T.C.
MERSIN UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI
TIBBi BiYOKIMYA ANABILIM DALI

KOAH’LI HASTALARDA REGULATUVAR
T HUOCRE DUZEYi

Dr. Gokgen ALICI SERT
UZMANLIK TEZi

DANISMAN
Dog. Dr. H. Giilgin ESKANDARI

MERSIN-2011



T.C.
MERSIN UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI
TIBBi BiYOKIMYA ANABILIM DALI

KOAH’LI HASTALARDA REGULATUVAR
T HUOCRE DUZEYi

Dr. Gokgen ALICI SERT
UZMANLIK TEZi

DANISMAN
Dog. Dr. H. Giilgin ESKANDARI

Bu tez, BAP-TF TTB (GAS) 2009-8 TU kodlu proje olarak

Mersin Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir.

MERSIN-2011



TESEKKUR

Uzmanlik egitimim suresince her zaman destek ve yardimlarini yanimda
hissettigim bilgisini, sabrini ve hosgorisini esirgemeyen tezimin hazirlanmasinda
blyluk emegi gecen degerli Hocam Dog. Dr. Gulgin Eskandari’ye,

Egitimim sdresince bilgi ve deneyimlerinden vyararlandigim destek ve
yardimlarini esirgemeyen degerli Hocalarim; Prof. Ugur Atik, Prof. Dr. Gurblz Polat,
Prof. Dr. Lultfer Tamer GUmuUs, Dog. Dr. Burak Cimen’e ve hocaliginin yani sira bir
agabey yakinhgi gésteren Dog. Dr. Necati Muslu’ya,

Tezime ait hasta grubu Orneklerinin toplanmasi ve tezimin klinik surecindeki
katkilarindan dolayr Gogus Hastaliklari Anabilim Dali 6gretim Uyelerinden Prof. Dr.
Mukadder Calikoglu’na, asistan arkadaslarim Dr. Bahri Temuray, Dr. Nalan Géloglu ve
Dr. Cihan Yucel'e ve SFT personellerine,

Tezimin istatistik analizinde yardimlarini esirgemeyen Biyoistatistik Anabilim
Dalindan Ars. Gér. Dr. ilter Helvacr'ya,

Tezimin laboratuvar asamasindaki katkilarindan dolay! calisma arkadasim
Cemil Gulim’e ve uyumlu ¢alisma ortami saglayan tum teknisyen arkadaslarima,

Asistanligima basladigim ilk gunden bu yana kendimi sansh hissettigim ve
birlikte galismaktan mutluluk duydugum tim asistan arkadaslarima,

Yasamim suresince her zaman destek ve sevgilerini yani basimda hissettigim
canim aileme,

Sabri ve sevgisiyle hep yanimda oldugu igin sevgili esim Gultekin Sert’'e

En igten duygularimla tesekkur ederim.

Dr. Gokgen ALICI SERT



iICINDEKILER

OZET
INGILiZCE OZET
GIRIS VE AMAC
GENEL BILGILER
KOAH
Tanim
Evreleme
Epidemiyoloji ve Prevelans
Risk Faktorleri
Patoloji
Patogenez
inflamasyon
Proteaz antiproteaz dengesizligi
Oksidatif stres
Fizyopatoloji
Klinik
Tani
Sistemik Etkiler
IMMUN SISTEM
Dogal immiinite
Edinsel immiinite
immunolojik Tolerans
T Hucrelerinde Santral Tolerans
Periferik T Lenfosit Toleransi
Periferik Kan Lenfosit Gruplari
REGULATUVAR T HUCRE
Regulatuvar T Hucre Siniflamasi
Dogal Treg Hiicreleri (Natural Treg, nTreg)

Sayfa No

10
10

11
12
14
16
16
18
18
19
20
20
22
22
23
23
24
25
26
29
30
30
30



Adaptif (inducible) Treg Hiicreler
Regulatuvar T Hucrelerin Molekuler Karakteristikleri
Regulatuvar T Hucrelerin Etki Mekanizmalari
Otoimmun Hastaliklarda Regulatuvar T Hiicre Rolii
KOAH’ta IMMUNITE
KOAH’ta Dogal immiin Sistem
KOAH’ta Edinsel immiin Sistem
GEREC VE YONTEMLER
Calisma Grubu
Solunum Fonksiyon Testleri
Kullanilan Ara¢ ve Geregler
Kullanilan Reaktif ve Kitler
Orneklerin Toplanmasi
Periferik Kan Mononiikleer Hiicre izolasyonu
Hazirlanan Solusyonlar
Calisma Prosediirii
Flowsitometrik Degerlendirme
istatistiksel Analiz
BULGULAR
TARTISMA
SONUGC VE ONERILER
KAYNAKLAR
SIMGELER ve KISALTMALAR DiZziNi
SEKILLER DiZiNi
TABLOLAR DiziNi
EKLER
EK 1. Saglikl/Hasta Goniillii Denekler icin Bilgilendirilmis Olur Formu Ornegi

30
32
37
38
39
39
40

42
42
42
43
44
44
45
45
46
51
52
64
72
73
83
86
88



OZET

Kronik Obstruktif Akciger Hastaligi (KOAH), irreversible ve genellikle
ilerleyici hava akimi kisitlamasi ile karakterize bir hastalik olup, zararh partikll
ve gazlara karsi akcigerlerde gelisen anormal inflamatuvar yanitla iliskilidir.
Sigara icimi KOAH patogenezinde en dnemli yeri tutarken, tim sigara i¢cenlerde
KOAH gelismemektedir. immiin homeostazda énemli rolii olan immiinmodiilatér
ve antiinflamatuvar etkilere sahip regulatuvar T hicrelerin (Treg) KOAH
patogenezindeki rolu ile ilgili kisith sayida ¢alisma bulunmaktadir. Bu ¢alismada
Treg hicrelerin KOAH'taki rolunu belirlemeyi amagladik.

Bu caligmaya Mersin Universitesi Saglik Arastirma ve Uygulama Merkezi
Hastanesi Go6gus Hastaliklari poliklinigine basvuran GOLD 2009 (Global
Initiative for Chronic Obstructive Lung Disease; KOAHa karsi kuresel girisim)
kriterlerine gore klinik ve spirometrik olarak KOAH tanisi almig 79 stabil hasta
ile sigara icen 30 ve sigara icmeyen 30 saglikl birey kontrol grubu olarak alindi.
KOAH’lI hastalar evrelerine gore 3 gruba (hafif, orta, agir) ayrildi. Kontrol ve
hasta gruplarinda periferik kanda flow sitometri yéntemi ile CD3+, CD19+,
CD4+, CD8+, CD4+CD25+FoxP3+ (Treg) hucre yuzdeleri ve absolut sayi/uL
duzeyleri ile CD4 /CD8 oranlari hesaplandi.

Calismamizda stabil KOAH'lI hasta ve subgruplari (hafif, orta, agir) ile
kontrol gruplari arasinda yapmis oldugumuz karsilagtirmalarda sigara icen
kontrol grubuna gore KOAH grubu ile hafif ve orta KOAH subgruplarinda CD4
hiicre yuzdeleri istatistiksel olarak anlamh dugus gosterirken, bu digus absolut
sayida gozlenmedi. CD4/CD8 oranlarini sigara icen kontrol grubuna gore KOAH
ve KOAH subgruplarinda istatistiksel olarak anlamh dusik bulduk. Treg
dizeylerini ise KOAH’lilarda sigara i¢gen kontrol grubuna goére, agir ve orta
KOAH’lI hastalarda da her iki kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlaml
duzeyde artmis saptadik.

Sonug olarak periferik kanda normal akciger fonksiyonuna sahip sigara
icenlerde Treg duzeylerinin  duslik olmasi, KOAH hastalarinda olusan
inflamasyona sekonder olarak regulatuvar T hicre duzeyinin arttigini ve
KOAHlI  hastalarda Treg artig  derecesinin  hastaligin  evresiyle

iliskilendirilebilecegini disinmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: inflamasyon, KOAH, Treg



ABSTRACT

COPD disease is characterized by irreversible and generally progressive
airflow limitation and COPD is associated with an abnormal inflammatory
response against harmful particles and gases in the lungs. Cigarette smoking is
the most important role in the pathogenesis of COPD, but COPD does’'nt occur
in all smokers. There is a limited number of studies on the role of regulatory T
cells (Treg) which has immunomodulatory, anti-inflammatory effects and
important role in immun homeostasis in the pathogenesis of COPD. In this

study, we aimed to determine the role of Treg cells in patients with COPD.

In this study, we studied 79 stable patients attended to Mersin University
Medical Faculty Hospital, Chest Diseases Clinic, that clinical and spirometric
diagnosis of COPD according to GOLD 2009 criteria and 30 smokers and 30
non-smokers healthy individuals as control groups. COPD patients were divided
into 3 groups according to the stage (mild, medium, severe). In the control and
patient groups, peripheral blood CD3+, CD19+, CD4+, CD8+,
CD4+CD25+FOXP3+ (Treg) percentages and absolute numbers of cells/uL and
CD4 / CDS8 ratios were investigated by flow cytometry.

In our study, we made comparison between patients with stable COPD
and disease subgroups (mild, moderate, severe) with control groups.
Comparison of the smoking control group with COPD and mild, moderate
COPD subgroups showed a statistically significant decrease of CD4 cell
percentages, but this decrease was not observed in absolute numbers. We
determined statistically significantly lower CD4/CD8 ratios of COPD and COPD
subgroups than the smoking control group. We observed Treg levels in COPD
patients were higher than smoking control group. Treg levels in patients with
severe and moderate COPD were significantly increased compared to both of

control groups.

According to the finding of decreased levels of Treg in peripheral blood of
smokers with normal lung function and the increased number of Treg cells in
patients with COPD, we think that the increase may be secondary to

inflammation and it is associated with disease severity.

Key words: COPD, Inflammation, Treg



GIRIS VE AMAG

KOAH, tam olarak geri donisli olmayan hava akimi kisitlanmasi ile
karakterize, onlenebilir bir hastaliktir. KOAH’In tipik 6zelligi olan yerlesik hava
akimi kisittamasi, genellikle ilerleyicidir ve zararl partikullere karsi akcigerlerde
gelisen anormal inflamatuvar yanit ile iligkilidir. KOAH akcigerleri etkilemekle
birlikte, ciddi sistemik etkilere de yol acabilmektedir’.

KOAH artik tim dinyada onemli bir morbidite ve mortalite nedenidir,
ayrica giderek artan ekonomik ve sosyal yuke neden olmaktadir. Dinya Saglik
Orgiité’niin yayinladigi 2002 Diinya Saglik Raporuna gére KOAH tiim diinyada
5. 6lim nedeni olarak kabul edilmekte ve her yil yaklasik 2,7 milyon kisi KOAH
nedeniyle 6lmektedir?.

Sigara KOAH gelisiminde en dnemli risk faktorudur ve hastaliktan %80-
90 oraninda sorumludur. Tum sigara igicilerde %50 oraninda kronik bronsit,
%15-20 oraninda da KOAH gelismektedir®*.

Sigara icen ve KOAH'1 olan kigiler ile, sigara igcen fakat KOAH’I olmayan
kisilerde inflamasyon acisindan fark olup olmadigi, cerrahi rezeksiyon ile elde
edilen akciger orneklerinde arastirilmigtir. Sigara icen ve KOAH gelismis
kisilerin hava yollarinda, digerlerinden farkli olarak, fazla sayida CD8+ T
lenfositler mevcuttur. Obstruksiyonun agir derecede oldugu KOAH hastalarinda
ise, asemptomatik sigara i¢cenlerden ve hafif obstriksiyonlu sigara icenlerden
farkli olarak, nétrofiller baskindir ve hava akimi kisittanmasinin derecesi ile
korelasyon gostermektedir®. Sigara icimi sadece havayollari ve akcigerde
inflamasyona sebep olmaz; ayni zamanda sistemik olarak hucresel ve humoral
inflamasyon, oksidatif stres, vazomotor ve endotel fonksiyonlarinda degisiklik,
prokoagiilan faktérlerde artis gibi etkilere de sebep olur®.

Uzun yillar KOAH patogenezinde dogal immun yanitin baskin bir roll
oldugu dusgunuilurken, edinsel immun yanitin roli ise gormezden gelinmistir.
Oysa son vyillarda yapilan c¢alismalarda KOAH patogenezinde edinsel
immunitenin katkisi oldugunu vurgulayan ciddi kanitlar dne surtlmustur. Edinsel
immUn yanittaki bozukluklar, immun htcrelerin (T ve B lenfositler)
regulasyonunda bir defekt ya da hicre 6lumu sebebiyle ortaya ¢ikabilecegi gibi
yeni antijenlerin (self veya yabanci) olusmasiyla da meydana gelebilir. KOAH

icin asil risk faktdori olan sigara kullanimi, lenfositlerin proliferasyon ve 6lim



yolaklarini degistirir ve ortaya ¢ikan proteinlerin dogrudan oksidasyonuyla yeni
antijenik epitoplar olusturabilir. Viral enfeksiyonlar ve ¢evresel partikul kaynakli
oksidatif stres de yeni epitop gelisimine katkida bulunabilir. Ozetle KOAH'ta
edinsel immin vyaniti arttiracak birgok farkli potansiyel mekanizma
bulunmaktadir’.

2001 yilinda yayinlanan Sakaguchi ve arkadaslarinin derlemesinde
CD4+CD25+T hucreleri regulatuvar T htcreleri olarak adlandiriimig ve yeni bir
T hicre alt grubu olarak ortaya konulmustur. Baskilayici hlcreler zaman
icerisinde CD4+CD25+ Treg hiicreleri olarak anilmaya baslanmistir®.

Regulatuvar T hucreler periferik tolerans yoluyla otoimmuniteyi kontrol
eden, antiinflamatuvar etkilere de sahip, immuin regulatuvar hicrelerdir.
Regulatuvar T hicreleri dogal (natural) ve adaptif Treg olarak
siniflandinimaktadir. Ateroskleroz ve romatoid artrit gibi bircok kronik
inflamatuvar ve otoimmun hastalikta Treg regulasyonunun anormal oldugu
goOrulmus olmasina kargin, KOAH igin ayni durumun s6z konusu olup olmadigi
heniz netlik kazanmamistir. KOAH'da regulatuvar T hicrelerin rolinin
anlasilmasi; hastaligin patogenezinin aydinlatimasinda oOnemli bir rol
iistlenecektir’.

KOAH ile Treg iliskisini ortaya koymaya yodnelik az sayida c¢alisma
celiskili sonuclar icermektedir. Bu galismalarda 6zellikle 6rnek sayilarinin az
oldugu dikkat cekicidir. invazif yéntemler olan bronkoalveolar lavaj (BAL),
bronkoskopik akciger biyopsi materyali gibi Ornekler Uzerinde yapilan
calismalarda 6rnek sayisi istenilen dizeyde olmamaktadir. KOAH primer olarak
akcigerlerin hastaligi olmakla birlikte kaseksi, iskelet kas disfonksiyonu,
depresyon ve osteoporoz gibi akciger disinda gerceklesen belirtiler, KOAH'In
sistemik bir hastalik oldugunu disiindiirmektedir'®. Lenfositlerin inflamasyon
alanindan, bdlgesel lenf nodlarina ve sistemik dolagima gogu bilinen bir
gercektir'™™. Bu nedenle calismanin periferik kanda yapilmasi lenfositlerin kolay
izole edilebildigi noninvazif bir ydontem sadlar.

Bu calismada, KOAH’lI hastalar ve normal akciger fonksiyonuna sahip
saglikh sigara igcen ve hi¢ sigara kullanmayanlardan olusan kontrol grubunda
anahtar rolu olduguna inanilan Treg hucreler periferik kanda bakilarak, bu

hicrelerin dagilimindaki potansiyel farklari incelemeyi, ayrica KOAH’da énemli



bir risk faktord oldugu bilinen sigara kullaniminin regulatuvar T hlcre yanitina

sistemik etkisinin varligini ortaya koymay1 amacladik.



GENEL BILGILER

Kronik Obstruktif Akciger Hastaligi

Tanim

KOAH irreversible ve genellikle ilerleyici hava akimi kisitlamasi ile
karakterize bir hastalik olup, zararl partikil ve gazlara kargi akcigerlerde
gelisen anormal inflamatuvar yanitla iligkilidir. Temel olarak akcigerleri
etkilemekle birlikte, KOAH ciddi sistemik etkilere de yol acabilen bir hastaliktir*.

ATS (American Thoracic Society; Amerikan Toraks Dernegi)’nin 1995
yilinda yayinladigi Tani ve Tedavi Rehberinde KOAH “kronik bronsit ve
amfizeme bagli olarak gelisen hava akimi obstriksiyonu” olarak tanimlanmistir.
ERS (European Respiratory Society; Avrupa Gogus Hastaliklari Toplulugu) ise
ayni yil yayinladigi Tani ve Tedavi Rehberinde KOAH'I “azalmig maksimum
ekspiratuvar akim ile karakterize bir hastalik” olarak tanimlamistir'.

Kronik bronsit, klinik bir tanim olup, akciger tuberkulozu, bronsektazi,
akciger absesi gibi baska bir hastaliga baglanmayan, birbirini izleyen en az iki
yil boyunca, her yil en az U¢ ay devam eden oOksurUk ve balgam c¢ikarma
durumudur. Amfizem ise patolojik bir tanimdir. Terminal brongiyollerin
distalindeki hava yollarinin, belirgin fibrozisin eglik etmedigi duvar hasari ile
birlikte anormal ve kalici genislemesidir*.

Evreleme

KOAH’In tanisinda ve siniflamasinda spirometrik olgumler kullanilr.
Tablo1’de hastaligin siddetinin dort evreye ayrildigi spirometrik fonksiyonel
siniflandirma gorilmektedir*?.

Evre 1- Hafif KOAH: Hafif hava akimi kisittanmasi ile karakterizedir. Kronik
Okslruk ve balgam cikarma semptomlari olabilir, ama her zaman yoktur. Bu
evrede, kisi genellikle akciger fonksiyonlarinin anormal oldugunun farkinda
degildir.

Evre 2-Orta KOAH: Hava akimi kisitlanmasindaki artigla karakterizedir. Tipik
olarak efora bagh nefes darligi vardir. Hastalar genellikle bu evrede
hastaliklarinin alevilenmesi nedeni ile hekime basvurmaktadirlar.

Evre 3-Agir KOAH: Hava akimi kisittanmasinda agirlasma, nefes darliginda
artis, egzersiz kapasitesinde azalma, halsizlik ve hastanin yasam kalitesinde

olumsuz etki yapan tekrarlayan ataklarla karakterizedir.
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Evre 4-Cok Agir KOAH: Siddetli hava akimi kisittanmasi ile karakterizedir.
Genellikle hastaliga solunum yetersizligi ve kor pulmonale de eglik eder. Bu
evrede yasam kalitesi ¢ok bozulmustur ve ataklar yasami tehdit edici dizeyde

olmaktadir.

Tablo 1: KOAH’In fonksiyonel siniflandiriimasi.

EVRE OZELLIKLERI

1. Hafif KOAH FEV./FVC<%70
FEV.= %80 (beklenen)

2. Orta KOAH FEV4/FVC<%T70
%50<FEV1<%80 (beklenen)

3. Agir KOAH FEV./FVC<%70
%30<FEV1<%50 (beklenen)

4. Cok Agir KOAH FEV4/FVC< %70
FEV,<%30 (beklenen) ya da FEV,<%50 (beklenen)

arti kronik solunum yetmezIigi

FEV.: 1. saniye zorlu ekspirasyon volimi
FVC: Zorlu Vital Kapasite

Epidemiyoloji ve Prevelans

KOAH, tum dunyada ve ulkemizde sik gorulen morbidite ve mortalite
nedenlerinden biridir. Hastaligin prevalansi ve morbiditesi hakkindaki
bilgilerimiz, hastaligin toplam yUkdnin ancak kugik bir kismini temsil
etmektedir. Clnkl KOAH Klinik olarak belirgin hale gelinceye kadar genellikle
teshis edilememektedir'?.

40 yas ve uzerinde KOAH prevelansi 1990-2004 vyillari arasinda
yayimlanan c¢aligmalarin metaanalizinde %10 olarak bulunmus iken, son
yillarda yapilan BOLD (Burden of Obstructive Lung Disease Initiative; Akciger
Hastaliklari YUkU Girisimi) ve PLATINO (Latin American Project for the
Investigation of Obstructive Lung Disease; Obstruktif Akciger Hastaliklarini
Arastirmaya Yonelik Latin Amerika Projesi) ¢calismalarinda bu oranin artik pek

11



cok Ulkede %20 civarinda oldugu, yas ve sigara icme yogunlugu ile bu oranin
giderek arttigi bildirilmistir’>. 1976 yilinda Ankara Etimesgut bélgesinde yapilan
bir calismada, Turkiye'de 40 yas Ustindeki KOAH prevalansinin %13,6 oldugu
(erkeklerde %20,1, kadinlarda %8,2) bildirilmistir'®. BOLD calismasinin Adana
ilindeki kolunda KOAH prevelansinin 40 yas Uzerinde %19,1 (erkeklerde %29,3,
kadinlarda %9,9) oldugu bildirilmistir*”.

KOAH artik tim dldnyada 6nemli bir morbidite ve mortalite nedenidir.
Diinya Saglk Orgiiti’'niin yayinladigi 2002 Diinya Saglik Raporuna gére KOAH
tum dunyada 5. 6lum nedeni olarak kabul edilmekte ve her yil yaklagik 2,7
milyon kisi KOAH nedeniyle dlmektedir®. Prevalansi ve mortalite hizlar iilkeler
arasinda anlamli farkhliklar géstermekle birlikte, hastaligin yeterince
bilinmemesi, tani konulamamasi ve takip yetersizligi nedeniyle mortalite ve
morbidite verilerinin givenilirligi etkilenmektedir'®,

Risk Faktorleri

Gunumuizde U¢ risk faktérinin KOAH gelisimindeki roli c¢ok iyi
bilinmektedir. Bunlar sigara i¢cimi, mesleki/cevresel toz-dumana maruz kalma ve
kalitsal alfa-1 antitripsin  (AAT) eksikligidir. Bunlara ek olarak bazi risk
faktorlerinin KOAH gelisiminde rol oynayabilecegi diisiiniilmektedir (Tablo 2) 2.

Tablo 2: KOAH' ta risk faktorleri.

Cevresel Faktorler Kigiye Bagh Faktorler
= Sigara igimi = Genetik faktorler
c
'g = Mesleksel toz ve dumanlar (alfa-1 antitripsin eksikligi)
¢
= ¢ ve dig ortam Kirliligi = Diger genetik faktorler
= Sosyoekonomik faktorler = Cinsiyet
= Beslenme; = rk
E Yuksek tuzlu diyet = Oksidatif stres
o . ol 5 . 3 S
Antioksidan vitaminlerin azlig = Disik dogum agirhgi
Doymamis yag asitlerinin azlig = Aile 6ykisi
= Solunum yolu enfeksiyonlari = Ek hastaliklar

Sigara: Sigara KOAH gelisiminde en dnemli risk faktoridir. Amerika'da
ve gelismis Ulkelerde sigara igimi KOAH gelisiminden %80-90 oraninda
sorumludur. ABD’de 1980’li yillardaki KOAH mortalitesinin erkeklerde yaklasik

12



%8%’i, kadinlarda %7Q’i sigara ile baglantili bulunmustur. TUum sigara igicilerde
%50 oraninda kronik bronsit, %15-20 oraninda da KOAH gelismektedir®*.
Sigara igenlerde, icmeyenlere gore akciger fonksiyon anormallikleri,
solunumsal semptomlar ve solunum sisteminin hastaliklari daha fazla
gorulmektedir. Sigaranin etkilerinin gorilmesi, sigara i¢iminin yogunlugu ve
suresi ile baglantilidir. Sigara icimine son verilmesi ile yilik FEV;'deki kayip

azalmakta ve solunum semptomlarinda hafifleme gériilmektedir®*®

. Sigara
icmeyen Kkisilerin, baskalarinin igtigi sigara dumanina maruz kalmasi olarak
tanimlanan pasif sigara i¢ciminin KOAH gelisiminde bir faktor olabilecegi
bildiriimistir®®. Anne ve babasi sigara icen, pasif sigara dumanina maruz kalan
okul ¢agi c¢ocuklarinda, FEV:de ortalama %5’lik azalma saptanmistir. Bu
azalma seviyesi dusuk olmakla birlikte istatistiksel agidan anlamli
bulunmustur®.

Sigara ile hava yollari kisitlanmasi arasindaki iligkiyi gosteren en énemli ve

klasik calismalardan biri 1977’de Fletcher tarafindan yayimlanmistir. Bu

calismaya gore sigaraya duyarli olgularda yillik FEV; kaybi sigara igmeyenlere
oranla daha hizli olmakta ve bu olgular erken yasta solunum yetmezligine
girmektedirler (Sekil 1). icilen miktar ve siireye bagli olarak sigaranin

birakilmasi solunum fonksiyonlarinda énemli oranda iyilesme saglamaktadir®.

Higc icmemis
100 = veya dumana
duyarh degil
®
Q
=
=§ 75 Duzenli igmis
c ve etkilerine
o duyarl
S 50+
=
Sakathk
é axatl 45 de birakmis
o 25
Alam 65 de birakmis
0 T T
25 50 75
Yas (yillar)

Sekil 1. FEV1, yas ve sigara iligkisi.
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Mesleksel Toz ve Dumanlar: Mesleksel maruziyet, KOAH geligimi igin
onemli risk faktoriddr. Kimyasal dumanlar, organik ve inorganik tozlarla
yeterince yogun ve uzun siure karsilasma, sigara etkisinden bagimsiz olarak
hava yolu asiri cevaplhliginda, FEV; azalma hizinda ve KOAH mortalitesinde
artisa neden olur. Bu etkenlere sigaranin zararl etkisi de eklenecek olursa
KOAH gelisme riski belirgin olarak artar?>. KOAH riski yiiksek olan meslekler
arasinda; maden isqiligi (silika, kadmiyum ve kdmdar gibi), metal isciligi, ulasim
sektorii ve kagit Uretiminde c¢alisma, c¢imento, tahil ve tekstil isgiligi
gelmektedir?®. Ciftcilik veya tozlu ortami olan di§er mesleklerde galismak kronik
bronsit gelisme riskini iki-U¢ kat artirirken, beraberinde sigara i¢imi ile bu risk alti
kat artmaktadir. Silika tozu da meslege badli solunumsal toksinlerin en
onemlilerindendir®.

Alfa-1 Antitripsin Eksikligi: KOAH gelisimine etkisi oldugu dusunulen
bircok aday gen olmasina ragmen, sadece AAT eksikligi kanitlanmis bir genetik
etiyolojik faktordir. Konjenital AAT enzim eksikligi, serum AAT duzeylerinde
belirgin azalma ve 30-40 yaslarinda amfizem gelisme riski ile karakterize
kalitsal bir hastaliktir®.

AAT eksikligi otozomal dominant gegigli bir hastalik olmakla birlikte,
sadece genetik yatkinlikla degil, ¢cevresel risk faktorlerinin de etkisiyle ortaya
cikar. Proteolitik enzimlerin major inhibitori olan AAT, karaciger tarafindan
yapilan bir serum proteinidir. Normal akcigerlerde bulunur ve baslica etkisi
notrofil elastazin akciger dokusu Uzerine yikici etkisini engellemektir. Eksikligi
durumunda alveol duvarinda harabiyet ve amfizem gelisir. Gelisen amfizem
panasiner Ozellikte olup, genellikle akciger tabanlarindan baslar. Normal AAT
dizeyi 150-350 mg/dL ve normal alleli toplumun %90-95’'inde bulunan
homozigot PiMM allelidir. Ciddi AAT eksikliginin %95’inde homozigot PiZZ alleli
mevcuttur ve amfizem geligsiminde halen bilinen tek genetik risk faktorudur. Ara
gruplari olusturan PiSZ heterezigotlarda ise orta derecede risk sdz konusudur®.

Patoloji

KOAH, hava yollari ve akciger parankiminin kronik inflamatuvar bir
hastaligidir. KOAH‘'da rol oynayan temel patoloji, kronik tekrarlayan
inflamasyon, havayollarinin hasarlanmasi, yeniden yapilanma ve bu surecte

gelisen tamir mekanizmalaridir'®.
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KOAH olgularinda patolojik dedisiklikler lokalizasyona go6re U¢ gruba
ayrilabilir. Bunlar, blyuk (santral) hava yollan, kuguk (periferik) hava yollari ve
akciger parankimine ait patolojik degisikliklerdir. ilerlemis KOAH olgularinda
hava yollari ve akciger parankimi harabiyetine sekonder olarak pulmoner

vaskuler sistemde, sag kalp ve solunum kaslarinda da patolojik degisiklikler

ortaya cikar®.
KOAH

ozetlenmektedir'?.

patolojisinde

gOzlenen temel

Tablo 3: KOAH'ta patolojik degisiklikler.

deqgisiklikler

Tablo

3'de

inflamatuvar hiicreler

Yapisal degisiklikler

Proksimal hava yollari
(Trakea, brons ve capi
2mm’den buylk hava

yollari)

Makrofaj
CDS8 T lenfosit
Az sayida PMNL

Eozinofil

= Goblet hiicre

hiperplazisi
Mukus glandlarinda
artis

Squamoz metaplazi

Periferik havayollari

(cap <2mm havayollari)

Makrofaj

T lenfosit CD8>CD4
B Lenfosit
Fibroblast

Az sayida PMNL

Eozinofil

Brons duvarlarinda
kalinlasma
Peribrongiyal fibrozis
intraluminer
inflamatuvar eksuda
Hava yollarinda

daralma

Akciger parankimi

Makrofaj
CDS8 T lenfosit

Alveol duvar hasari
Alveol epitelinde
apopitoz
Sentrilobuler
amfizem

Panasiner amfizem

Vaskduler yapi

Makrofaj
Lenfosit

intimal kalinlasma
Endotel
disfonksiyonu

Duz kas hiperplazisi
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Patogenez

Hastalik gelisiminden akciger ve havayollarinda inflamatuvar hucre artigi,
proteinaz/antiproteinaz dengesizligi ve oksidatif stres olmak Uzere degisik
patogenetik mekanizmalar sorumlu tutulmaktadir'®.

KOAH'ta inflamasyon

Akcigerde inflamasyon: KOAH'In karakteristik &zelligi, inhale edilen
zararli gaz ve partikullere karsi akcigerlerde olusan kronik inflamatuvar yanittir.
Akcigerler icin normalde koruyucu olan inflamatuvar yanitin yogun olarak
gelismesi, akciger harabiyetine neden olur®®. Akciger periferinde olusan kronik
inflamasyon; amfizem, kic¢uk hava yollarinda daralma ve yapisal degisikliklere
neden olur. Hastalik ilerledikge, klguk hava yollari ve akciger parankiminde
olusan inflamatuvar yanit artmaktadir®”.

KOAH’lI hastalarin hava yolu ve akciger parankiminde, akciger ve hava
yolu yapisal hucreleri tarafindan uretilen inflamatuvar hicreler ve mediatorler
artmisti. KOAH patogenezinde sorumlu oldugu dustnidlen hicreler ve

mediatdrler sematik olarak sekil 2°de gdsterilmistir®.

d N

Mediatirler \\

LTB4, IL8, \

5 [ TNFuMCP-, i
I | GM-CSF,ROS
MIP1- o, NO, | —
Hiicrel \ Endotelin, jll ,/_ H“\\
ucreler 7
Y substans-p. Alar AN
[ Makrofaj, \ \ PP / Eltkélff \
[ nbtrofil, | \ e / u LE“ \
[ CD&=T I| ~— ]u.per:sgkres}-'onu._ |
|  lenfosit | Fibrozs,
\  Eozinofil / \  Alveol duvar /
u ol he / harabiyeti. /
\ Epitel hc. / J— \
\, Endotel he. / /f’f \\ ANy /
A " / Proteinazlar h S~ -
H“‘““-—--”/ Natrofil elastaz,
R [ Katepsinler J T
Proteinaz-3 /
\ MMPs /
~_

Sekil 2. KOAH patogenezinde yeralan hiicreler ve mediatorler.

16



KOAH'da hava yolu ve akciger parankiminde var olan inflamasyon;
baglangigta makrofaj ve T lenfosit, hastaligin ilerlemesiyle B lenfosit ve notrofil
artisi ile karakterizedir. T lenfositlerden CD4+ ve daha fazla oranda CD8+ T
hicrelerinde artis vardir. Sigara icen KOAH gelismeyen kigsilerde de benzer
inflamasyon izlenmektedir. Ancak KOAH'li hastalardaki inflamasyon daha fazla
olup, ataklar sirasinda inflamasyon daha da artis gosterir. KOAH'ta gorilen
inflamasyon artisinin molekuler temelleri hentiz anlagilamamigtir, ancak genetik
nedenler sonucu olusabilecegi diistintilmektedir®’.

Sigara dumani ve diger zararli gaz ve partikullerin; hava yolunda bulunan
makrofajlari ve hava yolu epitel hucrelerini uyardigi ve bu uyariimig hacreler
tarafindan salinan kemokin ve I6kotrien B4 (LTB4) gibi kemotaktik faktorlerin
dolagsimdaki |0kositlerin  akcigerlere ¢ekilmelerine neden oldugu ileri
surdlmektedir. KOAH'taki kronik inflamatuvar strecte CCL1 (CC kemokin
ligandi-1), CCL2 (CC kemokin ligandi-2 veya monosit kemotaktik protein-1:
MCP-1), CCL5 (CC kemokin ligandi-5 ) gibi kemokinlerin anahtar rol oynadiklari
dusundlmektedir. Olasilikla, tim sigara igenlerde inflamatuvar olay
baglamaktadir. Bununla beraber, sigara igip KOAH geligsenlerde bu inflamasyon
ilerlemekte ve T, B lenfositlerin ve muhtemelen dendritik hiicrelerin sitokinler ve
diger mediatorler ile etkilesime girmesiyle mevcut olan bu inflamasyon daha da
karmasiklasmaktadir®’2,

Sistemik inflamasyon: KOAH olgularinda sistemik inflamasyonun nasil
ortaya c¢iktigina ait bulgular oldukga yeni, az sayida c¢alisma ile
desteklenmektedir. Sigara dumani ve oksidanlar bilindigi gibi sistemik
damarlarda arteriosklerotik tutuluma sebep olmakta, damar endotelinin
fonksiyonunu bozmaktadir. Sistemik dolagsima gecen TNF-a (Tumoér Nekroz
Faktor alfa), IL-18 (interldkin-1B), IL-6 (interlkin-6) gibi sitokinler dolagimdaki
hacreleri akcigerlerden gecgerken aktif hale getirebilirler. Ayrica KOAH’ta var
olan hipoksemi TNF-a yapmini artirir ve makrofajlardan sitokin salinimina
sebep olur. Stabil KOAH olgularinda sistemik dolagsimda nétrofillerin, 6zellikle
CD8+ T lenfositler olmak Uizere lenfositlerin ve monositlerin arttigr gosterilmistir.
Ataklarda tim hucrelerin sayisi artmakta ve bunlara eosinofiller de
eklenmektedir. Stabil KOAH olgularinda inflamatuvar hicreler ile birlikte
inflamatuvar sitokinlere de periferik dolagimda rastlanmaktadir; TNF-a, TNF-a
reseptorleri (TNFR-75, TNFR-55), IL-6, IL-8, C- reaktif protein (CRP), Fas ve
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Fas-L (Fas-ligand) gibi. CRP son vyillarda Uzerinde oldukgca fazla calisma
yapilan bir proinflamatuvar maddedir. CRP endotel hucrelerinde ve
mononukleer hiicrelerde Nukleer Faktor kappa B (NF-kB)'yi aktive ederek IL-6,
IL-8 ve IL-1 yapimina sebep olur®®.

Proteinaz-Antiproteinaz Dengesizligi

Alveol duvar harabiyeti ve ekstraseliler matriks yikimina yol agan
proteolitik enzimler ile akciger dokusunu koruyan proteolitik enzim inhibitorleri
arasindaki dengenin bozulmasi sonucu amfizem gelisir. Bu dengesizlige,
proteinazlarin Uretim ya da aktivitelerinin artmasi yaninda, antiproteinazlarin
inaktive olmalari veya uretimlerinin azalmasi da yol acar 2**°.

KOAH gelisiminde rolt olan proteinazlar; noétrofillerden salgilanan elastaz,
katepsin-G, notrofil proteinaz—3, makrofajlardan salgilanan katepsin-B,
katepsin-L, katepsin-S ve her iki hicreden de agiga ¢ikan metalloproteinazlar
(MMP) elastin ve kollajen basta olmak Uzere alveol duvarinin butun ana
komponentlerini yikabilme 6zelliklerine sahiptirler®”.

a-1 antitripsin, a-2 makroglobulin, sekretuvar I6koproteaz inhibitor (SLPI),
MMP'In doku inhibitérleri (TIMP), sistatin-C gibi endojen antiproteinazlar ise
artmis proteinaz aktivitesini inhibe ederler®.

Oksidatif Stres

KOAH’lI hastalarda oksidatif stresin arttidina ve reaktif oksijen
radikallerinin KOAH patofizyolojisinde etkili olduguna dair ciddi kanitlar vardir®3,
Reaktif oksijen radikalleri, sigara dumaninda ¢ok yogun konsantrasyonda
bulunur, ayrica endojen olarak nétrofil ve makrofajlari iceren aktif inflamatuvar
hiicrelerce de yapilirlar®.

Oksidanlar protein, lipid ve nikleik asit (6zellikle deoksiribontikleik asit) gibi
cesitli biyolojik molekullerle reaksiyona girmektedirler. Bu sekilde hucre
disfonksiyonu ve o6limune yol acarlar. Akciger dokusunda olusturdugu direkt
hasarin diginda, oksidanlar ayni zamanda MMP gibi proteazlari aktive, AAT ve
SLPI gibi antiproteazlari inaktive ederek, proteaz/antiproteaz dengesizligine de
neden olmaktadirlar. Saglkh erigkindeki surfaktan, glutatyon ve vitamin C
alveoler yuzeyi oksidanlardan korur. Vitamin C miktarinin sigara icenlerde
bronkoalveolar lavaj (BAL) ve plazmada dusik oldugu ve bunun da FEV1'deki

azalma ile iliskili oldugu bildirilmistir **.
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Oksidatif stres, geri donusumli hava yolu daralmasinda da rol
alabilmektedir. Hidrojen peroksit (H20,) ve nitrik oksit (NO), sigara dumani ve
inflamatuvar hucrelerden serbestlesen baslica oksidanlar olup bunlarin disinda
superoksit anyonu (Oz), hidroksil radikali (-OH), nitrojen dioksit (NO;) gibi
oksidanlar da vardir. izoprostan F2 alfa-3 de yine bir oksidan olup, akciger
oksidatif stresinin in-vivo biyolojik belirleyicisidir ve hidrojen peroksit ile birlikte
bronkokonstriiksiyon yapabilir®.

Oksidatif stres karsisinda organizma kendini korumak igin ksenobiyotik
metabolize edici enzimlerden destek almaktadir; mikrozomal epoksit hidrolaz
(mEH), glutatyon S-transferaz (GST), sitokrom p-450 gibi ksenobiyotik enzimler
organizmayl dogal yollardan oksidanlar ve aromatik hidrokarbonlardan
korumaya calisir. Bilindigi gibi her sigara icende KOAH olusmamaktadir.
Genetik olarak bu enzimlerin guglu oldugu kisiler sigaranin zararh etkilerinden
korunuyor olabilir. Bu dugunceyi destekleyecek sekilde KOAH’lI kisilerde
yapilan mutasyon ¢alismalarinda mEH, GST, hem oksijenaz-1 (HO-1) gibi gen
mutasyonlari saptanmigtir®®3"8,

Fizyopatoloji

Basta sigara olmak Uzere gesitli zararl partikullerin inhalasyonu sonucu
olusan inflamasyona 06zglu patolojik degisiklikler, akcigerlerin fizyolojik
davranislarini etkiler®®. Hava akimi kisitlanir ve hava hapsi gériilir, gaz degisimi
bozulur, mukus sekresyonlari artar, pulmoner hipertansiyon ve sistemik etkiler
ortaya cikar'?. KOAH'da periferik hava yollarinda akim kisittanmasi FEV; ve
FEV1/FVC oraninda azalmaya neden olur. Ekspiryumda periferik hava
yollarinda rezidiel volim artar, inspiratuvar kapasite azalir. Periferik hava
yollarindaki darlik ve solunum kaslarindaki glgsiuzlige bagl gelisen pompa
yetersizligi ventilasyonu da bozar. Pulmoner arterlerde destriiksiyon ile doku
kaybi, hipoksik vazokonstriuksiyon, endotel adezyonundaki artisa bagh trombus
olusumu perflizyonu etkiler. Bunlarin sonucu olarak ventilasyon/perflizyon orani
bozulur. Ek olarak amfizem komponentinin varligi, difizyonun bozulmasina yol
acar. Tum bu olaylar KOAH'daki hipoksemi ve hiperkapninin mekanizmasini
aciklamaktadir*?,
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Reespiratuar asidoz

Sekil 3. KOAH'ta fizyopatolojik degisimler®.

Klinik

KOAH’lI hastalarin baslica yakinmalari; oksuruk, balgam g¢ikarma, nefes
darligi ve hiriltih solunumdur. Hastalarin ¢ogu erken dénemde asemptomatiktir.
KOAH hastalarinin ¢gogu semptomlarin ortaya ¢ikmasindan énce en az 20
paket/yil sigara igcim Oykusu olan kisilerdir. Genellikle hekime ilk kez 50 yas
civarinda basvururlar'®. Hastaligin 50 yasindan énce ortaya cikmasi ve ailevi
olmasi AAT eksikligini diistindiirmelidir®.

Tani

Solunum Fonksiyon Testleri (SFT): Klinik bir degerlendirmeden sonra
KOAH tanisindan suphelenilir, fakat kesin tani hava akimi obstruksiyonunu
Olcen spirometri cihazi ile konur. Ayrica spirometri ile hastaligin siddeti, seyri ve
prognozu hakkinda bilgi edinilebilir. KOAH'lI hastalari erken yakalayabilmek igin
risk faktort olan ve kronik dksurik ve balgam yakinmasi olan kisilere spirometri
yapilmalidir. KOAH, ekspiratuvar akimlarin kisitlandigi bir hastaliktir. Bundan
dolayi spirometri ile FVC, FEV; ve maksimum ekspiryum ortasi akim hizlarinda

(FEF5.75) azalmalar saptanir'.
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FVC: Efor kullanilarak derin ve zorlu bir inspirasyonu takiben zorlu, hizli ve
derin bir ekspiryumla akcigerlerden c¢ikartilabilen gaz hacmidir. Saghkh kigilerde
FVC ile vital kapasite (VK) arasindaki fark en fazla 200 ml'dir. Obstruktif akciger
hastaliklarinda, zorlu ekspiryum sirasinda olusan bronsiyal kollaps nedeni ile
FVC ile VK arasindaki fark daha fazladir.

FEV1: Zorlu ekspiryumun birinci saniyesi iginde akcigerlerden atillan gaz
hacmidir.

FEV1/FVC-Tiffeneau Indeksi: Erken  dbnemde  obstriksiyonun
gosterilmesinde en 6nemli parametredir.

FEF25.75: Zorlu ekspiryum manevrasinin ortasindaki (FVC'nin %25'i ile
%75nin arasindaki) akim hizidir. Orta ve kiguk hava yollarinin fonksiyonel
gOstergesi olarak kabul edilir. Obstriktif akciger hastaliklarinin erken
donemlerinde bu parametre azalir.

KOAH teghisinde unutulmamasi gereken bir diger onemli nokta da
FEV1/FVC degerinin ister pre-bronkodilatér isterse post-bronkodilator degerleri
lizerinden olsun 0.7’nin altinda olmasi gerektigidir'?. Bu oran 0.7’nin lizerinde
ise KOAH teshisi, istisnalar disinda kolaylikla dislanabilir. Bununla birlikte
oranin disik olmasi kesin sekilde KOAH tanisi koydurmaz. Ozellikle ciddi
astimli, bronsiektazili, kistik fibrozisli, bronsiolitis obliteransli ve akut alt solunum
yolu hastaliklari gegirenlerde bu oran 0.7’nin altinda bulunabilir. Astim ve
KOAH ayirmini yapmada astimh hastalardaki post-bronkodilatéor FEV,/FVC
degerlerinin, ciddi astimlilar diginda, 0.7°nin Uzerinde olmasi gerektigi kurali
diger bir 6nemli degerlendirme parametresidir. Hafif KOAH’lI hastalar diginda
daima dusuk bulunmasi beklenen FEV; degeri (beklenen deder Uzerinden
<%80), KOAH’In evrelendirmesinde, buna gdre tedavi planlanmasinda ve
verilen tedavilerin sonuglarinin takibinde kullanilan en 6nemli parametredir.
Standart spirometrik 6lgumler arasinda yer alan zirve akim hizi (PEF), FVC ve
FEF.s.75 degerleri de genellikle FEV; ile uyumlu olacak sekilde KOAH'l
hastalarda diisiik bulunur®*#2.

Bronkodilator Yanit (Reversibilite Testi): GOLD rehberinde KOAH'l
olgularda bir kez bronkodilator yanitin 6lgimu onerilmektedir. KOAH’ta hava
akimi obstriksiyonu kismen reversibldir. Bu nedenle reversibilite olgimi
KOAH’1 astimdan ayirt etmede, reversibilitenin derecesini belirlemede,

hastalarin kortikosteroid tedavisinden yarar gorup gormeyeceklerini tahmin
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etmekte ve prognoz tayininde kullanilabilir'?. Reversibilite testi, sempatomimetik
veya antikolinerjik ilaglarin inhalasyonundan sonra FEV;'deki degisikligi saptar.
Bu amacla bazal FEV1 oOlgiminden sonra hastaya kisgB2tkili -agonist
(6rnegin 400 pg salbutamol) inhale ettirilir. 15-20 dakika sonra FEV;'de bazal
degere gore %12 ve mutlak degerde 200 ml artis pozitif olarak kabul edilir.
KOAH'lI  hastalarin ancak %210-30'unda reversibilite testi  pozitif
bulunabilmektedir*?**,

Sistemik Etkiler

KOAH’In sistemik etkileri; sistemik inflamasyon, nutrisyonel anormallikler,
iskelet disfonksiyonu ve diger potansiyel sistemik etkiler olmak Uzere 4 ana
baslikta toplanabilir (Tablo 4)**.

immiin Sistem

immiinite; hastaliga, dzellikle enfeksiyon hastaliklarina kargi direng olarak
tanimlanir. Enfeksiyonlara kargi savunmayi saglayan hucreler, dokular ve
molekdllerin toplamina immun sistem adi verilir, bu hlcrelerin ve molekullerin
enfeksiyona yol agan mikroorganizmalara kargi dizenli olarak verdikleri tepkiye
de immin yanit denir. immiin sistemin énemi enfeksiyon hastaliklarindan
korunma yaninda asilama, antikor olusumu ve tumorlere kargi savunma olarak
ozetlenebilir*?,
Tablo 4: KOAH'In sistemik etkileri.

= Oksidatif stres
= Aktive olmus inflamatuvar htcreler
Sistemik inflamasyon = Sitokin ve akut faz proteinleri plazma

dlzeylerinde artis

= |[stirahat enerji harcamasinda artis
Nutrisyonel anormallikler = Vicut kompozisyonunda degisim

= Anormal amino asit metabolizmasi

= [skelet kas kaybi
iskelet kas disfonksiyonu = Anormal yapi

= Egzersiz kisitlanmasi

= Kardiyovaskiuler sistem Utzerine etkiler
Diger potansiyel sistemik = Sinir sistemi Gzerine etkiler

etkiler = [skelet sistemi lizerine etkiler
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Konak savunma mekanizmasi, enfeksiyonlara kargi ilk koruyucu engeli
olusturan ‘dogal immdunite’ ve sonrasinda daha yavas olarak devreye giren

ancak enfeksiyonlara kargi daha etkili savunma saglayan ‘edinsel (adaptif)

immdainiteyi’ kapsar (Sekil 4)*.
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Sekil 4. Dogal ve edinsel immdunite.

Dogal immiinite: Tim cok hiicreli canlilar, mikroorganizmalarin yol
icin
mekanizmalarina sahiptirler. Bu savunma mekanizmalari organizmada hazir

acacagl enfeksiyonlara karsi kendilerini korumak intrinsik savunma
bulunduklarindan dogal immunite adi verilmektedir. Dogal immunitenin tim yapi
taslarinin ortak 6zelligi, mikroorganizmalari taniyarak yanit vermelerine karsin,
mikroorganizma disindaki maddelere karsi reaksiyon olusturmamalaridir®.
Dogal immunitenin baglica yapi taslari: enfeksiyonlara karsi fiziksel ve
kimyasal engeli olusturan epitel tabakasi, noétrofil, monosit, makrofaj gibi
fagositik hucreler, hucre igi mikroorganizmalara karsi enfekte hucreleri
oldurerek ve makrofajlari aktive eden interferon-y (IFN-y)’y1 salgilayarak etkinlik
gosteren natural killer (NK) hiicreler, kompleman sistemi ve sitokinlerdir®*.
Edinsel immiinite: Dogal immiinite bircok enfeksiyona karsi effektdr
olarak savassa da, patojenik mikroorganizmalara kargi immdn yanit
olusturmada yetersiz kalir. Enfeksiyona yol agan maddelere karsi savunma
olusturmak edinsel immun yanitin gorevidir. Edinsel immunitenin temel hticreleri

olan lenfositler, mikroorganizmalarin Urettigi degisik maddeleri ve enfeksiyona
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yol agmayan molekulleri, yani antijenleri taniyan reseptorler tagirlar. Edinsel
immunitenin en onemli 6zelligi ve dogal immuniteden ayiran en 6nemli farki
yapisal olarak birbirinden fakli antijenlere gosterdigi 6zgullik ve antijenle daha
onceki karsilasma sonucu gelisen bellektir*®.

Edinsel immun yanit birbirini izleyen evrelerden olusur: antijen taninmasi,
lenfositlerin  aktivasyonu, antijenin ortadan kaldirilmasi, immudn yanitin
sonlandiriimasi ve bellek. Her evre lenfositlerin ve immin sistemin diger
parcalarinin belirli reaksiyonlarini icerir. Tanima fazi sirasinda, antijene 6zgul
naif lenfositler antijenlerin yerini bulur ve tanir. Lenfositlerin bunu takip eden
aktivasyonlari igin iki ¢esit sinyal gerekmektedir. Lenfositlerin spesifik reseptor
araciligiyla antijeni baglamasi sinyal 1’i olusturur. Sinyal 2 ise es uyaran
molekuller araciligiyla olusturulmaktadir.  Aktivasyon esnasinda naif
lenfositlerden bazilari effektor lenfositlere donusurler, bu hdcrelerin amaci
antijenleri ortadan kaldiracak maddeleri Uretmektir. Effektor hicreler ve Urunleri,
genelde dogal bagisikligin da yardimiyla mikroorganizmalari elimine ederler,
antijenlerin ortadan kaldirildig1 bu faza immun yanitin effektoér fazi adi verilir.
Enfeksiyon temizlendikten sonra, lenfosit aktivasyonuna yol agan uyarim sona
erer. Sonug olarak, antijenler tarafindan aktive edilen hucrelerin gogu apopitoz
adi verilen programlanmis hiicre 8limi vasitasiyla ortadan kalkar. immin yanit
ortadan kalktiktan sonra, kalan hucreler bellek hicrelerini meydana getirir ve
dinlenme fazinda aylar hatta yillar boyu sag kalabilirler, bu hucreler ayni
mikroorganizmayla tekrar karsilasma durumunda hizh sekilde yanit
olusturabilirler*.

immiinolojik Tolerans

Normal bir immun sistemin belirgin 6zelliklerinden biri birgok antijene yanit
olustururken, bireyin 6z antijenlerine yanitsiz kalmasidir. imminolojik tolerans,
antijen ile kargilasan lenfositlerin yanit vermemesi olarak tanimlanabilir. Bir
antijene 6zgul resept6ru olan lenfosit, o antijenle karsilastiginda tg farkh durum
gelisebilir:

1. Lenfosit etkili konuma gecer ve immun yanit gelisir; bu yanita yol acan
antijen immanojen olarak tanimlanir.

2. Lenfositler iglevsel olarak etkisiz kilinir veya oéldurdlurler ve sonugta o
antijene tolerans gelisir; bu tip yanita yol agan antijen, tolerojenik olarak

tanimlanir.
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3. Antijene 6zgul lenfositler antijen yokmus gibi davranirlar, buna yok sayma
yaniti denir®.

Aktivasyon, tolerans ya da yok sayma yaniti, antijene 6zgul lenfositin tipi,
antijenin yapisi ve immun sisteme nasil sunulduguna gore degismektedir.
immiin tolerans, santral tolerans olarak adlandirilan farkli 6z antijenlerle daha
lenfositler olusurken saglanabilecegi gibi, olgun lenfositlerin periferik organlarda
0z antijenlerle karsilasmasi sonucu gelisen periferik toleransla da
olusturulabilmektedir®. Santral tolerans lenfosit yapimindan sorumlu olan,
kemik iligi ve timusta bulunan, sadece 6z antijenlere tolerans duzenegidir. Bu
organlarda bulunmayan 6z antijenler igin tolerans periferik dizeneklerle saglanir
ve surdurilir®.

T Hucrelerinde Santral Tolerans: Timusta gelisen T hucreleri 6z veya
yabanci birgok tip antijeni taniyabilen reseptorlere sahiptir. Henlz
olgunlasmamig T hucresi 6z antijenleri yuksek avidite ile tanirsa apopitoz ile
olur. Olgunlasmamis lenfositler MHC’ye (Major Histocompatibility Complex)
bagli olarak sunulan kendi antijenlerimizle kuvvetle etkilesime girerse, bu
lenfositler apopitozu tetikleyen sinyali alir ve olgunlagmasini tamamlayamadan
Olur. Bu olay negatif secim ya da elenme seklinde tanimlanir ve santral
toleransin baslica dizenegini olusturur (Sekil-5). Henlz olgunlagsmamis T
lenfositleri bir antijenle iki nedenle kuvvetli etkilesime girebilir; ya o antijen
timusta yuksek yogunlukta bulunmaktadir ya da lenfositin reseptoru antijene
yiiksek affinite ile baglanmaktadir®.

Timusta 6z antijenleri taniyan bazi olgunlasmamis T hdcreleri regulatuvar
hiicre niteligi kazanarak periferik dokulara girerler (Sekil-5). Oz antijene
baglanan olgunlasmamis T hicresinin negatif secim ile silinmesini veya

regulatuvar hiicre olmasini neyin belirledigi heniiz bilinmemektedir®.

25



T hicre

Negatif
Secim
Timusta 6z antijene Apopitoz
kuvvetle baglanma
Regulatuvar T
hicrelerinin
gelisimi
Regulatuvar
T Hucre

Sekil 5. Santral T hlcre toleransi.

Periferik T Lenfosit Toleransi: Periferik tolerans, olgun T hicresi
periferde 6z antijenleri tanidiginda; anerji, aktivasyona bagh hicre 6lumu ya da
regulatuvar hicrelerce gergeklesen immun baskilama sonucu geligir. Ayrica bu
olay otoimmuniteyi engellemede santral toleransin tamamlayicisi olarak
disinilebilir®®.

1. T Hucre Anerjisi: T hucresinin bir antijenle karsilasmasindan sonra iglevsel
inaktivasyonunu tanimlar. Bu durum genellikle T hlcresinin tam aktivasyonu igin
gerekli olan es-uyaran yokluguna baghidir. T hicrelerinin tam aktivasyonu icin
(cogalma ve farkhlasma ile effektor hicrelere déntsmesi) iki uyariya gerek
vardir. Birincisi her zaman antijen, ikinci uyari ise antijen sunan hucrelerden
(ASH) gelir ve ancak bu ikinci sinyalin de varhgiyla mikroorganizmalara yanit
gelismektedir. Genel inanig anerjide, doku ve lenfoid organlarda bulunan ve
uyarilmamis ASH’lerin B7 (Ig superailesinde yer alan en gugli es uyaran
molekdl) gibi ikincil sinyalleri cok az ya da hi¢ gdstermedikleri seklindedir (Sekil
6). Oz antijenler icin reseptorii bulunan T lenfositler, bu 6z antijenleri gorerek,
antijen reseptorinden sinyalleri alirlar (sinyal-1), fakat gerekli ikincil sinyallerin
yoklugunda yanitsizlik gelisir. Bazi durumlarda 6z antijenle karsilasan T hicresi
sitotoksik T lenfosit iligkili protein-4 (CTLA-4) olarak adlandirilan bir molekuli

eksprese eder. Bu molekul B7 molekulinin yuksek afiniteli baglacidir ve T

26



hicresine yaniti engelleyici bir sinyal gonderir. Sonug¢ olarak T hicre
inaktivasyonu (T hiicre anerijisi) olusur (Sekil-6)*.

Es-uyaran Antijen tanima T hiicre yanit
gosteren ASH Naif T hicresi

Efektor T

hicreleri e
orma -
Yanit Q

T hicre gogalmasi

Es uyaran ile ve farklilasmasi
antijen tanima

Es-uyarandan Naif T hicresi 7‘“/\
Yoksun ASH =T 4 I
: "_(‘ﬁE-J |
B N ot '
- : J‘, =5 Es-uyaran olmadan
Anerji - E antijeni tanima

Antjen tanima ' I Yanitsizlik

CTLA-4-B7 etkilesimi
ile antijen tanima

Elsevier. Abbas et al: Cellular and Molecular Immunology 6e - www.studentconsult.com

Sekil 6. T hicre anerjisi.

2. Aktivasyona Bagli T Hiicre Oliimii: T hiicresi ASH’lerin sundugu antijene 1L-2
ve anti-apopitotik proteinler eksprese ederek, gogalma ve farklilagsma ile normal
yanit verir (Sekil-7). Olgun T hicrelerinin 6z antijenlerle tekrarlayan uyarimi ya
da 0z antijenin ikincil sinyal olmadan taninmasi apopitoz yolagini tetikleyerek,
bu lenfositlerin yok olmasi ile sonuglanir. Bu islem aktivasyonun uyardigi hicre
Olima olarak tanimlanir. Aktivasyonun olusturdugu hicre 6lUmu igin iki olasi
mekanizma vardir. Birincisi, CD4+ T hucreler tekrarlayan aktivasyonlarda bir
O0lum reseptord olan Fas (CD95) ve FasL birlikte eksprese etmeye baglar.
Fas’in ayni hicrede veya yakin hicrelerde FasL ile baglanmasi Fas reseptori
tarafindan hicre igine iletilir, kaspazlarin ve sitolitik enzimlerin aktivasyonu ile T
hiicrelerinin apopitotik 8limii ile sonuglanir (Sekil-7)*°. Aktivasyonla olusturulan
hidcre Olumu igin ileri sidrulen ikinci mekanizma ise, antijenle uyarilan T
hiicresinde 6ncul apopitotik proteinlerin olusmasi temeline dayanir. T hicresi
uyarani 0z antijense antiapopitotik molekuller olusmamakta ve hiicre apopitoza
gitmektedir (Sekil 7)*.
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Aktivasyonun
baglattig 6lim:

ASH

Anti-apopitotik Pro—a_poptotik
Naif T protein protein

huicresk. _
ﬁ

Pro-apoptoti

Aktif T hiicre

T hiicre gogalmasi
Ve farklilasmasi

protein

Pro-apopitotik
proteinlerin rolu

Anti-apopitotik
_ _ protein_ _ e

Aktivasyonun
baslattigi 6lim:
Oliim resep-
torlerinin rolt

Sekil 7. T hucrelerinin aktivasyonla ortaya ¢ikan olumleri.

3. immiin Baskilama: Oz antijenle karsilasmadan sonra bazi T lenfositler
regulatuvar hicrelere donusebilir ve diger otoimmin yanit olusturabilecek
hicreleri baskilayici etki gosterirler. Regulatuvar T hucreleri timusta veya

45

periferik lenfoid organda olusabilmektedir (Sekil 8)

Timus Lenf nodu

o
\
)

N

5
n
i, //

Q 1 L2 |
§ F@d .

Timusta 6z antijen
taninmasi

Regulatuvar T

hiicreler
Efektor T hiuicre
fonksiyonlarinin inhibisyonu

Periferal dokularda
0z antijen taninmasi

T Hucre aktivasyon
inhibisyonu

.

ASH Naif T huicre

Efektor T hicreler

Sekil 8. Regulatuvar T hucreleriyle immun baskilama.
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Periferik Kan Lenfosit Gruplari

Lenfositler morfolojik olarak birbirine c¢ok benzemelerine ve hatta
birbirinden ayirt edilememelerine karsin, iglevsel anlamda kdken aldigr dizi ve
fenotip olarak birbirinden farkhdir. Periferik kanda u¢ sinif lenfosit vardir, bunlar
T lenfosit, B lenfosit, NK hicreleridir. Tum lenfositler kemik iligindeki kok
hicrelerden gelisir. B lenfositler kemik iliginde, T lenfositler timusta olgunlasir.
Olgun lenfositler yuzeylerinde tasidiklari 6zgul reseptorleri taniyan antijen ile
kargilastiklarinda dolagima ve periferik lenfoid organlara gegerler. Ginumuzde
bu hucreler, monoklonal antikor panelleri ile taninabilen ylzey proteinleri
araciliiyla  birbirlerinden  ayirdedilmektedir. Bu  proteinlerin  standart
adlandirilmasi “CD” (cluster of differentiation; farklilasma kumesi) sayisal
tanimlamasidir; bunlar belli bir hicre tipini tanimlamak igin kullanilirlar ve bir
antikor kiimesi tarafindan taninirlar*,

Periferik kandaki lenfositlerin  %60-70'i T lenfositlerden olusur. T
lenfositlerin ylizey belirteci CD3'tlr ve hicresel imminitenin hicreleridir. Antijen
reseptorleri peptid yapili antijenleri tanirlar. CD4+ T hucrelerine yardimci T
hicreleri adi verilir. Bu hlcreler antikor yapimi icin B lenfositlere ve hicre igine
alinmis mikroorganizmalarin yikimi icin fagositlere yardim ederler. CD8+ T
lenfositler ise sitotoksik lenfositler olarak adlandirilirlar. Bu huacreler hucre igi
mikroorganizmalari ve yabanci antijenleri tasiyan hiicreleri lizise ugratirlar®. B
lenfositler periferal kan lenfositlerinin %20-30’unu olustururlar. Yuzey belirtecleri
CD19 ve CD20'dir.

Regulatuvar T hicreler T lenfositlerin bir alt kiimesi olup, ¢cogunlugu CD4+
fenotipindedir ve ylksek diizeyde IL-2 reseptdri alfa zinciri (CD25) eksprese
ederler. CD4+ T helper alt gruplari Th1, Th2 ve Th17 hucrelerini icermektedir.
Thl ve Thl17 hucreleri otoimmunitede 6énemli bir rol oynarken, Th2 hucreleri
atopik hastaliklarda dnemli rol oynar®.

Regulatuvar T Hucre

Sakakura ve Nizhizuka 1969 yilinda c¢alismalarinda otoimmun
hastaliklarda bir hiicre tipinin etkinliginden bahsetmislerdir*’. Dick Gershon ise
1970 yilinda bu hiicre tipini baskilayici hiicre olarak adlandirmistir®®. 1995

yilinda Sakaguchi, IL-2’nin a zinciri olarak bilinen CD25’in CD4+ T hucrelerinin
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immunolojik toleranstaki rolint gostererek, yillarca suren bir tartismaya aciklik
getirmis ve arastirilmasi gereken yeni sorulari ortaya atmistir®®.

2001 yilinda yayinlanan Sakaguchi ve arkadaslarinin derlemesinde
CD4+CD25+T hucreleri “Regulatuvar T hacreleri” olarak adlandiriimis ve yeni
bir T hiicre alt grubu olarak ortaya konulmustur’. Regulatuvar T hiicreler
CD4+CD25+FoxP3+ olarak timustan koken alarak gelisirler ve dolasimda T
lenfositlerin %2’sinden daha azini olustururlar™®. Viicutta gelisen otoantijenlere
kargi olusacak immin vyaniti  baskilayarak, otoimmun hastaliklari
engellemektedirler’.

Regulatuvar T Hucre Siniflamasi

Dogal Treg Hucreleri (Natural Treg, nTreg): Timusta Uretilirler.
CD4+CD25+ Treg hucrelerin timustaki gelisimlerini diizenleyen mekanizmalar
henlz tam olarak anlagilamamigtir. Sitokin, es uyaran molekuller ve bir grup
ASH’leri icine alan ¢ok basamakl bir mekanizma ile self reaktif timositlerin Treg
hiicrelere donisiimiinde, T hiicre dzgunligiinin énem tasidigi belirtiimistir®?.
nTreg hiicreleri, CD25 yiizey ekspresyonu sayesinde tanimlanmislardir®® (Tablo
5). Fakat CD25, Treg hucreleri i¢in spesifik degildir. CUunkl T helper ya da
effektor T lenfositler de gecici olarak CD25 ekspresyonu yapma Ozelligine
sahiptir®.

Son zamanlarda nTreg’ler icin daha spesifik olan “transkripsiyon faktori
forkhead-box 3” (FoxP3) belirteg olarak kullaniimaktadir  (Sekil-9).
Transkripsiyon faktoru, Treg fonksiyonu, gelisimi ve homeostazisi i¢cin daha
belirleyicidir>*.

Adaptif (inducible) Treg Hiicreler:

Trl iTreg Hucreler: IL10 varliginda antijen ile uyariimis naif CD4 T helper
(Th) aktivasyon sirasinda CD25 eksprese ederek, Tr1 hlucresine donusur. IL-10
sekresyonu yapabilen Trl hicreler imminsupresif fonksiyonlara aracilik eder.
Trl hiicrelerin FoxP3 negatif oldugu net olarak bilinmektedir *° (Sekil-9), (Tablo
5).

Th3 iTreg Hicreler: in vitro TGF beta (TGF-B) ile stiife edilen
CD4+CD25- hucrelerin CD4+CD25+FoxP3+ hucrelere donustigu gosterilmistir.
Adaptif Treg hicresi olan Th3 ayni zamanda TGF-f sekresyonu ile

immuinsupresyon etkisi de gosterir *° (Sekil-9), (Tablo 5).
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TiMmus

PERIFER

TE-F

Sekil 9. Regulatuvar T hcre alt gruplari.

Tablo 5: Treg alt gruplari ve 6zellikleri.

Natural Treg

Adaptif Treg (iTreg)

supresyonu

nTreg Trl Th3
Fenotip CD4+CD25Y" s CD4+CD25- CD4+CD25+
CD127%0s% (CD25- prekiirsor
kaynakli)
Diger CTLA4+, GITR+, CD25%s% CD25%stk
markerlar | CD127%%% CD45RB#, CD45RB !,
FoxP3+, FoxP3- FoxP3+
Supresyon | Hucre-hucre Sitokin aracili Sitokin aracili
etkilesimi IL-10 TGF-B
Granzim B bagimli
mekanizma
Hedef ASH Effektor T hicre Henuz bilinmiyor
hucreler Effektor T hicre
in vivo rol Otoreaktif T hicre inflamatuvar yanit | inflamatuvar yanit
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Diger Duzenleyici T Hucreler: IL-10 ve TGF-$ Ureten dogal olduru cu
(NK) hucreler,yd T Kcreler, timustan koken alan CD8+CD25+ T hucreler,
CD8+CD28- T lenfositlerin de duzenleyici 6zellikleri vardir.

Regulatuvar T Hucrelerin Molekuler Karakteristikleri

CD4+CD25+ Treg htcreler CD25, CTLA-4, CD127, GITR (Glucocorticoid-
Induced TNF Receptor), FOXP3, aEB7, LAG-3 (Lenfosit aktivasyon gen-3) ve
PD-1'i (Programmed Death-1; programlanmis 6lum-1) kapsayan bircok
aktivasyon belirtecleri ile karakterize edilir (Sekil-10)°.

CD25 (IL-2R): Duguk afiniteli IL-2 alfa reseptort (IL-2Ra) olan CD25, 55
kD agirliginda bir membran glikoproteinidir. Aktive olmus T ve B hucreleri ile
makrofajlarda artmis oranda bulunmaktadir. IL-2R’U birbirine non-kovalent bagl
a, B, y proteinlerinden olmustur. CD25 T hiicre aktivasyonu ile belirmektedir.
IL-2Ra, IL-2RB (CD122) ve y. (CD132) trimerik yapi T ve B hicrelerinde ylksek
afiniteli IL-2 reseptdr kompleksini olusturmaktadir. CD25’in ytiksek ekspresyonu

57,58

CD4+CD25+ Treg hucrelerininin ozelligidir

(CD134) : GITR
_{"f CTLA-4

-

(CD152)

(CD223)

Sekil 10. Treg hticrelerin molektler karakteristikleri.

Forkhead Box P3 (FoxP3): FoxP3, forkhead/sarmal transkripsiyon
diizenleyici ailesinin bir tyesidir. Transkripsiyon duzenleyicileri RNA polimerazin

DNA’ya baglanmasina ve transkripsiyonun baslatiimasina aracilik eden
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proteinlerdir. Bir transkripsiyon faktori bir genin transkripsiyonunu hem
arttirarak, hem de baskilayarak calisabilir*®. Forkhead proteinleri fonksiyonlari
farkli bircok transkripsiyon faktériiniin olusturdugu bir ailedir®. Forkhead ismi
embriyosunun son halini almasi i¢in gereken “Drosophila malanogaster fork
head” (FKH) gen driiniinden gelmistir®’. Bundan hemen sonra karacigere 6zgii
bir transkripsiyon faktérinde de FKH gen Grinine c¢ok benzer bir DNA'ya
baglanan yapinin bulunmasi ile FKH motifi olusturularak en ilkel organizmadan
en kompleks organizmaya kadar hepsinde bulunan yeni bir transkripsiyon faktor
ailesi bulunmustur®®?, Bu ailenin Uyelerinin ortak 6zelligi DNA’ya baglanmak
icin gerekli olan FKH yapisina sahip olmalaridir. Bu yapi grubun uyeleri
arasinda hemen hemen benzer amino asitlere sahiptir®®. Son vyillardaki FOX
ailesi ile ilgili bilgilerimizin artisi sonucu FOX proteinlerinin gelisimsel olaylarin
diizenlenmesindeki dnemleri anlasiimistir. immiin regiilasyonda rol alanlar esas
olarak FOXP3, FOXN1, FOXJ1 ve FOXO ailesinin tyeleridir®® (Sekil 11).

b AMminG fRrminus Carbasyl terminus

FOXJ | [ FeH ] ]

FOXN1 | IEH

FONO3A | FHH

FOXP3 | [FEH]]

Sekil 11. FOX proteinleri ve kanath sarmal DNA baglanan kismi.

FoxP3, Treg hucrelerinin gelisimi ve fonksiyonunda onemli role sahiptir.
FoxP3 fonksiyonunun bozuldugu durumlarda hem insanlarda, hem de farelerde
otoimmin patolojiler gézlenmistir. Foxp3 geni bulunmayan farelerde yogun
lenfoproliferasyon ile seyreden otoimmun bir sendrom olustugu gorulmustar. Bu
farelerde CD4+CD25+T hucre populasyonu bulunmamakta ve ¢ok sayida aktif
otoreaktif T hiicresi bulunmaktadir®. insanlarda FoxP3 en az (¢ ayri yapisal
olusum igerir: FKH, 16sin zipper ve C2H2 ginko uzantisi (Sekil 12)*°. FKH
yapisinin DNA’'ya baglanmada ve nukleusa lokalizasyonunda 6nemli oldugu
bilinmektedir.  Site-directed mutagenez c¢alismalarinda olusturulan FKH
yapisinin karboksil ucundaki mutasyon sonucu, proteinin nukleus yerine

hicrenin sitoplazmasinda yer alarak fonksiyonunu vyerine getiremedigi
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saptanmigtir. Proteinin diger yapilarinin fonksiyonlari tam bilinmemektedir.
Fakat diger FOX proteinlerden elde edilen bilgiler 1s1ginda 16sin zipper yapisinin
proteinin U¢ boyutlu konformasyonunda énemli oldugu disutnulmektedir. FoxP3
proteininin  amino ucunda belirgin  fonksiyonel yapilar bulunmadigi
dusundlmesine ragmen, son yillarda yapilan c¢aligmalarda burada iki farkli
fonksiyonel yapi bulunmustur. Bunlardan biri 67. ve 132. amino asitler
arasindaki yapi olup genel transkripsiyonel baskilamada etkili iken, 135. ve 198.
amino asitler arasindaki kisim spesifik olarak NFAT (nuclear factor of activated
T cells) aracili transkripsiyonun baskilanmasinda yer alir. Ayrica FoxP3 direkt
olarak NF-kB ile de etkilesime girer, fakat etkilesim bolgesi tespit

edilememistir-®®.

tott HEt¥rt 9%
N — — P —_— c
Repressor domain Zinc-finger LELC'HE FKH domain
zipper

Sekil 12. insan FoxP3'linlin sematik gosterimi.

FoxP3 ile ilgili ¢ok sayida c¢alisma vyapiimasina ragmen halen
transkripsiyon faktori olarak goérev almasinda etkili olan molekiler
mekanizmalar tam aydinlatilamamistir. FKH yapisinin FoxP3'Un karboksil
ucunda 11 amino asidlik bir bolgeyi kapsamasiyla diger FOX proteinlerinden
farkhlik gosterdigi bulunmustur. Bu da FoxP3'Un gercek bir transaktivasyon
yapisina sahip olmadigi ve bir transkripsiyon inhibitorii olarak gérev yaptidi ileri
surtimustir

Normalde NFAT’a bagh olan IL-2 ekspresyonunun FoxP3 eksprese eden
hicrelerde belirgin olarak azaldigi gézlenmistir. NFAT IL-2’nin transkripsiyonel
aktivatéri  olup, promotor bdlgedeki NFAT baglanma yerine FoxP3’lUn
baglanmasi, kompetetif bir inhibisyon mekanizmasinin etkili oldugunu
gostermektedir. FoxP3 igin diger potansiyel baglanma bolgeleri IL-4, TNF, GM-
CSF (granulocyte/macrophage-colony stimulating factor), Scurfy sendromu olan
farelerin regilasyonu bozulan tim sitokinlerini kodlayan genlerin promotér

bdlgelerinde bulunmustur® (Sekil 13).
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REL domain tasiyvan

transkripsiyon faktorleri CD3 UY ARISI
@R NFE_ T HUCRE
AKTIVASYONU
— . IFNy 1L2
NF-x B

TRANSKRIPSIYON

Foxp3
- NF-x B

NF-x B
IL4 IFNy IL2

Sekil 13. FoxP3’Un immun sistemdeki etkileri.

Scurfy (sf); farelerde X’e bagl resesif gegis gosteren, hemizigot erkeklerde
yasamin 16-25. gunleri arasinda Olumle sonlanan bir mutasyona bagl
sendromdur. Aktif CD4+ T hucrelerindeki artis, multi-organ infiltrasyonu ile
sonuglanir, bu farelerde lenfosit aktivitesi kontrol edilememektedir®’. Scurfy
farelerindeki sorumlu genin FoxP3 kodlayan gen oldugu bulunmustur®. FoxP3
kodlayan gendeki mutasyon sonucu DNA'ya baglanacak yapisi olmayan
fonksiyonel olarak inaktif, dallanmis bir protein olusmaktadir®.

IPEX (immin disregiilasyon, poliendokrinopati, X’e bagh gecis gdsteren
sendrom) insanlarda erken c¢ocukluk doneminde ortaya ¢ikan, fatal gidisli,
resesif gecisin goruldigu bir hastaliktir. Semptomlar 6nlenemeyen diyare,
dermatit, insiiline bagdmh diyabet, tiroidit ve anemidir®®. Deride ve
gastrointestinal sistemde yogun T hucre infiltrasyonu ve otoimminiteye isaret
edecek sekilde otoantikor dlzeylerinde artis gorulur. Baglanti analizi galismalari
sonucu bu sendromdan sorumlu genin farelerdeki scurfin geninin oldugu X
kromozomunda bulundugu gdsterilmistir. Farelerdeki scurfy sendromu ile IPEX
bircok yonden benzerlik gosterir®®. Tim bu kanitlar FoxP3’lin immiin toleransin
saglanmasi igin gerekli olan Treg hucrelerinin gelisiminde ve dizenlenmesinde
yer alan bir gen oldugunu gostermektedir. FoxP3'in CD4+ T hucrelerindeki
ekspresyonu onlarin Treg hiicreler olarak gérev alma kapasitesini belirler™®.

CD 127: y zincirle birlikte heterodimerik IL-7 reseptdrunin bir pargasidir ve
diger sitokin reseptorlerinde de (IL-2, -4, -9, -15 ve -21) bulunur. Timositler, T ve

B hlcre progenitorleri, olgun T hucreler, monositler diger bazi lenfoid ve
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miyeloid hucrelerde CD127 ekspresyonu gorulir. Son yillarda yapilan
calismalarda Treg hucrelerde gosterilen dusuk CD127 ekspresyonu, bu
hiicrelerin belirlenmesinde oldukca 6nemlidir® ",

GITR (Glucocorticoid-Induced TNF Receptor): TNFRSF18 olarak bilinir,
cogunlukla CD4+CD25+ Treg hucrelerde eksprese edilir. Naif T hicrelerin
aktivasyonla GITR ekspresyon artigi gosterdigi, bununla birlikte supresif
aktiviteye sahip olmadiklari anlasiimistir. CTLA-4ten farkh olarak GITR,
CD4+CD25+ Treg aracili supresyonun azaltiimasi icin gereklidir. GITR-GITRL
birlesmesi sonucu Treg supresor aktivitesinin inhibisyonu ile Teff hlcre
aktivasyonu gerceklesir’.

Lenfosit Aktivasyon Gen-3 (LAG-3): MHC klas Il ligandi LAG-3 (CD223)

CD4+CD25+ Treg hucrelerde ve periferdeki indiklenebilir Treg hicrelerde
eksprese edilen negatif bir dizenleyicidir. Antijen odakl T hicre ¢ogalmasini
farede inhibe ettigi gosterilmigtir. LAG-3 eksikligi regulatuvar aktiviteyi inhibe
eder™",
Programlanmis Oliim Reseptérii-1 (PD-1): PD-1 CD28 ailesinin bir
dyesidir, T hucrelerde eksprese edilir ve aktivitesinin diizenlenmesinde dnemli
rol oynamaktadir. PD-1 mRNA’si hem CD4+CD25+ Treg hucrelerde, hem de
anerjik T hucrelerde yuksek miktarda eksprese edilir. Periferal tolerans ve
otoimmunitenin duzenlenmesinde gerekli olabilir. PD-1'den yoksun farelerde
lupus-benzeri glomerulonefrit, artrit ve otoimmun dilate kardiyomiyopati geligtigi
gorilmistir. Ayrica PD-1 B hiicrelerden de eksprese edilmektedir’ ",

CTLA-4 (Cytotoxic T lymphocyte-Associated 4 = CD 152): Fare ve
insanlarda CD4+CD25+ T hicreler CTLA-4 eksprese etmektedirler. CTLA-4 es
uyaran molekll olan B7 icin yiksek afiniteye sahiptir, immin supresyon bu
baglanmayla gerceklesir. CTLA-4’Un blokaji ile gerceklesen T hucre aracil
immiinitede artis gézlenir’’. CTLA-4, Ig superailesinde yer alan ikincil sinyal
molekillerinden biridir. CTLA-4 molekili T hucre ikincil sinyali olan CD28
molekuliine benzer bir molekildir. Hem CD28, hem de CTLA-4 molekdlleri
antijen sunan hucreler Gzerinde bulunan ve yine ikincil sinyal molekulleri olan
B7-1 (CD80) ile B7-2 (CD86) molekullerine baglanir. CTLA-4 molekali T
hiicrelerine inhibe edici sinyaller gonderirken, bunun aksine CD28 moleklli

uyarici sinyaller génderir’®,
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Regulatuvar T Huicrelerin Etki Mekanizmalari

Tdm timus kokenli dogal ve induklenmis Treg hucreler supresif
fonksiyonlarini gosterebilmek i¢in bir TCR (T cell receptor; T hiicre reseptori)
tetiklemesine ihtiya¢ duyarlar. Treg hicrelerin efektoér T hiicre aktivasyonunu
baskilamadaki mekanizmasi kesin ve net olarak aydinlatilamamig olmakla
birlikte, genel anlamda hiicre-hicre kontagi ve sitokin aracili olmak Uzere iki

yolla gerceklestigi dustinilmektedir’®®,

Treg hucreler efektér T hicre
proliferasyon ve interferon gama (IFNirgdimi supresyonunu direkt bu

hicrelerle temas ederek gergeklestirebilmektedir. Effektoér T hicre tzerindeki
CD80/CD86'nin Treg hucre yuzeyindeki CTLA-4 ile baglanmasiyla inhibisyon
gerceklesir (Sekil 14a). Treg hucrelerin efektér T hicrelerin fonksiyonunu
etkilemesinde bir baska mekanizma DC (dendritic cell; dendritik hicre)
modulasyonu aracihgiyladir. DC Uzerindeki CD80/CD86’'nin Treg CTLA-4 ile
baglanmasiyla, DC’de indolamin-2,3-dioksigenaz (IDO) ekspresyonu ve
aktivasyonu artar (Sekil 14c). IDO triptofan amino asidi degradasyonunda yer
alan katabolik bir enzimdir. Bu nedenle triptofanin azalmasiyla T hicre

proliferasyon inhibisyonu gergeklesmektedir®®®"%?

. Treg hicreler granzim A
eksprese edebilirler. Boylece CD4+ ve CD8+ T hucreleri perforin bagimli
mekanizma Uzerinden oldurebilirler (Sekil 14d). nTreg hucreler perforin/granzim
apopitotik yolagini kullanirken, adaptif Treg hlcreler Fas/FasL araciliiyla bunu
gerceklestirir®. In vitro calismalara gore Trl ve Th3 hiicreleri supresif
aktivitelerini IL-10 ve TGF-B sitokinlerinitreterek gostermektedirler 3 (Sekil
14b).

Ayrica Treg hlcre supresif etki mekanizmalarindan biri de IL-2 aracihigiyla
olur. IL-2 Uretiminin inhibisyonu ve/veya CD25 ile IL-2 etkilesimi sonucu yiksek
miktarda tuketimi ile bunu gergeklestirir. TCR stimilasyonundaki CD4+ ve
CD8+ T hucrelerin, Treg hucre aracili baskilanmasinda her iki mekanizma da

onemlidir®>8e,
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Sekil 14. Treg'lerin etki mekanizmalari®’

Otoimmun Hastaliklarda Regulatuvar T Hicre Roli

Regulatuvar T hicreler, otoimmunitede otoreaktif mekanizmalar

gOre 6 gruba ayrilir;

1) Treg sayisi dusuk-fonksiyonu bilinmiyor: Otoimmun poliglanduler sendrom

tip 1 (APS-1), Sistemik lupus eritematozus (SLE), Kawasaki hastaligi.

2) Periferal kanda azalmis Treg sayisi-dusuk fonksiyon: Otoimmun hepatitler

ile

regulatuvar mekanizmalar arasindaki hassas dengede 6nemli bir komponenti
Otoreaktif hicre sayisi ve fonksiyonundaki bir artis ya da
regulatuvar mekanizmanin kaybiyla dengenin otoreaktif tarafa dogru kaymasina
. Immin sistemin bu dengesizliginin Treg sayisinda ya da
fonksiyonundaki azalmanin bir sonucu olabilecegi ileri siriilmektedir®

Otoimmun hastaliklar Treg hicre sayisi veya fonksiyonundaki anormalliklere

3) Periferal kanda dusuk Treg sayisi-normal fonksiyon ve hedef organda artmig

Treg sayisi-gliclii fonksiyon: inflamatuvar barsak hastaligi, Romatoid artrit

(RA)
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4) Periferal kanda duguk Treg sayisi-normal fonksiyon ve hedef organda ciddi
T hicre infiltrasyonu-dusik Treg sayisi: Primer biliyer siroz (PBS),
myastenia gravis (MG)

5) Treg sayisi normal-dusuk fonksiyon: Otoimmun poliglandiler sendrom tip Il
(APS-I1), Tipl DM, Multiple skleroz (MS)

6) Periferal kandaki yiksek Treg sayisi-artmig fonksiyon: Sarkoidoz
Bazi otoimmiin hastaliklarda Treg sayisi az, fakat fonksiyonu normalken,

bazilarinda Treg sayisi normal ama fonksiyonu azalmistir. Yapilacak ileri

calismalar her hastalikta farkli mekanizmalarin aciga ¢ikabilecegini
disiindiirmektedir®.

KOAH’ta immiinite

KOAH’ta Dogal immiin Sistem

Solunum Epiteli: Hem kugik hem de buyuk havayollarinda dogal immun
yanitin ilk hiucreleri solunum epitel hiicreleridir. Solunum epiteli ayni zamanda
mikrobiyal patojenler ve inhale edilen toksinler (tuttn drtnleri, sigara gibi
maddeler) icin dogal bir bariyer olup, epitelde yer alan hticrelerin akcigerlerde
immun yaniti baglatma ve yodnetmede c¢ok onemli rol oynadigi, yapilan
calismalarla ortaya konmustur®™. Bir miktar sigara icimi sonrasinda bile, epitel
hicrelerinde yapisal degisiklikler meydana gelir ve bu degisiklikler sonucunda
bariyer fonksiyonunu kaybeder. Muko-siliyer klirens azalir ve skuamoz
metaplazi meydana gelir®. Solunum epitel hiicrelerinin toll-like reseptér ailesinin
(TLRs) birkac uyesini salgiladigi rapor edilmistir. TLRs ailesi, patojen kaynakl
bilesikleri dogustan tanima ve siklikla KOAH alevlenmeleri ile iligkili olan
bakteriyel/viral enfeksiyonlara pro-inflamatuvar immuin yanit verilmesinde
dnemli rol oynama gibi islevlere sahiptir®.

Alveolar Makrofajlar: KOAH'ta inflamatuvar yanitin temel hdcreleridir.
Doku hasari olan bdlgeye infiltre olan makrofaj sayisi ile hastalik progresyonu
arasinda guglt bir iligki olduguna dair kanitlar mevcuttur. Biriken makrofajlar
birgok  proinflamatuvar mediyatérii  de  salgilar®®*.  MMP-9/12  gibi
metalloproteazlarin artmis salinimi ile makrofajlar, amfizemde go6zlenen doku
yikimina direkt olarak katkida bulunurlar®®. Ayrica alveolar makrofajlar
salgiladiklari kemokinler ile inflamasyon bdélgesine diger immun hlcre gruplarini
cekebilir. Makrofajlardan 1L-8 saliniminin arttigi bildirilmistir. 1L-8, proteaz

sekresyonu ile doku yikimini arttiran noétrofillerin infiltrasyonuna neden olur.
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Makrofajlar CXCL9 (CXC ligandi-9), CXCL10, CXCL11 gibi kemokinlerin
salinimi ile de T hiicre infiltrasyonuna yol acabilir®®® (Sekil 15).

Dendritik Hticreler: Dogal immun yanitin "sentinel" (bekgi) hicreleridir ve
antijen sunan hucreler olarak dogal ile kazaniimis immudn sistemler arasinda
kritik bir rol alirlar. Hem insanlar, hem de hayvan modelleri Uzerinde yapilan
caligsmalarla kronik sigara maruziyeti sonucu akcigerlerde dendritik hlcrelerin
maturasyon durumu incelenmistir. Bazi vakalarda KOAH’la iligkili olarak matur
dendritik hicrelerin sayisinda artis saptanirken, bazilarinda ise matir dendritik
hiicre ve T hiicrelerinin stimiilatdr kapasitelerinde azalma saptanmistir’” . Bir
kemokin reseptort olan CCR6 (CC kemokin reseptdr-6) ekspresyonu, dokuya
infiltre olan proinflamatuvar dendritik hicrelerle iliskilidir. KOAH hastalarinin
akciger dokusunda CCRG6 ligandi olan CCL20 (CC kemokin ligandi-20)
diizeylerinde belirgin artis gosterilmistir®. Adaptif immiin yanita katkilari
yaninda dendritik hticreler, makrofajlar gibi MMP-12 ekspresyonu ile KOAH'taki
doku yikimi ile de iliskili olabilirler*®.

KOAH’ta Edinsel immiin Sistem

T hucreler: KOAH'taki kronik pulmoner inflamasyonun o6zelligi, aktive
olmus T hiicreler, 6zellikle de CD8+ sitotoksik T hiicre infiltrasyonudur'®. Uzun
sure sigara dumanina maruz birakilmig farelerde, maruziyetin sonlandiriimasina
ragmen CD8+ T hiicre infiltrasyon varli§i gdsterilmistir'®®. Efektor CD8+ T hiicre
fonksiyonlarinin etkilerinin temel sonucu, hedef hicrelerde FasL ya da
perforin/granzim bagimli bir mekanizma ile gelisen apopitozisdir. Amfizemat6z
akciger dokusunda doku yikimi ve apopitozis ile T hicre infiltrasyonu arasinda
bir korelasyon bulunmustur*®.

B Hiucreler: KOAHta T hucrelerinin roli gin gectikce daha iyi
anlasilirken, yakin zamanda yapilmis galismalarda B hucrelerinin ve oto-antikor
uretiminin 6nemli olduguna da dikkat cekilmektedir. CD4+ T hucreleri, B
hicrelerinin antikor salinimina yardimci olarak humoral immdiniteye katki
saglamaktadir. KOAH hastalarindaki amfizemat6z akciger yapisinda, CD4+ T
hicreler ve B hicrelerin birlikte yer aldigi, germinal merkez igeren lenfoid follikil
olusumu gosterilmistir. B htcrelerinin bulundugu follikil sayisinin, hastaligin
ciddiyeti ile direkt iliskili oldugu bulunmustur®.

Ozetle tutin iciminin indikledigi doku hasari, makrofaj ve dendritik

hicreler gibi dogal immunite hucrelerinin inflamasyon bolgesine gelmelerine ve
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aktivasyonlarina yol acar. Hem sigara icerisindeki bilesikler, hem de
hasarlanmis dokudan kaynaklanan endojen molekuller drene olduklar lenf
nodlarinda dendritik htcrelerce naif T hulcrelerine antijen olarak sunulurlar.
Antijen spesifik T hiicre aktivasyonu makrofaj kaynakli kemokinlere yanit olarak
inflamasyon bolgesine go¢ eden CD4+, CD8+ T hucrelerinin oligoklonal
proliferasyonuna yol acar. Bu bolgeye infiltre olan T helper hiicreler (Thl ve
Th17) spesifik sitokinlerin salinimi ile inflamatuvar yaniti daha da artirirlar. Bu
spesifik sitokinlerin sekresyonu nétrofil infiltrasyonu, makrofaj aktivasyonu, CD8
sitotoksik T hdcre yanitini ve aktive olmus B hucrelerinden otoantikor Uretimini

105

uyarirlar (Sekil 15)

CD8+ T hicreler

; Antijen-spesifik T hucrelerin B lenfositlere
Dogal CD8+ ve CD4+ farklilasma yardim etmesi
hicrelere antijen sunumu

Th1ve Th17 @
lenfositler
Lenf nodu/Lenfoid folikdil /\
‘Akciger dokusu ; P
5 Oto-antikor
CXCL91011 uretimi
Nétrofiller CEL A
/
@ S Thiicre A
‘/ infiltrasyonu }\ A
@ IL-17,7
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-
e I8! 2 Ts-
ﬁ, «ammme Dendritik S Antikor-mediated
‘K’ hiicreler o IFN-y Sitotoksik doku hasan
.ﬁ_ L a7 T hiicreler
*’ ’ ‘Makrofajlar A A A
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Sigara bilegenleri velveya
enfeksiyonlar sebebiyle doku hasan

Sekil 15.KOAH’taki immun yanitin genel bir sekli.
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GEREC VE YONTEMLER

Calisma Grubu

Bu calismada; Mart 2010-Ocak 2011 tarihleri arasinda Mersin
Universitesi Saglk Arastirma ve Uygulama Merkezi Hastanesi Gogis
Hastaliklar poliklinigine basvuran GOLD 2009 kriterlerine gore klinik ve
spirometrik olarak KOAH tanisi almig, 40 yas uzeri, halen sigara igen veya
birakmig 79 hasta (10 kadin, 69 erkek) bilgilendirilmis olur formu alindiktan
sonra galismaya dahil edildi. Hastalara sosyo-demografik 6zelliklerini, sigara
icme oykulerini, ek hastalik varhgini iceren bir anket formu uygulandi. Son 2 ay
icinde atak geciren, sistemik steroid kullanan ve aktif enfeksiyonu bulunan
KOAH'I hastalar ¢alismaya alinmadi.

Kontrol grubu olarak 40 yas Uzeri sigara icen 30 (17 erkek, 13 kadin ),
sigara icmeyen 30 (10 erkek, 20 kadin) klinik ve spirometrik olarak saglikli
bulunan bireyler bilgilendirilmis olur formu alindiktan sonra galismaya alindi.

TUm gruplarda astim, egzema, alerjik rinit, malignensi, otoimmun hastalik
oykusu olan bireyler calisma disi birakildi.

Bu calisma Helsinki Deklarasyonu ozelliklerine gore yapilmig ve Mersin
Universitesi Tip Fakdiltesi Etik Kurulu tarafindan onaylanmistir.

Solunum Fonksiyon Testleri

Hastalara ATS kriterlerine uygun olarak Vmax22 SENSOR MEDICS
marka spirometre cihazi ile Mersin Universitesi Saglik Arastirma ve Uygulama
Merkezi Hastanesi Gogus Hastaliklari Polikliniginde solunum fonksiyon testi tg¢
kez yapildiktan sonra en iyi test kaydedildi. Bronkodilatasyon testinde ise hava
haznesi ile 4 puff salbutamol (400 pgr) inhalasyonunu takiben 15 dakika sonra
FEV1/ FVC (%), FEV; (%, L), FVC (%, L) degerleri 6lguld.

GOLD 2009a gore KOAH evrelendirmesi yapildi. Buna gore
postbronkodilator FEV1/FVC <%70 olanlarin, FEV1’i >%80 evre 1 (Hafif), FEV1
% 50-80 arasinda ise evre 2 (Orta) , FEV1 %30-50 arasinda ise evre 3 (Agir),
FEV1 <%30 ise evre 4 (ileri) KOAH olarak kabul edildi. Calismamizda evre 3 ve
evre-4 Agir-ileri evre olarak birlikte gruplandirildi.

Kullanilan Arag ve Geregler

Akim sitometri cihazi BD Facs Calibur
Santriflij cihazi Nuve NF 800
+ 4°C Buzdolabi Electrolux
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Otomatik ayarlanabilir pipet (2-20 pL)

Otomatik ayarlanabilir pipet (20-100 pL)
Otomatik ayarlanabilir pipet (200-1000 pL)
Pastor pipeti (0,5-3mL)

Plastik pipet ucu (sar1, mavi)

Falkon 12x75mm, 5ml polistren tup

Falkon 17x120mm, 15ml polipropilen konik tip

Kullanilan Reaktif ve Kitler

Tablo 6: Kullanilan reaktif ve kitler.

Eppendorf
Gilson Pipetman
Gilson Pipetman
Citotest

LP ltaliana SPA
BD (352054)
BD (352097)

fikollU tp

isim Katalog No.
1. BD Pharmingen™ CD4 FITC BD-555346
2. | BD Pharmingen™ CD3/ CD19 (FITC/PE) BD-342404
3. | BD Pharmingen™ CD4 / CD8 (FITC/PE) BD-342407
4. BD Pharmingen™ FOXP3 (SCURFIN, IPEX, | BD-560046
JM2) PE
5. | BD Pharmingen™ CD25 (PERCP-CY 5,5) BD-560503
6 BD Simultest yi1/ y24 (FITC/PE) BD-342409
7. | BD Pharmingen™ FOXP3 Fix/Perm Buffer Set BD-560098
8. BD CellWASH BD-342409
9. | BD Pharmingen™ Pharmingen Stain Buffer | BD-554656
(FBS) (500 mL)
10. | BD Vacutainer CPT'" (4 mL) sodyum sitrath | BD-362781

Kullanilan antikorlar:

CD3: T lenfositleri

CD19: B lenfositleri

CD4: T helper lenfositleri
CD8: T sitotoksik lenfositleri
CD4/CD25/FoxP3: Regulatuvar T lenfositleri belirlemek igin kullanildi.
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Orneklerin Toplanmasi

Caligmaya alinan hasta ve kontrol grubuna ait bireylerin periferik ven6z
kanlari BD (Becton Dickinson) Vacutainer CPT™ (4 mL) sodyum sitratl fikollii
tiiplere alindi. Analizler ayni giin igerisinde Mersin Universitesi Saglik Arastirma
ve Uygulama Merkezi Hastanesi Biyokimya Laboratuvarinda BD Facs Calibur
flow sitometri cihazinda gercgeklestirildi.

Periferik Kan Mononiikleer Hiicre izolasyonu

Fikolli tuplere alinan kan orneklerinin 6rnek tlpundn icerisindeki
antikoagulan maddeyle (sodyum sitrat) yeterince temas edebilmesi i¢in kan
alinir ainmaz 8-10 defa alt Ust edilerek karistirildi.

Fikol ylksek derecede dallanmis yapida olup, buyuk katleli, sulu
cozeltilerde kolaylikla ¢ozunebilen hidrofilik bir polisakkarittir. FikollG tipe alinan
kan 6rnegi 3000 rpm’de 30 dakika santrifuj edildi. Dansite gradient santrifij
temel prensibine dayanan bu yontemle tupun Ustunde kalan plazma tabakasi
tipten uzaklastinlip ardindan separasyon jelinin Uzerindeki beyaz renkli
mononukleer hicre tabakasi pipet yardimiyla alinarak falkon tlipune ayrildi.
Flow sitometrik analiz oncesi hucre sayisi 10 milyon/ml olacak sekilde BD
Pharmingen Stain Buffer (FBS) ile diliie edildi.

ﬁ - Density Gradien
jﬁ — Liquid
-

+-— Segparation Gel
Ficoll =—
l‘— Red Blood Celld

Sekil 16. PBMC (Peripheral blood mononuclear cell; periferik kan mononukleer

Plasma —

_. PBMC layer -

PBMC layar

—

hiicre) izolasyonu.
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Hazirlanan Solusyonlar: Human FoxP3 Buffer Set; Human FoxP3 Buffer

A ve Human FoxP3 Buffer B olmak Uzere iki adet tampon solusyonundan

olusmaktadir.

Human FoxP3 Buffer A (x10): 1/10 oraninda distile suyla dilue edilerek her

bir hasta 6rnegi icin 2,5 mL %10’luk Buffer A hazirlandi.

Human FoxP3 Buffer B (x50): %10’luk Buffer A ile 1/50 oraninda Buffer B

dilie edilerek, her bir hasta 6rnegi icin 0,5 mL Buffer C hazirlandi.

Calisma Prosediri

Her bir kan orneginin calisiimasinda sirasiyla asagidaki adimlar takip

edildi.

1.

Tamponlar oda isisina getirildi. Yukarida anlatildigi gibi Buffer A ve Buffer C
solusyonlari hazirlandi.

Dort ayn falkon tapune (12x75mm) monoklonal antikorlar uygun miktarlarda
kondu.

1 nolu tipe 15 pL Simultest yi/ y2a (FITC/PE) ylizey boyama negatif kontrolt
2 nolu tipe 15 pL CD3/ CD19 (FITC/PE)

3 nolu tiipe 15 uL CD4 / CD8 (FITC/PE)

4 nolu tipe 15 uL CD4 FITC, 5 yL CD25 (PERCP-CY 5,5) monoklonal
antikor boyalari pipetlendi.

Mononukleer hlcre izolasyonu yapilarak hazirlanan érnekten her bir falkon
tipine 100’er uL ilave edildi. Tupler vortekslenerek 20 dakika karanlikta oda
Isisinda bekletildi.

1, 2, 3, nolu tuplerin igcine 2 mL cell wash, 4 nolu tipun igerisine ise 2 mL
FBS eklenip, vortekslendi. 1200 rpm’de (250 x g) 10 dakika santriflj edildi.
Santriflj edilen her bir tip tek hamlede hizlica ters gevrilirek cell wash ve
FBS uzaklastirildi. Tupleri diiz cevirmeden tipin ¢evresinde kalan fazla sivi
gazl bezle alind1.

Bu iglemlerin ardindan 1, 2 ve 3 nolu tuplerde yluzey boyama islemi
tamamlanmis olup 300 pL cell wash ilave edilerek buzdolabinda bekletildi.
Sitoplazmik boyanin ardindan flowsitometri cihazinda analiz edildi.

Bu asamadan sonra 4 nolu tuple caligmaya devam edildi. Hucrelerin
fiksasyonunu saglamak amaciyla 2 mL %10’luk Buffer A solusyonu ilave
edilip vortekslendi.10 dakika karanhkta oda sicakliginda bekletildi.
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8. 5 dakika 1680 rpm’de (500 x g) santrifij edildi. Santrifllj edilen her bir tlip tek
hamlede hizlica ters gevrilerek Buffer A uzaklastirildi. Tupu diz ¢evirmeden
tlpun cevresinde kalan fazla sivi gazli bezle alindi.

9. 2 mL FBS ilave edilip vortekslendi. 1680 rpm’'de 5 dakika santriftj edildi.
Santrifi]j edilen tip tek hamlede hizlica ters gevrilerek FBS uzaklastirildi.
TUpU diz gevirmeden tipun ¢evresinde kalan fazla sivi gazli bezle alindi.

10. Hucreleri permeabilize edebilmek icin 500 pL Buffer C ilave edilip
vortekslendi. 30 dakika oda sicakliginda karanlikta bekletildi.

11. inkiibasyonun ardindan 2 mL FBS ilave edilip, vortekslendi. 1680 rpm’de 5
dakika santrifij edildi. Santrifujden sonra FBS uzaklagtirildi.

12.11. basamak tekrar edildi.

13.15 uL FOXP3 (Scurfin, IPEX, JM2) PE monoklonal antikoru ilave edilip
vortekslendi. 30 dakika oda sicakliginda karanlikta bekletildi.

14. 2 mL FBS ilave edilip vortekslendi. 1680 rpm’de 5 dakika santriftij edildi.
Santrifujden sonra FBS uzaklastirildi.

15.500 pL FBS ilave edilip vortekslendi. Bu islemlerin ardindan 4 nolu tipun
intrasitoplazmik boyama iglemi tamamlanmis oldu.

Daha o©nce ylzey boyamasi yapilan 1,2,3 nolu tiplerle birlikte
intrasitoplazmik boyanan 4 nolu tup yukarida belirtildigi sekilde hazirlanip
ornekler flow sitometri cihazi BD FACS Calibur Flow Cytometer (BD
Biosciences) ve BD CellQuest Pro Version The Primier Acquisition and Analysis
Software’i kullanilarak degerlendirildi.

Flowsitometrik Degerlendirme

Prensip

Flow sitometri bircok sistemin birlesmesinden olusmustur. Bunlar; 6rnek
toplayici ve taslyici sistem, akis sistemi (sheath fluid), 1siIk kaynagi (laser
kaynagi), sferik ve capraz silindirik filtreler, odaklama aynalari, sinyal
dedektorleri (optik ve elektrik sinyal), ve bilgisayardan (data toplanmasi,
saklanmasi, sunumu ve analizi) olusur.

Fluorescein isothiocyanate (FITC), phycoerythrin (PE) gibi florokrom
maddelerle konjuge olmus monoklonal antikorlarla igaretlenmis hucreler
suspansiyon halinde hava basinci ile sheath fluid iginden gegirilir. Sheath fluid
icindeki sivinin akigi ¢ok hizli oldugundan yutksek bir basing olusturur ve bu

basing ile hicreler cam veya kuartzdan yapilmis (flow chamber) akis kabinine
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gelirler. Bu kabinin geometrik sekli ve sivinin laminer akisi, hicrelerin tek sira
halinde gegcisini saglar ve tek sira halindeki hucreler lazer 15131 iginden gecgerek
gorundr hale gelirler. Lazer kaynagi olarak; argon iyonu, kripton, helium-
kadmium, helium-neon veya daha yuksek yogunluktaki i1sik kaynaklari kullanilir.
isaretlemede kullanilan problar lazer kaynagiyla eksite olup, farkli bir dalga
boyunda emisyon gdosterirler ve bu sayede dedekte edilebilirler. Genellikle lazer
kaynagi olarak Argon iyonu kullanilir ve FITC, PE, propidium iodide (PI) gibi
florokrom maddelerin 488 nm’de eksitasyonu saglanir. Hlcreye bagli florokrom
lazer 15101 ile belli bir dalga boyunda aktiflenir ve bu enerjiyle farkli bir dalga
boyunda isin yayar. ileri ve yana olan isik sagilimina gdre hiicre boyutu, i¢
yapisi hakkinda, prob baglanma yogunluguna goére de antijenik &zellikleri
hakkinda bilgi edinilir. Aktiflenme sonucu agiga ¢ikan floresan fotodiodlarla
toplanir, Photo Multiply Tubes (PMT'’s) ile elektrik sinyaline ¢evrilerek amplifiye
edilir ve sonuglar bilgisayara aktarilir'®,

Flow sitometri cihazinda bulunan dedektor ve filtreler: FSC (Forward
Scatter Channel; ileri sagiim kanal) dedektort; hicrenin boyutu hakkinda bilgi
verir. SSC (Side Scatter Channel; yana sagiim kanal) dedektori hicre granul
icerikleri hakkinda bilgi verir. Floresan Filtreler ve dedektorler; degisik dalga
boylarindaki floresan dlgumler, florokromla isaretlenmis hicre ylizey reseptérleri

veya sitokin ve DNA gibi intraseliiler molekiiller hakkinda bilgi verir'® (Sekil 17).

Sheath fluid icinden
gecen hicreler

FSC
Dedektor
. g e
488 nm laser o) Dedektor
W @
‘ C?i T beam spiutter /
e 6//')

' )

PF
FL2 %
Dedektor ’ FL1

FL3 Dedektor
Dedektor

Sekil 17. Flow sitometrinin sematik gosterimi.
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Degerlendirmede Oncelikle 6nden sagilm (Forward Scatter: FSC) ve
yandan sacilim (Side Scatter: SSC) histograminda hucrelerin buyukluk ve
granul igeriklerine gore bilgisayar ortamina yansitilip lenfositler, diger periferik
kan hucrelerinden karakteristik gérinim ve yerlesim yerleri esas alinarak ayrildi
ve lenfosit kapisi (gating) belirlendi. Alinan kapi igerisinde 10.000 hucre
saydirildi. FSC/SSC histograminda lenfosit populasyonu kapilandiriimig ve
calismalar bu populasyonda yapilmistir (Sekil 18). Lenfosit kapisinda CD3,
CD19, CD4 ve CDS8 yuzdeleri degerlendirildi, ayrica CD4 kapisi alinarak (Sekil-
22) CD4+CD25+FoxP3+ %’si (Treg) degerlendirildi.

Region Ewvents % Gated % Tots
R1 3476 34TVe 3478
Rz 2 00z 002

0 200 400 a0 800 1000
FSCH

Sekil 18. isaretli alan total PBMC (peripheral blood mononuclear cell= periferik

kan mononikleer hticre) icindeki lenfositlerin ytizdesini géstermektedir

Hucrelerde otofloresan ya da 6zgin olmayan baglanmadan kaynaklanan
zemin boyanmasinin tespit edilip, nonspesifik boyanmayi elimine etmek igin
yuzey negatif kontrol kullanildi (Sekil 19).

=

~ 3

103
1

Quad Events % Gated % Total

Mouse lgG2aPE
102
1

UL 16 046 016

UR 2 006 002
- LL 3456  99.42 3456
" LR 2 006 002

Sekil 19. Negatif kontrol dot plot goriintisu.
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Lenfosit kapisi Uzerinde CD3-FITC’e kargi CD19-PE parametreleri
kullanilarak olusturulan fluoresans dot plot gorintisinde CD3 ve CD19
ekspresyon oranlari degerlendirildi (Sekil-20).

10

108
|

Quad Events % Gated % Total
UL 328 1037 328
UR 63 199  0.63
LL 861 2723 861
LR 1910 6040 1910

CD19 PE
102
1

107

LA |
102
CD3FITC

Sekil 20. Sag alt (LR); total lenfositler icindeki T lenfosit (CD3+) ve sol ust (UL);
total lenfositler icindeki B lenfosit (CD19+) hiucrelerinin  ylzdesini
gostermektedir.

Lenfosit kapisi Uzerinde CD4-FITCe kargi CD8-PE parametreleri
kullanilarak olusturulan fluoresans dot plot gorintisinde CD4 ve CD8

ekspresyon oranlari degerlendirildi (Sekil-21).

10

Quad Events % Gated % Total
UL 688 21.18 6.88
UR 48 1.48 0.48
LL a00 27.70 8.00
LR 1613 48865 16.13

T T T
107 102 103 104
D4 FITC

Sekil 21._Sag alt (LR); total lenfositler icindeki CD4+ ve sol ust (UL); total
lenfositler icindeki CD8+ hucrelerinin ylizdesini gostermektedir.
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CD4-FITC'nin 1gima verdigi fluoresansa kargi SSC kullanilarak
olusturulan dot plotta CD4 ekspresyonu degerlendirildi (Sekil 22). CD4 kapisi
kullanilarak CD25-PERCP-CY5,5’e karsi FoxP3-PE parametreleri kullanilarak
olusturulan fluoresans dot plot gorintisinde CD25 ve FoxP3 ekspresyonlari
degerlendirildi. CD4 kapisinda 25.000 hdcre saydirildi. CD4 pozitif hiicrelerde
CD4+CD25+FoxP3+ ekspresyonlari yuzde deger olarak saptandi (Sekil.23).

S5C-H
600 800 100¢
1 1 1

400
1

200
L

Quad Events % Gated % Total
2 UL 10068 395 1.10
A UR 237 093 026
T LL 24145 9483 26.39
- IR 73 029 008
DD
T w0t 102 08 1o

CD25 PerCP-Cy5.5

Sekil 23. Sag ust (UR); CD4+CD25+FoxP3+ Treg hicrelerin yilzdesini
gOstermektedir.
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Batin bu degerlendirmelerin ardindan kan sayim sonuglarindan
yararlanilarak herbir parametre icin asagidaki formdl uygulanarak absolut
sayl/uL cinsinden sonuglarin hesaplanmasi asagida verilen formulle
gergeklestiriimistir.

Absolut sayl/pL = Lokosit sayisi x %lenfosit x %antikor pozitiflidi

10.000

istatistiksel Analiz

Calismamiza tek yonlU varyans modeli uyarinca olusturulan Power Analiz
sonucuna gore %80 ve 0.05 Tip 1 hata seviyesinde gruplar arasinda istatistiksel
anlamli fark elde edebilmek igin, her gruba en az 25 birey dahil edilmistir.
istatistiksel analizler icin SPSS 11.5 (Stastistical Package for Social Sciences
version) paket programi kullanildi. Olglimlerin normal dagilima uygunlugunu
test etmek icin Shapiro Wilk testi kullanildi. Cinsiyet ve gruplar (KOAH, sigara
icen kontrol, sigara igmeyen kontrol) arasinda herhangi bir istatistiksel anlamlilik
iligkisi olup olmadigini belirlemek igin Pearson Ki-Kare analizi yapildi. En az ikKi
grup (KOAH, sigara icen kontrol, sigara icmeyen kontrol) arasinda &lgim
ortalamalari agisindan fark olup olmadigini belirlemek icin ANOVA testi yapildi;
en az iki grup arasinda fark olan olgumler i¢in bu farklihgin hangi gruplarda
oldugunu belirlemek i¢in de ¢oklu karsilastirma testlerinden TukeyHSD yapildi.
Ayni igslem KOAH evreleri (hafif, orta, agir) karsilastirimasinda da yapildi.
KOAH evreleri agisindan vyapilan karsilagtirmalarda normal dagilim
gOstermeyen iki 6lgum kargilastirilirken Kruskal-Wallis testi kullanildi. Cinsiyet
ve subgrup ortalama karsilastirmalari igcin parametrik olan Student t testi
kullandildi. Grup ve yas degdiskeninin olgumler Uzerindeki etkilerini birlikte
degerlendirmek i¢in Univariate  (tek degdiskenli) Genel Dogrusal Model
kullanildi. Sonuglar i¢in p<0.05 anlamlilik degeri olarak belirlendi. Sonugclarin
grafik ile gosteriminde Error markerh Bar grafikleri kullanildi.

51



BULGULAR
Bu galisma 15/05/2009 tarih ve 5/108 no’lu Mersin Universitesi Tip
alindiktan sonra 2009-2011
Saglik Arastirma ve

Fakiltesi Etik Kurul izni yillari arasinda

gergeklestiriimistir. Mersin Universitesi
Uygulama Merkezi Hastanesi Gogus Hastaliklari poliklinigine basvuran GOLD

2009 kriterlerine gore klinik ve spirometrik olarak KOAH tanisi almig, 40 yas

Calismaya,

Uzeri, halen sigara igen veya birakmis 79 hasta (10 kadin, 69 erkek) alindi.
KOAH hastalari evresine gore U¢ gruba ayrildi: agir KOAH 25 (24 erkek,1
kadin) orta KOAH 28 (26 erkek, 2 kadin) hafif KOAH 26 (20 erkek, 6 kadin)
hastadan olugsmaktaydi. Kontrol grubu olarak 40 yas Uzeri sigara icen 30 (17
erkek, 13 kadin ), sigara icgmeyen 30 (10 erkek, 20 kadin) Kklinik ve spirometrik
olarak saglikh bulunan bireyler calismaya alindi. Hasta ve saglikh kontrol

gruplarini olusturan olgularin cinsiyete gore dagilimlari Tablo 7’de gosterilmistir.

Tablo 7. Gruplarin cinsiyete gore dagilimi.

Cinsiyet

GRUP Erkek Kadin Toplam
Sayi 69 10 79
HASTA Ylzde (%) 87,34 12,66 100
KONTROL Sayi 17 13 30
(Sigara igen saglikh) Y Uizde(%) 56,66 43,34 100
KONTROL Sayi 10 20 30
(Sigara icmeyen saghkl)  |Yiizde(%) 33,33 66,67 100

Tarkiye’de KOAH prevalansinin erkeklerde kadinlara gore daha yuksek

oldugu bildirilmistir. Calismamiz cinsiyete gore bu prevalansa uygun dagilim

gOstermektedir.

Hasta ve saglikli kontrol gruplarini olusturan olgularin yas ortalamasina

gore dagilimi Tablo 8'de gdsterilmektedir.

Tablo 8. Gruplarin yas ortalamasina gore dagilimi.

Grup Yas ortalamasi Standart Sapma | Sayi
Hasta 63,49 9,17 79
Kontrol (Sigaraicen) 52,40 10,34 30
Kontrol (Sigaraicmeyen) 53,93 11,62 30
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Hasta ve kontrol gruplarinin flow sitometrik sonuglarinin karsilagtiriimasi

Tablo 9'da gosterilmigtir.

Tablo 9. Hasta ve kontrol gruplarinin sonuglarinin kargilastirmasi.

CD marker

KOAH
(Ort+SS)

Sigara Igen K.
(Ort+SS)

Sigara icmeyen K.
(Ort+SS)

P

degerleri

CD3+ %

60,00+12,85

60,25+11,90

59,60+13,21

a: 0,996
b: 0,988
c: 0,979

CD3 (absolut sayi/uL)

1347,46+608,34

1369,74+561,52

1338,84+583,77

0,983
0,997
10,978

o T o

CD19+ %

6,12+4,01

8,04+5,48

7,06+3,47

: 0,092
: 0,560
: 0,645

o T 9

CD19 (absolut sayi/uL)

139,77+124,60

176,18+120,65

155,60+88,02

10,317
: 0,803
10,774

o T 9

CD4+ %

34,37+8,68

40,31+10,17

38,41+10,83

10,012
10,121
10,720

o T 9

CD4 (absolut sayi/uL)

750,47+301,49

905,40+372,09

871,47+424,42

0,097
0,237
10,924

o T 9

CD8+ %

35,54+9,60

31,25+8,87

32,23+9,68

10,091
0,235
10,916

o T Q9

CD8 (absolut sayi/uL)

805,52+389,60

701,94+302,87

714,03+350,79

: 0,384
10,473
: 0,991

CD4+ / CD8+

1,06+0,49

1,46+0,71

1,33+0,65

: 0,006
: 0,085
0,681

CD4+CD25+FoxP3+%

2,30+1,10

1,70+1,35

1,86+0,74

: 0,032
10,148
: 0,845

o o 9 0 T 9 o T 9

CD4/CD25/FoxP3
(absolut sayi/uL)

51,12+30,30

34,67+17,67

39,98+18,51

: 0,010
10,113
: 0,706

o T o

a: KOAH-Sigara icen kontrol, b: KOAH-Sigara icmeyen kontrol, c: Sigara icen kontrol-Sigara

icmeyen kontrol
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KOAH’lI hastalarda CD4%’si sigara icen kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak anlamh dugik bulunmusken, bu durum absolut sayi/uL dizeylerinde
g6zlenmemistir (p=0,012, p=0,097). CD4+CD25+FoxP3+ hlcre duzeyleri de
her iki degerlendirmede de ayni kontrol grubuna goére anlamh yuksek
bulunmustur (p=0,032, p=0,010). Ayrica hasta grubunda CD4/CD8 orani sigara
icen kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli oranda duguk bulunmustur
(p=0,006). Parametreler agisindan grup ortalamalar Sekil 24, 25, 26, 27°de

gOsterilmistir.

50,00
40,00
40,31

e 38,41
3
% 30,00 34,37
<
[=]
(8]

20,00

10,00

,00 T L A T
KOAH Sigara Igen Kontrol ~ Sigara Igmeyen Kontrol
GRUP

Sekil 24. Hasta ve kontrol grubunda CD4+% ortalamalarinin error bar grafigi.

3,007

2,00

CD4+CD25+FOXP3+ %

1,00

KOAH Sigara icen Kontrol ~ Sigara icmeyen Kontrol
GRUP

Sekil 25. Hasta ve kontrol grubunda Treg% ortalamalarinin error bar grafigi.
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60,004

50,005

40,00

Fl
—
— |

30,004 30,99

34,68

CD4+ CD25+ FoxP3+

20,004

10,00

0,00 T T T
KOAH Sigara icen Kortrol Sigara icineyen Kortrol

GRUP

Sekil 26. Hasta ve kontrol grubunda Treg hlicre dizeylerinin absolut sayi/uL

ortalamalarinin error bar grafigi.

2,00

1,46 e

CD4+/CD8+

,50]

,00 T —T — 1
KOAH Sigara Igen Kontrol ~ Sigara Igmeyen Kontrol

GRUP

Sekil 27. Hasta ve kontrol grubunda CD4/CD8 oraninin error bar grafigi.

Hasta grubunda sonuglarin evreler arasi karsilastirmasi Tablo 10’da
gOsterilmigtir. Evreler arasi karsilastirmalar sonucunda bakilan parametreler

acisindan istatistiksel olarak anlamli farkliliga rastlanmamistir.
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Tablo 10. KOAH evreler arasi sonuglarin karsilastirmasi.

CD marker KOAH (Evre) Ort+SS P degeri
Hafif (n=26) 5953+13,21
CD3+ % Orta (n=28) 56,65+12,97 0,096
Agir-ileri (n=25) 64,25+11,57
Hafif 1238,41+495 56
CD3 (absolut sayi/uL) Orta 1341,33+652,26 0,409
Agir-ileri 1467,75+663,57
Hafif 4,80+3,39
CD19+ % Orta 7,39+4,77 0,069
Aglr-ileri 6.06+3.31
Hafif 100,19+61,75
CD19 (absolut say/uL) Orta 180,71+161,13 0,056
Agir-ileri 135,09+82,39
Hafif 33.6549.29
CD4+ % Orta 34,00+8,80 0,723
Air-ileri 35,52+8,10
Hafif 692,04+271,65
CD4 (absolut sayi/uL) Orta 769,41+272,32 0,474
Agir-ileri 790,04+359,67
Hafif 35,75+10,45
CD8+ % Orta 34,68+8,77 0,824
Agir-ileri 36,30+9,88
Hafif 743 64+338,01
CD8 (absolut sayi/pL) Orta 840,16+440,79 0,617
Agir-ileri 831,07+386,65
Hafif 1,0620.56
CD4+ / CD8+ Orta 1,06+0,47 0,758
Agir-ileri 1.07+0.45
Hafif 1,97+0,90
CD4+CD25+FoxP3+% Orta 2,52+1,15 0,169
Agir-ileri 2 40+1.19
Hafif 41,79+23,40
CD4/CD25/FoxP3 Orta 57,19+29,54 0,149
(absolut sayi/uL) Agir-ileri 54,02+35,85

KOAH evrelendirmesiyle olusturulan her bir subgrup ile kontrol gruplari
arasinda istatistiksel karsilagtirmalar yapildi. Oncelikle agir KOAH subgrubuyla,

sigara igen ve icmeyen kontrol grubu karsilastirildi (Tablo 11).
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Tablo 11. Agir KOAH'lI hastalar ile sigara icen ve igmeyen kontrol gruplari

sonuglarinin karsilastirmasi.

CD marker KOAH (Agir) Sigara Igen K. Sigara igmeyen K P
(Ort£SS) (Ort+SS) (Ort£SS) degerleri
a: 0,215
CD3+ % 64,25+11,57 60,25+11,90 59,60+13,21 b: 0,176
a: 0,819
CD3 (absolut sayi/uL) 1467,75+663,57 | 1369,74+561,52 | 1338,84+583,77 | b: 0,709
a: 0,106
CD19+ % 6,06+3,31 8,04+5,48 7,06+3,47 b: 0,286
a: 0,284
CD19 (absolut sayi/uL) 135,09+82,39 176,18+120,65 155,60+88,02 b: 0,727
a: 0,063
CD4+ % 35,52+8,10 40,31+10,17 38,41+10,83 b: 0,276
a: 0,518
CD4 (absolut sayi/uL) 790,04+359,67 | 905,40+372,09 871,47+424,42 b: 0,719
a: 0,051
CD8+ % 36,30+9,88 31,25+8,87 32,23+9,68 b: 0,130
a: 0,357
CD8 (absolut sayi/uL) 831,07+386,65 | 701,94+302,87 714,03+350,79 b: 0,428
a: 0,017
CD4+ / CD8+ 1,07+0,45 1,46+0,71 1,33+0,65 b: 0,091
a: 0,048
CD4+CD25+FoxP3+% 2,40+1,19 1,70+1,35 1,86+0,74 b: 0,046
a: 0,013
CD4/CD25/FoxP3 54,02+35,85 34,67+17,67 39,98+18,51 b: 0,096
(absolut sayi/uL)

a: Agir KOAH-Sigara igen kontrol, b: Agir KOAH-Sigara icmeyen kontrol

CD4/CD8 orani agir KOAH’l hasta grubunda sigara igen kontrol grubuna
(p=0,017).

CD4+CD25+FoxP3+%’si hasta grubunda hem sigara icen, hem de sigara

gore istatistiksel olarak anlamli  disik  bulunmustur
icmeyen kontrol grubuna gore anlamli yuksek bulunmusken (p=0,048, p=0,046),
absolut sayl/uL duzeylerinde ise sadece sigara icen kontrol grubuna gore
anlamli yukseklik bulunmustur (p=0,013). Grup ortalamalari Sekil 28, 29, 30’da

gOsterilmigtir.
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Sekil 28. Agir KOAH’lI hasta ve kontrol grubunda CD4/CD8 oraninin error bar
grafigi.
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Sekil 29. Agir, orta, hafif evre KOAH'lI hasta ve kontrol grubu Treg %

ortalamalarinin error bar grafigi.
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Sekil 30. Agir, orta, hafif evre KOAH ve kontrol gruplarinda Treg hiicre absolut
sayl/uL ortalamalarinin error bar grafigi.

Orta KOAH subgrubuyla (n=28), sigara igen ve igmeyen kontrol gruplari
kargilastirildi (Tablo 12). Orta KOAH'lI hastalarda CD4%'si sigara icen kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli oranda dusuk bulunmugken, bu durum
absolut sayi/uL  dlzeylerinde  gb6zlenmemistir  (p=0,015, p=0,334).
CD4+CD25+FoxP3+ hucre duzeyleri de hem ylzde hem de absolut sayi/pL
degerlendirmelerinde sigara icen ve igmeyen kontrol gruplarina gore anlamli
yuksek bulunmustur (sirasiyla p=0,017, p=0,012, p=0,001, p=0,012). Hasta
grubunda CD4/CD8 orani sigara icen kontrol grubuna gore istatistiksel olarak

anlamli disik bulunmustur (p=0,018).
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Tablo 12. Orta KOAH subgrubu ile sigara icen ve igmeyen kontrol gruplari

sonuglarinin karsilastirmasi.

CD marker KOAH (Orta) Sigara Igen K. Sigara igmeyen K P
(Ort£SS) (Ort+SS) (Ort£SS) degerleri
a: 0,275
CD3+ % 56,65+12,97 60,25+11,90 59,60+13,21 b: 0,395
a: 0,982
CD3 (absolut sayi/uL) 1341,33+652,26 | 1369,74+561,52 | 1338,84+583,77 | b: 1,000
a: 0,629
CD19+ % 7,39+4,77 8,04+5,48 7,06+3,47 b: 0,765
a: 0,990
CD19 (absolut sayi/uL) | 180,71%£161,13 | 176,18+120,65 155,60+88,02 b: 0,729
a: 0,015
CD4+ % 34,00+8,80 40,31+10,17 38,41+10,83 b: 0,096
a: 0,334
CD4 (absolut sayi/pL) 769,41+272,32 | 905,40+372,09 871,47+424,42 b: 0,536
a: 0,146
CD8+ % 34,68+8,77 31,25+8,87 32,23+9,68 b: 0,318
a: 0,329
CD8 (absolut sayi/uL) 840,16+440,79 | 701,94+302,87 714,03+350,79 b: 0,396
a: 0,018
CD4+ / CD8+ 1,06+0,47 1,46+0,71 1,33+0,65 b: 0,081
a: 0,017
CD4+CD25+FoxP3+% 2,52+1,15 1,70+1,35 1,86+0,74 b: 0,012
CD4+CD25+FoxP3 a: 0,001
(absolut sayi/uL) 57,19+29,54 34,67+17,67 39,98+18,51 b: 0,012

a: Orta KOAH-Sigara icen kontrol b: Orta KOAH-Sigara icmeyen kontrol

Grup ortalamalari Sekil 29, 30, 31, 32’de gosterilmistir.
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Sekil 31. Orta KOAH'lI hasta
ortalamalarinin error bar grafigi.
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ve sigara icen kontrol grubunda CD4+%’si
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Sekil 32. Orta KOAH'lI hasta ve sigara i¢cen kontrol grubunda CD4/CD8

oranlarinin error bar grafigi.

Hafif KOAH subgrubuyla (n=26), sigara igcen ve icmeyen kontrol gruplari

karsilastirildi (Tablo 13).
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Tablo 13. Hafif KOAH subgrubu ile sigara icen ve icmeyen kontrol gruplari

sonuglarinin karsilastirmasi.

CD marker KOAH (Hafif) Sigara Igen K. Sigara igmeyen K P
(Ort£SS) (Ort+SS) (Ort£SS) degerleri
a: 0,832
CD3+ % 59,563+13,21 60,25+11,90 59,60+13,21 b: 0,984
a: 0,648
CD3 (absolut sayi/uL) | 1238,41+495,56 | 1369,74+561,52 | 1338,84+583,77 | b: 0,775
a: 0,012
CD19+ % 4,80+3,39 8,04+5,48 7,06£3,47 b: 0,017
a: 0,022
CD19 (absolut sayi/uL) | 100,19+61,75 176,18+120,65 155,60+88,02 b: 0,124
a: 0,014
CD4+ % 33,65+9,29 40,31+10,17 38,41+10,83 b: 0,086
a: 0,081
CD4 (absolut sayi/uL) | 692,04+271,65 | 905,40+372,09 871,47+424,42 b: 0,165
a: 0,087
CD8 % 35,75+10,45 31,25+8,87 32,23+9,68 b: 0,196
a: 0,885
CD8 (absolut sayi/uL) | 743,64+338,01 | 701,94+302,87 714,03+350,79 b: 0,940
a: 0,027
CD4/CD8 1,06+0,56 1,46+0,71 1,33+0,65 b: 0,106
a: 0,387
CD4+CD25+FoxP3+% 1,97+0,90 1,70+1,35 1,86+0,74 b: 0,601
CD4+CD25+FoxP3 a: 0,379
(absolut sayi/uL) 41,79+23,40 34,67+17,67 39,98+18,51 b: 0,938

a: Hafif KOAH-Sigara icen kontrol b: Hafif KOAH-Sigara icmeyen kontrol

CD19%'si hasta grubunda hem sigara icen, hem de icmeyen kontrol
gruplarina goére dusuk bulunmugken (p=0,012, p=0,017), absolut sayi/uL
cinsinden yapilan degerlendirmelerde sadece sigara igen kontrol grubuna gore
anlamli disuk bulunmustur (p=0,022). Hafif KOAH’lI hastalarda CD4%’si sigara
icen kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamh dusuk bulunmusken, bu
durum absolut sayi/uL duzeylerinde gézlenmemistir (p=0,014, p=0,086). Ayrica
CD4+/CD8+ orani hasta grubunda sigara icen kontrol grubuna gore anlamli
disuk bulunmustur (p=0,027). Treg dlzeylerinde ise anlamh bir farklilk

saptanmamistir. Grup ortalamalari Sekil 33, 34, 35’de gosterilmigtir.
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Sekil 33. Hafif KOAH’lI hasta ve kontrol gruplarinda CD19+%’si ortalamalarinin
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TARTISMA

KOAH yakin gelecekte prevelansinin daha da artacagi dugunulen 6nemli
bir morbidite ve mortalite sebebidir. insanlarin hayat kalitesini diistiren ve saghk
harcamalari agisindan oldukga blUyuk miktarda maliyet getiren ciddi bir halk
saghg! problemidir. KOAH patogenezi tam olarak anlasilamadigindan, tedavi
secenekleri kisith ve ¢ogunlukla semptomatiktir. GOLD KOAH’1 zararh partikil
ve gazlara bagli olarak akcigerlerde gorilen anormal ve ilerleyici inflamatuvar
yanit olarak tanimlar. Su ana kadar bir¢ok c¢alisma bu anormal inflamatuvar
yaniti karakterize etmeye calismistir. Ancak galismalardan elde edilen sonuglar
hastaligin siddetine (hafif, orta, agir), kontrol gruplarinin tipine (sigara icen
saglklh, sigara icmeyen saglikli), érnegin alindigi yere (periferal kan, BAL,
akciger dokusu), akcigerden alinan 6rnegin alindi§i bdlgeye (buylk, kuglk
havayollari, alveolar bosluk), beraberinde akcigeri ilgilendiren baska bir hastalik
varhigina ve c¢aligilan hicre tiplerine gore cgesitlilik gostermektedir. Sonuclardaki
farkhliklar, potansiyel olarak katki saglamakla birlikte KOAH inflamasyonunu
anlamamizi gijglegtirmektedir7.

Caligmamizda stabil KOAH'lI hasta ve subgruplari (hafif, orta, agir) ile
kontrol gruplari arasinda yapmis oldugumuz karsilastirmalarda CD3 hucrelerde
istatistiksel olarak anlaml bir farklilik olmadigi saptanmistir. CD19%’lerinde ise
sadece hafif KOAH’lI hasta grubunda her iki kontrol grubuna goére anlaml
azalma oldugu gozlenmistir. CD19 (absolut sayi/uL) dizeyi ise sadece sigara
icen kontrol grubuna gore hafif KOAH'l grupta dusuk bulunmustur (Tablo 13).

Periferik kanda yapilan bir ¢alismada bizim sonuglarimiza benzer sekilde
KOAH'lilar ve kontrol gruplari (sigara igen ve icmeyen saglikh) arasinda CD3 ve
CD19 hucreler acgisindan anlamh farkhlik bulunmazken, yine periferik kanda
yapilan bir diger galismada CD3 hicrelerin KOAH'lI grupta kontrol grubuna gore
anlamli yuksek oldugu saptanmigtir. CD19 hicrelerde ise boyle bir fark
saptamamiglardir’®”1%®. Smyth ve arkadaslarinin yaptig bir calismada, degisik
pulmoner endikasyonlar nedeniyle bronkoskopi yapilan hastalardan alinan BAL
orneklerinde CD3 hucreleri KOAH’lilarda kontrollere gore anlamh yuksek
bulunmustur'®. Benzer bir sonug brons biyopsi érneklerinde O’Shaughnessy ve

arkadaslarinin yaptigi calismada da elde edilmistir*°.
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KOAH’lilarda lokal doku inflamasyonu gosteren BAL ve biyopsi
orneklerinde saptanan anlamh CD3 T lenfosit artiginin spesifik molekuler
mekanizmalari henlz ¢ok iyi anlasilamamigtir. Arastirmacilar tarafindan sigara
ve/veya sigara urlnlerinden bazilarinin direkt uyarici etkisi ya da inflamatuvar
yanit sonucu ortaya ¢ikma ihtimali Uzerinde durulmustur. KOAH’lI hastalarda
inflamasyon sonucu lokal artigi saptanan CD3 T lenfositlerin, bizim
calismamizda da gosterildigi gibi sistemik inflamasyonu goésteren periferik kana
ayni oranda yansimadigini 6ne surebiliriz.

Calismamizda sigara i¢cen kontrol grubuna gére KOAH grubu, hafif ve orta
KOAH subgruplarinda CD4 hiicre yuzdeleri istatistiksel olarak anlamli dusus
gOsterirken, bu dusls absolut sayida gézlenmemistir. CD8 hiicre ylzdelerinin
ise istatistiksel agidan anlaml olmamakla birlikte 6zellikle agir subgrupta olmak
uzere KOAH’lilarda her iki kontrol grubuna go6re daha yuksek oldugu
saptanmigtir. CD4 azalmasi ve CD8 artisina paralel olarak da CD4/CD8
oranlari sigara icen kontrol grubuna gére KOAH ve KOAH subgruplarinda
istatistiksel olarak anlamli digstuk bulunmustur (Tablo 9, Tablo 11, Tablo 12,
Tablo 13).

Zhu ve arkadaglar periferik kanda CD4 T hucrelerin KOAH’lilarda normal
kisilere gore bizim ¢alismamiza benzer sekilde azaldigini, CD8 T hucrelerinde
de anlamli fark olmadigini ve istatistiksel agidan anlamli olmamakla birlikte
CD4/CD8 oraninda azalma oldugunu gdstermislerdir*'. Domagala-Kulawik ve
arkadaglarinin orta ve hafif KOAHll hasta ve saglikli gonallulerin periferik
kanlarinda yaptiklari calismada CD8 T hucreleri KOAH’lI hastalarda saglikli
gruba gore anlamli yuksek bulurken, paralel olarak da CD4/CD8 oranini hasta

grubunda anlamh diisiik bulmuslardir'®

. Periferik kanda yapilan bir bagka
arastirmada CD4 ve CD8 acisindan bir farkliik saptanmazken, diger bir
calismada bizim g¢alismamizdan farkli olarak CD4/CD8 oranlarinin sigara
icmeyen kontrollere gore KOAH hastalarinda arttigini, sigara icen kontrollerde
ise daha da arttigini saptamislardir (sirasiyla 1.7, 2.3 ve 3.1). Ayni g¢alisma
grubunda BAL'da bu oranin KOAHlilar (0.6) ve sigara igenlerde (1.2)
distigiin, sigara igmeyenlerde ise bir diisiis gorilmedigini belirtmislerdir*®”%°,

KOAH hastalarinda kicuk ve buyuk havayollarinda, akciger parankiminde
artmig CD8 T lenfosit varligini gosteren, 6zellikle BAL ve akciger dokusunda

101,109,112

yapllmig ¢ok sayida c¢alisma mevcuttur Roos-Engstrand ve
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arkadaslarinin BAL'da yaptiklari ¢alismada stabil KOAH hastalarinda sigara
icmeyen sagliklilara gore daha yuksek ve aktif CD8 T lenfositler saptanmistir.
Yine ayni ¢alismada KOAH grubu sigara igen ve sigarayi birakali 5 yildan uzun
sure gegcmis eski sigara icenler olarak, CD8 sayi ve aktivasyonlari agisindan
kiyaslandiginda bir fark saptanamamistir. Bunun Uuzerine CD8 artis ve
aktivasyonunun sigarayla iliskili olmadigi, KOAH’In kronik immun yanitla
iliskilendirilebilecegi ileri sirilmistir*'?. Saetta ve arkadaslarinin lokalize
pulmoner lezyonlar nedeniyle cerrahi midahale uygulanan KOAH’lI hastalar ile
sigara icen saglikli olgularda cerrahi doku orneklerini inceleyerek yapmig
olduklari calismada; KOAH grubunda periferik hava yollarinda CD8 T
lenfositlerin ve diiz kas alaninin artmis oldugunu gdstermislerdir'®. Bronsial
biyopsi ve akciger doku oérneklerinde yapilan diger calismalarda da benzer
sekilde KOAH'lilarda CD8 artisi saptanmistir'®®*1°,

Barcelo ve arkadaglarinin yapmig oldugu bir calismada ise KOAH
patogenezinde anahtar rolleri olduguna inanilan CD4 ve CD8 T lenfositlerin
maturasyon ve aktivasyon markerlari (CD45RA, CD45R0 ve CD28)
incelenmigtir. BAL'da KOAH hastalarinda sigara igen kontrol grubuyla
karsilagtinldiginda daha yuksek CD8CD45RA ve daha dusik CD8CD45R0
yuzdeleri saptanmigtir. KOAH hastalarinda gbzlenen bu yiksek CD8CD45RA T
lenfositlerin maturasyon-aktivasyon asamasinda son noktaya ulastiklari ve daha
yuksek oranda doku hasari yapabilme potansiyellerinin bulundugu ileri
surdlmustar. Ayrica  KOAH varligi aranmaksizin sigara igen bireylerde
icmeyenlere gore CD8CD28 oraninin daha dusuk oldugu ve sigara igiminin T
lenfositlerde CD28 down regulasyonuyla bu maturasyona katki sagladigi éne
strtimastart®®,

Sigara icen KOAHllar ve sigara icen asemptomatikler arasindaki
inflamatuvar hdcre infiltratindaki tek onemli farkin KOAH’lilarda, esas olarak
CD8 olmak tzere, T hucre artisi yoninde oldugu yukarida da deginilen degisik
calismalarda gdsterilmistir. Ayrica sigara icen KOAH’lilarin hava yollarinda az
miktarda CD4 T hudcre sayisinda da bir artis olmakla beraber, CD4/CD8
oraninin tersine dondugu gosterilmistir. Bu durum sigara igen KOAH'lilarda
gozlenirken, hava akimi kisittamasi olmayan sigara icenlerde saptanmamistir®’.

BAL ve akciger dokusunda goériulen artmig CD8 T hicre infiltrasyonu ve

bizim calismamizda da saptanan azalmig CD4/CD8 oraninin, yapilan birkag
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calisma disinda periferik kanda gorulmemesi, CD8 infiltrasyonunun sistemik
dolasima yansiyan kisminin lokal inflamasyondaki kadar belirgin olmadigini
dusundirmektedir. Bizim c¢alismamizdaki hasta sayisinin diger calismalara
kiyasla fazla olmasi periferik kanda da bu sonucun alinmasinda etkin oldugunu
dusundurmektedir. Diger taraftan solunum yollarinda ve akciger parankiminde
gorulen artmig CD8 duzeylerinin KOAH'I olan ve olmayan sigara igenleri
birbirinden ayirdetmekte 6énemli bir immunolojik bulgu oldugu sonucu agirlik
kazanmaktadir. Calismamizda en yuksek CD4/CD8 orani, sigara igmeyen
saglkh grupla istatistiksel agidan anlamli fark olusturmamakla birlikte, normal
akciger fonksiyonuna sahip sigara igen grupta saptanmistir. Bu sonug
dogrultusunda KOAH gelisimiyle periferik kanda CD4/CD8 azalmasinin
paralellik gosterdigini ileri surebiliriz. Ayrica periferik kan CD4/CD8 oranindaki
yuksekligin sigara igenlerde KOAH’tan koruyucu bir etkisi mi var sorusunu
guindeme getirebiliriz.

Treg hucreler CD8 ve CD4 T hicre fonksiyonlarini baskilayarak immun
reaksiyonlari duzenlerler. KOAH’lilarin akcigerlerindeki Treg'lerin supresif
etkileri hakkinda ¢ok fazla bilgi mevcut degildir. Yapilan g¢alismalar KOAH'da
edinsel immdnitenin kontroliinde 6nemli olan Treg hicrelerin rolini gostermeyi
amaclamistir. KOAH'da immuUnmodulatér faktorlerin ortaya konmasi KOAH
patogenezinin anlasiilmasinda 6nemli bir rol Ustlenecektir.

Calismamizda Treg duzeylerini CD4+CD25+FoxP3+ hicrelerin ylzdelerini
ve absolut sayi/yL miktarlarini inceleyerek belirledik. KOAH ve kontrol gruplari
kargilastirmasinda KOAH’lllarda sigara i¢gen kontrol grubuna goére hem yuzde,
hem de absolut sayi acgisindan istatistiksel olarak anlamh (sirasiyla p=0,032,
p=0,010) dizeyde artis bulduk. Ayni zamanda agir ve orta KOAH’li hastalar ile
sigara i¢en (sirasiyla % p=0,048, p=0,017; absolut sayi p=0,013, p=0,001) ve
icmeyen (sirasiyla % p=0,046, p=0,012; absolut sayi p=0,096, p=0,012) kontrol
gruplarn arasinda da Treg duzeyleri agisindan anlamh artis saptadik. Bu artig
sadece agir KOAH ile sigara igmeyen kontrol grubu arasinda absolut sayida
gozlenmemigtir. Hafif KOAH'l hasta grubunda ise bodyle bir artisa rastlamadik.
Diger taraftan normal akciger fonksiyonuna sahip sigara i¢cenlerde istatistiksel
olarak anlamli olmamakla birlikte, Treg dlzeyinin sigara igmeyenlere gore
dusuk oldugunu (sirasiyla %1.7, 34.67/uL ve %1.86, 39.98/uL) saptadik. (Tablo
9, Tablo 11, Tablo 12, Tablo 13)
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Periferik kanda yapilan bir calismada CD4+CD25P2"¥ ekspresyonunun
bizim galismamizdan farkli olarak KOAH’lI grupta saglikli gruba gore istatistiksel
olarak anlamli dusuk oldugunu, ancak CD4+CD25+CTLA4+ hiicre duzeylerinin
ise bu durumdan farkli olarak KOAH’lI grupta anlamh yuksek oldugunu

108

(p=0.014) gOstermiglerdir Periferik kanda vyapilan diger c¢alismalarda

KOAH’lilar ile kontrol gruplari arasinda Treg duzeyleri agisindan istatistiksel
anlamli farklilik bulamamislardirt®113:114,

Biz calismamizi diger calismalara kiyasla daha fazla hasta ve kontrol
grubunda gergeklestirdik. KOAH’lI hasta populasyonunun fazla olmasi, gruplar
arasinda farklliklarin saptanmasinda analizlerin giiciinli artirmaktadir. invazif
yontemler olan BAL, bronkoskopik akciger biyopsi materyali gibi ornekler
Uzerinde yapilan calismalarda 6rnek sayisi istenilen dizeyde olmamaktadir.
Hasta ve kontrol grubu sayimizin fazla olmasi, Treg agisindan periferik kanda
anlamli sonuglar elde etmemizi saglamistir. Ayrica astim, egzema ve alerjik rinit
gibi alerjik hastaliklar, malignensi ve otoimmun hastaliklari c¢alisma disi
birakmigs olmamiz da Treg hucrelerin degerlendiriimesinde olduk¢ca 6nem
tasimaktadir.

BAL’da yapilan bir ¢galigsmada saglikli bireylere kiyasla KOAH’lilarda bizim
calismamizin sonuglarina benzer sekilde daha vyiksek Treg duzeyleri
saptanmistir. Dusik CD27 ekspresyonu yapan CD4+CD25+ hicreler daha az
potent regulatuvar hucreler olarak bilinmektedir. KOAH hastalar ile sigara
icenlerin BAL ve periferik kanlarinda CD4+CD25+ hucrelerde CD27
ekspresyonu karsilastirildiginda BAL'da azalmis CD27 ekspresyonu oldugunun
gorulmesiyle, sigara igenlerin solunum yollarindaki Treg hlcrelerin fonksiyonel
olarak daha az potent oldugu ileri sturidimustir. Negatif regulatuvar kapasitenin
bir gostergesi olarak KOAH hastalar1 ve sigara i¢cenlerde periferik kana oranla
BAL icinde CD4+ hucrelerde daha yuksek seviyelerde CTLA4 ekspresyonu
saptanmigtir. Her iki grupta da benzer ekspresyon duzeylerinin gézlenmesi ile
birlikte, solunum yollarinda obstruksiyon olan igicilerde Treg hucrelerinin
regulasyon yeteneginin yetersiz oldugu ihtimalini destekledigini ve bu durumun
sonugta CD8 otoreaktif hucre aracilhi inflamasyonun ilerlemesine neden

olacagini ileri sirmislerdir*®®

. Ancak bu calismada hem normal akciger
fonksiyonuna sahip sigara icenlerde, hem de KOAH hastalarinda benzer CD27

ve CTLA4 ekspresyonlarinin gbzlenmesine ragmen, sadece KOAH'lilarda Treg
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hdcrelerinin regulasyon yeteneginin yetersiz oldugu goérusunu savunmalari
tartismaya acik bir konudur.

Roos-Engstrand ve arkadaslari BAL'da CD4+CD25" hiicrelerin KOAH
ve sigara i¢gen kontrol grubunda igmeyen kontrol grubuna goére artmis oldugunu,
sigara i¢cen kontrol grubunda bu artisin KOAH grubundaki artistan daha belirgin
oldugunu gormuslerdir. Sigaray! birakanlar ile hala icmekte olan KOAH'lilar
kiyaslandiginda Treg dlzeylerinin sigarayi birakan grupta daha disuk oldugunu
tespit etmiglerdir. Bu sonuglar dogrultusunda da hem sigaranin, hem de
KOAH'In Treg hucre duzeyini arttirici yonde etki gosterdigini ileri
siirmiislerdir'*?. BAL'da yapilan bir baska calismada ise sigara icmeyen ve igen
kontrol gruplari karsilastirildiinda sigara igenlerde o6nemli Treg artisini
goOstermiglerdir. Bu durumu KOAH’lilarda gérmeyip, sigara kullaniminin KOAH’li
hastalarda normal Treg yanitini baskilayabilecegini ileri siirmiiglerdir*>,

Plumb ve arkadaslari akciger kanseri suphesi nedeniyle cerrahi rezeksiyon
yapilan akciger dokusu lenfoid foliklllerinde Treg hucrelerin oranlarini
CD4+FoxP3+’ligine bakarak incelemiglerdir. KOAH’lI hastalarin folikullerindeki
CD4+FoxP3+ hucre oranlarini, sigara icen ve igmeyenlerle karsilastirdiklarinda,
bizim periferik kanda buldugumuz sonuca benzer sekilde anlamli yuksek
bulmuslardir. Bu artisin KOAH’ll hastalarin folikillerindeki artmis immunolojik
aktivitenin gostergesi olabilecegini disunmusglerdir. Sigara igcen ve igmeyenlerin
folikulleri arasinda ise yine bizim periferik kan sonugclarina benzer sekilde Treg
acisindan anlamli fark bulamamislardir'*®. Bir baska doku calismasinda ise
kicuk hicreli olmayan periferik solid karsinom dustnulerek akciger rezeksiyonu
yapilan normal akciger fonksiyonlu sigara icenler ve KOAH’lilarda, sigara
icmeyenlere gore blyluk havayollarinda artmis sayida Treg hicresi
saptamiglardir. Yine ayni ¢alismada KOAH hastalarinda, asemptomatik sigara
icenler ve igmeyenlere gore kuguk havayollarinda hava akimi obstruksiyonu ile
negatif korelasyon gosteren Treg hlcre azalmasi saptamiglardir. Tum sigara
icen hastalarin blyuk havayollarinda artmis Treg hucrelerinin sigaranin direkt
uyarici etkisiyle veya tutun maruziyetiyle gelisen inflamatuvar yanit sonucu
ortaya c¢ikma ihtimali Uzerinde durmuslardir. KOAH hastalarinda buyuk
havayollarinda FoxP3+ T hucre sayisi artarken, kuguk havayollarinda bu

hlcrelerin azalmasinin ilgi gekici oldugunu, bunun olasi sebeplerinden birinin
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baylk ve kuguk havayollarindaki antijen ya da epitop miktarlarinin farklihgi
olabilecegini ileri stirmislerdir®.

Calisma grubuna dahil edilen hasta ve kontrol sayilari, ¢aligilan 6rnek,
beraberinde bulunan hastalik durumu ve c¢alisma yontem farkhliklari gibi
nedenlerle KOAH hastalarindaki Treg duzeyleri ile ilgili sonuglar birbiriyle
celismekle birlikte, olusan genel kani KOAH hastalarinda Treg duzeylerinin
arttig1 yonundedir. Bu artisin effektdér T hicre artisini baskilayacak duzeyde
olmadidi icin aslinda KOAH hastalarinda goéreceli Treg eksikligi oldugunu ileri
surenler yaninda, artan Treg hucrelerinin regulatuvar potansiyellerinin dugsuk
oldugunu ileri siirenler de bulunmaktadir *°***”. Bizim ¢alismamizin sonuglari en
azindan periferik kanda KOAH'll hastalarda Treg dizeylerinin ylksek oldugu,
bu ylksekligin derecesinin hastaligin evresiyle iligkilendirilebilecegi, tam tersine
normal akciger fonksiyonuna sahip sigara igenlerde ise Treg duzeylerinin duguk
oldugunu gostermigtir.

Doku galismalarinda akcigerdeki malignite durumunun immunolojik olaylari
tetikleyerek  kanserin  dogrudan  Treg  duzeylerini  etkileyebilecegi
dusundlmektedir. Ancak bu tip calismalarda hem buyik, hem de kiguk
havayollari  de@erlendiriimesinde  kullanilabilecek tek yontem cerrahi
spesmenlerdir. Akciger kanserli hastalarin incelenmesinde kanserli bdlge
etrafindan alinan dokularin timi derinlemesine incelenerek ve kontrol grubu da
kanserli hastalardan olugacak sekilde ayarlanarak immunolojik degerlendirme
agisindan uygun olmayan bu durum uygun hale getiriimeye calisiimaktadir.

Diger calismalarda KOAH evrelendiriimesi yapilmadan genel olarak stabil
orta evre KOAH hastalari calismaya alinirken, biz c¢alismamizda KOAH
hastalarini evrelerine gore gruplara ayirarak Treg huicre degerlendirmesi yaptik.
Hastaligin evrelerinin farkli olmasi klinige yonelik yapilan immunolojik
degerlendirmeleri kolaylagtirmaktadir. Agir ve orta evre KOAH’llarda Treg
hicre duzeyi artisinin hafif evrede goérilmemesi, bize hastalidin ilerlemesiyle
Treg artigl arasinda korelasyon oldugunu dusundirmasttr. Agir ve orta KOAH'
olanlarda regulatuvar T hicre dizeylerinin periferik kanda yuksek olarak
saptanmasi iki durumu dusundurmektedir. Bunlardan birincisi regulatuvar T
hiicre diuzeyi yiuksek olanlarda sigara gibi cevresel bir faktorin de eklenmesi
sonucunda KOAH gelismesidir, ki bu durumda hafif KOAH olgularinda da Treg
duzeylerini yuksek olarak saptamamiz gerekirdi. Digeri ise daha da muhtemel

70



olani, KOAH’da olusan inflamasyona sekonder olarak regulatuvar T hucre
dizeyinin yikselmesidir. Hava akimi kisitlanmasi olmayan sigara icenlerde
regulatuvar T hicre duzeyinin distuk olmasi, bu kisilerin CD4/CD8 oranlarinda
azalma olmamasi ile parelellik gdstermektedir. Bu kisilerde akcigerde
inflamasyondan sorumlu olan effektor CD8 T hucre artisinin olmamasi,
regulatuvar T hudcre artisina da gerek olmadigini dusundurmektedir. Diger
taraftan KOAH hastalarinin akcigerlerinde saptanan lokal effektéor CD8 T hiicre
artisi regulatuvar T hucre artisini da tetikliyor olabilir. KOAH uzun dénem sigara
icen Kigilerin sadece kuguk bir kisminda ortaya ¢cikmakta ve hastaliga duyarllik,
kisiler benzer yas ve sigara kullanim oykulerine sahip olsalar dahi oldukca
degiskenlik gostermektedir. Bu da KOAH'ta effektér CD8 T hlcre artisi ve
CD4/CD8 oraninda azalmaya yol agan baska immunolojik mekanizmalarin
olabilecegini dusundurmektedir.

Bu konuda kesin yargiya ulasmak icin inflamasyonu degisik boyutlarda
lokal ve sistemik olarak inceleyen c¢alismalara gereksinim oldugunu
disunmekteyiz. Bizim ¢alismamizin da KOAH patogenezinde adaptif immdanite
ve Treg huicrelerin rolunin anlagiimasinda yol goOsterici olabilecegini

dusunmekteyiz.
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SONUC ve ONERILER

. Periferik kanda KOAH hastalari ile normal akciger fonksiyonuna sahip sigara
icen ve sigara icmeyen kontrol gruplari arasinda CD3+, CD19+, CD4+ ve
CD8+ hucre sayilart acgisindan anlamli  farklihk bulunmamasi, bazi
calismalarda bildirilen KOAH’lI hastalardaki lokal effektor CD8 T lenfosit
artisinin sistemik dolasima yansimadigini dustndirmektedir.

. CD4/CD8 oranlari sigara icen kontrol grubuna gére KOAH ve KOAH
subgruplarinda istatistiksel olarak anlamli dusik bulunmustur. Bu
azalmanin, istatistiksel agidan anlamli olmamakla birlikte CD4 T lenfosit
azalmasi ve CD8 T lenfosit artisindan kaynaklandigini disinmekteyiz. Diger
yandan normal akciger fonksiyonuna sahip sigara i¢enlerde CD4/CD8
oraninin degismemesi, sigara icenlerde bu durumun KOAH'tan koruyucu bir
etkisi mi oldugu sorusunu dusundurmektedir.

. Periferik kanda KOAH grubunda Treg dizeyi sigara icen kontrol grubuna
gbre daha yuksek saptanmistir. Bu artis hastaligin agir ve orta KOAH
subgruplarinda gozlenirken, hafif subgrupta gozlenmemigtir. Bu bulgu
hastaligin ilerlemesiyle Treg artigi arasinda bir korelasyon oldugunu
dusundurmektedir.

. KOAH, normal akciger fonksiyonuna sahip sigara igenler ve sigara icmeyen
kontrol gruplarindan elde ettigimiz veriler bize artan Treg sayisinin surece
sekonder olarak gelistigini dugundurmektedir.

. Bu sonuclar KOAH patogenezinde effektér CD8 T hucre artisi ve CD4/CD8
oraninda azalmaya yol agan baska immunolojik mekanizmalarin
olabilecegini disundlirmektedir.

. Bu calismanin sadece periferik kanda yapilmis olmasi ve beraberinde Treg
aktivitesini gosteren sitokin duzeylerinin belirlenmemis olmasi ¢alismanin
kisith yonlerini olusturmaktadir.

. KOAH patogenezinde immun sistemin roldyle ilgili kesin yargiya ulasmak
icin inflamasyonu degisik boyutlarda lokal ve sistemik olarak inceleyen

calismalara gereksinim oldugunu dusinmekteyiz.
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AAT
APS

ASH
ATS
BAL
BOLD

CCL
CCR
CD
CRP
CTLA-4

CXCL
DC
DNA
ERS

Fas-L
FEV,
FEV./FVC

FEF25.75

FITC
FKH
FoxP3
FSC

SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

: Alfa-1 Antitripsin

: Autoimmune Polyendocrine Syndrome

Otoimmiun Poliendokrin Sendrom

: Antijen Sunan Hucre
: American Thoracic Society (Amerikan Toraks Dernegi)
: Bronkoalveoler Lavaj

: Burden of Obstructive Lung Disease Initiative

(Akciger Hastaliklar YUku Girigimi)

: CC kemokin ligandi

: CC kemokin reseptor

: Cluster of Differentiation (Farklilasma Kimesi)
: C- Reaktif Protein

: Cytotoxic T Lymphocyte Antigen-4

(Sitotoksik T lenfosit iligkili protein-4)

: CXC Ligandi
: Dendritic Cell (dendritik hticre)
: Deoksiribonukleik asit

: European Respiratory Society (Avrupa Gogus Hastaliklari

Toplulugu)

: Fas-Ligand
. Forced Expiratory Volume (1. saniye zorlu ekspirasyon volimu)

: Zorlu ekspirasyon 1. saniyedeki volumunin zorlu vital kapasiteye

orani

. Forced expiratory flow 25-75%

Zorlu ekspiryum akim hizi 25-75%

: Fluorescein isothiocyanate
: Fork head
: Forkhead-box 3

- Forward Scatter Channel (ileri sagilim kanal)

83



FVC
GITR

GM-CSF

GOLD

GST
H202
HO-1
IDO
IFN-y

IL-2Ra
IPEX

iTreg
KOAH
LAG
LTB4
LR
MCP-1
mEH
MG
MHC
MMP
MS
NFAT
NF-kB
NK
NO
NO,
nTreg
Oy

: Forced Vital Capacity (Zorlu Vital Kapasite)
: Glucocorticoid-Induced Tumor Necrosis Factor Receptor

Glukortikoid indUkleyen timaor nekroz faktor reseptori

: Granulocyte/macrophage colony-stimulating factor

Granulosit/makrofaj koloni stimile edici faktor

: Global Initiative for Chronic Obstructive Lung Disease

(Kronik obstruktif akciger hastaligina karsi kiresel girisim

: Glutatyon S Transferaz
-Hidrojen peroksit

: Hem oksijenaz-1

- indolamin dioksijenaz

- interferon- y

. interlokin

. IL-2 alfa reseptori

: immundisregulasyon, poliendokrinopati, enteropati, X linked

sendrom

- inducible Treg (Adaptif Treg)

: Kronik Obstriktif Akciger Hastaligi
: Lenfosit aktivasyon gen

: Lokotrien B4

: Lower right ( Sag alt)

: Monosit kemotaktik protein-1

: Mikrozomal Epoksit Hidrolaz

: Myastenia Gravis

: Major Histocompatibility Complex
: Metalloproteinaz

: Multiple Skleroz

: Nuclear Factor of Activated T cells
: Nuclear Faktér kappa B

: Natural Killer (Dogal Oldiiriicii)

- Nitrik oksit

- Nitrojen dioksit

: Natural Treg (Dogal Treg)

: Superoksit anyonu
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PBMC

PBS
PD-1

PE

PEF

Pl
PLATINO

PMNL
PMT’s
RA
RNA
sf
SFT
SLE
SLPI
SSC
SPSS
TCR
TGF-B
Th
TIMP
TLRs
TNF-a
TNFR
TNFRSF
Treg
UL
UR
VK

: Hidroksil radikali
: Peripheral blood mononuclear cell (Periferik kan mononukleer

hiicre)

: Primer biliyer siroz

: Programmed Death 1 (Programlanmig Oliim-1)

: Phycoerythrin

: Peak Expiratory Flow (Zirve Akim Hizi)

: Propidium lodide

. Latin American Project for the Investigation of Obstructive Lung

Disease (Obstruktif Akciger Hastaliklarini Arastirmaya Yodnelik

Latin Amerika Projesi)

: Polimorfonikleer Lokosit

: Photo Multiply Tubes

: Romatoid Artrit

: Ribonukleik Asit

: Scurfy

: Solunum Fonksiyon Testi

: Sistemik Lupus Eritematozus

: Sekretuvar Lokoproteaz inhibitori

: Side Scatter Channel (Yana sacilim kanali)
: Stastistical Package for Social Sciences Version
: T Cell Receptor (T hiicre resepttri)

: Transforming Growth Factor-3

: T helper

: Metalloproteinaz Doku Inhibitorii

: Toll-Like Reseptor

: TUmOor Nekroz Faktor alfa

: Tumo6r Nekroz Faktor alfa reseptori-75

: Tumor Necrosis Factor Receptor Superfamily
: Regulatuvar T hiicre

: Upper left (Sol Ust)

: Upper right (Sag ust)

. Vital Kapasite
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Sekiller

Sekil 1
Sekil 2

Sekil 3
Sekil 4
Sekil 5
Sekil 6
Sekil 7
Sekil 8
Sekil 9
Sekil 10
Sekil 11

Sekil 12
Sekil 13
Sekil 14
Sekil 15
Sekil 16
Sekil 17
Sekil 18
Sekil 19
Sekil 20

Sekil 21

Sekil 22

Sekil 23
Sekil 24

SEKILLER DiZziNi

(FEV1, yas ve sigara iligkisi)

(KOAH patogenezinde yeralan hicreler ve
mediatorler)

(KOAH'ta fizyopatolojik degisimler)

(Dogal ve edinsel immiinite)

(Santral T hicre toleransi)

(T hicre anerjisi)

(T hadcrelerinin aktivasyonla ortaya ¢ikan dlumleri)
(Regulatuvar T hicreleriyle immun baskilama)
(Regulatuvar T hicre alt gruplar)

(Treg hicrelerin molekler karakteristikleri)
(FOX proteinleri ve kanatli sarmal DNA baglanan
kismi)

(insan FoxP3'iniin sematik gdsterimi)
(FoxP3'Un immun sistemdeki etkileri)
(Tregd'lerin etki mekanizmalar)

(KOAH’taki immun yanitin genel bir sekli)
(Mononiikleer hticre izolasyonu)

(Akim sitometrinin sematik gosterimi)

(PMBC i¢indeki lenfositlerin yilizdesi)

(Negatif kontrol dot plot gérunttsi)

(Total lenfositler icindeki CD3+ ve CD19+
hiicrelerin %’si)

(Total lenfositler igcindeki CD4+ ve CD8+
hiicrelerin %’si)

(PBMC icindeki CD4+ T lenfositler)
(CD4+CD25+FOXP3+ hucrelerin %’si)

(Hasta ve kontrol grubunda CD4+9%’leri)

Sayfa No

13
16

20
23
26
27
28
28
31
32
33

34
35
38
41
44
47
48
48
49

49

50

50
54
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Sekil 25
Sekil 26

Sekil 27.

Sekil 28
Sekil 29

Sekil 30

Sekil 31
Sekil 32

Sekil 33
Sekil 34
Sekil 35

(Hasta ve kontrol grubu CD4+CD25+FOXP3+%/’leri)
(Hasta ve kontrol grubu Treg absolut sayl/ pL
ortalamalari)

(Hasta ve kontrol grubunda CD4/CD8 oranti)

(Agir KOAH'hlar ve kontrol grubunda CD4/CD8 oranti)
(Agir, orta, hafif evre KOAH’lilar ve kontrol grubunda
CD4+CD25+FOXP3+% ortalamalari)

(Agir, orta, hafif KOAH’lilar ve kontrol grubunda

Treg absolut sayi/pL ortalamalarr)

(Orta KOAH’lillar ve kontrol grubunda CD4+%/’lert)
(Orta KOAH'lilar ve sigara igen kontrol grubunda
CD4/CDS8 oranlarr)

(Hafif KOAH’lilar ve kontrol gruplarinda CD19+%’leri)
(Hafif KOAH’lilar ve kontrol grubunun CD4+%’leri)
(Hafif KOAH’lilar ve kontrol grubunun CD4/CD8 oranti)

54
55

58
58

61
61

63
63
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Tablolar

Tablo 1
Tablo 2
Tablo 3
Tablo 4
Tablo 5
Tablo 6
Tablo 7
Tablo 8
Tablo 9

Tablo 10
Tablo 11

Tablo 12

Tablo 13

TABLOLAR DIZiNi

(KOAH'In fonksiyonel siniflandiriimasi)

(KOAH' ta risk faktérleri)

(KOAH'ta patolojik degisiklikler)

(KOAH'In sistemik etkileri)

(Treg alt gruplari ve 6zellikleri)

(Kullanilan reaktif ve kitler)

(Gruplarin cinsiyete gore dagilimi)

(Gruplarin yas ortalamasina gore dagihmi)
(Hasta ve kontrol gruplarinin sonuglarinin
kargilastirmasi)

(KOAH evreler arasi sonuglarin karsilastirmasi)
(Agir KOAH'l hastalar ile sigara igen ve igmeyen
kontrol gruplari sonuglarinin kargilastirmasi)
(Orta KOAH subgrubu ile sigara icen ve icmeyen
kontrol gruplari sonuglarinin kargilagtirmasi)
(Hafif KOAH subgrubu ile sigara icen ve icmeyen

kontrol gruplari sonuglarinin kargilagtirmasi)

Sayfa No

11
12
15
22
31
43
52
52
53

56
57

60

62
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EK 1.
SAGLIKLI/HASTA GONULLU DENEKLER IGIN BILGILENDIRILMiS OLUR FORMU ORNEGI

Hekimin Agiklamasi

KOAH hastalgiyla ilgili yeni bir arastirma yapmaktayiz. Arastirmanin ismi
“KOAH’lI Hastalarda Regulatuvar T Hulcre Duzeyi dir.

Sizin de bu arastirmaya katilmanizi diliyoruz. Ancak bu arastirmaya katilip
katlmamakta serbestsiniz. Arastirmaya katilim gonullilik esasina dayalidir.
Kararinizdan 6nce arastirma hakkinda sizi bilgilendirmek istiyoruz. Bu bilgileri
okuyup anladiktan sonra arastirmaya katilmak isterseniz formu imzalayiniz.

Bu arastirmayi yapmak istememizin nedeni, KOAH’li hastalarda regulatuvar T
hiicre diizeyini belirlemektir. Mersin Universitesi Saglik Arastirma ve Uygulama
Merkezi Hastanesi Gogus Hastaliklari ve Biyokimya Anabilim Dallar’nin ortak
katihmi ile gergeklestirilecek bu arastirmaya katiliminiz aragtirmanin basarisi
icin 6nemlidir.

Eger aragtirmaya katilmayi kabul ederseniz Dr. Bahri TEMURAY veya onun
goOrevlendirecegi bir hekim tarafindan muayene edileceksiniz ve bulgular
kaydedilecektir. Muayene sonucunda doktorunuz uygun gorurse bu arastirmaya
alinacaksiniz. Yine izniniz dogrultusunda bu arastirmayi yapabilmek icin
kolunuzdan 10 ml (1-2 tup) kadar kan almamiz gerekmektedir. Alinan kanda
CD3, CD25, Fox P3, gibi maddelerin miktar dlgllecektir.

Kan alinmasi sirasinda igne batmasina bagli olarak az bir aci duyabilirsiniz. Az
bir ihtimal de olsa igne batmasi sonrasinda kanamanin uzamasi veya
enfeksiyon riski vardir.

Bu arastirmaya katimaniz igin sizden herhangi bir Ucret istenmeyecektir.
Arastirmaya katildiginiz igin size ek bir 6deme de yapilmayacaktir.

Bu arastirmaya katilmayi reddedebilirsiniz. Bu arastirmaya katilmak tamamen
istege baglidir ve reddettiginiz takdirde size uygulanan tedavide herhangi bir
degisiklik olmayacaktir. Yine arastirmanin herhangi bir agamasinda onayinizi

cekmek hakkina da sahipsiniz.
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Saglikli/Hasta Gonullii Denek Beyani

Sayin Dr. Gékgen ALICI SERT tarafindan Mersin Universitesi Saglik Arastirma
ve Uygulama Merkezi Hastanesi Biyokimya Anabilim Dalinda tibbi bir arastirma
yapilacag belirtilerek bu arastirma ile ilgili yukaridaki bilgiler bana aktarildi. Bu
bilgilerden sonra boyle bir aragtirmaya katilimci (denek) olarak davet edildim.
Eger bu arastirmaya katilirsam, hekim ile aramda kalmasi gereken bana ait
bilgilerin gizliligine, bu arastirma sirasinda da blylk o6zen ve saygl ile
yaklasilacagina inaniyorum. Arastirma sonuglarinin egitim ve bilimsel amaglarla
kullanimi sirasinda kisisel bilgilerimin 6zenle korunacagi konusunda bana
yeterli gtiven verildi.

Arastirmanin  yadrttilmesi sirasinda herhangi bir sebep goOstermeden
arastirmadan c¢ekilebiliim. Ancak arastirmacilari zor durumda birakmamak igin
arastirmadan c¢ekilecegimi onceden bildirmemin uygun olacaginin bilincindeyim.
Ayrica tibbi durumuma herhangi bir zarar veriimemesi kosuluyla arastirmaci
tarafindan arastirma disi tutulabilirim.

Arastirma icin yapilacak harcamalarla ilgili herhangi bir parasal sorumluluk
altina girmiyorum. Bana da bir 6deme yapilmayacaktir.

ister dogrudan, ister dolayli olsun arastirma uygulamasindan kaynaklanan
nedenlerle meydana gelebilecek herhangi bir saglik sorunumun ortaya ¢gikmasi
halinde, her turlu tibbi midahalenin saglanacagi konusunda gerekli givence
verildi. (Bu tibbi mudahalelerle ilgili olarak da parasal bir yuk altina
girmeyecegim).

Arastirma ile ilgili bir saglik sorunu ile karsilastigimda, herhangi bir saatte,
Dr.Gokgen ALICI SERT’i 3374300/1530 numarali is telefonundan veya Mersin
Universitesi Tip Fakdltesi Biyokimya Anabilim Dali adresinden arayabilecedimi
biliyorum.

Bu arastirmaya katilmak zorunda degilim ve katilmayabilirim. Aragtirmaya
katilmam konusunda zorlayici bir davranigla karsilagsmis degilim. Eger katilmayi
reddedersem, bu durumun tibbi bakimima ve hekim ile olan iligkime herhangi
bir zarar getirmeyecegini de biliyorum.

Bana yapilan tim agiklamalari ayrintilariyla anlamis bulunmaktayim. Kendi

basima belli bir disinme suresi sonunda adi gegen bu arastirmada katilimci
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(denek) olarak yer alma kararini aldim. Bu konuda yapilan daveti buayuk bir

memnuniyet ve gonulliluk icerisinde kabul ediyorum.

imzali bu form kagidinin bir kopyasi bana verilecektir.

Saglikli/hasta gonullt denek
Adi, soyadr:

Adres:

Telefon numarasi:

imza:

Gorugme tanigi

Adi, soyadr:

Adres:

Telefon numarasi:

imza:

Saglikli/hasta gonulli denek ile gorisen hekim
Unvani, adi, soyadi:

Adresi:

Telefon numarasi:

imza:
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