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OZET
ASTIM MODELI OLUSTURULAN FARELERDE ATORVASTATIN’IN AKCIGER
HISTOLOJIiSi UZERINE ETKINLIGININ DEGERLENDIRILMESI

Giris:  Atorvastatin  serum kolesterol seviyesini dustren ve bu nedenle hiperkolesterolemi
tedavisinde kullanilan statin grubu bir ilagtir. Statinlerin kolestrol disurticu 6zelliklerinden bagimsiz
olarak immuinmodulatuar ve antiinflamatuar etkileri de mevcuttur. Bu amagla bircok hastalikta
kullanilmaktadir. Bu calismada, kronik astim modeli olusturulmus BALB/c farelerde

atorvastatin’in akcigerdeki histolojik degisiklikler tizerine etkisinin arastiriimasi amaclanmistir.

Gereg ve Yontem: Yirmisekiz BALB/c fare Grup I, Il, 111 ve IV olmak (zere dort gruba ayrildi.
Kontrol grubu (Grup 1) disindaki tum fareler ovalbumin ile duyarlilastirildi. Grup 11I’ye (Plasebo)
salin, Grup IlII’e 10 mg/kg dozunda atorvastatin ve Grup 1V’e 1 mg/kg dozunda dexametazon
intraperitoneal yolu ile bes ardisik giin boyunca verildi. Fareler ilaglarin son uygulamasindan 24
saat sonra sakrifiye edildi. Buttn gruplardan elde edilen akciger dérneklerinin histolojik 6zellikleri
Isik ve elektron mikroskopisi kullanilarak degerlendirildi. Ayrica akciger dokusunda IL-4 ve IL-5

dizeyleri 6lculda.

Bulgular: Atorvastatin uygulanan grup (Grup IlI) ile plasebo uygulanan grup (Grup II)
karsilastirildiginda; Grup Il de bazal membran ve subepitelyal diz kas kalinhgi, epitel
yuksekligi, mast ve goblet hicre sayilarinda istatistiksel olarak anlamli diizelme gozlenmistir.
Atorvastatin (Grup 1V) ve deksametazon gruplari (Grup II1) karsilastirildiginda ise, tim bu
parametrelerdeki diizelmenin benzer oldugu bulunmustur. Ayrica atorvastatin uygulanan grupta
(Grup I11), plasebo uygulanan gruba gore akciger dokusunda IL-4 ve IL-5 dlizeyi anlamli olarak

dislk saptanmistir.
Sonug: Bu ¢alismada, astim modeli olusturulan farelerde atorvastatinin akciger histolojisi Gizerine
olumlu etkileri gosterilmistir. Atorvastatin’in akcigerde inflamasyon ve yeniden yapilanma

uzerine etkilerini degerlendirecek ileri calismalara ihtiyag vardir.

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



SUMMARY
EFFICACY OF ATORVASTATIN ON LUNG HISTOPATHOLOGY
IN A MURINE MODEL OF ASTHMA
Introduction: Atorvastatin is a statin group medicine that reduces the level of serum cholesterol,
thus its used to treat hypercholesterolemia. Independent of cholesterol-lowering property of
statins they have also anti-inflammatory and immunmodulating effects. For this purpose they
have been used in many diseases. In this study, it was aimed to determine the effect of
atorvastatin on histological changes in lung in a murine model of chronic asthma in BALB/c

mice.

Methods: Twenty-eight BALB / ¢ mice in Group I, 11, 11l and 1V were divided into four groups.
All the mice except the control group (Group 1), were sensitized with ovalbumin. Intraperitoneal
injection with saline, atorvastatin(10mg/kg),dexametazon(1mg/kg) was administered to Group I,
Group 111, Group 1V respectively for five consecutive days. Mice were sacrificed after 24 hours
from the last drug administration. All the histological properties of lung tissue samples from all
groups were evaluated with light and electron microscopy. In all groups, lung histology was
evaluated by light and electron microscopy. In addition, IL-4 and IL-5 levels of the lung tissue

were measured.

Results: When Group Il and Group Il (atorvastatin) were compared, thicknesses of basement
membrane and subepithelial smooth muscle layer, height of epithelium, number of mast and
goblet cells were significantly lower in group Ill. In comparing of Group Ill (atorvastatin) and
Group IV (dexamethasone), all the improvement in histologic parameters were similar. In
addition, the 1L-4 and IL-5 levels of the lung tissue were significantly lower in atorvastatin group

(Group I11) compared to placebo-treated group.
Conclusion: We found that atorvastatin ameliorated histological changes and cytokine levels in
chronic murine model of asthma. Further studies are needed to evaluate the efficacy of

atorvastatin on lung inflammation and remodeling.

Key words: Asthma, Atorvastatine, BALB/c mouse, Dexametasone



1.GiRIS ve AMAC

Astim, havayollarinin kronik enflamatuvar bir hastaligidir. Bu enflamasyon sonucunda gelisen
havayolu hiperreaktivitesi, yaygin, degisken, spontan veya tedavi ile dizelen havayolu
obstriksiyonuna ve tekrarlayan hisilti, nefes darhgi, oksirik vb.semptomlara neden olmaktadir.
Ayni zamanda enflamasyon sonucunda havayollarinda remodeling olarak adlandirilan kismen

geri donustimsuz birtakim degisiklikler olusmaktadir.

Astim patogenezinde havayolu enflamasyonu temel rol oynar ve verilen tedaviler bu
enflamasyonu baskilamaya yoneliktir. Bu amagla en sik kullanilan ve en etkili tedavi steroidlerdir
Sistemik steroidlerin bircok yan etkisi olmasi nedeni ile astimin kronik tedavisinde inhale
steroidlerin kullanimi tercih edilmektedir. Inhale steroidlerin yan etkileri genellikle lokal
olmaktadir, ancak nadiren adrenal supresyon, biyume geriligi ve kemik metabolizmasinda
bozukluk gibi ciddi sistemik yan etkileri de s6z konusu olabilmektedir. Astimda havayollarindaki
enflamasyonu baskilayan, remodeling strecini engelleyen, yan etkisi olmayan tedavi secenekleri

arastiriimaktadir

Atorvastatin serum Kkolesterol seviyesini disiren ve bu nedenle hiperkolesterolemi tedavisinde
kullanilan statin grubu bir ilactir. Statinlerin kolestrol disurtict 6zelliklerinden bagimsiz olarak

immiinmoduilatuar ve antiinflamatuar etkileri de mevcuttur.

Astim patogenezinde rol alan birgok sitokin ve mediator bulunmaktadir. Bunlardan I1L-4, IL-5, Ttmor
nekrozis faktor-alfa (TNF-a), nikleer faktor kappa (NF-kb) zerine bircok calismada atorvastatinin
inflamasyonun baskilanmasinda olumlu etkileri gosterilmistir. Ancak astimda, atorvastatinin bu

sitokinlerin (izerine etkisini arastiran ¢alisma bulunmamaktadir.
Bu calismada; atorvastatin ovalblimin (OVA) ile sensitize edilerek kronik astim modeli

olusturulmus BALB/c farelere uygulanarak astim nedeni ile olusan kronik histolojik degisiklikler

uzerine etkisinin arastiriimasi ve bu etkinin deksametazon ile karsilastiriimasi amaglanmistir.
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2. GENEL BILGILER

2.1 Astim tanimi ve sikligi

Astim havayollarinda pek ¢ok enflamatuvar hiicrenin ve bu hicrelerden salinan mediyatorlerin
rol oynadigi kronik bir hastaliktir (1). Astim cocukluk cagindaki kronik hastaliklarin en sik
goralen seklidir. Dlinyadaki astim prevalansi %1 ile %18 arasinda farklilik géstermektedir. Astim
gelismis tlkelerde gelismekte olan iilkelere gére daha sik goriilmektedir (2,3). Ulkemizde yapilan
degisik calismalarda, astim prevalansinin %2.8-%14.5 arasinda degistigi gosterilmistir (4,5).
izmir ilinde, 6-13 yas arasi cocuklarda Karaman ve ark.’lari tarafindan yapilan bir calismada,
astim kumulatif prevalansi %4.9 olarak bulunmustur (6). Ayni bélgede yaklasik on yil sonra
yaptlan ¢alismada ise 9-11 yas arasindaki cocuklarda, tekrarlayan hisilti orani %15.9, doktor

tanili astim orani ise %4.8 olarak bulunmustur (7).
2.2 Astim gelisimini etkileyen faktorler
Astimin gelismesini etkileyen ve astim hastalarinda semptomlari tetikleyen faktorler, konaga ait

ve cevresel faktorler olmak tzere ikiye ayrilmaktadir (8) (Tablo 1, Sekil 1).

Sekil 1. Astim gelisimindeki risk faktorleri

m CEVRESEL
FAKTORLER EAKTORLER
\\. ¥
ATOPI
HEDEF ORIGAN TETIKLEYICI
PATOLCUSE FAKTORLER
ALERJIK ENFLAMASYON ve ASTIM

2.2.1 Konaga ait risk faktorleri
a. Genetik: Yapilan ¢ok sayida calisma, atopi ve astimda genetik gecisin basit Mendelian tipte

olmadigini, birden fazla kromozomun rol oynadigi poligenik bir gecisin s6z konusu oldugunu
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gostermektedir (9). Ayrica astima yatkinlik yaratan genler disinda astim tedavisine yanit ile

iliskili genler de tanimlanmistir (10,11).

b. Cinsiyet: Yasamin ilk on yilinda erkeklerde astim prevalansi daha yuksektir (12). Adolesan
doneminden itibaren astimin kizlarda daha fazla goruldugi bildirilmistir. Cinsiyet ile iliskili

sikhk farklihginin nedeni tam olarak bilinmemektedir (13).

c. Obezite: Obezitenin de astim icin bir risk faktorl oldugu gosterilmistir. Leptin benzeri
mediatorler solunum fonksiyonlarini  etkileyebilmekte ve astim gelisme olasiligini
arttirabilmektedir (14).

2.2.2 Cevresel risk faktorleri
a. Allerjenler ile temas: Allerjen ile temas ve duyarlanma arasindaki iliski allerjenin tipine,

dozuna, temas siresine, cocugun yasina ve genetik yapisina bagl olarak degismektedir (1).

b. infeksiyonlar: Gebelik boyunca fetiis immiinitesinden T helper (Th) 2 hiicreler agirhkl
olarak sorumludur ve bu olay erken cocuklukta da bu sekilde sirmektedir. Ancak erken
cocuklukta gegirilen bazi infeksiyonlar, Th2 cevabini Thl’e donustirebilirler. Bu nedenle, Thl
cevabini  uyaran infeksiyonlarin astim ve allerji gelisimini engelleyici olabildikleri
distnilmektedir (15).

Atopi ve viral infeksiyonlar arasinda karmasik bir iliski vardir. Atopi varhginin alt havayollarinin
viral enfeksiyonlara yanitini ve viral enfeksiyonlarin da alerjik duyarlanma gelisimini
etkileyebilecegi kabul edilmektedir (16). Ayrica parazit enfeksiyonlarinin ve tiberkilozun astim

ve allerji gelisiminden koruduguna dair bir¢ok yayin mevcuttur (17,18).

c. Hava kirliligi ve sigara: Hava kirliligi havayolu asiri duyarlihdina, solunum semptom ve
bulgularina, astim alevienmelerine ve akciger fonksiyonlarinda azalmaya neden olabilmektedir
(19). Sigara dumani ile temas, oksidatif stresi artirir ve hava yolunda inflamasyonu stimiile eder
(20). Yapilan calismalarda prenatal donemde annenin sigara kullaniminin, okul c¢agi

cocuklarindaki astim sikligini arttirdigr gosterilmistir (21).
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d. Diyet: Anne sutl ile beslenme astim ve allerjik hastaliklardan korunma igin onerilmektedir.
inek siitii bazli veya soya protein iceren formula ile beslenen siit cocuklarinda anne sitii ile

beslenenlere gore erken ¢cocukluk déneminde hisilti gelisimi daha fazla bulunmustur (22,23).

Tablo 1. Astim gelisimini ve ortaya ¢ikisini etkileyen risk faktorleri
Konaga ait risk faktorleri

Genetik yatkinlik
Atopiye yatkinlik yaratan genler
Havayolu asiri duyarlihgina yatkinlik yaratan genler
Obezite
Cinsiyet
Cevresel Faktorler
Allerjenler
Ev ici: Ev tozlari, tiylt hayvanlar, hamambdcegi allerjeni, mantarlar, kiifler, mayalar
Ev disi: Polenler, mantarlar, kufler, mayalar
Enfeksiyonlar
Sigara ve hava Kirliligi
Diyet
irritanlar
Stres

Egzersiz

2.3 Astimin patogenezi

Astim cok sayida inflamatuvar hicre ve mediatérin rol oynadigi ve birtakim karakteristik
patofizyolojik degisikliklerin ortaya ¢iktigi havayollarinin kronik inflamatuvar bir hastaligidir
(Sekil 2). Havayolu inflamasyonu astim igin ¢ok onemli karakteristik bir 6zelliktir. Astimda

havayolu inflamasyonu persistan olup, semptomlar epizodiktir (24). inflamasyon ¢ogu hastada
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tim havayollarini etkilemekte ancak fizyolojik etkileri orta blyukllkteki bronslarda en belirgin

olarak ortaya ¢ikmaktadir (1).

2.3.1. Astimda rol oynayan inflamatuvar hicreler

-Mast hucreleri: Aktive mukozal mast hucrelerinden cesitli bronkokonstriiktér mediattrler
salinir (histamin, sisteinil I0kotrienler, prostoglandin PGD2) (25). Bu hiicreler yuksek affiniteli
IgE reseptorleri araciligi  ile allerjenler ve osmotik uyarilar (egzersizin tetikledigi
bronkokonstriiksiyon) tarafindan aktive edilir. Havayollar1 diiz kasinda artmis mast hiicre sayisi
havayolu asirt duyarlihgr ile iliskili bulunmustur (26). Bu hucreler sadece ani baslangicli
hipersensitivite reaksiyonlarinda degil ge¢ faz inflamasyonda ve havayollarinin yeniden
yaptlanmasinda da (remodeling) 6nemli rol oynamaktadir (27).

-Eozinofiller: Havayollarinda artmis sayida bulunurlar. Bazik protein salinimina neden olarak
havayolu epitel hicrelerinde hasarlanmaya yol acarlar. Buyime faktorlerinin salinimi ve

havayolu yeniden yapilanmasi ile iliskilerinin olabilecekleri distnulmektedir (28).

-T lenfositler: Havayollarinda artmis sayida bulunurlar. interlkin (IL) 4, 5, 9, 13 gibi spesifik
sitokinlerin salinimina neden olarak eozinofilik inflamasyonu kontrol eder ve B lenfositlerden

IgE yapimina neden olurlar (29).

-Dendritik hicreler: Havayolu mukoza ylzeyinden allerjenleri secerek regulatuvar T hicreleri
ile biraraya gelebilecegi bolgesel lenf nodlarina go¢ ederler ve naif T hicrelerinden Th2

hlcrelerinin olusumunu stimule ederler (30).
-Makrofajlar: Havayollarinda artmis sayida bulunurlar distk affiniteli IgE reseptorleri aractligi
ile allerjenler tarafindan aktive edilirler ve inflamatuvar cevapta roli olan mediatorlerin ve

sitokinlerin salinimina yol acarlar (31).

-Notrofiller: Agir astimli ve sigara icen astimli hastalarin havayolu ve balgamlarinda artmis

olarak bulunurlar (32).
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Sekil 2: Astimda havayollarindaki inflamatuvar hicrelerin 6zellikleri

b~

j.

| ™ i t-u—-u.l.-i*
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T hiicre|
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(Kisaltmalar: 1L=interldkin, ECP: Eozinofilik katyonik protein, EPO= Eozinofilik peroksidaz, MBP=Major bazik proetin, LT= Lékotrien, PAF=
Trombosit aktive edici faktor, TxA2= Tromboksan A2, MCP= monosit kemotaktik protein, RANTES= Regulated on activation T-cell expressed

and secreted, TNF-a: Timor nekroz faktor alfa)

2.3.2. Astimda rol oynayan mediatorler
Astim ile iliskili 100°’den fazla farkh

inflamatuvar yaniti olusturduklari gosterilmistir (1).

mediator bulundugu ve havayollarindaki kompleks

-Kemokinler: inflamatuvar hiicrelerin havayoluna tasinmasinda 6nem tasirlar ve baslica
havayolu epitel hicreleri tarafindan salinirlar. Eotaksin, eozinofiller igin relatif olarak secicidir,
bununla birlikte timus ve aktivasyonun regile ettigi kemokinler (TARC) ve makrofaj kokenli

kemokinler Th 2 hiicre gogiine yol acar (33).

-Sisteinil I6kotrienler: Mast hiicreleri ve eozinofillerden kdken alan gucli bronkokonstriiktor ve

proinflamatuvar mediatorlerdir (34).
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-Sitokinler: Astimdaki inflamatuvar yanitt ve agirligi belirlemede ana rol oynarlar. Astimda
onemli rol oynayan sitokinler inflamatuvar yaniti arttiran IL-1p, Timor nekroz faktor (TNF)-a
ve havayolundaki eozinofil yasamini arttiran Granulosit makrofaj koloni stimule edici faktor
(GM-CSF)’dur. Th2 kokenli sitokinler; eozinofil farklilasmasi ve yasami icin gerekli olan IL-5,
Th 2 hucre farklilasmasi icin 6nemli olan I1L-4 ve Ig E yapimi icin gerekli olan IL- 13’tir (35).

-Histamin: Histamin mast hucrelerinden salinir. Bronkokonstriiksiyon ortaya ¢ikmasina ve

inflamatuvar yanit olusumuna katkida bulunur.

-Nitrik oksit: Havayolu epitel hiicrelerindeki nitrik oksit sentazin aktivasyonu ile olusan potent
bir vazodilatordur (36). Astimdaki inflamasyonu yansitan ekshale nitrik oksit orani, astim tedavi

etkinligini degerlendirmede artan oranlarda kullaniimaya baslanmistir (37).

-Prostaglandin D2: Baslica mast hicrelerinden koken alan bir bronkokonstruktordir ve

havayoluna Th 2 hiicre goglinde rol oynar.

2.3.3. Havayollarinin yapisal degisiklikleri ve yeniden yapilanma (Remodeling)

Astimda havayollarinda kronik inflamasyona nedeni ile hasar gérmus epitelde bir tamir sireci
baslamaktadir. Hava yolu remodelingi astimli hastalarin hava yolundaki kronik, muhtemelen geri
donistimsiiz olan bu degisikliklerin genel adidir. Bu degisiklikler diz kas hipertrofisi,
anjiogenezis, artmis vaskdlarite, goblet hicre hiperplazisi, kronik inflamatuvar hdcre
infiltrasyonu, kollajen depolanmasi, bazal membran kalinlasmasi ve hava yolu duvar

elastisitesinin azalmasidir (Sekil 3) (1,38).
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Sekil 3: Kronik astimda havayollarinda yeniden yapilanma (remodeling)
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Havayollarinda yeniden yapilanmanin (Remodeling) mekanizmalari

a. Epitel hasarlanmasi ve tamiri

Epitel, organizmayi dis hasarlardan koruyan dnemli bir bariyerdir. Epitel hicrelerinden salinan
bircok inflamatuar mediatér mevcuttur. Astimli hastalarda epitel hasarlanmasi cesitli sitokin,
blytme faktorleri ve mediatorlerin etkisi ile gerceklesir. Yeniden yapilanmaya direk etkisi olan
faktorler arasinda; tranforming buyumu faktori (TGF), trombosit kaynakli biyume faktori
(PDGF), epidermal buyime faktori (EGF), basit fibroblast blylime faktori (b-FGF), IGF-1,
endotelin 1 (ET-1) ve heparin baglayici epidermal biylime faktori (HB-EGF) sayilabilir. Bu
faktorlerin fibroblast proliferasyonunu ve ekstraselliiler matriks olusumunu etkileyerek

havayollarindaki yeniden yapilanmaya katkida bulunduklari bilinmektedir (38).

b. Subepitelyal fibrozis

Astimin karakteristik bir 6zelligi de histolojik olarak bazal membranin kalinlasmasidir. Epitel
bazal membrani, bazal lamina ve lamina retikularis olmak Uzere iki tabakadan olusur. Elektron
mikroskopi ile astimli havayollarinda gorilen bazal membran kalinlasmasi daha ¢ok lamina
retlkularisin  hemen altindaki alanin kalinlasmasindan kaynaklanmaktadir. Subepitelyal
mesafedeki kalinlasma, kollajen I, 111, V ve ekstraselltler matriks (Fibronektin, laminin, tenaskin)

birikimi ile olusmaktadir (39). Epitel hucreleri, makrofajlar, eozinofiller, lenfositler ve
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fibroblastlar tarafindan sentez edilen TGF-B, ekstrasellliler matriks olusumunu stimule eder. Bu

sitokinin ekspresyonu subepitelyal fibrozisin derecesi ile direk olarak iliskili bulunmustur (40).

c. Goblet hiicre hiperplazisi

Hava yolu yeniden yapilanmasinin bir bulgusu da hava yolu epitelindeki goblet hicresi
sayisindaki ve submukozal bezlerin boyutlarindaki artisa bagl olarak asirt mukus yapimidir. 1L-9
ve 1L-13 mukus yapimini indikleyebilir. Mukus asirt yapimi hava yolu obstruksiyonuna neden
olur (41).

d. Havayolu diz kas kalinhiginin artmasi

Havayolu diz kas kitlesinde hem hipertrofi hem de hiperplazi yeniden yapilanmanin en énemli
ozelligidir (42). Yapilan bir calismada astimli hastalarin diiz kas hiperplazisinin sadece santral
havayollarinda, hipertrofinin ise bronsioller dahil tim havayollarinda mevcut oldugunu
gosterilmistir (43). Diz kas hicrelerinin havayolundaki yeniden yapilanmayi c¢esitli sitokinler,
blytme faktorleri veya matriks proteinleri salgilayarak ve adezyon molekdlleri eksprese ederek
gerceklestirmektedirler (Sekil 4).

Sekil 4: Havayolunda duz kas htcrelerinden salinan mediatorler
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e. Inflamatuvar hiicre infiltrasyonu

Havayolu duz kas hicreleri degisik sitokin, kemokin ve buylme faktorleri salgilayarak
inflamatuvar hucreleri uyarir, dolayisi ile havayolu inflamasyonu ve yeniden yapilanmasinda rol
oynarlar. Bu hiicrelerin RANTES, eotaksin, IL-8, Monosit kemotaktik faktér (MCP) 1-3, TARC
ve GM-CSF salgiladiklari ve eozinofil salinimi ve omrunin uzamasinda etkili olduklari
bilinmektedir (38).

f. Mast hicre infiltrasyonu

Mast hicrelerinin, ge¢ faz inflamasyon olusumunda ve havayollarindaki yeniden yapilanmada
onemli rolleri vardir (27). Mast hicre degranilasyonu ve aktivasyonu; triptaz, sisteinil
I6kotrienler ve PGD?2 gibi diiz kas remodelingi olusmasinda etkin olabilecek cesitli mediatorlerin
salinimina yol acar. Degranile olan triptaz, fibroblast ve miyositlerin proliferasyonuna ve tip |
kollajen olusumuna neden olur (38,44). Havayollarindaki mast hicre miktarindaki artis, bronsial
hiper reaktivite ve astimin agirhgi ile ilgili en 6énemli faktorlerden birisi olarak kabul
edilmektedir (27). Mast hucrelerinin havayollarinin yeniden yapilanmasindaki rolu Sekil 4’de

sematik olarak gorilmektedir.

Sekil 5: Mast hticre aractli yeniden yapilanmanin sematik gorintasi
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f. Bronsial neovaskularizasyon
Anjiogenez ve mikrovaskuler diizeyde yeniden yapilanma bircok faktoriin etkisi ile olusur ve
artmis vaskilarite basta vaskiler endotel biyime faktéri (VEGF) gibi birtakim proanjiojenik

molekdillerin etkisi ile gelisebilir (38).

2.3.4 Astimda hava yolundaki daralmaya neden olan faktorler

Hava yolundaki daralma astimdaki semptomlara ve fizyolojik degisikliklere neden olan bir
sonuctur. Astimda ¢ok sayida faktér hava yolu daralmasina katkida bulunur. Tablo 2’de hava
yolu daralmasina katkida bulunan faktorler verilmistir (1). Bir calismada orta ve agir astimh
hastalarda hafif astimlilar ve saglhikh bireyler ile karsilastirinca distal hava yollarinin toplam

akciger rezistansina dramatik katkilarinin oldugunu saptamislardir (45).

Tablo 2. Astimda hava yolu daralmasinda rol oynayan faktorler

Duz kas konstraksiyonu: Bircok bronkokonstriktor mediator ve norotransmitterlere yanit
olarak gelisen hava yolu duiz kas kontraksiyonu, hava yolu daralmasindaki baslica mekanizmadir
ve bronkodilatorler ile biyuk oranda geri donasumludir.

Hava yolu 6demi: inflamatuvar mediatorlere yanit olarak gelisen artmis mikrovaskiiler kagis
nedeni ile olusur. Bu durum 6zellikle akut ataklar sirasinda 6nem kazanir.

Yapisal degisikliklere bagl hava yollarinda kalinlasma: Siklikla remodeling olarak bilinir.
AQgir hastalikta 6nem kazanir ve glinimiizdeki tedaviler ile tam olarak geri dondurilemez.

Mukus hipersekresyonu: Limende daralmaya neden olabilir. Artmis mukus sekresyonu ve

inflamatuvar eksudalarin bir Grintdar.

2.3.5 Havayolu asir1 duyarlilig

Normal bir kiside zararsiz olan uyari ile astimli bir hastada havayolunda daralma gorulmesi
“havayolu asirt duyarlihigr” olarak tanimlanir ve astimdaki karakteristik, fonksiyonel anomaliyi
gosterir. Bu havayolu daralmasi degisken hava akimi kisithiligina ve aralikli semptomlara neden
olur. Havayolu asirt duyarliligi, hem inflamasyona hem de havayollarindaki tamire bagh olarak
gelisir ve tedavi ile kismen geri dontstmludir. Mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir (46).
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2.4. Astim tanisi

Astim tanisi igin genellikle anamnez, fizik muayene ve spirometrik testler yeterli olmaktadir.
Tani ¢ogu zaman tekrarlayan solunum sikintisi, oksiruk ataklari ve hisilti  yakinmalarinin
varliginda konur (124). Semptomlarin degiskenligi nedeni ile astimli hastanin akciger dinleme
bulgulart normal olabilir. En sik saptanan muayene bulgusu akciger oskultasyonunda sibilan
ronkus duyulmasidir (1). Solunum fonksiyon testinde normal eriskinlerde FEV1/FVC orani
%80’den, cocuklarda ise %90°dan yiksek olmalidir. Bu degerlerin altindaki sonuclar hava
akimindaki azalmayr dusindurmektedir. FEV1’de spontan olarak veya bronkodilator
inhalasyonu sonrasinda en azindan %12’lik bir diizelme olmasi astim tanisini desteklemektedir
(48). Hafif-orta siddette yakinmalari olup, fizik muayene bulgulari ve solunum fonksiyon
testleri normal olan olgularda astim tanisi konulmasinda brons provokasyon testlerinden

yararlantlir (49).

2.5. Astim Tedavisi

Kronik astim tedavisinin amaci Klinik kontrolli saglamak ve devam ettirmektir. Tedavide
kullanilan ilaclar akut bronkospazmi dizelten rahatlaticilar ve uzun dénemde inflamasyonu
kontrol altina alip astim ataklari ve hastane yatislarini azaltan kontrol edici ilaclar olarak iki

gruptur (1).

2.5.1. Astim tedavisinde kullanilan ilaclarin ézellikleri

a. Steroidler

inhale kortikosteroidler en etkili kontrol edici ilaglardir. Ayni zamanda astim tedavisinde en
guclu antiinflamatuvar etkiye sahiptir. Steroidlerin inflamatuvar hicre fonksiyon ve
aktivasyonunun azalmasi, vaskiler kacagin stabilizasyonu, mukus Uretiminde azalma, beta,
adrenerjik cevabin artisi gibi etkileri mevcuttur. inhale steroidlerle tedavi, astim semptomlarini
kontrol etmekte, alevlenme sikligini azaltmakta ve yasam kalitesini, solunum fonksiyonlarini,

brons asiri duyarliligini, egzersizin indikledigi bronkokonstruksiyonu dizeltmektedir (1).

b. Antilokotrien ilaglar
Lokotrienler; eozinofil, mast hiicresi ve bazofillerden Uretilen ve salinan, lipid yapida, gucli etkili

inflamasyon mediatorleridir. Sisteinil I6kotrienler, vaskuler gegirgenligi artirarak mukus yapimini
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uyaran ve bronkospazma neden olan ajanlardir (50). Lokotrien antagonistleri; l6kotrien sentez

inhibisyonu yapanlar ve l6kotrien reseptdr antagonistleri olmak lzere iki grupta toplanabilir (51).

c. Uzun etkili beta-2 agonistler

Salmeterol, formoterol uzun etkili beta 2 agonistlerdir ve giiclii bronkodilatasyon yaparlar. inhale
kortikosteroidler ile kullanimlarinin, inhale kortikosteroidlerin  dozlarinin iki katina
¢ikariimasindan daha etkili oldugu gosterilmistir (52).

d. Kromonlar

Kromolin sodyum ve nedokromil sodyum, kronik astim tedavisinde benzer 6zellikleri olan yan
etkileri oldukcga az iki farkli antiinflamatuvar ilagtir. Mast hucresini stabilize eder ve hem erken
hem de gec faz reaksiyonu onlerler. Ancak son yillarda yapilan metaanaliz calismalarinda

plasebodan fazla bir Gstinluklerinin olmadi§i gosterilmistir (1).

e. Metilksantinler

Teofilin, metilksantin grubundan hafif antiinflamatuvar etkisi olan bronkodilatatér bir ilactir.
Cocuklar ve eriskinlerde yavas salinimli teofilin preparatlari kontrol edici ila¢c olarak
kullanilabilmektedir. Teofilin serum dizeyi yas, diyet, hastalik durumu, ila¢ etkilesimleri gibi
cesitli degiskenlerden etkilenebilir (53).

f. Sistemik steroidler
Astimli cocuklarda oral steroidlerin kullanimi uzun dénemde gorulen yan etkilerinden dolayi
sadece akut astim ataklarina ve agir astimlilarla sinirlandiriimistir (2).

g. Anti IgE tedavisi

Anti IgE (omalizumab) sadece yuksek serum IgE duzeyi olan hastalar igin kullanilabilen bir
tedavi secenegidir. inhale steroidler ile kontrol altina alinamayan agir alerjik astimh hastalarda
kullanilabilir (54).

22



h. Alerjen spesifik immunoterapi
Astimda immunoterapi, astim semptomlarina primer bir allerjen yol acan ve deri testi ile allerjen
varhgr kanitlanmis olgulara uygulanabilmektedir. Thl immun yanita donisim alerjen

immunoterapisinin en 6nemli amacidir (55).

2.6. ATORVASTATIN

Atorvastatin serum kolesterol seviyesini dusliren ve sentetik elde edilen statin grubu bir ilactir.
2.6.1. Yapisi

Kimyasal agilimi; (3R,5R)-7-[2-(4-fluorophenyl)-3-phenyl-4-(phenylcarbamoyl)-5-propan-2-

Kimyasal formali; C33H34FN205 (Sekil 6)

Sekil 6. Atorvastatinin kimyasal yapisi
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2.6.2 Atorvastatinin ozellikleri

Statinler serum kolesterol seviyesini dustren hiperkolesterolemi tedavisinde kullanilan genis bir
ilag grubudur. Statinler dogal ve sentetik olarak elde edilenler olmak Uzere iki alt gruba
ayrilmaktadir. Lovastatin, simvastatin, pravastatin ve mevastatin dogal olarak bulunan bilesikler
sayilirken atorvastatin ve fluvastatin sentetik olarak elde edilen bilesiklerdir (56). Sentetik bir
bilesik olan atorvastatin, 3 Hidroksi-3 Metilglutaril Koenzim A (HMG-CoA) Rediktaz enziminin

aktif kismina baglanarak substrat olusumunu inhibe eder. Bu enzim karaciger ve diger dokularda
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kolesterol sentezinin hiz kisitlayici basamagidir (56). HMG-CoA nin inhibisyonu ile kan
kolesterol seviyelerinde disme saglandi§i gibi hiicre ici izoprenoidlerin de dlzeyinde disme
saglanir. izoprenoidler bir takim proteinlerin post translasyonel lipid modifikasyonunu
(pirenilasyon) saglamakla gorevlidir ve bu islem proteinin hiicre membrani ile birlesmesinde rol
oynamaktadir (57). izoprenoidlerin son Uriinleri arasinda Ras, Rho, Rac ve Rock yer almaktadir.
Bu proteinler GTP baglayici proteinler olan grubu hedef alirlar ki bunlar da htcre farklilasmasi,
sinyal transdiiksiyonu, vezikuler transport ve apoptozda rol oynamaktadir (57).

2.6.3. Atorvastatinin pleotropik etkileri

Bir ilacin dzellikle gelistirildigi etki disinda gosterdigi etkiye pleiotropik etki denilmektedir. Bu
etkiler ilacin primer etki mekanizmasina bagh gorulebilecegi gibi, primer etki mekanizmasindan
bagimsiz olarak da olusabilmektedir. Pleiotropik etkiler genellikle ilacin gelistirilmesi sirasinda
olusmasi beklenilen etkiler degildir (58). Statinlerin cesitli pleiotropik etkileri bulunmaktadir.
Koroner arter hastaligini, ateroskleroz olusumunu, platelet agregasyonu ve trombis olusumunu,
inflamasyonu, hticre proliferasyonunu ve T-lenfosit aktivasyonunun azaltma, kemik
formasyonunun artirma bu pleiotropik etkiler arasindadir (59). Bu etkiler arasindaki

inflamasyonu azaltma astim agisindan 6nem arzetmektedir.

2.6.3.1 Atorvastatin ve immunmodulatuar etkileri

Statinlerin imminmodulatuar etkilerini ilk olarak tanimlayan Francois Mach ve arkadaslari
olmustur. Makrofaj ve endotel hicreleri gibi antijen sunan hicrelerde MHCII’'nin (Major
Histocompatibility Class I1) interferon-Gama’ya bagli ekspresyonunu azaltir. Bu etki CIITA
(Class Il transactivator) gen ekspresyonun baskilanmasi ile baslamaktadir. MHCII disinda LFA-1
(lenfosit  fonksiyon iliskili antijen-1) baskilanmasi, l6kositlerin vaskiler adhezyon ve
ekstravazasyonunun engellenmesi, NK (natural killer) hiicre aktivitesinin lzerine ve TNF-alfa,

IL-1 beta, IL-6 saliniminin engellenmesi gibi etkileri de vardir (60).

2.6.3.2. Atorvastatin ve antiinflamatuar etkileri
Statinlerin antiinflamatuvar etkilerinin altinda yatan mekanizmalarin heniz tam olarak
bilinmemesine ragmen kolesteroliin endojen biosentezi sirasinda olusan ve izoprenoid olarak

adlandirilan cesitli inflamatuvar maddelerin inhibisyonunu ile agiklanmaktadir. Ayrica in vitro
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yaptlan calisma sayisi arttikca I6kosit adezyon kaskadinin statinlerin antiinflamatuar etkisinin
hedef noktasi oldugu dogrulanmaktadir. Bu etkiyle beraber migrasyon ve adezyon
baskilanmaktadir. Genel olarak kabul gdren modellere bakildiginda selektin grubuna ait
reseptorler (E,P,L selektin) dolasimdaki l6kositleri hasar veya inflamasyonun oldugu yere
cekmektedir (61). Isaretlenen l6kositler daha sonra endotelyal hiicrelerden salgilanan kemokinler
(MCP-1 gibi) yardimi ile aktive olurlar. Bu aktivasyon intraselluler birtakim sinyal yolaklari
yardimi ile l6kositleri disuk afiniteli durumdan yiiksek afiniteli duruma cevirir. LFA-1 ve VLA-4
(very late antigen 4) I6kositler tzerindeki iki major integrindir, bu integrinlerin ligandlari ICAM-
1 (intracellular adhesion molecule 1) ve VCAM-1 (vascular adhesion molecule 1) olarak bilinir.
ICAM-1 ve VCAM-1 immunglobdlin stper ailesinin tyeleridir ve endotelde IL-1beta ve TNF-
alfa salgisi ile indiklenirler (61). Lokosit integrinleri ve adezyon molekullerinin ilk birlesmeleri
damar duvarina transmigrasyon ve adezyonu baslatan hareket olarak bilinir ki bu da
inflamasyonun ilk basamagidir (61). Statinlerin HMG-CoA rediktaz bagimli ve daha glincel

olarak bagimsiz olarak da bahsedilen antiinflamatuar etkisi bu yollar tizerinde olmaktadir.

insanlarda yapilan kompleks klinik calismalarin aksine hayvanlarda yapilan calismalarda
statinlerin antiinflamatuar etkileri ve lipid disurict etkileri birbirlerinden badimsiz olarak
incelenebilmistir. Diomede ve arkadaslarinin yapmis oldugu c¢alismada deney hayvanlarinda
inflamasyon yaratildiktan sonra oral kisa sureli statin ile 16kosit birikiminde azalma saptanmis ve
inflamasyonda baskilanma izlenmistir. Lokosit migrasyonundaki bu baskilanma monosit
kemotaktik protein 1(MCP-1), RANTES (normal T hiicre ekspresyon ve sekresyonunda
regulasyon ve aktivasyon) ve IL-6 reseptdrlerindeki downregulasyonla agiklanmistir (62). Buna
benzer olarak Kimura ve arkadaslar hiperkolesterolemik farelerde fluvastatin tedavisi ile
postkapiler venlerde trombosit aktive edici faktér ve Lokotrien B4 yanitina sekonder gelismis
Iokosit adezyonunda azalma saglamislardir. Bu etkiyi tamamen lipid disurict 6zellikten
bagimsiz olarak gostermislerdir (63). Stalker ve grubunu rosuvastatini sistemik olarak
normokolesterolemik farelere vermis ve trombinle indiklenen I6kosit gocl, adezyon ve
transmigrasyonda diizelme saptamislardir. Bu modelde rosuvastatinin iyilestirici etkisi
endotelden NO salinimin dizenlenmesi ve endotelyal-P selektinin downregule olmasi ile
aciklanmistir (64). Direkt antiinflamatuar etkinin gosterilmesi icin yapilan diger bir calismada

inflamatuar ayak ddemi yapiimis hayvan grubuna simvastatin tedavisi (3-10mg/kg) verilmis ve
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6dem formasyonunda azalma saglanmistir, ayni grup icin ilacin antihiperkolesterolemik etkileri
incelendiginde Apolipoprotein E2 baskilanmasi icin gerekli ila¢g duzeyinin (100mg/kg) oldugu
kanitlanmistir. Bu da gostermektedir ki, antiinflamatuar etki lipid dustriict etkiden bagimsiz

olarak daha dusiik dozlarda da meydana gelmektedir (65).

2.6.3.3 Atorvastatinin Farkli Dokulardaki Etkileri

Statinler ve epitel

Guncel olan bircok calisma kolesterolden bagimli ve badimsiz olarak statinlerin epitel
fonksiyonlarini dizelttigini gostermektedir (66). Statinler birden fazla mekanizma ile eNOS
sentezini kontrol etmektedir. Birinci yol Rho/ROCK yoludur, bu yol eNOS’un mRNA yapimini
artirmaktadir (67,68). ikinci yol statinlerin serin/tironin protein kinazi aktive etmesi ile olur. Bu
yol ile eNOS fosforilasyonunu artirmaktadir. Ugtincii yol ise Caveolin-1 adi verilen bir integral
membran proteini ile olur ki, bu eNOS membran baglantisini saglayarak NO sentezinin

baskilanmasini saglamaktadir (69).

Statinler ve diz kas

Vaskiler alanda yapilan calismalarda statinlerin damar diiz kasindaki patolojik olusumlari
engelledigi gortlmistir. Ozellikle fare deneylerinde hasar ile iliskili damar diiz kas notrofil
birikimi ve hicre apoptozu statinlerle bloke edilmektedir (70).

2.6.4. Farmakodinamigi

Atorvastatin oral uygulamadan sonra hizla absorbe olur; maksimum plazma konsantrasyonlari 1
ila 2 saat arasinda gordlir. Emilimin derecesi atorvastatin dozuyla orantili olarak artar.
Atorvastatinin mutlak biyoyararlanimi yaklasik % 14’dir ve HMG — CoA rediiktaz inhibitor
aktivitesinin sistemik yararliligi yaklasik % 30’dur. Dustk sistemik yararlilik gastrointestinal
mukozadaki pre-sistemik klerense ve/veya hepatik ilk-gecis metabolizmasina baglanir. Cmax ve
egri altindaki alan (area under curve, AUC) deQerlerine gore, yiyecekler ilacin emilim oranini ve

derecesini sirasiyla %25 ve %9 azaltir (71,72).
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2.6.5. Metabolizasyonu

Atorvastatin’in ortalama dagilim hacmi yaklasik 380 L’dir. Atorvastatin plazma proteinlerine =
% 98 baglanir. Yaklasik 0.25 oraninda kan/plazma orani, eritrositlere ilacin penetrasyonunun
zayif oldugunun gostergesidir. Atorvastatin, orto ve parahidroksilat tlrevlerine ve cesitli beta
oksidasyonu Urlinlerine metabolize olur. HMG- KoA rediktaz i¢in dolasan inhibitdr aktivitenin
yaklagsik % 70’i aktif metabolitlere baglanir. Atorvastatin hepatik ve/veya ekstrahepatik
metabolizmay! takip ederek oncelikle safrada elimine edilir. Bununla birlikte, ila¢ enterohepatik
re-sirkiilasyona ugramamaktadir. Atorvastatinin ortalama plazma eliminasyon yari-6mri
insanlarda yaklasik 14 saattir. HMG-KoA rediiktaz i¢in inhibitor aktivitenin yart émri aktif
metabolitlerin katkisi nedeniyle yaklasik 20-30 saattir (71,72).

2.6.6. ilag etkilesimleri

ilag etkilesimlerine bakildijinda CYP3A4 aktivitesini inhibe eden siklosporin, fibrik asit

tlrevleri, eritromisin, azol antifungaller ve niasinle etkilestigi bulunmustur (71,72).
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3.GEREC VE YONTEM:

3.1. Deney hayvanlari:

Deney icin 6-8 haftalik 18-20 gr agirhgindaki 28 adet ad libitum olarak beslenen BALB/c fare
kullanildi. Calisma icin kullanilan fareler Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Multidisipliner
Deney Hayvanlari Laboratuarindan temin edildi. Fareler klimal odalarda 12 saat aydinlik, 12
saat karanhk ortamda onceden dezenfekte edilmis plastik tabanl, zemine talas serili metal
korumali fare kafeslerinde muhafaza edildi. Calismada kullanilan BALB/c fareler Resim 1’de
verilmistir. Bu ¢alisma icin Dokuz Eyliil Universitesi Deney Hayvanlari Etik Kurulu’ndan etik
kurul onayr alinmistir.

Resim 1. Calismada kullanilan BALB/c fareler

3.2. Calisma Gruplari:

Calismaya dahil edilen 28 adet BALB/c fare her grupta 7 fare olacak sekilde 4 gruba ayrildi.
Grup 1 (n=7): Oda havasinda kalan ve herhangi bir tedavi verilmeyen kontrol grubu

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

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

Grup 4 (n=7): Astim modeli olusturularak deksametazon uygulanan grup
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3.3. Kronik astim modelinin olusturulmasi

Temelkovski ve arkadagslari tarafindan tanimlanan kronik astim modeli kullanildi (73). Kontrol
grubu (Grup 1) disindaki diger tum fareler 14 gin ara ile iki kez 10ug intraperitoneal tavuk
yumurta ovalbumin (OVA; Grade V, Sigma, St Louis, MO, USA) uygulanarak duyarhlastirildi.
Kontrol grubundaki farelere ayni yol ve miktarda salin solusyonu uygulandi. Duyarlilastirilan
farelere son immunizasyondan 7 gun sonra (21. glinde) baslamak Uzere, giinde 30 dakika stre ile
haftanin i¢ glind, 8 hafta boyunca steril salin igindeki %2.5’lik ovalbumin solusyonundan olusan
aerol inhale ettirildi. inhalasyon uygulamalari, jet nebulizator ile badll 40x30x20 cm
ebatlarindaki cam odacigin icine fareler gruplar halinde koyularak butlin viicut inhalasyon sistemi
ile yapildi. Bu nebulizator sistemi ile verilen aerosol <4um capinda >%80 partikil ayrismasina
olanak sagladi. Partikul konsantrasyonu 10-20mg/m3 idi. Kontrol grubundaki farelere de ayni
sistem ile salin inhalasyonu yaptirildi (73,74). Sekil 7°de kronik astim modeli olusturma

protokolu verilmistir.

Sekil 7. Kronik astim modeli olusturma protokoli

BRUNRIRNRn

snell A4 NBE NAD SR L84 005 RR0 68T 0

Tutraperitaeal Mebulize DA
s (21, wiiwden basbyurel 74 @ioe del, § bulin boyuncy, inllude 3 g i)
(1 var 14 giinler}

3.4. Calisma ilaglarinin verilmesi:

Ovalbumin inhalasyonunun son haftasinda plasebo grubundaki farelere salin, grup IlI’teki
farelere atorvastatin (Sanovel ilag/Tirkiye) 10 mg/kg/giin, Grup IV’deki farelere deksametazon 1
mg/kg/giin, intraperitoneal yol ile ardi ardina 5 gtin uygulandi.
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3.5. Hayvan yasamini sonlandirma zamani ve yontemi
Fareler son tedavinin uygulanmasindan 24 saat sonra 35 mg/kg ketamin ve 5mg/kg ksilazinin
intraperitoneal olarak verilmesi ile sakrifiye edildi.

3.6. Histolojik incelemeler

Tum farelerin sol akciger orta zonundan alinan doku ornekleri tedavi gruplarini bilmeyen iki
histolog tarafindan yapisal ve ultrayapisal degisiklikler agisindan incelendi. Elektron mikroskopik
inceleme icin 1-2 mm?* liik doku érnekleri gluteraldehid icinde ayrildi. Ornekler 1stk mikroskopik
degerlendirme acisindan %210’luk formalinde fikse edildi. Fiksasyon sonrasi doku o6rnekleri
parafine gomuldi. Daha sonra parafin bloklar 5 mikrometre (um) kalinhktaki seri kesitlere
bolindi. Her fare icin 10 kesit secildi ve boyama islemine alindi. Isik mikroskopik degerlendirme
icin 3 farkli boyama islemi uygulandi. Bir grup kesit doku yapilari ve orta ve kiglk hava
yollarinin epitel kalinhiklari, subepitelyal diiz kas kalinliklari gibi morfometrik degerlendirmeler
icin hematoksilen ve eosin (H&E) ile boyandi. Bu 6lglimler icin hava yolu iceren her kesitteki
3’er alandan Olympus BH-2 RFCA model mikroskopa (Olympus Optical Co. Ltd, Tokyo, Japan)
adapte olan digital kamera (JVC TK-890-E; JVC, Yokohama, Japan) ile fotomikrograflar cekildi
(74). Morfometrik analiz UTHSCSA Image Tool for Windows (The University of Texas Health
Science Center, San Antonio, Texas, USA) Version 3.00 ile yapildi. Epitel ve subepitelyal diiz
kas kalinhgr 2-3 farkh hava yolunun 8 farkli noktasindan kalibre edilmis mikrometrik 6l¢tim
cihazi ile 6lculdi. Sonraki kesitler Toluidin Blue ve Periodic asit Shiff (PAS) ile boyandi.
Toluidin Blue ile boyanan kesitlerin her birinden 5’er alan rastgele segilerek fotograflari alindi.
Mast hiicre sayimi icin standart 16400 mikrometre karelik (um?) alan kullanildi. Ayni metod her
faredeki PAS ile boyali 10’ar kesitte goblet sayimi icin de kullanildi. Her kesitte rastgele segilen
3-5 hava yolu fotograflandi. Bu alandaki goblet hiicre sayilari kaydedildi ve hava yolu cevresi
olclldi. Standardizasyon icin 100 mikrometre uzunluktaki goblet hiicre sayimi; toplam goblet
hicre sayisinin toplam hava yolu ¢evresinin uzunluguna béltinmesi ve sonucun 100 ile ¢arpiimasi
ile elde edildi (74). Doku ornekleri elektron mikroskopik de@erlendirme icin %2.5’luk
gluteraldehit ve osmium tetraoksit ile fikse edildi. Ardindan dokular Epon bloklara gémuldi.
Solunum yollari yari ince kesitlerden isaretlendi. Tam ince kesitler uranil asetat ve kursun sitrat
ile boyandi. Bu degerlendirme icin Libra 120 electron microscope (Carl Zeiss, Oberkochen,

Germany) kullanildi. Fotomikrograflar mikroskoba adapte TRS Sharpeye Dual Speed CCD
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Camera (Troendle, Moorenwies, Germany) ile ¢ekildi. Her farede 20 noktadan 6l¢iilen solunum
epitelinin bazal membran kalinhgi iTEM software package (version 5.0) (Olympus Soft Imaging
Solutions GmbH, Minster, Germany) programi kullanilarak elektron mikroskopu ile
degerlendirildi (74).

3.7. Akciger Dokusunda IL-4 ve IL-5 Ol¢iimii

Sakrifiye edilen farelerin sag akciger st lobu 2 mL’lik mikrosantrifiyj tlpine alindi ve oda IsisI
ile temas etmeden -80°C’da ¢alisma giiniine kadar saklandi. Calisma giinii -80 °C’dan ¢ikarilan
dokular +4°C de ¢ozlldi. Daha sonra buz tzerine alinan 6rneklerden 60-80 mg lik parca énceden
sogutulmus icinde 5 mm capinda paslanmaz ¢elik boncuk ve 1:7 oraninda fosfat tampon (pH:
7.2) olan tipe alindi. Mikrosantrifiij tupleri dnceden sogutulmus Tissuelyser LT raklarina alinip
TissueLyser (Qiagen-Almanya) doku homojenizasyon cihazina yerlestirildi. Frekans 50, zaman 5
dakikaya ayarlandi. Elde edilen homojenat +4°C de 5000 g de 10 dakika santrifuj edildi. Santrifuj
sonrasi elde edilen stpernatanlardan IL-4 ve IL-5 duzeyleri dretici firmanin onerileri
dogrultusunda ELISA yontemiyle ¢ahsildi (RayBio Mouse IL-4 Kit, RayBio Mouse IL-5 Kit).
ELISA plaklari 450 nm’de spektrofotometrik olarak degerlendirildi. (BioTek Synergy HT, USA)

3.8. istatistiksel analiz

istatistiksel analiz icin SPSS 11 istatistik programi (SPSS Inc., Chicago, lllinois, Amerika
Birlesik Devletleri) kullanildi. Veriler her grupta yedi farenin ortalama (Ort) £ standart deviasyon
(SD) degerleri olarak verildi. Verilerin normal dagilima uygunluklari Kolmogorov—Smirnov testi
ile degerlendirildi. Normal dagihm gosterenler icin tim grup verilerinin bir arada karsilastirilmasi
Bonferonni diizeltmeli tek yonli ANOVA testi (tek yonli varyans analizi) ile yapildi. 1L-4 ve IL-
5 olcimlerinde coklu grup ortalamalarinin karsilastiriimasinda Kruskal-Wallis, ikili grup
ortalamalarinin  karsilastiriimasinda Mann-Whitney U testleri kullanilmistir. istatistiksel

anlamlilik i¢in p<0.05 kabul edilmistir.
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4. BULGULAR
Her grupta 7 fare olmak Uzere 28 fare calismayl tamamladi. Kontrol grubu (Grup 1), plasebo

grubu (Grup I1), atorvastatin grubu (Grup I1l) ve deksametazon uygulanan grubun (Grup 1V)
bazal membran kalinligi, diz kas kalinligi, epitel yiksekligi, mast ve goblet hiicre sayilarini

iceren histolojik verileri Tablo 3’de verilmistir.

Tablo 3: Tum gruplarin histolojik parametreleri

Kontrol grubu  Plasebo grubu Atorvastatin Deksametazon
(Grup ) (Grup I1) grubu (Grup I11) grubu (Grup 1V)
(Ort£SD) (Ort+SD) (Ort£SD) (Ort£SD)
Bazal membran 270.11+ 17.09 659,65 + 31,67 532.46 + 12.18 509.79 + 27.68
kalinhig (nm)
Subepitelyal diuz 4.12+0.87 14.4+1.49 10.3+2.25 8.41+1.28
kas kalinhg (um)
Epitel yiiksekligi 25.3+3.78 33.0+7.32 29.7+5.10 28.9+6.63
(Hm)
Mast hiicre sayisi 0.32+0.58 2.67+1.00 1.05+£0.91 1.02+1.00
/16400 (Um?)
Goblet hiicre 0.61+0.77 258 +£1.89 1.29+1.24 1.05+1.07

sayis1 /100 pm
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Kontrol grubu (Grup 1) ile astim modeli olusturulup plasebo olarak salin uygulanan grubun (Grup

I) histolojik verileri karsilastirildiginda; plasebo grubunda bazal membran, diz kas ve epitel

kalinhiklarinin, mast ve goblet hiicre sayilarinin istatistiksel olarak anlamli sekilde artmis oldugu

gosterildi. Bu sonuglar astim modelinin calisma grubundaki farelerde basari ile olusturuldugunu

gostermistir. Her iki grubun karsilastirilan parametreleri (ortalama + standart hata) ve p degerleri

Tablo 4’de gosterilmistir.

Tablo 4: Kontrol grubu ile plasebo grubunun histolojik verilerinin karsilastiriimasi

Kontrol grubu Plasebo grup P

(Grup 1) (Grup 11)

(Ort£SD) (OrtxSD)
Bazal membran 270.11+ 17.09 659,65 + 31,67 0.000
kalinhgr (nm)
Subepitelyal diuz kas 4.12+0.87 14.4+1.49 0.000
kalinhigi (um)
Epitel ylksekligi 25.3+3.78 33.0+£7.32 0.000
(Hm)
Mast hicre sayisi/ 0.32+0.58 2.67+1.00 0.000
16400 (um?)
Goblet hicre sayisi 0.61+0.77 2.58+1.89 0.000

/100 pm
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Plasebo grubu (Grup I1) ile atorvastatin grubunun (Grup I11) histolojik verileri karsilastirildiginda

ise, atorvastatin uygulanan grupta, bazal membran (p: 0.000), duz kas (p: 0.000) ve epitel

yuksekliginin (p: 0.010), mast (p: 0.000) ve goblet hiicre sayisinin (p: 0.000) anlamli olarak

azalmis oldugu gosterildi. Her iki grubun karsilastirilan parametreleri (ortalama, £ standart hata)

ve p degerleri Tablo 5’de gdsterilmistir.

Tablo 5: Plasebo grubu ile atorvastatin grubunun histolojik verilerinin karsilastiriimasi

Plasebo grup Atorvastatin grubu P

(Grup 1) (Grup 1)

(Ort£SD) (Ort£SD)
Bazal membran 659,65 + 31,67 532.46 + 12.18 0.000
kalinhgr (nm)
Subepitelyal diz kas 14.4+1.49 10.3+2.25 0.000
kahnhgi (Um)
Epitel yuksekligi 33.0£7.32 29.745.10 0.010
(Hm)
Mast hicre sayisi/ 2.67+1.00 1.05+0.91 0.000
16400 (um2)
Goblet hicre sayisi 2.58 +1.89 1.29+1.24 0.000

/100 pm
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Plasebo grubu (Grup |II) ile deksametazon grubunun (Grup 1V) histolojik verileri
karsilastirildiginda ise, deksametazon uygulamasinin, bazal membran (p: 0.000), diz kas (p:
0.000) ve epitel yuksekliginin (p: 0.006), mast (p: 0.000) ve goblet hiicre sayisinin (p: 0.001)
anlamli olarak azaltmis oldugu gosterildi. Her iki grubun karsilastirilan parametreleri (ortalama, +

standart hata) ve p degerleri Tablo 6’da gosterilmistir.

Tablo 6: Plasebo grubu ile deksametazon grubunun histolojik verilerinin karsilastiriimasi

Plasebo grup Deksametazon grubu P

(Grup 1) (Grup 1V)

(Ort£SD) (Ort£SD)
Bazal membran 659,65 * 31,67 509.79 £ 27.68 0.000
kalinhgr (nm)
Subepitelyal diiz kas 14.4+1.49 8.41+1.28 0.000
kahnhgi (Um)
Epitel yuksekligi 33.0£7.32 28.9+6.63 0.006
(Hm)
Mast hicre sayisi/ 2.67+1.00 1.02+1.00 0.000
16400 (um2)
Goblet hicre sayisi 2.58 +1.89 1.05+1.07 0.001
/100 pm
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Atorvastatin grubu (Grup Ill) ile deksametazon grubunun (Grup 1V) histolojik verileri
karsilastirildiginda ise; iki grup arasinda bazal membran (p: 0.514), diz kas kalinhgi (p: 0.053),
epitel yiksekligi (p:0.450), mast hicre sayisi (p: 0.801) ve goblet hicre sayisi (p: 0.477)
acisindan anlamli farkhilik saptanmadi. Her iki grubun Kkarsilastirilan parametreleri (ortalama, +

standart hata) ve p degerleri Tablo 7°de gosterilmistir.

Tablo 7: Deksametazon grubu ile atorvastatin grubunun histolojik verilerinin karsilastiriimasi

Atorvastatin grup Deksametazon grubu P

(Grup 1) (Grup 1V)

(Ort£SD) (Ort£SD)
Bazal membran 532.46 + 12.18 509.79 + 27.68 0.513
kalinhgr (nm)
Subepitelyal diiz kas 10.3+2.25 8.41+1.28 0.053
kahnhgi (Um)
Epitel yuksekligi 29.745.10 28.9+6.63 0.450
(Hm)
Mast hicre sayisi/ 1.05+0.91 1.02+1.00 0.801
16400 (um2)
Goblet hicre sayisi 1.29+1.24 1.05+1.07 0.477
/100 pm
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Tum gruplarin 1sik ve elektron mikroskopik gortiniimleri asagida verilmistir (Resim 2-17).
Isik ve elektron mikroskopik calismalarda kontrol grubunda histolojik bulgular normal
saptanmistir (Resim 2-5).

Resim 2. Kontrol grubunun H&E boyali akciger kesitleri: Bronsiol yapilari ve parankim
olagan gorunimdedir. Epitel yiksekligi normal, subepitelyal diiz kas ince bir tabaka halinde
g6zlenmektedir (siyah ok)

Resim 3. Kontrol grubunun PAS boyal akciger kesitleri: Goblet hiicreleri minimal sayida
izlenmektedir (siyah ok).
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Resim 4. Kontrol grubunun toluidin mavisi boyali akciger kesitleri: Mast hiicresi (ok)
akciger parankiminde normal sayida izlenmektedir.

Resim 5: Kontrol grubunun akcider kesitlerinin elektron mikroskopik gérinimi: Bazal
membran dizenli ve ince (*), tek sira diiz kas hucreleri (Sm), silyali solunum yolu epiteli (C) ve
goblet hiicreleri (Gc) saglikh olarak izlenmektedir.
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Resim 6: Plasebo grubunda (Grup I1) akciger kesitleri (H&E boyama): Havayolunu
cevreleyen epitel yer yer ayrilmalar nedeni ile diizensiz ve yiksek boylu olarak gozlenmekte,
kalinlasmis diiz kas tabakas! dikkati cekmektedir (siyah basli ok). Peribronsiler alanlarda yaygin

monondikleer infiltrasyon (*) mevcuttur.

Resim 7: Plasebo grubunda (Grup I1) akciger kesitleri (PAS boyama): Akciger parenkiminde

artmis Goblet hucreleri (siyah ok) izlenmektedir.
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Resim 8: Plasebo grubunda (Grup Il) akciger kesitleri (Toluidin blue boyama): Akciger
parankiminde mast hticreleri (oklar) artmis olarak izlenmektedir

Resim 9: Plasebo grubunda (Grup I1) akciger kesitleri (Elektron mikroskopi): Subepitelyal
diz kalinligi artmis (Sm) kalinlasmis, goblet hiicreleri artmis (Gc) olarak izlenmektedir. Bazal
membran kalinlasmistir (*).
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Resim 10. Grup 111 ’Un (Atorvastatin) H&E ile boyali akciger kesitleri: Epitel yiksekligi
(siyah cift bash ok) ve diiz kas tabakasinin kalinhgi (siyah ok) plasebo grubuna goére azalmis
olarak izlenmektedir

Resim 11. Grup I1I’ln (Atorvastatin) PAS ile boyal akciger kesitleri: Goblet hiicreleri (siyah
ok) plasebo grubuna gore azalmistir
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Resim 12. Grup III’Gn (atorvastatin) toluidin mavisi ile boyah akciger kesitleri: Mast

hicreleri (siyah ok) plasebo grubuna gore azalmistir

Resim 13. Grup 11l (atorvastatin) akciger kesitlerinin elektron mikroskopik gérinima:
Bazal membran (*) plasebo grubuna gore daha ince izlenmektedir. Silyali solunum yolu epitel
hiicreleri © ve goblet hiicreleri (Gc) normal gérinimdedir.
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Resim 14. Grup 1V’in (deksametazon) H&E ile boyali akciger kesitleri: Epitel ylksekligi
(siyah cift basli ok) ve diiz kas tabakasi kalinhgi (siyah ok) azalmistir.

Resim 15. Grup 1V’Un (deksametazon) PAS ile boyali akciger kesitleri: Goblet hiicre (siyah
ok) sayisinda plasebo grubuna gore azalma saptanmistir.

43



Resim 16. Grup 1V’Un (deksametazon) toluidin mavisi ile boyal akciger kesitleri: Mast
hiicre (siyah ok) sayisinda plasebo grubuna gore azalma saptanmistir.

Resim 17. Grup 1V’Un (deksametazon) akciger kesitlerinin EM gdérinidmu: Bazal membran
kalinhgi (*) plasebo grubuna gore incedir ve diiz kas kalinligi (Sm) azalmistir

Akciger dokusundan bakilan IL-4 dlzeyi, hem atorvastatin hem de deksametazon grubunda
plasebo grubuna gore anlamli olarak disuk saptanmistir (p=0.00, p=0.00). Atorvastatin ve
dekzametazon gruplari arasinda ise I1L-4 dlzeyi acisindan bir farklilik saptanamamistir (p=0.38)
(Sekil 5).
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Gruplar arasi IL-4 Diizeyleri
mSeril
Kontrol Astim Atorvastatin  Deksametazon

Sekil 5. Gruplar arasindaki IL-4 diizeyleri (pg/ml)

Akciger dokusundan bakilan IL-5 dlzeyi, hem atorvastatin hem de deksametazon grubunda
plasebo grubuna gore anlamh olarak disuk saptanmistir (p=0.00, p=0.00). Atorvastatin ve
dekzametazon gruplari arasinda ise 1L-4 dlzeyi acisindan bir farklilik saptanamamistir (p=0.72)
(Sekil 6).

Gruplarin IL-5 Duzeyleri
mSeril
Kontrol Astim Atorvastatin  Deksametazon

Sekil 6. Gruplar arasindaki IL-5 diizeyleri (pg/ml)
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5. TARTISMA

Astim havayollarinda inflamasyon, yeniden yapilanma ve solunum fonksiyonlarinda dusus ile
karakterize kronik enflamatuar bir hastaliktir (75). Havayolu inflamasyonu patogenezdeki en
onemli unsurlardan birisidir. Havayollarinda inflamasyonun énemli bir sonucu, havayollarindaki
yapisal hiicrelerin ve ekstraselltler matriks elemanlarinin yapi, organizasyon ve fonksiyonlarinin
farklilasmasi ile gerceklesen ve remodeling diye adlandirilan degisikliklerdir. Goblet hiicre
hiperplazisi, bazal membranda kalinlasma, subepitelyal fibrozis, havayolu diz kaslarinda
hipertrofi/hiperplazi ve anjiogenezis remodeling slresince olusmaktadir (76). Havayollarindaki
inflamasyonu baskilamak, remodeling slrecini engellemek ve semptomlari azaltmak
ginimuzdeki tedavi yaklasimlari arasindadir. Her ne kadar su andaki tedaviler inflamasyonu

azaltsa da havayolu remodelingine etkileri azdir.

Astimin tedavisinde birgok ila¢ kullanilmaktadir. Bu ilaglarin en etkili olani steroidlerdir (77).
Steroidlerin astimda solunum fonksiyonlarinin diizelmesinde, havayolu asiri duyarlihginin
azalmasinda ve havayolu inflamasyonunun kontrol altina alinmasinda etkili oldugu gosterilmistir.
Steroidler mevcut yan etkilerinin azaltilmasi amaciyla inhaler formda kullaniimaktadir. Ancak
gerek sistemik ve lokal yan etkileri gerek ailelerde mevcut olan kortikofobi nedeniyle tedavi
uyumu azalmaktadir (78,79). Bu nedenlerden dolayi astimli hastalarda inflamasyonu baskilayan,
remodelingi engelleyen ve yan etkisi olmayan tercihen nonsteroid yapida mevcut tedavilere

alternatif tedavi seceneklerine ihtiyag vardir.

insanlardaki remodeling siirecini taklit eden astim modelleri, hayvan calismalarinda basari ile
olusturulmustur (73). Calismamizda kullandigimiz astim modeli en sik uygulanan modellerden
biridir. Calismamizda astimi destekleyen histolojik bulgulardan bazal mebran kalinligi, goblet
hlcre hiperplazisi, diz kas kalinhgi, mast hiicre sayisi ve epitel ylksekligi parametreleri
ovaalbumin verilerek astim modeli olusturulan fare grubunda plasebo verilen gruptan anlamli
olarak yiiksek bulunmustur (p=0.000). Bu durum remodeling ile iliskili histolojik degisikliklerin

astim hayvan modelinde basari ile olusturuldugunu desteklemistir.
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Astimda simdiye kadar bilinen en etkili tedavi steroidlerdir (77). Bundan dolay! ¢alismamizda
atorvastatinin etkinligini degerlendirmek ve karsilastirmak amaciyla bir grubumuza astim modeli
olusturarak steroid tedavisi verildi. Steroid verilen grup ile plasebo grubunu karsilastirdigimizda
bakilan tiim histolojik parametrelerde anlamli olarak azalma saptandi. Bu sekilde astim bulgulari

Uzerine steroidin etkinligi tekrar ortaya konuldu.

Atorvastatin verdigimiz grup ile steroid grubu karsilastirildiginda ise yine bakilan tim histolojik
parametrelerin dlzeltilmesi agisindan istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi. Bu da

atorvastatinin steroide yakin antienflamatuvar etkisinin olabilecegini distindirmektedir.

Hava yolu yeniden yapilanmasinda hava yolu tonusunu belirleyen en dnemli etkenlerden birisi de
havayolu diiz kasi olarak bilinmektedir. Astimlilarda hava yolundaki diiz kas hiicrelerinde hem
sayica artma hem de hacimce artma meydana gelmektedir. Migratuar 6zelligi olan bu hiicrelerden
kemokin, sitokin ayni zamanda ekstraselltler matriks salgilanmasi olmaktadir (80). Simcock ve
arkadaslari vaskuler endotelyal biytime faktort (VEGF) ile diiz kas iliskisini incelemisler ve diiz
kas yeniden yapilanmasinda rol aldiklarini géstermislerdir (81). VEGF ayni zamanda yeniden
yaptlanan hava yolunda damar genisliginde artisa ve yeni damar gelisimini saglayarak etkili
olmaktadir. Koumondouros ve arkadaslari mikrocevre ile hava yolu iliskisini koyunlarda
incelemis ve surekli ev tozu akarlarina maruz kalan hayvanlarda diiz kas hipertrofisi ve
vaskilarizasyonda artis saptamislardir. Bu degisimin oncelikle alt ve orta seviyedeki hava
yollarinda g6zlenmis olmasi olgularda meydana gelen kicik hava yolu hastaligr ile
iliskilendirilmis. Astimli olgularin hava yolundan alinan sekresyonlarda kontrol gruba gére daha
fazla VEGF ve anjiogenin saptanmis ve artmis vaskuler alanin hava yolu hastahigi ciddiyeti, hava
yolu obstriiksiyonun derecesi ve hava yolu kalibrasyonunda artisa yol actigi ileri stralmustir
(82). Daha guncel olarak Sziksz ve arkadaslarinin yapmis oldugu hayvan calismasinda allerjen
maruziyetinin akciger imman hicrelerinden salgilanan VEGF miktarinda artisa neden oldugu ve
bunun genetik yapidan bagimsiz bir mekanizma ile gercgeklestigi gosterilmistir (83). VEGF
saliniminin sadece endotelyal kaynakli olmadigini, eosinofil, makrofaj ve mast hiicrelerinden de
VEGF salgisi olabilecegi gosterilmistir. Fadini ve arkadaslarinin statinlerin antiinflamatuar etki
mekanizmasini incelemek icin yapmis olduklari hayvan calismasinda rosuvastatin verilmis

farelerde endotelyal progenitér hiicreler (EPC) incelenmistir. Vaskuloproliferatif ve
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rejenarasyonu duzenleme etkisi olan hiicrelerin statin alan grupta urettikleri inflamatuar molekadil
diizeyinde azalma ve EPC hucrelerin vaskuloproliferatif dzelliklerinde baskilanmaya yol actigi
izlenmigtir (84). Statinler ile yapilan deneysel modellerde simvastatin ile yapilmis iki gincel
calismada da 6zellikle hava yolundaki yeniden yapilanma (zerine etkilerden bahsetmektedir.
Shaafsma ve ekibinin calismasinda mevalonat kaskadi blokaji ile hava yolu yeniden
yapilanmasinda meydana gelen degisikleri incelemek igin astim modeli olusturulmus farelere
simvastatin verilerek hava yolu dokusu incelenmistir. Hava yolunda meydana gelen
fibroproliferatif dengenin ekstraselltiler matriks depolanmasinda artis ile sonuglanmasi
hipotezinden yola cikilarak bu degisimi tetikleyen timdor growth faktor-betal (TGF-B1)’i
salinimini etkileyen TNF-alfa ve IL-1 seviyelerinde simvastatin ile anlamli disme oldugu
gOzlenmistir. Bu etki simvastatinin hiicre ici posttranslasyonel sinyal molekil blokaji ile RhoA
‘yI bloke etmesine baglanmistir (85). Bizim calismamizda histolojik olarak subepitelyal kas
kalinligi 6lcilmis ve atorvastatin verilen grupta plasebo grubuna goére anlamli olarak dusik
saptanmistir. Bu sonu¢ her nekadar sitokin diizeyinde tarafimizca degerlendirilmemis olsada
atorvastatinin diz kas htcre hiperplazisini engelleme Uzerine etkilerini indirekt olarak

gostermektedir.

Astimda histolojik degisiklikler disinda hava yollarinda kronik bir inflamasyon sureci
yasanmaktadir. inflamasyonun tetiklenmesinde ve siirecin devaminda bugiine kadar tanimlanan
sitokinlerden en 6ne cikanlari IL-4, IL-5, IL-13 olmakla beraber son zamanlarda TNF-alfa ile
yaptlan calismalar daha carpici sonuclar gostermistir. TNF-alfa 6zellikle notrofil ve eosinofil
aktivasyonunda rol oynamakta ve eosinofillerin sitotoksik etkilerini artirmaktadir, yine diiz kas
hlcrelerinde kasiima kuvvetini artirdigina yonelik calismalar mevcuttur (86). Howarth ve
arkadaslarinin yaptigi calismada astim ataklarinda BAL’da TNF-alfa miktarinda artis
gosterilmistir (87). Berry ve Erin’in kendi gruplari ile yaptigi calismalarda ise refrakter astim ve
normal astiml olgularda TNF-alfa blokaji ile solunum fonksiyon testi ve semptom skorunda
dizelme gosterilmistir (88). Har Seong Nam ve ekibinin hayvan calismalarinda TNF-alfanin
biyolojik etkilesimi incelenmis ve TNF-alfa blokaji ile I1L-4, IL-5, IL-6’da baskilanma
saptanmistir. Camara ve Gabari’nin insan brons epitelinde yapmis oldugu calismada epitelyal
donistimi tetikleyen en 6nemli ajanin TNF-alfa ve IL-1 oldugu gosterilmistir (89). Statinlerin

antiinflamatuar etkileri hiicresel diizeyde de birgok alanda ¢esitli calismalarda gosterilmistir (90).
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Yapilan yayinlarda statinlerin makrofaj ve endotel gibi antijen sunan hicrelerde LFA-1 ve
MHCII baskilanmasi yaparak I6kositlerin ekstravazasyonunun engellenmesi, NK aktivitesinde
baskilanma ve TNF-alfa, IL-6 ve IL-1 seviyelerinde disme sagladigi gosterilmistir (91). Shyu ve
arkadaslarinin yapmis oldugu ¢alismada hiicre kiltirlerinde atorvastatinin etkisi incelenmis ve
atorvastatinin makrofajlardan salgilanan TNF-alfa seviylerinde dismeye yol actigi gosterilmistir
(92). Benzer bir calismanin daha ginceli Awad ve Sharif tarafindan yapilmis rosuvastatinin
immuinmoddlatuar etkileri incelenmistir. Bu calismada iskemik reperfuzyon hasari gelistirilmis
fare modelinde basta iskemik hepatit olmak Uzere kalp, akciger ve bobrek dokulari incelenmis ve
reperfuzyon hasari ile beraber rosuvastatin alan fare grubunda TNF-alfa, IL-6, monosit
kemoataktan protein-1 (MCP-1) dlzeylerinde azalma saptanirken antiinflamatuar 6zellikleri
bulunan IL-10 seviyelerinde artis gosterilmistir (93).

Statinlerin plazma kolesterol diizeyini disirmenin yaninda anti inflamatuar etkileri vardir.
Ozellikle 1L-4 ve IL-5 gibi sitokinler inflamasyonda ¢ok onemli rolleri bulunmaktadir. Kim ve
ark. yapmis oldugu bir ¢alismada ovalbumin ile indiiklenmis farelerde simvastatinin akciger
dokularinda IL-4 ve IL-5 sentezini engellemistir. Statinlerin ayni zamanda ovaalbumin spesifik
IgE seviyelerini de dusurdigu saptamislardir (104). McKey ve ark. yaptiklari baska bir calismada
ovalbumin ile duyarlastiriimis ve intraperitenoeal simvastatin ile tedavi edilmis fare modelinde
torasik lenf nodu kdlturlerinde 1L-4 ve IL-5 sekresyonlarinin azaldigi gosterilmistir. Ayni
zamanda BAL’da da IL-4 ve IL-5 seviyelerinde azalma saptanmistir. Astimda artmasiyla
havayolu inflamasyonuna neden olan IFN-6 Gretimininde lenf nodu Kiltirlerinde azaldigi
gosterilmistir. Yine ayni calismada simvastatin tedavisinin BAL’da eozinofil ve makrofaj
seviyelerini azalttigi gosterilmistir. inflamatuar hiicrelerin havayoluna gégii spesifik adhezyon
molekdlleri ve kemokinlerle olmaktadir. Eosinofiller ve makrofajlar LFA -1 salgilamaktadirlar ve

simvastatinin bu yolak tzerinden etkisinin oldugu gdsterilmistir (105).

Amir ve ark. yapmis oldugu bir ¢alismada ise ovalbumin ile duyarlanmis BALB/c farelerde
simvastatinin havayolu inflamasyonunu azaltmadaki roltinin blylk 6lciide mevalonata bagli
oldugunu gosterilmistir. Ayni zamanda simvastatinin Th2 ve TNF-alfa seviyelerini BAL

sivisinda azalttigida gosterilmistir. Simvastatinin 6nemli 6élglde akciger dokusunda IL-4, IL-13
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ve TNF-a seviyelerini azalttigi saptanmistir.  Yine ayni ¢alismada simvastatinin insan bronsial
diiz kas hiicre proliferasyonunu azaltti§i ve akciger kompliansini arttirdigi saptanmistir (106)
Amir ve arkadaslarinin daha sonra yaptigi baska bir ¢alismada ise simvastatinin goblet hiicre
hiperplazisi, Argl gibi profibrojenik mediatorlere etkileri arastiriimistir. Simvastatinin akciger
lavajinda IL-4 ve IL-13 artisiyla korelasyon gosteren Argl protein ekspresyonunu ve total
arginaz enzim aktivitesini baskilacigi belirtilmistir. Simvastatinin goblet hiicre hiperplazisini
azalttigi ve bunu IL-13 araciligiyla yaptigi yine bu calismada gosterilmistir (107).

IL-17 insan bronsial fibroblastlarinda ve insan havayolu diiz kas hiicrelerinde sitokin-kemokin
uretimini dolayisiyla havayollarinda alerjik reaksiyonlari arttirmaktadir. Imamura ve arkadaslar
ovalbumin ile sensitize edilmis BALB/c farelerine intraperitenoal pravastatin tedavisi
uygulamislar ve pravastatinin IL-17 Gretimini azaltarak OV A antijenine duyarlihgi baskiladigini
gostermislerdir. Sistemik immunizasyon sirasinda uygulanan pravastatin IL-17 dretiminin
baskilanmasi ile OVA ile uyarilan Th-2 tip cevabi baskiladi§i buna ek olarak OVA ile havayolu
challange uygulanan grupta eosinofilik havayolu inflamasyonunu IL-17 yi azaltarak yaptigini ve
akcigerde antijen sunan CD11 hcrelerini azalttigi belirtmislerdir. Bu calismada statinlerin
serumda IgE Uretimini ve torasik lenf nodundaki immunusitlerde sitokin Uretimini azalttigi da
gosterilmistir. Boylece statinlerin bu sitokini baskilayarak bronsial astimli hastalarda devam eden
havayolu inflamasyonunu baskiladigi saptanmistir (108).

Bizim calismamizda atorvastatin ve salin verilen fare grubunun akciger dokusundan bakilan IL-4,
IL-5 dizeyleri karsilastirildiginda atorvastatin verilen grupta anlamh olarak disik saptandi
(p<0.05). Yine Amir ve arkadaslarinin yapmis oldugu calismaya benzer sekilde goblet

hiperplazisinde azalma saptandi. Elde ettigimiz bu sonug literatur bilgilerini desteklemekte idi.

Atorvastatinin astim patogenezinde énemli rol oynayan mast hiicre degranulasyonu (zerine de
etkileri bulunmaktadir. Astimda mast hicreleri immunolojik ve non immunolojik olarak
degranile olmakta, daha énceden sentez edilmis histamin, triptaz, kimaz, kininogenaz, heparin ve
yeni sentez edilen PGD2, LTC4, LTD4, LTE4 ve PAF gibi enflamatuvar mediyatorler agiga
citkmakta ve astim bulgulari gelismektedir. Yapilan bir c¢alismada atorvastatinin, hem

immunolojik hem de non immunolojik stimuluslarla olusan mast hicre degranilasyonunu
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engelledigi gosterilmistir (94). Ayrica atorvastatin yine ge¢ faz alerjik reaksiyonda ve astim
patogenezinde 6nemli role sahip olan eozinofiller Gizerine de etkili oldugu ve alerjen uyarimi
sonrasinda BAL’da eozinofil toplanmasini inhibe ettigi gosterilmistir (95). Bizim calismamizda
atorvastatin verilen grup ile plasebo grubu histolojik olarak karsilastirildiginda atorvastatin

verilen grupta mast hiicre sayisinda belirgin azalma oldugu gosterildi (p=0.000).

Ayrica atorvastatin astim patogenezinde rol alan baska mediyatorler Uzerine de etkilidir. Platelet
aktive edici faktor (PAF) bunlardan bir tanesi olup atorvastatinin PAF antagonisti etkisi de
mevcuttur (96). PAF, astim ve diger alerjik hastaliklarin patogenezinde gorevli fosfolipid
yapisinda proinflamatuar bir mediyatordir. Eozinofiller, mast hicreleri, bazofiller, endotel
hicreleri, nétrofiller, monositler ve makrofajlar tarafindan fosfolipaz A2 ve asetiltransferazin bir
metabolik Grind olarak Uretilen PAF, aktive mast hucreleri ve bazofillerden histamin salinimini
uyarmaktadir. Hem hayvan hem de insan ¢alismalarinda PAF uygulamasinin astimda oldugu gibi
bronkokonstriksiyona, bronsiyal hiperreaktiviteye, enflamatuvar hiicre infiltrasyonuna, mukus
sekresyonuna, gaz degisiminde bozulmaya neden oldugu gosterilmistir (97,98). Astimh
hastalarda PAF reseptorlerinin arttigi, o6zellikle astim atagi sirasinda kanda PAF duzeylerinde
yukselme oldugu goéralmastar (99,100). Tum bunlarin  sonucunda PAF, havayolu
hiperreaktivitesinden ve havayollarinda hem allerjik hem de non alerjik inflamasyonun
devamindan sorumlu oldugu dustinilen énemli bir mediyatordir. Astimda 6énemli rolii olan bu
mediyat6rin antagonize edilmesinin astim tedavisinde yeri ile ilgili pek ¢ok calisma yapilmistir.
Potent, spesifik, oral olarak aktif bir PAF reseptor antagonisti olan Y-24180’nin hayvanlarda ve
astimh hastalarda kullanildiginda bronsiyal hiperreaktiviteyi azalttigi gosterilmistir (101). Baska
bir PAF antagonisti olan WEB2086’Iin PAF ile olusturulan bronkokonstriksiyonu duzelttigi
saptanmistir (102). Baska bir PAF antagonisti olan SR 27417A’Iin akut astim ataginda
kullanildigi bir calismada, SR 27417A’Iin FEV1, solunum yolu rezistansi, alveolar-arteiyel
oksijen gradiyenti ve arteriyel oksijen basincinda herhangi bir diizelme yapmadigi gosterilmistir
(103). Atorvastatinin enflamasyonda mast hiicre degrantlasyonu, eozinofil toplanmasi, IL-5, IL-
6, TNF-a, PAF vb. enflamasyon ve remodeling surecinde yer alan pek ¢ok olay! ve mediyatort
inhibe eden bir statindir. Bu nedenle sadece PAF antagonisti olan ilaglardan farkli olarak astim

tedavisinde daha etkili olabilecegi disuntlmustur.
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Ayrica eriskinlerde yapilan klinik calismalarda statinlerin astim (zerine etkilerinin olduklari
gosterilmistir. Cowan ve arkadaslarinin yapmis oldugu ¢alismada inhale steroid tedavisi alan
astimli hastalarin simvastatin kullanimi ile semptomlarinda diizelme ve inhale steroid ihtiyacinda
azalma etkisi incelenmistir. Calismaya alinma kriteri olarak inhale steroid kullanmadan 6nce
bakilan balgam eosinofilisi > %2 olan 51 hastaya kullanmakta olduklari fluticasone yanina 40 mg
simvastatin eklenerek inhale steroid dozu kademeli olarak dustrilmustir. Sonuglara bakildiginda
tedaviye statin eklenmesi ile beraber fluticason dozunun azaltildi§i gérilmastur (109).

Bizim calismamizin bazi kisithliklari mevcuttu. Ornegin; calisma az sayida hayvani
kapsamaktadir ve hayvan calismalarinda tespit edilen olumlu sonuclarin direk olarak insan
calismalarina uyarlayabilmek mimkin olamamaktadir. Ayrica; atorvastatin uygulamasinin
astimli  havayollarinda mevcut histolojik degisiklikleri duzeltici etkisinin devamli olup

olmayacagini belirleyecek izlem dénemi de bu ¢alisma plani icerisine dahil edilmemistir.

Sonug olarak bu calisma; atorvastatin uygulamasinin kronik astim olusturulan fare modelinde,
havayollarinin bazal membran kalinhgi, diiz kas ve epitel kalinhgi, mast ve goblet hiicre sayisi
dahil olmak Uzere degerlendirilmis olan tim histolojik degisiklikleri plaseboya oranla anlamli
olarak duzelttigini gostermistir. Atorvastatin ile deksametazon uygulamasinin histolojik
parametreler (zerine etkinligi karsilastirildiginda ise, her iki tedavi seklinin etkinligi arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmamistir. Bu calismanin sonuclari, atorvastatin’in
astimli  havayollarinda kronik yapisal degisiklikleri duzeltici etkisini gdstermistir, ancak
sonuglarin insanlara uyarlanmasi ve atorvastatinin astimda tek basina veya ek tedavi secenegi

olarak kullanilabilmesi igin yapilacak yeni ¢alismalara ihtiyag vardir.
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6.SONUCLAR

1. Grup | (kontrol grubu) ve Grup Il (plasebo grubu) karsilastirildiginda; bazal membran
kalinligr (p=0,000), subepitelyal diz kas tabakasi kalinligi (p=0.000), epitel yiksekligi
(p=0.000), goblet hicre sayisi (p=0.000) ve mast hiicre sayisini (p=0.000) iceren tim
parametrelerde istatistiksel olarak anlamh farklilik saptanmistir. Bu sonuglar astim modelinin
calisma grubundaki farelerde basari ile olusturuldugunu géstermistir.

2. Plasebo grubu (Grup II) ile atorvastatin grubunun (Grup IlI) histolojik parametreleri
karsilastirildiginda atorvastatin grubunda (Grup 11); bazal membran kalinhgr (p=0.000),
subepitelyal diiz kas tabakasi kalinhgi (p=0.000), epitel yuksekligi (p=0.010), goblet hiicre sayisi

(p=0.000) ve mast hiicre sayisinin (p=0.000) anlamli olarak azalmis oldugu gosterildi.

3. Deksametazon grubu (Grup 1V) ile plasebo grubunun (Grup IlI) histolojik parametreleri
karsilastirildiginda deksametazon grubunda (Grup 1V); bazal membran kalinligi (p=0.000),
subepitelyal diiz kas tabakasi kalinhgi (p=0.000), epitel yiksekligi (p=0.010), goblet hiicre sayisi

(p=0.000) ve mast hiicre sayisinin (p=0.000) anlamli olarak azalmis oldugu gosterildi.

4. Atorvastatin grubu (Grup III) ile deksametazon grubunun (Grup IV) histolojik verileri
karsilastirildiginda ise iki grup arasinda bazal membran (p=0.513), diz kas kalinhgi (p=0,053),
epitel kalinhgr (p=0.450), mast hiicre sayisi (p=0.801), goblet hiicre sayisi (p=0.477) acisindan
anlamh farkhlik saptanmadigi goruld.

5. Atorvastatin grubu (Grup IlI) ile plasebo grubunun (Grup II) sitokin dlzeyleri
karsilastirildiginda; atorvastatin grubunda IL-4 (p=0.000) ve IL-5 (p=0.000) dizeyleri anlaml
olarak disuk saptandi.

6. Atorvastatin grubu (Grup IlI) ile deksametazon grubunun (Grup 1V) sitokin dizeyleri

karsilastirildiginda ise iki grup arasinda IL-4 (p=0.380) ve IL-5 (p=0720) diizeyleri acisindan

anlamli farlilik saptanmadigi goralda.

53



7. Bu calismanin sonuclari atorvastatinin astimli havayollarinda kronik degisiklikler ve
yeniden yapilanma Uzerine iyilestirici etkileri oldugunu gostermistir. Ancak atorvastatinin
akcigerde inflamasyon ve yeniden yapilanma tzerine etkilerini degerlendirecek uzun sureli, ileri

calismalara ihtiyac vardir.
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