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OZET

Alerjik hastaliklarin patogenezi ve supresyonunda rol alan CD4+ CD25+ (high)
regulatuvar T hiicreleri (Treg) diizeyleri, reaktif hava yolu hastaligi olan ¢ocuklar ve
saglikli cocuklarda karsilastirildi: hastalik esnasinda azalmis seviyeleri ve hastaligin
tekrarinda 6nemleri arastirildi. Reaktif havayolu hastaligi veya tekrarlayan hisilti
nedeniyle takip edilen 20 hasta ve daha 6nce alt solunum yolu hastaligi veya hisilti,
alerjik hastalik tanisi almamus, aile dykiustnde alerjik hastaligi bulunmayan 20
saglikli cocuk dahil edildi. Hasta ve kontrol grubundan kan 6rnekleri akim sitometri
(flow cytometry) teknigi ile analiz edilerek CD4+ ve CD4+CD25+(high) Treg hiicre
oranlari belirlendi. Hasta grubunda ortalama atak sayisi 5,6 + 4,1, ortalama atak
hizi (atak sayisi/ay olarak yas) 0,21+0,12 idi. CD4+CD25+(high) T hiicre seviyesi
hasta grubunda ortalama %6,34+2,38 (4,3-11,5), kontrol grubunda ise %7,67+3,26
(4,5-15) idi. Hasta ve kontrol grubunda CD4+CD25+(high) T hiicre seviyesini
karsilastirdik ve istatiksel olarak anlamli fark bulamadik. CD4+CD25+(high) T
hiicre seviyeleri atak hizi ve agir atak sayisi ile iliskilendirildiginde aralarinda
istatistiksel olarak anlamli ters bir iliski oldugu tespit edildi (p<0,05).Hasta
grubunda CD4+CD25+(high) T hiicre seviyeleri diistikce atak hizi ve agir atak
sayisi artmaktaydi. Reaktif hava yolu hastaligi “astim” in anlamli belirleyicisidir.
CD4+CD25+(high) Treg hucrelerinin daha genis serilerle irdelenmesini
Onermekteyiz. Clinkii  reaktif havayolu hastaliginin etyopatogenezinde ve
rekiirrensinde 6nemli bir rol oynuyorlar gibi gériinmektedirler.

Anahtar Kelimeler: Treg hticresi, CD4+CD25+(high) T hicre seviyesi, reaktif hava
yolu, astim, alerji

SUMMARY
CD4+ CD25*"is" Treg cell levels in children with reactive airway disease

CD4+ CD25+ (high) Treg cell levels which play a role in the pathogenesis and
suppression of allergic diseases were analyzed in children with reactive airway
disease and compared with healthy children;reduced levels at the time of the
disease and the importance in recurrency were investigated. 20 children with
reactive airway disease or recurrent wheezing and 20 healthy children without
previous lower respiratory disease,wheezing,allergic disease,family history of
allergic diseases were included.Blood samples from healthy and patient group
were analyzed by flow cytometry and CD4+ CD25+ (high)T regulatory cell levels
were determined. Mean number of attacks in the patient group was 5.6 + 4.1,
mean attack rate was 0.21+0.12.Mean values of CD4+ CD25+ (high)T regulatory
cell percentages in patients group was 6.34 % + 2.38 (4.3 to 11.5) and 7.67 +
3.26% in the control group (4.5 to 15).We compared the levels of CD4+ CD25+
(high)T cells in the patient group and control group,didn't make any sense
statistically.When CD4+ CD25+ (high) T regulatory cell percentages correlated
with both attack rate and severe attacks,there was a statistically significant inverse
relationship between them(p<0.05).In patient group levels of CD4+ CD25+ (high)
T cells were decreasing gradually as attack rate and the number of severe attacks
increased.

Reactive airway disease as a significant predictor of “asthma’;we suggest that it
would be better to re-investigate CD4+ CD25+ (high)T cells in large series because
it seems to play an essential role in the pathogenesis and recurrence of reactive
airway disease.

Anahtar Kelimeler: Treg cell, CD4+ CD25+ (high) T cell, reactive airway, asthma,
allergy
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Giris

Tekrarlayan higilti veya daha sik kullanilan genel bir tabirle
reaktif hava yolu hastaligi (RHYH) endistrilesmis toplumlarda
erken cocukluk ve sut ¢ocuklugu dénemini etkileyen dnemli
bir saglik problemidir. Son yillarda yapilan epidemiyolojik ¢a-
lismalara gore ilk bir yasta ¢cocuklarin yaklasik %25’ini ve bes
yas alti gcocuklarin %40’ ini etkilemektedir. (1,2) Her ne kadar
bu gocuklarin 6nemli bir kisminda sikayetler zamanla kaybol-
sa da 6nemli bir kisminda daha sonra astim gelisebilmektedir.
(3,4) Ulkemizde de erken ¢ocukluk déneminde hisilti, 6ksiiriik
ve nefes darli§i 6ykisu ile bagvuran ve astim tani testlerinin
uygulanmasindaki giglikten dolay “reaktif havayolu hastali-
g1” tanisi alan genis bir hasta grubu bulunmaktadir. Bunlarin
bir bélimiinde atopi veya alerjik astim mevcuttur. Castro-Rod-
riguez ve arkadaslarinin hazirladigi klinik bir siniflandirmada,
U¢ yasin altinda tekrarlayan higilti atagi gegiren gocuklarin
kendilerinde egzama 0Oykusu, ailelerinde astim Oykisi mev-
cutsa veya alerjik rinit, soguk alginligi olmaksizin higilti 6y-
kiisi olmasi ve/veya periferik kanda %4’ten fazla eozinofili
bulunmasi durumlarindan ikisi mevcut ise astim gelisme riski
artmaktadir.(5)

Bagisiklik sistemi bir yandan konagi cesitli patojenlerden
korumaya calisirken diger yandan da kendinden olsun yada
olmasin zararsiz antijenlere karsi belli bir seviyede tolerans
saglama kapasitesine sahip kompleks interaktif bir ag olus-
turmaktadir. Alerji, otoimmunite, timdr toleransi ve organ red-
di gibi immin tolerans ile iligkili hastaliklar bozulmus imman
cevabin sonuglari olarak giderek artmaktadir. Alerji ile olusan
major klinik tablolar alerjik rinit, alerjik astim, besin alerjisi, ato-
pik dermatit ve anafilaksidir. Guincel galismalar gdstermekte-
dir ki, asiri hijyenik bir ortamda yasamak ve disuk mikrobiyal
temas Treg aktivitesini bozmakta ve Th1 ve Th2 yanitlari asi-
riya kagmakta sonug olarakta hem otoimmiin hastaliklar hem
de alerjik hastaliklar artmaktadir. (6) ‘Hijyen hipotezi’ son yirmi
yilda yapilan calismalarla desteklenmistir. Bati Ulkelerindeki
alerjik hastaliklarda gérilen patlamanin , mikroorganizmalar-
la daha az karsilasma sonucunda gelisen Th2 den Th1'e
immun yanitta azalma ile olugtugu dugunulmektedir. Azalmig
mikrobiyal uyari sonucunda Th1 Gzerine etki eden sitokinlerin
Uretimi azalir ve bdylece hem Th1 yoladi baskilanir hem de
Th2 yaniti artar.(7,8)

Alerjik astim Th2 immin yanitin olustugu ve IL 4, 5, 10 ve
13 gibi sitokinlerin rol oynadigi kronik inflamatuar bir hastalik-
tir. Son on-yirmi yilda alerjik hastaliklarin prevalansi dramatik
olarak artmisg, gelismis ve gelismekte olan ulkelerde popllas-
yonun %30 kadarini etkiler hale gelmistir. Gerek Th2 ile iligkili
alerjik hastaliklarda gerekse Th1 ile iligkili otoimmin bozuk-
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luklardaki artis Th1 ve Th2 yanitini diizenleyen regulatuvar T
hiicrelerinde (Treg) sayisal veya nitelik olarak olusabilecek bir
bozuklugu dusiindirmektedir. Cesitli hayvan deneyleri alerji ve
astim modellerinde Treg hucrelerinin alerjenlere karsi immun
toleransin saglanmasi ve devam ettirimesinde esas rol oyna-
digini ortaya koymaktadir. (9-11) CD4+CD25+ Treg hcreleri,
CD4+ T hucrelerinin yaklagik %5-10’unu olusturur. Sitokin tre-
timini ve efektdr T hiicrelerinin proliferasyonunu durdurabilme
yetenekleri vardir. CD4+ CD25+(high) Treg hicreleri bitin
CD4+ hicrelerin yaklasik %2’sini olusturur ve immiin cevabi
diizenleyen ve Foxp3 transkripsiyon faktorinii eksprese eden
ana regulatuvar hicre grubunu olusturur. Foxp3, Treg hicre-
lerin gelisiminde ve fonksiyonunda goérevli esas transkripsiyon
faktortdur. (12,13) Foxp3'un tek nukleotid polimorfizmi gocuk-
larda alerji gelisimi ile iligkilidir.(14)

Sonug olarak CD4+CD25+FOXP3+ Treg ve uyarilabilir tip 1
Treg hicreleri; Th1, Th2, Th17 gibi diger efektér T hiicrelerinin
supresyonu, eozinofil, mast hicreleri ve bazofil stipresyonu,
IgE’den 1gG4’e antikor izotip degisiklidi, inflamatuvar dendritik
hiicrelerin slipresyonu ve dokulara inflamatuvar hiicre gogu-
niin baskilanmasi gibi pek ¢ok farkli mekanizma ile alerji geli-
simini baskilamaktadir.

Bu calismada, erken gocukluk doneminde reaktif havayolu
hastaligi nedeniyle takip edilen hastalarin Treg hiicre seviye-
lerinin belirlenmesi ve saglikh kontrol grubu ile karsilastirilarak
daha 6nceki atopi ve alerjik hastaliklarla ilgili yayinlarda belir-
tildigi gibi hastaligin azalmis CD4+CD25+(high) Treg hicrele-
ri ile iligkisinin tespiti amaclanmgtir.

Gereg ve Yontem

Calismaya GATA Haydarpasa Egitim Hastanesi Cocuk Sag-
g1 ve Hastaliklari poliklinigine 2010 yili icerisinde miracaat
eden, reaktif havayolu hastali§i veya tekrarlayan hisilti (3 veya
daha fazla kez tibbi olarak hisilti teshisi konan) nedeniyle ta-
kip edilen 20 hasta ve kontrol grubunu olusturmak tzere ayni
yas grubundan daha énce alt solunum yolu hastalidi veya hi-
silti tanisi almamis, anne-babasinda astim 6ykisi olmayan
ve alerjik hastaligi (alerjik rinit, besin alerjisi ve atopik dermatit
gibi) bulunmayan 20 saghkl ¢cocuk dahil edildi. Kardiyak, me-
tabolik, norolojik, ve diger sistemlere ait herhangi bir kronik
hastali§i bulunanlar ile inhale kortikosteroid veya anti-Iokotrien
kullananlar galisma disinda tutuldu. Hasta grubundaki ¢ocuk-
larin ebeveynlerinden gegcirilen atak sayisi ve atak agirhgi (acil
medikal tedavi, oksijen ihtiyaci ) ile ilgili bilgiler toplanarak ¢a-
lisma ile ilgili ayrintil bilgi verildi ve “bilgilendirilmis génallt olur
formu” alindi. Olgularin ataklarinin agirhidi, retrospektif olarak
uygulanan tedavinin diizeyine gore siniflandirildi. Arastirma
icin etik onay GATA Etik Kurul Baskanligindan alind.

Hasta ve kontrol grubundan poliklinik sartlarinda toplanan
kan 6rnekleri akim sitometri (flow cytometry) teknigi ile analiz
edilerek CD4+ ve CD4+CD25+(high) T hiicre oranlar belirlen-
di. T hicrelerinin CD4+CD25+(high) alt gruplarinin tespiti icin
anti-CD4FITC, anti-CD25PE florokrom boyali antikorlar ve izo-
top kontrolleri icin ise anti IgG2aFITC/anti-IlgG1PE kullanildi
(BD Pharmingen). Akim sitometri icin FACSCalibur (Beckton
Dickinson) cihazi kullanildi. Elde edilen istatistiki veriler SPSS
13.0 programi kullanilarak degerlendirildi. Verilerin analizi ya-
pilirken tanimlayici istatistiklerden aritmetik ortalama ( ) ve
standart sapma (SS) kullanildi. Arastirma verilerinin normal
dagilima uygunluguna Kolmogorov-Smirnov testi ve grafik-
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sel gosterimlerle bakildi. Normal dagilima uygunluk gdster-
medigi i¢in arastirmanin sonucunda elde edilen veriler Mann
Whitney-U test ve ki kare test kullanilarak karsilastirildi. So-
nuglar %95’lik gliven araliginda, anlamlilik p<0,05 dizeyinde
degerlendirildi.

Bulgular

Calismaya dahil edilen katilimcilarin karakteristik 6zellikleri
incelendiginde kontrol ve hasta gruplarinin her ikisinde de 12
erkek(%60), 8 kiz(%40) mevcuttu. Ortalama yas, hasta gru-
bunda 30,7+£14,94 ay , kontrol grubunda ise 30,6+16,28 ay idi.
Gruplar arasinda yas ve cinsiyet 6zellikleri agisindan anlamli
fark yoktu. immunolojik érnekler igin kan drnegi alimi esna-
sinda katilimcilar son bir ay icerisinde hisiltili veya higiltisiz
herhangi bir solunum yolu hastaligi gecirmemisti. Hasta grubu
incelendiginde hastalardan biri dort kez(%5), biri U¢ kez(%5),
besi iki kez (%25)ve yedisi bir kez(%35) adir atak gecirmisti.
Alti hastada (%30) hi¢ agir atak gelismemisti. Yine hasta gru-
bunda ortalama atak sayisi 5,6 +4,1, ortalama atak hizi (atak
sayisi/ay olarak yas) 0,21+0,12 idi.

Akim sitometri incelemesinde CD4+CD25+(high) T regu-
latuvar hiicresi seviyeleri belirlenerek her iki grup arasinda
karsilastirildi.(Tablo-1) Hasta grubunda CD4+ hiicre ylzdesi
ortalama olarak %38,78+7,34 (22,6-51), kontrol grubunda ise
%37,75+7,39 (26-53) Her iki grup birlikte degerlendirildiginde
ortalama %38,26+7,29 idi. CD4+CD25+(high) T hiicre seviye-
si hasta grubunda ortalama %6,34+2,38 ( 4,3-11,5), kontrol
grubunda ise %7,67+3,26 (4,5-15) idi. Her iki grup birlikte de-
gerlendirildiginde ortalama %7+2,9 idi.

Tablo I. CD4+, CD25+ ve CD4+CD25+ T hiicreleri igin akim sitometrisi
sonuglari

Hasta (n=20)  Kontrol (n=20) P-degeri
CD4+ T hiicreleri% 38,78(7,34) 37,75(7,4) 0,55
ort.(SD)
CD4+CD25*"igh 6,34(2,38) 7,67(3,26) 0,28

Thiicreleri% ort. (SD)

Hasta ve kontrol gruplari arasinda yapilan karsilastirmada
CD4+ T hucre seviyesi kontrol grubunda ¢ok az bir farkla daha
disik bulunurken istatistiksel olarak anlamli degildi. Calis-
mada esas olarak incelenen CD4+CD25+(high) T hicre se-
viyeleri kargilastirildiginda hasta grubunda beklendidi sekilde
kontrol grubundan daha dusuk bulunurken istatistiksel olarak
anlam ifade etmemektedir.

Calismamizda elde ettigimiz daha 6énemli olabilecek bir di-
ger sonug ise; CD4+CD25+(high) T hiicre seviyeleri agir atak
sayisi ile iliskilendirildiginde aralarinda istatistiksel olarak an-
lamli ters bir iliski oldugu tespit edildi (Tablo 2) (p<0,05) .Yani
hasta grupta CD4+CD25+(high) T hicre seviyeleri distikce
agir atak sayisi artmaktadir.

Tablo Il. Hasta grubunda CD4+ CD25+ (high) T hiicre seviyeleri ile agir atak
sayisi iligkisi

Agir atak geciren | Agir atak gegirmeyen

Hasta grubunda CD4+ CD25* this"
(n: 6)

T hiicre seviyesi

(n:14)

P <0.05 % 6.45 £ 3.5 % 6.07 £ 1.2

Aydemir ve ark.



Tartisma

Bu galismanin temel amaci, erken ¢ocukluk déneminde re-
aktif havayolu hastaligi nedeniyle takip edilen hastalarin Treg
hiicre seviyelerinin belirlenmesi ve saglikli kontrol grubu ile kar-
silastirilarak daha 6nceki atopi ve alerjik hastaliklarla ilgili ya-
yinlarda belirtildigi gibi hastaligin azalmis CD4+CD25+(high)
Treg hucreleri ile iliskisinin ortaya konulmasiydi. Calismaya
katilan gocuklarin yas ve cinsiyet gibi demografik karakteris-
tikleri arasinda belirgin bir fark yoktu ve sonuglar bu degisken-
lerden etkilenmemektedir.

Daha onceki gesitli galismalarda CD4+CD25+(high) T hiicre
seviyeleri arastiriimis ve bagisiklik yanitindaki diizenleyici roli
ayrintili olarak agiklanmaya galisiimistir. Treg hiicreleri CTLA-
4 ve TGF-beta1 gibi molekillerin yardimi ile sitokin Gretimi
Uzerine olan slipresor etkileri vasitasi ile diizenleyici etkileri-
ni gosterirler. (15-16) Borrego ve ark.’nin tekrarlayan hisiltisi
olan ¢ocuklarda yaptiklari calismada hem CD4+CD25+ T hic-
re dizeyleri hem de CD4+CD25+CTLA-4+ T hiicre diizeyleri
saglikh kontrol grubu ile karsilastirildiginda daha disik bulun-
mustur. Calismacilar hasta grubunu diisik risk ve yiiksek risk
olarak ayirmig, degerleri yiksek riskli grupta daha da dusuk
tespit etmislerdir.(17) Bu sonuglar Haddeland ve ark.'nin tek-
rarlayan higiltisi olan ¢ocuklarda yapmis oldugu ¢alismadaki-
lerle uyumlu olarak bulunmustur. Ayni arastirmaci yenidogan-
lardaki bozulmus Treg hicre Uretiminin artmis herediter alerji
riski ile iligkili oldugunu tespit etmistir.(18)

Her ne kadar istatistiksel olarak anlamli olarak bulunmasa
da bizim calismamizda da CD4+CD25+(high) T hiicre diuzey-
leri benzer olarak reaktif hava yolu hastalii olan gocuklarda
saglikhlarla kargilastirildiginda daha digiik seviyelerde tespit
edilmistir. Bunun reaktif havayolu hastaligi tanisi almis olan
hastalarin bir kisminin alerjik etyopatogeneze sahip olmama-
sindan kaynaklandigi dusunulebilir. Yine astimli ¢ocuklarda
yapilan farkh galismalarda ise CD4+CD25+(high) T hicre di-
zeyleri ile istatistiksel olarak anlamli sonuglar elde edileme-
mistir.(19-21)

Literatlrdeki arastirmalardan yola cikilarak
CD4+CD25+(high) T hucrelerinin pek ¢ogunun indiklendik-
ten sonra fonksiyonunda gorevli esas transkripsiyon faktort
Foxp3 eksprese ettigini dustnlrsek hasta ve kontrol gruplari
arasinda Foxp3 agisindan da anlamli fakhliklar olabilecegi du-
suindlebilir.(22-23) (Borrego ve ark.’nin yaptidi ¢alismada bu
farkhhk izlenmemisgtir.)

Yine glincel ¢calismalarda azalmis IFN-y ekspresyonu ve ato-
pik hastaliklar arasinda bir iligki oldugundan bahsedilmektedir.
(24-25) Tucson galismasinda dogumda ve Uglincu ayda tespit

edilen disuk IFN-y tretiminin yasamin ilk yilindaki tekrarlayan
hisilti ile iligkili oldugu belirlenmistir. Ancak bu konuda da he-
niz kesin bir gérus birligi olusmamis, farkl arastirmacilar ai-
lesel atopi riskinin higiltinin tekrarlanmasinda birlikte bulunan
karigtirici olarak rol aldigini iddia etmektedirler. (26)

Calismamizda elde ettigimiz daha énemli bir diger ayrinti
ise CD4+CD25+(high) T hicre diizeylerinin atak hizi ve agir
atak sayisi ile ters iligkili olmasidir. Reaktif hava yolu hastaligi
nedeniyle takip edilen hastalarda CD4+CD25+(high) T hiicre
seviyeleri azaldikga atak hizi (bir diger deyisle atak sayisi) ve
agir atak sayisi giderek artmaktadir. Buradan yola c¢ikilarak

Cilt 57 » Say1 3

Treg hiicre diizeylerindeki imminolojik degisikliklerin higiltinin
tekrarlamasinda rol oynayan ¢ok énemli bir faktor oldugu di-
sundlebilir. Glncel literatirde bu konuda yeterli bilgi bulunma-
maktadir.

Sonug olarak immunolojik belirtegler halen ayrintili olarak
arastirimakta ve alerjik hastaliklarda ki énemini korumakta-
dir. Calismamizdan elde ettigimiz verilere dayanarak gocukluk
¢aginin en énemli kronik hastaligi olan astim olarak suregi-
debilen reaktif havayolu hastaliginin etyopatogenezinde ve
rekirrensinde énemli bir yere sahip oldugunu dugindigimiz
CD4+CD25+(high) Treg hucrelerinin ve IFN-v gibi sitokinlerin
daha genis serilerde yeni calismalarla irdelenmesinde fayda
oldugunu disinmekteyiz.
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