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OZET

Oytun Aydogan, Bronkoalveolar lavaj sivisinda hiicre sayiminin farkli metotlar
arasinda karsilastirllmasi. Zonguldak Biilent Ecevit Universitesi, Tip Fakiiltesi,
Gogiis Hastaliklar1 Anabilim Dal, Tipta Uzmanhk Tezi, 2018

Amag: Bronkoalveolar lavaj (BAL) sivisi diferansiyel hiicre paterni, diffiiz
parankimal akciger hastaliklarinin tanisal yaklasiminda ve ayirici tanilar1 daraltmada
kullanilmaktadir. Bu ¢alismanin amaci optik mikroskopiye gore daha hizli ve daha
objektif bir yontem olan akim sitometri (FCM) ile BAL hiicresel profilinin elde
edilmesi ve sonuglarinin optik mikroskopi ile elde edilenle karsilastirilarak optik
mikroskopi yerine kullaniminin uygunlugunu ya da iistiinliiklerini belirleyebilmekti.
Gerec¢ ve Yontem: Arastirma 2017 ve 2018 yilinda difiiz parankimal akciger hastalig
nedeni ile tan1 amacgh bronkoalveolar lavaj uygulanan ve BAL sivilar1 hem optik
mikroskopta hem de FCM cihazinda analiz edilen hastalar geriye doniik olarak
incelenerek yapildi.

Bulgular: Wilcoxon isaretli sira testi ile FCM ve optik mikroskopideki lenfosit ve
eozinofil sayilar1 arasindaki farklarin anlamli oldugu gorildii (sirasiyla p=0.005,
p=<0.001). Bununla birlikte hem alveolar makrofajlar hem de nétrofillerde FCM ve
optik mikroskopi arasindaki fark anlamli degildi (sirasiyla p=0.820, p=0.280). Bland-
Altman analizi ile akim sitometrinin optik mikroskopi ile karsilastirildiginda lenfosit
sayilarini %34.4 oraninda ve yine notrofil sayisint %14 oraninda diisiik tahmin ettigini
belirledik. Bununla birlikte alveolar makrofaj popiilasyonlarinin dagilimi: homojendi.
Cok degiskenli nokta ve ¢izgi diyagramlari, sayilan eozinofiller hesaba katildiginda
eozinofiller i¢in akim sitometri ile optik mikroskopi arasinda belirgin bir fark
olmadigini gosterdi.

Sonug¢: Calismamiz, uygun klinik sartlar ve ulasilabilirlik durumunda daha hizli sonug
veren ve alveolar hiicre popiilasyonunu daha iyi yansitabilen FCM nin BAL s1visinin

diferansiyel hiicre profili analizinde giivenli olarak kullanabilecegini isaret etmektedir.

Anahtar Kelimeler: Bronkoalveolar lavaj, diferansiyel hiicre sayimi, optik

mikroskopi, akim sitometri



ABSTRACT

Oytun Aydogan, Comparison of the different methods for counting cell in the
bronchoalveolar lavage fluid. Zonguldak Biilent Ecevit University, School of
Medicine, The Department of Pulmonary Medicine, Medical Thesis, 2018
Objectives: Differential cell pattern of bronchoalveolar lavage (BAL) fluid is used in
the diagnostic approach of diffuse paranchymal lung diseases and in narrowing the
differential diagnoses. The purpose of this study is to obtain the cellular profile of the
BAL fluid by flow cytometry which is faster and more objective compared to optical
microscopy and to determine the suitability or advantage of using flow microscopy
instead of optical microscopy.

Materials and Methods: The study was performed by retrospectively reviewing on
patients who underwent bronchoalveolar lavage for diagnostic purpose due to diffuse
parenchymal lung disease between 2017 and 2018, and whose BAL fluids were
analyzed both in optical microscopy and in flow cytometry device.

Findings: Wilcoxon signed rank test showed significant differences between FCM
and optical microscopy in terms of the number of lymphocyte and eosinophil
(p=0.005, p=<0,001 respectively). However, the difference between FCM and optical
microscopy interms of both the number of alveolar macrophages and the number of
neutrophils is not significant (p=0.820, p=<0,280 respectively). With Bland-Altman
analysis, we found that flow cytometry predicts the number of lymphocyte by 34.4%
and the number of neutrophil by 14% lower, when compared to optical microscopy.
However, the distribution of alveolar macrophage populations was homogeneous.
Multivariate point and line diagrams show that there is no significant difference
between flow cytometry and optical microscopy for eosinophils when eosinophils are
considered.

Results: Our study indicates that in the case of appropriate clinical conditions and
accessibility, FCM which provides faster results and better reflect the alveolar cell

population can be used safely in differential cell profile analysis of BAL fluid.

Keywords: Bronchoalveolar lavage, differential cell count, optical microscopy, flow
cytometry
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1. GIRIS VE AMAC

Bronkoalveolar lavaj (BAL) akcigerin infeksiyoz (tiiberkiiloz, mantar, virus, bakteri
gibi) ve infeksiy0z olmayan patolojilerinde (interstisyel akciger hastaliklari, alveolar
hemorajiler, kanserler gibi) kullanilan bir 6rnekleme teknigidir. Distal bronsiollerin ve
gaz degisim birimlerinin hiicresel ve hiicresel olmayan bilesenlerini 6rnekler. BAL
stvist hiicresel analizi siiphelenilen hastaligin tanisal siirecinde bize 6nemli faydalar
saglar. BAL sivis1 diferansiyel hiicre paterni sonuglar1 tibbi 6ykii, fizik muayene ve
radyolojik bulgular baglaminda ele alindiginda tani koyabilme oran1 artar ve ayirici
tanilar1 daraltabilir. BAL sivist diferansiyel hiicre sayimi altin standart olarak optik
mikroskopi yontemi ile yapilir. Bu yontem zaman alicidir ve rutin olarak sayilan diisiik
hiicre sayisi, 6znellik ve sitoplazma orneklerinin okunmasini zorlastiran bronsiyal
epitelyal ve skuamoz epitelyal kontaminasyon hiicreleri gibi diger nonldkosit
hiicrelerin varlig1 nedeniyle degiskenlik gosterebilir.

Akim sitometri, siispansiyon halindeki hiicreleri veya partikiilleri siv1 bir
sistem igerisinden tek tek gecerken fiziksel ve/veya kimyasal 6zellikleri ile analiz eden
bir cihazdir. Siispansiyon halinde hazirlanan ve monoklonal antikorlar veya
florokromlar ile boyanan hiicrelerden yayilan floresan 15181 bir araya getirilir, uygun
dedektorler ve filtreler tarafindan farkli dalga boylarmma gore ayrilarak sinyallere
doniistiiriilir. Bu sinyaller bilgisayar ortamina aktarilarak hiicrelerin biiytikliigi,
graniilaritesi, i¢ yapisi ve floresan yogunlugu hakkinda bilgi verir. Akim sitometri
BAL sivisinda uygulanarak diferansiyel hiicre paternleri belirlenebilmektedir.

Akim sitometri ile BAL sivisi hiicresel profilinin belirlenmesi hakkinda bilgi
literatiirde sinirhidir. BAL 6rneklerinde FCM kullanan ¢aligmalarin ¢ogu, sadece
lenfosit alt gruplarina odaklanarak BAL analizine yonelik Onyargili bir goriis
saglamistir. Bu calismanin amacit BAL sivisinin hiicresel profilinin daha hizli ve optik
mikroskopiye gore daha objektif bir yontem olan FCM ile elde edilmesi ve
sonuglarinin optik mikroskopisi ile elde edilen bilgilerle karsilagtirilarak optik

mikroskopisi yerine kullaniminin uygunlugunu ya da iistiinliiklerini belirleyebilmekti.



2. GENEL BILGILER

2.1. Bronkoalveolar Lavajin Kisa Tarihi ve Diffiiz Parankimal Akciger

Hastaliklarinda Kullanim

Rijit bronkoskoptan gegen bir kateter araciligiyla salin soliisyonu ile bronsiyal
irrigasyon ilk olarak 1927'de bildirilmis ve 1932'de Stitt tarafindan “brons lavaji” adi
verilmistir (1). Baslangigta septik akciger hastaligi veya pulmoner alveolar proteinozis
icin bir tedavi olarak kullanilmasina ragmen (2), 1960'li yillarda ¢esitli hayvan
modellerinde alt solunum yolu immiinitesini incelemek i¢in brons lavaji uygulanmis
ve insan akcigerinde 1960'larin ve 1970'lerin sonlarinda uygulanmistir (3). Akcigerin
belirlenmig bir kisminin salin ile lavaji bronkoalveolar lavaj olarak tanimlanmis ve
1980-1990'arda fleksibl fiberoptik bronkoskopun klinik kullanimi ile yayginlagsmistir.
BAL, normal bireylerin veya enfeksiyoz ve/veya enflamatuar alt solunum yolu
hastaliklar1 olan hastalarin bronsiyal/alveolar hiicreleri ve salgilar1 temin etmek i¢in
kullanilir. Birgok faktér, geri kazanilan sivi miktarini ve/veya alinan bronkoalveolar
epitelyal ylizey sivisinin hiicresel profilini etkileyebilir. BAL sivisindaki ¢ekirdekli
immiin hiicrelerin diferansiyel sayisindaki paternler, sarkoidoz gibi bazi interstisyel
akciger hastaliklar1 (IAH) formlariyla oldukea iyi korelasyon gdstermesine ragmen,
suboptimal &zgiilliikleri, IAH da bir tan1 arac1 olarak kullanimini smirlandirmistir.
Bronkoalveolar lavaj (BAL) giivenli, kolay uygulanir ve iyi tolere edilen bir
prosediirdir. BAL''n deneyimli bronkoskopi uzmanlar1 tarafindan giivenle
uygulanabilecegi bildirilmistir. BAL tipik olarak, normal kontrol deneklerinden farkl
olarak IAH hastalarinda hiicresel (¢ekirdekli immiin hiicreler) ve hiicresel olmayan
bilesenlerde varyasyonlari ortaya gikarir ve birgok klinisyen, IAH’1n ayiric1 tanisim
daraltmak i¢in bir kilavuz olarak BAL hiicresel analizini kullanir. BAL’1n tek basina
tanisal degeri diisiik olmasina ragmen, BAL hiicresel analizi standart protokollere gore
uygulandiginda, YCBT gibi yardimci tani testlerinden elde edilen diger bilgilerin
kullanim1 ve uygun klinik ile birlikte diisiiniildiiglinde ayirici tanilar biiylik lgiide
daraltmakta ve hasta i¢in risk olusturan daha invaziv tanisal prosediirlere ihtiyaci

azaltmaktdir.



2.2. Bal Sivis1 Hiicresel Analizi Prosediirii

Altta yatan bir hastalik siireci veya sigara icimi BAL analizini etkileyebilir. Hava yolu
obstruksiyonu BAL s1vis1 doniisiinde degisikliklere yol agabilir. Bunun nedeni, sivi
geri kazanimin1 kolaylastirmak icin negatif basing uygulandiginda daralmis hava
yollarindaki aspirasyon sivisinin geri aliminin zorlagsmasidir. Kronik obstriiktif akciger
hastalig1 olan hastalarda hava yolu kollapst degiskendir; siviy1 aspire etmek ig¢in
kullanilan negatif basing ne kadar biiyiik olursa, belirgin hava yolu kollapsinin
meydana gelmesi daha muhtemeldir ve BAL sivisinin geri doniisiinii olumsuz olarak
etkiler. Astimdaki hava yolu obstruksiyonu, prosediiriin kendisi tarafindan

indiiklenebilir (4).

2.2.1 BAL tekniginde hastanin pozisyonu

Hastanin pozisyonu lavaji etkileyebilir ve yer¢ekimi bagimli akciger bolgelerinden
lavaj doniisiinii engelleyebilir. BAL'da dik, yar1 yatar veya supin pozisyonlamanin
etkilerini karsilastiran ¢aligma yoktur. Pozisyonlama, hastay1 etkileyen klinik duruma

gore belirlenmeli ve prosediir raporunda belirtilmelidir.

2.2.2 Lavaj yapilacak bronkopulmoner segment:

BAL icin akcigerlerin en uygun alaninin veya alanlariin secilmesi onemlidir.
1970'lerde ve 1980'erde, IAH'larin ana gruplarindaki BAL ¢alismalarma ait ¢ok
sayida caligma, farkli BAL hiicre sayim1 bulgularinin, standart lavaj bolgesi olarak sag
orta lob veya sag alt lob sec¢ilmesinin farkli merkezlerde ¢ok benzer oldugunu
gostermistir. Ust lobu tutan hastaliklarda iist lob bdlgelerinden BAL yapilmasinin
gerekip gerekmedigi tartisilmig, ancak bu yaklasim, standart bir prosediiriin
eksikliginden dolay1 kabul gérmemistir.

Son yillarda YCBT'nin kullanimi ve idiyopatik interstisyel pnomonilerin (1iP)
yeni siniflandirilmasinda  hastalarin  akcigerlerindeki  YCBT  paternlerindeki
farkliliklarin, spesifik bir IAH ile iliskili inflamatuar hiicre profilini daha dogru

yansitabilen BAL i¢in hedef bolgeleri tanimlamakta yararli olabilecegi ve tam



olasiigini artirabilecegi goriilmiistiir. Ornegin, buzlu cam alanlar1 daha aktif
inflamasyon alanlarin1 yansitabilir ve lavaj i¢in iyi hedef alanlar1 temsil edebilir.
Solunum yolu enfeksiyonlarinin degerlendirilmesinde lavaj bdolgesi
varyasyonu Onemli bir faktordiir ve BAL sivisinin maksimal tutulum bolgesinden
alinmas1 gerekmektedir. Firsatgr akciger enfeksiyonlarinda (diffiiz pulmoner
infiltratlar ile), P. carinii pndmonisi olan hastalarda BAL uygulandiginda, {ist
loblardan lavaj yapilmasinin geleneksel sag orta lob veya lingualdan daha yiiksek bir

organizma verimine sahip oldugu goriilmistiir (5).

2.2.3. Prosediir sirasinda emme basinci

Emme basinci ¢ok yiiksek oldugunda hava yollar1 ¢cokmektedir. Spesifik bir teknikten
bagimsiz olarak, solunum yolunun gorsel muayenesi, bronkoskopistin aspirasyon
islemi sirasinda hava yolu ¢okiisiinii izlemesini saglar. Negatif emme basincinin 100
mm Hg'nin altinda kalacak sekilde ayarlanmasi, goriiniir hava yolu ¢okiisiinii 6nlemek

i¢in Onerilmektedir.

2.2.4. BAL icin her bir alikuot icerisine verilen salin miktarinin hacmi

BAL sirasinda verilen salin hacmi BAL s1vis1 doniisiinii ve BAL s1vis1 6rneginin hem
hiicresel hem de protein igerigini etkiler. 60 ml'lik iki alikuot verildikten ve aspire
edildikten sonra, hiicreler ve protein geri doniisleri tutarli hale gelir. IAH ve kontrol
denekleri iizerinde yapilan bir ¢alismada, en az 120 ml siviya kadar fark goriilmemistir
(6). Bronkoalveoler epitelyal yiizeyler iizerinde yeterli miktarda hiicre ve proteinleri

orneklemek i¢in en azindan toplam 120 ml serum fizyolojik verilmesi dnerilmektedir.
2.2.5. Lavaj doniisii degiskenligi
Geri alinan serum fizyolojik yiizdesi de degiskendir. Uygulanan hacmin %5'inden

daha azina ulasilirsa, alveolar 6rnekleme muhtemelen yetersizdir. Optimal 6rnekleme

icin verilen s1vi hacminin en az %30'unun geri alinmasi gerekmektedir. Kiigiik hacim



doniisleri (6zellikle toplam verilen hacminin %210'u) uygun BAL numuneleri olarak
kabul edilmemelidir.

Akcigerin igine verilen ve kalan hacmin ¢ok biiyiik olmas1 durumunda lavaj
kesilmelidir (6rnegin, her seferde %5'lik bir geri doniis). Verilen ve aspire edilen
hacimler arasindaki fark 6nemli 6l¢iide (6rnegin, 100 ml'den biiyiik) artarsa, bu lavaj
alaninda ilave alikuotlar verilmemelidir, ancak hasta prosediirii tolere ederse ayr1 bir

alanda ikinci bir lavaj yapilabilir.

2.2.6. BAL prosediiriiniin giivenlik ozellikleri

Hem arastirmalarda hem de astim ve kronik obstriiktif akciger hastaligi, akut
respiratuvar distres sendromu ve ventilatorle iliskili pndmonisi olan hastalarda
bronkoalveoler lavaj prosediiriiniin  uygulanmasim1  degerlendiren  klinik
uygulamalarda BAL iyi bir glivenlige sahiptir. BAL prosediiriine bagli en yaygin iki
komplikasyon ates ve hipoksemidir, fakat BAL ile iliskili bu gibi advers olaylar
neredeyse her zaman kendi kendini sinirlamaktadir ve bir dereceye kadar daha biiyiik
lavaj hacimlerinin kullanimina baglidir (7, 8). Bununla birlikte, BAL prosediiri,
dolagimdaki pro-enflamatuar sitokinlerde artis, periferal kan nétrofillerindeki artis,
akcigere noétrofillerin gogli ve gegici sekestrasyonu ve demir homeostazinda
degisiklikler ile akut faz reaksiyonlarini hizlandirabilir (9-11). BAL prosediiriiniin,
akut inflamatuar yanit1 artirabilecegi, ates ve hipoksemiyi tetikleyebilecegi endisesine
ragmen, ventrikiil iliskili pndmonisi (VIP) olan hastalar, akut respiratuar distres
sendrumlu (ARDS) hastalar, akciger transplant alicilari, immiin sistemi baskilanmis
hastalar, bozulmus koagiilasyonu olan hastalar ve solunum yetmezligi gelismis
hastalar1 degerlendirmek i¢in kullanildiginda giivenilirligi iyidir ve daha invaziv

islemlerin gereksinimini azaltir.
2.2.7. BAL s1v1 orneginin laboratuvara tasinmasi
BAL sivis1 ornekleri, kap ylizeylerine (6rnegin silikon kapli cam veya polipropilen

veya siispansiyon doku kiiltiirli i¢in tasarlanmis diger plastikler) hiicre yapismasini

desteklemeyen kaplarda parcalar halinde toplanmalidir.



» Eger laboratuvar ayni tesiste yer aliyorsa BAL sivist numuneleri oda
sicakliginda 'taze' olarak nakledilebilir ve egitimli laboratuvar personeli ile BAL s1vist
alimi ile laboratuvara gonderilmesi arasinda minimum gecikme vardir, bu da analizler
sirasinda hiicre canliliginin korunma olasiligini arttirir.

» Taze BAL sivisinin alinmasini takiben 30-60 dakika gectikten sonra
laboratuarda beklenen gecikme i¢in, numuneler +4°C'de (6r. buzda) nakledilmeli ve 1
saat i¢inde teslim edilmelidir.

» Alman BAL sivist 6rnekleri, BAL hiicresel analizleri i¢in dondurulmus
sekilde ve/veya kuru buz ile taginmamalidir.

» Orijinal lavaj salininde 1 saatten fazla tasima stireleri onerilmez; hiicreler,
daha uzun siireler boyunca onlar1 korumak i¢in uygun bir doku kiiltiir ortamina

aktarilmalidir (6rnegin MEM+25 mM HEPES veya RPMI 1640+25mM HEPES).

2.2.8. Laboratuar tarafindan BAL s1vis1 drneginin islenmesi

» Makroskopik olarak mukuslu drnekler gerekirse 4x4 gevsek gazli bezden
gegirilebilir.

» BAL sivisi, hiicresel biitiinliigii korumak ve yeniden siispansiyona imkan
vermek i¢in uygun bir hizda (6rnegin 10 dakika boyunca 250-300 Q)
santrifiijlenmelidir.

» Hiicre siispansiyonlar1 4°C'de sogutulmali ve hemen analiz edilmedigi
takdirde doku kiiltiirii ortaminda (6rn. MEM + 25mM HEPES) yeniden siispanse
edilmelidir.

» Cekirdekli hiicre sayilar1 hemasitometre yoluyla alinmalidir.

» Hiicre canlilig1 belirlenmelidir (Tripan mavisi diglama) ve rapor edilmelidir.

» 24 saatten fazla bekletilen 6rnekler analiz i¢in uygun degildir.

» Diferansiyel hiicre sayimlari, boyama (Wright-Giemsa veya May-
Grunwald-Giemsa) ile sitosantrifijleme ve en az 400 hiicre sayimi yoluyla
gerceklestirilmelidir.

» Mast hiicreleri belirlenmeyeceginden, Diff-Quick  boyamasi

yapilmamalidir.



> IAH siiphesi olan hastalarda BAL s1visinda lenfosit alt kiimesi analizi, BAL
hiicresel analizinin rutin bir bileseni degildir, gereklilik durumunda yapilir.

» Lenfosit isaretleyicileri (B veya T lenfositler, Langerhans hiicreleri) igin
akim sitometrisi veya immiinositokimya, klinik olarak belirtildigi gibi veya ilk BAL
hiicresel bulgularindan siiphe edildiginde yapilmalidir ve laboratuvar bu ek analizin
olasiligina kars1 uyarilmalidir.

» Primer alveolar proteinozun klinik sliphesi oldugunda veya baslangic BAL
gorlntiilerine bagli oldugu diisiiniildiigiinde, periyodik Asit Schiff boyamasi
yapilmalidir (alveolar proteinozis sedimenti).

» Aspirasyon siiphesi varsa Oil red O boyama yapilmalidir.

» Kanama siiphesi varsa ve/veya basglangic BAL goriintiilerinde hemosiderin
yiiklii makrofajlarin olmasi siiphesi varsa hemosiderin boyast yapilmalidir.

» Malignite i¢in siipheli hiicrelerin yorumlanmas: hematopatolog veya

sitopatolog tarafindan yapilmalidir.

2.3. interstisyel Akciger Hastaliklarimin Tamisinda Bal Sivis1 Hiicresel Analizi

2.3.1. Makroskopik analiz

BAL sivilarnin goriiniimii, IAH’m nedeni ile ilgili énemli ipuglar1 verebilir. BAL
prosediirii sirasinda her sefer de geri alinan BAL sivisindaki kanli renk degisiminin
yogunlugunda ilerleyici bir artis gosteren kan varligi, pulmoner/alveoler hemoraji
sendromunu gii¢lii bir sekilde ongodrebilir (12). BAL sivisi agik kahverengi/bej rengi
bir gdriiniime sahip bulanik/siit goériiniimde ise ve bir kapta bekletildikten sonra kabin
dibine ¢oken beyazimsi kabarik goériiniim varsa, pulmoner alveolar proteinoz tanisini
destekler (13). Bulanik materyal mevcutsa ve siviyr temizlemek igin diisiik hizli
santrifiijleme gerekiyorsa, mikrolitiazis tanisi Ongoriillebilmektedir (14). Yagh
materyal, BAL sivisinin iizerinde tabakalasirsa, lipoid pndmoni varligi dngorelebilir.
Santrifiijlemeden sonra bir siyah hiicre yumaginin varligi, kisinin muhtemel bir sigara
icicisi oldugunu veya solunan havada énemli miktarlarda karbonlu maddeye maruz

kaldigim gosterir.



2.3.2. Alinan BAL sivisinda hiicre diferansiyel sayim

Basaril1 hiicresel analiz i¢in en 6nemli kosul, BAL sivis1 toplandiktan sonra hiicre
canliligiin siirdiiriilmesidir. Bir BAL yapildiginda alveoler boslugun yikanmasi igin
kullanilan tuzlu ¢ozeltiler, diisiik pH'a sahiptir ve besin bakimindan zayiftir ve uzun
bir siire boyunca hiicrelerin canliliginin siirdiiriilmesinde yetersiz kalmaktadirlar.
Numunenin hemen incelenmemesi durumunda, salin hiicresiz siipernatantin MEM
(Minimum Essential Media) gibi doku kiltiir ortami ile 25 mM HEPES (4-(2-
hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid) tamponu veya RPMI 1640 ile
taginmasisindan dnce HEPES tamponu ile toplanmasi ve yer degistirmesi ¢ok daha iyi
ornek stabilitesi saglar. Numunenin santrifiijlenmesi, siipernatantin uzaklastirilmasi ve
ortamda yeniden siispansiyonun kullanilmasi tercih edilen takviye yontemidir.
Numunenin sogutulmasi ayrica hiicresel bozulmayr geciktirecektir ve numune
analizindeki gecikme 8 saatten fazla oldugunda (6rnegin, bir gece) tavsiye edilir. 24
saatten fazla bekleyen numuneler analiz i¢in genellikle uygun degildir.

Laboratuvara alindiktan sonra, sivinin kap igerisindeki goriiniimiinde asir1
mukus varsa, hiicresel elemanlarin sivi i¢inde bulunan mukustan ayrilmasi gerekebilir.
Mukusun ¢ikarilmasi i¢in yaygin olarak kullanilan yontem, numuneyi tek bir steril
gazl bezle filtre etmektir, fakat bu pek onerilmemektedir, ¢iinkii baz1 hiicre tiplerinin
kaybr meydana gelebilir. Ara sira goriilen ¢ok fazla mukuslu numuneler igin,
cokeltilmis hiicre birikiminin, santrifiij isleminden sonra sivi siipernatanti
uzaklastirmak ve toplamak i¢in dithiothreitol ile muamele edilmesi yontemi, materyal
kaybt olmaksizin mukusun ¢ikarilmasi1 i¢in alternatif bir yontem olarak
onerilmektedir. Hiicresel elemanlar daha sonra 5 dakika boyunca 250-300 g'de
santrifiij ve ardindan kalsiyum ve magnezyumdan yoksun Hank Dengeli Tuz Cozeltisi
(HBSS) veya fosfat tamponlu salin (PBS) gibi dengeli bir elektrolit ¢ozeltisinde MEM
+ 25mM HEPES ile yikanmalidir.

Hiicre analizi i¢in minimum 5 ml BAL sivisinin kullanilmasi gerekmektedir;
bununla birlikte, daha biiylik bir miktar (10-20 ml), daha optimal bir 6rnek saglar.
Daha sonra hiicre sayimi, iyice karistirilmis orijinal sivi i¢inde ya da ilk yikamadan
sonra hiicrelerin siirekli olarak tekrar tekrar yikanarak kayboldugu bir hemositometre

kullanilarak ¢ift halinde elde edilmelidir. Kirmizi kan hiicrelerinin varligi not



edilmelidir, ancak rutin olarak numaralandiriimamalidir. Otomatik hiicre sayicilari,
epitelyal hiicreleri ve diger hematopoietik olmayan hiicresel elemanlar1 dogru sekilde
numaralandiramadiklarindan, dogru hiicre sayimlar1 saglamasi olas1 degildir.
Stabilizator hiicresel kontrol materyalleri artik viicut sivisi hiicre sayimlarinin kalite
kontrolii i¢in ticari olarak temin edilebilir. Cekirdekli hiicrelerin canliligi, 6zellikle
orneklerin yeni alinmadig1 ve analiz edilmedigi takdirde, bir analiz sivisinda Trypan
Mavisi kullanilarak tahmin edilebilir. Ilk numunede cekirdekli hiicrelerin sayisi,
hiicresel konsantrasyon ve canlilik yilizdesi, daha sonra ilk ve yikama sonrasi
hacimlerinin bilindigi varsayilarak hesaplanabilir. %90'dan fazla bir canlilik kabul
edilebilirdir ve %80'den az olmasi, 6nemli 6rnek uyusmama olasiligini gosterir ve bu
nedenle hiicresel analizler i¢in suboptimal olarak kabul edilir ve alveollerde izlenen
[AH’na ait gercek hiicresel bilesenleri yansitmayabilir.

Hiicresel alt popiilasyonlarin tanimlanmasi ve sayimi ig¢in, alti sitosantrifiij
preparatinin hazirlanmasi gerekmektedir. Bununla birlikte, sitosantrifuj tekniginin,
ozellikle sayilar1 yiiksekse lenfositlerin sayisini distirebildigi kabul edilir (15),
sitosantrifiij, klinik laboratuvarlarda yaygin olarak kullanilan bir tekniktir, hizlidir ve
diger yontemlerle karsilastirildiginda yiiksek hiicresel detay saglar. Havada
kurutulmus preparatlardan ikisi WrightGiemsa veya May-Grunwald-Giemsa ile
boyanmali ve daha sonra bir lamel ile korunmalidir. Mast hiicreleri zayif bir sekilde
goriildiigl i¢in Diff-Quick boyamasi suboptimaldir. Diisiik biiyilitme (200x) altinda,
morfolojik anormalliklerin  varligi tanimlanabilir (6rnegin toz partikiilleri,
mikroorganizmalar, malign hiicrelerin kiimeleri veya alveolar proteinozu diisiindiiren
hiicresel agregatlar). Yiksek biiylitme (500x) altinda, makrofajlar, lenfositler,
noétrofiller ve eozinofiller dahil olmak iizere, ¢ekirdekli BAL immiin hiicrelerinin bir
diferansiyel sayimi gerceklestirilmelidir. Toplamin %10'undan daha azin1 temsil eden
popiilasyonlar icin istatistiksel olarak anlamli bir tahminde bulunmak amaciyla,
periferik kandaki farkli 16kosit sayimlari i¢in Onerildigi gibi 400 hiicre
degerlendirilmelidir (16). Bakterilerin veya diger organizmalarin yani sira malign
hiicrelerin varlig1 da not edilmelidir. Kalan diger slaytlar, klinik 6ykii veya morfolojik
bulgular ile 6ngoriilen antiteler i¢in, daha 6zel boyalarin (6rnegin hemosiderin yiikli
makrofajlar i¢in demir boyamasi, alveolar proteinoz i¢in PAS, aspirasyon i¢in Oil Red

O, mantar enfeksiyonu i¢in glimiis boyama, vb.) potansiyel kullanimi igin



korunmalidir. Distal hava yollar1 inflamatuar hiicre modellerini dogru olarak yansittigi
diistiniilen 6rnekler %5'ten fazla epitel hiicresi igermemelidir.

Sigara igmeyen, klinik olarak normal bireylerdeki diferansiyel sayimlarda,
lenfosit <% 15, noétrofil <% 3, eozinofil <% 0.5, mast hiicreleri <% 0.5 ve
makrofajlar>% 80 (17) oldugu Tablo 1’de belirtilmistir. BAL'm genis kohort
gruplarinda yapildigi diger calismalarda BAL eozinofili (eozinofil>% 2), BAL
notrofili (nétrofil>% 4) veya BAL lenfositozunu (lenfositler>% 14) tanimlamak i¢in
farkli cutoff degerleri kullanmustir (18). Ek olarak, nétrofil ve lenfosit yilizdeleri, klinik
olarak normal olan yasli bireylerde gen¢ erigkinlere gore daha yiiksek olma
egilimindedir (19).

Saglikli sigara igenler, BAL sivisinin her 1 ml'si bagina makrofaj sayisinda 10
kat artisa sahip olabilirler, fakat sigara icmeyenlere kiyasla lenfositlerde artis yoktur.
Bu, saglikli sigara igmeyenlerle karsilastirildiginda, makrofajlarin (>%85) hafif, fakat
anlaml olarak daha yiiksek farkli yiizdelik sayilarina ve biraz daha diisiik lenfosit

yiizdesine sahip olmalariyla sonuglanir.

Tablo 1: Normal eriskinde BAL sivisi diferansiyel hiicre sayilari

Normal Eriskin (Sigara Kullanmayan) Bal Diferansiyel Hiicre Sayisi
Alveolar makrofaj > 85%

Lenfosit (CD4+ /CD8+ = 0,9-2,5) 10-15%

Notrofil <3%

Eozinofil <1%

Skuamoz epitel * / silyali kolumnar epitel <5%

2.3.3. Akim Sitometrisi (Flow Cytometry)

Akim ya da akig sitometri, akan bir sivinin igerisindeki hiicrelerin 6zelliklerinin
incelenmesi olarak tanimlanabilir (20). Akim sitometrinin temel yaklagimi; hiicrelerin
boyut, sekil, DNA ve RNA igerigi, sitoplazmik graniileritesi agisindan
degerlendirilmesidir. Akim sitometri ile Ol¢limii yapilabilecek hiicresel ozellikler

Tablo 2°de belirtilmistir.
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Sekil 1: Akim Sitometri Cihaz1 Calisma Prensibi

Stispansiyon halinde hazirlanan ve monoklonal antikorlar veya florokromlar
ile boyanan hiicreler tek sira halinde akis kanalindan gecerken lazer 15181 ile
karsilagirlar. Sagilan lazer 15181 ve hiicreler tarafindan yayilan floresan 15181 bir araya
getirilir, uygun dedektorler ve filtreler tarafindan farkli dalga boylarina gore ayrilarak
sinyallere doniistiiriiliir (Sekil 1). Akim sitometride kullanilan dedektorler Tablo 3’de
belirtilmistir. Bu sinyaller bilgisayar ortamina aktarilarak hiicrelerin biiytikliigii,
graniilaritesi, i¢ yapisi ve floresan yogunlugu hakkinda bilgi verir (21). Lokositlerin
ayrilmasi ise hiicre biiylikliigii ve graniil yapisina gore yapilmaktadir. Dedektorler ile
elde edilen veriler farkli grafikler kullanilarak gosterilebilir. Bu grafikler; nokta alan
grafikleri, kontur alan grafikleri, histogram, 3 boyutlu grafik, bolgeler, kapilar ve
istatistik olarak siniflandirilabilir. Bu grafikler ve istatistikler kullanilarak hiicreler

siiflandirilir.

Tablo 2: Akim sitometri ile 6l¢iimii yapilabilecek hiicresel ozellikler

Ozellikler Yapisal Fonksiyonel

Hiere b -
Lo uere oyutu Ve"sek.h Hiicrenin redoks hali
Intrinsik Sitoplazmik graniilerite

. s Hiicresel canlilik
Pigment igerigi

Membran devamlilig

Yiizey antijenleri Yiizey elektrik yiiki
Lektin baglama Intraselliiler pH
Ekstrinsik :I'otal. protein . Membran E)otan5|yell o
Siilfidril gruplar Sitoplazmik yiizey reseptorii
DNA ve RNA igerigi Enzim aktivitesi
Kromatin yapisi Sitoplazmik matriks yapisi

Membran viskozitesi
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Tablo 3: Akim sitometri cihazinda bulunan dedektorler

Forward Scatter

Chanel (FSC) | Isin 6ne dogru yayildiginda tipik olarak lazer 15181 ile ayn1 yonde 20° etrafa yayilan 1ginlar
Detektor (ileri | "forward scatter chanel (FSC)" denilen bir lens yardimiyla toplanirlar. FSC detektdrii
sacihim kanal | hiicrenin boyutu hakkinda bilgi verir.
detektorii)
Side Scatter
Channfl (SSC) Eksitasyon c¢izgisine yaklagik 90° agiyla yayilan 1518in Slglilmesi "side scatter" olarak
Detektor (Yana et e .. e

adlandirilir. SSC partikiillerin graniiler icerikleri, i¢ yapist hakkinda bilgi verir.
sacilim kanal
detektorii)

Floresan Filtreler
ve detektorler

Antikorlar aracilig1 ile antijeni gdstermek icin kullanilan renk maddelerine florokrom
maddeler (floresan antikor) denir. Akis sitometride florokrom boya yani florokrom
maddelerin kullanilmasinin amaci; direkt olarak hedefimizin tespiti ile biyolojik ve
biyokimyasal 6zelliklerinin kolayca saptanmasidir. Degisik dalga boylarindaki floresan
Ol¢timler, florokromla isaretlenmis hiicre ylizey reseptorleri veya sitokin ve DNA gibi
intraseliiler molekiiller hakkinda bilgi verir

2.4. Bal Sivisinda Cahsilan Hiicreler ve Ozellikleri

2.4.1. Alveolar makrofajlar

Makrofajlar solunum yolunda en yiiksek oranda bulunan immiinojen hiicrelerdir. En

fazla alveollerde (alveolar makrofajlar) ve alveolar epitel ile vaskiiler epitel

(interstisyel makrofajlar) arasindaki

boslukta bulunur (Sekil 2). Pulmoner

makrofajlarin alt popiilasyonlari, akciger plevral bosluklarinda, vaskiiler sistemde ve

hava yollarinda bulunur.

1. Kapillerier

Sekil 2: a) Alveol duvar ve alveolar hiicreler b) Alveolar makroajlar; lipoid

pnomonili bir hastada
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Alveolar makrofajlar, saglikli insan akcigerlerindeki tiim hiicrelerin yaklasik
olarak %3-5'ini olusturmaktadir. Alveoler boslukta en fazla olan hiicre tipi olup,
yiiksek saflikta (>%95) bronkoalveolar lavaj ile kolayca geri kazanilabilirler. Alveolar
makrofajlar, alveoliin i¢ kismini kaplayan lipit tabakasinda yiizer ve siklikla alveolar
epitelyal duvarlardan akcigerin limenine dogru ¢ikint1 yaparlar (22). Daha onceki
literatiirlerde, alveolar makrofajlarin mononiikleer fagositer sisteminin bir pargasi
oldugu ve sadece rutin olarak kan monosit ve kemik iligi prekiirsorleri tarafindan
yenilendigi 6ne siirlilmekteydi, fakat alveolar —makrofajlarin embriyonik
progenitorlerden veya kan monositlerinden olmak iizere iki kaynakli olabilecegi
diistiniilmektedir (23). Cogu pulmoner makrofajin embriyojenez sirasinda akcigere
goc eden ve GM-CSF gibi sitokinler tarafindan saglanan sinyallere yanit olarak
dogumdan kisa bir siire sonra uzun 6miirlii makrofajlara doniisen hematopoetik oncii
hiicrelerin neslinden oldugu goriilmektedir (24). Lokal proliferasyon, hasar veya
enfeksiyonun ardindan makrofaj gogiine katkida bulunurken, kararli durum
kosullarinda, akciger makrofajlar1 nispeten sessizdir ve in vivo olarak minimal
biliylime gosterir.

Alveolar makrofajlar inhale mikroorganizmalara, partikiil madde ve cevresel
toksinlere karsi akcigerlerin ilk savunma hatt1 olarak islev goérmektedir ve bu
hiicrelerdeki hasar, hava kaynakli bakteriyel enfeksiyon ve toksik maddelere karsi
artan konak duyarliliginda 6nemli bir faktordiir. Alveoler makrofajlar, patojen
yikimma yardimer olan biiyiikk miktarlarda ROS (reactive oxygen species: reaktif
oksijen tiirleri) ve RNS (reactive nitrogen species: reaktif nitrojen tiirleri)'nin yani sira
TNFa'nin salinmasi i¢in enfeksiyoz ve zararli maddeler tarafindan kolayca aktive
edilir; boylece monosit sagkalimmi arttiran makrofaj-koloni uyaric1 faktér (CSF-1)
gibi bliytime faktorleri ve CXCLS8 (IL-8), CCL2 (MCP-1) ve CX3CL1 gibi kemokinler
akcigere notrofil ve makrofaj alimini tegvik eder (8-11). Alveoler makrofajlar ayrica,
IL-10 ve CCL18 iireterek solunum yollarinin nemlendirilmis bagisiklik 6zelliklerinin
korunmasma ve prostaglandinlerin ve TGFb'nin salgilanmasi yoluyla dendritik
hiicrelerin ve T hiicrelerinin dogrudan baskilanmasina yardimci olur (25). Yerlesik
alveolar makrofajlarin akut akciger hasar1 sonras1 devam ettigi, hiicresel debris ve
apoptotik  noétrofilleri  temizleyerek inflamasyonun  ¢o6ziilmesine  katildigi,

antiinflamatuar ya da yara onarimi yapan monosit tlirevli makrofajlart topladig1 ve
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akciger parankiminin yeniden sekillenmesine yardimet oldugu gosterilmistir. Ayrica
pulmoner dendritik hiicelere gore az olmasina ragmen alveolar makrofajlar MHC sinif
II antijenlerini eksprese eder ve antijen sunma aktivitesi gosterirler (26).

Alveolar makrofajlarda belirgin sitoplazma, diizensiz ve bolgesel yerlesimli
girintili ¢ekirdekler, ¢cok sayida kiiresel mitokondri ve ¢ok sayida vakuol, lipit
damlaciklari, fagositik vezikiiller ve fagositoz sirasinda fagositik keseciklere aktarilan
hidrolitik enzimler iceren lizozomlar mevcuttur. Elastazlar, kolajenazlar gibi ¢esitli
proteolitik enzimler de ¢ogu digsal olarak salgilanan lizozomal vesikiiller i¢inde
tanimlanmistir (27).

Optik mikroskopide caplart 8-16 pum arasinda degisen agraniilositlerdir.
Cekirdekleri oval, atnali ya da bobrek bicimindedir ve genelde kenara yakindir.
Cekirdegin kromatin yapisi diger l16kositlere gore daha az yogunluktadir, bu nedenle
lenfositlere gore daha soluk boyanir. Sitoplazmalar1 bazofiliktir ve c¢ogunlukla
azurofilik graniiller (lizozomlar) igerir.

Farklilasma kiimeleri (cluster of differentiation: CD), lokositlerde bulunan
hiicre yiizey molekiillerinin tanimlanmasit ve arastirilmasi i¢in kullanilan bir
protokoldiir. CD molekiilleri, hiicre i¢in énemli olan reseptorler veya ligandlar (bir
reseptorlii harekete gecgiren molekiil) gibi c¢esitli sekillerde hareket edebilir. CD
molekiillerinin 16kositlerin tanimlanmasinda flow (akis) sitometride kullanimi giin
gectikce artmaktadir. Literatiirde alveolar makrofajlarin tanimlanmasi igin ¢esitli

markerlar kullanilmistir ve bu markerlar Tablo 4’de belirtilmistir (28).

14



Tablo 4: Makrofajlar ve markerlar

M2 Makrofajlar Monositler

Sekrete edilen Yiizey

DO CD14

IL-10 CD33

TGFB CD172a (SIRPa)

Surface Doku Miskili
CD115 Makrofajlar

CD204

CD163 Yiizey

CD206 (MMR) o~

CD209 (DC-SIGN) CD192 (CCR2)
FceR1 CD14

VSIG4 CD68

) CD115
Intraselliiler/Transkripsiyon CD163

Faktorii CD206

IRF4 CD369 (Dectin-1)
STAT6 HLA-DR

CD273 (PD-L2)

intraselliiler
NOS2

2.4.2. Lenfositler

Caplar1 6-8 um arasindadir, fakat 18 pm ye kadar caplara ulasabilirler. Cekirdekleri
yuvarlaktir ve ¢entikli olabilirler (Sekil 3). Cekirdekleri yogun kromatin i¢erdigi i¢in
yaymalarda olduk¢a koyu boyanirlar. Sitoplazmalar1 hafif bazofiliktir ve yaymalarda
acik mavi renk alir. Poliribozomlar lenfositlerde belirgin bir 6zelliktir ve bir elektron
mikroskobu ile goriilebilir. Lenfositlerin yasam stireleri farklilik gdsterir. Bazi
lenfositler birka¢ giin, bazilari da birkag¢ yil yasayabilirler. Lenfositler diapedez
yoluyla dokulardan kan dolasimina tekrar donebilen tek 16kosit tiiriidiir.
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Sekil 3: Sarkoidozlu bir hastanin BAL sivisinda lenfositler (siyah ok)

Lenfositler arasinda dogal 6ldiiriicii hiicreler (natural killer: NK) (hiicre aracili,
sitotoksik dogustan bagisiklikta islev goren), T hiicreleri (hiicre aracili, sitotoksik
uyarlanabilir bagisiklik i¢in) ve B hiicreleri (humoral, antikorla uyarlanmis adaptif
bagisiklik i¢in) bulunur. Lenfosit alt gruplar1 Tablo 5’de gosterilmistir. Periferik bir
yaymada T hiicreleri ve B hiicreleri arasinda ayrim yapmak imkansizdir (29). Belirli
lenfosit popiilasyonu sayimlari i¢in akim sitometrisi kullanilir.

T hiicreleri (timiis hiicreleri) ve B hiicreleri (kemik iligi hiicreler), adaptif
immiin tepkisinin baglica hiicresel bilesenleridir. T hiicreleri, hiicre aracili immiinitede
yer alirken, B hiicreleri birincil olarak humoral immiiniteden sorumludur (antikorlarla
ilgili). T hiicreleri ve B hiicrelerinin islevi, antijen sunumu olarak bilinen bir siire¢
sirasinda, spesifik "non-self" antijenleri tanimaktir. Bir istilaci tespit ettiklerinde
hiicreler, spesifik patojenleri veya patojenle enfekte olmus hiicreleri maksimal olarak
ortadan kaldirmak ic¢in uyarlanmis spesifik tepkileri iiretir. B hiicreleri, daha sonra
bakteriler ve virlisler gibi yabanct maddeleri nétralize eden ¢ok miktarda antikor
tireterek patojenlere tepki verir. Patojenlere yanit olarak, T yardimer hiicreleri olarak
adlandirilan bazi T hiicreleri, immiin cevabi1 yonlendiren sitokinler iiretirken,
sitotoksik T hiicreleri olarak adlandirilan diger T hiicreleri, patojenle enfekte olmus

hiicrelerin 6liimiinii indiikleyen gii¢lii enzimler i¢eren zehirli graniiller iiretir.

16



Tablo 5: Lenfosit gruplari ve 6zellikleri

Simif Fonksiyon Oran Fenotipik isaretleyici
Viral enfeksiyonlu hiicrelerin ve CD16 ve CD56,

NK %7 (%2-13)
tiimor hiicrelerinin lizisi CD3 olmaksizin

Diger bagisiklik hiicrelerini
T helper diizenleyen sitokinleri ve biiyiime | %46 (%28-59) TCRap, CD3 ve CD4

faktorlerini serbest birakmak

Viral enfeksiyonlu hiicrelerin,

Cytotoxic T timor hiicrelerinin ve allogreftlerin | %19 (%13-32) TCRof, CD3 ve CDS8

lizisi
Gamma delta | . ) .
T cell Immiinoregiilasyon ve sitotoksisite | %5 (%2-8) TCRyd ve CD3
cells
MHC simif IT, CD19 ve
B cells Antikorlarin sekresyonu %23 (%18-47)

CD20

NK hiicreleri, dogustan gelen bagisiklik sisteminin bir pargasidir ve konakegiy1
hem tiimorler hem de viral olarak enfekte olmus hiicrelerden korumak i¢in 6nemli bir
rol oynar. NK hiicreleri, MHC (major histokompatibilite kompleksi) sinif I olarak
adlandirilan bir ylizey molekiiliiniin degisikliklerini taniyarak normal ve enfekte
olmamis hiicrelerden enfekte olmus hiicreleri ve tiimdrleri ayirt eder. NK hiicreleri,
interferonlara cevap olarak aktive olur. Aktive edilmis NK hiicreleri, daha sonra
degistirilmis hiicreleri yok eden sitotoksik graniilleri agiga ¢ikarir (30). MHC smf |
eksik olan hiicreleri 6ldiirmek i¢in dnceden aktivasyon gerektirmedikleri i¢in "dogal
oldiirticii hiicreler" olarak adlandirilirlar.

BAL o6rneklerinde, karsilasilan lenfositlerin ¢cogu sitotoksik T lenfositlerdir,
yardimc1 T hiicreleri ve sitotoksik T hiicreleri 1:8'lik bir orana sahiptir. Bu oran,
sarkoidozdaki yardimc1 T (CD4 pozitif) hiicreler lehine veya hipersensitivite
pnomonisinde supresér T (CD 8 pozitif) hiicrelere dogru degismektedir (31).
Graniilomat6z ve viral enfeksiyonlar, hipersensitivite ve ilaca bagli pndmoni artmis
lenfosit sayist ile iligkilidir.

Akcigerlerde, lenfositler sekonder ve tersiyer lenfoid dokularda boliimlere
ayrilir. Organize lenfoid dokunun biiylik ¢cogunlugu, ikincil lenfoid farklilagmast igin

0zel bir alan olarak kabul edilen brons iligkili lenfoid doku (BALT) ile temsil edilir.
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Bununla birlikte, akciger parankimi normal olarak sadece birka¢ lenfoid element
iceren bir paradigmatik tersiyer lenfoid dokuyu temsil eder. Aslinda, normal sigara
igmeyen yetiskinlerde, alveolar bosluk i¢indeki hiicrelerin %90'1ndan fazlasi
makrofajlar iken, lenfositler tiim BAL hiicre popiilasyonunun %5-10'unu olusturur.
Diger iiglinciil lenfosit dokularinda oldugu gibi, akciger lenfositleri epitelyal hiicreler
ve interstisum arasindaki submukoza ve lamina propria boyunca seyrek olarak

dagilmis CD45RO+ “hafiza” hiicreleridir.

2.4.3. Notrofiller

Biitiin 16kositlerin yaklasik %50-70'ini olustururlar. Diger hiicrelerin giremedigi doku
pargalarina girebildikleri i¢in kisa Omiirli (5-90 saat arasinda) ve oldukca
hareketlidirler. Nétrofiller, segmentli notrofillere ve bantli notrofillere (veya bantlara)
boliinebilirler. Bazofiller ve eozinofillerle birlikte polimorfoniikleer hiicre ailesinin
(PMN'ler) bir pargasini olustururlar (32).

Hematoksilin ve eozin (H & E) boyamasi ile ndtr pembe olarak boyanir ve
caplart 12-15 um olup, ince kromatin iplikleri ile baglanan 2-5 loba boliinmiis bir
cekirdek igerirler (Sekil 4). Eozinofiller ve bazofiller ile birlikte, niikleusun
“multilobiiler sekilli” (lenfositler ve monositler, diger beyaz hiicreler ile
karsilagtirildiginda)  olarak  adlandirilan  polimorfoniikleer hiicreler — smifini
olustururlar. Niikleolus nétrofil olgunlastik¢a kaybolur. Sitoplazmada golgi cisimcigi
kiiciiktiir, mitokondri ve ribozomlar seyrekdir ve kaba endoplazmik retikulum yoktur.
Sitoplazma ayrica iigte biri azurofilik olan yaklasik 200 graniil igerir. Notrofiller

olgunlastik¢a segmentasyonu artar. Normal bir nétrofil 3-5 segmente sahip olur.
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Sekil 4: BAL sivisinda nétrofiller

Nétrofiller normalde kan dolasiminda bulunurlar. inflamasyonun baslangig
(akut) faz1 sirasinda, 6zellikle bakteriyel enfeksiyonun, ¢cevresel maruziyetin ve bazi
kanserlerin bir sonucu olarak inflamasyonun oldugu bdlgeye dogru gog¢ eden ilk
hiicrelerdendir. Kemotaksis denilen bu siiregte, interleukin-8 (IL-8), Cba, fMLP,
Lokotrien B4 ve H202 gibi kimyasal sinyalleri izleyerek, kan damarlar1 boyunca, daha
sonra interstisyel doku yoluyla go¢ ederler (33).

Notrofiller bagisiklik sisteminin diger hiicrelerinin migrasyonunu saglama ve
aktive etmenin yani sira patojenlere karsi 6n savunmada anahtar bir rol oynar.
Notrofiller, mikroorganizmalara dogrudan saldirmak i¢in ii¢ yonteme sahiptir. Bunlar
fagositoz (yutma), degraniilasyon (¢oziinebilir anti-mikrobiyallerin salim1) ve ndtrofil
hiicre dis1 tuzaklarin (NET) olusumudur (34).

Notrofiller degraniilasyon adi verilen bir islemle ii¢ ¢esit graniilden bazi
proteinleri serbest birakirlar, bu graniiller Tablo 6’da gosterilmistir. Bu graniillerin
igerigi antimikrobiyal 6zelliklere sahiptir ve enfeksiyonla miicadeleye yardimci olur.

NET, hiicre dist mikroplar1 yakalayan ve oOldiiren kromatin ve serin
proteazlardan olusan bir lif ag1 icerir. Antimikrobiyal 6zelliklerine ek olarak, NET'ler

patojenlerin daha fazla yayilmasini 6nleyen fiziksel bir bariyer gorevi gormektedirler.
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Tablo 6: Notrofil graniilleri ve serbest biraktiklar1 proeinler

Graniil Tipi Protein

Azurofilik graniiller | Miyeloperoksidaz, bakterisidal / gecirgenlik artiric1 protein (BPI),

defensinler ve serin proteazlar notrofil elastaz ve katepsin G

Spesifik graniiller Alkalen fosfataz, lizozim, NADPH oksidaz, kollajenaz, laktoferrin,

histaminaz ve katelisidin

Tersiyer graniiller Katepsin, jelatinaz ve kollajenaz

Tanimlanmis bes nétrofil antijen (human neutrophil alloantigens: HNA 1-5)
kiimesi vardir (35). HNA-1 antijeni (a-c), diisiik afiniteli Fc-y reseptor I1Ib (FCGR3B:
CD16b) tizerinde yer alir. HNA-2a antijeni CD177 iizerinde bulunur. HNA-3 antijen
sistemi, CLT2 geninin (SLC44A2) yedinci ekzonunda bulunan iki antijene (3a ve 3b)
sahiptir. HNA-4 ve HNA-5 antijen sistemlerinin her biri bilinen iki antijene (a ve b)
sahiptir ve B2 integrinde bulunur. HNA-4, oM zinciri (CD11b) {izerinde bulunur ve
HNA-5, oL integrin birimi (CD11a) iizerinde bulunur.

Notrofillerin yiizeyinden salinan bazi antijenler Tablo 7°de belirtilmistir. Bu

antijenler flow sitometride nétrofillerin tanimlanmasi i¢in kullanilabilir.

2.4.4. Eozinofiller

Normal bireylerde eozinofiller, beyaz kan hiicrelerinin yaklasik %1-3'iin{i olusturur.
Iki loblu bir cekirdek igerir ve yaklasik 12-17 um biiyiikliigiindedir (Sekil 5). Bu
hiicreler, asitlere kars1 afinitelerini gdsteren ¢ok sayida ve biiyiik asidofilik sitoplazmik
graniiller icerirler. Normalde saydam olan eozinofiller, Romanesky yoOntemini
kullanarak eosin ile boyandiktan sonra tugla kirmizisi renginde goriiniirler (36).
Eozinofiller 8-12 saat boyunca dolagimda kalmaktadir ve stimiilasyon olmadiginda 8-
12 giin boyunca dokuda hayatta kalabilirler (37). Eozinofil peroksidaz, riboniikleaz
(RNaz), deoksiriboniikleazlar (DNaz), lipaz, plazminojen ve major bazik protein gibi
birgok kimyasal araci igeren graniiller hiicresel sitoplazma i¢inde konsantre edilir. Bu
aracilar eozinofilin aktivasyonunu takiben degraniilasyon adi verilen bir islemle

serbest birakilir ve hem parazit hem de konake¢1 dokular igin toksiktir.
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Sekil 5: BAL sivisinda eozinofiller (E)

Eozinofiller, medullada ve timiis ile korteks arasindaki baglantida ve alt
gastrointestinal kanalda over, uterus, dalak ve lenf diiglimlerinde bulunurlar, fakat
normal kosullarda akciger, deri, 6zofagus veya diger bazi organlarda bulunmazlar.
Akciger, deri ve 6zofagusda bulunmalar1 hastalik ile iliskilidir. Mast hiicreleri ve
bazofiller ile birlikte alerji ve astim ile iligkili mekanizmalar1 kontrol ederler.

Aktive olan eozinofil tarafindan katyonik graniil proteinlerinin iiretimi ve
degraniilasyon yoluyla salinimi; reaktif oksijen radikallarinin (hipobromit, siiperoksit
ve peroksit gibi) olusturulmasi; 16kotrien (6rn., LTC4, LTD4, LTE4) ve prostaglandin
(6rn., PGE2) ailelerinden olan eikosanoidlerin iiretimi; elastaz gibi enzimlerin {iretimi;
TGF beta, VEGF ve PDGF gibi biiylime faktorlerinin tiretimi; interlokinler ve TNF
alfa gibi sitokinlerin iiretimi gerceklestirilir (38).

Eozinofiller, bazofiller ve mast hiicreleri ile birlikte, alerjik yanitlarin ve astim
patogenezinin 6nemli aracilaridir ve hastalik siddeti ile iligkilidir. Ayn1 zamanda
helmint kolonizasyonu ile savasirlar ve bazi parazitlerin varliginda hafifce
yiikselebilirler. Eosinofiller ayrica postpubertal meme bezi gelisimi, 6strojen dongiisii,
allogreft reddi ve neoplazi dahil olmak iizere diger bircok biyolojik siireclerde rol
oynarlar. Bir immiin uyaranin aktivasyonunu takiben, eozinofiller, doku hasar1 ve
fonksiyon bozuklugunu indiikleyebilen major basic protein (MBP), eosinophil cationic
protein (ECP), eosinophil peroxidase (EPX), eosinophil-derived neurotoxin (EDN)
igeren bir dizi sitotoksik graniil katyonik proteini serbest birakmak iizere degraniile
eder (39). MBP, ECP ve EPX birgok doku igin toksiktir. ECP ve EDN, antiviral

aktiviteye sahip riboniikleazlardir.
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Eozinofillerin yiizeyinden salinan bazi antijenler Tablo 7°de belirtilmistir. Bu

antijenler akim sitometride eozinofillerin tanimlanmasi i¢in kullanilabilir.

Tablo 7: Graniilosit (Notrofil ve Eozinofil) Isaretleyicileri

Notrofiller Eozinofiller
CD10 CDé66c CD157 CD9 CD123
CD15 CDé66d CD177 CD15 CD125
CD17 CD89 CD181 CD24 CD126
CD24 CD93 (CXCRY1) CD35 CD193 (CCR3)
CD35 CD112 CD282 CD43 CD244
CD43 CD114 (TLR2) CD64 FceR1
CD66a CD116 CD284 CD116
CD66b (TLR4)

CD286

(TLR®6)

Calprotectin

(S100A8/A9)

2.5. Bal Sivis1 Hiicresel Bulgularinin interstisyel Akciger Hastahklarda Klinik

Kullanimi

2.5.1. idiopatik Pulmoner Fibrozis (IPF)

IPF, eriskinlerde kendini gdsteren ve olagan interstisyel pndmoni (OIP) paterni,
cerrahi akciger biyopsisi ve/veya YCBT taramasi ile karakterize edilen bir klinik
antitedir. BAL hiicre profili tek basina IPF'nin tanisin1 koymakta yetersizdir. IPF'deki
tipik BAL hiicresel profilinde agirlikli olarak makrofajlarla birlikte orta derecede
artmis notrofil ve eozinofil oranlar1 ve genellikle normal lenfosit oranlar1 mevcuttur.
%5'ten biiyiik ve hatta bazen %30 a varan nétrofil oranlar1 hastalarin %90’inda
goriiliir. Notrofil sayilart YCBT'de goriilen hastaligin derecesi ile dogru orantili
olabilir. %5'in lizerinde eozinofil oranlar1 hastalarin yaklasik %60'ma goriiliir. Atipik
BAL s1vist hiicresel profillerinde eozinofil sayilar1 %20'den fazla veya lenfosit sayilar
%15'ten biiyiiktiir. Bunlar gibi atipik bulgular oldugunda eozinofilik akciger hastaligi,
nonspesifik interstisyel pnémoni (NSIP), kriptojenik organize pndémoni (KOP),
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enfeksiyon, hipersensitivite pnomonisi (HP) ve sarkoidoz gibi ayirict tanilar
distintilmelidir (40).

BAL nétrofillerinde veya eozinofillerdeki artislar azalmis sagkalim ile iligkili
iken, tiim calismalar bunu dogrulamamustir (41). Artmus lenfosit sayisinin varligi,
kortikosteroid tedavisine daha yiiksek yanit verme ve daha iyi bir sagkalim ile iliskili
bulunmustur; bununla birlikte, bu ¢alismalarin ¢ogu, IPF tanis1 koyulmadan énce
NSiP’in dislanmas1 ile gerceklestirilmistir. Daha giincel olan bir c¢alismada
baslangictaki artmis BAL noétrofil yiizdesinin erken mortalitenin bagimsiz bir
belirleyicisi oldugunu, buna karsin lenfosit ve eozinofil yiizdelerinin olmadigini

gostermistir (42).

2.5.2. Nonspesifik interstisyel pnomoni (NSIP)

NSIP, iPF'ye kiyasla nispeten daha iyi prognoza sahip bir idiyopatik interstisyel
pnémoni (IIP) olarak kabul edilmektedir. Histopatolojisi degiskendir (hiicresel, karma
veya fibrotik) ve klinik prezentasyon subakuttan kronik bigimlere kadar uzanir.
NSiP'deki fibrotik degisiklikler gecici olarak homojendir (43) ve cerrahi akciger
biyopsisinden elde edilen Orneklerde yogun fibrozisli fibroblastik odaklar belirgin
sekilde bulunmaz.

Hiicresel NSIP'li hastalarda BAL sivis1 hiicre profili tipik olarak azalmis bir
CD4/CD8 orani ile artmig bir lenfosit oranina sahiptir (44). Diger bulgular
olmadiginda bu o6zelliklerin sinirli tanisal degeri vardir, cilinkii kolajen vaskiiler
hastaliklar, hipersensitivite pndmonisi, ilaca bagl reaksiyon ve malignite gibi ¢esitli
hastalik siire¢lerinde de benzer BAL bulgulari mevcuttur. Bununla birlikte, BAL s1vis1
hiicresel analizi NSIP ile uyumlu klinik-radyolojik &zellikler ile birlikte
degerlendirildiginde NSIP tanisin1 kuvvetle dnerebilir. YCBT iizerindeki diffiiz buzlu
cam opasiteleri ile BAL lenfositozunun birlikte bulunmasi, hiicresel NSIP teshisini
desteklemektedir, ancak HP, KOP, ila¢ toksisitesi veya sarkoidoz gibi diger antiteler
de BAL sivisinda lenfositoz ile iliskilidir.
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2.5.3. Kriptojenik Organize Pnomoni (KOP)

Onceleri idiyopatik bronsiolitis obliterans organize pnémoni (BOOP) olarak
adlandirilan hastalik, inhalasyon yaralanmalari, radyasyon, bag dokusu hastaliklari,
transplant reddi, ¢esitli ilaglar ve viral pndomoniler ile ortaya c¢ikan organize
pnomonilerden farklidir. Radyolojisi ve klinik seyri bircok pulmoner hastaliga
benzediginden, tamisal bronkoskopi genellikle fungal, mikobakteriyel ve malign
hastaliklar1 dislamak i¢in BAL ve biyopsi kullanilarak ger¢eklestirilir. KOP’deki BAL
hiicre profili, degisken derecelerde lenfositler, notrofiller, eozinofiller, plazma
hiicreleri, mast hiicreleri ve kopiiklii makrofajlardan olusur. Hastaligin kronikligi ile
ilgili bazi tahminler BAL'!n KOP ile uyumlu olup olmadigini tanimlamaya yardime1
olur. Lenfositler tipik olarak kronik vakalarda baskindir. Fulminan KOP tipik olarak
daha yiiksek oranda BAL noétrofillerine sahiptir (45). Eozinofil oranlart genellikle %2
ile %25 arasindadir. Daha yiikksek ylizdelerde olursa eozinofilik pnomoni
diistintilmelidir.

KOP, diger interstisyel akciger hastaliklar1 ile karsilastirildiginda BAL
stvisinda lenfosit sayisinin artmasina neden olmustur (46). HP ve sarkoidoz artmig bir
lenfosit yiizdesine sahip olmasina ragmen, klinik prezentasyon ve YCBT genellikle

KOP'dan farklidir ve sarkoidozda BAL eozinofillerinde bir artig genellikle yoktur.

2.5.4. Eozinofilik interstisyel akciger aastahklar1 (EAH)

Eozinofilik akciger hastaliklar1 (EAH), belirgin eozinofil birikimleriyle tanimlanan
heterojen bozukluklara sahip bir gruptur. Bunlar arasinda ilaca bagli pulmoner
eozinofili, akut veya kronik eozinofilik pndémoni, parazitik enfeksiyonlar,
hipereozinofilik sendrom, eozinofilik graniilomatozis polianjitis (EGPA; Churg-
Strauss sendromu) ve alerjik bronkopulmoner aspergilloz (ABPA) bulunur. Ek olarak,
malignite, pulmoner Langerhans hiicreli histiyositoz (PLCH), diger sistemik
vaskiilitler veya sarkoidozda da belirgin eozinofil infiltrasyonu goriilebilir.

BAL eozinofilisinin tanisal degeri 6zellikle kan eozinofil seviyesi normal ise
yararli olabilir. Pulmoner eozinofili tanisi, BAL sivisinin hiicresel diferansiyel

saymminda %25 veya daha fazla eozinofil gostermesi halinde konulabilir (47). BAL

24



stvisindaki artmis olan eozinofil, kronik graniilomatoz hastaliklar (6rn. tiiberkiiloz
veya sarkoidoz), mantar hastaliklar1 (6rn. Koksidiyodomikoz veya aspergillozis),
hipersensitivite pnéomonisi (HP), ilag ve kimyasalla ilgili durumlar, idiopatik pulmoner
fibrozis (IPF), kollajen vaskiiler hastaliklarin akciger tutulumu ve P. carinii pnémonisi
gibi ¢esitli inflamatuar hastaliklarda goriilebilir. Bununla birlikte, bu kosullar nadiren
%10'dan fazla eozinofil igerir. Daha yiliksek oranda eozinofili olan hastalar biiyiik
olasilikla EAH'a sahiptir.

Akut eozinofilik pnémoni (AEP), yasami tehdit eden solunum yetmezligi ile
sonuglanabilen akut atesli bir hastaliktir ve BAL'da eozinofillerin varlig1 genellikle
dikkat cekicidir. Akut eozinofili tanisi, hasta zaten kritik derecede hastaysa bile cogu
zaman klinik bulgularla birlikte BAL sivisinin (BAL sivist diferansiyel hiicre
saymminda >%25 eozinofil) incelenmesi ile hizli ve giivenli bir sekilde yapilabilir.
Ayrica, diffiiz alveoler hasar (Diffuse Alveolar Damage: DAD) ile BAL sivisinda
eozinofilinin varligt AEP siiphesini giiglendirebilir (48). Kortikosteroidler ile tedavi,
relaps olmadan hizli tam iyilesme saglar. Kronik eozinofilik pnémoni (KEP),
kadinlarda baskin olarak ortaya ¢ikan bilinmeyen bir etiyolojiye sahip bir hastaliktir
(47). BAL sivisindaki eozinofil yilizdesinin artmasi ve kortikosteroidlere hizli bir
sekilde yanit vermesinden olusan tipik bir klinik durum ile ¢ogu vakada KEP tanisi
konulabilir ve akciger biyopsisi ihtiyacin1 ortadan kaldirir. Kronik eozinofilik
pnémoninin (KEP) klinik goriiniimii, IPF'yi taklit edebilir, ancak KEP'nin daha iyi bir
prognozu vardir.

Akciger grafisi veya YCBT’de periferik radyografik opasiteler veya
konsolidasyon ile kombine edilen BAL diferansiyel yiizdesindeki eozinofil sayisinda
(>25%) biiyiik bir artisin bulunmasi, AEP/KEP veya ilaca bagli EAH tanisim giiclii
bir sekilde desteklemektedir.

2.5.5. interstisyel akciger hastalii olan deskuamatif interstisyel pnomoni ve

respiratuar bronsiyolit
Respiratuar bronsiyolit (RB), respiratuar bronsiyolit ile iligkili interstisyel akciger

hastalign (RB-IAH) ve deskuamatif interstisyel pnomoni (DIP) ortiisen dzelliklere
sahiptir ve hepsi sigarayla yiiksek oranda iliskilidir. RB-IAH, respiratuar bronsiyoller

25



ile komsu alveollere pigmentli makrofajlarin birikmesi, hafif alveolar septal
kalinlasma ve fibrozis {iizerine odaklanan hafif inflamatuvar degisikliklerle
karakterizedir (49). RB-IAH tams1 klinik &zelliklere (semptomlar, klinik belirtiler,
solunum fonksiyon degisiklikleri ve radyolojik, tercihen YCBT, anormallikler)
dayanmaktadir. DIP'nin histolojik &zellikleri RB-IAH'a benzerdir.

BAL, DIP veya RB-IAH da tanisal degildir, ancak BAL hiicresel analizi ayiric
tanida yardimci olabilir. Literatiirde RB-IAH ve DIP igin nispeten az sayida BAL
verisi vardir, bu da muhtemelen bu hastaliklarin nadir gériilmesi ile iligkilidir. Normal
sigara icen kisilerden ayirt edilemeyen kahverengi veya siyah pigmentli inkliizyonlar
iceren alveolar makrofajlarda bir artig RB-IAH’da da vardir. Nétrofillerde hafif bir
artis da gozlenebilir. BAL hiicresel profili tipik olarak, DiP'de pigmentli makrofajlarda
bir artig gosterir, ancak noétrofiller, eozinofiller ve lenfositlerde artiglar da goriilebilir.
Kahverengi pigmentli makrofajlarda kayda deger bir artisla birlikte, eozinofiller ya da
lenfositlerde artis olmadan 1liml bir nétrofil artis1 ile karakterize BAL bulgular1 RB-
IAH tanisim 6ngdrebilir (50).

2.5.6. Akut interstisyel pnomoni

Akut interstisyel pndmoni (AIP) ilk olarak 1935'te Hamman ve Rich tarafindan
tanimlanmistir (51) ve hizla ilerleyen, fibrotik pnomonit vakalarmin ¢ogunluguna
karsilik gelmektedir. Hamman ve Rich ilk raporlarinda IAH ve pulmoner fibrozise
dikkat ¢ektiler ve “Hamman-Rich sendromu” hi¢bir nedenin belirlenemedigi ilerleyici
pulmoner fibrozisi tanimlamak i¢in kullanildi. Hamman-Rich sendromu sonunda
diffiiz alveolar hasarin (DAD) histopatolojik bulgularma baglanmistir ve klinik
tanmimlayict ad1 olarak AIP belirlenmistir. AIP'in baslica 6zellikleri arasinda
semptomlarin hizli baslangici, tanimlanabilir bir neden bulunmamasi ve akciger
dokusunun incelenmesinde diffiiz alveolar hasarin varlig: sayilabilir.

BAL sivist hiicresel bulgulari, AiP'in dogal seyri nedeniyle lavajin
gerceklestirildigi zamana gore degisebilir, ancak genellikle hemoraji (RBC ve/veya
hemosiderin varlig) ile birlikte goriilebilen tiim hiicreler ve noétrofillerdeki bir artisa
sahiptir (52). Bununla birlikte, literatiirde bir olgu serisinden veya vaka raporlarindan

baska daha biiyiik bir kohorttan az veri bulunmaktadir. AIP'de BAL hiicresel bulgulari
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spesifik olmamasina ragmen, hiicresel modeli destekleyici veriler saglayabilir ve akut
EP, akut HP, enfeksiyon veya DAH gibi diger tanilar1 tanimlayarak veya hari¢ tutarak
ayirici tanida yardimci olabilir. Bununla birlikte, BAL kesin bir tan1 saglamadigi ve
klinik goriiniimiin ARDS tamis1 ile uyusmadigi durumlarda cerrahi akciger

biyopsisinin yapilmasi gerekmektedir.

2.5.7. Lenfoid interstisyel pnomoni (LiP)

Lenfoid interstisyel pnémoni (LIP) birgok uzman tarafindan pulmoner
lenfoproliferatif bir bozukluk ve muhtemelen bir preneoplastik lezyon olarak
tanimlanir. Bununla birlikte, immiinohistokimyasal y&ntemlerin gelismesi, LIP'in
mukoza ile iligkili lenfoid doku (MALT, diisiik dereceli B hiicreli lenfomalardandir)
lezyonlar1 dahil olmak tizere ger¢ekten neoplastik lezyonlardan ayrilmasini saglamistir
ve malign transformasyonun LiP'de olagandist oldugunu gdstermistir (53). Amerikan
Toraks Dernegi, LiP'in esas olarak interstisyel degisikliklerle birlikte yaygin pulmoner
lenfoid hiperplazinin histolojik bir varyanti olarak kabul edilmesi gerektigini, bunun
da germinal merkezlere sahip peribronsiyolar lenfositik infiltratlar1 olan folikiiler
bronsiyolit ile iliskili oldugunu belirtmektedir (54).

LiP'nin nadir goriilmesi nedeniyle BAL s1vist hiicresel profili ile ilgili nispeten
az bilgi bulunmaktadir. Bazi calismalarda LIP'li hastalardan BAL sivisinda hem
toplam lenfositlerde hem de lenfositlerin farkl: alt tiplerinde anlamli bir artis oldugu
bildirilmistir (55). BAL lenfositlerinin immiinglobulin gen ekspresyonunun

incelenmesi tanida yardime1 olabilir.

2.5.8. Sarkoidoz

Sarkoidoz, etyolojisi tam olarak bilinmeyen, bir¢ok organda epiteloid hiicre
graniilomlarmin varligi ile histopatolojik olarak tanimlanan multisistemik bir
hastaliktir. Bu graniilomlar, etrafin1 c¢evreleyen lenfositler ile karakterizedir.
Bronkoalveolar lavajda, agirlikli olarak aktive edilmis Th-1 fentotipi oldugu
gosterilmis olan havayolu lenfositleri goriiliir. Fenotipik olarak, bu hiicreler CD4,

HLA-DR ve diger aktivasyon belirteglerinin ifadesi ile karakterize edilir. Artmis olan
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CD4/CD8 orani 1991'de sarkoidoz tanimina dahil edilmistir, buna karsilik 1999°daki
ATS/ERS bildirisinde, CD4/CD8 orani tanimi “yiiksek Th-1 immiin cevabi” ile
degistirilmistir (56).

Sarkoidozda, BAL s1visi tan1 aninda hastalarin %90'1inda artmis lenfosit igerir.
BAL sivisindaki toplam hiicre sayis1 genellikle, hipersensitivite pndmonisinde belirgin
yiikselmenin aksine, pulmoner sarkoidozda hafifce yiikselir. Klinik olarak aktif
hastalikta lenfositlerin nispi oran1 daha yiiksektir (%20-80, ortalama %40), ancak
klinik olarak inaktif sarkoidozlu hastalar daha diisiik bir yiizdeye sahiptir (ortalama
%30). Aktif ve inaktif hastalik arasinda lenfositlerde ciddi bir 6rtiisme vardir ve BAL
stvist hiicre sayimi hastalarin % 10-15'inde normal olabilir (57). Geg veya ilerlemis
sarkoidozda, nétrofillerin yani sira mast hiicrelerinin sayisi da artabilir (58).

Lenfositlerin baskin oldugu, normal bir eozinofil ve nétrofil yilizdesi olan
normal veya sadece hafif yiiksek toplam hiicre sayisi ve plazma hiicrelerinin veya
koptiklii alveoler makrofajlarin  yoklugu sarkoidoz igin karakteristiktir. BAL
CD4/CD8 orani sarkoidozlu hastalarin yaklasik %50-60'inda artmistir. Bu oranin
sarkoidozdaki tanisal degeri yiiksek degiskenlik gosterir, hastalarin yaklagik %15'inde
disiiktiir. Welker ve arkadaslari, artmis lenfositler ve artmis CD4/CD8 orani
birlikteliginin (59) sarkoidoz olasiliginin iki katina ¢ikardigini gostermislerdir.

BAL sivisinda lenfositoz ile birlikte CD4/CD8 oranindaki artisin saptanmast,
ozellikle tutarl klinik ve radyografik bulgular ile kombine edildiginde sarkoidoz
teshisini giiclii bir sekilde desteklemektedir.

2.5.9. Hipersensitivite pnomonisi

Ekstrinsik alerjik alveolit olarak da bilinen hipersensitivite pndmonisi (HP), organik
tozlar ve diisik molekiil agirlikli kimyasal bilesikler gibi antijenlerin tekrarlayan
inhalasyonundan kaynaklanan immiin aracili bir akciger hastaligidir. Hastalik, kiigiik
hava yollar1 ve pulmoner parankimi etkileyen diffiiz lenfositik inflamasyon ile
karakterizedir. HP, klinik olarak akut, subakut ve kronik olarak siiflandirilmistir.
Klinik prezentasyon, antijene maruz kalma miktar1 ve siiresi, inhale edilen tozun yapisi
ve hastanin yanit1 gibi ¢esitli faktorlere baghdir. Sigara igmeyenlerde HP, ayni maruz

kalma riskine ragmen, sigara icenlere gore daha sik goriiliir (60). Sigara ile saglanan
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bariz korunmanin nedenleri bilinmemektedir, ancak sigara i¢iminin, bagisiklik
reaksiyonunu antijene karsi azaltabilecek ve boylece HP'nin gelismesi i¢in gerekli olan
artmis  yamiti  Onleyebilen lokal immiinsiipresif etkisi ile iliskili oldugu
diistiniilmektedir (61). HP'deki BAL hiicre profili, toplam hiicre sayisinda, 6zellikle de
%350'y1 asan degerlerde goriilen lenfositlerin oraninda dikkate deger bir yilikselme ile
karakterizedir. Belirgin BAL sivisi lenfositozu bu hastaligin en tutarli bulgusudur ve
birgok klinik ¢alismada bildirilmistir (62). Giivercin yetistiricisi hastaliginda, subakut
(tanidan 6nce semptomlarin baslangict <3 ay) ve kronik (semptomlarin baglangici >
12 ay) olgularda BAL lenfositleri genellikle %50'nin iizerindedir, ancak subakut
olgularda kronik HP'ye gore anlamli derecede daha yiiksektir (63). Genel olarak,
%30'un altinda goriilen BAL lenfosit orani, siipheli HP tanis1 diislindiiriir ve BAL
lenfositozunun, antijene maruz kalan ancak hastaligi gelistirmeyen asemptomatik
bireylerde de bulunabilecegini unutulmamalidir.

HP'deki BAL CD4+/CD8+ orani oldukca degiskendir ve muhtemelen klinik
formdan (akut veya kronik), tiitiin dumanina maruz kalmadan, solunan antijenin tipi
ve dozundan ve muhtemelen antijen maruziyetinin siiresinden etkilenmektedir. CD4+
T hiicreleri siklikla sigara igenlerde veya hastaligin kronik/fibrotik formlar1 olanlarda
bulunurken, CD8+ olanlarda baskin bir artis akut HP'li sigara i¢meyenlerde
goriilmektedir. Ek olarak, artmis natural killer hiicreler, major histocompatibility
complex (MHC) ile siirh sitotoksik lenfositler ve lenfokin ile aktive edilmis natural
killer hiicreler genellikle HP hastalarinda BAL'da tespit edilir (64).

Farkli interstisyel akciger hastaliklar1 olan hastalardan elde edilen 1.260 BAL
stvisinin analiz edildigi bir ¢alismada, HP ve ilaca bagli pndmoni olan hastalarda
plazma hiicreleri daha yiiksek oranda bulunmustur (65). BAL'da plazma hiicreleri
bulunan HP hastalar i¢in plazma hiicreleri son antijen maruziyetinden 2-7 giin sonra
yiikselir ve daha sonra zamanla giderek azalir ve plazma hiicrelerine artan sayida
lenfosit, eozinofil ve mast hiicresi eslik eder; ayrica BAL sivisinda plazma hiicreleri
olmayan HP hastalarina kiyasla daha diisiik bir CD4+/ CD8+ oran1 mevcuttur.

HP'nin akut ataklar1 genellikle dolasimdaki nétrofillerin sayisindaki artigla
birlikte bu hiicrelerin akcigere goc etmesi ile iliskilidir. Hastalara son maruziyetin
ardindan gilinler hatta haftalar sonra BAL yapildigindan bu artis goriilemez,

notrofillerin erken artigi, sadece antijen maruziyetinden hemen sonra BAL
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gerceklestirilirse ortaya ¢ikar, BAL sivisinda nétrofiller antijen maruziyetinden bir ay

sonra bile kontrol deneklerinden daha yiiksek goriilmiistiir (66).

2.5.10. Bag dokusu hastahigi (BDH) / kollajen vaskiiler hastahga (KVH) bagh

interstisyel akciger hastahig

Romatolojik hastaliklarin birgogunda, farkli hastalarda diffiiz akciger hastaliginin
farkli sekilleri ortaya ¢ikabilir ve ayni hastada, hava yolu veya diger intratorasik
hastaliklarin bir kombinasyonu, yaygin akciger hastalifi ile birlikte olabilir ve
hastalarin akcigerleri rutin degerlendirmenin bir parcasi olarak arastirildiginda,
akciger semptomlar1 olmayan bireylerde subklinik hastalik gériilebilir. OIP, NSIP,
LIP, DAD, KOP ve DiP'in patolojik paternleri, romatolojik hastaliga sahip hastalarda
bulunabilir ve diffiiz akciger hastaliginin bu patolojik paternleri, bronsiolitis obliterans
ve bronsektazi dahil olmak iizere solunum yolu hastaliklari ile birlikte olabilir.
Sistemik skleroz (SSc) i¢in bazi bilgiler mevcut olmasina ragmen BAL hiicre
profilleri ile akciger histopatolojisi korelasyonlari oldukc¢a smirlidir. SSc'de bir
dereceye kadar calisilmis olmasina ragmen, su anda mevcut YCBT goriintiileme
baglaminda BAL hiicre paternlerinin ve BDH ile iliskili IAH"1n klinik énemi ile ilgili
cok az veri bulunmaktadir. Onemli ¢alismalarda, “kollajen vaskiiler hastalig1” olan az
sayida hastada artmis nétrofil, eozinofil ve lenfosit varligt bildirilmistir (67). 1992'de
yayinlanan bir ¢alismada (68) BDH vakalari “IAH” olan ve olmayan alt gruplara
ayrilmigtir. Bildirilen baskin anormallik, romatoid artrit (RA), sistemik lupus
eritematozus (SLE) ve Sjogren sendromunda nétrofiller yiikselirken, SSc’de BAL

stvisinda notrofillerile birlikte eozinofillerin de artmis oldugu bildirilmistir.

2.5.11. Mesleki interstisyel akciger hastahig:

Is yerindeki ¢evresel maruziyetler, genetik olarak yatkin bir insanda spesifik IAH’a
neden olabilir. “Mesleki IAH” tanisi, distal solunum yollarinda ve/veya akciger
parankiminde asbest, silika, silikat veya komiir tozunun birikiminden, demir, giimiis,
baryum ve nadir toprak metallerine maruz kalmadan kaynaklanan metal kaynaklh

graniilomatdz bozukluklar (berilyum, aliiminyum, titanyum ve insan yapimi mineral
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lifler tarafindan), sert metal hastaligi (hard metal disease: HMD) ve daha seyrek olarak
fibrotik degisikliklerden kaynaklanan bir grup kronik akciger hastaligi olan
pndmokonyozlari igerir. Kémiir is¢isi pndmokonyozu (KiP), silikoz ve asbestoz tanisi
genellikle ilgili bir maruziyet dykiisiine, uyumlu bir klinik tablonun ve tipik radyolojik
anormalliklere dayanir. Kronik berilyum hastaligi (KBH) i¢in tan1 kriterleri, berilyum
maruziyeti ve in vitro periferal kan veya BAL sivis1 T-hiicresi proliferasyon testine
(Be lenfosit proliferasyon testi, Be-LPT) pozitif bir yanmiti igerir (69). Diger
IAH’larinin dislanmasi igin doku tanis1 genellikle gereklidir.

Mesleki IAH tanisinda BAL sivisinin tanisal degeri zayiftir. Bugiine kadar
yayinlanmis raporlarda 6nemli siirlamalar vardir. Bunlar arasinda BAL teknik
prosediirlerindeki farkliliklar, ¢alisma kosullarin1 kategorize etmek i¢in Uluslararasi
Calisma Orgiitii (ILO) gogiis rontgeni smiflamasinin (HRCT calismalari ile korele
edildiginde ILO skorunda diisiik duyarlilik ve 6zgiillige sahip oldugu gosterilmistir)
kullanimi, dahil etme ve dislama kriterleri, ise alim ve ornekleme yontemleri ve
mevcut tedavilerin sadece sinirlt sayida ¢alismada rapor edilmesi ve ¢ogu ¢alisma
bildirilen klinik ve radyolojik veriler agisindan BAL sonuglarinin tarafsiz yorumunu
icermediginden, yanllik potansiyelinin yiiksek olmasi1 vardir.

Mesleki IAH igin yapilan ¢alismalar incelendiginde; artan makrofaj sayilari ve
yiiksek oranda kémiir tozu igeren makrofajlar gésteren BAL hiicre profilleri, KiP veya
progresif masif fibrozisin (PMF) oldugunu diisiindiirmektedir (70).

Silikaya maruz kalan is¢ilerin ve silikozisli is¢ilerin BAL sivis1 hiicresel
profilleri, makrofajlarda artis ve makrofajlarin silika partikiil yiikii ile karakterizedir,
ayrica lenfosit ve notrofilin artmasi, silikozis progresyonu ile iligkili bulunmustur (71).

Sigara icmeyen asbeste maruz kalan bireylerde ve asbestozisli hastalarin BAL
stvist hiicresel profilleri, tiim hiicre tiplerinde bir artisla karakterizedir (72). BAL'daki
asbest body (AB)/lif sayisi, maruziyet ve hastalik arasinda ayrim yapmaz.

Kronik berilyum hastaliginda (KBH) BAL sivisinda lenfositoz mevcuttur.
Immiinositolojik BAL profili, bir KBH teshisine destek saglar ve biyopsi yapilmayan
veya transbronsiyal biyopside (TBB) graniilomlar elde edilemeyen olgularda kesin
tan1 elde edilmesine yardimci olabilir. Kan Be-LPT testi negatif oldugunda bile BAL
Be-LPT pozitif olabilir. Pozitif bir BAL Be-LPT KBH i¢in kan Be-LPT yerine
belirleyici kriterlerden biri olarak kullanilabilir (69).
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Agir metal hastaliginda dev hiicreler hastaligin ayirt edici 6zelliklerini temsil
etseler de, mevcut kanitlar tan1 icin BAL s1visinda dev hiicrelerin saptanmasinin tanisal

olmadigini diistindiirmektedir (73).

2.5.12. Spesifik interstisyel akciger hastaliklari (ifP Olmayan)

e Pulmoner Langerhans Hiicreli Histiyositoz (PLCH):

Langerhans hiicreli histiyositoz (LCH) monosit-makrofaj hiicre kokeni iceren
nadir kronik graniilomat6z bir hastaliktir. LCH’1n klinik 6zellikleri izole bir kemik
lezyonundan ¢oklu organ tutulumuna kadar degisir (74). Lokalize hastalik daha 6nce
eozinofilik graniiloma olarak adlandirilmig ve multisistem formlar: siklikla Hand-
Schiiller-Christian hastaligi, hististozis X ve Letterer—Siwe hastalig1 gibi isimler ile
ifade edilmistir, ancak terminoloji arttk LCH'ye basitlestirilmistir. Pulmoner LCH'nin
(PLCH) klinik 6zellikleri degiskendir. Hastalarin ¢ogu spesifik olmayan solunum
semptomlar1 olan sigara igcicileridir ve tekrarlayan pnomotoraks karakteristik
belirtilerden biridir. S-100 proteini, CD1a ve HLA-DR i¢in boyamalar igeren (75)
immunohistokimyasal c¢aligmalar Langerhans hiicrelerinin (LC) taninmasinda
yararhidir. LC'ler cesitli patolojik pulmoner siire¢lerde tanimlanabildigi igin,
Langerhans hiicreleri PLCH i¢in tanisal degildir. Eriskinlerde pulmoner LCH'nin
histolojik tanisi, tipik akciger lezyonlarinin tanimlanmasina dayanmakta ve artmis
sayida LC'nin giivenilir bir sekilde gosterilmesi ile birlikte degerlendirilmektedir (74).

LCH'nin esas histopatolojik 6zelligi, antijen sunan hiicreler olarak islev goren
monosit-makrofaj kokeninden farklilagmis hiicreler olan LC'lerin anormal
proliferasyonudur. LC'lerin kesin olarak tanimlanmasi i¢in iki morfolojik 6zellik vardi
ve bunlar; histiyositik kokenli diger hiicrelerde gézlenmeyen pentalaminar, elektron
mikroskobu {izerinde tenis raketi seklindeki hiicre i¢i yapilar ve CDla antijeninin
giiclii varlig gibi goriinen Birbeck graniillerinin varligidir (76). Langerhans hiicreleri;
epidermis, lenf nodlarini1 birbirine baglayan hiicreler, timiis, gastro-intestinal sistem,
serviks ve akcigerin mukozasini iceren normal dokularda yaygin olarak dagilirlar.
Sigara dumani, asemptomatik sigara igenlerde oldugu gibi PLCH hastalarinin

akcigerlerindeki LC'lerde artiga neden olur (77).
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LCH'nin tanisi, Langerhans hiicrelerinin tipik morfolojik o6zellikleri, 151k
mikroskobu ile goriildiigiinde ve ek boyamalar (6rn., Protein S-100) pozitif oldugunda
tanisal olarak “olas1” olarak tanimlanir; buna karsin CDla antijeni i¢in boyamalar
pozitif ve/veya intrasitoplazmik organeller (Birbeck graniilleri) elektron mikroskobu
ile goriiliirse tanisal olarak “kesin” olarak tanimlanir.

Pulmoner LCH, BAL''!n yiiksek tanisal degere sahip oldugu ve akciger
biyopsisinin yerini alabilecegi birka¢ hastaliktan biridir. BAL hiicre incelemesi
siklikla notrofillerin ve eozinofillerin 1limh yiikselmesi ile birlikte toplam hiicre ve
makrofaj sayisinin artmasini gosterir (78). BAL sivisinda LC'nin gosterilmesi uygun
bir klinikopatolojik ortamda taniyr destekler. Bununla birlikte, diisiik sayida LC,
PLCH'yi dislayamaz ¢iinkii lezyonlar diizensizdir ve LC sayisi, asamaya baghdir ve

hastalik ilerledikce azalir.

e Pulmoner Alveolar Proteinozis:

Pulmoner alveoler proteinozis (PAP), alveollerin fosfolipid agisindan zengin
proteinli materyal ile doldugu nadir bir hastaliktir. Olgularin %90'indan fazlasinda
etyoloji bilinmemektedir. Konjenital PAP, otozomal resesif bir sekilde (79) aktarilan
ayr1 bir genetik bozukluktur. Sekonder PAP; akciger enfeksiyonlari, hematolojik
maligniteler ve hastanin bagisiklik durumunu degistiren durumlar ve silika gibi
alliminyum tozu, bocek ilaclar1 ve titanyum gibi inhale edilen kimyasallara veya
minerallere maruz kalma ile iliskilidir. Hastalarin ¢cogu erkektir (erkek: kadin orani
2.65 : 1.0) ve sigara igicidir (80). PAP genellikle yavag yavas artan dispne, minimal
prodiiktif okstiriik veya minimal kilo kayb1 ve diisiik dereceli atesle iliskili olarak
ortaya cikan yorgunluk ile kendini gosterir. Akciger grafisi bulgulari, sol kalp
yetmezliginin diger radyografik bulgular1 olmadan “kelebek” veya “yarasa kanadi”
goriinlimiinde pulmoner 6dem diisiindiirmektedir. YCBT taramasinda, genellikle ¢ok
koseli sekillerdeki interlobiiler septal kalinlagsmalariyla birlikte yamali ya da cografi
dagiliml “buzlu cam” opasiteleri ya da konsolidasyon goriiniimii mevcuttur ve bu PAP
icin karakteristik olan “crazy-paving” goriiniimii olarak adlandirilir (81). PAP, BAL'In
yiiksek tani verimine sahip oldugu hastaliklardan biridir ve ¢ogu durumda cerrahi
akciger biyopsisinin gereksiz hale geldigi bir hastaliktir. Ek olarak, akciger lavaji

tedavide 6nemli bir degere sahiptir.
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PAP hastaliginda BAL uygulandiginda, alinan siv1 ¢ok bulanik veya siit gibidir
ve bekletildiginde oldukc¢a hizli bir sekilde yerlesmis yogun, beyaz topak topak tiftikli
goriiniimde bir materyal igerir. BAL ¢okeltisi, biyopsi drneklerinde goriilen intra-
alveolar materyalin aynisidir, bol lamellar cisimler ve hiicresel debrisler mevcuttur
(82). Lavaj sivisinin ana bileseni, yilizey aktif maddenin 6nemli bir fosfolipit bileseni
olan lesitindir, ayrica, BAL sivisi ve serumunda, surfaktan protein A (SP-A)ve
surfaktan protein D (SP-D) konsantrasyonunda artis (10-50 kat) mevcuttur (83). Bu
bulgular birikmis alveolar materyalin surfaktan tiirevi oldugunu gostermektedir.
Hiicreler BAL sivisinda nadiren seyreltilir ve lavaj sivisinin diferansiyel hiicre sayisi
genellikle tantya yardimci olmaz.

PAP'li hastalardan alman BAL sivist tipik olarak bulanik veya siit
goriinlimiindedir ve hizla yercekimi ile yerlesen yogun, beyaz topak topak tiftikli
goriiniimde bir materyal igerir. Bu amorf materyal, 6zellikle de globiiler yapilari, PAS
boyamasi ile pozitif, fakat Alcian Blue ile negatif olarak boyanir ve sitospinler
genellikle nispeten az sayida enflamatuar hiicre gosterir. Tipik YCBT bulgular1 ve
klinik prezentasyon ile kombinasyon halinde BAL s1v1 analizi, PAP tanisin1 kuvvetle

distindiirtir.

2.5.13. Alveolar Hemoraji Sendromlari

Diffiiz alveoler hemoraji (DAH), muhtemelen bir immiinolojik veya otoimmiin
bozuklukla iligkili mikrovaskiiler hasara bagli olarak distal hava bosluklarina yaygin
kanama ile birlikte pulmoner hemorajinin ayri bir alt kiimesini ifade eder (84). Yaygin
DAH yasami tehdit edici olabileceginden, DAH'!n erken tanimmasi: Onemlidir,
solunum yetmezligi ve son donem bobrek hastaligi riskini azaltabilir. Hemoptizi
olmamasi nedeniyle tan1 siklikla gecikmektedir.

Ayrica, alveoler hemoraji, kanama diyatezi varliginin yiiksek olasiligindan
dolayr invaziv diagnostik prosediirlerin riskli oldugu kemik iligi veya kok hiicre
transplantasyonu (85) dahil olmak iizere immiin sistemi baskilanmig hastalarda sik
goriliir. Bu durumda, BAL sadece daha az invaziv ve daha az riskli olmakla kalmaz,
ayn1 zamanda bu hastalarda siklikla tanimlanmis olan enfeksiyonlarin tanisinda da

etkilidir.
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BAL verilerinden DAH'!n net bir tanimi yapilmamistir, tiim alikuotlarda
olduke¢a kanlt BAL sivisinin ya da en az ii¢ farkli 6rnekten alinan her verilmis alikuot
ile gittikce artan kanli BAL sivisinin DAH"'1' tanimladigini ve bu durumun bazi
hastalarda otopside patolojik olarak dogrulandigi gosterilmistir. Pulmoner
komplikasyonlardan 6len 77 hastay: inceleyen bir ¢alismada, DAH tanili ve otopsi
yapilan 8 hastanin 4'{inde BAL sivisinin normal olagan goriiniimii izlenmis, fakat
DAH tanisi olmayan 13 hastanin 7'sinde de hemorajik BAL s1vis1 goriilmiistiir (86).
Kanli BAL s1vist her ne kadar diisiindiirticii olsa da 6zellikle trombositopeni veya diger
koagiilopati durumlari varliginda tek bagina DAH'in kesin bir belirtisi degildir. Ayrica,
belirgin kanama goriilmeyen BAL s1visi, DAH olasiligint diglamaz.

Hemosiderin yiiklii makrofajlarin ¢ok sayida goriilmesi daha spesifiktir ve
alveolar hemoraji i¢in makul bir belirtectir. Bununla birlikte, alveolar makrofajlarda
hemosiderin yoklugu alveoler hemoraji olasiligini dislamaz, ¢linkii hayvan deneyleri
ve insan ¢aligsmalart BAL sivisi makrofajlarinda hemosiderin saptanmasi igin
hemorajinin hava bosluklarina girmesinden en az 48—72 saat sonra BAL yapilmasi
gerektigini gostermislerdir (87). Kronik kanamalarda siderofajlar alveoler bosluklarda
daha uzun siire birikme egilimindedir ve kanama durduktan birka¢ ay sonra BAL
stvisinda goriilebilir. Fakat miktar tayini olmaksizin sadece siderofajlarin varligi akut
hemorajiyi teshis etmek icin yetersizdir. Golde ve arkadaslar1 alveolar makrofajlardaki
(AM) hemosiderin yiikiinii hesaplanmasi igin ¢esitli demir boyamalart ile bir skorlama
sistemi gelistirmiglerdir (88).

DAH’de hemoptizi her zaman olmamakla birlikte genellikle mevcuttur.
Akciger grafisinde yaygin olan iki tarafli alveoler infiltrat olmast durumunda
DAH’den siiphelenilmeli ve tanisal bronkoskopi/BAL erken yapilmalidir. Her bir
alikuotta geri alinan kanli sividaki artis, tek basina tanisal olmamasina ragmen stiphe
uyandirir. Muhtemel enfeksiyonlar ve mikrobiyolojik calismalar icin BAL sivisi
gonderilmeli ve sitospin lamlar1 demir (Prusya mavisi veya Perls) i¢in boyanmalidir.
BAL sivisinda %20'den fazla siderofaj olmasi veya Golde (hemosiderin) skorunun

100'den fazla olmas1 anlaml1 gostergelerdir.
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2.5.14. Ilaca Bagh Interstisyel Akciger Hastahg

Cok sayida ilag potansiyel olarak pnomotoksiktir ve radyolojik infiltratlara neden
olabilir. Baslangicta ve klinik prezentasyonda akut ile kronik arasinda degisebilen ilag
kaynakl1 IAH sendromlari, genis bir yelpazede birgok pulmoner patolojiyi kapsar ve
bunlar akut nonkardiyojenik pulmoner 6dem, eozinofilik pndmoni, hipersensitivite
pndmonisi, ilaca bagli lupus, pulmoner fibrozis, alveolar hemoraji ve yaygin alveolar
hasar1 igeren iliskili radyolojik paternleri (89) igerir. Bununla birlikte, radyolojik
infiltratlara bir ilaca maruz kalmanin neden olup olmadigini kesin olarak belirlemek
icin genel olarak kabul edilen kriterler yoktur ve ilaca bagli pnomotoksisite genellikle
idiyosenkratik bir reaksiyondur. En yaygin iki ilag iliskili IAH paterni, (1) hava yollari
veya periferik kan eozinofilisi ile iliskili olabilecek nispeten akut bir hipersensitivite
pndmonisi ve (2) subakuttan kronige kadar bazi IIP formlarim taklit edebilen ve bir
dereceye kadar fibrozis i¢eren formlara aittir (89).

BAL'da artan sayida notrofil, eozinofil ve/veya lenfosit bulunabilir ve mast
hiicreleri ve/veya plazma hiicreleri de tanimlanabilir. Akcigere go¢ eden ve BAL
stvilarinda geri kazanilan inflamatuar hiicreler, belirli bir ilacin toksik reaksiyonuna
tepki olarak belirli bir bireyin pro-inflamatuar gen ekspresyonu (yani sitokinler ve
kemokinler) ile birlestirilmis 6zel bir ilacin neden oldugu akciger inflamasyonunun
tipini yansitabilir.

Uygun klinik ve YCBT bulgulari ile kombine edildiginde BAL hiicre profilleri
(6rn., BAL sivisinda lenfositoz veya eozinofili), ilaca bagh IAH teshisini
destekleyebilir. BAL sivist analizi, pulmoner hemoraji veya enfeksiyon gibi diger

potansiyel antiteleri dislamak icin de kullanilabilir.
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3. GEREC VE YONTEM

Calismaya Zonguldak Biilent Ecevit Universitesi T1ip Fakiiltesi Gogiis Hastaliklar
Klinigi’nde 2017 ve 2018 yilinda difliz parankimal akciger hastalig1 nedeni ile tam
amagcl fleksibl bronkoskopi ile bronkoalveolar lavaj uygulanan ve BAL sivilar1t hem
optik mikroskopta hem de akim sitometri cihazinda incelenen 54 hasta geriye doniik

olarak dahil edildi. Demografik bilgiler ve klinik tanilar Tablo 8’de belirtilmistir.

Tablo 8: Calismaya Ahnan Niifusun Demografik Ozellikleri ve Tamlar

Denekler

n 54
erkek 36
kadin 18
Yas

Ortalama + SS 59,31 £15,13
Aralik 23-82
Sigara Kullanim

Halen Kullanmakta 12
Kullanip Birakmig 23
Hig¢ Kullanmamig 19
Akciger Hastaliklar

Akciger Kanseri

Antrakoz

Behget Akciger tutulumu

Bronsiyal Atrezi

Eozinofilik Pndmoni

Fibroatelektazi

IPF

Fibrotik Nonspesifik Interstistel Pnémoni
Kollajen Doku Hastalig1 Akciger Tutulumu
KOAH ve Fibrotik degisiklikler

Komiir Is¢isi Pnomokonyozu

Kronik. Hipersensitivite Pnémonisi
Lenfoma

Meme Kanseri Metastazi

Organize Pndmoni

Pnémoni

Respiratuar Bronsiolit ile iliskili interstisyel Akciger Hastaligi
Romatoid Artrit Akciger Tutulumu
Sarkoidoz

Siderozis

Silikozis

Sjogren Akciger Tutulumu

Tiiberkiiloz

NRPRPRPRRUDMWONRPRRPRRPRORRPRRENRRRERREN

3.1. Hastanin Hazirlanmasi

Bronkoskopi islemi uygulanmadan once islem uygulanacak her hastanin fizik

muayenesi, tam kan sayimi, rutin biyokimyasal analizleri; 6zellikle aclik kan sekeri,
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tire ve kreatinin degerleri, koagiilasyon testleri (APTT, PT ve INR), kalp
elektrokardiografisi, diiz ve yan akciger grafileri, solunum fonksiyon testleri yapilmis
ve BAL uygulanacagi i¢in hastalarin toraks yiliksek ¢oziniirliikli bilgisayarli
tomografileri (YCBT) veya toraks bilgisayarli tomografileri incelemeleri yapilmisti.

Hastalarin, islemin gerekliligi, islem prosederii ve kontrendikasyonlar
konusunda bilgileri olduguna dair sozlii ve yazili onamlari mevcuttu.

Islemden yaklasik 6 saat oncesinde hastalarn kati ve sivi beslenmeleri
kesilmisti. Hastalar daha sonra siirekli kardiyak ve nabiz oksimetre monitorlerine
yerlestirilerek ek oksijen destegi verilmis (genellikle 2 ila 4 L/dk. nazal kaniil ile) ve
intravendz erisim saglanmisti. Orofarenks ve her iki burun pasaji %1-2’lik lidokain ile
topikal olarak anesteziye tabi tutulmustu. Posterior gag refleksinin inhibe

edilmesinden sonra bronkoskopi islemine baglanmisti.

3.2. BAL Isleminin Uygulanmasi

Fleksibl bronkoskopi ile rutin degerlendirme yapildiktan sonra YCBT ya da
bilgisayarlt tomografi ile belirlenen BAL uygulanacak bronkopulmoner segment
girigine bronkoskopun distal ucu kama seklinde yerlestirilerek oda 1sisindaki toplam
120 ml salin soliisyonu 3 alikuot halinde verilip ve aspire edilmisti. Alinan BAL s1vist
mikrobiyoloji, patoloji ve immiinoloji laboratuvarlarina gonderilmek {izere
polipropilen kapli plastik kaplara konularak yaklasik bir saat i¢cerisinde laboratuvarlara
gonderilmis ve geri kazanilan BAL sivisi, 41-Im'lik bir filtreden (Millipore, Billerica,
MA) siiziilmiistii.

3.3. BAL Sivisimin Hiicresel Analizinin Yapilmasi

BAL sivist diferansiyel hiicre sayimi hem direk optik mikroskopi hem de akim

sitometrik yontem ile yapildi.
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Sekil 6: Flow Sitometri de BAL sivis1 diferansiyel hiicre sayini grafikleri. a)
Mantiksal Kapilama b) CD45 ve CD14 e gore alveolar makrofaj,
notrofil, lenfositlerin hesaplanmasi1 ¢) CD45+ ve SSC da diisiik
graniilositli lenfositler d) CD9- ve CD15+ olan nétrofiller ¢) CD9+ ve
SSC de yiiksek graniilositli eozinofiller

Hastanemizde akim sitometrisi Ol¢iimiinde 4 renkli Cytometers Fc500,
Beckman Coulter cihazi kullanilmaktaydi. Hastanemiz immiinoloji laboratuvarinda
BAL sivist diferansiyel hiicre sayimindan Idkositlerin boyanmasi i¢in CD45-
Phycoerythrin Cyanin 7(PC7), CD15- Phycoerythrin Cyanin 5 (PC5), CD14-
Phycoerythrin (PE) ve CD9-Fluorescein isothiocyanate (FITC); graniillii ve graniilsiiz
hiicrelerin ayristirtlmast i¢in flow sitometrinin Side Scatter Chanel dedektorii
kullanilmaktaydi. Kullanilan monoklonal antikorlarin ve dedektdrlerin 6zellikleri
Tablo 9’da belirtilmistir. Lenfositler CD 45 ile parlak boyanan ve Side Scatter Chanel
(SS) de graniilsiiz izlenen hiicreler olarak; notrofiller CD 15 parlak boyanan, CD 9
negatif hiicreler olarak; eozinofiller CD 9 parlak boyanan ve SS de yliksek graniillii
izlenen hiicreler olarak; alveolar makrofajlar (AM) CD 45 parlak ve CD 14 parlak
boyanan hiicreler olarak tanimlanmisti. Fakat alveolar makrofajlar, hem CD 9 parlak
eozinofiller hem de CD 15 parlak boyanan nétrofiller ile karisim gosteriyordu.
Mantiksal kapilama yapilarak CD 45 ve CD 14 parlak AM’ler CD 9/SS ve CD 9/CD
15 grafiklerinden ¢ikarilarak karisimsiz eozinofil ve karisimsiz noétrofil grafikleri

yapilarak ve hesaplamalar bu grafikler iizerinden yapilmisti (Sekil 6).
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Tablo 9: Calismada Hiicreleri Simiflandirmada Flow Stimoteride Kullanilan

Monoklonal Antikorlar ve Dedektorler

Mz;t::(klgpal A dg f;ima Hiicre Ifadesi Ligand / Reseptor Fonksiyon
Leukocyte
Common T- ve B-hiicresi
Antigen (LCA), | Eritrositler  ve antijen  reseptor
T200, B220, | trombositler Galectin-1, w/ | sinyalinin
CD45 Ly5, Protein | harig CD2, CD3, CD4 | regiilatorii; hiicre
tyrosine hematopoetik and CD45AP biiylimesi ve
phosphatase hiicreler farklilasmasinin
receptor type C diizenleyicisi
(PTPRC)
X-Hapten, Lewis g?;:;;ﬂ:rer Adezyon,
CD15 X, SSEA-1, 3- eozinofiller’ e Selektinler, CD62 graniilosit
FAL, FUT4 3 aktivasyonu
makrofajlar)
Monositler,
makrofajlar, Endotoksin, LPS baglama ve
. Langerhans Lipopolisakkarit TLR  sinyalleri
Cch14 LPS-Reseptor hiicreleri, (LPS), TLR4, LBP, | yoluyla dogal
grantilositler LY96, TLR2 immiin yanit
(disiik)
Trombositler,
ooyl ve | COS5 GO | Trombasi
. , aktivasyonu  ve
CD9 p2d, - DRAP-L, egltelyal CD41/CDe61, agregasyonu,
MRP-1 hiicreler, pre B . .

. HLA-DR, Integrin | hiicre adezyonu ve
lenfositler, T B1, PI4-Kinase hiicre motilitesi
lenfositler ve kok ’
hiicreler

Side Scatter Partikiillerin graniiler icerikleri, i¢ yapisi hakkinda bilgi verir.
Channel (SSC) . ) . . . .
Detektir Flow sitometride graniilositer serinin belirlenmesinde kullanilir.

Akim sitometrisi islemi i¢in filtreden gecirilen ve hazirlanan BAL sivisi
numuneleri EDTA (ethylenediaminetetraacetic asid) iceren kaplara aktarilarak optik
mikroskopide degerlendirilmek {izere patoloji laboratuvarina génderildmisti. BAL
stvist numunelerinden sitospin preparatlart hazirlanarak deneyimli bir patolog
tarafindan optik mikroskopide 400x optik biiyiitme ile diferansiyel hiicre sayimi
yapildi, bunun i¢in 400 hiicre sayild1 ve hiicrelerin (alveolar makrofajlar, lenfositler,

notrofiller, eozinofiller) toplam hiicre sayisina gore oranlari belirlendi.
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3.4. istatistiksel Analiz

Degiskenler medyan ve ilk-tigiincii ¢eyreklik olarak rapor edildi. Veriler normal
dagilim gostermedigi igin (Shapiro-Wilk- testi) logaritmik doniisiim uygulandi. Optik
mikroskopi ve akim sitometri yontemleri ile hiicre populasyonlar1 (makrofaj, lenfosit,
notrofil) arasinda fark olup olmadig1r Wilcoxon isaretli sira testi ile test edildi. Her iki
yontem arasinda uyum varligi ise Bland Altman analizi ile incelendi. Bu analiz; her
iki hiicre sayim yontemi ile Olgiilen degerler arasindaki farkin optik mikroskopiye
degisimini ifade ediyordu (90). Eozinofiller i¢in her ornekte eozinofil sayimi
yapilamadigi i¢in Bland Altman analizi uygulanamadi. Onun yerine her iki yontem
arasinda eslestirilmis trendi gostermek iizere cok degiskenli nokta ve cizgi
diyagramlar1 kullanildi. Istatistiki analiz i¢in SPSS ve MedCalc paket programlari
kullanild. Istatistiki anlamlilik p<0.05 olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

54 hastanin BAL sivis1 6rnekleri her iki yontemle de analiz edildi. Her iki yontemin
tanimlayici istatistikleri (FCM ve optik mikroskopi) Tablo 10'da Ozetlenmistir.
Makrofaj sayilarinin FCM’deki medyan degeri %75.20 (53.38-86.25), optik
mikroskopide %72.95 (58.16-82.73); notrofil sayilarinin FCM’deki medyan degeri
%4.0 (1.45-11.43), optik mikrosopide %4.95 (1.73-19.95); lenfosit sayilarinin
FCM’deki medyan degeri %6.55 (1.98-19.7), optik mikroskopide %14.55 (10.25-
23.28) ve eozinofil sayilarinin FCM’deki medyan degeri %2.85 (1.68-4.50), optik
mikroskopide 0 (0) olarak bulundu.

Tablo 10: Tamimlayiei Istatistikler, Lokosit Say1 Oranlarinin Ortalama Degerleri

Optik Mikroskopi Akim Sitometri P degeri
Makrofaj 72.95 (58.16-82.73) 75.20 (53.38-86.25) 0.820
Notrofil 4.95 (1.73-19.95) 4.0 (1.45-11.43) 0.280
Lenfosit 14.55 (10.25-23.28) 6.55 (1.98-19.7) 0.005
Eozinofil 0 (0) 2.85 (1.68-4.50) <0.001
+Wilcoxon isaretli sira testi
Veri; yiizde (Q1-Q3) olarak sunulmustur.

Her iki yontemle analiz edilen her bir 16kosit popiilasyonu igin yapmis
oldugumuz parametrik olmayan Wilcoxon isaretli sira testi ile FCM ve optik
mikroskopideki lenfosit ve eozinofil sayilar1 arasindaki farklarin istatistiksel olarak
anlamli oldugu goriildii (sirastyla p=0.005, p=<0.001). Bununla birlikte FCM ve optik
mikroskopi ile hem alveolar makrofajlar hem de notrofiller arasindaki sayisal fark
istatistiksel olarak anlamli degildi (sirasiyla p=0.820, p=0.280).

Bland-Altman analizi sonucunda FCM'nin optik mikroskopi ile
karsilagtirildiginda lenfosit sayilarint %34.4 (%95 giiven aralig1 [CI] = -50,4798 to -
18,2783) oraninda diisiik tahmin ettigini ve yine notrofil sayisim1 %14 (%95 giiven
araligi [CI] =-47,1518 to 18,8497) oraninda diisiik tahmin ettigini belirledik (Sekil 8).
Bununla birlikte alveolar makrofaj popiilasyonlarinin dagilimi homojendi (ortalama
%-0.3, %95 giiven araligr [CI] =-3,2154 to 3,77587) (Sekil 7). Eozinofillerin ¢ok

degiskenli nokta ve ¢izgi diyagramlari, sayilan eozinofiller hesaba katildiginda akim
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sitometri ile optik mikroskopi arasinda belirgin bir fark olmadigini gosterdi (Sekil 9).

Diger taraftan akim sitometri yonteminde, optik mikroskopiden daha fazla eozinofil

sayildig1 saptandi.
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Sekil 7: Optik mikroskopi ve FCM arasindaki Bland-Altman analizi. X ekseni,
optik mikroskop ile elde edilen sayilari temsil eder ve Y ekseni, her bir
BAL lokosit popiilasyonu icin her iki yontemle elde edilen degerler
arasindaki fark yiizdesini gosterir: A: Makrofajlar, OMM: optik
mikroskopi makrofaj, FSM: flow sitometri makrofaj
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Sekil 8: Optik mikroskopi ve FCM arasindaki Bland-Altman analizi. X ekseni,
optik mikroskop ile elde edilen sayilari temsil eder ve Y ekseni, her bir
BAL lokosit popiilasyonu icin her iki yontemle elde edilen degerler
arasindaki fark yiizdesini gosterir: B: Lenfositler, C: Notrofiller, OML:

optik mikroskopi lenfosit, FSL.:

flow sitometri lenfosit, OMN: optik

mikroskopi notrofil, FSN: flow sitometri notrofil

44



5,0 ~12,0

3S4

OME

0=

Sekil 9: Eozinofil popiilasyonu icin ¢oklu degiskenler (sitometri ve optik
mikroskopi) icin nokta ve ¢izgi diyagramlari. Diyagram, sitometri ve
optik mikroskopi ile dl¢iilen her bir numunenin degerini temsil eder.
OME: optik mikroskopi eozinofil, FSE: Flow sitometri eozinofil.
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5. TARTISMA

Diffliz  parankimal akciger hastaliklarinin (DPAH) tanisal yaklasiminda
bronkoalveolar lavaj (BAL) sivisisnin hiicresel incelemesi siklikla uygulanan ve
nispeten noninvazif bir yontemdir. T1bbi dykii (6rnegin mesleki ve gevresel etkenlere
maruz kalma, ilag alimi, daha 6nce radyoterapi alimi), fizik muayene ve radyolojik
bulgular ile beraber ele alindiginda BAL si1visi hiicresel profilinin tanisal giicii artar.
L. Welker ve arkadaslar1 1971 hastada {izerinde yaptiklart BAL hiicre profilinin
taniya katkisini inceleyen ¢aligmalarinda, IAH siiphesi olan grupta diisiik graniilosit
sayist ile birlikte lenfosit sayilar1 %3050 arasinda oldugunda sarkoidoz olasiliginin
%33.7°den %68.1'e yiikseldigini; lenfosit ve graniilosit sayilar1 birlikte yliksek
oldugunda ise OIP olasiliginin %15.8'den %33.3'e yiikseldigini saptamiglardir (59).
Diger taraftan nadir hastaliklarda BAL’1n kullaniminin sinirl oldugu goriilmiistiir. Bu
veriler, bronkoalveolar lavaj hiicre sayimlarinin, sarkoidoz, eozinofilik pndmoni ve
olagan interstisyel pndmoni gibi nispeten sik goriilen hastaliklarda onemli teshis
bilgileri sagladigini ve seyrek hastaliklarda katkisinin sinirlt oldugunu gostermektedir.
American Thoracic Society (ATS) tarafindan 2012 yilinda BAL sivist hiicre
analizinin klinik O6nemine deginilen bir klavuz yayinlanmis ve Onerilerde
bulunulmustur (91). YCBT gibi yeterli torasik goriintiileme ve kapsamli klinik bilgi
ile birlikte kullanildiginda, BAL s1vist hiicre profillerinin IAH siiphesi olan hastalarin
tanisal degerlendirmesinde yararl bilgiler saglayacag: belirtilmistir. ATS klavuzunda
sigara icmemis normal eriskinde BAL sivist hiicre popiilasyonlar1 oranlari sirasiyla;
alveolar makrofajlar>%85, lenfositler %10-15, nétrofiller <%3, eozinofiller <%]1 ve
epitel hiicreleri <%35 olarak belirtilmistir. Bu klavuzda nétrofilik patern>%3 nétrofil,
lenfositik patern>%15 lenfosit ve eozinofilik patern>%1 eozinofil olarak
tanimlanmistir. BAL diferansiyel hiicre profilinde tanimlanan hiicresel paternlere ek
olarak 1ilgili hiicre grubundaki artisin biiyiikliigli de ayirici tanit spektrumunun
daraltilmasinda yardimcidir. Lenfositlerin >%25 olmasinin, olast graniilomatoz
hastaliga (sarkoidoz, asir1 duyarlilik pndmonisi veya kronik berilyum hastaligy),
hiicresel nonspesifik interstisyel pnémoniye, ila¢ reaksiyonuna, lenfoid interstisyel
pnomoniye, kriptojenik organize pndmoniye veya lenfomaya isaret ettigi; lenfositlerin

>%350 olmasinin olas1 hipersensitivite pnOmonisi veya hiicresel nonspesifik
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interstisyel pndmoniyi diisiindiirecegi; notrofillerin >%50 olmasi akut akciger hasari,
aspirasyon pndmonisi veya siipiiratif enfeksiyonu destekleyecegi; eozinofillerin >%25
olmasi, akut veya kronik eozinofilik pndmoni i¢in neredeyse tan1 koydurucu oldugu
ATS klavuzunda belirtilmektedir.

BAL hiicresel profilinin degerlendirilmesi i¢in siklikla optik mikroskopide
sitospin preparatlari ile 400 hiicre sayim1 metodu kullanilmaktadir ve standart yontem
olarak kabul edilmektedir. Bu yontem; zaman alicidir, sayilan diisiik hiicre sayisi,
kisiye bagimlilik nedeniyle subjektiflik icermesi ve orneklerdeki hiicrelerin sayimini
zorlagtiran bronsiyal epitel ya da kontaminasyon hiicreleri gibi nonldkosit hiicrelerin
varligl nedeniyle degiskenlik gosterdigi bilinmektedir (92).

Flow sitometri (FCM), lenfositleri, makrofajlari ve graniilositleri kolayca ayirt
edip, lenfosit alt gruplari hakkinda ayrintilar saglar. Bununla birlikte FCM ile BAL
stvist hiicresel profilinin belirlenmesi hakkinda bilgi literatiirde siirlidir. BAL
orneklerinde FCM kullanan c¢alismalarin ¢ogu, sadece lenfosit alt gruplarina
odaklanarak BAL analizine yonelik onyargili bir goriis saglamistir. FCM de BAL
stvist hiicresel profilinin degerlendirilmesi daha hizlhidir, kisiye bagimli olmadgindan
Oznellik yoktur ve hiicrelere spesifik antikorlar kullanildigi igin 16kosit dist
elemanlardan etkilenmesi minimaldir. Fakat hangi monoklonal antikorlarin
kullanilacagina dair bir klavuz ya da goriis birligi yoktur. Farkli calismalarda farkli
antikor kombinasyonlar1 kullanilmis ve bunlarin olumlu ya da olumsuz sonuglar
belirtilmistir.

Bu calismanin amaci BAL sivisinin hiicresel profilinin daha hizli ve optik
mikroskopiye gore daha objektif bir yontem olan FCM ile elde edilmesi ve
sonuglarinin optik mikroskopisi ile elde edilen bilgilerle karsilagtirilarak optik
mikroskopisi yerine kullaniminin uygunlugunu ya da iistiinliiklerini belirleyebilmekti.

Elde ettigimiz sonuclar flow sitometri ile hiicre immunofenotip ekspresyonuna
dayanan BAL I6kositlerinin sayilmasinin uygun oldugunu gdstermektedir. Bununla
birlikte bulgularimiz diger ¢calismlarla karsilastirildiginda bazi farklikllar gosteriyordu.
Bu durum kullandigimiz antikor profilinden kaynaklanmis olabilir.

Calismamizda FCM de 16kosit popiilasyonlarinin belirlenmesi igin CDA45,
CD15, CD14 ve CD9 antikorlarini kullandik. Calismada hematopoietik hiicrelerde
ifade edilen CD45’1 kullanarak BAL sivisinda CD45 pozitif alveolar makrofajlar,
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notrofiller, lenfositler ve eozinofilleri kapiladik. Daha dnce Lourdes Tricas ve Simon
M. Barry nin yapmis oldugu ¢aligmalarda da FCM’de 16kositlerin kapilanmasi i¢in
CD45 antikoru kullanilmistir. CD45, PTPRC (protein tyrosine phosphatase receptor
type C) olarak da bilinen protein tirozin fosfataz ya da l6kosit ortak antijen (LCA)
olarak adlandirilir, PTPRC geni tarafindan kodlanan bir enzimdir (93, 94). Bu antijen
hiicre biliylimesi, farklilagmasi, mitotik dongiisii ve onkojenik transformasyon dahil
olmak iizere gesitli hiicresel siiregleri diizenleyen sinyal molekiiliidiir. PTPRC geni
hematopoietik hiicrelerde spesifik olarak ifade edilir; CD45, hematopoezde sinyal
transdiiksiyonunun diizenlenmesinde rol oynayan tirosin fosfataz aktivitesine sahip bir
pan-lo6kosit proteindir. T ve B hiicresi antijen reseptorii sinyallerinin temel bir
diizenleyicisi oldugu gosterilmistir. CD45, antijen reseptor komplekslerinin bilesenleri
ile dogrudan etkileserek veya antijen reseptor sinyalleri i¢in gerekli cesitli Src ailesi
kinazlarimi aktive ederek ¢alisir. Bu PTP (protein tyrosine phosphatase) ayrica JAK
Kinazlar1 da durdurur ve boylece sitokin reseptorii sinyallerinin negatif bir regiilatorii
olarak islev goriir.

Bizim ¢alismamizda; FCM de CD45 pozitifligi ile birlikte SSC dedektorde
graniilsiiz secilim &zelligini lenfositlerin tanimlanmasi i¢in optimal yontem olarak
belirlenmisti. Bazi arastirmacilar, BAL lenfosit analizi i¢in optimum stratejinin,
CD45" ilk kez gectikten sonra bir DNA boyasi olan LDS-751 kullanarak analizden
hasar goren hiicreleri ortadan kaldirmak oldugunu ileri stirmiislerdir (95). Lenfositlerin
fonksiyonel ve fenotipik analizi i¢in hasarli hiicrelerin ekarte edilmesi gerekli olsa da
calismamiz BAL sivist 16kositlerinin son derece dayanikli oldugunu, donmadan
onemli 6l¢iide etkilenmedigini, ayrica CD45 ekspresyonu ve 1s1k sacilim 6zelliklerinin
yeterli oldugunu gostermektedir. Bizim calismamizda optik mikroskopiye kiyasla
FCM’nin lenfositleri daha diisiik sayma egiliminde oldugunu belirledik (optik
mikroskopide lenfosit orani: %14.55 (10.25-23.28), akim sitometride lenfosit orani:
%6.55 (1.98-19.7), p: 0.005). Uyum analizinde; optik mikroskopi ile FCM arasindaki
lenfosit sayist arasindaki fark incelediginde %34 oraninda optik mikroskopide daha
diisiik lenfosit sayis1 saptandigi goriildi. Bunun nedeni optik mikroskopide
sitoplazmasin1  kaybeden makrofajlarin lenfosit olarak sayilabilmesi nedeniyle
mikroskopide lenfositlerin daha fazla sayilabilmesi olabilir. Ayriica T lenfositlerin

FCM de CD14 yiizey antijenine sahip olmasi nedeniyle alveolar makrofaj olarak
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sayilabilmesi de bagka bir neden olarak sayilabilir. Lourdes Tricas ve arkadaslarinin
2012 de yapmis oldugu calismada ise FCM’de lenfosit sayilari daha yiiksekti (90).
Lourdes Tricas’in ¢alismasinda 34 BAL 0Ornegi {izerinde 16kosit popiilasyonlarinin
belirlenmesi i¢cin CD45, CD16, CD15 ve HLA-DR antikorlar1 kullanilmistir, alveolar
makrofajlar HLA-DR+/CD16+, nétrofiller HLA-DR-/CD16+, lenfositler CD15-
/CD16+, eozinofiller CD15+/CD16- olarak tanimlanmustir. Tricas ve arkadaslarinin
yapmis oldugu ¢alismada FCM nin optik mikroskopiye kiyasla alveolar makrofajlar
daha diisiik ve lenfositleri daha yiiksek gosterme egiliminde oldugu belirtilmistir.
Notrofiller HLA-DR ekprese edebileceginden Lourdes Tricas’in ¢aligmasinda
FCM’de notrofillerin diisiik sayilmasina ve alveolar makrofajlarin yiiksek sayilmasina
neden olmus olabilir (96).

CD45 pozitif hiicrelerde CD15 pozitifligi ile birlikte CD9 negatifligini
noétrofillerin tanimlanmasi i¢in kullanilmigti. Daha 6nce Barry ve arkadaglarinin
yaptigi ¢alismada da CD45+/CD15+ olarak kapilanan hiicreler nétrofil olarak
tammlanmistt  (97). CD15  (3-fukosil-N-asetil-laktosamin),  glikoproteinler,
glikolipidler ve proteoglikanlar {izerinde eksprese edilebilen bir karbonhidrat adezyon
molekiiliidiir (98). Bu molekiil nétrofiller tizerinde bulunan fagositoz ve kemotaksise
aracilik eder. Ayn1 zamanda Lewis X ve SSEA-1 (evre-spesifik embriyonik antijen 1:
stage-specific embryonic antigen 1) olarak da adlandirilir ve FUT4 (fukosiltransferaz
4) ve FUTY ile sentezlenir (99, 100). CDI15 yiizey antijeni notrofillere ek olarak
monositler, eozinofiller ve bazofillerde de bulunur. Calismamizda nétrofillerin
eozinofillerden ayrilmasinda CD9 negatifligini kullanilmisti. Barry bu ayrim icin IgE
reseptor antijeni CD23 , Lourdes Tricas ve arkadaslari ise CDI16 pozitifligini
kullanmigtir (90, 97). Calismamizda otpik mikroskopiye kiyasla FCM’nin %14,2
oraninda noétrofilleri daha diisiik oranda sayma egiliminde olmasina karsin istatistiksel
olarak fark olmadigini belirledik (optik mikroskopide nétrofil orani: 4.95 (1.73-19.95)
/ FCM’de nétrofil orant: 4.0 (1.45-11.43), p: 0.280). Tricas ve Barry’nin ¢aligmasinda
da optik mikroskopi ve FCM arasinda nétrofil sayiminda fark goriilmemisti.
Notrofiller de monositler/makrofajlar gibi CD14 antijenini ekprese ederler, fakat bunu
monositlere gore daha diisiik oranda gergeklestirirler (101). Bu durum FCM de
noétrofillerin yanlis hesaplanmasina yol acabilir. Notrofillerin CD14 yiizey antijenine

sahip olmasi nedeniyle FCM’de alveolar makrofaj olarak sayilabilecegini bununda
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FCM de gormiis oldugumuz daha diisiik notrofil sayma egilimine neden olabilecegini
diistinmekteyiz.

Calismamizda CD45 pozitif hiicrelerde CD9 pozitifligine sahip ve SSC
dedektorde graniillii olan hiicreleri eozinofil olarak belirlenmisti. CD9 antijeni,
insanlarda CD9 geni tarafindan kodlanan bir proteindir. Bu gen tarafindan kodlanan
protein, tetraspanin ailesi olarak da bilinen transmembran 4 siiper ailesinin bir liyesidir.
Bu iiyelerin ¢ogu, dort hidrofobik alanin varligiyla karakterize edilen hiicre ylizeyi
proteinleridir. CD9, eozinofiller ve trombositler tarafindan ifade edilir. Hiicre gelisimi,
aktivasyonu, biiyiimesi ve hareketliliginin diizenlenmesinde rol oynayan sinyal iletim
olaylarina aracilik eder. CD9 eksozomlarin yiizeyinde bulunur ve hiicre adezyonunu
ve goclinii diizenleyebilir ve ayrica trombosit aktivasyonunu ve agregasyonunu
tetikleyebilir (102). Eozinofiller CD15 antijenini eksprese ettiginden nétrofillerden
ayirmak icin IgE reseptor antijeni olan CD23 antijenini kullanan Simon Barry’den
farkli olarak CD9 antijen pozitifligini kullandik. Tricas ve arkadaslari notrofil ve
eozinofil ayrimi i¢in CD16 antijenini kullanmig, CD15 pozitif / CD16 negatif hiicreleri
eozinofil olarak tanimlamistir. FCM ve optik mikroskopi karsilastirildiginda FCM nin
daha yiiksek eozinofil sayilarina ulastigini belirledik, bunun nedenleri arasinda optik
mikroskopide sadece 400 hiicre iizerinden degerlendirme yapilmasi ve FCM’nin
alveol hiicre popiilasyonunu daha iyi yansitmasi olabilir. Bir diger nedeni ise alveolar
makrofajlarin FCM’de eozinofiller ile karisim gostermesi nedeniyle FCM de daha
yiiksek sayida eozinofil sayisina ulasilmasi olabilir.

Makrofajlarin se¢imi i¢in CD14 antijenini kullandik. CD14 proteini, kalitsal
immun sistemin bir bilesenidir. CD14, bir glikozilfosfatidilinositol kuyruk (mCD14),
digeri ise ¢Oziiniir bir form (sCD14) ile membrana baglanan iki bigimde bulunur.
CD14, bakteriyel lipopolisakkaritin (LPS) saptanmasi i¢in bir ko-reseptor (Toll-like
reseptor TLR4 ve MD-2 ile birlikte) gorevi goriir (103). CD14 sadece lipopolisakkarid
baglayici protein (LBP) varliginda LPS'ye baglanabilir. LPS, ana ligandi olarak kabul
edilmesine ragmen, CD14 ayrica lipoteikotik asit gibi diger patojen ile iliskili
molekiiler paternleri de tanir. CD14 esas olarak makrofajlar ve az miktarda nétrofiller
tarafindan ifade edilir. CD14+ monositler, GM-CSF ve IL-4 dahil olmak iizere
sitokinler tarafindan tesvik edilen bir farklilasma yolu ile dendritik hiicreler de dahil

olmak tizere bir dizi hiicreye farklilagabilir. CD45 pozitif hiicrelerde CD14 pozitifligi

50



ile makrofajlar1 kapiladik. Fakat alveolar makrofajlar, hem CD 9 pozitif eozinofiller
hem de CD 15 pozitif nétrofiller ile karigim gosteriyordu. Mantiksal kapilama
yapilarak CD 45 ve CD 14 parlak AM’ler CD 9/SS ve CD 9/CDI15 grafiklerinden
cikarilarak karisimsiz eozinofil ve karisimsiz notrofil grafikleri yapildi ve
hesaplamalar bu grafikler iizerinden yapildi. FCM ve optik mikroskopi
karsilastirildiginda FCM’nin optik mikroskopi ile benzer alveolar makrofaj sayisina
ulagtigini belirledik (optik mikroskopide makrofaj oranlari: %72.95 (58.16-82.73) /
FCM’de makrofaj oranlari: %75.20 (53.38-86.25), p: 0.820). Daha 6nce yapilan
calismalar incelendiginde Simon Barry CD45 pozitif boyanan hiicrelerden CD15,
CD23 kullanarak belirlemis oldugu nétrofil, lenfosit ve eozinofil sayilarini ¢ikararak
alveolar makrofajlarin sayimini yapmistt (97). Barry’nin yonteminde daha Once
belirttigimiz nedenlerle yanlis hesaplanabilecek olan nétrofil, lenfosit ve eozinofil
sayilar1 alveolar makrofaj hesaplanmasini olumsuz ydnde etkileyeceginden bizim
yontemimizle, mantiksal kapilama ile, alveolar makrofaj sayiminin daha dogru
yapilacagini diisiinmekteyiz. Tricas ve arkadaslari ise alveolar makrofajlarin FCM de
sayimi i¢cin HLA-DR pozitifligi ve CD16 pozitifligi kullanmigt1 (90). Diger taraftan
HLA-DR, nétrofiller ve T lenfositler tarafindan da eksprese edildigi i¢in alveolar
makrofajlarin sayiminda yanlis sonuglar verebilecegi akilda tutulmalidir.

Kullanmis oldugumuz yontem, bazofil sayilarini icermemektedir. Bunun
nedeni, bu hiicrelerin bronkoskopi gerektiren solunum yolu hastaliklarinda o kadar
seyrek oldugu ve bunlarin dahil edilmesinin, kullanilacak belirteglerin sayisin1 ve
karmasikligin1 artiracagidir. Bazofiller BAL’1n rutin olarak uygulanmadigi alerjiye
bagli hastaliklarla ilgilidir. Bu nedenle, bazofil sayilarint FCM de hesaplamamamizin
baslica nedenleri, 4 renkli boyamanin smirlandirilmas: ve bazofillerin BAL
orneklerindeki diisiik frekansidir.

Tricas ve arkadaslari hiicre canliligini ya da erken apoptotik siirecte olan
hiicreleri belirlemek icin 7-AAD kullanmisti, fakat Barry ve arkadaslarinin yapmis
oldugu calismada erken apoptotik ve 6lmekte olan hiicreleri belirlemek icin bir niikleer
boya, 7-AAD kullanilmasinin BAL 16kosit profili i¢in yarart olmadigi gosterilmistir
(97). Unitemizde rutin olarak kullanilan BAL profili 7-AAD’yi icermiyordu.
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Son olarak; bizim c¢alismamizin amaci optik mikroskopi ve akim sitometri
yontemleri arasindaki uyumu degerlendirmekti. Yontem karsilastirma ¢alismalarinda
uyum degerlendirmek i¢in korelasyon ya da regresyon analizleri kullanilabilmektedir.
Diger taraftan korelasyon derecesi 6rneklemdeki sonuglarin dagilim genisligine bagh
olup, dagilim genisligi biiyiik olan 6rneklemlerde korelasyon katsayisi daha yiiksek
iken, dar olan 6rneklemlerde daha diisiik ¢ikar. Oyleki iki yontem zayif uyuma sahip
oldugu halde yiiksek korelasyon gosterebilir (104). Hem korelasyon hemde regresyon
analizi iki degisken arasindaki lineer iligskiyi degerlendirildigi i¢in uyum konusunda
bu analizlerin yaniltici oldugu ifade edilmistir (104, 105). Bu yiizden ¢alismamizda
yukardaki bahsedilen teknikler yerine Bland Altman analizini kullandik.

Ornegin A yontemi, B yontemi ile elde edilen degerlerin tam 2 katin1 veriyorsa,
iki yontemin sonuglar1 arasinda tam bir korelasyon bulunurken zayif bir uyumluluk
elde edilecektir. Yontem karsilagtirma arastirmalarinin korelasyon katsayist ve
regresyon analizi ile degerlendirilmesinin uygun olmadigi, calismamizda nedenleri ile
aciklanmig, bunlarin yerine Bland ve Altman tarafindan gelistirilen yontemin

kullanilmasimin gerekliligi vurgulanmastir.

5.1. Calismanin Simirlamalari

Biz FCM’de hesapladigimiz BAL s1vis1 10kosit profilini mikroskopide 400 hiicre
sayimi metodu ile karsilastirdik. Literatiir incelendiginde BAL sivisinda l6kosit
popiilasyonun belirlenmesi ve diferansiyel sayiminin yapilmasi i¢in standart yontem
olarak optik mikroskopide 400 hiicre sayimi kullanilmaktadir. Fakat caligmalarda
mikroskopik yontem ile 400 hiicre sayiminin disinda farkli metotlar da kullanilmistir.
Nicole J. Fernandez ve arkadaslarinin 2013 yilinda yaptig1 ¢alismada; BAL sivisinin
hiicre profili mikroskobik olarak incelenmis ve klasik metod olan 400 hiicre sayimui ile
hiicre sayisindan bagimsiz olarak 5 farkli alandan 16kosit popiilasyonlarinin sayimi
karsilastirilmistir (106). Bu ¢alismada standart 400 hiicre diferansiyel sayma metodu
yerine 5 alan yonteminin daha giivenilir oldugu ifade edilmistir. Diger taraftan
mikroskopide 400 hiicre sayim1 yerine 5 farkli alan yonteminin kullanilabilmesi i¢in

daha ¢ok ¢alismaya ihtiyag vardir.
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Optik mikroskopide sitoplazmasini kaybeden makrofajlarin lenfosit olarak
sayilabilmesi nedeniyle mikroskopide lenfositlerin daha fazla sayilmasi ve yine T
lenfositlerin FCM de CD14 yiizey antijenine sahip olmasi nedeniyle alveolar makrofaj
olarak sayilmasi lenfositlerin optik mikroskopiye kiyasla FCM’de diisiik olarak
say1lmasinin nedeni olabilecegini diisiiniiyoruz.

Alveolar makrofajlarin FCM ile ayirt edilmesinde temel sorun makrofajlarin
otofloresansidir (OF). OF, herhangi bir spesifik isaretleme olmaksizin meydana gelen
ve yliksek konsantrasyonlarda hiicre i¢i molekiiller tarafindan uyaran hiicrelerin dogal
floresani olarak tanimlanir. Calismamizda CD9-FITC/CD14-PE grafiginde alveolar
makrofajlar OF nedeniyle eozinofiller karisim gostermekteydi. OF sirasiyla floresan
izotiyosiyanat (FITC) veya fitoesterit (PE) yayan 525 veya 575 nanometrede 1s1k
yayan standart floresan boyalar tarafindan iiretilen floresan1 engeller (107). Ozellikle
sigara icilmesi gibi eksojen etkilerin alveolar makrofajlarin OF'sini biiyiik 6l¢iide
arttirdigt  géz Oniinde bulunduruldugunda, otofloresansin BAL sivisi hiicre
poplilasyonlarinin akis sitometrik analizi i¢in ciddi bir zorluk olusturdugu
goriilmektedir. OF kaynakli yanlis hesaplamalarin giderilmesi icin otofloresansin
sondiiriilmesi gerekmektedir. OF derecesi, daha yiiksek uyarim dalga boylarinda daha
diisiiktiir ve yayilan 15181n tepe noktasi, yaklasik 540 nm'de gerceklesir. Bu nedenle,
OF'nin negatif etkileri, yiiksek dalga boylarinda 1s1k sacan ve / veya 1s1k yayan floresan
boyalarin uygulanmasiyla asilabilir. G. Hallden ve arkadaglarinin 1991 de yaptig1 bir
calismada alveolar makrofajlarin OF’si kan monosit / makrofajlarindan daha fazla
bulunmus ve bunun flavoproteinler, lipofusin veya diger depolama pigmentlerinden
kaynaklanabilecegi belirtilmistir (108). Bu calismada kristal viyole, bilinen bir
lizozomotorik boya oldugu ve bir otofloresans emisyon spektrumu ile Ortiisen bir
emilim spektrumuna sahip oldugu i¢in bir sondiirme boyas1 olarak test edilmistir ve
kullaniminin OF yi sondiirebilecegi gosterilmistir. Daha sonra yapilan ¢aligmalarda
birgok madde OF’nin sondiiriilmesi i¢in kullanilmistir. Tricas ve arkadaslart OF’yi
gidermek i¢in allofikosiyanin (APC) boya ile konjuge edilmis anti-human HLA-DR
monoklonal antikoru kullanmiglardir. OF'nin olumsuz etkisini en aza indirgemek i¢in
fiksasyon ve permeabilizasyon gerektirmeyen bu stratejinin, Halden ve arkadaslarinin
kullanmis oldugu kristal viyole ile sondiirmekten daha kolay oldugunu belirtmislerdir

(90). OF’nin giderilmesi FCM’de alveolar makrofajlarin optimal olarak karigimsiz
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elde edilmesi i¢in gerekmektedir. Makrofajlarin otofloresansi, ¢calismamizda OF’nin
giderilmesi i¢in herhangi bir madde uygulanmadigindan, alveolar makrofaj ve diger
16kosit popiilasyonlarinin yanlis sayllmasina neden olmus olabilir.

Barret D. Conner ve arkadaslar1 2003 yilinda plevral s1vida diferansiyel hiicre
sayimi ile ilgili yaptig1 bir ¢alismada noétrofil ylizdesi ve mononiikleer / mezotelyal
hiicre ytlizdesi, EDTA ile muamele edilmis tiiplerde daha yiiksek olma egilimindeyken,
lenfosit yiizdesi ve eozinofil yiizdesi, EDTA ile muamele edilmis tliplerde daha diisiik
olma egiliminde oldugunu gostermislerdir (109). Biz BAL sivisin1 FCM ig¢in filtreden
gecirdikten sonra EDTA ile muamele edilmis tiiplerde patoloji laboratuvarina nakledip
mikroskop altinda 400 hiicre sayimin1 yaptik. Bu yontem ile mikroskopi altinda saymis
oldugumuz 16kosit popiilasyonlarini ve oranlarini etkilemis olabilir.

Calismamizda 4 renkli FCM cihazi kullanmistik. Daha yiiksek renk
kapasitesine sahip cihazlarin kullanimi ile daha kesin ve net sonuglar alinabilir.
Yiiksek renk sayisi 16kosit alt kiimelerinin fenotipik ve fonksiyonel analizini daha
fazla isaretleyici kullanarak daha dogru yapmamizi saglayabilir (110).

Hatzelmann ve arkadaslar1 1996 yilinda ratlarda BAL sivisinda diferensiyel
hiicre sayiminin otomatik sayimini ¢alismislar ve 16kosit memranlarini stabilize eden
ozellkikle eozinofilleri boyayan “Eosinofix” ile stabilizasyon yapmislardir (111). Bu
stabilizasyon ile optik mikroskopi ile direk sayim yontemi ile otomatik sayim arasinda
monositler/makrofajlar, lenfositler, ndtrofiller ve eozinofiller i¢in yiiksek korelasyon
gosterilmistir. FCM Oncesinde 10kosit membrablarinin bozulmasimi o6nleyen bir

stabilizator madde kullanmamiz daha dogru sonuclara ulasmamizi saglayabilir.
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6. SONUC VE ONERILER

BAL sivisi 16kosit profilinin belirlenmesi i¢in BAL s1visinda mikroskopi ile 400 hiicre
sayim1 FCM’ye kiyasla daha ucuz bir yontemdir. Fakat bu yontem zaman alicidir ve
kisiye bagimlidir. Calismamiz BAL sivisinin diferansiyel hiicre profili analizinde
uygun klinik sartlar ve ulasilabilirlik durumunda daha hizli sonug veren ve alveolar
hiicre popiilasyonunu daha iyi yansitabilen FCM’nin giivenli olarak kullanabilecegini
isaret etmektedir. Diger taraftan FCM’nin BAL sivisi 16kosit profilinin
belirlenmesinde mikroskopi yerine kullanilabilmesi ig¢in daha fazla ¢alismaya ihtiyag
vardir.

FCM’nin daha giivenilir ve objektif sonuglar vermesi i¢in bazi teknik detaylara
dikkat etmek ve BAL sivisin1 bazi islemlere tabi tutmak gerekmektedir. FCM cihazi
renk sayisinin yiiksek olmasi daha net sonuglar saglayacaktir. Yiiksek renk sayisi
16kosit alt kiimelerinin fenotipik ve fonksiyonel analizini daha fazla isaretleyici
kullanarak daha dogru yapilmasini saglar. Lokosit alt kiimelerinin birden fazla ve daha
spesifik antikorlar kullanarak belirlenmesi karisimsiz ve daha dogru sonuglar saglar.
Alveolar makrofajlarin otofloresansit sayimda hatalara neden olmaktadir. OF’nin
sondiiriilmesi gerekmektedir. Bunun i¢in diger hiicre popiilasyonlarimi etkilemeyen
OF’nin sondiiriilmesine spesifik yontemler gelistirilmeli ve kullanilmalidir. Lokosit
membranlarinin  bozulmast FCM’de kullanilan antikorlarin hiicre ylizeyindeki
anttijenleri tanimasini engellemektedir. Bu nedenle 16kosit memranlarini stabilize

edecek maddeler kullaniimalidir.
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