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Farelerde Deneysel Alerjik Konjonktivit Modeli Olusturulmasi

Development of an Allergic Conjunctivitis Model in Mice
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Ozet

Amag: Alerjik hastaliklarin fizyopatogenezinin daha iyi anlagilmast ve yeni ilaglarin geligtirilmesi icin yapilacak caligmalarda
kullanilmak iizere insandaki alerjik konjonktiviti simiile eden bir hayvan modeli gelistirmek.

Gere¢ ve Yontem: On iki erkek Balb/c fare, her birinde 6 fare bulunan 2 gruba ayrildi. Duyarlilagtirma i¢in, Grup 1'deki farelere, birinci ve
sekizinci giinlerde, Smg/ml ovalbiimin (OVA) ve 15mg/ml aliminyum hidroksit karigtminin 0,2 ml'lik soliisyonu; Grup 2'deki farelere ise 0.2
ml'lik salin soliisyonu intraperitoneal olarak injekte edildi. Deneysel alerjik konjonktiviti indiiklemek igin, Grup 1’deki farelerin gizlerine OVA
soliisyonu (Smg/ml) ile 15. ve 18. giinlerde antijen uyarimu (challenge) yapilirken; Grup 2'deki farelerin gozlerine ise Human Balanced Salt
Solution damlatildi. Klinik inceleme i¢in konjonktival 6dem, palpebral 6dem, konjonktival hiperemi ve sulanma degetlendirildi. Histopatolojik
inceleme icin eksize edilen gz kiireleri, goz kapaklari ve lakrimal glandlari, doku laboratuvarinin rutin progesine uygun olarak hazirlandi.
Hematoksilen-Eozin ve Toluidin Blue boyamalarina ek olarak Mast-hiicre triptaz ile Labeled Streptavidin—Biotin amplifikasyon yontemi ve 3,3"-
diaminobenzidine kullanilarak immiinohistokimyasal degerlendirme yapild:.

Sonuglar: Grup 1'deki farelerin gozlerinde belirgin olarak palpebral ve konjonktival 6dem olustugu, sulanma ve konjonktival
hiperemi ortaya ¢iktig1 gozlemlendi. Grup 2 (5,58+3,12) ile kargilagtirildiginda, subkonjonktival dokuyu infiltre eden ortalama mast
hiicre yogunlugu hiicre/mm?2 olarak, anlamli olarak Grup 1’de (alerji grubu, 23,17+7,46, p<0,0001) yiiksek bulundu. Her iki grupta
da subkonjonktival dokuda eozinofil ve lenfosit sayisinda ve vaskiiler yogunlukta artis izlenmedi.

Tartisma: Geligtirilen fare modeli insanlardaki alerjik konjonktivite klinik ve patofizyolojik agidan benzerlik gistermektedir ve yapilacak
yeni ¢aligmalara temel olugturacak niteliktedir.(Turk J Ophthalmol 2012; 42: 418-22)

Anahtar Kelimeler: Alerjik konjonktivit, fare modeli, ovalbiimin (OVA)

Summary

Purpose: To develop an animal model that simulates human allergic conjunctivitis to understand the physiopathogenesis of allergic
diseases and for developing novel therapeutic interventions.

Material and Method: BALB/c mice (12 males) were divided into two groups each comprised of six mice. For sensitization, on the
15t and 8th days, a 0.2 ml mixed solution, adjusted to a concentration to Smg/ml of ovalbumin (OVA) and 15mg/ml of aluminium
hydroxide, was administered intraperitoneally to the mice in Group 1 and 0.2 ml saline solution to the mice in Group 2. To induce
experimental allergic conjunctivitis, an antigen challenge was made on days 15 and 18, using an OVA solution (5mg/ml) instilled into
both eyes of the mice in Group 1; while the mice in Group 2 received Human Balanced Salt Solution instead of OVA. For the clinical
evaluation, the occurrence of conjunctival and palpebral oedema, conjunctival hyperaemia, and lacrimation were observed. For the
histological examination, eyeballs, eyelids, and lacrimal glands were removed and prepared according to the routine processing method
of the tissue laboratory. Immunohistochemical examination was made with mast cell tryptase using the labeled streptavidin—biotin
amplification method and 3.3’-diaminobenzidine, in addition to hematoxylin-eosin (HE), and toluidine blue (TB) staining.

Results: Evident conjunctival oedema, palpebral oedema, conjunctival hyperaemia, and lacrimation were observed in Group 1. Mean mast cell
density in cells/mm?2, infiltrating the subconjunctival tissue was significantly high in Group 1 (allergy group, 23.17+7.46, p<0.0001) when
compared to Group 2 (5.58+3.12). There was no increase in eosinophil and lymphocyte counts as well as vascular intensity in the subconjunctival
tissue in any group.

Discussion: The murine model developed is similar to the human allergic conjunctivitis both clinically and histopathologically and can
be used as a template for future studies. (Turk J Ophthalmol 2012; 42: 418-22)
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Giris

Bunun yerine “Genel popiilasyonun yaklagik %20’sinde alerjik
semptomlardan en az biri mevcuttur. Bunlarin ise yaklagik olarak
1/3’it de okiiler semptomlardir. Bazi géz alerjileri oldukga ciddi
semptomlara neden olur ve ciddi gz hastaligiyla sonuglanir. Alerjik
rinokonjonktivit, en yaygin alerjik goz hastaligidir.l Siklikla ailede
alerji oykiisii vardir. Bireyin kendisinde de bagka alerjik hastaliklar
olabilir (astma gibi). Alerjiye yatkin bireylerde, havada varolan
antijenler (alerjenler) konjonktivaya ve/veya nazal mukozaya temas
ederek, tip 1 hipersensitivite reaksiyonunu (lokal anaflaksi) stimiile
ederler. Calismamizda farelerde deneysel alerjik konjonktivit modeli
olusturulmasi ve bu modelin ileride yapilacak ¢aligmalarda
kullanilabilmesi amaglanmigtur.

Gerec ve Yontem

Caligmaya 8-12 haftalik 12 erkek Balb/c fare dahil edildi.
Fareler Adnan Menderes Universitesi Farmakoloji Departmani'ndan
temin edildi. Biitiin farelere, aragtirmalarda kullanilacak deney
hayvanlar: ile ilgili olarak, Association for Research in Vision and
Ophthalmology (ARVO) kurallarina uygun bi¢imde davranild: ve
bakim verildi. Fareler; alerji grubu (pozitif kontrol) ve negatif
kontrol grubu olmak iizere, sirastyla Grup 1 ve 2 olarak
adlandirilarak 2 gruba ayrildi. Her grupta 6 fare bulunmaktaydi.
Deneysel alerjik konjonktivit fare modelinin olugturulmas: Tablo
1’de gosterilmistir.

Resim 1. Duyarlilagtirma igin yapilan intraperitoneal OVA enjeksiyonunda
farenin pozisyonu ve uygulama yontemi goriilmektedir

Duyarlilagtirma

Tablo 1'de anlatildig1 gibi; duyarlilagtirma i¢in, Grup 1'deki
farelere, birinci ve sekizinci giinlerde Smg/ml ovalbiimin (OVA) ve
15mg/ml aliminyum hidroksit karigiminin 0,2 ml'lik soliisyonu
intraperitoneal olarak enjekte edildi (Resim 1). Grup 2’deki farelere
ise 0,2 ml'lik salin soltisyonu intraperitoneal olarak enjekte edildi.

Antijen Uyarimi

Deneysel alerjik konjonktiviti indiiklemek i¢in, Grup
1'deki farelerin gozlerine OVA soliisyonu (5Smg/ml) ile 15. ve
18. giinlerde antijen uyarimi (challenge) yapildi (Resim 2).
Grup 2'deki farelerin gozlerine ise Human Balanced Salt
Solution (HBSS) uyguland:.

Resim 2. A, Antijen uyarimi i¢in goze OVA damlatilmast igin farenin tutug
pozisyonu; B, damlatilmasi; C, damlatildiktan sonra farenin géziiniin slak
oldugu ve goziinii kist1g1 goriilmektedir

Tablo 1. Duyarlilastirma, gruplar icin antijen uyarimi (challenge) protokolii

SS*+OVAT IP¥ SS IP

HBSS#+OVA T** HBSS T

Grup 1 (n=6)

Es —

Grup 2 (n=06) = n

Es —

- +

* — Salin soliisyonu; T — Ovalbiimin; F — Intraperitoneal; # - Human Balanced Salt Solution; ** — Topikal

419



TJO 42; 6: 2012

Klinik Degerlendirme

Antijen uyarimindan 20 dakika sonra, farelerin hangi
gruplarda oldugunu bilmeyen bir gézlemci tarafindan, farelerin
klinik durumlari degerlendirildi ve konjonktivit olup
olmamalarina bakildi. Klinik olarak; konjonktival 6dem,
palpebral 6dem, konjonktival hiperemi ve sulanma olmak tizere
dort ana kriter degerlendirildi.

Histopatolojik Inceleme

Histopatolojik incelemeler tek kor olarak gerceklestirildi.
Farelerin gozlerine 18. giinde uygulanan son doz OVA
soliisyonu damlatildiktan 12 saat sonra, tiyopentotan sodyum
(Pentothal Sodium; Abbott Laboratories Inc.) ile sakrifikasyonu
takiben biitiin gruplardaki farelerin goz kiireleri, goz kapaklar:
ve lakrimal glandlari ¢ikarildi. Her farenin bir gozi
histopatolojik degerlendirme icin; difer gozii ise molekiiler
biyolojik inceleme i¢in kullanildi.

Biitiin 6rnekler, doku laboratuarinin olagan akigina uygun
olarak, %10’luk notral tamponize formol ile sabitlendi ve
parafine gomiildii. Hematoksilen-Eozin (HE) ve Toluidin Blue
(TB) islemlerine ek olarak Mast-hiicre triptaz boyamas: igin
kullanima hazir olan 4-pPm kalinligindaki yapigkanli cam
slaytlarin (MicroSlides Snowcoat X-tra; Surgipath, Richmond,
IL, USA) iizerine yerlestirildi.

Immiinohistokimyasal incelemeye, labeled Streptavidin-Biotin
(LSAB) amplifikasyon yontemini ve kromojen (Histostain-Plus
kits, cat.no. 85-9643; Zymed Laboratories, South San Francisco,
CA, USA) olarak 3,3’-diaminobenzidine (DAB) kullanan ticari
olarak elde edilebilir bir tarama kiti ile devam edildi.

Kesitler, Mast-hiicre triptaza kars: olugturulmus olan fare anti-
insan monoklonal antikorlari kullanilarak incelendi. Kesitler ksilen
icinde deparafinize ve derecelenmis etanol soliisyon serilerinde
dehidrate edildikten sonra 0,01 M sodyum sitrat tamponunda 20

dakika mikrodalga antijen gerialimina tabi tutuldu. Endojen
peroksidaz aktivitesi, 15 dakikalik %3’litk hidrojen peroksit ile
inhibe edildi. Tris-buffered salin (TBS; pH 7,6) i¢inde yikandiktan
sonra, kullanima hazir soliisyon kiti ile 10 dakika serum blokaj:
gerceklestirildi. Kesitler, 1 saat boyunca, primer antikor ile inkiibe
edildi, TBS iginde yikands; biotinlenmis sekonder antikor ile 10
dakika inkiibe edildi ve tekrar TBS ile yikandi. DAB ile ve
hematoksilen ile hafif zit boyanmaya ugrayan kesitlerin
inkiibasyonu ile baglanma goriiniir hale getirildi.

HE, TB ve immiinohistokimyasal boyanan 6rneklerin hepsi
151tk mikroskobu (Olympus BX50, Olympus Optical Co., Ltd,
Tokyo, Japan) altinda incelendi. Subkonjonktival doku, mast
hiicreleri, eozinofiller, lenfositler ve wvaskiiler yogunluk
ac¢isindan 40x giig altinda, 50 farkli bélgede basit mikrometrik
10x10 grid disk kullanilarak incelendi.

Istatistiksel Analiz

Farklt gruplardaki hiicre yogunluklarini karsilastirmak icin
Mann-Whitney U testi uygulandi. 0,05°den kiiciik bir p degeri
istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

Bulgular

Duyarlilagtirma ve antijen uyarimi sonrasinda, klinik agidan
da incelenen farelerin gozlerini ovugturduklari gozlemlendi.
Ayrica, Grup 2 ile karsilagtirildiginda, Grup 1'deki farelerde
belirgin olarak palpebral ve konjonktival 6dem olustugu, okiiler
sekresyon ve konjonktival hiperemi ortaya ¢iktigi gozlemlendi.
Grup 2'deki farelerde ise bu bulgularin hig biri yoktu.

Grup 1 ile kargilagtirildiginda (23,2+7,5 hiicre/mm?2),
subkonjonktival dokuyu infiltre eden ortalama mast hiicre
yogunlugu Grup 2’den (5,6+3,1 hiicre/mm?2) istatistiksel olarak
anlamli derecede fazla bulundu. (p<0,0001), (Sekil 1, Tablo 2,
Resimler 3, 4 ve 5). Hi¢bir grupta, subkonjonktival dokuda

Tablo 2. Subkonjonktival dokuyu infiltre eden ortalama mast hiicre yogunlugu Grup 1 (pozitif kontrol) ile karsilastirildiginda (23,2+7,5 hiicre/mm?), Grup 2
(negatif kontrol)'de (5,6+3,1 hiicre/mm?) istatistiksel olarak anlamli 6lgiide diisiik bulunmugtur (Mann-Whitney U test, p<0,0001)
Fareler Grup 1 (Pozitif kontrol) Fareler Grup 2 (Negatif kontrol)
1. fare OD 28 7. fare OD b}
1. fare OS 26 7. fare OS 2
2. fare OD 28 8. fare OD 3
2. fare OS 32 8. fare OS 2
3. fare OD 11 9. fare OD 8
3. fare OS 12 9. fare OS 8
4. fare OD 23 10. fare OD 9
4. fare OS 30 10. fare OS 12
5. fare OD 29 11. fare OD 6
S. fare OS 27 11. fare OS 4
6. fare OD 18 12. fare OD 5
6. fare OS 14 12. fare OS 3
23,2+7,5% 5,6+3,1%
* — Ortalama=Standart Deviasyon
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eozinofil ve lenfosit sayisinda ve vaskiiler yogunlukta artig
izlenmedi. Deney, her grup icin 4’er fare kullanilarak ikinci kez
tekrar edildi ve benzer sonuglar elde edildi.

Tartisma

Akut ve kronik alerjik konjonktivitlerin her ikisi de diinya
genelinde oldukca yaygindir.2 Alisilmig tibbi yaklagim, ilk
agama olarak topikal anti-histaminik ila¢ kullanmak; gerekirse
topikal kortikosteroid eklemektir. Ancak, kortikosteroidlerin
ozellikle kronik kullanimi, katarakt ve glokom gibi iyi bilinen
yan etkilerin gelismesine neden olabilir.

——p<0,0001 ———
30 -

J ]
o T

Grup 1 (Pozitif Kontrol) Grup 2 (Negatif Kontrol)

Sekil 1. Konjonktival dokularda, mast hiicre infiltrasyonu. Grup 1 (pozitif kon-
trol) ve Grup 2 (negatif kontrol) arasindaki fark istatistiksel olarak anlaml: idi
(Mann-Whitney U test, p<0,0001). Gubuklar standart deviasyonu gosteriyor

Resim 3. Konjonktivanin histopatolojik kesitlerinde [Hematoksilen-Eozin
(HE), x40} subkonjonktival dokuda mast hiicreleri (oklar) izleniyor. Grup 1
(pozitif kontrol), A; Grup 2 (negatif kontrol), B

Resim 4. Konjonktivanin histopatolojik kesitlerinde [ Toluidin Blue (TB), x40}
subkonjonktival dokuda mast hiicreleri (oklar) izleniyor. Grup 1 (pozitif
kontrol), A; Grup 2 (negatif kontrol), B

Olusturdugumuz modelde farelerde belirgin olarak palpebral
ve konjonktival 6dem olustugu, okiiler sekresyon ve konjonktival
hiperemi ortaya ¢iktigi gozlemlendi. Konjonktival dokularda,
mast hiicre infiltrasyonu yoniinden Grup 1 (pozitif kontrol) ve
Grup 2 (negatif kontrol) arasindaki fark istatistiksel olarak
anlamli idi. Subkonjonktival dokuyu infiltre eden ortalama mast
hiicre yogunlugu Grup 1 (pozitif kontrol) ile kargilagtirildiginda
(23,2+7,5 hiicre/mm?2), Grup 2 (negatif kontrol)de (5,6+3,1
hiicre/mm2) istatistiksel olarak anlamli 6lgiide disiik
bulunmusgtur (Mann-Whitney U test, p<0,0001).

Alerjik goz hastalifinda alinan konjonktival biyopsi ¢ok
sayida metakromatik olarak boyanmis mast hiicresi ile
karakterizedir.3 Doku mast hiicreleri, Tip 1 hipersensitivite
reaksiyonunda major rolii oynamaktadir. Immiinohistokimyasal
isaretleyici olarak kullanilan nétral proteaz ve triptaz varliginda,
biitiin alerjik hastalik tiplerinde, Ig E aracili mast hiicre
aktivasyonunu igaret eden bir durum olarak, mast hiicre sayilarinin
artmig oldugu goriiliir.4-6 Mast hiicresi, akut reaksiyonun
tetikleyicisi olarak ve aktivasyonun ge¢ faz cevabi ile devam
etmesini saglayarak, alerjik g6z hastali1 mekanizmasinin
merkezinde yer alir. Buna ek olarak, mast hiicreleri, alerjik goz
hastaligindaki multifonksiyonel rolleri olan sitokinlerin 6nemli
bir kaynagidir; bu da mast hiicrelerinin alerji mekanizmalarinda
merkezi bir géreve sahip olduklarini igaret eder. Mast hiicrelerinin
degraniilasyonlar1 sadece “mevsimsel alerjik konjonktivitin ani
semptomlarindan sorumlu olmayip, aynt zamanda okiiler alerjinin
biitiin tiplerindeki konjonktival inflamasyonun hizli bir sekilde
up-regiile edilmesini de saglayan depolanmis sitokinlerin Ig E
aracili salinimlarina da” 6nciiliik eder.”

Eozinofil, gozdeki alerjik hastalik siirecine katkida bulunan
diger bir hiicredir. Shoji ve ark.8 deneysel fare alerjik konjonktivit
modelinde, topikal deksametazon ve FKS506 tedavilerinin her
ikisinin de, eozinofillerin ve lenfositlerin subkonjonktival dokuya
infiltrasyonu suprese etmede etkili oldugunu rapor etmislerdir.
Opysa, bahsedilen ¢aligmada olugturulan akut alerji modelinde geg
donemde arttiklar: bilinen eozinofillerin ve lenfositleri artmasi
zaten beklenen bir sonug degildir.

Akut alerjik konjonktival hastalik, bizim ¢aligmamizda
oldugu gibi, mast hiicrelerinin infiltrasyonu ile karakterizedir,
eozinofillerin veya lenfositlerin degil.9-12  Ancak, mast
hiicrelerinin varligi, alerjik goz hastaliginin giiclii bir belirteci
olmasina ragmen; konjonktival siirtintii sitolojisinde olmamalari
alerjik hastaligi ekarte ettirmez.13 Atopik olmayan bireylerin

Resim 5. Konjonktiva dokusunun Mast-hiicre triptaz (oklar) ile

immiinohistokimyasal boyanmast (x40). Grup 1 (pozitif kontrol), A; Grup 2
(negatif kontrol), B
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normal konjonktiva epitelinde eozinofiller bulunmazl3, ancak
vernal keratokonjontivit olarak bilinen kronik alerjik goz
hastaliginda konjonktiva epitelinde, subepitelinde ve gizyaginda
saytlart cok yiiksek degerlere ulagabilir.l4 Mast hiicreler
tarafindan {iiretilen, platelet aktive edici faktor ve anaflaksinin
eozinofilik kemotaktik faktorii, her ikisi de, mast hiicrelerinden
daha sonra siirece katilacak olan eozinofiller i¢in kemotaktiktir.
Bu nedenle, eozinofillerin akut fazda goriilmesi beklenmez; daha
cok alerjik konjonktivitin kronik fazinda gériilmeleri beklenir.
Benzer big¢imde, bizim c¢aligmamizda da, eozinofillerde,
lenfositlerde veya subkonjonktival dokudaki vaskiilarizasyonda
art1 g6zlenmemistir.

Histaminin konjonktiva iizerindeki, IL-1, IL-6 ve IL-8
tiretiminin, ve intraseliiler adezyon molekiilii-1’in ekspresyonunun
indiiklenmesiyle olusturdugu, proinflamatuar etkisinin, histamin
saliniminin inhibisyonu ile devam etmesi engellenir.15

Friedlaender’'in16 da caligmasinda tarifledigi gibi; alerjik
stirecin akut fazi ile ilintili olarak goriilen klinik durumlardan,
farelerin gozlerini ovusturduklarini, palpebral ve konjonktival
odem olugtugunu, okiiler sekresyon ve konjonktival hiperemi
ortaya ¢iktigini gozlemledik.

Histopatolojik olarak ise tipk: insanlarda oldugu gibi;
subkonjonktival dokuyu infiltre eden ortalama mast hiicre
yogunlugunda artis oldu. Bonini ve ark.’ninl7 rapor ettigi gibi ge¢
donemde goriilmesi gereken subkonjonktival dokuda eozinofil ve
lenfosit sayisinda ve vaskiiler yogunlukta artig izlenmedi.

Farelerde olusturdugumuz deneysel akut alerjik goz
hastali31 modelinin insanlarda goriilen alerjik goz hastalig: ile
klinik ve patofizyolojik a¢idan ayni cevaplari verdigi
goriilmektedir. Ulkemizde alerjik konjonktivit ile ilgili ok
degerli caligmalar mevcuttur.18,19 Modelimizi hazirlarken,
iiniversitemizde ve diger aragtirma merkezlerinde gelecekte
yapilacak olan alerjik konjonktivit ¢aligmalarinda rahatlikla ve
glivenle kullanilabilecek bir model olusturmayt amagladik.
Alerjik hastaliklarin fizyopatolojilerinin daha iyi ve detayls
olarak  anlagilmasi
kullanilabilecek yeni ajanlarin gelistirilmesi amaciyla yapilacak
ileri ¢aligmalarda kullanilabilecek, oldukea basit, kisa siirede

amaciyla  ve/veya  tedavilerinde

olusturulabilen ve tekrarlandiginda ayni sonuglarin elde
edilebildigi bir model olusturdugumuzu diigiinmekteyiz.

Bu ¢aligma, alerjik hastaliklarin fizyopatogenezinin daha iyi
anlagilmas: ve yeni ilaglarin geligtirilmesi icin yapilacak
caligmalarda kullanilmak {izere, insandaki alerjik konjonktiviti
simiile eden bir hayvan modeli gelistirmek amaciyla yapilmis,
prospektif, randomize tek kor olarak gerceklestirilmis, deneysel
bir caligmadir. Caligmamizin sonuglari, insanlardaki alerjik
konjonktivitte goriilen klinik ve patogenez ile oldukga benzerlik
gostermesi ve tekrarlandifinda ayni sonuglarin alinmas: ile,
modelimizin, etkin, giivenilir ve ekonomik bir model oldugunu
gostermektedir. Modelimizin ileride yapilacak olan alerjik
konjonktivit ¢alismalarina Snemli bir temel olugturacagina
inanmaktayiz. Alerjik hastaliklarin  patogenezinin tiim
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detaylariyla aydinlatilabilmesi i¢in daha fazla deneysel ve klinik
calismaya gerek vardur.
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