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OZET
Calik Basaran, N., Agir influenza viriis infeksiyonu goriilen kisilerde IRF7 gen
mutasyonu varligmin arastirilmasi, Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri
Enstitiisii Immiinoloji Program Yiiksek Lisans Tezi, Ankara, 2019. Bu ¢alisma
agir influenza infeksiyonu olan erigkinlerde lenfosit alt gruplarinin dagilimi ve altta
yatan IRF7 gen mutasyonu varhginin arastirilmasi amaclamistir. Influenza
infeksiyonu atak déneminde solunum yetmezligi olan ve influenza infeksiyonu tespit
edilen, I¢ Hastaliklar1 servislerine yatirilan 32 hastadan arastirmaya dahil edilmistir.
Hastalarin median yas1 67 (26-96) idi ve 21'i kadindi; 134 yogun bakim {initesinde
izlendi; 5'ine invaziv, 13'sine non-invaziv mekanik ventilasyon uygulandi. Median
yatis siiresi 11.5 (4-56) gundu ve 3 hasta exitus oldu. Median I6kosit sayis1 7000 /ml
(3200-26000) ve median lenfosit sayis1 948 /ml (92-3078) idi. 16 hastanin hem T hem
B lenfosit alt gruplarinin analizi flowsitometri yontemi ile yapildi. Sanger yontemi ile
IRF7 gen analizi sonucunda 3 hastada iki farkli polimorfizm tespit edildi; K179E
(rs1061502) ve H195L (rs139709725). T ve B lenfosit alt gruplarindaki degisiklik
influenza infeksiyonunda beklendigi yonde goriilmekle birlikte altta yatan
hastaliklarina da bagl olabilir. Hastalarin ileri yas ve komorbidetelerinin varligi agir
influenza infeksiyonuna yatkinlik yaratabilir. Incelenen bu hastalarda IRF7 geninde
influenza viris infeksiyonuna yatkinlik yarattigi tanimlanmis bir mutasyon tespit

edilememistir.
Anahtar Kelimeler: influenza infeksiyonu, interferon regulator factor 7, IRF7

Bu ¢aligma Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi

tarafindan desteklenmistir.



viii

ABSTRACT

Calik Basaran, N., Investigation of IRF7 gene mutation in people with severe
influenza virus infection, Hacettepe University Graduate School of Health
Sciences Immunology Master Thesis, Ankara, 2019. This study aimed to investigate
the distribution of lymphocyte subgroups and the potential presence of underlying
IRF7 gene mutation in adults with severe influenza infection. We included 32 patients
who had influenza infection with respiratory failure hospitalized in the Internal
Medicine Departments during the influenza season in this study. The median age of
the patients was 67 (26-96) years, and 21 were women; 13 were followed up in the
intensive care unit; five patients underwent invasive and 13 patients underwent non-
invasive mechanical ventilation. Median hospitalization time was 11.5 (4-56) days and
3 patients died. The median leukocyte count was 7000 / ml (3200-26000) and the
median lymphocyte count was 948 / ml (92-3078). Both T and B lymphocyte subsets
of 16 patients were analyzed by flow cytometry. Two different polymorphisms were
detected in 3 patients by IRF7 gene analysis by Sanger method; K179E (rs1061502)
and H195L (rs139709725). The changes in T and B lymphocyte subgroups can be
explained by influenza infection, but may also be due to underlying diseases.
Advanced age and presence of comorbidities may predispose to severe influenza
infection. No mutation was identified in the IRF7 gene known to be proning to
susceptible to influenza virus infection in these patients.

Keywords: influenza infection, interferon regulatory factor 7, IRF7

This study was supported by Hacettepe University Scientific Research Projects

Coordination Unit.
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1. GIRIS

Influenza virtis infeksiyonu (grip), diinyada epidemiler ve pandemiler
yaparak tarihler boyunca hastalik ve dliimlere yol acan bir infeksiyondur (1). Ulkemizin
de i¢inde oldugu kuzey yari kiirede her y1l Aralik-Mart aylarindaki influenza sezonunda
yogun hastane basvurulari, hastane yatislar1 ve Olimler goriilmektedir. Viriisiin sik
degiskenlik gosteren yapisi nedeniyle kalict ve ¢ok etkili bir korunma yoOntemi
gelistirilemedigi i¢in gegmiste oldugu gibi gelecekte de influenza virls infeksiyonu sorun
olmaya devam edecektir.

Ozellikle kiigiik cocuklar, yaslilar ve kronik hastaligi olan kisilerin
infeksiyona ve komplikasyonlara yatkin oldugu literatiirde iyi tanimlanmistir. Ancak
bazen saglikli eriskinlerde de agir influenza infeksiyonlar1 ve komplikasyonlari
yasanmaktadir (2). Bir grup arastirmaci tarafindan, 2015 yilinda, agir influenza
enfeksiyonu geciren bir ¢ocukta ve aile bireylerinde yapilan genetik ve fonksiyonel
calismalarla interferon regiilator faktor 7 (IRF7) geninde fonksiyon kaybina yol acan bir
mutasyonun Ozellikle influenza virlis infeksiyonuna yatkinlik yarattigi tanimlanmistir.
Buradan hareketle, IRF7 eksikligi, primer immiin yetmezlikler icerisinde dogrudan
influenza virls infeksiyonuna kars1 duyarliligin oldugu ilk tek gen hastalig1 olarak kabul

edilmistir ve primer immiin yetmezlikler siniflamasinda yerini almistir (3).

Eriskinlerde primer immiin yetmezlikler giderek daha sik karsimiza
¢ikmaktadir. Bunun nedenleri, ¢ocukluk ¢aginda tan1 almis ve gelisen tedavi
secenekleriyle eriskin hayata ulagsmis hasta sayisinin artmasi ve erigkin hayatta tani
konulan hasta sayisinin artmasidir. Tani olanaklarinin ve farkindaligin artmasi sonucu
eriskinlerde daha hizli ve daha sik primer immiin yetmezlik tanis1 konulabilmektedir.
Ozellikle influenza virlis infeksiyonu agisindan bakildiginda, genetik yatkinligi olan
bireylerin tespit edilmesi, mevsimsel influenza asilamasi, infeksiyonlu bireylerle temas

durumunda profilaksi veya hastalik siiphesinde tedavi i¢in erken antiviral ila¢ baglanmasi



gibi basit 6nlemlerle kisilerin sagliklarinin korunmasina olanak saglayacaktir. Bu sayede

komplikasyonlar ve 6limlerin 6niine gegilebilecektir.

Bu c¢alismada, agir influenza virls infeksiyonu gegiren eriskin
hastalarda infeksiyon sirasinda immiinolojik durumun degerlendirilmesi ve IRF7 gen

analizlerinin arastirilmast amaglanmaistir.



2. GENEL BIiLGILER

Influenza ya da “grip”, tiim diinyada mevsimsel salgmlarm goriildiigi
influenza viriisiiniin yol agtig1 bir infeksiyondur. Mevsimsel salginlarin 6tesinde tiim

dunyada milyonlarca 6liimle sonuclanan kiiresel salginlara da yol agmaktadir.
2.1.  Virisun yapisi

Influenza viriisii orthomyxoviridae ailesinin bir iiyesidir. Zarfli, negatif kutuplu,
tek sarmalli bir RNA virtistidiir ve 80-120 nm ¢apindadir (Sekil 2.1). Nukleokapsid ve
matriks proteinlerine gére influenza A, B ve C viriisleri (Tablo 2.1) seklinde ii¢ farkl1 tipe

ayrilmaktadir (4).

Zarf yiizeyinde cikinti seklinde Noraminidaz (NA) ve Hemaglutinin (HA)
glikoproteinleri bulunmaktadir ve viriislerin antijenik alt tiplendirmesi bu yapilara gore
yapilmaktadir. Tanimlanmis 9 NA ve 18 HA alt tip mevcuttur (Tablo 2.2). Insanlarda
influenza A ve B virlsleri yaygin hastaliga yol agmaktadir. influenza C viriisiiniin
cocuklarda solunum yolu infeksiyonuna yol agabildigi ve eriskinlerde az sayida vakalarin
oldugu bildirilmistir (1). Influenza A viriislerinin insanlarda hastalik yapan ii¢
hemaglutinin (H1, H2 ve H3) ve iki néraminidaz (N1 ve N2) alt tipi tanimlanmustir (5).
Influenza A viriislerinin en 6nemli 6zellikleri antijenik degisiklikler gdstermesidir. Viriis
antijeninde mindr degisiklik olmasit “antijenik drift” olarak adlandirilmaktadir ve
epidemilerden sorumlu tutulmaktadir. Viriis antijeninde olan major degisiklikler ise

“antijenik shift” olarak adlandirilmaktadir ve pandemilerden sorumludur (6, 7).

Influenza viriislerinin isimlendirmesinde influenza tipi, ilk olarak izole edildigi
yerin adi, sus numarasi ve izole edildigi yil kullamlmaktadir. Influenza A viriisleri igin

HA ve NA alt tipi olarak da verilir. Ornek: A/California/7/2009 (HIN1)(1).

Virusiin HA yapisi, konak hiicrenin solunum yolu epitel hiicreleri Gizerindeki sialik
asit yapisina tutunmakta ve membran fuzyonunda gorev almaktadir. Bu infeksiyonun
baglamasi i¢in dnemlidir. NA yapisi, virtsun infektivitesinde dnemli rol oynamaktadir;

hlcre yuzeyindeki sialik asit baglarin1 kirarak virionlarin konak hiicre ig¢ine girmesini



saglamakta ve agregasyonu Onlemektedir. Uglincii bir integral membran proteini M2
proteinidir ve zarf Gzerinde az miktarda bulunmaktadir. M1 proteini zarfin igindeki
matriksdir ve virlisiin stabilitesini sagladigi disiiniilmektedir. Zarf yapmin iginde
birbirinden fiziksel olarak bagimsiz 8 niikleokapsit segmenti bulunmaktadir. Bu
niikleokapsitlerin her birinde tek sarmallt RNA, bir ucunda viral niikleoprotein yap1 ve 3
polimeraz protein bulunmaktadir (PB1, PB2 ve PA). Virusin bu i¢ proteinleri ¢apraz
reaksiyon gdsteren, virtise 6zgu sitotoksik T lenfositlerin (CTL) 6nemli hedefidir. Yapisal
olmayan (non-structural) iki viral protein, NS1 ve NS2 veya nilkleer eksport protein
(NEP), enfekte hiicrelerin igerisinde bulunmaktadir. Bu viral protein yapilarin 6zellikleri

ve gorevleri Tablo 2.3’de verilmistir (6).

Gen segmenti
RNA

Virts zarfi

Noraminidaz

Protein

Sekil 2.1. influenza viriisiiniin yapis1. (1 No’lu kaynaktan uyarlanmistir)



Tablo 2.1. Influenza A, B ve C viriisleri arasindaki farkliliklar (1 No’lu kaynaktan

uyarlanmistir).
influenza influenza Influenza
A B C
Genetik yap1 8 gen 8 gen 7 gen
segmenti, 10 viral | segmenti, 11 viral | segmenti, 9 viral
potein, M2 potein, NB potein, HEF
Konak Insan, Sadece Insan  ve
domuz, at, kus, | insanlar domuzlar
deniz memelileri
Epidemiyoloji Antijenik Antijenik Antijenik
shift ve drift drift, birden fazla | drift, c¢ok sayida
varyant bir arada | varyant
dolasimda olabilir
Klinik Geng Pandemi Mevsimsel
bireylerde 6limin | goriilmez, yash ve | degisiklik
fazla oldugu genis | ylksek riskli | gostermeyen hafif
capli  salginlara | bireylerde agir | hastalik
(pandemi) yol acar | hastalik tablosu

HEF: hemagglutinin esterase-fusion protein




Tablo 2.2. Insanlarda ve bazi konaklarda tamimlanmis Hemaglutinin ve

Noraminidaz tipleri (1 No’lu kaynaktan uyarlanmistir).

Hemaglutinin Tipleri

linsan

Domuz

Néraminidaz Tipleri

linsan

Domuz




Tablo 2.3. influenza A viriisiiniin proteinleri ve islevleri (1 No’lu kaynaktan

uyarlanmistir).
RNA Gen Protein adi islevi
segment iiriinii ad1
numarasi
1 PB1 Polimeraz kompleks RNA transkriptaz
1
2 PB2 Polimeraz kompleks Kapak baglanmasi,
2 endonukleotik kirtlma
3 PA Asidik polimeraz Bilinmiyor
4 HA Hemaglutinin Hiicre membranina
virlisin ~ tutunmasi, membran
fuzyonu
5 NA Ndraminidaz Hiicre yuzeyinden sialik
asidin kirtlmasini saglar,
membrandan salinir,

agregasyonu onler

6 NP Nukleoprotein RNA enkapside eder,

transkripsiyon ve replikasyonu

dizenler

7 M Matriks Virls core cevreler,

nikleer transportu kontrol eder

M2 Matriks 2 Iyon kanali, uncoating
icin gerekli
8 NS1 Non-structural 1 Tip 1 interferonu

antagonize eder, nikleustan
MRNA transportunun

diizenlenmesinde yer alabilir

NEP Nkleer eksport Yeni olusan RNP lerin
(NS2) protein niikleustan sitoplazmaya
transportu

RNA: riboniikleik asit; RNP: ribonikleoprotein



2.2.  Epidemiyoloji

Influenza epidemileri artmis morbidite ve mortalite ile sonuglanmaktadur.
Pnoémoni 6ltimlerin en énemli nedenidir. Epidemiler sirasinda hastane yatislar1 da belirgin
artig gosterir. Epidemiler kis ve bahar aylarinda zirve yapan sekilde her y1l gortlmektedir.
Influenza A viriisleri baskin oldugunda daha fazla mortalite beklenmektedir. Amerika
Birlesik Devletleri’nde (ABD) her yil 50.000°den fazla 6limin ve 200.000 (zerinde
hastane yatisinin influenza infeksiyonuna bagli oldugu ve influenza nedeniyle yillik
toplam saglik harcamalarimin 10 milyar dolar oldugu tahmin edilmektedir (8-10).
“Techumseh Community Healt Study” verilerine gore ABD’de her yil 20 yasindan
kigulklerde 13.8-16 milyon solunum yolu hastaliginin, yaslilarda 4.1-4.5 milyon solunum
yolu hastaliginin influenzaya bagl oldugu tahmin edilmektedir (11). Diinya Saglik Org(iti
(DSO) 50 yil1 agkin siiredir Kiiresel Influenza Siirveyans Program yiiriitmektedir ve tiim
diinyada her iki yar1 kiirede influenza yillik aktivitesini takip etmektedir. DSO verilerine
gore 290.000- 650.000 solunum yolu hastaligina bagli 6liimiin influenza nedeniyle
oldugunu tahmin edilmektedir (12). Ulkemizde Saglk Bakanhg Halk Saghgi Genel
Miidiirligi Bulasict Hastaliklar Daire Bagkanlig1 tarafindan influenza aktivitesi haftalik

olarak takip edilmektedir (13).

Influenza infeksiyonu genclerde daha sik goriiliirken yashilarda 6liim hiz1 daha
yuksektir. Mortalite ve morbidite Tablo 2.4’de verilen risk gruplarinda ¢ok daha yiiksektir
(14, 15). Influenza nedeni ile hastane yatiglar1 komplikasyon riski yiiksek olan yashlar ve
ko-morbid hastaligi olan bireylerde yogun olmakla birlikte, geng, saglikli gériinen ve
tiretken hayattaki bireylerde de yiiksektir. Komplike olmamis bir influenza viriis
infeksiyonu, 6zellikle hastalikla iligkili yorgunluk ve halsizlik nedeniyle ortalama 5-6 giin

i giicli kaybina neden olmaktadir.



Tablo 2.4. influenza viriis infeksiyonuna bagli komplikasyon gelisme riski artmis

kisiler (14 No'u kaynaktan uyarlanmistir).

5 yas ve altindaki ¢ocuklar; 6zellikle 2 yas alt1 en riskli

65 yas ve lizerindeki bireyler

Gebe kadinlar veya postpartum 2 hafta i¢indeki kadinlar

Bakim evlerinde yasayanlar

Saf Amerika ve Alaska 1rki

Asagidaki tibbi durumlara sahip bireyler:

Astim

Norolojik ve norogelisimsel bozuklugu olanlar (beyin, spinal kord, periferik
sinir hastaliklar1 veya kas hastaliklar1 olanlar; serebral palsi, epilepsi, mental
retardasyon gibi, orta veya agir diizeyde gelisme geriligi olanlar, muskiiler distrofi ve
spinal kord hasar1 olanlar)

Kronik akciger hastalig1 (kronik obstriiktif akciger hastalig, kistik fibrozis)

Kalp hastalig1 (konjenital kalp hastalig1, konjestif kalp yetmezligi, koroner arter
hastalig1)

Kan hastaliklar1 (orak hiicreli anemi)

Endokrin bozukluklar (diabetes mellitus)

Bobrek hastaliklart

Karaciger hastaliklar1

Metabolik hastaliklar (kalitsal metabolik bozukluklar ve mitokondri
hastaliklari)

Hastaliklara (HIV, AIDS, kanser) veya ilaglara (kronik glukokortikoid
kullanimi) ikincil bagisiklik sistemi baskilanmasi

19 yasindan kiigiik, uzun siireli aspirin tedavisi altindaki ¢ocuklar

Morbid obezite (Viicut kiitle indeksi(VKI)>40 kg/m?)
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2.2.1. Epidemik influenza

Epidemi, bolgesel hastalik salginidir. ABD’nin Teksas eyaletinde 1976
yilinda bir influenza A susu (A/Victoria/75/H3N2-benzeri viriis) ile ortaya ¢ikan epidemi
ornek verilebilir. Epidemi ani baslangicli, 2-3 hafta icerisinde zirve yapmis ve 5-6 hafta
surmiistiir. Oncelikle cocuklar arasinda solunum yolu hastalig1 seklinde baslamis ve sonra
eriskinlerde grip-benzeri hastalik tabolar1 bildirilmistir. Sonrasinda pnémoni, kronik
obstriiktif akciger hastaligi alevlenmesi veya kalp yetmezligi nedeniyle hastane
bagvurular1 ve yatiglarinin arttig1 gériilmiistiir (16). Bir epidemide toplumda asilanmamis
bireylerde beklenen atak hizi %10-20 iken risk gruplarinda atak hizi %40-50 oldugu
tahmin edilmektedir (17).

Epidemiler genellikle soguk kis aylarinda goriilir. Kuzey yar1 kirede
Ekim-Nisan aylar1 arasinda, Giiney yarim kiirede May1s- Eyliil aylar1 arasinda goriiliirken,
tropikal bolgelerde tiim yil boyu goriilebilir. Mevsimsel degisikliklerin nedeni ¢ok net
olarak agikliga kavusmasa da, viriisiin bulagsmasindaki degisikliklerden kaynaklandigi
diigiiniilmektedir (18). Ortamin viriisiin yagsamini siirdiirmesi i¢in uygun hale gelmesi ve
kapali, kalabalik ortamlarda viriisiin kisiler arasinda bulasmasinin epidemilere ortam

hazirladig1 6ne siirtilmektedir (19).

Genellikle epidemilerden bir influenza susu sorumlu olmaktadir. Ancak
bazen fakli iki A susu, bir A ve bir influenza B susu veya influenza ile solunum sinsityal
virisu (RSV) birlikte epidemilerde etken olabilmektedir. Bazen de epidemilerin sonunda
yeni bir sus ile ikinci bir pik goriilmekte ve bir sonraki yil influenza mevsiminde baskin

olacak sus oldugu diisiiniilmektedir ve “herald dalgas1” olarak adlandirilmaktadir (20).
2.2.2. Pandemik Influenza

Pandemi yeni bir influenza virlis susundan kaynaklanan, hizli bir sekilde tiim
diinyaya yayilan ¢ok ciddi salginlardir. Pandeminin 6zellikleri basladigi alandan hizla
kiiresel bir yayilma gostermesi, tipik mevsimsel dagilimin diginda gelismesi, tiim yas

gruplarinda yiiksek atak hizinin olmasi, saglikli geng eriskinlerde artmis mortalite hizinin
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olmast ve ana salgimin Oncesi ve sonrasinda ¢ok sayida hastalik dalgalanmasi
gostermesidir. Pandemilerin zamanlamas1 Ongoriilemez ancak gelecek nesilleri de
etkileyecegi diisiiniilmektedir. Yeryliziinde tespit edilmis influenza pandemileri Tablo
2.5” de gosterilmistir (1, 21). 1977 yilindan bu gune kadar HIN1 ve H3N2 alttipleri ve

influenza B viriisleri bir arada dolasimda bulunmaktadir (22).

Tablo 2.5. Tarihteki pandemileri ile iligkili influenza A suslar1 (1 No’lu kaynaktan

uyarlanmistir)
Yil Salgin
1510 Tarihgilerin kabul ettigi ilk influenza pandemisi
1889-1890 H2N8
1918-1919 Ispanyol gribi (HIN1)
1957-1958 Asya gribi (H2N2)
1968-1969 Hong-Kong gribi (H3N2)
1977-1978 HIN1
2009-2010 Domuz gribi (H1N1)

2.2.3. Antijenik Varyasyonlar

Influenza virUslerinin essiz ve en ©Onemli o6zelligi antijenik degisimler
gostermesidir. Viriisiin antijen yapisindaki degisiklikler varyant suslarla infeksiyona yol
acar ve populasyonda bu varyant viriis suslarina kars1 immiin cevap yok denecek kadar az
gorilmektedir. Antijenik degisimler HA ve NA glikoproteinlerinde buyuk veya kiguk
miktarda olabilir. Bu degisimler influenza infeksiyonunun yillardir bir saglik sorunu

olarak devam etmesinden sorumludur.

Antijenik drift (kayma): Virusin HA/NA yapisinda ortaya ¢ikan hafif antijen
degisikliklerdir ve her yil veya birka¢ yilda bir gorilmektedir. Viriise karsi olusan
antikorlar yeni ortaya ¢ikan antijenik varyantlar1 vahsi suslar kadar notralize edemedigi

zaman immunolojik seleksiyon ortaya ¢ikmakta ve yeni varyant sus epidemilerde baskin
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hale gelmektedir (23). Drift (kayma) mekanizmasi genelde antijenik bolgelerden birinde
veya daha fazlasinda amino asit degisikliklerinin birikmesi sonucunda olugsmaktadir. Bu

mekanizma HA i¢in gésterilmistir ve NA i¢in de bdyle oldugu diisiiniilmektedir (24).

Antijenik sift (sapma): Anijenik sift daha farkli bir mekanizma ile gelismektedir.
Antijenik sift sonucu ortaya ¢ikan virls varyantlar1 toplumda immin sistemin hig
karsilagsmadig1 yeni virlslerdir. Bu yeni virlsin HA veya NA serolojileri birbirinden ¢ok
farklidir ve farkli tanimlanmaktadir. Toplumda immiin sistemin hi¢ karsilasmadig: yeni
bir HxNx viriisii dolagima girdiginde pandemik influenza meydana gelmektedir. Yeni
viriisle karsilasan toplumda immiin Sistemleri cevap veren Kkisilerin sayisi giderek
artmaktadir. Zaman igerisinde bu susta da driftler (kayma) ve siftler (sapma) meydana

gelerek yeni epidemi ve pandemik influenza suslari ortaya ¢ikmaktadir (1).

2.2.4. Influenza Viriislerinin Rezervuari

Influenza viriisleri kuslar, deniz memelileri, domuzlar, atlar gibi hayvanlarda
bulunmaktadir ve bu hayvanlarda infeksiyona yol agmaktadir. Kuslarda ¢ok daha fazla
influenza susu tanimlanmistir. Kuslarda tanimlanan bu suslarin hepsi insanlarda ¢ogalma
kabiliyetine sahip degildir. Kuslarda ve insanlarda bulunan influenza virGslerinin
arasindaki etkilesim sirasinda yeniden dizenlenme ile (reasortment) kuslardaki viriis,
insanda hastalik yapabilme kabiliyeti kazanmaktadir. Yeniden diizenlenme igin bir ara-
konakta, 6rnegin domuzlarda, insan ve kus influenza viriislerinin bir arada bulunmasi ve
etkilesmesi gerekmektedir (25). Kus virtislerinin insan viriisii haline gelmesinin diger bir
mekanizmasi, kus viriislerinin domuzlarda adaptasyon yetene§i kazanarak insanda
infeksiyon yapabilir hale gelmesidir. Bunun nedeni, domuzlarin solunum yolu epitelinde
hem insan hem kuglarin solunum yolu epitelinde bulunan 02—3 ve a2—6 sialik asit-
galaktoz baglarinin varligidir (26). Bir diger mekanizma da herhangi bir ara-konakta
yeniden diizenlenme veya adaptasyon olmadan, kuslara 6zgii virlisiin dogrudan insana

geemesi seklindedir (27).
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2.3. Patogenez
2.3.1. influenza viriisiiniin bulasmasi

Influenza viriisii, infekte olmus bireyin solunum yolu sekresyonlarindan dksiirme,
hapsirma veya konusma sirasinda damlacik veya aerosoller yoluyla baska bireylere
bulasir. Bir infekte birey ¢ok kisa zamanda ¢ok fazla kisiye viriisii bulastirabilir. Damlacik
boyutlar biiyiik oldugu i¢in havada ¢ok fazla asili kalamaz ve uzaga gidemez, bu nedenle
bulasma i¢in infeksiyonlu bireyle yakin mesafede temas etmek onemlidir. Ancak daha
kiiciik pargacik olan aerosoller havada daha uzun siire asili kalabilmekte ve daha uzak

mesafelere ulasabilmektedir.

2.3.2. Hicresel patogenez

Viriis solunum yolu epiteline ulastiginda kolumnar epitel hiicrelere tutunmakta ve
hicrelere penetre olmaktadir. Virs hucre igine girdikten sonra viral g¢ogalma
baslamaktadir. Konak hiicrenin protein sentezi ¢esitli asamalarda durmakta ve yeni
sentezlenen hiicresel mMRNA’lar yikilmakta ve translasyonu durmaktadir. Influenza
virisundn asidik polimeraz (PA) proteini, hiicredeki protein yikimini hizlandirmaktadir
(28). Kritik hiicresel proteinlerin kaybi hiicre 6liimiine yol agmaktadir. Ayrica, konak
hicreleri, infekte olduktan sonra nlkleer DNA’larinin parcalanmas: ile apoptoza
ugramaktadir. Viriisiin apoptozu tetiklemesinin viriis replikasyonu sirasinda ortaya ¢ikan
cift sarmalli RNA ile indiiklenen Fas antijeni ile baglantili oldugu diisiiniilmektedir (29).
Ayrica influenza A virlisunin PB1-F2 tarafindan kodlanan bir proteininin apoptozu

indiikledigi bildirilmistir (30).

Hiicreler 6lmeden Once ¢ok sayida virlis agia ¢ikmaktadir. Hiicre disina salinan
yeni virionlar hizla komsu hiicreleri infekte eder ve bu sekilde bir¢cok solunum yolu
hiicresinde viriis ¢ogalip hiicre 6liimii gergeklesir. Bulastan sonra hastaligin gelismesine

kadar gecen inkiibasyon siiresi bulasan viriis miktarina bagl olarak 18-72 saat stirmektedir
(32).
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Influenza viriisii polimorfoniikleer 16kositler (PMNL), lenfositler ve monositleri
(periferik mononukleer htcreleri) de infekte etmektedir. Bu hcrelerin infekte olmasi
viriis ¢ogalmasi ile sonuglanmaz ancak hiicre fonksiyonlar1 6nemli 6l¢iide bozulmaktadir
ve infeksiyonun komplikasyonlar1 ile iliskilendirilmistir: polimorfonikleer l6kosit
(PMNL) kemotaksisi ve fagositozunda bozulma ve mononiikleer hiicrelerin gogalmasi ve
ko-stimulasyonunda azalmaya yol agtig1 gosterilmistir (32). Bu bozukluklara, HA, NA ve

nlkleoprotein gibi viral proteinlerin aracilik ettigi bildirilmistir (33).
2.3.3.Virusun Yayilim

Solunum yolu 6rneklerinde bulunan viriis miktar1 6zel bir patern sergiler. Viriis,
solunum yolu 6rneklerinde hastalik baslangicindan hemen 6nce yani 24 saat igerisinde
tespit edilebilir, 24-48 saat icerisinde hizla zirveye ulasir ve daha sonra hizla diiser.
Hastaligin 5-10. giininden sonra tespit edilemez. Ancak kuiguk ¢cocuklarda immun sistem
cevaplart daha zayif oldugundan viriisiin yayilma (shedding) miktar1 ve siiresi daha

fazladir (34).

Hastaligin siddetinin virlis miktar1 ile orantili oldugu deneysel olusturulan
influenza vakalarinda gosterilmistir. Klinik tabloda sistemik belirtiler yogun olmasina
ragmen viriis sadece solunum yolu epitelinde ¢ogalmaktadir. Sistemik belirtilerin daha
cok infekte olmus hiicrelerden ve aktive lenfositlerden salinan tip 1 interferon, timor
nekrozis faktor ve interlokin-6 gibi gucli sitokin cevabi nedeniyle gelistigi
diistiniilmektedir (34, 35).

2.3.4. Histopatoloji

Komplike olmamis influenza vakalarinda larinks, trakea ve bronslarda
inflamasyon ve 0Odem gordlir (36). Histopatolojik olarak kolumnar epitelde
vakuolizasyon, hiicre kaybi ve silli kolumnar epitel yapisinin bazal hiicre tabakasina kadar
dokiildiigi gorilmektedir (37). Epitel hiicreleri icinde viral antijen tespit edilebilir. Epitel
hasarina lenfosit ve histiyositler basta olacak sekilde hiicre infiltrasyonu eslik eder. Otopsi

vakalarinda, brons mukozasinda iilserasyon ve soyulma (sloughing), kanama odaklari,
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hiyalin membran olusumu ve az sayida PMN infiltrasyonunun oldugu nekrotik

trakeobronsit gortildiigi bildirilmistir (38).
2.3.  Patofizyoloji

Altta yatan bir hastaligi olmayan kisilerde ortaya ¢ikan komplike olmamis
influenza vakalarinda bile solunum fonksiyon bozuklugu goriilmektedir. Solunum
fonksiyon bozukluklari zorlu akim hizlarinda azalma, hava yollar1 direncinde, 6zellikle
kiigiik hava yollarinda (<2 cm) diren¢ artisi, bronkoprovokasyona yanit artist,
karbonmonoksit diflizyon kapasitesinde bozukluk ve alveoler-arterial oksijen
gradientinde artis seklindedir (39). Klinik diizelmenin ardindan solunum fonksiyon
bozukluklari haftalarca siirebilmektedir. Astim veya kronik obstriiktif akciger hastaligi
(KOAH) olan hastalarda zorlu vital kapasite (FVC) ve 1.saniyedeki zorlu ekspiratuar
hacim (FEV1) akut bir azalma gostermektedir. Bu bireyler hava Kkirliligi ile
bronkokonstriksiyona da oldukga duyarli hale gelmektedirler (40).

Infeksiyonun nadir goriilen ve koti bir komplikasyonu primer viral pnémonidir.
Virlis komsuluk yoluyla iist solunum yolundan veya inhalasyon yoluyla akcigerlere
ulasmaktadir. Trakeit, bronsit ve bronsiolit goriilmektedir. Normal silli epitel hiicrelerin
kayb1, submukozal hiperemi, fokal kanama alanlari, 6dem, hiicre infiltrasyonu, alveoler
boslukta nétrofil ve mononiikleer hiicre ve fibrin birikimi, alveoler 6dem, alveol igine
kanama, hyalin membran gelisimleri influenza virlis infeksiyonu olan olgularda

gorulmektedir.

Bakteri  superinfeksiyonu influenza infeksiyonunun en iyi  bilinen
komplikasyonudur. Virisle infekte olmus epitel hiicrelerinin klerens mekanizmasi
bozulmus ve bakterilerin epitel hiicrelerine tutunmasi kolaylagsmistir. Ayrica influenza
infeksiyonu bakterilerin tutunmasini saglayan hiicre yiizey reseptorlerini artirmaktadir.
Tim bu degisiklikler ile yukarida tanimlanan hiicresel fonksiyon bozukluklari da bakteri

infeksiyonlarinin artmasina yol agmaktadir.
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2.4.  Klinik bulgular

Influenza infeksiyonunun siddeti ve klinik bulgulari influenza suslarma ve
hastalarin kisisel farkliliklarina gore degisiklik gostermektedir. Komplike olmayan
influenza infeksiyonunda ani baslayan ates, bas agrisi, yaygin kas agrisi, ses kisikligi,
bogaz agris1 ve kirgmhk goriilmektedir (41-43). Inkiibasyon siiresi ortalama 2 (1-4)
gunddir (44). Bu belirtilerin yaninda kuru okstiriik, bogaz agrisi, burun akintis1 gibi
solunum yolu semptomlar1 da gorilebilmektedir. Atessiz soguk alginligi tablosundan
sistemik tutulumun 6n planda olup solunum sistem belirti ve bulgularinin olmadig1 bir
tabloya kadar degiskenlik gosterebilmektedir. Ozellikle yash hastalarda solunum sitemi
belirtileri olmadan istahsizlik, yorgunluk, gligsiizliik ve dengesizlik (dizziness) gibi daha
silik Klinik gorulebilmektedir (15, 45).

2.5.1. Komplikasyonsuz Influenza

Ates siklikla 37.8 - 40°C arasindadir ancak daha yiiksek seviyelere de
cikabilmektedir. Tipik olarak yiiksek ates 3 giin igerisinde diizelmektedir ancak bazi
olgularda 4-8 giine kadar uzayabilmektedir. Cocuklarda daha yiiksek ates ve daha sik
gastrointestinal belirtiler gortlebilmektedir (1, 15, 45). Hastaligin klinik tablosu ve siddeti
farkli influenza viriis tiplerine gore de farklilik gosterebilmektedir. Ornegin, influenza A
H3N2 susu ile infeksiyon sirasinda parotitis vakalari bildirilmisken Influenza A HIN1

veya Influenza B ile infeksiyonlarda parotitise rastlanmamistir (46, 47).

Fizik muayenede ates, yiizde ve gozlerde kizariklik, gozlerde sulanma, berrak
burun akintisi, burun ve bogazda kizariklik, hafif bitylimiis, hassas servikal lenfadenopati
saptanabilmektedir. Pnémoni eslik etmiyorsa akciger muayenesi normal olabilecegi gibi

hastalarin %20 kadarinda yer yer ronkiis veya lokalize raller duyulabilmektedir (1).

Laboratuvar bulgular1 influenza tanisinda ¢ok yardimci degildir. Baslangigta
16kosit sayist normal veya disiiktiir. Lokosit sayisinin >15 000 /ul olmasi bakteriyel

stiperenfeksiyon varligin1 desteklemektedir.

Komplike olmayan influeza 2-5 gun igerisinde diizelmektedir. Baz1 vakalarda

uzamig yorgunluk hali goriilebilir, postinfluenza astenisi, haftalarca stirebilmektedir (1).
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2.5.2. influenza komplikasyonlar

Influenza infeksiyonunun en sik komplikasyonu pnémonidir, kas ve santral sinir

sistemi gibi diger komplikasyonlar da goriilmektedir.

Pnémoni: influenzanin en énemli komplikasyonudur ve 6zellikle yiiksek risk
grubundaki kisilerde ortaya ¢ikmaktadir (Tablo 2-4) (48). Primer viral pndmoni, sekonder
bakteriyel pnémoni veya ikisi bir arada gorilebilmektedir.

Primer influenza pnémonisi: Primer influenza pnémonisi viris infeksiyonunun
dogrudan akcigeri etkilemesiyle olusur. Akut influenza tablosunda hasta diizelmez,
semptom ve bulgular devamlilik arzeder veya artarsa primer influenza pnémonisi akla

gelmelidir. Yiiksek ates, nefes darlig1 ve siyanoz ortaya ¢ikabilmektedir (36).

Primer viral pndémoni, influenzanin daha az gorilen ancak en ciddi
komplikasyonudur. Daha ¢ok sol atrial basing artisi olan, kronik akciger hastaliklar1 olan

ve bazen de saglikli geng bireylerde gelistigi bildirilmistir (49).

Tipik radyolojik bulgusu bilateral retikiler/retikiilonodiler opasiteler ile birlikte
konsolidasyon goriilmesidir. Nadiren 6zellikle alt loblarda fokal konsolidasyon alanlari
gorilebilmektedir. Yiiksek ¢oOziiniirliikli  bilgisayarli tomografi ile multifokal
peribronkovaskiler veya subplevral konsolidasyon ve/veya buzlu cam dansiteleri
gorulebilmektedir (50).

Sekonder bakteriyel pndmoni: Sekonder bakteriyel pnomoni influenza
infeksiyonunun sik goriilen 6nemli bir komplikasyonudur. Ozellikle 65 yas ve iizeri

bireylerde 6nemli mortalite ve morbidite nedeni olarak bildirilmektedir (51).

Sekonder bakteriyel pnoémoninin en 6nemli klinik bulgusu, akut influenza
belirtileri duzeldikten bir siire sonra ortaya ¢ikan yiiksek ates ve solunum yolu
semptomlaridir. Influenza infeksiyonu sonrasinda 4-14 gin stren bir iyilik halinin
ardindan oksuruk, purulan balgam gibi semptomlarin eslik edebildigi yiiksek ates
sekonder bakteriyel pndmoniyi akla getirmelidir. Beraberinde radyolojik olarak akcigerde

infiltrasyon alanlar1 goriilmektedir.
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Influenza viriisii trakobronsial epiteli etkilemekte ve dogrudan hiicrelerde azalma
ve silia kaybina yol agmaktadir (1). influenza viriisii ile Streptococcus pneumonaie
arasinda sinerjiyi gosteren bir deneysel c¢alismada, noéraminidaz aktivite seviyesi,
S.pneumonaie tutunmasi ve invazyonu ile baglantili bulunmustur (52). Baska bir
calismada da, viriis néraminidaz yapisinin konak hiicrede glikokonjugatlarindan sialik
asidi ayirdig1 ve serbest kalan sekerin nazofarenkste pnémokok kolonilerinin ¢ogalmasina
yol agtig1 gosterilmistir. Bu olaylarin akcigerde bakteri infeksiyonuna yatkinlik yarattigi
ve sekonder bakteriyel pnémoniye yol actig1 diisiiniilmektedir (53). influenza sonrasi
bakteriyel pndmoniye zemin hazirlayan immiin mekanizmalar ilgili b6liimde daha detayli

tartisilacaktir.

Sekonder Dbakteriyel pnomoni olgularinda en sik izole edilen patojen
mikroorganizmalarin S.pneumoniae (%48) ve Staphylococcus aureus (%19) oldugu
bildirilmistir (54). Bu mikroorganizmalardan baska Haemophilus influenzae,
Streptococcus pyogenes, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Moraxella
catarrhalis ve Escherichia coli kaynakli pnémoniler de bildirilmistir (54). influenza
infeksiyonu sonrasinda S.aureus nedenli gelisen pnomonilerde metisiline direngli

S.aureus infeksiyonlarinin da arttigina dikkat ¢ekilmektedir (55).

Mikst viral ve bakteriyel pnémoni: Hem viral hem de bakteriyel pnémoni
ozelliklerine sahip hastalarda goriilebilir. Bu hastalarin bir kisminda hastaligin giderek
ilerlemesi veya gegici bir iyilesmeyi takibeden bir kétiilesme goriiliir. Influenza viriisii ve
bakteriyel patojenler balgamda gorulir. Akciger grafisinde pulmoner infiltrasyonlar

bulunur.

Miyozit ve rabdomiyolizz Influenza infeksiyonunun diger ©nemli
komplikasyonlar1 miyozit ve rabdomiyolizdir. Genellikle ¢ocuklarda goriilmektedir (56).
Miyalji, influenza vakalarinda 6nemli bir bulgudur ancak ger¢ek miyozit nadiren
gorulmektedir. Miyozit patogenezi tam olarak anlasilmamistir ancak etkilenmis kaslarda
influenza viriisii varligina ait kanitlar mevcuttur (57). Akut miyozitin en 6nemli gostergesi

etkilenen kaslarda 6zellikle bacaklarda artmis hassasiyet olmasidir. En agir vakalarda,
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kaslarda siglik ve batak goriiliir. Artmis serum kreatin fosfokinaz diizeyleri belirgin olarak

yiiksektir ve miyoglobiniiri ile buna bagli akut renal yetmezlik bildirilmistir (58, 59).

Kalp komplikasyonlari: Ciddi kardiyak komplikasyonlar influenza infeksiyonu

olan vakalarda gorulebilmektedir.

Elektrokardiyografik (EKG) degisiklikleri: influenza hastalarinda goriilen EKG

degisiklikleri dogrudan influenza viriistiniin kalp iizerindeki etkilerine degil altta yatan
kalp hastaligina baghdir. Gegici EKG degisiklikleri altta yatan kalp hastalig1 olmayan
bireylerde de gorilebilir (60).

Akut miyokard enfarktlsi: Birgok calismada influenza infeksiyonu ile akut

miyokard enfarktiisii arasinda bir iliski gosterilmistir (61, 62).

Miyokardit ve perikardit: influenzanin nadir komplikasyonlaridir. Miyokardda

infeksiyon etkeni saptanmamuistir (63).

Santral sinir sistemi tutulumu: Influenza infeksiyonu sirasinda ensefalopati,
ensefalit, transverse myelit, aspetik menenjit ve Guillain Barre sendromu bildrilmistir (64,
65).

Toksik sok sendromu: S.aureus ve akut influenza infeksiyonu sirasinda toksik

sok sendromu tanimlanmistir. Daha ¢ok influenza B iliskili oldugu bildirilmistir (66).
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2.5.  Influenza Viriis infeksiyonuna Karsi1 Immiin Sistem Cevabu:

Influenza konakta akut infeksiyona yol acmakta ve immun sistemin tim
kisimlarini aktive eden immun reaksiyonlar kaskadini baslatmaktadir. Influenza virls
infeksiyonu sirasinda immiin sistemin cevabi konusunda yapilan ¢alismalar ¢ogunlukla

influenza A viriisii (IAV) ile yapilmistir.

Dogal (innate) immdin cevap, virtisun kontroli (replikasyonun ve antijen yikinin
smirlanmasi) ve adaptif immin sistemin aktivasyonu ve dizenlenmesinde kritik role
sahiptir (8). Infeksiyon sirasinda ani baslayan klinik belirti ve bulgularin dogal immiin
cevap sirasinda ortaya c¢ikan sitokinler (interferon, IFNo/f), nétrofillerin veya dogal
oldaraci hicrelerin (NK) aktivasyonu nedeniyle oldugu distiniilmektedir. Dogal immiin
sistemin asir1 aktivasyonu komplikasyon gelisme riski yiiksek ko-morbiditeli hastalarda
influenza-iliskili erigkin respiratuar distres sendromu gelismesine yol agabilmektedir (8).
Dogal immiin cevap, adaptif immiin cevabin olusmasi i¢in gereklidir. Dogal immiin cevap
hizli yanittan sorumlu iken, adaptif immiin cevabin olusmasi i¢in birka¢ giin

gerekmektedir.

Dogal immiin hiicreler iizerinde bulunan es-uyaran (ko-stimulatér) molekuller
araciligiyla adaptif immiin cevap baslatilmakta ve sonugta antijene spesifik lenfositler
aktive edilmektedir. Adaptif immdin cevap aktivasyondan sonra viral yayilimi sinirlar,
virtsi temizler ve uzun dénemde ayni viriisle yeniden infeksiyona direng saglayacak

uzun-omiirli bir hafiza cevabi olusturur.

Influenza alt tipleri arasinda gapraz-koruma ¢ok nadiren saptannustir. Alt tipler
arasinda veya tip A ve B arasinda ¢apraz koruma goriilmez. Influenza infeksiyonu hem
sistemik hem lokal antikor cevabi (humoral immiinite) ve sitotoksik T hiicre cevabinm
(hticresel immiinite) aktive etmektedir. Bu Ozelliklerin, akut infeksiyonun iyilesmesi ve

yeniden infeksiyona karsi direng i¢in 6nemli oldugu bildirilmistir.
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2.6.1.Influenza Viriis infeksiyonuna Kars1 Dogal Iimmunite
Influenza viriislerinin hedefi ve konak hiicresine girisi

Influenza A viriisleri, ilk dogal koruma bariyeri olan mukus tabakasindan gegtikten
sonra solunum yolu epitel hicrelerini hedeflemektedir. Mevsimsel influenza virusleri
siklikla tist solunum yolundaki hiicrelerde ¢ogalmaktadir ancak 6zellikle pandemi yapan
suslarda olmak iizere alt hava yolu hiicrelerini de etkileyebilmektedir (2). Fakli influenza
suslar1 farkli epitel hiicrelerine farkli afiniteler gosterebilmektedir, bu nedenle hastalik
siddetleri farklilik gosterebilmektedir (67). Virtisiin solunum yolu epiteli ve alveoler epitel
hasarma yol agmasi gaz alis verisinde bozulmaya ve sonugta akut respiratuar distres

sendromu (ARDS) ve hatta 6lime yol acabilmektedir (67).

Influenza viriisiiniin, solunum yolu epitel hiicresindeki baslica tutunma alan1 hiicre
yiizeyinde bulunan sialik asit (SA, N-asetilndraminik asit) reseptorleridir. Insan dist
solunum yolu epitelinde SA o-2,6 galaktoz reseptori bulunurken, insanda alt solunum
yolu epitelinde, kuslar ve domuzlarin solunum yolu epitelinde SA a-2,3 galaktoz
reseptorleri bulunmaktadir. Insanda hastalik yapan influenza suslar1 daha ¢ok SA o-2,6
galaktoz reseptoriine baglanmayi tercih etmektedir (68, 69). Viriisin HA yapisinin
globuler bas kisminda bulunan reseptor baglayici blge, solunum yolu epitelindeki SA ile
birlestiginde klatherin ve Kklavolin-bagli mekanizmalar araciligiyla endositoz
gerceklesmektedir (70, 71). Endozomun diisiik pH duizeyi, virlisiin M2 protein kanalinin
acilmasini saglayarak viriis i¢ine proton girisine ve viral ribontikleoproteinlerin (RNP)
salinmasina ortam hazirlamaktadir (72). Serbest viral RNA, hiicresel importin o/ ile

etkileserek replikasyon icin nukleus igerisine go¢ etmektedir (67, 73).

Influenza virisuniin hiicre igine girmesinden sonra dogal immiin sinyal

mekanizmasinin aktivasyonu

Influenza infeksiyonu sirasinda, patojen iliskili molekiiler paternler (PAMP)
konaktaki patern tanima reseptorleri tarafindan taninir. PAMP’ler ¢ift iplikli RNA

(dsRNA) bolgeleri veya 5’trifosfat grubu gibi viral iiriinlerdir. Viriisii tantyan patern
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tanima reseptorleri (PRR); retinoik asit-indiiklenen gen-1 proteini (RIG-1) ve Toll-benzeri
reseptorler (TLR), C-tip lektin reseptorleri (CLR), Nod-benzeri reseptorlerdir (NLR) (8,
67). Bu reseptorlerin sinyal aktivasyonu cesitli sitokinlerin ve antiviral molekillerin

Uretimini indiklemektedir.

RIG-1 sitozolik reseptor grubudur. Hiicre iginde viriis ¢ogalmasi sirasinda ortaya
¢ikan RNA igeren 5’trifosfat motiflerini taniyarak aktive olmaktadir. N-terminal caspase
recruitment domain (CARD) yapisal degisiklige ugrayarak E3 ligaz tripartite motif
containing 25 araciligiyla (TRIM25) defosforile olmakta veya ubikitinlenmektedir. RIG-
1 CARD, mitokondri ylzeyinde bulunan mitochondrial antiviral signaling (MAVS)
CARD ile baglanarak, transdiksiyon sinyalini baslatmaktadir (74). Sirasiyla
transkripsiyon faktor( interferon regulator faktor 3 (IRF3) ve interferon regilator faktor 7
(IRF7), aktive B hucreleri nikleer kappa-light-chain-enhancer (NF-KB) aktive olmakta
ve sirastyla Tip | IFN, proinflamatuar sitokinler ve kemokinlerin Uretimi
indiklenmektedir (75). Normal sartlarda bu reseptorler hiicre igerisinde az sayida
bulunurken, influenza infeksiyonlari sirasinda solunum yolu epitel hiicreleri, makrofajlar,

dendritik hiicreler ve mast hiicrelerinde miktari ve aktivasyonu artmaktadir (76-79) (Sekil
2.2).

Toll- benzeri reseptorler 3, 7, 8 ve 9, endozom ve lizozomlarin yiizeyinde
bulunmaktadir ve influenza A virlisii dahil ¢esitli viriislerden koken alan PAMP’leri
tanirlar. TLR 3, TLR7 ve TLR8’{in virlis gogalmasi sirasinda sitoplazmik endozomlarin

icindeki IAV komponentlerine kars1 duyarli oldugu bildirilmistir.

TLR3 normalde endozomlarin igerisindeki dsSRNA’lar1 tantyabilirken, influenza
virisl ile infekte olmus ve fagosite edilmis hiicrelerin igerisinde bulunan yabanci
RNA’lar1 da taniyabildigi gosterilmistir (80, 81). Makrofaj ve dendritik hicrelerde, TLRS3,
TIR-domain-igeren adaptor-inducing interferon-p ile etkilesmektedir. Bu tip etkilesimler
serin-treonin kinaz kappa epsilon (IKKE) ve TBK1’in aktivasyonu ile sonuglanmakta ve
bunlar IFN-B ekspresyonunu diizenleyecek sekilde IRF3’ii fosforile etmektedir (82).
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TLR7, plazmasitoid dendritik hiicrelerde (pDC), yiiksek miktarda bulunmaktadir
ve endozomlarin i¢indeki influenza virionlarmin ssRNA’larin1 taniyabilmektedir (83).
TLR7 sinyal yolagi, adaptor protein myeloid diferansiasyon faktorii 88 (Myd88) yoluyla
pDH icerisinde aktive olmakta, NF-KB veya IRF7 aktivasyonu ile sonuglanmakta,
sirastyla, proinflamatuar sitokinler ve tip 1 IFN ekspresyonunu indtklemektedir (76, 83).
TLR7’nin, influenzaya kars1 dogal immiin cevap sirasinda, bulundugu hiicreye 6zgii role
sahip oldugu diisiiniilmektedir (8). Baz1 ¢alismalar pDH’lerde TLR7 araciligiyla gelisen
Tip I IFN’un influenza infeksiyonuna kars1 koruyucu cevabi olusturan dnemli bir molekiil

oldugunu gostermektedir (76, 84).

TLRS8, insan monosit ve makrofajlarinda, ligandi olan ssSRNA ile stimiile olmakta
ve IL-12 dretimine yol agmaktadir. Ancak, TLR8 ve IAV infeksiyonu arasindaki iliski

heniiz net tanimlanmamustir (85).

TLR4 reseptorlerinin, influenza viriisiinii degil, influenza viriisii ile enfekte
hiicrelerden salinan S100A9 molekiiliinii tantyabildigi, TLR4-Myd88 sinyal yolaginin
aktivasyonu ile proinflamatuar cevap, hiicre 6limi ve viriis patogenezini artirdigi

bildirilmistir (86, 87).
NOD-benzeri reseptorler;

NOD-like receptor family pyrin domain containing 3 (NLRP3, kriyoprin olarak da
bilinir) ve NLR apoptoz inhibitdr protein 5, NLRX1, NLRC2, influenza viriisiine yanit
olusturan NLR’ler olarak bildirilmistir (88).

NLRP3, DH, makrofajlar, noétrofiller, monositler ve insan pulmoner epitel
hicrelerinde bulunmaktadir (89, 90). NLRP3 inflamazomu influenza viriisii varliginda,
olgun IL-1p/IL-18 tretimini indiiklerken, NLRC2/NOD2 ve NLRX1 sinyalleri Tip 1 IFN
uretimini indiklemektedir. NLRP3 aracili IL-1p/ IL-18 dUretimi iki basamakta
gerceklesmektedir: Sinyal 1, viral RNA TLR7 tarafindan taninmasi ve NF-KB
aktivasyonu ile baglamaktadir. Sinyal 2 i¢in bir¢ok mekanizma katki saglamakta ve hepsi
yeni sentezlenen viral M2 proteini Uzerinden etki etmektedir (91, 92). inflamazom

aktivasyonunun ardindan pro- IL-1p ve pro- IL-18 klevaj ile olgun hale gelmektedir,
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bunun 6tesinde piroptozis olarak bilinen proinflamatuar hiicre 6liimii de baslatilmaktadir

(93).

NOD2 (NLRC2) reseptorleri, DH ve makrofajlarda, viriisiin ssSRNA pargalarini
taniyabilmektedir, adaptor protein MAVS araciligryla IRF3 aracili Tip I IFN iiretimini
aktive etmektedir (94).

NLRX1, virtisun PB1-F2 proteinini tanimakta, makrofaj émriinii ve Tip I IFN
sinyalini artirmaktadir (95). Ayrica NOD2 ve NLRX1 sinyallerinin, NLRP3 ve RIG-1
aracili inflamatuar cevabinin negatif diizenleyicisi oldugu ve bu sekilde immiin patolojiyi

kontrol ettigi gosterilmistir (96, 97).
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Sekil 2.2. Influenza viriisiiniin hiicre i¢ine girisinden sonraki dogal immiin sistem
sinyal mekanizmalar1 (8 No’lu kaynaktan uyarlanmistir).
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Influenza viriis infeksiyonuna karsi dogal immiinitede yer alan antiviral

molekuller

Influenza infeksiyonu sirasinda patern tanima reseptorleri araciligiyla aktive olan
transkripsiyon faktorleri, NF-KB, IRF3 ve IRF7, nukleusa go¢ etmektedirler. Nukleusta
bu faktdrler IFN ve proinflamatuar sitokinleri (TNF, IL6, IL1B) kodlayan genlerin
transkripsiyonunu baslatmaktadirlar. Tip |1 IFN’lar (IFN-o ve IFN-B) ve tip 11 IFN’lar,
(IFNAX olarak da bilinmektedir; IFN-A1, IFN- A2, IFN A3, IFN- A4) hem virUs ile infekte
olmus hem de hentiz infekte olmamis hucrelerdeki antiviral cevapta 6nemli bir rol
oynamaktadir (98). Influenza infeksiyonu ile tip I ve tip 11l IFN genleri asir1 eksprese
olmaktadir (99). Bu ekspresyonu takiben, IFN-a ve IFN-B, IFNa/p reseptorleri (IFNAR)
ile etkilesmektedir. IFN-A, otokrin ve parakrin yolla IFN ligand reseptorleri (IFNLR) ile
etkileserek Janus-kinaz (JAK) sinyal transducer and activator of transcription (STAT)
sinyal yolagini aktive etmektedir (Sekil 2.3). Fosforile olan STAT1 ve STAT2, IRF9 ile
baglanarak interferon-stimulated gene factor 3 (ISGF3) kompleksini olusturmaktadir.
ISGF3, nukleus igine transloke olarak IFN-stimule response element (ISRE) ile baglanir,
bu baglanma ile ¢esitli IFN-stimulated genlerin (ISG) transkripsiyonu tetiklenmektedir
(100). Farkli g¢alismalarda IFNo, B ve A’nin influenza infeksiyonuna karsi onemli

koruyucu etkileri oldugu kanitlanmistir (78, 101, 102).

Myxovirus resistance gene yani Mx ailesi, interferon-induced transmembrane
protein ailesi (IFITM), kolesterol 25-hidroksilaz (CH25H) ve TRIM proteinleri gibi
ISG’ler, influenza A virlsinin yasam dongisiiniin farkli basamaklarini hedefledigi

gosterilmistir.

Mx proteinleri ilk tammmlanan ISG ailesidir. Ozellikle MxA viriisiin
niikleoproteinleri ile etkileserek viriisiin niikleus igerisine girigini, transkripsiyonunu ve

replikasyonunu engelleyebilmektedir (103, 104).

IFITM proteinleri yeni tanimlanmis ISG ailesidir ve hicrenin membran
Ozelliklerini (hucre adhezyonu, fluidite ve spontan kurvatiirler gibi) degistirerek virlisiin

girisini ilk basmakta dnleyebilmektedirler (105). IFITM proteinlerinin, 6zellikle IFITM3,
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virts-konak hticre flzyonunu ve takiben viral tutunma ve endositozu bozarak 1AV

replikasyonunu sinirladigi gosterilmistir (106, 107).

CH25H, diger bir antiviral ISG, hiicre membranlarinin integral bir proteinidir ve
IFN sinyali ile artmaktadir. CH25H enzimatik aktivitesi, kolesteroli, ¢ozlnlr 25-
hidroksikolesterole (25HC) doniistiirerek zarfli viriislere karsi antiviral savunmada yer

almakta, ayrica viral fuzyonu da bloke etmektedir (108).

TRIM proteinleri antiviral immunitede rol oynayan bir diger ISG ailesidir. Bir E3
ubikitin ligaz olan TRIM25, RIG-1’in mitokondri igine yeniden yerlesmesi ve MAVS
sinyal transdiiksiyonunu diizenleyerek antiviral immiiniteye katki saglamaktadir (109).
TRIM22, 1AV genomununun kapsil i¢inden ¢ikmasini bloke etmekte ve IAV
nikleoproteinini poli-ubikitinleyerek parcalamaktadir. TRIM32, influenzanin PB1 RNA
polimerazi ile baglanarak polimeraz aktivitesini azaltmakta ve bdylece viral replikasyonu
siirlamaktadir (110).

Viral mMRNA ekspresyonunu ve protein translasyonunu diizenleyen diger ISG’ler
cinko parmak antiviral protein (zinc finger antiviral protein, ZAP), oligoadenilat sentaz
ve riboniklez L (OAS-TNase L), protein kinaz R (PKR) ve ISG5, virlisin mRNA
seviyeleri ve protein sentezinin diizenlemesinde rol oynamaktadir. ZAP’lerin, influenza
virsunin PB2 ve PA proteinlerinin ekspresyonunu inhibe ettigi, viral mRNA

ekspresyonunu azalttigi ve translasyonunu bloke ettigi gosterilmistir (111).

OAS-RNase L, konak hiicrenin sitozoliindeki viral RNA’ya hasar verir ve
sonugta protein sentez stresini ve viral replikasyonu durdurmaktadir (112).

Protein kinase R (PKR) tiim hiicre tipleri tarafindan eksprese edilir ve tip I ve Tip
Il IFN ile ekspresyonu artmaktadir. PKR bilinen bir anti-IAV faktordir ve viral
dsRNA’ya baglanarak Vviral protein sentezini baskilamaktadir (113).

ISG15 ubikitin-benzeri bir proteindir ve viral replikasyonu, viriis salinimi1 ve viral

proteinlerin translasyonunu 6nleyerek sinirlamaktadir (114).
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Viperin asir1 ekspresyonu, influenza viriis salinimin, viriisiin 6zel tomurcuklanma
(budding) bolgeleri igin spesifik olan lipid raftlarin tretimi ile etkileyerek sinirladigi
bildirilmigtir (115).

Tetherin, potansiyel antiviral faktor, genc virlslerin hiicreden disar1 atilmasini
sinirlamakta, yeni olusan viriis partikiillerini baglayarak ve pargalayarak virls

cogalmasini engellemektedir (116).
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Sekil 2.3. influenza viriisii hiicre igine girisinden sonraki dogal immiin sistem
sinyal mekanizmalarinda yer alan antiviral molekiiller (67 No’lu kaynaktan

uyarlanmistir).
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Influenza Viriis Infeksiyonuna Kars1 Dogal Immiinitede Yer Alan Hiicreler
Havayolu epitel hiicreleri

Influenza viriisiiniin ilk hedefi havayolu epitel hiicreleridir. Olumcil influenza
infeksiyon vakalarinin incelendigi arastirmalarda alveoel epitelleri (Tip I ve tip II
pnémositler), trakea, brons, burun, farenks ve larenks epitel hiicreleri ve submukozal
bezlerin virls ile infekte oldugu gorilmistir. Bu hicreler antiviral ve kemotaktik
molekiiller iireterek, dogal oldiiriicii (NK, natural killer) hicreler, monosit ve notrofiller
gibi dogal efektor hiicrelerin hizla infeksiyon bolgesine toplanmasini saglayarak
(recruitement) immiin cevabi baslatmaktadir. Tiim hiicre tiplerinin, viral replikasyonu
smirlamak igin, infekte hiicreler ile etkilesme mekanizmalari kendilerine 6zgiidiir. Viriis
replikasyonunu sinirlamanin yaninda antijen-spesifik immiinite ve hafiza igin adaptif
immiin cevabi baglatmaktadr. TUmOor necrosis factor-a. (TNF-a)) ve IL-1 endotel adhezyon
molekdllerini indukler, bu molekuller makrofajlar, kan kdkenli dendritik hicreler (DH),

dogal o6ldiirticii hiicrelerin (NK) infeksiyon alanina gog¢iinii tetikler (1, 8).

Solunum yolu epitel hicreleri influenza virusi ile infekte oldugu zaman bu
hiicrelerden ¢ok sayida infeksiyoz viriis ortama salinmaktadir. insanda IAV viriisiine kars1
cevap olarak tip II alveoler hiicreler Tip III IFN olusturmaktadir. Diferansiye
olmus/polarize olmus bronsial epitel hiicreler ise Tip I IFN ekspresyonunu artirmaktadir
(99, 117). Solunum yolu epitel hiicrelerinde Tip I IFN cevabinin artmasi influenza
infeksiyonunun sinirlanmasi igin dnemli ve kritik bir basamak olarak kabul edilmektedir.
Avian H5N1 influenza viriisiiniin tip [ IFN tiretimi bozmasi nedeniyle daha agir infeksiyon
tablosuna yol agtig1 gosterilmistir (118, 119). ilk asamada goriilen IFN- aracili antiviral
cevabin yaninda epitel hiicrelerinden ¢esitli sitokinler ve kemokinler de salgilanmaktadir:
IL-6, TNF-a, IL-8/CXCL8, CXCL10, CCL2, CCL5 (120, 121). Ayrica influenza viriisii
ile infekte olan epitel hiicreleri koruyucu immiin cevapta rol oynayacak bir seri dogal
immiin sistem hiicresinin infeksiyon alanina toplanmasini saglamaktadir. Influenza viriisii
ile infekte olan alveol epitelinden graniilosit-monosit koloni stimile edici faktor (GM-
CSF) sunulmasmin, CD103+ DH ile aktive olan CD8+ T hiicreleri tarafindan viriisiin

etkin olarak temizlenmesi i¢in sart oldugunu gosteren ¢alismalar mevcuttur (122).
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Makrofajlar hem dokuda yerlesimli alveoler makrofajlar hem de dolagimdan
infeksiyon bolgesine ulagan monositlerden kdken alan makrofajlar olarak
bulunmaktadirlar. Enfekte epitel makrofajlari tarafindan tiretilen monosit kemoatraktan
protein-1 (MCP-1 veya CCL-2) alveoler makrofajlar1 ve monositleri CCR2 reseptorleri
yoluyla infeksiyon alanina toplamaktadir (123). Dolasimdan gelen makrofajlar, alveoler
makrofajlardan fazla sayida ve aktif makrofaj seklindedir (Sekil 2.4). Fagositoz
kapasitelerinden dolay1 virlis ile enfekte olmus hiicrelerin ve apoptotik hiicrelerin
temizlenmesinde kritik 6neme sahip olduklar1 bildirilmistir (124, 125). Fare ve
domuzlarda yapilan ¢aligmalarda, makrofajlarin yoklugunda, viriis replikasyonu artmakta
ve hastalik daha agir siddette ve mortalite ile sonuglanmaktadir (126, 127). Monositlerden
koken alan makrofajlarin alveoler makrofajlardan daha giiglii bir sekilde influenza viriis
cogalmasini baskiladigi ve proinflamatuar sitokin cevabini indiikledigi gosterilmistir.
Bunun yaninda alveoler makrofajlardan ©Onemli miktarda tip I IFN salindigi
diisiiniilmektedir. Bu nedenlerden, influenza viriis infeksiyonuna kars1 makrofajlar erken

dogal immdiinite yanitinda 6nemli bir role sahiptir.

Monositler insanda 3 farkli monosit alt grubu seklinde bulunmaktadir: klasik
monositler (CD147*CD16°), intermediate monositler (CD147*CD16") ve patrolling
monositler (CD14'°CD16%*). influenza ile infekte olmus kisilerin nasal mukozasinda ve
periferik kaninda ¢ok sayida monosit bulunmaktadir. influenza viriis infeksiyonunun
ardindan monositlerden CCL2 ve CXCL10 sunumu artmaktadir, ancak bunun yaninda
CCL2, CCL3, CCL4 ve CCL5’e kars1 kemokin reseptorlerinin iiretimi azaltilarak bu
kemokinlere kars1 yanit inhibe olmakta ve bu hucrelerin infeksiyon alaninda kalmasi
saglanmaktadir (125). Infeksiyon alaninda toplanan monositler makrofajlara déniistiikleri
gibi monosit-kdkenli dendritik hicrelere de (moDH) farklilasabilmektedir (122, 128,
129). In vitro ¢alismalarda, insan monositlerinin influenza viriisleri ile prodiiktif sekilde
infekte olmast TNF-a ve GM-CSF sekresyonunu artirdigi ve hiicrelerin hizlica DH
fenotipik dzellikleri olan hiicrelere doniismesini sagladigi gosterilmistir (128). Ancak bu
konuda diger caligmalarda celigkili sonuglar gosterilmistir ve monositlerin influenza

infeksiyonundaki rolii net bir sekilde agiklanamamustir.
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Notrofiller infeksiyon alanina en hizli ulasan hiicrelerdir. Dokuda yerlesik olan
makrofajlarla birlikte hiicresel savunmanin ilk asamasinda yer almaktadirlar. insan ve fare
calismalar1 gostermistir ki, nétrofiller influenza viriislerini fagosite etmektedir (130). Yine
fare modellerinde influenza viriisiiniin ¢ogalmasini ve yayilmasin1 kontrol ettigi
gosterilmistir (131). Ayrica nétrofiller influenza virlsle infekte olmus apoptotik hiicreleri
fagosite ederek de viriisiin temizlenmesinde rol oynamaktadir (124). Fare modellerinde
notrofillerin antiviral etkilerinin 6nemi gosterilmis olsa da, influenza ile infekte olmus
insanlarda infeksiyon alaninda toplanmis fazla sayidaki nétrofilin fenotipleri ve antiviral

immiinitedeki islevsel etkileri tam olarak anlasilamamustir.

NK hiicreleri 1AV infeksiyonunu elimine eden dogal immiin sistemin énemli
sitotoksik lenfositleridir. Insandaki NK hiicreleri NKp30, NKp44 ve NKp46 dogal
sitotoksik reseptorlerine sahiptir. Bu reseptorler viriis veya timor iligkili molekiillerin
taninmasinda ve NK hiicrelerin aktivasyonunda yer almaktadirlar (132). infekte olmus
hlcrelerin yizeyinde sunulan viris HA molekilunin NKp44 ve NKp46 reseptorleri ile
taninmast ve baglanmasi sonucu infekte hiicreleri parcaladigi gosterilmistir (133).
Influenza infeksiyonuna bagl olarak dolasimda gegici olarak NK hiicre eksikligi saptanir,
bunun nedeni NK hiicrelerinin dolagimdan basta akcigerler olmak iizere infeksiyon
alanma hareket etmesi olarak yorumlanmaktadir. Ancak 6liimle sonuglanan influenza
vakalarindaki akciger infiltratlarinda NK hiicre sayisinin az oldugu veya hi¢ olmadigi
gosterilmistir. Bu durumla benzer sekilde influenza viriisiiniin NK hiicrelerini infekte
etmesi halinde NK hticrelerinin sitotoksite fonksiyonlar1 ve kemokin sekresyonlarinin

inhibe oldugu gosterilmistir (134).

Dendritik hticreler, ézellesmis antijen-sunucu hiicrelerdir. TAV infeksiyonu
sirasinda dogal ve adaptif immiin cevaba kopriiliik ederler. Insanda DH alt gruplart CD11c
*CD123'°, myeloid konvasiyonel (mDH veya kDH) ve CD11c” CD123" plasmositoid DH
(pDH) olarak tanimlanmistir. Normal zamanda solunum yolunda, havayolu epitel
tabakasinda, akciger parankiminde, alveol alanlarinda hem mDH hem pDH
bulunmaktadir. mDH’lerin altgrubu olarak CD1c* mDH1 (CDla‘langerin”) ve
CD141'mDH2 (CD1a'langerin’) akcigerlerde saptanmustir (135). Solunum yollarini drene
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eden lenf nodlarinda hem pDH hem CD1c+mDH1 hem de CD141"mDH2 bulunmaktadir.
Influenza infeksiyonu sirasinda nasal mukozada artmis sayida mDH ve pDH’ler varken
bu hiicre sayilar periferik kanda azalmistir. Influenza viriis infeksiyonu ile aktive olan
DH’lerde (CD1c+mDH1, pDH, monosit kdkenli DH) HLA-DR, HLA-ABC, CD80,
CD86, CD40 ve CCR7 ekspresyonlar: artar. Influenza ile infekte farede, trakea ve akciger
interstisiyel dokusunda aktive olmus DH fenotipleri (CD103°CD11b" KkDHler,
CD103*CD11b" kDHler, CD11c'® pDHler) ile monosit derive DH’ler yer almaktadur.

pDH’ler influenza viriisiine diger tiplere kiyasla daha az duyarhdir.

DH’ler tarafindan viral antijenlerin naif ve hafiza T lenfositlerine sunulmasi ile
adaptif immin cevap baslatilmaktadir. Naif kararli durumda, solunum yolunda yerlesmis
DH’ler epitel hiicrelerinin siki baglantilarinin (tight junctions) arasindan havayolu
limenine uzanan dendritleri yolu ile sirekli olarak havayoluna ulasan patojenleri
aramaktadirlar. influenza infeksiyonu sirasinda, KDH’ler, CCR7 ve ligandlart CCL19 ve
CCL21 etkilesimi yoluyla akcigerlerden lenf nodlarina go¢ etmektedir (136-138). Lenf
nodlarinda, KDH’ler, influenza kokenli antijenleri T lenfositlere sunmaktadir (137).
Enfekte olmus DH’ler viral proteini immin peptidlere degrede etmektedirler. Sitozoldeki
immin peptidler (epitoplar) endoplazmik retikuluma tasinarak burada major
histokompatibilite kompleksi (MHC) sinif I molekiilii ile baglanmaktadir. Epitoplarla
baglanmasini takiben, MHC simif I molekdili, virls spesifik CD8" sitotoksik T hiicreleri
(CTL) tarafindan taninmasi i¢in Golgi kompleksi yoluyla, hiicre membranina
taginmaktadir. Endozomlar/lizozomlar iginde degrede olan viral proteinler burada MHC
siif 1T molekiilii ile birlesmektedir. Bu kompleksler, CD4" T helper (Th) hicreler
tarafindan taninmak i¢in hiicre membranina tasinmaktadir. Bu sure¢, B hicrelerin
proliferasyonu ve antikor reten plazma hiicrelerine olgunlagsmasina yol agmaktadir (139).
Ek olarak, influenza infeksiyonu sirasinda, DH’ler sitolitik aktivite gostermektedir ve
brong-assosiye lenfoid dokunun (BALT) olusmasina katkida bulunmaktadir (140).

Mukoza asosiye invariant T hiicreleri (MAIT) aktive olunca proinflamatuar
sitokin Uretmektedir ve sitotoksik granzim ve perforinleri artirmaktadirlar. Asil bakteri

infeksiyonlarinda koruma sagladiklart bilinmekle birlikte viral infeksiyonlar,
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otoimminite ve kanserde de rol oynamaktadirlar (141). IAV infeksiyonunda kandaki
sayilarinin azaldig1 ve aktivitelerinin artig1, kan dolagimindan infeksiyon alanina gittikleri
gosterilmistir (142). Aktivasyonun baslica CD14 monositlerden iiretilen IL-18 aracili
oldugu gosterilmistir. Akut influenza infeksiyonu sirasinda MAIT hiicre sayisinda azalma
olmasi bakterilere karsi korumada azalmaya yol agmakta ve bakteriyel superinfeksiyon
riskinde artma, hastalik siddeti ve mortalite de artmaya yol acabilecegi diistiniilmektedir

(143).

NKT hucreleri heterojen bir T hicre grubudur. Bu hicreler hem NK hem T
hiicrelerin 6zelliklerini paylasirlar. Bu hiicreler, non-polimorfik CD1d molekilind
tanirlar. Bu molekiil kendinden olan veya yabanci lipid ve glikolipidlere baglanabilen bir
antijen sunucu molekalddr (144). Tip | invariant NKT hicreleri ve Tip 1l diverse NKT
hicreleri tanimlanmistir. apTCR, CD3 ve CD56 eksprese ederler. Hayvanlarda, NKT
hiicrelerinin sitokin salimi (IFN-y ve IL-22 gibi), CD40 upregtlasyonu ve DH aktivasyon
yolu ile viral infeksiyon/IAV ve kanserlere kars: etkili oldugu; dogal ve adaptif immiin
cevabi diizenledigi gosterilmistir (145, 146). CD40 ve CD1d aracili etkilesimler yoluyla,
influenza ile infekte insan ve hayvanlarda, influenza viriisiine bagli gelisen myeloid

kokenli supresor hiicrelerin (MDSH) immiinsupresif etkisini azalttigi gosterilmistir (147).

yoT hucreleri, dogal ve adaptif immiinitenin 6nemli hiicreleridir ve genis TCR
cesitligi gosterdikleri bildirilmistir. Virtsle infekte hicreleri perforin, granzim B,
graniilisin salgilayarak direkt oldiiriir. Antijen sunucu hiicrelere yardimer olarak antijen—
spesifik T hiicre cevabini desteklemektedir (148, 149). Influenza infeksiyonunun iyilesme

doneminde de etkisinin oldugu 6ne siiriilmektedir.

Dogal Lenfoid Hiicreler (Innate Lenfoid hiicreler, ICL) dokuda yerlesimli
dogal immiin hiicrelerdir (150). Hasar gormiis mukozadan gelen tehlike Sinyalleri ile hizla
aktive olmaktadirlar. Bir dizi sitokin salgilayarak patojenler ve tiimdr hiicrelerini ortadan
kaldirarak mukozal biitiinliigii korumaya ¢alisirlar. Asir1 aktive olduklarinda ise patolojik
doku hasarina neden olmaktadirlar (151, 152). Hayvanlarda ve insanlarda 3 grup hiicre
olarak tanimlanmistir: IFN- y tireten NK hiicreler ve ILC1, IL-4/IL-5/IL-13 Ureten ILC2
ve IL-17/1L-22 dreten ILC3 ve LTi (lenfoid doku induce hicreler) (151). Bu hiicreler
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konusundaki bilgiler heniiz ¢ok yenidir. Bu hiicre grubunun interlokin 2Ry ve
transkripsiyonel represor inhibitor of DNA binding 2 (Id2) bagimli gelisme gosterdikleri
bulunmustur. Ug ana &zellikleri vardir: lenfoid morfolojisinde, yeniden diizenlenmis
antijen spesifik reseptor bulundurmayan ve myeloid dendritik hiicre fenotipik markerlar1

olmayan hicrelerdir. Antijen reseptorleri sunmazlar ve kolonal seleksiyona ugramazlar.

ILC hicrelerinin Th hcrelerle ortak lenfoid progenitér hiicrelerden koken
aldiklar1 ancak gelisimlerinin farkli oldugu anlasilmistir. Fotal karacigerde gelistikten
sonra adhezyon molekiilleri ve kemokinlerle dokulara dagilirlar. ILC hiicreleri dokularda
yerlestikten sonra tekrar dolasima girmez veya baska organlara gocetmezler. Akut
cevresel tehlikeler varliginda hiicre havuzu yenilenir ve fenotipik transformasyon da
goriiliir. ILC hiicreleri RAG geni tasimadiklarindan dogrudan aktive olabilmektedir. ILC
hlcreleri tehlike ile karsilastiklarinda hizlica aktive olur, gogalir ve gesitli sitokinler
salgilayarak tehlikeyi ortadan kaldirip mukozal hemostazi saglayabilirler. Ancak antijen
sunucu hticreler yoluyla degil doku ortamindaki tehlike sinyalleri tarafindan aktive
olduklar1 i¢in bu aktivasyon patolojik doku hasarina da yol agabilmektedir. Th hiicrelerin
aktive olmasi i¢in giinler veya haftalar gerekirken ILC hiicreleri ¢ok daha hizli aktive
olmaktadir (153-155). ILC hiicrelerinin bir diger Ozelligi de yiiksek plastisite
sergilemeleridir; gevre sartlara gore fenotipleri degiskenlik gosterir. Ornegin, IL-2 ve
IL12 altinda ILC3 hiicreleri ILC1 hiicrelere transforme olabilir veya ILC2 hicreleri IL-1
ve IL-12 etkisi altinda IL-5 ve IL-13 Uretimini azaltip IFN-y iiretmeye baglarlar.

ILC1 hicreleri influenza infeksiyonu varliginda asir1 miktarda IFN-y
sentezleyebilir ve ILC2 hucreleri akcigerde inflamasyon alaninda myeloid hiicrelerden
uretilen proinflamatuar 1L-12 ve IL-18 sitokinlerinin etkisi ile ILC2 hicreleri ILC1’e
doniisebilirler (156). Bunun yaninda ILC2 hiicreleri influenza infeksiyonu sirasinda
amfiregulin Ureterek solunum yolu epitelinin  bitinligini  koruma ve akciger
fonksiyonunu diizeltmekte rol oynamaktadir. Ote yandan IL-13 Greten ILC2 hiicrelerinin
influenza infeksiyonu sirasinda gelisen hava yolu hiper-reaktivitesinden de sorumlu
oldugu ve alveoler makrofajlardan ve NKT hiicrelerinden iiretilen 1L-33 sitokininin de

ILC2 aktivasyonunda katkis1 oldugu gosterilmistir (157, 158).
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ILC3 hucreleri urettikleri 1L-22 ve IL-17 araciligtyla mukoza bariyer
fonksiyonunun idamesinde 6nemli rol oynamaktadir. Bu sitokinler epidermal hiicreleri
aktive ederek antimikrobiyal molekiillerinin tiretmelerini saglayarak konak savunmasinda
rol oynamaktadirlar. Yapilan galismalarda 6zellikle bakteriyel ve fungal infeksiyonlara
kars1 savunmada Onemli rol oynadiklar1 gosterilmistir. Bu hiicrelerin akciger
savunmasinin yani sira sitokin profillerindeki baskinliklara gore kronik akciger

hastaliklar1 gelismesinde de rol oynadiklar gesitli galismalarda gosterilmistir (150).

Influenza viriis infeksiyonuna karsi solunumsal mukozal immiinite; lenfoid

dokular ve immunoglobulinler.

Nazal agikliklar ve {ist solunum yolu, influenza virusiinin ana giris yerleridir ve
mukozal immun sistem dogal immiinitenin bir béliimii olarak infeksiyonu siirlamak
tizere ilk savunma hattin1 olusturur. Sekretuar IgA ve IgM viral girisi 6nlemek i¢in
mukozada bulunan major notralize edici antikorlardir. Nazal sekresyonlar virtisiin HA ve
NA yapilarini nétralize eden IgA igerir. IAV primer infeksiyonu sirasinda, infeksiyonu
simirlamak i¢in ii¢ ana Ig grubu (IgG, A ve M) mukozal sekresyonlarin igerisinde
bulunmaktadir. IgA ve M, G tipinden daha yogun konsantrasyonda bulunmaktadir (159,
160).

Ust solunum yolunda mukozal cevap nazofarenks asosiye lenfoid doku (NALT)
tarafindan indiiklenmektedir. Antijenler, NALT iizerinde bulunan makrofajlar tarafindan
pinosite veya fagosite edildigi zaman, lokal T veya B hiicreleri ile etkilesir ve ok miktarda
IgA antikor-Greten oncil hicreler (IgA-AFC, antibody forming cells) ortaya ¢ikmaktadir.
Bu T ve B hiicreleri NALT tan dolasim yolu ile akcigerlere go¢ eder. Burada spesifik IgA-
AFC’ye diferansiye olur ve antiviral antikorlar sekrete ederler (161). Bu yuzden, NALT,
IAV infeksiyonuna kars1 s-IgA sekresyonu i¢in baslangictaki tetikleyicidir. Alt solunum
yolunda mukozal immiin cevap BALT igerisinde olusur. BALT, AFC gelisimi ve mukozal

s-IgA iiretim alanmidir (162).

Sekretuar IgA mukozal ylizeyde bulunan primer izotiptir. Bir ajan1 mukozal
bariyeri gecmeden ve hicreleri infekte etmeden 6nce uzaklastirma kabiliyetine sahiptir.

Viral yuzeyi kaplayarak, s-IgA influenza virionlarinin duyarli hiicrelere tutunmasini
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Onlemekte ve bu sayede konak hiicreye invazyonunu inhibe etmekte ve kompleman
katkis1 olmadan virUsleri notralize etmektedir (163).

Calismalar, s-IgA’nin IAV infeksiyonuna karsi korunmanin yaninda viral
varyantlarla ust solunum yolu infeksiyonlarina kars1 da korumada Kritik etkisi oldugunu
gostermistir. Polimerik s-IgA da influenzaya karsi savunmada 6nemlidir. Polimerik s-
IgA’nin quaternar yapisinin influenzaya karsi iist solunum yolunu korumada anahtar bir
rolii oldugu ve dimerik s-IgA’dan daha fazla nétralizasyon kapasitesine sahip oldugu

bilinmektedir (164).
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influenza enfeksiyonuna karsi dogal ve adaptif immiin cevap
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kaynaktan uyarlanmistir).
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Influenza virus infeksiyonunda adaptif immiinitenin dogal immiinite ile

kontroli

Dogal immiin sistemin hiicreleri, 6zellikle DH’ler, viral invazyonu tespit ettikten
sonra adaptif immun cevabin da baslatilmasi i¢in 6nemli role sahiptir (Sekil 2.5). DH’ler
hem infeksiyon etkeninin direkt antijenini veya infekte 6lii hiicrelerden aldiklar1 ekzojen
antijeni naif antijen spesifik T hucrelerine sunarlar. Solunum yolu epitelinde yerlesimli
DH’ler (6zellikle CD103*CD11b' kDH tipi) tip | IFN varliginda olgunlasir ve CCR7-
olarak bolgesel lenf nodlarna gog ederler. infeksiyonun erken evresinde bu DH’ler lenf
nodlarinda virus-spesifik naif CD8" T hiicrelere antijen sunumu yaparak bu hiicrelerin
efektor hiicrelere doniismesini saglar. Infeksiyonun zirvede oldugu dénemde is CD103
CD11b" kDH’ler lenf nodlarina go¢ eden major DH’lerdir ve santral hafiza CD8* T
hiicrelerin olugmasinda rol oynarlar. Ayrica solunum yolundaki dogal immiin sistem
hicreleri infeksiyon alanindaki efektor T hiicrelerin yasamlarini siirdiirebilmeleri igin de
gereklidir. CD103Cd11b"® ve CD103'CD11b" kDH’ler lenf nodlarinda naif-viriis
spesifik CD4" T hiicrelerin aktivasyonunda da etkilidir. Influenza infeksiyonunda
pDH’lerin virlis spesifik primer antikor yanitinin olusmasinda 6nemli rolii oldugu

gosterilmistir (137, 138).

Adaptif immiin yanitin olusmasindaki diger 6nemli elemanlar PRR’lerdir. Fare
calismalarinda TLR3-TRIF yolaginin ve TLR7-MyD88 ve RIG-1 sinyal yolaklarinin
CD4" veya CD8" T hiicre veya B hiicre aktivasyonunda 6nemli bir roli oldugu
gosterilmistir. RIG-1 sinyaline bagli olmayacak sekilde TLR7 sinyali ve pDH’lerdeki
TLRY7 sinyalinin antikor treten hiicrelerin ve virus-spesifik antikor yanitinin olusmasinda

rol aldig1 hem influenza infeksiyonu hem de as1 calismalarinda gosterilmistir.

NLRP3 ve kaspazl, viris spesifik IFN-y sekrete eden CD4" ve CD8" T
lenfositlerin aktivasyonuna, DH’lerin aktivasyonu ve lenf noduna ulasmasinda rol

oynadigimi destekleyen ¢aligmalar mevcuttur.
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Influenza infeksiyonunda dogal immiin cevabm hiperaktivasyonu (nétrofiller,
monositler ve NK hiicreler gibi), ARDS tablosuna yol acabilmektedir. Bu hiicreler, asirt
miktarda inflamatuar sitokinler, reaktif oksijen radikalleri, TNF-aracili apoptoz-inducing
ligand (TRAIL), inducible nitrik oksid sentaz (iNOS2) ve proinflamatuar sitokinler
salgilarlar. Bu hucrelerin  akciger alanlarinda fazla biriktigi o6liimciil akciger

infeksiyonlarinda gosterilmistir (165, 166).
2.6.2. influenza Viris Infeksiyonuna Kars1 Adaptif Immiinite

T hiicre ve B hiicreleri IAV infeksiyonuna kars1 adaptif immiin cevapta anahtar rol
oynar. T hiicreleri baslica CD4* T ve CD8" T hiicreleri seklindedir. CD8" T hiicreleri
sitotoksik T lenfositlere (CTL) diferansiye olur, viral replikasyonu sinirlamak ve viriisle
infekte olmus hcreleri 6ldiirmek igin sitokinleri ve efektor molekilleri Uretirler. Bu

yuzden, T hicreleri viral infeksiyonun sinirlanmasi igin sarttir.
Humoral Immiin Cevap

B hucreleri influenza infeksiyonunda antikorlar reterek akut solunum yolu
infeksiyonlarinin daha hizli ve tam diizelmesi ile 6liim riskini azaltmasi ve gelecekte
olusacak infeksiyon iligkili morbidite ve mortaliteye karsi koruma agisindan 6nemlidir. B
lenfositlerin influenza infeksiyonunda ¢oklu etkisi oldugu gosterilmistir. Infeksiyon
alaninda yani solunum yolunda influenza infeksiyonuna cevap olarak dogal hucrelerin
benzeri B1 hicreler bolgesel lenf nodarina ulagmaktadir. Solunum yolu epitelinde
infeksiyona ikincil tretilen Tip I IFN etkisi ile infeksiyonun 2. guniinde mediastinel lenf
nodlarinda biriken B1 hiicreler IgM tipi antikorlar tiretmektedir. Bu antikorlar influenza
viriistinli baglayarak kompleman aktivasyonu yapabilmektedir ve eksikliginde influenza
virlisiiniin temizlenmesinin azaldig1 gosterilmistir (167, 168). Ayrica erken IgM {iretimi
tim antikor tiretimini diizenleyen ve hem dogal hem adaptif immiini cevabi potansiyel

olarak artiran bir etki yaratmaktadir (169).

Influenza infeksiyonunda B hiicre cevabi énemli 6l¢iide solunum yollarmin lokal
lenf nodlarinda gergeklesmektedir, dalakta ¢ok hafif bir aktivasyon gorilmektedir.

Infeksiyondan sonraki 1-2 giin igerisinde mediastinel lenf nodlarinda biiyiime olmaktadir.
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Influenza antijeni tasryan CD11b+ DH’ler bu lenf nodlarma gog eder ve burada CD4* ve
CD8+ T lenfositleri aktive etmektedir. Lenf nodlarinin biiyiimesinde B hiicrelerinden
uretilen vaskuiler endotelyal buyime faktéri A (VEGF-A) molekiiliiniin etkili oldugu

bildirilmistir. Lenf nodunda aktiflesen B hiicrelerinde Tip I IFN imzas1 gosterilmistir.

CD4* T hicreleri ve T hiicre-derive sitokinler tarafindan uyarilmasi sonucu B
hlcreleri aktive olmakta, antikor {iireten hiicrelere doniiserek koruyucu antikorlar
uretmektedir (170, 171). Bu antikor tretimleri erken ekstrafolikiler (EF) cevap veya daha
gee gelisen germinal merkez (GC) cevabi olarak goriilmektedir. Lenf nodunun
medullasinda hizli ve giiglii B hiicre proliferasyonu ile karakterize erken ekstrafolikiiler
cevap ile bu hiicreler kisa omiirlii olan ve IgM, IgA ve IgG salgilayan hiicrelere
farklilagsmaktdirlar (172). EF cevabi influenza infeksiyonun zirve donemi ve duzelme
donemi ile koreledir ve bu da hizli, giiclii ve erken gelisen humoral cevabin viriis
temizlenmesinde 6nemli rolii oldugunu gostermektedir (173). B lenfositlerin EF cevab1 T

hiicre yardimi ile veya T hiicre yardimi1 olmadan gelisebilmektedir.

Germinal merkez cevabi ise genellikle hastalik tablosu diizelmeden 6nce goriilmez
ve uzun Omiirli antikor iireten plazma hiicreleri ve hafiza B hiicreleri iireterek
immiinolojik hafiza olusmasina ve idame edilmesine olanak saglamaktadir (1, 169).
Ozellikle olusan hafiza B hiicreleri daha sonra influenza viriisii ile karsilasildiginda hizl

EF cevabi veya yeni GC cevabi olugmasi i¢in 6nemli bir rol sergilemektedir.

B lenfositleri infeksiyon alaninda tanidigi antijenler ile lenf nodlarma gelebilir
veya lenf nodunda antijen tasiyan subkapsiiler makrofajlar ile etkilesebilir veya lenf
nodunda cognate antjenleri tantyabilir. Farkli antijenle karsilagma yontemlerinin B hiicre

cevabinin kalitesi tizerine etkisi bilinmemektedir.

B hiicrelerin antijene 6zgu aktivasyonu sonucunda genetik yeniden programlanma
baglatilmaktadir; CCR7 artis1 ve CXCRS azalmasi yoluyla T:B sinirina dogru go¢ etmeleri
saglanmaktadir. Ayrica B hiicrelerinde CCL3 ve CCL4 salinmasi1 sonucunda aktive olmus
CCR5+ CD4" T hiicreleri ile etkilesim ve humoral immiinite de artis saglanmaktadir

(174).
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Influenza infeksiyonu hem influenza glikoproteinleri HA ve NA’ya hem de M ve
NP proteinlerine kars: antikorlarin sistemik olarak iiretilmesi ile sonuglanmaktadir. Ornek
olarak, HA-spesifik IgM, IgA ve IgG tipi imunoglobulinler, virlis inokulasyonunun 2.
haftasinda ortaya ¢ikmaktadir. Anti-NA antikorlari, Anti-HA antikorlarla es zamanlh
uretilmektedir (175). Antikor titrelerindeki zirve, infeksiyondan sonra 4-7 hafta igerisinde
gorulmekte ve stabil bir azalma goérilmektedir. Antikorlar, yeniden maruziyet olmasa bile
infeksiyondan yillar sonra hala tespit edilebilir seviyelerdedir. Anti-HA antikorlarinin
homolog viriisle hem hastalik hem de infeksiyona kars1 koruyucu oldugu bilinmektedir.
Notralizan antikorlarin indiiksiyonu as1 ile immiinizasyonun ana hedefidir. Serum HA-
inhibe eden tirelerin 1:40 ve lizerinde olmasi veya serum notralize edici titrelerin 1:8 ve
tizerinde olmasi infeksiyona karsi koruyucu olarak kabul edilmektedir. Antikorlarin

yiiksek seviyeleri yasl bireylerde tam koruma igin gereklidir (1).

Anti-HA antikorlarinin aksine, anti-NA antikorlar1 viriis infektivitesini notralize
edemez ama bunun yerine virsun infekte hiicrelerden salinimini etkili sekilde azalttigi
gosterilmistir (1, 176). Noraminidaz, huicresel-reseptor sialik asit rezidilerini parcalar ve
yeni olusan partikiiller bu bolgelere tutunmaktadir. Anti-NA antikorlar1 hastaliga karsi
koruyucudur ve viriis yayilmasinin (shedding) ve semptomlarin azalmasina neden
olmaktadir. Influenza A-M2 proteinine karsi olusan antikorlarin benzer etkileri oldugu
diistiniilmektedir, ancak genel olarak internal antijenlere kars1 gelisen antikorlar nétralize-
edici degildir, hizla kaybolur ve koruyucu immiinitede rol oynamamaktadirlar. IgA, Ust
solunum yolu mukoza epitelinden gecerek viral infeksiyonu nétralize etmeye ve viral
infeksiyonu temizlemeye c¢alismaktadir. 1gG’nin, primer olarak alt solunum yolunu

korumaktan sorumlu oldugu diisiiniilmektedir (177, 178).

Genelde bir virus ile infeksiyon gegiren ve viriisii temizleyen kisiler ayni viriise
kars1 immiin hale gelirler. Ancak, aktif temizlenmeye ragmen, influenza ile tekrarlayan
akut infeksiyon tablolar1 olugmaktadir. Bunun nedeni, influenza viriisiiniin gelistirdigi

antijenik degisikliklerdir.
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Hiicresel Iimmiin Cevap

Dendritik hicreler T lenfosit hiicre cevabini baslatmak ve devam ettirmek igin
merkezi bir goreve sahiptir (Sekil 2.3). Akcigerde yerlesmis dendritik hiicrelerin antijeni
taniy1p aktiflesmesi ve bolgesel lenf nodlarina gé¢ etmesinin ardindan antijeni major
histokompatibilite kompleksi (MHC) ile lenfositlere sunmaktadir (179, 180). Dendritik
hiicreler endojen antijenleri MHC | molekalleri ile CD8" T lenfositlere; ekzojen antijenleri
MHC 1l molekulleri yoluyla CD4" T lenfositlere sunmaktadir. Alternatif olarak, dendritik
hiicreler enfekte hiicrelerden alinarak kazanilan antijenleri sunabilir veya antijeni komsu
dendritik hiicrelere transfer edebilir ve sonra capraz-sunum diye bilinen bir CD8* T hiicre
cevabi baglatabilir (181) . Antijen sunumu ile aktive olan T hicreler efektor hiicre
fonksiyonu kazanarak akcigerdeki infeksiyon alanina go¢ etmekte ve burada antiviral

aktivitelerini sergilemektedir.

CD4* T lenfositler IAV infeksiyonuna kars1 adaptif immiin cevapta yer alan
énemli immn hicrelerdir. CD4" T lenfositler MHC simif 1I Uizerinde 12-16 amino asit
uzunlugundaki viral peptid yapilar1 taniyabilmektedir. Lenf nodunda aktif hale geldikten
sonra efektor hiicrelere farklilagir ve infeksiyon alanina gog¢ ederler. Bu hareket igin
CDO62L reseptorii azalir, CCR7 ifadeleri azalir ve CD44 ve CD49d ile gegcici siire CCRS
ifadeleri artar (182, 183).

CD4* T lenfositleri, IAV infeksiyonu sirasinda, uyaranlarina bagl olarak (DH’ler,
epitel hucreleri ve inflamatuar hiicrelerden sekrete edilen antijenler, es uyaran molekiiller
ve sitokinler) Thl hiicrelerine diferansiye olmaktadir (184, 185). CD4" T lenfositleri,
ayrica Th2, Th17, regulator T hiicreleri (Treg hiicreler), folikller helper T hiicreleri ve

oldurucu hicreler gibi hiicrelere diferansiye olmaktadir (186).

Thl hiicreleri tarafindan iiretilen IL-2 ve IFN-y, CD8" T lenfositlerin virls-
spesifik CD8" sitotoksik T lenfositlere farklilasmasini ve viral klerensi diizenlemektedir
(187). Thl efektor CD4+ T lenfositlerinden salinan antiviral sitokinler (IFN-y, TNF ve
IL-2) alveoler makrofajlart da aktive etmektedir (188). Farelerde influenza

infeksiyonunun gii¢lii bir Th1 cevabi indiikledigi ama infekte hayvanlarin akcigerinde Th2
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sitokinlerinin  (IL-4, IL-5, IL-6, IL-10) de bulundugu bildirilmistir. Koruyucu

immunitenin Th1 benzeri cevapla olustuguna dair kanitlar mevcuttur.

Influenza infeksiyonunda, CD4* yardimci T lenfositler anti-HA ve anti-NA
antikorlar1 olugmasi i¢in B lenfositlere CD4™ T lenfositlerde eksprese edilen ¢ok sayida
es-uyaran ligandlar B hiicre aktivasyonuna ve antikor iiretimine katki saglamaktadir (189).
Th2 hicreleri, antijen sunan hicreler ve IL-4 ve IL-13 ile virls-kokenli MHC simf |-
iliskili peptidleri baglayarak B hiicre cevabini artirmaktadir (190). CD4+ T lenfositleri
ortamdaki transkripsiyon faktorleri, TCR uyarilari, sitokin ve kemokinlerin varligi,

esuyaran molekiillerin sinyalleri altinda hafiza CD4+ hiicrelerine doniisiir.

Th17 ve Treg hicrelerin, IAV infeksiyonuna karsi hiicresel immiin cevabi

diizenledigi gosterilmistir (191).

CD8+ T lenfositler, antijen sunumun ardindan CD4" yardimci T lenfositlerin
yardimui ile Tip 1 IFN’lar, IFN-y, IL-2 ve IL-12 etkileri altinda sitotoksik T lenfostilere
(CTL) diferansiye olmaktadir (192, 193). CTL’lerin CCR7 ekspresyonunu azalir ve
CXCR3 ve CCR4 ekspresyonu artar ve bu sayede lenf nodlarindan influenza ile infekte

hiicrelerin 6ldiiriildiigi bolge olan akcigerlere gog etmektedirler.

CTL’ler, MHC I molekiilleri, tizerinde sunulan 8-11 amino asit uzunlugunda
korunmus viral (HA, internal M, NP, PB2) proteinlerin epitoplarin1 tanima kapasitesine
sahiptir ve influenza viriisleri arasindaki ¢apraz-reaksiyonda onemli rol oynamaktadir
(137, 194, 195). Infeksiyon alanma ulasan CTL, virls ile infekte hiicreleri hedefleyerek
perforin ve granzim (GrA ve GrB) molekillerini igeren sitotoksik grandlleri
olusturmaktadir. Perforin hedef hiicrelere, hiicre zar1 iizerinde por olusturmak iizere
baglanir, granzimlerin pasif difizyonunu hizlandirir ve apoptoz indiiklenir. GrA, protein
sentezinde yer alan viriis ve konak hiicre proteinlerinin kirilmasina neden olarak viriis
replikasyonunu smirlamaktadir (196, 197). Ek olarak, CTL’ler, TNF ailesi molekulleri
yoluyla infekte hiicre apoptozunu indukleyebilir. Bunun icin prototipler olan FAS ve
TNF-related apoptosis-ligand (TRAIL) molekdllerinin FAS-FASL veya TRAIL-TRAIL-

death receptor kompleksleri olusmakta ve hiicre apoptozu baslatilmaktadir (198).
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Viral infeksiyon sirasinda olusan hafiza CD8" T lenfositleri sekonder IAV
infeksiyonuna hizla cevap verebilmektedir (199). Notralize edici antikorlar, ayn1 IAV
serotipi ile sekonder infeksiyondan korurken, hafiza CTL’ler korunmus IAV

proteinlerindeki (NP, M1 ve PA gibi) epitoplar icin spesifiktir.

Calismalar IAV-spesifik CD8* T lenfositlerin murin modellerde 2 yil kadar
slirebildiklerini gdstemistir (200). Hafiza CD8" T hiicrelerinin sitotoksisitesi belirgin
sekilde azalmaktadir (201). Hafiza CD8" T hiicrelerinin olusmasinda otofajinin énemli bir
mekanizma oldugu diisiiniilmektedir, otofaji eksik ise IAV infeksiyonuna kars1 CD8* T
hiicre hafizas1 olusamadig1 gosterilmistir (202). Burun epitelindeki IAV-spesifik hafiza
CD8" T lenfositleri, virlisiin Ust solunum yolundan akcigere yayilimini, boylece akciger
hastaliginin gelisimini 6nlemektedir (203). Akcigerde yerlesik hafiza CD8" T hicreleri
heterolog IAV infeksiyonuna karsi savunma yapabilmektedir. Ek olarak, akcigerde
yerlesimli monositler IAV infeksiyonu sirasinda akcigerde yerlesimli CD8* T hiicrelerin

yerlesmesini desteklemektedir.

T lenfosit cevabimin insanlarda infeksiyondan sonraki 14. giin civarinda zirve
yaptig1 ve influenza-spesifik CTL seviyelerinin eriskinlerde viriis replikasyon siiresini ve
seviyesini azalttig1 gdsterilmistir. Infeksiyon sirasinda olusan hafiza CD8* T lenfositleri
yeni infeksiyon durumunda hastalik siddeti ve diizelmenin hizlanmasi konusunda rol

oynamaktadir.

Infeksiyon diizeldikten sonra, immiin hafiza olusur, ayni patojenle bir sonraki
infeksiyonda daha iyi kontrol saglanmaktadir (204). Hafiza, antijen-spesifik T hucreleri
ile saglanmaktadir. Bu hiicreler, naif T hiicrelere oranla es-uyaran sinyallere daha az
gereksinim duymakta ve antijenik yeniden uyarilmaya daha hizli cevap vermektedir (205).
Hafiza CD4 ve CD8+ T lenfosit alt gruplari merkezi hafiza (CD62L+ CCR7+), efektor
hafiza (CD62L-CCR7-) ve dokuda yerlesimli hafiza T hiicreleridir. Merkezi hafiza T
lenfositleri dalak, lenf nodu ve kan dolasimida bulunur. Efektor hafiza T lenfositleri dalak
ve lenf nodunda bulunur ancak gerektiginde periferik dokulara g0¢ edebilirler. Doku
yerlesimli hafiza T lenfositleri ise periferik dokularda bulunur ve go¢ etmezler. Ikincil

viral infeksiyon aninda ilk savunmayi saglarlar ancak zaman igerisinde hizla azalirlar.
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Merkezi hafiza ve efektor hafiza T lenfositleri ise sitokin iiretimi, ¢ogalma ve infeksiyon
alania go¢ edebilme yetenegine sahiptirler (203-204). Influenzaya spesifik CD8* hafiza
T hiicrelerinin, insan akcigerinde re-enfeksiyonuna karsi erken immiinolojik koruma igin
biriktigine dair kanmitlar vardir (206). Ilk influenza infeksiyonu sirasinda viriisiin
temizlenmesinde CD8" T lenfositleri énemli iken, aym viriisle yeniden infeksiyon
sirasinda hem CD4" hem de CD8" hafiza T lenfositleri infeksiyonun kontrolinde énemli
rol oynamaktadir (205, 207).
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Solunum yolu epitel hicreleri  jmmatiir Matiir Drene eden lenf nodu

e

Havayolu Iimeni interstisiyel aralik

Sekil 2.5. influenza viriis infeksiyonu sirasinda dogal ve adaptif immiin cevap

basamaklar1 (8 No’lu kaynaktan uyarlanmistir) .

2.6.3.Influenza Viriisiiniin Konak immiin Taramasindan Kacis1

Konak immiunitesinden saklanmak icin influenza virlsi bircok mekanizma
gelistirebilmektedir. IAV infeksiyonu ¢ok sayida antiviral molekiil ve ISG’lerin
ekspresyonunu indiikleyen IFN’larin ¢ok miktarda iiretilmesine yol agmaktadir. iFN’larin
gucli antiviral aktivitelerine ragmen, viriisiin IFN sinyalizasyonu baskilamas1 nedeniyle

tam olarak IAV infeksiyonununun kontrol edilemedigi diisiiniilmektedir.
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Major AV proteinlerinin antagonizmi

IAV HA yapisi, IFNAR ubikitinasyonu ve degredasyonunu hizlandirmakta, bu
sekilde IFNAR seviyeleri diismekte ve IFN ile uyarilmis antiviral proteinlerin
ekspresyonu baskilamaktadir (208). IAV HA yapisinda olusan degisiklikler. drnegin,
HIN2 susunun H9A ve HOB gibi iki ayr1 antijenik bolge olusturarak humoral
immuniteden kacabildigi gosterilmistir (209). Ayrica bir ¢alismada H5N1’in as1 ile
olusturulan immiiniteden kagmak i¢in, HA globuler basinda N-glikozilasyon alanlari
ekledigi gosterilmistir (210). IAV NA proteini, HA yapisinin NKp46, ve NKp44 dogal
sitotoksik reseptorleri tarafindan taninmasini bloke edebilmektedir ve bu sayede NKp46
aracili eliminasyonu Onler ve infekte hiicrelerin NK hiicreler tarafindan temizlenmesini

azaltabilmektedir.

Influenza A viriisiiniin NS1 yapis1 en 6nemli IFN antagonist proteinidir, bir cok
hedef tizerinde etkili olur ve konak IFN cevabini1 baskilamaktadir. NS1 protein TRIM25
aracili RIG-1 ubikitinasyonunu inhibe ederek, R1G-1 aktivasyonunu bloke edebilmektedir
(211). NS1, PKR uzerine de inhibitor etkiye sahiptir, bu sayede IFN Uretimi de inhibe
edilerek viriis replikasyonu artmaktadir. NS1 proteini hem NF-KB hem de JAK-STAT
sinyalizasyonunu bloke ederek downstream genlerin ekspresyonunu ve sonucta antiviral
etkinligi zayiflatmaktadir (212). NS1, STAT1, STAT2 ve STAT3 fosforilasyon
seviyelerini diisiirerek ve STAT2’nin niikleus igine girisini ve DNA sekansinda 1SG
promotor bélgelerine baglanmasimi engeller ve sonugta ISG ekspresyonu azalir (213,
214). NSI sadece dogal immiin cevap basamaklarini engellemez, DH’lerin
maturasyonunu ve T hiicre cevabii indiikleme kapasitelerini etkileyerek adaptif
immduniteyi de engellemektedir. NS1’in, hiicresel ¢ift sarmalli DNA’ya baglanarak, RNA
polimeraz Il (Pol 11) ile DNA’nim bir araya gelmesini engelledigi ve sonugta IFN ve I1SG

transkripsiyonunu bloke ettigi gosterilmistir (215).

PB1-F2 proteinlerinin de MAVS ile etkileserek, RLR-aracil1 IFN sinyal yolagina
kars1 durduklart gosterilmistir (216). PB2 proteininin, viral polimeraz kompleksinin bir
iiyesi oldugu ve IFN antagonizminde rol oynadifi gosterilmistir. PB2 de, PB1-F2
proteininin etkisine benzer sekilde, MAVS ile etkileserek konagin IFN antiviral
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cevabindan kagabilmektedir (217). Viral M2 proteininin, TLR yolaginin aktivasyonunu
inhibe ederek ve konak otofajisini bloke ederek IFN iiretimini inhibe ettigi &ne
strilmektedir (218).

2.6.4. Primer immun yetmezlikler ve influenza infeksiyonu

figing olarak daha énceden tanimlanmis, agir kombine immiin yetmezlik veya
agammaglobulinemi gibi agir immiin yetmezlikler dahil primer immiin yetmezlikli
¢ocuklarda agir influenza viriis infeksiyonlarina yatkinlik gériilmemistir (219, 220). T ve
B hiicrelerinin influenza virlis veya asisina karsi immiinite gelisiminde énemli olmakla
birlikte primer veya sekonder infeksiyonun kontroliinde kritik olmadig diisiiniilmektedir
(221).

GATA2 eksikliginin yol ag¢tifi MonoMAC sendromunda agir influenza
infeksiyonundan kaybedilen hastalar bildirilmistir. Bu sendromda birgok 16kosit alt
gruplarinda azalmanin yaninda plazmositoid dendritik hiicrelerde de (pDHler) azalma
gosterilmistir (222, 223). STAT1, IL1I0RB, TLR3 ve Myd88 eksikligi gibi tip I ve Tip 111
interferon metabolizmasinda bozukluklarm oldugu PIY ’lerde de agir influenza infeksiyon

sikliginda artma bildirilmemistir.

Ciancanelli ve arkadaglar1 tarafindan 2015 yilinda yayinlanan bir yazida 2.5
yasinda, daha onceden saglikli olan bir ¢ocukta, agir influenza infeksiyonunun nedeni
arastirtlmistir. TUm genom analizi ve Sanger analizleri sonucunda IRF7 geninde iki
kompound  heterozigot  mutasyon  saptanmustir-  p.Phe410Val(F410V) ve
p-GIn421X(Q421X) cocugun her iki ebeveyn tek mutant alel i¢in heterozigot
bulunmustur. Her iki mutasyon da fonksiyon kaybi (loss of function) mutasyonu idi.
IRF7, viriislere yanit olarak Tip I ve III interferon cevabini artiran bir transkripsiyon
faktoridir. Bu mutasyonlarin varliginda IAV infeksiyonu sirasinda fibroblastlarda IFN 1,
pDH’lerde Tip I ve III IFN iiretiminin bozuldugu ve IAV replikasyonunun arttig
gosterilmistir. Yine IRF7 mutasyonu varliginda hava yolu epitel hiicrelerinde de IFN
Uretimindeki azalmaya bagli influenza virus yayiliminin hizli ve fazla oldugu
gosterilmistir (3). Bu sayede insanlarda ilk defa bir genetik defektin agir influenza virus

infeksiyonuna yakinlik yarattigi gosterilmistir. Bu tanimlamanin ardindan IRF7
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mutasyonu Primer Immiin Yetmezlikler siniflamast igerisinde yerini almistir (224). Ancak
diger IFN iiretiminin bozuldugu PIiY’lerin neden influenza infeksiyonuna yatkinlik
yaratmadig1 veya infeksiyonun siddetine pDH’ler veya akcigerdeki hiicrelerin tam olarak

ne diizeyde katki yaptig1 tam olarak anlasilamamis konulardir.

Yakin zamanda Hernandez ve arkadaslar1 da agir influenza infeksiyonu olan 5
yasinda hastada otozomal resesif homozigot IRF9 eksikliginin de influenza infeksiyonuna
yatkmlik yarattigini tanimlamustir. IRF9 eksikliginin IFN cevabinin azalmasindan daha

ziyade IFN’a olan yanitta bir bozukluga yol agt11 one siiriilmiistiir (225).

A B FA10V Q421X
F410V /WT WT/ Q421X llN - PP
I DBD I CAD | VAD | D L §|SRDI
P 1 151 246 305 468 50
F410V/Q421X
c %ol D HAIRF7: empty  WT  F410V Q421X
8004 33 :E:g Ls"ev Q@QZ\(\Q)\%@ FLAGTBK1: - + - + - + +
70041 =3 IFNA4 UI IRF7 [ P-IRFT . -
6004 B 1FNA4 sev o
=1 IFNA6 UI
5001 mmm 1FNAs Sev ———
HA IRF7

| —

reporter fold induction

TBK1 {-.—.-—.—-‘

GAPDH c—

empty WT F410Vv Q421X

Sekil 2.6. Ciancinelli ve arkadaglar1 tarafindan tanimlanan compund heterozigot

IRF7 gen mutasyonu (2 No’lu kaynaktan uyarlanmustir).

2.6.5. Influenza Viris Infeksiyonu Sonrasi Bakteriyel Pnémoni Gelisme

Mekanizmalari

Influenza infeksiyonu sonrast en sik goriilen komplikasyon bakteriyel
pnomonilerdir. Tipik olarak viral infeksiyondan sonraki 7-10 gunden sonra bakteriyel
pnémoni gorilebilmektedir. IAV sonrasi bakteri siiperinfeksiyonuna yatkinlik olarak

bircok mekanizma tizerinde durulmustur (Sekil 2.7).
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Ozellikle viral ifeksiyonun 6-7. gunlerinde bakteri infeksiyonu varhiginda
akcigerde yogun notrofil birikimi goriilmektedir. Ancak fonksiyonel olarak yetersiz olan
cok sayida notrofil hem bakteri temizlenmesini saglayamamakta, hem de akciger
dokusuna, muhtemelen nétrofil ekstaseliiler tuzaklar (NET) olusturma yoluya, zarar

vermektedir (165, 226).

Diger onemli bir fagositer hiicre olan alveoler makrofajlarin sayisi da influenza
infeksiyonu sonrasi azalmaktadir ve say1 yetersizligi nedeniyle 6zellikle infeksiyonun 7.
giinlinde akcigerdeki bakteriler temizlenememektedir (227). Ayrica farkli ¢alismalarda,
influenza virus infeksiyonu ile tip II interferon sinyalinin artmasi sonucu makrofajlar
uzerinde scavenger reseptorit MARCO sunumunun azaldigi, reaktif oksijen radikallerinin
iretilmesinde bozulma oldugu, antimikrobiyal peptid tiretiminin bozuldugu gdsterilmistir
ve bu mekanizmalarin alveoler makrofajlarin bakteri 6ldiirme kapasitelerini azalttig1 ve

pnoémoni gelisimine katki sagladig: diistiniilmektedir (228, 229).

Influenza viriis infeksiyonuna yanit olarak olusan Tip | IFN yanit1 notrofillerin
toplanmasini ve/veya bakterisidal kapasitelerini olumsuz etkileyebilir (230, 231). Tip |
IFN sinyali, IL-23, IL-1B, ve tip 17 immiin regiilator sitokinlerin Uretilmesini inhibe

ederek T-hiicre aracili immiin cevabi olumsuz etkileyebilir (232, 233).

T hiicrelerin influenza infeksiyonu sonrasi olusan tip 1 cevabi, IL-12 (retimi ve
IFN-y {retiminin artmasi seklindedir. Yapilan caligmalarda antiviral Thl sitokin
cevabinin IFN-y iretimi ve TNF- o azalmasi yoluyla bakteriyel infeksiyona yatkinlik
olusturdugunu gostermektedir (228, 234). Tip 2 sitokin cevabinda yer alan IL-13
seviyelerinde artis erken influenza infeksiyonu déneminde bakteri infeksiyonlarina karsi
koruyucu iken 7.glin civart IL-13 seviyelerinin diismesi ve anti-inflamatuar 1L-10
seviyelerinin artmasi siiperinfeksiyona yatkinlik yaratmaktadir (226, 235). Th 17 tipi
sitokin yanitinin IL-17 ve IL-22 ile fagositer hiicrelerin toplanmasi ve antimikrobiyal
peptitlerin retimine yol acarak bakterilerin temizlenmesini saglamaktadir (229, 233).
Ancak influenza virlis infeksiyonu sonrasi CD4" ve yd T hiicrelerinden bakteri
infeksiyonu sirasindaki IL-17 {iretimi baskilanmistir ve bu sekilde slperinfeksiyona
yatkinlik olusur (236).
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Tip 2 innate lenfoid hiicrelerin (ILC2) 1L-13 Uretimi yoluyla superinfeksiyondan

koruyucu rolii oldugu 6ne siiriilmektedir.

Influenza virlis infeksiyonu sonras1 bakteri infeksiyonuna yatkinlik yaratan bir
diger mekanizma, solunum yolu epitelinde hasara yol agarak bakterilerin tutunmasina
olanak saglamasidir. Viriisiin néraminidaz yapist solunum yolu epitelindeki sialik asit
rezidiilerini parcalar ve Ozellikle pndmokoklarin tutunmasimi saglar. Bunun yaninda
influenza infeksiyonundan sonra 2-6 hafta kadar siiren, makrofajlarin Toll-Like reseptor
ligandlarinda desensitizasyon oldugu ve bu nedenle nétrofil ve makrofaj

kemoatraktanlarinin daha az tiretildigi gosterilmistir (237).

Sonug olarak influenza infeksiyonu hem dogal hem adaptif immmiin cevapta yol

actig1 degisikliklerle bakteriyel sliperinfeksiyona yatkinlik yaratmaktadir.
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Sekil 2.7. Influenza infeksiyonu sonrasinda bakteriyel pndmoniye yatkinligin

gelisme mekanizmalari (226 No’lu kaynaktan uyarlanmistir).
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2.6.  Solunum YetmezIligi

Tanim olarak SY solunum sisteminin oksijen ve/veya karbondioksit gaz alis-
verisini saglayamayacak sekilde bozulmasi ile karakterize bir sendromdur (238). Yeni bir
hastalik baslangici ile saatler ya da giinler iginde gelisirse akut SY, altta yatan hastaligin
ilerlemesine bagli olarak aylar veya yillar iginde gelisirse kronik SY olarak tanimlanabilir.

Kronik solunum yetmezIligi hastalarinda akut kotiilesmeler goriilebilir.

Pulmoner ya da non-pulmoner hastaliklar solunum mekanigini etkileyerek
solunum yetmezligine neden olmaktadir. Burada altta yatan hastalik tedavi edilirken
oksijen destek tedavi verilerek doku oksijenizasyonu saglanmalidir. Oksijen destek
tedavinin yetersiz oldugu diisliniilen solunum sikintis1 olan hastalarda mekanik
ventilasyon maske yardimi ile noninvaziv ya da endotrakeal tiip/trakeostomi kaniilii ile
invaziv olarak uygulanabilir. Solunum yetmezliginin monitdrizasyonu iyi yapilmali, kritik

hasta hizla kotiileserek solunum arresti olabilir.

Akut solunum yetmezIligi klinik olarak hipoksemik ve hiperkapnik solunum

yetmezligi olarak tanimlansa da fizyopatolojik olarak 4 grupta incelenmektedir.
Hipoksemik (Tip I) SY’de arter kan gazinda parsiyel oksijen basinci (PaO )<60
2
mmHg iken normal ya da diisiik parsiyel karbondioksit basinci (PaCOZ) 1zlenmektedir.

Kardiyak ve pulmoner hastaliklarda siklikla Tip I solunum yetmezIligi gelismektedir.
Arteriyel oksijen parsiyel basincinin (PaO2) 80 mmHg’ nin altinda olmasina hipoksemi
denilirken 60 mm Hg’nin altinda olmasina hipoksemik solunum yetmezligi denilmektedir.

Ornegin: 30 yasinda pndmoni hastasi Pa02:70 mmHg ise hipoksemiktir, ancak

hipoksemik solunum yetmezligi yoktur. Hipokseminin derecelendirilmesi yapilabilir;

Hafif hipoksemi: 60 mmHg < PaO <80 mmHg
2

Orta hipoksemi: 40 mmHg < PaO <60 mmHg
2

Tleri hipoksemi: PaO < 40 mmHg
2



53

Doku oksijenizasyonu i¢in hedef; PaO2: 60 mmHg ve SaO2: %90 olmalidir. Bu

degerlerin altinda doku oksijenizasyonu bozulmaktadir.
Hiperkapnik (Tip II) SY’de arter kan gazinda PaCO >45 mmHg iken hasta oda
2

havasi solurken hipoksemi genellikle eslik etmektedir. Kronik SY’de hastanin bazal

PaCOzdegerinde 5 mm Hg artis olmas1 anlamlidir. Hipoventilasyon, fizyolojik 6lii bosluk

solunumunda artma, V/Q dengesizligi ve karbondioksit {iretiminde artmaya bagh
geligebilir. Buradaki en Onemli mekanizma yukarida da bahsedildigi gibi

hipoventilasyondur.
Oksijen tedavisi

Oksijen destek tedavisinde, yiiksek ve diisitk akimli sistemler kullanilmaktadir.
Solunum yemezliginin tedavisinde invaziv ve noninvaziv mekanik ventilasyon
kullanilmaktadir (239). Yiiksek ve diisiik akimli sistemler, hastane oksijenini akim
saglayan hazneli bir sistemle alirken mekanik ventilatorler direkt jaki ile hastanenin
merkezi oksijen sistemine baglanmaktadir. Normalde oda havasinda FiO2 %21 dir.
Hastaya sunulan FiO2 hastanin pik inspiratuvar akim hizi, oksijeni sunan sistem (oksijen
konsantratorii, tlip ya da merkezi hastane oksijeni), maske 6zellikleri ve hastanin solunum

paternine gore degismektedir.

Ozetle, influenza infeksiyonu yaygin goriilen ve risk altindaki bireylerde 6liime
yol acabilen bir infeksiyondur. Infeksiyon ve komplikasyonlarma yatkinlik yaratacak
geleneksel risklerin yaninda ilk olarak bir ¢ocuk hastada IRF7 eksikligi ile seyreden
primer immun yetmezlik tanimlandi. Bu ¢alisma ile agir influenza virus infeksiyonu
gelisen erigkin hastalarda lenfosit alt gruplarinin dagilimin tespit etmeyi ve IRF7 gen

mutasyonu varliginin arastirilmasini amagladik.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Olgularin Segimi ve Arastirmaya Dahil Edilmesi

Bu arastirmaya Kasim 2016- Mart 2017 ve Kasim 2017-Mart 2018 yillar1 grip
sezonlarmnda Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Eriskin Hastanesi I¢ Hastaliklart
Servislerinde influenza virus infeksiyonu olan ve solunum yetmezligi eslik eden 32 hasta

dahil edilmistir.

¢ Hastaliklar1 servisleri, Yogun Bakim Uniteleri ve Akut Bakim servisinde
yatmakta olan hastalardan, influenza siiphesiyle Merkez Laboratuvarina gonderilen
solunum yolu 6rneklerinde viral panel bakilan ve influenza A veya B antijeni pozitif gelen
hastalar tespit edilmistir. Agir influenza virus infeksiyon tablosu olarak solunum
yetmezligi olan hastalar hedeflenmistir. Bu hastalardan, bagvurularinda veya infeksiyon
doneminde solunum yetmezligi olan hastalar arastirmaya davet edilmistir. Solunum
yetmezligi varligi (tip 1 veya tip 2 solunum yetmezligi) hastalarin arter kan gazi sonucuna
gbre veya solunum destegi ihtiyacina gore belirlenmistir. Entiibe olan veya baska nedenle
bilinci kapali olan veya iletisim kurulamayan hastalarin yakinlarina arastirma ile ilgili
bilgi verilmis ve gonillii olur formunu imzalayan ve arastirmaya katilmay1 kabul edilen
hastalar dahil edilmistir. Arastirmaya 18 yas ve lizerindeki hastalar dahil edilmistir. Aktif
kanser hastali1 olan ve/veya kemoterapi veya radyoterapi altindaki hastalar ¢alismaya

dahil edilmemistir.

Aragtirmaya dahil edilen hastalara demografik bilgilerini ve tibbi bilgilerini igeren
“olgu formlar1” doldurulmustur. Hastalarin mevcut kronik hastaliklari, almakta oldugu
tedaviler, immun sistemi baskilayici ilag kullanip kullanmadiklari, kullaniyorlarsa dozlari
ve kullanim stireleri, hastaneye bagvuru semptomlari (nefes darligi, ates, 6kstiriik, balgam)
ve basvuru anindaki klinik tablolari, uygulanan solunum destegi gesitleri (nasal oksijen,
invaziv olmayan mekanik ventilasyon, invaziv mekanik ventilasyon), bagvuru anindaki
akciger grafisi (pnémonik infiltrasyon varligi), infeksiyona yonelik uygulanan tedaviler
(antiviral, antibiyotik), yogun bakim ihtiyacinin olup olmamasi, yatis siireleri ve hastane

stirecinin (6liim, sifa ile taburculuk) nasil sonu¢landig1 kaydedilmistir.
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IRF7 gen mutasyonu aranmasi ve T ve B lenfosit alt gruplarinin analizi amaciyla

DNA eldesi ve akim sitometri dl¢timleri icin EDTA’l1 tiipe 3 cc. kan alinmustir.

Akim sitometri ile lenfosit alt grup analizleri ayn1 giin igerisinde
gerceklestirilmistir. IRF7 gen analizi igin DNA izolasyonu yapilarak 6rnekler -20°de

dondurularak saklanmistir.
3.2. Laboratuvar Calismalari

Bu arastirmada, laboratuvar ¢alismalar1 Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi,
Cocuk Sagligi ve Hastaliklari Anabilim Dali, Cocuk Immiinoloji Bilim Dali

Laboratuvarlarinda ve buradaki cihazlar kullanilarak gerceklestirilmistir.
3.2.1. Olgu DNA’larinin Eldesi ve IRF7 Gen Analizi
DNA izolasyonu

EDTA’l tiipler i¢inde bulunan hasta ve kontrollere ait kan oOrneklerinden,
QIAGEN BioRobot EZ1 cihazinda QIAGEN EZ1 DNA Blood 200uL Kit kullanilarak
DNA izole edildi. Kit protokoliine uygun olarak 2 ml’lik ependorf tiipleri i¢cine 200 pL
kan pipetlendi. Pipetlemeden 6nce kan ornekleri homojenize edildi. Uygun EZ1 Kan
kartuglari, Biorobot EZ1 kartus yuvalarma yerlestirildi. 1,5 ml’lik DNA eliisyon tiipleri
ve filtreli u¢larin koyuldugu ug tutucular Biorobot EZ1 cihazinda bulunan yerlere uygun
bir sekilde yerlestirildi. Biorobot EZ1 cihazi ¢alistirilarak “Protocols” meniisiinden uygun
protokol secilerek “START” tusuna basildi. Otomatik piirifikasyon islemi yaklagik 17-23
dakika sirdi. Pirifiye genomik DNA'y1 igeren eliisyon tiipleri, RT-gPCR calismasi
yapilana kadar -20°C’de saklandi.

PCR Protokolt

Her bir 6rnek tiipii i¢in 1 pul DNA 6rnegi (1/10 sulandirilarak alindi), 1 pl ileri
primer (10 pmol), 1 pl geri primer (10 pmol), 2,5 pl buffer, 2.5 pl 25 mM MgClz, 0.2 ul
konsantrasyon 2 mM olacak sekilde dATP, dGTP, dCTP, dTTP karisimi1 (Fermentas,
Litvanya), 0.3 ul Taqg DNA Polimeraz (Fermentas, Litvanya) koyuldu. Son hacim 20 ul’ye
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ddH20 ile tamamlanarak polimeraz zincir reaksiyonu gerceklestirildi. PCR protokolu

asagida belirtilmistir.

Tablo 3.1. PCR protokolu.

Reaksiyon Sicakhik (°C) Sdre, Dongu
Asamasi Sayisi

[k Denatiirasyon 95 10 dakika 1

Denatiirasyon 95 15 saniye

Baglanma Primere gbore TM 1 dakika 35
(Anneling) degisir

Uzama (Extension) 72 30 saniye

Son Uzama 72 5dak 1

Sogutma 4 sonsuz —

Agaroz Jel Elektroforezi

Agaroz, kirmizi alg cinsleri olan Gelidium ve Gracilaria’dan izole edilen dogrusal
bir polisakkarittir. Agaroz sicak suda ¢ozilindiiriiliip sogutuldugu zaman, polimerizasyon
ile karsilikl1 hidrojen baglarinin olusumu sonucunda jel yapisina doniisiir. Bu olusum geri
dontigimliidiir. %2°1ik jel hazirlamak i¢in 2 gr agaroz (Lonza, Rockland, USA) ve 100 ml
Tris Borik EDTA (TBE) tamponu (Dr. Zeydanli Hayat Bilimleri, Tlrkiye) igerisinde 3
dakika mikrodalga firinda kaynatma yolu ile ¢0ztndurildi. Agaroz jel, Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (PCR) sonuglarin1 goriintiilleme amaciyla kullanildi. Hazirlanan agaroz jele
yuklenen ornekler elektriksel alanda belirli bir siire boyunca boyutlarina ve molekiiler

agirliklarina gore ayristirildi.
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Dizi Analizi Protokolu

IRF7 gen analizi, tek gen analizinde altin standart olan Sanger dizi analizi yontemi
ile yapildi. Her 6rnek icin 4 pl BigDye (AB Austin TX 78744,USA), 3.3 pmol uygun
primer (ileri veya geri), 1 pl PCR iirlnii, 14 pl ddH2O 0.2’lik steril tiiplere eklenerek
belirtilen protokole gore ABI Prism (9700) Termal Cycler amplifiye edildi. Dizi analizi
reaksiyonu i¢in PCR protokolu Tablo 3.2°de belirtilmistir.

Tablo 3.2. Dizi Analizi PCR Protokoli

Reaksiyon Sicaklik (°C) Siire Dongii Sayisi
Asamasi

Denatiirasyon 96 10 saniye

Baglanma 50 5 saniye 25
(Anneling)

Uzama (Extension) 60 4 dakika

Sogutma 4 sonsuz —

Purifikasyon Protokol

. 240 pl sekans baglama tamponu 5-20 pl sekans reaksiyonu iizerine
eklendi.

. Zymo-Spin™ [B kolonlar1 toplama tiiplerine yerlestirildi.

o 13.000 rpm’de (15,000 — 16,000 x g) 30 saniye santrif(j edildi.

o 300 pl sekans yikama tamponu kolonlara eklendi. 13.000 rpm’de (15,000
—16,000 x g) 30 saniye santrifiij edildi. Kolon filtrelerinin {izerine 20 pl distile su eklendi.

o Kolonlar 1,5 mI’lik mikrosantrifiij tiiplerine yerlestirildi ve 13.000 rpm’de
(15,000 -16,000 x g) 15 saniye santriftj edildi. Elde edilen purifiye 6rnekler analiz edilene

kadar karanlik ortamda tutuldu.
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Dizi Analizi Yapilan Orneklerin Piirifikasyonu

Dizi analizi PCR’1 biten 6rnekler ZymoResearch ticari kiti kullanilarak purifiye
edildi ve analizi i¢cin ABI 3130 dizi analizi cihazina 1 pl piirifiye 6rnek, 20 ul dH.O

eklenerek yiklendi.

IRF7 Geni Mutasyon Taramasi

Muhtemel IRF7 gen mutasyonu oldugu diisiiniilen hastalardan elde edilen DNA
orneklerinde uygun primerler (Tablo 3.3) kullanilarak IRF7 genindeki gorilebilecek

mutasyonlarin varligi arastirilmigtir. IRF7 geninin 9 ekzonu bulunmaktadir.
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Tablo 3.3. IRF7 geni icin tasarlanan primer dizileri.

EXON Forward primer Reverse primer Sekans
No boyutu
1 gcccttacctcccctgttat ggggacagaacacgtgtg 421
2 gcacacgtgttctgtccc tgacccagagaatgttcccc 420
3 cctgcecccattctctctcag gggaaaagtcagggtgaacy 217
4 tgcttacgttcaccctgact attctccagctccccaatce 422
5 ggattggggagctggagaat ccectctcacCTGTCGTTAG 248
6 agggagaggctagggatgag ccttcctgggatgcactca 286
7-1 cactcacagcttggtctcca AGCAGTTCCTCCGTGTAGC | 309
7-2 GAGCTCCCGGACCAGAAG | tetgctgagtacctggcea 358
8 TCTTCCAAGGtcagtgaggc agtgacccggtgtatggc 495
9 gccatacaccgggtcact gttcagcctggacccaattc 504

3.2.2. Akim Sitometri

Olgularda EDTA’I1 tiiplere 3 cc kan toplandi. 5 mI’lik polistren kapaksiz tiiplerin
icine 1 ml kan ve 4 ml PBS (phosphate buffered saline) pipetlendi. Tiiplerin agz1 parafilm
ile kapatildi. Dakikada 2000 devirde (round per minure/RPM) 10 dakika santrifiij edildi.
Stipernatan atildi. B hlcre alt gruplari igin 2 farkli 5 m1’lik polistren kapaksiz tiip igine
100’er uL PBS ile yikanmis kan pipetlendi. B hiicre alt gruplari i¢in 1. tupe; PerCP-isaretli
anti-CD19, APC-isaretli anti-CD27, PE-isaretli anti-lgM ve FITC-isaretli anti-lgD
monoklonal antikorlarindan 10’ar pL, 2. tiipe; APC-isaretli anti-CD21, FITC-isaretli anti-
CD38, PerCP-isaretli anti-CD19 ve PE-isaretli anti-IgM monoklonal antikorlarindan
10’ar pL pipetlendi. Vorteks ile kisa siire karigtirildi ve 20-25 dakika oda 1sisinda
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karanlikta bekletildi. Daha sonra her bir tipe 1000 uL BD-Lysing Solution eklendi.
Vorteks ile kisa siire karistirildi ve 8-10 dakika oda 1sisinda karanlikta bekletildi. Biitiin
tiipler 1300 RPM’de 5 dakika santrifiij edildi. Siipernatan atildi. Biitiin tiiplere 1000 pL
PBS eklendi. Dakikada 1050 devirde 5 dakika santrifiij edildi. Siipernatan atild1. Biitiin
tiiplere 1000 uL. PBS eklendi. Vorteks ile kisa siire karistirildi. Applied Biosystems™
Attune™ Acoustic Focusing Cytometer cihazi ile degerlendirildi. Graniilaritelerine ve
biytkliiklerine gore lenfoid hiicreler se¢ildi. Segilen hiicrelerin arasindan CD19" olanlar
secildi. Ardindan CD27 ve IgD ifadelerine gore naif B hiicreler R3 kapisindan, marjinal
zon benzeri B hiicreler R4 kapisindan, izotip doniisiimii yapmis hafiza B hiicreler RS
kapisindan, aktif B hicreler R6 kapisindan secildi. IgD ve CD38 ifadelerine gore R7
kapisindan transisyonel B hiicreler ve R8 kapisindan plazmablastlar sec¢ildi. Secilen

hiicrelerin yiizey belirtegleri asagidaki gibidir;
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Tablo 3.4. B hiicre alt gruplarinin yiizey belirtecleri.

B hiicre altgruplar
Naif B hiicre CD19* CD27 IgD*
Marjinal bolge B hiicre CD19* CD27* IgD*
Izotip déniisiimii yapmis hafiza B CD19* CD27" IgD

hicre
Transisyonel B hicre CD19" IgD*CD27- CD38""
Aktif B hiicre CD19* CD21"°" CD38""
Plazmablast CD19"% CD21"

T lenfositlerin segilmesi:

Olgulardan EDTA’1 tiipe 3 cc kan alindi. 5 mI’lik polistren kapaksiz tiiplerin igine
1 ml kan ve 4 ml PBS (phosphate buffered saline) pipetlendi. Tiiplerin agz1 parafilm ile
kapatildi. Dakikada 2000 devirde (round per minure/RPM) 10 dakika santrifuj edildi.
Stipernatan atildi. T hiicre alt gruplari i¢in 2 farkli 5 mI’lik polistren kapaksiz tiip i¢ine
100’er uL PBS ile yikanmis kan pipetlendi. T hiicre alt gruplar i¢in 1. tlipe; uygun
boyalar: igeren anti-CD4, anti-CCR7, anti-CR45RA 10’ar uL, 2. tiipe; anti-CD8, anti-
CCR7, anti-CR45RA monoklonal antikorlarindan 10’ar puL pipetlendi. Vorteks ile kisa
stire karigtirild1 ve 20-25 dakika oda 1s1sinda karanlikta bekletildi. Daha sonra her bir tiipe
1000 pL BD-Lysing Solution eklendi. Vorteks ile kisa siire karistirildi ve 8-10 dakika oda
1sisinda karanlikta bekletildi. Biitiin tiipler 1300 RPM’de 5 dakika santrifiij edildi.
Stipernatan atildi. Biitiin tiiplere 1000 uLL PBS eklendi. Dakikada 1050 devirde 5 dakika
santrifiij edildi. Stipernatan atildi. Biitiin tiiplere 1000 uL. PBS eklendi. Vorteks ile kisa
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stire karigtirildi. Applied Biosystems™ Attune™ Acoustic Focusing Cytometer cihazi ile
degerlendirildi. Graniilaritelerine ve biiytikliiklerine gore lenfoid hiicreler secildi. Segilen
hiicrelerin arasindan CD4" olanlar segildi. Ardindan CCR7 ve CD45RA ifadelerine gore
naif T hiicreler R3 kapisindan, Merkezi (santral) hafiza yardimci T hiicreler R4
kapisindan, Effektor hafiza yardimci T hiicre RS kapisindan, Temra yardimer T hiicreler
R6 kapisindan segildi. ikinci tupteki CD8* hiicreler secildi ve CCR7 ve CD45RA
ifadelerine gore naif T hiicreler R3 kapisindan, merkezi hafiza sitotoksik T hilcreler R4
kapisindan, effektér hafiza sitotoksik T hicreler RS5 kapisindan, Temra Sitotoksik T

hiicreler R6 kapisindan secildi. Secilen hiicrelerin yiizey belirtegleri asagidaki gibidir;

Tablo 3.5. T hiicre alt gruplarinin yiizey belirtecleri.

CDA4+T lenfosit CD4*

Naif yardimer T hiicre CD4"CCR7'CD45RA"
Merkezi hafiza yardimer T hiicre CD4"CCR7'CD45RA
Effektor hafiza yardimer T hiicre CD4"CCR7 CD45RA"
Temra yardimer T hiicre CD4*CCR7-CD45RA"
CD8+T lenfosit CD8*

Naif sitotoksik T hucre CD8" CCR7'CD45RA"
Merkezi hafiza sitotoksik T hiicre CD8" CCR7'CD45RA"
Effektor hafiza sitotoksik T hiicre CD8* CCR7"CD45RA"
Temra sitotoksik T hiicre CD8" CCR7'CD45RA"
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Degerlendirme ve Istatistiksel Analiz

Istatistiksel degerlendirmeler SPSS 20.0 programi kullanilarak (SPSS Inc.,
Chicago, Illionis) yapildi. Tanimlayici istatistikler kullanildi. Niimerik degerler ortanca

(minimum-maksimum), kategorik degerler say1 ve ylizde seklinde ifade edildi.
Etik Kurul izni

Calisma Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu GO 17/114 karar
numarali etik kurul izni ile gerceklestirildi ve Hacettepe Universitesi Bilimsel
Arastirmalar Birimi tarafindan 05.10.2017 tarihinde THD-2017-14742 numarali proje
olarak desteklendi.
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4. BULGULAR

Kasim 2016- Mart 2017 ve Kasim 2017-Mart 2018 yillar1 influenza sezonlarinda,
influenza infeksiyonuna bagl solunum yetmezligi nedeniyle Hacettepe Universitesi I¢

Hastaliklar1 Ana Bilim Dal1 servislerinde izlenen 32 hasta ¢alismaya dahil edildi.
4.1. Olgularin Demografik ve Klinik Ozellikleri

Hastalarin median yas1 67 (26-96) yil idi ve 21'1 kadindi; 13'i yogun bakim
unitesinde izlendi; 5 hastaya invaziv, 13 hastaya non-invaziv mekanik ventilasyon
uygulandi. Median yatis siiresi 11.5 (4-56) gindi ve 3 hasta exitus oldu (Tablo 4.1).
Hastalarin 29’unda en az bir kronik medikal hastalik bulunmaktaydi. En sik eslik eden
hastaliklar KOAH (13/32, %90.7), kalp hastaliklar1 (kalp yetmezligi ve koroner arter
hastalig1) (12/32), astim (7/32) ve Diabetes mellitus (7/32) idi. Bilinen kronik hastalig1
olmayan bir hasta hastane yatist sirasinda kolon adenokarsinoma tanist aldi. Hastalarin

ayritili klinik 6zellikleri Tablo 4.2°de verilmistir.

Hastalarda influenza virus infeksiyonu solunum yolundan alinan 6rneklerde viral
PCR bakilarak tespit edilmistir. Arastirmaya dahil edilen olgularin hepsinde IAV saptandi
(Tablo 4.2). iki olguda IAV ve IBV birlikte gériiliirken, 1 olguda 1AV, IBV ve RSV
birlikteligi, 1 olguda IAV ve RSV birligi, bir olguda IAV ve Parainfluenza, bir olguda
IAV ve Bocaviriis, 1 hastada IAV ve rhinoviriis birlikteligi gozlendi. 4 hastada
FIUAH1pdmOQ9 susu, diger hastalarda H3 susu gozlendi.

Olgularin en sik hastane basvuru sikayeti nefes darligi idi ve 31 olguda basvuru
aninda mevcuttu. Hastaneye bagvuru sirasinda 15/32 hastada ates eslik eden sikayet iken,
okstrik ve/veya balgam olgularin 19’unda mevcuttu (Tablo 4.2). Ug¢ hastada basvuru

aninda veya kisa siire sonrasinda kardiyopulmoner arrest mevcut idi.

Basvuru ve ilk yatis anmindaki klinik tanilarin dagilimi; pnémoni (21/32),
dekompanse kalp yetmezligi (6/32), KOAH alevlenme (5/32) ve astim atagi (2/32)
seklindeydi. Bunlarin digsinda genel durum bozuklugu, akut gelisen hipoksi, ishal,
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kardiyopulmoner arrest de basvuru anindaki klinik tablolar arasinda goriildii. Hastalarin
tiimiine antiviral tedavi olarak oseltamivir, 4 hasta disinda tiim hastalara antibakteriyel

tedavi olarak genis spektrumlu antibiyotik baslandig1 goriildii.

Hastalarin akut faz cevabina bakildiginda, en sik rastlanan bulgu c-reaktif protein
yiiksekligi idi; 28 (%87.5) hastada yiiksek (>0.5) saptanirken, eritrosit sedimentasyon hizi
13 (%40.6) hastada yiiksek (>20 mm/st) saptandi. Lokositoz sadece 5 hastada dikkati
ceken bulguydu. Nétropeni (<1500/mmd) olgularm hicbirinde yok iken olgularm 18’inde
lenfosit sayis1 1500/mm®’iin altinda idi. Akciger grafisinde veya akciger tomografisi ile
infiltrasyon saptanan hasta sayis1 23 (%71.8) idi. Hastalarin 10 tanesinde akut bobrek
yetmezligi (Glomeruler filtrasyon hiz1<60 ml/dk/1.73 m?) tablosu mevcut iken sadece 2

hastada akut karaciger hasar1 mevcut idi.

Olgularin 22’sinde solunum yolu 6rneklerinden kiiltiir gonderilmis oldugu tespit
edildi. Bu 22 olgunun 11’inde bir mikroorganizma iiredigi goriildii. Ug olguda Candida
tarleri, 2 olguda Enteobacter tirleri, 2 olguda Pseudomonas aeruginosa tespit edildi.
S.pneumoniae, Serratia marcescens, Escherischia coli ve Acinetobacter baumannii birer
olgunun solunum yolu 6rneklerinde izole edildigi goriildi. Bu Uremeler Tablo 4.2°de
verilmistir. Exitus olan olgular Acinetobacter ve Candida tGremesi olan iki olgu idi. Exitus

olan Ug¢iinct olgunun solunum yolu kilturd yoktu.



Tablo 4.1. Olgularin hastaneye bagvuru anindaki klinik 6zellikleri
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(ALT, AST >3xUL)

Olgu sayis1 toplam 32 Cinsiyet, say1
Kadin, say1 (%) 21(65.6)
Erkek, say1 (%) 11(34.4)
Yas, ortanca (minimum- | 67 (26-96) | Yatis  siiresi, ortanca | 11,5 (4-56)
maksimum), yil (minimum-maksimum),
>65 yas hasta sayisi, say1 (%) 19 (%59) | gun
Solunum destegi Basvurudaki klinik tablo
Nasal-maske, say1 (%) 14 (43,8) | Pndmoni 21 (65)
NIMV, say1 (%) 13 (40,6) | KOAH alevlenme 5(15,6)
IMV, say1 (%) 5 (15,6) Astim atak 2(6,2)
Dekompanse kalp | 6 (18,6)
yetmezligi
Diger 3(9,3)
Sonug Basvuru sikayeti
Exitus, say1 (%) 3(9.3) Nefes darhg 31 (96,8)
Taburcu, say1 (%) 29(90,7) Ates 15 (46,8)
Arrest 3(9,3)
Eslik eden hastaliklar Laboratuvar bulgular:
En az bir komorbid hastalik olan | 29 (90,7) | ESR yiiksekligi (>30) 13(40,6)
KOAH, say1 (%) 13(40,6) CRP yiiksekligi (>0.5) 28 (87,5)
Astim, say1 (%) 7(21,8) Lokositoz (>10.000 /pl) 5(15,6)
DM, say1 (%) 7(21,8) Lokopeni (<1500/mm?) 18 (56)
Kalp hastahg (KAH-KKY), say1 | 12 (37,5) | Notropeni (<1500/mm3) 0(0)
(%) AKciger infiltrasyonu
Immunsupresif tedavi, say1 (%) | 3(9,3) (PAAC velveya tomografi) | 23 (71,8)
Solunum  yolu  drnek
kultdrlerinde treme | 11/22
varhgi
Akut  bobrek  hasan | 10 (31,2)
(GFR<60 ml/dk/1.73 m?)
Akut Kkaraciger hasan | 2 (6,2)

NIMV: non-invaziv mekanik ventilasyon, IMV: invaziv mekanik ventilasyon,
KOAH: kronik obstruktif akciger hastaligi, DM: diabetes mellitus, KAH: koroner arter
hastaligi, KKY: konjestif kalp yetmezligi, ESR: eritrosit sedimentasyon hizi, CRP: c-
reaktif protein; PAAC: posteroanterior akciger grafisi, GFR: glomeriiler filtrasyon hizi,

UL: Ust limit.



Tablo 4.2. Olgularin hastaneye basvuru anindaki klinik 6zellikleri, olgu bazinda.
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Komorbid Oksijen | influenza | Oksuiri | Klinik tablo Solunum yolu Sonlamm Akciger Ates
Hasta | Yas | hastahiklar destegi | tipi k Sekresyonu kaltar infiltrasyonu
no sekli /balgam sonuclar: (akciger
grafi/BT)
1 63 Yok Nasal A (H3) -/- Ishal Serratia marcescens Sag Yok Var
2 81 HT, NIMV A(H3) ++ Pnémoni, Kdlttr yok Sag Var Yok
Astim, Dekompanse
DM, kalp yetmezligi
Temporal arterit,
AF
3 34 Yok Nasal A(H3),B -/- Akut hipoksi Ureme olmad1 Sag Yok Var
4 78 KKY Nasal A(H3) -/- Dekompanse Kdltdr yok Sag Var Yok
HT kalp yetmezligi
KBH
KAH
KOAH
5 65 KOAH Ventari | A (H3), | +/+ KOAH Ureme olmad1 Sag Yok Yok
KKY Bocaviriis alevlenme
AF
RA
(immunsupresif)
6 82 KKY, Nimv A(H3) +/+ Pnémoni, Kultdr yok Sag Var Yok
KAH, Dekompanse
HT, kalp yetmezligi
T2DM,

KOAH
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67

HT,
Astim

Nasal

A(H3)

+/+

Pnémoni

Ureme olmad:

Sag

Var

Var

89

KOAH,
HT
RCC (kiir)

Nasal

A(H3)

+/+

Pnémoni

Ureme olmadi

Sag

Var

Yok

73

Yok

Nasal

A(H3)

+/-

Pnémoni

Ureme olmadi

Sag

Var

Var

10

83

Meme ca (kir)
Tiroid papiller ca
(kdr)

KKY

HT

AF

Hipotiroidi

IMV

A(H3)

Pnémoni

Candida spp.

Exitus

Yok

Yok

11

94

Esansiyel
trombositoz
HT

AF

Nasal

A(H3), B

+/-

Pnémoni

Ureme olmadi

Sag

Var

Var

12

95

Endometriim
ca(kdr)

Meme Ca(kiir)
HT

Psoriatik artrit
KBH

Nasal

A(H3)

+/+

Pnémoni

Ureme olmadi

Sag

Var

Var

13

96

KOAH
Demans

NIMV

A(H3)

Genel  durum
bozuklugu,
ajitasyon

Kdltdr yok

Exitus

Yok

Yok

14

66

HT
DM
KAH
AF
KY

NIMV

A(H3)

Dekompanse
kalp yetmezligi

Candida spp.

Sag

Var

Yok
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15 68 KOAH IMV A(H3) +/+ Kardiyak arrest, | Candida spp. Sag Var Var
septik sok
16 85 HT NIMV A(H3) -/- Pnémoni Enterobacter spp. Sag Var Yok
KKY
AF
17 67 DM Nasal A(H3) +/- Akut hipoksi Kdltdr yok Sag Yok Var
HT
KAH
18 59 Astim Nasal A(H3) +/+ Pnémoni Escherichia coli Sag Yok Var
KOAH
KAH
Behcet
DM
Hipotiroidi
19 63 KOAH-HT NIMV A(H3) -/- KOAH Ureme olmadi Sag Yok Yok
alevlenme
20 64 DM NIMV A(H3), -/- Dekompanse Ureme olmad1 Sag Var Var
KAH B, Kalp
KKY RSV yetmezligi,
pnémoni
21 45 Morbid obezite IMV A(H3) -/- Pnémoni/ARD | Ureme olmadi Sag Var Var
S
22 51 KOAH IMV A +/- Pnémoni Ureme olmadi Sag Var Var
Astim (FIluAH1p
dm09)
23 26 Orak hicreli | Maske A(H3) -/- Solunum Kdltdr yok Sag Var Var
anemi yetmezligi,
pndémo
ni
24 61 KOAH NIMV | A(FIUAHL | +/+ Pnémoni/KOA | Enterobacter cloaca Sag Var Yok
KKY pdm09) H alevlenme
Kolon ca (kir)
25 85 HT NIMV A(FIUAHL | +/+ Pnémoni Kdilttr yok Sag Yok Var

pdm09)
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26 75 Astim Nasal A (H3), | +- Dekompanse Kiltar yok Sag Var Yok
KKY RSV kalp yetmezligi,
HT pnémoni
27 86 KOAH IMV A (H3), | +/+ Solunum Acinetobacter Exitus Var Yok
KAH Parainflue yetmezligi, baumannii
KBH nza virust, pnémoni
AF RSV
MM (remisyon)
28 60 DM NIMV A(H3) -/- Astim atak Pseudomonas Sag Var Yok
Astim aeruginosa
HT
29 56 KOAH NIMV RSV, ++ KOAH Streptococcus Sag Yok Yok
A(H3) alevlenme pneumoniae
30 46 KOAH NIMV A(FIUAHL | +/- Dekompanse Kultir yok Sag Var Var
IgA nefropatisi pdm09) kalp yetmezligi,
pndémo
ni
31 58 KOAH NIMV A(H3), +/- KOAH Pseudomoans Sag Var Yok
rh alevlenme- aeruginosa
inoviris pnémoni
32 78 Astim IMV Parainflue | -/- Astim atak, Ureme olmadi Sag Var Yok
KOAH nza/ pnémoni
A(H3)

KOAH: kronik obstruktif akciger hastaligi, DM: diabetes mellitus, KAH: koroner arter hastaligi, KKY: konjestif kalp

yetmezligi, HT: hipertansiyon, AF: atriyal fibrilasyon, MM: multiple myelom, KBH: kronik bobrek hastaligi, RCC:renal cell
carcinom, BT: bilgisayarli tomografi.




Tablo 4.3. Olgularin bagvuru anindaki laboratuvar sonuglari, kullanilan antibakteriyel ilaglar.
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Hasta | Lokosit Nétrofil Lenfosit Hb Trom | ESH C-rp | Gfr Seru ALT AST Ph Pco2 P02 Anti- | Antibiyotik
no bx103 mi/d | m Viral
mcl k/1.7 | Kreati kulla
3m? | nin nim
(mg/dl
)
1 4800 2700 1200 125 | 160 34 7,33 | >60 0,69 32 34 - - - + Klaritromisin
2 9100 7500 800 132 | 151 18 6,87 | 42 1,2 42 98 746 | 41 72 + Meropenem
3 7600 6000 400 9,5 319 7 0,26 | >60 0,72 9 23 - - - + -
4 7300 4600 2000 10 268 47 1,36 | 51 1,33 38 39 7,43 | 36,5 47 + Sulbaktam -ampsilin,
klaritromisin
5 5800 4600 900 9,3 32 33 156 | >60 09 21 18 7,37 | 46,8 53.1 + Piperasilin tazobaktam
6 5100 4400 300 116 | 124 40 - >60 0,65 7 39 7,38 | 49 38 + Piperasilin tazobaktam
7 6600 4800 900 15 179 47 1,71 | >60 0,66 30 21 - - - + -
8 5800 3700 1600 13 209 43 599 | 47 1,05 16 51 7,40 | 54 46 + Sulbaktam -ampsilin,
klaritromisin
9 6100 4400 1000 135 | 126 46 129 | 60 0,6 13 28 740 | 40 54 + Moksifloksasin
10 6600 4900 1100 12 168 90 0,78 | >60 0,83 38 60 744 | 354 39,4 + Sulbaktam -ampsilin,
klaritromisin
11 5000 4200 400 13,7 | 275 30 752 | >60 0,9 12 29 744 | 373 53 + Seftriakson,
Klaritromisin
12 5400 4100 800 9,7 101 - 7,38 16 2,44 14 32 7,47 36,7 38 + Sulbaktam -ampsilin,
13 16600 15300 800 10 320 - 12,7 | 54,3 | 0,89 65 168 7,32 52,7 75,4 + Piperasilin tazobaktam
14 8500 6000 1400 10,7 243 - 1,93 | >60 0,6 13 16 7,48 | 36 45,6 + Piperasilin tazobaktam
15 11200 6700 1900 153 | 137 53 34 24 25 2055 2862 713 | 54 98* + Meropenem
16 4000 2700 900 11 163 2 0,2 129 | 3.2 34 66 721 | 31 51 + Sulbaktam -ampsilin,

klaritromisin
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17 6000 3800 1700 12,9 277 40 7 >60 0,8 12 19 - - - + -

18 10000 7200 2300 12,5 188 6 0,1 >60 0,74 20 13 - - - + -

19 6900 5800 700 195 | 134 - 2,46 | >60 0,9 69 52 7,38 | 60,5 69* + Moksifloksasin

20 8100 5800 1400 11 269 10 3,65 54 1,36 32 35 7,40 48 35 + Sulbaktam -ampsilin

21 10900 9800 800 106 | 105 54 795 | 276 | 2,09 56 123 74 29 57 + Piperasilin tazobaktam,
klaritromisin

22 20600 17800 1200 151 | 374 38 13 >60 0,46 13 18 730 | 57,7 61* + Levofloksasin

23 5400 4700 600 11 82 2 12,4 | >60 0,59 57 63 744 | 34 29 + Sulbaktam -ampsilin,
klaritromisin

24 6500 5200 300 17,9 | 108 - 542 | 34 2 16 22 7,26 | 655 39 + Sulbaktam -ampsilin,
klaritromisin

25 7500 5100 1100 13,6 188 29 315 | 55 0,9 11 19 7,48 | 57 57 + Sulbaktam -ampsilin,
klaritromisin

26 5200 3500 700 11 201 22 147 | 35 1,45 8 14 742 | 40 58 + Levofloksasin

27 5400 3900 700 157 | 121 27 9,2 48 13 33 33 751 | 381 53,8 + Sulbaktam -ampsilin,
klaritromisin

28 9100 6500 1900 13,2 | 200 11 2,05 | >60 0,53 11 14 7,34 | 68,8 65,3 + Moksifloksasin

29 9300 5600 2500 137 | 334 18 1,15 | >60 0,75 18 12 7,36 | 44 66,1* + Klaritromisin

30 12500 10900 900 9.8 234 15 1,33 | >60 0.9 13 20 7,27 | 56,7 63 + Moksifloksasin

31 5200 2700 1400 18,5 153 10 4,1 >60 0,8 45 21 729 | 574 58,5 + Moksifloksasin

32 8700 6900 700 14,3 207 27 2,9 >60 0,61 15 25 7,27 67,5 60 + Piperasilin tazobaktam

ESH: eritrosit sedimentasyon hizi; c-rp: c-reaktif protein; GFR: glomerular filtrasyon hizi (ml/dk/1.73 m?); ALT: alanine aminotransferaz;
aminotrasnferaz; pO,: parsiyel oksijen basinct; pCOg; parsiyel karbondioksit basinci, *mekanik ventilasyon altindaki degerler.

AST: aspartate
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4.2. Olgularmm B ve T lenfosit Alt Grup Analiz Sonuclar:

Median 16kosit sayis1 7000 /ul (3.200-26.000 /ul) ve median lenfosit sayis1 948 /ul
(92-3078 /ul) idi. Hastalarin 30’undan B lenfosit alt grup analizi yapilirken sadece 16
hastada T lenfosit alt grup analizi akim sitometri yontemi ile yapildi. Hastalarin lenfosit
sayilar1 ve lenfosit alt gruplarinin ortanca degerleri Tablo 4.4’de ve her bir hastanin B,
CD4" ve CD8" T lenfosit alt gruplarinin dagilimlart Tablo 5, 6 ve 7’de ayrintili olarak

verilmistir.



Tablo 4.4. Olgularin lenfosit alt gruplarinin dagilima.
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Degisken %, median Absolute Say1 Normal
(/mm?3), median arabk
(minimum-
maksimum) (minimum- %
maksimum)

Lokosit 7000 (3200-26000) 4400-11 000 /mm?
Lenfosit 19 (4-39) 948 (92-3078) 8-33
CDA4*T lenfosit 41 (9-49) 417 (66-963) 29,0-59,0
Naif yardimer T lenfosit 31 (1-54)* 124(7-137) 57,1-84,9
Merkezi hafiza yardimei 31 (0-50) 101 (0-318) 11,3-26,7
T lenfosit
Efektor hafiza yardimer 23 (2-56) 58 (4-497) 3,3-15,2
T lenfosit
TEMRA Th 9(3-42) 26,5 (6-312) 0,4-2,6
CD8+T lenfosit 31 (12 -56) 302(89-777) 19,0-29,0
Naif  sitotoksik T 8 (1- 37)* 30,9 (3-113) 28,4-80,6
lenfosit
Merkezi hafiza 6,8 (1- 36) 18,9 (3-55) 1,0-4,5
sitotoksik T lenfosit
Efektdr sitotoksik T 26,4 (8- 68) 99,4 (8-416) 6,2-29,3
lenfosit
Temra TC 49 (14-64,9) 134 (37-435) 9,1-49,1
CD19+ B lenfosit 13 (5- 33) 227 (32-826) 10,0-31,0
Naif B lenfosit 55 (0- 80) 69 (0-461) 48,4-79,7
Izotip doniisiimii yapmis 22,4 (4- 68) 32 (4-255) 8,3-27,8
hafiza B hiicre
Marjinal bdlge B hiicre 10 (0-91) 16 (0-75) 7,0-23,8
Aktif B Lenfosit 1,85 (0,3-9,87) 2.9 (0,7-14) 1,6-10,0
Plazmoblast 2.1 (0,2-4,5) 3(1,2-11) 0,4-2,4
Transisyonel B hiicre 1.75 (0,4-9,7) 2.8 (0,7-21) 0,9-5,7

*Normalin altindaki degerleri ifade eder.
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Hastalarin median lenfosit alt grup degerleri saglikli eriskinler ic¢in referans

degerler olarak bildirilen sayilarla karsilastirilmasi yapildi.

Median naif yardimei (CD4+) T hiicreleri (CD4*CCR7*CD45RA") sayilarinin
azaldig1, merkezi hafiza yardimc1 T hiicreleri (CD4"CCR7*CD45RA"), efektor hafiza
yardimci T hiicreleri (CD4'CCR7'CD45RA’) ve Temra yardimer T hiicrelerinin
(CD4"CCR7'CD45RA") arttig1 goriildii. Olgular tek tek degerlendirildiginde CD4+ T
lenfosit sayilart 3/16 olguda azalmis, naif CD4+ T lenfositler 16/16 hastada azalmus,
merkezi hafiza CD4+ T lenfositler 7/16 olguda artmais, 3/16 olguda azalmis, efektor hafiza
CDA4+ T lenfositler 11/16 olguda artmis, Temra CD4+ T lenfositler tiim bakilan olgularda
(13/13) olguda artmis oldugu goriildii.

CD8" ve merkezi hafiza sitotoksik (CD8+) T hiicrelerinde (CD8* CCR7"CD45RA"
) sayilarinda artig goriiliirken, naif sitotoksik T hiicre (CD8" CCR7"CD45RA") sayilarinda
azalma gozlendi. CD8+ T lenfositlerinin sayis1 9/16 olguda artmis, naif CD8+ T
lenfositler 13/16 olguda diismiis, merkezi hafiza CD8+ T lenfositler 11/16 olguda artmus,
efektor hafiza CD8+ T lenfositler 7/16 hastada artmis, Temra CD8+ T lenfositler 7/16
olguda artmis oldugu gortildii.

B lenfosit ve alt gruplarinin median dagilimlar1 normal aralikta bulundu. Olgu
bazinda bakildiginda CD19+ B lenfositler 11/30 hastada azalmig, naif B lenfositler
(CD19* CD27" IgM* IgD") 10/30 hastada azalmis ve izotip doniisiimii yapmis hafiza
(switch memory) B hiicre (CD19" CD27" IgM- IgD") sayilar1 13/30 hastada artmus,
marjinal zon B hiicre (CD19" CD27* IgM™ IgD") sayilar1 9/30 hastada azalmus, 4/30
hastada artmig oldugu goriildi. Aktif B lenfosit, plazmoblast ve transizyonel B lenfosit alt

gruplar hastalarin sirasiyla 14, 10 ve 8 hastadan elde edilebildi.



Tablo 4-5. Olgularin B Lenfosit alt gruplarinin dagilimi
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Hasta | Lenfosit | CD 19 Naif B izotip Marjinal Aktif B | Plazmobla | Transisyonel
no sayisi %,say1 | %, say1 doniisiimii Bolge B hiicre | o4, say1 | st %, sayl
yapmis %, say1 %, sayl
hafiza B
hicre %,
sayl
3 1344 20/258 | 49/ 126 40/ 103 10/ 26 NA NA NA
4 1617 17/ 327 | 70/ 229 40/ 72 5/ 16 NA NA NA
5 1044 14/ 153 | 5/8 22/ 76 0 NA NA NA
6 300 NA NA 50/ NA NA NA NA NA
7 3300 18 /575 | 43/ 247 35,8/ 213 14/ 80 NA NA NA
8 992 6/ 60 0 37/ 40 1/1 NA NA NA
9 1403 9/ 126 57172 68/ 44 2/3 NA NA NA
10 1512 19/ 287 | 9/ 26 35/ 49 72/ 207 NA NA NA
11 910 7/ 64 23/ 15 17/ 22 18/ 12 NA NA NA
12 2584 32/826 | 3/24,7 35/ 33 91/ 751 NA NA NA
13 1040 12/ 125 | 60/ 75 4/ 20 13/ 16 NA NA NA
14 1780 8/142 80/ 114 16/ 17 4/ 6 NA NA NA
15 1200 9/ 108 64/ 69 12/ 30 3/3 3/3.2 NA NA
16 432 14/ 60 62/ 37 28/ 4 29/ 17 NA NA NA
17 1620 14/ 227 | 77/175 7/ 32 7/ 16 NA NA NA
18 1600 15/ 183 | 15/27 14/ 97 28/ 51 3/5.5 NA NA
19 960 6/ 57 46/ 26,4 53/ 20,7 16/ 9,2 NA NA NA
20 2106 5/ 105 55/ 56 36/ 26 717 0,8/0,8 | 2,5/2,7 NA
21 1007 22/ 221 | 80/ 176 25/ 15 9,7/ 19 2,8/6 1,1/2,4 1,1/ 2,4
22 1586 7/ 111 65,8/ 72 7,5/ 19 14/ 15 2,6/2,8 | 2/22 1,7/ 1,88
23 1404 17/ 238 | 62,9/ 150 18/ 33 20,9/ 49,9 15/35 | 1/2,3 0,4/ 0,9
24 744 11/ 81 15/ 12 14/ 5 72/ 46 2,721 | 45/3,6 0,9/0,7
25 1728 13/ 224 | 42/ 94 9/ 80 18,9/ 42 1,4/3,1 | 3/6,7 1,8/ 4
26 736 7/ 515 45/ 335 35,8/ 255 14/ 104 1.7/8.7 | 2,2/ 11 4,1/ 21
27 532 6/ 32 48/ 15 34,7/ 13 3/1 2.2/0,7 | NA NA
28 92 13/ 117 | 54,7/ 64 40/ 26,8 4,1/ 4,8 1,7/19 | 3,1/3,3 NA
29 3078 14/ 430 | 67/290 22,9/ 71 10/ 43,5 0,3/1,2 | 0,3/1,2 NA
30 784 10/ 78,4 | 77/ 60 16,5/5,9 12/ 9,4 NA NA NA
31 825 9/ 74 80,6/ 60 7,6/ 8 2,5/2 1,9/1,4 | NA 5,7/ 4,2
32 2436 33/804 | 57,4/ 461 10,5/ 248 2,2/ 18 1,8/14 | 0,5/4 0,4/3,2

Hiicre sayilar1 % ve hiicre/mm?3 olarak sunulmustur, NA: not-applicable.




Tablo 4-6. Olgularin CD4 * T lenfosit alt gruplarinin dagilimi (16 Hasta)
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Hasta | Lenfosit | CD4+ | CD4+ | Naif Naif Merkezi | Merkezi | Efektor Efektor TEMRA | TEMRA
no sayis1 T T yardime1r | yardimer | hafiza hafiza hafiza hafiza Th, Th,

lenfosit | lenfosit | T lenfosit | T yardima1 | yardima | yardimer | yardimar | % sayl

% say1 % lenfosit, | T lenfosit | T T lenfosit | T lenfosit

sayl1 y% lenfosit Th, sayl1
sayl %

3 1344 35 470 54 254 26 122 2 9 NA NA
4 1617 35 744 1 7 0 0 56 417 NA NA
5 1044 46 430 45 194 26 112 5 21 NA NA
15 1200 14 168 25 42 14 24 53 89 7 11,7
20 2106 45 947 23,8 350 31 293 21 189 10,3 97
21 1007 45 493 32,9 157 39 187 25 121 3,4 16,7
22 1586 49 777 49,5 240 7 52 12,5 97 12,5 97
23 1404 49 351 50,7 175 25 84 13 45 4,4 154
24 744 25 66 16,5 10 43 28 26 17 13,7 9
25 1728 9 639 12,4 77 50 318 33 210 4,6 29,3
26 736 37 301 24,7 74 46 138 21 64 8,0 24
27 532 41 165 19,8 33 42 70 29 48 8,6 14
28 92 31 405 30,6 121 35 141 30 121 4,3 17,4
30 784 43 337 37,7 127 25 84 15 51 22,1 74,5
31 825 43 115 37,8 44 36 42 21 24 4,9 6
32 2436 15 365 29 105 9 32 52 189 9,5 91

Th: T helper, yardimc1 T lenfosit;

NA: not-applicable

Hiicre sayilar1 % ve hiicre/mm?®olarak sunulmustur.




Tablo 4-7. Olgularin CD8 + T lenfosit alt gruplarinin dagilimi (16 Hasta)

Hasta | Lenfosit | CD | CD8 | Naif Naif Merkezi Merkezi Efektor Efektor TEMRA | TEMRA
no sayisi 8 say1 | sitotoksik | sitotoksik | hafiza hafiza hafiza sitotoksik | Tc, % Te, say1
% T lenfosit | T lenfosit | sitotoksik | sitotoksik | sitotoksik | T lenfosit
y% sayl T lenfosit | T lenfosit | T lenfosit | say1
% sayl %
3 1344 25 336 33 111 1 3 53 178 14 47
4 1617 19 307 5 15 1 3 68 209 26 80
5 1044 17 159 7 11 3 5 39 62 50 95
15 1200 56 672 2 13 2 13 62 416 34 208
20 2106 24 504 13 60 10 45 21 105 56 282
21 1007 19 191 27 51 12 21 23,6 43 37 70
22 1586 38 602 14 83 19 114 18 108 48,9 294
23 1404 29 407 28 113 6 24 16,3 65 49,2 199
24 744 12 89 11 9 15 13 9 8 63 56
25 1728 45 777 7 54 21 155 16 124 56,5 435
26 736 33 242 1 3 7 17 38,8 93,8 52,4 125
27 532 38 202 37 75 36 73 8 16 18,4 37
28 92 33 298 8 24 9 27 41,7 121 41 121
30 784 33 258 10 26 5 13 29,2 74,8 55,7 143,7
31 825 34 262 8 21 3 9 23,4 61 64,9 170
32 2436 20 470 8 36 6 30 48,9 230 36,8 173

Hiicre sayilar1 % ve hiicre/mm?olarak sunulmustur.
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4.3. Olgularin IRF7 Gen Analizi Sonuglari

Sanger yontemi ile IRF7 gen analizi sonucunda 3 hastada iki farkli varyant tespit
edildi; K179E (rs1061502) ve H195L (rs139709725) (Tablo 4.8) IRF7 geni 5 domainden
olugmakta ve 500 aminoasit igermektedir (Sekil 4.1). Olgularda tespit edilen ve IRF7
geninin 4. ekzonunda yer alan K179E ve NI195L varyantlari genin Konstitlisyonel
aktivasyon domaini (CAD) igerisinde yer almaktadir (3). CAD domain, IRF7’nin kirilma
bolgelerini olusturmaktadir (151-216). Bu domainde bulunan patojenik varyantlar
IRF7’nin non-fonksiyonel olmasina neden olmaktadir (240). Olgularimizda tespit edilen
varyantlar, Sekil 4.2 ve 4.3’de gosterilmistir. Bu varyantlarain, IRF7 geninde bugline

kadar bildirilen herhangi bir fonksiyona etki gostermedigi diistiniilmektedir.



Tablo 4-8. Olgularin IRF 7 gen analizi sonuglari

Hasta IRF7 Gen Mutasyonu
no

1 rs1061502/K179E, ¢.535 A>G, heterozigot

2 saptanmadi

3 saptanmadi

4 saptanmadi

5 saptanmadi

6 saptanmadi

7 saptanmadi

8 saptanmadi

9 saptanmadi

10 saptanmadi

11 saptanmadi

12 saptanmadi

13 saptanmadi

14 saptanmadi

15 saptanmadi

16 saptanmadi

17 saptanmadi

18 saptanmadi

19 saptanmadi

20 saptanmadi

21 saptanmadi

22 rs1061502/K179E, ¢.535 A>G, heterozigot

23 saptanmadi

24 saptanmadi

25 saptanmadi

26 saptanmadi

27 saptanmadi

28 saptanmadi

29 rs139709725/H195L, c584A>T, heterozigot

30 saptanmadi

31 saptanmadi

32 saptanmadi

80
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K179E HI195L PP
11
DBD CAD VAD ID SRD
151 246 305 468

503

DBD: DNA- baglayict domain, CAD: constitutive aktivasyon domain; VAD: virus
aktivasyon domain;

ID: inhibitor domain; SRD: signal response (sinyal cevap) domain, bu kisimda potansiyel
niikleer lokalizasyon sinyali (NLS) ve niikleer eksport sinyali (NES) yer almaktadir. Fosforilasyon
bolimi C- terminal boliimiinde yerlesimlidir. Caligmamizda saptanan varyantlarin (K179E ve
H195L) yerlesimi sekilde gosterilmistir.

Sekil 4.1. Interferon regulatory faktér 7 geninin genomik organizasyonunun
sematik gosterimi.

------------------------------------------
T ¢ ¢ e T 6 C CC C A G C T G G T G AE R A 6 G 6 & 6 e ¢ T € ¢ T 6 C T € C a 6 6 C

(hafta 1jve 22) [

rsliGlSOZ/Kl?QE €.535 A>G, heteroflgot
I ||‘

| | |
| / | |.'|'|",{ I‘| '\ J 1l

Sekil 4.2. 1 ve 22 No’lu olgularin IRF7 geninde saptanan variant.
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rs139709725/H195L, c584A>T, heterozigot

Wl

Sekil 4.3. 29 No’lu olgunun IRF7 geninde saptanan variant.
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5.  TARTISMA

Bu arastirmada Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Hastaneleri I¢ Hastaliklar:
servis ve yogun bakim {nitelerinde solunum yetmezligi ile yatan ve agir influenza virus
enfeksiyonu olan 32 hasta T ve B lenfosit alt gruplari ve IRF7 geni yoninden

degerlendirilmistir.

Hastalarin median yas1 67 yil idi ve yas aralig1 26-96 yil arasinda degismekteydi.
Ileri yas, influenza infeksiyonu ve komplikasyon gelisimi i¢in 6nemli bir risk faktorii
olarak tanimlanmistir (14). Bizim ¢alisgmamizda 19 hasta, 65 yas ve iizerinde idi. Fica ve
arkadaslar1 tarafindan yapilan bir ¢alismada, influenza nedenli agir akut solunum yolu
infeksiyonu nedeniyle yatirilan 221 hastanin yas ortalamasinin 74.1 yas ve hastalarin
%75.6’s1nin 65 yasin tizerinde oldugu bildirilmistir (241). Bagka bir ¢alismada, HIN1
influenza iligkili agir solunum yolu infeksiyonu olan 88 hastanin yas ortalamasi 48+ 15
yil olarak bildirilmistir (242). Bu ¢alismalarda yas ortalamalarinin farkli olmasi, farkli
influenza suglar1 ile olan infeksiyonlarin takip edilmesi ve c¢alisma diizenindeki
farkliliklardan kaynaklanabilir. HIN1 susu daha geng bireylerde daha agir infeksiyonlarla
seyredebilmektedir (242).

Bu caligmada kadin hastalar erkeklerden daha fazla yer almaktaydi. Cinsiyet,
influenza infeksiyonu komplikasyonlarma yatkinlik yaratan kesin bir faktor olarak
tanimlanmamustir ve farkli ¢alismalarda farkli sonuglar goriilmiistlr. Yakin zamanda
bildirilen yukaridaki iki ¢alismada kadin:erkek oranlari kadin lehine bir miktar artmistir
ancak bizim ¢aligmamizdaki kadar belirgin fark yoktur (241,242). Ancak geng kadinlarda
H5N1 ve H7N9 virusleri ve pandemik infeksiyonlarda hastaligin daha agir seyrettigi, gok
geng ve yash erkeklerde de mevsimsel influenzanin daha siddetli seyrettigi One
strilmektedir (243). Cinsiyetler arasinda yaslanmanin, hormonlarin etkileri, spesifik
transkripsiyonel, diizenleyici ve efektdr farkliliklarin influenza infeksiyonuna karsi
immiin cevapta farklilhik yaratip yaratmadigini sdylemek icin ileri ¢aligmalara ihtiyag

vardir.
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Calismadaki hastalarin 29°unda (%90.7) en az bir tane eslik eden hastalik vardu.
Kronik hastaligi olmayan 3 hastadan bir tanesine yatis siiresi igerisinde kolon
adenokarsinom tanis1 konuldu, diger iki hastanin da yaslar1 65 ve 75 idi. En sik goriilen
eslik eden hastalik KOAH idi, hastalarin %40°1 daha 6nceden KOAH tanisi ile izlenen
hastalardi. Kalp hastaliklar1 (koroner arter hastaligi ve/veya kalp yetmezligi) 12 kiside
(%37.5) mevcuttu. Diabetes mellitus 7, astim 7 hastada eslik ediyordu. Bu hastaliklarin
timua influenza virus infeksiyonuna yatkinligi ve komplikasyon gelisme riskini artiran
kronik hastaliklar olarak tanimlanmistir. Fica ve arkadaslarinin ¢alismasinda da influenza
virus nedenli agir solunum yolu infeksiyonu gegiren hastalarin %31.7’sinde KOAH,
%?28’inde kalp hastalig1 ve %8’inde astim ve %24.4’tiinde DM oldugunu bildirmislerdir
(241). Lobo ve arkadaglarinin serisinde ise HIN1 nedenli agir solunum yolu infeksiyonu
gecirenlerin %72’sinde herhangi bir komorbid hastalik olmadigi, obezite, DM ve
kardiyovaskiiler hastaligin en sik goriilen ii¢ hastalik grubu oldugunu bildirmislerdir
(242). Ozellikle bu hastalarm influenza asilanma oranlarinin diisiik oldugu belirtilen bu
calismada, KOAH hastalarinin nispeten az olmasi, HINI viriisiiniin, diisiik asilanma

oranlar1 olan kisilerde daha agir seyretme egilimi oldugu seklinde agiklanabilir.

Agir influenza infeksiyonu olan ve solunum yetmezligi olan 32 hastadan 30’unda
B lenfosit alt gruplari, 16’sinda T lenfosit alt gruplar1 akim sitometri yontemi ile analiz
edildi. Elde edilen sonuglar 19 yas ve iizeri i¢cin tanimlanmis referans degerleri ile
karsilastirildi (244). Calismaya dahil edilen hastalarda naif yardimer T hiicre oranlarinda
azalma goriiliirken merkezi hafiza yardimcr T hiicre, efektor hafiza yardimcr T hiicre,
Temra yardimer T hiicrelerde artis oldugu goriildii. CD8" ve merkezi hafiza sitotoksik T
hiicre oranlarinda artma, naif sitotoksik T hiicre oranlarinda azalma goriildii. Diger
hiicreler normal aralikta izlendi. B hiicre alt gruplarinin dagilimi normal bireylerle nbenzer
ozellik gosterse de olgu bazinda ele alindiginda degisiklikler gozlendi. Efektor ve merkezi
hafiza T hiicre populasyonunda ve naif hiicre populasyonunda azalma olmasi virus
infeksiyonlarina immiin sistemin cevabi olarak yorumlanabilir. Literatiirde, influenza
infeksiyonu sirasinda lenfosit alt gruplarinin incelendigi ¢aligmalar genellikle solunum

yolunda, akcigerde ve bogesel lenf nodlarindaki hiicre alt gruplarini ele almaktadir ve bu
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alanlarda efektor ve hafiza T ve B lenfositlerinin artis gosterdigini saptamustir (245, 246).
Gonzalez ve arkadaslarinin yayinladigi bir calismada ise, HIN1 pdm09 ile infekte siddetli
hastalik tablosu olan hastalarda, hafif infeksiyona ve saglikli bireylere gore, dolasimdaki
efektor hafiza ve merkezi hafiza sitotoksik T hiicrelerinde azalma oldugu gosterilmistir
(247). Bu durum, periferik dolasimdan bu hiicrelerin infeksiyon alanina go¢ etmesine
bagh oldugu seklinde yorumlanmustir. Influenza virusii ile infeksiyon sirasinda olusan
hafiza CD8" ve CD4" porzitif hiicreler ayn1 virus ile tekrar karsilasma sirasinda hizli
immin cevaptan sorumludurlar. Ayrica infeksiyon sirasinda dokuda yerlesimli efektor
hafiza CD4+ ve CD8+ T lenfositleri de bulunmaktadir. CD8" hafiza T lenfositleri,
viriislerde korunmus internal antijenleri taniyarak sitotoksik etki gostermetedir. Ayrica
yeni bir influenza virusi ile infeksiyon durumunda da CD4+ ve CD8+ hafiza T lenfositleri
viriisiin korunmus internal ve eksternal protein yapilarimi taniyarak c¢apraz koruma
sergiler, infeksiyonu engelleyemez ama hastaligin kontroliinde ve hastaligin
iyilesmesinde rolii oldugu diisiiniilmektedir (201, 248). Hayvan modellerinde CD8" hafiza
hiicerelerinin émiir boyu siirdiigii (2 y1l) gdsterilmistir. Insanda 13 yil kadar siirdiigiinii
gosteren c¢aligmalar olsa da infeksiyondan sonraki bir kag yil iginde influenza spesifik
sitotoksik CD8" T lenfosit havuzunun azaldigin1 ve uzun omiirlii hafiza CD8" T
lenfositlerin 6ldiirme kapasiteleri veya sitolitik molekiillerinin azaldigir gosterilmistir

(249, 250).

Lam ve Baumgarth, influenza infeksiyonu sirasinda hizli B1 hiicre yaniti, 3.
giinlinden baslayan efektor hiicre cevabi ve daha gec¢ ortaya ¢ikan ve hafiza B
lenfositlerinin olugmasina yol agan germinal merkez (GC) cevabi olarak 6zetlemektedir
(169). Bu nedenle, dolagimdaki B hiicre alt gruplarinin dagilimi hastalarin infeksiyon

stirelerine gore degisiklik gosterebilmektedir.

Calismamizda agir influenza infeksiyonu ve solunum yetmezligi olan hastalarda
IRF7 genin 9 ekzonu dizilendi ve 32 hastadan 3 hastada tek nikleotid sinonim variant
varligt goriildii. 2 hastada rs1061502/K179E, 1 hastada rs139709725/H195L
polimorfizmleri  tespit edildi. Bulunan varyantlar, literatiirde arastirildi,

rs1061502/K179E nin sistemik lupus eritematozus (SLE) ve Graves hastalig1 ve Graves
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oftalmopatisi ile iligkili oldugu goriildii (251, 252). Ancak bizim hastalarimizda SLE veya
Graves hastalig1 mevcut degildi. Diger varyant rs139709725/H195L 1n heniiz literatiirde
herhangi bir hastalik ile iligkisi bildirilmemistir (gnomAD, EXAC, 1000Genomes, dbSNP
very tabanlar1 incelenmistir). IRF7 geninin 4. ekzonunda yerlesimli bu varyantlar genin
CAD domain yapisinda yerlesimlidir, ancak yapilan literatiir aragtirmasinda bu
varyantlarin protein yapisinda anlamli bir degisiklik yaptigina dair bir bilgiye
rastlanmamustir. Calismamizdaki hasta sayisinin sayisinin az olmasi nedeni ile influenza
infeksiyonuna yatkinlik ag¢isindan bir etki yaratip yaratmadigi konusunda bir yorum
yapilamamaktadir. Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Ana Bilim Dali
tarafindan Pediatri ABD ile ytirtitiilen “Hacettepe Ekzom Projesi, Varyant Bilgi Bankas1”
projesi kapsaminda elde edilen 180 Tiirk cocugunun verisi icerisinde rs1061502
varyantinin 0.28, ExAC veri tabaninda yer alan tiim populasyonlarda 0.27 siklikta oldugu,
rs139709725 varyantinin 180 Tiirk ¢ocugunun verisi igerisinde saptanmadigi tim

populasyonlarda ise 0.0002 siklikta oldugu gorildu.

Bu calismayr planladigimiz dénemde sadece IRF7 geninde iki compound
heterozigot mutasyonun (F410V ve Q421X) influenza virus infeksiyonuna yatkinlik
yarattigl tanimlanmistir (3). Yakin zamanda eriskin bir hastada agir influenza virus
infeksiyonu varliginda IRF7 geninde E331V varyanti tespit edilmistir ve bu varyantin
IRF7’nin inhibitor domaininde yer aldig1 ve IRF7’nin fonksiyonunda bozulmaya ve IFN
uretiminde ciddi azalmaya neden olarak influenza virus infeksiyonuna yatkinlik yarattigi
bildirilmistir (253).  Yine son donemde IRF9, RIG-1 ve TLR3 genlerindeki
mutasyonlarinin da agir influenza virus infeksiyonuna yatkinliga neden oldugu
bildirilmigtir (225, 254, 255). Otozomal resesif, IRF9 homozigot “fonksiyon kaybi”
mutasyonu varliginda ISGF3 kompleksinin olusumu saglanamamakta ve bu nedenle virus
infeksiyonuna bagli olusan tip I IFN cevabina uygun sekilde yanit verememektedir (225).
Jorgensen ve arkadaslari, RIG-1 geninde iki variant tanimlanmigtir ve bu varyantlarin
RIG-1 oligomerlerinin stabilitesini bozdugu ve 5 ppp-DNA tanima ve baglanma islevinin
bozulmasi sonucu sinyal mekanizmalarinin ¢alismasina engel oldugunu ileri siirmiisterdir

(256). Lim ve arkadaslar1 da otozomal dominant TLR3 eksikligine yol acan iki variant



87

tanimlanmigslardir ve bu varyantlar sonucunda fibroblastlarda IFN—f ve IFN-A yanitinin
bozuldugu ve bu nedenle pulmoner epitel hiicrelerin influenza A viriisiine yatkin oldugu

ve bu defektin influenza iliskili ARDS tablosuna yol acabilecegi 6ne siiriilmektedir (255).

Calisma doneminde agir influenza infeksiyonu nedeniyle hastaneye yatirilan
eriskin hastalarin birden ¢ok komorbid hastaliklarinin olmasi veya ileri yas grubu hasta
olmalar1 dikkat ¢ekici bir bulgudur. Her ne kadar agir influenza infeksiyonu icin birden
cok risk faktorii olsa da, bu hastalarda genetik bir yatkinligin da agir influenza virus
infeksiyonuna yatkinliga neden olabilir. IRF9, RIG-1 ve TLR3 genlerinde heniiz yeni

tanimlanan influenzaya yatkinlik yaratan varyantlarin arastirilmasi diisiiniilebilir.

Geleneksel risk faktorlerinin yaninda, gen analizlerinin artmasi ile, influenza virus
infeksiyona karsi immiin cevabi etkileyen ve yatkinlik yaratan bu ve benzeri yeni
patojenik varyantlarin giderek artacagi diisiiniilmektedir. Bu nedenle, 6zellikle bilinen bir
kronik hastalik tanist olmayan ve influenza viriisii ile agir infeksiyon tablosu veya
solunum yetmezligi gelisen geng bireylerde olast mutasyonlarin arastirilmasi i¢in gen
analizlerinin yapilmasi bilime yeni katkilar saglayacaktir.  Ayrica yatkin bireylere

uygulanacak bireysel koruma 6nlemleri hastanin yasamini kurtaracaktir.
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6. SONUC VE ONERILER

1. Influenza virus infeksiyonu eriskinlerde ve ¢ocuklarda dnemli bir saglik
problemidir. Kendi kendini sinirlayan hafif bir iist solunum yolu infeksiyonu tablosundan
agir solunum yetmezligi, ARDS ve oliime kadar ulasan tabloya yol agmaktadir. Bu
nedenle enfeksiyon komplikasyonlari agisindan artmus risk faktorleri olan bireylere yillik
influenza asilamasi ile korunma onerilmektedir.

2. Calismamizdaki hastalarda naif yardimci T hiicre oranlarinda azalma
goriiliirken merkezi hafiza yardimci T hiicre, efektor yardimer T hiicre, Temra yardimer T
hiicrelerde artig oldugu goriildii. CD8" ve merkezi hafiza sitotoksik T hiicre oranlarinda
artma, naif sitotoksik T hiicre oranlarinda azalma goriildii. Bu degisiklikler hastalarin altta
yatan hastaliklarina ve saglik durumlarina bagli olabilir. Ancak influenza virus
infeksiyonuna cevap olarak infeksiyonun ileri donemlerinde efektor ve hafiza CD4" ve
CD8" lenfosit cevabinin oldugu, bunun hem infeksiyonun diizelmesi hem de sonraki
infeksiyonlara hizli cevap i¢in 6nemli oldugu bilinmektedir.

3. influenza infeksiyonuna yatkinlik yaratan geleneksel risk faktérlerinin
yani sira, 2015 yilinda interferon regilator faktor 7 (IRF7) geninde iki mutasyonun
influenza infeksiyonuna yatkinlik yarattigi tanimlanmigtir. Bu ¢alisma ile agir influenza
virus infeksiyonu gelisen 32 eriskinde IRF7 geni tarandi ve 3 hastada iki farkli varyant
(rs1061502/K179E ve rs139709725/H195L ) tespit edildi. Bu mutasyonlar IRF 7 geninin
CAD domaininde yer almakta ve protein yapisinda degisiklige yol a¢madigi
diisiiniilmektedir. Ancak bunun gosterilmesi i¢in ileri ¢calismalara ihtiyag¢ vardir.

4. Calisgmamizin tasarlandigi ve basladigi giinden bu yana yeni bir IRF7
varyantl, IRF9, RIG-1 ve TLR3 varyantlarmin da spesifik olarak influenza virus
infeksiyonlarina yatkinlik yarattigi gosterilmistir. Calismamizdaki hastalarda agir
influenza virus infeksiyonuna IRF7 haricindeki baska mekanizmalardaki defektlerin yol
acabilecegi diisiiniilmektedir. Bunun i¢in ileri ¢alismalara gerek vardir.

S5. B hiicre medyan degerlerinde belirgin degisiklik olamamakla birlikte olgu
bazinda bakildiginda naif B hiicre sayilarinda azalma ve hafiza B hiicrelerinde artma

dikkati ¢ekmistir. Efektor hiicre populasyonunda ve hafiza hiicrelerinde artma ve naif
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hiicre populasyonunda azalma olmasi virus infeksiyonlarina immiin sistemin cevabi
olarak yorumlanabilir. Ancak hastalarin mevcut saglik durumlari ve altta yatan hastaliklar
da lenfosit subsetlerinde bu degisikliklere yol agmis olabilir.

6. Influenza virus infeksiyonuna yatkin bireylerin tanimlanmasi ve bu
bireylere uygun koruyucu onlemlerin uygulanmasi morbidite ve mortalitenin azaltilmasi
icin evrensel bir 6neridir. Geleneksel risk faktdrlerinin yaninda, gen analizlerinin artmast
ile, influenza virus infeksiyona kars1 immiin cevabi etkileyen ve yatkinlik yaratan tek gen
defektleri tanimlanmaya devam edecek gibi goziikmektedir. Bu nedenle, agir influenza
infeksiyon tablosu gelisen bireylerde gen analizlerinin yapilmasi bilime yeni katkilar
saglayacaktir. Ayrica yatkin bireylere uygulanacak bireysel koruma onlemleri hastanin

yasamini kurtaracaktir.
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