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OZET

Amag: Astim, brons hipereaktivitesiyle karakterize, brong sisteminin kronik enflamasyonu sonucu
gelisen bronkospazmlarla seyreden kronik bir hastaliktir. Astim tedavisinde, bilinen en giiclii
antienflamatuvar ilaclar steroidlerdir. Ancak streoidlerin yan etkileri nedeniyle, alternatif tedavilerin
aragtirilmasinin  6nemi artmaktadir. Caligmamizin amact, antienflamatuvar, antiproliferatif, non-
seleltif endotelin A ve endotelin B reseptér antagonisti olan bosentamin, kronik astim modeli

olusturulmug BALB/c farelerde, akciger histopatolojisi tizerine etkilerinin degerledirilmesidir.

Gere¢ ve yontem: Calisma toplam 35 adet BALB/c fare iizerinde yapildi. Fareler; kontrol grubu,
plasebo grubu, deksametazon uygulanan grup ve bosentan uygulanan grup olacak sekilde dort gruba
ayrildi. Astim modeli olusturulmasi ardindan tiim gruplarda serum ve akeiger dokularinda II.-4, 11.-5
ve Timik Stromal Lenfopoietin (TSLP) diizeyleriyle, doku kesitlerinde mast ve goblet hilcreleri ile

epitel ve diiz kas kalinliklar1 degerlendirildi.

Bulgular: Serum IL-4, IL-5 ve TSLP diizeylerinde, gruplar arasinda farklilik bulunmadi (p>0,05).
Akciger dokularindaki sitokin - diizeyleri degerlendirildiginde ise; IL-5 asttm grubunda
5,06£1,38pg/ml, bosentan grubunda 3,43+0,55pg/ml olarak bulundu (p<0,05).

Astim olusturulan plasebo grubunda tim histolojik parametreler diger gruplara gére anlamli olarak
artmustt (p<0,05). Bosentan ile tedavi edilen grupta epitel yiiksekliginin astim grubuna gére anlaml
oranda azaldifi (p<0,05); bosentan ile deksametazon gruplart arasinda histolojik parametreler

agisindan farklilik olmadig géritldii (p>0,05).

Sonug: Caligmamizda, bosentanin astimda kronik degigiklikler ve yeniden yapilanma {izerine
iyilestirici etkileri oldugu goriilmiigtiir. Bununla beraber deksametazon ile kargilagtirildiginda benzer
etkiler géstermesi de, bosentamin astim tedavisinde faydali olabilecegini desteklemektedir. Ancak bu

konuda uzun siireli ve genis serileri igeren klinik ¢alismalara ihtiyag vardir.

Anahtar Kelimeler: Astun, bosentan, BALB/c fare, sitokin, IL-4, IL-5, TSLP
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SUMMARY

Aim: Asthma is a chronic disease which is characterized by bronchial hyperactivity and progresses
with the bronchospasm following chronic inflammation of the bronchial system. The most powerful
anti-inflammatory drugs known to treat asthma are steroids. However, due to the side effects of
steroids, the prospect of investigating alternative therapies is increasing. The aim of our study is to
evaluate the effects of bosentan, an anti-inflammatory, antiproliferative, non-selective endothelin A
and endothelin B receptor antagonist, on lung histopathology in chronic asthma-modeled BALB/c

mice.

Materials and Methods: The study was performed on a total of 35 BALB/c mice. The mice were
divided into four groups as control group, placebo group, dexamethasone group and bosentan group.
IL-4, IL-5 and Thymic Stromal Lymphopoietin (TSLP) levels in serum and lung tissues, mast and
goblet cells and epithelial and smooth muscle thicknesses in tissue sections were evaluated in all

groups after the formation of asthma model.

Results: There was no found statistically difference between the groups for the serum IL-4, TL-5 and
TSLP levels (p>0.05). TL-5 levels in the lung tissues were found as 5.06+1.38 pg/ml and 3.4340.55
pg/ml in the asthma and bosentan groups respectively (p<0.05).

All histological parameters were significantly higher in the asthma group than the other groups
(p<0.05). The epithelial height was significantly decreased in the bosentan grou compared the asthma
group (p<0.05). There wasn’t any found statistically difference in the bosentan and dexamethasone

groups for the histological parameters (p>0.05).

Conclusion: In our study, we showed that bosentan have therapeutic effects on chronic changes and
remodeling in asthma model. There is similar effects compared to dexamethasone suggests that
bosentan may be beneficial in the treatment of asthma. However, long term and extensive clinical

trials are warranted.

Key words: Asthma, bosentan, BALB/c mouse, cytokine, IL-4, IL-5, TSLP
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1. GIRIS ve AMAC

Astim; brong hipereaktivitesiyle karakterize, brong sisteminin kronik enflamasyonu
sonucu gelisen ve bronkospazmlarla seyreden kronik bir hastaliktir. Polenler ve hayvan
epiteli gibi alerjenler, oksidan maddeler ve tekrarlayan akciger enfeksiyonlart brong
hiperreaktivitesine ve enflamasyona sebep olan etkenler arasindadir (1).
Enflamatuvar yanita bagli meydana gelen havayolu obstriiksiyonu, dzellikle gece ve
sabaha karsi ortaya ¢ikan, ataklar halinde goriilen okstiriik, higiltili solunum ve
gogiiste sikisma hissi gibi semptomlara neden olmaktadir (1, 2).

Astimda enflamatuvar yanitta; mast hiicreleri, makrofajlar, dendritik hiicreler,
cozinofiller ve T lenfositleri gorev alirlar. Enflamasyonda hasarlanan hava yolu
epitelinden salgilanan endotelin 1 (ET-1), timik stromal lenfopoietin (TSLP) ve
interlokin 25 (IL-25) gibi sitokinler bu hiicrelerin uyarilmasini ve enflamatuvar
yanitin ortaya c¢ikmasim saglarlar (3). IL-4, T helper-2 (Th-2) lenfositlerin
uyarilmasii; IL-5, eozinofillerin matlirasyonunu ve migrasyonunu; TSLP ise
dendiritik hiicre polarizasyonunu saglar (4, 5). Enflamasyonda rol oynayan ana
sitokinler ET-1, TSLP, IL-4, IL-5 ve IL-25tir. ET-1, enflamasyonun en erken
doneminden itibaren saptanabilmektedir (6).

Astim tedavisinde, bilinen en gii¢lii antienflamatuvar ilaglar steroidlerdir.
Ancak steroidlerin uzun siireli kullanimina bagli ortaya ¢ikan sistemik ve lokal yan
etkiler diistiniildiigiinde, alternatif tedavilerin arastirilmasinin énemi artmaktadir (1).
Bosentan antienflamatuvar, antiproliferatif ve antioksidan etkileri olan non-selektif
endotelin A ve endotelin B reseptér blokoriidiir. Bu etkisi nedeni ile pulmoner
arteriyel hipertansiyon (PAH) tedavisinde lisans almistir (7-10). Astim
patogenezinde ET-1’in 6nemli rol oynamas: ve bosentanin da endotelin reseptor
blokérii olmas: nedeni ile astim tedavisinde etkili olabilecegi hipotezinden yola
¢ikilarak ¢alismamizda bosentanin astimda etkisi aragtirldi. Literatiirde, bosentanin
astimda etkisini degerlendiren sadece bir ¢alisma bulunmaktadir (11). Bu ¢alismada
az sayida hasta, solunum fonksiyon testleri ile degerlendirilmistir. Caligmamizda
kronik astim modeli olusturulan Bagg Albino (BALB/c) farelerde, bosentanin
immiinmodiilatér etkilerinin ve akcifer histolojisi iizerine olan etkilerinin

degerlendirilmesi amaclandi.




2. GENEL BILGILER
2.1 Astim tanimi ve sikligi

Astim; brongial hiperreaktivite ile karakterize, brons sisteminin kronik
enflamasyonu sonucu cesitli spesifik ve nonspesifik etkenlere bagli gelisen, spontan
veya tedavi ile diizelebilen bronkospazmlarla seyreden kronik bir hastaliktir, Diffiiz
hava yolu obstriiksiyonu ve buna bagli nébetler seklinde gelen oksiiriik, nefes darlig,
hisiltili solunum (wheezing), gogtste sikigma hissi gibi 6zellikle gece sabaha karsi
ortaya c¢ikan yakinmalara sebep olmaktadir, Egzersiz, viral enfeksiyon, inhalan
allerjenler ve iritanlara maruziyet, hava degisimi, aglama/giilme gibi faktorlerle
klinigin siddeti degisebilmektedir (1, 2).

Astim prevalansi, cografi bélgeler, ik, cinsiyet ve gevresel etkenlere gore
degisiklik gostermektedir. Sosyoekonomik diizeyin yiiksek oldugu lilkelerde astim
sikliginin daha fazla oldugu, ekonomik olarak daha zayif olan iilkelerde ise daha az
gorildiigli bildirilmigtir. Uluslararast Cocukluk Cagi Astim ve Allerjik Hastaliklar
Calismasi (ISAAC- International study of asthma and allergies in childhood), astim
prevalansinin %0,8 ile %37,6 arasmda degistigini gostermistir (12). Ulkemizde
yapilan bir ¢alismada ise, cocukluk ¢aginda astim prevalansinin %9,8-17,8 arasinda

oldugu belirlenmistir (13).
2.2. Astim gelisimini etkileyen faktorler

Astimin gelismesini etkileyen ve semptomlar tetikleyen faktorler, konaga ait

ve ¢evresel faktorler olmak tizere ikiye ayrilmaktadir (1, 2), (Sekil 1).
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ALERJIK ENFLAMASYON ve ASTIM

Sekil 1. Astim gelisimindeki risk fakt6rleri

2.2.1 Konaga ait risk faktorleri

a. Genetik: Astima yatkinligi olan ailelerin ikiz ¢ocuklart ile yapilan
caligmalarda kalitsal faktérlerin astim gelisiminde rol oynadig: gosterilmigtir (14).
Uzerinde en ¢ok arastirma yapilan gen polimorfizmi, havayolu asir1 duyarlilik ve
kisa-etkili beta agonist yamtini etkileyen PB2-adrenerjik reseptor genidir, Besinci

kromozomun uzun kolunun 31. lokusunda bulunmaktadir (15).

b. Cinsiyet: Astim, ¢ocukluk cagindan adolesan doneme kadar erkeklerde,
adolesan donemden itibaren de kizlarda sik goriilmektedir. Bu durum dogumda
erkeklerde akciger hacminin daha kiigiik, eriskin hayatta ise daha biiyiik olmas: ile
aciklanmaktadir (16). Erken menarsin da kizlarda astim riskini arttirdigs

gosterilmistir (17).

¢. Obezite: Obez bireylerlerde yag dokusunda, transforming growth faktor-f31
(TGF-B1), timor nekroz faktorii-o (TNF-a), interlokin-6 (IL-6), C-reaktif protein ve
leptin gibi bircok molekiil salgilanir ve bunlar sistemik enflamasyona yatkinlig:

artirirlar. Salinan major sitokinlerden biri olan TNF-a, brong epitel hiicrelerinde Th-2



tip sitokinler olan TL-4, TL-5, 1L-6, IL-1f yapimin destekleyerek astim riskinin
artmasina sebep olmalktadir (18).

Calismalar, viicut kitle indeksi (VKI) artan kisilerde astim riskinin arttigini
gostermistir. Kilo veren astimli obez bireylerde spirometrik sonuglarda diizelme,
azalmig pik akim degiskenligi, ila¢ kullaniminda ve astim atagy sikliinda azalma

gosterilmigtir (19).

d. Atopi: Uciincti ulusal saglik ve beslenme inceleme taramasi (NHANES)
astim vakalanmn yarisimin atopi ile iligkili olabilecegini bildirmistir (20). Solunum
yolu alerjisinden ve atopiden sorumlu antikor olan serum IgE diizeylerinin, hava yolu

asir1 duyarliligi ve astim atagi ile baglantili oldugu gosterilmigtir (21).

2.2.2 Cevresel risk faktorleri

a. Allerjenler ile temas: Ev i¢i allerjenlerinin, ¢ocuklarda tekrarlayan hisilti ve
astim ataklarimin gelismesinde 6nemli rolii oldugu bildirmistir (22). Allerjene maruz
kalmak astim duyarliliimin geligsmesi igin 6nemli bir risk faktoriidiir. Erken ¢ocukluk
déneminde allerjenlerle karsilasmayi degerlendiren prospektif bir caligmada (23),
minimum diizeylerde allerjene maruziyetin de astim gelisimi i¢in risk faktorii
olabilecedi gosterilmistir. Duyarli olunan allerjene kisa siireli maruziyet astim
semptomlarma, uzun sireli maruziyet ise semptomlarin kroniklesmesine yol
agmaktadir. Ev tozu akarlari, hayvansal allerjenler, hamam bdcegi, mantarlar ve
polenler astim igin genel risk faktorleridir. Yillar igerisinde ortaya ¢ikan cevresel
degisikliklerin ve evlerin daha fazla enerji tasarrufuna uygun olarak yapilmasinin
alerjenlerle karsilasmayr  arttirdipn  diistintilmektedir  (22). Ozellikle sehir
merkezlerinde yasayan ¢ocuklarda hamambd&cedi ile duyarlanmanin  astim
gelisiminde énemli bir risk faktorii oldugu gosterilmistir (24). Kedi, kopek gibi ev i¢i
hayvan alerjenleri ile erken donemde karsilasmanin, hem astim geligimiyle iliskili,

hem de astim gelisiminden koruyucu oldugu bildirilmektedir (25).

b. Enfeksiyonlar: David Strachan tarafindan ortaya atilan “Hijyen Hipotezi™

ne gore (26), son yiizyilda aile yapisinin kiigiilmesi, ev i¢i konfordaki iyilesme,



kigisel temizlik standartlarinda yiikselme ve antibiyotik kullamiminin artmasinin,
capraz enfeksiyonlar azaltirken, atopik hastaliklanin yayginlagmasina neden
olabilece@i Dbildirilmistir. Erken donemde &zellikle enfeksiyonlar, bagisiklik
sisteminin gelismesinde temel rolii tstlenmektedirler. Hipotezin immiinolojik
temelinde tip 1 (Th-1) ve tip 2 (Th-2) T helper hiicrelerinin rol oynadifi iki ana
immiinolojik yolak sz konusudur. Erken gocukluk déneminde 6zellikle hiicre igi
patojenler, makrofajlardan Th-1 hiicrelerin farklilagsmasinda rol alan IL-12 tiretimine
neden olmaktadirlar. Bu sitokinin tiretimi, basarili bagisiklik yanitinin ilk agsamasinda
anahtardir. Hipoteze gore; eger °‘IL-12 dretimi, cocukluk c¢agimin ilk sistemik
enfeksiyonunun erken evresinde olmazsa, genetik olarak yatkin cocuklarda atopi
gelisimine sebep olan Th-2 hiicreleri baskin olacaktir (27).

Siit gocuklugu doneminde, respiratuar sinsityal virlis (RSV) ve parainfluenza
virtisii gibi bazi virtisler astim fenotipi ile iligkilendirilmiglerdir. RSV tanisi ile
hastaneye yatirilan ¢ocuklarin uzun siireli izleminde yaklagik %40’ mnda hisiltilh
solunumun devam ettifi veya ge¢ cocukluk ¢aginda astim tanist aldiklart
gosterilmistir (28). Diger taraftan erken ¢ocukluk déneminde gecirilen kizamik gibi
bazi viral enfeksiyonlarin astim gelisimine karsti koruyucu rol oynadigl
diistiniilmektedir (29). Rhinovirus iliskili hisilt: atag1 geciren cocuklarda da astim ve
allerjik rinit prevalanslarinin yliksek oldugu gosterilmistir (30).

¢. Sigara ve hava kirliligi: Caligmalar, sigara dumania maruz kalma ve hava
yolu asir duyarlilifn arasinda iliski oldugunu géstermektedir (31-33). Ingiltere’de
yapilan 5801 geng eriskin katilimcmin degerlendirildigi bir ¢alismada (31), sigara
icimi ile hisiltili solunum ve astim gelisimi arasinda belirgin bir iliski oldugu
gosterilmistir. Yine adolesan ¢ocuklarla yapilan bir ¢aligmada (32), yilda 300°den
fazla sigara igen genc erigkinlerde sigara igmeyen akranlarina gore astim gelisme
oraminin 3,9 kat arttifn gosterilmigtir. Geligim ¢aginda pasif igicilige maruz kalan
cocuklarda astim gelisme riskinin belirgin olarak arttifi da goéze carpmaktadir.
Yapilan bir caligmada (33), ilk bir yagta sigara dumanina maruz kalan sigara igen
annelerin ¢ocuklarinda astim gelisme riski, sigara igmeyen annelerin ¢ocuklarmdan

2,1 kat fazla saptanmustir.




Gebelikte sigara i¢imi ile ilgili yapilan aragtuirmalar degerlendirildiginde,
bebeklerde diigitk akciger kapasitesi ile iligkili olabilecegi gézlenmistir (34).
Avrupada yapilan dogumdan itibaren takip edilmeye baglanan 21.000 gocugun dahil
edildigi bir ¢alismada (35), gebelikte sigara igen annelerin ¢ocuklarinda 4-6 yaslari
arasinda hisiltili solunum riskinin arttign gézlenmis; dogum sonrasi ilk bir yi1l sigara
dumanina maruz kalan ¢ocuklarda ise bu riskin artmadi§i saptanmigtir. Sigara icen
annelere C vitamini destegi verilmesinin de fetal akciger gelisimini destekledigini
gosteren galigmalar bulunmaktadir (36).

Hava kirliligi ile akciger hastaliklari ve astim geligimi arasinda iligki oldugu
bilinmektedir ve hava kirliliginin hastanede yatig siiresini ve morbiditeyi arttirdi
saptanmistir (37). Kuzey Amerika’da yapilan ve astim semptomlar: gosteren 990
gocugun degerlendirildigi bir calismada (38), klinik korelasyonun nitrik oksit, kiik{irt
dioksit ve karbon monoksit ile iligkili oldugu, partikiil katsayis1 ve ozon diizeyi ile
iligskili olmadig1 gézlenmistir. Hava kirleticileri olarak; egzoz dumani, santrallerin ve
sanayilerin yakit artiklari, endiistriyel sanayi atiklar1 ve kimyasal madde depo atiklar:
sayilabilir. Calismalarda trafigin yogun oldugu tlkelerde astim insidansinin da fazla

oldugu gosterilmistir (39).

d. Diyet ve vitaminler: Diyet 6zelliklerinin, yenidogan déneminde erken
beslenmeye baslanmasinin ve 6zellikle anne siitiiniin astimla iligkisi sik arastirilan
konulardir. Mama ve inek siitii ile beslenen ¢ocuklarda, anne siitii alan ¢ocuklara
gore, erken ¢ocukluk doneminde higiltili ataklarinin daha sik gézlendigi saptanmigtir
(40). Anne siitii ile beslenme ve allerji olusturma riski yiiksek besinlerin diyette
geciktirilmesinin, ilk iki yasta cilt ve gastrointestinal sistem alerjilerinin gériilmesini
azalttigy, hatta engelledigi, fakat solunum sistemi alerjik reaksiyonlarinin gelismesini
onlemedigi gosterilmistir (41).

Son willarda D vitamininin immiinmodiilatér etkisi merkez alinarak alerjik
hastaliklar ile iliskisinin degerlendirildigi ¢alismalarda (42-44), alerjik hastaligi olan
bireylerde kandaki 25-OH vitamin D diizeyinin disik oldugu goézlenmistir. D
vitamini desteginin asttim ve higtltili solunum atak insidansim azalttigi (43) ve

gebelikte E ve D vitamini ile ¢inko alan annelerin bebeklerinde hisilti sikliginda



belirgin azalma oldugu saptanmistir (44). Tablo 1’de ¢esitli vitamin ve minerallerin

astim ile iligkisi gosterilmistir (45).

Tablo 1: Besinler ile astim iligkisi

Besinler Potansiyel mekanizmalari ve etkinlikleri

Vitamin A, C, E Antioksidan; endojen ve eksojen oksidanlara kars1 koruma
Vitamin C Prostoglandin inhibisyonu

Vitamin E Membran stabilizasyonu ve immiinglobin E tiretim inhibisyonu

Flavonlar ve flavonoidler | Antioksidan; mast hiicre stabilizasyonu

Magnezyum Diiz kas gevgemesi ve mast hiicre stabilizasyonu

Selenyum Glutatyon peroksidazin antioksidan kofaktorii

Balar, ¢inko Stiperoksid dismutazin antioksidan kofaktérit

Omega-3 yag asitleri Enflamatuar hiicre zarlarinm 16kotrien ikame ve stabilizasyonu
Omega-6 yag asitleri Artan eikosanoid Uretimi

e. Stres: Sosyockonomik diizeyi disiik ve stres faktoérii yliksek ailelerin
cocuklarinda, astim prevelansinin daha yiiksek oldugu gosterilmistir. Ebeveyleri
stresli olan okul ¢agi ¢ocuklarinda da astim prevelanst yiiksek saptanmigtir (46).
Tetikleyici faktér olarak stresin hipotalamik aksi aktifledigi, havayollarinda
otonomik fonksiyonlart ve immun yaniti yeniden modiile ederek, glukokortikoid
direncini arttirdigt ve bagirsak florasii degistirerek atopiyi, higiltiyr ve alerjik

semptomlart arttirdign gosterilmistir (47).

f. Egzersiz: Egzersizin, asimh ¢ocuklarda semptomlar: tetikleyebildigi veya
mevcut semptomlart artirabildigi bilinmektedir (48). Bu iliskiyi degerlendirmek igin
iki ayr1 hipotez ileri siirillmiistiir. 11k hipoteze gore, egzersize bagli hava yollarinda
meydana gelen dehidratasyon; ikinci hipoteze gore ise, egzersize bagli hizli
ventilasyon ile hava yollarinda meydana gelen hipotermi nedeniyle, bronslarda
bronkonstriiksiyon olusmasina bagli meydana gelen reaktif 151 artisinin sebep oldugu

diigtiniilmektedir. Reaktif 1s1 artisginin sonucu ortaya ¢ikan odem ve buna bagh




gelisen hava yollarindaki daralma nedeniyle astim semptomlarinin ortaya ¢ikabildigi

varsaytlmaktadir (49).

g. Antibiyoik kullanimi: Solunum yolu enfeksiyonlari nedeni ile kullamlan
antibiyotiklerin, Th-2 yanitin1 artirarak atopi ve astim semptomlarini arttirdifi
saptanmugtir (26). Dogum sonrasi ve yasamin ilk yilinda antibiyotik kullaniminin da,

astim ve higiltili solunum insidansini arttirdigimi gésteren ¢aligmalar vardir (50).

h. Parasetamol kullanmmi: Epidemiyolojik c¢alismalar, cocuklarda ve
gebelikte parasetamol kullamim sikligi ile ¢ocukluk caginda astim gelisme riski

arasinda iliski oldugunu géstermistir (51).

1. Prematiirite: Astim ile prematiirite arasindaki iliski halen tartigmalidir.
Gerek mekanik ventilatér tedavisi almaya bagh, gerekse prematiirite nedeniyle
bronkopulmoner displazi (BPD) komplikasyonu sonucu, ileriki dénemlerde hava
yolu duyarlilift ve havayolu obstriiksiyonu gibi sekeller karsimiza ¢ikabilmektedir
(52). Bir meta-analizde (53), prematiirite ve diisiik dogum agirhif ile ilk iki yasta
gorilen higiltili solunum ataklan arasinda iligki oldugu bildirilmigtir. Ondokuz
caligmanin degerlendirildigi bagka bir meta-analizde ise (54), prematiiritenin

cocukluk ¢ag1 astim insidansini arttirdigy belirtilmistir.

2.3 Astimin patogenezi

Astim patogenezi tam olarak agiklanamamakla beraber temel mekanizma, hava
yolu duvarindaki kronk enflamatuvar siire¢ ve buna bagli ortaya g¢ikan bronsial
hiperreaktivite ile diffiiz hava yolu obstriiksiyonudur. Brong hiperreaktivitesi, kronik
enflamasyon sonucunda ortaya ¢ikan ¢esitli spesifik ve nonspesifik etkenlere bagl
olarak ortaya cikmaktadir. Astimda enflamasyona neden olan hiicrelerin mast
hiicreleri, makrofajlar, nétrofiller, dendritik hiicreler, eozinofiller ve T hiicreleri
oldugu bilinmektedir (55). Patogenezde rol alan anahtar mediyatérler ise; 16kotrien
C4, lokotrien D4, I6kotrien E4, TNF-0, graniilosit ve monosit koloni stimiile edici

faktor (GM-CSF), interlokin-4, interlokin-5 ve interlokin-13°1 igeren sitokinler ile



histamin, nitrik oksit (NO) ve prostaglandin D2 (PGD-2)’dir (55). Son yillarda,
Timik Stromal Lenfopoietin’in (TSLP) ve Endotelin-1’in (ET-1) de astim

patogenezinde gorevli yeni anahtar mediyator olduklar: gésterilmistir (6, 56).

2.3.1. Astnmda rol oynayan enflamatuvar hiicreler

-Eozinofiller: Eozinofiller astim ve alerjik enflamasyonlarda en karakteristik
hiicrelerdir ve hastalifm ciddiyeti ile iliskilendirilirler. Interlokin-5 tarafindan aktive
edilip, enflamasyon bélgesine ¢agurilirlar. Aktive eozinofillerden pek ¢ok mediyator
salinmaktadir. Lokotrienler ve platelet aktive edici faktér (PAF) gibi diiz kas hiicre
kontraksiyonunu uyaran lipid mediyatrler, major basic protein (MBP), eozinofilik
katyonik protein gibi toksik graniiler mediyatorler ve graniilosit makrofaj koloni
stimiile edici faktor, transforming growth faktdr (TGF) alfa/beta ve interlokinler gibi
sitokinler eozinofil kaynakli mediyatérlerden bazilaridir. Total eozinofil graniil
proteinlerinin yarisint olusturan MBP, diisiik diizeylerde bile solunum epitel

hiicrelerine kars1 toksik etki yaparak bronslarda silier disfonksiyon ve kalic1 epitel

hasari olugturmaktadir (57).

-Mast hiicreleri: Astimli hastalarin havayollarinda artmis olarak saptanmakta,
ayrica havayolu diiz kaslar ile de yakin iligskisi oldugu bilinmektedir. Yiiksek
afiniteli IgE reseptorlerinin Fe (FceRI) par¢asina antijenlerin baglanmasiyla ya da
hava yollarindaki osmotik uyaranlarla aktive olmaktadirlar. Mast hiicreleri; histamin,
prostoglandin D2, proteaz ve lokotrienler gibi bronkokonstriiktér ajanlarin hizli
salimminda, havayolu diiz kaslarinin uyarimi ile hipertrofisinde ve enflamatuvar
hiicrelerin aktive edilmesini saglayan TNF-o'mn salimminda gérev almaktadirlar
(58). IgE uyarist ile daha Onceden duyarlannmus kisilerin, alerjenler ile tekrar
karsilasmasi sonrasinda mast hiicrelerinden salgilanan IL-4, TL-5 ve IL-13 gibi

sitokinler kronik havayolu enflamasyonuna neden olmaktadir (59).

-T lenfositler ve B lenfositler: T lenfositler CD4 ve CD8 antijen
ekspresyonlarina gére iki gruba ayrilmaktadir. CD4 antijen eksprese eden yardimer T

hiicreleri de Th-1 ve Th-2 olarak iki guruba ayrilir. Th-1"ler IL-2, interferon gama




(IFN-v) ve TNF-f salgilarken; Th-2"ler IL-4, IL-5, IL-9, IL-13 salgilamaktadirlar.
Th-2’den salgilanan IL-3’iin, eozinofil ve bazofil yamitini diizenledigi, mukozal
bezlerde hiperplazi, hava yolu fibrozisi ve yeniden yapilanmayr sagladigi
bildirilmistir. 1L-4’{in ise otoregiilator etki ile Th-2 yanitini arttirdigi ve B lenfosit
degisimi ile IgE sentezini destekledigi; endotel hiicrelerinden de eozinofil, bazofil ve
T hiicreleri etkileyen vaskiiler endotelyal adezyon molekiili 1’in (VCAMI)
salimimini uyardigi gosterilmigtir (60).

Astimda enflamatuvar hiicre reaksiyonunun baglamasini saglayan Th-2 yaniti
saglikli kisilerde regiilator T lenfositler tarafindan diizenlenir. Astim hastalarinda, bu
hiicre grubunda fonksiyon bozuklugu oldugu, buna bagh Th-2 hiicre yanitinda ve

enflamasyon sikliginda artis oldugu digiiniilmektedir (61).

-Bazofiller: Bazofiller, astimda histamin ve l6kotrien iiretimine ek olarak, IL-4

ve IL-13"tin potansiyel {iretici hiicrelerinden birisidir (62).

-Dogal oldiiriicii (NK) hiiereler: Sabit dogal oldiirticti T (iNKT) hiicrelerinin
astim kliniginde diizenleyici rolii oldufu 6ne siirlilmiistiiv (63). Bu hiicre grubu
tarafindan sentezlenen, glikolipid yapidaki antijenleri taniyan T hiicre reseptériiniin
(V[alpha]24—-J[alpha]18) ozellikle bitkisel polenlere karst hassas oldugu
gozlenmistir. Bu hiicrelerin [L-4 ve IL-13 sentezledikleri de gozlenmis olup, hava

yolu enflamasyonu ve IgE {iretimi ile de iligkilendirilmektedirler.

-Dendritik hiicreler: Antijen sunan hiicreler olarak dogal ve kazanilmis
bagisiklikta gorev alirlar ve konagin sensitizasyonunu takiben ortaya ¢ikan alerjen
yanit fazinda rol oynamaktadirlar. Allerjenle kargilagip fagosite ederek, allerjeni isler
ve bolgesel lenf bezlerine gd¢ ederek olgunlagip; lenf bezlerinde antijeni T

lenfositlere sunarlar ve Th-2 lenfosit doniistimiinii uyarirlar (64).

-Makrofajlar: Makrofajlar, havayollarinda en ¢ok bulunan hiicre grubudurlar
ve astimda sayilann daha da artmaktadir. Diisiik afiniteli IgE reseptorlerinin
uyarilmasi sonucunda aktive olan bu hiicre grubu, salgiladiklart TNF-a, I1L-8 ve

16kotrien B4 (LTB4) gibi kemoatraktan mediyatérler ile nétrofilik enflamasyonu
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arttirmaktadirlar. Astimda enflamasyonun baglamast ve devam etmesinden

sorumludurlar (65).

-Notrofiller: Nétrofiller, astimli hastalarin  havayolu Omeklerinde ve
balgamlarinda artmig olarak saptanirlar. Alerjik hastaliklarda primer rol oynamasalar
da, steroide diren¢li astim tamili ve astim atafinin ilk 6 dakikasinda kaybedilen
hastalar ile sik astim atagi gecgiren hastalarda, havayollarinda baskin olarak

goriilmektedirler (66).

2.3.2. Hava yollarimin yapisal hiicresel elemanlar:

Nazal kaviteden kiigiik brongioler hava yollarina kadar uzanan solunum yolu,
viskdz mukus ile kaphdir. Bu yapmn altinda bulunan bronsial ve nazal epitel
formlar1 hava ile respiratuar sistem arasinda gecis formasyonu olusturmaktadirlar.
Epitel yapmin {izerinde bulundugu bazal membran ve submukozal alan, solunum
yolu diiz kaslarini, bez yapilarim ve kikirdak dokuyu icermektedir. Epitel yap1 ise;
silier, sekretuar ve bazal membran hiicreleri olmak iizere {i¢ temel hiicre grubunu
icermektedir. Silier hiicreler, mukosiliyer hareket yardimi ile hava yolundaki
partikiillerin uzaklastirilmasini saglarlar. Sekretuar hiicreler mukus salgilayan ve bu
sayede viriis, bakteri ve ¢esitli cisimlere karsi koruma saglayan hiicre grubudur.
Sekretuar hiicreler kendi igerisinde goblet hiicreleri, trakeal bez sekretuar hiicreleri,
klara hiicreleri ve noéroendokrin hiicreler olarak ayrilirlar (67). Bazal membran
hiicreleri, bronsial ve nazal epitel yapida kok hiicre olarak gorev alirlar. Ayrica bu
yapimm altinda yer alan hiicreler aras1 bag dokuda ise fibroblastlar, diiz kas hiicreleri,
seré-miikdz bezler, sinir ag1 ve kapiller ag bulunmaktadir. Ek olarak serd-miikéz
bezler ve kapiller ag arasindaki stromal yapida lenfositler, mast hiicreleri ve
makrofajlar bulunur (68).

Hava yolu epitel hiicreleri, mekanik ve gevresel degisikliklere cevap olarak ¢ok
sayida sitokin, kemokin ve lipid mediyatér {ireterek enflamasyona katkida
bulunmaktadir. Epitel hiicrelerinden saliman fibroblast growth faktér-2 (FGF-2),
insiilin benzeri growth faktér (IGF-1), platelet kaynakli biiyime faktorii (PDGF),
ET-1 ve transforming growth faktér beta (TGF-B2), diiz kaslar ve fibroblastlar
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iizerine etki ederek matriks depolanmasimm artirir (69). Enflamasyonda salinan IL-
13%iin, epitel hiicrelerinden TGF-B2  salinumint  arttirdigl, fibroblast  ve
miyofibroblastlarin farklilasmasinda ve kolajen depolanmasinda gorev aldigi
gosterilmistir (70). Hava yolu diiz kas hiicreleri, astimli hastalarda hiperplazik ve
hipertrofik degisikler sonucunda kiiglik hava yollarinda daralmalar meydana
getirerek akciger volimiinde azalma, rezidiiel voliimde artma ve hava hapsine neden
olmaktadir. Enflamatuvar mediyat6r salgiladiklarn da gosterilmistir (71). Néron agt
degerlendirildiginde ise, kolinerjik sinirler mukus salgisina ve bronkokonstriiksiyona
sebep olurken, duyusal sinirler gégiiste sikigma hissi ve Oksiiriik semptomlarina

sebep olmaktadirlar (72).

2.3.3 Astimda rol oynayan mediyatérler

Astim patogenezinde gok sayida sitokin ve kemokin rol almaktadir. En 6nemli
mediyatérler sunlardir:

-Sitokinler: Astimdaki enflamatuvar yaniti yonetirler ve siddetini belirlerler.
Basglica sitokinler interlgkin-1p (IL-1B), TNF-a, GM-CSF, IL-4, IL-5 ve IL- 13’tiir
(73).

IL-1p ve TNF-a, astimda enflamatuvar hiicrelerin brons mukozasina
toplanmasim saglayarak enflamatuvar yanitin giiclenmesinde rol oynamaktadir. GM-
CSF, IL-8 gibi sitokinler ise, nitrik oksit ve PDGF sentezlenmesinde gorev
almaktadir. IL-5, eozinofil farklilasmasinda gorevli iken; IL.-4, Th-2 lenfositlerim
uyaran anahtar sitokindir ve alerjenlere karsi yanitin baslamasini saglar (5). IL-4’1in
IgE tretimini arttirdig da bilinmekle birlikte, epitel hiicrelerine etki ederek TGF-p2
salimmint artirip fibroblastlarin ve miyofibroblastlarin farklilasmasim ve kollojen
depolanmasini uyardigi da ggsterilmigtir (70). IL-13 ise astimda ve hava yolu
enflamasyonunda mukus {iretimini ve brong agir1 duyarliligimi artirmaktadir (5). Yeni
kesfedilen sitokinlerden interl6kin 25 (74) ve timik stromal lenfopoietin’in (4) de
astim patogenezinde etkili oldugu gdsterilmistir. IL-25, MHC class-2 eksprese eden
hiicrelerden 1L-5 ve IL-13 salimmini uyararak, Th-2 lenfositlerin aracilik ettigi,
alerjik ve anti parazitik reaksiyonlarda ortaya ¢ikan immiin yamtin baglamasini

saglamaktadir (75). Cilt, gastrointestinal sistem, akcigerler ve timusta tiretildigi
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saptanan ve yeni tammlanan bir sitokin olan timik stromal lenfopoietin’in ise, Th-2
hiicrelerden sitokin iiretimini ve dendritik hiicre polarizasyonunu baslattifi, ayni
zamanda T hiicre reseptor aktivasyonu ile hiicre gogalmasini ve Th-2 sitokin cevabim
destekledigi saptanmistir. B hiicre ¢ogalmasim ve farklilagsmasimni da destekledigi
gosterilen TSLP’nin, Th-2 aracili enflamatuvar yanitta kritik roli oldugu
savunulmaktadir (4). Yapilan bir aragtirmada (56), cilt epiteli kaynakli TSLP’nin,
lokal etkisinden ayri1 olarak, hava yolu enflamasyonunda ve astim kliniginin

alevlenmesinde etkili oldugu gbsterilmigtir.

-Kemokinler: Kemokinler, havayolu epitel hiicrelerinden salimrlar ve
enflamatuvar hiicrelerin hava yollarinda toplanmasindan sorumludurlar. Kemokin
ligand 17 (CCL17), kemokin ligand 22 (CCL22), timus ve aktivasyonla diizenlenen
kemokinler (TARC) ve makrofaj kaynakli kemokinler (MDC) Th-2 hiicrelerin
toplanmasim saglar. Bu grupta yer alan kemokin ligand 11 (CCL11) (eotaksin) ise

Ozellikle eozinofiller i¢in selektiftir (76).

I ikotrienler ve prostanoidler: Lokotrienler, arasidonik asitten 5-
lipoksijenaz enzimi araciligiyla eozinofillerde ve mast hiicrelerinde; prostanoidler
ise, arasidonik asitten siklooksigenaz (COX) enzimi aracilifl ile mast hiicrelerinde
sentezlenmektedir. Lokotrien C4, I18kotrien D4, 18kotrien E4 bronkokonstfiiksiyon,
plazma eksudasyonu ve mukus sekresyonu gibi kolinerjik etkiler gostermektedir
(77). Prostoglandinler (PGD2, PGF2a) ve tromboksanlar (tromboksan A2 (TxAZ2))
de bronkokonstriiksiyon yapar (73).

-Histamin: Astimda aktive mast hiicrelerinden salinan histaminin en énemli
etkisi, 6zellikle kiigiik hava yollarinda goriilen bronkokonstritksiyondur, Ayrica
vazodilatasyon, iirtikeryal dokiintiiler, mukus hipersekresyonu, kapiller ge¢irgenlikte

artis ve buna bagh 6deme neden olur (78).

-Nitrik oksit (NO): NO, hava yollarindaki enflamatuvar hiicreler (makrofajlar,

notrofiller, mast hiicreleri), fibroblastlar, diiz kas hiicreleri ve epitel hiicrelerinde
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sentezlenir. Ekspiryum havasinda &lgtilebilmesi, hastaligin siddeti hakkinda bilgi
saglar (79).

2.3.4. Havayollarmin yeniden yapilanmasi (Remodelling)

Cevresel irritanlar, alerjenler ve enfektif ajanlar, hava yolu epitelinde hasar
olusturmakta ve ardindan epitelde yenilenme siireci baglamaktadir. Saglikli
bireylerde solunum epiteli, hasar ve tamir mekanizmalari ile siirekli yenilenmektedir.
Astiml1 bireylerde ise hava yolunda abartili cevap olusmaktadir. Bu abartili cevap;
hava yolu enflamasyonu, bazal membranin kalinlagsmasi, hava yolu duvar
elastisitesinin azalmasi, subepitalyal kollajen birikimi, diiz kas hipertrofisi ve
hiperplazisi, goblet hiicre hiperplazisi, mukus asir1 sekresyonu ve artmig vazkularite
olarak gozlenmektedir. Hava yollarindaki bu geri doniigtimsiiz degisiklikler
‘remodelling’ olarak adlandirilir (80). Astimda havayollarmin yeniden yapilanmasi

sekil 2°de gosterilmistir (3).

L= I+
& irriten ajanlar:
Allsrienisr

= tSilyah epital
hifcrelesinin kayh
*Gablet hiicre

*Bazzl mamran
laenins retikiladste,
subepitekal fibriz

FGE-2, 1GF-1
PDGF, ET-4 ~  rFibroblastve

TG miyofibroblast
hiperplarsi
‘iz kas hicrelednde
hiperplazi

*Submukozal mitkéz
bezlerdeartiy

cArtnug vaskiliarite,
=njingenez

Sekil 2: Havayollarinin yapisal degisiklikleri ve yeniden yapilanma
a) Epitel hasarlanmasi ve tamiri
Astimli hastalarda epitel hasarlanmasi, hava yolu iritasyonu yapan faktorlerle

karsilagsma sonrasinda salinan sitokinler, biiylime faktorleri ve mediyatérlerin etkisi

ile  olugsmaktadir. TGF-B; epitel hiicresinden salinan, fibroblastlarin

14




miyofibroblastlara dontisiimiinti baglatan ve yeniden yapilanmaya direk etkisi olan
baglica biiylime faktorii olarak gorev yapmaktadir. Endotelin, bradikinin ve
tasikininler gibi allerjik enflamasyonun nérojenik komponentinden sorumlu
mediyatdrlerin yikimim saglamakla gorevli ndtral endopeptidazlar epitel kaynaklidir.
Bu enzimler epitel doku hasar1 goriildiiginde, gérevlerini yapamazlar. Bu nedenle
ortamda bulunmamasi1 gereken mediyatorlerde artis meydana gelir. Sonuc olarak diiz
kas kontraksiyonu, mikrovaskiiler sizinti ve mukus hipersekresyonu ortaya ¢ikar

(80).

b) Mast hiicre infiltrasyonu

Mast hiicreleri, astimda erken donem yamtta ve kronik enflamasyonun
devaminda rol oynamaktadirlar. Antijen ile temas sonrasinda, mast hiicre yiizeyine
tutunmug IgE molekiillerinin etkilesimi ile erken alerjik faz ortaya ¢ikmaktadir.
Erken fazda salimman TNF-a, PGD2, L.TB4, histamin, proteazlar ve proteoglikanlar ile
brong diiz kaslarinda kasilma, mukus sekresyonunda artis, vazodilatasyon ve plazma
eksiidasyonu gozlenmektedir. Enflamatuvar hiicrelerin dokuya gogii ile saatler sonra
ge¢ donem allerjik reaksiyonlar ortaya ¢ikar. Bu dénemde IL-3, 1L-4, IL-5, IL-13,
TNF-0 ve membran katyonik protein 1 (MCP1) gibi mediyatérler salgilanir (81).

¢) Goblet hiicre hiperplazisi

Hava yolunun yeniden yapilanma siirecinde, alerjik fazin gec déneminde
salgilanan sitokinlerden olan IL-4, IL-5 ve I1.-13 goblet hiicre hiperplazisi ve mukus
hipersekresyonu yaparak, hava yolunda obstriiksiyona ve tikag olusumuna neden olur

(82).

d) Havayolu diiz kas kalimliinm artmasi

Havayolu yeniden yapilanmasinda, diiz kas kitlesinde hipertrofi ve hiperplazi
en 6nemli basamaklardan birisidir. Mast hiicresi (l6kotrien C4, vaskiiler endotelyal
biiytime faktorii (VEGF)), eozinofil (TGF-), bazofil (IL-4, 1L-13, VEGF) ve epitel
hiicresi (FGF-2, IGF-1, PDGF, ET-1, TGF- B) gibi hiicreler salgiladiklar: sitokinler
ile fibroblastlar aktive ederler. Fibroblastlar aktive olduktan sonra miyofibroblastlara

dontiserek proliferasyona ugrarlar. Miyofibroblastlar, ET-1 salgilayarak diiz kas
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hipertrofisine, sinir biiylime faktorii (NGF) salgilayarak norogeneze ve VEGF

salgilayarak da anjiogeneze neden olmaktadir (83).

e) Bronsial neovaskiilarizasyon ve anjiogenez

Anjiogenezis, astimda hava yolu yeniden yapilanmasimin 6nemli bir parcasim
olusturmaktadir ve bu fazin gelismesinde FGF-2, hepatosit bliylime faktorii, PDGF,
anjiogenin ve VEGF gibi anjiogenik faktérler rol oynamaktadir. VEGF en potent
anjiogenik faktorlerden birisidir ve endotelyal hiicre proliferasyonunun uyarilmasini

saglar (80).

f) Subepitelyal fibrozis

Astimda, enflamasyon sonucunda epitel doku tarafindan hasar yaniti olarak,
biiytime faktérleri, TGF-B, FGF-2, endotelin ve VEGF gibi profibrotik mediyatorler
salinmaktadir. Fibroblast ve miyofibroblast gibi mezangimal hiicreler; kollajen (tip 3
ve tip 5 kollajen) ve ekstraseliiler matriks proteinlerini tiretirler. Mast hiicrelerinden
salinan proteazlar ve biiylime faktorleri, diiz kas hiperplazisine ve hava yolunda
kalinlasmaya neden olmaktadir. Enflamasyon siireci igerisinde brongial diiz kas
hiicreleri ve fibroblastlardan salinan plazminojen aktivatdr inhibitori-1 (PAI-1),

fibrinolizisi inhibe ederek, hava yollarinda olugan fibrozise katkida bulunur (83).

2.3.5 Havayolu asir1 duyarhhg

Havayolu agir1 duyarliligi, astimda karakteristik ve fonksiyonel olarak olusan
patolojik bir stirectir. Genetik ve g¢evresel etkenlerin katkisit ile kisilerde hava
yollarinda enflamasyon ve buna bagli patolojik hiperreaktivite ortaya ¢ikmaktadir.
Olusan degisiklikler kronik siiregte kalici hale gelir ve brons yapisi bozularak
yeniden yapilanma ile birlikte hava yollarinda agirt duyarlilik ortaya g¢ikmaktadir
(83).
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2.3.6 Astimda hava yolundaki daralmaya neden olan faktirler

Astim tanili hastalarda meydana gelen diiz kas kasilmasi, hava yolu 6demi,
hava yollarinda kalinlagma ve agin mukus sekresyonu, hava yolu obstritksiyonu ile
iligkili semptomlara neden olmaktadir. Diiz kas kontraksiyonu, obstriiktif hava yolu
semptomlarinm temel mekanizmasini olusturmaktadir. Prostoglandin E2, histamin ve
TxA2 gibi mediyatorlerin etkisiyle havayollarinda diiz kas hiicrelerinin
kontraksiyonu aktive olurken, ataklar sirasinda enflamatuvar yamit olarak gelisen

vazkiiler gecirgenlik, hava yolu 6demine neden olmaktadir (83).

2.4 Astim tanisi

Astim semptomlari ile gelen bir hastada tani, oncelikle klinik bulgular 1s1g1inda
sekillendirilir. Bu nedenle tani siirecinin baslangicinda hastalardan alinan ayrintili
Oykii biiyiik énem tasumaktadir. Astim; aralikli 6kstiriik ataklari, hisiltili solunum,
nefes darhifn gibi bronkodilatér ajanlarla geri dondiiriilebilen klasik semptomlarla
baslamaktadir. Dolayisiyla benzer klinik bulgu veren hastaliklardan ayirt edilmesi
zordur. Bunun nedeni semptomlarin astima karakteristik olmalarina ragmen, astima
Ozglin olmamalandir. Fizyolojik degerlendirmede astim, bronsiyal agin duyarlilik ve
cesitli hava yolu iritanlarina kargt hava yollarinda daralmanin meydana gelmesidir.
Bronsiyal asir1 duyarlilik, sadece astima 6zgiin bir bulgu degildir. Patolojik olarak
degerlendirildiginde ise, kronik hava yolu enflamasyonu ile ataklar halinde ortaya
¢ikan hava yolunda daralmalar goriilmektedir. Bu bulgular dogrultusunda da astim,
brongit ve brongiolit gibi diger enflamasyonla giden hava yolu hastaliklar ile
karistirilabilmektedir (2). Astimli olgularin yaklasik %75°1 yedi yagindan once tant
almaktadir. Pek ¢ok c¢ocukta adolesan donemde semptomlar azalmaktadir. Astim
semptomlar1 herhangi bir yasta kendisini gosterebilmekle birlikte, ileri yasta
sikliginin daha az oldugu bilinmektedir (84).

Astim, sebebi agiklanamayan oksiiriik sikayetinin en sik nedenidir. Gogls
agrisi, sikisma ve baski hissi de sikayetler arasinda bulunabilmektedir (85).
Semptomlar aralikli olarak goriilmektedir, saatler veya giinler igerisinde spontan

olarak gerileyebilir ve antiastmatik ilaglara hizli yanit alinmaktadir. Uzun periyotlar
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boyunca asemptomatik olabilmekle birlikte, gece saatlerinde semptomlarin
alevlendigi goriilmektedir. Karakteristik olarak; egzersiz, soguk hava, enfeksiyon ve
irritanlarla temas astim semptomlarini tetikler. Alinan 6ykiide astim semptomlarini
alevlendiren sebepler degerlendirildiginde;

-Egzersize bagh semptomlar, tipik olarak 5-15 dakika igerisinde baglamakta ve
istirahatle 30-60 dakika igerisinde gerilemektedir. Soguk hava semptomlarin daha
erken ortaya ¢ikmasina sebep olmaktadir.

-Toz bdcekleri, kiif, kiirklii hayvanlar ve hayvan tiiyleri, hamam bdécekleri ve
polenler en sik alerjen irritanlardir. Kedi ve kpek epiteli ile kargilagma alt hava yolu
semptomlarina neden olurken; besin alerjileri duyarhh kisilerde trtiker, &dem,
hipotansiyon ve gastrointestinal bulgular olmaksizin izole astim semptomlarina
sebep olmaktadir. Sigara ve hava kirliligine baglh semptomlar, astimin diger hava
yolu hastaliklarindan ayirt edilmesini kolaylagtiracak patognomonik bir klinik ortaya
¢cikarmamaktadir. Sadece astimli hastalarda goriilen, aspirin veya herhangi bir
siklooksijenaz-1 inhibitéri verildikten 30—120 dakika sonra klasik okstirtik, higiltili
solunum ve gogiiste sikisma hissi olan astim tipi, aspirine duyarli ya da aspirin ile
tetiklenen astim olarak isimlendirilmektedir (2).

-Ailesel atopi ve alerjik hastalik, gen¢ erigskinlerde ve adolesanlarda gocukluk
caginda astim benzeri semptomlarin varhigmin sorgulanmasi da tan1 agamasinda
onemlidir.

Ik muayenede semptomlarin degiskenligi nedeni ile dinleme bulgulari normal
olabilecegi gibi, ronkiis ve hisilti duyulabilir. Afir astim ataklarinda ise siyanoz,
uykuya egilim, tagikardi gibi diger fizik muayene bulgular1 da goriilebilmektedir.

Laboratuvar tetkikleri, astim siiphesi olan hastalarda taniyr desteklemek ve
hastaligin izlemi i¢in kullanilmaktadir. Tanisal testler igerisinde kan testleri ve alerji
testlerine ek olarak &ncelik, solunum fonksiyon testlerindedir. Bunula birlikte brons
provokasyon testleri, bronkodilatér yamtinin degerlendirilmesi, deri testleri, total
eozinofil diizeyi, immunglobulin E diizeyi, balgam analizi ve ekshale NO 6l¢timii
diger tanisal tetkikleri olusturmaktadir (2).

Spirometre, solunum fonksiyonunu ve hava akimim degerlendirmede
kullanilan temel yontemdir. Bronkodilatér éncesi ve sonrasimin degerlendirilmesi,

klinik muayenede 6nceki test degerleri ile hizli karsilagtirma yapilabilmesine imkan
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saglamaktadir. Spirometrik testler, hasta uyumu gerektirdigi i¢in bes yas ve altindaki
cocuklarda yapilamamaktadir. Olgililen parametreler; ilk bir saniyede &lgiilen zorlu
ekspiratuvar volim (FEV1), zorlu vital kapasite (FVC), vital kapasitenin %25-
%75’indeki zorlu ekspirasyon akimi (FEF 25-75) ve zirve ekspiratuvar akimi
(PEF)’dir. Saglikh ¢ocuklarda FVC %80’in tlizerindedir. FEV-1/FVC oranmn diisiik
olmas1 (0,70’den daha diigiik ya da elektronik spiromeire cihazlarinda belirlenen
intervalin %50 normal simir degerinin altinda), hava yolu obstriiksiyonunu gdsterir.
Klinik pratikte hava yolu obstrilksiyonu saptandiktan sonra izlenmde FEV-1 veya
PEF’deki  degiskenlikler —degerlendirilmektedir. Havayolu obstriiksiyonunun
degerlendirilmesinde PEF degerlerindeki diurnal degisimler ve reversibilite testi
kullanilabilir. Reversibilite testi, 200-400 mcg inhale salbutamol sonrast 10-15
dakika icerisinde FEV-1 veya PEF degerlerinde 200 ml ya da %12 oraminda artig
olmasidir. Reversibilite testinden anlamli sonug alindifinda tani, yiiksek oranda
astimdir. Brons provokasyon testleri ise solunum fonksiyon testleri normal fakat
astim benzeri semptomlari olan hastalarda, astim tamsii belirlemek amaciyla
yapilmaktadir. FEF 25-75 de, provokasyon testlerinde astim hastalifimin ciddiyetinin
belirlenmesinde kullanilir (2, 86).

2.5. Astim Tedavisi

Astimda tedavinin ilk basamagi, hastanin ve ailesinin bilgilendirilmesi ve
tedavi igin hekim-hasta-aile isbirliginin saglanmasidir. Tlaglar, akut dénemde
kullanilan semptom gidericiler ve enflamasyonu azaltan kontrol edici ilaglar olarak
iki gruba ayrilmaktadir. Tedavide kullamilan ilaglar; inhale kortikosteroidler,
lokotrien reseptdr antagonistleri, kombine kullamilabilen inhale uzun etkili beta

agonistler, oral steroidler, kromonlar ve metilksantinler olarak smiflandirilabilir (1).
2.5.1. Astim tedavisinde kullamilan ilaglar ve ézellikleri
a. Steroidler

Inhale kortikosteroidler, kontrol edici ajanlar arasinda en etkili ve en gli¢lii

antienflamatuvar ila¢ grubudur. Diisiik doz inhale kortikosteroid, kontrol tedavisinde
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ilk kullanilan ajandir. Antienflamatuvar etkileri, hiicrelerde DNA diizeyinde protein
sentezini etkileyerek ortaya c¢ikmaktadir. En ¢ok niikleer faktér-xB (NF-xB) ve
aktive edici protein (AP-1) {izerinden bu etkiyi olusturmaktadirlar. Inhale
kortikosteroidler, enflamatuvar hiicrelerin aktivasyonunu ve mediyatdr salinimini
engelleyerek eozinofil, T lenfosit ve diger enflamatuvar hiicrelerin brong
mukozasinda birikimini azaltmaktadirlar. Hiicre membranlarmim stabilizasyonunu
saflayarak ve brons diiz kasinda P2 reseptér sentezini ve duyarlilifim artirirak,
antienflamatuvar etki olustururlar. Enflamatuvar olayr baskilamak suretiyle
mikrovaskiiler sizint1 ve 6demi azaltirlar (1).

Oldukga etkili olmalarina ragmen, kortikosteroidlerin lokal ve sistemik ciddi
yan etkileri olmaktadir. Inhale steroid kullanimina bagh orafaringiyal kandidiyazis,
dis gelisim bozukluklari, disfoni, irritasyona bagh kaba 6ksiiriik, ciltte atrofi, strialar,
telenjiektaziler ve yara iyilesmesinde gecikme gibi lokal yan etkiler
goriilebilmektedir. Uzun siireli ve/veya yiiksek doz kullamima bagli kemik mineral
yogunlugunda azalma ve kolay morarma gibi sistemik yan etkileri de bulunmaktadir
(1). Inhale kortikosteroidler, tedavinin ilk yilinda biiyiime hizinda duraksamaya
neden olmaktadirlar (87). Budesonidin 200 pg ve altindaki dozlarda kullanimina
bagli hipotalomo-pitiiiter-adrenal aks stipresyonu olugmadifi, ancak yiiksek doz
kullammu ile adrenal krizlerin ortaya ¢iktig:r bildirilmigtic (88). Konjestif kalp
yetersizligi, hipertansiyon, 6dem, jinekomasti, hirsutizm, akne, kaslarda gii¢stizlik,
myopati, sekonder diabetes mellitus, glokom, katarakt, bagisiklik sisteminde

baskilanma ve depresyon goriilebilen diger yan etkileridir (87).

b. Antilokotrien ilaclar

Zafirlukast ve montelukast gibi 16kotrien reseptdr antagomistleri, sisteinil
lokotrien reseptérlerini bloke ederler. Vaskiiler gecirgenligi, mukus yapimni ve
bronkospazmu azaltict etki gosterirler. Oniki aymn tizerindeki ¢ocuklarda astim
kontrol tedavisinde onerilmektedirler. Viral enfeksiyonlarla tetiklenen hisilti atagi
geciren bes yasindan kiigiik ¢ocuklarda ve hafif persistan astimda kullanilabilirler.
Inhale kortikosteroid tedavisi ile yeterli kontrol diizeyi saglanamayan hastalarda

kombinasyon tedavisinde kullanilabilmektedirler (89).
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¢. Uzun etkili beta-2 agonistler

Inhale glukokortikoidlerle birlikte kullanilan, etkisi yaklagik 12 saat siiren uzun
etkili inhale beta-2 agonistler (salmeterol, formoterol, albuterol), egzersizle ortaya
¢ikan  bronkokonstriikksiyonlarda, gece semptomlarinda ve astimin  klasik
semptomlarmin kontroliinde kullamlmaktadir. Bronkodilatatér etkilerinin yaninda
mast hiicreleri ile bazofillerden mediyatér salmmmini Onlemektedirler. Damar
gecirgenligini azaltarak ddem olusumunun &nlenmesine katkida bulunurlar. Brong
diiz kas hiicre proliferesyonunu ve anjiyogenezi azaltici etkilerine ek olarak, siliyer
hareketleri de artirmaktadirlar. Tek baglarma kullaniminin, astimin enflamatuvar

komponentine yeterli etki etmedigi gosterilmistir (90).

d. Kromonlar

Kromonlar (sodyum kromoglikat), uzun yillardir astimin kontrol tedavisinde
kullanilan ilaglardir. Akcigerlerden hizli emilirler ve giivenlidirler. Enflamatuvar
hiicre aktivasyonunu inhibe ederek, mediyatér salimimini, allerjen ile indiiklenen
erken ve ge¢ faz bronkokonstriiksiyonu baskilamakta ve bu yolla hava yolu asir
duyarhlik rcaksiyonunu azaltmaktadirlar. En 6nemli yan etkileri, bogazda tahris,

Okstiriik ve bronkokonstriiksiyondur (1).

e. Metilksantinler

Metilksantinler ailesinden olan teofilinin, antienflamatuvar ve bronkodilator
etkilidir. Astun tedavisinde, steroidden kagimnmak ve immiinmodiilatér ézellikleri i¢in
kullanilirlar. Ozellikle gece semptomlarinda iyilesme ve solunum fonksiyonlarinda
diizelme saglamakla birlikte, brong agir1 reaksiyonunda da etkilidirler. Kisa dénemde
kardiyak aritmi, konviilsiyon, 6liim gibi yan etkilere ve uzun dénemde de grenme
ve davranigsal bozukluklara neden olduklari gdsterilmistir. Bu etkilerin doz bagiml

olmasi nedeni ile serum diizeyleri yakin takip edilmelidir (91).
f. AntiIgE tedavisi (omalizumab)

Insan serumu kaynakli IgE’nin Fc béliimiine baglanma 6zelligi bulunan anti

IgE (omalizumab) monoklonal antikordur. Siirekli olarak alerjenlere kars1 pozitif deri
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testine sahip, standart tedavi ile sikayetleri kontrol altina alinamayan, agir persistan

astimli alt1 vas tizerindeki cocuklarda kullanilmalari nerilmektedir (2).

2.6. Bosentan

Bosentan, organoheterosiklik bilesenler grubu icerisinde yer alan, diazin
sinifina mensup bir pirimidin derivesidir. Non-selektif endotelin A (ET-A) ve
endotelin B (ET-B) reseptor antagonistidir. Amerika, Avrupa, Tiirkiye ve diger pek
cok iilkede pulmoner arteriyel hipertansiyonu (PAH) tedavisi ve ydnetimi i¢in lisans

almis etkin bir ilactir (7).

2.6.1. Bosentanin yapisi

Kimyasal formiilii, “C27-H29-N5-06-S.H2-O”; kimyasal a¢ilinu ise, “4-tert-
butyl-N-[6-(2-hydroxy-ethoxyl-5-(2-methoxy-phenoxy)-[2,2"]-bipyrimidin-4-yl]-

benzenesulfonamide monohydrate”dir (7).

2.6.2. Farmakokinetik dzellikleri:

a) Absorbsiyon: Bosentanin oral biyoyararlamimi %50 olup, plazma pik
seviyesine ortalama bir haftada ulagsmaktadir (92). Emilimi yiyeceklerden

etkilenmemektedir.

b) Dagilm: Bosentan, %98 oraninda plazma proteinlerine baglanarak

tasinmaktadir. Baglanmanug fraksiyonu yaklagik %2°dir (92).

¢) Metabolizma ve eliminasyon: Bosentan bir 6n ilagtir. Plazma proteinleri ile
karacigere tasmuir ve burada sitokrom P450 enzimlerinden CYP2C9 ve CYP3A4
(ayrica CYP2C19 ile de metabolize oldugu diisiiniilmektedir) ile aktif metaboliti Ro
48-5033’e (Hidroksi Bosentan) dontigiir. Aktif formu, bazal aktiviteyi %10-20
artirmaktadir. Karacigerde elimine olduktan sonra safra yolu ile atilir. Ortalama

yarilanma omri, saglikh bireylerde bes saattir (92).
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2.6.3. Bosentanin etkileri

Bosentan potent antienflamatuvar, antiproliferatif ve antioksidandir.
Mikrovaskiiler ekstravazasyonda azalma sagladign gosterilmistir. [k kez 1990’larin
ortalarinda, yeni potent oral aktif endotelin reseptdr antagonisti olarak duyurulan
bosentanin, vazokonstriiksiyon ile iligkili hastaliklarda kullanilabilecegi belirtilmistir.
Food and Drug Administration (FDA) tarafindan 2001 yilinda, pulmoner arteriyel

hipertansiyon tedavisinde kullanilmak {izere onay almigtir (8).

Antienflamatuvar etkileri

Astimda enflamatuvar yamt degerlendirildiginde; hava kirliligi, enfeksiyon ve
alerjen maddeler tarafindan hasarlandinlan hava yolu epitelinden ET-1, TSLP,
interlokin 25 ve interlokin 33 gibi sitokinler salgilanir. Bu sitokinler enflamatuvar
yamitta gorevli mast hiicresi, bazofil ve bdlgesel lenfositleri uyarirlar. Ayrica TSLP
ile aktive olan dendiritik hiicreler, antijeni alarak lenf nodunda gider ve burada T
lenfositleri uyarirlar. Uyarilan T lenfositleri lent nodu folikiillerine gider ve burada B
lenfositlerini uyarir. B lenfositleri dokuda plazma hiicresine doniigiirler ve
enflamasyonda gorevli hiicrelerin uyarilmasma yardimer olurlar. Diger bir grup T
lenfositler ise dolasima gecerek Th-2’ye dontisiirler. Th-2 hiicreleri, dokuda mast
hiicresi ve bazofiller ile birlikte interlékin 5 ve interlokin 13 gibi sitokinleri ve gesitli
biiylime faktorlerini salgilayarak akut ve kronik siiregte patolojik degisikliklerin
gelismesine katki saglarlar (93).

ET-1 enflamatuar siireclerde baslangi¢ fazinda en erken dénemden itibaren
saptanabilmektedir. Endotelinin enflamatuvar yanita etkisinin ve endotelin reseptor
blokeri olan bosentanin antienflamatuvar etkinliginin degerlendirildigi bir calismada
(6), ET-1’in mRNA diizeyindeki artisa bagh olarak TNF-a, IL-1p ve IL-8 gibi
enflamatuvar sitokin diizeylerinde artiy meydana getirdigi goriilmiistiir. Endotelin
reseptdr antagonisti olan bosentan ile tedavi sonrasinda ise, TNF-o, IL-4, IL-1§3 ve

IFN-y gibi enflamatuvar sitokinlerin diizeylerinde azalma saptanmgtir.
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Antiproliferatif etkileri

Hava yolu diiz kas hiicreleri {izerine spazmojen ve mitotik etkili olan ET-1,
kronik havayolu enflamasyonundaki diiz kas proliferasyonundan sorumludur.
Yapilan bir ¢alismada (9), ET-1 tarafindan indiiklenen diiz kas hiperplazisine karsi,
ET-A ve ET-B reseptdr antagonistlerinin (BQ-610 ve BQ-788) etkili olduklar:
saptanmustir. Ayrica selektif olmayan endotelin A ve B reseptor blokeri bosentanin,
diiz kas proliferasyonuna karsi inhibe edici etkisi g@sterilmigtir. Potent inhibisyon
etkisi, BQ-788 ile benzer bulunan bosentanin, etkisini ET-B reseptorii iizerinden
gosterdigi distintilmektedir (9).

Bir c¢alismada (94), havayolu kronik enflamasyonuna bagli gelisen
remodellingte, kortikosteroid kullamminin smurli etkisinin  oldugu; baska bir
calismada ise (95), tedavide yiiksek doz flutikazon kullamminin submukozal
vaskiilarite ve bazal membran kalinlifima karsi etkili oldugu, fakat diiz kas
hiperplazisine ve hipertrofisine belirgin etki gostermedigi gozlenmistir. Bu
caligmalar, steroid yan etkileri de gz oniine alindifinda, astimda yenilik¢i tedavi

arayislarimin degerlendirilmesi gerektigini gostermektedir.

Diger etkileri

Stiperoksit anyonlarinin, enflamasyon sirasinda iiretimi artar. Buna bagl olarak
sitokin iiretiminin arttifi ve enflamasyonun daha da agreve olarak, agrn duyusunun
ortaya c¢iktign gosterilmistir. Bosentanin antioksidan etkisinin gésterilmesinin
amaclandig bir ¢aligmada (10), bosentan tedavisinin siiperoksit anyonlari ile ortaya
cikan 6demi, termal ve mekanik agrilart gerilettigi, miyeloperoksidaz aktivitesini de
inhibe eftigi gosterilmistir. Yapilan bir hayvan c¢aligmasinda ise (96), bosentanin
oleik asit ile olusturulan akciger 6deminde ekstravazasyonu azalttifi goriilmiigtiir. Bu
calismaya gore, bosentanin respiratuvar distres sendromunda da kullanilabilecegi
hipotezi 6ne stirtilmstiir.

Parmaklarda ilserlerle seyreden reynaud fenomeninde de, tedavi ile

vazokonstriiktif etkiyi azalttigr bildirilmistir (97).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Deney hayvanlari

Caligma, Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi Multidisipliner Deney
Hayvanlar1 Laboratuvari’ndan temin edilen 6-8 haftalik 20-40 gr agirhigindaki 35
adet ad libitum olarak beslenen BALB/c fare lizerinde yapildi (Resim 1). Fareler
klimali odalarda 12 saat aydinlik, 12 saat karanhk ortamda 6nceden dezenfekte
edilmis plastik tabanli, zemine talas serili metal korumali fare kafeslerinde muhafaza
edildi. Calisma icin, Pamukkale Universitesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu'ndan,
2016TIPFO11 nolu etik kurul onay1 alindu.

Resim 1. Calismada kullanilan BALB/c fareler

3.2. Calisma gruplari

(Calismaya dahil edilen 35 adet BALB/c fare 4 gruba ayrildi:

Grup I (n=5): Herhangi bir tedavi verilmeyen kontrol grubu

Grup II (n=10): Astim modeli olugturularak salin uygulanan plasebo grubu
Grup III (n=10): Astim modeli olusturularak deksametazon uygulanan grup
Grup IV (n=10): Astim modeli olusturularak bosentan uygulanan grup
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3.3. Kronik astim modelinin olusturulmasi

Kronik astim modeli olugturmak i¢in, Temelkovski ve arkadaslar tarafindan
tanimlanan kronik astim modeli kullanildi (98). Kontrol grubu (Grup 1) disindaki
diger tlim farelere, 14 giin ara ile iki kez 10pg intraperitoneal tavuk yumurta
ovalbumini (OVA; Grade V, Sigma, St Louis, MO, USA) uygulanarak
duyarlilagmalar saglandi. Kontrol grubundaki farelere, ayni yol ile aym miktarda
salin soliisyonu uygulandi. Duyarlilastirilan farelere, son immunizasyondan yedi giin
sonra (21. giinde) baslamak tizere, giinde bir saat siire ile haftanin ti¢ giind, sekiz
hafta boyunca steril salin igindeki %2,5°lik ovalbumin soliisyonundan olugan aerosol
inhale ettirildi. Inhalasyon uygulamalari, jet nebiilizator ile bagli 42x24x17 cm
ebatlarindaki cam odacifin igine, fareler gruplar halinde koyulduktan sonra tiim
viicut inhalasyon sistemi seklinde yapildi. Bu nebiilizator sistemi ile verilen aerosol,
<4 pm c¢apinda, >%80 partikill ayrismasina olanak sagladi. Partikiil konsantrasyonu
10-20 mg/m® idi. Kontrol grubundaki farelere de, ayni sistem ile salin inhalasyonu

yaptirildi. Sekil 3°de kronik astim modeli olugturma protokolii verilmistir.

R

Gurlr BB W0 BT 424446 405153 65560 438567 0TI

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

Sekil 3. Kronik asttim modeli olusturma protokolii

3.4. Calisma ilaglarimin verilmesi

Ovalbumin inhalasyonunun son haftasinda Grup II’deki (plasebo grubu)
farelere serum fizyolojik, Grup III'teki farelere deksametazon 1 mg/kg/giin (99),

Grup IV’deki farelere bosentan 100 mg/kg/giin (10), intraperitoneal yol ile ardi

ardina beg giin uygulandi.
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3.5. Hayvan yagamimi sonlandirma zamani ve yéntemi

Fareler, son tedavinin uygulanmasindan 24 saat sonra 35 mg/kg ketamin ve 5
mg/kg ksilazinin intraperitoneal olarak verilmesi ile sakrifiye edildi. Caligmada
sakrifiye edilen BALB/c fareler Resim 2°de verilmistir. Sakrifiye edilen farelerden,
histolojik ¢alisma ve IL-4, IL-5 ve TSLP doku diizeylerinin degerlendirilmesi i¢in
akciger doku ornekleri ve serum [L-4, IL-5 ve TSLP diizeylerinin degerlendirmesi

i¢in intrakardiyak enjeksiyon yolu ile kan &rnekleri alindi.

Resim 2. Sakrifiye edilen BALB/c fareler

3.6. Histolojik incelemeler

3.6.1. Isik Mikroskobik Doku Takip Protokolii

Doku drnekleri, %10°1uk formaldehit ile tespit edildikten sonra, fiksatiflerin
uzaklagtirilmasi amaciyla bir gece akarsu altinda yikandi. Dehidratasyon amaciyla
yirmiger dakika %70°den %95’¢ artan etil alkol serilerinden gegirildi. Yapilan
islemin ardindan, yirmiser dakika dort adet sirali aseton solusyonlarindan gegirilerek,
iki kez otuzar dakika ksilolde tutuldu. Etiiv igerisinde (60°C’lik), iki kez parafin
uygulamp birer saat parafin ile immersiyonu saglandiktan sonra, dokular parafin
bloklar igerisine gémiildii (Tablo 2). Parafin bloklardan inceleme yapmak amaciyla

mikrotom araciligi ile 5 pm’lik ince kesitler alind1.
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Tablo 2: Isik Mikroskobik Doku Takip Protokolii

islem Madde Siire
Tespit %10 formalin 24-48 sa
Fiksatifin uzaklagtirilmas: | Akarsu 1 gece
Dehidratasyon %70 etil alkol 20 dk
%80 etil alkol 20 dk
%95 etil alkol 20 dk
Aseton (4 sirali uygulama) | 20 dk
Seffaflagtirma Ksilol 30 dk
Ksilol 30 dk
Emdirme 60°C etilv Parafin 1 sa
Parafin 1 sa
Gomme Parafin

3.6.2. Hematoksilen-Eozin (HE) Boyama Metodu

Mikrotom aracilin ile alman 5 p’luk parafin kesitler, deparafinizasyon iglemi
icin bir gece 60°C’lik etiivde birakildiktan sonra, yirmiger dakika ii¢ sirali
deparafinizasyon uygulamasmma tabi tutuldu. Ardmdan dehidratasyon islemi igin
%95°den %70’e azalan alkol serilerinden geg¢irilen kesitler, on dakika akarsu altinda
yikandi. On dakika hematoksilen ile boyamanin ardindan, boyanin fazlasinin
dokudan uzaklagtirilmasi i¢in on dakika akarsuda yikanan kesitler, iki dakika eozin
boyast ile boyandi. Ardindan sirasiyla %80 ve %95°1ik alkol serilerinden gegirilip,
havada kurutulan kesitler, seffaflagtirma amaciyla otuzar dakika iki sirali igleme tabi
tutulduktan sonra entellan ile kapatildi (Tablo 3).

Hemotoksilen-Eozin ile boyanan akciger doku &rneklerinin genel histolojik
ozellikleri incelendi. Her denege ait preparatlardan, yaklagik aym ¢apta ticer brongun

dorder alaninda epitel kalinlig1 ve subepitelial diiz kas kalinligi 6l¢tildi.
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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 Akarsu 10 dk
Boyama Hematoksilen 10 dk
Yikama Akarsu 10 dk
Boyama Eozin 2 dk
Yikama Akarsu 5dk
%80 alkol 1 yikama
%95 alkol 1 yikama
Seffaflastirma Ug kez degisim 20 dk
Kapama Entellan

3.6.3. Periodik asid-schiff (PAS) Boyamasi

Alinan parafin kesitler, deparafinizasyon islemi icin bir gece 60°C’lik etiivde
birakildi. Ardindan ilki bir saat (etlivde), diger ikisi otuzar dakikalik ti¢ farkh ksilene
tabi tutuldu. Daha sonra rehidratasyon islemi i¢in iki kez sirasiyla, saf alkol ve
%96°dan %70’e¢ azalan alkol serilerinden gegirildi. Kesitler, distile su ile
calkalandiktan sonra {i¢ ila bes dakika peryodik asit ile boyandi. Boyamanin
ardindan, boyanin fazlasinin dokudan uzaklagtirilmasi igin bir ila iki dakika akarsuda
yikanan kesitler, 20-25 dakika schiff boyasi ile boyandi. Boyamadan sonra, bes
dakika akarsuda tutuldu. Daha sonra dehidratasyon islemi i¢in sirasiyla %70, %80,
%96 ve iki seri saf alkol serilerinden gegirilen kesitler, geffaflastirma amaciyla
yirmiser dakika ti¢ sefer ksilende tutularak entellan ile kapatildi (Tablo 4). PAS ile

boyanan kesitlerde goblet hiicreleri sayildi.
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Tablo 4: Periodik asid-schiff (PAS) boyama metodu

Tslem Madde Siire
Deparafinizasyon | 60°C etlivde 1 gece
Deparafinizasyon | 1 (etiivde) 1 sa
Deparafinizasyon | 2-3 (oda 1sisinda) 30 dk
Rehidratasyon %100-100-96-80-70°1ik alkol Calkalama
Yikama Distile su 10 dk
Boyama Periodik asit 3-5dk
Yikama Akarsu 1 dk
Boyama Schiff 20-25 dk
Yikama Akarsu 1-2 dk
Boyama Hematoksilen 2 dk
Yikama Akarsu 5dk
Dehidratasyon %60-70-80-96-100’liik alkol | Calkalama
Seffaflagtirma Ksilen ii¢ kez Yirmiser dakika
Kapama . ’ Entellan

3.6.4. Toluidin Blue Boyas:

Deparafinize edilen doku kesitleri, 30 dakika toludin blue boyasinda bekletildi.
Ardindan ksilen serilerinden gegirilip entellan ile kapatildi. Isik mikroskobu ile mast

hiicre sayisi degerlendirildi.

3.6.5. Isik mikroskobik degerlendirme

Preparatlarin fotograflari Olympus DP71 model (Olympus Optical, Tokyo,
Japan) kamera ile g¢ekildi ve DP70 model mikroskop (Olympus Optical, Tokyo,
Japan) ile degerlendirildi. Ol¢iimler bilgisayar destekli UTHSCSA Image Tool for
Windows Version 3.00 software ile yapildi.

Hemotoksilen-Eozin ile boyanan akeiger doku orneklerinin, genel histolojik
ozellikleri incelendi. Her denege ait preparatlardan, yaklagik ayni gapta ticer brongun

dorder alaninda epitel kalinlign ve subepitelial diiz kas kalinhigi o6l¢iildi ve
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ortalamalart alindi. Toluidin boyamasinda her denekten alinan kesitlerde, rastgele
onar alanda toplam 16.400 pm” olacak sekilde mast hiicre sayis sayild1 ve ortalamasi
alindi. PAS boyasi ile boyanan preperatlarda yapilan goblet hiicre sayiminda ise, her
denekte ayr ayri 100 pm uzunluga diigen pozitif hiicre sayisi sayilarak ortalamasi

alindi.
3.7. Akciger Dokusunda ve Serumda IL-4, IL-5 ve TSLP Ol¢iimii

Sakrifiye edilen farelerin, sag akciger tist lobu 2 mL’lik mikrosantrifiij tlipline
alindi ve oda 1sist ile temas etmeden -80°C’de calisma giiniine kadar saklandi.
Calisma giinii -80°C’de c¢ikarillan dokular +4°C’de ¢oziildi. Buz ilizerine alinan
dokulardan elde edilen 60-80 mg’lik 6rnekler, 6nceden sogutulmus icinde 5 mm
capinda paslanmaz ¢elik boncuk ve 1/7 oraninda fosfat tamponu (pH: 7,2) olan tiipe
alinarak homojenat elde edildi. Elde edilen homojenat, +4°C’de 5000 G’de on dakika
santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 elde edilen supernatanlardan 11.-4, IL.-5 ve TSLP
diizeyleri {retici firmanin 6nerileri dogrultusunda ELISA yéntemiyle c¢alisildi
(RayBio Mouse IL-4 Kit, RayBio Mouse IL-5 Kit, Mouse TSLP Kit). ELISA
plaklar1 450 nm’de spektrofotometrik olarak degerlendirildi (BioTek Synergy HT,
USA). Ayrica farelerin serumlarindan da IL-4, IL-5 ve TSLP diizeyleri eg zamanh

olarak ayni yontemle 6l¢iildii.
3.8. [Istatistiksel analiz

Calismada elde edilen parametrelerin  degerlendirilmesinde Statistical
Package for Social Sciences (SPSS 21, Inc, Chicago, 1L, USA) paket programi
kullanildi. Histolojik veriler ile serum ve akciger doku oOmeklerindeki sitokin
diizeylerinin  degerlendirilmesinde  (bagimsiz  ¢oklu  grup  farkliliklarinin
karsilastiriimasi), Kruskal Wallis Varyans Analizi kullanildi. Kruskal Wallis Varyans
Analizi ile istatistiksel anlamlilik saptanan degiskenlerde ikili grup farkliliklarinin
incelemesinde (post hoc) Bonferroni diizeltmeli Mann Whitney U testi kullanildi.
Stirekli degigkenler, ortalama = standart sapma (SD) ve kategorik degiskenler, say1

ve yiizde olarak verildi. Istatistiksel anlamlilik diizeyi ise p<0,05 olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

Caligma, 6-8 haftalik toplam 35 adet BALB/c farede yapildi. Grup I’de bes fare

ve diger gruplarda ise onar fare olacak sekilde gruplar belirlendi. Calisma siiresinde,

4 fare ex oldugu i¢in toplam 31 fare ile calisma tamamlandi. Calisma protokoliiniin

tamamlanmasimin ardindan, denekler sakrifiye edilerek akciger ormeklerinden

histolojik incelemeler yapildi. Tim gruplarin diiz kas kalinhgi, epitel yiksekligi,

mast hiicre sayis1 ve goblet hilicre sayilarimi igeren histolojik veriler Tablo 5°de

verilmigtir. Tim gruplar karsilagtinldiginda; diiz kas kalmhigi, epitel hiicre

yiiksekligi, mast hiicre sayist ve goblet hiicre sayilan a¢isindan gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlamli farklilik saptandi (p<0,05), (Tablo 5). Bu sonuglar

dogrultusunda, gruplar arasinda Bonferroni diizeltmeli Mann Whitney U testi

uygulandi.

Tablo 5: Tiim gruplarda histolojik verilerin karsilastirilmasi

Kontrol Plasebo Deksametazon Bosentan
(Grup I) (Grup II) (Gruap IIT) (Grup IV) P
(n=5) (n=8) (n=9) (n=9)
Subepitelyal
diiz kas 5,25 £0,52 11,95+0,93 6,19 +0,68 8,13 +1,48 0,0001
kalinhgn (pum)
Epitel
yiiksekligi 14,52+ 1,13 23,67 3,97 14,08 £0,64 15,21 £2,73 | 0,0001
(pom)
Mast hiicre
sayis1 /16400 | 0,0037+0,0044 | 0,033+0,0081 | 0,0148+0,0114 | 0,0138+0,0041 | 0,0001
(um®)
Goblet hiicre
sayis1 /100 pum 0,24 +0,24 2,88 1,53 0,42 +0,4 1,29 +1,14 0,004

Kontrol grubu (Grup I) ile plasebo tedavi verilen astim grubunun (Grup II)

histolojik wverileri kargilagtinldiginda; plasebo grubunda diiz kas ve epitel
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kalinliklarmin, mast hiicre sayisimin ve goblet hiicre sayisinin istatistiksel

anlaml1 sekilde artmig oldugu gortildii (p<0,05), (Tablo 6).

Table 6: Kontrol grubu ile plasebo grubunun histolojik verilerinin

olarak

kargilagtirilmasi

Kontrol Plasebo

(Grup I) (Grup II) P
Subepitelyal diiz kas 5,25+ 0,52 11,95 £ 0,93 ¢,0001
kalinhg (pm)
Epitel yiiksekligi (pm) 14,52+ 1,13 | 23,67 +£3,97 0,023
Mast hiicre sayis1 /16400 0,0037+0,0044 | 0,033+0,0081 [ 0,0001
(pm”)
Goblet hiicre sayisi /100 pm 0,24 + 0,24 2,88 + 1,53 0,014

Plasebo grubu (Grup II) ile bosentan grubunun (Grup IV) histolojik

parametreleri kargilastirildiginda, bosentan grubunun epitel yiiksekliginin istatistiksel

olarak anlaml azaldig1 (p<0,05); bununla birlikte diger histolojik parametrelerde

azalma olmasina ragmen farkliliim istatistiksel olarak anlamli olmadigi goriildii

(p>0,05), (Tablo 7).

Tablo 7: Plasebo grubu ile bosentan grubunun histolojik verilerinin

karsilastirilmasi

Plasebo Bosentan
(Grup II) (Grup 1V) P

Subepitelyal diiz kas 11,95+ 0,93 8,13 +1,48 0,156
kalinlig (pm)

Epitel yiiksekligi (nm) 23,67+3,97 | 15,21 2,73 0,015
Mast hiicre sayisi /16400 0,033+0,0081 | 0,0138+0,0041 0,093
(pm*)

Goblet hiicre sayis1 /100 pm 2,88+ 1,53 1,29+ 1,14 0,398

33




Plasebo grubu (Grup II) ile deksametazon grubunun (Grup III) histolojik
verileri karsilagtirildiginda, deksametazon uygulamasinin diiz kas kalmligini ve epitel
yiiksekligini, mast hiicre sayisim ve goblet hiicre sayisim istatistiksel olarak anlamli

oranda azalttig1 saptandi (p<0,05), (Tablo 8).

Tablo 8: Plasebo grubu ile deksametazon grubunun histolojik verilerinin

kargilastirilmasi

Plasebo Deksametazon
(Grup II) (Grup IIT) P

Subepitelyal diiz kas kahnhg: | 11,95 + 0,93 6,19 + 0,68 0,001
(pm)

Epitel yiiksekligi (pm) 23,67 £3,97 14,08 + 0,64 0,0001
Mast hiicre sayis1 /16400 0,033+0,0081 | 0,0148+0,0114 | 0,031
(pm®)

Goblet hiicre sayis1 /100 pm 2,88 + 1,53 0,42 + 0,4 0,008

Bosentan grubu (Grup 1V) ile deksametazon grubunun (Grup III) histolojik
verileri karsilastirildiginda ise; iki grup arasinda diiz kas kalinhgi, epitel yiiksekligi,
mast hiicre sayis1 ve goblet hiicre sayisi acisindan anlamli farklilk saptanmadi

(p>0,05), (Tablo 9).

Tablo 9: Deksametazon grubu ile bosentan grubunun histolojik verilerinin

kargilagtirilmasi
Deksametazon Bosentan
(Grup III) (Grup IV) P

Subepitelyal diiz kas kalinhg1 6,19 + 0,68 8,13 1,48 0,615
(pm)

Epitel yiiksekligi (pm) 14,08 + 0,64 15,21 +£2,73 | 1,000
Mast hiicre sayis1 /16400 pmz 0,0148+0,0114 | 0,0138+0,0041 | 1,000
Goblet hiicre sayisi /100 pm 0,42 &+ 0,4 1,29+ 1,14 0,969
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Tiim gruplarin g1k mikroskopik goriintimleri asagida verildi (Resim 3-18). Isik
mikroskopik ¢aligmalarda kontrol grubunda (Grup I) histolojik bulgular normal
saptandi (Resim 3-6).

.

siti (HE Boyam.s:l.). Normal akciger

Resim 3: Kontroi grubuna ait akciger ke
parankimi ve hava yollar1 gozlenmekte (Alv: Alveol, b: Bronsiol). Scale bar: 100

pm.

= ; e e O 8 i g : ,,,;
Resim 4: Kontrol grubuna ait akciger kesiti (HE boyamas1). Epitel boyunun ve

subepitel kalinlifinin normal oldugu gozlenmekte. (Siyah ok: Epitel kalinhigi, sart
ok: Subepitelyal diiz kas kalinlig1). Scale bar: 100 pm.

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

pozitif goblet hiicresi artig1 gozlenmemekte. Scale bar: 50 pm.
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Resim 6: Kontrol grubuna ait akciger kesiti (Toluidin blue boyamasi). Akciger
parankimasinda mast hiicresi artis1 gozlenmemekte. (Siyah ok: Mast hiicresi). Scale
bar: 100 pm.

Isik mikroskopik caligmalarda plasebo grubuna (Grup II) ait histolojik bulgular
Resim 7-10°da gosterilmigitr.

Resim 7: Plasebo (Astim) grubuna ait akciger kesiti (HE boyamast). Solunum
| yollan epitelinin diizensiz oldugu, akciger parankimasinin enflamatuvar hiicreler

icerdigi (*) gozlenmekte. (Alv: Alveol, b: Brongiol, *: Enflamasyon). Scale bar: 100

pm.

Resim 8: Plasebo (Astim) grubuna ait Akciger kesiti (HE boyamasi). Epitel
boyunun ve subepitel kalinliginin artmis oldugu gozlenmekte. (Cift yonlii ok: Epitel
kalinlig1, sar1 ok: Subepitelyal diiz kas kalinligr). Scale bar: 100 pm.
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Resim 9: Plasebo (Astim) grubuna ait akciger kesiti (PAS boyamasi). Epitelde
artmuis PAS pozitif goblet hiicreleri ve PAS pozitif materyal gézlenmekte. (Siyah ok:
PAS pozitif goblet hiicresi). Scale bar: 100 pm.

Resim 10: Plasebo (Astim) grubuna ait Akciger kesiti (Toluidin blue
boyamasi). Akciger parankimasinda artmig mast hiicreleri gozlenmekte (Siyah ok:

Mast hiicresi). Scale bar: 100 um.

Isik mikroskopik ¢alismalarda deksametazon grubuna (Grup III) ait histolojik
bulgular Resim 11-14"de gosterilmigitr.

+ B

b 0 0.5 v, B
Resim 11: Deksametazon grubuna ait Akciger kesiti (HE boyamast). Diizensiz

hava yollar1 ve akciger parankimi ile enflamasyonun azaldify gozlenmekte (Alv:

Alveol, b: Bronsiol, *: Inflamasyon). Scale bar: 200 pm.
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Resim 12: Deksametazon grubuna ait akciger kesiti (HE boyamasi). Epitel
boyunun ve subepitel kalinliginin astim grubuna gére azaldifi gozlenmekte. (Cift
yonlii ok: Epitel kalinligi, sar1 ok: Subepitelyal diiz kas kalinlig). Scale bar: 100 pm.

Resim 13: Deksametazon grubuna ait akciger kesiti (PAS boyamast). Epitelde

PAS pozitif goblet hiicrelerinin astim grubuna gore azaldig1 gézlenmekte. (Siyah ok:
PAS pozitif goblet hiicresi). Scale bar:100 pm.

s

e,

Resim 14: Deksametazon grubuna ait akciger kesiti (Toluidin blue boyamas).
Akciger parankimasinda mast hiicrelerinin astim grubuna goére azaldif1 gézlenmekte.

(Siyah ok: Mast hiicresi). Scale bar: 100 pm.

Isik mikroskopik ¢alismalarda bosentan grubuna ait histolojik bulgular Resim
15-18’de gosterilmisitr.
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Resim 15: Bosentan grubuna ait akciger kesiti (HE boyamasi). Normale yakin
akciger parankimi ve hava yollar gdzlenmekte (Alv: Alveol, b: Bronsiol). Scale bar:
50 um.

Desim 16: Bosentan grubuna ait akciger kesiti (HE boyamasi). Epitel boyunun -
ve subepitelyal kalinligin azalmis oldugu gozlenmekte. (Cift yonlii ok: Epitel
kalinlig1, sar1 ok: Subepitelyal diiz kas kalinligi). Scale bar: 50 pm.

Resim 17: Bosentan grubuna ait Akciger kesiti (PAS boyamast). Epitelde PAS
pozitif goblet hiicreleri ve PAS pozitif materyal gbzlenmekte. (Siyah ok: PAS pozitif
goblet hiicresi). Scale bar: 100 pm.
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Resim 18: Bosentan grubuna ait Akciger kesiti (Toluidin blue boyamast).

Akciger dokusunda intraepitelial az sayida mast hiicresi gdzlenmekte. (Siyah ok:

Mast hiicresi). Scale bar: 100 pm.

Serum IL-4, IL-5 ve TSLP serum diizeylerinde gruplar arasinda farklilik

saptanmadi (p>0,05), (Tablo 10), (Sekil 4-6).

Tablo 10: Gruplar arasindaki serum IL-4 (pg/ml), IL-5 (pg/ml) ve TSLP

(pg/ml) diizeyleri
Kontrol Plasebo Deksametazon | Bosentan
Serum
(Grup I) (Grup IT) (Grup IIT) (Grup IV) P
1L-4 1,87 0,14 | 1,74+ 0,18 1,82 +£0,3 1,85+ 0,29 | 0,705
IL-5 | 2,06 +0,07 | 2,05+ 0,04 2,11 + 0,05 2,09 +0,07 | 0,172
TSLP | 2,03+0,22 | 1,94+ 0,08 2,03+ 0,19 2,15+0,15 | 0,062
1,95 e
1,87 8
1’9 ¥ e e i S TR S ,.mmu_j:gsﬂw_gbg,,. :
1,85 -
1,8 -
L 175 1
1,7 4=
1,65 - =
16 s

KONTROL PLASEBO DEKSAMETAZON

Sekil 4: Gruplar arasindaki serum 1L-4 diizeyleri (pg/ml)
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Sekil 6: Gruplar arasindaki serum TSLP diizeyleri (pg/ml)

Akciger dokusundaki sitokin diizeyleri degerlendirildiginde; IL-4, IL-5 ve
TSLP diizeyleri astim grubunda (Grup II) yiiksek bulunmakla birlikte, gruplar
arasmda 1L-4 ve TSLP diizeylerinde farklilik istatistiksel olarak anlamli degildi
(p>0,05), (Tablo 11). Tim gruplar karsilastirildiginda, sadece doku IL-5
dﬁzeyleriﬁde istatistiksel olarak anlamli farklilik saptandi (p<0,05), (Tablo 11),
(Sekil 7-9).
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Tablo 11: Gruplar arasinda akciger dokusundaki IL-4 (pg/ml), IL-5 (pg/ml) ve
TSLP (pg/ml) diizeylerinin kargilagtirilmast

Kontrol Plasebo | Deksametazon | Bosentan
Dol (Grup I) (Grup II) (Grup IIT) (Grup 1V) P
IL-4 | 6,06+1,77 | 6,89 +2,49 5,65 + 1,05 4,23+ 0,88 | 0,053
IL-5 | 437+1,11 | 5,06 +1,38 4,36 = 0,62 3,43+£0,55 | 0,01
TSLP | 2,3+041 | 2,46+ 0,21 2,68 0,19 2,62 £0,26 | 0,062

Doku IL-5 diizeyinde saptanan anlamli farklilik i¢in Bonferroni diizeltmeli

Mann Whitney U testi uygulandi. Astim grubu (Grup II) ile bosentan grubu (Grup

IV) arasmda IL-5 diizeyleri agisindan istatistiksel olarak anlamli farkhlik saptandi.

IL-5 diizeylerinin bosentan alan grupta belirgin diisiik oldugu gériildi (p<0,05),

(Tablo 12). Deksametazon grubu (Grup III) ile bosentan grubu (Grup IV) arasinda

ise, IL-5 diizeylerinde istatistiksel olarak anlaml farklihk saptanmadi (p>0,05),

(Tablo 13)

Tablo 12: Plasebo ve bosentan gruplari arasinda akciger dokusundaki IL-5

diizeylerinin karsilagtirilmast (pg/ml)

Plasebo Bosentan
Doku
(Grup IT) | (Grup IV) P
-5 | 506+1,38 | 3,43+ 0,55 0,008

Tablo 13: Deksametazon ve bosentan gruplari arasinda akciger dokusundaki

1L-5 diizeylerinin karsilagtirilmasi (pg/ml)

Deksametazon | Bosentan
Doku
(Grup I1I) (Grup IV) P
1L-5 4,36 + 0,62 3,43+ 0,55 0,086
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KONTROL ASTIM DEKSAMETAZON BOSENTAN

Sekil 7: Gruplar arasinda akciger dokusundaki IL-4 diizeyleri (pg/ml)

4,35
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Sekil 8: Gruplar arasinda akciger dokusundaki IL-5 diizeyleri (pg/ml)
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2,68 2,62

2,30

KONTROL ASTIM DEKSAMETAZON BOSENTAN

Sekil 9: Gruplar arasinda akciger dokusundaki TSLP diizeyleri (pg/ml)
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5. TARTISMA

Astim, enflamasyona neden olan mast hiicreleri, makrofajlar, nétrofiller,
dendritik hiicreler, eozinofiller ve T lenfositlerin patogenezde rol aldig1 geri
dontisimlii  hava yolu obstriiksiyonu ile karakterize havayollariin kronik
enflamatuvar bir hastaligidir (1, 55, 100). Enflamasyon astim patogenezinjn.temelini
olusturmaktadir ve astimda gozlenen enflamatuvar siirecin astim semptomlarinin
ortaya ¢iktign donemden once bagladigi, hastanin asemptomatik oldugu dénemlerden
itibaren ilerleyici olarak devam ettigi gosterilmistir (101).

Havayolu epitelinde irritasyona sebep olan allerjen ya da oksidan maddeler
epitel hiicrelerini aktive ederler. Aktive olan epitel hiicrelerinden salinan TSLP, IL-4,
IL-5, TL-33, ET-1 gibi sitokinler enflamatuvar cevabm baslamasma sebep olurlar (3,
93). Bu sitokinler arasinda ET-1°in, astim patogenezinde irritan maddelerle
karsilasildiktan sonra en erken salinan ve diger sitokinlerin uyarilmasint saglayan
mediyatdr oldugu diisiiniilmektedir. Finsnes ve arkadaslarinin yaptigi ¢aligmada (6);
akciger dokusundaki ET-1 mRNA diizeyindeki artisin, TNF-alfa, IL-1 ve IL-8
diizeylerinde artisa sebep oldugu saptanmustir. Caligmada astim yapicr etkisi bulunan
bir madde olan sephadex, intratrakeal olarak verildikten sonra ortaya c¢ikarilan
eozinofilik hava yolu enflamasyonunun ardindan, ilk yiikselen sitokin gen
ekspresyonunun 15 dakika igerisinde ortaya cikan ET-1 oldugu gézlenmistir.
Endotelin 1’in diger enflamatuvar mediyatdrlerden Gnce salimmasi, eozinofilik
havayolu enflamasyonunun geligmesinde ve diger sitokinlerin salimminda anahtar
rolii tistlendigi hipotezinin gelistirilmesini saglamigtir. Ayrica sitokin diizeyinin ilk
yarim saatte pik diizeyine ulastift gézlenmistir (6). Astimda enflamatuvar yanitin
ilerlemesinde IL-4 ve IL-5 gibi uyarici sitokinlerle birlikte 11.-9 ve 11.-13 saliminm da
O6nemli rol oynamaktadir (102). IL-4, Th-2 lenfositlerin uyarilmasinda, IgE
iretiminin arttimlmasinda ve enflamasyonun baslamasinda gorevli iken; IL-5
eozinofillerin farklilasmasini saglamaktadir (5, 70). IL-13 ise enflamasyonda mukus
{iretimini ve brons asir1 duyarliligini arttirmaktadir (5). Yeni kesfedilen sitokinlerden
interlokin 25 ve timik stromal lenfopoietinin de astim patogenezinde etkili oldugu
gosterilmistir (4, 74). 1L-25; IL-5 ve IL-13 salimimini uyararak alerjik immiin yanitin

baglamasina aracilik yaparken (75), timik stromal lenfopoietin, Th-2 hiicrelerde
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sitokin {iretimini ve dendritik hiicre polarizasyonunu baglatmaktadir. B hiicre
cogalmasim ve farklilagmasimi da destekledigi gosterilen timik stromal
lenfopoietinin, Th-2 aracili enflamatuvar yanitta kritik rol oynadig distintilmektedir
(4). Enflamasyonun baglangicinda salinan TSLP ile uyarilan dendiritik hiicrelerin
antijeni alarak lenf nodundaki T lenfositlere tanitmasiyla ilerleyen siire¢, Th-2
lenfositlerin ve B lenfositlerin olgunlagmasiyla devam etmektedir. Mast hiicreleri ve
bazofiller salinan diger sitokinler aracilifi ile enflamasyon siirecinde uyarilirken,
dokuda B lenfositlerden farklilasan plazma hiicreleri de bu hiicre grubunun
uyarilmasina katki saglamaktadir. Doku cevabinda uyarilan enflamatuvar hiicreler,
dokuya gdcen Th-2 hiicrelerle birlikte enflamatuvar cevabin daha da gliglenmesine
neden olmaktadir (93).

Astimli bireylerde ortaya cikan hava yolundaki abartili enflamatuvar cevap
sonucunda; bazal membranin kalinlasmasi, hava yolu duvar elastisitesinin azalmasi,
subepitelyal kollajen birikimi, diiz kas hipertrofisi, goblet hiicre hiperplazisi ve
artmig vazkiilarite ortaya ¢ikmaktadir (3, 93). Kronik enflamatuvar yanita bagl hava
yolunda gorillen bu geri doniislimsiiz degisiklikler ‘remodelling” (yeniden
yapilanma) olarak adlandinlir (80). “Remodelling”, hava yolu epiteli ve
submukozadaki patolojik yapisal degisikliklerle karakterizedir. Epiteldeki
degisiklikler goblet hiicre hiperplazisi ve epitel miisin depolarindaki artis1 igerir.
Submukozal degisiklikler ise; subepitelyal fibrozis, submukozal bezlerde hiicrelerin
genislemesi, diiz kas hiicrelerinde hipertrofi, hiperplazi ve dokuda vazkiilerite
artigidir. Subepitelyal fibrozis; bazal membranda lamina retikiilarisinde kollajen I,
kollajen III, kollajen V, fibronektin ve tenascin C’nin birikimine bagh ortaya
cikmaktadir (93).

Hava yolundaki patolojik degisiklikler, bronkokonstrikksiyona yol agar ve
inhale edilen irritan ya da allerjen maddelere abartili enflamatuvar yanitin ortaya
¢itkmasina zemin hazirlar. Astimi olan bireylerin bu patolojik degisikliklere bagh
olarak, alevlenmeye yatkinliklarinin arttify diistiniilmektedir (93). Hava yollarinda
olusan geri donilistimsiiz obstrikksiyona bagl olarak, enflamasyonun kontrol altina
alinamamas1 ve solunum fonksiyonlarinda progresif kayiplar goriilebilmektedir

(103).
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Enflamatuvar yanitin basglangicinda salman ET-1 ve enflamasyon siirecinin
devaminda salinan TNF-a, transforming growth faktor-, fibroblast biytime faktorii-
2, vaskiiler endotelyal growth faktdr, triptaz ve kinaz gibi sitokinler de
“remodelling”e katkida bulunmaktadirlar (9, 59). “Remodelling” siirecinde; vaskiiler
yapilanmanin ana yoneticisi vaskiiler endotelyal growth faktorken, diiz kas
hipertrofisi ve hiperplazisinde ET-1 rol oynamaktadir (80, 104, 105). Vaskiiler
endotelyal growth faktér, endotelyal nitrik oksit sentetaz aktivitesi ile nitrik oksit
sentezlenmesini ve vazodilatasyon gelismesini saglar. Bu etkisi nedeniyle vaskiiler
permeabilite arti;t ve buna bagl olarak da 6dem ortaya ¢ikmaktadir. VEGF
anjiogenetik etkilerini ise, endotelyal hiicre proliferasyonunu uyararak olusturur (80,
104). Kanawaza ve arkadaslarinin yaptifa eozinofilik brongiolit ve astimda VEGF
diizeylerinin degerlendirildigi bir ¢aligmada (106), astimda VEGF diizeyinin yiiksek
oldugu bulunmugtur. Ayrica astimli hastalarda damar permeabilitesindeki artig ile
VEGF diizeyleri arasinda iliski saptanmistir. Astim ve eozinofilik bronsiolitin
karsilastirildigi baska bir ¢calismada da (107), benzer sekilde astimh grupta VEGF
diizeylerinin arttig1 ve vaskiiler remodellingin olustugu gézlenmistir. ET-1 ise, TGF-
B2 ile birlikic fibreblastlart aktive ederek fibroblastlarin ve miyofibroblastlarin
farklilasmasimi saglarken, havayolu diiz kas hiicrelerine karsi da mitojenik etki
gostermektedir (70, 105). Gii¢li bronkokonstriiktor etkisi de olan ET-1"in, steroide
yamt alinamayan astimli hastalarda, klinikle korelasyon gosterdigi distiniilmektedir
(105).

Insanlarda goriilen astimin kronik patolojik degisiklikleri ve klinigi, benzer
sekilde farelerde de goriillmektedir. Calismamizda; farelerde kronik astim modelinin
olusturulmasinda en sik uygulanan ve hastalift en iyi taklit eden modellerden birisi
olan Temelskovski ve arkadaslarimin yaptig1 ovalbumin ile astim modeli olusturulan
metod kullanildi (98). BALB/c fareler ovalbumine yiiksek IgE yaniti olan ve bu
nedenle patofizyolojik degigiklikleri en iyi taklit eden hayvanlardir (98).

Cahgmamzda kronik astimi destekleyen histopatolojik  bulgulardan
subepitelyal diiz kas tabakasi kalinlig1, epitel yliksekligi, goblet hiicre sayis1 ve mast
hiicre sayis1 degerlendirildi. Tim parametreler asttm modeli olusturulan farelerde
kontrol grubu ile kargilagtirnildiginda istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek

bulundu. Bu bulgular, ¢aligmamizdaki astim modelinin basari ile olusturuldugunu
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gostermektedir. Doku sitokin diizeyleri degerlendirildiginde ise; IL-4, IL-5 ve TSLP
diizeylerinin istatistiksel olarak anlamsiz olmakla birlikte astim grubunda daha
yiiksek oldugu gorildii.

Astim klinigi bronkokonstriiksiyon ve buna bagl oOksiiriikk ataklari, nefes
darligi, hisiltili solunum ve gogiiste sikisma hissi gibi 6zellikle gece sabaha karst
ortaya ¢ikan yakinmalar seklinde ortaya ¢ikar. Egzersiz, enfeksiyon, allerjenler ve
iritanlara maruziyet, aglama/gilme gibi faktdrler de hastaligin  klinigini
degistirebilmektedir (2).

Astim klinigi gbz oOniine alindiginda tedavide, akut donemde kullanilan
semptom giderici ve antienflamatuvar etkinligi yiliksek kontrol edici ilaglar olmak
tizere iki grup ila¢ tedavisi kullamlmaktadir. Ilaclar; inhale kortikosteroidler,
I6kotrien reseptor antagonistleri, kombine tedavide kullanilabilen inhale uzun etkili
beta agonistler, oral steroidler, kromonlar ve metilksantinler olarak
smiflandirilmaktadir  (1). Tedavinin ilk basamagi, hastanin ve ailesinin
bilgilendirilmesi ve tedavi igin hekim-hasta-aile isbirliginin saglanmasidir. Astimin
tedavisi hastanin uyumuna ve hastalik siddetine gére degiskenlik gostermektir.
Kronik-astim tedavisinin amaci, klinigi kontrol altina almak ve hasta uyumunu
saglamaktir. Uzun streli ilag tedavisinde hastalifin kontrolinin saglanmasinda
gbzlenen en biiyiik engeller; hasta uyum problemleri, hastalarda ya da ailelerdeki
steroid korkusu veya uyumun zaman iginde kisisel isteksizlige bagli olarak giderek
azalmasidir. Uyumun azalmasi ve hastaligin kontrol edilememesi sonucunda ilag
dozlarinin yiikseltilmesi ilaca bagh ciddi yan etkilere ve tedavi maliyetinde artmaya
neden olmaktadir (108).

Tedavide kullanilan inhale B2 adrenerjik reseptér agonistleri 1969 yilinda,
sonrasmda ise inhale glukokortikoidler 1974 yilinda FDA onay1 almigtir (93). Bu iki
grup ilag, lokotrien reseptor antagonistleri ve IgE antagonistleri gibi bagka ek tedavi
seceneklerinin de olmasina ragmen, giiniimiizde halen astimdaki ana tedavi
gruplarini olusturmaktadir. Agir astimlh hastalarda, hastalifin kontrol edilmesinde ve
asttm atagindan korunmada bu ila¢g kombinasyonlar1 kullanilmaktadir. Tedavi
secenekleri uzun etkili f2-adrenerjik reseptor antagonistleri ile kombine yiiksek doz
inhale kortikosteroidler, oral kortikosteroidler, l6kotrien reseptér antagonistleri, uzun

etkili antikolinerjikler ve IgE antagonistlerini kapsamaktadir (1). Mevcut tedavi
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kilavuzlarinda, hastaliin siddeti arttikca, kortikosteroid dozunun arttirilmasi tavsiye
edilmektedir (2). Steroid tedavisine yeterli yanit almamadiginda ise, IgE
antagonistleri gibi ilave tedaviler Onerilmektedir. Tip 2 enflamasyonda gortilen
- eozinofil sayisinda artig, afur astumh hastalarda daha yiiksek oranda goriilmektedir ve
kombine tedaviden fayda goériilmesi, iki ilag smifinin da alerjik hava yolu
enflamatuvar cevabinda benzer mekanizmalarla etki gosterdigini diistindtirmelktedir.
Giiniimiizde astimda kortikosteroid cevabindaki yetersizlik, steroid direnci olarak
diigiiniilmekte ve bu bireylerin kortikosteroidlere verilen sistemik yanitta bir
bozukluga sahip olduklar1 disiiniilmektedir. Bu tip steroid direncinin gorildigii ve
hastaligin kontrol altina alinamadigi durumlar icin tedavi kilavuzlarinda Gnerilen
strateji, steroid dozunun artirilmasidir (93). Steroidlerin yan etkilerine ragmen
tedaviden cikarilmamasi ve radikal ilag degisikliklerine gidilmemesinin nedent,
tedavide kullamilan ajanlar igerisinde astim tedavisinin hemen her basmaginda
kullanilan ve simdiye kadar bilinen en etkili ilag sinifi olmalari nedeniyledir (101).

Kortikosteroidler hiicre igerisine pasif diflizyon yolu ile girerler. Alveoler
endotel hiicrelerinde glukokortikoid reseptorlerine baglanarak DNA diizeyinde
protein sentezini etkiler ve niikleer fakttr- kB (NF- kB) ile aktive edici protein (AP-
1) basta olmak {izere c¢esitli hiicre i¢i proteinlerin sentezlerinin yeniden
diizenlenmesine sebep olurlar. Hiicre i¢i aktive edici sinyal iiretiminde azalma ile
sitokin tiretimini de baskilarlar ve bu sayede enflamatuvar hiicrelerin aktivasyonu ve
gociinti engellerler. Endotel hiicrelerinde sitokinlerin salimimimin azalmasina bagl
olarak vazkiiler permeabilite ve 6dem olusumunu o6nlerler. Fosfolipaz A2 enzimini
inhibe eden lipokortin-1 proteininin sentezini stimiile ederek arisidonik asit ve
platelet aktive edici faktor gibi mediyatorlerin yapimi onlerler. Ayrica 2
adrenerjik reseptdr proteininin transkripsiyonunu artirarak pulmoner B2 adrenerjik
reseptorlerinin down regiilasyonunu saglarlar ve 2 agonistlere tolerans gelisimini
onlerler (1).

Inhaler steroid tedavisinin, atak sikhifini azalttifi ve yasam kalitesini arttirdigi
gosterilmigtir (1, 88, 101). Etkin olmalarina ragmen kortikosteroidlerin lokal ve
sistemik ciddi yan etkileri bulunmalktadir. Steroid kullanimina bagli orafaringiyal
kandidiyazis, dis gelisim bozukluklari, disfoni, kaba Oksiiriik, ciltte atrofi, strialar,

yara iyilesmesinde gecikme gibi lokal yan etkilerle birlikte; uzun siireli ve yiiksek
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dozda kullanimmma bagl olarak biiyime hizinda duraklama, hipertansiyon,
jinekomasti, hirsutizm, akne, myopati, diabetes mellitus, glokom, katarakt ve
bagisiklik sisteminde baskilanma gibi sistemik yan etkiler goriilebilir (1, 87, 88).
Steroidlerin yan etkileri gdz oniine alindiginda astim tedavisinde yenilik¢i ve
nonsteroidal tedavi arayislarinin degerlendirilmesi gerekmektedir.

Bosentan, non-selektif endotelin reseptér antagonistidir. ET-1 ve diger
endotelin peptidlerin endotelin A ve endotelin B reseptorlerine baglanmamalart icin
onlarla yanisir. Bu sekilde diger reseptorlere baglanmadan yarismali olarak endotelin
reseptorlerini antagonize eder ve etkisini ortaya ¢ikarir (7). Endotelin reseptor
antagonizmasinin  bulunmadigi  pulmoner arteriyel hipertansiyon ve kalp
yetersizliinde, yiikselen ET-1 konsantrasyonunun hastaligm ciddiyeti ile iligkili
oldugu gosterilmistir (109-111). Bosentan, endotelin A ve endotelin B reseptérlerine
baglanarak kardiyak stimiilasyon yapmadan pulmoner ve sistemik vaskiiler direnci
azaltir (7). Bu dzelliginden dolayr 2001 yilinda FDA tarafindan pulmoner arteriyel
hipertansiyon tedavisi ve yonetiminde kullanilmak iizere onay almistir (8). Ayrica
potent antienflamatuvar, antiproliferatif ve antioksidandir. Mikrovazkiiler
ekstravazasyonda azalma da saglamaktadir (8). -

" Bosentanin sistemik enflamatuvar hastaliklardaki tedavi etkinligi, aralarinda
insan ¢alismalarimin da bulundugu pek ¢ok arastirma ile desteklenmistir (112-118).
Sistemik sklerozis hastalarinda bosentan tedavisinin etkinliginin degerlendirildigi bir
calismada (112), proenflamatuvar ve profibrotik sitokin diizeyleri arastirilmig; ET-1,
IL-4, TL-5, IL-10, GM-CSF ve TNF-o diizeylerinde belirgin degisiklik olmadigt;
bununla birlikte I1-2, IL-6, IL-8 ve IFN-y diizeylerinde ise azalma oldugu
gosterilmigtir.  Bu hastalarda akut alevlenme donemlerinde serumda yiiksek
konsantrasyonlarda bulunan ve proinflamatuvar etkileri olan IL-6 ve IL-8
diizeylerinin baskilanmasi, hastaligin progresyonunun bosentan tedavisi ile
yavaglatilabilecegini gostermistir. Bu ¢aligma, bosentanin pulmoner arteriyel
hipertansiyondan sonra farkli bir kullamm alani olarak, sistemik enflamatuvar
hastaliklardaki antientlamatuvar etkisini aragtiran ilk klinik ¢aligmadir. Son yillarda
sistemik sklerozis tanili hastalarda bosentan tedavisinin etkinligi tizerine pek c¢ok
calisma yapilmistir (113-115). Bu hastalarda goriilen dijital {ilserlerin tedavisinde
bosentanin etkinliinin degerlendirildigi bir ¢alismada (113); bir yillik tedavi
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sonunda bosentamn yeni dijital iilserlerin olugsumunu engelledigi ve mevcut dijital
lilserlerin iyilesmesine katki sagladigi belirtilmistir. Ayrica akciger tutulumu olan
sistemik sklerozis hastalarinda uzun siire bosentan tedavisi ile endotel hasarinin
geriledigi, pulmoner arteriyel hipertansiyon gelisme riskinin azaldifi ve
kardiyopulmoner stres testlerinin diizeldigi de gdsterilmistir (114, 115). Bosentanin
romatoid artrit ve sistemik lupus eritematozus gibi enflamatuvar hastaliklarda da
etkisinin arastirildigi ¢calismalar bulunmaktadir (116-118).

Bosantanin endotelin reseptdr blokérii olmasi; ayrica antienflamatuvar ve
antiproliferatif etkileri {lizerine yapilan aragtirmalarda olumlu sonuglar almmast,
astim tedavisinde de etkili olabilecegini diisindiirmektedir. Bu hipotezle iliskili
olarak yapﬂah bir hayvan calismasinda (6), Finsnes ve arkadaglar1 endotelinin
enflamasyondaki etkisi ile beraber, endotelin antagonizmasimin antienflamatuvar
etkisini de degerlendirmislerdir. Intratrakeal sephadex verilerek eozinofilik havayolu
enflamasyonu olusturulan farelerde bosentan ile tedavi sonrasinda, li¢lincl ve yirmi
dordiincii saatlerde bakilan bronkoalveoler lavaj émeklerinde TNF-o artiginin inhibe
oldugu; 1L.-4, IL-1B ve IFN-y gibi enflamatuvar mediyator diizeylerinin de azaldig
saptanmigtir. Caligmada serum IL-5, timik stromal lefopoietin ve doku sitokin
diizeyleri ile akciger dokusundaki histopatolojik degisiklikler degerlendirilmemistir.
Calismanin sonucunda endotelinin enflamasyonda anahtar mediyatér olabilecegi
belirtilmistir. Ancak calismanin; eozinofilik havayolu enflamasyonu ile seyreden
hastaliklarin tedavisinde, endotelin reseptdr antagonistlerinin kullanilmasinda kesin
kanit niteligi tasimadigi da belirtilmektedir.

Sampaio ve arkadaslan ise, intratorasik ovalbumin enjeksiyonu ile eozinofilik
alerjik plérezi modeli olusturduklart BALB/c farelerde endotelin-A reseptor
antagonisti (BQ-123) ve bosentan tedavisinin etkinligini degerlendirmislerdir (119).
Calismada endotelin reseptor antagonizmasi sonrasinda; plazma ve bronkoalveoler
lavaj TL-5 diizeylerinde azalma saglandig1 gosterilmigtir. Ayrica tedavi sonras: aliman
akciger doku 6reklerinde eozinofil infiltrasyonunun da baskilandigi gérilmiistiir.
Endotelin-1 aktivitesinin enflamasyonda 6nemli roliiniin oldugu belirtilen ¢alismada,
endotelin reseptdr antagonistleri ile bu enflamatuvar yanitin baskilanabildigi ve

klinik progresyonun fayda saglayabilecegi belirtilmektedir.
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Her iki ¢alismada (6, 119), astim modeli olmasa da bu modele benzer sekilde
eozinofilik havayolu enflamasyonu modeli olusturulmus ve bronkoalveoler lavaj
orneklerinde sitokin diizeyleri degerlendirilmistir. Sampaio ve arkadaglarmin
caligmasinda diger calismadan farkli olarak plazma IL-4 ve IL-5 diizeyleri ile
histopatolojik agidan eozinofil infiltrasyonu da degerlendirilmistir (119). Biz
calismamizda eozinofilik havayolu enflamasyonu modelini degil, astm modeli
olusturdugumuz farelerde hem plazma, hem de doku sitokin (IL-4, IL-5 ve TSLP)
diizeylerini degerlendirdik. Literatiirde bosentan tedavisi sonrasi akciger dokusunda
sitokin diizeylerinin degerlendirildigi baska bir c¢aligma bulunmamaktadir.
Calismamizda astim olusturdugumuz fare modelinde bosentan tedavisinin etkinligini,
astim tedavisinde yeri kamtlanmis olan steroid tedavisi ile de karsilagtirdik. Ayrica
bosentan ve steroid tedavilerinin etkilerini histopatolojik olarak da degerlendirdik.
Astimda remodellingte gérev alan mast hiicreleri, goblet hiicreleri, epitel hiicreleri ve
diiz kas hiicrelerini inceledik.

Cahsmamizda, bosentan tedavisi alan farelerde serum' IL-4, IL-5 ve TSLP
diizeylerinde diger gruplara gore farklilik saptanmadi. Bununla birlikte, akciger
- dokusunda hakilan sitokin diizeylerinin ise-astimli grupta yiiksek oldugu; bosentan
alan grupta doku IL-4, IL-5 ve TSLP diizeylerinin azaldig1 ve bu azalmamn IL-5
acisindan istatistiksel olarak anlamli oldugu goriildi. Bosentan ve deksametazon
gruplan arasinda doku sitokin diizeyleri agisindan anlamli farklilik gézlenmedi.

Finsnes ve arkadaslan, intratrakeal sephadex vererek olusturduklan eozinofilik
havayolu enflamasyonunda bosentan tedavisinin histopatolojik etkinligini
degerlendirmislerdir (120). Eozinofilik hava yolu enflamasyonu sonrasinda
histopatolojik olarak epitel kalinliginmin arttigini ve bronglarin daraldifini; bosentan
tedavisi ardindan ise epitel kalinhgimn azaldigm gostermislerdir. Caligmamizda
degerlendirdigimiz histopatolojik veriler agisindan bakildiginda; astim olugturulan
grupta mast hiicre sayisi, goblet hiicre sayisi, epitel kalinlifn ve diiz kas kalinlig:
kontrol grubuna gére belirgin artmisti. Bu durum, ¢alismamizdaki farelerde astim
modelinin olusturuldugunun bir gostergesidir. Bosentan tedavisi sonrasi tiim bu
parametrelerde belirgin azalma saptandi. Ancak, epitel kalinligindaki azalma
istatistiksel olarak anlamliydi. Bosentan verdigimiz grup ile deksametazon grubu

karsilastirildiginda bakilan histolojik parametrelerde ise, iki grup arasinda diiz kas
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kalinligi, epitel kalinligi, mast hiicre sayis1 ve goblet hiicre sayisi agisindan
istatistiksel olarak farklilik saptanmadi. Gerek histopatolojik veriler, gerekse doku
sitokin diizeylerinin bosentan ve deksametazon alan grupta benzer olmasi;
bosentanin  deksametazon ile benzer diizeylerde etkiye sahip oldugunu
gostermektedir. Elde edilen sonuglar, bosentanin steroide yakin bir antienflamatuvar
etkisinin olabilecegini ve astin tedavisinde bosentanin da etkili olabilecegini
diistindtirmektedir.

Bosentanin diiz kas proliferasyonu tizerine etkilerinin degerlendirildigi iki
farkl calismada (121, 122); ET-1’in proenflamatuvar ve proliferatif etkilerinin
oldugu gosterilmistir. Bosentan ile tedavi sonrasinda diiz kas hiicre
proliferasyonunda ve trakeal okliizyonda azalma saptanmistir. Biz de galismamizda
astimli akciger dokularindan bosentan tedavisi sonrasit alinan &meklerde diiz kas
hiicre kalmliginin, yani diiz kas proliferasyonunun astim grubuna goére istatistiksel
olarak anlamli olmasa da azaldigim saptadik.

Literatirde astimda bosentanm etkinliginin degerlendirildigi sadece bir tane
erigkin ve simrli sayida hastayr igeren klinik ¢alisma bulunmaktadir. Timothy ve
arkadaslarmin yaptigr ¢aligmada (11), diren¢li astim tanist koyulan yedi hastada
bosentan tedavisinin etkinligi degerlendirilmistir. Yaglar1 21 ile 70 arasinda degisen
yedi hastanin dordiine bosentan tedavisi ligline plasebo tedavisi uygulanmistir. On
yedi haftalik tedavi program sonunda; astim semptomlar, kontrol skorlari, FEV-1
degerleri ve beta agonist kullanim ihtiyaclart kargilagtirilmigtir. Bosentan ile plasebo
tedavileri arasinda bu parametreler agisindan farklilik saptanmamis ve endotelin
reseptor antagonistlerinin astim tedavisinde etkili olmadig: belirtilmistir. Bu ¢alisma,
astimda bosentan tedavisinin etkinligini degerlendiren ilk klinik ¢alismadir. Ancak,
calismaya dahil edilen hasta sayisinin az olmasi, bosentanin astim tedavisinde
herhangi bir roliiniin olup olmadigina karar verilmesini sinirlandirmaktadir. Ayrica
¢aligmada serum, bronkoalveoler lavaj, doku sitokin diizeyleri ile akciger
histopatolojik degisiklikleri degerlendirilememigtir

Hayvan c¢aligmalarinda elde edilen olumlu sonuglarin, insan c¢alismalarina
uyarlanabilmesi her zaman miimkiin degildir. Elde edilen sonuglar tedavi izlemi ve
yeni yapilacak caligmalar i¢in yol gosterici nitelik tagimaktadir. Calismamizda,

bosentanin astimda kronik degisiklikler ve yeniden yapilanma iizerine iyilestirici
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etkileri oldugunu saptadik. Bununla birlikte; deksametazon ile karsilastirildiginda
anlaml farkliligin goriilmemesi de, bosentanin astim tedavisinde deksametazon
kadar faydali olabilecegini gostermektedir. Ancak insan ¢alismalarinin uyarlanmasi
ve bosentanin astimda tek basima veya ek tedavi segeneckleri arasinda
degerlendirilebilmesi i¢in uzun siireli ve hasta sayisinin fazla oldugu daha genis

calismalara ihtiyag vardir.
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6. SONUCLAR

Kronik astim modeli olusturulan farelerde bosentanin akciger histopatolojisi

lizerine etkisinin degerlendirildigi calismanuzda asagidaki sonuglar elde edilmistir:

1. Gruplar arasinda histolojik parametreler degerlendirildiginde tiim gruplar
arasinda; diiz kas kalmhig, epitel hiicre yiiksekligi, mast hiicre sayis1 ve
goblet hiicre sayilari agisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli
farklilik saptandi. Bu sonuglar dogrultusunda, gruplar arasinda ikili
eslesmeli ileri istatistiksel anlamlilik testleri uygulandi.

a. Kontrol grubu (Grup I) ile astim modeli olugturulup, plasebo olarak
salin  uygulanan grubun (Grup 1II) histolojik  verileri
karsilagtirildiginda; plasebo grubunda diiz kas ve epitel kalinliklari,
mast hiicre sayisi ve goblet hiicre sayis1 istatistiksel olarak yiiksek
saptand1 (p<0,05).

b. Plasebo grubu (Grup 1I) ile bosentan grubunun (Grup 1V) histolojik
parametreleri  karsilagtirildiginda;  bosentan  grubunun  epitel
yiiksekliginin istatistiksel olarak anlaml azaldign (p<0,05), diger
histolojik parametrelerde ise anlamli farklilik olmadigi saptandi
(p>0,05).

c. Plasebo grubu (Grup II) ile deksametazon grubunun (Grup III)
histolojik verileri karsilastirildiginda; deksametazon grubunda diiz
kas kalinligi, epitel yiiksekligi, mast hiicre sayist ve goblet hiicre
sayisinin istatistiksel olarak anlamli oranda azalttii saptandi
(p<0,05).

d. Bosentan grubu (Grup IV) ile deksametazon grubunun (Grup IIT)
histolojik verileri kargilagtirildiginda; iki grup arasinda histolojik

parametrelerde anlaml farklilik saptanmadi (p=>0,05).
2. Gruplar arast serum sitokin (IL-4, IL-5 wve TSLP) diizeyleri

degerlendirildiginde; serum IL-4, IL-5 ve TSLP serum diizeylerinde
gruplar arasinda farklilik saptanmadi (p>0,05).
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3. Gruplar arasi akcier doku Omeklerinde sitokin (IL-4, IL-5 ve TSLP)

diizeyleri degerlendirildiginde, sadece IL-5 acisindan farklilik oldugu

goriildii.

a. IL-4, IL-5 ve TSLP diizeyleri astim grubunda (Grup II) yiiksek

C.

bulunmakla birlikte kontrol grubu (Grup I) ve deksametazon
grubuna (Grup III) gére anlamli farklilik saptanmadi (p>0,05).
Astim grubu ile (Grup II) bosentan grubu (Grup IV) arasinda IL-5
diizeyleri agisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik saptandi. IL-
5 diizeylerinin bosentan alan grupta belirgin diisiik oldugu goriildi
(p<0,05).

Deksametazon grubu (Grup II) ile bosentan grubu (Grup IV)
arasinda doku sitokin diizeylerinde anlamli farklilik saptanmadi

(p>0,05).
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