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ÖZET
Kronik astım modeli oluşturulan farelerde leflunomid’in akciğer histolojisi üzerine etkinliğinin değerlendirilmesi
Dr. Gülay SÖNMEZ

Leflunomid, izoksazol türevi, immunmodülatör, hastalık modifiye edici antiromatizmal bir ilaçtır. Leflunomid pirimidin sentezinde hız sınırlayıcı bir mitokondriyal enzim olan dihidroorotat dehidrojenaz (DHODH) ve tirozin kinaz inhibisyonu yaparak etki gösterir. Leflunomidin bu özelliğinden başka antiinflamatuar, antiproliferatif, immünsupresif etkileri de mevcuttur. Bu çalışmada, kronik astım modeli oluşturulmuş BALB/c farelerde leflunomidin’in akciğerdeki histolojik değişiklikler üzerine etkisinin araştırılması amaçlanmıştır.
Yirmi sekiz BALB/c fare Grup I, II, III ve IV olmak üzere dört gruba ayrıldı. Kontrol grubu (Grup I) dışındaki tüm fareler 14 gün ara ile iki kez 10µg intraperitoneal  ovalbumin ile duyarlılaştırıldı. Duyarlılaştırılan farelere son immunizasyondan 7 gün sonra (21. günde) başlamak üzere, günde 1saat süre ile haftanın üç günü, 8 hafta boyunca steril salin içindeki %2.5’lik ovalbumin solüsyonundan oluşan aerol inhale ettirildi. Duyarlılaştırma döneminin son haftasında Grup II’ye (Plasebo) salin, Grup III’e 30 mg/kg dozunda leflunomid ve Grup IV’e 1 mg/kg dozunda dexametazon intraperitoneal yolu ile beş ardışık gün boyunca verildi. Fareler ilaçların son uygulamasından 24 saat sonra sakrifiye edildi. Bütün gruplardan elde edilen akciğer örneklerinin histolojik özellikleri ışık mikroskopisi kullanılarak değerlendirildi. Ayrıca fare serumunda ve akciğer dokusunda IL-4 ve IL-5 düzeyleri ölçüldü.
Leflunomid uygulanan grup (Grup III) ile plasebo uygulanan grup (Grup II) karşılaştırıldığında; Grup III de subepitelyal düz kas kalınlığı, epitelyum yüksekliği, mast ve goblet hücre sayılarında istatistiksel olarak anlamlı düzelme gözlenmiştir. Leflunomid (Grup III) ve deksametazon grupları (Grup IV) karşılaştırıldığında ise, tüm bu parametrelerdeki düzelmenin benzer olduğu bulunmuştur. 



XI
Bu çalışmada, astım modeli oluşturulan farelerde leflunomidin akciğer histolojisi üzerine olumlu etkileri olduğu gösterilmiştir. Leflunomid’in akciğerde inflamasyon ve yeniden yapılanma üzerine etkilerini değerlendirecek daha fazla çalışmalara ihtiyaç vardır.

Anahtar kelimeler: Astım, Leflunomid, BALB/c fare, Deksametazon
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SUMMARY
Efficacy of leflunomide on lung histopathology in a murine model of chronic asthma
Dr. Gülay SÖNMEZ

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 / c mice in Group I, II, III and IV were divided into four groups. The control group (Group I) than all mice were sensitized with intraperitoneal 10μg 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 II (placebo) saline, Group III 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.
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When Group II and Group III (leflunomide) were compared subepithelial smooth muscle layer, height of epithelium, number of mast and goblet cells were significantly lower in group III. In comparing of Group III (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 / c mice, Dexamethasone






















XIV
1. GİRİŞ ve AMAÇ

Astım; bronş hiperreaktivitesi ile karakterize, bronş sisteminin kronik inflamasyonu sonucu çeşitli spesifik ve nonspesifik etkenlere bağlı gelişen, spontan veya tedavi ile düzelebilen bronkospazmlarla seyreden kronik bir hastalıktır. 
Kronik havayolu inflamasyonu ve ilişkili bronş aşırı duyarlılığı hırıltılı/hışıltılı solunum, nefes darlığı, göğüste sıkışma hissi ve öksürük semptomlarına neden olmaktadır. Aynı zamanda enflamasyon sonucunda havayollarında remodeling olarak adlandırılan kısmen geri dönüşümsüz birtakım değişiklikler oluşmaktadır. 
Astım patogenezinde havayollarında pek çok inflamatuvar hücre ve bu hücrelerden salınan mediyatörler rol oynamaktadır. Semptomları gidermek ve inflamasyonu azaltmak için kontrol edici ve semptom giderici ilaçlar kullanılmaktadır. Tedavinin her basamağında steroidler yer almaktadır. Kullanılmakta olan tedavi yöntemleri başarılı olmasına rağmen, astım tedavisinde bilinen en güçlü antienflamatuvar ilaç steroidlerdir. Steroidler antiinflamatuar etki göstererek, mukozal ödemi azaltarak ve beta-reseptör duyarlılığını artırarak etki gösterirler. Steroidlerin büyüme gelişme geriliği, osteoporoz, sekonder diabetes mellitus, enfeksiyonlara yatkınlık gibi sistemik ve mukozit, katarakt gibi lokal birden çok yan etkisi bulunmaktadır. Bu yan etkiler düşünüldüğünde astımda hava yolu inflamasyonunu baskılayacak ve hava yolu yeniden yapılanmasını önleyecek veya tersine çevirebilecek yeni tedavilerin araştırılmasına ihtiyaç duyulmaktadır.
Leflunomid antiinflamatuar, antiproliferatif, immünsupresif ve immünmodülatör izoksazol türevi bir ajandır. Leflunomid pirimidin sentezinde hız sınırlayıcı bir mitokondriyal enzim olan dihidroorotat dehidrojenaz (DHODH) ve tirozin kinaz inhibisyonu yaparak etki gösterir.
Astım patogenezinde de rol alan IL-4, IL-5, Tümör nekrozis faktör-alfa (TNF-α), nükleer faktör kappa (NF-kb) üzerine birçok çalışmada leflunomidin inflamasyonun baskılanmasında olumlu etkileri gösterilmiştir. Ancak literatür taramasında astımda leflunomidin bu sitokinlerin üzerine etkisini araştıran çalışma saptanamamıştır.
Yaptığımız çalışmada, ovalbumin (OVA) ile sensitize edilerek kronik astım modeli oluşturulmuş BALB/c fareler üzerinde leflunomidin akciğer histolojisi ve immünmodülatuar etkilerinin araştırılması amaçlanmıştır.





























2. GENEL BİLGİLER

2.1 Astım tanımı ve sıklığı

Astım; bronş hiperreaktivitesi ile karakterize, bronş sisteminin kronik inflamasyonu sonucu çeşitli spesifik ve nonspesifik etkenlere bağlı gelişen, spontan veya tedavi ile düzelebilen bronkospazmlarla seyreden kronik inflamatuvar bir hastalıktır. Gelişmiş ülkelerde çocukluk çağında en sık görülen kronik hastalıklardandır (1). Astımın prevalansı ırka, coğrafi bölgelere, çevresel etkenlere göre ülkeler arasında değişiklik göstermektedir. Uluslararası Çocukluk Çağı Astım ve Allerjik Hastalıklar Çalışmasına göre (ISAAC- International study of asthma and allergies in childhood) merkezler arasında çeşitli farklılıklar saptanmış ve prevalansın %1 ile %30.8 arasında değiştiği görülmüştür (2). Ülkemizde yapılan bir çalışmada çocukluk çağında astım prevalansının %13,7–15,3 arasında; yine aynı yöntemle yapılan başka bir çalışmada ise astım prevalansının %17,1 olduğu belirlenmiştir (3-5).
Astım hışıltı/hırıltı, nefes darlığı, göğüste sıkışma hissi, öksürük gibi değişken semptomlar ile karakterize bir hastalıktır. Bu semptomlar kronik inflamasyon ve bunun sonucunda oluşan hava yolu obstrüksiyonun bir sonucudur. Semptomlar ve hava yolu obstrüksiyonu derecesi egzersiz, alerjene maruz kalma,  tahriş edici maddeye maruz kalma, hava değişikliği veya viral solunum yolu enfeksiyonları gibi faktörlerle değişir. Bu semptomlar spontan olarak veya tedavi ile düzelebilir (1).

2.2. Astım gelişimini etkileyen faktörler

Astımın gelişmesini etkileyen ve astım hastalarında semptomları tetikleyen faktörler, konağa ait ve çevresel faktörler olmak üzere ikiye ayrılmaktadır (6, 7) (Şekil 1, Tablo 1).


[image: ]
Şekil 1. Astım gelişimindeki risk faktörleri (7)

2.2.1 Konağa ait risk faktörleri

a. Genetik: Astımın poligenik olarak kalıtıldığı uzun zamandan beri bilinmektedir. Erken dönemde oluşan astımın çeşitli gen polimorfizmleri ile ilişkili olduğu saptanmıştır (8). Bu genetik belirleyiciler sadece astım patogenezindeki farklılıkların yanında aynı zamanda tedaviye yanıtı da etkilemektedir (9). Bu genlerden en iyi bilineni β2-adrenerjik reseptör genidir ve gendeki polimorfizmler kısa-etkili beta agonist yanıtını etkilemektedir (10). 
Astımda ailesel genetik yükün olması önemli bir faktördür. Yakın aile bireylerinde astım olması durumunda çocuklarda persistan astım açısından risk artar. Yapılan yeni çalışmada daha önce annede astım varlığının çocuklarda astım gelişimi için önemli bir risk faktörü iken, babada astım varlığının da annedeki kadar önemli bir risk faktörü olduğu saptanmıştır (11).

b.Cinsiyet: Astım puberte dönemine kadar erkeklerde, adolesan döneminden itibaren kızlarda daha sık görülür (12). Doğumda erkeklerdeki akciğer hacimlerinin daha küçük, erişkin hayatta ise daha büyük olmasının bu farkı yarattığı düşünülmektedir (13). Ayrıca erken menarşın adelösan genç kızlarda astım riskini artırdığı görülmüştür (14).

c. Obezite: Obez bireylerin yağ dokuları leptin, tümör nekroz faktörü-α (TNF-α), interlökin-6 (IL-6), transforming growth faktör-β1 (TGF-β1) ve C-reaktif protein gibi birçok proinflamatuvar molekülü salgılar ve sistemik proinflamatuvar durum ile sonuçlanır. Adipoz doku tarafından salınan majör sitokinlerden biri olan TNF-α, bronş epitel hücreleri tarafından Th2 tip sitokinler olan IL-4, IL-5, IL-6, IL-1β yapımını artırır. Astım ve obezite için TNF inflamasyon yolağı ortaktır ve her iki durumun birarada olduğu durumlarda daha aktif olması beklenebilir (15).

2.2.2 Çevresel risk faktörleri

a. Allerjenler ile temas: Astımda, allerjene maruz kalmak duyarlılık gelişmesi için çok önemli bir risk faktörüdür. Duyarlı olunan allerjenle karşılaşılması astım semptomlarının ortaya çıkmasına, uzun süreli ve sürekli maruziyet semptomların kalıcı hale gelmesine yol açmaktadır. Ev tozu akarları gibi iç ortam allerjenleri, kedi ve köpek gibi hayvansal allerjenler, hamam böceği, polenler ve mantarlar astım için risk faktörü olarak bilinmektedir (16). Allerjenle temas ve sensitizasyon allerjenin tipine, dozuna, temas süresine, çocuğun yaşına ve genetik yapısına bağlı olarak değişmektedir (17).

b. İnfeksiyonlar: Astım ve diğer allerjik hastalıklardaki prevalans artışının nedeni ile ilgili olarak en etkileyici açıklama David Strachan tarafından yapılmıştır (18). Strachan'a göre; “Son yüzyıl süresince aile yapısının küçülmesi, ev içi konforundaki iyileşme, kişisel temizlik standartlarında yükselme, ailedeki genç bireyler arasında çapraz enfeksiyonları azaltmıştır. Bu durum, atopik hastalıkların yaygınlaşmasına neden olabilir.” Hijyen hipotezi olarak adlandırılan bu açıklama, 17414 İngiliz çocuk ile yapılan bir çalışmada evdeki çocuk sayısıyla saman nezlesi arasında negatif korelasyonun gösterilmesinden sonra gündeme gelmiştir. Hipoteze göre yaşamın erken dönemindeki özellikle enfeksiyonların neden olduğu olaylar, bağışıklık sisteminin gelişmesinde temel rolü oynamaktadır (19).


Hijyen hipotezinin immünolojik temelinde tip 1 (Th-1) ve tip 2 (Th-2) T helper hücrelerin rol oynadığı iki ana immünolojik yolak söz konusudur. Yaşamın erken döneminde mikrobiyal ajanlar, özellikle intrasellüler patojenler, bağışıklık sisteminin doğuştan var olan hücrelerinden olan makrofajlardan Th-1 hücrelerin ayrımlaşmasında gerekli IL-12 üretimine neden olur. Bu sitokinin üretiminin mikroorganizmalar tarafından tetiklenmesi, başarılı bağışıklık yanıtının ilk aşamasında anahtar rol oynamaktadır. Hipoteze göre eğer IL-12 üretimi, çocukluk çağında ilk sistemik enfeksiyonun erken evresinde meydana gelmezse genetik olarak yatkın çocuklarda atopi gelişimine sebep olacak Th-2 hücreler baskın olacaktır (20). Kısaca Th-1 yolunu güçlendirecek enfeksiyonlara maruz kalmama allerjik hastalık riskini artıracaktır.
İnfant döneminde geçirilen kızamık gibi bazı viral infeksiyonların astım gelişimine karşı koruyucu rol oynadıkları ileri sürülmektedir (21). Hepatit-A, Toxoplasmosis gondii ve Helicobacter pylori seropozitif bireylerde atopi, astım ve allerjik rinit prevalansı düşük bulunmuştur (22, 23). Paraziter enfeksiyonların astım ve allerjiden koruduğuna dair çok sayıda çalışma mevcuttur (24). 
Viral ve bakteriyel enfeksiyonların çocuklarda ve yetişkinlerde astım alevlenmelerine neden olduğu bilinmektedir (25). Çocuklarda yapılan uzun dönem prospektif çalışmalar Respiratuvar sinsityal virus ile enfekte çocukların %40’ında hışıltının devam ettiğini veya bunların geç çocukluk döneminde astım hastası olduklarını göstermiştir. Ama bunun yanında respiratuar enfeksiyonların astıma neden olup olmadığı net olarak bilinmemektedir (26).

c. Sigara ve hava kirliliği: Sigara dumanı ile hava yolu aşırı duyarlılığı arasında bir ilişki olduğu ve sigara dumanına maruz kalmanın astım gelişimi için bir risk oluşturduğu yapılan çalışmalarda gösterilmiştir (27). Gebelikte ve doğum sonrasında sigara dumanına maruz kalmanın, astım benzeri semptomlar da dahil olmak üzere birçok zarara yol açtığı bilinmektedir. Annenin sigara içmesi bebeklerdeki akciğer gelişimini olumsuz etkiler ve bu bebeklerde ilk bir yılda hışıltı riskinin arttığı bilinmektedir (28). 
Sigara içilmesi veya sigara dumanına maruziyet astımlı hastaların akciğer fonksiyonlarını bozmakta, astım semptomları ve ağırlığında artışa ve tedaviye yanıtın azalmasına neden olmaktadır (29, 30). 
Hava kirliliğinin akciğerlere direkt toksik etkisi vardır (31). Hava kirliliği bronş hiperreaktivitesine, akciğer fonksiyonlarında düşmeye, astım semptomlarında kötüleşmeye, hastaneye yatış sıklığında ve morbiditede artmaya neden olur.

d. Diyet: Beslenmenin özellikle anne sütünün astımla bağlantısı yaygın olarak araştırılmıştır. İşlenmemiş inek sütü ve formüla mama ile beslenen çocuklarda erken çocukluk çağında hışıltılı ataklarının anne sütü alan çocuklara göre daha yüksek olduğu gösterilmiştir (32). Fakat yapılan son çalışmalar, anne sütü ile beslenmenin sürdürülmesi ile allerji oluşturma riski olan besinlerin alınımının geciktirilmesi, ilk iki yıl içerisinde deri ve gastrointestinal sistem allerjilerinin çıkmasını engellerken solunum sistemi allerjilerinin gelişmesinin önlenemediğini göstermektedir (33). 
İşlenmiş gıda tüketiminin artması, antioksidan içeriği düşük gıdalar ile daha az beslenme, artmış n-6 poliansatüre yağ asidi ve azalmış miktarda n-3 poliansatüre yağ asidi alımının astım ve allerjik hastalıkların son yıllardaki artışına katkıda bulunduğu belirtilmektedir (34).

f. Vitaminler: Bazı prevalans çalışmalarında vitaminlerin astım gelişimindeki yerine bakıldığında, D vitamininin sentezinin azalması astımdaki artışın bir nedeni olarak gösterilmektedir (35). Ek olarak, annelerin gebelikte E vitamini, çinko, D vitamini almaları ile hışıltı sıklığında belirgin azalma olduğu gösterilmiştir (34).

g. Stres:  Stresin hipotalamik aksı aktifleyerek, havayollarında otonomik kontrolü ve immun yanıtı değiştirerek, glukokortikoid direncini arttırarak ve bağırsak florasını değiştirerek atopiyi ve hışıltıyı arttırdığı gösterilmiştir (36).




h. Egzersiz: Egzersizin astımlı çocuklarda semptomları tetikleyebildiği bilinmektedir (37). Bunun yanı sıra ayrı bir astım fenotipi olan egzersiz ilişkili astımda semptomlar, sadece egzersiz ile tetiklenebilir. Egzersiz sırasında solunumla birlikte su ve ısı kaybı artmakta, havayolundaki soğuma düz kas kasılması ve mukozal ödeme neden olmaktadır (38).


Tablo 1. Astım gelişimini ve ortaya çıkışını etkileyen risk faktörleri (7)
	Konağa ait risk faktörleri

	
Genetik yatkınlık
· Atopiye yatkınlık yaratan genler
· Havayolu aşırı duyarlılığına yatkınlık yaratan genler
Obezite
Cinsiyet




	Çevresel Faktörler

	
Allerjenler
· Ev ici: Ev tozları, tüylü hayvanlar, hamamböceği allerjeni, mantarlar, küfler, mayalar
· Ev dışı: Polenler, mantarlar, küfler, mayalar
Enfeksiyonlar
Sigara ve hava kirliliği
Diyet
İrritanlar
Stres
Egzersiz




2.3 Astımın patogenezi

Astım, geri dönüşümlü havayolu obstrüksiyonu, havayolu enflamasyonu ve artmış havayolu duyarlılığı patogenezinde rol oynayan kronik bir hastalıktır. Havayolu inflamasyonu astım için çok önemli karakteristik bir özelliktir. Havayolu inflamasyonu sürekli iken, astımlı hastalarda semptomlar epizodiktir (39). İnflamasyon, hava yollarında aşırı duyarlılığa neden olarak özellikle gece veya sabaha karşı gelişen, tekrarlayıcı öksürük, nefes darlığı, göğüste sıkışma hissi ve hırıltılı solunum gibi astıma spesifik olmayan semptomlara neden olmaktadır. 

2.3.1. Astımda rol oynayan inflamatuvar hücreler

-Mast hücreleri: Havayolu aşırı duyarlılığına neden olan mast hücreleri astımlı hastaların havayolu düz kasında artmıştır. Mast hücrelerinde sitoplazmik granüllerde depolanan histamin, triptaz gibi mediatörler hücre dışına çıkarken, IgE uyarısı ile lökotrien ve prostaglandinler gibi mediatörler de sentez edilir. Duyarlanmış kişilerin alerjen ile yeniden teması ile mast hücrelerinde sentezlenen mediatörler degranüle olur. Bu mediatörler bronş mukozasında vazodilatasyon, ödem, mukus sekresyonu ve bronkospazm oluşturarak astımlı hastalarda akut ataklara neden olurlar (40, 41). Mast hücreleri geç faz inflamasyon ve havayollarının yeniden yapılanmasında (remodeling) önemli rol oynamaktadır (42).

-Eozinofiller:	Paul Ehrlich’in eozinofilleri tanımlamasından sonra yapılan çalışmalarda, astımlı hastaların kan, balgam ve dokularında eozinofillerin arttığı gösterilmiştir. Dolaşımdan hava yollarına geçen eozinofiller aktive olduğunda çeşitli enzim, protein ve mediatörler salgılayarak doku hasarına neden olurlar. Major bazik protein (MBP) total eozinofil granül proteinlerinin %50’sini oluşturur ve granülün eozinofilik boyanmasına neden olur. MBP düşük düzeylerde bile solunum epitel hücrelerine karşı toksik etki yaparak bronşlarda kalıcı epitel hasarına ve silia disfonksiyonuna neden olur (43).

-T lenfositler: Hava yolu enflamasyonunun oluşumunda T lenfositlerin temel role sahip olduğu bilinmektedir. İnterlökin (IL) 4, 5, 9, 13 gibi spesifik birçok sitokinin salgısından ve yönetiminden sorumlu oldukları gibi eozinofil, nötrofil ve bazofillerin toplanması ve aktivasyonunu da sağlarlar. Th1 hücreler gecikmiş tip aşırı duyarlılık reaksiyonlarından ve hücre içi organizmalara karşı olan bağışıklık yanıtından sorumludurlar. Th2 hücreler ise B lenfositlerden lgE salgısını arttırmaktan ve allerjik inflamasyondan sorumludurlar (44).

-Dendritik hücreler: Dendritik hücreler antijen sunan hücreler olarak görev yaparlar. Allerjenle karşılaşıp allerjeni işleyen dendritik hücreler bölgesel lenf bezlerine göç eder ve olgunlaşır. Bölgesel lenf nodlarında antijeni T lenfositlere sunarlar ve böylece allerjene özgü T lenfositlerin oluşumunu sağlarlar (45).

-Makrofajlar: Havayollarında en çok bulunan hücreler olan makrofajlar salgıladıkları tümör nekroz faktör alfa (TNF-α), interlökin 8 (IL-8) ve lökotrien B4 (LTB4) gibi kemoatraktan mediyatörler ile nötrofilik enflamasyonu artırmaktadır. Bu mediyatörler astımda enflamasyonun başlaması ve devam etmesinden sorumludur. Alveolar makrofajlar aynı zamanda antijen sunucu hücre olarak da görev yapmaktadırlar (46).

-Nötrofiller: Astımlı hastaların havayolu ve balgamlarında artmış olarak bulunan nötrofiller proinflamatuvar mediyatörlerin üretilmesi ve doğal immunitenin aktivasyonu yoluyla etki gösterirler. Allerjenler ile hasar görmüş olan epitel tarafından salgılanan IL-8, nötrofillerin akciğerlere gelmelerini, birçok sitokin ve kemokin salgılayarak enflamasyonda ve remodelingte rol almalarını sağlar (47).
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Şekil 2: Astımda havayollarındaki inflamatuvar hücreler(48)

2.3.2. Astımda rol oynayan mediatörler

Astım patogenezinde yer alan hücrelerden çok sayıda sitokin ve kemokin salgılanır.

-Kemokinler: Havayollarında enflamatuvar hücrelerin birikimine neden olan kemokinker esas olarak havayolu epitel hücrelerinden salınırlar. Bugüne kadar tanımlanmış 47 kemokin ve 19 kemokin ilişkili reseptör vardır.  İnterlökin-8 nötrofil, İnterlökin-10 lenfositlerin göçünü sağlayan en önemli kemokinlerdir. Eozinofiller için relatif olarak seçici olan kemokin ise eotaksindir (49).

-Sisteinil lökotrienler: 5-lipoksijenaz enzimi aracılığı araşidonik asitten sentez edilirler. Bu grupta LTC4, LTD4, LTE4 bulunmaktadır. Mast hücreleri ve eozinofiller tarafından salınan lökotrienler, bronkokonstrüksiyona, plazma eksudasyonuna ve mukus sekresyonuna neden olan proinflamatuvar mediatörlerdir (50)

-Sitokinler: Astımdaki inflamatuvar yanıtı belirleyen temel mediatörlerdir. Astım patogenezinde rol oynayan başlıca sitokinler IL-1β, Tümör nekroz faktör (TNF)-α, Granulosit makrofaj koloni stimüle edici faktör, IL-5, IL-4, IL- 13’tür. 
IL-1β astımda inflamatuar hücrelerin bronş mukozasına toplanmasını sağlar ve GM-CSF, IL-8, RANTES gibi sitokinlerin, NO’nun ve PDGF gibi büyüme faktörlerinin sentezlenmesini sağlar. TNF-α inflamatuar yanıtı artırır. IL-5 eozinofil farklılaşmasını, yaşamasını ve T hücre aktivasyonu ile eozinofilik inflamasyon arasındaki bağlantıyı sağlar. IL-4 Th2 lenfositlerini uyaran başlıca sitokindir, allerjenlere yanıtı sağlar. IL- 13 astımda hava yolundaki mukus üretimini ve bronş aşırı duyarlılığını artırır  (51).

-Histamin: Mast hücrelerinden salınan histaminin astımdaki en önemli etkisi bronkokonstrüksiyondur. Bunun yanı sıra kapiller permeabilite artışına ve mukus sekresyonuna neden olur. Eozinofiller üzerine etki göstererek enflamasyona da katkıda bulunur (52).

-Nitrik oksit: Akciğerlerde makrofajlar, nötrofiller, mast hücreleri, fibroblastlar, düz kas hücreleri, epitel hücreleri gibi inflamtuvar hücrelerden NO sentezi yapılabilmektedir. Solunum yollarında değişik hücrelerden sentezlenen NO, ekspire edilen havadan ölçülebilmektedir, bundan dolayı hastalığın tanısı, şiddetinin değerlendirilmesi ve tedavi takibinde önemli bir yere sahiptir  (53).

-Prostanoidler: Bu grupta prostoglandinler ve tromboksanlar yer almaktadır. Araşidonik asitten siklooksigenaz (COX) enzimi aracılığı ile sentez edilirler. PGD2, PGF2α ve tromboksan A2 (TxA2) bronkokonstrüksiyona neden olur (54).






2.3.3. Havayollarının yapısal değişiklikleri ve yeniden yapılanma (Remodeling)

Hava kirliliği, egzoz gazları, sigara, allerjenler, virüs veya bakteri gibi çevresel etkenlere maruz kalan solunum yolu epitelinde hasar oluşur ve epitel tamir mekanizmaları devreye girer. Sağlıklı çocukların solunum epiteli, hasar ve tamir mekanizmaları ile sürekli olarak yenilenir. Ancak, astımlı çocuklarda epiteldeki yapısal veya fonksiyonel bozukluklardan dolayı inhalen etkenlere abartılı ve anormal yanıt geliştirilmektedir. Astımda hava yolu inflamasyonu bazal membranın kalınlaşmasına, hava yolu duvar elastisitesinin azalmasına, subepitalyal kollajen birikimine, düz kas hipertrofi ve hiperplazisine, goblet hücre hiperplazisine, anjiogenezis, artmış vaskulariteye neden olmaktadır. Giderek geri dönüşümsüz hale gelen bu değişiklikler ’remodeling’ olarak adlandırılmaktadır (Şekil 3) (1, 55).
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Şekil 3: Havayollarının yapısal değişiklikleri ve yeniden yapılanma (55)
a. Epitel hasarlanması ve tamiri

Epitel doku iç ve dış yüzeyleri örterek organizmayı koruma, salgı, emilim gibi görevler üstlenir. Epitel hücrelerinden salınan birçok inflamatuar mediatör mevcuttur. Astımlı hastalarda epitel hasarlanması çeşitli sitokin, büyüme faktörleri ve mediatörlerin etkisi ile gercekleşir. Yeniden yapılanmaya direk etkisi olan ve epitel hücresinden salınan TGF-β fibroblastların miyofibroblastlara dönüşümünü sağlayan başlıca büyüme faktörüdür. Bunun dışında epitel bir "nötral endopeptidaz" kaynağıdır. Nötral endopeptidaz endotelin, bradikinin ve taşikininler gibi allerjik inflamasyonun nörojenik komponentinden sorumlu mediatörlerin yıkımını sağlar. Ancak epitel hücresi hasar gördüğünde bu enzim görevini yapamayarak lokal ortamda endotelin, taşikininler ve bradikininin artmasına bağlı düz kas kontraksiyonu, mikrovasküler sızıntı ve mukus hipersekresyonu ortaya çıkmasına neden olur (55).

b. Subepitelyal fibrozis

Astımda inflamasyon sonucunda epitelde oluşan bu hasara yanıt olarak epitel hücrelerinden tamir mekanizmalarında rol alan büyüme faktörleri ve TGF-β1, FGF, endotelin, VEGF gibi profibrotik mediatörler salınır. Bunun sonucunda fibroblast ve miyofibroblast gibi bazal membran altında bulunan mezanşimal hücreler, kollajen (tip 3 ve tip 5 kollajen) ve ekstraselüler matriks proteinlerini üretirler. Bu duruma ek olarak mast hücrelerinden salınan serin protezlar ve büyüme faktörleri düz kas hiperplazisineve sonuçta hava yolunda kalınlaşmaya neden olur. Ayrıca bronşial düz kas hücreleri ve fibroblastlardan salınan PAI-1 (Plasminogen Activator Inhibitor-1) fibrinolizisi inhibe ederek akciğer fibrozisinde rol alır (56, 57).

c. Goblet hücre hiperplazisi

Hava yolu epitelindeki goblet hücresi sayısındaki ve submukozal bezlerin boyutlarındaki artışa bağlı olarak aşırı mukus yapımı hava yolu yeniden yapılanmasının bir diğer bulgusudur. IL-4, IL-5 ve IL-13 goblet hücre hiperplazisine, metaplazisine ve mukus sekresyonunda artışa neden olur. Mukus aşırı yapımı da hava yolu obstruksiyonuna nedenolur (58).

d. Havayolu düz kas kalınlığının artması ve anjiogenez

Havayolu düz kas kitlesinde hipertrofi ve hiperplazi olması havayolu yeniden yapılanmasındaki en önemli basamaklardan biridir. Fibroblastlar mast hücresi, eozinofil, makrofaj ve epitel hücresi gibi hücrelerin kendisine gönderdiği sitokin uyarısı ve çeşitli faktörler varlığında aktive olur. Fibroblastların proliferasyonu ile miyofibroblasta dönüşümü ve aktivasyonu gerçekleşmektedir. Miyofibroblasta dönüşümü olan hücreler endotelin-1 (ET-1) salgılayarak düz kas hipertrofisine, sinir büyüme faktörü (NGF) salgılayarak sinirlerde yeniden oluşuma ve vasküler endotelyal büyüme faktörü (VEGF) salgılayarak da yeni damar oluşumuna neden olur (59).
Prostoglandin E2, histamin, TxA2 gibi mediyatörlerin etkisi ile havayollarındaki düz kas hücrelerinin kasılmasına bağlı bronkospazm meydana gelir. Tekrarlayan mekanik zorlamalar ve düz kasları çevreleyen matriksin içerdiği kollojen-I, kollojen-IV, laminin ve fibronektinin artması kas dinamiğinin daha da bozulmasına neden olur  (60).

e. Bronşial neovaskülarizasyon

Yeni kan damarlarının oluşumu olarak tanımlanan anjiogenezis, astımda hava yolu remodelling’inin önemli bir parçasını oluşturmaktadır. Anjiogenezis oluşumunda fibroblast growth factor (FGF), hepatocyte growth factor, platelet-derived growth factor, anjiogenin ve VEGF gibi bazı anjiogenik faktörler rol almaktadır. VEGF en potent anjiogenik faktörlerden birisidir. Endotelyal hücre proliferasyonunu stimule ederek anjiogenezise neden olan VEGF, akciğerlerin de içinde olduğu birçok vaskülarize organda geniş bir şekilde eksprese edilmektedir (55)


f. Mast hücre infiltrasyonu

Mast hücreleri hem erken dönem yanıtta hem de kronik allerjik enflamasyonun devamında rol oynayan hücrelerdir. Antijenin mast hücre ile karşılaşması ile mast hücre yüzeyine tutunmuş olan IgE molekülleri arasında etkileşim sonucunda salınan mediatörlerden bir kısmı ile erken alerjik faz ortaya çıkar.  Erken allerjik reaksiyon, hava yollarındaki bronş düz kaslarında kasılma, mukus sekresyonunda artış, vazodilatasyon ve plazma eksüdasyonu ile kendini gösterir. Enflamatuar hücrelerin doku içine göçü sonucunda anntijenle karşılaşmadan saatler sonra geç dönem allerjik reaksiyon ortaya çıkar (61).
Mast hücrelerinden enflamasyonun erken döneminde salınan mediatörler histamin, proteazlar, proteoglikanlar, TNF-α, sisteinil lökotrienler, LTB4 ve PGD2 iken enflamasyonun geç döneminde ise IL-3, 4, 5, 6, 8, 9, 11, 13, MIP-1α, MIP-1β, MCP-1 ve TNF-α  salınır (62).



2.3.4 Astımda hava yolundaki daralmaya neden olan faktörler

Hava yolunda oluşan daralma astımdaki temel semptomların oluşmasına neden olur. Düz kas kasılması, hava yolu ödemi, hava yollarında kalınlaşma, aşırı mukus sekresyonu hava yolundaki daralmaya neden olur. Bronkodilatörler ile kısmen geri dönüşümlü olan düz kas kontraksiyonu hava yoludaralmasındaki başlıca mekanizmadır. Prostoglandin E2, histamin, TxA2 gibi mediyatörlerin etkisi ile düz kas hücrelerinin kasılması meydana gelir. Özellikle akut ataklar sırasında inflamatuvar mediatörlere yanıt olarak gelişen artmış mikrovaskuler sızıntı hava yolu ödemine neden olur. Ödem ve yapısal değişikliklerle ortaya çıkan hava yolu duvarı kalınlaşması, geometrik nedenlerle ortaya çıkan hava yolu düz kası kontraksiyonuna bağlı gelişen hava yolu daralmasını daha da arttırır (1).




2.3.5 Havayolu aşırı duyarlılığı

Havayolu aşırı duyarlılığı astımdaki karakteristik, fonksiyonel anormalliği gösterir. Genetik ve çevresel etkenlerle duyarlı hale gelmiş kişilerde bronşiyollerde inflamasyon, hiperreaktivite, bronş düz kasında kontraksiyon, hipertrofi, hiperplazi, mukus hipersekresyonu oluşur.  Hangi mekanizma ile olursa olsun diğerleri de olaya katılır ve birbirini tamamlar. Oluşan değişiklikler hafif düzeyde kalıcı değilken kronik hale dönüştükçe kalıcı hale gelir ve bronş yapısı bozularak remodelling meydana gelir. Bu durum hava yolu aşırı duyarlılığana sebep olur. Tedavi ile kısmen geri dönüşümlüdür (63).

2.4 Astım tanısı

Astım tanısı hemen daima klinik bulgularla konur. Birçok hastalıkta olduğu gibi astım tanısında da doğru ve detaylı alınmış bir anamnez büyük önem taşımaktadır. Hırıltı, nefes darlığı, göğüste sıkışma hissi, öksürük ve değişken ekspiratuar hava akımı obstrüksiyon bulguları gibi solunum semptomları vardır. Klinik semptomların yanı sıra hastada eşlik eden ya da daha önceki öyküsünde mevcut başka bir alerjik hastalık varlığı, ailede alerjik hastalık öyküsünün olması tanıyı destekler. Semptomların değişken olması,  gece veya sabah karşı artması, uygun tedaviye yanıt vermesi tanıyı destekler.  Viral enfeksiyonlar, egzersiz, alerjen maruziyeti, hava değişiklikleri ve ilaçlar ve emosyonel faktörler yakınmaların artmasına neden olan bazı tetikleyici faktörlerin varlığı tanıda önemlidir. Mevsimsel değişkenlik, ailede atopi varlığı veya astımlı birey varlığı da astım tanısını düşündüren önemli faktörlerdir.  Semptomların değişkenliği nedeni ile astımlı hastanın dinleme bulguları normal olabileceği gibi sibilan ronküs ve hışıltı gibi astımda sık rastlanan muayene bulguları da olabilir. Hışıltı, astımın en tipik bulgusu olmakla birlikte spesifik değildir. Ciddi astım ataklarında siyanoz, uykuya eğilim, taşikardi gibi diğer fizik muayene bulguları da olabilir (1). 


Laboratuvar testleri tanıyı desteklemek ve hastalığın izlemi için kullanılır. Solunum fonksiyon testi (SFT) bu amaçla en sık kullanılan tetkiktir. Astım tanısında kullanılan diğer yöntemler arasında bronş provokasyon testleri, deri testleri, total eozinofil düzeyi, immunglobulin E düzeyi, balgam analizi ve eksale NO ölçümü yer almaktadır. SFT hastalığın tanısında, şiddetinin belirlenmesinde, hastalık prognozunun ve seyrinin değerlendirilmesinde, tedaviye yanıtı izlemede kullanılır. Spirometrik uyum gerektirdiğinden beş yaş ve altı çocuklara yapılamaz. Ölçülen en önemli parametreler; FVC, FEV1, vital kapasitenin %25-%75’indeki zorlu ekspirasyon akımı (FEF25- 75), PEF dir.  FEV-1/FVC oranın düşük olması hava yolu obstrüksiyonunu gösterir, sağlıklı çocuklarda % 80’in üzerindedir. Klinik pratikte hava yolu obstrüksiyonu saptandıktan sonra FEV-1 veya PEF’deki değişkenlik değerlendirilir. Değişkenlik günlük PEF değerlerindeki diurnal değişim kullanılarak saptanabileceği gibi reversibilite testi ile de değerlendirilebilir. Reversibilite 200-400 mcg salbutamol sonrası FEV- 1 değerinde (veya PEF) %12 veya 200 ml artış olarak tanımlanır. Bronş provokasyon testleri astıma benzer yakınmaları olan ama solunum fonksiyon testleri normal bulunan hastalarda, astım tanısını belirlemek amacıyla yapılır (1).


2.5. Astım Tedavisi

Astımda tedavinin ilk basamağı, hastanın ve ailesinin hastalıkla ilgili bilgilendirilmesi ve tedavi için gerekli olan hekim-hasta-aile işbirliğinin sağlanmasıdır. Astımın tedavisi hastanın uyumuna ve hastalık şiddetine göre değişkenlik göstermektedir. Kronik astım tedavisinin amacı klinik kontrolü sağlamak ve tedaviyi devam ettirmektir. Tedavide kullanılan ilaçlar akut dönemde semptom giderici ve inflamasyonu azaltan kontrol edici ilaçlar olmak üzere iki gruptur (1).





2.5.1. Astım tedavisinde kullanılan ilaçların özellikleri

a. Steroidler

İnhale kortikosteroidler en etkili kontrol edici ve en güçlü antiinflamatuvar ilaçlardır. Steroidler bütün bu antiinflamatuvar etkilerini, hücrelerde DNA düzeyinde protein sentezini etkileyerek ortaya çıkarırlar. İnhale kortikosteroidler inflamatuar olayları birçok yoldan baskılasa da, en çok nükleer faktör- ĸB (NF- ĸB) ve aktive edici protein (AP-1) üzerinden etkilidir. Bu yolla çok sayıda sitokinin yapımını düzenler. İnhale steroidler, hücre membranlarının stabilizasyonu, bronş mukozasında mast hücrelerinin sayısını azaltarak,  inflamatuar hücrelerin bronş mukozasında birikimini azaltarak,  inflamatuar hücrelerin aktivasyonu ve mediatör salınımını önleyerek, bronş mukozasındaki eozinofil ve T lenfosit sayılarını azaltırak, mikrovasküler sızıntı ve ödemi azaltarak, bronş düz kasında β2 reseptör sentezini ve duyarlılığını artırırak, bazı sitokinlerin sentezini azaltarak etki yaparlar (1).
Bu kadar etkin olmalarına rağmen steroidlerin lokal ve sistemik ciddi yan etkileri olmaktadır. İnhale steroid kullanımı bağlı orafaringiyal kandidiyazis, diş gelişim bozuklukları, ciltte atrofi, strialar, yara iyileşmesinde gecikme, telenjiektaziler, disfoni, irritasyona bağlı öksürük gibilokal yan etkiler görülebilir. Lokal etkilerinin yanında uzun süreli ve/veya yüksek doz kullanımda sistemik yan etkiler de görülebilmektedir. Uzun dönem ve yüksek dozda inhale steroidler ile kemik mineral yoğunluğunda azalma ve kolay morarma gibi yan etkiler görülebilmektedir (1). İnhale steroidler tedavinin ilk yılında büyüme hızında geçici bir duraksamaya neden olmaktadırlar (1, 64). 200μg ve altında budesonid kullanımı ile hipotalomo-pitüiter-adrenal aks süpresyonu gelişmemektedir (65). Ancak çok yüksek doz inhale steroid kullanımı ile çocuklarda adrenal kriz bildirilmiştir (66). Olgu sunumları şeklinde inhale steroidlere bağlı agresif davranışlar, hiperaktivite, insomnia bildirilmiştir (65). Hipertansiyon, ödem, konjestif kalp yetmezliği, jinekomasti, hirsutizm, akne, myopati, kaslarda güçsüzlük, sekonder diabetes mellitus, gözde korneal ülser, glokom, katarakt, viral enfeksiyonlarda alevlenme diğer görülebilen yan etkilerdir (1).

b. Antilökotrien ilaçlar

Sisteinil lökotrienler, vasküler geçirgenliği artırarak mukus yapımını uyaran ve bronkospazma neden olan ajanlardır (67). Zafirlukast, montelukast ve pranlukast gibi lökotrien reseptör antagonistleri etkilerini sisteinil lökotrien reseptörlerini bloke ederler. Beş yaş altındaki çocuklarda viral enfeksiyonlarla tetiklenen hışıltı ataklarında, hafif persistan astımı olanlarda kullanılabilinir. Tek başına inhale kortikosteroid tedavisi alan ve yeterli kontrol düzeyi sağlanamayan hastaların tedavisine ‘ek tedavi’ olarak verilebilir (68). 


c. Uzun etkili beta-2 agonistler

Güçlü bronkodilatasyon yapan salmeterol, formoterol uzun etkili beta 2 agonistlerdir. Bronkodilatatör etkileri yanı sıra mast hücreleri ile bazofillerden mediatör salınımını önlerler, damar geçirgenliğini azaltırlar ve antiinflamatuar etkileri vardır. Ayrıca bronş düz kas hücre proliferesyonunu azaltır, anjiyogenezi azaltır, silia hareketlerini artırırlar. Ancak bu etkileri zayıf olup tek başına kullanılmadıkları için astımı yeteri kadar kontrol altına alınamamış çocuklarda orta doz inhale steroid tedavisine ek olarak kullanılır (69).

d. Kromonlar

Kronik astım tedavisinde kullanılan, aynı özellikte fakat farklı iki yapıya sahip ilaçlardır. Akciğerlerden hızla absorbe olurlar ve çok güvenlidirler. İnflamatuar hücre aktivasyonunu, mediatör salınımını, allerjen ile indüklenen erken ve geç faz bronkokonstrüksiyonu inhibe eder ve hava yolu hiperreaktivitesini azaltırlar. Ancak son yıllarda yapılan metaanaliz çalışmalarında plasebodan fazla bir üstünlüklerinin olmadığı gösterilmiştir (1). Sodyum kromoglikatın neden olduğu en önemli yan etkiler öksürük, boğazda tahriş ve bronkokonstriksiyon iken; sodyum kromoglikat başağrısı ve bulantıya neden olur (70).

e. Metilksantinler

Teofilin, hafif anti-inflamatuar etkisi olan ve bronkodilatatör olarak kullanılan bir metilksantindir. Özellikle noktürnal semptomlarda ve solunum fonksiyonlarında düzelme sağlamakla birlikte bronş hiperreaktivitesinde etkisi yoktur. Karaciğerde metabolize olduğundan teofilinin serum düzeyleri, bu ilacın kullanımını etkileyen yaş, diyet, hastalığın evresi ve ilaç etkileşimleri gibi pek çok faktör tarafından etkilenmektedir. Bunun yanında teofilinin bulantı, kusma, taşikardi, aritmi, baş ağrısı, konvülsiyon gibi doza bağlı yan etkileri sık görülmeltedir (71).

f. Anti IgE tedavisi (omalizumab)

İnsan serumlarından elde edilen ve IgE’nin Fc bölümüne bağlanma özelliği olan monoklonal antikordur. Anti IgE (omalizumab)  12 yaş üzeri aeroallerjenlere pozitif deri testine sahip ağır persistan astımlı hastalarda ve semptomları düzenli tedaviye rağmen düzelmeyen hastalarda düşünülmelidir. Anti IgE tedavisinin kullanılması için yüksek serum IgE düzeyi olması gerekir (72).















2.6. LEFLUNOMİD

Leflunomid, izoksazol türevi, immunmodülatör, hastalık modifiye edici antiromatizmal bir ilaçtır. Leflunomid pirimidin sentezinde hız sınırlayıcı bir mitokondriyal enzim olan dihidroorotat dehidrojenaz (DHODH) ve tirozin kinaz inhibisyonu yaparak etki gösterir.

2.6.1. Yapısı

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

Kimyasal formülü; C12H9F3N2O2

Leflunomid bir ön ilaçtır. Plazma ve karaciğerde aktif metaboliti A77 1726 (3 siyano-3-hidroksi-N-[4-triflorometilfenil] crotonamid)’e dönüşür.
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Şekil 4. Leflunomidin kimyasal yapısı (73)



2.6.2 Leflunomidin özellikleri

Leflunomide antiinflamatuar, antiproliferatif, immünsupresif bir ajandır. İlk kez 1980'li yıllarda hastalık modifiye edici ilaç özelliği artrit ve otoimmünite ilişkili hayvan modellerinde gösterilmiştir. Sıçanlarda adjuvan artriti inhibe etmiş ve mitojenle indüklenmiş lenfositlerin proliferasyonunu düzeltmiştir. Leflunomid 1998 yılında romatoid artrit tedavisinde 2004 yılında psöriatik artrit tedavisinde Food and Drug Administration (FDA) tarafından onaylanan bir ilaçtır (74).

2.6.3 Leflunomid ve İmmümmodülatör Etkileri

Antiproliferatif etkisini, aktive lenfositlerde proliferasyon için gerekli ribonükleotid üridin monofosfat ve diğer hücre siklusunda G1 fazından S fazına geçiş için gerekli de novo pirimidin nükletoidlerin sentezini inhibe ederek göstermektedir. A771726 aktif metabolit olarak, de novo pirimidin sentezinde gö- revli dihidroorotat dehidrogenaz enzimini inhibe etmektedir. Bu enzimin inhibisyonu, ribonükleotid üridin monofosfat azalması, DNA ve RNA sentezinde düşüş, T hücre proliferasyonunun inhibe olup G1 fazında hücre çoğalmasında durma meydana getirmektedir. Aktif metabolit aynı zamanda protein kinaz aktivitesini inhibe ederek, T hücre bağımlı B hücre oluşumu, dolayısıyla IgA veya IgA antikor sentezini de baskılamaktadır (75, 76). Leflunomidin T hücre agregasyonunu sağlayan CD43 sinyal yolunu da inhibe ettiği bilinmektedir (77). Xiulong ve arkadaşlarının yaptığı çalışmada leflunomidin PDGF tirozin kinaz reseptör aktivitesini EGF tirozin kinaz reseptör aktivitesinden daha çok inhibe ettiği saptanmış (78). Nair ve arkadaşalarının yaptığı çalışmada da üridin biyosentezinin engellenmesi ile leflunomidin lenfositler ve düz kas hücreleri üzerine antiproliferatif etki ettiği görülmüş, vasküler greftlerin kronik rejeksiyonlarda kullanıbileceği düşünülmüş (79).




2.6.4 Leflunomid ve Antiinflamatuar Etkileri

	Leflunomidin bir diğer önemli etkisi de NF-ĸB aktivasyonunu ve NF-ĸB bağımlı gen ekspresyonunu inhibe etmesidir. NF-κB; tümör nekroz faktör-α (TNF-α), interlökin- 6 (IL-6), ve nitrik oksid sentaz (iNOS) gibi inflamatuvar mediatörlerin gen ekspresyon regülasyonundan sorumludur. Leflunomid başta TNF olmak üzere, forbol esteri, okadaik asit, seramid, ROÜ ve H2O2 ile ilişkili NF-ĸB aktivasyonunu inhibe eder (80, 81). Imose ve arkadaşları concanavalin A ile farelerde hepatit oluşturdukları deneysel çalışmada leflunomidin NF-ĸB inhibisyonu aracılığıyla plazma TNF-α, interferon gama (IFN-γ) ve interlökin 2 (IL-2) düzeylerinde azalmaya neden olduğunu saptamışlardır (82). Manna ve arkadaşlarının yaptığı çalışmada leflunomidin TNF’e bağlı ROÜ üretimini, lipid peroksidasyonunu, TNF tarafından indüklenen sitotoksisiteyi ve kaspaz aktivasyonunu engellediği saptanmıştır. Manna leflunomidin NF-ĸB ve TNF ilişkili çeşitli hücresel yanıtları baskılaması nedeniyle karaciğer ve kardiyovasküler hastalıklara karşı koruyucu etkisi olabileceğini belirtmiştir (83). Yao ve arkadaşlarının çalışmasında ratlarda karbontetraklorid veya immünolojik yolla oluşturulan karaciğer hasarındaleflunomidin proinflamatuar sitokin düzeyinde azalma, malondialdehid ve nitrikoksit düzeylerinde azalma ve antioksidan aktivitede artışa yol açtığı saptanmıştır (84). Karaman ve arkadaşları leflunomidin NF-ĸB inhibisyonu yaparak proinflamatuar sitokinlerin özellikle TNF salınımını engelleyip biliyer obstrüksiyonlu ratlarda karaciğer hasarını iyileştirdiğini saptamışlardır (85). Wei-min You ve arkadaşlarını streptozosin ile böbrek hasarı yaptıkları diabetik ratlarda NF-ĸb ve TNF inhibisyonu ile leflunomidin renal koruyucu etki yaptığını saptamışlar (86).  Akiho ve arkadaşlarının yaptığı bir çalışmada leflunomidin STAT6 inhibisyonu ile IL-4 ve IL-13 düzeyini azalttığı saptanmış (87).  Leflunomidin STAT6 fosforilasyonu azaltıp IL-4 sinyal iletim yolunu bloke eden bir immünsüpresif bir ilaç olduğu bilinmektedir (88). Jarman ve arkadaşları ovalbumin ile duyarlaştılmış farelerde deride aşırı duyarlılık reaksiyonu oluşturmuşlar ve leflunomidin etkilerine değerlendirmişler. Kontrol grubu ile leflunomid tedavisi verilen fareler kıyaslandığında total IgE düzeylerinin azaldığı ve IL-4, IL-5 sekresyonunun azaldığı saptanmış (89).
2.6.3 Farmakokinetik özellikleri:

a) Absorbsiyon: Leflunomid oral biyoyararlanımı % 80 olup, aktif metaboliti oral uygulamadan 6-12 saat sonra tepe plazma seviyesine ulaşır. Leflunomid, tokluk ve açlık durumlarındaki absorbsiyon derecesi benzerdir (74). 

b) Dağılım: A771726 yüksek oranda albümine bağlanır. A771726’nın bağlanmamış fraksiyonu yaklaşık %0.62’dir. A771726’nın yüksek proteine bağlanma oranına bağlı olarak görünürdeki dağılım hacmi düşüktür (74). 

c) Metabolizma: Leflunomid, bir primer (A771726) ve TFMA (4- trifluorometilalanin) dahil olmak üzere birçok minör metabolite dönüşür. Leflunomidin A771726’ya metabolik transformasyonu ve bunu izleyen A771726 metabolizması tek bir enzimle kontrol edilmemektedir ve mikrozomal ve sitozolik hücresel fraksiyonlarda oluştuğu gösterilmiştir. Simetidin (non-spesifik sitokrom p450 inhibitörü) ve rifampisin (non-spesifik sitokrom p450 indükleyicisi) ile yapılan etkileşim araştırmaları in vivo CYP enzimlerinin leflunomid metabolizmasıyla ancak küçük bir oranda ilişkili olduğunu göstermektedir (90).

d) Eliminasyon: A771726’nın eliminasyonu yavaş ve görünürdeki klirensin yaklaşık 31 mL/saat olmasıyla karakterizedir. Hastalardaki eliminasyon yarı ömrü yaklaşık 2 haftadır. Radyoaktif işaretli leflunomid dozunun uygulanmasından sonra, radyoaktivite muhtemelen biliyer eliminasyonla feçes ve idrarla eşit olarak atılmıştır. İnsanlarda, oral süspansiyon formunda aktive kömür tozu veya kolestiramin uygulamasının, A771726 eliminasyon hızında hızlı ve anlamlı bir artışa ve plazma konsantrasyonlarında düşüşe yol açtığı gösterilmiştir. Böbrek yetmezliği olan hastalarda farmakokinetik parametreler sağlıklı gönüllülerdeki değerlerle uyumlu bulunmuştur. Karaciğer bozukluğu olan hastalardaki tedaviye ilişkin veri bulunmamaktadır. 18 yaşın altındaki bireylerde ve yaşlılarda (>65) farmakokinetik veriler sınırlıdır, ancak genç erişkinlerdeki farmakokinetik ile uyumludur (90).


2.6.4 Kullanım endikasyonları

Leflunomid kullanımı 1998 yılında romatoid artrit tedavisinde 2004 yılında psöriatik artrit tedavisinde FDAtarafından onaylanmıştır (74). Leflunomid aktif romatoid artrit ve psöryatik artritli hastalarda MTX veya salozoprinin yeterli doz ve sürede kullanılmasına rağmen etki elde edilemeyen erişkin hastaların tedavisinde “hastalık modifiye edici antiromatizmal ilaç” (DMARD) olarak; belirti ve semptomların azaltılmasında, radyolojik erozyonlar ve eklem aralığı daralmasıyla belirgin yapısal hasarıninhibisyonunda ve fiziksel fonksiyonlarının düzeltilmesinde endikedir (74).


3. GEREÇ VE YÖNTEM

3.1. Deney hayvanları:

Deney için 6-8 haftalık 20-40 gr ağırlığındaki 28 adet ad libitum olarak beslenen BALB/c fare kullanıldı (Resim 1). Çalışma için kullanılan fareler Pamukkale Üniversitesi Tıp Fakültesi Multidisipliner Deney Hayvanları Laboratuarından temin edildi. Fareler klimalı odalarda 12 saat aydınlık, 12 saat karanlık ortamda önceden dezenfekte edilmiş plastik tabanlı, zemine talaş serili metal korumalı fare kafeslerinde muhafaza edildi. Bu çalışma için Pamukkale Üniversitesi Deney Hayvanları Etik Kurulu’ndan PAUHDEK-2014/035 nolu etik kurul onayı alınmıştır.
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  Resim 1. Çalışmada kullanılan BALB/c fareler

3.2. Çalışma Grupları:

Çalışmaya dahil edilen 28 adet BALB/c fare her grupta 7 fare olacak şekilde 4 gruba ayrıldı.
Grup 1 (n=7): Herhangi bir tedavi verilmeyen kontrol grubu
Grup 2 (n=7): Astım modeli oluşturularak salin uygulanan plasebo grubu
Grup 3 (n=7): Astım modeli oluşturularak leflunomid uygulanan grup
Grup 4 (n=7): Astım modeli oluşturularak deksametazon uygulanan grup

3.3. Kronik astım modelinin oluşturulması

Temelkovski ve arkadaşları tarafından tanımlanan kronik astım modeli kullanıldı (91). Kontrol grubu (Grup 1) dışındaki diğer tüm fareler 14 gün ara ile iki kez 10μg intraperitoneal tavuk yumurta ovalbumin (OVA; Grade V, Sigma, St Louis, MO, USA) uygulanarak duyarlılaştırıldı. Kontrol grubundaki farelere aynı yol ve miktarda salin solüsyonu uygulandı. Duyarlılaştırılan farelere son immunizasyondan 7 gün sonra (21. günde) başlamak üzere, günde 1saat süre ile haftanın üç günü, 8 hafta boyunca steril salin içindeki %2.5’lik ovalbumin solüsyonundan oluşan aerol inhale ettirildi. İnhalasyon uygulamaları, jet nebülizator ile bağlı 42x24x17 cm ebatlarındaki cam odacığın içine fareler gruplar halinde koyularak bütün vücut inhalasyon sistemi ile yapıldı (Resim 2). Bu nebülizator sistemi ile verilen aerosol ≤4μm çapında ≥%80 partikül ayrışmasına olanak sağladı. Partikül konsantrasyonu 10-20mg/m3 idi. Kontrol grubundaki farelere de aynı sistem ile salin inhalasyonu yaptırıldı (91, 92). Şekil 5’de kronik astım modeli oluşturma protokolü verildi.
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Resim 2. İnhalasyon uygulamaları için kulanılan cam odacık
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Şekil 5. Kronik astım modeli oluşturma protokolü




3.4. Çalışma ilaçlarının verilmesi:

Ovalbumin inhalasyonunun son haftasında plasebo grubundaki farelere salin, grup III’teki farelere leflunomid (Arava /Turkiye) 30 mg/kg/gün, Grup IV’deki farelere deksametazon 1 mg/kg/gün, intraperitoneal yol ile ardı ardına 5 gün uygulandı.

3.5. Hayvan yaşamını sonlandırma zamanı ve yöntemi

Fareler son tedavinin uygulanmasından 24 saat sonra 35 mg/kg ketamin ve 5mg/kg ksilazinin intraperitoneal olarak verilmesi ile sakrifiye edildi. Çalışmada sakifiye edilen BALB/c fareler Resim 2’de verilmiştir. 
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Resim 3. Sakifiye edilen BALB/c fareler




3.6. Histolojik incelemeler

3.6.1. Işık Mikroskobik Doku Takip Protokolü
 %10’luk formaldehit ile tespit edilen doku örnekleri, fiksatiflerin uzaklaştırılması amacıyla 1 gece akarsu altında yıkandıktan sonra dehidratasyon amacıyla 20’şer dakika %70’den %95’e artan etil alkol serilerinden geçirildi. Ardından 20’şer dakika 4 değişim aseton solusyonlarından geçirildikten sonra 2 değişim 30’ar dakika ksilolde tutuldu. 60˚C’lik etüv içerisinde 2 değişim parafin uygulanıp 1’er saat parafin ile immersiyonu sağlandıktan sonar dokular parafin bloklar içerisine gömüldü (Tablo 2). Parafin bloklardan inceleme yapmak amacıyla mikrotom aracılığı ile 5µm’lik kesitler alındı.


Tablo 2: Işık Mikroskobik Doku Takip Protokolü

	İşlem 
	Madde
	Süre 

	Tespit 
	%10 formalin, 
	24 saat-48 saat

	Fiksatifin uzaklaştırılması
	Akar su
	1 gece

	Dehidratasyon
	% 70 etil alkol
	20 dk 

	
	% 80 etil alkol
	20 dk

	
	% 95 etil alkol
	20 dk

	
	Aseton (4 değişim)
	20 dk

	Şeffaflaştırma 
	Ksilol
	30 dk

	
	Ksilol
	30 dk

	Emdirme %60 C etüv
	Parafin 
	1 saat

	
	Parafin 
	1 saat

	Gömme 
	Parafin
	


	
3.6.2. Hematoksilen-Eozin Boyama Metodu

Mikrotom aracılığı ile alınan 5µ’luk parafin kesitler deparafinizasyon işlemi için 1 gece 60˚C’lik etüvde bırakıldıktan sonra, 20’ar dakika üç değişime tabi tutuldu. Ardından dehidratasyon işlemi için %95’den %70’e azalan alkol serilerinden geçirilen kesitler 10 dakika akarsu altında yıkandı. 10 dakika hematoksilen  ile boyamanın ardından, boyanın fazlasının dokudan uzaklaştırılması için 10 dakika akarsuda yıkanan kesitler, 2 dakika eozin boyası ile boyandı. Ardından sırasıyla %80 ve %95’lik alkol serilerinden geçirilip havada kurutulan kesitler şeffaflaştırma amacıyla 30’ar dakika iki değişim de tutulduktan sonra entellan ile kapatıldı (Tablo 3). HE ile boyanan akciğer doku örneklerinin genel histolojik özellikleri incelendi. Her deneğe ait preparatlardan yaklaşık aynı  çapta 3’er  bronşun 4'er alanında epitel kalınlığı ve subepitelial düz kas  kalınlığı ölçüldü.
[bookmark: _Toc291666519]
Tablo 3: Hematoksilen-Eozin boyama metodu
	İşlem
	Madde
	Süre

	Deparafinizasyon
	60˚C etüvde
	1 gece

	Deparafinizasyon
	 (3 değişim)
	20 dk

	Dehidratasyon 
	% 95 alkol
	Yıkama

	
	% 80 alkol
	Yıkama

	
	% 70 alkol
	Yıkama

	Yıkama 
	Akar su
	10 dk

	Boyama 
	Hematoksilen  
	10 dk

	Yıkama 
	Akar su 
	10 dk

	Boyama 
	Eosin 
	2 dk

	Yıkama 
	Akar su
	5 dk

	
	% 80 alkol
	1 yıkama

	
	% 95 alkol
	1 yıkama

	Şeffaflaştırma
	 (3 değişim)
	20 dk

	Kapama 
	Entellan 
	


	
3.6.3. Periodik asid-schiff Boyaması (PAS)

[bookmark: _Toc291666520]Alınan parafin kesitler deparafinizasyon işlemi için 1 gece 60˚C’lik etüvde bırakıldı. Ardından ilki 1 saat (etüvde) diğer ikisi 30’ar dakikalık üç farklı ksilene tabi tutuldu. Daha sonra rehidratasyon işlemi için 2 değişim absolü alkol ve  %96’dan %70’e azalan alkol serilerinden geçirildi, kesitler distile su ile çalkalandıktan sonra 3-5 dakika peryodik asit ile boyandı. Boyamanın ardından, boyanın fazlasının dokudan uzaklaştırılması için 1-2 dakika akarsuda yıkanan kesitler, 20-25 dakika schiff boyası ile boyandı. Boyamadan sonra 5 dk akarsuda tutuldu. Daha sonra dehidratasyon işlemi için sırasıyla %70, %80, %96 ve 2 seri Absolü alkol serilerinden geçirilen kesitler şeffaflaştırma amacıyla 20’şer dakika üç değişim ksilende tutulduktan sonra entellan ile kapatıldı (Tablo 4). PAS ile boyanan kesitlerde goblet hücreleri sayıldı.

Tablo 4: PAS boyama metodu
	[bookmark: OLE_LINK91][bookmark: OLE_LINK92][bookmark: OLE_LINK93]İşlem
	Madde
	Süre

	Deparafinizasyon
	60˚C Etüvde
	1 Gece

	
	 1 (Etüvde)
	1 Saat

	
	 2-3 (Oda Isısında)
	30 Dakika 

	Rehidratasyon 
	%100-100-96-80-70’lik Alkol
	Çalkalama

	Yıkama 
	Distile Su
	10 Dakika

	Boyama 
	Periodik Asit 
	3-5 Dakika

	Yıkama 
	Akarsu 
	1 Dakika

	Boyama 
	Schiff 
	20-25 Dakika

	Yıkama 
	Akar su
	1-2 Dakika

	Boyama
	Hematoksilen
	2 Dakika

	Yıkama
	Akarsu
	5 Dakika

	Dehidratasyon
	% 60–70–80–96-100’lük Alkol
	Çalkalama

	Şeffaflaştırma
	Ksilen 1–2–3 
	20’şer Dakika

	Kapama 
	Entellan 
	



	

3.6.4. Toluidin Blue Boyası

Deparafinize edilen doku kesitleri 30 dk toludini blue boyasında bekletildi. Ardından ksilen serilerinden geçirilip entellan ile kapatıldı. Işık mikroskobu ile mast hücre sayısı değerlendirildi.

3.6.5. Işık mikroskobik değerlendirme

Preparatların fotoğrafları Olympus DP71 model (Olympus Optical, Tokyo, Japan) kamera ile çekildi ve DP70 model mikroskop (Olympus Optical, Tokyo, Japan) ile değerlendirildi. Ölçümler bilgisayar destekli UTHSCSA Image Tool for Windows Version 3.00 software ile yapıldı.
	HE ile boyanan akciğer doku örneklerinin genel histolojik özellikleri incelendi. Her deneğe ait preparatlardan yaklaşık aynı çapta 3er bronşun 4'er alanında epitel kalınlığı ve subepitelial düz kas kalınlığı ölçüldü ve ortalamaları alındı.
	Toluidin boyamasında her denekten alınan kesitlerde ortalama 10 ar alanda toplam 16.400 µm2 olacak şekilde Mast hücre sayısı sayıldı ve ortalaması alındı. Goblet hücre sayımında ise her denekte ayrı ayrı 100 µm uzunluğa düşen pozitif hücre sayısı sayılarak ortalaması alındı.

3.7. Akciğer Dokusunda ve Fare Serumunda IL-4 ve IL-5 Ölçümü

Sakrifiye edilen farelerin sağ akciğer üst lobu 2 mL’lik mikrosantrifüj tüpüne alındı ve oda ısısı ile temas etmeden -80°C’da çalışma gününe kadar saklandı. Çalışma günü -80 °C’dan çıkarılan dokular +4°C de çözüldü. Daha sonra buz üzerine alınan örneklerden 60-80 mg’lık parça önceden soğutulmuş içinde 5 mm çapında paslanmaz çelik boncuk ve 1:7 oranında fosfat tampon (pH: 7.2) olan tüpe alındı ve homojenat elde edildi. Elde edilen homojenat +4°C de 5000 g de 10 dakika santrifüj edildi. Santrifüj sonrası elde edilen supernatanlardan IL-4 ve IL-5 düzeyleri üretici firmanın önerileri doğrultusunda ELISA yöntemiyle çalışıldı (RayBio Mouse IL-4 Kit, RayBio Mouse IL-5 Kit). ELISA plakları 450 nm’de spektrofotometrik olarak değerlendirildi (BioTek Synergy HT, USA). Ayrıca farelerin serumlarından da IL-4 ve IL-5 düzeyleri üretici firmanın önerileri doğrultusunda ELISA yöntemiyle ölçüldü (RayBio Mouse IL-4 Kit, RayBio Mouse IL-5 Kit). 









3.8. Verilerin İstatistiksel Analizi

Çalışma sürecinde elde edilen verilerin istatistiksel analizleri SPSS (Statistical Package for Social Sciences) 15.0 bilgisayar paket programında yapıldı. Değerlendirmede ortalama, ve standart sapmalar belirlendi. IL-4 ve IL- 5 ölçümlerinde ve gruplar arası histolojik farklılıkların çoklu grup ortalamalarının karşılaştırılmasında Kruskal-Wallis, ikili grup ortalamalarının karşılaştırılmasında Mann-Whitney U testleri kullanıldı. Tüm sonuçlarda  p<0.05 olan değerler istatistiksel olarak anlamlı kabul edildi.























4. BULGULAR

Her grupta 7 fare olmak üzere 28 fare ile çalışma tamamlandı. Kontrol grubu (Grup I), plasebo grubu (Grup II), leflunomid grubu (Grup III) ve deksametazon uygulanan grup (Grup IV) olarak ayrıldı. Her grubun düz kas kalınlığı, epitel yüksekliği, mast ve goblet hücre sayılarını içeren histolojik veriler Tablo 5’de verilmiştir.

Tablo 5: Tüm grupların histolojik parametreleri
	
	
Kontrol
(Grup I) (Ort±SD)
	
Plasebo
(Grup II) (Ort±SD)
	
Leflunomid
(Grup III) (Ort±SD)
	
Deksametazon
(Grup IV) (Ort±SD)

	Subepitelyal düz kas kalınlığı (μm)
	4,08±1,60
	7,56±2,43
	5,85±1,88
	5,23±1,58

	Epitel yüksekliği (μm) 
	17,35±4,39
	37,92±9,08
	28,01±9,56
	23,30±5,21

	Mast hücre sayısı /16400 (μm2 )
	0,32±0,61
	1,42±1,63
	1,17±1,04
	0,62±0,74

	Goblet hücre sayısı /100 μm
	0,67±0,76
	4,17±3,14
	2,20±1,46
	1,42±1,30



Kontrol grubu (Grup I) ile astım modeli oluşturulup plasebo olarak salin uygulanan grubun (Grup II) histolojik verileri karşılaştırıldığında; plasebo grubunda düz kas ve epitel kalınlıklarının, mast ve goblet hücre sayılarının istatistiksel olarak anlamlı şekilde artmış olduğu gösterildi. Bu sonuçlar astım modelinin çalışma grubundaki farelerde başarı ile oluşturulduğunu göstermiştir. Her iki grubun karşılaştırılan parametreleri (ortalama ± standart hata) ve p değerleri Tablo 6’da gösterilmiştir.





Tablo 6: Kontrol grubu ile plasebo grubunun histolojik verilerinin karşılaştırılması
	
	
	
Kontrol
(Grup I) (Ort±SD)
	
Plasebo
(Grup II) (Ort±SD)

	
P

	Subepitelyal düz kas kalınlığı (μm)
	4,08±1,60
	7,56±2,43
	0,000

	Epitel yüksekliği (μm)
	17,35±4,39
	37,92±9,08
	0,000

	Mast hücre sayısı /16400 (μm2 )
	0,32±0,61
	1,42±1,63
	0,000

	Goblet hücre sayısı /100 μm
	0,67±0,76
	4,17±3,14
	0,000



Plasebo grubu (Grup II) ile leflunomid grubunun (Grup III) histolojik verileri karşılaştırıldığında ise, leflunomid uygulanan grupta düz kas (p: 0,005) ve epitel yüksekliğinin (0,003), mast (p: 0,019) ve goblet hücre sayısının (p: 0,005) anlamlı olarak azalmış olduğu gösterildi. Her iki grubun karşılaştırılan parametreleri (ortalama, ± standart hata) ve p değerleri Tablo 7’de gösterilmiştir.

Tablo 7: Plasebo grubu ile leflunomid grubunun histolojik verilerinin karşılaştırılması
	
	
Plasebo
(Grup II) (Ort±SD)
	
Leflunomid
(Grup III) (Ort±SD)

	
P

	Subepitelyal düz kas kalınlığı (μm)
	7,56±2,43
	5,85±1,88
	0,005

	Epitel yüksekliği (μm)
	37,92±9,08
	28,01±9,56
	0,003

	Mast hücre sayısı /16400 (μm2 )
	1,42±1,63
	1,17±1,04
	0,019

	Goblet hücre sayısı /100 μm
	4,17±3,14
	2,20±1,46
	0,005


Plasebo grubu (Grup II) ile deksametazon grubunun (Grup IV) histolojik verileri karşılaştırıldığında ise, deksametazon uygulamasının düz kas kalınlığını (p: 0.000), epitel yüksekliğini (p: 0.000), mast (p: 0.003) ve goblet hücre sayısını (p: 0.000) anlamlı olarak azaltmış olduğu gösterildi. Her iki grubun karşılaştırılan parametreleri (ortalama, ± standart hata) ve p değerleri Tablo 8’da gösterilmiştir.

Tablo 8: Plasebo grubu ile deksametazon grubunun histolojik verilerinin karşılaştırılması
	
	
Plasebo
(Grup II) (Ort±SD)
	
Deksametazon
(Grup IV) (Ort±SD)

	
P

	Subepitelyal düz kas kalınlığı (μm)
	7,56±2,43
	5,23±1,58
	0,000

	Epitel yüksekliği (μm)
	37,92±9,08
	23,30±5,21
	0,000

	Mast hücre sayısı /16400 (μm2 )
	1,42±1,63
	0,62±0,74
	0,003

	Goblet hücre sayısı /100 μm
	4,17±3,14
	1,42±1,30
	0,000




Leflunomid grubu (Grup III) ile deksametazon grubunun (Grup IV) histolojik verileri karşılaştırıldığında ise; iki grup arasında düz kas kalınlığı (p: 0.725), epitel yüksekliği (p:0.442), mast hücre sayısı (p: 0.053) ve goblet hücre sayısı (p: 0.067) açısından anlamlı farklılık saptanmadı. Her iki grubun karşılaştırılan parametreleri (ortalama, ± standart hata) ve p değerleri Tablo 9’da gösterilmiştir. 






Tablo 9: Deksametazon grubu ile leflunomid grubunun histolojik verilerinin karşılaştırılması
	
	
Leflunomid
(Grup III) (Ort±SD)

	
Deksametazon
(Grup IV) (Ort±SD)
	
P

	Subepitelyal düz kas kalınlığı (μm)
	5,85±1,88
	5,23±1,58
	0,725

	Epitel yüksekliği (μm)
	28,01±9,56
	23,30±5,21
	0,442

	Mast hücre sayısı /16400 (μm2 )
	1,17±1,04
	0,62±0,74
	0,053

	Goblet hücre sayısı /100 μm
	2,20±1,46
	1,42±1,30
	0,067




Tüm grupların ışık mikroskopik görünümleri aşağıda verilmiştir (Resim 4-19). Işık mikroskopik çalışmalarda kontrol grubunda histolojik bulgular normal saptanmıştır (Resim 3-6). 



Resim 4: Kontrol grubuna ait akciğer kesiti  (HE boyaması). Normal akciğer parenkimi ve hava yolları gözlenmekte (Alv: Alveol, b: Bronşiol). Scale bar: 500 µm.





Resim 5: Kontrol grubuna ait akciğer kesiti  (HE boyaması). Epitel boyunun ve subepitel kalınlığının normal olduğu gözlenmekte. (Çift yönlü ok: Epitel kalınlığı, sarı ok: Subepitel kalınlığı). Scale bar 200 µm.
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Resim 6: Kontrol grubuna ait akciğer kesiti  (PAS boyaması). Epitelde PAS pozitif goblet hücresi artışı gözlenmemekte. Scale bar:50 µm.
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Resim 7: Kontrol grubuna ait akciğer kesiti  (Toluidin blue boyaması). Akciğer parenkimasında mast hücresi artışı  gözlenmemekte. Scale bar 200 µm.

Işık mikroskopik çalışmalarda plasebo grubuna ait histolojik bulgular resim 7-10’da gösterilmişitr. 



Resim 8: Plasebo (Astım) grubuna ait akciğer kesiti (HE boyaması). Solunum yolları epitelinin düzensiz olduğu, akciğer parankimasının inflamatuvar hücreler içerdiği (*) gözlenmekte. (Alv:Alveol, b:Bronşiol). Scale bar 500 µm.



Resim 9: Plasebo (Astım) grubuna ait Akciğer kesiti  (HE boyaması). Epitel boyunun ve subepitel kalınlığının artmış olduğu gözlenmekte. (Çift yönlü ok: Epitel kalınlığı, sarı ok: Subepitel kalınlığı, Scale bar 200 µm).





Resim 10: Plasebo (Astım) grubuna ait akciğer kesiti  (PAS boyaması). Epitelde artmış PAS pozitif goblet hücreleri ve pas pozitif materyal gözlenmekte. (ok: PAS pozitif gobleT hücresi, Scale bar:50 µm).



[image: ]
Resim 11: Plasebo (Astım) grubuna ait Akciğer kesiti  (Toluidin blue boyaması). Akciğer parenkimasında artmış mast hücreleri gözlenmekte (sarı ok). Scale bar , 200-50 µm.

Işık mikroskopik çalışmalarda leflunomid grubuna ait histolojik bulgular resim 11-14’de gösterilmişitr. 



Resim 12: Leflunomid grubuna ait Akciğer kesiti  (HE boyaması). Düzensiz hava yolları ve akciğer parankimi ile inflamasyonun azaldığı gözlenmekte (Alv: Alveol, b: Bronşiol, *:İnflamasyon). Scale bar: 500 µm.




Resim 13: Leflunomid grubuna ait akciğer kesiti  (HE boyaması). Epitel boyunun ve subepitel kalınlığının astım grubuna göre azaldığı gözlenmekte. (Çift yönlü ok: Epitel kalınlığı, ok: Subepitel kalınlığı) Scale bar 200 µm.





Resim 14: Leflunomid grubuna ait akciğer kesiti  (PAS boyaması). Epitelde PAS pozitif goblet hücrelerinin astım grubuna göre azaldığı gözlenmekte. (oklar: PAS pozitif goblet hücresi, Scale bar:50 µm).
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Resim 15: Leflunomid grubuna ait akciğer kesiti  (Toluidin blue boyaması). Akciğer parenkimasında mast hücrelerinin astım grubuna göre azaldığı gözlenmekte. Scale bar 200, 50 µm.

Işık mikroskopik çalışmalarda deksametazon grubuna ait histolojik bulgular resim 15-18’de gösterilmişitr. 
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Resim 16: Deksametazon grubuna ait akciğer kesiti  (HE boyaması). Normale yakın akciğer parenkimi ve hava yolları gözlenmekte (Alv: Alveol, b: Bronşiol, Scale bar: 500 µm)
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Resim 17: Deksametazon grubuna ait akciğer kesiti  (HE boyaması). Epitel boyunun ve subepitel kalınlığının azalmış olduğu gözlenmekte. (Çift yönlü ok: Epitel kalınlığı, sarı ok: Subepitel kalınlığı, Scale bar 200 µm).
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Resim 18: Deksametazon grubuna ait Akciğer kesiti  (PAS boyaması). Epitelde az sayıda PAS pozitif goblet hücreleri ve pas pozitif materyal gözlenmekte. (ok: PAS pozitif goblet hücresi, Scale bar:50 µm).
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Resim 19: Steroid grubuna ait Akciğer kesiti  (Toluidin blue boyaması). Akciğer dokusunda intraepitelial az sayıda mast hücresi gözlenmekte. Scale bar 50 µm.

Akciğer dokusundan bakılan IL-4 düzeyi, astım grubunda kontrol grubuna göre anlamlı olarak yüksek saptanmıştır (p=0.03) (Şekil 6). Yine akciğer dokusundan bakılan IL-5 düzeyi, astım grubunda kontrol grubuna göre anlamlı olarak yüksek saptanmıştır (p=0.03) (Şekil 7). Leflunomid ve dekzametazon grupları arasında ise IL-4 ve IL-5 düzeyi açısından bir farklılık saptanamamıştır. Farelerin serumunda bakılan interlökin 4 ve 5 düzeyleri arasında fark bulunamamıştır.


Şekil 6: Gruplar arasındaki doku IL-4 düzeyleri (pg/ml)


Şekil 7: Gruplar arasındaki doku IL-5 düzeyleri (pg/ml)








5. TARTIŞMA

Astım patogenezinde T lenfositler, eozinofiller, mast hücreleri gibi birçok hücrenin rol aldığı geri dönüşümlü havayolu obstrüksiyonu ile karakterize havayollarının kronik enflamatuvar bir hastalığıdır (1). Enflamasyon astım patogenezinde önemli bir rol oynamaktadır. Akciğer dokusundaki enflamasyonun henüz astım semptomları görülmeden başladığı ve hastalığın asemptomatik dönemlerinde de devam ettiği ve astım ile ilişkili morbiditeyi etkilediği gösterilmiştir (93, 94). Astım patogenezinde remodeling (yeniden yapılanma) olarak adlandırılan değişiklikler goblet hücre hiperplazisi, bazal membranda kalınlaşma, subepitelyal fibrozis, havayolu düz kaslarında hipertrofi/hiperplazi ve yeni damar oluşumudur (95). Enflamasyonun baskılanamaması durumunda kontrol altına alınamayan astım semptomları, sık astım alevlenmeleri ve solunum fonksiyonlarında ilerleyici kayıp görülür (96). Bu nedenle astım tedavisinin akut döneminde semptomlar düzeltilmeye çalışılırken kontrol edici ilaçlarla astım iyileştirilmeye çalışır (1). Steroidler ise astım tedavisinin hemen hemen her basmağında kullanılan ve şimdiye kadar bilinen en etkili ilaçlardır (97).
Steroidler, hücre içine pasif düfüzyon yolu ile girerek alveoler ve endotelyal hücrelerdeki intraselüler glukokortikoid reseptörlerine bağlanıp hücre nükleusuna girerek bazı genlerin transkripsiyonunu uyarırlar. Böylece inflamatuar hücrelerin aktivasyonunu ve göçünü önlerler, bu hücrelerden mediatör salınımını baskılarlar. Endotel hücreleri üzerine direk etki ederek bazı sitokinlerin salınımını azaltıp mikrovasküler kaçağı önlerler. Fosfolipaz A2 enzimini inhibe eden lipokortin-1 proteini sentezini stimüle ederek arişidonik asit ve PAF gibi maddelerin yapımını önlerler. Ayrıca beta adrenerjik reseptör proteinin transkripsiyonunu artırarak pulmoner beta adrenerjik reseptörlerin down regülasyonu ve böylece beta-2 agonistlere tolerans gelişimini önlerler (98). İnhaler steroid tedavisi, hastalarda astım semptomlarını kontrol eder, atak sıklığını ve acil başvurularını azaltır, yaşam kalitesini, solunum fonksiyon testlerini, bronş aşırı duyarlılığını düzeltir (99, 100). 



Astım kontrolünün sağlanması tedavinin düzenli kullanılması ile yakından ilişkilidir. Hastaların uzun süreli ilaç tedavisine uyum sağlayamaması, hastalardaki steroid korkusu veya uyumun zaman içinde giderek azalması astım kontrolünün sağlanamamasındaki önemli faktörlerdir. Tedaviye uyumun azalması hastaların yüksek doz inhale kortikosteroid kullanmasına, ilaca bağlı ciddi yan etkilerin ortaya çıkmasına ve tedavi maliyetinin artmasına neden olur. İnhale kortikosteroid dozunun arttırılması ile klinik etkinlik açısından az bir fayda sağlanırken, ilaca bağlı yan etkiler daha çok artar (101). Kullanılmakta olan tedavi yöntemleri başarılı olmasına rağmen, astım tedavisinde bilinen en güçlü antienflamatuvar ilaç steroidler olmakla birlikte, bu ilaçların uzun sürede oluşturacağı yan etkiler düşünüldüğünde alternatif tedavilerin araştırılmasının önemi artmaktadır. Steroidlerin sistemik ve lokal birden çok yan etkisi bulunmaktadır. Büyüme gelişme geriliği, osteoporoz, iyatrojenik cushing sendromu, hipertansiyon, ödem, jinekomasti, hirşutizm, akne, ciltte atrofi, strialar, yara iyileşmesinde gecikme, telenjiektaziler, myopati, kaslarda güçsüzlük, sekonder diabetes mellitus, enfeksiyonlara yatkınlık, mental-emosyonel değişiklikler, katarakt, viral enfeksiyonlarda alevlenme, peptik ülser başlıca yan etkileridir (64, 102, 103). Bu nedenlerden dolayı astımlı hastalarda inflamasyonu baskılayan, remodelingi engelleyen ve yan etkisi olmayan mevcut tedavilere alternatif tedavi seçeneklerine ihtiyaç vardır ve bu ilaçların nonsteroid yapıda olması tercih edilmektedir.
Farelerde oluşturulan alerjik astım modelleri insan astımını oldukça iyi taklit etmektedir. Temelskovski ve arkadaşlarının yaptığı kronik astım modeli en sık uygulanan ve en iyi taklit eden modellerden biridir. Çalışmamızda da kullanılan BALB/c fareler ovalbumine yüksek IgE yanıtı olan hayvanlardır (91). Çalışmamızda astımı destekleyen histolojik bulgulardan goblet hücre hiperplazisi, düz kas kalınlığı, mast hücre sayısı ve epitelyum yüksekliği parametreleri ovaalbumin verilerek astım modeli oluşturulan fare grubunda plasebo verilen gruptan anlamlı olarak yüksek bulunmuştur (p=0.000). Bu da çalışmamızda astım modelinin başarı ile oluşturulduğunu desteklemiştir.


Astımda şimdiye kadar en etkili kontrol edici ve en güçlü antiinflamatuvar  tedavinin steroidler olduğu bilinmektedir (1). Bundan dolayı calışmamızda leflonomidin etkinliğini değerlendirmek ve karşılaştırmak amacıyla bir gruba daha önce yapılan hayvan çalışmalarında sıklıkla kullanılmış olan deksametazon verildi. Böylelikle astım bulguları üzerine steroidin etkinliği deneysel çalışmamızda da tekrar ortaya konuldu. 
Leflunomid verdiğimiz grup ile deksametazon grubu karşılaştırıldığında ise yine bakılan tüm histolojik parametrelerin düzeltilmesi açısından istatistiksel olarak anlamlı fark saptanmadı.  Bu da leflunomidin steroide yakın antienflamatuvar etkisinin olabileceğini, astım tedavisinde steroidlerin yanına destek tedavi olarak veya astımda kullanılan diğer ilaçlar yerine leflunomidin kullanılabileceğini düşündürmektedir. 
İster atopik, ister nonatopik nedenlerle olsun astımda hastalığın temelinde yatan olay hava yollarının kronik inflamasyonudur.  Atopik astımda bilinen bir antijen ile atopik olmayan astımda çevresel, mesleksel ve henüz bilinmeyen nedenlerle immün yanıt gelişir. Hava yolu inflamasyonundan sorumlu tutulan bu spesifik immün yanıtın gelişmesinde ilk adım antijenin CD4+ (T helper) lenfositlere sunulmasıdır (104). İnhalasyon yolu ile alınan antijen, solunum yollarında epitel hücreleri arasında bol miktarda bulunan dendritik hücreler tarafından fagosite edilip, parçalanır. Antijen parçacığı dendritik hücrelerin yüzeyinde bulunan MHC class II doku uyum antijeni aracılığı ile CD4+ lenfositlere sunulur. Burada T lenfosit spesifik Src ailesi tirozin kinazlar rol alır. Bu protein CD4+ ve CD8+ in sitoplazmik ucuna bağlanarak T lenfosit olgunlaşması ve aktivasyonu sağlar. Ayrıca CD4+ ve CD8+ T hücresinin APC’lere adhezyonunu artırır (103). T lenfositler IL-4, IL-5, IL-9, IL-13 gibi sitokinler sentezlerler. Th2 lenfositlerden salınan IL-4 ve IL-13 B lenfositleri IgE yapımına yönlendirir. Ortamda IFN-γ varlığında ise IgE yapımı baskılanır. Akut astım ataklarında solunum yollarında ve periferik kanda lenfositler aktifleşir. Aktiflenmiş T lenfositler, yüzeylerinde IL-2R (CD-25) ve sitoplazmalarında HLA-DR antijeni ve geç aktifleşen antijen (VLA-1) mevcuttur. Aktif Th2 lenfositleri IL-5 salgılayarak ortamda eozinofillerin artışına neden olur. Lenfosit kaynaklı IL-3, IL-4 ve IL-5 bazofil ve mast hücrelerinin farklılaşmasında etkindir (54, 63). Duyarlanmış bu kişilerin alerjen ile tekrar karşılaşması mast hücrelerinin degranülasyonuna ve inflamatuar hücre (eozinofil, lenfosit, nötrofil) infiltrasyonuna neden olur (104). Mast hücrelerinde sentezlenip sitoplazmik granüllerde depolanan histamin, triptaz gibi mediyatörler hücre dışına çıkarken IgE uyarısı ile lökotrien ve prostaglandinler gibi yeni mediyatörlerin sentezine neden olur.  Tüm bu mediyatörler göç eden inflamatuar hücrelerin degranülasyonuna ve yeni mediyatörlerin salınmasına sebep olur. Bunun sonucunda bronş mukozasında vazodilatasyon, ödem, mukus sekresyonu ve bronkospazm gelişerek, hava yollarının diffüz olarak daralmasına neden olurlar (105). 
Leflunomid DHODH inhibisyonu ve tirozin kinaz inhibisyonu ile rUMP ve ribonükleotid üridin trifosfat gibi pirimidin nükleotidlerin de novo aktif T lenfositler ve hızlı prolifere olan hücreler tarafından kullanımını engeller (74). Bu etkisi T lenfositlerin özellikle TH2 lenfositlerin prolifere olmasını engelediğini düşündürmektedir. Çalışmamızda bu fikri destekleyecek şekilde leflunomid verilen grupta akciğer histopatolojisinde iyileşme yönünde değişiklikler olduğu saptandı.
VEGF damar endotel hücrelerine özgü homodimerik glikoprotein yapısında heparin bağlayan büyüme faktörüdür (106). VEGF reseptörleri ilk olarak endotel hücrelerinde saptanmıştır.  VEGF hücre dışına salgılanarak 3 tirozin kinaz, 2 nörofilin reseptörüne bağlanır (107). VEGF vasküler geçirgenlik artışı ve astım yeniden şekillenmesi ile ilgili güçlü bir proanjiotik faktördür  (108). Hava yolu düz kası remodelingde hava yolu tonusunu belirleyen en önemli faktörlerden biridir. Astımlı hastaların hava yolu düz kasında hipertrofi ve hiperplazi olmakta ve bu hücrelerden kemokinler, sitokinler ve ekstraselluler matriks protein salgılanması olmaktadır (109). Endotelyal büyüme faktörünün (VEGF) hava yolu düz kası ile ilişkili olduğu bilinmektedir (110). Antony ve arkadaşlarının hamam böceği alerjen mazuriyeti sonrası yaptığı çalışmada bronş epiteli bariyer disfonksiyonu ve epitel permeabilitesinde artış olduğunu, astımın karakteristik patolojik bulgularının histolojik olarak da olduğunu saptamışlardır. Bronkoalveoler sıvıya VEGF salınımının yüksek düzeylerde olduğunu ve bu durumun bronş epiteline alerjen girişini kolaylaştırdığını düşünmüşlerdir (111). Hou ve arkadaşlarının yaptığı çalışmada proinflamatuar bir olan HMGB1 ( high-mobility group box protein 1) proteinin ovalbümin ile astım modeli oluşturulmuş farelerde plasebo grubuna göre TGF-β1, MMP-9 ve VEGF düzeylerinde daha çok artışa neden olduğu saptanmış (112).
 Latchoumycandane ve arkadaşları leflunomidin aktif metaboliti olan A77 1726’nın stres aktive edici protein kinaz inhibisyonu aracılığıyla VEGF düzeyini azaltarak mitokondri aracılıklı hepatosit hücre ölümünü engellediğini saptamışlardır (113). 
PDGF, epidermal büyüme faktörü (EGF), fibroblast büyüme faktörü (FGP), transforme edici büyüme faktörü (TGF) gibi büyüme faktörleri de düz kaslarda interensek protein kinaz aracılığıyla mitogenezi uyararak kasılmayı uyarıcı aracıların salınımını sağlar ve hava yolu düz kasında hipertrofi ve hiperplaziye neden olurlar (114).  
Bahr ve arkadaşlarının çalışmasında Ehrlich asit solid tümör oluşturulmuş fare gruplarında leflunomid ile tedavi sonrası tümör yükünün azaldığı, histopatolojik skorlamada gerileme olduğu saptanmış. Leflunomidin serum EGF, intratümoral EGF ve EGFR ekspresyonunu azaltarak aktivite gösterdiğini saptamışlar (115). Tang ve arkadaşlarının yaptığı çalışmada kontrol grubu ile karşılaştırıldığında leflunomid böbrek dokusunda immunokompleks birikimini azaltmış ve mesangial matris hiperplazisini azalttığı gösterilmiştir. Leflunomidin, aynı zamanda böbrek dokusunda MCP-1, TGF-beta 1 ekspresyonunu inhibe edebileceğini savunmuşlardır (116). Zhang ve arkadaşlarının diyabetik ratlar üzerine yaptığı çalışmada leflunomid tedavisi ile transforme edici büyüme faktörü beta 1 (TGF-β1) ve düz kas aktin ekspresyonu inhibe edilerek hücre dışı matris birikimi, tübülointerstisyel fibrozis inhibisyonu, epitelyal miyofibroblast transdiferansiyonun inhibisyonu sağlanmıştır (117).
Bizim çalışmamızda histolojik olarak subepitelyal kas kalınlığı ölçülmüş ve leflunomid verilen grupta plasebo grubuna göre anlamlı olarak düşük saptanmıştır. Bu sonuç her ne kadar sitokin düzeyinde tarafımızca değerlendirilmemiş olsa da leflunomidin düz kas hücre hiperplazisini engelleme üzerine etkilerini indirekt olarak göstermektedir.


	Astımda histolojik değişiklikler yanında kronik bir inflamasyon mevcuttur. Astımda Th-2 tipi inflamasyonun önemli göstergesi olan IL-13 astımlıların indükte balgamında kontrolü zor olan grupta daha fazla tespit edilmiştir (114). Astımlılarda indükte balgam süpernatanlarında astımlılarda normal kişilerle kıyaslandığında ECP, IL-4, IL-5, TNF-alfa, IL-6 ve IL-12 gibi sitokinler de çalışılmış olup daha yüksek seviyelerde olduğu belirtilmiştir (118, 119). Zhu ve arkadaşlarının yaptığı calışmada astım ataklarında IL-4, IL-5 miktarında artış gösterilmiştir (120). Agache ve arkadaşları IL-5 ve IL-13 düzeyleri ile astım şiddeti, akciğer fonksiyonu, hava yolu duyarlılığı arasında korelasyon olduğunu göstermişlerdir (121). 
Leflunomidin antiinflamatuar etkileri hücresel düzeyde de birçok alanda çeşitli çalışmalarda gösterilmiştir. Imose ve arkadaşları concanavalin A ile farelerde hepatit oluşturdukları deneysel çalışmada leflunomidin NF-ĸB inhibisyonu aracılığıyla plazma TNF-α, interferon gama (IFN-γ) ve interlökin 2 (IL-2) düzeylerinde azalmaya neden olduğunu saptamışlardır (82). Bronş düz kas kasılmasında RhoA/Rho-kinaz yolunun upregülasyonunun etkin olduğu bilinmektedir. Son zamanlarda yapılan çalışmalar astım tedavisinde bu yolun inhibisyonun önemli olduğunu düşündürmüştür (122). Bahr ve arkadaşlarının çalışmasında Ehrlich asit solid tümör oluşturulmuş fare gruplarında TNF-alfa seviyelerinde leflunomid ile anlamlı düşme olduğu gözlenmiştir (115). Chiba ve arkadaşlarının ovalbümin ile sensitize edilmiş farelerde yaptığı çalışmada IL-13 ile indüklenen RhoA/Rho-kinaz yolunun upregülasyonunun leflunomidin hücre içi posttranslasyonel sinyal molekül blokajı ile inhibe edildiğini saptamışlardır (123). Qiao ve arkadaşlarının yaptığı çalışmada leflunomidin aktif metaboliti olan A77 1726’nın sistemik lupus eritematozuslu hastalarda T ve B hücre aktivasyonunu engellediğini saptamışlar. Leflunomid IL17 üretimi yapan double negatif T hücrelerini baskılar (124). Fang ve arkadaşları deneysel üveit oluşturulmuş farelerde leflunomid ile tedavinin etkin olduğunu saptamışlardır. Leflunomid plasebo grubuna göre IL-17 ve IFN-γ serum düzeylerini anlamlı olarak azaltmıştır. Periferik kan ve dalakda IL-17, T hücrelerinin sayısında azalma gösterilmiş (125). Jarman ve arkadaşları ovalbumin ile duyarlaştılmış farelerde deride aşırı duyarlılık reaksiyonu oluşturmuşlar ve leflunomidin etkilerini değerlendirmişler. Kontrol grubu ile leflunomid tedavisi verilen fareler kıyaslandığında total IgE düzeylerinin azaldığı ve IL-4, IL-5 sekresyonunun azaldığı saptanmış (89). Eber ve arkadaşları kronik astım modeli oluşturulmuş farelerde yaptığı çalışmada leflunomidin astımda rol oynayan ana sitokinleri inhibe ettiğini ve özellikle IL4, IgE ve IgG1 düzeylerinde azalma yaptığını saptamışlardır (126).
Bizim çalışmamızda akciğer dokusundan bakılan IL-4 ve IL-5 düzeyleri, plasebo grubunda kontrol grubuna göre anlamlı olarak yüksek saptanmıştır (p=0.03). Bu durum kronik astım modelinin başarı ile oluşturulduğunu göstermektedir. Fakat diğer gruplar arasında IL-4 ve IL-5 düzeyleri arasında fark saptanmamıştır. Bu durum çalışmalar ışığında leflunomidin verilme süresi ve dozu ile alakalı olabileceğini düşündürmüştür. Yine fare serumlarında bakılan IL4 ve IL5 düzeylerinde gruplar arasında farklılık saptanmamıştır. Bu durum fare serumundaki sitokin düzeyinin akciğer dokusundaki sitokin düzeyini yansıtmadığını düşündürttü.
Alerjik hastalıkların patogenezinde görevli fosfolipid yapısında proinflamatuar bir mediyatör olan PAF eozinofiller, mast hücreleri, bazofiller, endotel hücreleri, nötrofiller, monositler ve makrofajlar tarafından üretilir. PAF, aktive mast hücreleri ve bazofillerden histamin salınımını uyarır. Histamin; H1 reseptörler üzerinden düz kas üzerine etki ederek ve aynı zamanda vagus siniri tarafından kontrol edilen refleks parasempatik hareketleri başlatarak bronkokonstrüksiyona neden olur (127).  Yapılan çalışmalarda sağlıklı kişilerde eozinofiller genellikle trombositlere bağlanmazken, alerjik astımlılarda PAF ve IL-5 artışıyla eozinofillerin trombositleri aktive ettiği ve böylece trombositlere bağlandığı düşünülmektedir (128). Trombositlerin antijen sunan hücreler ve T lenfositlere karşı uyarı sinyali geliştirerek inflamatuvar yanıtı devam ettirdiğini gösteren çalışmalar mevcuttur (129).
Leflunomid astım patogenezinde rol alan başka mediyatörler üzerine de etkilidir. Ju ve arkadaşlarının tavşan sinovyol hücre kültüründe yaptığı çalışmada Platelet aktive edici faktörün DNA sentezini stimüle ettiği saptanmış, leflunomid ile tedavi sonrası PAF aktivasyonun inhibe olduğu, peritoneal makrofajlarda da PAF üretiminin azaldığı saptanmış. (130).  


T hücrelerinin uyarısı ile B lenfositlerden aşırı miktarda IgE sentezlenmeye başlanması artık kişinin sensitize olması ile serum total ve spesifik IgE düzeyleri yükselir.  Alerjen ile  tekrar karşılaşan kişide mast hücrelerinin degranülasyonu ve sonucunda eozinofil, lenfosit, nötrofil gibi inflamatuar hücre infiltrasyonuna neden olur. Mast hücrelerinde sentezlenip sitoplazmik granüllerde depolanan histamin, triptaz gibi mediyatörler hücre dışına çıkarken IgE uyarısı ile lökotrien ve prostaglandinler gibi yeni mediyatörler de sentez edilir. Böylece bronş mukozasında vazodilatasyon, ödem, mukus sekresyonu ve bronkospazm gelişir ve hava yollarının diffüz olarak daralır (104).  
Sawamukai ve arkadaşları leflunomidin mast hücrelerinin apopitozinu indüklediğini ve mast hücrelerinin sağ kalımını sağlayan protein kinaz B’nin fosforilasyonunu inhibe ettiğini saptamışlar (131). Uhlig ve arkadaşlarının ovalbümin ile duyarlalaştırarak yaptığı rat çalışmasında mast hücre sayısının, ovalbumin-spesifik IgE ve IgG’nin leflunomid ile tedavi edilmiş ratlarda düşük olduğu saptanmış. Yine aynı çalışmada bronkoalveoler sıvıda Eozinofil ve nötrofil sayılarının diğer gruplara göre daha düşük olduğu saptanmış (132).  
Bizim çalışmamızda leflunomid verilen grup ile plasebo grubu histolojik olarak karşılaştırıldığında leflunomid verilen grupta mast hücre sayısında belirgin azalma olduğu gösterildi (p=0,019). 
Çalışmamızda bazı kısıtlılıklar mevcuttu. Hayvan çalışmalarında ne kadar olumlu sonuç elde edilse de insan çalışmalarına bunu uyarlamak her zaman mümkün olmamaktadır. Ayrıca deneyimide 28 adet fare gibi az sayıda hayvanı kapsadığı için daha kapsamlı ve doğru sonuçlar için daha fazla sayıda hayvanın kullanıldığı çalışmalara ihtiyaç vardır. Ayrıca; leflunomidin uygulamasının astımlı havayollarında mevcut histolojik değişiklikleri düzeltici etkisinin devamlı olup olmayacağını belirleyecek izlem dönemi de bu calışma planı içerisine dahil edilmemiştir.
Sonuç olarak bu çalışma; leflunomid uygulamasının kronik astım oluşturulan fare modelinde, havayollarının düz kas ve epitel kalınlığı, mast ve goblet hücre sayısı dahil olmak üzere değerlendirilmiş olan tüm histolojik değişiklikleri plaseboya oranla anlamlı olarak düzelttiğini göstermiştir. Leflunomid ile deksametazon uygulamasının histolojik parametreler üzerine etkinliği karşılaştırıldığında ise, her iki tedavi şeklinin etkinliği arasında istatistiksel olarak anlamlı farklılık saptanmamıştır. Bu çalışmanın sonuçları, leflunomid’in astımlı havayollarında kronik yapısal değişiklikleri düzeltici etkisini göstermiştir, ancak sonuçların insanlara uyarlanması ve leflunomidin astımda tek başına veya ek tedavi seçeneği olarak kullanılabilmesi için daha fazla çalışmaya ihtiyaç vardır.



























6. SONUÇLAR

Grup I (kontrol grubu) ve Grup II (plasebo grubu) karşılaştırıldığında; subepitelyal düz kas tabakası kalınlığı (p=0.000), epitel yüksekliği (p=0.000), goblet hücre sayısı (p=0.000) ve mast hücre sayısını (p=0.000) içeren tüm parametrelerde istatistiksel olarak anlamlı farklılık saptanmıştır. Bu sonuçlar astım modelinin çalışma grubundaki farelerde başarı ile oluşturulduğunu gostermiştir.
Plasebo grubu (Grup II) ile leflunomid grubunun (Grup III) histolojik parametreleri karşılaştırıldığında leflunomid grubunda (Grup III); subepitelyal düz kas tabakası kalınlığı (p=0.005), epitel yüksekliği (p=0.003), goblet hücre sayısı
(p=0.019) ve mast hücre sayısının (p=0.005) anlamlı olarak azalmış olduğu gösterildi.
Deksametazon grubu (Grup IV) ile plasebo grubunun (Grup II) histolojik parametreleri karşılaştırıldığında deksametazon grubunda (Grup IV); subepitelyal düz kas tabakası kalınlığı (p=0.000), epitel yüksekliği (p=0.000), goblet hücre sayısı (p=0.003) ve mast hücre sayısının (p=0.000) anlamlı olarak azalmış olduğu gösterildi.
Leflunomid grubu (Grup III) ile deksametazon grubunun (Grup IV) histolojik verileri karşılaştırıldığında ise iki grup arasında düz kas kalınlığı (p=0,725), epitel kalınlığı (p=0.442), mast hücre sayısı (p=0.053), goblet hücre sayısı (p=0.067) açısından anlamlı farklılık saptanmadığı görüldü.
Kontrol grubu (Grup I) ile plasebo grubunun (Grup II) doku sitokin düzeyleri
arasında IL-4 (p=0.03) ve IL-5 (p=0.03) anlamlı olarak yüksek saptandı. Diğer grupların doku IL4 ve IL5 düzeyleri arasında fark olmadığı saptandı. IL4 ve IL5 serum düzeyleri arasında tüm gruplarda fark saptanmadı. 
Bu çalışma leflunomidin astımlı havayollarında kronik değişiklikler ve yeniden yapılanma üzerine iyileştirici etkileri olduğunu göstermiştir. Ancak leflunomid akciğerde inflamasyon ve yeniden yapılanma üzerine etkilerini değerlendirecek uzun süreli, ileri çalışmalara ihtiyaç vardır.
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