testi uygulanarak SPSS programi ile gruplararasi anlamli bir farkliligin olup olmadigina
bakildi, p<0,05 anlamlilig: ile degerlendirildi. Bagimli verilerden deney hayvanlarinin Kilo
degisimi, baslangic ve islem oncesi 6l¢iim degerlerinin normal dagilim gosterip gostermeme
durumuna gore; normal dagilim gosterenler iki Es Arasindaki Farkin Onemlilik Testi (t testi)
ile normal dagilim gdstermeyenler ise Non-Parametrik testlerden Wilcoxon testi
uygulanarak degerlendirilmistir. Uygulanan testlerde ve grafiklerde ortalama degerler ve

standart sapmalar kullanilmstir.
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4. BULGULAR

Elde edilen verilerden baslangi¢ agirliklari, 6l¢iim esnasindaki agirliklari, sag ve sol
ventrikiil agirliklari, fulton indeksi, ortalama sag ventrikiil basinci ve ortalama karotis basing
Ol¢tim verileri sirastyla Tablo 4-8’de, gruplara ait basing trase 6rnekleri ise Resim 6-10’da

sunulmustur.

Tablo 4. Deney gruplarinin agirlik degisimine ait veri ortalamalar1 ve standart sapmalari

Baslangic agirhik (gr) Olciim 6ncesi agirhk (gr)

Grup N Ortalama + (SD) N Ortalama * (SD)
= Kontrol 10 253.88+22.50 [ 256.43+21.87
i_* MCT _14 10 367.70 £19.34 10 365.80+27.17
T MCT_28 10 3692044347 10 377.30+47.94
& MCT 14 MRB_14 10 379.20+23.28 7 309.50+50.20
= MCT 28 MRB 14 10 368.40+37.12 7 327.40+41.22

Tablo 5. Sag ve sol ventrikiil agirliklar1 ve fulton indeksi ortalamalar1 ve standart sapmalari

Sag ventrikiil (gr) Sol ventrikiil (gr) Fulton indeksi

Grup N Ortalama=SD N Ortalama+SD  Ortalama + SD
& Kontrol 7 0.16+0.03 7 0.56+0.08 0.29+0.03

= < MCT_14 10 0.21+0.03 10 0.72+0.06 0.30+0.03

? % MCT_28 10 0.26+0.04 10 0.73+0.08 0.36+0.03
® £ MCT_ 14 MRB 14 7 0.23+0.06 7 0.78+0.09 0.29+0.05
~  MCT 28 MRB 14 7 0.25+0.02 7 0.68+0.07 0.38+0.05

Tablo 6. Sag ventrikiil ve karotis arter basing degerlerine ait veri ortalamalari ve standart

sapmalar1
Sag ventrikiil Karotis arter
Grup N Ortalama + SD N Ortalama + SD

Kontrol 6 6.67+2.12 7 79.89+11.10

3% MCT_14 6 6.13+0.83 7 80.42+11.63
% 2 MCT_ 28 6 14.95+5.23 7 76.09+9.17
=53 MCT_14 MRB_14 6 6.23+1.86 7 80.56+13.61
MCT 28 MRB 14 6 12.66+4.88 7 73.79+14.7
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Tablo 7. Deney grup bireylerinin histolojik dlgtimlerine ait ortalama veriler*

Grup No Pulmoner arter duvar kalinhgi OKkliizyon yiizdesi
1 4.06 7.81
2 3.45 8.02
3 3.15 7.08
4 4.64 8.86
5 4.69 8.30
Kontrol 6 5.30 7.47
1 8.94 17.42
2 11.46 20.25
3 9.69 19.71
4 9.50 20.35
5 10.23 26.39
MCT_14 6 9.27 21.56
1 11.53 25.12
2 11.91 23.19
3 12.7 21.6
4 11.2 27.3
MCT_14_MRB_14 5 11.7 19.7
1 15.36 42.72
2 14.39 46.42
3 14.31 43.61
4 13.86 74.92
5 14.47 45.89
MCT_28 6 15.15 47.07
1 10.88 25.10
2 11.72 23.33
3 11.40 26.29
4 12.62 21.65
MCT_28_MRB_14 5 10.85 23.69

*: Ortalama veriler; herbir grup bireyinin 40 farkli damar 6l¢iimiinden elde edilmistir

Tablo 8. Gruplarin histolojik dl¢iimlerine ait veri ortalamalari ve standart sapmalari

Pulmoner arter damar kalinhig1 (um) Pulmoner arter okliizyon yiizdesi
Grup N Ortalama + SD N Ortalama + SD
Kontrol 6 4.22+0.82 6 7.92+0.63
MCT _14 6 9.85+0.90 6 20.95+2.99
MCT 28 6 14.59+0.56 6 45.61+2.03
MCT_14 MRB_14 5 11.81+0.56 5 23.38+2.96
MCT 28 MRB 14 5 11.49+0.73 5 24.01+1.77
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Grup i¢i agirlik degisimi; deney baslangic agirliklar ve 6l¢lim zamani agirliklart

yoniinden karsilagtirilmistir. Olgiimler arasinda bir fark olup olmadig1 énce herbir grup, iki

Ol¢iim agisindan normal dagilip dagilmadigina bakildi. Gruplardan MCT_28 MRB_14

grubu normal dagilim gostermedigi i¢in (p<0.05) Wilcoxon igaret testi ile diger gruplar ise t

testi ile anlamli farkliligin olup olmadigi degerlendirildi ve MCT_28_ MRB_14 grubunda iki

Olctim arasinda p<0.05 ile anlaml1 farklilik gostermis olup sonuglar Sekil 5°de sunulmustur.

450 A

Agirlik Degisimi W Baslangic_gr m Olgim_gr
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Kontrol MCT_14 MCT 28  MCT_14+MRB_14MCT_28+MRB_14

Sekil 5. Gruplara ait agirlik degisimlerinin karsilastiritlmasi. Grafikte ortalama deger ve £SD
degerleri kullanilmistir. *: Baslangi¢ agirligina gore grup iginde anlamli farkliligi

isaret etmektedir.
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Sag ventrikiil agirliklar1 arasinda herhangi bir farklilik olup olmadigini; 6nce
verilerin normal dagilip dagilmadigina homejenite testi ile baktik. Daha sonra tim grup
verileri p<0.05 oldugu, yani normal dagilim gostermedikleri i¢in Non-Parametrik testlerden
Kuruskal-Wallis testi uyguladik. MCT_28 ve MCT_28_MRB_14 grubu verileri p<0.05 ile

kontrol grubu verilerine anlamli farklilik géstermis olup sonuglar Sekil 6’de sunulmustur.

Gruplarin sol ventrikiil agirliklart arasinda herhangi bir farklilik olup olmadigini;
once verilerin normal dagilip dagilmadigina baktik, daha sonra tiim grup verileri p>0.05
oldugu, yani normal dagilim gosterdikleri igin ANOVA testi uyguladik ve gruplar arasinda

p=0.392 ile anlaml1 farklilik olmadigin1 bulunmus olup sonuglar Sekil 6’de sunulmustur.

Fulton indeksi karsilastirmasinda tim grup verileri p<0.05 ile normal dagilim
gostermedikleri igin Non-Parametrik testlerden Kuruskal-Wallis testi uyguladik. Kontrol
grubu ile MCT_28, MCT_28_MRB_14 grubu ve MCT 14 ile MCT 28 gruplar1 verilerinin

p<0.05 ile anlamli olarak farkli oldugunu bulunmus olup sonuglar Sekil 6’de sunulmustur.

Hipertrofi
1,00
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0,80 T [
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0,60
0,50
*
o0 *
0,40 +
: T
*
0,30 T i 0,36 | « @
0,29 0,30 S 0,29
0,20 (=)
L _
0,10 o
9
0,00 =
Kontrol MCT_14 MCT 28  MCT_14+MRB_14MCT_28+MRB_14
M Sag ventrikil  ® Sol ventrikil Fulton indeksi

Sekil 6. Gruplarin ventrikiil hipertrofisi yoniinden karsilastirilmasi. Grafikte ortalama deger
ve £SD degerleri kullanilmistir. *: Kontrol grubuna gore, +: MCT 14 grubuna gore
anlaml farkliligini isaret etmektedir.
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Gruplarin sag ventrikiil basinglar1 arasinda herhangi bir farklilik olup olmadigini;
verilerin normal dagilip dagilmadigina baktik. Tiim grup verileri p>0,05 oldugu i¢in yani
normal dagilim gosterdikleri i¢in ANOVA testi uyguladik, gruplar arasinda p<0,05 ile
anlamli farklilik oldugu ve homojen oldugu i¢in (p>0,05) Post Hoc testlerinden Bonferroni
testi uyguladik. Test sonucu p<0,05 ile MCT_28 ile kontrol grubu arasinda anlamli fark

oldugunu bulunmus olup sonuglar Sekil 7°de sunulmustur.

) Sag Ventrikll Basinci

20

15

mmHg

10

Kontrol MCT_14 MCT 28  MCT_14_MRB_14MCT_28_MRB_14

Sekil 7. Sag ventrikiil basing degerlerinin gosterilmesi. Grafikte ortalama deger ve =SD
degerleri kullanilmistir. *: Kontrol grubuna gore anlamli farkliligi isaret
etmektedir.

Karotis basinglar1 arasinda herhangi bir farklilik olup olmadigini; 6nce verilerin
normal dagilip dagilmadigina baktik. Daha sonra tiim grup verileri p>0,05 oldugu i¢in yani
normal dagilim gosterdikleri icin ANOVA testi uyguladik ve gruplar arasinda p>0,05 ile

anlamli farklilik olmadigini bulunmus olup sonuglar Sekil 8’de sunulmustur.
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Karotis Arter Basinci
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Sekil 8. Karotis arter basinci ortalamasi degerlerinin gosterilmesi. Grafikte ortalama deger
ve £SD degerleri kullanilmistir.

Ortalama pulmoner arter damar duvarlari kalinligi arasinda herhangi bir farklilik olup
olmadigini; 6nce verilerin normal dagilip dagilmadigina baktik. Daha sonra tiim grup verileri
p>0,05 oldugu i¢in yani normal dagilim gosterdikleri icin ANOVA testi uyguladik. Gruplar
arasinda p>0,05 ile anlaml1 farklilik oldugu ve dagilim homojen oldugu icin (p>0,05) Post
Hoc testlerinden Bonferroni testi p<0,05 ile tiim gruplarin kontrol grubuna gére anlamli
farklilik gosterdigini bulduk. Ayrica; MCT_14 ve MCT_28 gruplari diger tiim gruplar ile
MCT_14 MRB 14 ve MCT 28 MRB 14 gruplar1 MCT 14 ve MCT 28 gruplan

aralarinda anlamli farklilik bulunmus olup sonuglar Sekil 9°da sunulmustur.
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Sekil 9. Deney hayvanlarina ait pulmoner arter damar duvari kalinhigi degerlerinin
gosterilmesi. Damar kalinligi, (damar dis ¢ap-limen ¢ap1)/2) seklinde
hesaplanmistir. Grafikte ortalama deger ve +£SD degerleri kullanilmigtir. *:
Kontrol grubuna, **: MCT_14 grubuna, ***: MCT_14 MRB_14 grubuna,
+:MCT_28 grubuna, ++: MCT_14 _MRB_28 grubuna gore anlamli farklilig
isaret etmektedir.

Pulmoner arter damar okliizyon yiizdesi degerleri arasinda herhangi bir farklilik olup
olmadigini ise; verilerin normal dagilip dagilmadigina baktik. Tiim grup verileri p>0,05 ile
normal dagilim gosterdikleri igin ANOVA testi uyguladik ve gruplar arasinda p>0,05 ile
anlaml farklilik ve dagilimim homojen olmasindan dolay1 (p>0,05) Post Hoc testlerinden
Bonferroni testi yaptik ve p<0,05 ile tiim gruplarda kontrol grubuna gore anlamli fark oldugu

bulunmus olup sonuglar Sekil 10°da sunulmustur.

Ayrica histopatolojik olarak dokularin goriintiileri incelendiginde; kontrol grubu
akciger kesitlerinde damarlarin normal yapida oldugu ve tunika adventisyalarinda az sayida
hiicre, MCT_28 grubunda belirgin, MCT_14 ve MCT_28 MRB_14 gruplarinda ise hafif
olmak {izere; damarlarin tunika adventisyalar1 ve c¢evrelerinde inflamatuvar hiicre

infiltrasyonu bulgularina rastlanmig olup goriintiiler Resim 11’de sunulmustur.
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Sekil 10. Pulmoner arter okliizyon yiizdesi degerlerinin gosterilmesi. Okliizyon yiizdesi,
(100 x (d1s gap-liimen ¢ap1) / dis ¢ap) seklinde hesaplanmistir. Grafikte ortalama
deger ve £SD degerleri kullanilmistir. *: kontrol grubuna, +: Diger tiim guruplara
gore anlamli farkliligini isaret etmektedir.
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Resim 11. Deney gruplarina ait x400 biiyiitmeli histolojik goriintiiler. (A) Kontrol, (B)
MCT_14, (C) MCT_28, (D) MCT_28 MRB_14 ve (E) MCT_14 MRB_14
grubunu ait gorlintiillerdir. “Ok” Damarlarin  tunika adventisyalar1 ve
gevrelerinde inflamatuvar hiicre infiltrasyonunu gostermektedir. Histolojik
incelemeler Hematoksilen & Eozin boyamasi ile yapilmustir.
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5. TARTISMA

Bu calismada, PB3AR selektif agonisti olan MRB’nin Pulmoner Arterial
Hipertansiyon sigan modeli olusturularak hastaligin belirtilerinden olan pulmoner arter
basing artisi, sag ventrikiil hipertrofisi ve pulmoner arter medial tabaka hipertrofisi lizerine

diizeltici bir etkisinin olup olmadig1 aragtirilmistir.

Elde edilen verilerden sag ventrikiil basin¢larinda, model olusturmak i¢in uygulanan
MCT 60 mg/kg tek doz uygulamasini takiben 28 giin sonra (15 mmHg) kontrol grubuna gore
(7 mmHg) anlamli bir sekilde sag ventrikiil basing artis1 ortaya ¢ikmustir (Sekil 7). Sztuka
ve arkadaslarinin yapmis oldugu meta analiz ¢alismasinda pulmoner hipertansiyon hayvan
modellerinde MCT 60 mg/kg uygulamasini takiben basing Olgiimler 28 giin sonra sag
ventrikiil sistolik basing ortalamasini 32,97 mmHg (28.75-37.18 mmHg) olarak bulmus olup
(93) bizim bulgularimiz daha diisiik olup kontrol grubuna gore fark ise 10-45 mmHg
arasinda degigmektedir. Bizim bulgularimizda ise fark 8 mmHg dir. Pankey ve
arkadaglarinin yapmis oldugu ¢aligmada ise pulmoner arter basincin1 56 mmHg gibi yiiksek
bulmakla birlikte kontrol grubunun degeri ise 22 mmHg’ dir (94). Yapilan ¢alismalarda
basing farklililarinin goriilmesi 6lgiim yapilan deney diizeneklerinden kaynalanabilmekte
olup kontrol ve MCT uygulan grup arasinda anlamli farkliligin olusmasi modelin olusumunu

desteklemektedir.

Yaptigimiz bu ¢aligmada, tedavi amagh verdigimiz MRB 50 mg/giin sag ventrikiil
basincint MCT_28 grubunda 15 mmHg iken MCT_14 MRB_14 grubunda 13 mmHg
degerlerin bulunmustur (Sekil 7). MRB daha once grup 1 PH modelinde ¢alisilmamakla
birlikte Ana Garcia-Alvarez ve arkadaslari tarafindan, MRB 100 mg/giin olarak, elma i¢inde,
14 giin boyunca besleyerek grup 2 PH domuz modelinde calismistir (95). Calismada
ortalama pulmoner arter basincinda anlaml bir degisim gostermemekle birlikte kardiyak
indekste (Kalp debisinin viicut yiizey alaninin her bir metrekaresi bagina diisen miktaridir)
artisa neden olmustur. Bizim yaptigimiz bu ¢alismada grup 1 PH modeli olup, tedavi amagli
verdigimiz MRB 50 mg/giin sag ventrikiil basincin1 15 mmHg’den 13 mmHg degerlerine
diistirmiis ve kontrol grubuyla kiyaslandiginda da aralarinda anlamli farkin olmamasi sag

ventrikiil basing diisiirme yoniinden etkiye sahip oldugu seklinde yorumlanabilir.

Sistemik basinci yansitan karotis arter basi¢ verilerinde 6lgiilen tiim gruplar benzerlik
gostermekte ve aralarinda herhangi bir anlaml farklilik gériilmemektedir (Sekil 8). Bununla

birlikte MCT uygulamasinin 28.giiniinden sonra 14 giin boyunca MRB uygulanan grupta
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digerlerine gore bir miktar daha diisiik bulunmustur. Ana Garcia-Alvarez ve arkadaslarinin
yaptigi ¢alismada MRB’nin sistemik kan basinci iizerinde anlamli bir etkisinin olmadigi
gosterilmistir (domuzlarda tedavi 6ncesi 116 mmHg olan basing, tedavi sonrast 118
mmHg’lere yiikselmistir) (95). Pankey ve ark. (94) yapmis oldugu ¢alismada ise MRB’nin
0,3 mg/kg iv enjeksiyonu sonrasi ortalama arteriol kan basincinda azalmaya sebep oldugunu
gostermistir. Bizim ¢alismamizda ise karotis arter basinci kontrol grubuna gore bir miktar
(kontrol 80 mmHg — MRB 76 mmHg) daha diisiik olmakla birlikte aralarinda anlamli

farklilik goriillmemistir.

Sag ventrikiil hipertrofisinin olup olmadigint yansitan Fulton indeksi; MCT_28
grubunda, hem kontrol hem de MCT_14 grubuna goére anlamli olarak daha yiiksek
bulunmustur. Yapilan calismalarda MCT’ye maruz kalma siiresine bagli olarak hipertrofi
oraninin artig gosterdigi verileri mevcuttur (93). Sekil 6’daki sonuglar MCT 60 mg/kg tek
doz uygulamasi sonrasinda 14 giin sonunda sag ventrikiiliin anlaml1 bir sekilde hipertrofiye
ugramadigini fakat 28 giin sonra ise anlamli bir sekilde sag ventrikiil hipertrofisinin
gelistigini gostermektedir. MCT uygulamasindan 28 giin sonra 14 giinlik MRB 50 mg/giin
uygulamasinda da benzer sekilde kontrol grubuna gore anlamli olarak yiiksek bulunmustur.
Bu sonug ise MCT’ye maruz kalma siiresinin uzayip hipertrofinin artmasi sonrasinda
MRB’nin tedavisinin geriye dondiirme agisindan olumlu bir etkisinin olmadigim
gostermektedir. MCT uygulamasinin 14.giinlinden sonra 14 giinlik MRB 50 mg/giin tedavi
uygulanmasinin ise hipertrofi indeks ortalamasiin (0,30) kontrol grubuyla (0,29) benzer

olmast hipertrofiyi 6nlemede etkisinin olabilecegini gostermektedir.

Histolojik olarak, pulmoner arter medial tabaka muskiiler kalinlasmas1 (Sekil 9) ve
intima tabakasinda ise limene dogru okliizyon olusumu yiizdesi agisindan (Sekil 10)
incelemede bulunduk. Muskiiler kalinlasma yoniinden, MCT uygulamasin1 takiben 14 giin
ve 28 giinliik gruplarda kontrol grubuna gore literatiirlerde (96) de oldugu gibi anlamli olarak
damar kalinlagmasi gergeklesmis olup MCT 28 giinliik grupta 14 giinliik gruba gore ise
anlaml olarak daha fazla muskiiler kalinlasma olusmus olup MCT maruziyetinin zamanla
kalinlasmayr artirdigim1  gostermektedir. MCT_28 MRB_14 ve MCT_14 MRB_14
gruplarinda ise MCT_28 grubuna goére anlamli olarak muskiiler kalinlasma daha az
bulunmustur. Bu sonu¢ ise olusan muskiiler kalinlasmanin MRB uygulamasiyla
azaltilabilecegini gostermistir. Pulmoner arter damar liimeninde olusan okliizyon yiizdesi,

MCT 14 giinliik ve 28 giinliik uygulama sonrasi gruplarda kontrol grubuna gore anlaml

36



olarak literatiirlerdeki bulgulara (96, 92) parelel olarak fazla bulunmustur. Ayrica MCT 28
grubunda MCT _14 grubuna gore anlamli olarak okliizyon yiizdesi fazla bulunmus olup bu
da damar kanligmasinda ki durum gibi MCT maruziyet siiresiyle arttigin1 géstermektedir.
MCT_28 MRB_14 ve MC 14 MRB 14 gruplarinda MCT_28 grubuna gére anlaml1 olarak
daha az okliizyon goriilmiistiir ve ayrica MCT_14 grubu ile de aralarinda bir fark
goriilmemistir. Ana Garcia-Alvarez ve arkadaslar1 yapmis oldugu ¢alismada (95) MRB’nin
pulmoner arter liimeninde olusan parankim hiicre kaynakli okliizyonu azaltmada etkinliginin
oldugunu gostermistir. MRB’un 14 giin boyunca pulmoner arterial hipertansiyon gelisen
hayvanlarda hem pulmoner arter damar limenine dogru olusan okliizyonu hem de pulmoner
arter damar kalinlagsmasini azaltma yoniinden pozitif bir etki gosterdigini ve literatiirlerle
benzer oldugunu sdyleyebiliriz. Ayrica MCT uygulamasini takiben 28 giin sonra damarlarin
tunika adventisyalar1 ve c¢evrelerinde inflamatuvar hiicre infiltrasyonunun goriiliip
MCT_28_MRB_14 grubunda goriilmemesi (Resim 11) MRB’nin iyilesmeye yonelik pozitif

yonde etkisinin olabilecegi yoniinde yorumlayabiliriz.

Yaptigimiz ¢alismada deney hayvanlar iizerinde grup 1 PH hastalik modelinin
olusumunu saglayan MCT ve olusan hastaligin {zerine etkisinin olup olmadigini
inceledigimiz MRB maddesinin deney hayvanlarinda kilo kaybina sebep olup olmadigini ise
agirhik degisimlerine bakilarak incelenmistir (Sekil 5). Agirlik degisimi igin gegen siire
kontrol grubu i¢in; birinci hayvanda 1 giin, ikincide 2 giin seklinde orantisal olarak yedinci
hayvanda 7 giin seklindedir. Her ne kadar istatistiksel degerlendirme yapsakta bu bulgular
kontrol grubu iginde siirelerin esit olmamasindan dolay1 dogru bir degerlendirme olmaktadir.
MCT 14 grubunda; 14 giinliik bir degisim siiresi, MCT_14 MRB_14 grubunda; 28 giin,
MCT 28 grubunda; 28 giin ve MCT 28 MRB 14 grubunda; 42 giindiir. Gruplar igerisinde
anlaml olarak MCT 28 MRB 14 giinliik grupta kilo kayb1 yasanmasi yoniinden anlamli
fark bulunmustur. Diger MCT’li gruplarda anlamliligin olmamasi kilo kayip nedeninin
MRB’den kaynaklandigini isaret etmektedir. Bunu literatiirler 1s1g81nda ele aldigimizda ise
B3AR’lerin obezite ve metabolik hastaliklarla miicadelede uzun zamandan beri terapotik bir
hedef oldugu bilinmektedir (97). MRB’nin bir selektif B3AR agonisti oldugu ve onayh
endikasyonunun disinda da farkli endikasyon ¢alismalarinin yer aldigina dayanarak (tip-2
diyabet, Obesite) (98-100) kilo kayip sebeplerinin adipoz doku lipoliz etkisinden kaynakli

olabilecegi seklinde yorumlanabilir.
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6. SONUC ve ONERILER

Sunulan bu caligmada, selektif BAR3 agonisti olan Mirabegron’un pulmoner
hipertansiyonun alt gruplarindan biri olan Pulmoner Arterial Hipertansiyon’a etkisi
siganlarda monokrotalin ile olusturulmus deneysel modelde arastirilmistir. Mirabegron
sicanlarda 50 mg/giin dozunda 14 giin oral gavaj olarak uygulanmis olup etkisi pulmoner
arter basincina, sag ventrikiil hipertrofisine, pulmoner arter muskiilarizasyona ve
pulmoner arter okliizyon yiizdesine bakilarak degerlendirilmistir. Bu degerlendirmelere

gore;

1. Pulmoner arter basincina etkisi sag ventrikiil basimcina bakilarak
degerlendirilmis ve anlamli olarak basing diisiirmesi yapmamakla birlikte bir
miktar azalma sagladig1 sdylenebilir.

2. Sag ventrikiil hipertrofisini geri ¢evirmeye yonelik bir etkisinin olmadig: fakat
hipertrofiyi 6nlemede etkisinin olabildigi sdylenebilir.

3. Pulmoner arter muskiiler tabaka kalinlasmasini azaltici veya geriye dondiirme
yoniinde anlamli bir etki géstermedigi sdylenebilir.

4. Pulmoner arter liimen daralmasini azaltict etkisi okliizyon ylizdesi ile
degerlendirilmis olup limenin daralmasini diizeltme yoniinden bir etki
gosterdigi soylenebilir.

5. Pulmoner arterlerin tunika adventisyalar1 ve ¢evrelerinde inflamatuvar hiicre

infiltrasyonunu ortadan kaldirma yoniinde de bir etkisinin oldugu soylenebilir.

Bu sonuglar dogrultusunda; Mirabegron’un pulmoner arterial hipertansiyonun
semptomlarini diizeltmeye yonelik pozitif bir etkisinin oldugu sonucu ¢ikartilabilir fakat
klinikte PAH’Iu insanlarda kullanilabilmesi i¢in incelenmeyen baska hemodinamik
paremetreler yoniinden veya yapilan ¢alismanin bir hayvan deneyi olmasindan kaynakli
daha fazla ve daha genis paremetrelerin bakilacagi hem hayvan hem de insan deneylerine

gereksinim oldugu goriilmektedir.
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