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1. GIRIS VE AMAC

Idiopatik interstisyel pnémoni’ler (IIP), diffuz parankimal akciger hastaliklari’nin
(DPAH) etiyolojisi bilinmeyen bir alt grubunu olusturmaktadir. iiP’ler akciger
parankiminde degisik derecelerde inflamasyon ve fibrozis sonucu hasara yol acan heterojen
bir hastalik grubudur. IIP’ler arasinda en sik goriilen idiopatik pulmoner fibrozis (IPF)’ dir
(1).

Amerikan Toraks Dernegi (ATS) - Avrupa Solunum Dernegi (ERS) siniflandirmasi
[PF’yi “Kronik fibrozan interstisyel pnomoninin etyolojisi bilinmeyen, akcigerle sinirh
olan ve usual (olagan) interstisyel pnomoninin (UIP) histolojik varlig ile iliskili olan
spesifik bir formu” olarak tanimlamaktadir. Cogu interstisyel pnomoniye gore daha kotii bir
prognoza sahiptir (1).

Amerika Birlesik Devletler’inde hastalik prevalansi yilizbinde 14 ile 42.7 arasinda
degistigi bildirilmektedir (2). IPF progresyon gosteren sinsi ve fatal seyirli bir hastaliktir.
Spontan remisyon goriilmez. Etkin bir tedavisi yoktur, tan1 konulduktan sonra medyan
yasam siiresi yaklasik 3 yildir. Cogu hasta uzun déonem boyunca stabil seyretse de anlamli
sayida hasta grubu solunum yetmezIligi ve 6liime gotiiren akut alevlenme donemlerini yasar
3).

IPF tedavisinde kortikosteroid ve bagisiklig1 baskilayan ajanlar kullanilsa da yagam

kalitesini veya sag kalimi artiracak herhangi bir tedavi sekli yeterli klinik verilerle heniiz



gosterilmemistir (4). Baz1 IPF hastalarinda sagkalimi artirdigi diisiiniilen akciger nakli
gecerli girisim olmayi siirdiirmektedir (5).

Hastaligin tibbi tedavisinin tam olmamasi, akciger transplantasyonun ¢ok kisitli
hasta grubuna uygulanabilmesi, yasam siiresindeki kisitlilik arastirmacilart medikal
tedavinin gelistirilmesine yonlendirmektedir.

Deney hayvanlari ve insanlarda yiiriitilen immiinsiipresyon daha c¢ok
fibroproliferasyonu onleyen ilag calismalari seklinde devam etmektedir. IPF
arastirmalarinda  goriislerden biri; fibrozisi baslatan tetikleyici faktoriin  Oncelikle
inflamasyon oldugunu desteklerken, digeri fibrozisin kronik endotel hasar1 ve anormal
epitelyal-mezenkimal etkilesimlere bagli olarak, dogru onarim yapilamamasinin sonucu
oldugunu ileri stirmektedir (6).

Antineoplastik bir ajan olan bleomisin (BLM) inflamasyona ve fibrotik reaksiyona
neden olur, akcigerlerde fibrozis yaptig1 bilinmektedir. Hayvanlarda BLM’in yaptidi
akciger hasar1 pulmoner fibrozisinin histolojik ve biyokimyasal 6zelliklerini iyi yansitan bir
modeldir. Sonug olarak deneysel pulmoner fibroziste BLM, potansiyel antifibrotik ajanlar1
degerlendirmek i¢in siklikla kullanilmaktadir (7,8).

Rekombinant aktif protein C (APC) derivesi Drotrecogin-o (DA) agir sepsiste
kullanilan, en cok goriilen yan etkisi kanama olan yeni bir ilagtir. IPF patogenezinde dogal
antikoagiilan APC sisteminin rolii oldugunu gosteren calismalar vardir. IPF’de protein C
sistem aktivitesinin azaldi@ saptanmistir. BLM nin yaptig1 akciger hasar1 ve fibrozisinde
koagiilasyon sisteminin aktivasyonunun Onemli rol oynadigi bilinmektedir. Protein C
yolag1 koagiilasyon sisteminin onemli bir regiilatoriidiir. APC’nin ilgi ¢eken bir etkisi de
antiinflamatuvar etkileridir. Yapilan bir calismada bronkoalveolar lavaj (BAL)
orneklerindeki APC seviyeleri BLM verilen farelerde salin verilen gruba gore daha diisiik
bulunmus, APC’nin intratrakeal (i.t.) olarak uygulanmasinin BLM ile olusturulan akciger
fibrozisini inhibe ettigi gosterilmistir (9,10).

Bu c¢alismamizda intraperitoneal (i.p.) APC tedavisinin sicanlarda BLM ile
indiiklenen akciger fibrozisindeki koruyucu etkilerini akciger dokusu ve BAL orneklerinde
histolojik ve biyokimyasal diizeyde hem negatif kontrol (plasebo), hem de tedavide

etkinligi kanitlanmus steroid tedavisi ile kiyaslayarak test etmeyi amagladik.



Deneysel caligmalarda hayvanlarin ac1 ¢ekme olasiliklar1 vardir ve etik agidan biz
bunu Onlemeli ya da en azindan minimum diizeye indirgemeliyiz. Etik prensiplere gore;
deneysel calismalarda enjeksiyon, invaziv olmayan ve fazla alet ve gere¢ istemeyen uygun
bir yontemle yapilmalidir (11). Bu ylizden ¢alismamizda APC tedavisini intratrakeal (i.t.)

yoldan degilde intraperitoneal (i.p.) olarak uygulamay: tercih ettik.



2. GENEL BiLGILER

2.1. interstisyumun Anatomi ve Histolojisi

Interstisyum, akcigerlerin havayollarini ve alveollerini destekleyen konnektif doku
catisidir. Akcigerler gelisirken havayollarinin olustugu mezensimal kiliftan koken alir.

Interstisyel yap1 anatomik olarak 3 boliimde incelenebilir.

1-Aksiyel (peribronkovaskiiler) interstisyel sistem

2-Periferik (subplevral) interstisyel sistem

3-Parenkimal (alveolar-septal) interstisyel sistem

Aksiyel interstisyel sistem akciger hilusundan baslayip periferde alveoler kanal ve
kese seviyesine dek uzanan giiclii fiber liflerden olusan interstisyel bir yapidir. Bronsiyal
damarlar, sinirler ve lenfatikler bu konnektif doku icerisinde yer alir.

Periferik interstisyum olarak adlandirilan bu alan subplevral ve interlobiiler
septalardan olusur. Periferik interstisyel sistem visseral plevra ile iliskilidir. Akciger
loblarin1 ¢evreleyen kuvvetli fibr6z cepler olusturur. Dis tabakada yassi mezotel hiicreleri
bulunan ve ince bazal membranla desteklenen visseral plevra, baslica kollajen ve elastinden
ibaret fibroz yapr ilizerinde akcigerin derinliklerine dogru ilerler. Akciger parenkimine
penetre olarak akcigerleri sagda li¢, solda iki adet loblara ayirip havayollarin1 kiiciik
pargalara ayiran parenkimal interstisyel yapiyla devam eder (12,13).

Akciger yapisinda “ana iinite” olarak kabul edilen primer ve sekonder lobiil ile
asinlis kavrami akciger parenkiminin en kabul goren alt birimleridir. Respiratuvar
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brongiyolun en distal kismi olan primer lobiil; alveoler kanallar, alveoler keseler ve
alveollerden olusur. Ayrica bu yapida kan damarlari, sinirler ve konnektif doku elamanlar
da yer almaktadir. Insan akcigerinde yaklasik 23 milyon lobiil vardir. Radyolojik olarak
konsolide olsalar dahi 6nemli bulgu vermezler. Sekonder lobiil; bag dokusu septalari ile
cevrili en kiigiik ayrilmis akciger pargasi olarak tanimlanmaktadir. Ug ya da bes terminal
bronsiyolden ibarettir. icerisinde 30-50 adet primer lobiil icerir. Pulmoner parenkimal
sistemin fonksiyonel iinitesi asinuslardir. Asinuslar {i¢ sira respiratuvar bronsiyol, alveol
kanallar1, alveol keseleri ve alveolleri icerir. Normal asiniis akciger grafisinde ve yiiksek
¢oziiniirliiklii bilgisayarli tomografide (YCBT) secilemez. Odem, inflamatuvar veya
neoplastik dokularca kalinlagtiklarinda hem biiyilk orneklerde hem de YCBT’de daha
santral alanlarda dahi secilebilir (12,13).

Parankimal interstisyum anatomik olarak iki farkli boliimden olusmaktadir. Birincisi
gaz transferinin gelistigi nisbeten ince olan kisim, ikincisi alveoller icin mekanik destek
fonksiyonu ve sivi gecisini ayarlayan kisimlardir. ince kisimda alveol epitel hiicrelerin
bazal membrani, endotel bazal membranla temas halindedir. Bu temas yerlerinde
interstisyel hiicreler ve konnektif doku yoktur. Kalin kisimdaki epitel ve bazal membranlari
degisik genislikte interstisyel aralik ile birbirinden ayrilirlar. Interstisyumun kalin kismi
konnektif doku ve cesitli hiicre tiplerini icerir. Konnektif doku proteoglikan matriksten
ibarettir. Bu matrikste kiiciik kollajen yiginlar, elastik lifler ve fibronektin, laminin gibi
kollajendz proteinler (glikoproteinler) bulunur. Normal sartlar altinda interstisyumda az
sayida interstisyel makrofajlar, fibroblast ve myofibroblastlar bulunur. Interstisyel

konnektif doku alveoler yap: etrafinda ag seklinde iskelet olusturur (12,13).

Interstisyumun Histolojisi

Alveol Duvari: Respiratuvar bronsiyoller ve alveol kanallarinin sonlandig: kiiciik
kesecikler olan alveollerin duvari {i¢ ince doku katmanindan olugsmustur. Bunlar; 1) alveol
epitel hiicreleri 2) kapiller endotel hiicreleri ve 3) bazal membranlar ve ile bunlarin arasini

dolduran parenkimal interstisyumdur.



Alveol duvarinin Tip I ve Tip II epitel hiicreleri bulunur. Tip I hiicreler alveol
duvarmin %95'ini olusturur, ana gorevi alveole mekanik destek saglamak olusturur. Tip II

epitel hiicreleri siirfaktan yapimindan sorumludur.

2.2. idiopatik Interstisyel Pnémoniler (IiP)

DPAH 200’den fazla farkli klinikopatolojik antiteyi icerir. Bir cogunun etyolojisi
bilinmemekle birlikte hepsinin ortak 6zelligi spesifik olmayan ii¢ kardinal klinik bulguyu
igermeleridir. Bu triad:

i) Eforla artan dispne ve kuru oksiiriik

1) Akciger grafisinde interstisyel patern

iii) Solunum fonksiyon testlerinde restriktif patern

DPAH en biiyiik grubunu 4 grubu olusturur: a) Nedeni bilinenler: mesleksel ve
cevresel maruziyet, kollajen vaskiiler hastaliklar ve ilac toksisitesi gibi b) IIP c¢)
Graniilomatdz akciger hastaliklart: sarkoidoz gibi d) Ozel tanimlar: (genellikle, nadir
formlar1) lenfanjiyoleiomyomatozis (LAM), pulmoner langerhans hiicreli histiyositozis,
eozinofilik pnomoni (Sekil 1) (1).

[iP, interstisyel akciger hastaliklar1 (IAH) olarak da bilinen DPAH bir grubudur.
Idyopatik terimi bilinmeyen nedeni belirtir. Interstisyel pnomoni ise tipik olarak bakteriyel
pnomonilerde goriilen hava boslugu etkilenmesinin tersine, akciger parenkiminde degisik
derecelerde fibrozis ve inflamasyon kombinasyonunu igerir. Amfizem ve KOAH gibi
diffiiz akciger hastaliklari, bronsiyolit ve pulmoner hipertansiyon bu tanimlamanin
disindadir. Epitel ve endotelyal bazal membranlar arasindaki alam1 kapsayan interstisyum
[iP’lerde primer hasar bolgesi olmakla birlikte alveoller, periferik havayollari, endotelyal
ve epitelyel alandaki damarlar da etkilenmektedir. Patofizyolojik olarak, parenkimal hasar,
dolasimla veya inhalasyonla interstisyuma ulasan zararli maddeler tarafindan baglatilir.
Hasar baglangigta once alveoler epitelde baslar, bunu interstisyel alanda inflamatuvar hiicre
infiltrasyonu izler ve daha sonraki evrelerde alveol bosluguna dogru gelisir. Hastaliga yol
acan etkenden uzaklagsma veya tedavi sonucunda akciger hasar1 kismen veya tamamen
rezoliisyon gosterebilece8i gibi ¢ogu DPAH’da oldugu gibi inflamasyon progresyon
gosterip interstisyel fibrozis ve bal petegi akcigerin gelisimi ile sonuglanir (1,14,15).
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Diffuz Parankimal Akciger Hastaliklar1 (DPAH)

Nedenlere Graniilomatoz Diger form
sekonder DPAH iip DPAH DPAH
(llag, KDH) (Sarkoidoz gibi) (LAM, HX)
I
[ |
IFP disindaki
IPF [iP’ler
DIP RB-IAH
Akut interstisyel Kriptojenik
pnomoni organize pnémoni
Nonspesifik Lenfositik
interstisyel interstisyel
pnomoni pndomoni

Sekil 2. Diffuz parankimal akciger hastaliklarinin (DPAH) simflamasi (1).

Diffuz parankimal akciger hastaliklann (DPAH), Kollajen vaskiiler hastalik (KDH), Idyopatik
interstisyel pnomoni (IIP), Lenfanjiyoleiomiyomatoz (LAM), Pulmoner langerhans hiicreli histiositozise
(HX), Idyopatik pulmoner fibrozis (IPF), Deskuamatif interstisyel pnomoni (DIP), Respiratuvar bronsiolitis
ile iliskili interstisyel akciger hastaligi (RB-IAH)

[lk kez Hamman ve Rich 1944’de fulminan ve fatal seyirli, progressif interstisyel
inflamasyonu ve fibrozisi olan dort hasta bildirmislerdir. ATS/ERS 2001 yilinda IiP’ler icin
yeni bir smiflama Onermistir. Bu smiflama histolojik ve klinik-CPR (klinik-radyoloji-

patoloji) tam Ozelliklere gore yapilmistir ( Tablo 1) (1).



Tablo 1. idiopatik interstisyel pnomonilerin (IiP) histolojik ve klinik stmflamasi (1).

Histolojik patern Klinik-CRP tam

Usual interstisyel pnémoni (UIP) Idiopatik pulmoner fibrozis/Kriptojenik fibrozan
alveolit

Nonspesifik interstisyel pndmoni Nonspesifik interstisyel pndmoni

Organize pnomoni Kriptojenik organize pndmoni

Diffuz alveolar hasar Akut interstisyel pnémoni

Respiratuvar bronsiolitis Respiratuvar bronsiolitis ile iligkili interstisyel
akciger hastaligi

Deskuamatif interstisyel pndmoni Deskuamatif interstisyel pndmoni

Lenfositik interstisyel pndmoni Lenfositik interstisyel pndmoni

Klinik-CPR (klinik-radyoloji-patoloji) tan

Kriptojenik organize pndmoni (Idiopatik bronsiolitis obliterans organize pnémoni)

Hastaligin idyopatik oldugunu belirtecek son klinikopatolojik tani i¢in klinik ve
radyolojik bulgular dikkatlice korele edildikten sonra tani1 konulmalidir. Bu yiizden gogiis
hastaliklar1 uzmani, radyolog ve patologun biitiin klinik, radyolojik, patolojik bulgularla
beraberce degerlendirildikten sonra kesin taninin konulmast dogru olur (1).

DPAH’da hastalara yaklasimda dikkatli bir hikaye, fizik muayene rutin akciger
grafisi ve akciger fonksiyon testlerinin incelenmesi ile baglar. Klinik hikaye semptomlarin
baslama seklini (genellikle nefes darligi ve oksiiriik), progresyonunu, klinik olarak seyrini
ve kollajen vaskiiler hastaliklar veya HIV gibi immiin yetmezlik durumlarini da icermelidir.
Sigara icimi ve cevresel maruziyet, ila¢ kullanimi ve tarihsel olarak detayli mesleksel
maruziyetler ve detayli olarak daha once yapmis oldugu islerin sorgulanmasi gereklidir.
Daha onceki bir malignite ve malignite tedavisi veya ile de akciger hastalifi hikayesi

faydal1 olabilir (15,16).



2.2.1. idiopatik Pulmoner Fibrozis (IPF)

Tanim

ATS/ERS 2001 kilavuzuna gore IPF; nedeni bilinmeyen, akcigerlere smirli ve
cerrahi akciger biyopsisi ile histolojik olarak UIP paterni gosteren kronik fibrozan
interstisyel pnomoni olarak tariflenir. [iP’ler arasinda en sik goriilen IPF’dir. Kriptojenik
fibrozan alveolitis diger sinonimleridir.

UIP gosteren cerrahi biyopsi sonucunun varhiginda IPF’ nin kesin tanisi igin gerekli
olan sartlar sunlardir (Tablo 2) :

1. Tac toksisiteleri, cevresel maruziyetler ve kollajen vaskiiler hastaliklarin yaptig
interstisyel akciger hastaliklarinin diglanmasi,

2. Konvansiyonel akciger grafisi ve YCBT’de belirtilen IPF igin karakteristik
anormalliklerin bulunmasi,

3. Anormal restriksiyon gosteren solunum fonksiyon testleri (azalmis total akciger
kapasitesi (TLC), veya normal veya artmig FEV|/FVC oram ile birlikte azalmis vital
kapasite (VC), ve/veya bozulmus gaz degisimi (artmis P(A-a)O, (alveolar-arteriyal basing
gradiyenti), istirahat ve egzersizde azalmis PaO, veya azalmis DLCO).

4. IPF’nin kesin tanimlayict histolojik tanisi icin acik akciger biyopsisi gerekir.
Cerrahi akciger biyopsisi yoklugunda IPF tanisi igin gerekli kriterler Tablo-2‘de
gosterilmistir (1).

Tablo 2. idiopatik pulmoner fibrozun (iPF) klinik tanis icin kriterler (1).

Major Kriterler

1) Tlag toksisitesi, cevresel maruziyet ve konnektif doku hastaligi gibi IAH diger
nedenlerinin olmamasi

2) Restriktif pulmoner fonksiyon bozuklugu (VC’de azalma, FEV|/FVC oraninda
artma ve gaz degisimi bozulma (istirahat veya egzersizde P(A-a)O, artma veya
DLCQO’da diisme)

3) YCBT de minimal buzlu cam goriiniimii ile birlikte bibaziller retikiiler golgeler

4) Transbronsiyal akciger biyopsisi veya BAL’1n baska bir taniy1 destekleyecek bulgu

gostermemesi




Minor Kkriterler

1) Yas> 50
2) Bagka bir nedenle aciklanamayan sinsi baglangicli egzersiz dispnesi
3) Hastalik siiresinin 3 ay veya daha uzun olmasi

4) Bibaziller inspiratuvar raller (velcro)

Dért major ve en az ii¢ minor kriter IPF tanisi icin gereklidir. (1).

2.2.2 Epidemiyoloji

IPF’nin prevalans: ve insidansi kesin olarak bilinmemektedir. ABD’de yapilan
arastirmada, prevalans 100.000°de 42.7, yillik insidans ise 100.000° de 16.3 olarak tahmin
edilmistir. Bu rakamlar tan i¢in kullanilan kriterlere bagl olarak degismektedir. Yalnizca
biyopsi tanisi almis olan olgular degerlendirilecek olursa, prevalansin 100.000°de 14,
insidansin ise 100.000’de 6.8 olabilecegi belirtilmektedir. Bir baska calismada tiim IAH
icerisinde en sik (%39) goriileni IPF olmustur (2).

Hem prevalans hem insidans yagsla artmaktadir; 35-44 yas arasi eriskinlerde
prevalans 2.7/100.000 iken, 75 yas iizerindeki bireylerde prevalans 175/100.000
izerindedir. Hastalar orta yas grubunda ozellikle 40-70 yaslar1 arasinda ve erkeklerde
kadinlardan daha sik goriilmektedir. Hastalarin iigte ikisi tam1 konuldugunda 60 yasin
izerindedir. Ortalama tan1 yasi 66’dir; 40 yasin altinda goriilmesi cok nadir olup, bu
olgularda diger interstisyel patolojilerin arastirilmasi daha dogrudur. Cocuklarda goriilmesi
cok nadirdir. Tiirkiye’de kesin insidans bilinmemektedir.

IPF kronik progresif bir hastalik olup, tedaviye yamit sinirl1 ve prognoz kétiidiir. Bes
yillik yasam siiresi ortalama %50 olup, tedaviye objektif yanit hastalarin yaklasik
9%?20’sinde goriiliir. Ortalama yasam siiresi tan1 konduktan sonra 3.2-5 yildir. Bir ¢alismada
ortalama yasam siiresi, solunum semptomlarinin baslamasindan sonra 28.2 ay olarak

bulunmustur (17-20).
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2.2.3 Etyoloji

[PF’nin etyolojisi kesin olarak bilinmemektedir; Ancak etyolojide gevresel, viral,
immiinolojik ve genetik faktorler basta olmak iizere bir¢ok faktoriin rol oynayabilecegine
dair bulgular vardir. Bunlar arasinda en siklikla: sigara i¢imi, kronik aspirasyon, metal ve
tahta tozlarina maruziyet, viral etkenler, ilaclar gibi risk faktorleri olarak ileri siiriilmuistiir
(17). Bu etyolojik ajanlarin pulmoner immiin hiicrelerle etkilesip inflamatuvar ve fibrotik
olaylar1 baslattig diisiiniilmektedir. Bu ajanlar ayn1 zamanda direkt olarak epitel ve endotel

hiicrelerinde hasar olusturur (20).

Cografik dagihm: iPF kesin bir cografik dagilim géstermez. Bununla birlikte mesleksel ya
da cevresel maruziyete baglh olarak cografik bazi1 farkliliklar goriilebilir. Hastalik 1rk ve

etnik ayirim gostermeksizin tiim diinyada goriilmektedir.

Sigara icimi: Tiitiiniin IPF gelismesiyle de iliskisi gosterilmistir. Hastalik sirasinda ve
oncesinde sigara icenler arasinda IPF gelisme oram daha yiiksek bulunmustur. Cesitli
calismalarda IPF hastalarinda sigara icme oram1 %41-83 arasinda degismektedir (22).
Sigara icenlerde IPF gelisme riski 1.6 kat artmis olarak bildirilmektedir, sigara yiikii daha
fazla olanlarda (21-40 paket-y1l) olasi risk 2.3 kata yiikselmektedir (23).

Sigara icenlerde alveolar alanda hiicre dagiliminin daha fazla olmasi, makrofaj
birikimi ve inflamasyonun artmasi, artan akciger voliimii ve hastaligin amfizemle
birlikteliginin hastaligin prognozunu degistirebilecegi belirtilmektedir. Halen veya dnceden
sigara icen IPF hastalarinda eslik edlen KOAH nedeniyle akciger voliimleri diger IPF
hastalarina gore daha yiiksek saptanmaktadir (23). Sigara igenlerde comak parmak goriilme

siklig1 ve pulmoner hipertansiyon ortaya ¢ikma sikligi daha fazladir (24).

Viral Enfeksiyonlar: Bircok viriisiin IPF patogenezinde rol oynadig diisiiniilmiis, fakat
viral etyoloji i¢in kesin bir kanit bulunmamustir. Ebstein Barr virus (EBV) enfeksiyonu ile
IPF arasindaki iliski arastirildiginda EBV viral kapsid antijeni immiin floresan boyama ile

akciger dokusunda gosterilmistir. Influenza, sitomegalovirus, hepatit C, parainfluenza 1
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virus, HIV, kizamik viriisii, parainfluenza 3 viriis, herpes virus 6, mikoplazma ve lejyonella

enfeksiyonlarinin IPF patogenezindeki rollerinin smirli oldugu diisiiniilmektedir (20).

Ila¢c maruziyeti: Kemoterapi ilaglari, sitotoksik ajanlar ve antidepresan ila¢ kullanimi ile
pulmoner fibrozis gelisme riski arasinda iliski oldugunu diisiindiiren kaynaklar mevcuttur

(25).

Cevresel Faktorler: Toz veya organik solventlere maruz kalan bireylerde, maruz
kalmayanlara gore 2 kat daha fazla IPF saptanmustir. Metal ve cam odunu tozu IPF

gelisiminde su¢clanmaktadir.

Kronik aspirasyon: Gastroozofageal refliye (GOR) bagl kronik mikroaspirasyon,
pulmoner fibrozis gelisimine yol acabilir. IPF’li hastalarin cogunda GOR semptomlari

saptanmaktadir. Ancak neden sonug iligkisi hakkinda yeterli veri yoktur (26).

Genetik Faktorler: Giiniimiizde, hem IPF’ye kisisel duyarlilik hem de hastalik davranis:
ve progresyon paterninin hasta genotipine bagl oldugu kesin olarak bilinmektedir. Bir¢ok
arastiric1 fibrozis genleri icin kapsamli arastirmalar gerceklestirmistir. IPF duyarlilig,
hastalik siddeti ve progresyonu ile iliskilendirilmis bir grup polimorfizim bulunmaktadir.
Buna ek olarak; IPF gelisiminde somatik gen mutasyonunun rolii oldugunu ileri siiren
gecici kanitlar yayimlanmistir (6).

Genetik faktorlerin de IPF etyolojisinde rol oynadig: diisiindiiren en énemli kanit
familyal IPF olgularinin gozlemlenmesidir. Familyal IPF denmesi icin, biyolojik olarak
yakin aile bireylerinden en az ikisinde, histolojik olarak tam konmus IPF olmasi
gerekmektedir. Ancak familyal IPF nadir goriilmektedir. Ingiltere’de tiim IPF olgularinin
% 0.5-2.2°si, Finlandiya’da % 3.3-3.7’si familyal IPF olarak bildirilmistir. Genetik gecis
acisindan erkek ve kadinlar esit oranda etkilenir; deg8isken penetrasyonda otozomal
dominant gegis gosterir. [PF’li hastalarda HLA-B8, HLA-B15, HLA-B12, HLA-DR2 ve
DWG insidansinin yiiksek oldugu arastirma sonuclarina karsin kimi arastirmacilar bu

sonuclar1 desteklememistir (27, 28).
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2.2.4 Patogenez

IPF patogenezi heniiz hala tam olarak anlasilamamistir. Baslangictaki patogenezi ilk
One siiriilen hipotez inflamasyon ve alveolit hipotezidir. Fibrozisde, anahtar baslatici
ozelliklerin inflamatuvar hiicre akimi ve profibrotik iiriinlerin salinimi oldugu, asir1 ve
kontrol edilemeyen iyilesme cevabinin olustuguna inanilmistir. Fibrozisin, inflamatuvar
cevabin inhibe edilmesiyle dnlenebilecegine dair bir inanisa yol acan da bu bakis agisidir,
ve bu gerekce IPF’nin birincil basamak tedavisinde halen devam eden kortikosteroid ve
azatiyoprin kullaniminin temelini olusturmaktadir. Yakin zamanda, inflamatuvar hiicrelerin
fibrozisi yonlendirdigi iddiasi inceleme altina alinmistir. Giintimiizde, sayis1 hizla artan
aragtiricilar fibrozisin inflamatuvar olaylardan bagimsiz olarak ilerledigini 6ne siirmektedirler.
Bu arastiricilar, fibrozisin kronik alveoler epitel hasarina karsi olugsan anormal epitelyal ve
epitelyal-mezenkimal cevaplar sonucu gelistigini ne siirmektedir (17, 29, 30).

[PF’nin, inflamasyon ve fibrozisi etkileyen coklu biyolojik yolaklardaki
anormalliklerin sonucu olarak gelistigi diisiiniilmektedir. IPF patogenezinde ¢oklu yolak
mekanizmasinin rolii oldugu 6ne siiriilmektedir (Sekil 2) (6).

IPF’de fibrozis gelisimini baslatan tetikleyici etken bilinmemektedir. Ancak, genis
bir araliktaki potansiyel zararli faktorlerin IPF’nin baslamasi ve progresyonunda rol
oynayabileceklerine dair kanitlar artmaktadir. IPF hastalarmin ¢ogu agir sigara icicileridir.
Oksidatif stress, cevresel kirleticiler ve tozlarin da potansiyel IPF nedenleri olabilecekleri
belirtilmistir. IPF’li hastalarda viral solunum yolu enfeksiyonlarinin ¢alisilmasi, gecmisteki
enfeksiyon prevalansinin yiiksek oldugunu gostermistir. Ayrica IPF hastalarmin somatik
mutasyon indiiksiyonu ile ozellikle iliskili olan spesifik viriis alt tiplerinin neden oldugu
enfeksiyonlardan yakindiklar1 yoniinde bazi goriisler bulunmaktadir (6).

Fibrozise neden olabilecek bir grup molekiiler anormallik giiniimiizde 1iyi
tamimlanmistir. Antioksidan yolaklari, apoptoz, inflamatuvar sitokinler, anjiyogenez ve
vaskiiler yeniden yapilanma, biiyiime faktorleri, siirfaktan ve matriks diizenleyici
faktorlerinin hayvan fibrozis modellerindeki etkisi gosterilmistir. Ayrica bu kaskadlar,
epitel hiicreleri, fibroblastlar, endotel hiicreleri, yerlesik ve migratuvar hiicreler ve yakin
zamanda tanimlandig sekilde, fibroblast kok hiicreleri (fibrositler) de dahil olmak iizere

coklu hiicre cesitlerinde davrams ve morfolojide degisiklikleri uyarmaktadir. Insanlarda bu
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onemli yolaklarin ve farkli hiicre tipleri arasindaki etkilesimlerin fibrozis patogenezinde

rolatif rolleri ile ilgili kanitlar kademeli olarak artmaktadir (6).

Hasar Partikiiller, kimyasallar, otoimmiin olaylar, viriisler

Aktivasyon Koagiilasyon Oksidan- Fibrosidler, Th1/Th2
kaskadlar1 antioksidan inflamatuvar Immiin
kaskadlar hiicreler kaskadlar
so1: Polifibrotik mediyatorler Antifibrotik mediyatorler
Dengesizlik CTGF, TGE-p1, PDGF PGE2, INF-gama
Tromhin. FXa

Endotel EMT, transdiferansiyon, proliferasyon

Epitel Ekstraseliiler matriks tiretimi, apoptozis

Fibroblastlar

A 4

Fibrozis @traselﬁler matriks @

Sekil 2. IPF patogenezi icin yeni bir model (6). Hasar ¢oklu inflamatuvar hiicre sinyal iletimi ve
tamir yolaklarim1 aktive etmektedir. Bu kaskadlarin aktivasyonu pro-ve antifibrotik mediyatorlerde
dengesizlige neden olmaktadir. Bu mediyatorler ¢coklu hiicre ¢esitlerini aktive ederek hiicre isleyisi ve hiicre-

hiicre etkilesimlerinde degisikliklere neden olurlar, bu da sonunda progresif fibrozise yol agar.

Th: T-yardimer hiicre, CTFG: Bag dokusu biiyiime faktorii, TGF-81: Transforme edici bilyiime faktorii-B1,
PDGF: platelet-derive biiylime faktorii, FXa: faktor Xa, PG: prostaglandin, IFN-gama: interferon-gama,

EMT: epitelyal-mezenkimal doniisiim

Fibroziste alveoler epitel hiicre hasarinin ¢ok onemli oldugu diisiiniilmektedir. Bu
hipoteze gore alveoler-kapiller yapilarin ve bazal membranin zedelenme/inflamasyonu, Tip
I epitelyal hiicrelerin ve endotelyal hiicrelerin kaybina, stromal hiicrelerin proliferasyonu ve

ekstraseliiler matriks birikimine yol a¢cmaktadir. Zedelenme, inflamasyon ve bozulmus
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onarim dongiisii siirekli bir kronik inflamasyon ve ekstraseliiler matriks birikimine neden
olur ve kacimilmaz sekilde son evre fibrozis gelisir (31).

Bilinmeyen bir uyar1 sonucu olusan alveol epitel hasari, degisik biiylime
faktorlerinin (TGF-B1 gibi) salimmina ve bu biiyiime faktorleri de fibroblastlarin
migrasyonu, proliferasyonu ve miyofibroblastlara doniisiimiine neden olmaktadir. Alveol
epitel hiicrelerinin apoptozisle kaybi alttaki bazal membran1 oksidatif zedelenmelere acik
hale getirir. Subepitelyal miyofibroblastlar ve alveol epitel hiicreleri jelatinaz olusturarak
bazal membran hasarina ve fibroblast ve miyofibroblast gociine neden olurlar. Bazal
membran parcalanmasi epitel rejenerasyonunu uyarirsa da bazal membran biitiinliigiinii
kaybettiginden yenilenen epitel hiicreleri bazal membrana tutunamaz ve rejenerasyon
gerceklesemez. Bazal membranin biitiinliigiiniin kayb1 IPF’nin olduk¢a 6nemli yapisal
ozelliklerinden biridir. Bunun yanmi sira hem intraalveoler hem de interstisyel
miyofibroblastlar ekstraseliiler matriks proteinleri (kollagen, proteoglikanlar) salgilar.
[PF’de miyofibroblastlarda sentez edilen kollagen ve intraselliiler matriks proteinlerinin
interstisyumda siirekli birikmesi, matriks metalloproteinazlar ve bu enzimleri baskilayan
doku inhibitorleri arasindaki dengenin bozulmasi sonucu olugmaktadir. Ayrica,
myofibroblastlar anjiotensinojen yapmaktadirlar ki, anjiotensin 2, alveoler hiicre 6liimiinii
artirmakta ve reepitelizasyonu bozmaktadir (28,30,32).

Alveoler epitel biitiinliigiinde bozulma IPF’nin tiim evrelerinde ayirt edici bir
ozelliktir. Alveoler bariyerin biitiinliigiinii saglamak icin olusan reepitelizasyon siireci
[PF’li hastalarda yavas ve yetersiz olarak gelismektedir. Sonucta siirfaktan ve alveoler
kollaps gelisir. TGF-B1 ve diger sitokinlerin etkisiyle epitel hiicre apoptozisi hizlanir.
Tersine miyofibroblast apoptozisi yok veya gecikmis olup, bu hiicrelerin yasam siiresi artar.
Bu durumda olusan ekstraseliiler matriks iiretimi artis1 ve parcalanmasindaki bozukluk
nedeniyle kronik fibroproliferasyon gelismektedir. Bu durum interstisyumda gelisen kalici
bir “remodeling” tablosudur. Hayvan deneylerinde epitel hiicre apoptozisinin inhibe
edilmesi ile fibrozisin onlenebilecegi saptanmistir. Ayni sekilde biiyiime faktorlerinin TGF-
B1’in antagonize edilmesi de fibrozisi onlemektedir (28).

Vaskiiler Epitelyal Growth Hormon (VEGH) gibi bazi anjiyogenik faktorler IPF de
neovaskiilarizasyona sebep olmaktadir. Ancak bu durumun fibrozis {izerine etkisi net
degildir. Epitel hiicreleri ile ilgili patolojilerin yami sira, mezenkimal dokulardaki bazi
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olaylarda fibrozis gelisiminde rol oynar. Bazi hastalarda interstisyel fibroblastlarda
sentezlenen ve antifibrojenik islevi olan Prostaglandin E2 (PGE2) sentezinde bozukluk
oldugu gosterilmistir. Bu da hastalik olusumunda genetik faktorlerin rol oyanayabilecegini

diisiindiirmektedir (28).

2.2.5 Patoloji

[PF’nin temel patolojik goriiniimii olan UiP’nin son dénem bal petegi akciger
tablosunun gelistigi donemdir. Histopatolojik Orneklerde izlenen fibroblastik, geng bag
dokusu alanlari, UIP olgularinda bag doku gelisiminin siireklilik gosterdiginin kanit1 olarak
diisiiniilebilir. UIP paterninin en temel ozellikleri yama tarzinda, periferden o6zellikle
subplevral, paraseptal baslayan, interlobiiler fissiirler boyunca ilerleyen fibrozis, parankim
yapisinda bal petegi akciger olusturacak kadar yogun destriikksiyon ve skarli alanlarda
izlenen genc fibroblastik odaklardir. Bu odaklar, temporal heterojenite olarak isimlendirilir
ve UIP paternine 0zgii kabul edilir. Vaskiiler sklerozis, mukus tikaglari, tip 2 epitel
metaplazisi ve bronsliyolit tablosu sekonder patolojiler olarak izlenir. Yogun eozinofilik
infiltrasyon igeren olgularin bulundugu ve bunlarin kétii prognozla karakterize oldugu ileri
siiriilmektedir. Fibrozis ve bal petegi degisim alanlarinda siklikla diiz kas hiperplazisi
goriiliir (Tablo 3) (1, 33).

Akciger biyopsilerini yorumlarken patolog histolojik paterne gore ayirici tanilari
belirtmelidir. UIP paterninin histolojik ayiric1 tamisinda fibrozan nonspesifik interstisyel
pnémoni (NSIP), diffuz alveolar hasar, desquamatif interstisyel pnomoni (DIP), organize
pnémoni gibi diger idyopatik interstisyel pnomoniler yer almaktadir. UIP paterninin
histolojik tanimlamasinin daralmasi ile birlikte ayni histolojik paterne yol acabilecek birkag
klinik durum akla gelmektedir. Histolojik bulgulari benzer ancak UIP acisindan tanisal
olmayan lezyonlar asbestozis, pndmokonyozis, kollajen vaskiiler hastaliklar, ila¢ kullanimi
hipersensitivite pndmonisinin, fibrozan fazi radyasyon pndmonitisi ve Hermansky-Pudlak
sendromunda olabilmektedir Klinisyen etyolojik ihtimallerin ¢ogunu belirtmeli ve bir¢cok

vakada da siirecin son olarak idyopatik olabilecegini belirtmelidir (Tablo 4) (1,33).
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Tablo 3. Usual interstisyel pnomoninin (UIP) histolojik ozellikleri (1).

Anahtar histolojik 6zellikler

Siklikla “bal petegi” fibrozisle birlikte akciger yapisinin yeniden yapilanmasina yol
acan yogun fibrozis

Yogun skarlarin kenarinda tipik dagilim gosteren fibroblastik odaklar

Yamal1 akciger tutulumu intralobiiler bronsiyollerin goriiniir hale gelmesi

Subplevral ve paraseptal dagilim

Tlgili negatif bulgular

Diger interstisyel hastaliklarin (Sarkoidozis, langerhans hiicreli histiositozis) aktif
lezyonlarinin olmamasi
Belirgin interstisyel kronik inflamasyonun bulunmamasi

Graniilomlar: siipheli veya yok

Tablo 4. Usual interstisyel pnomoni (UIP) histolojik paterni ile ilgili olan klinik

durumlanr (1).

UIP histolojik patern icin klinik durumlar

Idiopatik pulmoner fibrozis/Kriptojenik fibrozan alveolit
Kollajen vaskiiler hastalik

fag toksisitesi

Kronik hipersensitivite pndmonisi

Asbestozis

Familyal idiopatik pulmoner fibrozis

Hermansky-Pudlak sendromu

2.2.6 Oykii ve Anamnez

IFP ve IAH Klinik olarak degerlendirilmesi ayrintili ve dikkatli bir anamnez
alinmas ile baglar. Tam ve genis bir medikal dykiiniin alinmasi ile baglanmalidir. Oykiide,

sistemik bir hastalig1 diisiindiiren semptom veya bulgular, mesleksel ve ¢cevresel maruziyet,
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ilag oykiisii, radyasyon ve diger tedaviler, ailesel hastaliklar, hastaligin baslangi¢c yasi ve

cinsiyet sorgulanmalidir.

2.2.7 Klinik ve Fizik Muayene Bulgular:

Semptomlarin baslamas: klinik bulgular hekim bagvurudan ¢ok onceleri 6 ay ila 10
yil baslamistir. Nadiren akut noninfeksiydz interstisyel pnOmonilerde yakinmalarin
baslamasi da akut olur ve 1 ila 14 giin dncesine uzanir.

Siklikla 6n planda paroksismal dispne ve hareket kisitlayict semptomlar vardir.
Hastalarin ¢ogunda klinik bulgular hekim basvurudan cok onceleri baslamistir. Baslangicta
efor kisitlanmasinin farkina varamazlar. Ancak giinliik olagan islerinde dispne hissetmeye
basladiklarinda hekime basvururlar. Genellikle non-prodiiktif oksiiriik goriiliir Irritasyon
oksiirtigli, antitussif ajanlara siklikla refrakterdir. Ates, halsizlik, istahsizlik ve kilo kaybi
diger konstitiisyonel semptomlar sik degildir. Hastalarin %25-50’sinde “clubbing” gelisir.
Gogiis oskiiltasyonunda baslangicta bazal akciger alanlarinda ince nitelikli raller (velcro
tipi raller) isitilir. Bu bulgular zamanla tiim akcigeri kaplayacak sekilde ilerler. Sag kalp
yetersizligi ve kor pulmonale olugsmussa ikinci kalp sesinde sertlesme, trikiispit yetersizligi,
periferik 6dem ve siyanoz olusabilir ve ge¢ donemlerde gelisir.

Klinik seyir kademeli olarak kotiilesme egilimindedir. Klinik olarak tam diizelme
oldukca nadirdir. Bazen hizli bozulma periyodlar1 goriilebilmektedir. Bu hizli bozulma
periyodlari, akselere hastalik, araya giren viral enfeksiyonlarin neden oldugu organize

pnomoni veya diffiiz alveoler hasar durumunda olabilir (1).

2.2.8 Laboratuar ve Serolojik Testler

Rutin hematolojik ve biyokimyasal testler ozellik gostermemektedir. Tam idrar
tahlili, tam kan sayimi, iire ve kreatinin, karaciger fonksiyon testleri, elektrolitler ve
otoantikorlar rutin olarak yapilmalidir. Hafif anemi goriilebilir ve eritrosit sedimantasyon
hiz1 siklikla orta derecede artabilir. Sedimantasyonun belirgin yiikselmesi klinisyeni

malignite, enfeksiyon ve romatolojik hastalik ac¢isindan uyarmalidir.
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Hipergamaglobulinemi, bazi hastalarda diisiik titrede antiniikleer antikor (ANA)
pozitifligi, Romatoid Faktor (RF), dolasimda immiin komplekslerin varligt ve
kriyoglobulinler bazi hastalarda saptanmustir. Hastaligin ileri donemlerinde sekonder
polisitemi sonucu hematokrit yiikselebilir. Serum LDH diizeyi yiikselebilir. Ancak

nonspesifik bir bulgudur.

2.2.9 Akciger Radyografisi

[PF’li hastalarda en sik goriilen radyografik bulgular, siklikla bilateral bazallerde
goriilen periferal retikiiler opasiteler ve siirec ilerledik¢e bal petegi goriiniimii ile birlikte alt
loblarda voliim kaybinin eslik etmesidir.

Alt lob amfizeminin eslik ettigi hastalarda radyografik olarak akciger voliimleri
normal veya hatta artmis olabilir. IPF’li hastalarda akciger radyografi bulgular1 nadirende
olsa normal olabilir. Sag kalp yetersizligi ve kor pulmonale olusmussa akciger grafisinde

hiler dolgunluk, kardiyotorasik oranda artig goriiliir (Sekil 3).

Sekil 3. Klinigimizde izledigimiz IPF olgularimizdan birine ait PA akciger grafisinde bilateral bazallerde ve
akciger periferinde daha belirgin retikiiler opasiteler ve bazallerde bal petegi goriiniimiinii destekleyen kistik

degisiklikler izlenmektedir
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2.2.10 Yiiksek Coziiniirliiklii Bilgisayarli Tomografi (YCBT)

[PF’"de  YCBT’de siklikla traksiyon bronsektazilerinin eslik ettigi retikiiler
opasitelerin varligi ile karakterizedir. Bal petegi goriinimii sik saptanir. Buzlu cam
goriiniimii baz1 alanlarda olabilir ancak retikiiler anormalliklerden daha seyrektir. Hem
buzlu cam goriiniimii hem de retikiiler goriiniimiin daha sonra bal petegi goriiniimiine
doniistiigii goriilmiistiir. Akciger fibrozisini yansitan doku bozuklugu vardir. Daha ilerlemis
fibrozisli olgularda lober voliim kaybi gériilir. YCBT’de IPF tutulumu veya yayilim
karakteristik olarak bazal ve periferal olmasina ragmen siklikla yamali tarzda olmaktadir.
Tedavi edilen hastalarda seri YCBT goriintiilerinde buzlu cam alanlar gerileyebilmektedir
ancak siklikla bal petegi akcigerinin eslik ettigi fibrozise ilerlemektedir (Sekil 4). Bal petegi
kistleri zaman icinde genellikle yavas sekilde genislemektedir. IPF’de karakteristik YCBT
bulgular1 Tablo 5°de gosterilmistir.

Fibrozisi yansitan distorsiyon belirgindir, IFP genelde yamali tarzda dagilim
gosterse de, karakteristik olarak periferik yerlesimlidir. Asbestozis, hipersensitivite
pnomonisinin ilerleyen donemleri ve sarkoidoziste benzer bulgular belirlenebilir. Ancak
plevral plak ve difiiz plevral kalinlagsma asbestozis; kenarlar1 belirgin olmayan nodiiller ve
alt loblarin tutulmamasi hipersentitivite pnomonisi; biiyiik kistlerin ve perivaskiiler
nodiillerin varlig: ise sarkoidozis lehine olan bulgulardir. Ozellikle akciger grafileri normal
veya minimal degisiklik gosteren olgularda hastaligin arastinlmasinda YCBT nin ¢ok

onemli yeri vardir (1,34,35).
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Sekil 4. Klinigimizde izlenen IPF’li olgunun toraks YCBT kesitlerinde bilateral alt loblarda hakim

subplevral yerlesimli yaygin bal petegi goriiniimiinde kistik degisiklikler ve fibrozis ile uyumlu goriiniimler.

YCBT deki retikiiler anormallik histolojik incelemede fibrozis ile korele
seyretmektedir. YCBT’de bal petegi goriiniimii, biyopsideki bal petegi ile koreledir.
Retikiiler cizgiler, traksiyon bronsektazisi, veya bronsiyolektazisinin eslik ettigi buzlu cam
alanlarinda ise histolojik olarak genellikle fibrozis gosterilmektedir. izole buzlu cam
goriiniimii, hava bosluklarinin makrofajlar ve yamali fibrozis veya bunlarin kombinasyonu

ile dolduruldugu bir interstisyel inflamasyon ile korele olabilir (1).
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Tablo 5. idiopatik pulmoner fibrozda (IPF) temel YCBT bulgular (1).

1. Fibrotik Bulgular

Intralobiiler interstisyel kalinlasma

Ara yliz bulgusu

Intralobiiler bronsiyollerin goriiniir hale gelmesi
Traksiyon brongektazisi ve bronsiyolektazisi
Lineer ve retikiiler cizgilenmeler

Diizensiz intralobiiler septal kalinlagsma

2. Interstisyel paternler

Buzlu cam goriiniimii
Nodiiler patern
Retikiiler patern
Konsolidasyon

3. Lezyonlarin radyolojik yerlesimi

Lezyonlarin periferal ve subplevral yerlesimi
Lezyonlarin alt zon ve posterior yerlesimi

2.2.11 Solunum Fonksiyon Testleri:

Tipik olarak solunum fonksiyonlarinda restriktif tipte bozukluk ve diflizyonda
azalma goriiliir. Akciger voliimleri (TLC, fonksiyonel rezidiiel kapasite, rezidiiel voliim)
azalir, FEV/FVC orani normal veya artmistir.

Sigara icen ve eski sigara icicisi IPF’li hastalarda eslik eden KOAH, hi¢ sigara
icmemis IPF’li hastalarla karsilastirildiginda akciger voliimlerinde rélatif olarak bir artisa
neden olabilir. Hastalarin ¢ogunda ekspiratuvar akim hizlart normal veya artmistir, ancak
kiigiik bir grupta muhtemelen sigara icimine bagli olarak maksimum ekspirasyon ortasi
akim hizinda ve FEV,’de azalmalar goriilebilir. Hava yolu obstriiksiyon gostergeleri ile
YCBT’de amfizem bulgularinin olmasi arasinda korelasyon vardir.

Hastalarin %20’sinde difiizyon bozuklugu ortaya c¢ikar. DLCO azalir, bu bulgu
alveol duvar ve kapillerin hasar1 ve kaybini ifade eder.

Arter kan gazlari baslangigcta normal olabilir veya hafif bir hipoksemi ve solunumsal
alkaloz veya bozulmus gaz degisimi (artmis P(A-a)O,) goriilebilir. Hastalik siddeti arttikca,
istirahatte hipoksemi sik goriiliir. PaCO, normal ve ya hafif diisiiktiir, baslica nedeni V/Q

dengesizligidir (1, 36).
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2.2.12 Bronkoalveolar Lavaj (BAL)

[PF’li hastalarin BAL orneklerinde polimorfoniikleer 16kositler, notrofil iiriinleri,
eozinofiller, eozinofil iirlinleri, alveoler makrofaj iiriinleri, sitokinler, fibroblast biiylime
faktorleri ve immiin komplekslerin arttigi gosterilmistir. BAL arastirma yoniinden degerli
olmasina karsin IPF’de tanisal degeri stnirhdir.

IPF’de BAL &rneklerinde tipik olarak notrofil artar. IPF’li hastalarin ayn1 zamanda
%40-60’1nda eozinofillerde, %10-20’sinde lenfositlerde artis goriilmektedir, CD4/CD8
orani degismez. IPF tanis1 acisindan BAL’daki lenfositler icin %30’luk siir, giiglii bir
belirleyici olarak kabul edilmektedir (37).

BAL’da notrofillerin varlig tedavi yanitinin iyl olmayacagini, lenfositlerin artmis
olmasi ise tedavi yanitinin iyi olabilecegini gostermektedir. Ancak BAL incelemesi ile

tedavi yanit1 ve prognozu tahmin etmek kusku ile karsilanmaktadir (38).

2.2.13 Akciger Biyopsisi

[PF’nin tamsinda altin standart acik akciger biyopsisidir. Transbronsiyal akciger
biyopsisi (TBB) IPF’de genellikle tan1 ve evreleme icin yetersizdir. Torakotomi veya video
esliginde torakoskopi (VATS) ile alinan acik akciger biyopsisi, DPAH nin diger
formlarindan UIP’yi ayirt etmek icin en iyi doku drneklemesi saglar. Acik akciger biyopsisi
ile farkli loblardan multipl biyopsi Ornekleri alinmahdir. Acik akciger biyopsisi, cerrahi
kontrendikasyon olmayan ve IPF’den siiphe edilen hastalara Onerilmektedir. Cerrahi
komplikasyon riskinin arttif1 durumlarda (70 yas lizerinde hasta, ciddi obezite, es zamanlh
kardiyak hastalik, akciger fonksiyonlarindaki ciddi bozukluk) hasta risk-yarar orani
yoniinden tekrar degerlendirilmelidir.

Acik akciger biyopsisi Ozellikle pulmoner fibrozisin tipik klinik ve radyolojik
goriiniimlerini tasimayan hastalarda onemlidir. Tipik YCBT bulgular1 tasiyan hastalarda,
klinik kriterler de uyumlu ise, olgularin %90’dan fazlasinin agik akciger biyopsilerinde,
UIP oldugu gosterilmistir. YCBT deki tipik ozellikler ve uygun klinik bulgularla,

deneyimli klinisyen ve radyolog tarafindan IPF tams1 diisiiniildiigiinde akciger biyopsisi
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ihtiyac1 ortadan kalkmaktadir. Ancak o6zellikler atipik oldugunda mutlaka acik biyopsi
yapilmalidir (1,33).

2.2.14 Ayiric1 Tam

DIAH nin ¢ogunda etyoloji bilinmedigi gibi tan1 koymakta oldukga zordur. Kesin
tan icin yeterli laboratuvar olanag:i yoktur. Klinikopatolojik korelasyon aslinda her tiir
olgunun dogru yorumlanmasinda sarttir, ancak Ozellikle interstisyel patolojilerde en temel
isbirligi olarak karsimiza cikar. Klinisyen YCBT bulgularim1 yorumlayan radyologla
birlikte olguyu ¢oziimleyebilir. Bu ikili ¢alismanin sonu¢ vermedigi durumlarda biyopsi
yaparak doku bazinda tamiya gidilmelidir. Ancak gogiis hastaliklari, gogiis cerrahisi,

patoloji, radyoloji klinikleri birlikte calismal1 ve bu konuda 6zel ekipler olusturulmalidir.

2.2.15 Tedavi

2.2.15.1 Geleneksel Tedavi: Antiinflamatuvar ve immiinomodulatuvar Tedavi

[PF’nin bir inflamatuvar alveolit oldugu hipotezi, baslangicta kortikosteroidler ve
azatiyoprin veya siklofosfamid gibi sitotoksik ve immiinomodiilator ajanlarin uygulanmasi
seklinde bir tedaviye yonlendirmistir.

[PF’li hastalarin prognozunun kotii olmasi nedeniyle birgok uzman tarafindan
kontrendikasyonu olmayan hastalarin tiimiine tedavi baslanmas: Onerilmektedir. ATS ve
ERS IPF uzlagi raporunda ise tiim hastalara tedavinin gerekli olmadigi bildirilmektedir.
Tedaviye baslamak i¢in kesin zaman bilinmemektedir. Fibrozis gelismeden once, hastaligin
erken doneminde tedaviye baslanirsa cevabin daha fazla olacagina inanilmaktadir. Bu
nedenle akciger fonksiyonlarindaki azalmanin veya klinik ve fizyolojik bozulmanin ilk

saptandig1 donemde tedavi verilmesi 6nerilmektedir (17,39).

Kortikosteroidler: Kortikosteroidler akcigerlere nétrofil ve lenfosit gociinii engeller,
immiin kompleks diizeyini azaltir ve alveoler makrofajlarin fonksiyonunu degistirir (Tablo
6). Prospektif, plasebo kontrollii randomize calisma olmamasina ragmen kortikosteroid

24



kullanimi yaygindir. Yanit veren hastalarda niiks veya progresyon sik olup, tedavi
edilmemis olgulara gore tedavinin sagkalima katkisi gozlenmemistir. Tedavi esnasinda
veya tedavi kesilmesinde ciddi semptomlara ve komplikasyonlara yol acabileceginden
kortikosteroid tedavi esnasinda hastanin izlenmesi 6nem tasimaktadir (40).

Onceki yillarda kortikosteroid tedavi tek bagina uygulanmakta iken son yillarda IPF

tedavisinde tek basina 6nerilmemektedir.

Tablo 6. Kortikosteroidlerin Etki Mekanizmasi.

Kortikosteroidlerin Etki Mekanizmasi

Fibroblast proliferasyonuna neden olan inflamatuvar sitokinleri inhibe eder
Proteazlarin (metalloproteazlar dahil) sentezini azaltir

Akcigerlere notrofil ve lenfosit gociinii engeller

Lenfosit 6liimiine yol acar

Fonksiyon gosteren notrofil sayisini azaltir

Alveoler makrofajlarin fonksiyonunu degistirir

Immiin kompleks diizeyini azaltir

Yan Etkileri: Hipertansiyon, peptik iilser, obezite, glikoz intoleransi, diabetes mellitus,
katarakt olusumu, glokom, aydede yiizii, mensturasyon bozukluklari, hirsutizm, deride
atrofi, hiperpigmentasyon, ddem, osteoporoz, femur basinda aseptik nekroz, miyopati,
psikotik bozukluklar ve firsat¢i enfeksiyon gibi onemli yan etkileri vardir

Kortikosteroid tedavi basarisinin sinirli olmasi ve tedavi ile ilgili komplikasyonlarin
riskinden dolay1r bazi durumlarda (yetmis yas lizeri, asirt sismanlik, ciddi osteoporoz,
kontrol altina alinmayan hipertansiyon ve diabetes mellitus, ileri derecede solunum
fonksiyon bozuklugu, son donem fibrozis ve bal petegi akciger goriiniimii olan hastalar)

tedavi Onerilmemektedir (17).

Azatiyoprin: Azatiyoprin, bir piirin analogu olup DNA sentezini inhibe eder, dogal

oldiiriicti hiicre aktivitesini baskilar. Antiinflamatuvar etkisini prostoglandin sentezini ve
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inflame dokuya notrofil trafigini inhibe ederek gosterdigi diisiiniiliir. Azatiyoprin giinliikk
dozu 2-3 mg/kg; maksimum doz 150 mg/giin oraldir. Doz 25-50mg/giin olarak baslanir.
Her 7-14 giinde maksimum doza erisinceye kadar 25 mg artirilir (17).

Yan Etkiler: Bulanti, kusma istah kaybi, anemi, l6kopeni, trombositopeni, pansitopeni ve
karaciger toksisitesini icermektedir. Daha az siklikla goriilen yan etkiler ise giigsiizliik,
interstisyel pnomoni, sa¢ kaybi, eklem agrisi ve diaredir. Artmis malignite riski

bildirilmistir. Teratojen olabilir.

Siklofosfamid: Siklofosfamid nitrojen mustard grubundan alkilleyici bir ajandir. Oral
olarak absorbe edilir. Karacigerde lenfosit fonksiyonlarini baskilayan cesitli sitotoksik
bilesiklere doniisiir. IPF uzlas1 raporunda siklofosfamid icin 6nerilen giinliik doz 2mg/kg
maksimum doz 150mg/giindiir. Doz 25-50 mg/giin baslanir 7-14 giinde bir 25 mg
artirtlarak maksimum doza ulagilir.

Yan Etkiler: Enfeksiyon riski artis1 ile birlikte siklofosfamid myelosupresyon
hepatotoksisite, hemorajik sistit ve birka¢ kanser i¢in artmis risk (mesane kanseri, 16semi)

yapmaktadir. Siklofosfamid interstisyel akciger hastalig ile iliskili bulunmustur (17,39).

Kombine Tedavi: IPF uzlasi raporunda, tedavide bugiin icin; kortikosteroid ve azatiyoprin
veya kortikosteroid ve siklofosfamidden olusan kombine tedavi yontemleri onerilmektedir
(Tablo 7) (17).

Bu tedavi en az 3 ay uygulanmali, komplikasyon veya yan etki goriilmiiyorsa 6 aya
tamamlanmalidir. Alt1 ayin sonunda hasta daha kotiiye gidiyorsa medikal tedavi
degistirilmeli veya akciger transplantasyonu diisiiniilmelidir. Hasta iyilesiyor veya stabil

kaliyorsa ilaglar ayn1 dozda 18 aya kadar devam edilebilir. Bundan sonra hastaya gore karar

verilmelidir (40).
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Tablo 7. idiopatik pulmoner fibroziste kombine tedavi (17)

flac Tedavi

Prednizolon veya ekivalan 0.5 mg/kg/giin, oral, (4 hafta)
0.25 mg/ kg/giin, oral, (8 hafta)
0.125 mg/kg/giin veya 0.25 mg/kg giinasiri
+
Azatiyoprin 2-3 mg/kg/giin,oral
25-50 mg/giin baslanir,

1-2 haftada bir 25 mg artirlarak tam doza

ulagilir. Maksimum: (giinlikk doz 150 mg)
VEYA

Siklofosfamid 2 mg/kg/giin oral
25-50 mg/giin baslanir,

1-2 haftada bir 25 mg artirllarak tam doza

ulagilir. Maksimum: (giinlikk doz 200 mg)

Hastanin viicut agirhig olarak ideal viicut agirligt LBW (lean body weight) alinarak doz hesaplanir.

2.2.15.2 Diger Immiinomodiilator ve Antifibrotik ajanlar

Bunlarin disinda klorambusil, vinkristin, metotreksat, siklosporin ve penisilamin
gibi farkli sitotoksik ve immiinomodiilator ajanlar ve kolsisin gibi antifibrotik ajanlar tek
basina veya kortikosteroidlerle kombine edilerek kullanilmigsa da tedavide fazla yararh etki
gozlenmedigi gibi, 6zellikle immiinsiipressif ajanlarin toksisiteleri de fazla oldugundan
Onerilmemektedir (39).

Antifibrotik etkisi olan kolsisin kullanilabilir. Alveoler makrofajlardan fibronektin
ve alveoler makrofaj kaynakli biiyiime faktorii salinimini, tubuline baglanarak hiicre
replikasyonunu, polimorfoniikleer 16kositlerden sitokin salinimini inhibe eder. Kolsisin,
yan etkileri az oldugundan dolay1 yaslilarda tercih edilmektedir. Prospektif bir seride
sadece yiiksek doz prednizolon alan olgularla kolsisin alanlar karsilagtirilmis, prednizolon

alanlarda daha hizli bir progresyon oldugu, bunun yani sira her iki ilacin da hastaligi
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kontrol altina almakta yeterince etkili olmadigi sonucuna varilmistir. Koétii prognoz
gostergeleri tasiyan 487 olgunun retroprospektif incelenmesinde sag kalim agisindan
kolsisin veya steroid tedavisi alan ve tedavisiz birakilan olgularla O, tedavisi alan ve
almayan olgular arasinda anlamli fark bulunmamstir (39-41).

ACE inhibitorleri (Captopril), endotelin antagonistleri ve statinler (Lovastatin) de

antifibrotik etkileri nedeniyle halen IPF’de denenmektedir (42).

2.2.15.3 Yeni Tedaviler

Bir¢oklar1 tarafindan IPF’nin patofizyolojisinin inflamasyondan daha cok
fibroproliferasyon biiyiikliigiine bagli olduguna inanilmaktadir. Bu durum inflamasyonu
azaltmayr amaglayan tedavilerin bu hastalarda zayif cevap vermesini agiklar. Son
zamanlarda IPF’deki fibrotik procesi devam ettirdigine inanilan molekiiler olaylar iizerine
vurgu yapilmaktadir. Bulgular faydali oldugu yoniinde goriilmektedir. Ancak kesin ve

anlaml klinik etkinligi gdstermede basarisizdir.

N-Asetil Sistein: inflamatuvar hiicrelerden salinan O, radikallerinin IPF patogenezinde
rolii oldugu diisiiniiliir. Asetil sistein giiclii bir antioksidan ve hiicresel detoksifiye ajan
gbrevi yapan bir siilfidril maddesidir. IPF’de alveoler epitelyal hiicre hasar1 yapan bir
oksidan/antioksidan imbalansinin oldugu ve bununda progressif fibrozise ilerledigi
diisiiniilmektedir. Ayrica IPF’li olgularin alveol yiizey epitelinde 6nemli bir antioksidan
olan glutatyonun eksik oldugu gosterilmistir. Hem oksidan stresin hem de antioksidan
sistemdeki eksiklik bir glutatyon prekiirsorii olan N-asetil sistein’in tedavide denenmesine
yol agmistir. Cok merkezli bir caligmada, N-asetil sistein, 600 mg/giin dozda prednisolon
ve azatiyoprin kombinasyonuna ilave edildiginde akciger fonksiyonlarinda bir yil sonra
daha az azalma gozlenmistir. Ayrica bu gruptaki hastalarda azatiyoprine bagli sekonder

miyelotoksisitenin diizeltilmesinde de agik yarar1 gozlenmistir (28,39,43).

Pirfenidon : Pirfenidon kollajen sentezi ve ekstraseliiler matriks birikimi i¢in anahtar
stimulus olan Transforming Growth Faktor-f (TGF-B) olusumunu in vitro inhibe ettigi
gosterilen yeni bir bilesimdir. Fibrotik sitokinleri inhibe eder. Antiinflamatuvar bir bilesik
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olup, antioksidan ve antifibrotik o©zellikleri vardir, oral kullanilmaktadir. Hastalik
progresyonunu yavaslatabilecegi diisiiniilmektedir. Cok merkezli, randomize, cift kor
plasebo kontrollii bir calismada, akciger fonksiyonlarmmi stabilize ettigi ve akut
alevlenmelerin sayisim azalttigi gosterilmistir. Hayvan modellerinde BLM’nin indiikledigi

pulmoner fibrozisi diizelttigi gosterilmistir (44,45).

Interferon y1b: Interferon y1b, fibroblast proliferasyonunu ve kollajen sentezini sinirlayan
TGF-f’'nin ekspirasyonunun down regiilasyonunda anahtar rol oynayan bir endojen
sitokindir. IFN vy1b, protein sentezini regiile eder, alveoler makrofaj ve fibroblastlarin
proliferasyonunu diizenleyerek antifibrotik etki gosterir. Heniiz arastirma asamasinda olan
bu ila¢ haftada 3 giin 200ug s.c. uygulanir. IFN y1b’nin yan etkileri ates, titreme ve kas
agrisidir (28,46).

Antikoagiilanlar: IPF’deki inflamasyon ve vaskiiler hasar, protrombotik bir zeminde
olusabilir ve bu da ek morbiditeye neden olabilir diye ileri siiriilmektedir. Ayrica IPF ile
birlikte sekonder pulmoner hipertansiyonu olan vaskiiler fenotipik patolojilerin saptandig
hastalarda mikrovaskiiler hasarlar gosterilmistir. IPF’de warfarinin etkisinin arastirildig1 bir
calismaya gore, prednisolonla birlikte warfarin kullanan hastalarda, yalniz prednisolon
kullanan hastalara gore sagkalim daha iyl ve mortalite oranlar1 daha dusiiktiir. Venoz
tromboembolizmin (VTE) 6nlenmesi diginda, IPF’de ayri bir etkisinin olup olmadig
bilinmemektedir. Tek basma antikoagiilan tedavinin etkisinin degerlendirildigi calismalara

thtiyag vardir (47).

Etanercept: Bir Tiimor Nekroz Faktor-o (TNF-a) antagonistidir. Tedavide olumlu etkiler
gozlenmis olmakla birlikte, etanerceptin IPF’deki etkinligi ile ilgili olarak daha fazla

kontrollii ¢caligmalara ihtiya¢ duymaktadir (48).

Imatinid Mesylat: Spesifik bir tirozin kinaz inhibitoriidiir. IPF patogenezinde anahtar rol
oynayan biiyiime faktorlerinden biri olan platelet-derive biiyiime faktorii (PDGF)
antagonistidir. Gastrointestinal tiimorlerde ve kronik myeloid l6semide kullanilmaktadir.
Fibrogenezi 6nledigi diistiniildiigiinden {izerinde ¢alismalar devam etmektedir (48).
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Bosentan: Endotelin reseptor antagonistidir. Pulmoner arteryel hipertansiyon tedavisinde
kullanilmaktadir. Hayvan deneylerinde BLM’nin neden oldugu fibrozisi Onledigi
gosterilmistir. IPF ve sistemik hastaliklardaki interstisyel fibrozis iizerine etkisi konusunda

cok merkezli calismalar devam etmektedir (28,39).

2.2.15.4 Tedavi Siiresi ve Monitorizasyonu

Hastalarda tedaviye objektif yanit 3 aydan sonra ortaya ¢ikacagindan, kombine
tedavi sonuglari, ilag yan etkileri veya komplikasyonlar1 goriilmedigi siirece en az 6 ay
stirdiiriiliir. Tedavi baglangicindan 6 ay sonra klinik durum degerlendirilir, semptomatik
diizelme, akciger grafisi ve YCBT deki lezyonlarda gerileme, fonksiyonel diizelmeler varsa
(TAK ve VK’de %10’dan fazla DLCO’da %15 den fazla artis) ve kardiyopulmoner
egzersiz testlerinde oksijen saturasyonunda %4’den fazla artis veya P(A-a)O,’de azalma
gibi bulgular tedaviye objektif yanit1 belirlemektedir. Objektif yanit gozlenirse veya hasta
stabil kaliyorsa tedaviye devam edilir. Progresyon varsa tedavi kesilir ya da degistirilir

(40).

2.2.15.5 Tedavi Yan Etkilerinin izlenmesi

Hastalar kullandiklar ilaclarin yan etkilerine kars1 uyarilmali ve potansiyel risklere
karst Onlemler alinmalidir. Postmenopozal kadin hastalarda, kortikosteroid alanlarda
osteoporoz riski ¢ok arttig1 icin vitamin D ve kalsiyum bifosfonatlar énerilebilir. Infeksiyon
riskine kars1 hastalarda influenza ve pnomokok asilari, tiiberkiiloz i¢in izoniazid profilaksisi
onerilir. Azatiyoprin alan hastalarda 16kopeni ve trombositopeni gelisirse ila¢ kesilir ya da
doz yariya disiiriiliir. Ayrica bu hastalarda aylhik karaciger transaminaz kontrolleri
yapilmalidir. Transaminazlar, normalin 3 katindan fazla arttifinda ila¢ dozu azaltilir veya
kesilir. Siklofosfamid alan hastalarda hemorajik sistite karsi bol su icilmesi Onerilir ve bu
hastalarda idrarda eritrosit takibi yapilir. IPF’1i hastalarin %85-95’inde GOR saptanmustir.

GOR saptanan olgulara proton pompa inhibitorleri verilmelidir.
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Solunum fizyoterapisi: Solunum kaslarim1 (6zellikle diyafragma) etkin kullanarak
akciger voliimiinii artirip dispne hissini azaltabilir. Ozellikle kronik hipoksemik ve kor
pulmonale gelismis olgularda uzun siireli oksijen tedavisi verilmelidir.

Yataga bagimli, kronik hipoksemik ve kronik kor pulmonale gelismis olgularda
derin ven trombozu (DVT) ve VTE proflaksisi yapilabilir.

Cok yasl, bal petegi akciger gelismis olan ve son donem hastaligi (DLCO < %20)

olgularda sadece destek tedavisi Onerilmektedir.

2.2.16 Akciger Transplantasyonu

Akciger transplantasyonundan sonra 5 yillik sag kalim %40 olmasina ragmen yine

de akciger transplantasyonu sag kalimi uzatan tek tedavidir. Transplantasyon icin ortalama
bekleme siiresi 46 aydir. Transplantasyon adaylari i¢inde bekleme siiresi icinde en yiiksek
oliilm oran1 IPF’1i hastalarda goriilmektedir.
Optimal ila¢ tedavisine yanit vermeyen ve hizli progresyon gosteren olgular akciger
transplantasyonuna adaydir. Transplantasyon endikasyonlar1 Tablo 8’de goriilmektedir.
lleri yas, malignite, psikososyal sorunlar, énemli ekstrapulmoner hastaliklar (kronik
karaciger, kalp ve bobrek hastaliklar1) transplantasyon icin kontrendikasyon
olusturmaktadir. Transplantasyon yapilmasi icin uygun zamanlama, verilen IPF tedavisinin
farklihig1 ve degerlendirilmis prognostik faktorlerin eksikligi nedeniyle belirsizdir. Tibbi
tedaviye cevapsizlik, egzersiz sirasinda kotiilesen hipoksemi diizeyi, istirahatte hipoksem,
vital kapasitede azalmanin devam etmesi, transplantasyon i¢in uyarict olmaktadir. Tek
akciger transplantasyonu IPF’ 1i hastalar icin standart prosediir olmustur ve hastalarda iyi
sonuclar alinmustir. Tek akciger transplantasyonu ile sag kalim bir yil i¢in %80, ii¢ yil i¢in
%55, bes yil icin yaklasik %50 olarak bildirilmektedir. Baslangic tibbi tedavisine olan
cevap beklenmeden hastalar transplantasyon i¢in refere edilmelidir. Bu yiizden tam1 aninda
hasta organ listesine alinmalidir (49).

Mevcut kilavuzlara gore IAH daki PH en kotii prognoza sahip formdur ve hasta
diger agilardan uygun oldugunda akciger transplantasyonu icin acil endikasyona sahiptir.
Buna gore hastalar ilk tam1 sirasinda akciger transplantasyonu  acisindan
degerlendirilmelidir ve medikal tedaviye ragmen hastalik progresif oldugunda, 6zel 6nem
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verilmelidir. Uygulanacak transplantasyon tipi acisindan, tek veya cift akciger
transplantasyonu acisindan ¢eliskiler mevcuttur. Uluslararas1 Kalp ve Akciger
Transplantasyon Dernegi’nin son raporu IPF’de ¢ift akcifer transplantasyonu ile uzun
vadeli sonuglarin daha iyi oldugunu ileri siirmekte olup, bu da Meyer ve ark’min 6nceki
verilerinin karsitidir. Pulmoner fibrozisli daha yaslh hastalarda ve hafif-orta PH durumunda
tek akciger transplantasyonu ozellikle uygun goriinmektedir. IPF hastalarinda bilateral
akciger transplantasyonu lehine verilecek bir karar, PH un siddeti, enfeksiyonlar veya
kolonizasyonlar dogal akcigerdeki potansiyel komplikasyonlar, alicimin yash ve
transplantasyon merkezinin deneyimi gibi bir¢ok faktorii goz oniine almis olmalidir. Eninde

sonunda tek veya ¢ift akciger transplantasyonu karar1 daima bireysellestirilecektir (50).

Tablo 8. idiopatik pulmoner fibrozda (iPF) akciger transplantasyonu endikasyonlar

Endikasyonlari

Yas<65, semptomatik hastalar

DLCO ve/veya VK< %50

Istirahatte hipoksemi

Pulmoner hipertansiyon

EKO ve EKG’ de normal sol ventrikiil fonksiyonlar1
Kreatinin klirensi>50 ml/dk

Yeni tarihli YCBT degerlendirilmeli, atipik bulgularin varhiginda ve atipik klinik
seyirde biyopsi yapilmali, malignite ekarte edilmeli
Hepatit B ve C seronegatifligi

HIV seronegatifligi

Malignite dykiisii olmamasi (>5 yil)

Semptomatik osteoporoz olmamast

6 aydan uzun siiredir sigara i¢iyor olmamasi

2.2.17 iPF Akut Alevlenmeleri:

[PF’nin akut alevlenmeleri klinik olarak onemlidir. Belirgin enfeksiyon, sol kalp

yetersizligi, pnomotoraks, pulmoner édem veya baska tespit edilebilir bir neden olmadan
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ortaya ¢ikar. Bu idiyopatik akut kotiilesme epizodlari IPF’nin akut alevlenmeleri olarak
tammlanmistir. IPF akut alevlenme veya “hizli klinik bozulma” gériilmesi, kotii prognoz
isareti olarak degerlendirilmektedir. Bir calismada 3 sene boyunca takip edilen toplam 56
hastadan 32’si (%57) akut alevlenme nedeni ile tekrar hastaneye yatirilmis ve bu hastalarin
%53’ olimle sonuglanmistir. {PF’de akut alevlenmelere yol acan risk faktorleri
bilinmemektedir (51).

[PF’nin akut alevlenmesinin tamisi ile ilgili ortaya konulmus bir konsensus
yaklasgimi yoktur (Tablo 9). Giinler-haftalar icerisinde (genelde 30 giin) dispnede artma;
PaO2/FiO2 (solunan havadaki oksijen yiizdesi) <225 olmasi veya PaO2’de degerinde 10
mmHg veya daha fazla diisme, yeni radyolojik infiltrasyon saptanmasi taniy1 destekleyen
bulgulardir. Enfeksiyon, sol kalp yetersizligi veya pulmoner 6dem gibi alternatif nedenlerin
dislanmis olmalidir.

Tablo 9. idiopatik pulmoner fibrozisli (IPF) hastalarda akut alevlenmelerin tam

kriterleri

Tam

Onceye ait veya eszamanli IPF tanisi
30 giin igerisinde nedeni agiklanamayan dispne gelismesi veya dispnenin kotiilesmesi
YCBT de yeni infiltrasyon (bilateral buzlu cam goriintiisii ve/veya konsolidasyon veya
interstisyel pnomoni ve bal petegi goriiniimii)
Trakeal aspirasyon materyali veya BAL ‘da pulmoner enfeksiyon bulgusu olmamasi
Alternatif nedenlerin dislanmasi

Sol kalp yetersizligi

Pulmoner 6dem

Akut akciger hasarinin belirlenebilen bir nedeni

Akut akciger hasar1 nedenleri: Sepsis, aspirasyon, travma, reperfiizyon pulmoner 6demi, pulmoner kontiizyon,
yag embolisi, inhalasyon hasari, kardiyopulmoner bypass, ilac toksisitesi, akut pankreatit, kan triinleri

transfiizyonlar1 ve kok hiicre transplantasyonu

Akciger radyografisinde diffiiz buzlu cam opasiteleri tanimlanmaktadir. YCBT de
de yine bilateral buzlu cam goériinimii bulunmaktadir; beraberinde bibaziler subplevral
retikiiller anormallikler iizerine siiperpoze olmus konsolidasyon alanlari, traksiyon

brongektazisi ve UIP’nin tipik paterni olan bal petegi goriiniimii bulunabilir. Ug anormal
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YCBT paterni tarif edilmistir, bunlar: periferik, multifokal ve yaygin buzlu cam
goriiniimiidiir. Bu epizodlar sirasinda acik akciger biyopsisi yapildiginda UIP patolojisinin
yaninda diffuz alveolar hasarin histopatolojik paterni de goriiliir.

Akut alevlenmelerin en iyi sekilde tedavi edilmesi IPF’deki ©liim oranlarini
azaltmak icin kritik oneme sahiptir. Klinik prezentasyondan dolayr bu hastalar genis
spektrumlu antibiyotik ve yiiksek doz kortikosteroidlerle tedavi edilmektedir. Pirfenidon ve
warfarinle yapilan ¢alismalarda olumlu sonuglar alinmistir. Bu olgularda siklikla mekanik
ventilator ihtiyact olur ve genellikle fazla basar1 saglanamaz. Bir calismada mekanik
ventilator ihtiyact olanlarin mortalitesi %78 olarak bildirilmistir. Sag kalimi bagsaran

olgularda da yeni bir alevlenme tekrar1 siktir ve genellikle bu atak 6liimle sonuglanir (3,51).

2.2.18 Prognoz

Tiim cabalara karsin IPF’de prognoz kotiidiir. Bes yillik sag kalim %20-30 olarak
bildirilmistir.

Hastanin basvurusu sirasinda DLCO, PaO, ve FVC’sinin diisiik olmasi ve giderek
azalmasi, ileri yas kotii prognozu gosterir. BAL sivisinda notrofil ve/veya eozinofilin
%5’ den fazla olmasi hastaligin progresyonunun ve immiinsiipressif tedaviye yanitsizligin
gostergesidir. IPF’li baz1 hastalarda prognoz daha iyi ve sagkalim daha uzun olmaktadir
(Tablo 10).

Hastalarin ortalama yasam siiresi 2.8 yildir, solunum yetersizligi en sik Oliim
nedenidir (%40). Diger 0lim nedenleri kalp yetersizligi, iskemik kalp hastaligi, firsatci

akciger enfeksiyonu, ila¢ yan etkileri, pulmoner emboli ve akciger kanseridir (40).
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Tablo 10. idiopatik pulmoner fibrozis’li (IPF) hastalarda uzun sag kalim gostergeleri

Iyi prognoz

Geng yas (<50 yas)

Kadin cinsiyet

Dispnenin hafif olmasi, semptomatik periyodun kisa olmasi (<1 yil)
Nisbeten korunmus akciger fonksiyonlari

YCBT’ de buzlu cam goriiniimii ve retikiiler opasiteler

BAL sivisinda lenfosit oraninin artmasi

Akciger biyopsisinde aktif inflamasyon bulgular

Kortikosteroid tedavisine 3-6 ay sonra iyi yanit alinmasi veya stabil hastalik

2.2.19 Diger Idiopatik Interstisyel Pnémoniler (IiP)

2.2.19.1 Nonspesifik Interstisyel Pnémoni (NSIiP)

Nonspesifik interstisyel pnomoni (NSIP) histolojik olarak IPF gibi interstisyel
fibrozis ve inflamasyon kombinasyonu ile karakterizedir, ancak UIP icin tipik olan fibrotik
odaklar yoktur. Hiicresel ve fibrozis agirlikli diye iki alt gruba ayrilir.

Hastalik tablosu 40-50’1i yaslarda ortaya c¢ikar. SFT’de hafif restriksiyon saptanir.
Semptomlar1 IPF’ye benzer ancak daha hafif ve daha yavas ilerler.

Radyolojik belirtileri ¢cok heterojendir, lezyonlar agirlikli olarak orta ve alt zonlar1
tutma egilimindedir. En sik YCBT bulgusu bilateral, simetrik buzlu cam goriiniimiidiir. Bal
petegi akciger gelisimi nadirdir.

Hiicresel tip NSIPnin steroide cevabi ve prognozu ¢ok iyidir. Fibrotik tip NSIP’nin
prognozu UIP’den daha iyi olmakla birlikte 10 y1llik yasam oram %35’ dir (33).
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2.2.19.2 idiopatik Nonspesifik Interstisyel Pnomoni (INSIP)

UIP ve NSIP’nin bilinen risk faktérlerinin yoklugunda (6rnegin idyopatik) veya bag
dokusu hastaliklar1 ya da hipersensitivite pndmonisi gibi ¢esitli klinik sendromlarla ortaya
cikabilen, farkli histopatolojik paterne sahip bir patolojik durumdur.. Prognozu iyi olup, 5
yillik sagkalim %80 ve 10 yillik sagkalim %73 tiir. Prognozu ve immunosiipresif tedaviye
cevaplilig1 belirleme acisindan NSIP farkl: bir antite olarak diisiiniilebilir. Ancak Idiyopatik
NSIP, bazi olgularda IPF’den ayirt edilemeyen bir klinik sendroma ilerleyen bir siireci
temsil ediyor olabilir. Histolojik olarak kanitlanmig NSIP veya UIP’li hastalarda yapilmus
retrospektif bir calismada (n=23), 18 olgunun YCBT’si baslangicta NSIP’yi diisiindiiriirken
bu olgularin 5’inde 34-155 aylik izlem sonunda tipik olarak UIP ile iliskili, subplevral bal
petegi goriintimii gibi radyografik 6zelliklerin gelistigi goriilmiistiir. Bu bulgular bir grup
idiyopatik NSIP’li hastada UIP/IPF’in klinikradyografik-patolojik ~ 6zelliklerinin
gelisebilecegini diisiindiirmektedir. Su anda mevcut olanaklar NSIP’si olan hastalarin

hangilerinin IPF e ilerleme olasiliginin bulundugunu 6ngérememektedir (52,53).

2.2.19.3 Deskuamatif Interstisyel Pnémoni (DiP)

2.2.19.4 Respiratuvar bronsiolitis ile iligkili interstisyel akciger hastahg (RBIAH)

DIP ve respiratuvar bronsiolitis ile iligkili interstisyel akciger hastaligt (RBIAH)
RB-IAH ve DiP’in demografik bulgulari, klinigi, radyolojisi, tedavi yaklagimi ve prognozu
diger 1iP’lerden farklidir. Ornegin RB-IAH ve DIP hastalarinda prognoz daha iyidir, yagam
siiresi 10 yildir. RB-IAH daha onceki yillarda sigara icicilerin bronsiyolitisi olarak
isimlendirilmisti. RB-IAH, 40-50 yaslarda ve sigara icen hastalarda goriiliir. DIP 40’l1
yaslarda goriiliir, hastalarin %90’nmin sigara ictigi tespit edilmistir. Her iki hastalikta
erkeklerde daha sik goriiliir. RB-IAH ve DIP hastalarinin alveollerinde pigmente makrofaj
birikimi olur. Bu birikimin tiitiin maruziyetine bagli idyosenkratik reaksiyon oldugu
diisiiniilmektedir, kahverengi pigmentli alveolar makrofajlara “sigara icenlerin pigmenti”
de denilmektedir. RB’te sadece bronsiyollerde alveolar makrofaj birikimi (bronsiyolitis)
saptanirken, RB-IAH’1nda bronsiyolitis yani sira interstisyel inflamasyon ve daha nadir
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olarak peribronsiyoller parenkimde fibrozis gelisimi gozlenir. RB-IAH’1nda patoloji birinci
ve ikinci respiratuvar bronsiyollerde iken, DIP alveolleri yaygin olarak tutar, panlobuler
tutulum saptanir, %15 oraninda hafif veya orta derece fibrozis gelisir. Sonu¢ olarak,
histopatolojik olarak RB-IAH bronsiyolosentrik tutulum gosterirken, DIP diffiiz tutulum
gosterir. Radyolojik bulgular agisindan RB-IAH’1inda yaygin yamali buzlu cam goriiniimii
ve sigara icenler icin tipik olan sentrilobiiler amfizem saptanir. DiP’te ise genellikle
akcigerlerin bazallerinde ve periferik alanlarinda buzlu cam paterni ve retikiiler ¢izgiler
vardir. RB-IAH ve DIP saptanan hastalarin histopatolojik bulgularini inceleyen bir
caligmada, interstisyel fibrozis, lenfoid follikill ve eozinofilik infiltrasyonun DIP
hastalarinda RB-IAH olanlara gore daha fazla goriildiigii saptanmistir. Baska calismalarda
RB-IAH olan olgularin alveolar makrofajlarinda saptanan pigment derecesinin sigara
yiikiiyle dogru orantili oldugu ve BAL oOrneklerinde sigara icen hastalarda daha fazla
langerhans tipi dev hiicre birikimi oldugu gosterilmistir. Sigaranin birakilmasi bu
hastaliklarin temel tedavisidir, hastalarin biiyiik bir kisminda yarar saglar. Baz1 kisilerde
sigara biraktiktan sonraki donemde, tiitiiniin neden oldugu kronik inflamasyonun devam
etmesine bagli olarak semptomlar uzun siire devam edebilir. Tekrar sigaraya baslayan
hastalarda niiksler olabilmektedir. Sigara icimine devam eden DIP’lerde hastaligin

ilerlemesi kaginilmazdir (22,54).

2.2.19.5 Akut interstisyel Pnomoni (Diffuz Alveolar Hasar)

1935 yilinda Hamman ve Rich isimli arastirmacilar interstisyel akciger
hastaliklarinin hizli progresyonla giden, bir yildan kisa bir siirede 6liimle sonug¢lanan akut
bir formunu tanimlamislardir. Daha sonra “Akut interstisyel pndmoni” tanis1 kullanilmaya
baslanmistir. Akut formda akciger zedelenmesi gosteren ve hyalin membran olusumu ile
karakterize bir tablodur. Klasik olarak yetigkinlerin solunum sikintis1 sendromunda
(ARDS) gelisir ancak bakteriyel, viral, veya fungal enfeksiyonlar, toksinler, ilaglar, sok,
travma, radyasyon gibi nedenlerle de ortaya cikabilir.

Her iki cinste goriilme sikligi esittir. 30-50°1i yaslarda goriiliir. Hastalarda nefes
darlig1 giinler, haftalar i¢inde akut geligir. Hastalarin cogunda baslangigta bir viral solunum
yolu enfeksiyonu oykiisii vardir.

37



Radyolojik bulgular ARDS’deki gibidir. Akciger grafisindeki temel bulgu bilateral
alveoler konsolidasyondur. YCBT’de bilateral yaygin buzlu cam goriiniimii, akciger
parankiminde yapisal bozukluk, traksiyon bronsektazisi ve fokal alveoler konsolidasyonlar
alanlar1 goriiliir. Buzlu cam goriiniimii ve alveoler konsolidasyonlar hastalarin %25’inde
yer ¢cekimi nedeni ile tabanlarda daha yogundur.

Prognozu kétiidiir ve YCBT de fibrozisin yayginlig: ile paraleldir. Etkin bir tedavisi
yoktur, olgularin ¢cogu ventilator tedavisine ihtiya¢ duyar. Bazi hastalarda kalici fibrozis ve

tekrarlayan akut formu goriilebilir (33).

2.2.19.6 Kriptojenik Organize Pnomoni (KOP)

Kriptopjenik organize pnomoni (KOP), organize pnomoni paterni ile karakterize
olup bir donem brongiyolitis obliterans organize pnomoni (BOOP) olarak kullanilan
hastaligin sinonimidir.

50-60 yaslarinda ortaya c¢ikar. Nisbeten kisa siireli baslangi¢ (ortalama 3 ay) soz
konusu olup 0Oksiiriik, balgam, dispne gibi pulmoner semptomlarin yani sira ates, terleme,
myalji gibi semptomlar eslik eder. Antibiyotiklere yanit alinamaz. Viral veya bakteriyel
enfeksiyonlar, inhale edilen toksinler, ilaclar, kollajen vaskiiler hastaliklar gibi ¢ok cesitli
etkenler de neden olabilir. Ancak herhangi bir neden belirlenemeyen durumlarda KOP
olarak isimlendirilmelidir.

Akciger grafisinde tek tarafli veya iki tarafli subplevral yama tarzinda
konsolidasyon alanlar: izlenir. YCBT de subplevral peribronsiyal dagilimli, daginik yamal
konsolidasyon (%90) ve buzlu cam alanlari (%60) saptanir. Bazal kesimler daha fazla
etkilenir.

Tani transbronsiyal biyopside organize pnomoninin gosterilmesi ile konulabilir.

Steroide yanit nedeniyle prognoz 1yi olup, 5 yillik yasam %85°dir (55).

2.2.19.7 Lenfositik Interstisyel Pnémoni (LiP)

Daha c¢ok kadin cinsiyeti etkileyen ve 40-60’l1 yillarda ortaya cikan hastalik,
akcigerde artmuis lenfoid infiltrasyonla karakterizedir. Dispne ve oksiiriik semptomlari
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gosteren hastalik; sjogren sendrom, romatoid artrit, sistemik lupus eritematozis (SLE), gibi
kollajen vaskiiler hastaliklarla birliktelik %40 oranindadir, nadiren fibrozise doniisiir.
Histopatolojik incelemede alveoler septal tutulum ile karakterize diffuz akciger
zedelenmesi mevcuttur

Akciger grafisinde baziller alveoler opasite ya da diffuz opasite alanlar1 izlenir.
YCBT’de, difiiz buzlu cam alanlari, sentrlobiiler nodiiller izlenir. Subplevral nodiiller,
bronkovaskiiler demette kalinlagsma eslik edebilir. Steroidlere yanit olumludur. Lenfoma

riski %10-20 oranindadir (33).

2.3. Ashcroft Kriterleri

Ashcroft ve arkadaslarinin gelistirmis oldugu yontemde; akciger oOrneklerinin
parafin kesitleri hematoksilen eozin ve trikrom metodu ile boyanip x10 biiyiitme objektif
ile mikroskopta sistematik olarak incelenip ardarda gelen her bir alan interstisyel fibrozisin
ciddiyeti yoniinden bireysel olarak degerlendirilip ve daha once kullanilan ciddiyet skalasi

kullanilarak 0-8 arasinda puanlanir (Tablo 11) (56).

Tablo 11. Akciger fibrozisi derecelendirme Kriterleri (Ashcroft kriterleri) (56)

Fibrozis derecesi Histolojik Bulgular
0 Normal akciger
1 Alveoler veya bronsiyal duvarlarda kalinlasma

yapan minimal fibrozis

2-3 Akciger dokusunda bariz degisme olmadan
duvarlarin orta derecede degismesi

4-5 Akciger dokusunda tanimlanabilir bir hasar
yapan artmis fibrozis ve fibroz bant olusumu
veya kiiciik fibroz kistler

6-7 Dokunun ciddi harabiyeti ve genis fibrozis
alanlari, bal petegi akciger

8 Alanin total fibrozisle obliterasyonu
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Kesitteki biitiin alanin incelenmesinden sonra biitiin alanlarin ortalama skorlar1
fibrozis skoru olarak alinir ve 2 ondalikli say1 olarak belirtilir. Her alanda, alanin yarisindan
fazlasim1 kapsayan predominant fibrozis derecesi kaydedilir. Sirkiiler mikroskop
goriintiisiiniin tamam degerlendirildikten sonra ilk Once parankimin normal ya da fibrotik
olup olmadig belirtilir. Eger alanda normal doku predominant ise bu alan O skoru ile
derecelendirilir. Eger fibrotik doku predominant ise bu alan daha 6nceki say1 kategorilerine
gore derecesi kararlastirilir. Eger 2 tek sayili kategoriler arasinda karar vermekte zorluk
cekilirse bu alana arada kalan cift sayili skor verilir. Skorlar1 belirlemede kullanilan
kriterler, dereceleri tanitan fotomikrograftlarde gosterilmektedir. Bu metodda 2x1 cm’lik
tipik bir akciger kesiti toplam 40-50 alan olacak sekilde 2-3 dakikada okunabilir.

Ashcroft  kriterlerinin ana avantaji fibrozisi 1yi derecelendirmeye imkan
saglamasidir. Alan skorlari, ortalamasi 0’dan 8’e kadar degisen numarasal skala ile
verilmektedir. Onceki yillarda kullanilan semalar akcigerde fibrozisin yayginligini
degerlendirmeyi saglarken bu yontem kii¢iik bir akciger dokusu 6rneginde (1 cm) fibrozisin
Olciilmesine imkan saglamaktadir. Bu yiizden biyopsi spesmenlerine uygulanabilir (Sekil 5)

(56).

(a) Grade 1 fibrozis,
(b) Grade 5 fibrozis,
(c) Grade 3 fibrozis,
(d) Grade7 fibrozis (Hematoksilen ve Eozin boyas1)
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2.4. Bleomisin (BLM)

BLM, “Sreptomyces verticillus” ve adli bakteri tarafindan iiretilen bir
kemoterapdtik bir ajandir. Pulmoner fibrozis iizerinde hayvan deneylerinde kullaniminin
temeli BLM nin insan kemoterapisindeki major advers ila¢ etkisi olan fibrozis ozelligi
temeline dayanmaktadir.

BLM, lenfoma, squamdoz hiicreli karsinomlar, germ hiicreli tiimorler ve intraplevral
uygulama ile malign plevral efiizyonun tedavisinde kullanilmaktadir. Ilacin tiimor
hiicrelerindeki tek ve ¢ift sarmal DNA’da kiriklara yol agip hiicre siklusunu engelleyerek
etkili oldugu diisiiniilmektedir. Bu etki, metal iyonlarinin selasyonu ile siiperoksit ve
hidroksil radikallerinin olusumuna yol acan pseudo enzim reaksiyonu ile olur. Reaktif
oksijen radikallerinin asir1 tiretimi pulmoner toksisiteye yol acan bir inflamatuvar cevaba
neden olabilir. Bu da fibroblastlarin aktivasyonu ve sonrasinda fibrozise yol acar.
Akcigerler bu enzimi diisiik derecede icerdiklerinden BLM’nin yaptigi doku hasarina
duyarhdirlar. Hastalarda pulmoner yan etkiler doz bagimhdir ve yasla iliskilidir. Daha
onceden pulmoner hastalig1 olan ve sigara icicisi bireylerde daha sik olugsmaktadir. Akciger

toksisitesi BLM alan hastalarin yaklasik %10’nunda gelismektedir (7).

2.4.1.Bleomisin (BLM) Hayvan Modeli

BLM deneysel akciger fibrozisi olusturan ajan olarak kopek, fare, kobay ve
sicanlarda kullamilmistir. Cok kisa bir zaman periyodu icinde inflamasyona ve fibrotik
reaksiyona neden olur.

Proinflamatuvar sitokinlerin (IL-1, TNF-a, IL-6, IFN-y) yiikselmesi, 14. giin pik
diizeyine ulasan profibrotik markerlerin (TGF-B1, fibronektin, prokollajen-1)
ekspresyonunun artmasi ile takip edilir. inflamasyon ve fibrozis arasindaki gegis BLM
uygulamasindan sonra yaklagsik 1 ila 9 giin sonra olusur.

IPF hastalarinda goriilen intraalveolar dallanmalar, mural kollajen kopriileri ve
alveoler boslugun obliterasyonu, BLM uygulanan hayvanlarda da saptanmistir. Bu gézlem,

ilacin deneysel fibrozis olusturmak iizere sik¢a kullanilmasina neden olmustur. Ayrica
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BLM kolay ulasilabilir, yapimi kolay ve tekrarlanabilir bir preparattir. Bu o6zellikleri
nedeniyle iy1 bir hayvan modelinden beklenen 6nemli kriterlere sahiptir.

Cesitli caligmalarla farkli tiirlerde fibrotik cevap olusturacak tutarli uygun dozlar
saptanmustir ve uygulama sekline gore degisik fibrotik paternler gelismektedir. Standart
uygulama yolu olan intratrakeal uygulama bronkosentrik yogunluklu fibrozise neden
olurken, intravendz veya intraperitoneal uygulama insanlardaki IPF’ye benzer sekilde

subplevral skar olusumunu indiiklemektedir (7).

2.4.2.Bleomisin (BLM) modelinde ila¢ etkilesim calismalar:

BLM, potansiyel antifibrotik ajanlarin etkilerini degerlendirmek icin hayvanlarda
fibrojenik amagcla siklikla kullanilmaktadir. Literatiirde inceleme yapildiginda 1980-2006
yillar1 arasinda BLM modeli uygulandiktan sonra antifibrotik ajanlarin tedavi etkinligini
degerlendiren 232 yayin bildirilmistir. BLM uygulandiktan sonra ilk 7 giin icinde verilen
antifibrojenik ajanlar “koruyucu”, 7 giinden sonra uygulananlar ise “terapotik” ajanlar

olarak degerlendirilmektedir ( Sekil 6) (7).

Inflammation Fibrosis
“Preventive” “Therapeutic”
Drug Drug Drug
Drug
Bleomycin ‘\'
-3.Giin 0.Giin 3.Giin 9.Giin 14.Giin

Sekil 6. Bleomisinin (BLM) indiikledigi fibroziste olaylarin sirasi (7)

Bleomisin (BLM) uygulamasindan sonra 8 giine kadar siiren akut bir inflamasyon gelisir. Bunu 28-35
giinlerde fibrotik degisiklikle sonuglanan matriks birikimi ve akciger yapisinin bozulmas takip eder. ilk 7 giin
siiresince verilecek tedaviler koruyucu olarak degerlendirilir. 7-10 giinden sonraki tedaviler terapotik olarak

degerlendirilir.
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Bir¢ok calismada BLM’nin kiloya gore ayarlanmis dozlar1 tek doz olarak i.t. yolla
uygulanmaktadir. Diger bilesiklerle BLM uygulanmasinin zamanini, iligkilendirmek i¢in
BLM’nin uygulandig: giin sifirinci giin olarak tanimlanir.

Bu, antiinflamatuvar ve antifibrotik ila¢ etkilerini birbirinden ayirmak acisindan
onemlidir. Ciinkii BLM uygulama zamani ila¢ etkileri ile etkilesim acisindan c¢ok
onemlidir. Erken faz siiresince uygulanan bilesikler agirlikli olarak antiinflamatuvar ajanlar
gibi etki eder ve koruyucu tedavi olarak degerlendirilmesi uygun olurken, gercek
antifibrotik ajanlarin zamandan bagimsiz olarak, Ozellikle de fibrotik faz siiresince
uygulandiginda etkili olmalar1 gerekir. Sonlanma noktast BLM uygulamasinda 1-80 giin
arasinda degisir, siklikla 14-28 giinler arasindadir.

Pulmoner fibrozisi degerlendirmede Aschcroft’'un skorlama yontemi disinda farkli
yontemler de kullanilmaktadir. Bunlar semikantitatif histolojik analiz sistemi ve

hidroksiprolin ve/veya kollajen iceriginin belirlenmesi metodlarini icermektedir.

2.5. Rekombinant aktif Protein C (APC) derivesi (Drotrecogin-o (DA), Xigris flakon)

DA, insan APC’nin rekombinant formudur. Plazma APC ile aym1 aminoasit
parcalarin1 iceren serin proteazdir, 60 kilodalton molekiil agirlikli bir glikoproteindir.
Plazmada zimojen olarak dolasir (57).

Protein C viicutta inaktive formda, dolasim hemostaz dengesini korumay1 amaclar.
Protein C yolagi koagiilasyon sisteminin 6nemli bir regiilatoriidiir. Protein C trombin,
trombomodiiline baglandiginda, inaktive formdan aktif forma degisir. Trombomodiilin
glikoprotein yapisinda bir membran proteinidir. Trombin ile baglandiginda protein C’nin
aktivasyonunda kofaktor gorevi goriir. Trombomodiilin ile baglanan trombin, fibrinojeni
fibrine doniistiiremez. Sonuc¢ olarak koagiilan aktivite diiser, trombinin trombosit
aktivasyonu bloke olur ve tromboliz 6nlenir. APC doku faktoriinii inhibe eder, azalmig

trombin iirtinleri ve inaktivasyonu faktor Va ve faktor VIIIa® y1 inhibe ederek koagiilasyonu
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azaltir. APC, plazminojen aktivator inhibitér-1 (PAI-1)’ i inaktive ederek ve trombin
aktivator fibrinolizis inhibitoriinii (TAFI) inhibe ederek fibrinolizisi artirir (Sekil 7) (58).

DA uygulanan hastalarda protein C ve antitrombin seviyelerinde hizli artis,

plazminojende de normal seviyelerde kalma gozlenmistir.

\ Plazminojen
Aktivator
Inakti Irhibitari

Ve ]
Inhik Al

Faktir Yilla

L Aktivasoni@anler
Faktiir Va

Trombin ile aktiflenen fibrinoliz Fibrinolfizin
inhibitdrii TAFI Baskilanmasi

Trombin

Irhlbe

a eder
o0 |

Doku Taktori

Sekil 7. Protein C, koagiilasyon ve fibrinoliz yolag (58)

APC’nin ilgi ¢ceken bir 6zelligi de antiinflamatuvar etkileridir Sitokin liretimi ve
salinimi, noétrofil aktivasyonunu saglar. Endotelyal hasar inhibe edilerek inflamasyonun
diisiiriilmesi saglanmis olur. Protein C, APC’ye doniistiiglinde, trombin inhibe edilir ve
trombin kaynakli inflamatuvar etkilerin ortaya c¢ikmasi onlenmis olur. APC monositler
tarafindan salgilanir. Insan TNF’sini inhibe ederek l6kositlerin selektinlere adezyonunu
engeller ve mikrovaskiiler endotelde trombin indiiksiyonunu sinirlayarak antiinflamatuvar
etki gosterir.

Antitrombotik 6zelliklerinden dolayr APC, neonatal trombozis ve purpura
fulminansin eslik ettigi konjenital PC eksikligi tedavisinde, warfarinin indiikledigi deri

nekrozunda ve dissemine intravaskiiler koagiilasyon (DIC) tedavisinde kullanilmaktadir.
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Sepsise bagli organ yetmezligi gelisen yiiksek Oliim riski olan hastalarda,
kontrendikasyon olmadig: siirece APC’nin kullanimi 6nerilmektedir.

DA dozu olarak 24 gr/kg/saat hizinda toplam 96 saat boyunca araliksiz intravenoz
infiizyonla uygulanmas: onerilmektedir. Aktif i¢ kanama, yakin ge¢miste hemorajik inme,
intrakraniyal veya intraspinal cerrahi, travma hastalari, epidural kateteri olan hastalar,
intrakraniyal neoplazm veya kitle lezyonu olan hastalar, trombosit miktar1 <30.000/mm3,
sepsise bagl akut koagiilopati disinda bilinen kanama egilimi veya DA kars1 asir

duyarlilig1 olan hastalarda kullanimi kontrendikedir (58, 59).

2.6. Metilprednizolon (Prednol L flakon)

Metilprednizolon sentetik ve flor icermeyen bir kortikosteroidtir, tiim kortikosteroidler gibi
belirli dokulardaki hiicrelerin protein sentezini kontrol altinda tutar, antiinflamatuvar ve
antiallerjik etki gosterir. Ayn1 zamanda inflamasyon bolgesindeki notrofil, monosit ve
makrofajlarin  gelismesini inhibe eder. Bag dokusundaki fibroblast sayisin1 ve
proliferasyonunu azaltir, immiin sistemi baski altinda tutar. Metilprednizolon hiicre organel
membranlarin1 stabilize eder, kinin, bradikinin olusumunu yavaglatir, ayni zamanda
histamin ve histamin benzeri maddeleri hiicre icinde bloke eder.

Metilprednizolon uygulandiktan sonra siiratle absorbe olur ve uzun siire etkisini
gosterir. %95 plazma proteinlerine baglanir. Plazma yar1 dmrii 3.5 saat veya daha fazladir.
Karacigerde metabolize olur. Eliminasyon yar1 omrii, 3-3.5 saattir. Obezlerde bu siire artar.

Baslica atilim yolu bobreklerdir. Benzer kortikosteroidler gibi yan etkileri vardir.
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3. YONTEM VE GEREC

3.1. Deney Hayvanlar1 ve Yasam Alanlari

Calismanuzda, Inonii Universitesi Deney Hayvanlari Uretim ve Arastirma
Merkezi’nden temin edilen Wistar albino tipi 30 adet 12 haftalik 200-250 gram agirliginda
erkek sicanlar kullanildi. Calismaya deney hayvanlart etik kurulu onayr alindiktan sonra
baslandi. Sicanlar deney giiniine kadar standart barinma kafeslerinde tutuldu. Icme sulari
giinliik degistirildi ve giin asir1 kafes temizligi yapildi. Oda sicakligi 24-27 °C arasinda
tutulup, havalandirma sartlar1 saglanmis, odalarin aydinlatilmasi 12 saat aydinhik 12 saat
karanlik olacak sekilde ayarlandi. Siganlar ¢calisma boyunca ad libitum standart pellet yemle
beslendi. Sigcanlar, kontrol grubunda 6, BLM grubunda 7, steroid grubunda 7, APC
grubunda 10 sican olmak iizere ve bir kafeste en cok 4 sican olacak sekilde rastgele

gruplara ayrnldu.

3.2 Bleomisinle Indiiklenen Akciger Fibrozis Modelinin Olusturulmasi

Siganlara intratrakeal (i.t.) bleomisin hidroklorid (Bleocin; bleomycin hydrochoride;
Nippon Kayaku Co., Ltd., Tokyo Japonya) 2.5mg/kg (0.25 ml’lik fosfat tamponlu salin
icinde) ketamin/xylasin (50/5 mg/kg) anestezisi altinda uygulandi (Resim-2). Sicanlar BLM
enjeksiyonundan 14 giin sonra yine anestezi altinda dekapite edildi (7,8). Kontrol grubuna
aynt hacimde BLM yerine intratrakeal salin verildi. Akciger dokusundaki fibrozisin,
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gostergesi olarak kollajenin yapisindaki temel aminoasit olan hidroksiprolin seviyeleri
Woessner yontemiyle Olgiilerek degerlendirildi (63). Akciger dokusundaki histopatolojik
degisiklikler ise Ashcroft kriterlerine gore incelendi (56).

3.3 Deney Gruplarinin Olusturulmasi

1. Kontrol Grubu (N=6):

Sicanlara intratrakeal (i.t.) uygulamadan 2 giin 6nce, giinde bir kez serum fizyolojik
0.1 ml intraperitoneal (i.p.) yoldan uygulanmaya baslandi. Bleomisin uygulamasinin
yapildig giin sifirinci giin olarak kabul edilip, sicanlarin dekapite edilecegi 14. giine kadar
toplam 16 giin boyunca devam edildi. Kontrol grubuna sifirinci giin intratrakeal olarak
bleomisin yerine tek doz fosfatla tamponlanmis steril salin (PBS, phosphate buffered

saline) verildi.

2. BLM + Plasebo Grubu (N=7):

Siganlara intratrakeal (i.t.) uygulamadan 2 giin once, giinde bir kez serum fizyolojik
0.1 ml intraperitoneal yoldan uygulanmaya basland:1 ve sicanlarin dekapite edilecegi 14.
giine kadar toplam 16 giin boyunca devam edildi. Bu gruptaki sicanlara sifirinci giin
intratrakeal yoldan BLM (Bleocin; bleomycin hydrochoride; Nippon Kayaku Co., Ltd.,
Tokyo Japonya) uygulandi. BLM, 2,5 mg/kg/giin dozunda, 100 mikrolitre PBS icinde
coziilerek tek doz halinde verildi (7,8).

3. BLM+ Steroid Grubu (N=7):
Bu gruptaki sicanlara BLM uygulamasindan 2 giin once intraperitoneal (i.p.) olarak
metilprednisolon (Prednol-L, Mustafa Nevzat Ltd., Istanbul, Tiirkiye) 5 mg/kg/giin

dozunda giinde bir doz olarak uygulanmaya baslandi ve sicanlarin dekapite edildigi 14.

giine kadar toplam 16 giin boyunca uygulamaya devam edildi. Sifirinc1 giin BLM, 2,5
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mg/kg/giin dozunda, 100 mikrolitre PBS icinde coziilerek tek doz halinde intratrakeal

yoldan verildi.

4. BLM+AKktif Drotrekogin-alfa (N=10):

Bu gruptaki sicanlara BLM uygulamasindan 2 giin 6nce Rekombinant Aktive
Protein C (APC) derivesi drotrekogin alfa (XIGRIS, Lilly, Almanya). 100 pg/kg/giin
dozunda giinde bir kez olmak iizere intraperitoneal yoldan verilmeye baslandi. Drotrekogin
alfa tedavisine sicanlarin dekapite edildigi 14. giin sonuna kadar toplam 16 giin boyunca
devam edildi. Sifirinct giin BLM, 2,5 mg/kg/giin dozunda, 100 mikrolitre PBS icinde

coziilerek tek doz halinde intratrakeal yoldan verildi.

3. 4 Metilprednizolon ve Aktif Drotrekogin- alfa Uygulamasi

Metil prednizolon ve Aktif drotrekogin alfa uygulamasi 100 tinitelik (1 mililitrelik)
insiilin enjektorii ile yapildi. Hayvanlar arka bacaklarindan kaldirilarak barsaklarin bas
tarafina kaymasi saglandi. Enjeksiyon karin alt kismindan cilt, ciltalti ve karin kaslari
gecilerek peritonun igine yapildi (resim-1). Enfeksiyona karsi korumak amaciyla her
enjeksiyon islemi Oncesi si¢anlarin karin alti kistmlart antiseptik betadin soliisyonu ile

silindi.
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Resim-1: Intraperitoneal ilag uygulamasi

3.5 Cerrahi Girisimler ve BLM ile Fibrozis Olusturulmasi

Biitiin ilac uygulamalar1 her sabah saat 08:00’de yapildi. Intratrakeal BLM
uygulamasindan 12 saat once ag¢ birakilan siganlardan 250 grami gecenler rastgele gruplari
olusturmak icin ayrildi. Genel anestezi amaciyla 50 mg/kg dozunda ketamin ile 5 mg/kg
dozunda xyalazine ayni enjektore cekildi ve intraperitoneal olarak uygulandi. Anestezik
maddeler uygulandiktan sonra sicanlarin refleksleri kontrol edilerek cerrahi anesteziye
girmeleri icin beklendi, anestezi derinliginin kontrolii i¢in parmak kistirma testi kullanildi.
Bu islemlere paralel olarak BLM nin 15 mg’lik flakon formu PBS icinde ¢oziildii. Daha
sonra sicanlarin boyun 6n bolgesinin cilt dokular1 orta hat kesisi ile acildi, ciltalti yag
dokusu, bag dokusu ve vaskiiler yapilar dikkatli bir sekilde zarar verilmeden ekarte edilerek
trakeaya ulagildi. Trakea ic¢ine insiilin enjektoriinde hazir bekletilen BLM (2.5 mg/ kg)
enjekte edildi (Resim-2).
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Resim-2: Intratrakeal BLM uygulamasi

Kontrol grubuna ise 250 ul PBS uygulandi. BLM nin i.t. olarak uygulanisini takiben
ilacin tamaminin akcigerlere dogru akmasini saglamak amaciyla sicanlar kafasi yukarida
olacak sekilde 30 saniye kadar bekletildi. Bu islem bittikten sonra kesi bolgesi 4/0’lik
atravmatik cerrahi ipek iplikle dikildi. Daha sonra sicanlar ayilmaya birakildi. Viicut 1silari
37 °C’de tutulmaya calisildi. Ayilma esnasinda biitiin si¢anlarin viicut 1silari, solunumlari
ve refleksleri takip edildi. Deneylerin son giiniine kadar sicanlarin tedavisi yapilirken kesi
bolgesini enfeksiyona karsi korumak i¢in amaciyla giinliik yara bakimi (antiseptik betadin
soliisyonu ile) yapildi. Deney islemleri siiresince sicanlarin kesi bolgesinde enfeksiyon

gozlenmedi.

3.6 Kullanilan Aletler

Tez calismamizdaki laboratuvar deneyleri esnasinda SIGMA, MERCK ve JT
BAKER ticari firmalarina ait kimyasallar ve asagida belirtilen aletler kullanildi: NEL pH
890 marka pH-metre, Labinco BV L 46 marka vorteks (Hollanda), Kétterman Labortechnik
marka Ben Mary (Almanya), LIBROR AEG-320 marka hassas terazi (Japon), Rotina 46R
marka sogutmali maksimum 5000Xg kapasiteli santrifiij (Almanya) ve LKB Biochrom
Ultraspec Plus 4054 uv/visible marka Spektrofotometre (Cambridge-Ingiltere).
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3.7 Akciger Doku Homojenizasyonu ve Siipernatant Hazirlanmasi

Toplam deney siiresi 16 giindii. BLM uygulamasindan 2 giin dnce kontrol ve tedavi
gruplarinin uygulamalarina baslandi. BLM uygulamasindan 14 giin sonra sigcanlarin
dokulant ¢ikartildi. Deneyin 16. giiniinde sicanlara anestezik kosullar altinda 5 mg/kg
xylazine ile 50 mg/kg ketamin kokteyli i.p. yoldan uygulayarak genel anestezi yapildi. BAL
amaciyla 5 ml PBS trakeal kaniil aracihifiyla akcigerler icine uygulandi. islem 3 kez tekrar
edildi. BAL islemi tamamlandiktan sonra kalp atis1 devam eden si¢anlarin toraks bosluklari
makas ile orta hat boyunca kesilerek akciger dokulart doku biitiinliigii korunarak ¢ikartildi.
Sol akciger %10 formaldehid icerisinde fikse edilerek doku kesitleri hazirlandi. Sag akciger
ise hidroksiprolin diizeyleri i¢in kullanildi. Akcigerlerin makroskopik goriiniimleri not
edildi.

Akciger dokular1 grup numaralar1 belirtilerek hemen aliiminyum folyoya sarilarak
plastik kaplara konuldu. Sonra s1v1 azot icerisine konularak donduruldu ve -85 °C dereceye
ayarl1 derin dondurucuda (Nuaire-85 c¢ Ultralow Freezer- Japonya) hidroksiprolin

diizeylerinin tespit edilecegi giine kadar muhafaza edildi.
3.8 Akciger Dokusu Hidroksiprolin (OH-P) Diizeylerinin Tesbiti

Hidroksiprolin diizeylerinin tesbiti i¢cin —80 °C’de dondurularak, deney giiniine
kadar saklanan, dokular ¢oziilerek izotonik NaCl ile yikand1 ve kurutma kagidina serilerek
kendi halinde kurumaya birakilarak tartildi. Agzi acik cam tiiplere konularak 100 OC’ye
ayarlanmig etiivde 72 saat kurutuldu. Kontaminasyon engellenerek kurutulan dokular kiiciik
bir havan icinde toz haline getirildi. Toz haline gelmis kuru dokularin herbirinin kuru
agirhiklart hassas terazide olgiilerek kaydedildi. Toz halindeki dokular 15 ml’lik vidah
kapakli cam tiipler icerisine konularak iizerine 2ml 12N HCI ileve edildi. Daha sonra
etiivde 130°C’de 3 saat kaynatilarak hidrolize edildi. Buharlagma nedeniyle miktar1 1
ml’nin altina diigenler olciilerek 12 N HCI ile tekrar 1 ml tamamlandiktan sonra 3000
rpm’de 15 dakika santrifiij edildi. Ustteki siipernatant kismidan 0.5 ml alinip iizerine 0.5

ml isoproterenol eklenerek 2500 x g’de 10 dakika daha santrifiij edildi. Sonra iist fazdan
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0.3 ml alinarak calisildi. Hidroksiprolin tesbiti Woessner yontemiyle kismen modifiye
edilerek yapild1 (63).

Deney islemleri esnasinda; OH-P standardi, kloramin T, P-dimetil amino
benzaldehid, perklorik asit, isopropanol, Na-asetat 3 H20, Na-sitrat 5.5 H20, 12N Hcl, 1
mM HCI kimyasallar1 kullanildi. (Merck&Co., Inc., Whitehouse Station, NJ, USA).

Hidroksiprolin standardi; 1.231 mg OH-P 5 ml = 0.001 M HCT’de ¢oziilerek giinliik
stok standart ¢ozeltisi hazirlandi. Daha sonra bu stok standart ¢ozeltisi 1/2, 1/4, 1/6, 1/8,
oranlarinda diliie edilerek daha diisiik konsantrasyonlarda standart ¢ozeltiler hazirlandi.
Sonra OH-P deney islemleri bu orneklerede uygulanarak 558 nm’de standart koriine karsi
okundu. Cikan absorbans degerleri ile standart grafigi olusturuldu. Bu grafikten egim
bulunarak hesap islemlerinde kullanilda.

Kloramin T ¢ozeltisi; 70 mg kloramin T 1 ml bidistile suda ¢oziilerek iizerine 4 ml
asetat /sitrat tamponu ilave edilerek giinliik hazirlandi.

Erlich reaktifi; 4 gr P dimetil amino benzaldehit 6 ml (% 60’lik) perkloroasitte
coziilerek iizerine 26 ml isopropanol ilave edilerek giinliik hazirlandi.

Asetat/sitrat tamponu; 57 gr Na-asetat 3H20 ve 44.47 gr Na—Sitrat 5.5 H20 400 ml
bidistile suda ¢oziildii. Uzerine 385 ml isopropanol ilave edilerek HCIl ile pH 6’ya
ayarlandiktan sonra hacmi 1000 ml tamamlandi. Daha sonra; numune ve kor tiipleri iizerine
reaktifler, asagida tablo-12’de gosterilen siraya gore, eklendikten sonra vorteksle karistirildi
ve 60 °C su banyosunda 25 dakika inkiibe edildikten sonra 558 nm’de kore kars: okundu.

Sonuclar mg/g kuru doku olarak verildi.

Kor Numune
Bidistile su 0.3 ml -
Numune - 0.3 ml
Isopropanol 0.2 ml 0.2 ml
Kloramin-T 0.1 ml 0.1 ml
Erlich reaktifi 2.6 ml 2.6 ml

Tablo-12. Kimyasal reaktiflerin numune ve kor tiipler {izerine eklenme siralar1 ve miktarlari
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3.9 Bronkoalveoler Lavaj (BAL)

Sicanlar anestezik kosullar altinda dekapite edildikten hemen sonra 5 ml PBS

trakeal kaniil araciligiyla akcigerler i¢ine uygulandi, islem 4 kez tekrarland: (Resim-3).

Resim-3: Bronkoalveoler lavaj uygulamasi

Alinan ornekler diisiik hizda santrifiij edilip sitospinde islem gordiikten sonra May-
Griinwald - Giemsa ile boyandi, her bir smearda 100 hiicre x 100 biiyiitmede sayildi. Buna

gore alveoler makrofaj, notrofil ve lenfosit ve eozinofil oranlart degerlendirildi.

3.10 Histopatolojik inceleme

Oliim sonras1 sol akciger %10 formalin soliisyonunda fikse edilip rutin doku takibi
islemlerinden gecirilerek parafin blok haline getirildi ve 5 mikron kalinliginda kesitler elde
edildi. Kesitler Hematoksilen-Eozin (H&E) boyasiyla boyanarak 151k mikroskobu altinda
pulmoner fibrozis agisindan degerlendirildi. Her bir alan, interstisyel fibrozis agisindan
Ashcroft ve arkadaglarinin tarif ettigi sekilde teker teker degerlendirildi (56). Tiim akciger
kesiti 100 biiyiitme ile tekrar degerlendirildi. 30-35 tane mikroskopik alanin her biri i¢in

53



0’dan 8’e¢ (Normal - total fibroz) kadar skor verildi. Biitiin alanlarin ortalama skoru o

akciger kesiti icin fibrozis skoru olarak degerlendirildi. Mikroskopik inceleme kor yapild.

3.11 istatistiksel Analizler

Istatistikler Windows 95-98 uyumlu SPSS 15.0 paket programu ile yapildi.
Gruplarin dagilimina Non-parametrik testlerden one-sample Kolmogorov-Smirnov Test ile
bakildi. Gruplarda yer alan tiim sonuglar normal dagilim gosterdiginden parametrik
testlerden one-way ANOVA testi uygulandi, Post Hoc testlerden LSD (Least significant
difference) ile gruplar aras1 anlamlilik incelendi. Istatistiksel anlamlilik icin p<0.05 olan

degerler anlaml olarak kabul edildi. Degerler ortalama + standart hata olarak verildi.
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4. BULGULAR
4. 1. BAL Sivisi Periferik Yayma Sonuclari

Calismamizda sican akcigerinde fibrozis olusturmak iizere 2.5mg/kg tek doz
intratrakeal BLM uygulandi. BLM ile basarili bir sekilde fibrozis olusturuldu. Calisma
siiresince APC grubunda sadece bir tek sicanda intraperitoneal enjeksiyona bagli lokal
hematom olustu ve sadece 1 sican calisma siiresini tamamlayamadan 6ldii. Calisma 29
sicanla basariyla tamamlandi. Akciger fibrozisinin gostergesi olarak akciger dokusunda
hidroksiprolin diizeyleri ve Ashcroft fibrozis skorlart kullanildi.

Akciger BAL sivisindan yapilan periferik yaymadaki kan hiicrelerinin % oranlari,

akciger dokusu OH-P degerleri ve fibrozis skorlari toplu olarak Tablo-13’de gosterilmistir.

Tablo-13. BAL sivisi periferik yayma, akciger dokusu hidroksiprolin ve fibrozis skorlari

. " . . OH-P mg/g Fibrozis
% Makrofaj 9% Notrofil % Lenfosit % Eozinofil
Gruplar N +SEM +SEM +SEM +SEM Kurs dot o
Kontrol 6 91.6+0.6 6.6£0.5 1.6£0.5 0.0£0.0 3.37+0,51 0.00+0.00
BLM 7 76.712.3* 21.142.7% 2.0+0.5 0.1+0.1 5.65+0.78 £ 4.86+0.93
BLM+Steroid 7 91.5+1.8 5.8+1.7 2.440.3 0.1£0.1 4.72+0.25 £ 2.57i0.94#
BLM+APC 9 91.0+1.3 7.2+1.3 1.5£0.4 0.2+0.2 3524035 " 2.67i0.76#

BLM: Bleomisin, APC: Aktive protein C, OH-P: Hidroksiprolin, SEM: standart hata
* P< 0.05 Kontrol, BLM+Steroid, BLM+APC gruplaria gore anlamli olarak diisiik.
& P< 0.05 Kontrol, BLM+Steroid, BLM+APC gruplarina gére anlamh olarak yiiksek
£ P< 0.05 Kontrol grubuna gore anlamli olarak yiiksek.

# P< 0.05 BLM grubundan anlamli olarak diisiik.
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BAL sivisindan yapilan periferik yaymalarda BLM’ye maruz kalan sicanlarin %

makrofaj oranlar1 diger tiim gruplardan anlamli olarak diisiik bulundu (p<0,05). BLM grubu

disindaki gruplar arasinda anlamli fark bulunmadi. BAL’da makrofaj yiizdeleri Sekil-8’de

grafik olarak gosterilmistir.

100

80

60

43

20

(%) Makrofaj
= * - -
91,67 91,57 91
76,71 — | —
Kontrol BLM BLM+Steroid BLM+APC

Sekil-8. Kontrol, BLM, BLM+Steroid ve BLM+APC gruplarinda makrofaj seviyeleri.

Hata cubuklar1 SEM degerlerini yansitmaktadir

*p<0.05 BLM grubunda diger tiim gruplara gére anlamli olarak diisiik.

BAL notrofil diizeyleri Sekil-9’da grafik olarak gosterilmistir. Notrofil yiizdeleri

BLM grubunda diger tiim gruplarla kiyaslandifinda anlamli olarak yiiksek bulundu

(P<0,05). BLM grubu disindaki gruplar arasinda anlamli fark gézlenmedi.
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(%) Notrofil
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Kontrol BLM BLM+Steroid BLM+APC

Sekil-9. Kontrol, BLM, BLM+Steroid ve BLM+APC gruplarinda nétrofil seviyeleri.
Hata cubuklar1 SEM degerlerini yansitmaktadir.

*p<0.05 Kontrol, BLM+Steroid ve BLM+APC gruplarina gére anlaml olarak yiiksek.

Tiim gruplarin BAL periferik yaymalar1 degerlendirildiginde % lenfosit ve eozinofil

degerleri arasinda anlamli fark bulunmadi.
4.2 Akciger Dokusu Hidroksiprolin Diizeyleri

Akciger dokusundaki fibrozisin belirteci olarak kollajenin yapisindaki temel
aminoasit olan hidroksiprolin seviyeleri Woessner yontemiyle degerlendirildi (63). Dort

grup arasinda hidroksiprolin iceriginin karsilastirilmasi Tablo-13’de ve Sekil-10’da

gosterilmistir.
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Hidroksiprolin (mg/g kuru doku)
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Sekil-10. Kontrol, BLM, BLM+Steroid ve BLM+APC gruplarinda hidroksiprolin (OH-P)
seviyeleri. Hata cubuklart SEM degerlerini yansitmaktadir.

*P< 0.05 Kontrol grubuna gore anlamh olarak yiiksek

#P< 0.05 BLM grubuna gore anlamli olarak diisiik.

14. giin sonunda kontrol grubu ile karsilastirnldiginda BLM ve BLM+Steroid
gruplarinda OH-P degerleri anlaml olarak yiiksekti (p<0.05). BLM+APC grubundaki OH-
P degeri ile kontrol grubu arasinda anlamis fark goriilmezken, diger gruplardan anlaml

olarak diisiiktii (p<0.05).

4.3 Akciger Dokusu Fibrozis Skorlari

Akciger dokusu histopatolojik kesitlerin incelenmesi sonucunda; kontrol grubundaki
sicanlarin akciger dokularinda hig fibrotik alan tespit edilmezken, diger gruplarin hepsinde
fibrotik alanlar tespit edildi. Olusan fibrozisler Ashcroft kriterlerine gore 0’dan 8’e kadar
skorland1 (56). Fibrozis skorlari BLM grubunda diger tiim gruplardan anlamli olarak
yiiksek bulundu. Tedavi verilen BLM+steroid ve BLM+APC gruplarindaki fibrozis skorlar
BLM grubundan anlamh olarak diisiiktii. Dort grubun fibrozis dereceleri Tablo-13’te ve

Sekil-11’de gosterilmistir
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Sekil-11. Kontrol, BLM, BLM+Steroid ve BLM+APC gruplarinda fibrozis skoru
seviyeleri.

Hata ¢ubuklart SEM degerlerini yansitmaktadir.

*P< (0.05 BLM grubundan anlamli olarak diisiik

4.4 Akciger Dokusu Histopatolojik Bulgulari

Cerrahi anestezi altinda toraks boslugu acildiginda akciger dokusundaki fibrozis
makroskopik olarak goriildi. BLM grubuna ait akciger dokusundaki fibrozisin

makroskopik goriintiileri resim 4 ve 5’de gosterilmistir.

Resim-4: BLM grubunda akciger fibrozisinin makroskopik gortiniimii
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Resim-5: BLM grubunda akciger fibrozisinin makroskopik goriiniimii
Hematoksilen-Eozin ile boyanarak 151k mikroskopu altinda degerlendirilen akciger
histopatolojik kesitlerinde; kontrol grubunda akciger dokularinda fibrozis goriilmemis olup,
diizenli goriiniimde normal alveol yapilart izlenmigstir (resim-6). BLM grubundaki
histopatolojik kesitlerde fibrozisler yamali tutulum seklinde izlenmistir. BLM grubuna ait
alveol bosluklarin1 oblitere eden ileri derecede fibrozis goriintiileri resim 7 ve 8’de
gosterilmistir. APC grubuna ait hafif derecede kalinlagsmis alveol duvarlart ve minimal
fibrozise ait goriintiiler resim 9’da, steroid grubuna ait fibrozis sonucu kalinlagmis alveol
duvarlar1 ve fibrotik tika¢ olusumlarina ait histopatolojik goriintiiler ise resim 10’da

gosterilmistir.

Resim 6: Kontrol grubuna ait diizenli goriiniimde alveoller

(normal alveol yapilart) H&EX200
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Resim 7. BLM grubunda grade 7-8 fibrozis goriiniimii (H&EX200)

Resim 8: BLM grubunda grade 8 fibrozis (ileri derecede fibrozis,
alveol bogluklari fibrozis ile oblitere goriiniimde) (H&EX200)
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Resim 9: APC grubunda grade 1 fibrozis (minimal fibrozis

ile hafif kalinlagmis alveol duvarlar1) (H&EX200)

Resim 10: Steroid grubunda Grade 4-5 fibrozis (fibrozis sonucu

kalinlagmig alveol duvarlar ve fibrotik tika¢ olusumu) (H&EX200)
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S.TARTISMA

Bu calismada amacimiz, BLM ile indiiklenen akciger fibrozisinde rekombinant
aktive protein C (APC) derivesi olan aktif drotrekogin alfa’nin fibrozis gelisimi iizerinde
koruyucu etkisi olup olmadigini gostermekti. Ayrica bu ajanin pulmoner fibrozisteki
patolojik ve biyokimyasal degisiklikler iizerine muhtemel koruyucu etkilerini
kortikosteroid ile karsilastirdik.

BLM uygulanan sigcanlarin akciger dokusunda makroskopik olarak fibrozisin
olustugu gozlendi. Akcigerde fibrozis olusturuldugu, BAL s1visi notrofil yiizdeleri, akciger
dokusu OH-P seviyeleri ve Ashcroft fibrozis skorlari ile biyokimyasal ve histopatolojik
yontemlerle gosterildi.

Histopatolojik incelemede kontrol grubundaki sicanlarin akciger dokularinda hig
fibrotik alan tespit edilmezken, diger gruplarin hepsinde fibrotik alanlar tespit edildi. BLM
grubunda fibrozis skorlart (4.86+0.93) diger tiim gruplardan anlamli olarak yiiksek
bulundu. Tedavi verilen BLM+steroid (2.57+£0.94) ve BLM+APC (2.67+0.76) gruplarinda
ise skor, tedavi uygulanmayan BLM grubundan anlamli olarak diisiiktii. Hidroksiprolin
seviyeleri, kontrol grubu (3.37+0.51) ile karsilastirildiginda BLM grubu (5.65+0.78) ve
BLM-+Steroid (4.72+0.25) gruplarinda anlamh olarak yiiksek (p<0.05) ancak BLM+APC
(2.67+0.76) grubunda ise diger gruplardan anlamli olarak diisiik (p<0.05) saptanda.

Gruplarin BAL sivisindan yapilan periferik yaymalarda notrofil oranlar1 BLM
(21.1£2.7) grubunda diger tiim gruplarla kiyaslandiginda anlamli olarak yiiksek (P<0,05),

makrofaj ylizdeleri (76.7+2.3) ise diger tiim gruplardan anlamli olarak diisiikk bulundu
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(p<0,05). BLM grubu disindaki gruplar arasinda anlaml fark gézlenmedi. Tiim gruplarin %
lenfosit ve eozinofil degerleri arasinda anlamli fark bulunmadi.

BLM’nin indiikledigi pulmoner fibrozisin patobiyolojisi iki fazdan olugsmaktadir.
Birinci fazda interstisyel alanda ve alveoler boslukta nétrofil, lenfosit, makrofaj gibi
inflamatuvar hiicrelerin birikimi s6z konusu iken, ikinci fazda ge¢ fibrozis gelisimi
mevcuttur (64). BLM’nin sicanlarda yaptigi akciger hasari, insan pulmoner fibrozisinin
histolojik ve biyokimyasal Ozelliklerini iyi yansitan bir modeldir. BLM uygulamas: ilk
hafta sonunda noétrofilik ve lenfositik akut panalveolit ile sonuclanir. Bu akut inflamatuvar
reaksiyonu 2-3. haftalara dogru inflamatuvar hiicrelerin temizlenmesi, fibroblastlarin
proliferasyonu ve ekstraselliiler matriks proteinlerinin sentezi takip eder. Biitiin bunlarda
peribronsiyal, perivaskiiler, subplevral fibrozise yol acar (65). Koagiilasyon sisteminin
aktivasyonu ve sonrasinda fibrinden zengin intraalveoler eksuda olusumu BLM’nin yaptigi
hasarin ardindan akcigerin yaptigi tamir mekanizmasinda 6nemli rol oynadigi bilinmektedir
(66).

Koagiilasyon mekanizmasi inflamasyonla birlikte aktive olur ve doku hasarinin oldugu
odakta genellikle fibrin formasyonu da olusur (67). Alveoler fibrin depolanmasi bir¢ok akut
akciger hasar1 ve interstisyel akciger hastaliginda vardir (68). BLM ile olusturulan akciger
hasar1 doku skar1 gelisiminde degisen homeostazisin 6nemini gosteren giizel bir 6rnektir.
BLM tarafindan hasar olusumunun ardindan akciger epitelyal ve endotelyal hiicreleri doku
faktorii eksprese eder, bu da daha sonra Faktdr Va’ya baglanir ve ekstrensek koagiilasyon
yolagint aktive eder. Bunun sonucunda da interstisyum ve akcigerin alveoler alanlari
plazma proteinleri ve fibrin matriksi tarafindan doldurulur. Fizyolojik sartlarda fibrin,
hizlica plazminojen-plazmin yolag: tarafindan kaldirilir. Ancak fibrinolitik mekanizma
hasarlanirsa artmis intraalveoler trombin ortaya ¢ikar. Bu da hasarlanmis akcigerde anormal
kollajen ve fibrin depolanmasina yol agar (69).

BLM’nin yaptigi akciger hasart ve fibroziste koagiilasyon sisteminin
aktivasyonunun Onemli rol oynadigi bilinmektedir. Protein C yolagi koagiilasyon
sisteminin Onemli bir regiilatoriiddiir. APC’nin koagiilasyon faktorlerinden faktér Va ve
Faktor VIIIa’y1 proteolitik olarak inaktivasyonu ile antikoagiilan aktivitelerinin ortaya
ciktifi ve plazminojen aktivator inhibitor tip-1 (PAI-1)’in inhibe edilmesiyle de
profibrinolitik aktivitelerinin ortaya ¢iktig1 bilinmektedir (59). Son invivo ¢aligsmalarda kan
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koagiilasyonunun diizenlenmesi yaninda protein C yolaginin ayn1 zamanda inflamatuvar
cevabi1 da diizenleyebilecegi soylenmistir (61). Bir baska dnemli bir ¢caligmada; protein C
yolagindaki komponentlerin ayni zamanda normal bireylerin BAL sivisinda da
bulundugunu ve interstisyel akciger hastaligi ve pulmoner fibrozisi olan hastalarin BAL
stvisinda protein C aktivasyonunun azaldig: saptanmistir (70). Bu gozlemlere de dayanarak
APC’nin akciger hasar1 ve pulmoner fibrozisinde tedavi degeri olabilecegi ileri
siirtilmiistiir.

Biz de bu bilgiler 1s181nda sicanlarda BLM’nin yaptig1 akciger fibrozisinde APC’nin
terapOtik etkinligini degerlendirmek istedik. Calisma sonunda; BLM+APC ile tedavi edilen
sicanlarda histopatolojik olarak orta ve diisiik dereceli fibrotik degisiklikler saptandi. BAL
stvisindaki % notrofil oranlarinin, akciger dokusu OH-P diizeylerinin ve fibrozis skorlarinin
BLM grubuna gore anlamli olarak diisiik olmasi, APC’nin BLM ile indiiklenen akciger
fibrozisinde koruyucu etkisi olabilecegi hipotezimizi destekledi. Steroid grubunda akciger
dokusu OH-P seviyeleri BLM grubuna gore anlamli olarak diisiik seyretmezken APC
grubunda anlamli olarak diisiiktii. Ancak bu koruyuculugu steroid tedavisi ile
kiyasladigimizda iki ila¢ arasinda anlamli fark izlenmedi.

Literatiirde rekombinant aktive protein C derivesi olan aktif drotrekogin alfanin
sicanlarda BLM ile indiiklenen pulmoner fibrozisteki terapétik etkinligini degerlendiren
calisma sayis1 ¢ok azdir. BAL sivisindaki APC konsantrasyonunu ve sicanlarda BLM’nin
yaptig1 fibrozisin intratrakeal tedavisinde APC’nin terapotik etkinligini arastiran bir
calismada BAL sivisinda APC seviyeleri, salin verilen hayvanlara gore daha diisiik
bulunmustur. BLM+i.t. plasebo verilen farelerde BLM infiizyonunun 14. ve 21. giinlerinde
fibrotik degisikliklerin progresif oldugu goriilmiis, BLM+i.t. APC verilen farelerde ise 14.
ve 21. giinlerde histopatolojik olarak subplevral ve akcigerin santral alanlarinda daha az
fibrotik lezyon bildirilmistir. BLM+plasebo grubunun ortalama Ashcroft skoru ve 21.
giinde akciger hidroksiprolin diizeyi BLM+APC grubuna gore anlamli olarak daha
yiiksektir. BAL sivisinda plazminojen aktivator aktivitesinin trombin diizeyine orani
BLM+APC grubunda 21. giinde anlaml yiiksektir. BLM inflizyonundan sonraki 14. giinde
BLM+APC grubunda akcigerlerde TNF-alfa ve IL-1 ekspresyonunun BLM-+Plasebo

grubuna gore anlamli olarak azaldig: bildirilmistir. Arastirmaya gore; i.t. APC uygulamasi,
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BLM ile indiiklenen akciger fibrozisini inhibe etmektedir. Bu bulgular, Protein C yolaginin
akciger fibrozisi mekanizmasindaki dnemli roliinii desteklemektedir (10).

Bizim c¢alismamiz da bu caligmada belirtilen sonuclar1 destekler niteliktedir.
Calismamizda BLM+APC grubundaki fibrozis skorlart ve hidroksiprolin diizeyleri
diisiiktiir. Yukarida sozii edilen calismadan farkl olarak, arastirmamizda APC uygulamasi
intratrakeal olarak degilde intraperitoneal olarak verilmistir ve APC tedavisine intratrakeal
BLM uygulamasindan 2 giin 6nce baslanip 16 giin boyunca devam edilmistir. Diger
calisgmada ise APC tedavisine BLM uygulamasindan 7 giin sonra baslanmistir. Bizim
arastirmamizda BAL sivisindan periferik yayma yapilarak makrofaj, notrofil, eozinofil ve
lenfosit yiizdelerine bakilmakla birlikte BAL sivisinda APC diizeyi, plazminojen aktivator
aktivitesi, TNF-alfa ve IL-1 seviyelerine bakilmamustir.

BLM+APC verilen sicanlardaki akciger fibrozisi derecesindeki anlamli azalma,
APC’nin BLM’nin yaptiZi akciger fibrozisindeki inhibitor etkisi hakkinda morfolojik
kanitlar sunmaktadir. Fibrozis skorundaki ve akciger hidroksiprolin diizeylerindeki belirgin
azalma APC’nin akciger fibrozisini inhibe ettigi fikrini desteklemektedir. APC, akciger
fibrozisini degisik mekanizmalarla inhibe edebilir. Koagiilasyon sisteminin aktivasyonu
sirasinda hiicre yiizeyinde protrombinaz kompleksinin (faktor Xa, Va, fosfolipidler ve
kalsiyum iyonlarindan olusan enzim kompleksi) proteolitik aktivitesi ile protrombin
trombine c¢evrilir (71). Olusan trombinin proinflamatuvar sitokinlerin ekspresyonunu
stimiile ettigi ve degisik hiicrelerden fibroblastlarin migrasyon ve proliferasyonunu
indiikleyen kollajen olusumunu stimiile ettigi bilinmektedir (72). APC, protrombinaz
kompleksindeki faktor Va’y: inaktive ederek koagiilasyon sisteminin aktivasyonunu inhibe
eder ve boylelikle trombin olusumunu 6nler ve bunun yaptig1 profibrotik etkileri bloke eder
(59). Akcigerde fibrin depolanmasina neden olan bir diger faktor de lokal prokoagiilan
aktivitedeki artis ve fibrinolizin baskilanmasidir. BLM’nin yaptigr pulmoner fibroziste
BAL sivisinda fibrinolitik aktivitede uzamis bir azalma tesbit edilmistir. (73). Bu
hipofibrinolizin temel olarak PAI-1’in artmis intraalveoler konsantrasyonu ile ortaya
ciktigina inanilmaktadir. Bu da lokal iirokinaz aktivitesini baskilar. APC, PAI-1 aktivitesini
notralize edebilir ve bu mekanizma ile fibrinolitik aktiviteyi normal diizeylere getirmesi

suretiyle intraalveoler fibrinin temizlenmesinde rol alir.
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APC ile yapilan deneysel calismalar da antiinflamatuar etkileri ve antiiskemik
ozellikleri gosterilmistir (74).

Esmon ve arkadaslari, koagiilasyon ve inflamasyon arasinda protein C ile
iligkilendirilen bir baglanti oldugunu 6ne siirmektedir (75). Bu hipotez, deney hayvanlarina
yapilan E.coli infiizyonunun letal etkilerinin APC tarafindan ©nlendigi godzlemine
dayandinlmistir (76). Daha sonraki caligmalar APC’nin degisik hayvan modellerinde
anlamli  derecede antiinflamatuvar etkinligini  gostermektedir. Lipopolisakkaritin
indiikledigi sepsis modelinde APC’nin monosit makrofajlardan proinflamatuvar sitokinlerin
ekspresyonunu inhibe ettigi, notrofil migrasyonunu ve vaskiiler hasar gelisimini onledigi
belirtilmistir. Bazi1 inflamatuvar sitokinlerin artisinin  BLM’nin indiikledigi akciger
hasarinin olusumu ile iligkili oldugu bildirilmektedir (61,77). Sepsiste Protein C diizeyinin
azaldig1 ve buna bagli olarak mortalite oraninin arttig1 bilinmektedir ( 78).

Metilprednizolon, IPF tedavisinde uzun siire kullamlmaktadir. Yaygin
kullanilmalarina karsin kortikosteroidlerin IPF tedavisindeki etkinligini degerlendirecek
prospektif, randomize ¢ift kor plasebo kontrollii ¢calisma yoktur. Biz de APC’nin pulmoner
fibrozisteki muhtemel koruyucu etkisini arastirirken aymi zamanda bu etkiyi
metilprednizolon tedavisi ile karsilastirabilmek icin bir gruba tedavi ilact olarak
metilprednizolon verdik. Sonuclara baktigimizda metilprednizolon grubunda hidroksiprolin
diizeyinin kontrol grubundan daha yiiksek oldugunu, BLM grubuna gore diizeyi diisiik
olmakla birlikte anlamli olmadigim saptadik. Oysa APC grubunda hidroksiprolin diizeyi
BLM grubuna gore anlamli olarak diistiktii. Fibrozis skorlar1 ise APC ve metilprednizolon
grubunda BLM grubuna gore anlamh diisiiktii. Ancak APC grubunda tesbit edilen diisiik
hidroksiprolin diizeyi ve fibrozis skorlari, metilprednizolon grubu ile kiyaslandiginda fark
anlamli degildi.

BLM’nin indiikledigi pulmoner fibrozisi deksametazonun oOnleyip Onlemedigini
arastiran deneysel c¢alismalarda deksametazonun kullanildigi goriilmistiir. Sicanlara
0.5mg/kg/giin dozda ilag 1-3-7-14-21-28. giinlerde verilmis, deksametazonun inflamasyon,
akciger hasar1 ve fibrojenik aktiviteyi giiclii sekilde azaltmak suretiyle fibrozis yayginligini
azalttig gosterilmistir. Bu sonuclar, sicanlarda BLM’nin yapti§i pulmoner fibrozisin
progresyonunun deksametazon tedavisi ile Onlenebilecegini gostermektedir. Bulgular,
sadece inflamasyon degil, ayn1 zamanda akciger hasar1 ve fibrojenik aktiviteyi de azalttigin1
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boylelikle deksametazonun fibrozis tedavisinde muhtemel bir etkisinin olabilecegini
gostermektedir ( 79).

Pulmoner fibrozis konusunda ve BLM modelinde deneysel bulgular dikkatlice
yorumlanmalidir. Ciinkii BLM fibrozisinde insan hastalifinda olandan farkli olarak bazi
onemli eksiklikler vardir. BLM modelinde koruyucu strateji olarak araya ilaglarla girilmesi
modelini insanlarin hastaligina aktarmak zordur. Sonug¢ olarak BLM pulmoner fibrozis
modelini invivo olarak patobiyolojiyi canlandirmada yardimci oldugu yeni tedaviler
bulmak ve potansiyel ilaclarin etkinligini degerlendirmek icin giizel bir ara¢ oldugu ileri
stirtilebilir Ancak BLM modeli de bu yeni ilaglar1 klinik kullanimda detayli degerlendirmek
icin sinirl degere sahip oldugu diisiiniilmektedir (7).

Sonug olarak bu calismamizda APC tedavisi ile akciger dokusu OH-P diizeyleri ve
fibrozis skorlart BLM grubu degerlerine gore anlamli olarak diisiik bulunmustur. Calisma
sonuclar1 BLM ile indiikte olan akciger fibrozisinde APC tedavisinin koruyucu oldugunu
gostermistir. Yesai ve arkadaslarinin ¢alismasinda belirtilen bulgular1 desteklemektedir.

APC’nin antikoagiilan etkilerinin yaninda antifibrotik etkileri vardir.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamizda sican akcigerinde BLM’le basarili bir sekilde fibrozis olusturuldu.
Fibrozisin gostergesi olarak kollajenin yapisindaki temel aminoasit olan hidroksiprolin
seviyeleri ve akciger dokusu Ashcroft fibrozis skorlart BLM grubunda kontrol grubuna
gore anlaml olarak yiiksek iken APC tedavisi alan grupta akciger dokusu hidroksiprolin
diizeyleri ve fibrozis skorlar1 anlamli olarak diisiik saptandi. Ancak APC grubunda tesbit
edilen diisiik hidroksiprolin ve fibrozis skorlar1 metilprednizolon grubu ile kiyaslandiginda
aradaki fark anlamli degildi.

Calisma sonuclar;; BLM’nin indiikledigi akciger fibrozisinde rekombinant APC
derivesi drotrekogin-alfanin koruyucu oldugunu ve fibrozisi gerilettigini gostermektedir.
Bu ajanin, erken tan1 konmus pulmoner fibrozis olgularinda fibrozis siirecini yavaslatmak
amactyla kullanilmasi Onerilebilir. Gerek fibrozis siirecini yavaslatmadaki etkinligini
gostermek gerekse gilinlimiizde kullanilan ve basarilari konusunda tartismalarin siirdiigii
steroid ve diger sitotoksik ajanlara etkinlik ve giivenilirlik agisindan iyi bir alternatif olup
olmayacagin1 degerlendirmek icin daha genis serilerle yapilacak deneysel ve klinik

caligmalara gereksinim vardir
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7.0ZET

SICANLARDA BLEOMISINLE OLUSTURULAN AKCiGER FiBROZIiSINE
REKOMBINANT AKTIiVE PROTEIN C DERIVESIi DROTREKOGIN-ALFA’NIN
ETKIiSi

Amag: Bu calismamizda intraperitoneal aktive protein C (APC) derivesi drotrekogin-alfa
tedavisinin sicanlarda bleomisinle (BLM) indiiklenen akciger fibrozisindeki koruyucu
etkilerini, akciger dokusu ve bronkoalveolar lavaj (BAL) sivis1 6rneklerinde, histolojik ve
biyokimyasal diizeyde, hem negatif kontrol (plasebo), hemde tedavide etkinligi kanitlanmig

steroid tedavisi ile kiyaslayarak test etmeyi amacladik.

Materyal-Metod: Calismaya Wistar albino 30 erkek sican alindi. BLM’nin uygulandigi
stfirecr giinde; kontrol grubuna (n= 6) intratrakeal salin, BLM grubuna ( n= 7), steroid
grubuna (n= 7) ve APC grubuna ise (n= 10) intratrakeal BLM (2.5mg/kg) uygulandi. i.t.
BLM uygulamasindan 2 giin 6nce; APC grubuna 100 pg/kg/giin dozunda APC derivesi
drotrekogin-alfa, steroid grubuna S5mg/kg/giin metilprednizolon intrapreitoneal olarak
uygulandi. Sigcanlarin dekapite edildigi 14. giine kadar toplam 16 giin boyunca uygulamaya
devam edildi. Tiim gruplardan BAL s1vis1 alind1 ve periferik kan elamanlarina mikroskopik
olarak bakildi. Akciger dokusundaki hidroksiprolin seviyeleri Woessner yontemiyle
biyokimyasal olarak 6l¢iildii. Akcigerde olusturulan fibrozis ise histopatolojik inceleme ile
Ashcroft kriterlerine gore 0’dan 8’e kadar derecelendirildi.
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Bulgular: Bu calismada sican akcigerinde deneysel olarak BLM ile basariyla fibrozis
olusturuldu. Akcigerde fibrozisin gostergesi olarak kollajenin yapisindaki temel aminoasit
olan akciger dokusu hidroksiprolin (OH-P) seviyeleri, histopatolojik olarak Ashcroft
fibrozis skorlar1 kullanildi. Histopatolojik incelemede kontrol grubundaki sicanlarin akciger
dokularinda hig¢ fibrotik alan tespit edilemezken, diger gruplarin hepsinde fibrotik alanlar
tespit edildi. BLM grubunda fibrozis skorlar1 (4.86+0.93) diger tiim gruplardan anlaml
olarak yiiksek bulundu (p<0.05). Tedavi verilen BLM+steroid (2.57+0.94) ve BLM+APC
(2.67£0.76) gruplarinda ise fibrozis skorlart BLM grubundan anlamli olarak diisiiktii
(p<0.05). Hidroksiprolin seviyeleri kontrol grubu (3.37£0.51) ile karsilastirildiginda BLM
grubu (5.65+0.78) ve BLM+Steroid (4.72+0.25) gruplarinda anlamli olarak yiiksek
(p<0.05) ancak BLM+APC (2.67£0.76) grubundaki OH-P degerleri ise diger gruplardan
anlamhi olarak diisiik (p<0.05) izlendi. Gruplarin BAL sivisindan yapilan periferik
yaymalarda %notrofil oranlart BLM  (21.1+2.7) grubunda diger tiim gruplarla
kiyaslandiginda anlamli olarak yiiksek (P<0,05), makrofaj yiizdeleri (76.7+2.3) ise diger
tim gruplardan anlamli olarak diisiik bulundu (p<0,05). BLM grubu disindaki gruplar
arasinda anlamli fark gézlenmedi. Tiim gruplarin % lenfosit ve eozinofil degerleri arasinda

anlamli fark bulunmadi

Sonug¢: Calisma sonuglari; BLM’nin indiikledigi akciger fibrozisinde rekombinant APC
derivesi drotrekogin-alfanin koruyucu oldugunu ve fibrozisi gerilettigini gostermektedir.
APC’nin antikoagiilan etkilerinin yaninda antifibrotik etkilerinin de oldugunu
desteklemektedir. Pulmoner fibrozisin baslangic asamasinda tam1 konulan vakalarda
fibrozis siirecini yavaslatmak amaciyla drotrekogin-alfa  kullanilmasi calismamizin
verilerinde goriilen faydali etkileri nedeni ile Onerilebilir. Ancak drotrekogin alfanin
kullammminin etkinligi ve giivenilirliginin degerlendirilebilmesi i¢in mevcut caligmalar

yeterli olmayip daha genis serilerle yapilacak deneysel ve klinik ¢calismalara ihtiyag¢ vardir.

Anahtar kelimeler: Akciger fibrozisi, si¢can, bleomisin, aktive protein C, drotrekogin-alfa,

hidroksiprolin
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8. SUMMARY

EFFECTS OF RECOMBINANT ACTIVATED PROTEIN C THAT’S DERIVATED
FROM DROTRECOGIN-ALPHA ON THE BLEOMY CIN-INDUCED
PULMONARY FIBROSIS IN RATS

Objective: In this study we aimed to test the preventive effects of intraperitoneal
drotrecogin alpha which is derivated from activated protein C (APC), bleomycin (BLM)
induced lung fibrosis in rats. We planned to compare the results of lung tissue and
bronchoalveolar lavage (BAL) liquid specimens in histological and biochemical analyses

both with negative control (placebo) and steroid treatment that has a proven efficacy.

Material and Methods: In the study 30 male Wistar albino rats were used. In the day “0”
when BLM was injected, the control group (n=6) was given intratracheal saline, BLM
group (n=7), steroid group (n=7) and APC group (n=10) were given BLM (2,5 mg/kg)
intratracheally. Two days before the BLM injection, the APC group was given drotrecogin-
alpha which is derivated from APC 100 pg/kg/day and steroid group was given
metilprednisolon Smg/kg/day intraperitoneally. This process continued for 16 days until
the 14th day when the rats were decapitated. BAL liquid were taken from each group and
the periferal blood elements were analysed microscopically. The hydroxyproline volues in
the lung tissue were evaluated biochemically by Woessner method and the fibrosis that was
made in the lung was staged histopathologically from 0 to 8 according to Ashcroft’s
criterias.
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Findings: In this study fibrosis was succesfully made in the lungs of rats by BLM
experimentally. As an indicator of the pulmonary fibrosis , the levels of the pulmonary
tissue hydroxyproline which is the basic aminoacid of the collagen’s structure and
histopathologically the Ashcroft fibrosis scores were used. In the histopathological
analysis, no fibrotic area was seen in the lungs of the rats in the control group while fibrosis
was seen in all of the other groups. The fibrosis scores in the BLM group (4,86+0,93) were
found significiantly higher than the ones in the other groups (p<0,05). In BLM+steroid
(2,57+0,94) and BLM+APC (2,67+0,76) groups, fibrosis scores were significiantly lower
than the BLM group (p<0,05). In the comparison of the hydroxyproline levels, it was
significiantly higher (p<0,05) in the BLM group (5,65 +0,78) and BLM + steroid group
(4,72 £0,25) than the control group (3,37 +0,51) but the hydroxyproline values in the
BLM+APC (2,67 £0,76) were significiantly lower (p<0,05) than all of the other groups. In
the peripheral smears taken from the BAL liquid of each group, the neutrophil percentage
rates were significiantly higher in the BLM group (21,1 £2,7) than the ones in all of the
other groups (p<0,05), but the macrophage percentages (76,7 £2,3) were significiantly
lower than the ones in all of the other groups (p<0,05). In the comparison between the
groups excluding BLM group, no significiant difference was noticed. Also, there was no
significiant difference in the lymphocite and eosinophil percentage rates between the

groups.

Results: These study results show that the drotrecogin alpha that’s derivated from
recombinant APC has protective and regressive effects in the pulmonary fibrosis that’s
induced by BLM. Also, it shows that APC has antifibrotic effects in addition to its
anticoagulant effects. In the cases where the beginning of the pulmonary fibrosis is
diagnosed, the use of drotrecogin alpha may be advised so as to decelerate the fibrosis
process, because of its useful effects observed in our study. However, further studies are

needed to say whether drotrecogin alpha is useful or not.

Keywords: Pulmonary fibrosis, rats, bleomycin, activated protein C, drotrekogin-alfa,
hydroxyprolinee
73



9. KAYNAKLAR

10.

11.

12.

. American Thoracic  Society/ European Respiratory Society. International

multidisciplinary consensus classification of the idiopathic interstitial pneumonias. Am
J Respir Crit Care Med 2002;165:277-304.

Raghu G, Weycker D, Edelsberg J, et al. Incidence and prevalence of idiopathic
pulmonary fibrosis. Am J Respir Crit Care Med 2006;174:810-16.

Collard H, Moore BB, Flaherty KR, et al. Acute exacerbations of idiopathic pulmonary
fibrosis. Am J Respir Crit Care Med 2007;176:636-43.

Noth I, Martinez FJ. Recent advances in idiopathic pulmonary fibrosis. Chest 2007;132
(2):637-50.

Meltzer EB, Noble PW. Idiopathic pulmonary fibrosis. Orphanet J Rare Dis 2008;26;
3:8. ppl-15.

Maher TM, Wells AU, Laurent GJ. Idiopathic pulmonary fibrosis: multiple causes and
multiple mechanisms? Eur Respir J 2007;30:835-39.

Moeller A, Ask K, Warburton D, et al. The bleomycin animal model: a useful tool to
investigate treatment options for idiopathic pulmonary fibrosis? Int J Biochem Cell Biol
2008;40 (3):362-82.

Chaudhary NI, Schnapp A, Park JE. Pharmacologic differentiation of inflammation and
fibrosis in the rat bleomycin model. Am J Respir Crit Care Med 2006;173 (7):769-76.
Grey ST, Tsuchida A, Hau H, et al. Selective inhibitory effects of the anticoagulant
activated protein C on the responses of human mononuclear phagocytes to LPS, IFN-
gamma, or phorbol ester. ] Immunol 1994;153 (8):3664-72.

Yasui H, Gabazza EC, Tamaki S, et al. Intratracheal administration of activated protein
C inhibits bleomycin-induced lung fibrosis in the mouse. Am J Respir Crit Care Med
2001;163:1660-8.

Altug T. Hayvan deneyleri etigi. Tiirk Tip Dizini, Saghk bilimlerinde siireli yayimncilik
2009:53-68.

Fraser RS, Miiller NL, Colman N, Pare PD. Fraser and Pare's Diagnosis of Diseases of
the Chest, 4th ed. Philadelfia : W.B. Saunders Company, 1999:17-33.

74



13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

Ochs M, Weibel ER. Functional Design of the Human Lung for Gas Exchange. In:
Fishman AF; chief ed. Fishman’s Pulmonary Diseases and Disorders. 4th ed. New
York: McGraw-Hill Companies, Inc., 2008:23-69.
Gomez AD, King Jr TE. Classification of Diffuse Parenchymal Lung Disease. In:
Costabel U, du Bois RM, Egan JJ (eds): Diffuse Parenchymal Lung Disease. Prog
Respir Res. Basel, Karger, 2007:2-10.
Ryu JH, Olson EJ, Midthun DE, Swensen SJ. Diagnostic Approach to the Patient With
Diffuse Lung Disease. Mayo Clin Proc. 2002;77:1221-27.
Lynch III JP, Weigt SS, Fishbein MC. Diagnostic Approach to Diffuse Parenchymal
Lung Disease. In: Costabel U, du Bois RM, Egan JJ (eds): Diffuse Parenchymal Lung
Disease. Prog Respir Res. Basel, Karger, 2007:11-21.
American Thoracic Society. Idiopathic Pulmonary Fibrosis: Diagnosis and Treatment
International Consensus Statement. Am J Respir Crit Care Med 2000;161:646-64.
Mannino DM, Etzel RA, Parrish RG. Pulmonary fibrosis deaths in the United States,
1979-1991. An analysis of multiple-cause mortality data. Am J Respir Crit Care Med.
1996 May; 153 (5):1548-52.
Meltzer EB, Noble PW. Idiopathic pulmonary fibrosis. In: Fishman AF; chief ed.
Fishman’s Pulmonary Diseases and Disorders. 4th ed. New York: McGraw-Hill
Companies, Inc., 2008:1144-60.
King TE, Schwarz MI. Approach to diagnosis and management of the idiyopathic
interstitial pneumonias. In: Mason RJ, Broaddus C, Murray JF, Nadel JA;eds. Murray
and Nadels’ Textbook of Respiratory Medicine. 4th ed. Philadelphia: Elsevier
Saunders, 2005:1571-608.
Keating DTK, McCullagh B, Egan JJ. Idiopathic pulmonary fibrosis. In: Costabel U,
du Bois RM, Egan JJ (eds): Diffuse Parenchymal Lung Disease. Prog Respir Res.
Basel, Karger, 2007:148-59.
Ryu JH, Colby TV, Hartman TE, Vassallo R. Smoking-related interstitial lung diseases:
a concise review. Eur Respir J 2001; 17:122-32.
Baumgartner KB, Samet JM, Stidley CA, Colby TV, Waldron JA. Cigarette smoking: a
risk factor for idiopathic pulmonary fibrosis. Am J Respir Crit Care Med 1997;155 (1):
242-48.

75



24.

25.
26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.
34.

35.

36.

King TE, Tooze JA, Schwarz MI, et al. Predicting Survival in Idiopathic Pulmonary
Fibrosis. Scoring System and Survival Model. Am J Respir Crit Care Med 2001; 164:
1171-81.

www.pneumotox. Accessed Jan, 2010.

Tobin RW; Pope 1I CE, Pellegrin CA et al. Increased prevalence of gastroesophageal
reflux in patients with idiopathic pulmonary fibrosis. Am J Respir Crit Care Med 1998;
158:1804-8.

Hodgson U, Laitinen T, Tukiainen P. Nationwide prevalence of sporadic and familial
idiopathic pulmonary fibrosis: Evidence of founder effect among multiplex families in
Finland. Thorax 2002;57:338-42.

Camsar1 G. Idyopatik pulmoner fibrozis. In: Ozlii T, Metintas M, Ardi¢ S;eds. Akciger
Hastaliklar1 Temel Bilgiler. Tiirk Toraks Dernegi Okulu Kitabi, 435-46.

Gauldie J, Jordana M, Cox G. Cytokines and pulmonary fibrosis. Thorax 1993; 48: 931-
35.

Selman M, King Jr. TE, Pardo A. Idiyopathic pulmonary fibrosis: Prevailing and
evolving hypotheses about its pathogenesis and implications for therapy. Ann Intern
Med 2001;134:136-51.

Noble PW, Homer RJ. Back to the future historical perspective on the pathogenesis of
1diopathic pulmonary fibrosis Am J Respir Cell Mol Biol 2005; 33:113-20

Hunninghake GW, Schwarz MI. Does Current Knowledge Explain the Pathogenesis of
Idiopathic Pulmonary Fibrosis? A Perspective. Proc Am Thorac Soc 2007;4:449-52.
Memis L. Difiiz parankimal akciger hastaliklar patolojisi. Solunum 2006; 8:33-45.
Alper F. Interstisyel Akciger Hastaliklarinda YRBT Bulgulari. Tiirk Toraks Dernegi 10.
Yillik Kongre Kursu, 25-29 Nisan 2007, Tiirk Toraks Dernegi Okulu Kitab1, 190-94.
Lynch DA, Godwin JD, Safrin S, et al. High-Resolution Computed Tomography in
Idiopathic Pulmonary Fibrosis. Diagnosis and Prognosis. Am J Respir Crit Care Med
2005; 172:488-93.

Agusti C, Xaubet A, Agusti AGN, et al. Clinical and functional assessment of patients
with idiopathic pulmonary fibrosis: results of a 3 year follow-up. Eur Respir J 1994; 7:
643-50.

76



37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44.

45.

46.

47.

48.

Ohshimo S, Bonella F, Cui A et al. Significance of bronchoalveolar lavage for the
diagnosis of idiopathic pulmonary fibrosis. Am J Respir Crit Care Med 2009; 179 (11):
1043-7.
Drent M, Baughman RP, Meyer KC. Bronchoalveolar Lavage. In: Costabel U, du Bois
RM, Egan JJ (eds): Diffuse Parenchymal Lung Disease. Prog Respir Res. Basel,
Karger, 2007:58-67.
Walter N, Collard HR, King, Jr. TE. Current perspectives on the treatment of idiopathic
pulmonary fibrosis. Proc Am Thorac Soc 2006; 3:330-38.
Kayacan O. Interstisyel akciger hastaliklarinda tedavi yaklagimlari. Tiirk Toraks
Dernegi 2. Kis Okulu, 22-26 Ocak 2003, sayfa 1-12.
Douglas WW, Ryu JH, Schroeder DR. Idiopathic pulmonary fibrosis. Impact of oxygen
and colchicine, prednisone, or no therapy on survival. Am J Respir Crit Care Med 2000;
161:1172-78.
Nadrous HF, Ryu JH, Douglas WW, et al. Impact of angiotensin-converting enzyme
inhibitors and statins on survival in idiopathic pulmonary fibrosis. Chest 2004; 126:
438-46.
Demedts M, Behr J, Buhl R, et al. High-dose acetylcysteine in idiopathic pulmonary
fibrosis. N Engl J Med 2005; 353: 2229-42.
Raghu G, Johnson WC, Lockhart D, Mageto Y. Treatment of idiopathic pulmonary
fibrosis with a new antifibrotic agent, pirfenidone. Results of a prospective, open-label
phase II study. Am J Respir Crit Care Med 1999; 159: 1061-69.
Azuma A, Nukiwa T, Tsuboi E, et al. Double-blind, placebo-controlled trial of
pirfenidone in patients with idiopathic pulmonary fibrosis. Am J Respir Crit Care Med
2005; 171:1040-7.
Raghu G, Brown KK, Bradford, WZ, et al. A placebo-controlled trial of interferon
gamma-1b in patients with idiopathic pulmonary fibrosis. N Engl J] Med 2004; 350:125-
33.
Kubo H, Nakayama K, Yanai M, et al. Anticoagulant therapy for idiopathic pulmonary
fibrosis. Chest 2005; 128: 1475-82.
Dempsey OJ, Kerr KM, Gomersall L, et al. Idiopathic pulmonary fibrosis: An update.
Q J Med 2006; 99:643-54.

77



49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

38.

59.

60.
61.

62.

Wang Z. Advances in understanding of idiopathic pulmonary fibrosis. Chin Med J
2009; 122:844-57.

Behr J, Ryu JH. Pulmonary hypertension in interstitial lung disease. Eur Respir J 2008;
31: 1357-67.

Hyzy R, Huang R, Myers J, et al. Acute exacerbations of idiopathic pulmonary
fibrosis. Chest 2007;132:1652-58.

Travis WD., Hunninghake G, King Jr. TE, et al. Idiopathic Nonspecific Interstitial
Pneumonia. Report of an American Thoracic Society Project. Am J Respir Crit Care
Med 2008; 177:1338-47.

Behr J, Thannickal VJ. Update in Diffuse Parenchymal Lung Disease 2008. Am J
Respir Crit Care Med 2009; 179:439-44.

Craig PJ, Wells AU, Doffman S ,et al. Desquamative interstitial pneumonia, respiratory
bronchiolitis and their relationship to smoking. Histopathology 2004; 45: 275-82.
Ozhan MH. idyopatik akciger fibrozisi disinda kalan interstisyel pndmoniler. Solunum
2006; 8:72-80.

Ashcroft T, Simpson JM, Timbrell V. Simple method of estimating severity of
pulmonary fibrosis on a numerical scale. J Clin Pathol 1988; 41:467-70.

Arnljots B, Dahlbédck B. Antithrombotic effects of activated protein C and protein S in
a rabbit model of microarterial thrombosis. Arterioscler Thromb Vasc Biol 1995; 15:
937-41.

Suzuki K. Protein C in high KA. In: High KI, Robert HR, editors. Molecular basis of
thrombosis and hemostasis. New York: Marcel Dekker; 1995.

Esmon CT. The regulation of natural anticoagulant pathways. Science 1987; 235:1348-
52.

http://www.lilac.com/ilaclar/Lilly/XIGRIS.htm. Accessed Sep, 2009.

Grey ST, Tsuchida A, Hau H, et al. Selective inhibitory effects of the anticoagulant
activated protein C on the responses of human mononuclear phagocytes to LPS, IFN-
gamma, or phorbol ester. ] Immunol 1994;153: 3664-72.
http://www.vemilac.com/prospektus/Vem_ilac_Methylprednisolon40mg_Prospektus.pd
f. Accessed Sep, 2009.

78



63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

Woesner JB. The determination of hydroxproline in tissue and protein samples
containing small proportions of this amino acid. Archives oh Biochemistry and
Biophysics 1961; 93:440-47

Hagiwara S, Ishii Y, Kitamura S. Aerolized administration of N-acetylcysteine
attenutes lung fibrosis induced by bleomicin in mice.Am J Respir Crit Care Med
2000;162:225-31

Theall RS, Barton RW. A comparision of lymphocyte population in lung tissue and in
bronchoalveolar lavage fluid of rats at varius times during the development of
bleomycin-induced pulmonary fibrosis. Am Rev Respir Dis 1984;170:41-50

Olman MA, Mackman N, Gladson CL, Moser KM, Loskutoff DJ. Changes in
procoagulant and fibrinolytic gene expression during bleomycin-induced lung injury in
the mouse. J Clin Invest 1995;96:1621-30.

Idell S, Peters J, James KK, Fair DS, Coalson J. Local abnormalities of coagulation
and fibrinolytic patways that promote alveoler fibrin deposition in tehe lungs of
baboons with diffuse alveolar damage. J Clin Invest 1989;84:181-93.

Chapman HA, Allen CL, Stone OL. Abnormalities in patways of alveolar fibrin tunover
among patients with interstitial lung disease. Am Rew Respir Dis 1986;133:437-43.
Idell S, Gonzelez K, Gillies C, Fair DS, Thrall R. Abnormalities of patways of fibrin
turnover in lung lavage of rats with oleic acid and bleomycin-induced lung injury
support alveolar fibrin deposition . Am J Pathol 1989;135:387-99.

Kobayashi H, Gabazza EC, Taguchi O, et al. Protein C anticoagulant system in patiens
with intersititial lung disease. Am J Respir Crit Care Med 1998;157:1850-54.

Deguchi H, Takeya H, Gabazza EC, Nishioka J, Suzuki K. Prothrombin kringle 1
domain interacts with factor Va during the assembly of prothrombinase complex.
Biochem J 1997;321:729-35.

Bar-Shavit R, Benezra M, Sabbah V, Bode W, Vlodavsky I. Thrombin as a
multifunctional protein: induction of cell adheion and proliferation. Am J Respir Cell
Mol Biol 1992;6:123-30.

Idell S. Coagulation, fibrinolysis, and fibrin deposition in lung injury and repair. In: SH

Phan, RS Thrall, editors. Pulmonary fibrosis. NewYork: Dekker; 1995. p.743-76

79



74.

75.

76.

77.

78.

79.

Shibata M, Kumar SR, Amar A, et al. Anti-inflammatory, antithrombotic and
neuroprotective effects of activated protein C in a murine model of fokal ischemic
stroke. Circulation. 2001;103:1799-1805.

Esmon CT, Taylor FB Jr, Snow TR. inflamation and coagulation: linked processes
potentially regiilated through a common patway mediated by protein C. Thromb
Haemost. 1991; 66:160-65.

Taylor FB Jr, Chang A, Esmon CT, D’Angelo A, Vigano D’Angelo S, Blick KE.
Protein C prevents the coagulopathic and lethal effects of Escherichia coli infusion in
the baboon. J Clin invest. 1987;79:918-25

Murakami K, Okajima K, Uchiba M, et al. Activated protein C attenuates endotoxin
induced pulmonary vascular injury bay inhibiting activated leukocytes in rats. Blood.
1996;87:642-47.

Yan SB, Helterbrand JD, Hartman DL, Wright TJ, Bernard GR. Low level of protein C
are associated with poor out comes in severe sepsis. Chest 2001, 120, 915-22.

Dik WA, McAnulty RJ, Versnel MA et al. Short course dexametasone treatment

following injury inhibits bleomycin induced fibrosis in rats. Thorax 2003; 58:765-71.

80



