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OZET
Kronik astim modeli olusturulan farelerde leflunomid’in akciger histolojisi

iizerine etkinliginin degerlendirilmesi

Dr. Giilay SONMEZ

Leflunomid, izoksazol tiirevi, immunmodiilatér, hastallk modifiye edici
antiromatizmal bir ilagtir. Leflunomid pirimidin sentezinde hiz sinirlayict bir
mitokondriyal enzim olan dihidroorotat dehidrojenaz (DHODH) ve tirozin kinaz
inhibisyonu yaparak etki gosterir. Leflunomidin bu 0&zelliginden baska
antiinflamatuar, antiproliferatif, immiinsupresif etkileri de mevcuttur. Bu ¢aligmada,
kronik astim modeli olusturulmus BALB/c farelerde leflunomidin’in akcigerdeki
histolojik degisiklikler iizerine etkisinin arastirilmasi amaglanmistir.

Yirmi sekiz BALB/c fare Grup I, 11, 11l ve IV olmak iizere dort gruba ayrildi. Kontrol
grubu (Grup I) disindaki tim fareler 14 giin ara ile iki kez 10ug intraperitoneal
ovalbumin ile duyarlilastirildi. Duyarlilastirilan farelere son immunizasyondan 7 giin
sonra (21. giinde) baslamak iizere, giinde lsaat siire ile haftanin ii¢ giinli, 8 hafta
boyunca steril salin igindeki %2.5’lik ovalbumin soliisyonundan olusan aerol inhale
ettirildi. Duyarlilastirma déneminin son haftasinda Grup II’ye (Plasebo) salin, Grup
IIT’e 30 mg/kg dozunda leflunomid ve Grup IV’e 1 mg/kg dozunda dexametazon
intraperitoneal yolu ile bes ardisik giin boyunca verildi. Fareler ilaglarin son
uygulamasindan 24 saat sonra sakrifiye edildi. Biitiin gruplardan elde edilen akciger
orneklerinin histolojik ozellikleri 11k mikroskopisi kullanilarak degerlendirildi.
Ayrica fare serumunda ve akciger dokusunda IL-4 ve IL-5 diizeyleri 6l¢iildi.
Leflunomid uygulanan grup (Grup IIl) ile plasebo uygulanan grup (Grup II)
karsilastirildiginda; Grup III de subepitelyal diiz kas kalinligi, epitelyum yiiksekligi,
mast ve goblet hiicre sayilarinda istatistiksel olarak anlamli diizelme goézlenmistir.
Leflunomid (Grup Ill) ve deksametazon gruplari (Grup IV) karsilagtirildiginda ise,
tiim bu parametrelerdeki diizelmenin benzer oldugu bulunmustur.

Bu ¢alismada, asttim modeli olusturulan farelerde leflunomidin akciger histolojisi
tizerine olumlu etkileri oldugu gosterilmistir. Leflunomid’in akcigerde inflamasyon
ve yeniden yapilanma iizerine etkilerini degerlendirecek daha fazla g¢aligmalara

ihtiyag vardir.

XI



Anahtar kelimeler: Astim, Leflunomid, BALB/c fare, Deksametazon

Xl



SUMMARY
Efficacy of leflunomide on lung histopathology in a murine model of chronic
asthma
Dr. Giilay SONMEZ

Leflunomide, isoxazole derivative, immunomodulatory, disease modifying
antirheumatic drug. Leflunomide acts by inhibition of tyrosine kinases and
mitochondrial dihydroorotate dehydrogenase (DHODH) which is the rate limiting
enzyme of pyrimidine synthesis. Leflunomide from this property other anti-
inflammatory, antiproliferative, immunosuppressive effects are also available. For
this purpose it is used in many rheumatic diseases. In this study, it was aimed to
determine the effect of leflunomide on histological changes in lung in a murine
model of chronic asthma in BALB/c mice.

Twenty-eight BALB / ¢ mice in Group 1, Il, 1l and IV were divided into four groups.
The control group (Group I) than all mice were sensitized with intraperitoneal 10pug
ovalbumin twice in 14 days. 7 days after the last immunization sensitized mice (21
days) to begin three days of the week with 1 hour duration per day, consisting of
2.5% sterile saline solution of ovalbumin it was 8 weeks areola be inhaled.
Sensitization period in the last week of Group Il (placebo), saline, Group 111 30 mg /
kg dose of leflunomide and Group IV 1 mg / kg dose of dexamethasone was given
for five consecutive days with intraperitoneal route. Mice were sacrificed after 24
hours from the last drug administration. All the histological properties of lung tissue
samples from all groups were evaluated with light and electron microscopy. In all
groups, lung histology was evaluated by light microscopy. In addition, IL-4 and IL-5

levels of the lung tissue and serum were measured.

Xl



When Group Il and Group Il (leflunomide) were compared subepithelial smooth
muscle layer, height of epithelium, number of mast and goblet cells were
significantly lower in group Ill. In comparing of Group Il (leflunomide) and Group
IV (dexamethasone), all the improvement in histologic parameters were similar.

We found that leflunomide ameliorated histological changes and cytokine levels in
chronic murine model of asthma. Further studies are needed to evaluate the efficacy

of leflunomide on lung inflammation and remodeling.

Key words: Asthma, Leflunomide, BALB / ¢ mice, Dexamethasone
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1. GIRIS ve AMAC

Astim; brong hiperreaktivitesi ile karakterize, brons sisteminin kronik
inflamasyonu sonucu ¢esitli spesifik ve nonspesifik etkenlere bagl gelisen, spontan
veya tedavi ile diizelebilen bronkospazmlarla seyreden kronik bir hastaliktir.

Kronik havayolu inflamasyonu ve iliskili brons asir1 duyarlilig
hinltili/higiltili - solunum, nefes darlig, gogiiste sikisma hissi ve  Oksiiriik
semptomlarina neden olmaktadir. Ayni zamanda enflamasyon sonucunda
havayollarinda remodeling olarak adlandirilan kismen geri doniisiimsiiz birtakim
degisiklikler olugsmaktadir.

Astim patogenezinde havayollarinda pek cok inflamatuvar hiicre ve bu
hiicrelerden salinan mediyatorler rol oynamaktadir. Semptomlar1 gidermek ve
inflamasyonu azaltmak ic¢in kontrol edici ve semptom giderici ilaglar
kullanilmaktadir. Tedavinin her basamaginda steroidler yer almaktadir.
Kullanilmakta olan tedavi yontemleri basarili olmasina ragmen, astim tedavisinde
bilinen en gii¢lii antienflamatuvar ilag steroidlerdir. Steroidler antiinflamatuar etki
gostererek, mukozal 6demi azaltarak ve beta-reseptor duyarliligimi artirarak etki
gosterirler. Steroidlerin biiyiime gelisme geriligi, osteoporoz, sekonder diabetes
mellitus, enfeksiyonlara yatkinlik gibi sistemik ve mukozit, katarakt gibi lokal birden
¢ok yan etkisi bulunmaktadir. Bu yan etkiler diistiniildiigiinde astimda hava yolu
inflamasyonunu baskilayacak ve hava yolu yeniden yapilanmasini Onleyecek veya
tersine ¢evirebilecek yeni tedavilerin arastirilmasina ihtiya¢ duyulmaktadir.

Leflunomid antiinflamatuar, antiproliferatif, immiinsupresif ~ ve
immiinmodiilator izoksazol tilirevi bir ajandir. Leflunomid pirimidin sentezinde hiz
sinirlayict bir mitokondriyal enzim olan dihidroorotat dehidrojenaz (DHODH) ve
tirozin kinaz inhibisyonu yaparak etki gosterir.

Astim patogenezinde de rol alan IL-4, IL-5, Timor nekrozis faktor-alfa
(TNF-a), niikleer faktor kappa (NF-kb) tizerine bir¢cok caligmada leflunomidin
inflamasyonun baskilanmasinda olumlu etkileri gosterilmistir. Ancak literatiir
taramasinda astimda leflunomidin bu sitokinlerin {izerine etkisini arastiran calisma

saptanamamigtir.



Yaptigimiz ¢aligmada, ovalbumin (OVA) ile sensitize edilerek kronik astim
modeli olusturulmus BALB/c fareler iizerinde leflunomidin akciger histolojisi ve

immiinmodiilatuar etkilerinin arastirilmasi amaclanmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1 Astim tanim ve sikhigi

Astim; brons hiperreaktivitesi ile karakterize, brons sisteminin kronik
inflamasyonu sonucu ¢esitli spesifik ve nonspesifik etkenlere bagli gelisen, spontan
veya tedavi ile diizelebilen bronkospazmlarla seyreden kronik inflamatuvar bir
hastaliktir. Gelismis {ilkelerde ¢ocukluk ¢aginda en sik goriilen kronik
hastaliklardandir (1). Astimin prevalansi irka, cografi bolgelere, gevresel etkenlere
gore llkeler arasinda degisiklik gostermektedir. Uluslararast Cocukluk Cagi Astim
ve Allerjik Hastaliklar Caligmasina gore (ISAAC- International study of asthma and
allergies in childhood) merkezler arasinda ¢esitli farkliliklar saptanmis ve
prevalansim %1 ile %30.8 arasinda degistigi goriilmiistiir (2). Ulkemizde yapilan bir
calismada cocukluk ¢aginda astim prevalansinin %13,7-15,3 arasinda; yine ayni
yontemle yapilan baska bir caligmada ise astim prevalansmnin %17,1 oldugu
belirlenmistir (3-5).

Astim higilti/hiriltt, nefes darligi, gogiiste sikisma hissi, okstiriik gibi degisken
semptomlar ile karakterize bir hastaliktir. Bu semptomlar kronik inflamasyon ve
bunun sonucunda olusan hava yolu obstriikksiyonun bir sonucudur. Semptomlar ve
hava yolu obstriikksiyonu derecesi egzersiz, alerjene maruz kalma, tahris edici
maddeye maruz kalma, hava degisikligi veya viral solunum yolu enfeksiyonlar1 gibi

faktorlerle degisir. Bu semptomlar spontan olarak veya tedavi ile diizelebilir (1).
2.2. Astim gelisimini etkileyen faktorler
Astimin gelismesini etkileyen ve astim hastalarinda semptomlar tetikleyen

faktorler, konaga ait ve cevresel faktorler olmak iizere ikiye ayrilmaktadir (6, 7)

(Sekil 1, Tablo 1).



GENETIK CEVRESEL RiSK
FAKTORLER FAKTORLERI
* *
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Sekil 1. Astim gelisimindeki risk faktorleri (7)

TETIKLEYICILER

L¢

v
SEMPTOMLAR

2.2.1 Konaga ait risk faktorleri

a. Genetik: Astimin poligenik olarak kalitildigt uzun zamandan beri
bilinmektedir. Erken donemde olusan astimin ¢esitli gen polimorfizmleri ile iliskili
oldugu saptanmistir (8). Bu genetik belirleyiciler sadece astim patogenezindeki
farkliliklarin yaninda ayni zamanda tedaviye yaniti da etkilemektedir (9). Bu
genlerden en 1yi bilineni B2-adrenerjik reseptor genidir ve gendeki polimorfizmler
kisa-etkili beta agonist yanitini etkilemektedir (10).

Astimda ailesel genetik yiikiin olmasi 6nemli bir faktordiir. Yakin aile
bireylerinde astim olmast durumunda ¢ocuklarda persistan astim agisindan risk artar.
Yapilan yeni ¢alismada daha dnce annede astim varliginin ¢cocuklarda astim gelisimi
icin onemli bir risk faktorii iken, babada astim varliginin da annedeki kadar 6nemli

bir risk faktorii oldugu saptanmistir (11).

b.Cinsiyet: Astim puberte donemine kadar erkeklerde, adolesan déneminden
itibaren kizlarda daha sik goriiliir (12). Dogumda erkeklerdeki akciger hacimlerinin
daha kiiciik, eriskin hayatta ise daha biiylik olmasmin bu farki yarattig
diistiniilmektedir (13). Ayrica erken menarsin adelosan geng kizlarda astim riskini

artirdig1 gorilmiistiir (14).



c. Obezite: Obez bireylerin yag dokulari leptin, timor nekroz faktorii-o (TNF-
a), interlokin-6 (IL-6), transforming growth faktor-p1 (TGF-B1) ve C-reaktif protein
gibi bir¢ok proinflamatuvar molekiilii salgilar ve sistemik proinflamatuvar durum ile
sonuglanir. Adipoz doku tarafindan salinan major sitokinlerden biri olan TNF-a,
brons epitel hiicreleri tarafindan Th2 tip sitokinler olan IL-4, IL-5, IL-6, IL-1B
yapimini artirir. Astim ve obezite icin TNF inflamasyon yolagi ortaktir ve her iki

durumun birarada oldugu durumlarda daha aktif olmas1 beklenebilir (15).

2.2.2 Cevresel risk faktorleri

a. Allerjenler ile temas: Astimda, allerjene maruz kalmak duyarlilik
gelismesi igin ¢ok 6nemli bir risk faktoriidiir. Duyarli olunan allerjenle karsilagilmasi
astim semptomlarinin ortaya ¢ikmasina, uzun siireli ve siirekli maruziyet
semptomlarin kalici hale gelmesine yol agmaktadir. Ev tozu akarlar1 gibi i¢ ortam
allerjenleri, kedi ve kopek gibi hayvansal allerjenler, hamam bdocegi, polenler ve
mantarlar astim igin risk faktorii olarak bilinmektedir (16). Allerjenle temas ve
sensitizasyon allerjenin tipine, dozuna, temas siiresine, gocugun yasina ve genetik

yapisina bagl olarak degismektedir (17).

b. Infeksiyonlar: Astim ve diger allerjik hastaliklardaki prevalans artisinin
nedeni ile ilgili olarak en etkileyici agiklama David Strachan tarafindan
yapilmustir (18). Strachan'a gore; “Son yiizyil siiresince aile yapisimin kiigtilmesi, ev
ici konforundaki iyilesme, kisisel temizlik standartlarinda yiikselme, ailedeki geng
bireyler arasinda ¢apraz enfeksiyonlart azaltmigtir. Bu durum, atopik hastaliklarin
yayginlasmasina neden olabilir.”” Hijyen hipotezi olarak adlandirilan bu agiklama,
17414 Ingiliz ¢ocuk ile yapilan bir ¢alismada evdeki ¢ocuk sayistyla saman nezlesi
arasinda negatif korelasyonun gosterilmesinden sonra giindeme gelmistir. Hipoteze
gore yasamin erken donemindeki ozellikle enfeksiyonlarin neden oldugu olaylar,

bagisiklik sisteminin gelismesinde temel rolii oynamaktadir (19).



Hijyen hipotezinin immiinolojik temelinde tip 1 (Th-1) ve tip 2 (Th-2) T
helper hiicrelerin rol oynadigi iki ana immiinolojik yolak s6z konusudur. Yasamin
erken doneminde mikrobiyal ajanlar, 6zellikle intraselliiler patojenler, bagisiklik
sisteminin dogustan var olan hiicrelerinden olan makrofajlardan Th-1 hiicrelerin
ayrimlagsmasinda gerekli IL-12 iiretimine neden olur. Bu sitokinin iiretiminin
mikroorganizmalar tarafindan tetiklenmesi, basarili bagisiklik yanitinin ilk
asamasinda anahtar rol oynamaktadir. Hipoteze gore eger IL-12 iiretimi, ¢ocukluk
caginda ilk sistemik enfeksiyonun erken evresinde meydana gelmezse genetik olarak
yatkin ¢ocuklarda atopi gelisimine sebep olacak Th-2 hiicreler baskin olacaktir (20).
Kisaca Th-1 yolunu gii¢lendirecek enfeksiyonlara maruz kalmama allerjik hastalik
riskini artiracaktir.

Infant déneminde gegirilen kizamik gibi bazi viral infeksiyonlarin astim
gelisimine karsi koruyucu rol oynadiklari ileri siirilmektedir (21). Hepatit-A,
Toxoplasmosis gondii ve Helicobacter pylori seropozitif bireylerde atopi, astim ve
allerjik rinit prevalansi disiik bulunmustur (22, 23). Paraziter enfeksiyonlarin astim
ve allerjiden koruduguna dair ¢ok sayida ¢alisma mevcuttur (24).

Viral ve bakteriyel enfeksiyonlarin c¢ocuklarda ve yetigskinlerde astim
alevlenmelerine neden oldugu bilinmektedir (25). Cocuklarda yapilan uzun dénem
prospektif ¢alismalar Respiratuvar sinsityal virus ile enfekte cocuklarin %40’ inda
higiltinin devam ettigini veya bunlarin ge¢ ¢ocukluk doneminde astim hastasi
olduklarin1 gostermistir. Ama bunun yaninda respiratuar enfeksiyonlarin astima

neden olup olmadiginet olarak bilinmemektedir (26).

c. Sigara ve hava kirliligi: Sigara dumani ile hava yolu asir1 duyarliligi
arasinda bir iliski oldugu ve sigara dumanina maruz kalmanin astim gelisimi i¢in bir
risk olusturdugu yapilan calismalarda gosterilmistir (27). Gebelikte ve dogum
sonrasinda sigara dumanina maruz kalmanin, astim benzeri semptomlar da dahil
olmak iizere bircok zarara yol actigi bilinmektedir. Annenin sigara igmesi
bebeklerdeki akciger gelisimini olumsuz etkiler ve bu bebeklerde ilk bir yilda hisilti
riskinin arttigi bilinmektedir (28).



Sigara i¢ilmesi veya sigara dumanina maruziyet astimli hastalarin akciger
fonksiyonlarii bozmakta, astim semptomlar1 ve agirlifinda artisa ve tedaviye yanitin
azalmasina neden olmaktadir (29, 30).

Hava kirliliginin akcigerlere direkt toksik etkisi vardir (31). Hava kirliligi
brong hiperreaktivitesine, akciger fonksiyonlarinda diigmeye, astim semptomlarinda

kotiilesmeye, hastaneye yatis sikliginda ve morbiditede artmaya neden olur.

d. Diyet: Beslenmenin 6zellikle anne siitiiniin astimla baglantis1 yaygin olarak
arastirilmistir. Islenmemis inek siitii ve formiila mama ile beslenen ¢ocuklarda erken
cocukluk caginda higiltili ataklarinin anne siitii alan ¢ocuklara gore daha yiiksek
oldugu gosterilmistir (32). Fakat yapilan son ¢alismalar, anne siitii ile beslenmenin
stirdiirtilmesi ile allerji olusturma riski olan besinlerin alinimmin geciktirilmesi, ilk
iki yi1l igerisinde deri ve gastrointestinal sistem allerjilerinin ¢ikmasini engellerken
solunum sistemi allerjilerinin gelismesinin dnlenemedigini gostermektedir (33).

Islenmis gida tiiketiminin artmasi, antioksidan icerigi diisiik gidalar ile daha
az beslenme, artmis n-6 poliansatiire yag asidi ve azalmis miktarda n-3 poliansatiire
yag asidi aliminin astim ve allerjik hastaliklarin son yillardaki artisina katkida

bulundugu belirtilmektedir (34).

f. Vitaminler: Bazi prevalans ¢aligmalarinda vitaminlerin astim gelisimindeki
yerine bakildiginda, D vitamininin sentezinin azalmasi astimdaki artigin bir nedeni
olarak gosterilmektedir (35). Ek olarak, annelerin gebelikte E vitamini, ¢inko, D

vitamini almalari ile hisilti sikliginda belirgin azalma oldugu gosterilmistir (34).

g. Stres: Stresin hipotalamik aks1 aktifleyerek, havayollarinda otonomik
kontrolii ve immun yanit1 degistirerek, glukokortikoid direncini arttirarak ve bagirsak

florasin1 degistirerek atopiyi ve hisiltiyr arttirdigi gosterilmistir (36).



h. Egzersiz: Egzersizin astimli ¢ocuklarda semptomlar: tetikleyebildigi
bilinmektedir (37). Bunun yani sira ayri bir astim fenotipi olan egzersiz iliskili
astimda semptomlar, sadece egzersiz ile tetiklenebilir. Egzersiz sirasinda solunumla
birlikte su ve 1s1 kaybi1 artmakta, havayolundaki soguma diiz kas kasilmasi ve

mukozal 6deme neden olmaktadir (38).

Tablo 1. Astim gelisimini ve ortaya ¢ikisini etkileyen risk faktorleri (7)

Konaga ait risk faktorleri

Genetik yatkinhk

- Atopiye yatkinlik yaratan genler

- Havayolu asir1 duyarliligina yatkinlik yaratan genler
Obezite
Cinsiyet

Cevresel Faktorler

Allerjenler
- Evici: Ev tozlan, tiiylii hayvanlar, hamambdcegi allerjeni, mantarlar,
kifler, mayalar
- Ev disi: Polenler, mantarlar, kiifler, mayalar
Enfeksiyonlar
Sigara ve hava kirliligi
Diyet
Irritanlar
Stres

Egzersiz




2.3 Astimin patogenezi

Astim, geri doniisiimlii havayolu obstriiksiyonu, havayolu enflamasyonu ve
artmis havayolu duyarliligi patogenezinde rol oynayan kronik bir hastaliktir.
Havayolu inflamasyonu astim igin ¢ok onemli karakteristik bir 6zelliktir. Havayolu
inflamasyonu  stirekli iken, astimli hastalardasemptomlar epizodiktir (39).
Inflamasyon, hava yollarinda asir1 duyarlilhiga neden olarak ozellikle gece veya
sabaha kars1 gelisen, tekrarlayici Oksiiriik, nefes darligi, gogiiste sikisma hissi ve

hiriltili solunum gibi astima spesifik olmayan semptomlara neden olmaktadir.

2.3.1. Astimda rol oynayan inflamatuvar hiicreler

-Mast hiicreleri: Havayolu asir1 duyarliligima neden olan mast hiicreleri
asttimli hastalarin havayolu diiz kasinda artmigtir. Mast hiicrelerinde sitoplazmik
graniillerde depolanan histamin, triptaz gibi mediatorler hiicre digina ¢ikarken, IgE
uyarist ile lokotrien ve prostaglandinler gibi mediatorler de sentez edilir.
Duyarlanmis kisilerin alerjen ile yeniden temasi ile mast hiicrelerinde sentezlenen
mediatorler degraniile olur. Bu mediatorler brons mukozasinda vazodilatasyon,
O6dem, mukus sekresyonu ve bronkospazm olusturarak astimli hastalarda akut
ataklara neden olurlar (40, 41). Mast hiicreleri ge¢ faz inflamasyon ve havayollarinin

yeniden yapilanmasinda (remodeling) 6nemli rol oynamaktadir (42).

-Eozinofiller: Paul Ehrlich’in 1789 yilinda eozinofilleri tanimlamasindan
sonra yapilan caligmalarda, astimli hastalarin kan, balgam ve dokularinda
eozinofillerin artti§1 gosterilmistir. Dolagimdan hava yollarina gegen eozinofiller
aktive oldugunda cesitli enzim, protein ve mediatorler salgilayarak doku hasarina
neden olurlar. Major bazik protein (MBP) total eozinofil graniil proteinlerinin
%50’sini olusturur ve graniiliin eozinofilik boyanmasina neden olur. MBP diisiik
diizeylerde bile solunum epitel hiicrelerine kars1 toksik etki yaparak bronslarda kalici

epitel hasarina ve silia disfonksiyonuna neden olur (43).



-T lenfositler: Hava yolu enflamasyonunun olusumunda T lenfositlerin temel
role sahip oldugu bilinmektedir. Interlokin (IL) 4, 5, 9, 13 gibi spesifik
bir¢oksitokinin salgisindan ve yonetiminden sorumlu olduklari gibi eozinofil, nétrofil
ve bazofillerin toplanmasi ve aktivasyonunu da saglarlar. Thl hiicreler gecikmis tip
asirt duyarlilik reaksiyonlarindan ve hiicre i¢i organizmalara karsi olan bagisiklik
yanitindan sorumludurlar. Th2 hiicreler ise B lenfositlerden IgE salgisini arttirmaktan

ve allerjik inflamasyondan sorumludurlar (44).

-Dendpritik hiicreler: Dendritik hiicreler antijen sunan hiicreler olarak gorev
yaparlar.Allerjenle karsilasip allrjeni isleyen dendritik hiicreler bolgesel lenf
bezlerine go¢ eder ve olgunlasir. Bolgesel lenf nodlarinda antijeni T lenfositlere

sunarlar ve boylece allerjene 6zgii T lenfositlerin olusumunu saglarlar (45).

-Makrofajlar: Havayollarinda en ¢ok bulunan hiicreler olan makrofajlar
salgiladiklar1 timor nekroz faktor alfa (TNF-a), interlokin 8 (IL-8) ve 16kotrien B4
(LTB4) gibi kemoatraktan mediyatdrler ile nétrofilik enflamasyonu artirmaktadir. Bu
mediyatorler astimda enflamasyonun baslamasi ve devam etmesinden sorumludur.
Alveolar makrofajlar ayn1 zamanda antijen sunucu hiicre olarak da gorev

yapmaktadirlar (46).

-Notrofiller: Astimli hastalarin havayolu ve balgamlarinda artmis olarak
bulunan nétrofiller proinflamatuvar mediyatorlerin tiretilmesi ve dogal immunitenin
aktivasyonu yoluyla etki gosterirler. Allerjenler ile hasar gormiis olan epitel
tarafindan salgilanan IL-8, noétrofillerin akcigerlere gelmelerini, bir¢ok sitokin ve

kemokin salgilayarak enflamasyonda ve remodelingte rol almalarini saglar (47).
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Sekil 2: Astimda havayollarindaki inflamatuvar hiicreler(48)

2.3.2. Astimda rol oynayan mediatorler

Astim patogenezinde yer alan hiicrelerden ¢ok sayida sitokin ve kemokin

salgilanir.

-Kemokinler: Havayollarinda enflamatuvar hiicrelerin birikimine neden olan
kemokinker esas olarak havayolu epitel hiicrelerinden salinirlar. Bugiline kadar
tanimlanmis 47 kemokin ve 19 kemokin iliskili reseptdr vardir. Interlokin-8 nétrofil,
Interlokin-10 lenfositlerin gdgiinii saglayan en onemli kemokinlerdir. Eozinofiller

icin relatif olarak segici olan kemokin ise eotaksindir (49).

-Sisteinil Iokotrienler: 5-lipoksijenaz enzimi araciligi arasidonik asitten
sentez edilirler. Bu grupta LTC4, LTD4, LTE4 bulunmaktadir. Mast hiicreleri ve
eozinofiller tarafindan saliman l6kotrienler, bronkokonstriiksiyona, plazma
eksudasyonuna ve mukus sekresyonuna neden olan proinflamatuvar mediatorlerdir
(50)
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-Sitokinler: Astimdaki inflamatuvar yaniti belirleyen temel mediatorlerdir.
Astim patogenezinde rol oynayan baslica sitokinler IL-1p, Timor nekroz faktor
(TNF)-a, Granulosit makrofaj koloni stimiile edici faktor, IL-5, IL-4, IL- 13 tiir.

IL-1B astimda inflamatuar hiicrelerin brons mukozasina toplanmasini saglar
ve GM-CSF, IL-8, RANTES gibi sitokinlerin, NO’nun ve PDGF gibi biiyiime
faktorlerinin sentezlenmesini saglar. TNF-a inflamatuar yaniti artirir. 1L-5 eozinofil
farklilasmasini, yasamasini ve T hiicre aktivasyonu ile eozinofilik inflamasyon
arasindaki baglantiyr saglar. 1L-4 Th2 lenfositlerini uyaran baslica sitokindir,
allerjenlere yanit1 saglar. IL- 13 astimda hava yolundaki mukus iiretimini ve brong

asirt duyarliliging artirir (51).

-Histamin: Mast hiicrelerinden salinan histaminin astimdaki en 6nemli etkisi
bronkokonstriiksiyondur. Bunun yani sira kapiller permeabilite artisina ve mukus
sekresyonuna neden olur. Eozinofiller iizerine etki gostererek enflamasyona da
katkida bulunur (52).

-Nitrik oksit: Akcigerlerde makrofajlar, noétrofiller, mast hiicreleri,
fibroblastlar, diiz kas hiicreleri, epitel hiicreleri gibi inflamtuvar hiicrelerden NO
sentezi yapilabilmektedir. Solunum yollarinda degisik hiicrelerden sentezlenen NO,
ekspire edilen havadan 6l¢iilebilmektedir, bundan dolay1 hastaligin tanisi, siddetinin

degerlendirilmesi ve tedavi takibinde énemli bir yere sahiptir (53).
-Prostanoidler: Bu grupta prostoglandinler ve tromboksanlar yer almaktadir.

Arasidonik asitten siklooksigenaz (COX) enzimi aracilifi ile sentez edilirler. PGD?2,

PGF2a ve tromboksan A2 (TxA2) bronkokonstriiksiyona neden olur(54).
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2.3.3. Havayollarinin yapisal degisiklikleri ve yeniden yapilanma

(Remodeling)

Hava kirliligi, egzoz gazlari, sigara, allerjenler, viriis veya bakteri gibi
cevresel etkenlere maruz kalan solunum yolu epitelinde hasar olusur ve epitel tamir
mekanizmalar1 devreye girer. Saglikli ¢ocuklarin solunum epiteli, hasar ve tamir
mekanizmalar1 ile siirekli olarak yenilenir. Ancak, astimli ¢ocuklarda epiteldeki
yapisal veya fonksiyonel bozukluklardan dolay1 inhalen etkenlere abartili ve anormal
yanit gelistirilmektedir. Astimda hava yolu inflamasyonu bazal membranin
kalinlasmasina, hava yolu duvar elastisitesinin azalmasma, subepitalyal
kollajenbirikimine, diiz kas hipertrofi ve hiperplazisine, goblet hiicre hiperplazisine,
anjiogenezis, artmis vaskulariteye neden olmaktadir. Giderek geri doniisiimsiiz hale

gelen bu degisiklikler remodeling’ olarak adlandirilmaktadir (Sekil 3) (1, 55).

Spriin iR ot iR
Allerjenler

Bozulmug tamir

Doku Hasar1 . . . ‘ . ‘ Bazal membran
@ &
Mast APC
cell Th2
cell
IgE IL-13 Biiyime faktorleri
: s
L4 TGF superfamily gitciidﬁler
@ CCE;EF Kemokinler
1L-13 Goblet hiicre hiperplazisi
) Hasarli epitel
ltRA iy -

inflmasyonda artis

Aktive olmus epitelyal
ve mezenkimal {inite

Artmig vaskularite
Diiz kas hipertrofi ve hiperplazisi
Odem

Sekil 3: Havayollarinin yapisal degisiklikleri ve yeniden yapilanma(55)
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a. Epitel hasarlanmas ve tamiri

Epitel doku i¢ ve dis yiizeyleri orterek organizmayi koruma, salgi, emilim
gibi gorevler iistlenir. Epitel hiicrelerinden salinan bir¢cok inflamatuar mediator
mevcuttur. Astimli hastalarda epitel hasarlanmasi ¢esitli sitokin, bliylime faktorleri
ve mediatorlerin etkisi ile gerceklesir. Yeniden yapilanmaya direk etkisi olan ve
epitel hiicresinden salinan TGF-f fibroblastlarin miyofibroblastlara doniisiimiinii
saglayan baslica biiylime faktoriidiir. Bunun disinda epitel bir "notral endopeptidaz"
kaynagidir. Noétral endopeptidaz endotelin, bradikinin ve tagikininler gibi allerjik
inflamasyonun ndérojenik komponentinden sorumlu mediatorlerin yikimini saglar.
Ancak epitel hiicresi hasar gordiigiinde bu enzim goérevini yapamayarak lokal
ortamda endotelin, tasikininler ve bradikininin artmasina bagh diiz kas
kontraksiyonu, mikrovaskiiler sizinti ve mukus hipersekresyonu ortaya ¢ikmasina

neden olur (55).

b. Subepitelyal fibrozis

Astimda inflamasyon sonucunda epitelde olusan bu hasara yanit olarak epitel
hiicrelerinden tamir mekanizmalarinda rol alan biliyiime faktorleri ve TGF-B1, FGF,
endotelin, VEGF gibi profibrotik mediatorler salinir. Bunun sonucunda fibroblast ve
miyofibroblast gibi bazal membran altinda bulunan mezansimal hiicreler, kollajen
(tip 3 ve tip 5 kollajen) ve ekstraseliiler matriks proteinlerini iiretirler. Bu duruma ek
olarak mast hiicrelerinden salinan serin protezlar ve biiyiime faktorleri diiz kas
hiperplazisineve sonugta hava yolunda kalinlagmaya neden olur. Ayrica bronsial diiz
kas hiicreleri ve fibroblastlardan salinan PAI-1 (Plasminogen Activator Inhibitor-1)

fibrinolizisi inhibe ederek akciger fibrozisinde rol alir(56, 57).
C. Goblet hiicre hiperplazisi
Hava yolu epitelindeki goblet hiicresi sayisindaki ve submukozal bezlerin

boyutlarindaki artisa bagli olarak asir1 mukus yapimi hava yolu yeniden
yapilanmasinin bir diger bulgusudur. IL-4, IL-5 ve IL-13 goblet hiicre hiperplazisine,

14



metaplazisine ve mukus sekresyonunda artisa neden olur. Mukus asir1 yapimi da

hava yolu obstruksiyonuna nedenolur (58).

d. Havayolu diiz kas kalinliginin artmasi ve anjiogenez

Havayolu diiz kas kitlesinde hipertrofi ve hiperplazi olmasi havayolu yeniden
yapilanmasindaki en Onemli basamaklardan biridir. Fibroblastlar mast hiicresi,
eozinofil, makrofaj ve epitel hiicresi gibi hiicrelerin kendisine gonderdigi sitokin
uyaris1 ve ¢esitli faktorler varliginda aktive olur. Fibroblastlarin proliferasyonu ile
miyofibroblasta donilisimii ve aktivasyonu gergeklesmektedir. Miyofibroblasta
dontigiimii olan hiicreler endotelin-1 (ET-1) salgilayarak diiz kas hipertrofisine, sinir
biiyiime faktorii (NGF) salgilayarak sinirlerde yeniden olusuma ve vaskiiler
endotelyal biiyiime faktorii (VEGF) salgilayarak da yeni damar olusumuna neden
olur (59).

Prostoglandin  E2, histamin, TxAZ2gibi mediyatorlerin etkisi ile
havayollarindaki diiz kas hiicrelerinin kasilmasina bagli bronkospazm meydana gelir.
Tekrarlayan mekanik zorlamalar ve diiz kaslar1 ¢evreleyen matriksin igerdigi
kollojen-1, kollojen-IV, laminin ve fibronektinin artmasi kas dinamiginin daha da

bozulmasina neden olur (60).

e. Bronsial neovaskiilarizasyon

Yeni kan damarlarinin olusumu olarak tanimlanan anjiogenezis, astimda hava
yolu remodelling’inin Onemli bir parcasini olusturmaktadir. Anjiogenezis
olusumunda fibroblast growth factor (FGF), hepatocyte growth factor, platelet-
derived growth factor, anjiogenin ve VEGF gibi bazi anjiogenik faktorler rol
almaktadir. VEGF en potent anjiogenik faktorlerden birisidir. Endotelyal hiicre
proliferasyonunu stimule ederek anjiogenezise neden olan VEGF, akcigerlerin de
icinde oldugu bir¢ok vaskiilarize organda genis bir sekilde eksprese edilmektedir

(55)
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f. Mast hiicre infiltrasyonu

Mast hiicreleri hem erken donem yanitta hem de kronik allerjik
enflamasyonun devaminda rol oynayan hiicrelerdir. Antijenin mast hiicre ile
kargilasmasi ile mast hiicre ylizeyine tutunmus olan IgE molekiilleri arasinda
etkilesim sonucunda salinan mediatérlerden bir kismi ile erken alerjik faz ortaya
cikar. Erken allerjik reaksiyon, hava yollarindaki brons diiz kaslarinda kasilma,
mukussekresyonunda artig, vazodilatasyon ve plazma eksiidasyonu ile kendini
gosterir. Enflamatuar hiicrelerin doku igine go¢ii sonucunda anntijenle karsilagmadan
saatler sonra ge¢ donem allerjik reaksiyon ortaya ¢ikar (61).

Mast hiicrelerinden enflamasyonun erken doneminde salinan mediatorler
histamin, proteazlar, proteoglikanlar, TNF-a, sisteinil l6kotrienler, LTB4 ve PGD2
iken enflamasyonun ge¢ doneminde ise IL-3, 4, 5, 6, 8, 9, 11, 13, MIP-1a, MIP-1,
MCP-1 ve TNF-a salmir (62).

2.3.4 Astimda hava yolundaki daralmaya neden olan faktorler

Hava yolunda olusan daralma astimdaki temel semptomlarin olusmasina
neden olur. Diiz kas kasilmasi, hava yolu 6demi, hava yollarinda kalinlasma, asirt
mukus sekresyonu hava yolundaki daralmaya neden olur. Bronkodilatorler ile
kismen geri doniisiimlii olan diiz kas kontraksiyonu hava yoludaralmasindaki baslica
mekanizmadir. Prostoglandin E2, histamin, TxA2 gibi mediyatorlerin etkisi ile diiz
kas hiicrelerinin kasilmast meydana gelir. Ozellikle akut ataklar sirasinda
inflamatuvar mediatdrlere yanit olarak gelisen artmis mikrovaskuler s1zint1 hava yolu
odemine neden olur. Odem ve yapisal degisikliklerle ortaya ¢ikan hava yolu duvari
kalinlagmasi, geometrik nedenlerle ortaya ¢ikan hava yolu diiz kas1 kontraksiyonuna

bagl gelisen hava yolu daralmasini daha da arttirir (1).
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2.3.5 Havayolu asir1 duyarhhg:

Havayolu asir1 duyarliligi astimdaki karakteristik, fonksiyonel anormalligi
gosterir. Genetik ve ¢evresel etkenlerle duyarli hale gelmis kisilerde bronsiyollerde
inflamasyon, hiperreaktivite, brons diiz kasinda kontraksiyon, hipertrofi, hiperplazi,
mukus hipersekresyonu olusur. Hangi mekanizma ile olursa olsun digerleri de olaya
katilir ve birbirini tamamlar. Olusan degisiklikler hafif diizeyde kalic1 degilken
kronik hale dontistiikge kalici hale gelir ve brons yapisi bozularak remodelling
meydana gelir. Bu durum hava yolu asir1 duyarliligana sebep olur. Tedavi ile kismen

geri dontistimlidiir (63).

2.4 Astim tanisi

Astim tanis1t hemen daima klinik bulgularla konur. Bir¢ok hastalikta oldugu
gibi astim tamsinda da dogru ve detayli alinmis bir anamnez biiyiik 6nem
tasimaktadir. Hirilti, nefes darligi, gogiiste sikisma hissi, Oksiiriik ve degisken
ekspiratuar hava akimi obstriikksiyon bulgulari gibi solunum semptomlart vardir.
Klinik semptomlarin yani sira hastada eslik eden ya da daha onceki Oykiisiinde
mevcut bagka bir alerjik hastalik varligi, ailede alerjik hastalik Oykiisiiniin olmasi
taniy1 destekler. Semptomlarin degisken olmasi, gece veya sabah karsi artmasi,
uygun tedaviye yanit vermesi taniy1 destekler. Viral enfeksiyonlar, egzersiz, alerjen
maruziyeti, hava degisiklikleri ve ilaglar ve emosyonel faktorler yakinmalarin
artmasina neden olan bazi tetikleyici faktorlerin varligi tanida 6nemlidir. Mevsimsel
degiskenlik, ailede atopi varligi veya astimli birey varligi da astim tanisin
diigiindiiren onemli faktorlerdir.  Semptomlarin degiskenligi nedeni ile astimh
hastanin dinleme bulgulari normal olabilecegi gibi sibilan ronkiis ve higilti gibi
astimda sik rastlanan muayene bulgular1 da olabilir. Hisilti, astimin en tipik bulgusu
olmakla birlikte spesifik degildir. Ciddi astim ataklarinda siyanoz, uykuya egilim,

tasikardi gibi diger fizik muayene bulgular: da olabilir (1).
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Laboratuvar testleri taniy1 desteklemek ve hastaligin izlemi i¢in kullanilir.
Solunum fonksiyon testi (SFT) bu amagcla en sik kullanilan tetkiktir. Astim tanisinda
kullanilan diger yontemler arasindabrons provokasyon testleri, deri testleri, total
eozinofil diizeyi, immunglobulin E diizeyi, balgam analizi ve eksale NO 6lgiimii yer
almaktadir. SFT hastaligin  tanisinda, siddetinin  belirlenmesinde, hastalik
prognozunun ve seyrinin degerlendirilmesinde, tedaviye yaniti izlemede kullanilir.
Spirometrik uyum gerektirdiginden bes yas ve alt1 cocuklara yapilamaz. Olgiilen en
onemli parametreler; FVC, FEVI1, wvital kapasitenin %25-%75’indeki zorlu
ekspirasyon akimi (FEF25- 75), PEF dir. FEV-1/FVC oranin diisiik olmast hava
yolu obstriiksiyonunu gosterir, saglikli ¢ocuklarda % 80’in iizerindedir. Klinik
pratikte hava yolu obstriiksiyonu saptandiktan sonra FEV-1 veya PEF’deki
degiskenlik degerlendirilir. Degiskenlik giinliik PEF degerlerindeki diurnal degisim
kullanilarak saptanabilecegi gibi reversibilite testi ile de degerlendirilebilir.
Reversibilite 200-400 mcg salbutamol sonrasi FEV- 1 degerinde (veya PEF) %12
veya 200 ml artis olarak tanimlanir. Brong provokasyon testleri astima benzer
yakinmalar1 olan ama solunum fonksiyon testleri normal bulunan hastalarda, astim

tanisini belirlemek amaciyla yapilir (1).

2.5. Astim Tedavisi

Astimda tedavinin ilk basamagi, hastanin ve ailesinin hastalikla ilgili
bilgilendirilmesi ve tedavi igin gerekli olan hekim-hasta-aile isbirliginin
saglanmasidir. Astimin tedavisi hastanin uyumuna ve hastalik siddetine gore
degiskenlik gostermektedir. Kronik astim tedavisinin amaci klinik kontrolii saglamak
ve tedaviyi devam ettirmektir. Tedavidekullanilan ilaglar akut donemde semptom

giderici ve inflamasyonu azaltan kontrol edici ilaglar olmak {izereiki gruptur (1).
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2.5.1. Astim tedavisinde kullanilan ilaclarin 6zellikleri

a. Steroidler

Inhale kortikosteroidler en etkili kontrol edici ve en gii¢lii antiinflamatuvar
ilaclardir. Steroidler biitiin bu antiinflamatuvar etkilerini, hiicrelerde DNA diizeyinde
protein sentezini etkileyerek ortaya ¢ikarirlar. inhale kortikosteroidler inflamatuar
olaylar1 bir¢ok yoldan baskilasa da, en ¢ok niikleer faktor- kB (NF- kB) ve aktive
edici protein (AP-1) iizerinden etkilidir. Bu yolla ¢ok sayida sitokinin yapimini
diizenler. inhale steroidler, hiicre membranlarinin stabilizasyonu, brons mukozasinda
mast hiicrelerinin sayisin1 azaltarak, inflamatuar hiicrelerin brons mukozasinda
birikimini azaltarak, inflamatuar hiicrelerin aktivasyonu ve mediator salinimini
Onleyerek, brons mukozasindaki eozinofil ve T lenfosit sayilarini azaltirak,
mikrovaskiiler sizint1 ve 6demi azaltarak, brons diiz kasinda B2 reseptor sentezini ve
duyarliligini artirirak, bazi sitokinlerin sentezini azaltarak etki yaparlar (1).

Bu kadar etkin olmalarina ragmen steroidlerin lokal ve sistemik ciddi yan
etkileri olmaktadir. Inhale steroid kullanimi bagl orafaringiyal kandidiyazis, dis
gelisim  bozukluklari, ciltte atrofi, strialar, yara iyilesmesinde gecikme,
telenjiektaziler, disfoni, irritasyona bagli oksiirik gibilokal yan etkiler goriilebilir.
Lokal etkilerinin yaninda uzun siireli ve/veya yiiksek doz kullanimda sistemik yan
etkiler de goriilebilmektedir. Uzun donem ve yiiksek dozda inhale steroidler ile
kemik mineral yogunlugunda azalma ve kolay morarma gibi yan etkiler
goriilebilmektedir (1). Inhale steroidler tedavinin ilk yilinda bilyiime hizinda gegici
bir duraksamaya neden olmaktadirlar (1, 64). 200ug ve altinda budesonid kullanimi
ile hipotalomo-pitiiiter-adrenal aks siipresyonu gelismemektedir (65). Ancak ¢ok
yiikksek doz inhale steroid kullanimi ile ¢ocuklarda adrenal kriz bildirilmistir (66).
Olgu sunumlar seklinde inhale steroidlere bagl agresif davraniglar, hiperaktivite,
insomnia Dbildirilmistir (65). Hipertansiyon, 6dem, konjestif kalp yetmezligi,
jinekomasti, hirsutizm, akne, myopati, kaslarda giigsiizlik, sekonder diabetes
mellitus, gozde korneal iilser, glokom, katarakt, viral enfeksiyonlarda alevlenme

diger goriilebilen yan etkilerdir (1).
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b. Antilokotrien ilaclar

Sisteinil 16kotrienler, vaskiiler gegirgenligi artirarak mukus yapimini uyaran
ve bronkospazma neden olan ajanlardir (67). Zafirlukast, montelukast ve pranlukast
gibi l0kotrien reseptdr antagonistleri etkilerini sisteinil 16kotrien reseptorlerini bloke
ederler. Bes yas altindaki ¢ocuklarda viral enfeksiyonlarla tetiklenen hisilti
ataklarinda, hafif persistan astimi olanlarda kullanilabilinir. Tek basina inhale
kortikosteroid tedavisi alan ve yeterli kontrol diizeyi saglanamayan hastalarin

tedavisine ‘ek tedavi’ olarak verilebilir (68).

c. Uzun etkili beta-2 agonistler

Giiglii bronkodilatasyon yapan salmeterol, formoterol uzun etkili beta 2
agonistlerdir. Bronkodilatator etkileri yani sira mast hiicreleri ile bazofillerden
mediatdr salintmini Onlerler, damar gegirgenligini azaltirlar ve antiinflamatuar
etkileri vardir. Ayrica brons diiz kas hiicre proliferesyonunu azaltir, anjiyogenezi
azaltir, silia hareketlerini artirirlar. Ancak bu etkileri zayif olup tek basina
kullanilmadiklari i¢in astimi yeteri kadar kontrol altina alinamamis ¢ocuklarda orta

doz inhale steroid tedavisine ek olarak kullanilir (69).

d. Kromonlar

Kronik astim tedavisinde kullanilan, ayn1 ozellikte fakat farkli iki yapiya
sahip ilaglardir. Akcigerlerden hizla absorbe olurlar ve ¢ok giivenlidirler. Inflamatuar
hiicre aktivasyonunu, mediatér salinimini, allerjen ile indiiklenen erken ve ge¢ faz
bronkokonstriiksiyonu inhibe eder ve hava yolu hiperreaktivitesini azaltirlar. Ancak
son yillarda yapilan metaanaliz ¢alismalarinda plasebodan fazla bir tstiinliiklerinin
olmadig1 gosterilmistir (1). Sodyum kromoglikatin neden oldugu en &nemli yan
etkiler Oksiiriikk, bogazda tahrig ve bronkokonstriksiyon iken; sodyum kromoglikat

basagrist ve bulantiya neden olur (70).
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e. Metilksantinler

Teofilin, hafif anti-inflamatuar etkisi olan ve bronkodilatator olarak kullanilan
bir metilksantindir. Ozellikle noktiirnal semptomlarda ve solunum fonksiyonlarda
diizelme saglamakla birlikte brons hiperreaktivitesinde etkisi yoktur. Karacigerde
metabolize oldugundan teofilinin serum diizeyleri, bu ilacin kullanimini etkileyen
yas, diyet, hastaligin evresi ve ila¢ etkilesimleri gibi pek ¢ok faktor tarafindan
etkilenmektedir. Bunun yaninda teofilinin bulanti, kusma, tasikardi, aritmi, bas

agrist, konviilsiyon gibi doza bagli yan etkileri sik goriilmeltedir (71).

f. Anti IgE tedavisi (omalizumab)

Insan serumlarindan elde edilen ve IgE’nin Fc béliimiine baglanma 6zelligi
olan monoklonal antikordur. Anti IgE (omalizumab) 12 yas iizeri aeroallerjenlere
pozitif deri testine sahip agir persistan astimli hastalarda ve semptomlar1 diizenli
tedaviye ragmen diizelmeyen hastalarda diisiiniilmelidir. Anti IgE tedavisinin

kullanilmasi i¢in yiiksek serum IgE diizeyi olmasi gerekir (72).
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2.6. LEFLUNOMID

Leflunomid, izoksazol tiirevi, immunmodiilator, hastalik modifiye edici
antiromatizmal bir ilagtir. Leflunomid pirimidin sentezinde hiz sinirlayici bir
mitokondriyal enzim olan dihidroorotat dehidrojenaz (DHODH) ve tirozin kinaz
inhibisyonu yaparak etki gosterir.

2.6.1. Yapisi

Kimyasal acilimi;5-methyl-N-[4-(trifluoromethyl)phenyl]-1,2-oxazole-4
carboxamide (71) (Sekil 4)

Kimyasal formiilii; C12HI9F3N202

Leflunomid bir 6n ilagtir. Plazma ve karacigerde aktif metaboliti A77 1726 (3

siyano-3-hidroksi-N-[4-triflorometilfenil] crotonamid)’e doniistir.

F
F
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Sekil 4. Leflunomidin kimyasal yapisi (73)
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2.6.2 Leflunomidin ozellikleri

Leflunomide antiinflamatuar, antiproliferatif, immiinsupresif bir ajandir. ilk
kez 1980'li yillarda hastalik modifiye edici ilag¢ 6zelligi artrit ve otoimmiinite iliskili
hayvan modellerinde gosterilmistir. Sicanlarda adjuvan artriti inhibe etmis ve
mitojenle indiiklenmis lenfositlerin proliferasyonunu diizeltmistir. Leflunomid 1998
yilinda romatoid artrit tedavisinde 2004 yilinda psoriatik artrit tedavisinde Food and

Drug Administration (FDA) tarafindan onaylanan bir ilagtir (74).

2.6.3 Leflunomid ve immiimmodiilator Etkileri

Antiproliferatif etkisini, aktive lenfositlerde proliferasyon i¢in gerekli
riboniikleotid iiridin monofosfat ve diger hiicre siklusunda G1 fazindan S fazina
gecis icin gerekli de novo pirimidin niikletoidlerin sentezini inhibe ederek
gostermektedir. A771726 aktif metabolit olarak, de novo pirimidin sentezinde go-
revli dihidroorotat dehidrogenaz enzimini inhibe etmektedir. Bu enzimin
inhibisyonu, riboniikleotid iiridin monofosfat azalmasi, DNA ve RNA sentezinde
diisiis, T hiicre proliferasyonunun inhibe olup G1 fazinda hiicre ¢ogalmasinda durma
meydana getirmektedir. Aktif metabolit ayn1 zamanda protein kinaz aktivitesini
inhibe ederek, T hiicre bagimli B hiicre olusumu, dolayisiyla IgA veya IgA antikor
sentezini de baskilamaktadir (75, 76). Leflunomidin T hiicre agregasyonunu saglayan
CDA43 sinyal yolunu da inhibe ettigi bilinmektedir (77). Xiulong ve arkadaslarinin
yaptigi ¢alismada leflunomidin PDGF tirozin kinaz reseptor aktivitesini EGF tirozin
kinaz reseptor aktivitesinden daha ¢ok inhibe ettigi saptanmig (78). Nair ve
arkadasalarinin yaptigi caligmada da {ridin biyosentezinin engellenmesi ile
leflunomidin lenfositler ve diiz kas hiicreleri tlizerine antiproliferatif etki ettigi
goriilmiis, vaskiiler greftlerin kronik rejeksiyonlarda kullanibilecegi diistiniilmiis

(79).
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2.6.4 Leflunomid ve Antiinflamatuar Etkileri

Leflunomidin bir diger 6nemli etkisi de NF-kB aktivasyonunu ve NF-
kBbagimli gen ekspresyonunu inhibe etmesidir. NF-kB; tiimoér nekroz faktor-ao
(TNF-a), interlokin- 6 (IL-6), ve nitrik oksid sentaz (iINOS) gibi inflamatuvar
mediatorlerin gen ekspresyon regiilasyonundan sorumludur. Leflunomid bagta TNF
olmak iizere, forbol esteri, okadaik asit, seramid, ROU ve H202 ile iliskili NF-xB
aktivasyonunu inhibe eder (80, 81). Imose ve arkadaslar1 concanavalin A ile
farelerde hepatit olusturduklari deneysel ¢alismada leflunomidin NF-xB inhibisyonu
araciligiyla plazma TNF-a, interferon gama (IFN-y) ve interlokin 2 (IL-2)
diizeylerinde azalmaya neden oldugunu saptamislardir (82). Manna ve arkadaslarinin
yaptig1 ¢alismada leflunomidin TNF’e bagli ROU iiretimini, lipid peroksidasyonunu,
TNF tarafindan indiiklenen sitotoksisiteyi ve kaspaz aktivasyonunu engelledigi
saptanmistir. Manna leflunomidin NF-kB ve TNF iligkili gesitli hiicresel yanitlart
baskilamasi nedeniyle karaciger ve kardiyovaskiiler hastaliklara karsi koruyucu etkisi
olabileceginibelirtmistir (83). Yao ve arkadaslarinin c¢alismasinda ratlarda
karbontetraklorid veya immiinolojik yolla olusturulan karaciger
hasarindaleflunomidin proinflamatuar sitokin diizeyinde azalma, malondialdehid ve
nitrikoksit diizeylerinde azalma ve antioksidan aktivitede artisa yol actigi
saptanmigtir(84). Karaman ve arkadaslar1 leflunomidin NF-xB inhibisyonu yaparak
proinflamatuar ~ sitokinlerin ~ 6zellikle TNF  salimmin1  engelleyip  biliyer
obstriiksiyonlu ratlarda karaciger hasarini iyilestirdigini saptamiglardir (85). Wei-min
You ve arkadaslarini streptozosin ile bobrek hasari yaptiklart diabetik ratlarda NF-xb
ve TNF inhibisyonu ile leflunomidin renal koruyucu etki yaptigini saptamislar (86).
Hirotada ve arkadaslarinin yaptig1 bir calismada leflunomidin STAT6 inhibisyonu ile
IL-4 ve IL-13 diizeyini azalttig1 saptanmig(87). Leflunomidin STAT6 fosforilasyonu
azaltip IL-4 sinyal iletim yolunu bloke eden bir immiinsiipresif bir ila¢ oldugu
bilinmektedir (88). Jarman ve arkadaslari ovalbumin ile duyarlastilmis farelerde
deride asir1 duyarlilik reaksiyonu olusturmuglar ve leflunomidin etkilerine
degerlendirmisler. Kontrol grubu ile leflunomid tedavisi verilen fareler
kiyaslandiginda total IgE diizeylerinin azaldig1 ve IL-4, IL-5 sekresyonunun azaldigi
saptanmis (89).
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2.6.3 Farmakokinetik ozellikleri:

a) Absorbsiyon: Leflunomid oral biyoyararlanimi % 80 olup, aktif metaboliti
oral uygulamadan 6-12 saat sonra tepe plazma seviyesine ulasir. Leflunomid, tokluk

ve aglik durumlarindaki absorbsiyon derecesi benzerdir (74).

b) Dagilim: A771726 ylksek oranda albliimine baglanir. A771726’nin
baglanmamis fraksiyonu yaklasik %0.62°dir. A771726’nmin yliksek proteine

baglanma oranina bagli olarak goriintirdeki dagilim hacmi diistiktiir (74).

c) Metabolizma: Leflunomid, bir primer (A771726) ve TFMA (4-
trifluorometilalanin) dahil olmak iizere bircok mindr metabolite doniisiir.
Leflunomidin A771726’ya metabolik transformasyonu ve bunu izleyen A771726
metabolizmasi tek bir enzimle kontrol edilmemektedir ve mikrozomal ve sitozolik
hiicresel fraksiyonlarda olustugu gosterilmistir. Simetidin (non-spesifik sitokrom
p450 inhibitorii) ve rifampisin (non-spesifik sitokrom p450 indiikleyicisi) ile yapilan
etkilesim aragtirmalari in vivo CYP enzimlerinin leflunomid metabolizmasiyla ancak

kiigilik bir oranda iliskili oldugunu gostermektedir (90).

d) Eliminasyon: A771726’nin eliminasyonu yavas ve goriiniirdeki Klirensin
yaklasik 31 mL/saat olmasiyla karakterizedir. Hastalardaki eliminasyon yari1 omrii
yaklasik 2 haftadir. Radyoaktif isaretli leflunomid dozunun uygulanmasindan sonra,
radyoaktivite muhtemelen biliyer eliminasyonla feces ve idrarla esit olarak atilmistir.
Insanlarda, oral siispansiyon formunda aktive komiir tozu veya kolestiramin
uygulamasinin, A771726 eliminasyon hizinda hizli ve anlaml bir artisa ve plazma
konsantrasyonlarinda diisise yol actifi gosterilmistir. Bobrek yetmezligi olan
hastalarda farmakokinetik parametreler saglikli gonillillerdeki degerlerle uyumlu
bulunmustur. Karaciger bozuklugu olan hastalardaki tedaviye iliskin veri
bulunmamaktadir. 18 yasin altindaki bireylerde ve yashilarda (>65) farmakokinetik

veriler sinirhdir, ancak geng erigkinlerdeki farmakokinetik ile uyumludur (90).
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2.6.4 Kullanim endikasyonlar1

Leflunomid kullanimi 1998 yilinda romatoid artrit tedavisinde 2004 yilinda
psoriatik artrit tedavisinde FDAtarafindan onaylanmustir (74). Leflunomid aktif
romatoid artrit ve psoryatik artritli hastalarda MTX veya salozoprinin yeterli doz ve
siirede kullanilmasina ragmen etki elde edilemeyen erigkin hastalarin tedavisinde
“hastalik modifiye edici antiromatizmal ilag” (DMARD) olarak; belirti ve
semptomlarin azaltilmasinda, radyolojik erozyonlar ve eklem araligi daralmasiyla

belirgin yapisal hasarininhibisyonunda ve fiziksel fonksiyonlarinin diizeltilmesinde
endikedir (74).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Deney hayvanlar:

Deney i¢in 6-8 haftalik 20-40 gr agirligindaki 28 adet ad libitum olarak
beslenen BALB/c fare kullanildi (Resim 1). Calisma icin kullanilan fareler
Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi Multidisipliner Deney Hayvanlar
Laboratuarindan temin edildi. Fareler klimali odalarda 12 saat aydinlik, 12 saat
karanlik ortamda 6nceden dezenfekte edilmis plastik tabanli, zemine talas serili metal
korumal: fare kafeslerinde muhafaza edildi. Bu ¢alisma icin Pamukkale Universitesi
Deney Hayvanlar Etik Kurulu’ndan PAUHDEK-2014/035 nolu etik kurul onay1

almmustir.

Resim 1. Calismada kullanilan BALB/c fareler
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3.2. Calisma Gruplari:

Calismaya dahil edilen 28 adet BALB/c fare her grupta 7 fare olacak sekilde
4 gruba ayrildi.

Grup 1 (n=7): Herhangi bir tedavi verilmeyen kontrol grubu

Grup 2 (n=7): Astim modeli olusturularak salin uygulanan plasebo grubu

Grup 3 (n=7): Astim modeli olusturularak leflunomid uygulanan grup

Grup 4 (n=7): Astim modeli olusturularak deksametazon uygulanan grup

3.3. Kronik astim modelinin olusturulmasi

Temelkovski ve arkadaslar1 tarafindan tanimlanan kronik asttm modeli
kullanild1 (91). Kontrol grubu (Grup 1) disindaki diger tiim fareler 14 giin ara ile iki
kez 10ug intraperitoneal tavuk yumurta ovalbumin (OVA; Grade V, Sigma, St Louis,
MO, USA) uygulanarak duyarlilastirildi. Kontrol grubundaki farelere ayni yol ve
miktarda salin soliisyonu uygulandi. Duyarlilastirilan farelere son immunizasyondan
7 glin sonra (21. giinde) baslamak iizere, giinde 1saat siire ile haftanin ii¢ giinii, 8
hafta boyunca steril salin i¢gindeki %2.5’lik ovalbumin soliisyonundan olusan aerol
inhale ettirildi. Inhalasyon uygulamalari, jet nebiilizator ile bagl 42x24x17 cm
ebatlarindaki cam odacigin icine fareler gruplar halinde koyularak biitiin viicut
inhalasyon sistemi ile yapildi. Bu nebiilizator sistemi ile verilen aerosol <4pm
capinda >%80 partikiil ayrismasina olanak sagladi. Partikiil konsantrasyonu 10-
20mg/m3 idi. Kontrol grubundaki farelere de ayni sistem ile salin inhalasyonu

yaptirildi (91, 92). Sekil 5’de kronik astim modeli olugturma protokolii verildi.
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Grler 0 14 20235 B3 BHH 42446 495153 565860 036567 707274

Intraperitoneal Nebulize OVA
ova (21. giinden baslayarak 74. giine dek, 8 hafta boyunca, haftada 3 giin)
(0. ve 14 giinler)

Sekil 5. Kronik astim modeli olusturma protokolii

3.4. Calisma ilaclarinin verilmesi:

Ovalbumin inhalasyonunun son haftasinda plasebo grubundaki farelere salin,
grup IIl’teki farelere leflunomid (Arava /Turkiye) 30 mg/kg/giin, Grup IV’deki
farelere deksametazon 1 mg/kg/giin, intraperitoneal yol ile ardi ardina 5 giin

uygulandi.
3.5. Hayvan yasamini sonlandirma zamani ve yontemi
Fareler son tedavinin uygulanmasindan 24 saat sonra 35 mg/kg ketamin ve

5mg/kg ksilazinin intraperitoneal olarak verilmesi ile sakrifiye edildi. Caligmada

sakifiye edilen BALB/c fareler Resim 2’de verilmistir.
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Resim 2. Sakifiye edilen BALB/c fareler

3.6. Histolojik incelemeler

3.6.1. Isik Mikroskobik Doku Takip Protokolii

%10’luk  formaldehit 1ile tespit edilen doku Ornekleri, fiksatiflerin
uzaklastirilmas1 amaciyla 1 gece akarsu altinda yikandiktan sonra dehidratasyon
amaciyla 20°ser dakika %70’den %95’e artan etil alkol serilerinden gegcirildi.
Ardindan 20’ser dakika 4 degisim aseton solusyonlarindan gecirildikten sonra 2
degisim 30’ar dakika ksilolde tutuldu. 60°C’lik etiiv igerisinde 2 degisim parafin
uygulanip 1’er saat parafin ile immersiyonu saglandiktan sonar dokular parafin
bloklar igerisine gémiildii (Tablo 2). Parafin bloklardan inceleme yapmak amaciyla

mikrotom araciligi ile Spm’lik kesitler alind1.
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Tablo 2: Isik Mikroskobik Doku Takip Protokolii

Islem Madde Siire
Tespit %10 formalin, 24 saat-48 saat
Fiksatifin uzaklastiritlmas1 | Akar su 1 gece
Dehidratasyon % 70 etil alkol 20 dk
% 80 etil alkol 20 dk
% 95 etil alkol 20 dk
Aseton (4 degisim) 20 dk
Seffaflastirma Ksilol 30 dk
Ksilol 30 dk
Emdirme %60 C etiiv Parafin 1 saat
Parafin 1 saat
GOomme Parafin

3.6.2. Hematoksilen-Eozin Boyama Metodu

Mikrotom araciligi ile alinan Sp’luk parafin kesitler deparafinizasyon islemi
icin 1 gece 60°C’lik etiivde birakildiktan sonra, 20’ar dakika ii¢ degisim e tabi
tutuldu. Ardindan dehidratasyon islemi igin %95’den %70’e azalan alkol serilerinden
gecirilen kesitler 10 dakika akarsu altinda yikandi. 10 dakika hematoksilen
boyamanin ardindan, boyanin fazlasinin dokudan uzaklastirilmas: i¢in 10 dakika
akarsuda yikanan kesitler, 2 dakika eozin boyasi ile boyandi. Ardindan sirasiyla %80
ve %95°1ik alkol serilerinden gecirilip havada kurutulan kesitler seffaflastirma
amactyla 30’ar dakika iki degisim de tutulduktan sonra entellan ile kapatild1 (Tablo
3). HE ile boyanan akciger doku 6rneklerinin genel histolojik 6zellikleri incelendi.

Her denege ait preparatlardan yaklasik ayni1 ¢apta 3’er bronsun 4'er alaninda epitel

kalinlig1 ve subepitelial diiz kas kalinlig 6l¢iildii.
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Tablo 3: Hematoksilen-Eozin boyama metodu

Islem Madde Siire
Deparafinizasyon 60°C etiivde 1 gece
Deparafinizasyon (3 degisim) 20 dk
Dehidratasyon % 95 alkol Yikama
% 80 alkol Yikama
% 70 alkol Yikama
Yikama Akar su 10 dk
Boyama Hematoksilen 10 dk
Yikama Akar su 10 dk
Boyama Eosin 2 dk
Yikama Akar su 5 dk
% 80 alkol 1 yikama
% 95 alkol 1 yikama
Seffaflagtirma (3 degisim) 20 dk
Kapama Entellan

3.6.3. Periodik asid-schiff Boyamasi (PAS)

Alinan parafin kesitler deparafinizasyon islemi i¢in 1 gece 60°C’lik etlivde
birakildi. Ardindan ilki 1 saat (etlivde) diger ikisi 30’ar dakikalik {i¢ farkli ksilene
tabi tutuldu. Daha sonra rehidratasyon islemi ig¢in 2 degisim absolii alkol ve
%96’dan  %70’e azalan alkol serilerinden gegirildi, kesitler distile su ile
calkalandiktan sonra 3-5 dakika peryodik asit ile boyandi. Boyamanin ardindan,
boyanin fazlasinin dokudan uzaklastirilmas: i¢in 1-2 dakika akarsuda yikanan
kesitler, 20-25 dakika schiff boyasi ile boyandi. Boyamadan sonra 5 dk akarsuda
tutuldu. Daha sonra dehidratasyon islemi i¢in sirasiyla %70, %80, %96 ve 2 seri
Absolii alkol serilerinden gecirilen kesitler seffaflastirma amaciyla 20’ser dakika {i¢
degisim ksilende tutulduktan sonra entellan ile kapatildi (Tablo 4). PAS ile boyanan
kesitlerde goblet hiicreleri sayildi.
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Tablo 4: PAS boyama metodu

Islem Madde Siire
Deparafinizasyon 60°C Etiivde 1 Gece
Deparafinizasyon 1 (Etlivde) 1 Saat
Deparafinizasyon 2-3 (Oda Isisinda) 30 Dakika
Rehidratasyon %100-100-96-80-70’lik Alkol | Calkalama
Yikama Distile Su 10 Dakika
Boyama Periodik Asit 3-5 Dakika
Yikama Akarsu 1 Dakika
Boyama Schiff 20-25 Dakika
Yikama Akar su 1-2 Dakika
Boyama Hematoksilen 2 Dakika
Yikama Akarsu 5 Dakika
Dehidratasyon % 60-70-80-96-100’liikk Alkol | Calkalama
Seffaflastirma Ksilen 1-2-3 20’ser Dakika
Kapama Entellan

3.6.4. Toluidin Blue Boyasi

Deparafinize edilen doku kesitleri

bekletildi.Ardindan ksilen

serilerinden gecirilip entellan

mikroskobu ile mast hiicre sayis1 degerlendirildi.

3.6.5. Isik mikroskobik degerlendirme

30 dk toludini blue boyasinda

ile kapatildi. Isik

Preparatlarin fotograflari Olympus DP71 model (Olympus Optical, Tokyo,

Japan) kamera ile cekildi ve DP70 model mikroskop (Olympus Optical, Tokyo,

Japan) ile degerlendirildi. Olgiimler bilgisayar destekli UTHSCSA Image Tool for

Windows Version 3.00 software ile yapildi.

HE ile boyanan akciger doku Orneklerinin genel histolojik 0Ozellikleri

incelendi.Her denege ait preparatlardan yaklasik ayni ¢capta 3er bronsun 4'er alaninda

epitel kalinlig1 ve subepitelial diiz kas kalinlig1 6l¢iildii ve ortalamalar1 alinda.
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Toluidin boyamasinda her denekten alinan kesitlerde ortalama 10 ar alanda
toplam 16.400 pm® olacak sekilde Mast hiicre sayisi sayildi ve ortalamasi
alindi.Goblet hiicre sayiminda ise her denekte ayri ayr1 100 um uzunluga diisen

pozitif hiicre sayis1 sayilarak ortalamasi alindi.
3.7. Akciger Dokusunda IL-4 ve IL-5 Ol¢iimii

Sakrifiye edilen farelerin sag akciger iist lobu 2 mL’lik mikrosantrifiij tiipiine
alindi ve oda 1sis1 ile temas etmeden -80°C’da calisma giiniine kadar saklandi.
Calisma giinii -80 °C’dan ¢ikarilan dokular +4°C de ¢oziildii. Daha sonra buz tizerine
alan orneklerden 60-80 mg’lik parca dnceden sogutulmus i¢inde 5 mm capinda
paslanmaz ¢elik boncuk ve 1:7 oraninda fosfat tampon (pH: 7.2) olan tiipe alind1 ve
homojenat elde edildi. Elde edilen homojenat +4°C de 5000 g de 10 dakika santrifiij
edildi. Santrifiij sonrasi elde edilen supernatanlardan IL-4 ve IL-5 duzeyleri iiretici
firmanin Onerileri dogrultusunda ELISA yontemiyle calisildi (RayBio Mouse IL-4
Kit, RayBio Mouse IL-5 Kit). ELISA plaklar1 450 nm’de spektrofotometrik olarak
degerlendirildi (BioTek Synergy HT, USA). Ayrica farelerin serumlarindan da 1L-4
ve IL-5 diizeyleri ayn1 yontemle es zamanli olgiildi (RayBio Mouse IL-4 Kit,
RayBio Mouse IL-5 Kit). .

3.8. Verilerin istatistiksel Analizi

Calisma siirecinde elde edilen verilerin istatistiksel analizleri SPSS
(Statistical Package for Social Sciences) 15.0 bilgisayar paket programinda yapildu.
Degerlendirmede ortalama, ve standart sapmalar belirlendi. 1L-4 ve IL- 5
Olciimlerinde ve gruplar arasi histolojik farkliliklarin ¢oklu grup ortalamalarinin
karsilastirilmasinda Kruskal-Wallis, ikili grup ortalamalarinin karsilastirilmasinda
Mann-Whitney U testleri kullanildi. Tiim sonuglarda  p<0.05 olan degerler

istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

Her grupta 7 fare olmak lizere 28 fare ile ¢alisma tamamlandi. Kontrol grubu (Grup
1), plasebo grubu (Grup I1), leflunomid grubu (Grup I11) ve deksametazon uygulanan
grup (Grup V) olarak ayrildi. Her grubun diiz kas kalinligi, epitel yiiksekligi, mast

ve goblet hiicre sayilarini iceren histolojik veriler Tablo 5’de verilmistir.

Tablo 5: Tiim gruplarin histolojik parametreleri

Kontrol Plasebo Leflunomid Deksametazon
(Grup 1) (Grup 1) (Grup 1) (Grup 1)
(Ort+SD) (Ort+£SD) (Ort+SD) (Ort£SD)

Epitel 17,35+4,39 37,92+9,08 28,01+9,56 23,30+5,21
yiiksekligi
(um)

Goblet hiicre 0,67+0,76 4,17+3,14 2,20+1,46 1,42+1,30
sayisi /100
pm

Kontrol grubu (Grup I) ile astim modeli olusturulup plasebo olarak salin
uygulanan grubun (Grup II) histolojik verileri karsilastirildiginda; plasebo grubunda
diiz kas ve epitel kalinliklarinin, mast ve goblet hiicre sayilarinin istatistiksel olarak
anlamli gekilde artmis oldugu gosterildi. Bu sonuglar astim modelinin ¢alisma
grubundaki farelerde basar1 ile olusturuldugunu gostermistir. Her iki grubun
karsilastirilan parametreleri (ortalama + standart hata) ve p degerleri Tablo 6°da

gosterilmistir.



Tablo 6: Kontrol grubu ile plasebo grubunun histolojik verilerinin karsilastirilmasi

Kontrol Plasebo P
(Grup 1) (Grup 1)
(Ort+SD) (Ort+SD)

Epitel yiiksekligi 17,35+4,39 37,92+9,08 0,000
(nm)

Goblet hiicre sayisi 0,67+0,76 4,17+3,14 0,000
/100 pm

Plasebo grubu (Grup 1) ile leflunomid grubunun (Grup 1) histolojik verileri
karsilastirildiginda ise, leflunomid uygulanan grupta diiz kas (p: 0,005) ve epitel
yiiksekliginin (0,003), mast (p: 0,019) ve goblet hiicre sayisinin (p: 0,005) anlamli
olarak azalmis oldugu gosterildi. Her iki grubun Kkarsilastirilan parametreleri

(ortalama, + standart hata) ve p degerleri Tablo 7°de gosterilmistir.

Tablo 7: Plasebo grubu ile leflunomid grubunun histolojik verilerinin

karsilastirilmasi
Plasebo Leflunomid P
(Grup ) (Grup )
(Ort£SD) (Ort£SD)

Epitel yiiksekligi 37,92+9,08 28,01+9,56 0,003
(nm)

Goblet hiicre 417+3,14 2,20+1,46 0,005
sayis1 /100 pm
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Plasebo grubu (Grup II) ile deksametazon grubunun (Grup IV) histolojik
verileri karsilagtirildiginda ise, deksametazon uygulamasimin diiz kas (p: 0.000) ve
epitel yiiksekliginin (p: 0.000), mast (p: 0.003) ve goblet hiicre sayisinin (p: 0.000)
anlamli olarak azaltmis oldugu gosterildi. Her iki grubun karsilagtirilan parametreleri

(ortalama, + standart hata) ve p degerleri Tablo 8’da gosterilmistir.

Tablo 8: Plasebo grubu ile deksametazon grubunun histolojik verilerinin

karsilastirilmasi
Plasebo Deksametazon P
(Grup ) (Grup 1)
(Ort£SD) (Ort+SD)
Epitel yiiksekligi 37,92+9,08 23,30+5,21 0,000
(jum)
Goblet hiicre 4,17+3,14 1,42+1,30 0,000
sayisi /100 pm

Leflunomid grubu (Grup 111) ile deksametazon grubunun (Grup V) histolojik
verileri karsilagtirildiginda ise; iki grup arasinda diiz kas kalinligi (p: 0.725), epitel
yiksekligi (p:0.442), mast hiicre sayist (p: 0.053) ve goblet hiicre sayis1 (p: 0.067)
acisindan anlamli farklilik saptanmadi. Her iki grubun karsilastirilan parametreleri

(ortalama, = standart hata) ve p degerleri Tablo 9°da gosterilmistir.



Tablo 9: Deksametazon grubu ile leflunomid grubunun histolojik verilerinin

karsilastirilmast
Leflunomid Deksametazon P
(Grup 1) (Grup 1)
(Ort+SD) (Ort£SD)
Epitel yiiksekligi 28,01+9,56 23,30+5,21 0,442
(nm)
Goblet hiicre 2,20+1,46 1,42+1,30 0,067

sayis1 /100 pm

Tim gruplarin 151k mikroskopik goriiniimleri asagida verilmistir (Resim 3-

18). Isik mikroskopik c¢aligmalarda kontrol grubunda histolojik bulgular normal

saptanmigtir (Resim 3-6).

Resim 3: Kontrol grubuna ait akciger kesiti (HE boyamasi). Normal akciger
parenkimi ve hava yollar1 gézlenmekte (Alv: Alveol, b: Bronsiol). Scale bar: 500

pm.
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Resim 4: Kontrol grubuna ait akciger kesiti (HE boyamasi). Epitel boyunun ve
subepitel kalinliginin normal oldugu gozlenmekte. (Cift yonlii ok: Epitel kalinligi,
sar1 ok: Subepitel kalinlig). Scale bar 200 pm.

Resim 5: Kontrol grubuna ait akciger kesiti (PAS boyamasi). Epitelde PAS pozitif

goblet hiicresi artis1 gozlenmemekte. Scale bar:50 pm.
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Resim 6: Kontrol grubuna ait akciger kesiti (Toluidin blue boyamasi). Akciger

parenkimasinda mast hiicresi artis1 gézlenmemekte. Scale bar 200 pm.

Isik mikroskopik ¢alismalarda plasebo grubuna ait histolojik bulgular resim

7-10’da gosterilmisitr.

Resim 7: Plasebo (Astim) grubuna ait akciger kesiti (HE boyamasi). Solunum
yollar1 epitelinin diizensiz oldugu, akciger parankimasinin inflamatuvar hiicreler

icerdigi (*) gozlenmekte. (Alv:Alveol, b:Bronsiol). Scale bar 500 um.
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Resim 8: Plasebo (Astim) grubuna ait Akciger kesiti (HE boyamasi). Epitel
boyunun ve subepitel kalinliginin artmis oldugu gozlenmekte. (Cift yonlii ok: Epitel
kalinligy, sar1 ok: Subepitel kalinligi, Scale bar 200 um).

Resim 9: Plasebo (Astim) grubuna ait akciger kesiti (PAS boyamasi). Epitelde
artmis PAS pozitif goblet hiicreleri ve pas pozitif materyal gozlenmekte. (ok: PAS
pozitif gobleT hiicresi, Scale bar:50 um).
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Resim 10: Plasebo (Astim) grubuna ait Akciger kesiti (Toluidin blue boyamasi).
Akciger parenkimasinda artmis mast hiicreleri gézlenmekte (sar1 ok). Scale bar , 200-

50 pm.

Isik mikroskopik c¢aligmalarda leflunomid grubuna ait histolojik bulgular

resim 11-14’de gosterilmisitr.

Resim 11: Leflunomid grubuna ait Akciger kesiti (HE boyamasi). Diizensiz hava
yollar1 ve akciger parankimi ile inflamasyonun azaldig1 gozlenmekte (Alv: Alveol, b:

Bronsiol, *:Inflamasyon). Scale bar: 500 pm.
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Resim 12: Leflunomid grubuna ait akciger kesiti (HE boyamasi). Epitel
boyunun ve subepitel kalinliginin astim grubuna gore azaldigi gozlenmekte. (Cift

yonlii ok: Epitel kalinligi, ok: Subepitel kalinlig1) Scale bar 200 um.

Resim 13: Leflunomid grubuna ait akciger kesiti (PAS boyamasi). Epitelde PAS
pozitif goblet hiicrelerinin astim grubuna gore azaldigir gozlenmekte. (oklar: PAS

pozitif goblet hiicresi, Scale bar:50 pm).
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Resim 14: Leflunomid grubuna ait akciger Kesiti (Toluidin blue boyamasi).
Akciger parenkimasinda mast hiicrelerinin astim grubuna gore azaldig1 gézlenmekte.

Scale bar 200, 50 um.

Isik mikroskopik ¢alismalarda deksametazon grubuna ait histolojik bulgular

resim 15-18’de gosterilmisitr.

Resim 15: Deksametazon grubuna ait akciger kesiti (HE boyamasi). Normale
yakin akciger parenkimi ve hava yollar1 gozlenmekte (Alv: Alveol, b: Bronsiol, Scale

bar: 500 um)
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Resim 16: Deksametazon grubuna ait akciger kesiti (HE boyamasi). Epitel
boyunun ve subepitel kalinliginin azalmis oldugu gézlenmekte. (Cift yonlii ok: Epitel

kalinlig1, sar1 ok: Subepitel kalinligi, Scale bar 200 pm).

Resim 17: Deksametazon grubuna ait Akciger kesiti (PAS boyamasi). Epitelde
az sayida PAS pozitif goblet hiicreleri ve pas pozitif materyal gozlenmekte. (ok: PAS
pozitif goblet hiicresi, Scale bar:50 pm).
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Resim 18: Steroid grubuna ait Akciger kesiti (Toluidin blue boyamasi). Akciger

dokusunda intraepitelial az sayida mast hiicresi gozlenmekte. Scale bar 50 pm.

Akciger dokusundan bakilan IL-4 diizeyi, asium grubunda kontrol grubuna
gore anlamli olarak yiiksek saptanmistir (p=0.03) (Sekil 6). Yine akciger dokusundan
bakilan IL-5 diizeyi, astim grubunda kontrol grubuna gore anlamli olarak yiiksek
saptanmistir (p=0.03) (Sekil 7). Leflunomid ve dekzametazon gruplari arasinda ise
IL-4 ve IL-5 diizeyi agisindan bir farklilik saptanamamustir. Farelerin serumunda

bakilan interlokin 4 ve 5 diizeyleri arasinda fark bulunamamagtir.

3,3
3,2

2,9
2,8
2,7
2,6
2,5
2,4

KONTROL ASTIM LEFLUNOMID DEKSAMETAZON

® IL-4 DOKU KONSANTRASYONU (pg/ml) ®

Sekil 6: Gruplar arasindaki doku IL-4 diizeyleri (pg/ml)
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KONTROL ASTIM LEFLUNOMID DEKSAMETAZON

® IL-5 DOKU KONSANTRASYONU (pg/ml) ®

Sekil 7: Gruplar arasindaki doku IL-5 diizeyleri (pg/ml)
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5. TARTISMA

Astim patogenezinde T lenfositler, eozinofiller, mast hiicreleri gibi birgok hiicrenin
rol aldigi geri doniisimli havayolu obstriiksiyonu ile karakterize havayollariin
kronik enflamatuvar bir hastaligidir (1). Enflamasyon astim patogenezinde onemli
bir rol oynamaktadir. Akciger dokusundaki enflamasyonun heniiz astim semptomlari
goriilmeden basladig1 ve hastaligin asemptomatik donemlerinde de devam ettigi ve
astim ile iliskili morbiditeyi etkiledigi gosterilmistir (93, 94). Astim patogenezinde
remodeling (yeniden yapilanma) olarak adlandirilan degisiklikler goblet hiicre
hiperplazisi, bazal membranda kalinlagsma, subepitelyal fibrozis, havayolu diiz
kaslarinda hipertrofi/hiperplazi ve yeni damar olusumudur (95). Enflamasyonun
baskilanamamasi durumunda kontrol altina alinamayan astim semptomlari, sik astim
alevlenmeleri ve solunum fonksiyonlarinda ilerleyici kayip goriiliir (96). Bu nedenle
astim tedavisinin akut donemindesemptomlar diizeltilmeye calisilirken kontrol edici
ilaglarla astim iyilestirilmeye calisir (1). Steroidler ise astim tedavisinin hemen
hemen her basmaginda kullanilan ve simdiye kadar bilinen en etkili ilaglardir (97).

Steroidler, hiicre igine pasif diifiizyon yolu ile girerek alveoler ve endotelyal
hiicrelerdeki intraseliiler glukokortikoid reseptorlerine baglanip hiicre niikleusuna
girerek bazi genlerin transkripsiyonunu uyarirlar. Boylece inflamatuar hiicrelerin
aktivasyonunu ve gociinii Onlerler, bu hiicrelerden mediator salinimini baskilarlar.
Endotel hiicreleri lizerine direk etki ederek bazi sitokinlerin salinimimni azaltip
mikrovaskiiler kacagi Onlerler. Fosfolipaz A2 enzimini inhibe eden lipokortin-1
proteini sentezini stimiile ederek arisidonik asit ve PAF gibi maddelerin yapimini
Onlerler. Ayrica beta adrenerjik reseptor proteinin transkripsiyonunu artirarak
pulmoner beta adrenerjik reseptorlerin down regiilasyonu ve bdylece beta-2
agonistlere tolerans gelisimini dnlerler (98). Inhaler steroid tedavisi, hastalarda astim
semptomlarint kontrol eder, atak sikligmmi ve acil basvurularini azaltir, yasam

kalitesini, solunum fonksiyon testlerini, brons asir1 duyarliligini diizeltir (99, 100).
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Astim kontroliiniin saglanmasi tedavinin diizenli kullanilmasi ile yakindan
iligkilidir. Hastalarin uzun siireli ila¢ tedavisine uyum saglayamamasi, hastalardaki
steroid korkusu veya uyumun zaman i¢inde giderek azalmasi astim kontroliiniin
saglanamamasindaki 6nemli faktorlerdir. Tedaviye uyumun azalmasi hastalarin
yiiksek doz inhale kortikosteroid kullanmasina, ilaca bagl ciddi yan etkilerin ortaya
cikmasina ve tedavi maliyetinin artmasina neden olur. Inhale kortikosteroid dozunun
arttirtlmasi ile klinik etkinlik acisindan az bir fayda saglanirken, ilaca bagli yan
etkiler daha ¢ok artar (101). Kullanilmakta olan tedavi yontemleri basarili olmasina
ragmen, astim tedavisinde bilinen en gii¢lii antienflamatuvar ilag steroidler olmakla
birlikte, bu ilaglarin uzun siirede olusturacagi yan etkiler disiiniildigiinde alternatif
tedavilerin arastirllmasinin onemi artmaktadir. Steroidlerin sistemik ve lokal birden
¢ok yan etkisi bulunmaktadir. Biiylime gelisme geriligi, osteoporoz, iyatrojenik
cushing sendromu, hipertansiyon, 6dem, jinekomasti, hirsutizm, akne, ciltte atrofi,
strialar, yara iyilesmesinde gecikme, telenjiektaziler, myopati, kaslarda gii¢siizliik,
sekonder diabetes mellitus, enfeksiyonlara yatkinlik, mental-emosyonel degisiklikler,
katarakt, viral enfeksiyonlarda alevlenme, peptik iilser baslica yan etkileridir (64,
102, 103). Bu nedenlerden dolayr astimli hastalarda inflamasyonu baskilayan,
remodelingi engelleyen ve yan etkisi olmayan mevcut tedavilere alternatif tedavi
seceneklerine ihtiya¢ vardir ve bu ilaglarin nonsteroid yapida olmasi tercih
edilmektedir.

Farelerde olusturulan alerjik astim modelleri insan astimini oldukga iyi taklit
etmektedir. Temelskovski ve arkadaglarinin yaptigi kronik asttim modeli en sik
uygulanan ve in iyi taklit eden modellerden biridir. Calismamizda da kullanilan
BALB/c fareler ovalbumine yiiksek IgE yaniti olan hayvanlardir (91). Calismamizda
astimi1 destekleyen histolojik bulgulardan goblet hiicre hiperplazisi, diiz kas kalinligi,
mast hiicre sayis1 ve epitelyum yiiksekligi parametreleri ovaalbumin verilerek astim
modeli olusturulan fare grubunda plasebo verilen gruptan anlamli olarak yiiksek
bulunmustur (p=0.000). Bu da ¢alismamizda astim modelinin basar1 ile
olusturuldugunu desteklemistir.

Astimda simdiye kadar en etkili kontrol edici ve en giiclii antiinflamatuvar
tedavinin steroidler oldugu bilinmektedir (1). Bundan dolayr calismamizda

leflonomidin etkinligini degerlendirmek ve karsilastirmak amaciyla bir gruba daha
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once yapilan hayvan c¢aligmalarinda siklikla kullanilmis olan deksametazon verildi.
Boylelikle astim bulgular1 tizerine steroidin etkinligi deneysel ¢alismamizda da tekrar
ortaya konuldu.

Leflunomid verdigimiz grup ile deksametazon grubu karsilastirildiginda ise
yine bakilan tiim histolojik parametrelerin diizeltilmesi agisindan istatistiksel olarak
anlamli fark saptanmadi. Bu da leflunomidin steroide yakin antienflamatuvar
etkisinin olabilecegini, astim tedavisinde steroidlerin yania destek tedavi olarak
veya asttimda kullanilan diger ilaglar yerine leflunomidin kullanilabilecegini
distindiirmektedir.

Ister atopik, ister nonatopik nedenlerle olsun astimda hastaligin temelinde
yatan olay hava yollarinin kronik inflamasyonudur. Atopik astimda bilinen bir
antijen ile atopik olmayan astimda ¢evresel, mesleksel ve heniiz bilinmeyen
nedenlerle immiin yanit gelisir. Hava yolu inflamasyonundan sorumlu tutulan bu
spesifik immiin yanitin gelismesinde ilk adim antijenin CD4+ (T helper) lenfositlere
sunulmasidir (104). Inhalasyon yolu ile alinan antijen, solunum yollarinda epitel
hiicreleri arasinda bol miktarda bulunan dendritik hiicreler tarafindan fagosite edilip,
pargalanir. Antijen parcacigi dendritik hiicrelerin yilizeyinde bulunan MHC class 11
doku uyum antijeni araciligi ile CD4+ lenfositlere sunulur. Burada T lenfosit spesifik
Src ailesi tirozin kinazlar rol alir. Bu protein CD4+ ve CD8+ in sitoplazmik ucuna
baglanarak T lenfosit olgunlagmasi ve aktivasyonu saglar. Ayrica CD4+ ve CD8+ T
hiicresinin APC’lere adhezyonunu artirir (103). T lenfositler IL-4, IL-5, 1L-9, IL-13
gibi sitokinler sentezlerler. Th2 lenfositlerden salinan IL-4 ve IL-13 B lenfositleri
IgE yapimina yonlendirir. Ortamda IFN-y varliginda ise IgE yapimi baskilanir. Akut
asttim ataklarinda solunum yollarinda ve periferik kanda lenfositler aktiflesir.
Aktiflenmis T lenfositler, yiizeylerinde IL-2R (CD-25) ve sitoplazmalarinda HLA-
DR antijeni ve gec aktiflesen antijen (VLA-1) mevcuttur. Aktif Th2 lenfositleri IL-5
salgilayarak ortamda eozinofillerin artisina neden olur. Lenfosit kaynakli IL-3, IL-4
ve IL-5 bazofil ve mast hiicrelerinin farklilasmasinda etkindir (54, 63). Duyarlanmis
bu kisilerin alerjen ile tekrar karsilagmasi mast hiicrelerinin degraniilasyonuna ve
inflamatuar hiicre (eozinofil, lenfosit, nétrofil) infiltrasyonuna neden olur (104).
Mast hiicrelerinde sentezlenip sitoplazmik graniillerde depolanan histamin, triptaz

gibi mediyatorler hiicre disina ¢ikarken IgE uyarisi ile 16kotrien ve prostaglandinler
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gibi yeni mediyatorlerin sentezine neden olur. Tim bu mediyatorler go¢ eden
inflamatuar hiicrelerin degraniilasyonuna ve yeni mediyatorlerin salinmasina sebep
olur. Bunun sonucunda brons mukozasinda vazodilatasyon, 6dem, mukus sekresyonu
ve bronkospazm geliserek, hava yollariin diffiiz olarak daralmasina neden olurlar
(105).

Leflunomid DHODH inhibisyonu ve tirozin kinaz inhibisyonu ile rUMP ve
riboniikleotid iiridin trifosfat gibi pirimidin niikleotidlerin de novo aktif T lenfositler
ve hizli prolifere olan hiicreler tarafindan kullanimini engeller (74). Bu etkisi T
lenfositlerin ~ 6zellikle TH2 lenfositlerin  prolifere olmasin1  engeledigini
disiindiirmektedir. Calismamizda bu fikri destekleyecek sekilde leflunomid verilen
grupta akciger histopatolojisinde iyilesme yoniinde degisiklikler oldugu saptandi.

VEGF damar endotel hiicrelerine 6zgii homodimerik glikoprotein yapisinda
heparin baglayan biiyiime faktoriidiir (106). VEGF reseptorleri ilk olarak endotel
hiicrelerinde saptanmistir. VEGF hiicre disina salgilanarak 3 tirozin kinaz, 2
norofilin reseptoriine baglanir (107). VEGF vaskiiler gecirgenlik artigt ve astim
yeniden sekillenmesi ile ilgili giiglii bir proanjiotik faktordiir (108). Hava yolu diiz
kast remodelingde hava yolu tonusunu belirleyen en 6nemli faktorlerden biridir.
Astiml1 hastalarin hava yolu diiz kasinda hipertrofi ve hiperplazi olmakta ve bu
hiicrelerden kemokinler, sitokinler ve ekstraselluler matriks protein salgilanmasi
olmaktadir (109). Endotelyal biiyiime faktoriiniin (VEGF) hava yolu diiz kasi ile
iligkili oldugu bilinmektedir (110). Antony ve arkadaslarinin hamam bdcegi alerjen
mazuriyeti sonrasi yaptig1 calismada brons epiteli bariyer disfonksiyonu ve epitel
permeabilitesinde artis oldugunu, astimin karakteristik patolojik bulgularinin
histolojik olarak da oldugunu saptamislar. Bronkoalveoler siviya VEGF saliniminin
yiiksek diizeylerde oldugunu ve bu durumun brong epiteline alerjen girisini
kolaylastirdigin1 diisiinmiiglerdir (111). Hou ve arkadaslarinin yaptig1r calismada
proinflamatuar bir olan HMGB1 ( high-mobility group box protein 1) proteinin
ovalbiimin ile asttm modeli olusturulmus farelerde plasebo grubuna goére TGF-f1,

MMP-9 ve VEGF diizeylerinde daha ¢ok artisa neden oldugu saptanmis (112).
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Latchoumycandane ve arkadaslari leflunomidin aktif metaboliti olan A77
1726 nin stres aktive edici protein kinaz inhibisyonu araciligiyla VEGF diizeyini
azaltarak mitokondri aracilikli hepatosit hiicre 6liimiinii engelledigini saptamislardir
(113).

PDGF, epidermal biiyiime faktorii (EGF), fibroblast biiylime faktorii (FGP),
transforme edici biiylime faktorii (TGF) gibi biliyiime faktorleri de diiz kaslarda
interensek protein kinaz araciligiyla mitogenezi uyararak kasilmayi uyarici aracilarin
salmimini saglar ve hava yolu diiz kasinda hipertrofi ve hiperplaziye neden olurlar
(114).

Bahr ve arkadaslarinin ¢alismasinda Ehrlich asit solid tiimor olusturulmus
fare gruplarinda leflunomid ile tedavi sonras1 tiimdr yiikiiniin azaldigi, histopatolojik
skorlamada gerileme oldugu saptanmis. Leflunomidin serum EGF, intratiimoral EGF
ve EGFR ekspresyonunu azaltarak aktivite gosterdigini saptamiglar (115). Tang ve
arkadaglarinin yaptig1 ¢alismada kontrol grubu ile karsilastirildiginda leflunomid
bobrek dokusunda immunokompleks birikimini azaltmis ve mesangial matris
hiperplazisini azalttig1 gosterilmistir. Leflunomidin, ayn1 zamanda bobrek dokusunda
MCP-1, TGF-beta 1 ekspresyonunu inhibe edebilecegini savunmuslardir (116).
Zhang ve arkadaglarmin diyabetik ratlar iizerine yaptigi c¢alismada leflunomid
tedavisi ile transforme edici biiyiime faktori beta 1 (TGF-B1) ve diiz kas aktin
ekspresyonu inhibe edilerek hiicre dis1 matris birikimi, tiibiilointerstisyel fibrozis
inhibisyonu, epitelyal miyofibroblast transdiferansiyonun inhibisyonu saglanmistir
(117).

Bizim ¢alismamizda histolojik olarak subepitelyal kas kalinligi dl¢iilmiis ve
leflunomid verilen grupta plasebo grubuna gore anlamli olarak diisiik saptanmistir.
Bu sonug her ne kadar sitokin diizeyinde tarafimizca degerlendirilmemis olsa da
leflunomidin diiz kas hiicre hiperplazisini engelleme iizerine etkilerini indirekt olarak
gostermektedir.

Astimda histolojik degisiklikler yaninda kronik bir inflamasyon mevcuttur.
Astimda Th-2 tipi inflamasyonun 6nemli gostergesi olan IL-13 astimlilarin indiikte
balgaminda kontrolii zor olan grupta daha fazla tespit edilmistir (114). Astimlilarda
indiikte balgam siipernatanlarinda astimlilarda normal kisilerle kiyaslandiginda ECP,

IL-4, IL-5, TNF-alfa, IL-6 ve IL-12 gibi sitokinler de ¢alisilmis olup daha yiiksek
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seviyelerde oldugu belirtilmistir (118, 119). Zhu ve arkadaglarinin yaptigi caligmada
astim ataklarinda I1L4, IL5 miktarinda artis gosterilmistir (120). Agache ve
arkadaglar1 IL5 ve IL13 diizeyleri ile astim siddeti, akciger fonksiyonu, hava yolu
duyarlilig1 arasinda korelasyon oldugunu géstermislerdir (121).

Leflunomidin antiinflamatuar etkileri hiicresel diizeyde de birgok alanda
cesitli calismalarda gosterilmistir. Imose ve arkadaslar1 concanavalin A ile farelerde
hepatit olusturduklar1 deneysel ¢alismada leflunomidin NF-kB inhibisyonu
araciligiyla plazma TNF-a, interferon gama (IFN-y) ve interlokin 2 (IL-2)
diizeylerinde azalmaya neden oldugunu saptamiglardir (82). Brons diiz kas
kasilmasinda  RhoA/Rho-kinaz  yolunun upregiilasyonunun etkin  oldugu
bilinmektedir. Son zamanlarda yapilan g¢alismalar astim tedavisinde bu yolun
inhibisyonun 6nemli oldugunu disiindirmiistir (122). Bahr ve arkadaslarinin
calismasinda Ehrlich asit solid tiimor olusturulmus fare gruplarinda TNF-alfa
seviyelerinde leflunomid ile anlamli diisme oldugu gozlenmistir (115). Chiba ve
arkadaglarinin ovalbiimin ile sensitize edilmis farelerde yaptigi caligmada IL-13 ile
indiikklenen RhoA/Rho-kinaz yolunun upregiilasyonunun leflunomidin hiicre igi
posttranslasyonel sinyal molekiil blokaji ile inhibe edildigini saptamislardir (123).
Qiao ve arkadaslarmin yaptigi ¢alismada leflunomidin aktif metaboliti olan A77
1726’ nin sistemik lupus eritematozuslu hastalarda T ve B hiicre aktivasyonunu
engelledigini saptamiglar. Leflunomid IL17 iiretimi yapan double negatif T
hiicrelerini baskilar (124). Fang ve arkadaslar1 deneysel tiveit olusturulmus farelerde
leflunomid ile tedavinin etkin oldugunu saptamislardir. Leflunomid plasebo grubuna
gore IL 17 ve IFN-y serum diizeylerini anlamli olarak azaltmistir. Periferik kan ve
dalakda IL17 + T hiicrelerinin sayisinda azalma gosterilmis (125). Jarman ve
arkadaslar1 ovalbumin ile duyarlastilmis farelerde deride asir1 duyarhilik reaksiyonu
olusturmuslar ve leflunomidin etkilerini degerlendirmisler. Kontrol grubu ile
leflunomid tedavisi verilen fareler kiyaslandiginda total IgE diizeylerinin azaldig: ve
IL-4, IL-5 sekresyonunun azaldigi saptanmis (89). Eber ve arkadaslar1 kronik astim
modeli olusturulmus farelerde yaptig1 ¢aligmada leflunomidin astimda rol oynayan
ana sitokinleri inhibe ettigini ve o6zellikle 1L4, IgE ve IgG1 diizeylerinde azalma

yaptigini saptamiglardir (126).
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Bizim c¢alismamizda akciger dokusundan bakilan IL-4 ve IL-5 diizeyleri,
plasebo grubunda kontrol grubuna gore anlamli olarak ytiksek saptanmistir (p=0.03).
Bu durum kronik astim modelinin basar1 ile olusturuldugunu gostermektedir. Fakat
diger gruplar arasinda IL4 ve IL5 diizeyleri arasinda fark saptanmamistir. Bu durum
calismalar 1518inda leflunomidin verilme siiresi ve dozu ile alakali olabilecegini
diistindiirmiistiir. Yine fare serumlarinda bakilan IL4 ve IL5 diizeylerinde gruplar
arasinda farklilik saptanmamistir. Bu durum fare serumundaki sitokin diizeyinin
akciger dokusundaki sitokin diizeyini yansitmadigini diistindiirttii.

Alerjik  hastaliklarin  patogenezinde  gorevli  fosfolipid  yapisinda
proinflamatuar bir mediyatér olan PAF eozinofiller, mast hiicreleri, bazofiller,
endotel hiicreleri, nétrofiller, monositler ve makrofajlar tarafindan iiretilir. PAF,
aktive mast hiicreleri ve bazofillerden histamin salinimin1 uyarir. Histamin; H1
reseptorler iizerinden diiz kas lizerine etki ederek ve ayni zamanda vagus siniri
tarafindan  kontrol edilen refleks parasempatik  hareketleri  baglatarak
bronkokonstriiksiyona neden olur (127). Yapilan caligmalarda saglikli kisilerde
eozinofiller genellikle trombositlere baglanmazken, alerjik astimlilarda PAF ve IL-5
artisiyla eozinofillerin trombositleri aktive ettigi ve boylece trombositlere baglandigi
disiiniilmektedir (128). Trombositlerin antijen sunan hiicreler ve T lenfositlere karsi
uyar1 sinyali gelistirerek inflamatuvar yanitt devam ettirdigini gosteren calismalar
mevcuttur (129).

Leflunomid astim patogenezinde rol alan baska mediyatorler {izerine de
etkilidir. Ju ve arkadaslarinin tavsan sinovyol hiicre kiiltiirlinde yaptig1 calismada
Platelet aktive edici faktoriin DNA sentezini stimiile ettigi saptanmis, leflunomid ile
tedavi sonras1 PAF aktivasyonun inhibe oldugu, peritoneal makrofajlarda da PAF
tiretiminin azaldig1 saptanmis. Artrit tedavisinde antienflamatuar etkisinin 6nemli
oldugu saptanmis (130).

T hiicrelerinin uyarist ile B lenfositlerden asir1 miktarda IgE sentezlenmeye
baslanmasi artik kisinin sensitize olmasi ile serum total ve spesifik IgE diizeyleri
yiikselir. Alerjen ile tekrar karsilagan kiside mast hiicrelerinin degraniilasyonu ve
sonucunda eozinofil, lenfosit, nétrofil gibi inflamatuar hiicre infiltrasyonuna neden
olur. Mast hiicrelerinde sentezlenip sitoplazmik graniillerde depolanan histamin,

triptaz gibi mediyatorler hiicre disina ¢ikarken IgE wuyarisi ile Idokotrien ve
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prostaglandinler gibi yeni mediyatorler de sentez edilir. Boylece brons mukozasinda
vazodilatasyon, 6dem, mukus sekresyonu ve bronkospazm gelisir ve hava yollarinin
diffiiz olarak daralir (104).

Sawamukai ve arkadaslar1 leflunomidin mast hiicrelerinin apopitozinu
indiikledigini ve mast hiicrelerinin sag kalimimi saglayan protein kinaz B’nin
fosforilasyonunu inhibe ettigini saptamislar (131). Uhlig ve arkadaslarinin ovalbiimin
ile duyarlalagtirarak yaptig1 rat ¢alismasinda mast hiicre sayisinin, ovalbumin-
spesifik IgE ve 1gG’nin leflunomid ile tedavi edilmis ratlarda diisiik oldugu
saptanmig. Yine ayni c¢alismada bronkoalveoler sivida Eozinofil ve notrofil
sayilarinin diger gruplara gore daha diisiik oldugu saptanmis (132).

Bizim calismamizda leflunomid verilen grup ile plasebo grubu histolojik
olarak karsilagtirildiginda leflunomid verilen grupta mast hiicre sayisinda belirgin
azalma oldugu gosterildi (p=0,019).

Calismamizda baz1 kisitliliklar mevcuttu. Hayvan ¢alismalarinda ne kadar
olumlu sonug elde edilse de insan ¢alismalarina bunu uyarlamak her zaman miimkiin
olmamaktadir. Ayrica deneyimide 28 adet fare gibi az sayida hayvani kapsadigi icin
daha kapsamli ve dogru sonuglar i¢in daha fazla sayida hayvanin kullanildig:
calismalara  ihtiyag vardir. Ayrica; leflunomidin  uygulamasimin  astimhi
havayollarinda mevcut histolojik degisiklikleri diizeltici etkisinin devamli olup
olmayacagini belirleyecek izlem doénemi de bu calisma plani igerisine dahil
edilmemistir.

Sonug olarak bu calisma; leflunomid uygulamasinin kronik astim olusturulan
fare modelinde, havayollarinin diiz kas ve epitel kalinli§1, mast ve goblet hiicre sayisi
dahil olmak tiizere degerlendirilmis olan tim histolojik degisiklikleri plaseboya
oranla anlamli olarak diizelttigini gostermistir. Leflunomid ile deksametazon
uygulamasinin histolojik parametreler iizerine etkinligi karsilastirildiginda ise, her iki
tedavi seklinin etkinligi arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmamustir.
Bu calismanin sonuglari, leflunomid’in astimli havayollarinda kronik yapisal
degisiklikleri diizeltici etkisini gostermistir, ancak sonuglarin insanlara uyarlanmasi
ve leflunomidin astimda tek basina veya ek tedavi secenegi olarak kullanilabilmesi

icin daha fazla caligmaya ihtiya¢ vardir.
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6. SONUCLAR

Grup I (kontrol grubu) ve Grup II (plasebo grubu) karsilastirildiginda;
subepitelyal diiz kas tabakasi kalinlig1 (p=0.000), epitel yiliksekligi (p=0.000), goblet
hiicre sayist (p=0.000) ve mast hiicre sayisini1 (p=0.000) igeren tiim parametrelerde
istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmistir. Bu sonuglar asttm modelinin
calisma grubundaki farelerde basari ile olusturuldugunu gostermistir.

Plasebo grubu (Grup Il) ile leflunomid grubunun (Grup I1I1) histolojik
parametreleri karsilagtirildiginda leflunomid grubunda (Grup III); subepitelyal diiz
kas tabakas1 kalinlig1 (p=0.005), epitel yiiksekligi (p=0.003), goblet hiicre sayis1
(p=0.019) ve mast hiicre sayisinin (p=0.005) anlamli olarak azalmis oldugu
gosterildi.

Deksametazon grubu (Grup 1V) ile plasebo grubunun (Grup ) histolojik
parametreleri karsilastirildiginda deksametazon grubunda (Grup IV); subepitelyal
diiz kas tabakasi kalinlig1 (p=0.000), epitel yiiksekligi (p=0.000), goblet hiicre sayisi
(p=0.003) ve mast hiicre sayisinin (p=0.000) anlamli olarak azalmis oldugu
gosterildi.

Leflunomid grubu (Grup I11) ile deksametazon grubunun (Grup V) histolojik
verileri karsilastirildiginda ise iki grup arasinda diiz kas kalinligi (p=0,725), epitel
kalinlig1 (p=0.442), mast hiicre sayis1 (p=0.053), goblet hiicre sayisi (p=0.067)
acisindan anlamli farklilik saptanmadig: gorildii.

Kontrol grubu (Grup 1) ile plasebo grubunun (Grup I1) doku sitokin diizeyleri
arasinda IL-4 (p=0.03) ve IL-5 (p=0.03) anlamli olarak yiiksek saptandi. Diger
gruplarin doku IL4 ve IL5 diizeyleri arasinda fark olmadigi saptandi. IL4 ve ILS
serum diizeyleri arasinda tiim gruplarda fark saptanmadi.

Bu calisma leflunomidin astimli havayollarinda kronik degisiklikler ve

yeniden yapilanma {izerine iyilestirici etkileri oldugunu gostermistir. Ancak
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leflunomid akcigerde inflamasyon ve yeniden yapilanma {izerine etkilerini

degerlendirecek uzun siireli, ileri calismalara ihtiya¢ vardir.
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