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OZET

Hizal, M. Interstisyel Akciger Hastahgi Tamsi ile izlenen Hastalarin
Immiinolojik Ozelliklerinin Degerlendirilmesi. Hacettepe Universitesi Saghk
Bilimleri Entitiisii immiinoloji Programm Yiiksek Lisans Tezi, Ankara, 2024.
Cocukluk Cagi interstisyel Akciger Hastaliklar1 (chILD), genellikle belirlenebilen
bir etiyolojiye sahip olmayan heterojen bir hastalik grubudur. Bu hastalik grubu nadir
goriilen ve heterojen ozellikler gosteren bir kronik solunum yolu hastaligidir ve diffiiz
akciger tutulumu gostermektedir. Bu ¢alismada, chILD tanis1 almis veya bu tani ile
Hacettepe Universitesi Cocuk Gogiis Hastaliklar1 Unitesi'nde takip edilen cocuk yas
grubundaki hastalarda patogenezde rol oynayabilecek bazi immiinolojik bilesenleri
arastirmay1 hedefledik. Bu kapsamda, hastalarin periferik kanlarinda T regiilatuar
hiicre analizi yapildi ve IL-10 ile TGFB ifade diizeyleri bu hiicrelerde hiicre ici olarak
degerlendirildi. Ayrica, dogal lenfoid hiicre karakterizasyonu (ILC1, ILC2, ILC3) ve
yardimet T hiicre-17 (Th-17) analizi de yapildi. Periferik kan mononiikleer
hiicrelerinde vimentin ve periplakin ifadesi degerlendirildi. Toplamda 20 hasta ve 19
kontrol olmak dahil edildi. Hasta ve kontrol gruplari arasinda yas ve cinsiyet agisindan
anlaml1 bir fark bulunmadi. Hastalarin yas ortalamasi 14,25 + 4,7 yil olarak belirlendi
ve akrabalik orani hastalarin %40'inda goriildii. Hastalarin %30'unda malnutrisyon
saptand1. Semptomlarin ortanca baslama yas1 48 ay olarak belirlendi ve nefes darligi,
takipne ve Oksliriik en sik bagvuru bulgulart olarak goriildii. Hasta ve saglikli kontrol
grubunda Treg hiicre yiizdesi (sirasiyla 7,58 = 5 ve 6,2 + 3,61), Treg hiicrelerinde
intraselliiler olarak degerlendirilen TGF-p ifade eden hiicre yiizdesi (31,08 + 16,02 ve
33,16 = 14,47), ve IL-10 ifade eden hiicre yiizdesi (0,98 + 2,63 ve 0,41 + 0,56) arasinda
anlaml bir fark saptanmadi (P>0,05). Hasta ve saglikli kontrol grubunda Th17 yiizdesi
(swrastyla21,21 £ 11,05 ve 19,29 + 8,68) arasinda anlamli bir fark bulunmadi (P=0,29).
Hasta ve saglikli kontrol grubu arasinda intraselliiler periplakin ve vimentin ifadesi
acisindan anlamli bir fark saptanmadi (p>0,05). Bronsiolit obliterans hastalar
cikarildiktan sonra yapilan yeni grup (diger IAH; n=14) ile kontrol grubu arasinda
ILC2 agisindan anlaml fark bulundu (sirayla 2,58 + 2,24 ve 4,5 + 2,59; P=0,037),
ancak diger parametreler arasinda fark bulunmadi. Calisma parametreleri ve VKI,
FEV1%, FCV%, 6-dakika ytiriime testi, tan1 yasi, ssmptom siiresi, klinik bulgular ve
fizik muayene bulgular1 arasinda anlamli bir korelasyon saptanmadi (P>0,05).
Calismamiz, cocukluk ¢ag1 IAH olgularinda immiinolojik  6zelliklerin
degerlendirildigi bir pilot g¢alismadir. Sonuglarimizin anlamliliginin tam olarak
anlasilabilmesi i¢in 6zellikle daha genis hasta grubu ve bronkoalveoler lavaj 6rnekleri
ile desteklenmesi gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler: interstisyel Akciger Hastaliklari, Fibrozis, Cocuk
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ABSTRACT

Hizal, M. Evaluation of Immunological Characteristics in Patients Followed with
the Diagnosis of childhood Interstitial Lung Disease. Hacettepe University
Graduate School of Health Sciences Immunology Program Master's Thesis,
Ankara, 2024. Childhood Interstitial Lung Diseases (chlLD) are a heterogeneous
group of chronic respiratory diseases with usually no identifiable etiology. This
disease group is rare and exhibits heterogeneous characteristics, showing diffuse
pulmonary involvement. In this study, we aimed to investigate certain immunological
components that could play a role in the pathogenesis of patients diagnosed with
chiLD and followed at Hacettepe University Pediatric Pulmonology Unit. Within this
scope, regulatory T cell analysis was conducted in the peripheral blood of patients, and
the expression levels of IL-10 and TGFB were evaluated intracellularly in these cells.
Additionally, natural lymphoid cell characterization (ILC1, ILC2, ILC3) and helper T
cell-17 (Th-17) analysis were performed. Intracellular vimentin and periplakin
expression were evaluated. A total of 20 patients and 19 controls were included. There
was no significant difference in terms of age and gender between patient and control
groups. The mean age of the patients was determined to be 14.25 + 4.7 years, and a
consanguinity rate of 40% was observed among patients. Malnutrition was detected in
30% of the patients. The median age of symptom onset was determined to be 48
months, with dyspnea, tachypnea, and cough being the most common presenting
symptoms. There was no significant difference between patient and healthy control
groups in terms of Treg cell percentage (7.58 + 5 and 6.2 + 3.61, respectively),
percentage of TGF-B3 expressing cells evaluated intracellularly in Treg cells (31.08 +
16.02 and 33.16 + 14.47, respectively), and IL-10 expressing cell percentage (0.98 +
2.63 and 0.41 £ 0.56, respectively) (P>0.05). There was no significant difference in
Th17 percentage between patient and healthy control groups (21.21 +11.05 and 19.29
+ 8.68, respectively) (P=0.29). There was no significant difference between patient
and healthy control groups in terms of intracellular periplakin and vimentin expression
(p>0.05). After excluding bronchiolitis obliterans patients, a new group was formed
(other ILD; n=14), and a significant difference in terms of ILC2 was found between
this group and the control group (2.58 + 2.24 and 4.5 + 2.59, respectively; P=0.037),
but no difference was found in other parameters. There was no significant correlation
between study parameters and BMI, FEV1%, FVC%, 6-minute walk test, age at
diagnosis, symptom duration, clinical findings, and physical examination findings
(P>0.05). Our study is a pilot study evaluating the immunological characteristics in
chILD. In order to fully understand the significance of our results, especially a larger
patient group and bronchoalveolar lavage samples are needed to support the findings.

Keywords: Interstitial Lung Diseases, Fibrosis, Child
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1. GIRIS

Interstisyel Akciger Hastaliklar1 (IAH), etiyolojisi ¢ogunlukla saptanamayan,
heterojen bir hastalik grubudur. Cocukluk Cagi Interstisyel Akciger Hastaliklari
(chILD) nadir goriilen, heterojen 6zellikler gosteren kronik solunum yolu hastaligi
olup, diffiiz akciger tutulumu gdstermektedir. Istirahat ve egzersiz sirasinda uzun
stiren Oksiirlik, takipne veya dispne gibi solunum semptomlar1 ve bulgulari, krepitan
raller, retraksiyonlar, ¢omak parmak, biliyiime geriligi ve solunum yetmezligi
durumlarinda bu hastalik grubundan siiphelenilmelidir. Akut veya kronik seyir
gostermekte olup; mortalite ve morbiditesi yiiksektir. Tanida goriintiileme teknikleri,
bronkoskopi, akciger biyopsisi ve genetik yaklasimlar kullanilmaktadir.

Bu caligmada chILD tanis1 olan ¢ocuk yas grubundaki hastalarda patogenezde
sorumlu olabilecek bazi immiinolojik bilesenleri arastirmay1 amagladik.

Bu kapsamda, ¢ocukluk ¢agi interstisyel akciger hastaligi tanisi almis veya bu
tan1 ile takip edilen hastalarin periferik kanlarinda akim sitometrik yontemle T
regiilatuar hiicre analizi yapilmis ve IL-10 ve Transforming Growth Factor-f'nin
(TGF-P) ifade diizeyleri bu hiicrelerde hiicre i¢i olarak degerlendirilmistir. Ayrica,
dogal lenfoid hiicre karakterizasyonu (ILC1, ILC2, ILC3) ve yardimei T hiicre-17 (Th-
17) analizi yapilmasi planlanmistir.

Bu calisma ile ¢ocukluk cagi IAH olgularinda immiinolojik &zellikler
degerlendirilerek bu hastalik grubundaki durumu saptamak ve immiinopatogeneze
yonelik verileri aragtirarak hastalifin tedavisine yonelik degerlendirilmesine katki

saglamay1 amagladik.



2. GENEL BILGILER
2.1. interstisyel Akciger Hastaliklar

interstisyel akciger hastaliklar1 (IAH), nadir goriilen, genellikle altta yatan
nedeni bilinmeyen ve akcigeri yaygin bir sekilde etkileyen bir grup hastaliktir(1).
Cocukluk doneminde genis bir yelpazeye sahiptir ve genellikle kronik seyirli ve
akcigerin solunum fonksiyonunu etkileyen heterojen bir solunum bozukluklar
grubunu ifade eden genel bir terimdir(2, 3). Hastalik sadece interstisyumu degil, ayni
zamanda alveolleri, asiniisleri, kiiciik hava yollarini, damarlari, plevra ve akciger
parankimini de etkileyebilir. Olusan inflamasyon ve fibrozis, gaz degisimini bozar ve
restriktif akciger hastaligi belirtilerine yol agabilir(3, 4). Nadir goriilen hastaliklar
olduklarindan, pediatrik [AH'larla ilgili bilgiler olduk¢a kisithdir. Cocuklarda
interstisyel ve diffiiz akciger hastaliginin (chILD) olarak da adlandirilir ve ¢ocuklarda
hastalik genellikle 2 yasindan once ortaya ¢ikar. Cocuklarda ve yetiskinlerde bazi
[AH'nin nedenleri benzer olabilir ancak ¢ocuklarin biiyiime ve farklilasma
siireclerinde olmalar1 nedeniyle patofizyolojinin daha karmasik olduguna
inanilmaktadir. Hem akut hem de kronik seyirli olabilir ve genellikle yiiksek mortalite

ve morbidite oranlarina sahiptir(3, 4).
2.2. Epidemiyoloji

Cocukluk ¢aginda interstisyel akciger hastaliklarini gergek sikligi hastaligin
oldukca nadir olmasi ve smirli kayit sistemi kullanilmasi nedeni ile tam olarak
bilinmemektedir. Ancak hastaligin yayginliginin milyonda 1,3 ila 3,6 arasinda oldugu
ve insidansinin ise 17 yas altindaki her 100,000 ¢ocuk i¢in yilda 0,13-16,2 vaka tahmin
edilmektedir. Hastalik, genellikle erkek c¢ocuklarda kizlara kiyasla daha sik
goriilmektedir(3, 5).

2.3. Patofizyoloji

Interstisyel akciger hastaliklar1 genellikle interstitiyumu ve aym zamanda
alveolar yap1y1 ve kii¢iik hava yollarinin etkiledikleri i¢in daha iyi bir tanimlama sunan
"diffiiz parankimal akciger hastaliklar1" terimi kullanilmaktadir(6). Genis bir hastalik

grubunu kapsayan ve genis bir yas araligma yayilan IAH’larinim altta yatan patolojisi



henliz tam olarak aydinlatilamamistir(4). Altta yatan mekanizmalarin
karmasikhigindan dolayr IAH’larin gelisimi ve progresyon mekanizmalarmin
anlasilmas1 zorlu bir siiregtir. Diffliz parankimal akciger hastaliklari, kan ve hava
arasindaki gaz difiizyonunu etkileyerek, genel olarak distal hava yollarinin yapisal
degisimine bagli olarak gaz aligverisinin bozulmasina neden olan ortak bir
patofizyolojiye sahiptir(4, 7, 8).

Temelde alveolar epitel hasari, alveolar yiizey tamir mekanizmalarmin
bozulmasina neden olmaktadir. Bu durum, distal hava yollarinin "remodeling"ine
bagli olarak gaz degisiminin bozulmasina yol acar. Bu siireclerin hala gelismekte olan
cocuk akcigerlerinde meydana gelmesi, patofizyolojiyi daha karmasik hale
getirmektedir(9, 10).

Patolojik hasarin gelisiminde, epitelyal ve mezenkimal pulmoner elemanlar
arasindaki iletisim bozuklugunun 6nemli bir rol oynadig: diistiniilmektedir. Ancak,
altta yatan patofizyolojik bozuklugun ¢ok daha karmasik oldugu bilinmektedir. Bu
siireg, alveolar epitelyal hiicrelerin tekrarlayan yaralanmalar1 ve alveollerin
hasarlanmaya uygun yanit vermede basarisizlig ile karakterizedir. Sonug olarak, bu
durum anormal akciger onarimina ve ilerleyen fibroza yol agabilmektedir (4, 11).

Interstisyel akciger hastaliklar, gesitli inflamatuar olaylar1 icerebilir ve
genellikle infeksiyonlar, asir1 duyarhilik gibi faktorlerle tetiklenir. Ancak
inflamasyonun fibrozis gelisiminde tek basina etkili olmadigi, aksine epitel hasarinin
ardindan bozulmus yeniden epitelizasyonun Onemli bir katki sagladigi
diistiniilmektedir. Akciger inflamasyonu her zaman fibrozis ve remodeling ile
sonuclanmayabilir; hatta fibrozis, inflamasyon olmaksizin da gelisebilir. Alveolar
epitel hiicreleri, doku hasarini takiben normal bir alveolar restorasyona gidebilecegi
gibi, epitelyal mezenkimal gecis (EMT) olarak bilinen bir siiregle fibrozise de
ilerleyebilir. Bu karmasik siireg, bir dizi faktorden etkilenir.(3, 4, 12, 13). Daha o6nce,
remodelingin kalic1 inflamasyondan kaynaklandigi diisiiniilmekteydi. Ancak son
zamanlarda, doku hasar1 sonucunda gelisen anormal yara iyilesmesinin, fibrozis
gelisimine katkida bulundugu gosterilmistir(12).

Interstisyel akciger hastaliklarinin  gelisiminde genetik ve epigenetik
faktorlerin etkisi onemlidir. Ailevi IAH vakalarinda genetik yatkinligin belirleyici bir

risk faktorii oldugu gozlemlenmitir(10). Ayrica, DNA metilasyonu, histon



modifikasyonlar1 ve mikroRNA'lar gibi epigenetik diizenlemeler de hastaligin
seyrinde rol oynadig1 diisiiniilmektedir(14). Ozellikle viriisler ve sigara gibi ¢evresel
faktorlerin ve eslik eden komorbiditelerin (reflii, apne, kardiovaskiiler hastalik) IAH
gelisiminde etkili oldugu bilinmektedir(4, 15). Sonu¢ olarak, I[AH'larn
patofizyopatolojisinde, genetik ve genetik olmayan ¢oklu faktoriin, tekrarlayan epitel
hasarina kars1 duyarliligin artmasina neden olabilecegi diisiiniilmektedir(3, 16).

Yapilan c¢alismalar, Transforming Growth Factor-B'nin (TGF-B) fibrozis
gelisiminde etkili oldugunu gdstermistir. Intrinsik veya ekstrinsik epitelyal hiicre
hasari, siirfaktan iglev bozuklugu, epitelyal apoptozis, dogal bagisikligin bozulmasi,
doku hasarina verilen yanitta degisiklik, bozulmus epitel-mezenkim etkilesimi gibi
karmasik yollar, farkli sekillerde remodelleme gelisimine katkida bulunmaktadir (4,
13, 17).

Interstisyel akciger hastaliklarmin gelisiminde inflamasyon ve immiin yanitin
rolii hakkinda bilgiler oldukg¢a sinirlidir(4). Bu hastaliklarda, profibrotik biiylime
faktorleri, oOzellikle de TGF-B1’in aktivasyonu, miyofibroblast doniisiimiine ve
ckstraselliiler matris (ECM) birikimine neden olabilir(18). Ayrica regiilatuvuar T
hiicreleri (Treg) lenfositlerin de fibroz olusumunda ¢ok oOnemli rol oynadigi
diisiiniilmektedir(19).Ek olarak Interlokin-17 (IL-17) salgilayan yardimci T hiicrelerin
(Th17) pro-inflamatuar siireclerde rol oynadigi bilinmektedir. Treg/Th17 dengesi ise
immiin homeostazi saglamak i¢in gereklidir ve orantisizligin idiyopatik pulmoner
fibrozis (IPF) ile iligkili oldugu diisiiniilmektedir(10). Ancak ¢ocukluk yas grubunda
bu konuda yapilan ¢alismalar ¢ok sinirhidir.(12)

Fare modellerinde yapilan ¢alismalar fibrozisin gelisiminde, genellikle telafi
edilmemis bir Th2 tipi bagisiklik yanitinin 6nemli oldugunu géstermektedir(20).
Idiyopatik pulmoner fibrozis hastalarinda yapilan arastirmalar, bronkoalveoler lavaj
(BAL) ve periferik kan orneklerinde Treg sayisinin azaldigini gostermektedir.
Treg'lerdeki bu azalmanin hastalik siddetiyle iliskilendirilmesi, Treg'lerin fibrozis
stirecinde kritik bir rol oynayabilecegini diisiindiirmektedir(20, 21).Ayrica TGF-f,
TGF-B1 ve IL-10 gibi Treg kaynakli sitokinlerde 6nemli degisiklikler gézlenmektedir.
TGF-B'nin immiinomodiilator etkisine ragmen, bu sitokin matriks protein sentezinde
artisa ve matriks proteinaz aktivitesinde azalmaya neden olabilir(22). Ayrica IL-10,

insan yara dokusundan elde edilen fibroblastlarda tip | kollajen sentezini azaltarak



dogrudan fibrozisi dnleyebilir. Deneysel fare modellerinde yapilan calismalar, IL-
10'un akciger fibrozisine karsi koruyucu oldugunu gostermektedir, ancak bu
korumanin mekanizmasi tam olarak anlasilamamistir(22-24).

Son donem calismalar ise, akcigerde dogustan lenfoid hiicreler (ILC'ler) ve
geleneksel olmayan T lenfositler (CD1'e smirli NKT, MAIT hiicreleri ve v5-T
hiicreleri) gibi diger belirgin bagisiklik hiicrelerinin varligin1 ve bunlarin akciger
homeostazina olan katkisin1 géstermektedir(25).

Sekil 2.1'de Hirahara ve ekibinin yaptig1 c¢alismaya dayanarak akciger
fibrozisinin hiicresel ve molekiiler mekanizmalarinin indiiksiyonunu gosteren sematik
bir taslak bulunmaktadir. Myofibroblastlarin indiiksiyonu ig¢in ii¢ ana yol tasvir
edilmistir: (1) Akciger epitelyal hiicreler veya endotelyal hiicreler, epitelyal/endotelyal
mezenkimal gecis (EMT) yoluyla myofibroblastlara doniisiir. (2) Dokuda yerlesik
fibroblastlar myofibroblastlara farklilasir. (3) Fibrositler myofibroblastlara doniisiir.
Ayni zamanda, c¢esitli tiplerde bagisiklik hiicreleri, pro-inflamatuar sitokinlerin ve
biliylime faktorlerinin tiretilmesi araciligiyla fibrozisin patolojisini sekillendirmede
katkida bulunur.
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Sekil 2.1. Akciger fibrozisinin hiicresel ve molekiiler mekanizmalarinin
indiiksiyonunu gosteren sematik mekanizma (26)



2.3.1. Regiilatuar T lenfositler: Hastalik Gelisimindeki Rolii

Regiilatuvar T hiicreleri, T hiicrelerinin bir alt popiilasyonu olarak, bagisiklik
toleransini ve bagisiklik yanitinin homeostazisini saglayan immiin baskilayici etkilere
sahip Ozellesmis hiicrelerdir.(27). Kendi antijenlerine, patojenlere, kansere,
mikrobiyota ve ¢esitli diger alerjenlere karsi hem dogal hem de adaptif bagisiklik
yanitlarin1  diizenleyen CD4+ lenfositlerin belirgin bir popiilasyonu olarak
tanmimlanabilirler(28, 29). T hiicrelerinin baskilayici islevi, 1970'lerde Gershon ve
Kondo tarafindan ilk kez rapor edilmistir(30). Daha sonra, timektomi yapilan farelerde
IL-2Ra (CD25) ifade eden ve otoimmiiniteyi baskilayan CD4+ T hiicre alt grubunu
tanimlamigtir. Sonraki ¢aligmalar, Foxp3 transkripsiyon faktoriiniin bu hiicrelerde
onemli bir belirteg¢ oldugunu géstermistir(28, 30, 31).

Bu hiicreler dogal olarak (nTreg'ler, timusta gelisir) veya periferik indiiksiyon
sonrasinda (iTreg'ler, geleneksel T hiicrelerinden periferik dolasimda olusur)
gelisirler. CD4 ve CD25 yiizey biyobelirteglerinin varlig ile karakterize edilirler.
Dolasimdaki CD4+ lenfositlerin  %1-4"linli olustururlar ve genellikle hiicre
plastisitesinin yliksek derecede oldugu, bir dizi transkripsiyon faktoriiniin karmagik
ag1 tarafindan diizenlendigi bilinmektedir. Regiilatuar T hiicreleri rolii hakkinda birgok
detay hala bilinmemesine ragmen, faaliyetleri genellikle efektor T hiicre aktivitesinin
modiilasyonu yoluyla gerceklesir, bu da T hiicre reseptor sinyalleme siirecinin optimal
islevini saglar(22, 32).

Hem periferik Treg hiicreleri hem de timik Treg hiicreleri, immdiin toleransin
diizenlenmesinde olduk¢a 6nemli bir rol oynamaktadir. Kendinden olan ve olmayan
antijenlere kars1 periferik toleransin temel araclaridir ve immiin cevabi
baskilamalariyla kritik bir rol oynarlar. Treg hiicreleri, immiin yanit1 etkileyerek bagka
hiicre tiirlerinin aktivitesini islevsel olarak baskilayan bir T hiicresi popiilasyonu
olarak tanimlanabilir. Regiilatuvar T hiicrelerinin, dogal o6ldiiriicii hiicreler,
makrofajlar, lenfositler, B hiicreleri, dendritik hiicreler gibi ¢esitli immiin sistem
hiicrelerini diizenledigi gosterilmistir(28, 31, 33).

Cogu calisma, Treg'leri tanimlamak i¢in CD4+CD25+Foxp3+ kullanmasina
ragmen, son arastirmalar, bu klasik olarak tanimlanan Treg'lerin heterojen oldugunu
ve ti¢ farkli fonksiyonel ve fenotipik alt popiilasyona ayrilabildigini géstermektedir:
CD45RA+/CD25++ dinlenen Treg'ler (rTreg'ler) ve CD45RA—/CD25+++ aktif



Treg'ler (aTreg'ler), her ikisi de in vitroda baskilayicidir; ayrica pro-enflamatuar
sitokinler salgilayan CD45RA—/CD25++ T hiicreleri (Fr III) bulunmaktadir(20).

Regiilator T hiicrelerinin ve farkli alt popiilasyonlarinin akciger
hastaliklarindaki rolii genis ¢apta arastirilmistir. Bu alt popiilasyonlardaki
dengesizlikler, kronik obstriiktif akciger hastaligt (KOAH), astim, sarkoidoz,
pulmoner fibrozis ve akciger kanseri gibi farkli akciger hastaliklarinda klinik
sonuglardaki degisikliklerle iliskilendirilmistir(22, 34, 35).

Regiilator T hiicreleri bagisiklik toleransi ve homeostazin saglanmasinda
onemli rol oynamasina ragmen, IPF patogenezindeki rolii heniiz tam olarak
belirlenmemistir. Fibrozis’de TGF-B, TGF-B1 ve IL-10 gibi Treg kaynakli sitokinlerde
onemli degisiklikler gozlenmektedir.(22) Regiilatuar T lenfositleri, hem TGF-f1°e
yanit veren hem de onu salgilayan hiicrelerdir(4). Immiin yanitin diizenleyici hiicreleri
olarak kabul edilirler. Literatiir verileri, Treg'lerin bagisiklik homeostazini siirdiirmeye
katki sagladigini ve ¢esitli solunum hastaliklarinda rol alabilecegini gostermektedir.
Ancak, Treg'lerin akciger fibrojenezindeki etkileri, pulmoner fibrozisteki rolii
konusunda tutarsizlik gésterme egilimindedir(20).

Bir yandan, Treg'ler inflamatuar ve yardimeir T hiicre yanitlarinin inhibisyonu
yoluyla dolayli olarak fibrozis gelisimini azaltabilir(36). Diger taraftan,
immiinstipresif Treg'lerin, profibrotik fonksiyonlara sahip oldugu diisiiniilen TGF-f1
ve trombosit derive biiyiime faktorii (PDGF)-B'yi salgiladigr distiniilmektedir(37).
Ancak cocukluk chILD’da Treg roliinii inceleyen ¢ok az caligma bulunmaktadir.

Literatiirde IPF hastalar: iizerinde yapilan arastirmalar, BAL ve periferik kan
orneklerinde Treg sayisinin azalabildigini gdstermektedir. Bu azalmanin, hastaligin
siddetiyle iliskilendirilmesi, Treg'lerin fibrozis silirecinde Onemli bir rol
oynayabilecegi fikrini isaret etmektedir.(20, 21)Sonug olarak, Treg'ler farkli etki
mekanizmalarina sahiptir ve farkli T hiicre alt gruplarinin dengesini saglamada 6nemli
bir rol oynarlar. Diizenleyici hiicre popiilasyonundaki herhangi bir biyomolekiiler
yolun islev bozuklugu, asir1 aktif bir bagisiklik sistemi olugmasina yol agabilir.
Farelerde ve insanlarda yapilan onde gelen Treg calismalari, g¢esitli akciger
hastaliklarinda ve fibroziste ©6nemli rolleri olabilecegini gostermektedir. Bu
dengesizlik, sonug¢ olarak zararsiz antijenlere karsi efektdr yanitlarin artmasina ve

akcigerlerde inflamatuar durumlarin gelismesine yol agabilmektedir(22).
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Sekil 2.2. Regiilator T hiicrelerinin fonksiyonunun hava yolu inflamasyonundaki
potansiyel roli. (22)

2.3.2. Transforming Growth Factor Beta (TGF-$): Hastalik
Gelisimindeki Rolii

Transforming Growth Factor Beta 1 (TGF-B1), hiicre biiylimesi, farklilasma,
apoptoz, gog, hiicre dis1 matriks iiretimi gibi birgok hiicresel siirecte kritik bir rol
oynayan gli¢lii bir sitokindir. TGF, hiicreler arasinda iletisimi saglayan ve birgok
biyolojik siireci diizenleyen bir proteindir. Cesitli dokularda ve hiicre tiplerinde
bulunur ve biyolojik sistemlerin dengesini saglayarak ¢esitli hiicresel tepkilere neden
olur(38, 39).

Akcigerlerde, TGF-B, alveolar makrofajlar, nétrofiller, aktive alveolar
epitelyal hiicreler, endotel hiicreler, fibroblastlar ve myofibroblastlar da dahil olmak
lizere genis bir hiicre gesitliligi tarafindan iiretilmektedir. Aktive oldugunda, TGF-,
kemotaktik ve proliferatif 6zelliklere sahip bir pleiotropik biiyiime faktorii olarak
gorev yapmaktadir. Transforming Growth Factor Beta 1, makrofaj ve fibroblastlarin
cekilmesini ve ayrica trombosit kaynakli biiyiime faktorii (PDGF) ekspresyonu
araciligiyla fibroblast proliferasyonunu indiikler. Bu hiicrelerde, TGF-p ayrica TNF-



a, PDGF, IL-1p veya IL-13 gibi bir dizi proinflamatuar ve fibrojenik sitokinlerin
ekspresyonunu uyararak fibrotik yanitt neden olabilmektedir(17, 40).

Hem temel arastirmalar hem de klinik arastirmalar, TGF-£1’in IPF'nin
patogenezinde 6nemli ve karmasik rol oynadigimi gostermektedir. TGF-B1'in etkisinin
tic temel adimda gerceklestigi diislinlilmektedir: epitelyal-mezenkimal gecis ve
endotel-mezenkimal gec¢is, miyofibroblast farklilasmasi ve fibrojenez. Bu siiregler,
akciger dokusunun skarlagsmasina ve IPF ile iliskilendirilen akciger fonksiyonlarinin
geri donlistimsiiz bir sekilde bozulmasina katkida bulunmaktadir(38, 39).

Transforming Growth Factor Beta 1, ¢esitli sinyal yolaklar1 araciligiyla islev
goriir, bunlar arasinda Smad, MAPK ve ERK yollar1 bulunmaktadir(36, 39). TGF-B1,
fibroblast aktivasyonunu uyararak, ekstraselliiler matriks proteinlerinin artan
tiretimine neden olarak akciger dokusunun kalinlasip sertlesmesine yol agar. Ayrica,
TGF-B1 epitelyal-mezankimal gegisi tetikleyerek, fibrotik siirece daha da katkida
bulunur. TGF-B1 tarafindan yonlendirilen diferansiyasyon yoluyla fibroblastlardan
tiireyen myofibroblastlar ortaya ¢ikar. Ozellikle, TGF-B1, fibrozisi tesvik eden hedef
genlerin transkripsiyonunu diizenlemek iizere Smad2 ve Smad3 proteinlerinin
fosforilasyonunu etkinlestirir; bu, Smad4 ile birlikte ¢alisir. Bununla birlikte, Smad7
bu yoldaki inhibe edici bir diizenleyici olarak hareket eder ve fibrotik stireglere karsi
gelmeyi amaclar. Idiyopatik pulmoner fibrozis patolojisi, bu intraselliiler sinyallerin
anormal aktivasyonunu igerir ve bu da myofibroblast aktivasyonu, artmis kollajen

tiretimi ve akciger mimarisinin yeniden sekillenmesine yol acabilmektedir(39, 41).

Transforming Growth Factor Beta 1, otofaji aracilarinda azalmaya yol agar ve
mitokondrial homeostazi bozar, bu da fibrogenesis sirasinda hiicrenin hayatta kalmasi
ve farklilasmasi tizerinde etkili olur. Bir¢ok intraselliiler sinyal yolunu aktive eder.
Klasik Smad sinyalizasyonu ve MAPK ve ERK gibi kanonik olmayan yollar, TGF-p1
tarafindan aktive edilir ve bu da profibrotik genlerin transkripsiyonel diizenlemesine
yol acgar. Transforming Growth Factor Beta 1, Smad olmayan sinyal yolaklari
araciligiyla, hiicrenin hayatta kalmasi, proliferasyonu ve farklilasmasi {izerinde etkili
olabilir. Bu sitokin ayrica oksidatif stres ve epigenetik modifikasyon siirecleriyle
etkilesir ve fibrotik ilerlemeye katkida bulunabilir. Transforming Growth Factor Beta

1, idiopatik pulmoner fibrozisi ¢ogu durumda arttirmasina ragmen, bazi durumlarda
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inhibe edici bir rol de oynayabilir. Literatiir, TGF-B1'in fibrozisdeki roliiniin daha iyi

anlasilmasi i¢in daha fazla ¢alismaya ihtiyag¢ oldugunu vurgulamaktadir(17, 18, 39).
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Sekil 2.3. Transforming Growth Factor Beta 1'in IPF'deki rolii.

Fibroblastlarin myofibroblasta, epitelyal hiicrelerin de mezankimal hiicrelere
dontisiimiinii tegvik eder ve kollajen, filament6z aktin ve a-SMA iiretimini artirir (39).

Pulmoner fibrozisli hastalarda, akciger dokusunda, BAL veya kanda interl6Kin
seviyelerinde cesitli degisiklikler gozlemlenebilmektedir. Idiyopatik pulmoner
fibrozis hastalarinda, saglikli bireylerle karsilastirildiginda BAL sivisinda IL-1f ve IL-
17A, serumda ise IL-2, IL-10 ve IL-12 seviyeleri daha yiiksek olabilmektedir.
Interlokin seviyeleri sadece fibrozisli ve fibrozisli olmayan bireyler arasinda degil,
ayni zamanda farkli fibrozis evreleri arasinda da degisiklik gosterebilmektedir. Ayrica,
interleukin seviyeleri hastaligin siddetini degerlendirmede ve prognozu belirlemede
kullanilabilmektedir(42, 43).

In vivo ve in vitro arastirmalar, interleukin seviyelerindeki degisikliklerin
pulmoner fibrozisin olusumunu ve gelisimini etkileyerek inflamasyonu, immiin yaniti,
otofaji, yaslanma, EMT gibi siirecleri diizenledigini gdstermektedir. Interlokinlerin

ana hedef hiicreleri genellikle fibroblastlar, makrofajlar ve epitel hiicreleridir(42). IL-
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10, bleomisinle indiiklenen akciger fibrozisi olan farelerde anti-inflamatuar ve anti-
fibrotik bir sitokin olarak islev goriir. IL-10, IFN-y'nin azalmasin1 ve TGF-B1'in
artmasini engelleyerek, inflamasyonu ve akciger fibrozisinin gelisimini azaltir(42, 44).
Diger yandan IL-17A, bleomisinle indiiklenen akciger hasarinda otofaji ve otofaji ile
iliskili hiicre 6limiinii engelleyerek fibrozisi tesvik eden bir pro-inflamatuar sitokin
olarak rol oynar. Intravendz anti-IL-17A nétralize edici antikor, bleomisinle zarar

gormiis farelerde hayatta kalma siiresini artirir(42, 45).
2.3.3 Interlokin 10: Hastalik Gelisiminde Rolii

Interlokin-10 (IL-10), giiclii anti-inflamatuar &zelliklere sahip bir sitokindir.
Temel olarak makrofajlar, monositler, T hiicreleri, B hiicreleri ve keratinositler gibi
immiin hiicreler tarafindan iiretilir. Bu sitokinlerin, makrofajlar ve Treg hiicreleri gibi
hiicreler tarafindan tiretilen IFN, IL-2, IL3, TNF-, ve GM-CSF gibi pro-inflamatuar
sitokinlerin iiretimini inhibe etme yetenegine sahip oldugu bilinmektedir. Ayrica, IL-
10 antijen sunan hiicrelerin antijen sunum yetenegini engelleme konusunda giiclii bir
rol oynamaktadir.(46, 47).

Interldkin-10, inflamasyonu kontrol etmede kritik bir rol oynar ve bagisiklik
sistemi patojenlere yanit verirken konakta zararin Onlenmesine yardimci olur.
Diizenleyici etkileri, bagisiklik sisteminde dengeyi korumak ve asir1 inflamatuar
tepkilere yol agabilecek otoimmiin bozukluklar1 veya kronik inflamatuar hastaliklari
onlemek i¢in hayati 6neme sahiptir. Bu diizenleyici rolii nedeniyle, IL-10, otoimmiin
hastaliklar, alerjiler ve fibroz gibi ¢esitli durumlarda terapdtik miidahaleler icin ilgi
ceken olmustur(46, 47).

Saglikli akcigerlerde, alveolar makrofajlar IL-10'un ana kaynagidir. Bu sitokin,
homeostatik kosullarda siirekli olarak salgilanirken, hastalik durumlarinda, 6zellikle
lipopolisakkarit (LPS) veya TNF gibi uyaricilarla uyarildiginda artar. T hiicreleri ise
inflamasyon durumunda IL-10 igin ikincil ancak kritik bir kaynak olustururlar.
Yapilan g¢alismalar, IL-10'un astim ve akut solunum sikintis1 sendromu gibi akut
iltihabi durumlarda yararli bir rol oynadigini gostermistir. Ancak, patolojik fibrozis ile
karakterize olan hastaliklardaki rolii hala belirsizligini korumaktadir(47-49).

Hem pro- hem de anti-enflamatuar bir sitokin olan TGF-p, akciger fibrozisinde
IL-10 ile birlikte 6nemli bir rol oynadig1 diistiniilmektedir(50). IL-10 gibi, alveolar
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makrofajlar tarafindan da {retilir ve fibroblastik odaklarda goriilen fibroblast
proliferasyonunu, miyofibroblastlara diferansiyasyonu ve sonraki kollajen iiretimini
indiikledigi gosterilmistir(51). TGF-B, EMT'nin kritik bir indiikleyicisi olarak bilinir
ve bu siirecte endotelyal-mezenkimal gegiste (EMT) epitel veya endotelyal hiicrelerin
inflamatuar siire¢ altinda profibrotik bir mezenkimal fenotip kazanmasini saglar(52).
Aktive edilmis akciger fibroblastlari daha sonra alveolar hiicre apoptozunu
indiikleyebilir ve anormal aktivasyonun dongiisiinii stirdiirebilir. Genel olarak,
literatiir IL-10 ve TGF- arasinda simbiyotik veya karsilikli bagimli bir iliski
gosterdigini ve T hiicrelerinde birbirlerinin iiretimini indiikkleyip modiile etme
ozelligini vurgulamaktadir(47).

Interldkin-10, akciger fibrozisi ve diger organlardaki fibrozis durumlarinda
karmagik bir role sahiptir. Bu rol, hedef organin, hastalik tipinin ve evresinin yani sira
tireten hiicre tipine bagli olarak degisiklik gosterebilir. Farkli senaryolarda, IL-10 hem
fibrozisi artirabilir hem de inflamasyonu azaltarak fibrozisin ilerlemesini
Onleyebilir(47).

Bu karmagsik ve c¢ift yonlii etki nedeniyle, IL-10'un akciger 6zgii hastalik
durumundaki roliiniin ve akciger dokusundaki diger hiicre tipleri ve sitokinlerle nasil
etkilesime girdiginin anlasilmasi, gelecekte gelistirilebilecek hedefe yonelik

tedavilerin kullaniminin belirlenmesi agisindan oldukg¢a 6nemlidir(47).

2.3.4. Yardimer T 17 (T helper 17; Th17) Hiicreleri: Hastalik
Gelisimindeki Rolii

Yardime1 T 17 (Th17) hicreleri, 1L-17, 1L-21, IL-22 ve diger inflamatuar
sitokinlerin tretimi ile karakterizedir ve CD4+ yardimci T hiicreleri smifindadir.
Bagisiklik yanitinda 6nemli bir rol oynarlar, 6zellikle hiicresel dis1 patojenlere karsi
inflamasyon ve savunmada kritik bir rol almaktadir. Farklilasmasi ise, IL-6, TGF-,
IL-1pB, IL-21 ve IL-23 gibi gesitli sitokinlerin varligina baglidir(53).

Yardimci T 17 hiicrelerinin dengesizligi, interstisyel akciger hastaliklarinin da
bulundugu ¢esitli otoimmiin ve inflamatuar hastaliklarla iligkilendirilmistir. Ancak
cocuk hastalarda yapilan c¢aligmalar astim dahil ¢ok sinirlidir. Mukozal ve dogal
bagisiklik hiicrelerini bir¢ok inflamatuar sitokin ve kemokin liretmeye tesvik eder ve

bolgesel olarak daha fazla mast hiicresi, eozinofil ve bazofil ¢eker. Fare modellerinde,
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Th17 alt popiilasyonunun ve yakindan iligkili IL-17A ve IL-17F sitokinlerinin mukus
tiretimi, hava yolu diiz kas hiperreaktivitesi ve kortikosteroidlere direngli
inflamasyonun indiiksiyonunda rol aldigina dair ¢aligmalar bulunmaktadir(54). Ayrica
Th17 hiicrelerinin diferansiyasyonunda rol alan bir¢ok sitokin (TGF-B, IL-1p, IL-6 ve
IL-23), ozellikle TGF-B, akciger fibrozis siirecinde ©onemli bir rol oynadig
diistiniilmektedir(55).

Rolla ve arkadaslarinin ¢alismasinda, skleroderma hastalarinda Th17 ile iligkili
sitokinler (IL1- g, IL-6, IL-17, IL-21, IL-22, IL-23, TGF-p) soluk ve serumda
degerlendirilmis ve yaygin skleroderma tipinde IL-17 diizeyinin serumda normal
seviyelerdeyken solukta anlamli sekilde yiiksek bulundugu gozlemlenmistir(56).
Literatiirde fare modelinde yaptig1 c¢alismalar, inflamasyonun gelisiminde fibroza
neden olan IL-17A'min gerekliligini gostermistir. Bu da IL-17A'nin IPF ve diger
fibrotik hastaliklarin  tedavisinde hedeflenmesinin potansiyel yararini One

stirmektedir(57, 58).

Endotelyal hilcreler  Epitelyal hicreler ~ Th17 ~ y&T17 NK Makrofaj Notrofil
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Sekil 2.4. IPF de IL-17A ve IL-17F sitokinlerinin sematik rolleri(59)

2.3.5. Dogal Lenfoid Hiicreler (innate lenfoid hiicre,ILC): Hastahk

Gelisiminde Rolii

Dogal lenfoid hiicreler (ILC), 2013 yilinda tanimlanmis ve son yillarda giderek
artan ilgi géren, T hiicrelerinin dogal immiin sisteme ait olan fonksiyonel analoglar1
olarak kabul edilmektedir. Dogal lenfoid hiicreler, gelisim ve fonksiyonlar1 agisindan
yardimei T hiicrelerine benzerlik gosterirler ve kendilerini diizenleyen transkripsiyon
faktorleri ve tirettikleri sitokinlere gére siniflandirilirlar (60, 61).

Dogal lenfoid hiicreler genellikle dokuda yerlesiktir ve ozellikle solunum,
sindirim ve lreme yollar1 gibi mukozal bolgelerde bulunurlar. Bu bolgelerde,
patojenlere karsi ilk savunma hatt1 olarak hareket ederler, dogal bagisiklik sistemine
hizl1 bir yanit verilmesine yardime1 olur ve doku onarimi ile homeostazda rol oynarlar.
Dogal lenfoid hiicreler gelisim ve fonksiyonlar agisindan yardimer T hiicrelerine
benzerlik gosterirler, ancak konvansiyonel antijen reseptorlerine sahip degillerdir.
Dogal lenfoid hiicreler ailesi bes ana alt kiimeden olusur: Grup 1 ILC hiicreleri (ILC1),
grup 2 ILC hiicreleri (ILC2) ve grup 3 ILC hiicreleri (ILC3), sitotoksik NK hiicreleri
ve lenfoid doku indiikleyici hiicreler (LTi hiicreleri) olarak siniflandirilirlar(62, 63).
Virlis enfekte hiicreleri ve tiimor hiicrelerini 6ldiiren ve islevleri igin T-bet
transkripsiyon faktoriine ihtiya¢ duyan, geleneksel dogal dldiiriicti (NK) hiicreler artik
ayr1 bir ILC alt grubu olarak kabul edilmektedir. Ikinci bir alt grup, lenfoid doku
indiikleyici (LT1) hiicreleri, ikincil lenfoid organogenezden sorumludur, geriye kalan
ti¢ ILC alt grubu (ILCI1, ILC2, ILC3) ise yardimci T hiicrelerine benzer bir rol
oynamaktadir (25).

ILC'ler ii¢ ana gruba siniflandirilir: grup 1 (ILC1 ve NK hiicreleri), grup 2
(ILC2) ve grup 3 (ILC3 ve LTi hiicreleri), sirasiyla Thl'e (NK hiicrelert CD8+
sitotoksik T hiicrelerine karsilik gelir), Th2 ve Thl7 hiicrelerine karsilik gelir
(64).Geleneksel antijen reseptorlerine sahip degillerdir; bunun yerine, spesifik
olmayan tehlike sinyallerini, mikrobiyal bilesikleri ve sitokinleri tanirlar. Bununla
birlikte, immiinolojik bellek gelistirebilirler(65, 66). ILC'ler, geleneksel polarize T
yardimect hiicre alt tipleri (Th1, Th2, Th17) ile transkripsiyonel ve islevsel paralellikler

gosterir; ancak dnemli farki, ILC'lerin klonal olarak dagilmis antijen 6zgiil reseptorlere
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sahip olmamasidir. Bunun yerine, ILC'ler, mukozal epitel, stroma ve miyeloid kokenli
hiicrelerden tiireyen tehlike ve stres sinyallerine yanit verirler. Buna karsilik, yo-T
hiicreleri, dogal 6ldiirticii T (NKT) hiicreleri ve mukozaya iliskili degisken T (MAIT)
hiicreleri yar1 degisken antijen 6zgiil reseptorlere sahiptir ancak benzer aracilara yanit
verirler.(25).

Dogal lenfoid hiicreler ortak lenfoid progenitérden tiremekte ve temel olarak
fetal karacigerde veya dogumdan sonra kemik iliginde gelismektedirler. Dogal lenfoid
hiicreleri, belirli hiicre ylizey antijenlerine sahip degildir, bu nedenle genellikle soy
bagimli negatif (Lineage negatif, Lin-) olarak adlandirilirlar. Bu 6zellik, ILC'leri
tanimlamak i¢in akim sitometrisi gibi yontemlerde kullanilir(67, 68). ILC1, ILC2 ve
ILC3 de Id2+ ortak yardimci-benzeri dogal lenfoid 6ncii hiicrelerden gelisir. Dokuda
yerlesik ILC'ler kemik iliginden veya lenfoid organ Onciillerinden yenilenebilirler,
ancak genellikle doku sistemlerinde yerel olarak kendi kendilerini yenileyerek ve
genisleyerek korunurlar(61). Dogal lenfoid hiicreler alt gruplarinin gelisimi igin IL-2,
IL-15 ve IL-7 gibi sitokinlere ihtiyaglar1 vardir. Bu nedenle, ILC onciilleri CD127
yiizey proteinini ifade ederler. Eger bu sitokinler dokularda yetersiz ise, ILC

hiicrelerinin sayis1 azalabilir(69).
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Sekil 2.5. ILC alt grubunun ve rollerinin sematik temsili(25).

Dogal lenfoid hiicreler ve T hiicreleri ortiisen islevlere sahipken, ILC'ler
adaptif bagisiklik yanitlarinin hazirlanmasinda ek roller iistlenirler. T hiicre benzerleri
gibi ILC’ler de kronik inflamasyon, otoimmiinite ve kanserle iliskilidir(70, 71).
ILC1'lerin akcigere nasil ulastigina dair ¢ok az bilgi mevcuttur, ancak ILC2'ler ve
ILC3'ler dogumdan hemen sonra akcigerde ortaya ¢ikarlar, ILC2'lerin IL-33 {ireten tip
IT alveolar epitel hiicreleri tarafindan ve ILC3'lerin alveolar fibroblastlar tarafindan
tiretilen insiilin benzeri biiylime faktoriine bagimli oldugu gozlenmistir. ILC'ler
oldukca plastik olup, g¢evresel sinyallere bagli olarak fenotip ve fonksiyonlarini

degistirebilirler ve tanimlanmalar1 karmasik hale gelebilir(25, 68).
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Sekil 2.6. Dogal lenfoid hiicre geligimi(72)

Innate lenfoid hiicrelerin alerjik hastaliklarla iliskisi son yillarda giderek daha
fazla vurgulanmaya baglamistir(73). Son calismalar, KOAH hastalarmin periferik
kaninda artmig ILC1 sikliginin hastalik siddeti ile iligkili oldugunu ve artmis
alevlenme riski ile iliskilendirildigini 6ne siirmektedir(68). Ayrica, agir KOAH
hastalarinin akcigerlerinde hem ILC1'lerin hem de ILC3'lerin arttig1 bildirilmistir(74).
KOAH modelindeki farelerde, Sigara dumanmin pulmoner ILCl1'leri indiikledigi
gosterilmistir.(75) ILC1'ler, Th1 ve CD8+ T hiicreleri ile, KOAH patogenezinde rol
oynayan IFN-gamma tiretimine katkida bulunurlar. Bu siiregte, alveolar makrofajlar
elastolitik proteazlarin ve nitrik oksit liretiminin artigina yol agarlar, bdylece KOAH'in
gelisimine katki saglarlar (68).

ILC2'ler, sigara dumani kaynakli KOAH modelinde nétrofil rekrutasyonunu
gergeklestirmis ve eksiklikleri amfizemden korunmay1 saglamis, ancak 1L-13 ve IL-
33 seviyelerinin artmasi yoluyla fibrozu tesvik etmistir. Ayrica, ILC2'lerin, akut
KOAH alevlenmeleri sirasinda Th2 adaptif yanitlarin1 desteklemede rol oynadigi
gosterilmistir (68).
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Heniiz astimdaki ILC1'lerin rolii tam olarak bilinmemekle birlikte, ILC1'lerin
notrofilik astimla iligkili olabilecegi diisiiniilmektedir(68). Allerjik astimda, genellikle
tip 2 enflamasyonla iliskilendirilen, ILC2'lerin periferik kaninda saglikli bireyler veya
alerjik riniti olanlarla karsilastirildiginda artiglar goriilmektedir. Ayrica, siddetli
astiml1 hastalarda, akcigerde ILC2'lerin, eozinofili ile birlikte arttigi raporlanmistir(68,
76-78). ILC1 benzeri ozelliklere sahip ve IFN-gamma iiretme kapasitesine sahip
CCR10+ ILC2'lerin bir alt kiimesi, alerjik ve alerjik olmayan siddetli astiml1 hastalarda
Th2 sitokin salinimini siirlayarak ve tip 2 yanitlar1 bastirarak koruyucu rol
oynayabilmektedir (68, 79).

ILC2 kaynakli IL-13 ise dendritik hiicre gogiini uyararak Th2 hiicre
indiikksiyonunu  uyarabilmektedir(80). [ILC2'lerin IL-4 diretimi, gida alerjisi
yanitlarinda Treg indiiksiyonunu engeleyebilmektedir(81). Sigara dumanina maruz
kalan farelerin ILC3 ve ILCl sayisinda artis, ILC2 sayilarinda azalma
raporlanmistir(82). ILC3'ler, IL-17 ve IL-22'nin erken {ireticileri olup, KOAH
patogenezinde rol oynadigi diisiiniilmektedir. IL-17, KOAH hastalarinin periferik
kaninda yiiksek bulunmustur. Ayrica, KOAH alevlenmelerinin IL-17 ve nétrofilik
infiltrasyon ile iligskilendirildigi gosterilmistir(20). Dinlenme halindeki CD45RA+
ILC2'lerin inflamatuar CD45RO+ ILC2'lere doniisiimiiniin kortikosteroidler
tarafindan baskilandigi; ancak bir kez doniisiim olduktan sonra ILC2'lerin steroide
direngli hale geldigi gosterilmistir(83).

Innate lenfoid hiicrelerin ve akciger fibrozisi ile ilgili ¢cok az ¢alisma
bulunmaktadir. idiyopatik pulmoner fibrozis ile iliskilendirilen pulmoner fibrozda, tip
2 yanitlarin rol alabilecegi belirtilmektedir. Dolayisiyla, ILC2 hiicrelerinin 6nemli bir

rol oynayabilecegi diistiniilmektedir (25, 84). Nakatsuka ve arkadaslar1 tarafindan

yapilan c¢alismada, periferik kanda ILC2'lerin ILC2s >1500 cellsmL~! olan
hastalarin, daha diisiik sayilara sahip olan hastalardan daha kotii bir prognoza sahip
oldugu gosterilmistir(85). ILC2'leri indiikleyen IL-33 ve TSLP sitokinlerinin
seviyeleri, IPF hastalarinin BAL sivisinda normal kontrol grubuna gore yiiksek
bulunmustur(86). Ayrica, IPF hastalarinin BAL sivisinda IL-25 seviyelerinin arttig1 ve
buna bagl olarak ILC2 hiicrelerinin sayisinin Saglikli bireylere gore bir artis oldugu

gosterilmistir(87).
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Dogal lenfoid hiicrelerin kronik solunum yolu hastaliklarindaki rolii heniiz tam
olarak anlasilamamistir. Literatliirde, kronik solunum yolu hastaliklarinda bu
hiicrelerin isbirlik¢i olabilecegine dair bulgular bulunmaktadir. Bu nedenle geleneksel
tedavilerin etkisiz oldugu durumlarda, bu hiicrelerin potansiyel olarak énemli bir rol

oynayabilecegi diistiniilmektedir(20).
2.3.6. Vimentin

Vimentin, tip III ara filament ailesinden olan ve 6zellikle mezenkimal kokenli
hiicrelerde yogun olarak bulunan bir sitoskeletal proteindir. Bu proteinin ekspresyonu
fibroblastlar, endotel hiicreleri, makrofajlar, nétrofiller, lokositler, trofoblastik
hiicreler, renal tiibiiler hiicreler, renal stromal hiicreler ve mezenkimal hiicrelerde
gerceklesir. Bu 6zelligi sayesinde vimentin, ¢esitli biyolojik siireclerde 6nemli bir rol
oynamaktadir(88, 89).

Vimentin, hiicreye esneklik kazandirarak organel yerlesimini saglar ve
kolesterol taginmasinda rol alir. Ayrica, vimentin ile mikrotiibiiller arasinda sik1 bir
iliski bulunmaktadir(88).

Vimentin, ekstraseliiler matriks sentezi ve kollajen iretimi gibi siireglere
katkida bulunan fibroblastlarin invazif davranislarini destekleyerek akciger yapisinin
yeniden sekillenmesine katki saglar. Ayrica, yliksek diizeyde vimentin ifadesi ve
organizasyonu, fibroblastlarin artan invazivliklerini tesvik ederek IPF gibi
hastaliklarda asir1 skarlagsmaya katkida bulunabilir. Bu nedenle vimentin, epitel-
mezenkimal gecisin dnemli bir belirleyicisidir. Otofaji gibi hiicresel siireglerle de
iligkilendirilen vimentin, fibrotik yaralanmalarin gelisimine katkida bulunabilir(89,
90).

Sonu¢ olarak, vimentin, hiicreler arasi iletisimi ve akcigerin yapisal
biitiinliigiinii koruma agisindan 6nemli bir role sahiptir. Ozellikle fibroblastlarin
invaziv oOzelliklerini diizenleyerek ve skarlagsma siireclerini etkileyerek akciger

hastaliklarinin patogenezinde 6nemli bir faktordiir(89, 90).
2.3.7. Periplakin

Periplakin, desmozomlarin yapisal bilesenlerinden biridir ve gii¢lii hiicre-hiicre

yapismasint saglamaktadir. Ayrica, ara filament iskeletini desmozomal plaga
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baglayarak epitelyal hiicre katmanlarinin biitiinliglinti korumaktadir. Bu, akciger dahil
olmak iizere doku katmanlarinin saglamligini saglar ve 6zellikle mekanik kuvvetlere
maruz kalan dokularda 6nemli olmaktadir(91, 92).

Son aragtirmalar, periplakinin akcigerin yanitini ve remodelleme siirecini
diizenleyen &nemli bir diizenleyici oldugunu gdstermektedir. Ozellikle IPF’de,
periplakin akcigerde alveolar epitel biitiinliigiinii korumada rol oynayabildigi
belirtilmektedir. Fare modelleri {izerinde yapilan ¢alismalar, periplakin eksikliginin
anti-enflamatuar bir alveolar ortam olusturdugunu ve akciger fibrozunun azaldigini
gostermektedir. Caligmalar periplakinin enflamasyon, fibroz ve hiicresel sinyallemeyi
etkileyen diizenleyici rolleri oldugunu isaret etmektedir. Ayrica arastirmalar,
periplakin eksikliginin fibrozis ve inflamasyonun azalmasina yardimci olabilecegine

isaret etmektedir(91, 92).
2.4. Smiflandirma

2004 yilinda ERS, cocuklarda kronik interstisyel akciger hastaliklariyla ilgili
bir rapor yayimladi ve bu rapor, yetiskinlerdeki siniflandirma sistemine benzer bir
siiflandirma sundu. Ardindan, 2007'de patologlar ve klinisyenler, 2 yas alt1 cocuklar
i¢in akciger dokusunun histolojisine dayali1 bir siniflandirma 6nerdi ve bu sistem tim
pediatrik yas gruplarina genisletildi(93). Cocukluk dénemi IAH, "chILD" olarak da
adlandirtlir ve birgok farkli sekilde siniflandirilir(94). chILD ile iliskilendirilebilecek
50'den fazla durum bulunmaktadir(93). Pediatrik IAH'min bazi formlar1 6zellikle
bebekler ve 2 yasindan kiiciik cocuklarda goriiliirken, bu durum eriskin hasta grubunda
kullanilan terminolojiyle yeterince ifade edilememektedir. Belirlenen ana gruplar
sunlardir: birincil parankimal bozukluga bagl IAH, bebeklik dénemine dzgii IAH,
sistemik hastalik siireglerine bagli IAH, maruziyet veya gevresel zararlilara bagh IAH.
[AH'in cocuklarda ve dzellikle bebeklerde smiflandirilmasiyla ilgili bu ¢alismalar,
hastaliklarin klinik ve histopatolojik 6zelliklerine ve yasa gore farklilik gosteren
sunumlarina odaklanmistir. Bu ¢aba, hastaligin dogru tanimlanmasi ve tedavi edilmesi
icin 6nemlidir(93, 94). Ancak, yapilan siniflamalardan higbiri ¢cocuklarda pulmoner
fibrozisin belirgin oldugu bir siniflama tanimlamamuistir. Yetiskin pulmoner fibrozisli
hastalarda oldugu gibi c¢ocuklarda pulmoner fibrozise yonelik bir tani kriteri

onerilmemistir(12).
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Cocuklarda IAH’larinm simiflandiriimasi:(1, 95, 96)

0-2 yas arasi sik goriilen IAH’larin siniflandirilmasi:

©)

o

O

o

o

o

o

o

o

o

Yaygin gelisimsel bozukluklar

Asiner displazi
Konjenital alveolar displazi
Pulmoner vaskiiler yapilarin hatali yerlesiminin eslik ettigi alveolar

kapiller displazi

Alveolar gelisme anomalileri

Pulmoner hipoplazi
Yenidogan kronik akciger hastaligi
Kromozomal bozukluklar ile iliskili durumlar (trizomi 21, vb)

Konjenital kalp hastaligi ile iliskili durumlar

Etiyolojisi bilinmeyen 6zel durumlar

Bebeklik doneminin néroendokrin hiicre hiperplazisi

Pulmoner interstisyel glikojenozis

Sirfaktan metabolizma bozukluklar

SP-B, SP-C, ABCA3, NKX2.1/TTF1 mutasyonlari; genetik olarak

gosterilememis siirfaktan bozuklugu ile uyumlu histolojik bulgular

Tiim yas gruplarinda goriilebilen IAH’larinin siniflandirilmasi:

o

O

o

o

o

Sistemik bozukluklar ile iliskili hastaliklar

Kollajen vaskiiler hastaliklar (sistemik lupus eritematozus, sistemik
sklerozis, polimiyozit /dermatomiyozit)

Depo hastaliklar

Sarkoidozis

Langerhans hiicreli histiyositozis

Malign infiltrasyon

e Immunkompetan kisilerde gériilebilen durumlar

o

o

Infeksiydz/postinfeksiydz durumlar

Cevresel ajanlar (hipersensitivite pndmonisi, toksik inhalasyon)
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o Aspirasyon sendromlari

o Eozinofilik pndmoni
Immiinkompromize kisilerde goriilen durumlar

o Firsatci enfeksiyonlar

o lyatrojenik

o Transplantasyon ile iliskili durumlar

o Diffiiz alveolar hasar (nedeni bilinmeyen)
IAH’n1 maskeleyen hastaliklar

o Arteriyel hipertansif vaskiilopati

o Kardiyak disfonksiyon ile iliskili konjestif degisiklikler

o Lenfo-okluziv hastaliklar

o Lenfatik hastaliklar

Histolojik ozelliklerine gore IAH simiflandirilmasi

Pulmoner alveoler proteinozis

Hiicresel interstisyel pndmoni

Bebeklik doneminin kronik pnémonisi

Diffiiz alveolar hasar/ akut interstisyel pndmoni

Lenfositik interstisyel pndmoni (LIP), follikiiler bronsiolit ve iligkili durumlar
Nonspesifik interstisyel pndmoni

Organize pndmoni

Usual interstisyel pndmoni
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2.5. Klinik Bulgular ve Tam

Cocukluk donemi interstisyel akciger hastaliginin klinik belirtileri oldukga
cesitlidir. Bulgular, genellikle hastalia 6zgli olmayip, daha sik goriilen diger
nedenlerin dislanmasiyla teshis edilebilir. Ayrintili bir 6ykii alinmasi, altta yatan
hastaligin dogru bir sekilde belirlenmesi i¢in hayati 6nem tasir. Benzer aile Oykiisii
veya g¢evresel maruziyet, genetik veya ailesel faktorlerin varligini diisiindiirebilir.
Ayrica, sik enfeksiyonlar veya immiin yetmezlik belirtileri, hastaligin olas1 bir
gostergesi olabilir(3, 4, 97).

Normal dogum Oykiisli olan ¢ocuklarda persistan takipne, retraksiyon, ral,
hipoksi ve kronik Oksiiriik gibi belirtiler, interstisyel akciger hastaligini1 akla
getirmelidir. Benzer sekilde, prematiirite veya diger komorbiditelerle iliskilendirilen
kronik akciger hastaligi bulgulari, bu hastaligin varligin1 diisiindiirebilir(4, 98, 99).

Klinik bulgular oldukea ¢esitli olup, asemptomatik durumdan takipne, dispne,
kuru Oksiiriikk, egzersiz intoleransi, retraksiyon ve tekrarlayan solunum yolu
enfeksiyonlarina kadar degisebilir. Hastalar, yenidogan déneminde agir solunum
yetmezligi ile bagvurabilirken, eriskin donemdeki belirtiler daha gizli olabilir. Takipne
hastalarda en sik rastlanan belirtilerden biridir. Oksiiriik genellikle kuru olup,
hastalarin ¢ogunda gozlemlenebilir. Diger belirtiler arasinda biiyiime geriligi, kilo
kaybi, beslenme intoleransi ve hipoksi yer alabilir. Fizik muayenede en sik ral, takipne
ve retraksiyon belirtileri saptanabilirken, bazi hastalar sadece hisilti veya normal
solunum sesleriyle karsimiza ¢ikabilir. Anemi ve hemoptizi gibi belirtiler, pulmoner
vaskiiler hastalik veya pulmoner hemosiderozis gibi durumlarin varligim
diistindiirebilir. Biiytime geriligi, solunum sistemi digsindaki en belirgin belirtidir(2, 4,
97, 99).

Nedeni agiklanamayan kronik solunum bulgular1 ve diffiiz pulmoner infiltrasyonu
olan ¢ocuklar; sik goriilen hastaliklar dislandiktan sonra (ilk adim olarak, kistik fibroz,
konjenital kalp hastaliklari, primer silyer diskinezi, immiin yetmezlikler, enfeksiyonlar
ve tekrarlayan aspirasyon gibi), asagidaki 4 kriterden en az 3'inii varliginda chILD
varliginda siiphelenilebilir.

1. Hipoksemi

2. Respiratuvar semptomlari (0ksiiriik, hizli nefes alma ya da egzersiz intoleransi)
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3. Fizik muayene bulgulari (istirahat halinde takipne, anormal solunum sesleri,
retraksiyon, comak parmak, biiylime geriligi ya da solunum yetmezIligi)
4. Akciger goriintiillemesinde anormal akciger bulgulari(1, 93, 96)

Yenidogan doneminde acgiklanamayan solunum yetmezligi hikayesi varsa,
stirfaktan metabolizma bozukluklar1 ve bebeklik doneminde daha sik goriilen diger
chILD tiirleri akilda tutulmalidir. Ailede kronik akciger hastalig1 dykiisii bulunmasi,
hastaligin genetik formalarinin varligini diistindiirmelidir.

Otoimmiin hastalik, bag dokusu hastaliklar1 veya immiin yetmezlik ge¢misi
olan hastalarda, chlLD altta yatan sistemik bir hastaligin ikincil olarak gelisme
olasiligi mevcuttur(1, 3, 100).

Interstisyel akciger hastalig1 siiphesi olan hastalarda genellikle dncelikle diiz
grafiler ¢ekilir, ancak bu genellikle sinirli bilgi saglar. Bu nedenle, akciger hasarini
daha ayrimtili bir sekilde degerlendirmek i¢in genellikle Yiiksek Cozinirliikli
Bilgisayarlt Tomografi (YRCT) tercih edilir. Ancak YRCT, belirli tipler disinda
chlLD'leri ayirt etme konusunda gercekten ¢ok diisiik duyarlilik ve 6zgiinliige sahiptir.
Tanida yardimci olabilecek diger testler arasinda akciger grafileri, solunum fonksiyon
testleri (SFT), bronkoalveoler lavaj (BAL), ekokardiyografi ve sintigrafi, gibi
yontemler de yer almaktadir.

Genetik tan1 yontemleri, zaman iginde giderek daha fazla 6nem kazanmaktadir.

Diger yontemler ve genetik taninin yetersiz kaldig1 durumlarda, akciger biyopsisi tani

i¢in kullanilmaktadir (1, 3, 97).

2.6. Tedavi ve izlem

Cocuklarda interstisyel akciger hastaliklar1 nadir goriiliir, heterojen yapidadir
ve altta yatan mekanizmalar tam olarak anlasilamadigindan tedavisi zor ve sinirlidir.
Genellikle ana tedavi destekleyici 6nlemlerdir ve hastalarin uzmanlar tarafindan tedavi
edilmesi Onerilir. Bu 6nlemler arasinda yeterli enerji alimiyla beslenmenin saglanmasi,
sigara dumani gibi ¢evresel tetikleyicilerden uzak durulmasi, uygun asilama,
enfeksiyonlarin etkin bir sekilde tedavisi ve hipoksi durumunda oksijen destegi
bulunur. Tedavi genellikle hastaya 6zgii olarak belirlenmektedir(1, 4).

Farmakolojik tedavi, genellikle inflamasyon gelisimini baskilayarak ve

fibrozis olusumunu engellemeye yonelik olarak anti-inflamatuar ve immiinsiipresif
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molekiilleri igerir. Sistemik steroidler ve hidroksiklorokin, hala en ¢ok tercih edilen
tedavi segenekleridir. Hastaligin ciddiyetine gore pulsatil metilprednizolon ile tedavi
edilebilir. Bu genellikle aylik araliklarla 3 giin boyunca 10-30 mg/kg/giin dozunda
verilir. Dozaj ve tedavi siireleri, hastaligin siddeti ve tedaviye yanit durumuna gore
belirlenir.  Steroidler ve hidroksiklorokin etkisiz oldugunda, azatiyoprin,
siklofosfamid, siklosporin veya metotreksat gibi diger immiinsiipresif veya sitotoksik
ajanlar kullanilabilir. Son donem akciger hastaligi olan c¢ocuklarda akciger

transplantasyonu da bir segenek olarak degerlendirilebilir.
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3. BIREYLER VE YONTEM
3.1. Hasta Bireylerde Dahil Edilme ve Dislanma Kriterleri

Bu c¢alismada, Hacettepe Universitesi Cocuk Gogiis Hastaliklar1 Unitesi'nde
Ekim 2021 ile Haziran 2023 arasinda chILD tan1 kriterlerini karsilayan ve tan1 aninda
veya takipte olan 20 hasta dahil edildi. Hastalar tanimlanmig immiin yetmezligi
olmayan ¢ocuklar arasindan secildi. Son 1 ayda aktif enfeksiyon bulgusu olan kisiler
calismaya dahil edilmedi. Tiim hastalardan ve ailelerinden aydinlatilmis onam alindi.

Hastalarin klinik dykiilerine ve daha dnce bakilan laboratuvar degerlerine, eski
hastalik notlarindan ve Hacettepe Universitesi 'nucleus' sisteminden ulagildi. Tam
aninda olan chILD hastalarinin rutin olarak alman kan Ornekleri degerlendirildi.
Takipte olan ve rutin kontrol i¢in basvuran chILD hastalarindan ise rutin kontroller
sirasinda bakilan kan orneklerinin yani sira arastirilmasi planlanan belirteclerin
caligsmasi igin ek kan tiipli ayrildi (5 cc heparinize periferik kan).

Tiim hastalarin bagvuru sirasinda olan demografik 6zellikleri, klinik bulgulari,
tantya kadar gecen siire, akrabalik durumlari, benzer sikayetleri bulunan aile
bireylerinin varligi, tan1 aninda fizik muayene bulgulari, oksijen saturasyonlari,
spirometre ile SFT’de birinci saniyedeki zorlu ekspiratuar hacim (FEV1%), zorlu vital
kapasite (FVC%), 6 dakika yiirlime testi sonuglari, eski laboratuvar sonuclari,
ekokardiyografide pulmoner arter basinci degerleri, tan1 amagl alinan biyopsilerin
histopatolojik sonuclar1 kaydedildi. Tiim hastalarin hem tani aninda hem de basvuru
sirasinda muayenesindeki viicut agirligi ve boy 6lctimleri kaydedildi.

Hastalar iki grupta incelendi.

Diger TAH grubu: Bronsiolitis obliteras harici hastalar ile yeni bir grup
olusturuldu (n=14).

3.2. Saghkh Kontroller

e Saglkli kontroller hastalarla aynm1 yas grubunda ve bilinen bir hastalig
olmayan goniillii bireyler arasindan onam alinarak segildi.

e Son 1 ayda aktif enfeksiyon bulgusu olan kisiler ¢alismaya dahil edilmedi.
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3.3. Yontem

Hasta ve kontrol orneklerinden alinan kan orneklerinden periferik kan
mononiikleer hiicrelerinin izolasyonu yapilarak, asagida belirtilen protokole gore izole
edilip -80 derecede saklanmistir. Ardindan, periferik kanlarinda akim sitometrik
yontemle T regiilatuar hiicre analizi yapild1 ve IL-10 ve TGFB ifade diizeyleri bu
hiicrelerde hiicre i¢i olarak degerlendirildi. Ayrica, dogal lenfoid hiicre
karakterizasyonu (ILC1, ILC2, ILC3) ve yardimci T hiicre-17 (Th-17) analizi
yapilmasi yapildi.

Calisma parametreleri:

T regiilator hiicreler (Treg): (CD4+ CD25+CD127low/-)

Treg hiicrelerinde intraselliiler olarak degerlendirilen TGF-f ve IL-10
T helper 17 (Th17): (CD4+CCR6+IL-17A+ IL17F+)

ILC 1: CD161+, NKp44-, CRTH2-, c-kit-

ILC 2: CD161+, NKp44-, CRTH2+, c-kit+

ILC 3: CD161+, NKp44+, CRTH2-, c-kit+

Intraselliiler vimentin ve periplakin ifade diizeyi

Akciger biyopsi 6rneginde vimentin ve periplakin

Kontrol bireylerinden ve hastalardan periferik kan mononiikleer

hiicrelerinin izolasyonu

5 cc heparinize periferik kan 6rnegi alinir.

15 ml deney tiipii i¢ine 2.5 ml Histopak —Ficoll eklenir.

Tiip 45 derece egimli tutularak kan Histopak-Ficoll lizerine yayilir.

Oda 1s1s1 2000 rpmx30 dk santrifiij edilir (Santrifiijiin Yumusak gegisle
durdurulmast ayarlanmalidir).

Histopak-Ficoll iizerinde toplanan mononiikleer hiicreler pipet yardimiyla
toplanarak bos deney tiipiine alinacaktir. Toplama islemi sirasinda histopak-Ficoll
almamaya dikkat edilir.

Toplanan hiicreler iizerine 3 cc RPMI-1640 eklenip oda 1sisinda 2000 rpmx30

dk santrifiij edilir. Siipernatant uzaklastirilip, pellet homojenize edilir.
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Izole edilen mononiikleer hiicrelerin iizerine 300 ul PBS eklenip nazikge

karigtirilir.
Hiicre Dondurma Protokolii

e Kan ornekleri, 2 mikrolitre fikol lizerine 6zenle yayildi.

e 1600 RPM’de 20 dakika siireyle santrifiij edildi.

e Santrifiij sonrasinda olusan beyaz halka, dikkatlice toplandi.

e Toplanan beyaz halka, 1 mikrolitre PBS ile yikanarak, 4 dakika 2000
RPM’de 5 dakika.

e Santrifiij sonrasinda elde edilen siipernatant, dikkatlice dokiiliip, olusan hiicre
pelleti vorteksle homojenlestirildi.

e Hiicre pelletine, 2 mikrolitre freezing media eklenip vorteksle karistirildi.(
%40 IRIM % 50 FBS % 10 DIMS)

e Once -20 ye birakilan hiicreler 2 veya 3 saat sonra —80 e depolandi.
Hiicre C6zme ve Hazirlama Protokolii

e -80 dereceden alinan hiicreler ¢cozildi.

e Ik olarak tiipler hazirlandi.

e Isimleri yazilmis olarak hazirlanan her tiipiin icerisine 3/2 veya 2,5 mikrolitre
%10 tam medyum konuldu.

e -80 den c¢ikarilan ve ¢oziilen hiicreler tam medyum ile hazirlanmis tiiplerin
igerisine konuldu.

e Tiiplerin kapaklar1 kapatildi.

e Santrifiijde 3 dakika siireyle 9/9 2400 RPM’de birakildi

e Santrifiij sonrasinda olugan siipernatant dokiildii.

e Voteksle karigim saglandi.

e Voretks sonrasi 1,5 mikrolitre besi yeri her tiip i¢erisine konuldu. (RPMI)

e Besi yerine birakilan hiicreler 30 dakika dik bir sekilde etiive birakildi.

e Etiiv sonrasinda alinan hiicreler vortekslendi.

e Tiiplerin iizerinde yazan derecelendirmeye gore 6 olacak sekilde lizerine pbs
eklendi
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e Voteksle karisim saglandi.

e Vorteks sonrasinda tiipler 9/9 2400 RPM 3 dakikka santrifiije birakildi.
e Her hasta i¢in 3 farkl: tiip hazirlandi (Treg, ILC, TH17 igin).

e Santrifiij sonrasinda olusan siipernatant dokiildii.

e Ustlerine 300 mikrolitre PBS eklendi.

e Vortekslendi ve tiiplere 100 mikrolitre hazirlanan mixten koyuldu.

Lenfosit alt kiime analizi i¢in dort renkli akim sitometri paneli kullanildi. Th17
hiicreleri igin anti-CD4, anti-CCR®6 ve anti-IL17A ; Treg hiicreleri igin anti-CD4, anti-
CD25, anti-CD127, anti-TGFpB ve anti-1L10; ILC1-2-3 hiicreleri i¢in anti-CRTH2
(CD294), anti-CD161, anti-c-Kit ve anti-NKp 44, iiretici talimatlarina uygun optimal
konsantrasyonlarda kullanildi (Becton Dickinson, San Jose, CA, ABD). Boyanmis
hiicreler FACS CANTO II akim sitometresi ile analiz edildi (Becton Dickinson, San
Jose, CA, ABD). ILC'ler, CD45+CD161+ olarak kapilandi. CRTH2 ve c-Kit'in
ekspresyonu ILC2 ve ILC3 popiilasyonlarin1 tanimlamak i¢in kullanildi. ILC1'ler,
CRTH2 ve c-Kit'in ekspresyonunun olmamasiyla tanimlandi. ILC2’ler CRTH2 ve c-
Kit'in ekspresyonunun olmasi ile tanimlandi. ILC3'ler, dogal sitotoksik reseptor NKp
44'in ekspresyonu ile karakterize edildi. Th17 hiicreleri, CD4, CCR6 ve IL17A
ekspresyonu ile tanimland1 ve Treg hiicreleri, CD4+ CD25+CD127low/- hiicreler
olarak tanimlandi. TGFp ve IL10 ekspresyonu, Treg'lerin fonksiyonel kapasitesini

tahmin etmek i¢in de akim sitometri ile analiz edildi.
Periferik kanda Treg ve Th17 hiicrelerin analizi

2 ml 1X FOXP3 Buffer A eklenip oda 1sisinda ve karanlik kosullarda 10 dk
inkiibe edilir.

- Hiicreler 2 ml Stain Buffer ile yikanir. 1200 rpm de 5 dk santrifiij edilir ve

slipernatant atilir.

- 2 ml Stain Buffer eklenip 1200 rpm de 5 dk santrifiij edilir.

- 1 ml Stain buffer eklenip karigtirilir. Ardindan 100 ul 6rnek akim sitometri
tiipiine alinir.

- Treg i¢in 20 ul CD4-APCH7, 20 ul CD25-APC antikoru eklenerek 30 dk oda

1s1sinda inkiibe
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edilir. Hicreler 2 kez 2 ml stain Buffer ile yikanir ve santrifiij edilir. 20 ul
FOXP3-PE, IL-10PE-Cy7 ve TGFB-FITC antikoru eklenir. Oda 1sis1 ve karanlikta
inkiibe edilir.

-Th17 i¢in CD4, IL17A, IL17F antikorlar1 eklenip 30 dk oda 1sisinda inkiibe
edilecektir. Hiicreler 2 kez 2 ml stain Buffer ile yikanir ve santrifiij edilir. 20 ul
FOXP3-PE antikoru eklenir. Oda 1s1s1 ve karanlikta inkiibe edilir.

- Inkiibasyon sonunda tiiplere 2 ml Stain Buffer eklenir, 1200 rpm de 5 dk
santrifiij edilir ve slipernatant atilir.

- 500 ul Wash Buffer eklenir ve akim sitometri cihazinda okutulur. Hiicrelerin

say1 ve ylizde analizleri gergeklestirilir.
Periferik ILC hiicrelerinin analizi

CD45, -CD161, -CRTH2, -NKp44, -c-kit and -CD127 yiizey antikorlar1 ile
periferik kan 6rnekleri oda 1s1s1 ve karanlik kosullarda 30 dk inkiibe edilir.

Ardindan 1X fosfat buffer saline tampon (PBS) ¢6zeltisi ile yikanarak santrifiij
edilir.

Stipernatant atilip tizerine 500 ul 1X PBS eklenip akim sitometri cihazinda

okutulur ve hiicrelerin say1 ve yiizde analizleri gergeklestirilir.
Antikor Hazirlama Protokolii:

ILC ICIN;
- C-kit 3/2,5 mikrolitre PE (ylizey)
- CRT 2,5 mikrolitre APC /Cy 7 (yiizey)

- NKP44 2,5 mikrolitre FITC (yiizey)
- Cd 161 2,5 mikrolitre FITC ( yiizey)

Treg ICIN;

e |L10CL7 1,5 mikrolitre PE

e (D25 2 mikrolitre APC (yiizey)

e (D4 1,5 mikrolitre FITC (yiizey)

e (D 127 1,5 mikrolitre percPE (yiizey)
e TCFB 2,5 mikrolitre
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TH17 iCIN;

e |IL17F 1,75 mikrolitre PE

e |L17F 2 mikrolitre percPE

e (D4 FITC 1,5 mikrolitre (ylizey)
e CCR6-CD196 2,5 mikrolitre

3.4. istatistiksel Analizler

Istatistiksel analizler SPSS Windows siiriim 23.0 istatistik yazilim programi
kullanilarak yapildi. Sayisal degiskenlerin normal dagilima uygunlugu, hem gorsel
olarak (histogram ve olasilik grafikleri) hem de analitik yontemlerle (Kolmogorov-
Smirnov/Shapiro-Wilk testleri) incelendi. Eger sayisal degiskenler normal dagilim
gosteriyorsa, ortalama + standart sapma olarak ifade edildi; normal dagilim
gostermiyorsa ise ortanca (25.-75. persentil) degerleri kullanildi. Kategorik
degiskenler ise say1 ve yiizde (%) olarak sunuldu. Gruplar arasinda karsilagtirma
yapmak i¢in kategorik iki grup i¢in Mann-Whitney U testi, ti¢ grup i¢in Kruskal-Wallis
testi kullanildi. Niceliksel gruplar i¢in Ki-Kare testi uygulandi. Korelasyon analizi i¢in

Pearson korelasyon testi kullanild. Istatistiksel anlamlilik diizeyi <0,05 olarak kabul
edildi.
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4. BULGULAR

Calismaya 20 hasta ve 19 kontrol olmak {izere toplam 39 kisi dahil edildi.
Calismaya dahil edilen chILD grubundaki 20 katilimcinin 11'i (%55) kadin, 9'u (%45)
erkekti. Kontrol grubundaki katilimcilarin ise 11'1 (%55,9) kadin ve 8'1 (%42,1)
erkekti. Hasta ve kontrol grubu arasinda cinsiyet farki yoktu (p=1). Hastalarin yas
ortalamasi 14,25 + 4,7 (ortalama = ss) yildi. Kontrol grubunun yas ortalamasi 12,12
+ 4,82 (ortalama =+ sS) yildi. Hasta ve kontrol grubu arasinda yas farki yoktu (p=0,4).
Semptomlarin baglama yasi ortancasi1 48 ay (IQR 4-84) ve chlLD tan1 yasi ortancasi
84 ay (IQR 3-97) idi. Hastalarin 8’i (%40) 2 yasin altinda tan1 almis idi. Hastalarin
%60'inda (12 hasta) akrabalik bulunmazken, %40'1nda (sekiz hasta) ise akrabalik tespit
edildi. Hastalarin higbirinin ailesinde tani almis bir chlLD O6ykiisii saptanmadi.
Incelenen hastalarin besinde (%25) ek hastaliklar saptanmistir: bu hastalarin {iciinde
(%]15) astim, birinde (%5) ailevi Akdeniz atesi ve bir digerinde (%5) sistemik lupus
eritematozus belirlenmistir. Sistemik lupus eritematozus (SLE) tanisinin eslik ettigi
hastada bu tani takip doneminde konulmustur. Yirmi hastanin altisinda (%30) akut
ve/veya kronik malnutrisyon oldugu saptandi. Hastalarin demografik 6zellikleri Tablo

4.1.’de 6zetlenmistir.

Tablo 4.1. chILD tanili hastalarin demografik 6zellikleri

Hasta Ozellikleri N (%)
Ortalama £ SS
Ortanca (IRQ)*
Hasta sayis1 (n) 20
Cinsiyet (K/E) 11/9 (55/45)
Akrabalik 8 (40)
Yas (y1l) 1425+4,7
Semptomlarin baglama yasi (ay)* 48 (4-84)
Tani yasi (ay)* 84 (3-97)
2 yasin altinda tani alan 8 (40)
Malnutrisyon 6 (30)
Eslik eden hastalik 5 (25)

* Ortanca (25.-75. persentil)

Interstisyel — akciger  hastalarmin  hastallk  alt  gruplarina  gére
siniflandirildiginda; hastalarin %30'unda (alt1 hasta) bronsiolitis obliterans tanis1 var

idi. Ug hastada hipersensitivite pndmonisi (bir hastada eslik eden FARSB mutasyonu),
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Iki hastada siirfaktan protein C eksikligi, 2 hastada idiopatik pulmoner hemosiderosis,
iki hastada Usual interstisyel pnémoni (UIP), iki hastada Nonspecific Interstitial
Pneumonia (NSIP), bir hastada bebeklik doneminin néroendokrin hiicre hiperplazisi
(NEHI), bir hastada lenfositik interstitial pndmoni (LIP) ve bir hastada FARSB
mutasyonu ile iligkili interstisyel akciger hastaligi saptandi. Interstisyel akciger

hastalarin hastalik alt gruplarina gore siniflandirilmasi Tablo 4.2.’de gosterilmistir.

Tablo 4.2. Interstisyel akciger hastalarin hastalik alt gruplarma gére siniflandiriimasi

Tanilar N (%)

Bronsiolitis obliterans 6 (%30)
Hipersensitivite pndmonisit 3 (%15)
Stirfaktan protein C eksikligi 2 (%10)
Idiopatik pulmoner hemosiderosis? 2 (%10)
UIP 2 (%10)
NSIP 2 (%10)
NEHI 1(%5)

LiP 1(%5)

FARSB mutasyonu ile iliskili interstisyel akciger 1(%5)

hastalig1

1 Bir hastada FARSB mutasyonu saptandi
2Bir hastada takipte SLE gelisti

UIP: Usual interstisyel pndmoni

NSIP: Non-spesifik interstisyel pndmoni
SLE: Sistemik lupus eritematozus

LIP: Lenfositik interstitial pnémoni

Interstisyel akciger hastalarinda basvuruda en sik izlenen belirtiler arasinda
nefes darligi, takipne ve Oksiirlik bulunmaktadir. Nefes darligi 13 hastada (%65),
takipne 11 hastada (%55), oksiirik 9 hastada (%45), istirahat takipnesi 8 hastada
(%40), hir1lt1 6 hastada (%30), yorgunluk ve/veya halsizlik 6 hastada (%30), egzersiz
intolerans1 ise 5 hastada (%25) saptandi. Hastalarin semptomlar1 Tablo 4.3'te

Ozetlenmistir.
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Tablo 4.3. interstisyel akciger hastalig1 tanisi ile izlenen hastalarin bagvuru sirasinda

semptomlari
Bulgular N(%0)
Nefes darligi 13(65)
Takipne 11(55)
Oksiiriik 9(45)
Hirilt1 6(30)
Yorgunluk ve/veya halsizlik 6(30)
Egzersiz intoleransi 5(25)
Biyiime geriligi 6 (30)

Hastalarin Basvuru Sirasinda Semptomlari

Diger:

Yorgunluk ve/veya halsizlik
Egzersiz intoleransi
Blytlme geriligi vs

30%

= Nefes darlig

65%

55%

= diger

Sekil 4.1. Interstisyel akciger hastalig1 tanist ile izlenen hastalarin basvuru sirasinda

semptomlari

Tan1 anindaki fizik muayene incelemesinde, 11 hastada (%55) hipoksi, 11
hastada (%55) takipne, 9 hastada (%45) krepitan ral, 6 hastada (%30) ronkiis, 4 hastada
(%20) ¢omak parmak, 4 hastada g6giis duvari retraksiyonu, 1 hastada (%5) gogiis

kafesi deformitesi, 1 hastada (%5) hepatomegali ve 1 hastada (%5) lenfadenopati

saptand1. Interstisiyel akciger hastaligi olan hastalarin tani sirasinda solunum sistemi
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muayne bulgular1 Tablo 4.4'te 6zetlenmistir. Hastalarin %80'inde BCG asis1 izlendi.

Hastalarin 10'unda steroid kullanimi1 6ykiisii bulunuyordu.

Tablo 4.4. Interstisiyel akciger hastalig1 olan hastalarin tani sirasinda solunum
sistemi muayene bulgulari

Bulgular N (%)
Hipoksi 11(55)
Takipne 11(55)
Krepitan raller 9 (45)
Ronkiis 6 (30)
Comak parmak 4 (20)
Retraksiyonlar 4 (20)
Gogiis kafesi deformitesi 1(5)

Hastalarin klinik 6zellikleri degerlendirildiginde; 8 (%40) hastada pndémoni
Oykiisii, 10 (%50) hastada solunum sikintis1 dykiisti, 5 (%25) hastada tekrarlayan
pndmoni Oykiisii, 7 (%35) hastada yenidogan doneminde solunum sikintisi nedeniyle
yatis Oykiisi, 6 (%30) hastanin en az bir kez solunum destegine ihtiya¢c duydugu ve 1
hastada pulmoner hipertansiyon oldugu saptandi.

Hastalarin ¢aligmaya dahil edildikleri zaman yapilan fizik muayene
incelemesinde, 3 hastada (%15) hipoksi (oksijen saturasyonu %94’tin altindadir), 2
hastada (%10) krepitan ral, 3 hastada (%15) ronkiis, 4 hastada (%20) gogiis kafesi
deformitesi, 3 (%]15) hastada ¢omak parmak saptandi. Hastalarin ¢aligmaya alinma
sirasinda viicut kitle indeksi ortalamalar1 19,32 + 5,2 (ortalama + sS) olarak tespit
edildi.

Hastalarin ¢aligmaya dahil edilme anina veya en yakin tarihte yapilan solunum
fonksiyon testlerinde yapabilen 14 hastanin ortalama FEV1% degeri 62,5 + 25,11
(ortalama =+ ss), FVC% degeri ise 74,42 + 20,37 (ortalama =+ ss) olarak belirlendi. Alt1
dakika yiiriime testi yapilan 9 hastanin ortalama degeri 489,45 + 88,62 metre (ortalama
+ ss) olarak saptandi.

Hastalarin ¢alismaya dahil edilme esnasindaki kan sayimi degerleri
incelendiginde ortalama hemoglobin degeri 12,12 g/dL + 2,5 (ortalama =+ ss), beyaz
kiire degeri 13,34 x 10"9/L £ 5,8 (ortalama =+ ss), absoliit nétrofil sayis1 7,56 x 10°9/L
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+ 5,1 (ortalama =+ ss), absoliit lenfosit sayis1 4,51 x 10"9/L + 3,6 (ortalama =+ ss) ve
eosinofil sayis1 135,44/ulL £ 132,4 (ortalama + ss) olarak saptandi.

Calismamizda, 20 chILD hastas1 ve 19 saglikli kontrol bireyinden alinan
periferik kanlarinda akim sitometrik yontemle T regiilatuar hiicre analizi yapilmis ve
IL-10 ve TGFB ifade diizeyleri bu hiicrelerde hiicre ici olarak degerlendirilmistir.
Ayrica, dogal lenfoid hiicre karakterizasyonu (ILC1, ILC2, ILC3) ve yardimci T
hiicre-17 (Th-17) analizi yapilmistir. Calisma siirecinde BAL 6rnegi alinan hasta
bulunmadigi i¢in BAL degerlendirmesi gerceklestirilemedi.

Hasta ve kontrol grubu arasinda Treg hiicre (CD4+ CD25+CD127low/-)
yiizdeleri agisindan anlamli fark bulunmadi (p=0,23). Treg yiizdesi hastalarda
ortalama 7,58 + 5 (ortalama =+ ss) iken kontrol grubunda 6,2 + 3,61 (ortalama =+ SS)

olarak saptandi. Hasta ve kontrol Treg yiizdeleri ve kapilama stratejileri sekil 4.2.’de

gosterilmigtir.
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Sekil 4.2. Hasta ve kontrolde Treg yiizdelerinin akim sitometrik gosterimi

Treg hiicrelerinde intraselliiler olarak degerlendirilen TGF-f hastalarda
ortalama 31,08 + 16,02 (ortalama + SS) iken kontrol grubunda 33,16 & 14,47 (ortalama

+ SS) olarak saptandi. Hasta ve kontrol grubu arasinda TGF-3 ifade eden Treg hiicre
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yiizdesi agisindan anlamli fark bulunamadi (p=0,71). Hasta ve kontrol TGF-f ifade

eden Treg hiicre yiizdesi sekil 4.3.’de gosterilmistir.

Count

Patient
Treg

50

40 =

30~

|PE-A-
1483

PE-A+

517

Healthy Control
Treg

30 -

PE-A-
4374 626

PE-A+

Sekil 4.3. Hasta ve kontrol 6rnek TGF-f ifade eden Treg hiicre oranlar1

Periferik kanda Treg hiicrelerinde intraselliiler olarak degerlendirilen IL-10

yiizdesi hastalarda ortalama 0,98 + 2,63 (ortalama + SS) iken kontrol grubunda 0,41 +

0,56 (ortalama + SS) olarak saptandi. Hasta ve kontrol grubu arasinda IL-10 salgilayan

Treg hiicre yiizdeleri agisindan anlamli fark bulunamadi (p=0,71). Hasta ve kontrol

orneklerinde IL-10 ifade eden Treg hiicre yiizdesi degeri sekil 4.4.”de gosterilmistir.
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Sekil 4.4. Hasta ve kontrol 6rnek IL-10 ifade eden Treg hiicre yiizdesi semasi

Th17 ylizdesi hastalarda ortalama 21,21 & 11,05 (ortalama + SS) iken kontrol
grubunda 19,29 + 8,68 (ortalama + SS) olarak saptandi. Hasta ve kontrol grubu
arasinda Th17 yiizdesi agisindan anlamli fark bulunmad: (p=0,29). Hasta ve kontrol
ornek Th17 ylizdesi degeri sekil 4.5.’de gosterilmistir.

Patient Healthy Control —
CD4+ CCR6+ CD4+ CCR6+ "

a0 < APC-A- APC.A+ 500 <| APC-A, APC.A+
858 142 K7 628

Count

Sekil 4.5. Hasta ve kontrol 6rnek Th17 yilizdesi semasi
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ILC1 yiizdesi hastalarda ortalama 62,22 + 16,55 (ortalama + SS) iken kontrol
grubunda 57,10 + 12,17 (ortalama + SS) olarak saptandi. Hasta ve kontrol grubu
arasinda ILC1 diizeyleri acgisindan anlamli fark bulunmadi (p=0,47). ILC2 yiizdesi
hastalarda ortalama degeri 3,11 &+ 2,26 (ortalama + SS) iken kontrol grubunda 4,5 +
2,59 (ortalama + SS) olarak saptandi. Hasta ve kontrol grubu arasinda ILC2 diizeyleri
acisindan anlamli fark bulunmadi (p=0,96). ILC3 ylizdesi hastalarda ortalama 0,33 +
0,34 (ortalama = SS) iken kontrol grubunda 0,36 + 0,32 (ortalama + SS) olarak
saptandi. Hasta ve kontrol grubu arasinda ILC3 diizeyleri acisindan anlamli fark
bulunmadi (p=0,74). ILC kapilama stratejisi sekil 4.6.’da goOsterilmistir. Hasta ve
kontrol 6rnekILC2 yiizdesi degeri sekil 4.7.’de gosterilmistir.

ILC KAPILAMA STTRATEJiSi

» ILC2

CD161

Sekil 4.6. ILC kapilama stratejisi
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Sekil 4.7. Hasta ve kontrol 6rnek ILC2 yiizdesi semasi

Periferik kan mononiikleer hiicrelerinde Periplakin ifadesi hastalarda ortalama
18,12 + 13,26 (ortalama + SS) iken kontrol grubunda 16,65 + 10,78 (ortalama =+ SS)
olarak saptandi. Hasta ve kontrol grubu arasinda periplakin ifade diizeyleri agisindan
anlaml fark bulunmadi (p=0,97).

Periferik kan mononiikleer hiicrelerinde Vimentin ifadesi hastalarda ortalama
53,31 £ 18,16 (ortalama + SS) iken kontrol grubunda 49,49 + 19,16 (ortalama + SS)
olarak saptandi. Hasta ve kontrol grubu arasinda vimentin ifade diizeyleri agisindan
anlaml fark bulunamadi (p=0,97). Interstisiyel akciger hastaligi olan gocuklarn ve

kontrol grubunun immiinolojik parametre sonuglar1 Tablo 4.5.'te 6zetlenmistir.
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Tablo 4.5. Interstisiyel akciger hastalig1 olan ¢ocuklarm ve kontrol grubunun
immiinolojik parametre sonuglari

Hasta (ortalama + SS) | Kontrol (ortalama + SS) P
ILC1 62,22 + 16,55 57,10 £ 12,17 0,47
ILC2 3,11 £2,26 4,5+2,59 0,96
ILC3 0,33+0,34 0,36 0,32 0,74
Th17 21,21 £11,05 19,29 + 8,68 0,29
Treg 7,58+ 5 6,2+ 3,61 0,23
TGFB 31,08 £16,02 33,16 + 14,47 0,71
IL-10 0,98 + 2,63 0,41 £0,56 0,71
Periplakin 18,12 £ 13,26 16,65 £ 10,78 0,97
Vimentin 53,31+ 18,16 49,49 + 19,16 0,97

Bronsiolit obliterans hastalar1 ¢ikarilarak, fibrozisin daha belirgin oldugu bir
alt grup olusturuldu ve bu grup diger Interstisyel Akciger Hastaliklar1 (diger IAH)
olarak adlandirildi (n=14). Diger IAH hastalari ile kontrol grubunun Treg, TGF-B, IL-
10, Th-17 ve ILC1, ILC2, ILC3 degerleri birbiriyle karsilastirildi. Diger IAH ile ve
kontrol grubunun immiinolojik parametre sonuglar1 Tablo 4.6.'te 6zetlenmistir.

Th17 hiicre yiizdesi diger IAH hastalarda ortalama degeri 19,41 + 12,39
(ortalama + SS) iken kontrol grubunda 19,29 + 8,68 (ortalama + SS) olarak saptandi.
Hasta ve kontrol grubu arasinda Thl7 hiicre yiizdeleri agisindan anlamli fark
bulunmadi (p=0,82). Treg hiicre yiizdesi diger I[AH hastalarda ortalama degeri 7,58 +
5 (ortalama + SS) iken kontrol grubunda 6,2 + 3,61 (ortalama + SS) olarak saptandi.
Hasta ve kontrol grubu arasinda Treg ylizdeleri agisindan anlamli fark bulunmadi
(p=0,12). TGFB degeri diger IAH hastalarda ortalama degeri 28,75 + 17,06 (ortalama
+ SS) iken kontrol grubunda 33,16 + 14,47 (ortalama + SS) olarak saptandi. Hasta ve
kontrol grubu arasinda diizeyleri agisindan anlamli fark bulunmad: (p=0,53). IL-10
degeri diger IAH hastalarda ortalama degeri 1,37 + 3,1 (ortalama = SS) iken kontrol
grubunda 0,41 + 0,56 (ortalama + SS) olarak saptandi. Hasta ve kontrol grubu arasinda
IL-10 diizeyleri agisindan anlamli fark bulunmadi (p=0,37).

ILC1 yiizdesi diger IAH grubunda ortalama degeri 62,22 + 17,64 (ortalama +
SS) iken kontrol grubunda 57,10 + 12,17 (ortalama + SS) olarak saptandi. Hasta ve
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kontrol grubu arasinda ILC1 diizeyleri agisindan anlamli fark bulunmadi (p=0,18).
ILC2 yiizdesi diger IAH grubunda ortalama degeri 2,58 + 2,24 (ortalama + SS) iken
kontrol grubunda 4,5 + 2,59 (ortalama + SS) olarak saptandi. Hasta ve kontrol grubu
arasinda ILC2 diizeyleri arasinda istatiksel olarak anlamli fark bulundu. (p=0,037).
ILC3 yiizdesi hastalarda ortalama degeri 0,26 + 0,27 (ortalama + SS) iken kontrol
grubunda 0,36 + 0,32 (ortalama = SS) olarak saptandi. Hasta ve kontrol grubu arasinda
ILC3 diizeyleri a¢isindan anlamli fark bulunmadi (p=0,46). Hasta gruplarma gore
ILC2 diizeyi sekil 4.8°de gosterilmektedir.

Tablo 4.6. Diger IAH alt grup ve kontrol hastalarinin immiinolojik parametre

sonuglari
Diger IAH (ortalama =£SS) | Kontrol (ortalama + SS)
n=14 n=19
ILC1 62,22 + 17,64 57,10+ 12,17 0,18
ILC2 2,568 +2,24 4,5+2,59 0,037
ILC3 0,26 + 0,27 0,36 + 0,32 0,46
Th17 19,41+ 12,39 19,29 + 8,68 0,82
Treg 7,58 +5 6,2 +3,61 0,12
TGFB 28,75+ 17,06 33,16 + 14,47 0,53
IL-10 1,37 +3,1 0,41 +£0,56 0,37
Periplakin 19,59 + 15,09 16,65 £ 10,78 0,95
Vimentin 58,21 +£ 18,74 49,49 + 19,16 0,52

Diger IAH: Diger interstisyel akciger hastaliklari,
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Sekil 4.8. Hasta gruplarina gore ILC2 diizeyi karsilagtirmasi

Periplakin ifade diizeyi diger IAH hastalarinda ortalama 19,59 + 15,09
(ortalama = SS) iken kontrol grubunda 16,65 + 10,78 (ortalama + SS) olarak saptandi.
Hasta ve kontrol grubu arasinda periplakin diizeyleri agisindan anlamli fark bulunmad:
(p=0,95). Vimentin ifade diizeyi diger IAH hastalarda ortalama 58,21 + 18,74
(ortalama + SS) iken kontrol grubunda 49,49 + 19,16 (ortalama = SS) olarak saptandi.
Hasta ve kontrol grubu arasinda vimentin diizeyleri a¢isindan anlamli fark bulunmad:
(p=0,52).

Calismamizda, ILC2 ile Treg, Th17, IL-10, TGF-B, ILC1, ILC3 hiicre
yiizdelerinin korelasyonlari incelendi ve bu parametreler arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir iliski saptanmadi. Ayrica, ILC2'nin VKIi, FEV1%, FCV%, 6-dakika
yiiriime testi ile olan iliskisinde de istatistiksel anlamlilik tespit edilmedi. Ek olarak
ILC2 ile tan1 yas1, semptom siirest, klinik bulgular ve fizik muayene bulgular1 arasinda
anlamli korelasyon saptanmadi. Calismamizda diger IAH alt grupta ILC2 ve Th17
hiicreleri arasinda giiclii bir Pearson pozitif korelasyon gozlemlendi (r = 0.75, p =

0,002). Calismamizda ayrica Treg, Th17, IL-10, TGF-B, ILCI1, ILC3 ve demografik
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ve klinik parametreler arasinda korelasyon degerlendirildi. Yas, semptom siiresi,
klinik bulgular ve fizik muayene bulgulari ile VKIi, FEV1%, FVC%, 6-dakika yiiriime
testi arasinda anlamli bir korelasyon saptanmadi.

Calismamizda hastalarin eski akciger patoloji preparatlarinin vimentin ve
periplakin ile boyanrak fibrozis agisindan degerlendirilmesi amaglanmisti. Ancak
orneklerin deparafinize edildikten sonrasi boyanmasi sonucununda asiri zemin

aktivitesi olmasi nedeni ile 6rnekler degerlendirilmeye uygun bulunmadi.
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5. TARTISMA

Cocukluk Cag1 IAH’lar etiyoloji, patoloji, prognoz ve tedavi agisindan farklilik
gosteren heterojen bir hastalik grubunu i¢cermektedir(101). Bu hastaliklardan bazilari
fibrozis gelisimine daha yatkin olabilir. Nadir goriilmesi nedeniyle, pediatrik IAH'lar
hakkinda mevcut bilgiler olduk¢a siirlidir(12). Birgok merkez yilda sadece birkag
vaka degerlendirebilmektedir(100). Calismamizda, fibrozis gelisiminde rol
oynayabilecek olast mekanizmalarin az arastirilmis olmasi nedeniyle cHILD
etiyopatogenezinde rol oynayabilecek potansiyel belirtegler incelenerek, bu heterojen
hastaligin immiinopatogenezine 1s1k tutulmasi ve gelecekte hedefe yonelik tedavilerin
planlanmas1 amaglanmuistir.

Calismamizda hastalarin yas ortalamasi 14,25 + 4,7 (ortalama + SS) yil olarak
belirlendi. Tiirkiye Ulusal Kayit Sistemi iizerinden Nayir-Biiyiliksahin ve arkadaglar
tarafindan yapilan bir ¢calismada, pediatrik IAH i¢in ortalama tan1 yas1 6,05 (1,3-11,6)
olarak rapor edilmistir(101). Calismamiza katilan hastalarin tan1 yaslarinin
Tiirkiye'deki verilerle benzer oldugu gozlenmistir. Nathan ve digerleri tarafindan
cocukluk cagr Pediatrik Interstisiyel Akciger Hastaliklar1 Ulusal Fransa Veritabani
bilgilerini kullanarak yapilan ¢alismada, 205 ¢ocugun tani aldig1 yasin ortanca degeri
1,5 yil olarak bulunmustur(102).

Interstisyel akciger hastaliklarmim klinik belirtileri genellikle yavas baslayan
ve 6zglin olmayan niteliktedir. Bu durum, hastalarin tan1 almasinda gecikmelere neden
olabilir(97). Calismamizda hastalarin semptomlarin baglama yasinin ortanca degeri 48
ay (IQR 4-84) iken tan1 yasinin ortanca degeri 84 ay (IQR 3-97) olarak bulunmustur.
ERS calisma grubundaki hastalarda tanidan 6nceki semptom siiresi ortalama olarak
6,6 £ 0,5 aydir(97). Nathan ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada ise tani gecikmesi
ortalamasi 1 yil olarak belirtilmistir(102).

Ulkemizde c¢ocuklarda IAH tam yasmin daha ge¢ oldugu ve semptomdan
taniya kadar gecen silirenin daha uzun oldugu goriilmektedir. Bu farkliligin altinda
birden ¢ok neden bulunabilmektedir. Cocukluk ¢agi IAH'lerinin nadir gériilmesi
nedeniyle klinisyenlerin bu taniy1 akillarina getirmemeleri, bu nedenle hastalarin tani
almadan once farkli merkezlerde farkli tanilarla uzun siire izlenmis olmalari ve uygun
tan1 konulabilecek, biyopsi yapilabilecek merkezlere ge¢ yonlendirilmis olmalari bu

nedenlerden bazilaridir. Ayrica iilkemizde, 6zellikle bebeklik doneminde izlenen
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surfaktan protein eksikligi gibi genetik tan1 araclarini gerektiren hastaliklarin tanisinda
kullanilan genetik ¢aligmalarin kullaniminin son yillara kadar daha sinirlt olmasina
baglanabilir. Ek olarak, semptom ile tani arasinda gegen siire hastalik alt tipinden
oldukca etkilenebilmektedir. Calismamizda heterojen bir hasta grubunun alinmasi,
hem tani yaginin ileri olmasina ve hem de semptom ve tani arasinda gegen siirenin
uzamasina katki saglamis olabilir.

Hastalarimizin yas ortalamasinin tani yaglarina gore daha yiiksek olmasi,
caligmaya dahil edilen hastalarin daha ¢ok takip doneminde olan hastalar oldugunu
gostermektedir. Cocukluk dénemi IAH olduk¢a nadir goriildiigii igin, biiyiik referans
merkezlerinde bile her yil sinirli sayida hasta bagvurusu olmaktadir. Bu durum,
calismamiza daha c¢ok takip altinda olan hastalar1 dahil etmemizi gerektirmistir.

Smiflandirma sistemlerinde hastalarin prezantasyon yasi oldukca énemlidir.
Cocuklarda chILD siniflandirmasinda, genellikle iki yasin altindaki bebeklerde daha
yaygin olan infantil IAH ve bebeklik donemine 6zgii olmayan iki yas iistii IAH olarak
iki ana kategoriye ayrilir. Sonugta chILD tanisinin siklikla yagamin ilk yillarinda
konulur ve ailevi vakalarin oranit %10'dan fazladir(94). Calismamizda, hastalarin 8'i
(%40) 2 yasin altinda tan1 almistir. Tiirkiye ulusal kayit sistemi iizerinden yapilan bir
caligmada ise hastalarin %21,8'inin infant déneminde oldugu belirtilmistir(103).
Nathan ve arkadaslarinmn, Ulusal Fransiz Pediatrik Interstisyel Akciger Hastaliklart
Veritabani'ndan elde ettikleri verilerle yapilan g¢alismada chILD tanist konmus
hastalarin yarisindan fazlasinin 2 yasindan 6nce semptomlar gosterdigi belirtilmistir
(102). Literatiir bulgular1 ve verilerimiz, ¢ocukluk ¢ag1 IAH’larin erken yasta
basladigin1 ve pediatrik hastalarda hastaliga yonelik farkindaligin yiiksek olmasi
gerektigini gdstermektedir.

Calismamiz, hastalarimizin  %40''mda akrabalik iligkisi bulundugunu
gostermektedir. Bu oran, Tiirkiye genelindeki akraba evliliklerinin yayginlik orani
olan %20'nin iki katina tekabiil etmektedir(104). Ulkemizde ¢ocukluk cagi IAH ulusal
veri tabanina dayanarak yapilan yakin tarihli bir calismada, ebeveynler aras1 akrabalik
oraninin benzer sekilde %40 oldugunu raporlanmistir.(103). Ayrica, Deutsch ve
arkadaglar tarafindan yapilan arastirmada, chlILD hastalarin %34'{inde aile i¢i benzer
hastalik varligi rapor edilmistir(105). Calismamiz ve Tirkiye verilerinde saptanan

yiksek  akrabalik orani, {lkemizde akraba evliliklerinin  yaygmligiyla
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iligkilendirilebilir. Calismamizda ve literatiirde akrabalik oraninin yiiksekligi,
cocukluk c¢agi  IAH'min etiyopatogenezinde genetik faktdrlerin - dnemini
vurgulamaktadir.

Ayrica, calismamizda %40 oraninda akrabalik Oykiisiine paralel olarak
beklenen aile Oykiisii saptanmamistir. Bu durumun, pediatrik IAH hastalarmin
yeterince taninmamasi ve molekiiler genetik ¢aligsmalarin yeterince yapilmamasina
bagli olabilecegi diisiiniilmektedir. Sonuglarimiz, pediatrik IAH'larin farkindaligini
artirmak ve bu heterojen hastalik grubunun daha iyi anlasilmasi i¢in genetik
arastirmalarin artmasinin 6nemini vurgulamaktadir.

Calismamizda hastalarin %30'unda malniitrisyon tespit edilmistir. Alsharkawy
ve arkadaslarinin brongektazi ve c¢ocukluk dénemi IAH'larinda yaptigi calismada
bir¢cok antropometrik belirtecin birlikte degerlendirildigi ve malniitrisyon oraninin
%56'lara kadar ¢ikabildigi, normal popiilasyona gore daha yiliksek oldugu
bulunmustur(106). Hem ¢alismamiz hem de literatiir, pediatrik IAH hastalarinda
malniitrisyonun 6nemli bir sorun oldugunu, tedavi ve takip programlarinin
olusturulmasinda destekleyici ve kapsamli bir yaklasimla ele alinmasi gerektigini
vurgulamaktadir.

Calismamizda hastalarin %30'unda (alt1 hasta) bronsiolitis obliterans tanisi
konulmustur. Ug hastada hipersensitivite pndmonisi, iki hastada siirfaktan protein C
eksikligi, iki hastada idiopatik pulmoner hemosiderozis, iki hastada Usual interstisyel
pnémoni (UIP), iki hastada nonspesifik interstisiyel pnémoni (NSIP), bir hastada
bebeklik déneminin ndroendokrin hiicre hiperplazisi (NEHI), bir hastada lenfositik
interstisiyel pnomoni (LIiP) ve bir hastada FARSB mutasyonu ile iliskili interstisiyel
akciger hastali1 saptanmaistir.

Amerika Ulusal Kayit Sistemi ¢alismasinda, hastalarin  %11'inin
siniflandirilamayan grupta oldugu bildirilmistir ve en sik tam olarak NEHI izlendigi
belirlenmistir(107). Fransiz ulusal kayit sisteminden yapilan ¢alismada ise 149 hastada
(%72,7) altta yatan nedeni saptanabilmistir; ancak hastalarin %27,3’linde altta yatan
sebep tanimlanamamigtir(102). Tanis1 konulabilen hastalarin neredeyse yarisinda
surfaktan eksiklikleri, alveolar proteinozis, hemosiderozis ve sarkoidoz saptanmustir.

Interstisyel akciger hastaliklari, ¢ocukluk ¢aginda nadiren goriilen bir grup

hastaliktir. Bircok merkezde yilda sadece ¢ok az hasta degerlendirilmektedir. Tani
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siireci her zaman kolay olmayip hastalarin bir kismmin izlemde IAH oldugu
anlasilabilmektedir. Hatta belirli hasta grubunun alt tipi hi¢ anlagilamamaktadir. Tiim
bu nedenlerden dolay1 kisitli aragtirma siiresi olan ¢alismamiz siiresince belirli bir alt
tip hastaliga sahip birden fazla hastay1 bulmamiz oldukc¢a zorlasmistir. Dolayisiyla, bu
kisith 6rneklem nedeniyle, calismamiz farkli alt gruplardaki hastalari incelemek
zorunda kalmistir. Bu ¢esitlilik, chILD'nin heterojen dogasini ve hastaliklarin altinda
yatan sebeplerin g¢esitliligini yansitmaktadir. Bu durum, nadir hastaliklarin
arastirilmasindaki zorluklar1 ortaya koymaktadir.

Interstisyel akciger hastaligi olan c¢ocuklarda klinik bulgular, hastalig:
diisiindiiren radyolojik bulgularla birlikte degiskenlik gosterir. Bu bulgular,
asemptomatik durumdan baslayarak takipne, kuru oksiiriik, egzersiz sirasinda veya
istirahatte dispne, egzersiz intoleransi, biiylime geriligi, retraksiyonlar, ral,
parmaklarin sekil bozuklugu, siyanoz ve daha az siklikla gogilis duvari deformitesi
arasinda degismektedir. Biiylime geriligi, beslenme sirasinda yorgunluk ve kilo kaybi,
kiiciik ¢ocuklarda sik goriilen semptomlardir(93, 97, 108). Saddi ve arkadaslari
tarafindan Avustralya ve Yeni Zelanda'dan 106 pediatrik IAH verisiyle yapilan
calismada en sik bulgu takipne, dispne, okstiriik ve biiylime ve gelisme geriligi olarak
bildirilmistir(109). Bizim ¢alismamizda da literatiirle uyumlu olarak en sik goriilen
semptomlar nefes darligi, takipne, oksiirtik, halsizlik, egzersiz toleransi ve biiylime
geriligi olarak saptanmistir. Caligmamizda da gorildiigli gibi baslangic bulgular
genellikle sinsidir ve bu durum taniya kadar gecen siireyi aciklayabilir.

Cocukluk cag1 interstisyel akciger hastaliklarinda en sik goriilen bulgular
arasinda raller, takipne ve retraksiyonlar yer almaktadir. Normal dogum 0Oykiisii olan
bebeklerde bu belirtilerin varligi, pediatrik IAH" diisiindiirmelidir. izlenebilen diger
belirtiler ise gomak parmak ve siyanozdur; bu belirtiler genellikle hastaligin ilerleyen
evrelerinde ortaya ¢ikar. Fizik muayene ayrica eklem agrisi, deri dokiintiileri, ndrolojik
anormallikler ve tekrarlayan ates gibi solunum dis1 belirtileri de igermelidir. Bu
belirtiler altta yatan sistemik hastaliklar1 disiindiirebilir. Avustralya ve Yeni
Zelanda'dan yapilan bir ¢alismada en sik goriilen fizik muayene bulgulari ral (9%58,3),
siyanoz (%22,7) ve ¢comaklasma (%14,3) olarak bildirilmistir(109). Calismamizda en

stk goriilen fizik muayene bulgulari literatiirle benzer olarak takipne, hipoksi ve
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krepitan raller olarak saptanmistir. Diger sik goriilen fizik muayene bulgular ise
ronkus, comak parmak ve retraksiyonlardir.

T hiicrelerinin idiopatik pulmoner fibrozis (IPF) patofizyolojisindeki rolii hala
tartismalidir. Bu alandaki ¢ogu hayvan calismasi ve sinirli sayidaki insan ¢alismasi
sonuglari birbiriyle ¢eliski gostermektedir(110). T hiicrelerinin alt bir alt grubu olan
Treg’ler, bagisiklik toleransini saglayarak ve bagisiklik yanitinin dengesini koruyarak
immiinsiipresif etkilere sahiptirler(20). Daha 6nceki ¢alismalarda IPF ile bag doku
hastalig1 iliskili interstisyel pnémoni ve IPF-dis1 akciger hastaliklar1 olan hastalarla
karsilastirildiginda, IPF'li hastalardan alinan hem periferik kan hem de BAL
orneklerinde Treg'lerin sayisi ve islevi azalmis oldugu bulunmustur(21). Buna karsilik,
diger bir ¢calismada hizli ilerleyen IPF'li hastalarda dolasimdaki Treg'lerin daha yiiksek
oldugunu bildirmistir(20).Calismalar Treg'lerin bagisiklik homeostazini siirdiirmeye
onemli katki sagladigint ve cesitli solunum hastaliklarinda gelisiminde rol
alabilecegini gostermektedir. Fakat, Treg hiicrelerinin pulmoner fibrozis gelisimindeki
katkilar1 konusunda literatiirde tutarsizliklar bulunmaktadir(20).

Treg hiicreleri, bir yandan inflamatuar ve yardimci T hiicre yanitlarini inhibe
ederek fibrozis gelisimini azaltabilir(36). Diger taraftan, immiinsiipresif Treg'lerin,
profibrotik fonksiyonlara sahip oldugu diisiiniilen TGF-B1 ve trombosit derive
biiyiime faktorii (PDGF)-B'yi salgilatarak fibrozis gelisimine katki saglayabilecegi
diigiiniilmektedir(37). Caligmamizda hastalar ile kontrol grubu arasinda serum Treg
yiizdelerinde anlamli bir farklilik tespit edilmedi (sirasiyla 7,58 = 5 ve 6,2 £+ 3,61,
P=0,23). Iki grup arasindaki Treg yiizdelerinde benzerlik, cesitli faktorlere
dayanabilir.

Treg'lerin genellikle seviyesi degismeden siipresor fonksiyonlarinin azalmasi,
bir¢ok otoimmiin hastalikta sik¢a goriilen bir bulgudur. Kotsianidis ve arkadaslarinin
calismasinda, IPF'li hastalardan aliman BAL ve periferik kandaki Treg'lerin, saglikli
bireylerle karsilastirildiginda, otojen poliklonal T hiicrelerinin cogalmasini bastirmada
daha az etkili oldugu tespit edilmistir. Ayrica ayni ¢alismada, Treg yogunlugu ve
mutlak sayisi ile solunum fonksiyon testleri arasinda ne BAL ne de periferik kanda
anlaml1 bir korelasyon gézlenmezken, BAL'da azalmis Treg stipresor fonksiyonunun,

FVC ve TLC ile giiglii bir korelasyon gosterdigi bulunmustur(21).
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Calismamizda sadece Treg diizeyleri degerlendirilmis olup, stipresor
fonksiyonlarmin degerlendirilmesi yapilmamistir. Bu nedenle, Treg seviyeleri normal
olmasina ragmen hastalarda hala Treg siipresor fonksiyonlariin diisiik olabilecegi
diisiiniilebilir. Bu konuda ileri ¢alismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Hou ve arkadaslarinin yaptig1 aragtirmada, 29 eriskin IPF ve 19 Sjogren
sendromu iligkili interstisyel pnomoni hastasi ile 23 saglikli kontrol grubu
incelenmistir. Bu ¢alismada dolasimdaki CD4+ T hiicrelerinde Foxp3 ifadesinin CD25
ifadesi ile orantili oldugu goz Oniine alinarak, CD4+CD25++ T hiicreleri ii¢ alt
popiilasyona ayrilmistir: dinlenen Treg'ler (CD45RA+/CD25++, Fr I), aktive Treg'ler
(CD45RA-/CD25+++, Fr 1) ve sitokin salgilayan alt popiilasyon
(CD45RA—-/CD25++, Fr III). Calismada, her iki hasta grubunda da azalmis dinlenen
Treg fraksiyonlar1 belirlenmistir. Sjogren sendromu iliskili interstisyel pnomonide
dolasimdaki aktive Treg'lerin kontrol grubu ile benzer oldugu bulunmustur (p =
0,952). Onemli bir bulgu olarak, IPF'li hastalarda Sjogren sendromlu ve saglikli gruba
gore aktive Treg fraksiyonunda bir artis gozlenmistir (sirasiyla p = 0,003 ve p =
0,028)(20).

Calismamizda, yukaridaki caligmaya benzer bir gruplama yapilmamistir.
Periferik Treg'ler, CD4+ CD25 yiiksek, CD127 diisiik, Foxp3 ifadesine sahip hiicreler
olarak tanimlanmistir. Hou ve arkadaslarinin ¢alismasinda IPF grubunda dinlenen
Treg diizeylerinin azaldigi, aktive Treg diizeylerinin ise arttigi gozlenmistir(20).
Calismamizda anlaml farklilik bulunmamasinin bir diger nedeni de benzer sekilde
farkli gruplamalarin yapilmamis olabilecegidir. ileride, drnek calismada oldugu gibi
farkli Treg popiilasyonlariyla daha fazla hasta iceren hedefe yonelik calismalar
planlanabilir.

Heterojen bir grup hastalik olan chILD, farkli etiyolojilere ve patojenik
mekanizmalara sahiptir. Bunedenle, Treg'lerin rolii ve seviyeleri tiim chILD tiplerinde
tutarlt bir sekilde degismeyebilir. Hou ve arkadagslarinin yaptigi ¢alismada, homojen
bir hasta grubu ¢alismaya dahil edilmistir(20). Cocuklarda daha ¢ok ¢alismaya ihtiyag
vardir.

Ayrica, Treg seviyelerini 6lgme yontemi (calismamizda akis sitometrisi
kullanildy), Treg'lerin kesin tanimi (¢alismamizda CD4+, CD25+++, FOXP3+ CD127

diisiik T hiicreleri olarak belirlendi), 6rnek toplama zamani1 ve 6rnek saklama sekli
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sonuglari etkileyebilir. Eger 6l¢iim yeterince hassas degilse veya tanim fonksiyonel
Treg'leri belirtmiyorsa, ¢aligmalar arasinda farklilik goriilebilir. Calismamizin 6nemli
bir kisitlilig1, hastaligin nadir gériilmesi nedeniyle 6rneklerinin 6ncelikle -80 derecede
dondurularak daha sonra incelenmesiydi. Bu durum sonuglarimizi olumsuz yonde
etkileyebilir. Ayrica, Foxp3 disinda Treg hiicrelerinin ifade edilebilecegini de
unutmamak Onemlidir. Treg tanimindaki farkliliklar da literatiir arasinda cesitli
sonuglar dogurabilir.

Ayrica, cocuklarin bagisiklik sistemleri hala gelismekte oldugundan, Treg'lerin
islevi ve diizenlenmesi yetiskinlerinkinden farkli olabilir. Bu durum, chILD
hastaliginda Treg'lerin davraniginin, literatiirde incelenmis olan murin 6rneklerden ve
eriskin IPF hastalarindan farkli olabilecegini diisiindiirmektedir. Hastaligin evresi de
Treg seviyelerini etkileyebilir. Erken hastalik evresinde, Treg seviyeleri kontrol
grubundan belirgin sekilde farkli olmayabilir. Literatiirde yapilmis olan ¢alismalarin
cogu erigkin hastalarda gerceklestirilmistir ve hastalik ilerledik¢e Treg anormallikleri
daha belirgin hale gelebilir.

Calismamizda Treg diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir artis
gbzlenmemesine ragmen, hasta grubunun sayisal degerleri kontrol grubuna kiyasla
daha yiiksek bulunmustur (sirasiyla 7,58 £ 5 ve 6,2 + 3,61). Sonucumuz, belki de hasta
sayisinin yetersizliginden dolay1 anlamliliga ulasamamais olabilir. Sonuglarimiz, ¢ocuk
hastalarda Treg'lerin kompansatuvar olarak yiikselme egiliminde olabilecegini isaret
ediyor olabilir. Bu iligkinin daha iyi anlagilabilmesi icin ileri calismalara ihtiyag
bulunmaktadir.

Calismamizda, hastalarimizin bir kismi steroid tedavisi almis veya almaya
devam etmekte idi. Bu durum, sonuglarimizi etkilemis olabilir. Ancak, Kotsianidis ve
arkadaglarinin eriskin IPF hastalar1 lizerinde yaptig1 prospektif bir ¢aligmada, BAL ve
periferik kan Treg diizeyleri incelenmistir. Bu calismada, giinlik 10 mg steroid ve
antioksidan tedavisi alan hastalarda steroid Oncesi ve sonrasinda yapilan
degerlendirmelerde BAL ve serumdaki Treg diizeylerinin degismedigi
gosterilmistir(21). Literatiirdeki bulgulara gore, hastalarimizin steroid tedavisi alma
durumu bir risk faktorii olmasina ragmen sonuglarimizi etkilememis olabilir. Ancak,

bu konuda daha kapsamli ¢aligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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TGF-B1, hiicre biiyiimesi, farklilasma, apoptoz ve hiicre dis1 matriks iiretimi
gibi bir¢ok hiicresel siirecte dnemli bir rol oynayan gii¢lii bir sitokindir. Genis bir hiicre
cesitliligi tarafindan {tretilir ve fibrotik yaniti uyaran proinflamatuar ve fibrojenik
sitokinlerin ekspresyonunu tetikleyebilir. Ayni1 zamanda ekstraselliiler matriks
tiretimini uyararak, 6zellikle kollajen ve diger matriks proteinlerinin iiretimini artirir.
TGF-B, miyofibroblast farklilasmasinin ana indiiktoriidiir ve fibrotik akcigerlerde
artmis TGF- ifadesi gozlemlenir. Alveolar makrofajlar ve metaplazik tip II alveolar
epitelyal hiicreler gibi hiicreler tarafindan dretilir. TGF-B, doku yeniden
sekillenmesine katilan molekiillerin liretimini artirirken, anti-fibrotik molekiillerin
tiretimini bastirir(17, 39, 40, 50, 111). Pulmoner fibrozis gibi fibrozisle karakterize
hastaliklarda 6nemli bir rol oynayabilecegi gosterilmistir. Ancak, bazi durumlarda
sitokin potansiyel inhibisyonel rolleri de olabilir(39, 111). TGF-Bl'in akciger
fibrozisindeki karmasik roliiniin daha iyi anlasilmasi i¢in daha kapsamli arastirmalara
ihtiyag¢ vardir. Bununla birlikte, mevcut ¢alismalarin ¢ogu hayvan modelleri, deneysel
veya eriskin hastalarda yapilmistir.

Calismamizda, TGF-B diizeylerinde hasta ve kontrol grubu arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamadi. Ayrica TGF-f ile klinik parametreler
arasinda anlamli bir korelasyon saptanamamistir. Deneysel akciger fibrozisi
calismalarinda TGF-p 1 geni ve protein ifadesinin arttigi bildirilmistir(111). Ayrica,
2016-2017 yillarinda Zakaria ve arkadaglar1 tarafindan erigkinlerde yiiriitiilen bir
calismada, 15 IPF hastasi ile 15 idiopatik interstisyel pndmoni olgusu ve kontrol
grubunun TGF-B1 seviyeleri incelenmistir. Sonuglar, hasta grubunda kontrol grubuna
kiyasla TGF-B1 diizeylerinin anlamli derecede yliksek oldugunu gostermistir. Ancak,
IPF ve diger idiopatik pulmoner fibrozis hastalar1 arasinda TGF-B1 diizeyleri agisindan
anlamli bir fark bulunmamistir. Ayrica TGF-B1 diizeyi ile 6 dakika yiirliime mesafesi
arasinda anlamli bir pozitif korelasyon bulunmustur. (112). Literatiir bulgulari IPF'nin
patofizyolojisinde TGF-B1'nin potansiyel roliinii vurgulamaktadir(113).

Calismamizda bu farkliligin gosterilmemesinin altinda yatan bir¢ok neden
olabilir. Calismamizda TGF-B1, periferik kan 6rneginden izole edilen Treg iizerinden
intraselliiler olarak degerlendirilmistir. Bunun nedeni Treg’lerin IAH’larda éneminin
son yillarda giderek fark edilmesidir. Ancak, yukarida belirtildigi gibi, TGF-B1 ¢esitli

hiicreler tarafindan tiretilebilmektedir. Calismamizda sadece Treg hiicreleri tizerinden
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degerlendirilen TGF-B1, farkli dokulardan salgilanan TGF-B1'm roliinli ihmal etmis
olabilir, bu da hasta ve kontrol grubu arasindaki farkliligin saptanamamasinda etkili
olabilir.

Ayrica, ¢alismamiz, hastaligin nadir dogas1 nedeniyle olduk¢a heterojen bir
grupta yapilmistir. Bu nedenle, TGF-B'nin belki de sadece bazi chILD alt tiplerinde
yiikseliyor olabilecegi goz Oniinde bulundurulmalidir. Zakaria ve arkadaslarinin
caligmasi, erigkinlerde cocuklara gore nispeten sik goriilen IPF hastalarinda yapilmis
ve daha homojen bir grup calismaya alinmistir(112). Sonuglarimiz, daha ¢ok sayida
ve daha homojen hasta grubu ile yapilan ¢alismalara ihtiyag oldugunu gostermektedir.

Calisma siirecinde BAL yapilan hasta olmamasi nedeni ile maalesef
caligmamizda sadece periferik kan ornegi kullanilmistir, ancak literatiirde yapilan
deneysel ¢alismalarda ¢ogunlukla akciger dokusu veya BAL kullanilmistir. Kanda
genel TGF-B seviyesi, akciger dokusunda TGF-p aktivitesindeki yerel artiglari
yansitmayabilir. Ek olarak, TGF-B diizeylerinin 6l¢iim zamani ve yontemi onemli
olabilir. Hastalik ilerledikge TGF-PB ifadesi dalgalanabilir ve tiim asamalarda
yiikselmemis olabilir veya dolasimdaki degisiklikleri yansitmayabilir, bunun yerine
akciger dokusunda bolgesellesebilir. Bu nedenle, ¢alismamizin sonuglarinin
anlamliligimin anlasilabilmesi i¢cin hem BAL hem de akciger biyopsisi ile
desteklenmesi ve standart zamanlarda rneklem alinmasi 6nemlidir.

Literatiirde TGF-f genellikle yetiskin pulmoner fibrozis hastalarinda
arastirilmistir ve bulunan sonuglar yas ile iliskili bir bulgu da olabilir ve TGF-3 kronik
stiregte yiikseliyor olabilir. chILD'nin patogenezi yetiskinlerdekinden farklidir ve
TGF-B'nin pediatrik vakalardaki rolii bekledigimiz gibi olmayabilir. Ilaveten chILD
hastalarinda bulunan heterojen ve erigkinden farkli genetik alt yapi, TGF-p ile iligkili
patolojiye kars1 farkli genetik duyarlilik yaratmis olabilir ve bu da farkli TGF-fB'ye
yanitlara neden olabilir. Ek olarak, orneklem yetersizligi, kullanilan TGF-f 6l¢iim
testinin duyarlilig1 veya metodolojik sorunlar sonuglarimizi etkilemis olabilmektedir.
Bu nedenle, g¢ocuk hastalarda bu konuda iyi tasarlanmis c¢aligmalara ihtiyag
bulunmaktadir.

Calismamizda, periferik kandaki Treg hiicreleri iizerinden intraseliiler olarak
degerlendirilen IL-10 salgilayan hiicre ylizdesi, hastalarda ortalama degeri 0,98 + 2,63

(ortalama + standart sapma) iken kontrol grubunda 0,41 + 0,56 (ortalama =+ standart
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sapma) olarak belirlendi. Hasta ve kontrol gruplari arasinda anlamli bir fark bulunmadi
(p=0,71), ancak hasta grubunda IL-10 salgilayan hiicre yilizdesinin sayisal olarak daha
yiiksek oldugu gozlemlendi. Bergeron ve arkadaslarinin akciger dokusunda yaptig
caligmada PIF hastalarinda IL-10 diizeyinin daha yiiksek oldugu bulunmustur. Benzer
sekilde, bir bagka ¢alismada PIF ve saglikli kontrol hastalarinda serum IL-10 diizeyleri
ELISA yontemiyle karsilagtirildiginda, PIF grubunda IL-10 daha yiiksek oldugu
gorilmistiir.

Literatiir ve bulgularimiz, [AH'da IL-10 salgilanmasmin artabilecegini
gostermektedir, ancak bu konuda yapilan ¢alismalar olduke¢a sinirlidir ve ¢ogunlukla
in vitro ¢alismalardir. Interstisyel akciger hastaliginda IL-10 iiretiminin artmasi, bu
hastalikla iligkili olan inflamatuar yaniti azaltmaya ydnelik olabilir. Interlokin-10,
akciger fibrozisi ve diger organlardaki fibrozis durumlarinda karmasik bir role sahiptir.
Bu rol, hedef organin, hastalik tipinin ve evresinin yani sira lireten hiicre tipine bagl
olarak degisiklik gosterebilir. Farkli senaryolarda, IL-10 hem fibrozisi artirabilir hem
de inflamasyonu azaltarak fibrozisin ilerlemesini onleyebilir(47). IL-10'un akciger
fibrozisindeki ¢ok yonlii etkisi ve in vivo ve in vitro ¢alismalar arasindaki farkliliklar
g6z Oniine alindiginda ve ayrica 1L-10'un etkisinin TGF-B ile simbiyotik bir yol
izledigi diisiiniildiiglinde, IL-10"un interstisyel akciger hastaliklarindaki rolii hakkinda
daha fazla veriye ihtiya¢ vardir. Bu konuda ozellikle akcigerin lokal inflamatuar
durumunu daha iyi yansitabilmesi i¢in BAL ve akciger dokusunda yapilacak ileri
calismalara ihtiya¢ bulunmaktadir.

Calismamizda, hastalarda Th17 yilizdesinin ortalama degeri 21,21 + 11,05
(ortalama + SS) iken kontrol grubunda 19,29 + 8,68 (ortalama = SS) olarak bulundu.
Hasta ve kontrol grubu arasinda Th17 yiizdesi agisindan anlamli bir fark
bulunmamakla birlikte (p=0,29), hasta grubunda Th17 diizeyinin hafif yiiksek oldugu
tespit gortilmektedir.

Velikova ve arkadaslarinin ¢alismasinda, brongiyal astim tanili 20 hasta, kistik
fibrozis tanili 12 hasta ve alerji Oykiisii olmayan 4-17 yas aras1 10 saglikli ¢ocuk
karsilastirilmistir. Periferik kan orneklerindeki Th17 hiicreleri
(CD3+CD4+CD161+CCR6+) akim sitometrisi ile belirlenmistir. Ayrica, serum IL-
17A konsantrasyonu ELISA yontemiyle Olgiilmiistiir. Bronsiyal astim hastalarinin

Th17 yiizdesi (%12,40 £ 1.16), CF ¢ocuklarina goére anlamli derecede daha yiiksek
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bulunmustur(54). Rolla ve arkadaslarmin g¢alismasinda, skleroderma hastalarinda
Th17 ile iligkili sitokinler (IL1- g, IL-6, 1L-17, 1L-21, IL-22, IL-23, TGF-p) soluk ve
serumda degerlendirilmis ve yaygin skleroderma tipinde IL-17 diizeyinin serumda
normal  seviyelerdeyken  solukta anlamli  sekilde  yiiksek  bulundugu
gozlemlenmistir(56). Calismamizda serum Ornekleri arasinda benzer sekilde bir fark
bulunmamaistir. Bu durum, Th17 ve iligkili sitokinlerin lokal etkilerinin daha belirleyici
olabilecegini diisiindiirmektedir.

Calismamizda Th17 farkliligin gosterilmemesinin altinda yatan bir¢ok neden
olabilir. Daha Onceki tartismalarda belirtildigi gibi, hasta heterojenitesi, alinan
tedaviler, ornek tiirii, 6rnek alma zamani ve calisma metodolojisi gibi faktorler,
potansiyel bir Th17 iligkisini gostermemize engel olmus olabilir. Ancak, calismamiz
ve literatiir, hastaligin patogenezinde Th17 hiicrelerinin potansiyel bir rolii
olabilecegini diisiindiirmektedir. Ancak, bu konuda yeterli sayida insan ¢aligmasi
bulunmamaktadir ve chILD grubunda bilgimiz dahilinde bir arastirma yapilmamuistir.
TH17 ve IL-17"nin fibrozis lizerindeki roliiniin daha iyi anlasilabilmesi i¢in daha fazla
caligmaya ihtiyag vardir. Ozellikle, akcigerin lokal inflamatuar degisikliklerinin
anlasilmast i¢cin BAL ve akciger dokusundan yapilan caligmalara gereksinim
bulunmaktadir.

Calismamizda ILC1 yiizdelerinin hastalarda ortalama degeri 62,22 + 16,55
(ortalama =+ SS) iken kontrol grubunda 57,10 + 12,17 (ortalama + SS) olarak saptandi.
Her ne kadar hasta ve kontrol grubu arasinda anlaml1 bir fark olmasa da (p=0,47), hasta
grubunda ILC1 degerinin hafif yiiksek olma egiliminde oldugu goriilmektedir. Innate
lenfoid hiicrelerin alerjik hastaliklarla iliskisi son yillarda giderek daha fazla
vurgulanmaya baslamistir(73).

Son zamanlarda yapilan hayvan ve in vitro ¢aligmalar, ILC'lerin kronik
solunum yolu hastaliklarinda 6nemli bir rol oynadigina isaret etmektedir(25, 68).

Son caligmalar, KOAH hastalarinda periferik kaninda artmis ILC1 sikliginin
hastalik siddeti ile iliskili oldugunu ve artmis alevlenme riski ile iliskilendirildigini
one slirmektedir(68). Ayrica, agir KOAH hastalarinin akcigerlerinde hem ILC1'lerin
hem de ILC3'lerin arttig1 bildirilmistir(74). ILC1'ler, Thl ve CD8+ T hiicreleri ile
birlikte, KOAH patogenezinde rol oynayan IFN-gamma iiretimine katkida bulunurlar.

Bu siirecte, alveolar makrofajlar elastolitik proteazlarin ve nitrik oksit liretiminin
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artigina yol acarlar, boylece KOAH"n gelisimine katki saglarlar(68). Sigara dumanina
maruz kalan farelerin ILC3 ve ILC1 sayisinda artis, ILC2 sayilar1 azalma
raporlanmistir(82).

ILC'ler ve akciger fibrozisi ile ilgili cok az ¢aligma bulunmaktadir. Cocukluk
donemi interstisyel akciger hastaliklar1 ve ILC'lerle ilgili bilgimiz dahilinde yapilmis
bir calisma mevcut degildir. Bu nedenle, kendi verilerimizi karsilastirabilecegimiz
onceden yapilmis bir ¢ocuk c¢alismasi da bulunmamaktadir. Sonuglarimizin farkh
aciklamalar1 olabilir. Oncelikle, hasta sayisinin yetersizligi veya hastalar arasindaki
heterojenlik nedeniyle sonuglarimizin anlamliliga ulasamamis olabilecegini
diisiiniiyoruz. Bir diger olasilik ise, ILC'lerin daha fazla dokuda yerlesik oldugu i¢in
periferik kanda c¢ocuk hastalarda yiiksek seviyelerde bulunmamis olabilecegidir.
Ayrica, chILD'da gbzlenen patofizyolojik farkliliklari g6z 6niinde bulundurarak, belki
de erigkin IPF hastalarina kiyasla ¢ocuklarda ILC'lerin hastaligin patofizyolojisinde
daha simirli bir rol oynadig1 veya yasla birlikte roliinlin belirginlestigi diisiiniilebilir.
Ayrica, hastaligin evresine bagli olarak ILC'lerin roliiniin degisebilecegini
diisiinmekteyiz. Sonug¢larimizin anlamini agiklamak i¢in 6zellikle akciger ve BAL
orneklerinden yapilacak daha genis kapsamli ¢alismalara ihtiyag¢ vardir.

Calismamizda, ILC2 degerleri hastalarda ortalama olarak 3,11 42,26 (ortalama
+ standart sapma) iken kontrol grubunda ise 4,5 & 2,59 (ortalama + SS) olarak 6l¢iildii.
Hasta ve kontrol gruplari arasinda ILC2 diizeyleri acisindan anlamli bir fark
bulunamadi (p=0,96). Ancak BO hastalar1 ¢ikarilarak yapilan yeni analizde (n=14),
ILC2 degerleri hastalarda ortalama olarak 2,58 + 2,24 (ortalama + SS) iken kontrol
grubunda ise 4,5 + 2,59 (ortalama + SS) olarak belirlendi. Hasta ve kontrol grubu
arasinda ILC2 diizeyleri agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark bulundu
(p=0,037).

Astim hastalar ile karsilastirildiginda, IPF’de ILC2'lerin roliinii ve fibrozise
katkisin1 inceleyen c¢ok az caligma bulunmaktadir ve verilerin ¢ogu hayvan
caligmalarina dayanmaktadir. Bilgimiz dahilinde ise literatiirde chILD hastalarinda
daha 6nce bu konuda yapilmis ¢caligma bulunmamaktadir(85). ILC2'ler, sigara dumani
kaynaklt KOAH modelinde nétrofil rekrutasyonunu gercgeklestirmis ve eksiklikleri
amfizemden korunmayi saglamis, ancak IL-13 ve IL-33 seviyelerinin artmasi yoluyla

fibrozu tegvik etmistir. Ayrica, ILC2'lerin, akut KOAH alevlenmeleri sirasinda Th2
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adaptif yanitlarim1 desteklemede rol oynadigi gosterilmistir(68). Alerjik astimda,
genellikle tip 2 inflamasyonla iligkilendirilen, ILC2'lerin periferik kaninda saglikli
bireyler veya alerjik riniti olanlarla karsilastirildiginda artislar goriilmektedir. Ayrica,
siddetli astimli hastalarda, akcigerde ILC2'lerin, eozinofili ile birlikte arttig1
raporlanmistir(68, 76-78). ILC2 kaynakli IL-13 ise dendritik hiicre go¢iinii uyararak
Th2 hiicre indiiksiyonunu uyarabilmektedir(80). ILC2'lerin IL-4 {iretimi, gida alerjisi
yanitlarinda Treg indiiksiyonunu engelleyebilmektedir(81).

ILC2'min literatiirde genellikle fibrozis ile iliskilendirilmesi nedeniyle,
calismamizda ILC2 degerlerinin diigiik bulunmasi sasirtici goriilmektedir. Bu sonucun
steroid kullanimu ile iligkili olabilecegi diisiiniilerek yapilan ikinci analizde ise steroid
alan hastalar analizden c¢ikarildiginda, hastalarda ILC2 diisiikliigiiniin anlamliliginin
halen korundugunu gostermektedir. Literatiirde dinlenme halindeki CD45RA+
ILC2'lerin inflamatuar CD45RO+ ILC2'lere doniisiimiiniin  Kkortikosteroidler
tarafindan baskilandigt; ancak bir kez doniisiim olduktan sonra ILC2'lerin steroide
direngli hale geldigi gosterilmistir(83). Calismamizda ILC2 degerinin hastalarda
diisiik olmasi, alinan Ornegin periferik tipte olmasina bagli olabilir ve ILC2 hala
akcigerde fibrozis patofizyolojisinde rol oynayabilir. Ek olarak, ILC2'nin hastaligin
ileri evrelerinde rol oynayan bir faktor olabilecegi ve chILD patogenezi i¢inde astim
veya IPF kadar belirgin bir etkiye sahip olmayabilecegi diisiintilebilir. Bu iliskinin
aydinlatilabilmesi igin 6zellikle es zamanli kan ve BAL orneklerinin incelendigi
calismalara ihtiya¢ bulunmaktadir.

Calismamizda ILC3 degeri hastalarda ortalama degeri 0,33 + 0,34 (ortalama +
SS) iken kontrol grubunda 0,36 + 0,32 (ortalama + SS) olarak saptandi. Hasta ve
kontrol grubu arasinda ILC3 diizeyleri agisindan anlamli fark bulunamadi (p=0,74).
ILC3'ler, IL-17 ve IL-22'nin erken iireticileri olup, KOAH patogenezinde rol oynadigi
diisiiniilmektedir. 1IL-17, KOAH hastalarinin periferik kaninda yiiksek bulunmustur.
Ayrica, KOAH alevlenmelerinin IL-17 ve nétrofilik infiltrasyon ile iliskilendirildigi
gosterilmistir(20).

Literatiirde astim ve ILC3'ler ve LTi hiicreleri ile ilgili de oldukg¢a sinirlt bilgi
bulunmaktadir; ancak, ILC3 araciligiyla iiretilen IL-17'nin astim hastalarinda rolii
bulunabilecegi diistiniilmektedir(68). Cocuk hastalarda ILC3 chILD arasinda iliskiyi

inceleyen ¢alisma bulunmamaktadir. Calismamizda hasta ve kontrol grubu arasinda
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anlamli bir fark bulunamadi. Bu sonuglarin daha net anlagilabilmesi ve desteklenmesi
icin ileri calismalar gereklidir.

Vimentin, ekstraseliiler matriks sentezi ve kollajen iiretimi gibi siireclere
katkida bulunan fibroblastlarin invazif davranislarini destekleyerek akciger yapisinin
yeniden sekillenmesine katki saglayabilmektedir. Ayrica, yliksek diizeyde vimentin
ifadesi ve organizasyonu, fibroblastlarin artan invazivliklerini tesvik ederek IPF gibi
hastaliklarda asir1 skarlasmaya katkida bulunabilir. (89, 90).Son arastirmalar,
periplakinin akcigerin yanitini ve remodelleme siirecini diizenleyen 6nemli bir
diizenleyici oldugunu gostermektedir. Ozellikle IPF’de, periplakin akcigerde alveolar
epitel biitlinliigiinii korumada rol oynayabildigi belirtilmektedir. Fare modelleri
lizerinde yapilan caligmalar, periplakin eksikliginin anti-enflamatuar bir alveolar
ortam olusturdugunu ve akciger fibrozunun azaldigini1 gostermektedir. Calismalar
periplakinin enflamasyon, fibroz ve hiicresel sinyallemeyi etkileyen diizenleyici rolleri
oldugunu isaret etmektedir. Ayrica arastirmalar, periplakin eksikliginin fibrozis ve
inflamasyonun azalmasina yardimci olabilecegine isaret etmektedir(91, 92).

Calismamizda hastalarda ve kontrol grubundaki periferik kan mononiikleer
hiicrelerinde periplakin ve vimentin ifade diizeyleri arasinda anlamli bir fark
bulunmamistir (p=0,97). Ancak daha 6nce yapilmis bir cocuk ¢alismasi olmamasi
nedeni ile sonuclarimizin anlamliligmin ileri ¢alismalar ile desteklenmesi
gerekmektedir.

Calismanizin birgok kisitliligi bulunmaktadir; ancak, alaninda bir pilot ¢alisma
olma &zelligi tasimasi nedeniyle oldukca énemlidir. Oncelikle, hastaligin nadir olmasi
nedeniyle hasta sayis1 kisitlidir ve hastalarin ¢ok heterojen bir grup olmasi, tek bir
hastaliga 0zgili istatistiksel analizlerin yapilamamasina ve tiim hastaliklarin ortak
gruplar altinda incelenmek zorunda kalinmasina yol agmaigstir. Ayrica, 6rneklerin farkli
zamanlarda alinmis olmast ve -80 derecede dondurulmus olmalari, ¢oziinerek
incelenmeleri siirecinde hiicre kaybina neden olabilecegi icin 6nemli bir kisithiliktir.
Bir diger 6nemli kisithilig: ise hastalarin hastaligin ve tedavinin degisik siirelerinde
calismaya alinmis olmasi ve sonuglarin uygulanan tedavilerden etkilenmis olma
olasiligin1 yaratmaktadir.

Calisma siirecinde BAL 0Ornegi alinamamasi, c¢alismanin en Onemli

kisitliliklarindan biri olarak goriilmektedir. Arastirma plani yapilirken, periferik hiicre
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ve sitokin diizeylerinin BAL diizeyleri ile karsilastirilmas1 6ngoriilmiistii; ancak uygun
BAL o0rnegi elde edilememesi biiyiikk bir kisitlama olarak degerlendirilebilir.
Calismamizda ayrica hastalarin eski akciger patoloji preparatlar1 vimentin ve
periplakin ile boyanarak fibrozis a¢isindan degerlendirilmesi amaclanmisti. Ancak
orneklerin deparafinize edildikten sonra boyanmasi sonucunda asir1 zemin aktivitesi
tespit edilmis ve Orneklerin degerlendirilmeye uygun olmadigr anlagilmigtir. Bu
nedenle periferik kan Ornegi ve akciger fibrozis durumu arasindaki iliski
incelenememistir.

Interstisyel akciger hastaliklarinda fibrozisin patogenezinin yeterince
anlagilamamasi, tan1 ve tedavi alanlarinda yeterli ilerlemenin gergeklesmemesine
neden olmaktadir. Mevcut anti-fibrotik tedavilerin ¢ogu, fibrozisin ilerlemesini
yavaglatmay1 hedeflemekle birlikte, bu siireci tamamen iyilestirmek yerine kontrol
altina almaya odaklanmaktadir. Dolayistyla, fibrozisin ilerlemesini degerlendirmek
icin yeni biyobelirteglerin yani sira etkili terapdtik stratejilerin gelistirilmesine ihtiyag
vardir. Bu hedefe ulasmak i¢in, patojenik fibrotik degisikliklerin temel
mekanizmalarinin daha derinlemesine anlasilmasi ve arastirilmasi gerekmektedir(26,
114, 115). Bu ¢alisma, chILD hastalari alaninda yapilmis en kapsamli ¢alismalardan
biri olma 6zelligini tagimaktadir.

Pediatrik IAH’lar heterojen bir grup hastaliktir. Bu hastalik grubunda 6nemli
morbidite ve mortalite goriilmesine ragmen, tanimlarin yetersizligi ve tan1 koyma
zorluklar1 tedavi siirecini aksatmaktadir. Su anda antifibrotik ilag denemeleri
genellikle yetiskin hastalara odaklanmis durumdadir, ancak cocuklarda da fibrozis
tedavilerine yonelik adimlar atilmas1 gerekmektedir. Ozellikle pediatrik ve yetiskin
fenotipleri arasinda fibrozis patogenezinde farkliliklar oldugu diisiiniilerek, cocuklarda
fibrotik  siirecin  aydinlatilmasmna yonelik arastirmalar  yapilmasi  oldukca
6nemlidir(96). Calismamiz bu baglamda pilot bir ¢alisma 6zelligi tasimakta olup,
gelecekteki ¢aligmalar i¢in yol gosterici niteliktedir. Cocuklardaki fibrozisin altinda
yatan mekanizmanin daha iyi anlasilmasi ve biyobelirteglerin belirlenmesi igin

merkezler ve iilkeler arasi is birligi biiyiikk 6nem tagimaktadir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Calismamizda goriildiigii gibi ¢ocukluk ¢ag1 IAH'lar ¢ok genis bir hastaliklar
grubudur.

Hastalarimizin ortanca semptom baslama yas1 48 ay iken tam1 yas1 84 aydir.
Literatiirde cocukluk ¢ag1 IAH'larinda tan1 yas1 genellikle daha kiigiiktiir ve tan1
gecikmesi daha kisa siirelidir. Tan1 farkindaliginin az olmasi ve iilkemizde
molekiiler genetik calismalarin tanida daha az kullanilmasi, bu durumu
aciklayabilir. Bu nedenle ¢ocukluk c¢ag1 I[AH'lariyla ilgili farkindaligin
artirtlmasi ve ileri tan1 yontemlerinin daha yaygin kullanilmasi 6nerilmektedir.
Akrabalik orani hastalarin %40'inda goriilmektedir ve Tiirkiye ortalamasinin
iistiindedir. Bu durum, cocukluk cagi iIAH'larinin etiyopatogenezinde genetik
faktorlerin 6nemini vurgulamaktadir.

Hastalarin  %30'unda malnutrisyon bulunmaktadir. Malnutrisyon, chILD
hastalarinda 6nemli bir sorundur.

Tiim hastalik gruplarinda en sik karsilasilan semptomlar nefes darligi, takipne
ve Okstirtiktiir.

En sik izlenen fizik muayene bulgulari hipoksi, takipne ve krepitan rallerdir.
Pnomoni Oykiisii hastalarin %50'sinde bulunmaktadir ve hastalarin %35'inde
tekrarlayan pnémoni 6ykiisii mevcuttur.

Caligmamiz, chILD alaninda olas1 immiinolojik belirtecleri inceleyen en biiyiik
hasta serisidir.

Hasta ve saglikli kontrol grubunda Treg hiice yiizdesi ortalamasi (sirastyla 7,58
+5ve 6,2+ 3,61, p=0,23) arasinda anlamli bir fark bulunmada.

Hasta ve saglikli kontrol grubunda Treg hiicrelerinde intraselliiler olarak
degerlendirilen TGF-§ ifade eden hiicre yiizdesi ortalamasi (sirasiyla 31,08 +
16,02 ve 33,16 = 14,47, p=0,71) arasinda anlamli bir fark bulunmadi.

Hasta ve saglikli kontrol grubunda Treg hiicrelerinde intraselliiler olarak
degerlendirilen IL-10 salgilayan hiicre ylizdesi ortalamasi (sirastyla 0,98 + 2,63
ve 0,41 + 0,56; p=0,71) arasinda anlaml1 bir fark bulunmadi.

Hasta ve saglikli kontrol grubunda Th17 yiizdesi (sirasiyla 21,21 + 11,05 ve
19,29 + 8,68 p=0,29) ortalamasi arasinda anlamli bir fark bulunmadi.
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Hasta ve saglikli kontrol grubu arasinda ILC1, ILC2 ve ILC3 yiizdesi agisindan
anlamli bir fark bulunmadi (p>0,05).

Hasta ve saglikli kontrol grubu arasinda intraselliiler periplakin ve vimentin
ifadesi agisindan anlamli bir fark bulunmadi (p>0,05).

Bronsiolit obliterans hastalar1 ¢ikarildiktan sonra yapilan yeni grup (diger IAH;
n=14) ile kontrol grubu arasinda Treg, Th17, IL-10, TGF-B, ILC1 ve ILC3
acisindan anlamli fark bulunmamaktadir (p>0,05).

Bronsiolit obliterans hastalar1 ¢ikarildiktan sonra yapilan yeni grup (diger IAH;
n=14) ile kontrol grubu arasinda ILC2 agisindan anlamli fark bulunmaktadir
(sirayla 2,58 = 2,24 ve 4,5 +£2,59; p=0,037).

ILC2 ile Treg, Thl7, IL-10, TGF-B, ILC1 ve ILC3 hiicre ylizdeleri arasinda
anlamli bir korelasyon bulunmamaktadir (p>0,05).

Diger 1AH alt grupta ILC2 ve Th17 arasinda giiglii bir Pearson korelasyonu
saptand1 (r =0.75, p = 0,002).

Treg, TGF-B, IL-10, TH-17, ILC1, ILC2, ILC3 ve VKIi, FEV1%, FCV%, 6-
dakika yiirlime testi, tan1 yasi, semptom siiresi, klinik bulgular ve fizik muayene
bulgular1 arasinda anlamli bir korelasyon saptanmadi (p>0,05).

Calismamizda hastalarin  eski akciger patoloji preparatlart vimentin ve
periplakin ile boyanarak fibrozis agisindan degerlendirilmesi amaglanmisti.
Ancak orneklerin deparafinize edildikten sonras1 boyanmasi sonucununda agiri

zemin aktivitesi olmasi nedeni ile degerlendirilmeye uygun bulunmadi.
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