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OzET

Bleomisin, akcigerde birikimi sonucunda interstisyel
fibrozise neden olan sitotoksik bir antibiyotiktir. Alveolit
ve interstisyel fibrozisin gelisiminde bleomisinin dogrudan
toksik etkisine bagli olarak aciga cikan reaktif oksijen
metabolitlerinin yanisira inflamatuvar reaksiyonun bir
parcasi olarak ortama gdé¢ eden lenfosit, makrofaj ve
epitel hicrelerinden salinan sitokinlerin de roli vardir.
Seminomatoéz testis tumori tanisi ile bleomisin igeren
kemoterapi almakta iken interstisyel akciger fibrozisi
saptanan bir olguda, bronkoalveoler lavaj (BAL) ydntemi
ile izole edilen hicreler T lenfosit (CD3+, CD4+, CD8+),
B lenfosit, dogal 6lduricu (natural killer- NK) hiicre ve
makrofajlara 6zgul iki-renkli floresan monoklonal
antikorlarla boyandi ve flovsitometrik ydntemle hiicre
profili degerlendirildi. Transbronsial biyopsi ve BAL
sonuglari alveolit ve akciger fibrozisi ile uyumlu bulunan
hastaya kortikosteroid tedavisi baslandi. Tedavi
sonrasinda elde edilen BAL hucreleri yeniden
flovsitometrik ydontemle incelendi. Saglikli birey degerleri
ile karsilastirnildiginda; tedavi 6ncesi ve sonrasi BAL
6rneklerinde CD3, CD4, CD8, B lenfosit, makrofaj hiicre
dagilimi, saglikli grup BAL degerleri ile ayni
dizeylerdeyken, NK hiicre popllasyonunda saglikh
bireylere gore belirgin yikseklik saptandi (% 13.9) ve
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bu yiksekligin tedavi sonrasinda da strdugu gézlendi
(% 16.8). Kortikosteroid tedavisine karsin devam eden
NK hicre yuksekligi ilaca bagh akciger fibrozisi
gelisiminde bu hicrelerin énemli rol oynayabilecegini
distndurmektedir.

Anahtar kelimeler: Pulmoner interstisyel fibrozis,
Bleomisin, Natural killer hicreler.

SUMMARY

BRONCHOALVEOLAR LAVAGE ANALYSIS OF A
PATIENT WHO DEVELOPED BLEOMYCIN
INDUCED ALVEOLITIS AND FIBROSIS

Bleomycin is a cytotoxic antibiotic that accumulates in
the lung and causes interstitial fibrosis. The induction
of alveolitis and interstitial fibrosis is caused by the
production of reactive oxygen metabolites due to the
direct toxic effect of bleomycin as well as cytokines and
other mediators secreted by the lymphocytes, alveolar
macrophages and epithelial cells that migrate into the
site as part of the inflammatory process. We isolated
lung cells in a seminomatous testis tumor case who
developed interstitial fibrosis during combination
chemotherapy including bleomycin by means of the
bronchoalveolar lavage (BAL) method. The cell profile
was determined by flowcytometric analysis of the
isolated cells stained with two-color fluorescence
monoclonal antibodies against T lymphocytes (CD3+,
CD4+, CD8+), B lymphocytes, natural killer (NK) cells
and macrophages. As transbronchial biopsy and BAL
sampling revealed pulmonary fibrosis the patient was
put on corticosteroid therapy. Changes in the cell profile
after treatment was determined by repeat BAL sampling
and flowcytometric analysis. The pre- and post-
treatment BAL CD3, CD4, CD8, B lymphocyte and
macrophage distributions were similar with those of the
healthy BAL cell profile, while a significant increase
was present in the NK cell population (13.9 %) that
persisted after treatment (16.8 %). This persistent
increase in the NK cell population despite therapy
suggested that these cells may have a significant impact
on bleomycin induced pulmonary fibrosis.
Keywords: Interstitial pulmonary fibrosis, Bleomycin,
Natural killer cells.

GiRIS

Bleomisin akcigerde akimdllasyon sonucunda
interstisyel fibrozise neden olan sitotoksik bir antibiyotiktir.
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Ozellikle germ hucreli tumdr, bas ve boyun kanserleri
ve lenfomalarin tedavisinde kullanilan bu ilacin toplam
dozu 400 mg’1 astiginda akcigerde fibrotik etki
baslamaktadir. Bunun yanisira, bleomisin uygulanan
hastanin ileri yasi, bébrek fonksiyon bozuklugu, es
zamanli radyoterapi ya da oksijen tedavisi almasi da
akcigerde fibrozis gelisimini hizlandirir (1, 2). Son
yillarda, bleomisine bagh gelisen akciger fibrozisinin
patogenezinde ilacin dogrudan toksik etkisine bagl
olarak aciga cikan reaktif oksijen metabolitlerinin ve
ortama go¢ eden lenfosit, makrofaj, nétrofil, eozinofil
ve epitel hicrelerinden salinan sitokinlerin rol oynadigi
gbsterilmigtir (2).

Seminomat®z testis timéri nedeniyle bleomisin iceren
bir kemoterapi rejimi alan ve interstisyel pulmoner
fibrozis gelisen bir hastada bronkoalveoler lavaj ile elde
edilen hicrelerin lenfosit altgruplari flovsitometrik
yoéntemle incelenmis, elde edilen bulgular tartisiimistir.

OLGU

Otuz-bes yasinda, market sahibi, 60 paket-yil sigara
icimi 6ykusl olan erkek hasta hematuri yakinmasiyla
Eylil 1997°de hastanemiz Uroloji Klinigine bagvurdu.
Tetkiklerinde retroperitoneal kitle ve sol testisde lezyon
saptanmasi Uzerine radikal orsiektomi yapildi.
Histopatolojik inceleme sonucu seminom ile uyumlu
bulunan hastaya bleomisin, etoposid, sisplatin iceren
kemoterapi rejimi planlandi. Toplam doért kiir kemoterapi
alan hastada, total bleomisin dozu 480 mg’a eristiginde
solunum sikintisi basladi. Gittikge artan efor dispnesi
kuru 6ksuriuk yakinmalari olan hastanin solunum
fonksiyon testi (SFT) sonuglari ileri derecede ve restriktif
solunum bozuklugu ile uyumlu idi (FEV1= % 40, FVC=
% 37, FEV1/FVC= %90, FEF 25-75= % 63, VC= %
37). Tek nefes karbonmonoksit difizyon testinde ise
(DLCO) difuzyonda orta derecede azalma (% 53)
saptandi. Arter kan gazlarinda, pH= 7.41, PO2= 55
mmHg, PCO2= 60 mmHg, parsiyel O2 satlirasyonu %
85 bulunan hastanin postero-anterior akciger grafisinde
sol bazalde daha belirgin olmak Uzere bilateral
bazallerde havalanmada azalma ve volum kaybi, yuksek
rezollisyonlu toraks bilgisayarli tomografisinde (HRCT)
ise bilateral lokalize buzlu cam alanlari disinda,
akcigerde fibrotik degisiklikler ve bal petegi akciger
g6rinumu saptandi (Resim 1).
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Resim 1. Tedavi 6ncesi yliksek rezolusyonlu bilgisayarli
tomografide (HRCT) buzlu cam ve fibrozis gérinima.
Fiberoptik bronkoskopide transbronsiyal akciger
biyopsisi alindi ve BAL yapildi. BAL materyalinden

yayma ve hicre alt gruplarinin dagilimini
degerlendiriimek flovsitometrik olarak incelendi.

Antikor ve hiicrelerin hazirlanigi ve
degerlendirilmesi:

ilk agsamada iki renkli monoklonal antikorlar Phospate
Buffered Saline (PBS) ile 6nerilen dozda flovsitometrik
yéntemle incelenmek lzere hazirlandi. ilk asamada
farkli hiicre gruplarina gére 6zgiin iki renkli monoklonal
antikorlar énerilen dizeyde PBS solusyonu ile seyreltildi
(1:5 oraninda). B lenfositler, T lenfositler, T helper, T
supressor, NK hiicre ylzeylerindeki 6zgin reseptorlerle
baglanacak ¢zellikte floresan boyalarla isaretlenmis
antikor solusyonlari hazirlandi (Tablo 1).

Tablo 1: Flovsitometrik ydntemle lenfosit subpopilasyon
incelemesinde kullanilan monoklonal antikorlar.

Makrofaj CD45-FITC / CD14+PE
T hucre/B hiicre CD3-FITC / CD19+PE
T helper CD3-FITC / CD4+PE

T supressor CD3-FITC / CD8+PE
T helper/T supressor CD4+ FITC / CD8+ PE
NK hiicre CD3-FITC / CD16+CD56+PE

Yesil renkli Fluorescein Isosiyonat (FC) ve turuncu-
kirmizi floresans veren R-phycoerythnin (PE) ile
baglanmis antikorlar BAL hiicreleri hazirlanana kadar
Isiktan uzak tutularak, 49C’de bekletildi. BAL hiicreleri
bir gazl bezden suzuldikten sonra oda isisinda, 1200
rpm’de 20 dakika santrifiij edildi. Santrifj edilen hiicreler
Hanks sollsyonu ile dilue edildi, 200 mcl’lik 6érnek
alinarak hiicre sayimi ve yaymasi yapildi. Daha sonra
hiicreler Hanks soliisyonu ile yikandi, 4°C, 1200 rpm’de



santrifuj edildi. Bu islem 3 kez tekrarlandiktan sonra
kalan hucreler insan serumu ile zenginlestirilmis RPMI
sollisyonunda dilue edildi, ve dnceden hazirlanmis olan
her bir antikor Gzerine 100 mcl hiicre solisyonu ilave
edildi (200000 hicre/tup). Floresan boyalarla isaretli
antikorlarin hiicre reseptérlerine baglanabilmesi icin
tupler surekli karistirilmak suretiyle 20 dk intibasyona
birakildi. Daha sonra ortamda kalan serbest antikorlari
temizlemek amaciyla hiicre solisyonlari 3 kez PBS ile
yikandi. Hucreler %2 paraformaldehit ile fikse edildi
ve Beckton Dickinson FACS-Scan aletinde flovsitometrik
olarak degerlendirildi. Ozgiin boyalarla isaretlenen
htcre alt gruplarinin toplam hiicre populasyonuna orani
yuzde (%) cinsinden degerlendirildi.

BAL yaymasinda, % 86 alveoler makrofaj (AM); % 10
lenfosit; % 4 nétrofil saptandi. Flovsitometrik yontemle
incelenen lenfosit subpopilasyon dagilimlari ise, B
lenfosit= % 0; CD3 T lenfosit= % 72; CD4 T lenfosit=
% 39; CD8 T lenfosit= % 33; CD4/CD8= 1.0; dogal
6ldlrici (natural Killer- NK) hlicre= % 13.9 olarak
belirlendi (Tablo 2).

Tablo 2: Tedavi 6ncesi ve sonrasinda BAL hiicreleri
ve kanda lenfosit subpoptlasyon analizi sonuglari.

BAL hicreleri(%)
B hiicre CD3 CD4 CDg8 CD4/CD8 NK
Ted. 6bncesi 0.0 72 39 33 1.0 13.9
Ted.sonrasi 0.0 68 38 30 1.3 16.8

Bu deger literatiirdeki normal NK hiicre oranlarina gére
de belirgin yiksekti.  Transbronsiyal biyopside,
akcigerde yer yer alveolit ile uyumlu alanlarin yanisira
peribronsiyal fibrozis gelisiminin oldugu gérilen olguya
1 mg/kg prednizolon tedavisi baslandi (Resim 2).

Resim 2. Transbronsial biyopside interstisyumda lenfosit
infiltrasyonu ve fibrozis formasyonu.
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iki hafta sonra efor dispnesi ve éksiiriik yakinmalarinda
belirgin gerileme saglandi. ikiser hafta ara ile
kortikosteroid dozu kademeli olarak azaltilan olgunun
ikinci ay sonunda yapilan kontrol SFT ve diflizyon testi
degerlerinde ise dnceki sonuglarina gére degisiklik
g6zlenmedi. Tedavinin dérdiinct ayinda, 10 mg/gin
prednizolon almakta iken, sag kalgada agri ve yirime
gucliigu yakinmalari ortaya ¢ikan hastada aseptik femur
basi nekrozu saptanmasi uzerine tedavi sonlandirildi.
Altinci ay sonunda yapilan kontrol BAL lenfosit
subpopilasyon incelemesinde, B lenfosit= % 0; CD3=
% 68; CD4= % 38; CD8= % 30; CD4/CD8= 1.3; NK
hiucreler % 16.8 olarak bulundu (Tablo 2).
Bdylece, toplam 480 mg bleomisin tedavisi sonrasinda
akciger fibrozisi gelisen olgunun BAL hicre analizi
laboratuarimizda u¢ saglkh bireyde ayni yéntemle
inceledigimiz BAL sonuglariyla karsilastiriidiginda, NK
hiicre oraninda saglikli olgu sonuglarimiza (%3) gore
belirgin ylikseklik oldugu saptandi. Bu artis kortikosteroid
tedavisi sonrasinda da devam etmekteydi (%16.8) Buna
karsin diger lenfosit subgruplarinda tedavi 6ncesi ve
sonrasi degerlerde saglikli grup BAL degerlerine gore
anlamli farkhhk saptanmadi (Sekil 1).
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Sekil 1. Tedavi 6ncesi ve sonrasindaki BAL lenfosit
subgruplarinin saglikh birey degerlerine gére orani.

Tedavi 6ncesinde orta derecede var olan diflizyon
bozuklugu, tedavi sonrasi da ayni diizeyde devam
etmekteydi.

TARTISMA

Sitotoksik bir antibiyotik olan bleomisine bagl akcigerde
fibrozis gelisme sikligi, ilacin kimulatif dozu ile dogru
orantili olarak, % 3 ile % 40 arasinda degismektedir.
Toplam doz 400 mg’1 astiginda fibrozis riski baglamakta,
450-500 mg’in tzerinde ise bu riskin % 20’nin Gzerinde
oldugu bildiriimektedir (1). Daha énce bir yakinmasi
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yok iken toplam bleomisin dozu 480 mg’a eristiginde
semptomatik hale gelen ve bilgisayarli tomogramlarda
belirgin fibrozis saptanan olgumuz da bu literatur
bilgilerini dogrulamaktadir. YUksek doz bleomisin tedavisi
planlanan hastalarin akciger toksisitesi ydoniinden HRCT
ve diflizyon testi ile diizenli olarak takip edilmelerinin
gerekliligi bir kez daha ortaya c¢ikmaktadir.
Buradaki olguda kortikosteroid tedavisi sonrasinda
belirgin semptomatik iyilesme gérulmesine karsin
solunum fonksiyon testi ve radyolojik gérinimde
degisiklik izlenmemistir. Tedavi sonrasindaki DLCO
testlerinde orta derecede difizyon bozuklugu ayni
diizeyde devam eden olgunun, HRCT’sinde ise buzlu
cam goérunimiinde hafif dizelme disinda fibrozis ve
bal petegi gdérinimunin sirdugd gézlenmistir. Bu
bulgular kortikosteroidin yalnizca akiif alveoliti diizelterek
semptomatik iyilesmeyi sagladigini distindirmektedir.
ileri duzeyde fibrotik degisikliklerin varliginda ise tedavi
ile geri ddnis olmadigindan fonksiyonel iyilesme
gbzlenmemektedir.

Bleomisine bagli olarak gelisen alveol hasari ve akciger
fibrozisinin patogenezi hayvan modellerinde detayh
olarak incelenebilmigtir. Bleomisin kullanimi sonrasinda
aciga cikan reaktif oksijen metabolitlerinin (stiiperoksit
ve hidroksil radikalleri) akciger hasarina neden oldugu
gOsterilmistir (2). Ortamda biriken bu metabolitler
akcigerde ozellikle Tip | pndmositler ve pulmoner kapiller
endotel huicrelerinde DNA hasari, lipit peroksidasyonu,
prostaglandin sentez ve yikiminda degisikliklere neden
olmaktadirlar. Ortaya ¢ikan bu hucre kaybini tamire
yonelik olarak ise, Tip Il pndmositlerde hiperplazik ve
displazik degisiklikler olusmakta ve hasarl bdlgeye,
notrofiller basta olmak lzere, lenfosit, eozinofil ve
plazma hiicreleri go¢ etmektedir. Bu hicrelerden salinan
elastolitik enzimler ve sitokinler fibroblast aktivasyonunu
ve kollajen yapimini baglatarak kalici fibrozise neden
olmaktadirlar (2). Ozellikle nétrofil enzimlerinden nétrofil
elastazin fibrozis gelisiminde énemli rol oynadigi
dustnilmektedir. Bunun yanisira sitokinlerden TGF-
(transforming growth factor-beta), IL-1 (Interleukin-1),
TNF- &) tumor necrosis factor-alfa) PDGF (platelet
derived growth factor), IGF-I (insulin growth factor)
bleomisine bagli interstisyel hasara neden olan énemli
mediatdrler olarak belirlenmistir (5). Lenfositlerin dzellikle
peribronsioler bélgeye ve alveol duvarina akimile
olduklari ve genelde CD4/CD8T lenfosit oraninda
azalma gdzlendigi bildiriimigtir (6, 7). Sitotoksik etkiden
sorumlu NK hcrelerin pulmoner fibrozisdeki olasi
fonksiyonlari ise kesin olarak bilinmemektedir. Sunulan
olgunun BAL hicrelerinde saptanan (% 13.9) ve
kortikosteroid tedavisi sonrasinda da slren (% 16.8)
NK hiicre artisi pulmoner fibrozis gelisiminde bu
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hicre grubunun da o6nemli
disundirmektedir.

Sitolitik etkiye sahip dogal éldurtict (NK) hucreler T ya
da B lenfosit grubuna ait olmayan, granuler morfolojiye
sahip bir lenfosit alt grubu olarak tanimlanmaktadir (8).
Ozellikle belli tip timér hiicrelerine kars! dldirici
etkilerinin yanisira, virlis ya da diger hicre ici buyiyen
mikroorganizmalarca enfekte olmus antikorla kapl
hiicrelerin yok edilmesinden de sorumludurlar.
Apoptozisde 6nemli rol oynayan bu hicreler
salgiladiklari sitokinlerle de [8-IFN (gama-interferon),
TNF-X, IL-1] diger inflamatuvar hucreleri uyararak
organizmada immun yanitin baglamasini ve
dizenlenmesini saglarlar (9). Saglikli birey BAL hucre
analizinde % 1-5 oraninda gérilen bu htcre
populasyonunun interstisyel fibrozisli olgumuzda belirgin
ylksek dlzeylerde bulunusu farkl sekillerde
yorumlanabilir. Birinci olasilik, bleomisin maruziyeti
sonrasinda NK hicrelerden salgilanan ¥-IFN ve TNF-X
aracihigiyla alveoler makrofajlardan nitrik oksit ve serbest
oksijen radikallerinin saliniminin artmasidir. ikinci olasilik,
fibrozis boyunca BAL'da yiksek diizeylerde seyreden
NK hucrelerin alveoler makrofajlardan fibroblast
proliferasyonundan sorumlu olan, sitokin salinimina
neden olmasidir. Ugiincii olasilik ise, sitolitik potansiyele
sahip bu hucrelerin bleomisin maruziyeti sonrasinda
serbest oksijen radikalleri salgilayarak akciger
hasarindan dogrudan sorumlu olmalaridir. Ancak
olgumuzda kortikosteroid tedavisi sonrasinda NK hiicre
yuksekliginin sebat etmesi bu hucrelerin akut akciger
hasar (alveolit) asamasindan cok, fibrozis agsamasinda
rol oynadigini distndirmektedir.

Pulmoner fibrozis patogenezinde énemli roli olduguna
inandigimiz NK hicrelerin fonksiyonlarini agiklamaya
yonelik olarak ileride yapilacak BAL hiicre analizlerinin
konuya isik tutacagi inancindayiz.

rol oynayabilecegini
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