Astim fare modelinde deksametazonun
antiinflamatuvar etkisinin arastiriimasi
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OZET

Deneysel astim modeli olusturdugumuz bu ¢alismada steroid tedavisinin inflamasyona katilan mediatérler ve hava yolun-
da olusan patolojik degisiklikler tizerine etkisini degerlendirmeyi amacladik. Calismaya alinan BALB/c fareler 3 gruba
aynldi. Grup 1’deki (kontrol grubu) farelere phosphate-buffered saline (PBS) uygulandi. Grup 2 ve 3’teki farelere ovalbu-
min (OVA) verilerek deneysel astim olusturuldu. Grup 3’teki farelere deksametazon (DEX) enjekte edildi. Son DEX uygu-
lamasindan bir giin sonra tiim fareler servikal dislokasyonla éldtirtildii. Bronkoalveoler lavaj (BAL) stist ve akciger doku
ornekleri alindi. Orneklerin IL-4 ve IL-5 seviyeleri 6lctildii ve BAL swisinda inflamatuvar hiicre sayimi yapildi. Grup 2’deki
farelerin BAL sivisinda belirgin eozinofili saptandi. Eozinofil sayist grup 3’te grup 2’ye nazaran istatistiksel olarak anlamli
derecede dustikti (p< 0.001). Grup 2’de, brons ve bronsiyollerin duvarlar etrafinda yangisal hticre infiltrasyonu, édem ve
hiperemi tespit edildi. Grup 3’teki farelerin akcigerleri normal histolojik gériintimde idi. Akciger dokusunda her iki sitokin
dlizeyi grup 2’de grup 1’e gére istatistiksel olarak anlamli derecede ytiksek idi (IL-4 icin p< 0.003 ve IL-5 icin p< 0.002).
Grup 3’te her iki sitokin diizeyi grup 2’den anlamli olarak dtistik saptandt (IL-4 icin p< 0.001 ve IL-5 icin, p< 0.026). BAL
swisinda da her iki sitokin dtlizeyi grup 2’de grup 1’e gore istatistiksel olarak anlamli derecede yliksek iken (IL-4 icin p<
0.004, IL-5 icin p< 0.001), grup 3’te her iki sitokin diizeyinin grup 2’den dlistik oldugu gézlendi, ancak istatistiksel olarak
anlamli fark tespit edilemedi (p> 0.05). Sonug¢ olarak, glukokortikoidlerin antiinflamatuvar etkilerini IL-4, IL-5 ve eozinofil
olusumunu inhibe ederek gosterdikleri diistintilmektedir.
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SUMMARY

Investigating the antiinflammatuary effect of dexamethasone in an asthma mice model

Kirkil G, Muz MH, Deveci F, Bulut H, Eroksuz Y, l[lhan N, Turgut T
Department of Chest Disease, Faculty of Medicine, Firat University, Elazig, Turkey.

We performed an asthma mice model in this study and aimed to investigate the levels of mediators in bronchoalveolar
lavage fluid (BALF), and lung tissue, and the pathological changes response to the steroid treatment. BALB/c mice divid-
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ed into three groups. PBS was applied to group 1 (control group). Asthma model was performed by exposing to ovalbu-
min in group 2 and 3. DEX was injected to group 3. After the last DEX dose all of the mice were killed by cervical disloca-
tion. The samples of BALF and lung tissue were obtained. IL-4 and IL-5 levels of all samples were measured and inflam-
matory cells were counted in BALF. Evident eosinophilia was determined in BALF of group 2. Eosinophil humbers were
lower in group 3 when compared with group 2 and this was statistically significant (p< 0.001). Inflammatory cell infiltra-
tion, eodema and hyperemia observed around the walls of bronchus and bronchiols in group 2. The lungs of group 3 had
normal histological appearance. Both two cytokin levels of lung tissue were higher in group 2 than group 1, and this was
statistically significant (for IL-4 p< 0.003, and for IL-5 p< 0.002). In group 3, both two cytokin levels were statistically lower
than group 2 (for IL-4 p< 0.001, and for IL-5 p< 0.026). In BALF samples both two cytokin levels were higher in group 2
than group 1, and this was statistically significant (for IL-4 p< 0.004, and for IL-5 p< 0.001). In group 3, both two cytokin
levels were lower than group 2, but it was not statistically significant (p> 0.05). In conclusion, it is thought that antiin-
flammatory effect of glucocorticoids occur by inhibiting the formation of IL-4, IL-5 and eosinophils.

Key Words: Asthma, mice model, interleukin-4, interleukin-5.

Astim; brons hiperreaktivitesi ile karakterize, almaktadir. Bu da IL-4’Un eozinofillere trofik etki
brons sisteminin kronik inflamasyonu sonucu gosterebilecegini disindirmektedir (7).

cesitli spesifik ve nonspesifik etkenlere bagh ge-
lisen, spontan veya tedavi ile diizelebilen bron-
kospazmlarla seyreden, en sik rastlanilan birkac
kronik hastaliktan birisidir (1). Astimda infla-
masyona neden olan hiicrelerin mast hiicreleri,
makrofajlar, dendritik hiicreler, eozinofiller ve T-
hticreleri oldugu bilinmektedir (2). Astimda goz-
lenen epitel hiicre hasarinin majér nedenleri; ak-
ciger dokusuna eozinofil infiltrasyonu ve daha

Astim patogenezini arastirmak {izere bircok hay-
van modelleri gelistirilmistir (8-10). Ozellikle fa-
re modelinin astim immiinoloji ve patogenezi ile
ilgili calismalar icin ideal oldugu ve tam olarak
insan hastaligini yansitmasa da hava yolu asiri
duyarhhg! ve allerjik pulmoner inflamasyonun
immunobiyolojisi hakkinda bilinenlerin insanlar
icin de uygulanabilecegi belirtilmistir (11).

sonra eozinofil degraniilasyonu ile salinan toksik Astimda hava yolu inflamatuvar hicrelerinin
granul proteinleridir (3). Eozinofil infiltrasyonu apoptozisinde nonsteroid antiinflamatuvar ilag-
ve es zamanlh olarak édem gelisimi hava yolu larin 6énemi bilinmektedir. Deneysel astim fare
obstriitksiyonuna neden olarak ataklarin ortaya modeliyle ilgili yapilan calismalarda steroid te-
cikmasi ile sonuclanabilir. Bu nedenle eozinofil- davisini takiben hava yolunda eozinofillerin, len-
lerin matirasyonu, akciger dokusuna migrasyo- fositlerin 6zellikle de CD4 seviyelerinin ve nitrik
nu veya fonksiyonlarinin inhibe edilmesinin as- oksit (NO) uretiminin azaldigi gosterilmistir
tim tedavisinde faydali olacag: diistintilebilir. (12,13). Astimda bronkodilatér tedavisine anti-

inflamatuvar ilaglarin eklenmesi tibbin son yil-
lardaki en biiytik basarisidir. Kullanilmakta olan
tedavi yontemleri basarili olmasina ragmen, ha-
len bazi hastalarda yetersiz kalabilmektedir. Bu
nedenle daha etkin ilaclarin arastirilma cabalari

Eozinofil matlirasyonu ve migrasyonunda ozel-
likle interlokin-5 (IL-5)’in 6nemli rol oynadig: bi-
linmektedir (4). Bu nedenle IL-5’in inhibisyonu
ile eozinofil aktivasyonu azaltilarak astmatik
proces hafifletilebilir. T helper (Th) 2 sitokinle-

i o . o . slirmektedir.

rinden bir digeri olan interlokin-4 (IL-4)’Gn de

hava yolu eozinofilisini diizenledigi bildirilmistir Calismamizda deneysel astim modeli olusturarak
ve sensitizasyon sirasinda anti-IL-4 ile tedavi steroid tedavisinin inflamasyona katilan media-
edilen farelerde eozinofili ve Th2 lenfositlerden torler ve hava yolunda olusan patolojik degisik-
sentezlenen sitokinlerin azaldigi gosterilmistir likler tizerine etkisini degerlendirmeyi amacladik.
(5). IL-4’tn diger bir fonksiyonu da normal ko- MATERYAL ve METOD

sullarda IgG ve IgM treten B hicrelerinin IgE

sentezine dénismesini saglamaktir (6). Ayrica Fareler

IL-4’e maruz kalan eozinofillerde niikleus lobii- Calismada saglikh, sekiz haftalik, 32 adet disi
lasyonu artmakta ve niikleolus belirgin bir hal BALB/c fare kullanildi. Fareler Firat Universitesi

Tiberkiiloz ve Toraks Dergisi 2005; 53(3): 245-251 246



Kirkil G, Muz MH, Deveci F, Bulut H, Eréksiiz Y, llhan N, Turgut T.

Veteriner Fakiiltesi Viroloji Laboratuvari’ndan te-
min edildi. Standart fare kafeslerinde, 22 + 1°C
oda sicakliginda tutularak optimal sartlarda su
ve yiyecekleri adlibutun olarak verildi.

immiinizasyon ve Tedavi Protokolleri

Imminizasyon uygulamalari Henderson ve ar-
kadaslarinin ¢alismasinda tarif edilen protokol-
den bazi modifikasyonlar yapilarak gercekles-
tirildi (14).

Fareler 3 gruba ayrildi. Birinci gruptaki farelere
(kontrol grubu, n= 5) 0 ve 14. giinlerde 100 pl
“phosphate-buffered saline (PBS)” intraperito-
neal yolla uygulandi. 14, 25, 26 ve 27. glnlerde
farelerin 0.2 mL ketaminin (0.44 mg/mL)
intraperitoneal enjeksiyonu ile anestezisi saglan-
di ve 100 pl PBS intranazal yolla uyguland. ikin-
ci gruptaki farelere (astim grubu, n= 13) 0 ve
14. glinlerde 100 ul PBS ile emdilsifiye edilen
200 pg ovalbumin (OVA) (Sigma Co., St. Louis,
MO, USA) intraperitoneal yolla verildi. 14, 25,
26 ve 27. gunlerde 100 pl PBS icerisinde 100 ug
OVA intranazal uygulandi. Her intranazal uygu-
lamadan bir saat énce tim farelere 100 pl PBS
intraperitoneal yolla uygulandi. (ciincii gruptaki
farelere (tedavi grubu, n= 14) 0 ve 14. guinlerde
100 pl PBS ile emiilsifiye edilen 200 pyg OVA
intraperitoneal yolla verildi. 14, 25, 26 ve 27.
ginlerde 100 pl PBS icerisinde 100 pg OVA
intranazal uygulandi. Her intranazal uygulamadan
bir saat 6nce tiim farelere 1 mg/kg deksametazon
(DEX) intraperitoneal yolla enjekte edildi (15).
Son DEX uygulamasindan bir giin sonra tim fare-
ler servikal dislokasyonla oldarildi.

Bronkoalveoler Lavaj (BAL) dygulamasi

BAL 1 mL PBS’nin trakeal kanl ile akcigerlerin
icine uygulanmasi ile gerceklestirildi. Geri ¢eki-
len sivi buz Ustiinde test tiiptine alindi. Bu islem
4 kez tekrarlandi. Alinan sivi 1500 devirde 3 da-
kika stre ile Cytospin 3 cihazi (Shandon Inc.
171 Industry Drive, Pittsburgh, Pennsylvania,
USA) kullanilarak sitosantriftij edildi ve prepa-
ratlar hazirlandi. Hazirlanan preparatlardan ha-
vada kurutularak tespit edilenler May-Grunwald-
Giemsa ile alkolde tespit edilenler Papanicolau
boyasi ile boyandi. Isik mikroskobunda degisik
buytitmeler kullanilarak en az 200 hiicre sayildi
ve hiicrelerin ylizde oranlari hesaplandi (16).

Akciger Dokusunun Histolojik incelemesi

Akcigerler %10’luk tamponlu nétral formalin so-
lisyonunda tespit edildi. Rutin islemlerden son-
ra dokulardan hazirlanan parafin bloklar 5 pm
kalinliginda kesildi ve hematoksilen eozin ve Lu-
na metodlar ile boyanarak 1sik mikroskobunda
incelendi (17).

Akciger Dokusunda ve BAL Sivisinda IL-4 ve
IL-5 Olciimii

Hazirlanan akciger doku homojenatlari (1 g do-
ku, 19 mL PBS; pH: 7.4) 4000 rpm’de 10 daki-
ka +4°C’de santrif(jj edilerek ustteki sipernatant
ayrildi. Daha 6nce tanimlanan yonteme gore ali-
nan BAL ornekleri 4000 rpm’de 10 dakika sant-
rifij edildi ve olctimler icin Ustteki stipernatant-
lar kullanildi. Elde edilen akciger dokusu ve BAL
slipernatantlar1 mouse IL-4 (miIL-4) ve mouse
IL-5 (mlL-5) kitleri (Bender MedSystems,
MedSystems Diagnostics GmbH, Vienna, Aust-
ria) kullanilarak ELISA yontemiyle Uretici firma
Onerisine gore calisildi.

istatistiksel Analiz

SPSS 10/0 paket programu ile istatistiksel analiz
yapildi. Degerler ortalama + standart deviasyon
seklinde ifade edildi. p< 0.05 olan degerler ista-
tistiksel olarak anlaml kabul edildi. Gruplar ara-
sindaki farkliliklar nonparametrik Kruskall-Wal-
lis analizi kullanilarak yapildi. Anlaml ¢ikan so-
nuglar icin 2 grup arasinda Mann-Whitney U tes-
ti kullanildu.

BULGULAR

Sensitizasyonun BAL Swvisindaki inflamatuvar
Hiicreler {izerine Etkisi

Grup 2’deki farelerin BAL sivisinda grup 1 ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlaml
derecede eozinofili ve lenfositoz tespit edildi (p<
0.001). Grup 3'te, grup 2 ile karsilastirildiginda
eozinofil ve lenfosit oraninin istatistiksel olarak
anlamli derecede diisiik oldugu goézlendi (p<
0.001). Grup 2’nin makrofaj oranlarinin, grup 1
ve 3 ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak an-
lamli derecede diistik oldugu goézlendi (sirasiyla
p< 0.001, p< 0.014). Her ti¢ grubun BAL sivisin-
daki hiicre ytizdeleri Tablo 1’de sunulmustur.
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Tablo 1. Her ii¢ grubun BAL sivisindaki hiicre yiiz-
deleri.

Eozinofil (%) Makrofaj (%)
Grup 1 0 89.52 +7.50 0.54 +£0.35
Grup 2 6296 £2.96 14.87 £2.91 5.67 £0.76

Grup 3 13.56 £2.63 25.47 +28.22 0.51 £0.20

Lenfosit (%)

Histolojik Bulgular

Grup 2’de interstisyel dokunun degisen derece-
lerde kalinlastigi, brons ve bronsiyollerin duvar-
lan etrafinda inflamatuvar hiicre infiltrasyonu-
nun sekillendigi dikkati cekti (Resim 1). Infiltre
hiicreler eozinofil, nétrofil ve monontkleer hiic-
relerden olusmaktayd: (Resim 2). Yangisal infilt-
rasyonun yani sira bazi brons ve bronsiyol du-
varlarinda 6dem ve hiperemi de saptandi. Brons
duvarindaki diiz kas lif¢iklerinin de 6demli ve hi-

Resim 1. Grup 2'nin brons ve bronsiyol duvarlarn
etrafinda inflamatuvar hiicre infiltrasyonu.

pertrofik oldugu dikkati ¢ekti (Resim 3). Grup
3’teki farelerin akcigerlerinin normal histolojik
goriinimde oldugu, brong etrafindaki lenfoid do-
ku disinda yangisal bir infiltrasyonun bulunma-
dig1 saptandi (Resim 4).

Akciger Dokusunda ve BAL Sivisinda IL-4 ve
IL-5 Konsantrasyonlari

Akciger dokusunda, her iki sitokin diizeyi grup
2’de grup 1’e gore istatistiksel olarak anlaml
derecede yuksek iken (IL-4 icin p< 0.003, IL-5
icin p< 0.002), grup 3’te her iki sitokin diizeyinin
grup 2 ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak
anlamli derecede dusik oldugu gozlendi (IL-4
icin p< 0.001, IL-5 i¢in p< 0.026). BAL sivisinda
da her iki sitokin dlizeyi grup 2’de grup 1’e gore
istatistiksel olarak anlamli derecede ytiksek iken
(IL-4 icin p< 0.004, IL-5 icin p< 0.001), grup 3’te
her iki sitokin diizeyinin grup 2’den diisiik oldu-
gu gozlendi, ancak istatistiksel olarak anlamli

Resim 3. Grup 2’nin brons duvarindaki diiz kas
lifciklerinde 6dem ve hipertrofi.

Resim 2. Grup 2’nin akciger dokusunda eozinofil
infiltrasyonu.

Resim 4. Grup 3’teki farelerin normal goriintimlii
akciger dokusu.
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Tablo 2. Akciger dokusunda IL-4 ve IL-5 seviyeleri.

IL-4 (pg/mL) IL-5 (pg/mL)
Grup 1 77.81 % 4.06 207.27 £ 20.13
Grup 2 106.80 + 17.10 296.58 + 37.10
Grup 3 75.40 + 16.01 238.69 + 61.46

Tablo 3. BAL sivisinda IL-4 ve IL-5 konsantrasyonlari.

IL-4 (pg/mL) IL-5 (pg/mL)
Grup 1 22.72 +3.52 6.22 +0.87
Grup 2 44.53 + 22.54 25.78 + 25.99
Grup 3 31.56 +£9.63 17.74 + 6.34

fark tespit edilemedi (p> 0.05). Tablo 2 ve 3’te
akciger dokusu ve BAL sivisinin sitokin seviye-
leri gosterilmistir.

TARTISMA

Akut astim modeli olusturdugumuz bu calisma-
da son intranazal OVA uygulamasindan 24 saat
sonra elde edilen BAL sivisinda ve akciger doku-
sunda eozinofil sayisinin, IL-4 ve IL-5 seviyeleri-
nin arttigini gérdik. Henderson ve arkadaslari-
nin calismasinda da intranazal OVA uygulamasi-
nin son dozundan 24 saat sonra hem akciger do-
kusunda hem de BAL sivisinda baskin hucrele-
rin eozinofiller oldugu belirtilmistir (14). Bu bul-
gu bronsiyal astimli hastalardan elde edilen so-
nuclarla uyumlu bulunmustur (18). Eozinofil in-
filtrasyonunun T-hiicreleri ile aktive edilen Th2
hiicrelerinden salinan sitokinlerin tiretimine bag-
I1 oldugu dusunulmektedir. Astimli hastalarin ak-
cigerlerinde eozinofil birikiminde IL-4 ve IL-5’in
onemli rol oynadig: belirtilmistir (19). Hogan ve
arkadaslari IL-5 ve eozinofillerin, inflamasyonun
gec fazinda etkili olduklarini ve bronsiyal doku-
daki patolojik degisiklikler (bronkospazm, mu-
kozal 6dem, diiz kas hiicre hipertrofisi gibi) icin
gerekli olduklarini belirtmislerdir (20). To ve ar-
kadaslarinin calismasinda ise BAL sivisinda
eozinofil sayisinin ve IL-5 seviyesinin OVA sensi-
tizasyonunu takiben dereceli olarak arttigi ve
histolojik bulgularin yogunlugu ile paralel sey-

rettigi vurgulanmustir, [L-4’0n ise sistemik sensiti-
zasyon sonras! pik yaptidi ve aerosol inhalasyo-
nunu takiben dereceli olarak azaldig! belirtilmistir
(21). Oysa diger ¢alismalarda IL-4’tn IL-5 degisi-
mi ile paralel gittigi ve sensitizasyonu takiben ge-
nellikle dereceli olarak arttigi bildirilmistir (22).
Bizim ¢alismamizda da sensitizasyonu takiben IL-
4 ve IL-5 seviyelerinin BAL sivisinda ve akciger
dokusunda birbirine paralel olarak arttigini tespit
ettik. To ve arkadaslarinin farkh sonug elde etme-
lerinin nedeni ¢alismalarinda dustik doz OVA (2
pg OVA) kullanmalarina bagl olabili. Bu doz
farkhiligi IL-4 salinimini etkilemis olabilir.

Astim patogenezinin inflamasyon tzerine kurulu
olmasi tedavide antiinflamatuvarlar1 vazgecil-
mez kilmistir. Antiinflamatuvar ilaclar icinde en
etkili olanlar glukokortikoidlerdir (23). Astimda
kullanilan glukokortikoidlerin hava yolu infla-
masyonunu baskiladigi, brons hiperreaktivitesini
azalttigi, semptomlarda ve solunum fonksiyon-
larinda iyilesmelere neden oldugu bilinmektedir
(24). inflamatuvar cevap tizerine olan etkileri;
lenfositler tarafindan tretilen sitokinlerin azaltil-
masi ve vaskiler endotelyal hiicrelerden ve ha-
va yolu hiicrelerinden interseliiler adezyon mole-
killerinin saliniminin azaltilmasidir (25,26).

Allerjen uygulamasindan 6nce verilen DEX’in
akcigere inflamatuvar hiicre infiltrasyonunu an-
laml sekilde azalttigi gosterilmistir (27). Diger
bir calismada antijen uygulamasindan 14 ve 2
saat 6nce 300 pg/kg DEX’in intraperitoneal uy-
gulandigi Brown Norway ratlarda antijene erken
cevabi anlaml sekilde inhibe ettigi ve biliyer sis-
tenil l6kotrien artisinin eslik ettigi gec cevabi
tam olarak ortadan kaldirdigi bildirilmistir (28).
Diger bir calismada ise intranazal OVA uygula-
masindan sekiz saat sonra aerosol yolla uygula-
nan budesonidin BAL sivisinda makrofajlari an-
lamli sekilde azalttigi, ancak lenfosit, eozinofil ve
noétrofiller Gizerine etkisinin az oldugu goézlemlen-
mistir (29). Biz de calismamizda steroidlerin, son
intranazal OVA uygulamasindan 24 saat sonra
elde ettigimiz BAL sivis1 ve akciger dokusunda
eozinofil sayisini anlaml Sl¢tide azalttigini tespit
ettik. Bu da duyarllastirilmis hayvana antijen in-
halasyonu ile 6. ve 24. saatte zirve diizeylerine
ulasan bifazik eozinofil 16kosit infiltrasyonunun
tanimlandigi ¢alismalar ile uyumludur (30,31).
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DEX’in, antijenin indiikledigi T-hiicre proliferas-
yonunu gulc¢la bir sekilde inhibe ettigi ve insan
T-htcrelerinden [FN-y, IL-2 ve IL-4 Gretimini en-
gelledigi belirtilmistir (32). Astimli hastalarda
beklometazon inhalasyonunun klinik semptom-
lar1 ve akciger fonksiyonlarini diizelttigi, periferik
kan monontkleer hicrelerinden IL-5 Uretimini
belirgin sekilde azalttigi gozlenmistir (33). Eum
ve arkadaslari, antijen uygulamasindan bir saat
once uyguladiklari DEX’in serum ve BAL sivisin-
daki IL-5 Uretimini ve akciger inflamasyonunu
inhibe ettigini bildirmislerdir (15). Ayrica DEX
uygulamasindan sonra brons duvarinda eozino-
fil ve lenfosit infiltrasyonunun azaldigini tespit
etmislerdir.

Calismamizda akciger dokusu ve BAL sivisinda
IL-4 ve IL-5 seviyelerinin steroid tedavisi ile azal-
digini tespit ettik. Corrigan ve arkadaslarinin ¢a-
lismasinda akut atak sirasinda verilen steroidin
serum IL-5 dizeyini distrdigi belirtilmistir
(34). Diger bir calismada, prednizolon ile plase-
bo karsilastirilmis ve steroid alan hastalarda
brons duyarliigindaki dizelme, BAL eozinofil
sayisindaki azalma ile korelasyon gd&stermistir.
Bu da BAL sivisinda IL-4 ve IL-5 diizeylerindeki
dususler ile iligkili bulunmustur (35).

Sonug olarak, hava yolu inflamasyonunun gelis-
mesinde IL-4, IL-5 ve eozinofillerin énemli rol
oynadiklari ve glukokortikoidlerin antiinflamatu-
var etkilerini IL-4, IL-5 ve eozinofil olusumunu
inhibe ederek gosterdikleri distinilmektedir. As-
timli hastalarda hava yollarinda IL-4, IL-5 ve eozi-
nofil diizeylerinin azaltilmasi hastaligin kontrolii-
ne yardimci olabilir. Bu nedenle yeni tedavi stra-
tejilerinin bu konu tizerine yogunlastirilmasi ge-
rekmektedir.
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