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Bu arastirmada, antitiimoral etkili bir ajan olan bleomisinin yan etkisi olarak sekillenen akciger
fibrozisinin, nitrik oksit metabolitleri ve kan gazlar1 seviyeleri lizerine olan etkileri arastirildi. Hayvan
materyali olarak 16 Wistar-Albino irki erkek rat kullanildi. Akciger fibrozisini olusturmak igin
bleomisin hidroklorid 7.5 mg/kg oraninda tek doz intratrakeal olarak kullanildi. Yapilan analizlerde,
istatiksel acidan kontrol grubuna gore nitrit seviyesindeki artislar p<0.001 diizeyinde, nitrat
seviyesindeki artislar p<0.001 diizeyinde, pH'daki artiglar p<0.001 diizeyinde, pO:2 seviyesindeki
dustsler p>0.05, tCO2 diizeyindeki artislar p<0.005 diizeyinde énem arz etmistir. HCO3 degerinde
istatiksel agidan fark bulunmamistir (p>0.05). Histopatolojik bulgularda akciger fibrozisinin olusumu
tespit edilmistir. Sonug olarak bleomisinin sebep oldugu akciger fibrozisinde hiicrede meydana gelen
hasardan ve oksidatif stresten dolay1 kan gazlar1 seviyeleri diismiis ve nitrik oksit metabolitlerinde
artis gézlenmistir.

Nitrik oksit oksidasyon metabolitleri, Bleomisin, Kan gazlari, Akciger fibrozisi

Investigation of the Levels of Nitric Oxide Oxidation Products and Blood Gases
Levels in the Experimental Pulmonary Fibrosis in Rats

The levels of nitric oxide oxidation products and blood gases were studied on the experimental
pulmonary fibrosis induced by a side effect of bleomycine, an antitumoral agent in rats. In this study
16 Wistar-Albino rats were used. The same animals values prior to the experimental treatment were
considered as the control. To establish the experimental fibrosis, bleomycine hydrochloride was used
intratraceally at a single dose of 7.5 mg/kg. After the fibrosis was performed, nitrite, nitrate and blood
gases were carried out in the blood and serum. From the analysis made, the statistical are; interms of
the control group; increase in the nitrite rate is p<0.001, the increases in the nitrate rate is p<0.001,
the decreases in pCOz is p<0.001, the increases in pH is at rate of p<0.001, the decreases in pOz2 is
p>0.05 and the increase at the rate of tCOzis p<0.05. These findings have great importance. At the rate
of HCOs3 no statistical difference was found (p>0.05). Formation of the pulmonary fibrosis was
demonstrated by histopathology findings. As a result, in lung fibrosis, which is caused by bleomycin,
the changes in rates of nitric oxide oxidation products and blood gases show that there may have been
oxidative stress, and it means that fibrosis has occurred in lung.

Nitric oxide oxidation products, Bleomycine, Blood gases, Pulmonary fibrosis

olmaktadir. Nitrik oksit, bu 6zellikleri ile ¢ok ideal bir
fizyolojik haberci molekiil 6zelligi kazanmaktadir (Nussler
ve ark. 1993, Lowenstein ve ark. 1994, Palmer ve ark.
1988). Arter kan gazi Olclimleri; solunum sistemi

renksiz bir gazdir. Yiiksek

nitrik oksit oksijensiz ortamda

oldukea stabil olup suda erime 6zelligi gosterir ve disiik fonksiyon bozukluklarinin tamnmasinda ve solunum
konsantrasyondaki nitrik oksit oksijen varhiginda dahi yetmezliginin patofizyolojisi ile ilgili mekanizmanin
stabildir. Havadaki nitrik oksit kisa siirede O2'le anlasilmasinda kompansasyon derecesinin

oksitlenerek nitrojen dioksite doniigiir. Nitrojen dioksit,
dokular i¢in oldukga zararh bir bilesiktir. Nitrik oksit,
izerinde yik tasimamasi ve ¢iftlenmemis elektron
bulundurmasi, Kkendisinin hiicreden hiicreye higbir
bariyerle karsilasmadan kolaylikla gecmesini
saglamaktadir. Nitrik oksit, tasidig1 ciftlenmemis elektron
nedeniyle bir radikal molekiil olarak isimlendirilebilir.
Serbest radikaller her konsantrasyonda hiicreler igin
zararll iken, nitrik oksit disiik konsantrasyonlarda g¢ok
onemli fizyolojik islevlerde rol almaktadir. Ancak asir1 ve
kontrolsiiz nitrik oksit sentezi hiicreler igin zararh

belirlenmesinde, asit baz durumunun tanimlanmasi ve
izlenmesinde en giivenilir yontemdir. Akcigerlerin,
ventilasyonda az bir degisiklikle CO2 eliminasyonunda
farkhiliklar olusturabilme yetenegi, viicudun asit baz
dengesinde oOnemli rol oynar. Viicutta asit ve baz
dengesinin bozulmasi;; metabolik asidoz, metabolik
alkaloz, solunumsal asidoz, solunumsal alkaloza yol agar
(Sahin 1995, Yenel 1996, Ruppel 1998).

akiimiilasyon  sonucunda
sitostatik  bir

Bleomisin,
interstisyel

akcigerlerde
fibrozise neden olan
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antibiyotiktir. Ozellikle, germ hiicreli tiimér, bas ve boyun
kanserleri ve lenfomalarin tedavisinde kullanilan
bleomisinin toplam dozu 400 mg1 astiginda, akcigerde
fibrotik etki baslamaktadir. Bunun yan sira, es zamanl
radyoterapi ya da oksijen tedavisi alinmasi da fibrozis
gelisimini hizlandirir (Jules-Elysee ve ark. 1990).

Son yillarda yapilan arastirmalarda, bleomisine bagh
gelisen akciger fibrozisinin patogenezinde, ilacin dogrudan
toksik etkisine bagl olarak acgiga cikan reaktif oksijen
metabolitlerinin yam sira ortama go¢ eden lenfosit,
makrofaj, nétrofil, eozinofil ve epitel hiicrelerinden salinan
sitokinlerin de rol oynadig: gosterilmistir (Tanoue 1998).

Bu c¢alismada bleomisin, uygulamasina bagh olarak
sekillenen akciger fibrozisinde, nitrik oksit oksidasyon
iriinleri ve kan gazlari diizeyleri degisimleri incelenmistir.

MATERYAL ve METOT

Bu ¢alismanin materyalini 180-200 gr canli agirliga sahip,
16 Wistar-Albino 1rki erkek rat olusturdu. Ratlar deneme
siiresi adaptasyonlar1 icin bir hafta siireyle bekletildi.
Ratlar deneme oncesi ve deneme siiresince ad libitum
beslenmeye tabi tutuldular ve 6nlerinde devaml icecek su
bulunduruldu. Ratlarin beslenmesi 6zel rat yemleriyle
yapildi. Hayvanlar 8 kontrol grubu ve 8 deneme grubu
olarak ayrildi. Ratlarda deneysel akciger fibrozisi
olusturabilmek i¢in bleomisin hidroklorid (Nippon
Kayaku, Tokyo, Japan) kullanildi. Bleomisin hidroklorid 10
ml distile su icinde ¢oziildii. Kontrol grubu ratlara
intratrakeal olarak serum fizyolojik verildi. Deneme grubu
ratlar ise kapali bir fanus icerisinde klorofom ile
uyutulduktan sonra bleomisin hidroklorid, 7.5 mg/kg/
canli agirlik oraninda intratrakeal olarak tek doz seklinde
uygulandi (Ozyurt ve ark. 2004). Denemeye baslamadan
once kontrol degerlerini elde etmek icin direkt kalpten
usuliine uygun olarak kan o6rnekleri normal ve sitrath
tliplere alindi. Deneme siiresi 14 giin olarak ayarlandi ve
denemenin 1. haftasinin sonu ile 2. haftasinin sonunda
usuliine uygun olarak kan érnekleri alind1.

Serumda  nitrik  oksit  oksidasyon  iriinlerinin
konsantrasyonlar1 Compling ayiraci ile Sthar metoduna
gore spektrofotometrik olarak tayin edildi (Sthar 1977).
Kan gazi analizleri kanlar alindiktan hemen sonra kan gazi
analizatori (IL 1610 Blood Gas Analyser) ile yapildi.

Insanail bir sekilde uyutulan ratlardan alinan ve + 4 °C’ da
%10’luk nétral formol ¢ozeltisinde muhafaza edilen
akciger orneklerinin tespiti yapildiktan sonra, bunlardan
rutin islemlerle parafin bloklar hazirlanarak 7 pm
kalinhiginda kesitler alindi. Alinan kesitler hemotoksilen-
eosin boyama teknigi ile boyanarak 1s1k mikroskobunda
incelendi (Bancroft 1984).

Deneme grubu verileri ile kontrol grubu verileri
karsilastirildi. Istatiksel analizler SPSS 11.00 paket
programu ile yapildi. Gruplar arasi farkin énemi varyans
analizi ile kontrol edildi, ¢oklu karsilastirma i¢in Duncan
testi kullanildi (Akgtil 2003). Deneme ve kontrol verilerine
ait degerler standart * standart hata olarak tablolar
halinde gosterildi.

BULGULAR

Histopatolojik bakida, kontrol grubu interalveoler
septumlarin normal histolojik goriiniiste oldugu goézlendi
(Sekil 1). Deneme grubu birinci hafta histopatolojik
bulgularinda, perikapiller damarlarda hiperemi,
interstisiyel alanlarda yer yer mononiiklear hiicre
infiltrasyonlar1 (Sekil 2), denemenin ikinci haftasinda ise

136

YYU Vet Fak Derg

interalveoler septal dokuda ileri diizeyde fibroz bag doku
artisl, peribronsioler ve perivaskiiler alanlarda fokal
lenfoid hiicre infiltrasyonlar (Sekil 3) gozlendi.

orneginin histolojik goriintimii (HE x 80).

Figure 1. Normal lung tissue samples of the control group
of rats the histological appearance (HE x 80).

Sekil 2. Orta derecede fibrozis ve perialveoler

kapillarlarda  hiperemi ve  mononiiklear  hiicre

infiltrasyonlar: (1. Hafta, HE x 80).

Figure 2. Fibrosis and hyperemia and moderate
mononiiklear cell infiltrations perialveoler cappillars(1.
Week, HE x 80).

A Vo
Sekil 3. interalveoler septal dokuda ileri diizeyde fibrozis,
peribronsiolar fokal lenfoid hiicre infiltrasyonlari (2.
Hafta, HE x 80).

Figure 3. Advanced tissue interalveolar septal fibrosis,
focal lymphoid cell infiltrations peribronchiole(2. Week,
HE x 80).
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Bleomisin verilerek olusturulan akciger fibrozisli ve
kontrol gurubundaki ratlardan alinan kanlardaki nitrik
oksit oksidasyon iriinlerinin diizeyleri tablo 1'de
gosterilmistir.

Yapilan arastirmada deneme guruplarinin 1. ve 2.
haftasinda 6lglilen nitrit konsantrasyonlart  kontrol
gurubuna gore p<0.001 oraninda yiiksek bulundu. Deneme
gurubunun 2. haftasinda o6lgiilen nitrat konsantrasyonlari
ile kontrol gurubunun nitrat konsantrasyonlari arasinda
anlaml fark oldugu gézlendi (p< 0.001) (Tablo 1).

Akciger fibrozisli ve kontrol gurubu ratlardan alinan
kanlardaki kan gazlari diizeyleri tablo 2’de gdsterilmistir.

pH diizeyinde kontrole gore, 1. ve 2. hafta deneme grubu
arasindaki fark istatistik olarak p< 0.001 seviyesinde bir
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anlam ifade etti. 1. hafta ve 2. hafta deneme grubu
arasindaki fark istatiksel ag¢idan anlamli bulunmadi
(p>0.05). pCO2 kontrol grubu ile 1. ve 2. hafta arasinda
istatistik olarak p<0.001 diizeyinde bir anlam ifade etti.
Ancak 1. hafta ve 2. hafta arasinda istatiksel a¢idan fark
bulunamadi (p>0.05). pO2 diizeyinde kontrole gore, deney
grubunda gozlenen diismeler istatiksel agidan anlam ifade
etmedi (p>0.05). tCO2 degeri kontrol grubu ile 1.ve 2. hafta
deneme grubu arasinda istatiksel a¢idan p<0.05 kadar
Onem arz etmistir. Ancak birinci hafta ile ikinci hafta
arasinda istatiksel a¢idan fark bulunamamistir (p>0.05).
HCO3 degerinde kontrol grubu ile deneme gruplar
arasinda istatiksel acidan 6nem gozlenmedi (p>0.05)
(Tablo 2).

Tablo1. Kontrol ve deneme grubu ratlarinin Nitrit ve Nitrat dlizeyleri

Table 1. Nitrite and Nitrate levels of control and experimental gorups of rats

Deneme Grubu

Parametre Kontrol (x+Sx)

n 1. Hafta (x+Sx) 2. Hafta(x+Sx)
Nitrit (ppm 1.74+0.096P 8 4.41+0.692 10.18+0.899
Nitrat(ppm) 3.83+0.384b 8 3.66£0.214a 17.39+1.632a

2p<0.001 Y p<0.05; a,b: Aymi satirdaki farkli harflerle gosterilen veriler arasindaki fark istatistiki agidan 6nemlidir.

Tablo 2. Kontrol ve deneme grubu ratlarin pH, pCO2, pOz, tCO2, HCO3 diizeyleri

Table 2. Control and experimental group rats pH, pCOz, pOz, tCO2, HCO3 levels

Deneme Grubu

Parametre Kontrol (x+Sx)

n 1. Hafta (x+Sx) 2. Hafta(x+Sx)
pH 7.44+0.0322 8 7.36+0.014b 7.25+0.035P
pCOz2(mmHg) 33.31£2.952a 8 57.96+4.122b 64.33+£3.389b
pOz (mmHg) 61.96+8.316P 8 58.33+£8.257b 43.75+8.885P
tCO2(mmol/1) 22.58+1.144a 8 36.55+3.387b 35.1+2.478a
HCO3(mmol/1) 22.79+1.037b 8 28.48+1.134b 26.59+1.383b

ap<0.001 bp<0.05; ab: Aynisatirdaki farkl harflerle gosterilen veriler arasindaki fark istatistiki agidan 6nemlidir.

TARTISMA ve SONUC

Nitrik oksit, l-argininden nitrik oksit sentetaz enzimi
vasitasiyla ortaya ¢ikan bir madde olup, yarilanma 6mri
¢ok kisa oldugu i¢in inaktif yapidaki nitrit (NO2) ve nitrata
(NO3) donisiir (Mizutani ve ark. 1996, Barnes ve ark.
1993).

Bronkodilatér bir gaz olan nitrik oksit, ayn1 zamanda
bronsiyal dolasimda potent bir vazodilatatér olmasi
nedeniyle de plazma eksiidasyonu ve inflamatuar
mediatorlerin bronsiyal epitelde géllenmesine yol agabilir.
Sentez edildikten sonra hava yollarindaki inflamatuar
hiicreler tarafindan olusturulan siiperoksit anyonla
birleserek, gerek direkt olarak gerekse de toksik hidroksil
radikalleri olusturarak havayollarinda epitelyal hasara yol
acarlar. Bu nedenle nitrik oksitin bronsiyal inflamasyonu
belirlemede iyi bir marker oldugu kabul edilmektedir
(Kanazawa ve ark. 1997).

Nitrik oksit, bir serbest radikaldir. Ayrica, organizmada
peroksinitrit anyonu ve hidroksil radikali gibi ¢ok etkin
radikallerin Uretilmesine neden olur. Bu radikaller

dokulara zarar verir. Ote yandan dogrudan dogruya
mitokondriyal  solunum  zincirini  inhibe ettigi
bilinmektedir (Yiicel ve ark. 1998).

Nitrik oksit ayni zamanda serbest radikal siiperoksit
tarafindan da inaktive edilmektedir. Boylece siiperoksit
dismutaz gibi siliperoksidi ortadan kaldiran enzimler,
nitrik  oksidin 6mriinli  uzatabilir. Nitrik  oksidin
sliperoksitle reaksiyonu sonunda peroksinitrit (ONOO-)
olusur ki bu, olduke¢a giiclii doku hasarina yol agan bir
maddedir (Ellis ve ark. 1992).

Bleomisin toksisitesi, otokatalitik bir mekanizma ile
hiicresel membranlarin hasarina yol agan lipid
peroksidasyonu ile iligkilidir ve membran yikimi, toksik
reaktif metabolitlerin tretimi ve hiicre o&liimiine yol
acabilir (Armutgu ve ark. 2004).

Tutluoglu ve ark. (2000), bronsiyal astimda nazal lavajda
nitrit/nitrat miktarinin arttigini, 6zellikle bu durumun
astim atagindaki hastalarda belirgin oldugunu ortaya
koymuslardir.

137



[Ali Bilgin YILMAZ ve Fatmagiil YUR]

Saleh ve ark. (1997) idyopatik pulmoner fibrozisli 48
hastada makrofaj, noétrofil ve alveolar epitellerde nitrik
oksit sentetaz ve nitrotirozinin giiclii ekspresyonunu
gozlemislerdir. Peroxinitrit ile nitrik oksidin artan
lretiminin bu hastalarda oksidatif hasardan sorumlu
olabileceklerini soylemislerdir.

Behera ve ark. (2002) idyopatik pulmoner fibrozisli 10
hastada bronkoalveoler lavajda kontrollere oranla nitrat
ve nitrit miktarlarinda 6nemli artis (p<0.05 ile p<0.01)
bulmuslardir. Bu arastiricilar, nitrik oksit miktarinin
hastalik bulgular1 agisindan 6nemli rolii oldugu kanisina
varmislardir.

Montaldo ve ark. (2002) idyopatik pulmoner fibrozisli ve
sarkoidozisli hastalarda bronkoalveoler nitrat, nitrit ve
glutatyon seviyelerini arastirmiglar, ¢alisma sonucunda bu
hastaliklarin tedavisinde ve patogenezisinde antioksidan
savunma sistemi ve inflamasyonda nitrik oksidin énemli
oldugunu vurgulamislardir.

Giri ve ark. (2002) calismalarinda bleomisinin neden
oldugu akciger fibrozisinin patogenezisinde nitrik oksit
iretiminin rol oynadigini, hastaligin morfolojik ve
biyokimyasal olarak ilk dénemlerini tespit etmede ve
bleomisinin etkisini minimize etmek i¢in aminoguanidinin
o6nemli bir gosterge oldugunu bildirmislerdir.

Armutcu ve ark. (2004) bleomisin verilen ratlarda plazma
ve eritrositlerin oksidan ve antioksidan durumu ve
erdostein ve vitamin E'nin koruyucu rolii {zerine
yaptiklar1 arastirmada, bleomisin verilmesinin lipit
peroksidasyonun bir gostergesi olan tiyobarbitiirik asitle
reaksiyon veren madde (TBARS) ve nitrik oksit diizeylerini
arttirdigini gézlemislerdir.

Calismada ve bu konuda yapilan benzer ¢alismalarin
sonuclarina bakildiginda, artan nétrofilik inflamasyon
nedeniyle ve oksidan-antioksidan dengesizligine bagh
olarak nitrik oksit seviyeleri yiiksek g6zlenmektedir.

Akciger fibrozisinde nitrik oksit yiiksekligi dokulara zarar
verebilir ve nitrik oksit artisi, bliytik olasilikla sitokinler
araciligiyla olmaktadir. Nitrik oksit dokularda biiyiik
hasara neden olan siiperoksit reaksiyonu sonucu
peroksinitrite donlismektedir.

Kullanilan antineoplastik ajandan kaynaklanan ve oksidatif
hasara  baglh  olarak  sekillenen nitrik  oksit
metabolitlerindeki kismi artmalar, literatiir verileriyle
uyum gostermektedir (Byung ve ark. 1994, Behera ve ark.
1997, Montaldo ve ark. 2002, Giri ve ark. 2002).

Akciger kapiller kan ve alveol gazi arasinda Oz dengesizligi,
difflizyon bozuklugu olarak tanimlanabilir. Diffiizyon
bozuklugu, akciger kapillerinde kan O: temas siiresinin
ileri derecede kisaldigi, kan gaz bariyerinin kalinlastigi
durumlar nedeniyle etkilenebilir. Istirahat halinde temas
siiresi 3% kadar olup Oz temas siiresi 1/3 kadardir. Oz’'nin
temas1 i¢in olduk¢a uzun bir temas siiresi vardir.
idiyopatik pulmoner fibrozis gibi kan gaz bariyerinin ileri
derecede kalinlastifi durumlarda ve istirahatta Oz temas
stiresi, yedek zaman kullanimi ile hipoksemiyi
engelleyebilir ya da hafif derecede gerceklesir. Ancak
temas siliresinin azaldigl egzersiz aninda hipoksemi
siddetlenir veya belirgin hale gelir (Jefferies ve ark. 1999).

Alveoler ventilasyonda primer olarak azalma, solunumsal
asidozun gelismesinden kaynaklanmaktadir. Solunumsal
asidoza karsilik kompansatuvar cevap, hiicre i¢indeki H*
iyonlarinin tamponlanmasi ile ani olarak baslar. Bébrek
bikarbonat reabsorbsiyon kapasitesini arttirdig1 igin
kronik kompansasyon daha yavas olarak gelisir. Onemli bir
idrar tamponu olan amonyak iliretiminde artis, bobrekler

138

YYU Vet Fak Derg

tarafindan hidrojen iyonunun atilimini arttirir (Shapiro ve
ark. 1994).

Bu ¢alismada, pO2 miktarinin kontrol gurubuna goére deney
guruplarinda azaldigi ve pCOz miktarinin arttigl tespit
edilmistir. pCO2z her mm Hg artisinda pO2 yaklasik 1 mmHg
diiser. Buna gére pCOz'nin 40 mmHg den 70 mmHg ye
yiikseldiginde, pO2z 100 mmHg den 70 mmHg ye diiser. Bu
hipoventilasyona genellikle akciger hastaliklar1 neden olur.
Diflizyon bozukluguna neden olan hastaliklardan biri olan
pulmoner fibrozisde de, oksijen icin yeterli gecis zamani
olmamasindan dolay1 hipoksemi meydana gelmektedir
(Tosun ve ark. 2000).

Yapilan arastirmada da, pOz miktarinin 1. ve 2. haftada
azalmasi ve pCOz miktarinin artmasi akciger fibrozisinin
bir gostergesi ve diffiizyon bozukluguna neden olmasindan
ileri gelmesi ile agiklanabilir.

Arastirmada deneme guruplarinda 1. ve 2. haftada
pH<7.35, pCO2 >45 mmHg ve HCO3>22 mmol/l olmasi,
akut ventilatuar yetmezligi olarak tanimlanir. Bunun
nedeni olarak, yetersiz alveoler ventilasyonla arteriyel
pH'1n 7.35’den daha az olmasi ventilatuar mekanizmalarin
yetersizligi veya akut dekompansasyonu gosterebilir. Bu
durum siklikla hayati tehdit eden bir durumdur (Tosun ve
ark. 2000, Kogyigit 2002).

Calismada bleomisinle olusturulan akciger fibrozisinden
dolay1 kan gazlarindaki degismeler degerlendirildiginde,
ciddi bir hipoksemi ve bununda neden oldugu akut
ventilatuar yetersizlik (respiratuar asidoz) olustugu
sonucuna varilabilir.

Sonuc olarak, bleomisinin bildirilen bir komplikasyonu
olarak sekillenen akciger fibrozisinde, nitrik oksit
oksidasyon iriinleri ve kan gazlari seviyelerinde 6énemli
degisiklikler tespit edilmistir. Artan nitrik oksit oksidasyon
triinlerinin hiicrelerde hasar meydana getirebilecekleri ve
oksidatif strese neden olacaklari, bunlarin en belirgin
bulgular1 olarak da kan gazlarindaki degisikliklerin,
bunlarin en belirgin bulgular1 olarak degerlendirilebilecegi
soylenebilir.
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