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OZET

Bolgemizdeki Saghikhh Cocuklarda Lenfosit Subgruplarinin Referans Araliklary

Onceki yillarda konu ile ilgili olarak bolgemizdeki yetiskin bireylerde lenfosit
subgruplarinin referans araliklar1 belirlenmis ve faydali bilgiler elde edilmistir. Bu
caisma ile bolgemizdeki saglikli gocuklarda lenfosit subgruplarinin  referans
araliklarinin belirlenmesi amaglanmustir.

Calisma Eylul 2010 — Aralik 2010 tarihleri arasinda yapilmistir. Calismaya 0-18
araliginda 48'i kiz, 52'si erkek toplam 100 saglikl1 gocuk dahil edilmistir. Cocuklar 0-4
yas, 5-9 yas, 10-14 yas ile 15-18 yas olmak Uzere 4 gruba ayrilmistir. Tam kan
sayimlar1 ve CD3, CD4, CD8, CD19, CD56 referans araliklari ve CD4/CD8 oranlarinin
belirlemek igin Cukurova Universitess Tip Fakiiltesi Balcali Hastaness Merkez
Laboratuarinda akim sitometrisi cihazi  kullanilmustir.  Tam  verilerin  istatistiksel
analizleri Statistical Package for the Social Sciences (SPSS, version 18.0) programi
yarcimiyla yapil mistir.

Istatistiksel analizler ile 100 saglikli gocugun total l6kosit sayisi ve lenfosit
yuzdeleri sirasiyla; 7,943+2,232 ve 37,5+11,7 olarak bulunmustur. Lenfosit subgrup
yuzdeleri ise CD3, CD4, CD8, CD19, CD56 ve CD4/CD8 igin sirasiyla; 69,4+4,9,
40,5+4,9, 27,8+4,7, 14,6+4,3, 10,3+3,2 ve 1,51+0,36 olarak bulunmustur.

Calisma sonunda bolgemizdeki saglikli ¢ocuklarin CD3, CD4, CD8, CD19,
CD16+56 (dogal oldurtct htcreler) lenfosit subgruplarimn ve CD4/CD8 oraninin
referans araliklar1 belirlenmistir. Bu bilgiler dogrultusunda normal referans araliklarinin,
bagisiklik sistemi ile ilgili dallarda konuyla ilgili hastalarin takip ve tedavilerini
yonlendirmede 6zellikle gocuk hematoloji klinigi hastalarina ciddi faydalar saglamasi
ve boylece patolojik degerlere 151k tutarak cocuklarin saglikli olup olmamas: ile
iliskilendirilebilmesi beklenmektedir.

Anahtar SoOzcukler: Akim Sitometri, CD4, CD8, Lenfosit Subgruplari, Saglikli
Cocuklar.



ABSTRACT

Refer ence Ranges of Lymphocyte Subgroups of Healthy Children in Our Region

Reference ranges of lymphocyte subgroups of healthy adults were established at
previous years and useful informations gained for our region. In this study we aimed to
determine reference ranges of lymphocyte subgroups of healthy children from our
region.

Study had been performed between September 2010 and December 2010. In this
study 100 healthy children were included which of 48 were girls and 52 were boys aged
between 0-18. Children were divided 4 age groups which are 0-4 years, 5-9 years, 10-14
years, 15-18 years. Complete blood count analysis and the reference ranges of CD3,
CD4, CD8, CD19, CD56 and the CD4/CD8 ratios were determined using a flow
cytometry instrument at the Central Laboratory of the Faculty of Medicine, University
of Cukurova. Statistical analysis of all data were performed by Statistical Package for
the Social Sciences (SPSS, version 18.0) program.

Total leucocyte number and lymphocyte percentages of 100 healthy children
were determided as 7,943+2,232 and 37,5£11,7 respectively with statistic analyses.
Lymphocytes subgroups percentages for CD3, CD4, CD8, CD19, CD56, and CD4/CD8
were 96,4+4,9, 40,5+4,9, 27,8+4,7, 14,6+4,3, 10,3£3,2 and 1,51+0,36 respectively.

We determined reference ranges of CD3, CD4, CD8, CD19, CD16+56 (natural
killer cells) lymphocyte subgroups and rate of CD4/CD8 at the end of the study. Normal
reference range data obtained is expected to give useful information at treatment and
prosecution of patients from immunity related diseases, especially at patients from
children haematology clinics; so pathological data will give information about health
status of children.

Key Words. CD4, CD8, Flow cytometry, Healthy Children, Lymphocyte Subsets.



1.GIRIS

Konak savunma mekanizmasi, enfeksiyonlara karsi ilk koruyucu engeli
olusturan, mikroorganizmalar1 tamyip onlar1 yikima ugratmak icin dogal olarak
organizmada hazir bulunan “dogal diren¢ - dogal bagisiklik" ve herhangi bir patojenle
karsilastiktan sonra dogal direnci takiben ortaya cikan, enfeksiyonlara kars1 daha etkili
savunma saglayan “kazanilmus direnc - kazanilmis bagisiklik” dan olusmaktadir™?.

Dogal direncin baslica yapitaslart epitel tabakasi, dogal ©ldirict htcreler
(natural killer-NK), kompleman sistemi, fagositik hicreler ve sitokinlerdir. Dogal
oldurtct hicreler kemik iligi kokenli, biyuk grantlli lenfosit morfolojisindeki
hiicrelerdir. Dogal immunitenin elamam olan NK hicreleri esas olarak kan, dalak ve
periton sivisinda bulunur. Fenotipik olarak CD3-CD16+CD56+ natural killer hiicreleri,
fagositik htcrelerdir. NK hicrelerini akim sitometrisi ile saptamak mumkinddr. NK
hiicreleri tumdr hiicre blytmesinin kontroliinde, viral enfeksiyonlar basta olmak Uzere
parazit, mantar, bakteri gibi mikrobiyal enfeksiyonlarin kontroliinde, sitokin Gretimi,
hematopoetik sistem hicre biyume ve farklilasmasi, allograft rejeksiyonu gibi
immunoregulatér fonksiyonlarda ve Graft versus host (GVH) gelisimi, aplastik anemi,
notropeni, diyabet, gastrointestinal hastaliklar gibi farkli hastaliklarda rol
oynamaktadir'3+°.

Kazanilmis bagisikligin yapi taslart ise T ve B lenfositleri ile bu hicrelerin
Urdnleridir. T lenfositler hiicresel immiunite, B lenfositleri ise humoral immuniteden
sorumlu htcrelerdir. Antijene spesifik hiicre aracili yanitlar T lenfositleri tarafindan
gerceklestirilir. T hicreleri spesifik antijeni eksprese eden hicreleri lizi edebilir
(sitotoksite) veya enflamasyonu tetikleyen sitokinler salgilayabilir. CD4+ ve CD8+ T
hiicreleri, kendilerine sirasiyla sinif 11 MHC ve siif | MHC molekulleri olugunda
sunulan ve antijen sunan hicreler tarafindan peptidiere donustriimis protein
antijenlerine yanit verirler. Fagosite edilen bakteriler, fagozomdan kagabilmeyi
basarabildiklerinde, ya da fagozomdan sitozole tasindiklarinda, fagositik hiicrelerin
mikrobisidal etkisinden kurtulmus olurlar; ancak bu durumda CD8+ T hcreleri

uyarilir.Bu durum, hicre ici bakterilerin yikiminda, CD4+ T hicrelerinin aktive ettigi



makrofajlarin ve CD8+ T hucrelerinin isbirligi sonucu, hicresel immtnitenin rol
oynadigimi gostermektedir. Antijenin tamnmast yardimct T hicresinin ytzeyindeki
reseptorlerleiliskilidir. Hucre igi mikroplarla olusan enfeksiyonlar: yok eden kazanilmis
immunitenin hiicresel kolunu olusturan CD4+ Th hiicreleri, fagositleri aktive ederek bu
fagositlerin vezikillerinde yasayabilen mikroplarin yok edilmesini saglarken, CD8+ Tc
hicreler sitoplazmasinda mikrop iceren hiicreleri oldirerek enfeksiyonu yok ederler.
CD8+ Tc hucreler enfekte hiicre tzerindeki sinif | MHC iliskili peptidleri tanirlar ve bu
hiicreleri 6ldirerek enfeksiyonun kaynagin: yok ederler'?.

Bolgemizde bu konu ile ilgili olarak CD3, CD4, CD8, CD19, CD16+56 lenfosit
subgruplarinin ve CD4/CD8 oraninin referans araliklarim saglikli yetiskinlerde ortaya
koyan bir calisma mevcuttur. Fakat bolgemizdeki saglikli cocuklarin bu lenfosit
subgruplarinin referans araliklart konusunda herhangi bir calisma ve bilgi mevcut
degildir. Bu konudaki bilgi eksikligini gidermek ve bolgemizdeki saglikli gocuklarda
lenfosit subgruplarimin  referans  araliklarint  belirleyerek  16semi, lenfoma, HIV
enfeksiyonlar: gibi ciddi hastaliklarla iliskili bu konunun, bagisiklik sistemi ile ilgili
dallarda hastalarin takip ve tedavilerini yonlendirmede ¢zellikle ¢ocuk hematoloji
klinigi hastalarina ciddi faydalar saglamasi temel amacimizi olusturmaktadir.

Lenfosit subgruplarimin cinsiyet ve yasa goOre degisim gosterebilecegini
diisindiigiimiiz bu calisma Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Balcali Hastanesi
Merkez Laboratuarinda yapil mistir.



2.GENEL BILGILER

2.1. Tarihge

Kan hicrelerinin tanimlanmasi 17. yuzyil sonu ve 18. ylzyilda gergeklesmistir.
Eritrositlerin Anton von Leeuwenhoek tarafindan 1674'de, 16kositlerin Joseph Lieutaud
tarafindan 1749'da, lenfositlerin  ise  William Hewson tarafindan 1774'te
tammlanmasimin  ardindan, Immunoloji 19. yizyillin sonlarina dogru humoral ve
hiicresel bagisikhigin izl gelismeleriyle biiyiik ilerleme kaydetti®’.

Immunolojide ilk bilimsel gelisme, bir kimyaci olan Pasteur’iin 1880’ lerde
yaptig1 gozlem ve deneylere dayanir. 11k kez o yillarda Pasteur “Immiin” ve “Immiunite”
sOzcuklerini bilimsel anlam ile kullandi. Modern immiinolojinin Pasteur ile basladigim
kabul etmeliyiz®.

1870’'lerde Virchow, Cohnheim ve Arnold’'un enflamasyon Uzerindeki ilk
gorusleri olusturmalarindan sonra, 1884 yilinda Metchnikoff bugtin fagositoz olarak
bilinen olay Uzerinde ilk gozlemleri yapti; |0kositlerin mikroorganizmalar: iclerine
alarak nasil sindirdiklerini gosterdi; polimorfonikleer |okositler ve makrofaglarin
fagositozdan sorumlu hticreler olduklarint belirledi ve bu olaya “Fagositoz” adin verdi.
Ayrica Metchnikoff bagisiklik kazanmis kisilerde fagositozun daha gucli oldugunu ve
dolayisiyla bu aktivitenin organizmanin ana savunma mekanizmasint olusturdugunu
vurgulach. Bu gozlemler “Hicresel immiunite” ile ilgili gelismelerin baslangicim
olusturdu®,

1900’ lerin baslarinda Behring ve Kitasato bagisikligin, dogrudan hiicrelere
bagimli olmaksizin da gelisebilecegini, difteri ve tetanus toksini verilerek bagisik
duruma getirilmis hayvanlarda gosterdiler ve bdylece “Humoral Immiinite” konsepti
Uizerindeki calismalarda baslamis oldu®®.

Immiinoloji alaninda kazamilan bilgi ve deneyimlerin pratik sonuglari, koruyucu
bagisik serum ve serolojik reaktiflerin hazirlanmasiyla aktif bagisikligin giindeme
gelmesi oldu. Bu alanda biriken bilgiler, sonunda bir bilim dalinin olusmasina yol acti.
“Immunoloji” sozclgl ilk kez 1910 yilinda Index Medicus'ta yer aldi ve Journal of
Immunology 1916 yilinda yayimlanmaya baglad:®.



1950’ lerden itibaren immin yetmezlikler ve otoimminite Uzerindeki
arastrmalar gelisme gosterdi. Boylece klinik agirlikli imminpatoloji olusmaya basladh.
1958 yilinda Dausset, Snell ve Rappaport, “Lokostlerde Doku Uygunluk Antijenleri”ni
gogerdiler. 1967 yilinda “HLA Sistemi” kabul edildi ve organ transplantasyonlar
basar1 ile denenmeye basladi. Ardindan “Major Histokompatibilite Kompleksi (MHC)
nin kromozomal yeri belirlendi'®*.

1960’11 yillarin baglarinda, Miller ve Good'un onculik ettigi calismalarla
timusun, immanitenin santral orgam oldugu kesinlikle belirlendi. Bu yillarda 2 farkli tip
lenfosit bulundugu Mitchell ve Miller’in calismalar: ile anlasildi. Claman ve ark. ve
daha sonra Mitchison, B ve T lenfosit kooperasyonu konusunda onemli agiklamalar
getirdiler. iIlk kez 1964 yilinda Govans ve Knight “Lenfosit Sirkilasyonu”nun
ozelliklerini (homing olay1) gosterdiler ve buluslar birbirini izlemeye devam etti®*?%2,

1974 yilinda “Natural Killer” (NK) htcreleri bulundu. Daha sonraki ¢alismalarla
bu hicrelerin dogal immitinite ve kazamlmis immtnite arasinda cok dnemli bir kopri
gorevi yaptiklar: gosterildi. 1980 yilindan sonra “Lenfokinle Aktive Oldiiriicii” hiicreler
Uizerindeki bilgiler gelisme gosterdi®.

Bir baska kilometre tasini “Sitokinler”in kesfedilmesi olusturuyor. Isaacs ve
Lindenmann’in 1957 yilinda “Interferon’u kesfetmelerini izleyen uzunca bir durgun
donemi takiben, 1970'lerden itibaren sitokinler Uzerindeki bilgilerimiz genislemeye
basladi. Ilk kez Dumonde’un “Lenfokinler” (zerine dikkat gcekmesinden sonra bunu
diger sitokinler Gzerindeki arastirmalar izledi. “Interlokin® (IL) sdzcugu ilk kez 1979
yilinda 6nerildi. 1980’ li yillarda bu konuda yogun bilgi birikimi olustu. IL-1 ve IL-2'nin
bilinen en 6nemli 6zellikleri ortaya cikarildi ve giinimuizde sayilar1 27’ ye ulasan diger
interlokinler araliklarla da olsa pespese geldiler™.

Yine 1986 yilinda Mosmann ve ark.’nin sitokin profillerine gore farkli immtn
cevap olusturan “Yardimc: T Hicre Subgruplart” m gostermeleri dnemli gelismelerden
birini olusturdu. Bdylece, mesela bir enfeksiyon etkeninin tetikledigi hastalik
tablosunun ve hastaligin klinik gidisinin bu profillerden birinin dominansina gore
degisebilecegini kavramaya basladik. Bundan, immiin cevabin konak Iehine manipile
edilebilecegi umudu dogdu. 1950 lerden gliniimuize ulasan yarim yuzyillik periyodun,

immiinolojinin altin cagini olusturdugunu belirtmek gerekiyor™>,



2.2. imminitenin Tipleri

Immiin sistem, dogal (innate) ve kazanlms (spesifik-adaptif) olarak ayrilan iki
kisimda incelenebilen bir savunma sistemidir. Bu iki sistem birbiriyle ¢gok hassas bir
denge icerisinde ve yardimlasma ile calisarak konagi patojenlere kars1 korumaktadir.

Dogal immunite, bir patojenle karsilasinca ilk cevabi dogumdan itibaren olus-
turabilen, genetik olarak belirlenmis immun 6zellikleri iceren ve konagin kendisine ait
olan ve olmayan antijenik yapiy:1 tanima kapasitesine sahip olan savunma sistemi olup
belirli bir patojen igin selektivite gostermez ve birey bazi mikroorganizmalar: tanima
ve yoketme Ozelliklerine dogustan itibaren sahiptir. Dogal immin sistem, hiicre ve
cesitli molekulleri igerir. Hicresel elemanlar polimorfonikleer I6kositler (PMNL),
monosit, makrofaj, eozinofil, mast hiicre ve bazofiller, ¢oztnur faktorler ise sitokinler,
akut faz resktanlar1 ve Ozellikle en Onemli faktorlerden biri olan kompleman
sisteminden olusur'®. Organizmanin enfeksiyonlarla miicadelesinde hem evrimsel
olarak eski hem de oldukga evrensel olan dogal immun sistem, spesifik immuniteyle
kiyaslandiginda patojenleri tamyan reseptorler agisindan daha kisitli bir repertuara
sahiptir'”*®, Dogal direng mekanizmalari; anatomik ve fizyolojik bariyerler, kimyasal
ve biyolojik faktorler, dalagin fonksiyonu, yas, beslenme, ates ve akut faz reaktanlari,
1rk ve genetik etki, bakteriyel interferens ve interferon, enfeksiyonlara dogal duyarsizlik,
oral tolerans, fagositler ve dogal dldiiriicti (NK) hiicreler, fagositoz ve enflamasyondur™.

Kazamlmis imminite ise, belirli bir antijene 6zgin olup, antijenle tekrarlayan
karsilasmalarda daha hizli ve gucli cevap olusturma gibi Usttinltiklere sahiptir. Bu
olaya antikor ve T lenfositleri aracilik eder ve sorumlu hiicreler 6zgul bir antijen igin
uzun vadeli bellege sahiptir. Bu savunma, organizmanin patojene primer veya sekonder
yanitina gére humoral veya hiicresel diizeyde olabilir. Hiicre aracili (hticresel) yanit esas
olarak T lenfositlerden kurulu iken antikor aracili (humoral) bagisiklik B lenfositlerden
ve plazma hiicrelerinden kuruludur®. Kazanilmis immiinite, iki sekilde saglamr. Aktif
imminizasyon, hastalik etkeninin dogrudan alinmasi (dogal enfeksiyon) veya bu
etkenin zararsiz hale getirilmesinden sonra konaga verilmesiyle (asilama) kazanilir.
Pasif immunizasyon ise anneden bebege gegen bagisiklik disinda, belirli bir antijene
karst hiperimmin kilinmis baska konaktan (at) ainan immin serumun veya

immiinoglobiilinlerin korunmak istenilen kisiye verilmesiyle kazandirilir'®?,



Daha 6nce karsilasiimamis bir patojenle ilk kez karsilasildiginda, kazanilmig
bagisikligin gelisimine kadar gegen ortalama 5 glin icerisinde, vicudun patojen ile
mUcadelesinde dogal bagisiklik dnemlidir. Kazanilmis immon sistemin, antijen tamma
kapasitesi cok genis bir reseptor repertuariyla spesifisiteyi saglarken, dogal immin
sistem patojenlerde ortak olan bir dizi molekiler yapiy: tamyabilmekte ve boylece

konaga ait olan ve olmayan: belirleyerek ilk savunmay: baslatabilmektedir'®*8.

2.3. Dogal ve K azanmilmis Bagisik Yamtin Genel Ozellikleri

Doga bagisiklik sistemi  konak genomunda kodlanmis  savunma
mekanizmalarin icerir. Herhangi bir enfeksiyon olmadan da viicutta hazir bir sekilde
bulundugu icin enfeksiyon durumunda bu yamt hizla gelisir ve tekrarlayan
enfeksiyonlara aym sekilde ve ayn siddette yanit verir. Dogal bagisiklikta hiicreleri
birbiri ile siki temasta bulunan epitelyum hticre katmanlari, solunum, sindirim ve
genitoUriner sistemini Orten epitelyumdan mukus salgilanmasi, solunan ve yutulan
parcaciklar ile kontamine bu mukusun epitelyum silyasi ile temizlenmesi gibi anatomik
ve fizyolojik savunma mekanizmalar: yer alir. Dogal immiin yanmit ¢ozunebilir proteinler
ve kigik biyoaktif molekiller de igerir. Bu molekiiller arasinda kompleman proteinleri
ve defensinler gibi biyolojik sivilarda yapisal olarak bulunanlar oldugu gibi etkilesen
hiicrelerden salgilanan sitokin, kemokin, biyoaktif aminler ve enzimler gibi
induklenebilir molekillerde bulunur. Dogal immin sistem tum istilact mikrop
ylzeylerinde ortak olarak bulunan yapisal molekillere baglanan hiicre ylzey
reseptorleri araciligi ile 6z, 6z olmayandan ayirt edebilmektedir. Kisaca dogal bagisik
yanit; dogustan var oldugu icin istilact mikroplara kars: ilk savunma hattim olusturan,
mikroplarlailk ve sonraki karsilasmalarinda etkinlik derecesi degismeyen, immunolojik

destege sahip olmayan ve mikrop antijenlerine 6zgiil olmayan yanitlardir®.
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Sekil 1. Dogal ve Kazamlmis Immiinitenin Elemanlar:

Doga bagisik yanitin aksine enfeksiydz gjanla karsilastiktan sonra uyarilan ve
savunma yetenegi ve derecesi aym mikropla her karsilasmada giderek artan yanit tipleri
de vardir. Herhangi bir patojene 6zgil az sayida lenfosit oldugundan bu lenfositlerin
mikroba etkin yanmit verebilmek (zere yeterli sayiya ulasabilmesi icin cogalmasi
gerekmektedir. Dolayisiyla B ve T lenfositlerinin klonal cogalmasina bagli olarak
antijenle karsilastiktan birkag gtin sonra ortaya ¢ikan bu tip yanitlar dogal yanittan sonra
gelisirler. Bu tip imminite enfeksiyona yanit olarak gelistiginden ve enfeksiyon tipine
uyum sagladigindan adaptif immin yamt adim alir. Adaptif bagisik yanitin tammlayici
Ozellikleri; birbirinden farkli molekdller icin mutlak olarak 6zgul olmasi, hatirlama
yetenegi ve tekrarlayan karsilasmalarda daha gucl i ve etkin olarak gelismesidir. Adaptif
bagisik yanit ¢ok sayida ve gok ¢esitli mikrobik olan ve de olmayan maddeleri
taniyabilme ve yanit verme yetenegindedir. Birbirine ¢ok yakin olan farkli mikrop ve
molekulleri ayirt edebilme o6zelliginde oldugundan ©zgul bagisiklik, deneyimle
kazanildig1 icin de kazamlmis bagisik yamt denmektedir®,

Kazanmlmis immin sistem hedef alinan antijenler igin kusursuz bir 6zgulluk
sergiler. Kazanilmig yanitlar baglica T ve B lenfositlerinin membranlarinda bulunan
antijene 0zgul reseptor aracihigr ile olusur. Dogal immin yanitta mikrop antijenlerini



taniyan molekller konak genomunda bulunan genlerle kodlanmakta iken B ve T hticre
ylzeyinde bulunan antijen reseptorleri, ilgili gen elemanlarinin somatik olarak yeniden
dizenlenmesi (rearanjman) ile bir araya gelirler. YUzlerce antijen reseptor gen
elemaminin toplanmas: ve yeniden birlesmesi milyonlarca farkli antijen reseptorinin
olusmasina olanak tanir. Sonucta kazanilmis bagisik yanitin en 6nemli 6zelligi olan tek
bir antijene 6zgulluk saglanmis olur. Antijenik 6zgullik antijenler arasinda ¢ok kuguk
farkhiliklar: ayirt edebilme 6zelligidir. Ornegin antikorlar sadece bir aminoasidi farkl:
olan iki protein molekuliini bile ayirt edebilmektedir. Ozguilltgiin yam sira kazanilmis
bagisik yanitin diger ¢cok onemli Ozellikleri ¢esitlilik ve immunolojik bellektir. Bir
kisideki lenfositlerin antijenik 6zgulluklerinin total sayisi lenfosit repertuvarin
olusturur ve bu repertuvar cok genistir. Bir kisinin sisteminin 10’-10° kadar farkl:
antijenik epitopu ayirt edilebildigi disunilmektedir. Lenfosit repertuvarimin  bu
Ozelligine gssitlilik denir. Cesitlilik lenfosit antijen reseptorlerinin  yapilarindaki
degiskenlikten kaynaklanmaktadir. Antijen baglayan reseptorlerdeki cesitlilk yabanci
antijenler Gzerinde bulunan milyonlarca farkli yapiy1 tammay: olanakli kilar. Diger bir
deyisle antijen reseptor yapisi, dolayisiyla 6zgulltgl farkli olan birgok lenfosit klonu
vardir ve sonucta bir hayli ¢esitlilik gosteren bir repertuvar olusmaktadir.

Kazanmlmis immiin sistem bir antijeni tantyip yanit verdikten sonra immunolojik
bellek gelistirir. Aym antijenle ikinci kez karsilastiginda daha yiksek diizeyde ve daha
gabuk bir immin yanit gelisir. Bu ikincil yanmt antijene ilk yamt gelisimi sirasinda
olusan etkin lenfosit klonlarimn yami sira uzun Omirlt bellek hiicre gelisimine
baglidir®®**, Dogal ve kazamlmis bagisik yanitlar etki mekanizmalari agisindan temelde
farkl: olsalar bile tam anlamiyla etkin ve eksiksiz bir bagisik yanit icin birlikte ¢alisarak

birbirlerini tamamlamaktadirlar®>?°.

2.4. Lenfoid Organlar

Lenfoid organlar santral ve periferik olmak tzere ikiye ayrilir. Santral (Primer)
organlar, yeni lenfositlerin antijene bagimli olmaksizin otonom olarak yapildiklar1 ve
immuin tepki olusturma yetenegi kazandiklar: yerlerdir. insanda santral Ienfoid organlar
kemik iligi ve timustur. Periferik (Sekonder) lenfoid dokular ise, lenfositlerin antijenik
uyaranlarlareaksiyona girdikleri yerler olup dalak ve lenf noddilleri gibi sistemik lenfoid
organlar ile gastrointestinal sistem, repiratuar sistem, genitodriner sistem, konjonktiva



gibi mukozal yuzeylerle iligkili hep beraber mukozal immin sistemi yapacak sekilde,
mukozal baglantil lenfoid dokular (MALT) ’dan olusur®”2.

—e e S S s

KEMIK ILIGT R.ES'RKHL:_‘LSYGN
K‘I]K : =

T ] s
KEM.IKILIGI e, *
E LENFOSITLER DALAK
MUKOZAL VE
3 |KUTANOZ
e LENFOID DOKULAR)
! LENF |_ -
' OLGUN - f’h

TiMUS T LENFOSITLER RESIRKILASYON

Sekil 2. Santral ve Lenfoid Organlar

2.4.1. Santral Lenfoid Organlar

K emik Tligi: Retikulum lifleri ve retikiler hiicrelerden olusan gevsek bir stroma
icinde yer alan, degisik olgunlasma evrelerindeki kan hticreleri ve yag hticrelerinden
olusur. B lenfositlerin gelisiminin ana yeri olmasimin yaminda olgun T lenfosit ve
plazma hiicrelerini de igerir? 2293,
Timus: Kemik iliginden go¢ eden T lenfositlerin olgunlasarak olgun T

lenfositlerine doniistikleri organdir®” 28293,

2.4.2. Periferik Lenfoid Organlar

Dalak: Kirmizi ve beyaz pulpadan olusur. Beyaz pulpada bagslica lenfositler
kirmiz1 pulpada ise makrofajlar ve eritrositler bulunur. Kan filtre etmek ve kandaki
antijenleri yakalamakla gorevlidir?” 229,

Lenf DUgumleri: Lenf digimini cevreleyen kapsil trabekilalar olusturarak
lenf dugumini korteks (agirlikli olarak B lenfositleri icerir), parakorteks (T lenfosit ve
makrofajlar yer alir) ve medulla (plazma htcreleri bulunur) olmak Uzere bdlmelere
ayirir. Kortekste B lenfosit hiicre kiimelerinin olusturdugu birincil ve ikincil lenf

folikiilleri yer alir®?629%,



Mukoza iliskili Lenfoid Doku (MALT): Kisaca MALT ad:i verilen organize
lenfoid dokular; sindirim, solunum ve drogenital sistemleri ddseyen mukoz
membranlarin savunmasini Ustlenmislerdir. Tonsiller ve peyer plaklar: gibi yapilardan
Olu$ur27'28'29'30.

TUm lenfoid organlarin yapisi benzer olup kapstile ve bag doku uzantilar: ile
lobullere bolinmuslerdir. Perflizyon tek bir arterden, drengj ise venler ve lenfatikler
yardim ile saglamir. Parenkim dokusu, korteks (periferik zon) ile medulla (santral
zon)’ dan olusur’. Mukozal lenfoid dokularda ise lenfositler, dagimik agregatlar halinde
(difuz lenfoid doku) veya germinal merkezler iceren sekonder folikiller (organize

lenfoid doku) seklinde bulunabilirler™.

2.5. Lenfoid Hucreler

Immiin sistemin fonksiyonlari, tim viicuda dagilmis olmakla birlikte esas olarak
timus, lenf nodilleri ve dalakta bulunan hicrelerin olusturduklart “Lenforetikiler
Sistem* tarafindan yuritdlir. Bu sistemin en 6nemli komponenti olan lenfoid hicreler,
lenfositler ve plazma hicrelerinden olusmaktadir. Plazma htcreleri, antijen veya
yabanci cisimlere karsi reaksiyon olusturan protein yapidaki antikorlarin Uretiminden
sorumlu iken, lenfositlerin antijene 6zgin tepki gosterme ve sonucta bazi hicresel
urtinler olusturma yetenegi vardir®.

Gebeligin 8. haftasinda hepato-spleno-timik  evrede, hemapoietik kok
hicrelerinin vitellus kesesinden karaciger ve dalaga goc etmesiyle granllopoiesis,
lenfositopoieis ve monositopoiesis baslar. Bu dénemde timusta da lenfosit yapimu
baslamustir. Intrauterin 3. ayda olusmaya baslayan kemik iliginde ise 4. aydan sonra
bitin kok hicrelerinin gelismesi ile hemopoiesis etkin duruma gecer. Dogumdan
sonraki yasam siiresince organizmadaki lenfosit yapimi, esas itibari ile lenf nodillerinde
olmak Uzere lenfoid dokulardaki lenfositlerin gogalmasi ile saglamir. Ancak bu yapim,
normal lenfosit sayisint karsilamaya yetmediginden, kok hicrelerinin farklilagmasi ile
kemik iliginden de dolasima lenfosit verilir. Eriskinde bir giinde dolasima verilen
lenfosit sayist yaklasik 10° dur®’*°,

Morfolojik olarak birbirine gok benzemekle beraber birbirinden bagimsiz olarak
gelisen, gorevleri ve antijen yapilar: birbirinden farkl: iki ana lenfosit grubu mevcuttur.
Lenfosit klonlari, santral lenfoid dokulari olusturan fetal karaciger, kemik iligi ve
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timusta iki ayr1 dogrultuda fonksiyonel farklilasmaya ugrarlar. Kuslarda son barsaktaki
kloakada yer almis bir lenfoid organ olan bursa of Fabricious'a bagimli gelisme
gostererek humoral (antikora dayali) immuniteyi olusturan lenfositlere B lenfositleri;
timusa bagimli gelisme gostererek hiicresel immaniteyi olusturan lenfositlere de T
lenfositleri denmektedir. Bursa min memelilerdeki karsiligimn fetal karaciger ve eriskin
kemik iligi oldugu kabul edilmektedir®®. Her iki lenfosit grubu da uyarildiginda
morfolojik degisiklikler gosterir ve bolinmeye baslar. T hicreleri 6zgin antijenleri
tamma 0Ozelligine sahip blast formuna burinurken, B lenfositleri antikor olusturmak
tizere plazma hiicrelerine dontistirler®.

Uclincii bir lenfosit grubu olarak kabul edilen doga oldiriicii (NK) hiicreler
olarak adlandirilan grup ise, bazi T hicre belirtecleri tasidiklar: halde olgunlasma icin
timustan gecmeyen, dogal konak savunmasinda ©6nemli bir rol oynayan biyuk
sitoplazmik graniillii lenfositlerdir®.

Lenfoid kok htcrelerinden farklilasan T, B ve NK hiicrelerinin aksine lenfoid
sistemin diger elemanlart olan monositler, makrofgjlar ve granulositler myeloid

onciillerinden gelisir'’.
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Sekil 3. Kan Huicrelerinin Geligimi

25.1. T Lenfositler

Timus, T lenfositlerin gelisimi ve fonksiyonel hale gelebilmesi icin temel
organdir. Gestasyonun dorduncl haftasinda timus 3—4. farengeal yariktan asagi dogru
ilerler ve Ust mediastende V seklinde epitelyal solid yapr meydana getirir. Fetal timus,

gestasyonun tiglincii ayindan itibaren islevsel hale gelir®®®,
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Fetus'ta pro—timosit (CD7+, diger timosit belirtegleri negatif) fenotipi, fetusun
karaciger ve vitellis kesesinde gebeligin 7. haftasindan itibaren gortlmeye baslar.
Hucrelerin timusa gocu gebeligin 7-8'inci haftalarinda gergeklesir. Bunu, timositlerin
CD2, CD3, T lenfosit hiicre algac1 (TCR), CD4 ve CD8 molekullerini eksprese etmeleri
izler. Fetal timusta y6 (gama-delta) alga¢ sunumu 9., off (alfa-beta) alga¢ sunumu 10.
haftalarda baslar. Gebeligin 14. haftasindan itibaren major timosit subgruplarinin hepsi
mevcuttur. CD4 ve CD8 T lenfositleri ilk olarak karaciger ve dalakta gebeligin 14.
haftasindan itibaren gorulirler ve T lenfositlerinin sayisi bundan sonra kanda artar. Bu
artis, dogumdan 6 ay sonraya kadar devam eder ve sonra yavas yavas azalarak
eriskindeki diizeye iner. Yenidoganda T lenfosit sayisi ve total lenfosit sayisi, bir cocuk
veya eriskindekinden fazladir. Fetal hayatta CD4/CD8 oran 3,5 iken, dogumda bu oran
2,5 duzeyine iner. Erigkindeki diizeye ise 4 yas civarinda gelir ve 2 civarindadir.
Gebeligin ilk 3 aylik doneminde T hicre algac: repertuvar: dardir. Dogumla birlikte
genis| er32:34.35

T lenfositleri, bu yonde farklilasacag: belli olan bir kok hiicreden gelisirler.
Kemik iligi kaynakli T lenfosit kok htcreleri, olgunlasmak igin secici bir sekilde timus
korteksine gelirler. Timustaki T lenfositlere timosit de denir. Prekirsdr hiicreler timusa
girmeden 6nce matlr T lenfositlere 6zgu olan ylzey belirteclerini tasimazlar. Gelisen
hicreler medullaya dogru hareket ederken timus stromasi tarafindan yonlendirilen bir
dizi farklilasmaya ugrarlar. Bu hiicreler, 6ncl hiicrelerden olgun T lenfositlere gecisleri
sirasinda bazi yiizey belirleyicilerini kazanirken bazilarini da kaybederler®?33%,

Timustaki T lenfositleri (timosit) yizeylerinde CD4 ve CD8 molekdllerini
sergilemelerine gore 4 ana gruba ayrilabilir. CD4 ve CD8 bulundurmayan cift negatif,
her iki molekult de bulunduran cift pozitif ve sadece CD4 veya CD8 bulunduran tek
pozitif hiicreler. Kemik iliginden timus korteksine ulasan kok hicrelerden gelisen ilk
hicrelerde (pro—T), TCR ve CD fenotipi olusmamistir (CD2—, CD3—, CD4—, CD8-).
Timus ic¢i farklilasmamn en erken evresindeki hiicreler CD2 gibi T lenfositleri igin
karekteristik ylizey molekillerini eksprese ederler. Ayrica CD71, CD38 ve CD7 ylzey
molekilleri de bu erken evrede eksprese edilir. Hlcreler, korteksten medullaya hareket
ederler ve gelismeleri sirasinda pre-T lenfositlerde CD2+ ,CD3—, CD4—, CD8- bulunur.
Bunu takiben CD2+, CD3+, CD4—-, CD8- fenotipine sahip (cift negatif) hicreler
meydana gelir. Bu dénemde T lenfosit hiicre algag genlerinin diizenlenmesi bagslayarak
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ilk T lenfosit hiicre algaci sentezlenir. T lenfosit hiicre algacinin TCR-1 (y / 8) ve TCR—
2 (o / B) olmak tizere iki ayr1 tipi vardir. ilk 6nce B, daha sonrada o zinciri sentez edilir.
Cift pozitif hiicrelere gegis icin 3 zincir sentezinin tamamlanmis olmast gereklidir. TCR
sentez edilirken intrasitoplazmik CD3 de es zamanli eksprese edilir. CD2+, CD3+,
CD4+, CD8+ fenotipine sahip (gift pozitif) ve TCR tasiyict hicreler gelisir. Gerek
timositler, gerekse lenfoid olmayan hiicrelerden salgilanan sitokinlerin biyume ve
farklilasmada etkili olduklar1 bilinmektedir. CD4+—-CD8+ timositler timustaki olgun
populasyonu olustururlar. Cogu henliz olgunlasmamis CD4+-CD8+ timositler blyuk
ve aktif olarak bolinen blast hiicreler olup dusik dizeyde TCR of kompleksini
eksprese eden kortikal, kicik ve bolinmeyen hicrelere gelisirler. CD4+-CD8+
timositlerde TCR angajmani, pozitif seleksiyonun erken indiksiyon fazinin agirlikli
boltimudur. TCR-MHC—peptid etkilesimi tek basina CD4+-CD8+ timositlerin pozitif
seleksiyonunu indiiklemeye yetmez, bunun igin gereken ko—stimilasyon simif 11 MHC
timik epitel hiicrelerince saglamr®?3>%373,

Timositler timus icerisinde olgun T lenfositlere donustikce TCR ekspresyonu
artar ve yuzeylerindeki CD4+ ve CD8+ molekillerinden birini kaybederler. Sonunda,
medullada CD2 ve CD3 belirteclerini ortak olarak tasiyan (CD2+-CD3+), ayrica
birinde CD4+; digerinde CD8+ belirteclerinin yer aldhg: (tek pozitif) iki farkli T lenfosit
subgrubu olusur. Bu hiicreler kisa bir stire sonra post kapiller ventl yoluyla dolasima
katilir. Perifere gegcmis T lenfositlerde CD4 ve CD8 belirtecleri birlikte yer almazlar.
Her iki T lenfosit subgrubunun 6zgulliginu CD4 ve CD8 yizey belirtegleri belirler.
Timustaki tek pozitif (CD4+-CD8-) meduller timositler heterojen bir subgrubu
olustururlar. Hicrelerin biyik cogunlugunu CD4+ CD25— periferal bagisiklik efektor
hicreler, daha azin1 da CD4+ CD25+ regulator T lenfositleri olusturur. Timusta CD4+—
CD8- timositler, CD4+-CD25+ T lenfositlerin esas kaynagidirlar. Timositler, timustaki
olgunlasmalarim 3 giin iginde tamamlar. Olgunlasma sirasinda timositlerin %90'1ndan
fazlasi apoptoz ile 61iir*3>33°

Tdm timositlerin yaklasik %1'i timusu terk eder, geri kalam timusta apoptoza
ugrayarak olur. Apoptoza ugrayan timositlerin %75'i CD4+-CD8+ (gift pozitif), %13'U
de CD4—CD8- (cift negatif) htcrelerdir. Apoptotik hiicrelerin cogunlugu CD4+-CD8+
lenfositlerin yuksek yogunlukta bulundugu kortiko—mediller baglant: bolgesinde, daha
az bir bolimu de kortekste tespit edilir. TCR repertuvarimin 6zgulligl, gelisigizel gen
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diizenlemeleri ile ortaya gikar. Intratimik self peptid— sinif 1| MHC moleklleri, CD4+—
CD8+ olgunlasmamus timositlerin pozitif ve negatif seleksiyonu siresince T lenfosit
repertuvarint sekillendirir. Kendi MHC molekiillerine uygun (distk) afinite gosteren
TCR eksprese eden timositler, pozitif secimle olumden kurtulurlar ve bunlarin
olgunlasmalarina izin verilir (pozitif seleksiyon). Kendi MHC’sine afinitesi olmayan
hicreler 6lur. MHC bagimli self tolerant olan hiicrelerin secimi, hiicre yiizeyinde CD3,
CD4, CD8 ve TCR molekdllerinin sergilenmesine baglidir. Boylece periferde bulunan
antijen sunucu hticrelerin sunduklar: antijenlerin tamnamamasi ile sonlanacak bir durum
engellenmis olur. Hicrelerin secilerek cogalmalar: veya 6lmelerinde acik olmayan pek
cok noktavardir. T lenfositlerinin %95 kadar1 o ve B zincirlerinin yer aldigi TCR-2'leri
tas 323536

Insan T lenfositleri, CD4 ve CD8 farklilasma belirtecleri disinda baslica CD2,
CD3, CD5, CD6, CD7 yuzey belirteclerini; IL-1R, IL-2R, IL-6R, IFN-yR, TNF-R
gibi gesitli sitokin algaglarim ve LFA-1, ICAM-1 gibi adezyon molekillerini eksprese
ederler. Periferdeki T lenfositleri uyarildiklarinda yizey antijen ekspresyonlar: da
degisir. Ilk 6nce CD25, CD26 sonra CD38, CD71 ve daha sonra da HLA-DR yiizey
antijenleri sergilenmeye baglar. Bir 16kosit belirteci olan ve TCR sinyali igin tirozin
fosfataz aktivitesi gosteren CD45'in hicrenin aktivasyon durumuna goére degisen
izoformlart da T lenfositlerde eksprese edilir. CD45RA izoformu naif, CD45RO
izoformu antijeni tammus bellek durumunda olan T lenfositlerde yer alirlar. Ayrica IL—
1, 1L-2, IL4, IL-6, IL-12, IL-15, IL-18, IL-23, IL-25, IL-27, IFN—y gibi cesitli
sitokinler de T lenfositlerinin gelisiminde ve aktive olmasinda rol alirlar**.

Timusta olgunlasmasint tamamlayan T lenfositlerinin  dolasima hangi
mekanizmalarla gegtikleri ve hangi subgruplara farklilasacagi kesin  olarak
bilinmemektedir. Olgun T lenfositleri; kan dolagimina gegerek dalak, lenf nodulleri,
peyer plaklar: gibi ikincil lenfoid dokulara giderler. Dolasimdaki lenfositlerin %60— 80
kadarimi T lenfositleri olustururlar. Periferik kandaki T lenfositlerinin Ucte ikisi CDA4,
ticte biri CD8 yiizey belirteci tagir®*3+3>%,

Timustan perifere gegcen T lenfositleri orada cogalirlar ve persiste olurlar.
Periferdeki T lenfosit sayisimin sabit tutulmasi, timik prekirsor havuzuna baglh

olmaksizin periferde hicre bolinmesi ile surdirdlir. T lenfosit repertuvar: timusta
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sekillenir. Fakat T, lenfosit 6zelliklerinin bundan sonraki secimi periferde olgun T
lenfosit havuzunun ekspansiyonu ile saglanir®.

T Lenfosit Hicre Algaa (TCR): T lenfositlerde ylzey immuinoglobilinleri
bulunmaz. Antijenik peptidlerin tamnmasi T lenfosit hiicre algaci ile saglanir. TCR,
antijeni ancak MHC ile yaptigi kompleks sonrasi tanir. TCR, immiinoglobilinlerden
hem yapisal hem de fonksiyonel olarak farklidir. Higbir zaman salgilanmazlar. ki tip
TCR tespit edilmistir. T lenfosit hiicre algaglar1 genelde o ve 3 polipeptid zicirlerinden
(TCR-2) olusmus heterodimer yapida olup bu zincirler birbirine disiilfit bagi ile
baglidir. TCR-1 ise y ve & heterodimerlerden meydana gelir. Bu yapiy1 bulunduran T
lenfositlerin o/ yapisim bulunduranlardan Once ortaya ciktiklar, CD4 ve CD8
bulundurmadiklari, MHC’den bagimsiz sitotoksisitede rol aldiklar: distnulmektedir.
TCR'nin sitoplazmik kismi, ¢ok kisa olmasi nedeniyle antijene baglanma sonrasinda
sinyal olusturamaz. Sinyal olusumu ve iletiminden TCR ile iligkili ilave polipeptid
yapilar (CD3 kompleksi) sorumludur. Bu nedenle fonksiyonel T lenfosit algaci
TCR/CD3 kompleksi olarak tarif edilebilir. Periferik kandaki insan T lenfositlerinin
yaklasik % 95'i yiizeyinde TCR—2'yi bulundurur®23>4041:42,

T lenfositler 6zgiin yiizey belirteci olan CD3 ile, iki temel subgrubu ise CD4 ve
CD8 yuzey belirteci ile 6zgin olarak tamnabilmektedir.

CD3: T lenfositlerde bulunmaktadir. CD3 kompleksi gama (y), delta (o),
epsilon(e), zeta ({) ve eta(n) polipeptid zincirlerinden olusur. T lenfosit reseptér
kompleksinin hicre icinde kalan bdlimuni olusturur. TCR heterodimerleri ile yan yana
bulunur. En 6nemli gorevi T lenfosit aktivasyonunda rol oynamasidir. Sinyalin hiicre
icine naklinden sorumlu temel bir sinyal iletim molekdlidur. T lenfosit algacimin hiicre
ylizeyine sunumunu ve biitinl igiiniin korunmasini saglar®%4,

CD4: Yardimci T (Th) lenfositlerin baslica belirleyicisidir. CD4 molekill
glikoprotein yapida olup 55 kDa agirliginda tek bir polipeptid zincirinden olusmustur.
CD4+ T lenfositlerin, antijen sunan hicrede bulunan simif 1[I MHC molekiliine
baglanmasinda ve sinyal iletiminde yardimc: molekil olarak rol oynar. insan immiin
Y etmezlik Viriisii (HIV) CD4 molekiiliine baglanir32°44,

CD8: Sitotoksik T lenfositlerin ylzey belirleyicisidir. Periferik kan T lenfositleri
CD8 molekul ya CD8 a zincirinden olusmus bir homodimer ya da CD8a ve CD8p
zincirlerinin birlikte olusturduklar1 heterodimer yapisindadir. CD8 molekilt hem simif |
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MHC  molekiline  tutunmayr saglamakta hem de sinyal iletimini
32,36,44

kolaylastirmaktadir

2.5.1.1. CD4 yuizey marker hucreleri ( T-Helper / Enduktor )

T Hucre grubunun %65’ ini olustururlar ve timus medullasi, tonsiller ve kanda
baskindirlar. Bu hicreler, ozellikle IL2 (T hicre blyume faktorl) olmak Uzere
urettikleri cesitli sitokinler vasitasi ile CD8 T hicrelerinin, etkinlesmis sitotoksk T ve
supresdr T hicrelerine donismesine yardim eder. Yine makrofajlarin gecikmis asiri
duyarlilik etkilerine yardim ederek diger T-Hucrelerinin, monosit, makrofa ve diger
baz1 hiicrelerin proliferasyon ve diferansiyasyonunu saglayan ve sitokin denen ¢ozinir

maddeler olustururlar®®.

CD4+ helper T lymphocyte

TCHE!';
LFA-1 cD 4CD3 cpe CD2s

2]

Peptide-

Class Il
ICAM-1 MHC LFA3 g7y
Class | MHC— | 7%

expressing APC

Sekil 4. CD4" yarchmer T Lenfosit - Sinf 11 MHC iligkisi

T hicresine bagimli humoral yanitta, B Hucrelerinin bolinme ve ¢ok sayida

antikor Ureten plazma hiicrelerine gelismesine yardim eder. B hicrelerinin antikor
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Ureten plazma hiicrelerine farklilasmasinmin uyariimasi igin, dinlenimdeki B hiicrelerinin
ylzeyindeki CD40 adl1 bir protein ile, etkinlestirilmis T helper hicrelerinin tstiindeki
bir zar proteininin etkinlesmesi zorunludur. Ustelik CD4 T lenfosit yiizeyinde bulunan
ve B hicresi Uzerindeki lenfosit fonksiyonuyla iliskili proteinlerle (LFA) etkilesen
hiicreler arasi adezyon molekilt proteinleri (ICAM) ile yine B hiicre ylzeyindeki B7
ile etkilesen CD28 molekult gibi bazi proteinler, T helper ile antijen sunan B hiicresi
arasindaki karsilikli etkilesimi giclendirmeye yardim eder.T hiicresine bagimli yanitta
bitun antikor siniflar1 (1gG, IgM, 1gA, v.b.) Uretilirken T hiicresinden bagimsiz yanitta
esas olarak 1gM olusur. T hicresi tarafindan dretilen IL 4 (B hiicre gelisme faktoru) ve
ILS (B hucre farklilagma faktort), Uretilen ilk immunglobulin sinifi olan Ig M yerine
19G, IgA, Ig E gibi diger simflarin Uretilmesi icin sinif anahtarini gevirmektedir. Bu
durum, sinifin agilip kapatilmasinda yardimci T lenfositleri tarafindan Uretilen
lenfokinlerin gerektigini gosterir. T hlicresine bagimli yanit bellek B hiicreleri tretirken,
T hicresinden bagimsiz yanmtta bu durum dolayisiyla sekonder antikor yaniti
goriilmez”.

CDA4(+) T-helper hiucreler, islevsel 6zelliklerine gore iki temel gruba ayrilir. Thl
hicreler 1L-2, IL-12 ve IFN-y gibi sitokinler sentezlemekte, sitolitik aktivite
gostebilmekte, B htcrelerini 1gG, 1gM, IgA sentezlemesi yoninde uyarmakta ve daha
ok hiicre aracil gecikmis tip immiin reaksiyonlarda gorev almaktadhir. Ote yandan Th2
lenfositler daha ¢ok IL-4, IL-5, IL-10 ve IL-13 salgilama yolu ile hiicresel aracili
reaksiyonun baskilanmasinda rol oynarlar fakat antikor aracili immin cevapta ve alerjik
reaksiyonlarda yer alirlar, sitolitik degildir, diger Ig’'lerin yam sira IgE sentezini de
aktive eder. Thl lenfositlerinin daha ¢ok pro-enflamatuar, Th2 lenfositlerinin ise daha
cok anti-enflamatuar olduklarina dair gorus, her iki grubun da her iki c¢esit sitokini
Uretebilmesi ve bir sitokinin duruma gore farkl: roller oynayabilmesinden dolay: bugiin
terkedilmistir. Ek olarak tammlanmis olan bir diger grup Th3 lenfositler ise

antienflamatuar TGF-p sentezleyerek regulasyonda goérev alirlar®"*®,

2.5.1.2. CD8yilizey marker hucreleri (T-Sitotoksik )

Sitotoksik T lenfositleri, insan kemik iligi ve barsak lenfoid dokusunda baskin
olup periferdeki T hticrelerinin yaklasik %35'ini olusturur. Bu hicreler, virus, bakteri
ve parazit ile enfekte hiicreler, timor hicreleri, doku ve organ transplant hiicreleri gibi
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organizmaya zararli veya yabanci hiicrelere dogrudan saldirip oldirerek sitotoksik islev

gorir. Allogreft reaksiyonlarinda yer alir™®.

CD8* T lymphocyte

Class |
ICAM-1 MHC LFAG  g7.4

Class | MHC- | B72
expressing cell

Sekil 5. CD8" T Lenfosit - Siuf | MHC iliskisi

Virlsle enfekte hiicrelere verilen yanitta, CD8 lenfositlerin enfekte hiicrelerin
yuzeyindeki hem viral antijenleri hem de simf 1 MHC molekilleri tammasi zorunludur.
Virisle enfekte hicreyi Oldirmes icin sitotoksik T hicresinin bir yarcdimcer T
hiicresinden gelen ve virlise 6zgul sitotoksik T hiicresinin etkinlesmesini saglayan, IL 2
gibi bir sitokin uyarisimt almasi da zorunludur. Etkinlesmis sitotoksik T htcreleri
enfekte hicreyi Oldirmek Uzere perforin ve granzim adli litik enzimler salgilarlar ve
enfekte hicreyi oldurdikten sonra kendileri bir harabiyete ugramadan aym virisle
enfekte diger hicreleri oldirmeyi sirdirebilirler. Bu hicrelerin serbest virlis Uzerine
hichir etkisi bulunmamakta olup bunlar sadece viriisle enfekte hiicreleri oldurir.

Sitotoksik T hicrelerinin hedef hticreleri 6ldirmede kullandiklart bir diger
yontem hedef hiicre ylzeyinde bir epitopu tamdiginda kamcilanan Fas-Fas ligand
etkilesimi sonrasi hedef hiicrede apoptoz saglanmasidir. Fas (CD95) ve Fas ligand
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(FasL) hicre yuzey molekilleridir ve bunlar “Tumér Nekroz Faktor” ailesinin
dyeleridir. Fas hiicre ylzeyinde yer alarak apoptotik isaretleri hiicre icine iletir ve
FasL'nin reseptoridir. FasL ile Fas baglantist oldugu zaman hedef hiicre hizla
apoptozise gider. Fas ¢esitli memelilerin hiicre yUzeylerinde tespit edilmis olmasina
ragmen FasL Ozellikle uyarilmig T hicrelerin yizeylerinde belirlenmistir. Normal
sartlar altinda Fas-FasL kaynakl1 apoptozis bagisik sistem diizenlenmesinde cok dnemli
bir rol oynamasa bile bu iletisimin bozulmasi otoimmunitenin gelisiminde etkili
olabilir®,

Birgok timor hicresinin ylzeyinde gelistirilen ve simf 1 MHC proteinlere
baglanan antijenler ile allogreft hicrelerin Gzerinde bulunan yabanct simf 1 MHC
antijenler de sitotoksk T hicreleri tarafindan tamnarak bu hicrelerinin 6ldurtlme
islemi gerceklestirilir®.

Sitotoksik T-Hucrelerinde immunoglobulin icin Fc reseptoéri bulunmaz, bu
neden ile antikor bagimi1 hiicrese! sitotoksisite (ADCC) gdstermez?.

2.5.1.3. Baskilayia T-Hucreleri

Baskilayic1 veya regulator (dizenleyici) T hucreleri, sitotoksik ve T-Helper
hiicre etkinligini baskilayarak immitin reaksiyonlarin asirtya kagmasina izin vermezler,
gec duyarlilik reaksiyonlarin ve antikor yapimini inhibe ederler. Bu hticreler, immiin
toleransin strdirilmesinde ve bdylece asirt immun tepkinin ve belki de otoimmunitenin
Onlenmesinde Onemli rol oynarlar. Baskilamaya aracilik eden 6zgul bir T hicre
populasyonu bulunmayabilir. Sitolitik ve yardimci T lenfositlerinin bazi durumlarda
slpresor gorevi mi gordugl, yoksa supresor gorevi gbren ayri bir subgrup mu
bulundugu netlik kazanmamustir’. Eldeki kamtlar bazi hallerde CD8 hiicrelerin
baskilama yapabildigini fakat CD4 hiicreler tarafindan Uretilen inhibitdr lenfokinlerin de
bu rolii oynayabildigini gostermektedir®.

2.5.1.4. Bellek T-Hucreleri

Bellek T hucreleri adlarinin da isaret ettigi gibi 6zgul bir antijen ile ilk
karsilasmadan yillar sonra tekrar karsilasildiginda buna ani ve siddetli yanit verilmesini
saglayarak konak savunmasina katkida bulunur. Bellek hicreleri yillarca yasar veya
kendi kendine Ureme yetenegine sahiptir. Etkinlestirilmis bellek hicreleri ilk kez
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etkinlesen T hicrelerine gore daha kiiciik miktarda antijen ile etkinlesip cok daha biyik
miktarda interlokin Uretirler ve ¢ok sayida bellek hicresi dretildiginden ikincil yant
primer yanita gére cok daha buiytik olur®.

Sonug itibari ile T hicrelerinin fonksiyonel farklilasmas: sonucu, hiicre esasina
dayanan immin olaylarda yer alan regilatér (T helper ve T slpresor) lenfositlerle,
efektor (ge¢ asirt duyarhilik ve sitotoksik etki yapan) T lenfositleri ayrilabilir. Immiin
denge icin CD4/CD8 (enduktor-helper/sitotoksik-supresor) oram blylk 6nem tagsir.
Cunkd bu htcreler birbirlerinin fonksiyonlarint negatif feed-backlerle kontrol ederek
immun cevabin optimal diizeyde surdirilmesini saglarlar.Say1 ve etkinlikleri arasinda
nerede bir dengesizlik varsa orada hiicresel bagisiklik mekanizmalar: blyik 6lctde

bozulmustur™®.

2.5.2. B Lenfositler

B hiicre oncilleri embriyogenez sirasinda ilk kez fetal karacigerde gorulirken
erigkin yasam sirasinda ana yerlesimleri olan kemik iligine go¢ ederler. B hicrelerinin
olgunlasmasi iki evrede cereyan eder. Antijen bagimsiz evrede kok hticrelerinden pre-B
hicreleri ve B hiicreleri olusurken; antijene bagimli evre, antijenin B hiicreleriyle daha
sonraki  etkilesiminden dogan htcreleri, yani etkinlesmis B hicreleri ve plazma
hiicrelerinden olusur®®. Antijen bagimsiz evrede, Pre-B lenfositlerinde heniiz yiizey
immunglobulinleri ile hafif zincirler bulunmaz ise de sitoplazmalarinda agir zincirleri
vardir. Sonra hticre yiizeyinde IgM molekullerinin ortaya ¢ikmasi ile olgunlasmamis B-
Hucresi, bunu takiben, IgD molekillerinin de belirmesi ile olgunlasmis B-Hicresi
meydana gelir®®.

B hiicreleri dolagima tekrar tekrar giren kiglk lenfosit havuzunun %30’ unu
olusturur ve bunlarin yasam sliresi kisa, yani gunler veya haftalardir. Hergiin yaklagsik
10° B hiicresi retilir. Lenf dugumleri icinde bunlar germinal merkezlere yerlesiktir,
dalakta ise beyaz pulpada bulunurlar. Olgunlasmis B hiicreleri daha sonra mukozal
immin sisteme (MALT) ait, Peyer plaklar: gibi barsakla iliskili lenfoid doku (GALT),
nazal lenfoid doku (NLT) , goze ait lenfoid doku (EALT), mezenterik lenf nodlari,
adenoid ve tonsiller bolgelere goc ederler®®.

B-Hucrelerinin ylizeylerinde antijen reseptoru gibi ¢alisan immunglobulinlerden
baska, 1gG'nin Fc parcasi, kompleman, bazi virtsler, bazi hormonlar ve mitojenler icin
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gpesifik reseptorler ile T-Hucresi, makrofaj faktorleri, sitokinler igin reseptorler, sinif |
ve sinif Il MHC molekilleri ve B-Hucrelerinin diger 6zel antijenleri yer alir. CD19, CD
20 ve CD22 insan B hiicrelerinde bulunan temel belirteclerdir*”*%.

B-Hucreleri iki ana isleve sahiptir. Antijenik bir uyari aldiklar1 zaman, aktive T-
Hucreleri ve makrofajlardan salinan gogalma ve farklilasma faktorlerinin (interlokinler
ve interferon) etkisi ile antikor Ureten plazma hticrelerine donerler. Ayrica antijen sunan
hiicre (APC) olarak da fonksiyon gosterebilirler.

B hicrelerinin antikor Uretmek Uzere etkinlestirilmesi icin, 6nce antijenin B
hiicrenin kendisi veya baska bir antijen sunan hiicre tarafindan sinif 11 MHC ile eslenik
halde T hicresine sunulmasi, T hlicre antijen reseptoril tarafindan taninmasi ve daha
sonra T helper lenfositler tarafindan B hiicresinin Ureme ve farklilasmasini uyaracak IL-
4 ve |L-5 Uretilmesi gerekir. Dahasi T ve B hicrelerinin ytizey proteinleri arasinda iki
etkilesim daha gereklidir. T hicresi Uzerindeki CD28'in B hiicresi Uzerindeki B7 ile
etkilesmesi zorunludur. T hicresi Ustiindeki CD40L’ nin ise B hiicresi Ustindeki CD40
ile etkilesmesi zorunludur. Burada, T hicresinin IL-2 dretmesi igin CD28-B7
etkilesmesi gerekirken Ig M’den diger I1G siniflarina anahtar gevriminin gérilmesi igin
CD40L-CD40 etkilesimi gereklidir. Sonugta, belirli bir antijen igin 6zgul bulyutk
miktarda immunoglobulin tiretecek cok sayida plazma hiicresi olusur®.

2.5.2.1. Plazma Hucres

Bu hicreler uyaran antijene 6zgl immunoglobulin sentezleyen hicrelerdir.
Immiinonolojik olarak yanit verebilen her B hiicresi, bir antijen ile tepkime verebilen bir
yiizey reseptoriine (IgM veya IgD) sahiptir ve B lenfosit havuzundaki miktar yani 10’
kadar farkli bir 6zgullik sdz konusudur. Bir antijen ylizey resepttriine en iyi uydugu B
lenfosit ile etkilesir. Antijen baglandiktan sonra, B hiicresi ireme yonunden uyarilir ve
bir hiicre toplulugu olusur. Bu secilmis B hicreleri kisa siire sonra plazma hicreleri
halini alarak antijen icin 6zgul olan antikor salgilamaya baglarlar. Plazma hlcreleri,
secilmis B hicresinin tasichigr ile birebir aym, aym antijenik 6zgullik gosteren

immiinoglobulinler tretir®.
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2.5.2.2. Bellek Hucres

Plazma hiicresine farklilasmayan etkinlesmis bir grup B-Hucresi 6zgun antijenik
uyarty1 tamyip saklayan bellek hiicresine dontsurler. Bunlar istirahat halinde kalirlar ve
aym antijen ile yeniden karsilastiklarinda hizla etkinlesme yetenegine sahip olup siratle
cogalarak immun cevabin daha cabuk olusmasin saglar. Bellek T hicreleri, bellek B
hicreleri tarafindan yapilan antikor Uretimini siddetlendiren interlokinler salgilar. Bu

hiicreler IgM ve IgD'den baska yiizeylerinde IgG ve IgA datagirlar'®®.

2.5.3. Dogal Oldiriicii Hucreler ( Natural Killer )

NK hcreleri, bazi1 T hicre belirtecleri tasiyan lenfositler olmakla birlikte
bunlarin olgunlasma icin timustan gegme zorunluluklar: yoktur. Immiunolojik bellekleri
yoktur ve T hicre reseptorleri tasimazlar. Bu hicrelerin ¢ogu cesitli sitoplazmik
granuller iceren buyuk lenfositler olup, mononikleer hiicrelerin %5-10'unu olustururlar.
NK hiicrelerde bulunan temel CD molekiilleri CD 16 ve CD 56 dir*”.

Bu hicreler, dogal immulnitenin bir komponenti olarak yabanci hicreleri
Onceden tanyip sensitize olmalarina veya MHC proteinleri ile birlikte sunumuna gerek
bulunmaksizin ¢esitli timor veya enfekte hicrelere, sitotoksinler (perforinler ve
granzimler) vasitasi ile dogrudan saldirip yok ederler. Ayrica Fas-Fas ligand aracili
apoptoza katilmak Uzere de uzmanlasmislardir. Etkinlikleri igin daha 6nceden virusle
karsilasmaya gerek olmamasi, verdikleri tepkinin virisle karsilasma ile
siddetlenmemesi ve herhangi bir virls icin 6zgul olmayislarindan 6tirt bunlara dogal
Oldurtict hucreler adi verilmistir. Bu hicreler herhangi bir antikor olmaksizin
Oldurebilirse de antikor varligi bunlarin etkinligini arttirir ve antikor bagimli hiicresel
toksisite (ADCC) ad:i verilen bu olayda enfekte hiicrenin yizeyine bagli antikor, NK
hiicrelerin ylizeyinde bulunan 1gG igin Fc reseptori tarafindan tamnir ve enfekte hiicre

olduirtilir. 1L12 ve IFNy NK hiicrelerin guclii etkinlestiricisidir™®>,

2.6. Mgjor Histokompatibilite Kompleks (MHC)

Kanlarinda beyaz hicrelerin oldugu tim canlilardaki hicrelerde, bunlar:
tammlamaya yarayan ve hicre yilzeyinde yer alan birtakim glikoprotein yapilari
izlenmektedir ve bunlar “Major Histokompatibilite Antijenleri” (doku uygunluk
antijenleri) olarak adlandirilmaktadir. insanlardaki MHC proteinleri ise “Insan Lokosit
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Antijeni“ (HLA) olarak amimaktadir. Bunlar tim c¢ekirdekli hticrelerin ylzeyinde yer
alan, hucre zarinin lipid tabakasinda serbestce hareket edebilen ve gesitli immiinolojik
islevlere dogrudan katilmak yolu ile is géren homolog antijenlerdir®“°.

Major histokompatibilite antijenleri, insanda 6. kromozomun kisa kolu tzerinde
bulunan bir grup gen tarafindan kontrol edilirler. Bu gen kompleksine Major
Histokompatibilite Kompleksi (MHC) denmektedir. MHC, sinif |, siif II, simf 11
olmak Uzere, yap ve fonksiyonlar: bakimindan farkl: ¢ grupta incelenir. ilk G gen
simf 1 MHC kompleksini olusturmak Gizere HLA A, HLA B, HLA C olarak bilinirken,
ikinci G¢ gen lokusu sinif 11 MHC kompleksini olusturmak tizere HLA D gen bolgesi
olarak bilinir ve HLA DR, HLA DP ve HLA DQ olarak adlandirilir*®?**°, Bunlarin yan
sralll. ssmmf MHC antijenleri ve bazi minér MHC antijenleri de tanumlanmustir. Sinif |
ve sinif 11 arasinda kompleman sisteminin bazi komponentlerini kodlayan sinif 111 MHC
alani bulunmaktadir®. Sinif | antijenler sinif 11 den daha yaygin eksprese edilirler. Sif
| HLA molekilleri hemen tiim gekirdekli hiicrelerin yuzeyinde yer airken, sinif I1 HLA
molekilleri 6zellikle immin sistemde aktif olarak yer alan ve antijen sunan hiicre
(APC) 0zelligi tasiyan makrofaj ve B lenfosit gibi hicrelerin zarlarinda yer
almaktadir™*°.

HLA antijenleri, 6zellikle greft reddi reaksiyonunun temelini olusturduklari igin
klinik olarak 6nem tasimakta olup her bireyin farklt HLA fenotipi bulunmaktadir. Her
lokusta 2 allel gen bulunur ve allel genlerin gesitliligine bagli olarak pek ¢ok HLA
fenotipi muimkiindir®. MHC, her lokus icin alternatif genlerin cok sayida olmasindan
dolay1 ¢ok polimorfik bir yapiya sahiptir. HLA simif | ve sinif |1 antijenlerini kodlayan
100 kadar allel gen belirlenmistir.Ancak turtin her tyesinde bu allellerden ikiden fazlast
icin genetik bilgi bulunmadigindan, bu lokus igin ayrilmis diger bittn aleller kisiye
yabancidir. Allelerin bu lokuslara dagilim sanslari sonug itibar1 ile Kkisinin
histokompatibilite mozaigini tayin eder. Ancak HLA yuzey molekdilleri klonal olarak
degiskenlik gostermezler. Yani herhangi bir kiside, aym tir hicreler aym HLA
antijenlerini tasirlar™.

HLA antijenleri organizmada yasamsal dnemde biyolojik fonksiyonlar yaparlar.
MHC icgindeki tim lokuslarin gérevi, immun cevaplar: regile etmektir. T Hicrelerinin
antijenleri tammasi bu molekiller araciligi ile olur.Bir yabanci antijen, hiicre ytizeyinde
HLA sinif I molekileri ile birlesmedikge immiin cevap igin T-Helper hicresini
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uyaramaz. Yine bir yabanci antijen HLA simif | molekdlleri ile birlesmedikce de T-
Sitotoksik hicreleri tarafindan tamnamaz ve hedef hicreye karsi sitolitik tepki

gerceklesmez®.
[ Gzellik | MHCsinifllyolu | MHC sinif 1 yolu
Dayanikli MHC- g
peptid kompleks F‘ i
birlesimi Lﬂhm ll][L
ap ol pa.
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Sekil 6. MHC Sinif | ve MHC Sinif 11 “nin Ozellikleri

HLA sistemi temel hipotezle

aciklanmaktadir. Bunlardan bir tanesi HLA’larin yalmzca 6zgil bir takim etiyolojik

ile hastaliklar arasinda baglantilar 4

gjanlar1 veya enfeksiytz gjanlar1 sunan molektler olmasidir. Bu nedenle yalnizca belli
HLA yapisina sahip insanlar bu hastaliklara maruz kalabilmektedir. HLA yapisi genetik
Ozelliklerle de yakindan iliskili oldugundan hem genetik 6zellikler, hem ¢evre kosullari,
hem de disaridan alinan baz tetikleyici etkenler hastalik gelisiminde rol oynamaktadir.
Bir diger teoriye gore ise bir bakteriyel antijen ile HLA molekilinin bir pargast
arasinda molekiler benzerlik olustugu ve molekuler taklidin ¢apraz yanita yol agmasi

yolu ile otoimmiin hastaliklarin ortaya ciktigichr. Uglincli teori ise T hiicre antijen
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reseptoruniin esas duyarlilik noktasi oldugudur. Ozgiin T hiicre reseptérii, gene 6zgiin
bir HLA kullandigina gére HLA ve T hiicre antijen reseptor ¢esitliligi arasinda kuvvetli
bir iliski olmalidir. Dérdinct teori de bu ¢apraz yanit olasiliklarint g6z ardi ederek belli
HLA genetik yapisina sahip olan bireylerde bagisik yamtin daha alevli bir sekilde
seyrettigi 6ngoriisiine dayalidir?®49%,

Sonug olarak bazi HLA antijenlerinin ekspresyonu birtakim immuinolojik
hastaliklarin ortaya ¢ikmasina genetik yatkinlik olusturmaktadir. Buna karsilik bu
hastaliklarda tam bir genetik gecisin gosterilememesi, ailelerde izlenen sikligin
beklenenden daha disik olmasi ve goclerle degisen cevrelerde hastalik sikligimin
beklenenden daha degisik olmasi patogenezde genetik yatkinligin yam sira bazi gevresel
etkenlerin de rol oynadiginin distindirmektedir. Birtakim HLA yapilarimin hastalar: ya
disaridan gelen bazi tetikleyici enfeksiyon etkenlerine karsi duyarli hale getirdigi, ya
enflamatuar yanit1 olusturmak Uzere birtakim sitokinlerin salimimini kolaylastirdigi, ya

da baz1 antijenlere kars: yanit1 kolaylastirdig: diistiniilmektedir®>*.

2.7. Sitokinler

Bagisik ve bagisik olmayan ¢esitli hiicre tipleri tarafindan Uretilen ve salgilanan
polipeptidler olan sitokinler, hiicreler arasi iliskileri, bagisik yamt ve enflamatuar
olaylar1 dizenleyen bagisiklik dizenleyici sinyal proteinleridir. 100’ den fazla sitokin
tanimlanmugtir®>3°4%°,

En 6nemli sitokin Ureten hicreler, Th lenfositler ve makrofgjlardir. Sitokinler,
doga ve kazanilmis bagisikligin aktivasyon ve efektor fazinda Uretilerek bagisiklik ve
inflamatuar yanitlarin olusmasin: ve diizenlenmesini saglarlar™>"*%°.

Genellikle uyarilan hicreler tarafindan salinirlar. Bir sitokin farkli hicreler
tarafindan Uretilebilir. Bir sitokin diger bazi sitokinlerin sentezini arttirabilir veya
azaltabilir. Sitokin sentez ve salimm kisa sireli, kendini sinirlayan bir olaydir. Yari
Omurleri kisadir. Sitokinler dnctl molekiller olarak depolanmazlar ve sentezleri yeni
gen transkripsiyonu ile baglatilir. Etkilerini hedef hiicredeki 6zgul algaglara baglanarak
yaparlar. Sitokin algaclar1 transmembran proteinleridir. Hiicre dig1 kisim sitokini baglar,
hiicre ici kisim ise sinyal iletimini saglar®>>3°4>>°,

Sitokinler genellikle diger sitokinlerin fonksiyonlarim etkilerler. iki sitokin
birbirini antagonize eder veya aditif etki gosterebilir. Ya da bazi durumlarda sinerjik
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etki gosterebilirler. Bir sitokin birgok farkli hiicre tipine etki edebilir (pleiotropi). Y ani
ayni sitokinin birden fazla etkisi olabilir>>>4%%6"

Sitokinler, hedef hlcrenin yizeyindeki 6zel membran algaglarina baglanarak
etkilerini baglatirlar. Sitokinin etki yeri sitokini salgilayan hticrenin kendisi (otokrin
etki), gevresindeki hicreler (parakrin etki) ya da dolagima salinan sitokinler tarafindan
uyarilan uzaktaki bir hicre olabilir (endokrin etki). Sitokinler, etkilerini genelde lokal
olarak gosterirler®*>+>>%8,

Fonksiyonlarina gore sitokinler 4 gruba ayrilabilir:

1. Dogal bagisikliga aracilik eden sitokinler: TNF, IL-1, IL-6, Tipl interferonlar.

2. Lenfosit aktivasyonu, proliferasyon ve diferansiasyonunu diizenleyen sitokinler: IL-2,
L4, transforming blyume faktori—beta (TGF).

3. Bagisiklik aracili enflamasyonu diizenleyen sitokinler: IL-5, IL-10, IL-12, interferon
gama (IFN—y).

4. Hematopoezi uyaranlar: IL-3, IL-7, IL-9, IL-11, granilosit—makrofg koloni
stimulan faktér (GM—-CSF), monosit—makrofg] koloni stimulan faktér (M—CSF),
granulosit koloni stimulan faktor (G—CSF).

Sitokinler, proinflamatuar (IL-1, IL-6, TNF—) ve antiinflamatuar sitokinler
(IL—4, IL-10, IL-13) olarak da ayrilabilir.

Thl lenfositler TNF—a, IFN—y, IL-2 ve IL-12"yi; Th2 |lenfositler IL—4, IL-5, IL-6, IL—
10 ve IL-13'0; Treg hucreler ise TGF—3 salgilarken Th17 hiicreler IL-17 salgilayarak

etkilerini gosterirl r52:55/56,58,60,61

2.8. Akim Sitometris ( Flow Cytometry)

Akim sitometrisi, bir sivi akimi igerisinde hareket eden hicreleri blyukltgiine
ve granllaritesine bagli olarak tek hilicre seviyesinde arastirma imkan saglar. Akim
sitometrisinde birgok teknik bir arada kullanilir. Akim sitometrisi sistemi, bilgisayar
teknolojisi, optik, hidrodinamik odaklama ve elektronik alandaki teknik gelismeler,
monoklonal antikorlarin Uretimi, sitokimyasal boyamalar ve florokrom kimyasindaki
gelismelerin birarada uygulanmasi ile ortaya gikmistir. Akim sitometrisi; slispansiyon
halindeki hiicrelerde yiizey ve hiicre ici belirteglerinin tipi ve miktarinin belirlenmesi, B
lenfositleri ile T lenfosit subgruplarinin tayini, [6semi ve lenfoma tiplemesi, DNA ve
RNA icerigi, fagositoz, otoantikor tayini ve kromozom analizi gibi birgok konuda
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kullamilmaktadir. Akim sitometrisi ile hicreler teker teker incelenir ve hicrelerin
fiziksel ve biyolojik 6zelliklerinin kantitatif olgimleri yapilir. Hicrelerin ¢ok sayida
parametresi arka arkaya olgulebilir ve hiicre subgruplar: birbirlerinden ayirt edilebilir.
Akim sitometride analizler periferik kan, kemik iligi aspirat ve biyopsileri, serozal
swvilar, beyin omurilik sivisi, bronkoalveolar lavaj sivisi, deri, mukoza ve kitlelerden

alinan biyopsi drnekleri tizerinde yapilabilir®636460067

Akim sitometrisinin klinikteki 6nemi soyle 6zetlenebilir:
1. Cok sayida hiicreyi hizla sayabilme 6zelligi vardr.
2. Cok az sayidaki neoplastik hiicreyi genis bir hiicre grubu igerisinden saptama imkan

-

saglar.
3. Sorting (ayrma) mekanizmas: hiicre subgruplarinin ayrimmna ve heterojen hiicre

gruplarimin saflastirilmasinaimkan saglar.
4. Apopitozisin saptanmasinda, floresan in—situ hibridizasyon (FISH) teknigi ve timér
kinetiginin saptanmasinda da akim sitometrisi kullanilmaktadir®.

2.8.1. Akim Sitometris ile Hlcrelerin Analizi

Akim sitometrisi analizinde ana kural, drnekteki hticrelerin siispansiyon haline
getirilmesi ve monoklonal antikorlarla isaretlenmesidir. Hucreler; saf olarak elde
edildikten sonra bir veya daha fazla floresan bagli monoklonal antikor veya diger
kromoforlar ile konjuge edilir. Bu floresan bagli monoklonal antikorlara veya
kromoforlara prob denir. Problar genellikle yilizey antijenine veya hiicre ici elemanlara
ozguildir. Hastaligin 6n teshisine gore o hastaligaiiliskin problar kullanilir®%63%46°,
Direkt ve indirekt metodlar olmak Gzere iki farkli imminfloresan isaretleme teknigi
kullanlir. Direkt metodda antikorla konjuge olmus florokrom madde [fluorescein
isothiocyanate(FITC), rhodamin, phycoerythrin(PE)...vb.] kullanilir. Indirekt metoda
ise stispansiyon halindeki hiicrelere ilkin isaretsiz monoklonal antikor baglanir, bu
antikorlara daisaretli monoklonal antikor baglanir. Direkt metodda kullanilan antikorun
monospesifik olmasi nedeniyle nonspesifik baglanmaihmal edilecek kadar azdir. Ancak
cok disuk dansiteye sahip yilzey antijenlerinin gosterilememesi bir dezavantajdir.
Indirekt metodun avantaj: cok diisiik dansiteye sahip yiizey antijenlerini gosterebiliyor

olmasidir. Fakat nonspesifik baglanma daha sik goriilmektedir®26364%°
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2.8.2. Akim Sitometris

Akim sitometrisi; 6rnek toplayici ve tasiyici sistem, akis sistemi (sheath fluid),
lazer kaynagi, sferik ve ¢apraz silindirik filtreler, odaklama aynalari, sinyal dedektorleri
(optik sinyal ve elektrik sinyali), bilgisayar (data toplanmasi, saklanmasi, sunumu ve
analizi) ve ayrma mekanizmast (cell sorting) olmak Uzere pek cok sistemin

birlesmesinden olusur.

Somple

Sheath

Flow Chamber

Lasar Optics

Sekil 7. Sematik olarak akim sitometrisi analizi

Suspansiyon halindeki isaretli hicreler belirli bir hava basinci ile akis sistem
icinden gegirilir ve hiicreler akis kabinine gelirler. Bu kabinin geometrik sekli ve sivinin
laminar akis1 hiicrelerin tek bir sira halinde gecisini saglar ve tek sira halindeki hiicreler
lazer 15181 icinden gegerek gorunir hale gelirler. Hiicreye bagli florokrom, lazer 15181 ile
aktiflenir ve bu enerjiyle 1s1n yayar. Bu yayilan 1isinin yogunluguna gére hiicre boyutu,

icyapisi, yiizey morfolojisi ve hiicrelerin canliligi hakkinda bilgi edinilir®®%364%,
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3-BIREY VE YONTEM

Eylul 2010 ve Aralik 2010 tarihleri arasinda, Cukurova Universitess Tip
Fakiltesi Balcali Hastanesi Cocuk Sagligi ve Hastaliklari Ana Bilim Dalina kontrol
amacli gelen ve Adana ilinde ikamet eden 0-18 yas arasi, 48'i kiz ve 52'si erkek olmak
Uzere toplam 100 saglikli cocuk calismarmiza dahil edilmistir.

Calismaya katilan 100 saglikli gocuk 4 yas grubunda siniflandirildi. 1.grup; 0-4
yas, 2.grup; 5-9 yas, 3.grup; 10-14 yas, 4.grup 15-18 yas. TUIK-ADNKS veri tabamnn
son guncel kayitlarina gore 2009 yil1 itibariyle Adana ilinin toplam nifusu 2.062.226,
calismada ele alinan 0-18 yas arasi cocuklarin toplam niifusu ise toplam 757.213' dir.

3.1. Birey Secimi ve Kan Orneklerinin Alinmas

Enfeksiyon hastaliklari uzmani tarafindan kontrol edilen, son 4 hafta icerisinde
enfeksiyon gecirmemis, antibiyotik vb. ilag kullanmamis, 5-18 yas araliginda olup son 6
ay icerisinde asilama yapilmamus saglikli cocuklar secilerek ve ebeveynlerinden gerekli
izinler alinarak calismaya katilmiglardir. Ayrica yas araligi 0-4 olan 25 cocukta asi
takvimi uygulamasi nedeniyle asilamalar1 yapildigindan, bu grupta son 6 ayda asilama
yapilmarmus olmasi sart: aranmamistir®™.

Calisma sartlarina uygun cocuklardan, ethylenediaminetetraacetic acid iceren,
antikoagulanlt K3 EDTA tuplerine 2 ml periferik ventz kan alindi. K3 EDTA tupleri,
kan hicre yapisimin bozulmadan kalmasim saglayan ve trombositlerin kiimelesmesini
engelleyen ozelliktedir.  Alinan her kan 6rnegi aym giin igerisinde C.U.T.F.B.H.
Merkez Laboratuvarinda tam kan sayimlari ve lenfosit subgruplarinin Glgimleri

yapiimak tzere isleme alinmustur.

3.2. Tam Kan Sayim

Kz EDTA'l1 tuplerde muhafaza edilen Orneklerin tam kan sayimlari, LH-750
Analyzer (Beckman Coulter) cihazinda yapilmistir. Cihaz beyaz kan hiicresi, kirmizi
kan hiicresi ve plateletleri elektrik empedans metoduna gore sayar. Bu metot esas olarak
aparatirden gegcen bir partikilin cihazin  Gzerindeki  elektrik  degisimlerinin
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Olctlmesidir. Cihaz hiicreleri cesitlerine gore simiflandirir ve tek tek sayar, bu sirada
olusan elektriksel empedans direkt olarak hicrenin biyukligl ile dogru orantilidir.
Cihaz bizim mikroskop altinda gordigiimizden daha fazla hiicre sayar ve dogrulugu
arttirirken statik hatalar1 azaltir.

Cihaz, kullamma hazirlanmadan ©Once gunlik kontrolleri yapilmistir ve
calismamiz siresince, cihazin kurulumunda yapilmis olan ve 6 aylik periyotlarla

tekrarlanan kalibrasyon ayarlarinda herhangi bir problem ile karsilasilmamustir.

3.3. Akim Sitometrisi Analizi ( Flow Cytometry )

Ks EDTA’l1 tUplerde muhafaza edilen Orneklerin akim sitometrisi analizleri,
FACS Calibur Flow Cytometry (Becton Dickinson) cihazinda yapil mistir.

Calismada lenfositlerin immin fenotiplendirilmesinde fluoresan izotiyosiyanat
(FITC) ve pikoeritrin (PE) boyalar1 kullanildi. CD3 ve CD4 igin FITC , CD16+56 , CD8
ve CD 19 i¢in PE kullamilmistir ayrica CD3 FITC/CD16+56 PE ve CD4 FITC/CD8 PE
birlikte ikili olarak calisilmistir. Calismada her 6rnek icin kontrol kiti olarak ise y1/ y2a
izotipik kontrolleri kullamlmustr.

Cihazda kullanilan kitlerin kalibrasyonlar: talimatlara uygun sekilde iki haftalik
periyotlarla ve cihazin kalibrasyonu 6 aylik periyotlarla tekrarlanmaktadir ve

calismamiz stiresince herhangi bir problemle karsilasilmamustir.

3.3.1. Ornek islenmesi
Calismada CD3 FITC/CD16+56 PE, CD4 FITC/CD8 PE, CD19 PE ve y1/ y2a
isotipik kontrolleri olmak Uzere 4 ayr1 kit kullamlmstir. Her bir kit icin 100ul kan

12x75mm ' lik falcon tiipiine pipetlenir ve kullanilacak her kitten 20pl tipe alinir® ™,

3.3.2. Yizey Boyama Prosediiru
Y Uizey boyama icin 6rnekler Lyse/Wash Assistant cihazina alinir ve sirasiyla su
asamalardan geger;
1. Ornekler vortekslenerek 15-30 dk karanlik ortamda ve odaisisinda inkiibe edilir.
2. Inklibasyon sonrasi yeniden vortekslenir, 1.5-2 ml lysing buffer eklenir.
3. Yeniden vortekslenir, 8-10 dk karanlik ortamda ve oda isisinda inktibe edilir.
4. 300g ‘de5 dk santrifij edilir.
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5. Sipernatant atilir pellet vortekdenir. 2 ml cell wash eklenir, yeniden
vortekdenir.

6. 5. asamatekrar edilir.
3509 ‘de 5 dk santrifj edilir.

8. SiUpernatant atilir pellet vortekdenir. 500ul cell wash eklenir, yeniden

vortekslenir® ™,

3.3.3. FACS Calibur Flow Cytometry’ de Sonuclarin Okunmas

TUm drnekler FACS Calibur Flow Cytometry’ de calisildi ve sonuclar CellQuest
Pro yazilimi ile analiz edildi. Sonuglar forward scatter/side scatter yardimyla
olusturulan lenfosit kapisindaki hicrelerin CD ile isaretli hiicrelere oranlart olarak

hesapland: ve ylizde olarak kaydedildi.

3.4. igatistiksel Analiz

Statistical Package for the Social Sciences (SPSS, version 18.0) programi
yardimiyla tim verilerin analizi yapildi. Verilerin normal dagilima uygunlugu test
edildi, normal dagilim gosteren siirekli degiskenlerin analizinde Independent Sample T
Testi veya Tek Yonli Varyans Anadlizi ile Post Hoc Tedtleri kullanildi. Sonuglar
ortalamatstandart sapma, medyan, %95 referans araligi (%2,5 ve %97,5 percentil)
olarak ifade edildi. p degerinin < 0,05 oldugu durumlar istatistiksel olarak anlaml1 kabul

edilmistir™",
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4 BULGULAR

Calismamiza Cukurova Universites Tip Fakiiltesi Balcali Hastanesi Cocuk
Sagligi ve Hastaliklari Anabilim Dalina kontrol amagli gelen ve Adana ilinde ikamet
eden 0-18 yas arasi, 48'i kiz ve 52'si erkek olmak Uzere toplam 100 saglikli gocuk,
Turkiye Istatistik Kurumunun son giincel verilerini iceren Adrese Dayal1 Nifus Kayit
Sistemi Veri Tabamnin 2009 yili Adana ili, cinsiyete gbre nifus sayimi sonuglar
dikkate alinarak dahil edilmistir.

Cocuklardan alinan kan drneklerinin 16kosit sayimlari, lenfosit ylizde oranlari ve
lenfosit subgrup yiizde oranlarimin tespiti C.U.T.F.B.H Merkez Laboratuarinda,
istatistiksel analizleri ise Bioistatistik Anabilim Dalinda yapil mistir.

Genel populasyon ve ¢alisma populasyonunun cinsiyete gore ylzde dagilimlar
Tablo 1.’ de gogterilmistir.

Tablo 1. Genel populasyon ve calisma populasyonunun cinsiyete goére yizde

dagilimlar:.
CINSIYET GENEL POPULASYON % CALISMA POPULASYONU %
(0-18YAS) (0-18YAS)
KlZ %48.7 %48
ERKEK %51.3 %52

Calismaya dahil edilen toplam 100 gocuk, Tirkiye istatistik Kurumunun son
guncel verilerini iceren Adrese Dayali Nifus Kayit Sistemi Veri Tabammin 2009 yili
il, yas grubu ve cinsiyete gore nufus sayimi sonuclar: dikkate alinarak 4 yas grubuna
ayrilmistir. Bu yas gruplarimin genel populasyona uygun dagilimi Tablo 2.'de
gosterilmistir.

33



Tablo 2. Genel populasyon ve calisma populasyonunun ¢alisma gruplarina gore yizde

dagilimlari.
YAS YAS GENEL CALISMA
GRUPLARI ARALIGI POPULASY ON % POPULASYONU %
Grup 1l 0-4 % 24,70 % 25
Grup 2 5-9 % 24,30 % 25
Grup 3 10-14 % 25,80 % 25
Grup 4 15-18 % 25,20 % 25

Yine bu verilere uygun olarak 48 kiz, 52 erkek cocugun yas gruplarinin genel
populasyona uygunlugu da Tablo 3.”de gosterilmistir.

Tablo 3. Genel populasyon ve ¢alisma populasyonunun her yas grubunda cinsiyete gore

dagilimlart.
YAS GRUPLARI GENEL CALISMA
POPULASYON % POPULASY ONU %

0-4 KIZ %12 %12
YAS

ERKEK %12.7 %13

59 KIZ %11.8 %12
YAS

ERKEK %12.5 %13

10-14 KIZ %12.6 %12
YAS

ERKEK %13.2 %13

15-18 KIZ %12.3 %12
YAS

ERKEK %12.9 %13

Tablo 1., Tablo 2. ve Tablo 3.’de olusturulan ¢alisma populasyonuna uygun
sayida kan orneklerinin |6kosit sayimlari, lenfosit ylzde oranlar1 ve lenfosit subgrup
ylizde oranlariin bulunmasindan sonra istatistiksel analiz asamasinda Statistical
Package for the Social Sciences (SPSS, version 18.0) programindan faydalanlmstir.

Calismaya dahil edilen saglikli 100 ¢ocugun tota |0kosit sayisimin ve lenfosit
ylzdesinin ortalamatstandart sapma (mean+SD) degerleri Tablo 4.’ de gosterilmistir.



Tablo 4. Toplam 100 saglikli gocuktatotal I16kosit sayisi ve lenfosit yizdesi.
) TOPLAM (n=100)
KAN HUCRELERI ORTALAMA * SD

Total Lokosit (hucre/ul) | 7,943+2,232

Lenfosit Y tizdesi (%) 37.5+11.7

Calismaya dahil edilen 48 kiz, 52 erkek saglikli gcocugun total 10kosit sayilarinin
ve lenfosit ylzdelerinin ortalamatstandart sapma (meantSD) degerleri ve p degerleri
Tablo 5."de gogterilmistir.

Tablo 5. 48'i kiz ve 52'si erkek saglikli cocuktatotal 10kosit sayilari, lenfosit ylzdeleri

ve p degerleri.
KlZ (n=48) ERKEK (n=52) P
KAN HUCRELERI ORTALAMA £SD ORTALAMA £SD | Degeri
Total Lokosit (hiicre/ul) 7,627+2,068 8,235¢2,356 | 0.175
Lenfosit Y izdesi (%) 38.2412.5 36.9+11 0571

*P degeri < 0.05 ise anlaml1 kabul edilmistir.

Tablo 5."de elde edilen p degerleri incelendiginde total 16kosit sayis ve lenfosit
ylzdesi i¢in > 0.05 oldugu gorulmektedir. p degerinin 0.05'ten biyik olmasi I6kosit
sayisinin ve lenfosit ylzdesinin cinsiyet bakimindan anlamli farklar icermedigini
gostermektedir.

Calismaya dahil edilen 4 ayr1 yas grubundaki 25’ er saglikli gocugun total 16kosit
sayilarinin ve lenfosit yizdelerinin ortalamatstandart sapma (meantSD) degerleri ve p
degerleri Tablo 6.’ da gosterilmistir.
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Tablo 6. 4 ayr1 yas grubundaki saglikli cocuklarda total I0kosit sayilari, lenfosit
yuzdeleri ve p degerleri.

KAN Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 »
HUCRELER| | O-4yas(n=25) | 5-9yas(n=25) | 10-l4yas (n=25) | 15-18yas (n=25) | " %"
Ort. £ SD Ort. £ SD Ort. +SD Ort. £ SD
Total Lokosit
(hiicre/l) 0,068+2,632 | 7,556+1,987 | 7,432+2,041 7,716+1,926 0.031*
Lenfosit Y lizdes
(%) 49.19+12.86 | 37.2745.52 34.28+8.59 29.25+8.24 0.000"

*P degeri < 0.05 ise anlaml1 kabul edilmistir.

Tablo 6."da p degerleri incelendiginde total 16kosit sayisi ve lenfosit ylzdesi igin
< 0.05 oldugu gorilmektedir. p degerinin 0.05'ten kiicik olmasi I6kosit sayisinin ve
lenfosit ylzdesinin yas gruplar1 arasinda anlaml: farklar icerdigini gostermektedir.

Calismaya dahil edilen 100 kan orneginin tek tek I6kosit sayimlari, lenfosit
ylzde oranlar1 ve lenfosit subgrup yizde oranlarinin bulunmasindan sonra, Lenfosit
Subgruplarimin Absolute Degerlerinin (hticre/ul) hesaplanmasi igin asagidaki forml

kullanil mastur.

Lokosit Says X Lenfosit Yizdesi X Lenfosit Subgrup Yizdesi

Lenfosit Subgrup Absclute Degeri (hiicre/ul) =
enfosit Subgrup Absclute Degeri (hiicre /) 10,000

Calismaya dahil edilen 100 saglikli cocugun lenfosit subgruplarinin
ortalamatstandart saspma (mean+SD) , ortanca (median) ve %95’ lik referans araliklarin

(2,5% - 97,5% percentile) gosteren Tablo 7. olusturulmustur.

Tablo 7. Toplam 100 saglikli gocukta lenfosit subgrup ytizdelerinin ve absolute
degerlerinin ortalamatSD, ortanca ve %95’ lik referans araliklari.

LENFOSIT ORTALAMA +SD ORTANCA %95 REFERANS
SUBGRUPLARI (MEAN = SD) (MEDIAN) ARALIKLARI
CD3 % 69.4+4.9 70.0 58.3-77.9

Hucre/pl 2,064+981 1,744 979-5,016
Ch4 % 40.5+4.9 40.0 32.0-51.1
Hucre/pl 1,207+629 1,021 655-3,497
CDh8 % 27.8+4.7 28.1 19.7-36.9
Hucre/pl 831+411 707 342-1,995
CD 19 % 14.6+4.3 13.7 5.8-26.5
Hucre/pl 445+274 360 121-1,330
CD5% % 10.3+3.2 104 4.0-16.5
Hucre/pl 294+137 260 111-689
CDh4/CD8 1.51+0.36 142 1.00-2.30
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Calismaya dahil edilen saglikli 48 kiz ve saglikli 52 erkek gocugun lenfosit
subgruplarinin ortalamatstandart sapma (meantSD), ortanca (median) ve %95’ lik
referans araliklarini (2,5% - 97,5% percentile) gbsteren Tablo 8. olusturulmustur.

Tablo 8. 48'i kiz ve 52" si erkek saglikl1 cocukta lenfosit subgrup ylzdelerinin ve
absolute degerlerinin ortalamatSD, %95’ lik referans araliklar1 ve p degerleri.

ERKEK (n=52) K1Z (n=48)
LENFOSIT p degeri
SUBGRUPLARI |ORTALAMA +SD | %95 REFERANS | ORTALAMA +SD | %95 REFERANS
ARALIKLARI ARALIKLARI
CDh3 % 69.31+5.3 57.9-79.2 69.5+4.5 57.6-77.6 0.880
Hucre/ul 2,103+992 992-5,299 2,022+978 956-4,950 0.683
CDh4 % 40.61£4.7 29.4-52.7 40.5+5.2 32.0-50.8 0.875
Hucre/ul 1,229+622 651-3,610 1,183+642 605-3,452 0.718
Cch8 % 28.1+4.6 18.4-36.9 27.7+4.3 20.3-37.0 0.661
Hucre/ul 852+425 337-2,426 808+398 312-2,026 0.598
CD 19 % 15.1+4.7 4.8-27.2 14.0+3.7 8.1-27.0 0.213
Hucre/ul 4671277 113-1,267 421+271 120-1,423 0.406
CD 56 % 10.4+3.2 3.2-16.6 10.2+3.3 4.1-16.5 0.784
Hucre/ul 3061153 96-792 281+117 108-583 0.361
CD4/CD8 1.50+0.34 1.00-2.30 1.52+0.38 0.90-2.30 0.843

*P degeri < 0.05 ise anlaml1 kabul edilmistir.

Normal dagilima uyan CD3, CD4, CD8, CD19, CD56 lenfosit subgrup
parametrelerinin ve CD4/CD8 oramin kiz ve erkek cocuklarda ortalamatstandart sapma
ve %95'lik referans araliklarimt (2,5% - 97,5% percentile) gosteren Tablo 8.’de p
degerleri incelendiginde, lenfosit subgrup ylzde oranlarina ve absolute (hicre/ul)
lenfosit subgrup sayilarina ait degerlerin timinin > 0.05 oldugu ve cinsiyet gruplari
arasinda anlamli farklar icermedigi belirlenmistir.
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Tablo 9. 4 ayr1 yas grubundaki saglikli cocuklarda lenfosit subgrup ylzdelerinin ve
absolute degerlerinin ortalamatSD, %095’ lik referans araliklar1 ve p degerleri.

T Grup1 Grup 2 Grup 3 Grup 4
E i 0-4vyas 5-9vyas 10-14 yas 15-18 yas
o5 (n=25) (n=25) (n=25) (n=25)
S P degeri
w O
o %95 %95 %95 %95
8 Ort.+SD | referans |Ort.£SD | referans |Ort.£SD | referans |Ort.+SD | referans
arahiklari arahiklari arahiklari arahiklary
CD 3% 69.9+4.4  |60.1-77.0  |69.1%5.6 57.0-79.8  |69.0%4.3 59.3-77.9  |69.5%5.5 57.2-77.8  |0.930
Hicre/pl  [3,113+1,260 |1,695-5,403 |1,932+570 |1,287-3,363 [1,702#526 |1,121-3,311 [1,510+398 |948-2,528 |0.000*
CD 4% 414462  [27.9-53.4  (38.0£35 32.0-45.0  |38.7#3.5 32.0-46.0  |44.0£3.6 37.5-51.2  |0.000*
Hicre/pl | 1,877+898 |846-3,659 [1,059%300 [669-1,798  |942+230 681-1,530  |949+223 587-1,568 |0.000*
CD 8% 26.6%4.6  |18.0-36.8  [29.6+3.7 20.1-36.0  |28.2+4.6 21.0-365  |27.4%4.6 21.0-37.2  |0.102
Hicre/pl | 1,1934556 |493-2,669 835241  |463-1,272 |707£289 372-1,621 |599+193 294-1,002  |0.000
CD1%% |16.4%57  |6.2-28.0 15.0+3.8 5.3-21.9 13.7+4.0 45-22.2 13.4+2.8 8.0-19.2 0.050¢
Hicre/pl  [729+#359  |155-1,435 |427+186 100-925 331£122 142-557 291491 119-446 0.000¢
CD56% |8.9+3.0 3.5-13.2 10.4+2.9 4.6-15.6 11.1#3.3 5.6-16.9 10.9+3.5 4.1-16.5 0.066
Hicrelpl  [379+173  |117-792 291+117 128-596 2774124 106-576 230£79 87-433 0.001*
CD4/CD8 |1.61#0.41 |1.00-2.34  [1.3320.26  |1.00-1.85  |1.43#0.34 [0.89-2.18  |1.66%0.33  [1.09-2.30  |0.003*

*P degeri < 0.05 ise anlaml1 kabul edilmistir.

Calismaya dahil edilen 4 ayr1 yas grubundaki 25 er saglikli gocugun lenfosit
subgruplarinin  anlamli  degerleritstandart sapma (meantSD) ve %95'lik referans
araliklarim (95% reference range) gosteren Tablo 9. olusturulmustur.

Normal dagilima uyan CD3, CD4, CD8, CD19, CD56 lenfosit subgrup
parametrelerinin ve CD4/CD8 oraninin dnceden belirledigimiz 4 ayr1 yas grubundaki
cocuklarda ortalamatstandart sapma ve %95’ lik referans araliklar: gosteren Tablo 6."da

p degerleri incelendiginde lenfosit subgrup parametrelerinden CD4 ‘Gin ve CD19" un
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ayrica CD4/CD8 oraninin p < 0.05 oldugu goérilmektedir. p degerinin < 0.05 olmas: yas
gruplar1 bakimindan CD4 ve CD19 lenfosit subgrup ytzdeleri ve CD4/CD8 oran
acisindan anlamli farklar igerdigini gosterir. Yapilan istatistiksel analizlerle CD4
parametresinde belirlenen anlamli farkin, Grup 4 ‘Gn Grup 2 ve Grup 3 ile olan
iliskisinden kaynaklandigi belirlenmistir. CD19 parametresinde belirlenen anlamli
farkin Grup 1 ve Grup 2'nin Grup 3 ve Grup 4 ile olan iliskisinden kaynaklandigi
belirlenmistir. CD4/CD8 parametresinde belirlenen anlaml: farkin ise Grup 2'nin Grup
1 ve Grup 4 ile olan iligskisinden kaynaklandig: belirlenmistir.
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S.TARTISMA

Calismada analizleri yapilan 16kosit sayilarinin, lenfosit ytizdelerinin ve lenfosit
subgruplarinin bolgemizdeki saglikli ¢ocuklarda cinsiyet ve degisik yas gruplart ele
alindiginda ne gibi farkliliklar gosterebileceginin anlasilmas: ve referans araliklarinin
belirlenmesi agisindan, elde edilen bulgular cinsiyet ve yas gruplarim gosteren
tablolarda degerlendirildi.

Dunyada, hakkinda ¢ok fazla galisma bulunmayan “saglikli bireylerin lenfosit
subgruplarinin  referans araliklarinin - belirlenmesi”  konusunda bolgemizdeki  tek
calismada gectigimiz yillarda, Yaman A. ve ark.’nmin yaptigi calismadir. Saglikhi
yetiskinlerde [6kosit sayilarimin, lenfosit yizdelerinin ve lenfosit subgruplarinin
analizlerini iceren calismada toplam I6kosit sayist 7,558+1,820 bulunmusken, bu
calismada saglikli ¢ocuklarda toplam I6kosit sayisi 7,943+2,232 olarak bulunmustur.
Cinsiyet farklilig1 dikkate alindiginda ayn ¢alismada saglikli yetiskin kadinlarda toplam
lokosit sayist 7,367+1,747 ve saglikli yetiskin erkeklerde toplam I6kosit sayisi
7,732+1,874 olarak yakin degerlerde bulunmustur. Bu calismada ise saglikli kiz
cocuklarinda toplam I6kosit sayisinin 7,627+2,068 ve saglikli erkek gocuklarda toplam
|6kosit sayisinin 8,235+2,356 olarak daha yilksek oldugu belirlenmistir®.

Aynit calismaya gore; CD3 lenfosit subgrubu yizdeleri acisindan saglikl
yetiskinlerde ortalama deger 72.7+8.4 iken bu ¢alismada saglikli cocuklarda ortalama
deger daha diusik sekilde 69.4+4.9 olarak belirlenmistir. CD4 lenfosit subgrubu
yuzdeleri acisindan saglikli yetiskinlerde ortalama deger 47.4+9.1 iken bu calismada
saglikli gocuklarda ortalama deger daha disik sekilde 40.5+4.9 olarak belirlenmistir.
CD8 lenfosit subgrubu yiizdeleri agisindan saglikl yetiskinlerde 29.0+6.0 olan deger bu
calismada saglikl1 ¢cocuklarda daha diistk sekilde 27.8+4.7 olarak belirlenmistir. CD19
lenfosit subgrubu yuzdeleri agisindan saglikl yetiskinlerde 11.0+4.4 olan deger bizim
calismamizda saglikli cocuklarda daha yiksek sekilde 14.6+4.3 olarak belirlenmistir.
CD56 lenfosit subgrubu yizdeleri agisindan saglikli yetiskinlerde 7.0+3.3 olan deger
bizim calismamizda saglikli gocuklarda daha yiksek sekilde 10.3£3.2 olarak
belirlenmistir. CD4/CD8 oram agisindan saglikli yetiskinler ve saglikli gocuklar
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karsilastirildiginda saglikli yetiskinlerde 1.68+0.43 olan oran saglikli ¢cocuklarda daha
dusik sekilde 1.51+0.36 olarak belirlenmistir. Ozet olarak bolgemizdeki saglikli
cocuklara ait CD3, CD4, CD8 subgrup yuzdeleri ve CD4/CD8 degerlerinin
bolgemizdeki saglikli yetiskinlere ait degerlerden daha disik, CD19 ve CD56 subgrup
yuzdeleri ise daha yiiksek oldugu tespit edilmistir®®.

Yine aym calismada, bolgemizdeki saglikli yetiskinlerde CD3, CD4, CDS,
CD19, CD56 subgrup yuzdeleri ve CD4/CD8 degerlerinin higbirinin cinsiyet farki
dikkate alindiginda 2 grup arasinda anlaml farklar icermedigi gordlmustdr. Bizim
calismamizda da benzer sekilde bolgemizdeki saglikli cocuklarda CD3, CD4, CDS8,
CD19, CD56 subgrup yuzdeleri ve CD4/CD8 degerlerinin higbirinin cinsiyet farki
dikkate alindiginda 2 grup arasinda anlamli farklar igcermedigi gordlmustir. Absolute
degerler (hucre/ul) acisindan bolgemizdeki saglikli  yetiskin  ve saglikli  gocuk
populasyonlari1 incelendiginde, iki calismada cinsiyetler dikkate alindiginda anlamli
farklar ifade etmemektedir®.

Ayrica bu calismada, bolgemizdeki saglikli yetiskinler g¢esitli yas gruplarinda
siniflandirilarak CD3, CD4, CD8, CD19, CD56 subgrup yuzdeleri ve CD4/CD8
degerleri analiz edilmis ve CD4, CD8, CD19, CD56 subgrup yizdeleri ve CD4/CD8’in
yas gruplart arasinda anlamli farklar icerdigi gosterilmistir. Bolgemizdeki saglikli
cocuklar1 4 ayr1 yas grubunda siniflandirdigimiz ¢calismamizda da CD4, CD19 subgrup
yuzdeleri ve CD4/CD8'in p degerleri agisindan yas gruplari arasinda anlamli farklar
icerdigi belirlenmistir. Absolute degerler (hicre/ul) agisindan bdlgemizdeki saglikli
yetiskin ve saglikli ¢cocuk populasyonlari incelendiginde, yetiskinlerde CD8, CD56
subgrup yuzdeleri ile CD4/CD8'in, gocuklarda ise CD3, CD4, CD8, CD19, CD56
subgrup ylzdelerinin ve CD4/CD8'in yas gruplari dikkate alindiginda, anlamli farklar
icerdigi belirlenmistir®®.

William T. Shearer ve ark.’nmin ABD’de yaptiklar1 ¢calisma sonucunda 2003
yilinda yayimlanan makalelerinde 0-18 yas araligindaki saglikli gocuklarda lenfosit
subgruplarint inceledigi ve CD4 lenfosit subgrubu yizdesi haricinde CD3, CD8, CD19,
CD56 lenfosit subgrup yuUzdelerinin cinsiyet dikkate alindiginda anlamli bir fark
icermedigi gorulmistir. Bizim calismamizda ise CD4 subgrubu yuzdesi de dahil tim
lenfosit subgrup ylzdelerinin cinsiyet dikkate alindiginda anlaml: farklar icermedigi

gorilmustir’,
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Bu calisma yas gruplar: dikkate alinarak degerlendirildiginde CD3, CD4, CD8,
CD19, CD56 lenfosit subgrup ylzdelerinin timinde anlamli farklar gorilmekte iken
bizim calismamizda CD4 ve CD19 lenfosit subgrup yuzdeleri ile CD4/CD8 oraninin
anlaml: farklar icerdigi belirlenmistir”.

0-18 yas arasi saglikli gocuklart kapsayan iki calismada da CD4 subgrup
yuzdeleri O ve 18'e yakin yas gruplarinda yiksek iken ara gruplarda disuktir. CD19
subgrup yuzdeleri incelendiginde ise iki calismada da benzer sekilde degerlerin yas
arttikca dustigt gozlenmektedir. CD19 subgrup yizdesinin yas arttikca disttgiine dair
benzer sonuclar ikinciogullar1 A. ve ark., Comas-Bitter ve ark., Yiksel FM ve ark., ve
Katevas P. Ve ark.’nin yapmus oldugu diger calismalarda da goriilmektedir "%,

William T. Shearer ve ark.’nin bu calismas: ve bizim calismamizda absolute
degerler (hicre/ul) acisindan cinsiyet dikkate aindiginda, iki calismaninda benzer
sekilde tim lenfosit subgruplarinda anlaml: farklar icermedigi gorulmektedir. Yas
gruplart dikkate alindiginda ise iki ¢alismaninda yine benzer sekilde tim gruplarda
anlaml1 farklar icermekte oldugu goriilmektedir ™.

Ulkemizde ikinciogullar: A. ve ark. 1998-2000 yillar1 arasinda yaptig: calismada
yas gruplart agisindan incelendiginde, lenfosit subgrup yizde ve absolute degerlerinin
CD56 subgrup degerleri haricinde calismamiza benzer sekilde anlamli farklar icerdigi
gorulmektedir™.

Saglikli Malavililerde lenfosit subgruplart Uzerine Wilson L. Mandala ve
ark.”nin 2005 yilinda yaptig1 ¢alismada, bizim bdlgemizde yaptigimiz ¢calismaile benzer
sekilde, saglikli cocuklarda yas artis1 ile birlikte total I6kosit sayisi, lenfosit yuzdeleri,
absolute (htcre/ul) lenfosit subgrup degerleri ve CD19 lenfosit subgrup yuzdeleri
azalmaktadhr®.

Ayrica aym calismada CD4/CD8 degerleri cocuk yas gruplarinda bizim
calismamizla benzer sekilde yas gruplar: arasinda anlaml: farkliliklar gostermektedir .

Ozet olarak; gerek saglikli yetiskinlerde, gerekse saglikli cocuklarda yapilmis
olan ¢esitli lenfosit subgruplarinin referans araliklarim belirlemeye yonelik calismalarda
cinsiyetin, lenfosit subgruplarimin yizde ve absolute degerlerinin Gzerinde onemli
farklar barindirmadigi gorulmektedir. Fakat bunun aksine saglikli yetiskin ve saglikli
cocuklarda yas gruplart bakimindan durum incelendiginde lenfosit subgrup ytizde ve
absolute degerlerinin 6nemli farklar igerebilecegi gorulmektedir. Yas gruplar: arasinda
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bu anlamli farklarin ortaya ¢ikmasi, yas ile degisebilen lenfosit subgrup yuzde ve
absolute degerlerinin  referans araliklarinin  yas  faktori g6z  6nine alinarak
belirlenmesinin Gnemini ortaya koymaktadr.
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6.SONUC VE ONERILER

Bu calismada 48’i kiz 52'si erkek olmak lizere bolgemizdeki 100 saglikli cocuga
ait periferik kan 6rneklerinden lenfosit subgruplarinin referans araliklar: belirlenmistir.
Degerlendirmeler ve istatistiksel analizler sonucunda;

. Toplam 100 saglikli cocukta, total I6kosit sayist ve lenfosit yuzdesi sirasiyla
7,943+2,232 ve 37.50+11.67 olarak bulunmustur.

. 48’1 kiz ve 52's erkek saglikli gocukta, total 10kosit sayilart ve lenfosit yizdeleri
incelendiginde cinsiyet bakimindan anlamli bir fark gozlenmemistir.

. 4 ayn yas grubundaki saglikli cocuklarda, total 16kosit sayilar1 ve lenfosit yizdeleri
incelendiginde yas grubu farki bakimindan anlaml: sonuglar elde edilmistir.

. Toplam 100 saglikl1 ¢cocukta, lenfosit subgrup yizdelerinin ve absolute degerlerinin
ortalamatSD, ortancave %95’ lik referans araliklar1 belirlenmistir.

. 481 kiz ve 52'si erkek saglikli cocukta, lenfosit subgrup yizdelerinin ve absolute
degerlerinin ortalama+SD, %95’ lik referans araliklari ve p degerleri belirlenmis ve
cinsiyet bakimindan anlaml: bir fark gorulmemistir.

.4 ayn yas grubundaki saglikli cocuklarda, lenfosit subgrup yuzdelerinin ve absolute
degerlerinin ortalama+SD, %95’ lik referans araliklari ve p degerleri belirlenmis ve
CD4, CD19 parametreleri, CD4/CD8 oram ve tim absolute degerler arasinda yas grubu
farki bakimindan anlaml: sonuglar elde edilmistir.

. Bu ¢alisma sonucunda |6semi, lenfoma, HIV enfeksiyonlari gibi ciddi hastaliklarla
iliskili bu konunun, bagisiklik sistemi ileilgili dallarda hastalarin takip ve tedavilerini
yonlendirmede 6zellikle cocuk hematoloji klinigi hastalarina ciddi faydalar saglamasi
beklenmektedir.
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