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SEMBOLLER / KISALTMALAR LiSTESI

AKT : Astim kontrol testi

CD : Farklilasma kiimesi (Cluster of differetiation)

DETAE : Deneysel Tip Arastirma Enstitiisii

DNA : Deoksiribo Nikleik asit

DSO : Diinya Saglik Orgiitii

FACS : Floresan Aktive Hiicre Ayirma (Fluorescence-activated cell sorting)

FEV1 . Birinci saniyedeki zorlu soluk verme hacmi (Forced expiratory
volume in one second)

FSC : {leri sagilim kanali (Forward scatter channel) detektorii

FvC : Zorlu vital kapasite (Forced vital capacity)

GINA : Astim i¢in Kiiresel Girisim (Global Initiative for Asthma )

GM-CSF : Graniilosit-monosit koloni uyarici faktor

HLA - Insan Iskosit antijeni

IFN- y : Interferon-gama

Ig : Immiinglobiilin

IL > Interlokin

ILC : Dogal lenfoid hticreler (Innate lymphoid cells)

INK : Olgunlagmamis NK hiicresi (Immature NK)

K562 : Eritromiyeloid 16semi hiicre serisi

KIR : Killer immunoglobulin benzeri reseptorler

M1 : Klasik yol ile aktive olan makrofajlar

M2 : Alternatif yol ile aktive olan makrofajlar

MHC Ana doku uyumluluk kompleksi (Major Histocompatibility
Complex)

NK : Dogal Oldiiriicii Hiicre (Natural Killer)

NKreg : Regulator Diizenleyici NK hiicresi

NKT : Natural killer T, Dogal 6lduriict T Hucreler
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PBS
PKMH
PMA
RPM
RPMI

SPSS

sscC
Thi
Th2
TNF-o
TSLP
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: Obezite Astimi

: Olasilik (probability) degeri

: Fosfat dengeli salin solusyonu (Phosphate buffered saline)
: Periferik Kan Mononiiklear Hiicre

: Forbol miristat asetat (phorbol myristate acetate)

: Dakikadaki Donme Sayis1 (Revolutions Per Minute)

: Roswell Park Memorial Institute kultir

: Sosyal Bilimler igin Cok Degiskenli Istatistik (Statistical Package for

the Social Sciences)

: Yana sa¢ilim kanal1 (Side scatter channel) detektor(
: Tip 1 yardimc1 T hiicre (T helper 1)

: Tip 2 yardimc1 T hiicre (T helper 2)

: Timor nekroz faktorii alfa (o)

: Timik stromal lenfopoietin

: Vicut kitle indeksi

: Gamma delta
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OZET

Pur-Ozyigit, L. (2006). istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Immiinoloji
AD. Doktora Tezi, istanbul. 2020.

Obezite iligkili astim (OA), artan insidanst ve 0zgiin tedavi segeneklerinin heniiz
kullanimda olmamasi nedeniyle onemli bir arastirma konusudur. Dogal Olduriici
(Natural Killer-NK) hiicrelerin OA patogenezindeki yerleri heniiz aydmlatilmamistir.
Bu calismada, NK hiicrelerinin OA hastalarinda viicut kitle indeksi (VKI) ile iliskisi ve
farklt OA alt gruplarindaki etkisinin arastirilmasi amaglanmistir.

Astimli olan veya olmayan yetiskin obez hastalar, obez, astim1 olmayan kontrol grubu,
erken baslangicli OA (EbOA) ve ge¢ baslangicli OA (GbOA) grubu olmak iizere {i¢ alt
gruba ayrilmiglardir. Periferik kan orneklerinde; CD3-CD56+ NK hiicreleri, CD3-
CD56soluk Ve CD3-CD56parlak NK hiicre alt kiimeleri, NK sitotoksisitesi, NK aktivitesi,
hicre ici IFN-y, IL-10, IL-13, IL-17 dizeyleri ve NK reseptorleri (NKG2D, NKp46i,
NKp44) akan hiicre 6lger ile degerlendirilmistir. IL-12 ve IL-23 stimiilasyonunun etkisi
incelenmistir.

Astim1 olmayan obez (n=5), EbOA (n=5) ve GbOA (n==8) olan hastalar calismaya dahil
edilmistir. Calismamizda VKI ve NK aktivite belirteci CD69 arasinda negatif
korelasyon saptanmistir (p=0,022, r=-0,534). NKG2D reseptorii astim popiilasyonunun
CD56soiuk hticrelerinde anlamli dlgtide diisiik bulunmustur (p=0,046). NKp44 reseptor
ekspresyonu, EbOA ve kontrol grubunda IL-12 stimiilasyonundan sonra artis
gostermistir (p=0,02). Hiicre i¢i IL-10 icerigi GbOA ve kontrol grubunda artmigtir
(p=0,018, p=0,03). GbOA hastalarinda, EbOA grubuna gdre azalmis NK sitotoksisitesi
saptanmistir (p=0,05).

Calismamiz, OA hastalarinda bozulmus bir NK reseptor ekspresyonu, NK aktivasyonu
ve azalmig NK sitotoksisitesi olabilecegini, ayrica bu bulgularin OA alt tiplerine gore
degistigini gostermektedir. Verilerimizin, OA’da steroid direnci ve sik alevlenmelerini
aciklamak i¢in yapilacak genis kapsamli ¢caligmalara 151k tutacagi diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Astim, Dogal Oldiiriicii Hiicreler, Obezite, Viicut Kitle indeksi,
Sitotoksisite

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 49482
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ABSTRACT

Pur-Ozyigit, L. (2020). Obesity-related Asthma Pathogenesis; Body Mass Index and
Natural Killer cells subgroups. Istanbul University, Institute of Health Science,
Department of Immunology. PhD Thesis, Istanbul. 2020.

Obese asthma (OA) is an important research subject due to its increasing incidence and
lack of specific treatment options. Natural Killer (NK) cells’ roles are uncertain in OA
pathogenesis. In this study, we aimed to explore the impact of NK cells in different
subgroups of OA.

Adult obese patients have been assessed within one of three groups: obese non-
asthmatics, early onset OA (EoOA) and late onset OA (LoOA) group. Percentages of
CD3.CD56+ total NK cells, CD3-CD56dim and CD3-CD56bright NK ' cell subsets, NK
cytotoxicity (CD107a expression), NK activity (CD69), intracellular IFN-y, IL-10, IL-
13, IL-17 levels and NK receptors (NKG2D, NKp46i, NKp44) have been investigated
in peripheral blood samples by flow cytometry. The effect of IL-12 and IL-23
stimulation has also been analysed.

Obese non-asthmatics (n=5), EOOA (n=5) and LoOA (n=8) patients have been included
in the study. BMI has been found to be negatively correlated with CD69, NK activity
marker, (p=0.022, r=-0.534). NKG2D receptor has been significantly low in CD56dim
cells of asthma population (p=0.046). NKp44 receptor expression has significantly
increased after IL-12 stimulation in EOOA and control groups (p=0.02). Intracellular IL-
10 content has increased in LoOA and control subjects (p=0.018, p=0.03). LoOA
patients showed a decreased NK cytotoxicity comparing to the EoOA (p=0.05).
Our study suggests an impaired NK receptor expression, activation and reduced
cytotoxicity in OA patients together with variances between different subtypes of this
phenotype. This data would be beneficial for shedding light to new studies to explain
steroid resistance and frequent exacerbations in OA.

Keywords: Asthma, Natural Killer Cells, Obesity, Body Mass, Index, Cytotoxicity

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No. 49482
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1. GIRIS VE AMAC

Astim, sik goriilen, kronik, tikayici, enflamatuvar ve heterojen bir solunum
sistemi hastaligidir [1]. Astimda nefes darligi, hirilt1 ve 6ksurik gibi klinik belirtiler ve
hava yolu kisitlilig1 degisken ve geri dontisiimlii olsa da, enflamasyonun siirekli devam

ettigi, bazi1 olgularda kalic1 yapisal degisikliklere sebep oldugu bilinmektedir [1, 2].

Gilinimiizde astim; olusumuna neden olan genetik, cevresel faktorler ve altta
yatan farkli immiinolojik yolaklar nedeniyle heterojen bir hastalik, hatta bir sendrom
olarak kabul edilmektedir [3]. Eskiden, duyarlanma sirecini takip eden edinsel
immiinitenin sebep oldugu allerjik bir hastalik oldugu disiiniiliirken, giiniimiizde
hastaligin heterojen yapisi nedeniyle tiim patogenezi edinsel immiinite ve yardimec1 T2
tip (T helper 2- Th2) hiicreler ile agiklamanin miimkiin olmadigi anlasilmistir [4].
Farkli astim fenotipleri belirlenirken dogal immiinitenin astimdaki yeri giderek énem
kazanmaya baglamigtir.  Dogal oldiiriici (Natural Killer - NK) hiicreler dogal
savunmanin baglica hiicreleridir. NK hiicreleri, diger dogal immiinite elemanlar1 gibi,
duyarlanma sathasindan bagimsiz olarak sitotoksisite ve sitokin salinimi fonksiyonlarini
yerine getirirler [4] . Enfeksiyon hastaliklarinda ve kanserde biiyiik 6neme sahip olan bu
hiicreler, allerjik olmayan, ge¢ baslangigli astim hastalarinda, giincel bir arastirma

konusudur [4].

Astim hastalari, farkli genetik ve gevresel etkenler, patolojik yolaklar ve tedavi
sekilleri nedeniyle artik fenotip ¢er¢evesinde incelenmektedir. Erken baslangigh allerjik
astim, egzersize baglh astim, mesleksel astim ve obezite iliskili astim en sik bilinen
astim fenotiplerine 6rnek olusturur. Astimda, ozellikle yakin donemde, klasik inhaler
tedavilerin yetersiz kaldigi durumlarda kullanilan hedefe yonelik molekiiler tedavi
secenekleri ile onemli klinik basarilar kazanilmasi farkli fenotiplerin patobiyolojik

yolaklarinin anlagilmasina olan acil ihtiyaci bir kez daha giindeme getirmistir.

Modern beslenme ve sedanter yasama aligkanliklari ile diinya genelinde obezite
prevalansinda belirgin artis olmustur. Obezite ve metabolik sendrom sikligiyla birlikte
astim insidansindaki artis da devam etmektedir. Gilinlimiizde siklig1 giderek artan
obezite iligkili astim, genellikle bulgularin daha siddetli yasandigi, obezite ile iliskili

komorbiditelerin bulundugu, klasik astim tedavisi ile kontrol altina alinmasi zor,



15

metabolik ve immiin dengesizlikler ile klinisyenler i¢in zorlayici bir fenotip olmasi

nedeniyle énemli bir arastirma alamidir [5, 6].

Calisgmamizda obezite iliskili astim hastalarinin; olasi alt tipleri, hastaligin
baslangic zamanina ve tip 2 allerjik immiin yanit varligmma gore smiflanmis ve bu
smiflama i¢inde dogal immiinitenin 6ncii elemanlarinda olan NK hicrelerin ylzde
oranlarinin, ylizey belirtecleri ve sitokin iceriklerine gore hiicre alt gruplarinin, ayrica
sitotoksik kapasitelerinin degerlendirilmesi amaglanmustir [4, 1]. Elde edilen bulgularin
obezite iligkili astim patogenezine ve ileride bu tedavisi zor alt grupta kullanilabilecek

olas1 molekiiler tedavi ajanlarma 151k tutacagi diistiniilmektedir.
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2. GENEL BILGILER

2.1. Astim

Astim, havayollarmin asir1 duyarlilig ile iliskili, oksiiriik, nefes darlig1, hiriltili
solunum gibi yakinmalarla seyreden kronik enflamatuvar bir akciger hastaligidir [1].
Astimin degisik fenotipleriyle birlikte diinyada yaklasik 300 milyon kisiyi etkiledigi,
2025 yilinda ise mevcut hastalara 100 milyon yeni astimlinin eklenecegi oOn
gorulmektedir [2, 1, 5]. Ulkemizde astim prevelansi, eriskinlerde kirsal ve kentsel farkls
bolgeler gozetildiginde % 2-17 arasinda degisiklik gostermektedir [6-9, 5]. Yuksek
sikliginin yaninda, okul ve is giicii kayb1 nedeniyle sosyal, ekonomik ve yasam kalitesi
uzerindeki etkisiyle psikolojik olarak kisiye ve topluma maaliyeti yiiksek olan bir
hastaliktir [2]. Ayrica giiniimiizde, artan hava kirliligi, kiiresel 1sinma, endiistrilesme ve
yapilagsma gibi etkenlerin astim sikligina ve siddetine etkisinden endise edilmektedir

[10].

Astimin ortaya ¢ikmasinda kisisel ve ¢evresel etkenler rol almaktadir [11, 1].
Cevresel etkenler arasinda, allerjenler, sigara, hava kirliligi ve diyet sayilabilir. Kisinin
genetik yapisi ve epigenetik degisiklikleri yaninda obezite de tek basina astim riski ve

prognozunda etkili bir faktordiir (Sekil 2-1).

Ev igi Allerjenler
Gevresel Allerjenler
Mesleksel maruziyetler

Genetik Sigara, duman, hava kirliligi

Obezite Enfeksiyonlar

" Diet

KISISEL GEVRESEL FAKTORLER

FAKTORLER
.‘ ‘.
ENFLAMASYON TETIKLEYICILER
Havayolu A4 -
H | ksi
A duyarhili ﬁ, ava yolu obstriiksiyonu

REMODELLING

v
Semptomlar

Sekil 2-1: Astim olusumu [2]
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Astim patogenezinde aralikli semptomlara ragmen siirekli devam eden tim
brong ve bronsiolleri etkileyen, epitel, submukozal bezler, subepitelyal lamina
retikiilaris, hava yolu diiz kaslar1, néronal aglar ve enflamatuvar hiicreler ile sekillenen

kronik bir hava yolu enflamasyonu mevcuttur [12, 13].

Irritaniar, enzimler, viruslar

Diz kas Sinirler  Vaskiler yap

Mediatorker,

Lokotrienler, Histamin, _

Prostaglandinler, Enzimler
> Hiperreaktivite

. Brong c%lrfksuyom

Semptomlar

Sekil 2-2: Allerjik astim patogenezi [2]

Tek tip, reversibl, kronik bir obstriiktif akciger hastaligi olarak diisiliniilen
astimin farkli yolaklar ile olusabilecegi diislincesi, ilk kez 1947°de ekstrensek yani dig
etkenlere bagli, atopik alt tip ve intrensek, icten gelen, allerjik olmayan alt tip olarak
ikiye ayrilmasi ile sekillenmeye baglamistir [14]. Giiniimiizde ise astim, heterojen bir
hastalik olarak kabul edilmektedir. Astim hastalari, uygun takip, tedavi ve prognozun
ongoriilebilmesi amaciyla klinik, fizyolojik, immdinolojik ve patolojik parametreler
araciligi ile farkli astim fenotiplerine ayrilmaktadir [15, 16]. Astim smiflamasinda bir

diger kavram ise, klinik yansimalarin dahil edilmedigi, genetik ve immunolojik
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mekanizmalar ile sekillenen endotip kavramidir [17]. Fenotip kavramindan farkli
olarak, astim endotipleri, genetik ve molekiiler 6zellikleri ile birbirinden ayrilmakta ve

kismen daha az degisken bir seyir izlemektedirler [18].

Yardimc1 T lenfositlerinin, 1986 yilinda, sitokin profillerine gore iki ayr1 alt tipe
ayrilmasi ile edinsel immiinite ile ilgili bakis agis1 degismis, bu yaklagim glintimiizdeki
astim alt tiplerinin sekillenmesinde de rol oynamustir [19, 20]. Tip 1 (Th1l) ve tip 2
yardimct T lenfosit (Th2) yaniti modeli, CD4+ T hiicrelerinin alt popiilasyonlarinin
aracilik ettigi immiin cevaplar1 tarif etmektedir. Thlt ip hUcreler interlokin (IL)-2,
interferon gamma (IFN-y) ve lenfotoksin alfa salinimi ile hiicre i¢i patojenlere karsi
defans1 yonetirler [21]. Th2 tip hicreler ise IL-4, IL-5, IL-9 ve IL-13 dreterek,
helmintler ve hiicre dis1 bakterilere karsi olusan enflamatuvar siirecte kilit rol oynarlar

[21, 20].

Havayollarinin tip 2 immiin cevabi, IL-4, IL-5, IL-9 ve IL-13 gibi Th2 tip
hiicrelerden salgilanan sitokinler ile tetiklenen, eozinofiller, mast hicreleri, Th2
hiicreler, grup 2 dogal lenfoid hiicreler (innate lymphoid cell 2 - ILC2) ve
immanglobulin (1g) E iireten B hiicrelerin yer aldigi, aeroallerjenlere karsi bir agiri
duyarlilik reaksiyonudur. Bu yolak, temel olarak ‘yiiksek tip 2’ astim endotipini
belirlemekte olup, en ayirict klinik niteligi, kortikosteroid tedavilerine yanitli olmasidir
[22]. Allerjik astim ve eozinofilik astim bu grubun alttipleri arasinda sayilmaktadir.
Kortikosteroidlerin yan etkileri ve bazi siddetli olgularda etkilerinin istenen diizeyde
olmamasi nedeniyle, anti IgE, anti IL-5, anti IL-4, anti 1L-13 gibi 6zgiin monoklonal

tedavi yontemleri bu grupta kullanilabilir diger tedavi se¢enekleridir.

Ikinci alt tip ise ‘diisiik tip 2° astim olarak siniflanmaktadir. Notrofilik astim,
pauci-graniilositik astim, obezite iliskili astim, Th17 iligkili astim yine bu grubun i¢inde
sayilabilecek farkli endotip ve fenotiplerdir. Th17 hiicreleri, IL-17A, IL-17F, IL-21 ve
IL-22 iireten ve agir astimlilarin brons biyopsilerinde bulunan hiicrelerdir [23]. ‘Diisiik
tip 2’ astimda havayollarinda ve periferik kandaki IL-17 dizeyi, havayolu
hiperreaktivitesi, mukus hipersekresyonu, havayolu obstriksiyonu ve kortikosteroid
direnci ile korrelasyon gostermektedir [24-26]. “Yiiksek tip 2’ astimda goriilen steroid
cevaplilig1 bu endotipte bulunmamaktadir. Ayrica, yine allerjik ve eozinofilik alttiplerin
agir formlarinda kullanilan monoklonal tedavi segenekleri bu grupta mevcut degildir

[25]. Yine yiiksek tip 2 astimimin aksine bu grubun ayrimi i¢in bir biyobelirteg de tespit
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edilmemistir. Tim bu nedenlerle arastirmaya acik, giincel ve merak edilen bir konu

olmaya devam etmektedir [27].

Astim, endotipik ve fenotipik smiflamasinin yaninda, Avrupa ve Amerika
Solunum Cemiyetlerinin de Onerileriyle birlikte, 2010 yilindan itibaren klinik kontrol
kavramina gore de siniflandirilmaktadir [28]. Bu siniflama siibjektif hasta yakinmalarini
temel almaktadir. Asttimda yakin kontroliiniin degerlendirilmesinde farkli yontemlerden
biri kullanilarak astimli hastada yakinmalarin kontrol altinda olup olmadigina karar
verilir [2]. Bu karar hastanin takibi ve tedavi diizenlenmesi agisindan énemlidir. GINA

kilavuzu tarafindan 6nerilen semptom kontrol kriterleri Tablo 2-1’de 6zetlenmistir [1].

Tablo 2-1: Astimda kontrol degerlendirmesi [1]

Astim semptom kontrolii Tyi Yetersiz Kotu

kontrol

Son 4 haftada hastanin semptomlart kontrol kontrol

Haftada ikiden fazla  gunduz

semptomu Bunlardan | Bunlardan 1ya | Bunlardan 3
Astim nedeniyle herhangi bir gece A0 [0 a6 2 e g & i
olmamast olmasi olmasi

uyanma

Kurtarict ilaca haftada ikiden fazla
gereksinim duyma

Astim nedeniyle herhangi bir aktivite
kisitlamasi
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Kortikosteroide yanitsizlik Kortikosteroide iyi yanit | Kortikosteroide yanitsizlik
C) % i
Notrofiller, TH17 (?), ILC5 (?) Eozinofiller ve monositler
IL-17 IL-5, IL-4, IL-10, IL-13
Natrofilik astim, Obezite iliskili astim Allerjik astim, éozinofilik astim

Diustik tip 2 Yiiksek tip 2

Sekil 2-3: Tip 2 enflamasyon ve astim endotipleri[27]

2.1.1 Astim tanisi

Astim tanisinin temelinde hastanin Oykiisii ve solunum fonksiyonlarindaki
reversibilitenin gosterilmesi esas alinir. Kiside, astim diisiiniilmesi igin, oncelikle
siddeti zaman igerisinde degisiklik gdsteren, inhaler tedavilerle ya da kendiliginden
kaybolabilen yakinmalar1 olmas1 gereklidir. Bunlar; nefes darligi, hirilti, oksiirtik,
gogiiste sikisma ve Otme hissi gibi semptomlardir. Hastanin basvuru sirasinda,
herhangi bir sikayeti yoksa, fizik muayene sirasinda herhangi bir bulgu tespit
edilmeyebilir. Astimin reversibilitesi nedeniyle, solunum sistemi degerlendirilmesi
sirasinda, hava yolu obstriiksiyonuna ait bir bulgu tespit edilmemis olmasi astim
tanisin1  dislamamaktadir [2]. Ancak bazi durumlarda, astim komorbiditelerinin
muayene bulgular1 farkedilebilir. Nazal polipozis, atopik dermatit, obezite gibi
bulgular tanmin dogrulanmasinda veya astimin smiflandirilmasinda yardimci

olabilir.

Solunum fonksiyon testleri, degisken hava akimi kisitlanmasinin siddetinin ve
varliginin tespitinde yardimci olmaktadir. Solunum fonksiyon testi bulgularinin
normal olmasi da astim tanisim1 ekarte ettirmemektedir. Ancak, bronkodilatator bir

tedavi sonrasinda fonksiyonlarda kismi diizelme astim tanisini1 desteklemektedir.



21

Solunum semptomlarinin ve fizik muayene bulgularinin astimla uyumlu oldugu
durumlarda, solunum fonksiyon testleri astim tanisini dogrulamasa dahi, 1-3 ay
boyunca deneme tedavisi verilerek sorasinda ileri testler i¢in hasta kontrole

cagrilabilmektedir [2, 1].

Allerjinin degerlendirilmesi, fenotip belirlenmesinde ve risk faktorlerinin ayirt

edilmesine yardimci olabilir.

Solunum semptomlari olan hasta

Semptomlar astim ile uyumlu mu?

I HAYIR
EVET

Ayrintili anamnez ve fizik muayene
Anamnez/fizik muayene astim tanisini

destekliyor mu? Alternatif tanilar icin ayrintil
[ anamnez ve tetkikler
Klinik aciliyet var ve baska I HAYIR
tani olasih@ diisiik EVET Alternatif tant dogrulandr rmi?

Spirometri/PEF (obstriiksiyon
varhifinda reversibilite testi)

Bulgular astim tanisini destekliyor mu?

Y —— HAYIR ——  Testj tekrarla veya baska test yap

~—HAYIR—|
iKS ve gereinde kisa etkili e EVET Astim tarusi dogrulandi mi?
beta-agonist ile ampirik tedavi
Cevabi degerlendir HAYIR
1-3 ay icerisinde tarsal .
tetkikler EVET EVET

En olasi tani icin deneme tedavisi
veya daha ileri inceleme igin sevk

Y

Y

- Alternatif taminin
ASTIM TEDAVIsi tedavisi

IKS: inhale kortikosteroid, PEF: Zirve ekspiratuar akim (ii¢ élctimiin en yiiksek olani).
Reverzibilite ciddi ataklar veya viral infeksiyonlar sirasinda tespit edilemeyebilir. llk bagvuruda reverzibilite saptanamiyorsa ileri
tetkik imkani olup olmamasina ve tedavi ihtiyacimin aciliyetine gére karar verilir.

Sekil 2-4: Astim tamisal yaklasim algoritmasi [2, 1]

2.1.2 Astim tedavisi

Astim tedavisinin amaci, yakinmalarin en iyi sekilde kontrol altina alinmasi,
kisinin gilinlik aktivitelerine asttim nedenli bir kisitlama olmadan devam

edilebilmesi, ayrica astim ataklarinin olmamasidir. Tedavi ayni zamanda astimin
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reversibilitesini kaybederek, remodelling olarak da isimlendirilen persistan hava

akimi kisitlanmasi ile komplike olmasi ve ilag yan etkileri gibi riskleri azaltmaktir.

Tedavinin basarisinda hastanin, sigara ve hava kirliligi gibi genel, ayrica
allerjenler gibi kendisine 6zel tetikleyicilerden uzak kalmasi, hasta-hekim isbirligi,
hastanin tedaviye uyumu ve inhaler ilaglarin dogru kullanilmasi ¢ok onemlidir.
Hastada; aktivite, uyku, giinliik yasam sirasinda optimal kontroliin kazanilacagi en
etkin ama en dusiik doz tedavi uygulanir. Once ii¢ ay, sonra yillik araliklarla yapilan
takipte hastanin degisen saglik durumu, yakinmalari, yasam kosullar1 ile tedavi
diizenlenir. Tedavi semasinda bir basamak sistemi kullanilmaktadir [2, 1]. Inhale
kortikosteroid tedavisi, enflamasyon ve kontrol {izerindeki etkisi ile astim
tedavisinin temelini olugturmaktadir. Bu tedavinin uygun ve diizenli kullanilmasina
ragmen, istenen hedefe ulasilamadiginda, basamak cikilir, doz arttirilir, semptom
giderici olarak uzun etkili inhale beta agonist tedavisi eklenir, komorbiditeler
degerlendirilir ve ayirici tanidaki diger hastaliklar gozden gegirilir. En son asamada,
hasta, sistemik steroid ve monoklonal tedavi segeneklerinin degerlendirilmesi
amaciyla, uzman bir merkeze yonlendirilir. Astim kontrolii saglanan ve en az (¢ ay

kontrolde olan hastanin tedavisinde basamak inilebilmektedir.

2.2 Obezite
Diinya Saghk Orgiitii (DSO), obeziteyi, 21. yiizyitlm en Onemli saghk
tehditlerinden biri olarak gostermektedir [29, 30]. 1980’lerden itibaren, prevelansinin ii¢
katina ¢ikmasiyla kardiyovaskiiler hastaliklar, kanser ve diyabet gelisimi i¢in dnemli bir
risk faktorii olmanin diginda, psikososyal problemlere ve fiziksel engellere yol
agmaktadir [30]. Son istatistiksel verilere bakildiginda, Avrupa Birligi ilkelerinde

obezitenin eriskinlerin %10-30’unu etkiledigi goriilmektedir.

Obezite; tip 2 diyabet, hipertansiyon, dislipidemi, kalp ve damar hastaliklari,
uyku apne, kanser gibi bir ¢ok kronik morbiditenin sikligini arttirmaktadir. Saglik

hizmeti harcamalarinin, fazla kilolu ve obez kisilerde belirgin arttig1 bilinmektedir [31].

DSO tarafindan obeziteyi tamimaya ve tanimlamaya yonelik bir indeks
gelistirilmistir. Vicut kitle indeksi (VKI) olarak adlandirilan bu sayi, hastalarin
kilogram biriminden agirliklarinin, metre biriminden boy uzunluklarinin karesine

boliinmesiyle hesaplanmaktadir. VKI siniflamasi kardiyovaskiiler hastalik riski temel
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alinarak yapilmaktadir [32]. VKi’nin 30 kg/mz ve iistiinde olmasi obezite olarak
tanimlamaktadir (Tablo 2-2).

Tablo 2-2: Obezite simiflamasi [29]

o Zayif —<18.5 kg/m2
e Normal —>18.5 to 24.9 kg/mz
e Kilolu — >25.0 to 29.9 kg/m2

e Obez —>30 kg/m2
* Smif I — 30.0 to 34.9 kg/m2
« Siif I — 35.0 to 39.9 kg/m2
* Smuf 11T — >40 kg/m2 (morbid obezite, ciddi obezite)

Obeziteye sebep olan bircok faktor vardir. Baslica diyete bagli obezite,
endokrin obeziteler, sosyal ve davranigsal faktorler, sedanter yasam tarzi ve genetik

nedenler sayilabilir [33].

Obezite varliginda, kisinin genel saglik risklerinin belirlerken, obezitenin
derecesi (VKI ile), abdominal obezite (karin cevresi dl¢iimii ile), kardiyovaskiiler
risk faktorlerinin, uyku apnesinin, karaciger yaglanmasinin, osteoartrit ve diger
obezite iligkili risklerin degerlendirilmesinin yapilmasi 6nerilmektedir. Koroner kalp
hastalig1, diger aterosklerotik hastaliklar, tip 2 diyabet ve uyku apnesi dahil olmak
lizere bir¢ok hastaligin bir arada bulunmasi, hastalari mortalite acisindan ¢ok

yuksek risk kategorisine sokmaktadir.
2.3 Obezitenin akciger hastaliklarina etkisi
2.3.1 Fizyolojik etkiler

Obezite intrabdominal ve plevral basinglar1 arttirirken, ayni zamanda
torasik voliimiin azalmasina yol agmaktadir [34]. Bu durum tidal volimd,
fonksiyonel rezidiiel kapasiteyi, total akciger kapasitesini azaltirken, yine
akciger fonksiyon testlerinde; birinci saniyedeki zorlu soluk verme hacmi
(forced expiratory volume in one second-FEV1) ve zorlu vital kapasite (forced

vital capacity - FVC)’nin azaldig1 izlenmektedir. Morbid obezitenin akciger
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kompliyansini azalttigt da gosterilmistir [35]. Tum bu durumlar dinamik

hiperenflasyona sebep olur ve oksijen parsiyel basinci azaltir [34].

Kisitlanmig hava akimmin yaninda, obezitenin havayolu asir1
duyarliligina yol agip agmadigi hala bir tartisma konusudur [36]. Diistik akciger
voliimii ile nefes alan obez kisilerde, havayolu diiz kas uzama kapasitesinde

azalma ve havayolu asir1 duyarlilig1 olabilecegi diistiniilmektedir [36].
2.3.2 Immiinolojik etkiler

Obezite, glukoz ve lipid metabolizmasii degistirmenin yaninda, ayni
zamanda immdin sistem hucreleri tGzerinde de belirgin etkisi olan bir kronik
sistemik enflamatuvar durumdur (Tablo 2-3) [37-39]. Adipoz doku, makrofajlar
ve diger enflamatuvar hiicreler ile infiltredir [40]. Adipoz doku makrofajlari;
Ma, Klasik yol ile aktive olan makrofajlar ve M2 alternatif yol ile aktive olan
makrofajlar olarak iki temel alt grupta incelenmektedir [41]. Obezite varliginda,
adipoz doku M1 makrofaj sayis1 artmakta, enflamasyon ve insiilin direnci ile
korrelasyon gostermektedir. Zayif kisilerde ise M2 makrofajlar sayica baskindir
ve adipoz doku homeostazisini saglamak igin anti-enflamatuvar sitokinler
salgilarlar [42, 43]. Obezite, T lenfositlerde IL-17 ekspresyonuna yol agmaktadir
[44]. Mast hiicreleri, kapiller damar cevrelerinde yer alirlar ve adipoz dokunun
anjiogenezinde rol oynarlar. Hatta mast hiicre stabilizatorii olan ilaglarin,
farelerde obezite ve diyabeti azalttigi gosterilmistir [45]. Eozinofillerin, farelerin
beyaz adipoz dokularinda IL-4 eksprese eden baglica hiicreler oldugu
gosterilmistir.  Yiiksek yagli bir diyetle beslenen farelerde, eozinofillerin

yoklugunda, insiilin direncinin gelismesine yatkinlik olmaktadir [46].

Tim bu etkiler, akciger hastaliklarinda enflamasyonun artmasina,
yetersiz defansa bagli solunum yolu enfeksiyonlarinin siddetlenmesine, solunum
yolu malinitelerinde tedavi direncine ve dolayisiyla akciger hastaliklarinin
yetersiz kontroliine sebep olmaktadir (Sekil 2-5) [40] .



Tablo 2-3: Obezitenin insan lokosit fonksiyonlari iizerine etkileri [40]

Hucre Tipi Obezitenin etkisi

Polimorf niiveli 16kositler | Fagositoz ve reaktif oksijen radikallerinde artis,
defektif bakteri 6lumi [47]

Makrofaj / monositler Fagositoz ve reaktif oksijen radikallerinde artis,
proenflamatuvar sitokin uretimi [48]

CDA4+ T lenfositler Tl polarizasyonu [49]
CDA4+ T lenfositler Mitojen aktivasyonuna azarlmis proliferatif cevap [47]
B Lenfositler Mitojen aktivasyonuna azalmig proliferasyon [47]
NK hcreler Bozulmus sitotoksik aktivite [50, 51]
Obezite

Komorbiditeler Artmis .
(Refli, Tip 2 proenflamatuvar Metabolik
Diyabet) medyatorler bozukluklar
Artmis pnémoni Kronik sistemik Bozulmus immiin
riski enflamasyon hiicre me lizmasi

woow

Pulmoner konak yanitta
zayiflama

Sekil 2-5: Obezite iliskisi pulmoner konak yanitta bozulma [40]
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2.3.3 Obezite ve astim iliskisi

Obezite ve astim, diinyada artan prevelansi ile endise yaratan iki
epidemik hastalik olarak hem eriskinleri hem de pediatrik popiilasyonu tehlike
altina almaktadir [52-54]. Giinlimiizde, astimin siddetinin, astim ile iliskili
medikal ekonomik yiikiin, acil basvurularmm ve astim morbiditesinin arttig1
bilinmektedir [53, 54]. Astim ve obezite prevelansindaki bu artis dogrultusunda
ikisinin arasindaki iligki sorgulanmaktadir.

Obezite ile astimin baglantili olabilecegi ilk kez 1999’da diisiiniilmiistiir
[55]. On sekiz yasinda VKI yiiksek olan ya da 18 yasindan sonra anlamli kilo
alan kadinlarda dort y1l icinde astim gelisme riskinin arttig1, VKI 30°dan yiiksek
olan kadinlarda ise astimin 2,5 kat daha sik goriildiigl tespit edilmistir. Bu
arastirmanin sonuclar1 uzun yillar tartisilmig, ayn1 zamanda obezite ve astim
siklig1 artarak devam etmistir [56]. Obezite giiniimiizde hem astim gelisimi i¢in
onemli bir risk faktorii, hem de astimi kotiilestiren bir etken  olarak
gorulmektedir [57]. Obez kisilerde astim gelisme riskinin 1.92 kat arttigi
belirlenmis, ayrica VKI ile astim gelisimi arasinda pozitif yonde bir korrelasyon
oldugu gosterilmistir [58, 59]. Dislipidemi, gastroozefageal refli, uyku ile
iliskili solunum problemleri, tip 2 diyabet ve hipertansiyon gibi obezite
komorbiditeleri de ayni sekilde astima yatkinlik hazirlayabilmekte ya da astimi
kotiilestirebilmektedir [60]. Tiim bunlara ilave olarak astim ve obezitenin ortak
genetik Ozellikler, in utero kosullar ve benzer yasamsal ve beslenme ile ilgili
faktorler nedenleriyle etiyolojik benzerlikleri de bilinmektedir.

Obezite ve astimin sebepsel iliskisinde bazi beslenme aliskanliklarinin
etkili oldugu diisiiniilmektedir. Obeziteye sebep olan batili tarzi, doymus yag
asitlerinden zengin, lif ve antioksidandan fakir diyetin astimi koétiilestirdigi ile
ilgili yeni hayvan ¢aligmalar1 yaymlanmaktadir [61, 62]. Insanda da tiiketilen
yagdan zengin tek bir 6giinilin, ndtrofilik havayolu enflamasyonunu arttirdig ve
bronkodilatator ilaglara cevabi azalttigi gosterilmistir [63]. Obezojenik diyetin,
kisa zincirli yag asitlerinden oOzellikle propiyonatin diizeyini azaltarak
gastrointestinal sistem mikrobiyomunun yapisini degistirdigi ve allerjik hava
yolu enflamasyonuna sebep oldugu diisiiniilmektedir [64, 65].

Akciger fonksiyonlarindaki fizyolojik farkliliklar yaninda, obezite ile

asttimin asil iligkisinin immiinolojik yolaklar araciligi ile oldugu bilinmektedir.
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Obezite, soluk alma ve verme sirasinda, enerji harcamasimi ve dolayisiyla
solunumsal talebi arttiran bir durumdur. Obezite iliskili enflamatuvar sitokinler
[tmor nekroz faktori-a (TNF-a), leptin] ve hormonlar (insiilin) havayolu diz
kaslarmin kontraktilitesini arttirmaktadirlar [66]. Adipositler ile tetiklenen
proenflamatuvar aktivite obezitede kronik enflamatuvar bir duruma sebep
olmaktadir [60]. Bu durum makrofajlarda M1 yonilinde aktivasyona, regilatuvar
T lenfosit ve Th17 oraninda degisiklige sebep olmaktadir. Adipoz dokuda M1
makrofaj polarizasyonu, TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-12, IL-15 ve IL-23 gibi
proenflamatuvar sitokinlerin artigina yol agar [67]. IL-6 ve TNF-a, Th17 hiicre
farklilagsmasi i¢in 6nemli bir uyaranlardir. Obezite varliginda Th17 hiicrelerinde
artts gorlilmektedir [68]. Th17 hucreleri IL-17 salimimi ile nétrofil gogiine,
proliferasyonuna ve noétrofillerden salinan proenflamatuvar sitokinlerin (IL-6,
IL-8), kemokinlerin, adezyon molekiillerinin artisina neden olur [68]. IL-17’nin
ayrica, fibroblast aracili enflamatuvar medyatorlerin ve dolayisi ile hava yolu
remodellingini arttirict etkisi de mevcuttur.  [68]. Leptin ve insdlinin,
regiilatuvar T hiicreleri ve onlardan salinan IL-10 Uzerinde inhibitor etkisi
bilinmektedir. Bu etki, obezite astiminda bu hiicrelerin sorumlu oldugu
enflamasyonun kontroliinde yetersizlige yol agmaktadir [69, 70].

Obezite ve astim birlikteligini inceleyen birgok immiinolojik ve
fizyolojik patogenez ¢aligmasinin yaninda, obez hastalarin astim kontrollerinin
yetersiz, asttm nedenli hastaneye yatis sayilarmin yiliksek, standart tedavi
yanitlariin  nomal kilolu astimlilara kiyasla kotii  oldugunu gdsteren
epidemiyolojik arastirmalar da yaymlanmistir [71, 72, 59, 73, 74]. Tim bu
bilgiler 151ginda, obezite astim1 farkli bir fenotip olarak ele alinmaya
baslanmistir [1]. Birgok calisma obezite iliskili astimi1 daha az atopik olarak
saptarken [67], atopiye neden oldugunu gosteren arastirmalar da mevcuttur [75,
76]. Bilimsel verilerdeki bu ¢eliskiler ve belirgin kilo verilmesiyle gerileyen ya
da gerilemeyen iki ayr1 grup oldugu hipotezi ile obezite astimi, astimin baslangic¢
zamanina gore iki ayri alt tipe ayrilmistir [77-79]. Erken baslangigli obezite
iliskili astim, genellikle yiiksek tip 2 fenotipine uygun bir astim grubu olarak
tamimlanmistir [79]. Diger grup ise, ge¢ baslangich obezite iliskili astim,
havayolu enflamasyonunun az oldugu, ancak adipoz dokuda ciddi enflamasyon

ve oksidatif stres saptanan, genellikle kadin hastalardan olusan bir gruptur,
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periferik hava yollarinda elastans ve kapanma artmistir [80]. Yas ve obezite
derecesinin ge¢ baslangicli astimda 6nemi, bir fare ¢alismasi ile desteklenmistir
[81]. Yuksek kalorili diyet ile beslenen 20-22 haftalik farelerde hava yolu asiri
duyarhilig1 gelismezken, ayni diyet ile beslenmis 30-38 haftalik farelerde
gelistigi gosterilmistir. Geg baslangi¢h astim i¢in yas sinir1 kesin olarak
belirlenmemis olsa da, bircok yayinda 12 yastan sonra gelisen astimin bu grupta
incelendigi goriilmektedir [82, 83]. Bu iki temel alt tipe ilave olarak, bazi
yazarlar, yine kadinlarda nétrofilik hava yolu enflamasyonu ile seyreden ve kilo
verilmesiyle diizelen {iglincii bir obezite astimi fenotipi de tanimlamiglardir [84].
Bu son grupta 6zellikle fare modellerinde, hava kirliligi, kimyasal temizleyiciler,
kokular gibi irritan etkenlere asir1 hassasiyet de gosterilmistir. Bu durumun,
gercekten ticlincii bir alt grup ve ayr bir reaktif hava yolu sendromu tipi mi
yoksa, biitiin obezite iliskili astimlarda olan bir 6zellik mi oldugu heniiz
bilinmemektedir [85, 86]. Bu verilerle obezite ve astim iligkisi ti¢lii bir Venn
semasi olarak gosterilebilmektedir (Sekil 2-6) [57].

Geg baslangigh
obeziteye bagl astim

Natrofilik Erken baslangigh
obezite obezite ile
iliskili . komplike olan
astim X astim

Sekil 2-6: Farkh obezite iliskili astim fenotipleri [87]
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2.4 Dogal Oldiiriicii Hiicreler
Dogal Oldiiriicii (Natural Killer - NK) hiicreler, hem hicre lizisi, hem de
immanregllatuvar sitokin tiretimi kapasitesine sahip, dogal immiin cevabin onemli
bilesenleridir [88]. Periferik kan mononukleer hucrelerin %10-15’ini olustururlar,
periferik dokularda da bulunurlar, fenotipik olarak Cluster of Differentiation 56 (CD56)
[53] ve CD16 yiizey belirteglerinin varligi ve CD3 T hiicre yiizey belirtecinin yoklugu

ile tanimlanirlar [89].

NK hicreleri, yizeylerinde CD56 (ndral hicre adhezyon molekull) antijeninin
yogunluguna gore, fenotipik ve fonksiyonel olarak iki alt tipe ayrilmaktadir [90]. CD56
ekspresyonu, sadece NK hiicreleri ile sinirli degildir, gamma delta (yo) T hiicreleri ve
aktive edilmig CD8+ T hiicreleri de dahil olmak tizere diger lenfoid hiicrelerde ve ayrica
dendritik hiicrelerde de tespit edilmistir. CD56 antijeninin, adezyonda, ndron
biliylimesinde, sinaps plastisitesinde, 6grenme ve hafizada rol oynadigi gosterilmistir
[91]. Insan NK hiicreleri cogunlukla CD56 antijenini diisiik yogunlukta eksprese eden
hiicrelerdir. Bu hiicreler, ‘CD56soluk’ olarak adlandirilmaktadirlar. Yiizeylerinde yiiksek
derecede Fcy reseptorii IITA (FcyRIIIA, CD16) mevcuttur. Daha fazla farklilasmis
oldugu kabul edilen CD56s0luk NK hiicreleri, yiksek miktarlarda perforin, granzim ve

sitolitik grandller icerirler. Bu nedenle sitolitik kapasiteleri daha ytiksektir [92].

NK hiicrelerinin diger bir alt tipi ise, olgunlasmamis, CD56parlakCD16soiuk NK
hiicreleridir. Sayilar1 ¢ok daha azdir, IL-2 ile stimiile olurlar, agirlikli olarak insan
periferik dokularinda bulunurlar ve sitotoksik kapasiteleri daha diistiktiir [93]. Ancak
basta IFN-y olmak tizere, TNF-a, graniilosit-makrofaj koloni stimile edici faktor (GM-
CSF), IL-10 ve IL-13 gibi sitokinleri bol miktarda Gretirler [94]. Ayrica, CD56soluk NK
hicreleri genellikle akut enflamatuvar periferik bolgelerde bulunurken, CD56parlak NK

hicreleri kronik enflamatuvar bélgelere goc ederler [92, 95].

Insan NK hiicresi sitotoksik aktivitesi; major histokompatibilite kompleks
(major histocompatibility complex, MHC) smif I ve sinif II benzeri molekiilleri ve diger
ligandlar1 taniyan ¢ok cesitli aktivator ve inhibitor reseptorler tarafindan kontrol edilir
ve bu reseptorler, NK hicrelerinin regilasyonuna katilir [96]. Bu reseptorler, killer
immuinoglobulin benzeri reseptorler (KIR), CD94 / NKG2 lektin benzeri reseptorler
veya NKp30, NKp44 ve NKp46 iceren dogal sitotoksisite reseptorleri olarak
smiflandirilabilir [88]. NK hcrelerinin en glgli aktivator reseptdrleri CD16, NKG2D
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ve dogal sitotoksisite reseptorleri NKp30, NKp44 ve NKp46'dir [97]. NKp46 ve
NKp30'un bitun periferik kan NK hiicreleri tarafindan eksprese edildigi, ancak diger
immiin hiicrelerde bulunmadigi gosterilmistir [98, 99]. NK hicre reseptorleri, spesifik
tedaviler icin cazip potansiyel hedeflerdir ve bu nedenle, farkli hastaliklarda bu
reseptorlerin rollerinin daha iyi tanimlanmasina ihtiya¢ vardir. NKG2D, tiim olgun NK
hlcrelerinde ve NKT hicrelerinde aktivator bir reseptordir [100, 101]. NKG2D
reseptorii, insanlarda DNA hasarina tepki olarak indiiklenen MHC sinif I zincirine bagl
molekuller (MICA veya MICB) ve UL16 baglayici protein ligandlarinin bir
reseptoridur [102]. NKG2D timor, greft reddi, ateroskleroz, otoimminite,

enfeksiyonda ve allerjik astimda rol oynamaktadir [102, 92, 95, 103].

NK hiicreleri, CD56 ekspresyonu disinda, sitokin sekresyonuna gore de alt
gruplara ayrilmistir. /n vitro ve in vivo calismalar, NK hiicrelerinin, yardimec1 T
lenfositlere benzer sekilde, NK1, NK2, NK17, NK regiilator (NKreg) ve NK22 hiicre
tiplerine polarize olabildigini gdstermektedir [93]. IL-12 varliginda stimiile olan NK
hiicreleri (NK1) agirlikli olarak IFN-y iiretir, IL-4 varliginda stimiile olanlar ise (NK2)
IL-5 ve IL-13 Gretirler [104]. IL-10 ve TGF-p salgilayan NKreg hiicreler transplant ve
gebelik toleransini arttirirlar [105-107]. Fenotipik olarak CD56+CCR4+RORyt+Thet+IL-
23R- seklinde tanimlanan, IL17 ve IFN- y iireten hiicreler NK17 hiicreleridir. insanda
aktivasyon olmadan multipl sklerozlu [81] hastalarin beyin omurilik sivisinda izole
edilmislerdir ve bu hastalarin periferik kanindan in vitro IL-2 aktivasyonu ile stimdile
edilmigslerdir [108]. NK22 hiicreleri ise romatoid artrit patogenezinde rol oynadigi
diistiniilen, IL-22 ve TNF-a tireten NK alt tipidir [109].

2.5 Dogal Lenfoid Hiicreler
ILC son 10 yilda yogun arastirmalarin odagi olmus, ¢esitli dokulardaki immiin
yanitlarda kilit oyuncular olarak ortaya ¢ikmislardir [110]. Sitokin Gretimi ve ana
transkripsiyon faktorii ekspresyonu ile, T yardimci T hiicreleri ile uyumlu fonksiyonlar
gosterseler de, yardimer T hiicrelerin aksine, ILC'ler antijene 6zgii reseptorleri eksprese
etmez ve ortak hucre belirtecleri icermezler. Ancak alarminler ve sitokinler gibi hasar

kaynakli sinyallere cevap verir ve adaptif immiin yaniti sekillendirebilirler [111].
ILC’ler gliniimiizde ii¢ grup altinda incelenmektedir:

Grup 1 ILC'ler (ILC1), CD127'nin ekspresyonu olmayan ve olgun NK genetik
yapisini icermeyen NK hiicreleri ve NK olmayan ILC1’leri kapsamaktadir. IFN-y ve
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TNF-a iretirler. T-bet transkripsiyon faktorini eksprese eder ve 1L-12, IL-15 ve IL-

18’¢ yanit olarak, patojenlere ve tiimor hiicrelerine verilen immiin cevaba aracilik

ederler [112].

Grup 2 ILC'ler (ILC2), IL-4, IL-5, IL-13, IL-9 ve ampfiregulin Uretir. GATA3
ve RORa transkripsiyon faktorlerini ekspresse eder ve 1L-25, timik stromal lenfopoietin
(TSLP) ve IL-33'e cevap olarak parazitlere ve allerjenlere karsi tepkilere aracilik ederler

[113].

Grup 3 ILC'ler (ILC3), insanlarda, NKp44'lin ekspresyonuna goére alt gruplara
ayrilmustir. 1L-17 ve/veya 1L-22 sitokinlerini Gretirler. Ozellikle intestinal seviyede IL-
1B ve IL-23’ye cevaben bakteriyel ve fungal enfeksiyonlara karst mukozal immiiniteye

aracilik ederler [114].

2.6 Obezite Asttminda Dogal immiinite, Dogal Lenfoid Hiicreler ve Dogal

Olduricu Hucreler

Obezite, uzun yillardir kronik enflamatuvar yanitla iliskilendirilmis olsa da;
astimda obezite, diyette yag alimi ve degisen dogal immiin yanit arasindaki baglant1 son
bes y1l i¢inde, ILC’lere olan merak ve ilginin artmasi sonrasinda daha iyi tanimlanmistir
[39, 115]. Yiiksek yagl diyetle beslenen farelerde gelisen hava yolu asir1 duyarliliginin,
dogal immiinite ile iliskili oldugu, edinsel immiinite ile dogrudan baglantili olmadig:
goriilmistiir [115]. Bir diger ¢alismada, yine normal farelere kiyasla, yiiksek yagh
diyetle beslenen obez farelerin akcigerlerinde artan sayida ILC3 bulunmustur [116]. Bu
obez farelerde, edinsel bagisikliktan bagimsiz olan, allerjen maruziyeti olmamasina
ragmen, ILC3 kaynakli IL-17 iliskili havayolu duyarlili§i ortaya ¢ikmistir. Ayni
calismada, obeziteye bagli havayolu duyarliliginin, IL-17-- farelerde azaldigi da
gosterilmistir. Baska bir aragtirmada ise, asirt yagh diyetle ortaya cikan obezite
modelinin, ev tozu akari ile tetiklenmesi ile, hava yolunda, allerjik enflamasyonunun,
eozinofil infiltrasyonunun, Th2 ve Th17 sitokin profilinin ve sitokin salgilayan ILC2 ve
ILC3'"lerin arttig1 gosterilmistir [117].

ILC’lere kiyasla, astim ile iligkisi daha uzun siire siiredir arastirilan NK hiicreleri
ile ilgili ilk arastirmalarda astimlilarin periferik kaninda NK hiicrelerinin sitotoksik
aktivitesinin artmig oldugu gosterilmistir [118, 119]. Daha yakin tarihli ¢alismalarda ise,
agir astimlilarda NK hiicre aktivator reseptoriic NKG2D ve aktivasyon belirteci olan

CD69 antijeninin hafif astimlilara kiyasla daha yiiksek diizeyde eksprese oldugu tespit
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edilmistir. Agir astimlilarda periferik kandaki eozinofil sayisinin da, NK sayisi ile, NK
yluzeyindeki CD69 ve NKG2D ekspresyonu ile pozitif korrele oldugu saptanmustir
[120]. Fare modellerinde, allerjik sensitizasyon sonrasi efektor faz sirasinda
mediastinal lenf nodlarinda NK hiicre ekspansiyonu goriilmiistir [121]. Lenf
nodlarindaki NK hiicrelerinde, yiiksek miktarda CD86 ekspresyonu goriilmiis, bu
durum, NK hucreleri ile CD4+ T hiicreleri arasindaki iletisim ile ilgili oldugu seklinde
yorumlanmugtir. Efektor faz oncesinde NK deplesyonu, akcigerde eozinofil sayisinda

¢ok carpici bir diisiise neden olmustur [121].

Obezite astiminda, steroid tedavisinin etkisinin yetersiz olmasi, yeni monoklonal
tedavi segeneklerinin smirli olmasi ve dogal immiinitenin Gneminin anlasilmasi
sonrasinda, NK hiicrelerinin obezite astimindaki yerini irdeleyen insan ¢alismalart da
onem kazanmaktadir. Ozellikle agir astimda periferik kan NK hiicrelerinde, saglikli
kontrollere kiyasla, daha fazla sitotoksik mediator salinmasina ragmen, K562 miyeloid
hedef hiicrelerin 6ldiiriilmesi yetersiz bulunmustur [122]. Ex vivo deksametazon
maruziyeti, NK hiicrelerinden sitotoksik mediator salinimin1 ve hedef hiicrelerin NK
hiicreleri ile lizisini belirgin bir sekilde azaltmistir. NK hiicre fonksiyonunu devre disi
birakan kortikosteroidler nedeniyle ortaya ¢ikan durumun siddetli astimda kalic1 hava
yolu enflamasyonuna katkida bulundugu distinilmektedir [122]. Ayni sekilde
obezitenin de, ozellikle metabolik olarak sagliksiz erigkin ve cocuklarda NK hiicre

fonksiyonlarint bozdugu, serum IL-12 diizeyini azalttig1 bildirilmistir [123-125].

Tiim bu veriler 1s18inda, astim ve obezite epidemisinin yasandigr ve
kisisellestirilmis tedavinin 6nem kazandigi giiniimiizde, edinsel allerjik immiin cevap
icin gelistirilen tedavi yontemleri ile care bulamadigimiz farkl obezite iliskili astim
fenotiplerinde, dogal immiinitenin en iyi tanimlanmis hiicreleri olan NK hiicrelerinin
say1 ve fonksiyonlarini irdeleme ihtiyact duyulmustur. Calismamizda, erken baslangigch
ve gec baslangicli obezite astimi hastalarinin NK hiicre oranlari, NK hiicre alt gruplar
ve bu hicrelerin hiicre ici sitokin icerikleri ile sitotoksik aktivitelerinin saptanarak

astim1 olmayan obez kontroller ile karsilastirilmas1 amaglanmistir.
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Hasta sec¢imi
Calismamiza, klinik degerlendirme ve giincel astim rehberlerine gore, anamnez
ve fonksiyonel reversibilite varligi ile tan1 konulmus erken ve ge¢ baslangicli obezite
astim hastalar1 ve obez ancak astim olmayan kontroller dahil edilmistir. Erken ve ge¢
baslangigli astim i¢in, 12 yas smir olarak alinmistir. On iki yasindan erken baslayan

astim, erken baslangigli obezite astimi olarak tanimlanmistir [79].

Hastalar, Kklinik, fizik muayene bulgular1 ve objektif test yontemleri olan
solunum fonksiyon testleri, allerji testleri ile degerlendirilmis, calisma dahil edilme
kriterlerine uygun, dislanma kriterlerini icermeyen ve c¢alismaya dahil olmay1 kabul
eden hastalar alinmistir. Caligmamizda obezite, viicut agirligimin boyun karesine

boliinmesiyle elde edilen VKI’nin 30’un iistiinde olmas1 seklinde belirlenmistir.

Dahil edilme
* Yas: 18-65
¢ Onam

Dislanma
» Malinite, kollojen

doku hastaligi,
primer/sekonder
immiinsiipresyon,
instiline bagl diyabet,

Degerlendirme Laboratuvar

e Sj i i dan sayimi
_S|stefn|k:s tero_l d'. Fizik muayene Periferik kan I\)l/K hiicre alt
Immiin sipresif ilag VKI, Kilo gruplarinin saptanmasi
kullanimu, Allerji testi NK hiicre sitotoksik aktivitesi,

 Aktif viral ya da Astim kontroliintn CD107a ve granzim salinimi
bakteriyel enfeksiyon degerlendirilmesi NK hiicre alt gruplarinda hiicre

« BMI 30’un altinda reseptorleri ve hiicre ici sitokin

tayini

 Aktif sigara

Sekil 3-1: Calisma akis semasi
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Gondilliilerin arastirmaya dahil edilme kriterleri:

e 18-65 yas araliginda,

e Objektif yontemlerle kanitlanmig astim varligi/ kontrol grubu i¢in yoklugu,
e Onam alinan,

Goniilliilerin arastirmadan diglanma kriterleri:

¢ Bilinen malinite, kollojen doku hastalig1, primer / sekonder imminsupresyon
varligi, insiiline bagl diyabeti olan,

e Sistemik steroid, immiin siipresif ilag kullanimi1 mevcut,

e Son | ay i¢inde ge¢irilmis viral ya da bakteriyel enfeksiyonu olan,

e VKI 30kg/m2’nin altinda,

e Aktif sigara i¢en hastalar calisma disinda birakilmistir.

3.2. Astim tanisi ve fenotip belirlenmesi

Semptomlar, fizik muayene bulgular1 ve solunum fonksiyonlarinin 6l¢timii ile
asttim tanist konulmus, hastanin 06zge¢misi, ek hastaliklar1 ve allerji testi

degerlendirilmis klinik karakterlere gére astim fenotipi ayrimi yapilmistir.

Ozgecmis: Hastaligin baslangic yasi, ataklarmn tetikleyicileri (egzersiz,
menstrilasyon, meslek, allerjen ile maruziyet, aspirin, ilag, besin), ataklarin sikligi,
hastanin sigara igme Oykiisii, ek hastaliklar1 (gastrodzefageal refli, rinit, rinosinnizit )

degerlendirilmistir.

Semptomlar: Nobetler halinde gelen nefes darligi, vizing, oksiiriik ve gogiiste

baski hissi gibi semptomlar sorgulanmstir.

Fizik muayene: Solunum sistemi oskiiltasyonunda; ekspiryumun uzamasi,

vizing ve ronkis degerlendirilmistir.

Solunum fonksiyonlari: Solunum Fonksiyon testleri Amerikan Toraks Dernegi
ve Tiirk Toraks Dernegi’nin test kosullar1 icin gerekli Onerilere uyularak ayni
teknisyen tarafindan Viasys (Yorba Linda, California, ABD) cihaz1 kullanilarak
gerceklestirilmistir [126]. Test li¢ kez uygulanip, en iyi test dikkate alinmistir. Hava

yolu obstriiksiyonu saptanan hastalarda kisa etkili beta-2 agonist inhalasyonundan (4
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puf salbutamol (400mcg) 15-20 dakika sonra FEV1’de bazal degere gore >%12 veya

>200 mL artis olmasi ile reversibilitenin varligi tespit edilmistir.

Allerjinin degerlendirilmesi: Deri prik testi icin ALK-Abello, Madrid, ispanya
ticari allerjen kitleri kullanilarak rehberlerde onerilen sekilde yapilmistir [11]. Test
icin antihistaminik ilaglar 10 gln, H2 reseptor blokerler 24 saat, antidepresan ilaglar 1
hafta oOnce kesilmistir. Alerjen paneline ev tozlar1 (Dermatofagoides farinea,
Dermatofagoides pteronyssinus), hamam bocegi (Blatella germanica), ¢imen poleni
karisimi (grass mix), kiif alerjenleri (aspergillus ve cladiosporium) dahil edilmistir.
Negatif kontrol olarak serum fizyolojik (%0,9 sodyum Klortr) ve pozitif kontrol icin
de histamin (10 mg/ml) kullanilmis, deri testi sonuglar1 20 dakika sonra
degerlendirilmistir. Testin gegerlilik kriteri olarak pozitif kontroliin 3 mm ve (zerinde
ve negatif kontroliin 3 mm’nin altinda olmasi, endiirasyon ¢apinin 3 mm ve iizerinde

gdzlendigi alerjene karsi cilt reaksiyonu pozitif cevap olarak kabul edilmistir.

3.3. Astim kontroliiniin ve agirh@inin degerlendirilmesi

Hastalarin astimlarinin kontrol seviyesinin (astim kontrol testi-AKT) (Tablo 3-1) ve

kullanilmakta olan tedaviye gore agirligi degerlendirilmistir [28, 127, 1].
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1. Son 4 haftada astiminiz sizin iste, okulda veya evde yapmak istediklerinizi ne kadar

etkiledi?

Tamamen (1) Cogunlukla (2) Bazen (3) Nadiren (4) Hicbir zaman
(®)

2. Son 4 hafta siiresince ne kadar siklikta nefes darhgi hissettiniz?

Giinde bir Ginde bir kez (2) | Haftada 3-6 kez (3) Haftada 1-2 | Hicbir zaman

kezden fazla (1) kez (4) (5)

saatinden 6nce uyandirdi1?

3. Son 4 hafta siiresince astim sikayetleriniz kag¢ gece veya sabah sizi normal kalkis

Haftada en az 4
gece (1)

Haftada 2-3 gece
2

Haftada 1 kez (3)

Bir veya iki
kez (4)

Hicbir zaman

®)

cihazimzi kag¢ kez kullandiniz?

4. Son 4 hafta siiresince rahatlatici inhaler cihazimzi veya salbutamol tiirii nebiilizer

Haftada enaz 4 | Haftada 2-3 gece | Haftada 1 kez (3) Bir veya iki | Hicbir zaman
gece (1) (2) kez (4) (5)

5. Son 4 haftadaki astim kontroliiniizii nasil degerlendirirsiniz?

Hig kontrol Zayif diizeyde (2) | Bir dereceye kadar Iyi diizeyde | Tamamen
altinda degil (1) 3) (4) kontrol altinda

®)

Her sorunun cevabiyla iliskili puanlar yazilir. Bes puanin toplami toplam puani

olusturur (AKT puaninin 20 ve iizerinde olmasi, astimin kontrol altinda oldugunu

diistindirdr).

Giintimiizde astim agirhi@i retrospektif olarak semptomlar1 ve ataklari kontrol

altinda tutabilen minimum ila¢ gereksinimine gore siniflandirilmaktadir. En uygun

basamakta en az 3 aydir kontrol altinda olan hastada eger astim kontrolii:

» Diisiik doz inhale kortikosteroid, lokotrien reseptdr antagonisti veya sadece

kurtarici ilag ile saglanabiliyorsa “hafif astim”,
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» Basamak 3 tedavisi ile (diisiik doz inhale kortikosteroid ve uzun etkili beta

agonist) saglanabiliyorsa “orta astim”,

 Basamak 4-5 tedavisi ile (orta-yiiksek doz inhale kortikosteroid + uzun etkili beta
agonist ve ek diger ilaglar) saglanabiliyor ya da bu tedavilere ragmen astim kontrol

altina alinamiyorsa “agir astim” olarak kabul edilmektedir [2, 1].
3.4. Ornek toplama ve degerlendirme
3.4.1. Ornek temini

Hastalardan allerji muayenesi sirasinda, 10 ml’lik iki adet heparinize ve bir adet
kuru tipe kan alinmistir. Alman oOrnekler, Aziz Sancar DETAE immiinoloji

laboratuvarinda degerlendirilmistir.

3.4.2. Deneyde Kullanilan Kimyasal Malzemeler
3.4.2.1. Ficoll

Ficoll (Sigma Chem. Co. St.Louis, MA) yogunluk gradiyent santrifiijii ile
periferik kan mononiikleer hiicreler (PKMH)’i ayiran, noétral, yiiksek yogunluklu,
hidrofilik bir polisakkarittir. Konik tabanli Falcon tiipiin igerisine konulan Ficoll {izerine
yayilan kan, yogunluk farklarina gore yukaridan agagiya dogru serum, PKMH, Ficoll ve

eritrosit/graniilositler olmak tlizere tabakalara ayrilmaktadir.

3.4.2.2. Fiksasyon ve Permeabilizasyon Kiti

Fiksasyon & Permeabilizasyon kiti (eBioscience, Inc., San Diego, USA)
hicreleri, hiicre i¢i boyama islemine hazirlamada kullanilmaktadir. 1X
konsantrasyondaki fiksasyon g¢ozeltisi %4 formaldehit icermekte olup, hiicre yiizeyini
sabitlemek i¢in kullanilmaktadir. Permeabilizasyon ¢ozeltisi ise 10X konsantrasyonda
olup, kullanilmadan 6nce 1:10 oraninda distile suyla diliie edilmektedir, %0,1 oraninda
saponin  ve %0,0009 oraninda sodyum azid igermektedir. Hiicre yiizeyini
permeabilitesini arttirarak, boyamada kullanilacak monoklonal antikorlarin hiicre igine

girmesini saglamaktadir.

3.4.2.3. Lizis Cozeltisi
Lizis ¢ozeltisi, akan hiicre cihazi ile analiz i¢in periferik kan hiicrelerini floresan
isaretli monoklonal antikorlarla inkiibe edilmesini takiben, eritrositlerin lizisi amaciyla

kullanilmaktadir. Formaldehit ve dietilen glikol igeren FACS Lysing Soliisyonu (BD
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Bioscience, San Jose, USA) 1:10 oraninda distile suyla diliie edilip, tiip basina 2 ml
eklenip, 15 dakika karanlikta inkiibe edilmistir.

3.4.2.4. PBS (Fosfat Tampon Tuz Cozeltisi)
PBS (Sigma-Aldrich, USA), kan ile izotonik bir c¢ozelti (pH=7,4) olma
ozelliginden dolay1, hiicre silispansiyonu hazirlama ve santriflij ile hiicre yikama gibi

islemlerde kullanilmistir.

3.4.2.5. Roswell Park Memorial Institute kultir (RPMI) 1640

Kiiltiir i¢in zenginlestirici besi yeri malzemesi olarak kullanilan RPMI-1640
(Gibco,Life Technologies, Ingiltere) antibiyotik, antimikotik ve zenginlestirme
maddelerinin  eklenmesiyle in vitro deneyler icin hazir hale getirilmistir.
Zenginlestirmede kullanilan malzemeler: inaktive edilmis %10 steril fotal sigir serumu
(Bio Concept), %! penisilin / streptomisin karisimi (Gibco), 5 ml 100X MEM vitamin
cozeltisi (Gibco), %1 mM L-glutamin ¢ozeltisi (Gibco), 5 ml 100X MEM non esansiyel
amino asit ¢ozeltisi (Gibco), 5 ml 100 mM sodyum piruvat MEM c¢0zeltisi (Gibco) ve
50 mM B-merkaptoetanol eklenerek gergeklestirilmistir.

3.5. Hiicre Yiizey Molekiil Ekspresyonlarinin Belirlenmesi

Kontrol ve hasta gruplarindan alinan 100 pl heparinize kan 0Orneklerine
(2x10sh/ml) NK hiicre oranlari i¢in anti human-CD3-FITC, anti human-CD16-Alexa
Fluor, anti human-CD56-APC-Cy7, aktivasyon belirteci olarak anti human-CD69-APC-
Cy7 monoklonal antikoru uygun diliisyonlarda eklenmis ve 20 dakika oda sicakliginda,
karanlkta inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda hiicrelerin tizerine eritrositlerin lize
edilerek ortamdan uzaklastirilmas1 amaciyla 2 ml lizis ¢ozeltisi eklenerek 15 dakika
karanlikta inkiibe edilmis ve hiicrelerin iizerine izotonik bir tampon ¢ozelti olan 2 ml
PBS (Phosphate buffered saline - Fosfat tampon tuzu) eklenerek 10 dakika 1800 rpm’de
2 kez santrifiij edilmistir. Ust sivilar uzaklastirildiktan sonra hiicrelerin {izerine %2
paraformaldehit iceren PBS ilave edilerek akan hiicre 6lger cihazi (FACSAria II, Becton

Dickinson, SanJose, CA) ile degerlendirme yapilmustir.

3.6. Periferik Kan Mononukleer Hiicre (PKMH) Eldesi

Heparinli tiip igerisine alinan 15 ml periferik vendz kan 6rnegi, ficoll iizerine
ficoll:kan oran1 1:2 olacak sekilde pastor pipeti ile yayilmis, bu islem sirasinda Ficoll ve
sulandirilmig kan Orneginin birbirine karismamasina ve ficoll ile kan 6rneginin ayr1

katmanlar halinde kalmasina dikkat edilmistir. Sonrasinda oda sicakliginda 2000 rpm'de
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20 dakika santrifiij edilerek, interfazdan toplanan PKMH’ler 2 kez PBS ile 2000 rpm'de
sogutmali santrifiijde yikanmistir. Santrifiijii takiben, tripan mavisi kullanilarak
Neubauer hemositometresinde PKMH sayimi yapilmistir Elde edilen hiicreler
deneylerde kullanilana kadar buzda zenginlestirilmis RPMI-1640 medyumda muhafaza

edilmistir.

3.7. NK Alt Gruplarinda Hiicre i¢i Sitokin ve NK Reseptorlerinin Tayini

NK hiicre i¢i sitokin ve hiicre reseptorlerini belirlemek amaciyla, hiicreler bir
kez PBS ile 1800 rpm'de 10 dakika santrifiij edilmis, sonrasinda iist sivilar
uzaklastirilmistir,. PKMH’ler her kuyucukta 106 hiicre ve totalde 1 ml RPMI-1640
medyumu olacak sekilde 24 kuyucuklu plaklara eklenmistir. Stimiilasyonsuz, 1L.-23 ve
IL-12’1i sartlarda 37°C'de %5 COz2 igeren etiivde kiiltiire alinmustir. Kiiltliriin son 6.
saatinde hiicreler forbol miristat asetat (PMA) ve ionomisin ile uyarilmis ve kiiltr
sartlarina sitokin salmiminin durdurulmasi amaciyla, bir protein transport inhibitorii
olan Brefeldin A (eBioscience, San Diego, CA) ilave edilmistir. Kiiltiir sonras1 hiicre
yiizey molekiil ekspresyonlarini belirlemek igin birinci tiipe anti human-CD3-FITC, anti
human-CD16-Alexa Fluor, anti human-CD56-APC/Cy7 ve anti human-CD69-PE
Dazzle, anti human-NKG2D-PERCP/Cy5.5, anti human-NKp46-Pacific BLUE, anti
human-NKp44-APC ikinci tipe anti human-CD3-FITC, anti human-CD16-Alexa Fluor,
anti human-CD56-APC/Cy7 ve anti human-CD69-PE Dazzle, anti human-NKG2D-
PERCP/Cy5.5, anti  human-NKp46 Pacific BLUE, anti human-NKp44-APC
monoklonal antikorlar1 (eBioscience™) eklenerek 20 dakika karanlikta oda 1sisnda
inkiibasyona birakilmistir (Tablo 3-2). Inkiibasyon sonrasi hiicre ici sitokin boyama

asamalarina gecilmistir.

Bu asamada 2x10s hicre slispansiyonu Uzerine 6nce 100 ul fiksasyon medyumu
eklenmis vorteks ile karistirildiktan sonra 15 dakika karanlikta inkiibasyonun ardindan
PBS ile 1800 rpm'de 5 dakika santrifiij edilmistir. Bu asamay1 takiben, hiicre membrani
tizerinde delikler agarak hiicre 1i¢i boyama yapilabilmesi amaciyla 100 pl
permeabilizasyon medyumu ile birlikte birinci tlipe anti human-1FN-y-PE-CY7 ve anti
human-IL-17-PE, ikinci tlpe anti human-1L-10-PE-Cy7 ve anti human-1L-13-PE isaretli
monoklonal antikorlar uygun diliisyonlarda eklenmistir. Karanlhikta 15 dakika
inkiibasyonun ardindan 5 dakika 1800 rpm'de yikama yapilmis, st sivilar

uzaklastirildiktan sonra iizerlerine FACS flow sheat sivist eklenen tiiplerin
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degerlendirilmesi FACSAria II akan hiicre 6lger cihazinda (Becton Dickinson San Jose,

CA) yapilmstir.

Tablo 3-2: Hicre ylzey boyamada kullanilan monoklonal antikorlar

- CD16 CD56 CD69 NKG2D | NKp46 NKp44 IFN-y IL-17

FITC Alexa APC/Cy7 RE PERCP/ Pacific PE-CY7
Fluor Dazzle Cy5.5 BLUE
- CD16 CD56 CD69 NKG2D | NKp46 | NKp44 IL-10 IL-13
FITC Alexa  APC/Cy PERCP/ Pacific PE-CY7
Fluor 7 Dazzle Cy5.5 BLUE

3.8. NK Sitotoksisitesinin CD107a ve Granzim A Salinimu ile Belirlenmesi

NK hiicrelerinin sitotoksik aktivitelerini tayin etmek amaciyla hedef hiicre
olarak K562 eritromyeloid 16semi hiicre serisi kullanilmustir. Periferik kandan izole
edilen PKMH’ler stimiilasyonsuz ve efektor:hedef oran1 10:1 (5x105s PKMH ve 5x104
K562) olacak sekilde K562 hiicreleriyle anti human-CD107a-PerCp antikoru ortaminda
5 saat 370C %5 CO:2 igeren etiivde kiiltiire edilmistir. Inkiibasyon sonrasi yikama
asamasini takiben hiicreler anti human-CD3-FITC, anti human-CD56-APC/Cy7, anti
human-CD16-Alexa Fluor antikorlartyla oda sicakliginda 20 dakika inkiibe edilmis,
yikama agamasini takiben tliplere 100 ulL fiksasyon medyumu eklenmistir. Karanlikta
15 dakika inkiibasyonun ardindan PBS ile 1800 rpm'de 5 dakika santrifiij edilmis ve
ardindan, hiicre membrani lizerinde delikler agarak hiicre i¢i boyama yapilabilmesi
amaciyla 100 pl permeabilizasyon medyumu beraberinde tiiplere anti human-Granzim-
A-PE antikoru ilave edilmistir. Inkiibasyon asamalar1 sonrasi sonrasi1 NK hiicre
sitotoksisitesinin temel gostergeleri olan CD107a degraniilasyon orani ve Granzim A
salimmmi1 BD FACSCalibur (Becton Dickinson San Jose, CA) akan hiicre olger

cihazinda degerlendirilmistir.

3.9. Analiz ve Istatistikler
Calismada gergeklestirilen tiim deneylerin sayim ve analizleri BD CellQuest
yazilimi kullanilarak yapilmistir. Elde edilen verilerin istatistiksel analizleri SPSS 24

programi kullanilarak gerceklestirilmistir.

Stirekli  degiskenleri tanimlamak icin deskriptif istatistikler kullanilmigtir

(ortalama, standart sapma, minimum, medyan, maksimum). Bagimsiz ve normal
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dagilima uygunluk gostermeyen ikiden fazla siirekli degiskenin karsilagtirmasi Kruskal
Wallis testi ile, bagimsiz ve normal dagilima uygunluk gostermeyen iki degiskenin
karsilastirmas1 Mann Whitney U testi ile yapilmustir. Istatistiksel anlamlilik diizeyi 0,05

olarak belirlenmistir ve olasilik (probability) degeri ‘p’ ile gdsterilmistir.
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4. BULGULAR
4.1. Hastalarin Demografik Ozellikleri
Astim tanistyla takip edilen ve obezitesi olan 18 hasta poliklinikte
degerlendirildi. Diglanma kriterleri [sigara i¢iyor olma (n=3), kollajen vaskiiler hastalik
siiphesi (n=1), obezite kriteri i¢in yeterli kiloda olunmamasi (n=1)] nedenleriyle 5 hasta
calisma dist birakildi ve toplamda 13 hasta; 5 obez, ancak astimi olmayan hastane

personeli ise kontrol grubu olarak, yazili onamlar1 alinmasi sonrasinda ¢aligmaya dahil

edildi.

Astim baglangi¢ yasi, allerji durumlar, ek allerjik hastaliklar1 sorgulandi,

kullandiklari ilaglar gézden gegirildi.

Hastalar, astimlarinin baglangic yasina gore 12 yastan once baslayan ve sonra
baslayan olarak erken ve gec baslangicli obezite astimi fenotiplemesi i¢in iki ayr1 gruba
ayrildi.  Astimi1 olmayan obez kontrol grubu ile birlikte ii¢ grubun o&zellikleri
karsilastirildi  (Tablo 4-1). Gruplar arasinda cinsiyet ve allerji varligi agisindan

istatistiksel olarak anlamli fark tespit edildi (sirasiyla p=0,047 ve p=0,03).

llave olarak, astimi olanlar arasinda ikinci bir siniflama daha yapilarak
istatistiksel incelemelere dahil edildi. Allerji testinde klinik olarak bulgusu olan bir
pozitiflik saptanmas1 durumuna gore astimli hastalar, allerjik obezite iliskili asttm (n=7)
ve allerjik olmayan obezite iligkili astim (n=6) olarak ikiye ayrildi. Astimi olmayan

grupta allerji mevcut degildi.
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Tablo 4-1: Obezite iliskili astim ve kontrol gruplarinin karsilastirilmasi

Erken Geg Kontrol
baslangich baslangich grubu
obezite obezite astimi obez

astimi (n=8) (n=5)
(n=5)

Degisken Ortalama £ Standart Sapma
Yas (y1l) 42 +10 46 + 8 42 +8 0,6

Viicut Kitle Indeksi 36+4 36+4 34+4 0,6
(km/mz2)

Astim kontrol testi 2014 17+15 0,4

20 bao0 5@ oo

Astim agirhigi
e Orta 3 (60) 5 (63)

Allerjik Hastaliklar

Allerji (var) 4 (80) 3 (37) 0 (0) 0,03
Rinit (var) 5 (100) 1 (12,5) 1(12,5)

Egzema 1 (20) 0 (0) 0 (0)

Urtiker 1 (20) 1(12,5) 0(0)

Konjonktivit 1 (20) 0(0) 0 (0)
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4.2. Periferik Kan NK Hiicre Alt Gruplarinin ve Reseptor Diizeylerinin
Saptanmasi

Obezite astim1 patogenezinde NK hiicrelerinin roliinii saptamak amaciyla erken
baslangicli, ge¢ baslangicli obezite astimi hastalar1 ve astimi1 olmayan obez hastalarin
periferik kan CD3- hiicre popiilasyonunda NK hiicre alt grup oranlari akan hiicre
6lgerde analiz edilmistir. CD56soluk Ve CD56parlak NK hiicre alt gruplarini saptamak igin,
CD3/SSC histograminda, oncelikle CD3- hiicreler kapilanmis ve bu kapi i¢indeki
CD56soluk ve CD56parlak hiicre oranlar1 degerlendirilmistir (Sekil 4-1).
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Sekil 4-2: CD3- hiicre grubunda NK hicre reseptorleri
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Astim gruplarinin CD56soluk V& CD56parlak NK hiicre alt grup oranlar1 birbirleri ve obez

kontrollerle karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamustir (Sekil

4-3).

CD3
CD56soluk CD56parlak
60 8
® ® Erken Baslangigh
< o Eeg tBa|§loagglg|1
[ ]
%\ 404 R ontro ez
L
S 4-
X
D
= 204 78 Y
[}
2- [ J
o
0 | | | 0 | | |

Sekil 4-3: CD56soluk Ve CD56pariak NK hiicre alt grup oranlarmin karsilastirilmasi

NKG2D, NKp46 ve NKp44 aktivator reseptorleri acgisindan incelendiginde
gruplar arasinda degisiklik saptanmamigtir. Aktivator reseptor yiizdeleri agisindan
gruplar arasindaki bu benzerlik, allerji durumuna gore yapilan ikinci gruplamada da
degismemis, allerjik obez astim, allerjik olmayan obez astim ve kontrol grubunda, NK
hiicre reseptorleri acisindan fark gozlenmemistir. Ancak, gruplardaki 6rnek miktarinin
smirlt olmast nedeniyle anlamliliga yakin sonuglar incelendiginde, CDS56soluk
hiicrelerdeki NKp46 hiicre reseptor yiizdesi astimli (erken/ge¢ baslangicl,
allerjik/allerjik olmayan) gruplarda, kontrol grubuna kiyasla diisiik tespit edilmistir
(strastyla p= 0,093, p=0,079).
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Tablo 4-2 Astim baslangi¢ yasina gore hiicre ve NK hiicre reseptorleri oranlari

CD56parlak hticre
CD56soluk hiicresi
CD3- NKG2D
NKp44

NKp46

S0l NKG2D
NKp44
NKp46
Sl NKG2D
NKp44

NKp46

Erken Baslangigli

Astim
28+13
29,7 + 193

1,2+0,3

2,71

0,02 £ 0,04

6,4+22

51,7+21

Geg Baslangich

Astim
35%+1.6

34 +12
1,03+0,6
46+39

0,2 +0,5

6,6 3,22
47,8 +£22,9
1,7+4

11+0,7

4.3. Sitokinle Aktive PKMH’lerde NK Hiicre Yanitlari

PKMH'lerin IL-12 ve IL-23 sitokinleri ile in vitro sartlarda uyarimi sonrasinda

NK hiicre yanitlart akan hiicre 6lger cihazinda degerlendirilmistir.

Kontrol p
degeri

3614
2386
1,32+0,9
31+13

02+04

474+ 4
533+13,1
08+13

23+17

Allerji varligma ya da astim baslangi¢ yasina gore yapilan siniflamalara gore,

hasta gruplar1 birbiriyle ve kontrollerle karsilastirildiginda sitokin uyarimi sonrasi

CD56soiuk Ve CD56pariak NK hiicre oranlari arasinda anlamli bir fark saptanmamistir

(Sekil 4-4). Sadece kontrol grubunun CD56parlak NK hiicre oranlarinda IL-12 ile

stimiilasyon sonrasinda stimiilasyonsuz sarta gore anlamli artig saptanmistir (p=0,04).

Ayrica allerjik olmayan obezite astim grubunda, hiicrelerin IL-12 ile stimilasyonu

0,7
0,2
0,8
0,4

0,5

0,09
0,6
0,4
0,5
0,9

0,6
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sonrasi, stimiilasyonsuz sarta gére CDS56parlak NK hiicre oranlarinda anlamlilia yakin

bir artig gdzlenmistir (p=0,05).

CD3-
CD56soluk CD5 6parlak
60 10
50 8
40
6
30
US 4
20
10 2
0 0
60 10

50

hrIL-12 r
6
30
20 4
10 2
0 0

60 10

% eKkspresyon

50

40

hriL-23 6
30
20

0 0

m Erken Baslangich m Ge¢ Baslangich = Kontrol

S

N

Sekil 4-4: Farkl sitokinlerle uyari sonrasi astim baslangic yasina gore farkh gruplarda
CD56soluk Ve CD56pariak NK hiicre oranlari
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In vitro sartlarda 1L-12 ve IL-23 uyaranlarina karsi NK hiicre aktivasyon yaniti
degerlendirildiginde, stimiilasyonsuz sarta gore astim ve kontrol gruplarinda CD69

ekspresyon yiizdelerinde degisiklik saptanmamastir.

VKI ile CD69 iliskisi degerlendirildiginde, IL-12 ile stimiile kosulda, negatif
korrelasyon tespit edilmistir (p=0,022, r=-0,534) (Sekil 4-5).

454 —_

359

|

Sekil 4-5: IL-12 ile stimiile kosulda VKI ile CD69 yiizde ekspresyonunun korrelasyonu

0 % CD69 ekspresyonu (IL-12 ile stimiile)

Sitokin uyarisinin NK hiicre reseptdr ekspresyonuna etkisi degerlendirildiginde, erken
baslangicli astim hastalarinda ve kontrollerde IL-12 uyarisinin NKp44 yiizdesini
anlaml olarak arttirdigi gézlenmistir (p=0,02) (Sekil 4-6).
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Sekil 4-6: Sitokin uyarisinin CD3- hiicre populasyonunda NKp44 reseptor ekspresyonuna
etkisi

Alt gruplara ayirmadan obez astimi1 olan grup, astimi olmayan kontrol grubu ile
karsilastirildiginda, NKG2D reseptor ekspresyonunun astimli grupta diisiik oldugu, bu

farkin CD56soiuk hiicrelerde 1L-12 stimiilasyonu sonrasinda anlamlilik diizeyine ulastigi

tespit edilmistir (p=0,046) (Sekil 4-7) (Tablo 4-3).
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Tablo 4-3 Astim varhgina gore NK hiicre reseptorleri oranlari

Obezite

Obezite Kontrol p

N €ali[eg=| Reseptor

alt grubu

@ pLEIe Y NKG2D
Kapisi

CD56 parlak NKGZD
Kapisi

Sart

Stimilasyonsuz
IL-12
IL-23

Stimilasyonsuz
IL-12
IL-23

Stimilasyonsuz
IL-12
IL-23

Stimilasyonsuz
IL-12
IL-23

Stimulasyonsuz
IL-12
IL-23

Stimulasyonsuz
IL-12

IL-23

Astimi

Ort+SS
Med. (Min.-
Maks.)
1,33+0,8
1,4 (0-3,2)
1,7+1,4
1,4 (0,2-5,1)
0,98+0,68
1,1 (0,1-2,3)
6,4+5,6
3,2 (1,5-18,4)
7,245,1
4,6 (1,2-15,4)
6,16+4,4
4,4 (1,4-13,8)
0,08+0,3
0(0-1,1)
0,05+0,14
0 (0-0,5)
0,03+0,05
0(0-0,1)
7,9+6,6
7(1,1-27,1)
9,5+6,4
8,1 (1-21,6)
6,2+2,7
5,8 (2,1-10,4)
53,3+20,6
54,4 (20,3-84,9)
55,2+20,5
62,7 (22,1-76,4)
53,1+17,3
52,3 (30,5-78,2)
0,87+2,7
0 (0-10)
0,7+1,7
0 (0-5,8)
0,49+1,1
0 (0-3,9)

grubu

Ort+SS
Med. (Min.-
Maks.)
2,38+1,8
2,1(0,2-4,6)
5,6+4,6
5,5(0,9-12,2)
2,72+2,7
2,1(0,2-7,3)
3,6+0,5
3,7 (3,1-4,2)
5,7+1,02
5,6 (4,2-6,8)
3,88+0,2
3,9 (3,6-4,0)
0,2+0,3
0,1 (0-0,8)
0,2+0,35
0 (0-0,8)
0,14+0,2
0,1 (0-0,5)
4,7+4,1
3,6 (1,4-11,6)
14,8+9,4
18,8 (2,6-23,2)
10,9+7,9
7,2 (4,2-24)
53,3+13,1
47,8 (40,5-67,8)
48,8+11,1
45,6 (36,2-66)
54,7+9,5
59,5 (44,5-65,0)
0,86+1,4
0,4 (0-3,3)
0,86+1,7
0,1 (0-4)
0,48+0,5
0,3 (0-1,3)

0,246
0,046
0,095

1,00
0,775
0,503
0,143
0,503
0,289
0,289
0,336
0,246
0,924
0,503
0,775
0,387
0,173

0,289
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Sekil 4-7: Sitokin uyarisinin CD56soiuk hiicre populasyonunda NKG2D reseptor
ekspresyonuna etkisi

4.4. NK Hiicre Alt Gruplan Hiicre I¢i Sitokin Icerigi

Obezite asttiminda NK hiicre ig¢i sitokin diizeylerini ve uyarimin etkisini
saptamak amaciyla, PKMH'ler IL-12 ve IL-23 sitokinleriyle in vitro sartlarda kiltre
alinmigtir. Kiiltiir sonrast CD56soluk Ve CD56parlak NK hiicre alt gruplarinda hiicre igi
IFN-y, IL-17, IL-10 ve IL-13 seviyeleri akan hiicre 6lcer cihaziyla saptanmistir.

Baglangic zamanina gore erken baslangicl, gec baslangicli obezite astimi ve
kontrol grubunda hiicre i¢i sitokinlerindeki degisim {i¢ farkli kosulda [stimiilasyonsuz
(US), IL-12 ile ve IL-23 ile stimiile] incelenmis ve stimiilasyonlu sartlar US ile

kiyaslanmistir (Sekil 4-8, 4-9).

Yapilan analizlerde, CD56parlak NK alt grubunda IL-10 iceriginin, geg
baslangicli astimda IL-12 stimiilasyonu ile anlaml artis gosterdigi (p= 0,018), kontrol
grubunda ise IL-12 ve IL-23 stimiilasyonlar1 ile artis gosterdigi tespit edilmistir
(p=0,03). Erken baslangi¢h astimda ve diger hiicre alt gruplarinda hiicre ici IL-10
iceriginde istatistiksel agidan bir fark saptanmamistir (Sekil 4-9) (Tablo 4-4).



Tablo 4-4 Astim baslangic yasina gore hiicre ve NK hiicre reseptorleri oranlari

NK hiicre
alt grubu

CD56soluk
Kapisi

CD56parIak
kapisi

Sitokin

IFN-

Gama

IL-17

IL-10

IL-13

IFN-

Gama

IL-17

IL-10

Sart

Stimulasyonsuz
IL-12
IL-23

Stimulasyonsuz
IL-12
IL-23

Stimuilasyonsuz
IL-12
IL-23

Stimulasyonsuz
IL-12
IL-23

Stimulasyonsuz
IL-12
IL-23

Stimulasyonsuz
IL-12
IL-23

Stimulasyonsuz

IL-12

Obezite
Astimi

Ort+SS
Med.
(Min.-Maks.)
0,64+0,56
0,5(0,1-2,3)
1,94+1,27
1,9 (0,1-4,8)
0,68+0,8
0,5 (0-3,3)
0,092+0,1
0,1 (0-0,3)
0,18+0,2
0,1 (0-0,6)
0,13+0,22
0 (0-0,6)
0,25+0,22
0,2 (0-0,8)
0,31+0,27
0,3(0,1-1,1)
0,25+0,18
0,2 (0,1-0,7)
0 (sabit)

0,054+0,09
0(0-0,3)
0,05+0,08
0(0-0,2)
0,96+0,89
0,9 (0-3,3)
14,2493
13,5 (2,7-27)
1,89+1,9
1,3 (0-6)
0,26+0,7
0(0-2,3)
0,41+0,6
0,2 (0-1,8)
0,15+0,3
0 (0-1)
0,29+0,5
0 (0-1,9)
0,65+0,57
0,6 (0-1,6)

Obezite Kontrol
grubu

Ort+SS
Med.
(Min.-Maks.)
0,4+0,26
0,3 (0,1-0,8)
1,44+1,35
0,7 (0,2-3,5)
0,54+0,72
0,3 (0-1,8)
0,08+0,13
0 (0-0,3)
0,3+0,5
0(0-1,2)
0,14+0,22
0 (0-0,5)
0,16+0,09
0,1(0,1-0,3)
0,38+0,19
0,3 (0,2-0,7)
0,38+0,26
0,5 (0,1-0,6)
0,1+0,2
0 (0-0,4)
0,1+0,14
0 (0-0,3)
0,08+0,13
0 (0-0,3)
1,06+0,42
0,9 (0,8-1,8)
6,7+3,9
6,2 (0,7-10,3)
2,7+3,06
1,4 (0,7-8,1)
0,02+0,04
0(0-0,1)
0,68+0,9
0,2 (0-2,3)
0,04+0,09
0 (0-0,2)
0,5+0,68
0,2 (0-1,7)
0,6+0,3
0,4 (0,4-1,1)
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0,336
0,503
0,443
0,775
0,849
0,924
0,566
0,289
0,503
0,208
0,633
0,703
0,633
0,173
0,566
0,849
0,703
0,775
0,387

1,00



IL-13

IL-23
Stimulasyonsuz
IL-12

IL-23

0,4+0,4
0,4 (0-1,2)
0 (sabit)

0,062+0,1
0(0-0,3)

0,01+0,06
0(0-0,2)

0,86+0,6

0,7 (0,3-1,8)

0,06+0,1
0(0-0,3)
0,16+0,36
0 (0-0,8)
0,04+0,09
0(0-0,2)

54

0,117
0,566
0,924

0,703
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Sekil 4-8: Astim baslangicina gore siniflamada, farkli uyarilarin CD3-CD56soilik NK hiicre
ici sitokin diizeylerine etkisi
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ici sitokin duzeylerine etkisi
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Astimli grupta kontrol grubuna goére CD3- hicrelerde IL-17 igerigi daha yiiksek
olma egilimindedir (p=0,095). Allerjik ve allerjik olmayan astim gruplarinda, I1L-12 ile
stimiilasyon sonrasi CD3- hiicre popiilasyonlar1 kiyaslandiginda, hiicre i¢i IL-17
iceriginin allerjik grupta, allerjik olmayan gruba gore anlamh diizeyde yiikseldigi tespit

edilmistir (p=0,035).

IFN-y igerigi agisindan total CD3- hiicre populasyonunda, CD56soluk Ve
CD56pariak NK hiicre alt gruplarinda IL-12 ve IL-23 ile stimiilasyon sonrasi istatistiksel
olarak anlamli degisiklikler gozlemlenmistir. Her iki obezite astimi alt tipinde ve
kontrol grubunda total CD3- hiicre gruplarinda (p=0.05; p=0,07; p=0,01), CD56soluk
(p=0,09; p=0,05; p=0,008) ve CD56parlak NK hiicrelerinde (p=0,02; p=0,04; p=0,01) IL-

12 uyarimu ile hiicre ici IFN-y diizeyi artmistir.

Veriler; obezite astimi, astim baslangic zamani ya da allerjiye gore

smiflandirildiginda, gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamustir.

45 NK Sitotoksik Aktivitesinin CD107a ve Granzim Salimmmi ile
Degerlendirilmesi

NK hucrelerinin sitotoksik aktivitesi, K562 eritromiyeloid 16semi hiicre serisi ile
akan hiicre Olger cihazinda saptanmistir. CD56soluk NK hicrelerinde eksprese edilen
CD107a oran1 erken baslangigh astim hastalarinda ge¢ baslangigli olanlara kiyasla ve
allerjik astim hastalarinda allerjik olmayanlara kiyasla daha yiiksek saptanmistir
(swrastyla p=0,05 ve p=0,01) (Sekil 4-10). Total NK hicrelerinde ve CD56parlak NK

hiicrelerinde gruplar aras1 fark tespit edilmemistir.
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Sekil 4-10: Astimli hasta ve kontrollerde CD3- NK hicre poptlasyonunda sitotoksik
aktivitenin CD107a ekspresyonu ile degerlendirilmesi
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5. TARTISMA

Obezite, diyabet, kardiyovaskiiler hastaliklar ve bazi kanser tipleri disinda, astim
gelisimi icin de bilinen ve kabul edilen temel bir risk faktoridir [3]. Ayrica, diger astim
tiplerinden daha agir seyreden, klasik astim tedavisine az yanit veren bir fenotip olan
gec baslangigli obezite astiminin bilinen en 6nemli nedenidir [128]. Obez astim hayvan
modellerinde dogal immiinitenin etkisini irdeleyen ¢ok sayida arastirma mevcuttur.
Ancak insanlarda obezite, erigkin asttmi ve NK hiicreleri ile ilgili yapilan caligmalar
oldukga nadir, sonuglar1 agisindan ¢eliskilidir [129, 79, 130]. Bu arastirmada, fenotipik
ozellikleri iyi belirlenmis farkli alt tiplerdeki obezite astimi hastalarinda NK hiicre

ozellikleri incelenmistir.

Hastalar caligmaya dahil edilirken, allerji testi sonuclari, astim baslangi¢ yasi,
giincel kilolar1 kaydedilmis, 12 yastan sonra baslayan astim ge¢ baslangi¢li astim olarak
smiflanmistir. Demografik verilerin karsilastirilmasi sirasinda, literatiir ile uyumlu
olarak, ge¢ baslangicli astim grubunun tiimiiniin kadin oldugu ve erken baglangich
gruba kiyasla allerjinin bu grupta daha az oldugu tespit edilmistir [79]. Gunimizde
obezite astiminda baglangi¢c yasina gore ayrim, genel olarak kabul goren bir yaklagim
olsa da, llkemizdeki kayit sisteminin yeterli olmamasi nedeniyle hasta ifadelerine
bagvurulmus ve gruplanmada zorluk ¢ekilmistir. Bu sebeple giincel klinik bulgularla
uyumlu allerji testi sonucglar1 ile hastalar yeniden smiflanmis ve analizler
tekrarlanmistir. Ayrica ge¢ baslangicli astim grubunun tamaminin kadin olmasi
nedeniyle, sonuglarin cinsiyet farkliliklarindan etkilenebilecegi de diisliniilmiistiir.
Literatlirde, Ostrojenin NK say1 ve aktivitesi iizerine etkili oldugu, ancak etki
mekanizmasinin bilinmedigi ve etki sonucunun tartismali oldugu bildirilmistir [131,

132].

Calismamizda, stabil donemde, periferik kan NK hiicreleri ve alt grup oranlar
acisindan, erken, ge¢ baslangicli obezite astimi ve obez kontroller arasinda fark tespit
edilmemistir. ~ Verilerimizi karsilagtirabilecegimiz, erigkin obezite astiminda NK
diizeylerini degerlendiren bagka bir ¢alisma bulunmamaktadir. Ancak bir caligmada
pediatrik grupta, astim ataginda NK hiicre alt tipleri degerlendirilmis ve steroid iceren
tedavi sonrasinda stabil donemdeki degerler ile kiyaslanmigtir [133]. Atak doneminde,
periferik kan CD56+ NK hiicre yiizdesinin arttig1 tespit edilmistir. Ancak bu ¢aligmada,

kiyaslanan verilerin steroid tedavisi sonrasi veriler olmasi nedeniyle, ger¢ek bulgulari
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yansitamayabilecegi diistiniilmektedir. Yakin tarihli bir diger ¢caligmada, fiks havayolu
obstriiksiyonu olan astimlilar, reversibilitesi olan astimlilar ile, tiim periferik sitotoksik
hiicrelerin ve reseptorlerinin yiizdelerine gore karsilagtirilmig, ancak herhangi bir
parametrede anlamli fark tespit edilmemistir. [130]. Bahr ve arkadaslari, obez bireylerin
NK hiicreleri, alt gruplari, reseptorleri ve hiicre i¢i sitokinlerini, normal kilolu bireyler
ile karsilastirmiglardir [134]. Bu arastirmada yine, hiicre yiizdeleri arasinda fark
goriilmemesine karsilik, obez bireylerde CD56soluk/CD56parlak hiicre oranmin azaldigi

gosterilmistir.

NK hicrelerinde erken aktivite gostergesi olan CD69 ekspresyonunun artiginin,
artmig sitotoksik aktivite ile iliskili oldugu bilinmektedir [135]. Obez bireylerde CD69
aktivitesinin arttigint ve azaldigim1 gosteren c¢alismalar da mevcuttur [125, 134].
Calismamizda, CD69 aktivitesi agisindan gruplar arasinda fark tespit edilmemistir.
Ancak IL-12 ile stimiile kosulda, VKI ile CD69 arasinda negatif korelasyon oldugu
goriilmiistir (p=0,022, r=-0,534). Bu durum, tim obez hastalarda, sitotoksik aktiviteyi
arttirmasi beklenen IL-12 stimiilasyonu sonrasi, VKI artigmin sitotoksisiteyi azalttigimi
gOstermektedir [136]. Geg baslangigli ve allerjik olmayan obezite astimli hastalarin
sitotoksisite agisindan zayif oldugunu gosteren diger bir veri ise, ¢calismamizda, NK
hlcrelerinin sitotoksik aktivitesinin énemli bir belirteci olan CD107a ekspresyonunun,
bu hiicre alt gruplarinda, erken baslangicli ya da allerjik astimlilara kiyasla diisiik
oldugunun tespit edilmesi olmustur [137]. Tiim bu veriler 151g8inda, NK sitotoksisitesi
yetersiz olan bu astim alt tipinde steroid tedavisinin basarisiz olma nedenine 151k tutar
niteliktedir. Ozellikle agir astimda, dogal immiinite ile iliskili olarak, steroid

tedavilerinin persistan havayolu enflamasyonuna sebep olabilecegini diislindiirmektedir

[122].

Calismamizda, aktivasyonu yansitan CD69 ve CDI107a ekspresyonlarina ek
olarak, NK hiicre reseptorleri de incelenmistir. NKG2D reseptorii sitotoksik aktiviteyi
ve sitokin salinimini tetikleyen bir reseptordiir [138]. Yapilan ¢alismalar NKG2D
ekspresyonunun, hiicrelerin leptin ile inkiibasyonu sonrasinda azaldigini gostermistir
[51]. Diyet ile obezite gelistirilmis farelerde NKG2D mRNA ekspresyonu splenik
dokuda azalmis ve bu durum tiimor gelisimi ve metastaza yatkinliga sebep olmustur
[139]. Ancak obez kisilerde, normal kilolu olanlarla kiyaslandiginda, periferik kanda

NKG2D eksprese eden hiicrelerin arttigini ya da degismedigini gosteren aragtirmalar da
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mevcuttur [140, 134]. Astimda ise ozellikle, ev tozu ile olusturulan allerjik astim fare
modelinde NKG2D’nin anahtar rol oynadigi1 gosterilmistir [141]. Calismamizda astiml
obez grubunda, NK hiicre alt tipinden bagimsiz olarak, NKG2D reseptor
ekspresyonunun astimi olmayanlara kiyasla daha diisiik oldugu tespit edilmistir. 1L-12
ile stimiile kosulda ise, bu farkin CD56soluk hiicrelerde anlamlilik diizeyine ulastigi

gOrilmistir.

Dogal sitotoksiste reseptorleri [Natural Cytotoxicity Receptors (NCRs)] arasinda
yer alan NKp44°iin aktivasyon ile eksprese oldugu, sonrasinda aktivasyon ve inhibisyon
sinyallerini birlikte iletebildigi bilinmektedir [142, 98]. Arastirmamizda NKp44
ekspresyonu agisindan, her i grup arasinda fark olmamasina ragmen, IL-12
stimiilasyonu ile erken baglangi¢li astim hastalarinda ve kontrol grubunda NKp44
ekspresyon yiizdesinde, uyarimsiz kosuldaki degerlere kiyasla anlamli derecede artis
gorlilmiis, ancak ge¢ baslangich astimda bu artis gézlemlenmemistir. Bu durum, geg
baslangich astimlilar1 digerlerinden ayiran ve yetersiz sitotoksisiteyi yansitan bir bulgu
olarak goriilmektedir. Yine benzer sekilde, IL-12 stimulasyonu sonucu CD56pariak NK
hiicre popiilasyonu sadece kontrol grubunda artis gostermistir. Astimin disinda
obezitenin de, Ozellikle metabolik olarak sagliksiz eriskin ve ¢ocuklarda NK hiicre

fonksiyonlarint bozdugu ve serum IL-12 diizeyini azalttig1 bildirilmistir [123-125].

NK reseptorleri acisindan aragtirmamizda NKp46 reseptor ekspresyonu da
incelenmistir. Ozellikle influenza virus enfeksiyonundaki énemi gosterilen NKp46 nin
CD56soiuk hiicrelerdeki ekspresyou, obezite astimi (erken/ge¢ baslangigl, allerjik/allerjik
olmayan) gruplarinda, kontrol grubuna kiyasla diisiik tespit edilmistir [143]. Bu diisiik
diizeyin, astimlilarin 6nemli bir atak nedeni olan influenza enfeksiyonlarina yatkinligina
sebep olabilecegi, obezite astimlilarinda sik atak ve hastane bagvurusu ile ilgili

olabilecegi diisiintilmiistiir.

Viral enfeksiyonlarin sebep oldugu astim ataklarmin sikliginmn kisilerin viicut
kitle indeksleri ile korrele oldugu gosterilmistir [144]. Obezite astiminda viral
enfeksiyonlara yatkinligin, sik ataklarin, diisiik IFN-y diizeyi ile iliskili olabilecegi
diistiniilmektedir. Rinoviriis enfeksiyonu sirasinda, brons epitel hiicrelerinde interferon
tiretimi ile iliskili dogal immiin yanitin yetersiz oldugu tespit edilmistir [145, 146]. Bu
bulgulardan hareketle, astimli olgularda virlislere bagl ataklarin tedavisinde, inhale

IFN-B uygulanmasini arastiran randomize kontrollii bir ¢aligma planlanmis, ancak bu
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arastirma, hedefine ulagmamig, bu yeni tedavi segenegi astim ataglr gelisimini
engellememistir [147]. Calismamizda, sitokin salinimimdan sorumlu CD56pariak NK
hicrelerinde IFN-y ekspresyonu astimlilarda istatistiksel anlamlilik diizeyine ulagsmasa
da daha diisiik olarak tespit edilmistir. Literatiirde normal kilolulara kiyasla obez
kisilerde, CD56pariak hiicrelerde IFN-y diizeyinin arttigin1 gosteren veriler bulunmaktadir
[134]. Bu durum astimin IFN-y azaltic1 etkisini 6ne ¢ikarmaktadir. Ancak, obezite
astimi olan grupta ve kontrollerde, IL-12 uyarimi ile, bazale gore hiicre i¢i IFN-y
diizeyinde istatistiksel anlamli diizeyde artis goriilmektedir. Bu veri IL-12 uyariminin
bu grupta bir tedavi stratejisi olarak ele alinabilecegini diisiindiirmektedir.
Arastirmamizda, IL-12 uyarimi ile CD56parlak hiicrelerde, IFN-y’ya ek olarak, IL-10
diizeyinde de artis oldugu goriilmiis, ancak bu artisin, sadece ge¢ baslangicli astim
grubunda oldugu tespit edilmistir. Bu durum, astimda IL-10 diizeyinin diisiik oldugunun
bilinmesi nedeniyle IL-12 stimiilasyonunun 6zellikle ge¢ baslangicli obezite astiminda
yararli olabilecegi seklinde yorumlanabilir. Yine IL-12 stimiilasyonu sonrasi allerjik
astiml1 grupta IL-17 ekspresyonu, allerjik olmayanlara kiyasla daha fazladir. Bu sonug

da genel literatiirle benzerlik gosterir niteliktedir [148].

Calismamizin bazi kisithliklar1 meveuttur. Oncelikle hasta alimi sirasinda giincel
literatiirde kabul goren, erken ve ge¢ baslangicl astim tanimindaki belirsizlikler, ayrica
hastalarin, astim baslangic yast konusundaki celiskileri nedenleriyle sikintilar
yasanmustir. Oysa ki, allerjik olmayan grubun allerjik hale gegebilecegi bildirilse de,
allerji testlerine gore smiflamanin daha objektif bir ayrim saglayabilecegi
disiiniilmiigtiir. Bunun disinda deneylerin, daha yiiksek sayida hasta grubu ile
tekrarlanmasi istatistiksel anlamlilik smirinda kalan bazi verilerin yorumlanmasi
acisindan uygun olabilir. Geg baslangicli obezite astimi grubuna dahil edilen olgularin,
literatiirdeki verilere uygun sekilde, tamaminin kadin olmasi1 yine bu grupta tespit edilen
bulgularin, hormonal farkliliklardan etkilenebilecegini diisiindiirmektedir. Ancak erigkin
astiminda, alt tiplerden bagimsiz olarak, kadin cinsiyetin agirlikli oldugu bilinen bir
durumdur ve tiim astim ¢aligmalarinda engellenemeyen bir secim yanlilig1 (bias) olarak
kabul edilmektedir [149]. Ayrica astimin, asil enflamasyonunun brons dokusunda ve
drene oldugu lenf nodlarinda gerceklesmesi nedeniyle periferik kandaki incelemelerin
lokal cevreyi yansitmayabilecegi distiniilmiistir [150]. Fakat ginumuzde sistemik
monoklonal tedavilerin, 06zgiin endotipik enflamasyonu hedef almasi nedeniyle,

sistemik enflamasyonun periferik kan araciligi ile incelenmesinin de 6nemli bir yeri
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mevcuttur. Astim siddetinin ve NKG2D basta olmak iizere NK reseptorleri ve
fonksiyonlarmin, periferik kan eozinofil sayis1 ve fonksiyonlar1 ile iliskili olabildigi
bilinmektedir [120]. Ancak c¢aligmamizin amaci, NK hiicrelerinin obezite astiminda

incelenmesi olmasi nedeniyle, bu hiicre grubunun disina ¢ikilmamustir.

Sonug olarak, tiim alt tipleri ile obezite ve astim birlikteliginin, farkli tedavi
stratejileri gerektiren ayr1 bir hastalik olarak degerlendirilmesi gerektigi, bu farklilikta
dogal immiinitenin anahtar hiicreleri olan NK hiicrelerinin 6nemli yeri oldugu
diistiniilmektedir. Calismamiz, obezite astiminda, artmis atak siklig1 ve etkinligi yeterli
olmayan tedavi yoOntemlerinin nedenlerine 1sik tutar niteliktedir. Arastirmamizin
sonuglari, obezite astiminda NK hiicrelerinin, CD69, CD107a ve NKp44 reseptori
ekspresyonlar1 gz Oniine alindiginda, sitotoksik aktivite agisindan yetersiz oldugunu
dogrulamaktadir. Astim genel olarak, inhale steroid dozunun arttirilmasi stratejileri ve
tedavi uyumunun saglanmasi ile kontrol altina alinabilirken, bu fenotipte, bozulmus
sitotoksik aktivitenin, steroid tedavisi ile diizeltilemedigi aksine, bozulabildigi
diistindiirmektedir. Ayrica tekrarlayan ataklarmn, yetersiz sitokin salinimi, IFN-y dlzeyi
diistikliigii ve bozulmus NKp46 ekspresyonu ile ilgili olabilecegi, bu eksikligin de,
inhale steroid basarisizlifina bir sebep olabilecegi 6n goriilebilir. Bahsedilen
kisithliklarina ragmen, ¢alismamiz, immiin baskilayici tedaviler yerine, IL-12 uyarimi
benzeri, stimiile edici tedavilerin, bu astim fenotipinde, gelecekte Onem
kazanabilecegini One siirmesi acisindan dnemlidir. Erken baslangicli, ge¢ baslangicli,
allerjik ve allerjik olmayan obezite astim fenotiplerinde, dogal immiinitenin ne sekilde

dengelenebilecegi ile ilgili yeni ¢aligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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