Original Article/ Ozgiin Makale

M E D I C I N E DOI: 10.47582/jompac.1008477

PALLIATIVE CARE ] Med Palliat Care 2021; 2(4): 136-142

Ratlarda bleomisin ile olusturulan deneysel akciger fibrozisi
modelinde erdostein ve N-asetilsistein’in fibrozis iizerine
etkilerinin incelenmesi
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0z
Amag: Idiyopatik pulmoner fibrozis (IPF) etyolojisi bilinmeyen, progresif seyirli, etkili bir tedavi secenegi olmayan bir Interstisyel Akciger Hastaligidir. Bleomisin (BLM)

ile olusturulan akciger fibrozis modeli, insanlardaki IPF’nin degerlendirilmesi igin kullanilan en 6nemli modeldir. Erdostein (ERD) ve N-asetilsistein (NAC) siilfhidril ieren
antioksidanlardir. Bu galigmada bu ajanlarin BLM ile olusturulan fibrozis {izerine etkinliginin arastirilmasi amaglanmistir.

Gereg ve Yontem: Calismaya alinan ratlar 5 gruba ayrildi. Kontrol grubuna (n=7), 0. giinde intratrakeal (i.t.) salin, BLM-I (n=>5), BLM-II (n=6), ERD (n=6), ve NAC (n=7),
gruplarina 0. giinde 7,5 U/kg BLM i.t. verildi. 14. giinden 29. giine kadar BLM-II grubuna distile su, ERD grubuna ERD (10 mg/kg/giin) ve NAC grubuna NAC (3 mmol/kg/
giin) peroral verildi. BLM-I grubu i¢in 14. giinde, digerleri i¢in 29. giinde ¢aligma sonlandirildi. Bronkoalveoler lavajda (BAL) Malondialdehit (MDA), inflamatuvar hiicre sayimu,
serumda Total Antioxidant Status (TAS), Total Oxidant Status (TOS), Tumor Necrosis Factor Alfa (TNFa), Transforming Growth Factor Beta 1 (TGFP1), Makrofaj Inflamatuar
Protein 2 (MIP 2), Matrix Metalloproteinase 1 (MMP 1), MMP 7 calisildi. Akciger dokusunda hidroksiprolin 8l¢iimii ve histopatolojik inceleme yapild1.

Bulgular: Notrofil diizeyleri, ERD grubunda BLM I, BLM II, NAC gruplarina gore anlaml diigiik bulundu (Sirasiyla; p=0,004, p=0,015, p=0,022). Lenfosit diizeyleri, ERD, NAC
gruplarinda BLM Te gore anlamli diisiik bulundu (Sirasiyla; p=0,030, p=0,010). Akciger dokusu fibrozis derecesi, ERD grubunda BLM I, BLM II, NAC gruplarina gore anlaml
diisiik bulundu (p<0,001). TAS diizeyleri, ERD grubunda BLM I-II, NAC gruplarina gore anlaml yiiksek bulundu (BLM II i¢in p=0,002, digerleri i¢in p<0,001). TOS diizeyleri,
ERD grubunda BLM I-II, NAC gruplarina gére anlamli diisitk bulundu (Sirasiyla; p<0,001, p=0,009, p=0,025). MIP 2 diizeyleri, ERD grubunda BLM I grubuna gére anlamli
diisiik bulundu (p=0,004). MMP 1 diizeyleri, ERD grubunda BLM I-II gruplarina gore anlaml diisiik bulundu (Sirastyla; p=0,007, p=0,022). MDA diizeyleri, ERD grubunda BLM
I grubuna gore anlaml diisiik bulundu (p=0,026). Hidroksiprolin diizeyleri, ERD, NAC gruplarinda BLM I grubuna gore anlamli diisitk bulundu (Sirastyla; p=0,001, p=0,003).

Sonug: Bu ¢alismanin sonuglart ERD’in BLM ile olusturulan fibrozis {izerine tedavi edici etkisinin oldugunu gostermektedir. Bu etkiyi akcigerde gesitli kemokin ve kollagenaz
diizeylerini ve inflamatuvar hiicre birikimini azaltarak, oksidan/antioksidan dengesini diizenleyerek gosterebilir.

Anahtar Kelimeler: Akciger fibrozisi, bleomisin, erdostein, N-asetilsistein, rat

ABSTRACT

Aim: Idiopathic pulmonary fibrosis (IPF) is a progressive Interstitial Lung Disease of unknown etiology, and there is no effective treatment option. Bleomycin (BLM)-induced lung
fibrosis model is the most important model used for the evaluation of IPF in human. Erdosteine (ERD) and N-acetylcysteine (NAC) are sulfhydryl-containing antioxidants. The aim
of this study was to investigate the efficacy of these agents on fibrosis created by BLM.

Material and Method: The rats were divided into 5 groups. Intratracheal (IT) saline was given to the control group (n=7), and 7.5 U/kg IT BLM to BLM-I (n=5), BLM-II (n=6), ERD
(n=6) and NAC (n=7) groups on day 0. Distilled water to BLM -II group, ERD (10 mg/kg/day) to ERD group and NAC (3 mmol/kg/day) to NAC group was given perorally from
day 14 until day 29. Study was terminated on day 14 for BLM-I group and on day 29 for other groups. Malondialdehit (MDA) measurement and inflammatory cell count in BAL
fluid, Total Antioxidant Status (TAS), Total Oxidant Status (TOS), Tumor Necrosis Factor Alfa (TNFa), Transforming Growth Factor Beta 1 (TGFp1), Macrophage Inflammatory
Protein 2 (MIP 2), Matrix Metalloproteinase 1 (MMP 1), MMP 7 measurement in serum were performed. Hydroxyproline levels were measured and histopathological examination
was performed in lung tissue.

Results: Neutrophil levels were significantly lower in ERD group than BLM I, BLM II, and NAC groups (p=0.004, p=0.015, and p=0.022, respectively). Lympohcyte levels were
significantly lower in ERD and NAC groups than BLM I group (p=0.030, p=0.010, respectively). The degree of fibrosis of the lung tissue was significantly lower in ERD group than in
BLM I, BLM II, and NAC groups (p<0.001). TAS levels were significantly higher in ERD group than BLM I, BLM II, and NAC groups (p=0.002 for BLM II, p<0.001 for other groups).
TOS levels were significantly lower in ERD group than BLM I, BLM II, and NAC groups (p<0.001, p=0.009, p=0.025, respectively). MIP 2 levels were significantly lower in ERD
group than BLM I (p=0.004). MMP 1 levels were significantly lower in ERD group than BLM I and BLM II groups. (p=0.007, p=0.022, respectively). MDA levels were significantly
lower in ERD group than BLM I (p=0.026). Hydroxypirolin levels were significantly lower in ERD and NAC groups than BLM I (p=0.001, p=0.003, respectively).

Conclusion: Our results showed that ERD has therapeutic effects on fibrosis induced by BLM. It can create this effect by reducing inflammatory cell accumulation, various

chemokines and collagenase levels in the lung, and regulating oxidant/antioxidant balance.
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GIRIS

Interstisyel akciger hastahigi (IAH) olarak da adlandiri-
lan diffiiz parankimal akciger hastaligi (DPAH) klinik,
radyografik, fizyolojik veya patolojik faktorler temelinde
siniflandirilan akciger hastaliklarini tanimlar (1). Diffiiz
parankimal akciger hastaligi (DPAH) 200 kadar hastalig
iceren, akciger parankimi, hava yollari, vaskiiler yapilar:
ve nadiren de plevrayi etkileyen heterojen bir grup hasta-
liktir (2). Bu hastaliklar; nedeni bilinen DPAH, idiyopatik
intertisyel pndmoniler (1IP), graniilamatéz DPAH ve diger
formlar olmak tizere baslica dort baslik altinda degerlendi-
rilmektedir (3). Idiyopatik pulmoner fibrozis major idiyo-
patik intertisyel pnomonilerin en sik karsilasilan formudur
ve patogenezi tam aydinlatilamamus, etyolojisi bilinmeyen,
sik goriilen, genellikle 6liimctil seyreden ve halen kullanil-
makta olan tedaviler hastaligin prognozu tizerine ¢ok az
etkilidir (4,5).

[PF’nin prevalansi, Amerika Birlesik Devletlerinde 14 -
63/100.000, Avrupa da 1,25 - 23,4 /100.000 bulunmustur
(6). Ulkemizde Tiirk Toraks Dernegi tarafindan yapilan
“Diftiiz Parankimal Akciger Hastaliklar” ¢aliymasinda
IPF prevelansi, DPAH hastaliklar igerisinde %19,9 ola-
rak saptanmustir. IPF’nin erkeklerde kadinlardan daha
sik goriildiigi kabul edilmektedir ve iilkemizde erkek ka-
din orani (E/K) 1,53 olarak saptanmustir (7).

IPF etiyolojisi bilinmemekle birlikte hastaligin gelisi-
minde bazi potansiyel risk faktorleri tanimlanmigtir.
Cevresel risk faktorlerinden odun, metal tozlari, tas,
kum, mesleksel maruziyetler, gastroozafageal reflii’ye
bagli olusan kronik aspirasyon, genetik faktorler (Alfa-
1 antitripsin, anjiotensin doniistiiriici enzim gibi),
otoimmunite potansiyel risk faktorleri olarak tanim-
lanmigtir. IPF komplex bir hastaliktir , patogenezinde
rol oynadig1 diisiiniilen muhtemel mekanizmalar hala
net bir sekilde kanitlanamamistir. Idiyopatik pulmoner
fibrozis genellikle sinsi baslangi¢li ve progresif seyirli-
dir. Hastalik klinik olarak; subklinik IPF, yavas progre-
sif IPE, hizli progresif IPF ve alevlenmeler olarak dort
baslik altinda degerlendirilmektedir. Alevlenmeler;
enfeksiyon ya da kalp yetmezligi gibi sebeplere bag-
I1 olmaksizin semptomlarda, akciger fonksiyonlarinda
ve radyolojik bulgularda, birka¢ giin veya hafta i¢inde
bozulma olarak tanimlanmustir (8,9).

[PFde etkinligi kanitlanmamus, sinirh sayida tedavi se-
cenegi bulunmaktadir. Inflamatuar ve otoimmiin bir
hastalik oldugu distiniildiigi icin hastaligin tedavisin-
de, kortikosteroidler, antiinflamatuar ve sitotoksik ilaclar
kullanilmigtir. Yillardir etkinlikleri kanitlanmamasina
ragmen kortikosteroidler IPFde en ¢ok kullanilan ilag-
lardir. 2011 yilinda yayinlanan kilavuza gore (10), stabil
[PFde farmakolojik tedavi verilmesi benimsenmemis,
nonfarmakolojik tedavilerden uzun siireli oksijen tedavi-
si, rehabilitasyon ve transplantasyon yapilabilecegi, ayr1-
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ca akut alevlenme olan olgularda kortikosteroid ve reflii
tedavisi verilebilecegi benimsenmistir. Son yillarda IPF
tedavisinde kullanilan, akciger parenkimindeki fibro-
zisin progresyonunu engelleyebilen antifibrotik ajanlar
pirfenidon ve nintedanib hastaligin tedavisinden ziyade,
fonksiyon kaybini yavaslatarak hastaligin ilerlemesini ya-
vaslatmig ve sagkalimda kismi uzama yapabilmistir (11).
Yapilan ¢alismalarda, akciger transplantasyonunun [PF’li
hastalarda yasam stiresini uzatma ihtimali olan tek tedavi
yontemi oldugu bildirilmisitir (12).

Deneysel hayvan modellerinde akciger fibrozisi {izerine
erdostein (ERD) ve N-asetilsisteinin (NAC) etkinligi-
ni degerlendirmek iizere ¢ok sayida ¢alisma yapilmistir
(13,14). Bu ¢aligmalardan bir kisminda ila¢ uygulama ve
caligma siiresi kisa olup (14 giin vb.), daha uzun siireli
caligmalarda da BLM uygulamast ile birlikte tedavi veri-
lerek degerlendirme yapilmigtir.

Bleomycin (BLM) akcigerde inflamasyona ve fibrotik
reaksiyona neden olur. Bu nedenle potansiyel antifibro-
tik ajanlarin etkilerini degerlendirmek i¢in deneysel
pulmoner fibrozis olusturmak amaciyla sik kullanilan
bir ajandir (15). ERD antioksidan etkinligi olan ve aktif
metobiliti N-thioglycolylhomocysteine ( Met I ) olan bir
tiol bilesigidir. Antioksidan 6zelliklerinin yani sira mu-
koaktif ve bakteri adhezyonunu azaltic1 6zelligi vardir
(16). Calismalarda ERD’in deney hayvanlarinda hava
yolu sekresyonlarini artirdigi, insanlarda ise sigara ile
olugan alfal-antitripsin’in inaktivasyonunu baskiladig1
gosterilmistir (17,18). NAC hidrojen peroksit ile gelisen
epitel hiicre hasarini ve sigaranin neden oldugu infla-
matuar stireci baskilar (19). Kronik obstriiktif akciger
hastalig1 olan hastalarda yapilan galigmalarda NAC’in
balgam viskositesinde azalma, ekspektorasyonda ko-
laylik, oksiiriik ve balgam hacminde artis, nefes darlig
ve alevlenme sayisinda azalma gibi etkilerinin oldugu
gosterilmistir (20).

Bizim literatiir bilgimize gére BLM uygulamasi ile ak-
cigerlerde fibrozisin olusmasindan sonra ge¢ fibrozis
doneminde tedavi verilen bir ¢aliyma mevcut degildir.
Klinik pratikte pulmoner fibrozis'li hastalar genellikle
semptomlar1 ortaya ciktiktan sonra hekime gelmekte ve
bu sirada da hastalarin akcigerlerinde fibrozis gelismis
(ileri evre) olmaktadir. Bu nedenle, biz bu calisma ile ak-
cigerlerde fibrozis tam olarak olustuktan sonra erdostein
ve NAC tedavisi vererek bu ajanlarin ge¢ fibrozis done-
minde herhangi bir teropatik etkisinin olup olmadigini
arastirmay1 amagladik.

GEREC VE YONTEM

Bu deneysel caligma i¢cin Hatay Mustafa Kemal Universi-
tesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu'ndan onay alin-
mistir (2012-09/09-6).
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Bu ¢aligmada agirliklar: 250 gr'in iizerinde olan 35 adet
erigkin erkek rat kullanildi. Ratlar rastgele alinarak
7’serli 5 gruba ayrildi. Tim gruplarda intratrakeal (i.t.)
uygulama giinii 0. giin olarak kabul edildi. 14. giinde
bleomisin-I (BLM-I) grubundan 5 adet, 29. giinde diger
gruplardan 26 adet olmak iizere toplam 31 rat anestezik
kosullar altinda sakrifiye edilerek gerekli islemler yapil-
du

Grup 1 (n=7, Kontrol grubu): Bu gruptaki ratlara 0.
giin 0,2 ml fosfatla tamponlanmis steril salin (PBS;
phosphate buffered saline) i.t. uygulandi. 15. giinden
itibaren 0,3 ml/giin distile su orogastrik sonda ile uygu-
lanmaya baslandi, 29. giine kadar uygulamaya devam
edildi.

Grup 2 (n=5, BLM-I grubu): Bu gruptaki ratlara
(n=7), 0. giin 7,5 U/kg dozunda BLM i.t. (Nippon Ka-
yaku Co., Japan) verildi. Calismanin 10. giiniinde 1 ve
11. giiniinde 1 rat ex oldu. 14. giinde ratlar anestezik
kosullar sakrifiye edilerek gerekli islemler yapildi.
Grup 3 (n=6, BLM-II grubu): Bu gruptaki ratlara
(n=7), 0. giin 7,5 U/kg dozunda BLM i.t. uygulandu.
Calismanin 12. giiniinde 1 rat ex oldu. 15. giinden iti-
baren 0,3 ml/giin distile su orogastrik sonda ile uygu-
lanmaya baslandi, 29. giine kadar uygulamaya devam
edildi.

Grup 4 (n=6, Erdostein (ERD) grubu): Bu gruptaki
ratlara (n=7), 0. giin 7,5 U/kg dozunda BLM i.t. uygu-
landi. Caligmanin 11. giiniinde 1 rat ex oldu. 15. giin-
den itibaren 10 mg/kg/giin dozunda erdostein (San-
doz, Tirkiye) distile su ile ¢oziilerek orogastrik sonda
ile uygulanmaya baglandi, 29. giine kadar uygulamaya
devam edildi.

Grup 5 (n=7, N-Asetil sistein (NAC) grubu): Bu
gruptaki ratlara 0. giin 7,5 U/kg dozunda BLM i.t. uy-
gulandu. 15. glinden itibaren 3 mmol/kg /giin dozunda
NAC (Hisnii Arsan, Tirkiye) distile su ile ¢oziilerek
orogastrik sonda ile uygulanmaya bagslandi, 29. giine
kadar uygulamaya devam edildi.

Yapilan islemler

Tim ila¢ uygulamalar: her giin ayni1 saatte (08:00) ya-
pildi. BLM ve PBS uygulamasi anestezi altinda yapildi.
Anestezi igin xyalzine (5 mg/kg) ile ketamin (75 mg/kg)
ayni1 enjektore gekilerek intraperitoneal olarak uygulandi.
Daha sonra ratlarin refleksleri kontrol edilerek anesteziye
girmeleri beklendi. Bu sirada BLM”nin 15 U”lik flakon
formu PBS i¢inde ¢ozdiirtildii. Anestezi altindaki ratlarin
boyun 6n bolgesi orta hat kesisi ile acildi, cilt alt1 doku-
lar klemp yardimu ile dikkatlice ekarte edilerek trakeaya
ulasildi. Trakea icerisine 100 u”lik insiilin enjektorii ile
girilerek BLM uygulamasi yapildi, BLM nin akcigere tam
ulasabilmesi i¢in ratlarin kafa kismi yukar: kaldirilarak
30 sn kadar beklendi. Kontrol grubuna da ayni sekilde
PBS verildi. Islem bittikten sonra kesi bolgesi siitiir ile

kapatilarak, enfeksiyon gelismemesi yoniinden giinlitk
antiseptik soliisyon ile silinerek yara bakimi yapildi.

Calismanin 14. giintinde BLM-I grubundaki ratlar ve 29.
giinde diger gruplardaki ratlar anestezik kosullar altin-
da (xyalzine 5 mg/kg, ketamin 75 mg/kg) medyan ster-
notomi ile toraks kafesi acildi, sag ventrikiilden (kalp)
yaklasik 10 ml kan alindi, kan alimu ile sakrifiye edilen
ratlara trakeal kaniil araciligryla akcigerlere BAL islemi
yapild1 (5 kez 1 ml PBS verilerek yaklasik 4 ml (%80) siv1
geri alind1). BAL islemi yapildiktan hemen sonra BAL'da
hiicre sayimu igin gerekli islemler yapilarak yayma hazir-
land1. Ratlardan alinan kan ornekleri santrifiij edilerek
serumlari ayrildi. Sol akciger %10 formaldehit igerisinde
tikse edilerek doku kesitleri hazirlandi. Sag akciger ise
hidroksiprolin 6l¢imii i¢in kullanildi. BAL (MDA 6lgii-
mii i¢in ayrilan), serum ve akciger doku 6rnekleri labora-
tuvar ¢alismasina kadar -80°C”de sakland:.

BAL Malondialdehit (MDA) ol¢iimii Ohkawa ve arka-
daslarinin metoduna gore yapildi (Ohkawa H, Ohishi N,
Yagi K. Assay for lipid peroxides in animal tissues by
thiobarbituric acid reaction. Anal Biochem 95: 351-358,
1979.) Doku hidroksiprolin tespiti Woessner”in tarif et-
tigi yontemle kismen modifiye edilerek yapildi (Woess-
ner JF Jr. The determination of hydroxyproline in tissue
and protein samples containing small proportions of this
imino acid.Arch Biochem Biophys. 1961 May;93:440-7.)
Bronkoalveoler lavajda hiicre sayimi; Bronkoalveoler la-
vaj swvisindan hazirlanan yaymalar HematoksilenEozin
(HE) ve May-Grunwald-Giemsa (MGG) ile boyandi.
Her yaymada randomize ortalama 300 adet hiicre sayilip
ytizdesi alindi.

Histopatolojik inceleme; Ratlarin sol akcigerleri histo-
patolojik degerlendirme i¢in %10 formalin soliisyonun-
da 24 saat bekletilerek tespit edildi. Tiim akcigeri temsil
edecek sekilde sagittal doku orneleri alindi. Rutin doku
takibinden sonra parafin blok haline getirildi ve 4 p ka-
linliginda kesitler elde edildi. Kesitler Hematoksilen-E-
ozin (HE) ve fibrozisin degerlendirilmesi i¢in Masson
Trichrom (MT) boyasiyla boyandi. Fibrozisin derece-
lendirmesi; MT ile boyali kesitlerde 100”liik bitytitmede
rastgele segilen 10 alanda Ashcroft skorlamasina (J Clin
Pathol 1988;41:467-470) gore yapildi. Mikroskobik ince-
leme kor olarak yapildi.

Serum oOrneklerinin Total Antioxidant Status (TAS) dii-
zeylerinin Ol¢iimii, Total Oxidant Status (TOS) diizey-
lerinin Ol¢iimii, Tiimor Necrosis Factor-Alfa (TNF-a)
diizeylerinin 6l¢timii, Transforming Growth Factor-Beta
1 (TGF-B1) diizeylerinin 6lgiimii, Makrofaj Iinflamatuar
Protein 2 (MIP-2) diizeylerinin élgiimii, Matrix Metal-
loproteinase 1 (MMP 1) diizeylerinin dl¢iimii ve Matrix
Metalloproteinase 7 (MMP 7) diizeylerinin 6l¢iimii kit
prosediirlerine uygun olarak ¢alisildi.
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Istatistiksel Analiz

SPSS 15.0 (Statistical Package for Social Sciences) paket
programi kullanildi. Veriler ortalamaztstandart sapma
olarak gosterildi. Degiskenler normal dagilim yoniinden
Kolmogorov-Smirnov testi ile incelendi. Normal dag-
lim gosteren degiskenlerin analizinde One-Way ANOVA
testi, normal dagilima uymayan degiskenlerin analizinde
Kruskal-Wallis testi kullanildi. Ikili karsilastirmalarda
Mann-Whitney U testi ve posthoc test olarak LSD testi
kullanildz.

Ttim istatistiksel veriler i¢in p <0.05 anlamli olarak kabul
edildi.

BULGULAR

Tiim gruplarda akciger dokusunda fibrozis derecesi ve
akciger hidroksiprolin miktari, serum TGF 1, MIP-
2, MMP-1, MMP-7, TNF a diizeyleri, serum TAS,
TOS ve BAL MDA diizeyleri ortalamaztstandart sap-
ma verilerek karsilastirilmistir. BAL nétrofil diizeyle-
ri, BLM I, BLM II, NAC gruplarinda kontrol grubuna
gore anlaml yiiksek bulunmustur (Sirasiyla; p=0,003,
p=0,005, p=0,011). ERD grubunda ise BLM I, BLM II
ve NAC gruplarina goére anlamli diistik bulunmustur
(Sirastyla; p=0,004, p=0,015, p=0,022). BAL lenfosit
diizeyleri, BLM I grubunda ERD ve NAC gruplarina
gore anlamli yiiksek bulunurken, (Sirastyla; p=0,030,
p=0,010) NAC grubunda kontrol grubuna gore an-
lamli diigiik bulunmugstur(p=0,017). Tim gruplarda
BALda hiicre yiizdeleri, akciger dokusunda fibrozis
derecesi ve akciger hidroksiprolin miktari, serum TGF
B1, MIP-2, MMP-1, MMP-7, TNF a diizeyleri, serum
TAS, TOS ve BAL MDA diizeyleri ortalama+standart
sapma olarak Tablo 1-2de verilmektedir.

Serum TNF a diizeyleri BLM I, BLM II ve NAC grupla-
rinda kontrol grubuna gore anlaml: yiiksek bulunurken

(Strasiyla; p=0,018, p=0,002, p=0,011) gruplarin diger
ikili karsilagtirmalarinda istatistiksel olarak anlamli fark
saptanmamuistir.

Serum TAS diizeyleri, BLM I, BLM II ve NAC grup-
larinda kontrol grubuna goére anlamli diigiik bulun-
mustur (BLM II grubu i¢in p=0,006, diger gruplar i¢in
p<0,001). ERD grubunda ise BLM I-II ve NAC grup-
larina gore anlamli yiiksek bulunmustur (BLM II i¢in
p=0,002, diger gruplar i¢in p<0,001). BLM gruplarinin
Serum TAS diizeyleri karsilagtirildiginda BLM I gru-
bunda BLM II grubuna gére anlaml1 diisiik oldugu sap-
tanmistir (p=0,038).

Serum TOS diizeyleri, BLM I grubunda kontrol, ERD ve
NAC gruplarina gore anlamli yiiksek bulunmugtur (Sira-
styla; p=0,002, p<0,001, p=0,032). ERD grubunda BLM
IT ve NAC gruplarina gore anlamli diigiik bulunmustur
(Sirastyla; p=0,009 ve p=0,025).

BLM II grubunda ortalama serum TGEF-B1 diizeyleri
diger gruplara gore yiiksek olmakla birlikte (BLM II ile
Kontrol grubu i¢in p=0,051) gruplarn ikili karsilagtirma-
larinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunamamustr.

Serum MIP 2 diizeyleri, BLM I grubunda kontrol, ERD
ve NAC gruplarina gére anlamli yiiksek bulunurken,
(Kontrol grubu i¢in p=0,001, diger iki grup i¢in p=0,004).
BLM II grubunda kontrol grubuna gore anlaml yiiksek
bulunmustur (p=0,025).

Serum MMP 1 diizeyleri, BLM I-II ve NAC gruplarinda
kontrol grubuna gore anlaml yiiksek bulunmugtur (Sira-
styla; p=0,001, p=0,003, p=0,032). ERD grubunda BLM
I-1I gruplarina gére anlamh diisiik bulunmustur (Sirasiy-
la; p=0,007 ve p=0,022). Kontrol grubu ile NAC grubu
Serum MMP 7 diizeyleri bakimindan karsilastirildigin
da; NAC grubunda kontrol grubuna gore istatistiksel ola-
rak anlaml yiiksek bulunmugstur (p=0.042).

Tablo 1. Tim gruplarda serum TGF p1, MIP 2, MMP1, MMP7, TNF a, TAS, TOS ve BAL MDA diizeyleri

Kontrol BLM-1 BLM-2 NAC ERD
Serum TGF B1(pg/ml) 210,5+14,4 237,1£58,9 246,8+20,9 225,9+19,1 231,6+36,6
Serum MIP-2 (pg/ml) 11,842,2 26,2+8,6 20,1£9,7 14,8+4,3 14,4+4.6
Serum MMP-1(pg/ml) 953,6+314,8 1646,3+264,8 1530,7+430,0 1342,8+264,4 1078,5£299,9
Serum MMP-7(pg/ml) 25,4+10,9 48,2+12,0 38,4+6,7 47,6+29,7 27,4+24,5
Serum TNF a (pg/ml) 2,040,2 3,742,1 2,7+0,3 2,5+0,3 2,5+0,3
Serum TAS (mmol/l) 1,1£0,2 0,4+0,1 0,7+0,2 0,5+0,3 1,2+0,2
Serum TOS(umol/l) 97,7£22,0 190,2+56,2 143,8+56,6 130,1+50,4 70,3+36,1
BAL MDA (umol/l) 0,1£0,1 0,2+0,1 0,2+0,1 0,2+0,1 0,1£0,1

Tablo 2. Tium gruplarda BALda hiicre diizeyleri, akciger dokusunda fibrozis derecesi ve akciger hidroksiprolin miktar:

Kontrol BLM1 BLMII NAC ERD
Makrofaj (%) 92+4,04 20,00+11,42 64+30,04 57,57+4,04 93,66+11,12
Notrofil (%) 0,57+0,79 64,80+20,95 29,33+32,49 39,17+£30,74 3,00+6,87
Lenfosit (%) 7,43+3,50 15,46+6,66 6,66+5,92 2,85+1,86 3,33+4,32
Fibrozis 0,14+0,38 6,20+0,84 5,33+1,21 5,29+1,38 2,33+£1,97
Hidroksiprolin (mg/g kuru doku) 4,47+1,93 9,98+1,64 6,74+2,00 6,12+2,51 5,17+1,82
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BAL MDA diizeyleri, BLM I grubunda kontrol ve ERD
gruplarina gore anlamli yiiksek bulunurken, (Sirasiyla;
p=0,010 ve p=0,026) gruplarin diger ikili karsilagtirma-
larinda istatistiksel olarak anlaml fark saptanmamustir.

Akciger doku hidroksiprolin diizeyleri, BLM I grubun-
da kontrol, BLM II, ERD ve NAC gruplarina gore an-
laml yiiksek bulunmustur (Sirasiyla; p<0,001, p=0,014,
p=0,001, p=0,003). ERD grubunda ise ortalama akciger
doku hidroksiprolin diizeyi BLM II ve NAC gruplarin-
dan diisiik olmakla birlikte istatistiksel anlaml fark sap-
tanmamustir (Sekil 1).

8 8 “
1 1 1

Hidroksiprolin (mg/g kuru doku)

KONTROL BLMAd

BLM-I

ERD NAC

Sekil 1. Tiim gruplarda akciger doku hidroksiprolin diizeyleri

Akciger dokusu fibrozis derecesi BLM I, BLM II, ERD
ve NAC gruplarinda kontrol grubuna gore anlaml yiik-
sek bulunmugtur (ERD grubu i¢in p=0,005, diger gruplar
i¢in p<0,001). Fibrozis derecesi ERD grubunda BLM I,
BLM II ve NAC gruplarina gore anlaml diisiik bulun-
mustur (p<0,001). BLM I ve BLM II arasinda ve NAC ile
BLM gruplar: arasinda fibrozis derecesi bakimindan an-
lamli fark bulunmamistir (Sekil 2).
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Sekil 2. Tiim gruplardaki doku fibrozis dereceleri

TARTISMA

Bu calisgmada BLM ile olusturulan deneysel akciger fibrozis
modelinde, akcigerlerde inflamasyon ve fibrozis gelisimi-
ni takiben gec fibrotik donemde ERD ve NAC’1in herhangi
bir teropatik etkisinin olup olmadig: arastirilmistir. Son
zamanlarda IPF patogenizinde miyofibrositlerin rolii daha
fazla dikkati ¢ekmektedir. Tip-II pnomositler, fibroblast
aktive eden sitokinler “TGF-B1 ve TNF-a” salgilar. IPFde
fibrositler, fibroblastlara benzer rol oynamaktadir (21).
Yildirim ve ark. (14)’nin ¢alismasinda da i.t BLM verilen
ratlarda 14. giinde BAL sivisinda total hiicre sayisinin,
notrofil, makrofaj ve lenfosit sayilarinin anlamli diizeyde
arttig1 gosterilmistir. NAC ve ERD ile tedavi verilen grup-
larda bu artisin baskilandig: goriilmiistiir. Bu caligmada i.t.
BLM uygulamasinin BAL nétrofil oranlarinda belirgin ar-
tisa neden oldugu ve nétrofil oraninin 29. giinde hala yiik-
sek oldugu goriildii. ERD tedavisinin BLM enjeksiyonuna
bagl notrofil artigini 29. giinde anlamli derecede baskila-
dig1 ve NAC tedavisine anlamli yanit olmadig goriildii.
BAL lenfosit oranlarinin ise 29. giinde bakildiginda NAC
ve ERD gruplarinda BLM I grubuna gére anlamli derecede
azaldig1 goriilmistiir. Bu galismanin sonuglari, benzer ¢a-
ligmalarda oldugu gibi ERD”nin BLM ile olusturulan akci-
ger inflamasyonunu baskiladigini gostermektedir.

Makrofaj inflamatuvar protein 2, akciger hasarina neden
olan nétrofil birikiminin potansiyel bir mediatériidiir
(22). BLM'nin uygulamasini takiben fibrotik siirecin geli-
siminde akcigerde intertisyel alanda inflamatuvar hiicreler
birikirler (23,24). Cogu arastirmact BLM'nin indiikledigi
fibrotik degisikliklerin gelisimi esnasinda akcigerde MCP
1, MIP 1a ve MIP-2 iiretiminin arttigini ve bu kemokinlere
kars1 nétralizan monoklonal antikorlar uygulandigi zaman
fibroziste azalmay1 gostermislerdir (25,26). Yara ve arkla-
r1 (27) farelerde BLM ile indiiklenen akciger fibrozisinde
MIP-2'nin 3 ve 7. giinlerde maksimum diizeye ulagtiginy,
14 ve 28. giinlerde azaldigin bildirmislerdir. Hagiwara ve
ark. (28) sadece BLM verilen ratlarda MIP -2 seviyeleri-
nin 7. giinde pik yaptigin1 ve sonrasinda hizli bir sekilde
azaldigini, NAC ‘in bu artis1 engelledigini gostermislerdir.
Erden ve ark. (13) BAL MIP -2 diizeylerinin BLM gru-
bunda anlaml derecede yiikseldigini, ERD tedavisinin bu
yikselmeyi engelledigini saptamistir. Mevcut ¢alismada
BLM gruplarinda 14. ve 29. giinde serum MIP-2 diizeyleri
kontrol grubuna gore ve 14. giinde ERD ve NAC gruplari-
na gore anlamli yiiksek saptandi. Bu veriler, ERD’in MIP-2
diizeyini azaltarak inflamasyon alaninda inflamatuar hiic-
re sayisini azaltabilecegini diisiindiirebilir.

Malondialdehit biyolojik sistemlerde lipid peroksidasyo-
nunu gostermek i¢in stk kullanilan bir tiir aldehittir (29).
Yiiksek olarak bulunmasi o ortamda lipid peroksidasyonu
oldugunu gosterir (30). Yildirim ve ark. (14) yaptig1 calis-
mada BLM grubunda akciger dokusunda MDA diizeylerin-
de belirgin artis oldugu, NAC ve ERD tedavisi verilen grup-
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larda MDA diizeylerinin baskilandig1 goriilmistiir. Erden
ve ark. (11) ¢alismasinda ERD’'nin BLM'nin neden oldugu
lipid peroksidasyonunu engelledigi gosterilmistir. Diger
caligmalarla uyumlu olarak bu ¢aliymada BLM uygulamasi
BAL MDA diizeylerinde anlamli artiga yol agmistir ve ERD
tedavisi de MDA diizeyinde diismeye neden olmustur.

Hidroksiprolin diizeyi dokudaki kollejen miktarin tespiti
i¢in kullanilan iyi bir biyokimyasal yontem olarak kabul
edilmektedir (29). Erden ve ark. (13)’nin yaptig1 bir baska
calismada BLM uygulamasiyla fibrozis derecesinin kont-
rol grubuna gore yaklasik 7 kat arttig1 ve ERD tedavisinin
bunu anlaml diizeyde 6nledigi bildirmistir, ek olarak BL-
M"nin akciger hidroksiprolin igerigini yaklasik 2 kat art-
tirdig1 ve ERD tedavisinin bu artis1 belirgin olarak engel-
ledigi belirtilmistir. Bizim ¢aliymamizda da benzer olarak,
BLM gruplarinda akciger fibrozisi ve doku hidroksiprolin
diizeyleri anlamli derecede yiiksek bulundu. ERD tedavi-
si verilenlerde doku hidroksiprolin diizeyi diistik, fibrozis
skoru anlamli derecede diisiik bulundu.

Tiimor nekrozis faktoér-a Pulmoner fibrozisin patoge-
nizinden biiyiik ol¢tide sorumlu tutulmus ve terapotik
miidahaleler i¢in potansiyel hedef olarak kabul edilmistir
(23,31,32). TGF-1 profibrogenik etkisinden dolay1 IPF
gelisiminde kritik medyatorlerden biri olarak kabul edilir
literatiirdeki bir ok ¢alismada BLM ile indiiklenen akciger
fibrozisi sonras1 BAL da TNF a ve TGF-p1 diizeylerinin art-
t181 tespit edilmistir. Serrano-Mollar ve ark. (33)’nin ¢alig-
masinda; BLM ile akciger fibrozisi olusturulan ratlarda 15.
giinde BAL TNF-a diizeyinin kontrol ve NAC gruplarina
gore yiliksek bulunmugtur. Li ve ark. (34)’nin ¢alismasinda
BLM ile indiiklenen akciger fibrozisinde BLM gruplarin-
da serum TGF-P1 seviyelerinin 9. glinde pik yaptig1 ve 35.
giine kadar yiiksekligini korudugu ve NAC verilen grup-
larda bu artisin baskilandig1 gosterilmistir. Bu ¢aliymada
serum TNF-a seviyeleri BLM uygulamast ile anlaml dii-
zeyde artmustir. NAC ve ERD tedavileri verilen gruplarda
BLM I grubuna gore diisiik olmakla birlikte TNF-a diizey-
lerinde istatistiksel olarak anlaml degisiklik saptanmamig-
ken TGF-B1 seviyelerinde ise BLM ve tedavi gruplarinda
kontrol grubuna gore yiiksek olmakla birlikte, bu seviyeler-
de istatistiksel olarak anlamli farklilik tespit edilmedi

BLM ile olusturulan akciger fibrozisinde oksidan/antiok-
sidan dengesizliginin rol oynadigr savunulmustur (15).
TAS son zamanlarda gelistirilen bir 6l¢iim yontemi olup,
serumdaki enzimatik olan ve olmayan tiim antioksidanla-
rin durumunu yansitabilmektedir. Oksidatif hasarina yol
acan serbest radikal reaksiyonlarina kars1 ol¢iilmektedir
(35,36). TOS ise dokuda oksijen radikallerinin olusturdu-
gu hasar1 yansitan parametre olarak kullanilmaktadir. Kilig
ve ark. (37) BLM olusturulan akciger fibrozisinde, akciger
dokusunda TOS diizeylerini anlaml yiiksek, TAS diizeyle-
rini anlamli diigiik bulmuslardir. Bu ¢alismada BLM uygu-
lamas1 14. giinde serum TOS diizeylerinde anlaml: artisa,
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serum TAS diizeylerinde anlamli diisiise yol agmistir. NAC
tedavisinin serum TAS, TOS diizeyleri iizerine anlaml bir
etkisi goriilmezken; ERD tedavisi serum TAS diizeylerinde
anlamli artisa ve serum TOS diizeylerinde anlaml diistise
neden olmustur.

Matriks metolloproteinazlar (MMPs)’ler her tiirlii ekstra-
seliiler matriksi parcalama yetenegine sahip bioaktif mo-
lekiillerdir. MMPs'nin yapisal ve fonksiyonel olarak farkli
tipleri vardir. Intertisyel kollejenazlar tarafindan en fazla
MMP-1 eksprese edilir. Henry ve ark. (38) BALda MMP-
1 diizeylerinin IPF’li hastalarda anlamli yiiksek oldugunu
bildirmislerdir. Calismamizda serum MMP-1 diizeyleri
BLM uygulamasi ile anlamli diizeyde artmistir. 29. giinde
bu diizeylerde bir miktar diisme olmakla birlikte anlamli
yiksekligini stirdiirmiistiir. ERD tedavisi serum MMP-1
diizeylerinde anlaml diisiise neden olmustur. Verma ve
ark. (29) caligmasinda ratlarda BLM ile indiiklenen akci-
ger fibrozisinde plazma ve BALda MMP-7 diizeyleri kont-
rol grubuna gore anlamli derecede yiiksek bulunmustur.
Bu bulgular, ERD’'nin MMP ekspresyonunu inhibe ederek
akcigerde fibrozis gelisimini onleyebilecegini diisiindiir-
mektedir.

SONUC

Bu galismada NAC tedavisinin BLM’ye bagl gelisen akci-
ger inflamasyonu ve fibrozisi tizerine anlamli bir teropatik
etkisi olmamuistir. Buna karsin ERD'nin BLM ile olusturu-
lan akciger inflamasyonu ve fibrozis tizerine tedavi edici
etkisinin oldugunu goriilmiistiir. ERD, bu etkiyi akcigerde
cesitli kemokin ve kollagenaz diizeylerini ve inflamatuvar
hiicre birikimini azaltarak, oksidan/antioksidan dengesini
diizenleyerek gosterebilir.

Bu ¢aligmanin sonuglari, ERD'nin [PFde ileri fibrosis do-
nemi de dahil olmak iizere bir tedavi segenegi olabilecegini
one stirmektedir. Bununla birlikte bu sonuglar1 destekle-
yebilecek kapsamli ¢aligmalara, 6zellikle klinik ¢aligmalara
ihtiyag vardir.
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