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, Gamze AKGUN®, Ahmet OZEN®, Safa BARIS®,

Girig: Kronik graniilomatoz hastalik (KGH), fagositer sistem hastaligi olarak bilinmektedir. Ancak bu hastalarin
takip siirecinde otoimmiinite, veya otoimmiin koliti diisiindiiren bulgularin gézlenmesi, edinsel immiin sistemin
de etkilenmis olabilecegini diisiindiirmektedir. Bu ¢alismada KGH'li olgularda ve tasiyicilarinda, T ve B lenfosit
yiizdelerinin ve T lenfosit fonksiyonlarinin belirlenmesi amaglanmistir.

Gereg ve Yontemler: Calismaya poliklinigimizde takip edilmekte olan 11 KGH (ii¢ii X’e bagli, sekizi otozomal ¢ekinik)
hastast ve alti otozomal ¢ekinik KGH hastasinin bu hastaligs genetik olarak tastyan anneleri alindi. Saglikli kontroller ile
kargilagtirilarak, KGH’li olgular ve tastyicilarda lenfositler ve alt tiplerinin yiizdeleri, lenfosit proliferasyonu, diizenleyici
T hiicre (Treg) yiizdesi, hiicre ici sitokin miktarlari saptandi.

Bulgular: Tastyict anneler yas uyumlu saglikli kontroller ile karsilastirildiginda T hiicre, B hiicre ve NK hiicre ve
T ve B hiicre alt tip yiizdelerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi. Hastalarda ise sadece uyarilmamis
(naif) B hiicre yiizdesinin saglikli kontrollere gore anlamli yiiksek oldugu goriildii (p<0,001). Hastalarda ve tastyict
annelerde yas uyumlu saglikli kontroller ile kargilastirildiginda lenfosit proliferasyonu, Treg hiicre oranlari, hiicre ici
IL-17 agisindan anlamli fark saptanmazken, tersine IFN-y diizeylerinin hem hastalarda (p=0,030) hem de tagiyicilarda
(p=0,038) anlamli derecede artmis oldugu gésterildi.

Sonug: Calismamizda KGH’1 olanlarda naif olgun B hiicresinin arttigs belirlenmistir. Ote yandan, hastalar ve tagtytcilarda
saptanan IFN-y yiiksekligine neden olan mekanizmalarin aydinlatilmasina ihtiyag vardir. Ayrica tastyici bireylerde Treg
ve IL-21 yiizdesinin sagliklilara benzer olmasi bunun otoimmiiniteden koruyucu olabilecegini diisiindiirmektedir.

Anahtar Kelimeler: Kronik graniilomatoz hastalik, lenfosit, proliferasyon, Treg, hiicre ici sitokinler

Introduction: Chronic granulomatous disease (CGD) is classically known as phagocytic system disease. However, in
recent years, the observation of the development of autoimmunity, colitis-like findings during follow-up has suggested
that the acquired immune system may also be defective. The aim of this project is to investigate the percent of T and B
lymphocytes, and function of T lymphocytes in patients with CGD and carriers.

Material and Methods: Eleven patients followed for CGD (3 X-CGD, 8 OR-CGD) in our clinic and 6 carrier
mothers of OR-CGD were included into the study. The percentages of lymphocytes and their subtypes, lymphocyte
proliferation, regulator T cell (Treg), intracellular cytokine content of patients with CDG and carriers were determined
in comparison to healthy controls.

Results: There was no statistically significant difference in percentages of T cell, B cell and NK cell and subtypes of
T and B cells in the mothers of patients compared to age matched healthy controls. The percentage of naive B cells
was significantly higher in the patients with CGD compared to those of healthy subjects (p<0.001). There were no
significant differences in lymphocyte proliferation, Treg cell percentage, intracellularIL-17 levels, but IFN-y levels were
significantly increased in both patients with CDG (p=0.030) and carriers (p=0.038) when compared with age-matched
healthy controls.

Conclusion: Increased naive B cells were found in CGD patients. High levels of IFN-y in patients and carriers need
to be further evaluated by further studies. In addition, the normal percentages of Treg and IL-21 in the carriers as in
healthy subjects may be offered as the protective mechanism for autoimmunity.
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Giris
hastalik  (KGH),

hastalarin tekrarlayan bakteriyel ve fungal enfeksiyonlara

Kronik  graniilomatoz etkilenen

yatkinligi ile seyreden fagositlerin  kaliumsal  bir
bozuklugudur. Mikrobiyal uyarana yanit olarak beklenen
solunum patlamasi olusturulamamasi ile karakterizedir."
Kronik graniilomatoz hastalikta, genetik olarak beg farkls
mutasyondan kaynaklanan protein kusuru tanimlanmigur
(gen/protein:  CYBA/p22vhx,  NCF1/p47%hx, NCF2/
p67°tx NCF4/p40°*>, CYBB/gp91).”! Kalium modeli
CYBB mutasyonlarinda X’e bagli digerlerinde otozomal
cekiniktir. Bugiine kadar tanimlanan olgular icinde X’e
bagli gecis sikligi diinyada %60-70 olarak saptanmustir.
Ancak, akraba evliliginin sik oldugu iilkelerde otozomal
cekinik tiplerin goriilme sikligi daha yiiksekeir.®* Genel
olarak X’e bagli KGH, otozomal ¢ekinik KGH’ye gére
daha erken baglangicli olup daha ciddi enfeksiyonlarla

seyreder.[>®!

Kronik graniilomatoz hastalikli olgularda hiicre igi
mikroorganizmalarin dldiiriilememesi sonucu, 6zellikle
katalaz pozitif Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae,
Salmonella spp, Burkholderia cepaci, Aspergillus, Candida
ve Nocardia enfeksiyonlarina yatkinlik olusmaktadir.
Tekrarlayan enfeksiyonlar diginda gesitli otoimmiin
hastaliklar, kolit, lenfadenopati ve granulomlar klinige
eslik eder. Otoimmiinite %10 olguda tanimlanmistr.
Bunlar arasinda sistemik lupus eritematozus, antifosfolipid
sendromu, otoimmiin trombositopeni, perkardiyal
efiizyon, romatoid artrit, IgA nefropati, sarkoidozis
ve ¢olyak hastaligs goriilebilmektedir.”’ Tanimlanan
otoimmiin hastaliklarla KGH arasindaki iligki hala
tam olarak anlasilamamis ancak birka¢ mekanizma ile
aciklanmaya calistlmistir. Bu olgularda artmis enflamasyon
nétrofillerin geg apopitozisine baglanmig ve bu hastalarda
daha az
gosterilmigtir.®  Diger taraftan hayvan modellerinde
KGH'li farelerde T lenfositlerin Th1 yéniine kaydig ve

laboratuvar ortaminda aspergillus mantariyla maruziyeti

sitokinlerin salgilandigy

anti-inflamatuvar

sonucu IL-17 gibi enflamatuvar sitokinlerin arug:
saptanmustir.'” Ayrica Kraaij ve ark."® diizenleyici T
hiicre (Treg) yanitlarinin olusumunda NADPH oksidaz
akrivitesi ile tretilen reakdif oksijen {riinlerinin (ROS)
rolii oldugunu gdstermistir.

X’e bagli KGH tagtyicilarinda; akne, artrit, fotosensitivite
ve lupus benzeri otoimmiinite bulgulart rapor edilmis
ve semptomlarin olusum mekanizmasi, saglikli nétrofil
varhiginin yaninda, defektif (NADPH oksidaz aktivitesi
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olmayan) nétrofil varligina baglanmisur.™" Ancak,
tastyicilarda goriilen bulgulari sadece nétrofil bozukluguyla
agiklamak miimkiin degildir. Literatiire bakildiginda,
tastyicilarda yapilan fonksiyonel c¢alismalarin cimiine
yakint X’e bagli olan tiptedir. Dolayisiyla, otozomal
cekinik kalium gosteren tastyict annelerde bu verilerin

calisilmast 6nem kazanmaktadir.

Bu bilgiler 1s18inda, ¢alismamizin amact KGH’larda ve
otozomal ¢ekinik kalitim gosteren tasiyicrannelerde lenfosit
ale tiplerindeki degisiklikleri ve T lenfositi fonksiyonlarini
yas uyumlu saglikli kontroller ile karsilasurmali olarak
belirlemektir.

Gere¢ ve Yontem

Bu calisma, Marmara Universitesi Insan Etik Kurulu’nun
03.04.2015 tarih ve 09.20140347 protokol kodlu
raporu ile onaylandi. Kronik granillomatoz hastalik
tanist  almis  hastalarin  ebeveynlerinden ve rtastyict
annelerinden katlmayr kabul edenlere bilgilendirilmis
onam formu imzalatildi ve onam vermis kisiler ¢alismaya
dahil edildi. Bu hastaligin tedavisinde kullanilabilen
subkutan IFN-y, uzun siireli steroid veya koék hiicre
nakli uygulanmig hastalar ¢alismaya alinmadi. Hasta ve
annelerden klinik durumunun iyi oldugu ve herhangi
bir enfeksiyonun bulunmadigi dénemde kan alinarak
tiim caligmalar Marmara Universitesi Cocuk Immiinoloji

Laboratuvarr’'nda gerceklestirildi.

Olgular

Bu calismaya Marmara Universitesi Cocuk Allerji-
Immiinoloji klinigimizde takip edilmekte olan 11 KGH’
olgu (3/8 K/E, sekiz olgu otozomal ¢ekinik, {i¢ olgu X’e
bagli kalitim gdsteren ve ortalama yas: 13,4£06,7) ve alu
otozomal ¢ekinik tastyici anne (ortalama yas: 33,714,7)
alindi. Annelerde otoimmiin hastaliklar i¢in yapilan klinik
sorgulama (endokrin, gastrointestinal ve romatolojik
agidan) ve gereginde otoantikor testlerde pozitiflik
saptanmadi. Hastalar daha 6nceden sonuglanmis DHR
degerleri normatif veri ile kargilagtirilarak"? ve genetik
mutasyonlarina goére X’e bagli veya otozomal c¢ekinik
kalitim 6zelligine gore siniflandirildi.

Lenfosit immiinfenotiplendirilmesi

EDTAL tiipe alinan 2 mL kan drnekleri her tiipe 100 pL
olacak sekilde béliinerek florokrom-konjuge monoklonal
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antikorlarla karigtirildi.  Bu  monoklonal antikorlar
sunlardir: CD4-FITC (fluorescein isothiocyanate), CD8-
PE (phycoerythrin), CD3-PerCP (peridinin chlorophyll
protein)/, CD4-PE, CD8-APC (allophyciyanin), TCR
alpha/beta-FITC, TCR gamma-delta-PE, CD45RA-
FITC, CD45RO-PE, CD4-APC, CD14-PerCP, CD31-
PE, CD27-APC, CD45RA-PE, CD8-PerCP, CD3-FITC,
HLA-DR-PE, CDI16+56-PE, CDI19-PE, IgM-FITC,
IgD-PE, CD21-PE, CD31-PE, CD19-PerCP, CD20-
APC, CD38-APC. Tiim antikorlar Becton Dickinson
(BD, ABD) firmasindan elde edildi. Sonrasinda tiipler
15 dakika siireyle karanlikta inkiibe edildi. Takibinde
tzerlerine 2 mL lizat soliisyonu (BD FACS Lysing
Solution, ABD, katalog: 349202) eklendi ve tekrar 10
dakika siireyle karanlikta inkiibe edildi. Ardindan bes
dakika 1500 rpmde santriftij islemi gerceklestirildi.
Hiicreler yikama soliisyonu (BD, ABD, katalog: 349524)
icerisinde iki kez yikandi. Yikama sonrast hiicreler tizerine
500 pL yikama soliisyonu eklenerek akan hiicre 6Slger
cihazinda okuma ve analiz islemleri gerceklestirildi.
Olgularda ve aile bireylerinde lenfosit immiin
fenotiplendirilmesi  4-renkli FACS Calibur (Becton
Dickinson, ABD) akan hiicre olger cihazi kullanilarak
yapildi. Analizlerin yapilmasi ve kadran istatistiklerinin
(ortalama deger, standart sapma ve yilizde degerler)
belirlenmesi BD FACS CellQuest Pro yazilimi ile
gerceklestirildi.

(PMKH)

Periferal mononiikleer kan hiicreleri

izolasyonu

Hastalardan, tagtyici annelerden ve saglikli kontrollerden
10 cc heparinli tiipe kan alindi. 50 mLlik falkon tiipe
bosaltlan kan, 1:1 oraninda PBS ile sulandirildi. U¢ adet
15 mLlik falkon tiipiiniin her birine 3 mL fikol konarak,
sulandirilmis kan yavasca fikol tizerine yayildi. 2000
rpm'de 20 dak santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi, periferik
mononiiklear hiicrelerin toplandig: interfaz kismi pastor
pipeti ile toplanarak, ayr: bir falkon tiipe aktarildi. 5 mL
PBS eklenerek, 1500 rpm’de 10 dak santrifiij edildi (yikama
islemi iki kez tekrarlandi). Siipernatan dokiilditkten
sonra, hiicreler 1 mL komple RPMI besiyeri (RPMI
1640 besiyeri, %10 fetal inek serumu, %1 glutamin ve
%1 antibiyotik) icerisinde ¢oziildii. Bir mililicredeki canlt
lenfosit sayisi tayini icin lenfosit siispansiyonunundan 10
pL alinarak 10 pL Tripan mavisi ile karisurildi ve karisim
4-5 dakika bekletildikten sonra boyayt i¢ine almamis ve
sismemis lenfositler canli olarak nitelendirilerek Thoma
laminda 16 biiyiik kare x40’lik biiyiitme altinda sayild:.
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Cikan sayt 2x107 ile carpilarak 1 mIdeki PMKH say1st
belirlendi.

Lenfosit proliferasyon tayini

Lenfosit proliferasyon tayini i¢in, elde edilen PMKH
hiicreleri kullanildi ve bu hiicreler karboksifloresan
stiksinimidil ester (CFSE) (Invitrogen, ABD, katalog:
C34554) ile isaretlendi. CFSE ile isaretleme igin 2x10°
hiicre 1 mL RPMI 1640 besiyeri icerinde sulandirilarak,
1 ul (5uM/L) CFSE cklendi ve pipetleme yapilarak
karistirildi. Daha sonra siispansiyon +4°de 12 dak
bekletildi. Ug mililitre PBS ile 800 g'de 3 dak’lik iki defa
ytkama yapildi. Stipernatant dokiildii ve hiicreler 1 mL
komple RPMI kiiltiir besiyeri igerisinde ¢oziildii. CFSE
ile isaretlenen PMKH hiicreleri ikiye bolindii ve 72 saat
PMA (10ug/mL)+ ionomisin (I, 1 ug/mL) uyarimi ile
37°C, %5 CO, inkiibatériine koyuldu. Negatif kontrol
olarak hiicreler uyarimsiz bir sekilde kiiltiire edildi.
Kiiltiir sonrast hiicreler iki kez 2 mL yikama soliisyonu ile
yikandi. Bu islemden sonra 500 uL yikama soliisyonunda
¢oziilerek, akan hiicre 6l¢er cihazinda proliferasyon FL1
filtresi kullanilarak belirlendi. Deneyler farkli giinlerde
yapildig: icin, elde edilen yiizde oranlari o giinkii saglikls
kontrol degerlerine gore diizeltildi.

Hiicre i¢i boyama yontemi ile sitokin tayini

Hasta, anne ve kontrollerden heparinli tiiplere 2 mL
kan alindi ve bekletilmeden periferik kan mononiikleer
hiicreler (PKMH) izole edildi. 1 mL komple RPMI
besiyeri (RPMI+BSA+L-glutamin+antibiyotik) icerisinde
1x10¢ hiicre olacak gekilde US ve PMA (50 ug/mL)
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ABD) + ionomycin (1 ug/
mL) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ABD) +brefeldin A
(1 ug/mL) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ABD) uyarimi
ile birlikte 37°C %5 CO, etiiv igerisinde bes saat inkiibe
edildi. Daha sonra hiicreler 1 mL PBS soliisyonu icerisinde
iki kez yikandi ve hiicreler tizerine 10 pL. CD4-FITC (BD
Biosciences, San Diego, ABD) antikoru eklendi ve oda
sicakliginda 15 dak inkiibe edildi. 2 kez PBS ile yikama
sonrasinda, hiicrler 250 pL fiksasyon/permeabilizasyon
soliisyonu (BD Biosciences, San Diego, ABD) icerisinde
4°Cde 20 dakika inkiibe edildi. Hiicrelerin iki kez perm/
ytkama soliisyonu (BD Biosciences, San Diego, ABD)
ile yikanmasi sonrasi, 100 pl perm/yikama soliisyonu
icerisinde beser plL IL4-PE, IL10-PE ve IL17A-PE
antikorlar1 (eBiocience, CA, ABD) eklendi ve 4°C’de 30
dakika bekletildi. Hiicreler perm/yikama soliisyonu ile iki
kez yikandi ve akan hiicre dlcer cihazinda analiz edildi.
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Treg hiicrelerin yiizdesinin belirlenmesi

Treg hiicrelerin yiizdeleri Insan Foxp3 Boyama Kiti
kullanilarak gerceklestirildi (BD Biosciences, San Diego,
CA, USA). Lenfosit hiicreleri (1x10° hiicre) 100 ul. %5
BSA iceren PBS icerisinde sulandirildi ve {izerine 10’ar
ul CD4 ve CD25 eklendi. Tupler vorteks yardimiyla
karistirildi ve 20 dak oda 1sinda inkiibe edildi. ki mililitre
%S5 BSA igeren PBS ile yikama yapildi ve hiicreler 250 g'de
10 dak santfifiij edildi. Siipernatan dokiildii ve hiicreler
tizerine 2 mL FoxP3 A tamponu eklendi, kisaca vortex
yapildi ve 10 dak oda isisinda karanlikta bekletildi. Bes
yiiz gde 5 dak santriffiij yapildi ve siipernatan auld:. Yiizde
5 BSA igeren PBS ile yikama yapildi. Hiicreler {izerine 2
mL FoxP3 C tamponu eklendi, 30 dak karanlikea inkiibe
edildi ve iki kez yikama yapildi; 10 uL FoxP3 antikoru
eklendi, yavagca vorteks yapild: ve 30 dak oda isisinda
bekletildi. Yikama yapildi ve akim sitometri cihazinda
okuma gerceklestirildi. Deneyler farkls giinlerde yapildigt
icin, elde edilen ylizde oranlari o gtinkii saglikli kontrol
degerlerine gore diizeltildi.

Istatistiksel analiz

Gruplar arasindaki farklilik GraphPad Prism 5 programi
(GraphPad  Software, CA, USA) kullanilarak
analiz edildi. Ikiden fazla grup verilerinin bir arada

Inc.,

kargilagtirilmast ANOVA testi (tek yonlii varyans analizi)
ile yapildi. Iki grup arasindaki karsilastirma igin unpaired
Student t testi kullanildi. P-degeri 0,05den kiiciik ise
anlamli olarak kabul edildi.

Bulgular

Degerlendirmede genel lenfosit alt tipleri (CD3* T
hiicreler, CD19* B hiicreler, CD16*56* NK hiicreler),
B-hiicre alt tipleri (CD19+CD27IgD* naif B hiicreleri,
CD19*CD27*1gD sinif dontistimii yapmamus B hiicreleri,
CD19*CD27*IgD*, CD21""38 ' aktive B hiicreleri,
CD19*CD38"IgM™* transisyonel B hiicreler), CD4* T
hiicre alt tipleri (CD4*CD45RA" naif CD4* T hiicreler,
CD4*CD45RO* hafiza CD4* T hiicreler), CD8* T
hiicresi alt tipleri (CD8*CD45RA* naif T hiicreler,
CD8*CD45RO" hafiza T hiicreleri), CD3*TCRao/p* ve
CD3*TCRy/6* T hiicreleri ve CD4*CD45RA*CD31*
recent thymic emigrant (RTE) hiicrelerin yiizdeleri akan
hiicre dlger cihazi ile belirlendi. Kronik graniilomatdz
hastalarinda X’e bagli ya da otozomal ¢ekinik kalitim
tiplerinde CD4* ve CD8* T hiicrelerinin sayilarinda
anlamli fark olmadig: bilindigi icin™", lenfosit alt grup
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tayini icin c¢alismaya kawlan tiim hastalarin sonuglar

birlikte degerlendirildi.

Hastalar ve tastyict annelerde lenfosit yiizdeleri

Lenfosit alt gruplari ytizdelerine bakildiginda KGH’larda
ve tastyict annelerde yas uyumlu saglikli kontroller ile
kargilagtrildiginda T hiicresi, B hiicresi ve NK hiicresi
ylizdelerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi

(Sekil 1).

Hastalar ve tastyici annelerde T hiicre alt grup yiizdeleri
T hiicre alt grup yiizdelerine bakildiginda KGH’larda

ve tastyict annelerde yas uyumlu saglikli kontroller ile
kargilagtrildiginda CD4* yardimer T hiicresi (Sekil 2A)
ve CD8* sitotoksik T hiicresi (Sekil 2B) yiizdelerinde
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi. Yine timusta
lenfosit tiretiminin gostergesi olan RTE hiicreler (Sekil
2C) ve TCRo/B hiicre (Sekil 2D) yiizdelerine bakildiginda
ve yas uyumlu saglikli kontroller ile karsilagurildiginda
istatistiksel olarak anlaml: bir fark gozlenmedi.

Ayrica, hastalar, tasiyict anneler ve yas uyumlu
saglikli  kontroller arasinda CD4'CD45RA* naif ve
CD4*CD45RA* hafiza T hiicreleri (Sekil 3A) ve
CD8*CD45RA" naif ve CD8*CD45RA" hafiza T hiicreleri
(Sekil 3B) yiizdelerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark

bulunmads.

100+ T hiicreler B hiicreler NK hiicreler

_}%Tf

Lenfositler (%)

ia

20- l_ S :ij =
“hedlziet
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.\%g‘ .\'B?“ «-’a"’"

Sekil 1. KGH hastalarinda ve tasiyici annelerde lenfosit ylizdeleri
(KGH, kronik graniilomatdz hastalik; SK1, KGH hastalar ile yas
uyumlu saglikl kontroller; SK2, tasiyici anneler ile yas uyumlu saglikl
kontroller; ia, istatistiksel olarak anlamsiz)
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Sekil 2. KGH hastalarinda ve tastyici annelerde CD4* yardimci T (A), CD8* sitotoksik T (B), RTE (C)
ve TCRa/B (D) hiicre ylizdeleri (RTE, recent tymic emigrant; KGH, kronik graniilomat6z hastalik;
SK1, KGH hastalari ile yas uyumlu saglikli kontroller; SK2, tastyici anneler ile yas uyumlu saglikli

kontroller; ia, istatistiksel olarak anlamsiz)
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Sekil 3. KGH hastalarinda ve tastyici annelerde CD4*CD45RA* naif ve hafiza T hiicresi (A) ve
CD8*CD45RA* naif ve hafiza T hiicresi (B) yiizdeleri (KGH, kronik grantlomatéz hastalik; SK1,
KGH hastalari ile yas uyumlu saglikli kontroller; SK2, tastyici anneler ile yas uyumlu saglikh

kontroller; ia, istatistiksel olarak anlamsiz)

Hastalar ve tagtyict annelerde B hiicre alt grup yiizdeleri

B hiicresi alt gruplari acisindan, yas uyumlu saglikli
kontroller ile karsilasturildiginda hastalarin naif olgun
B hiicrelerinin istatistiksel olarak yiiksek sayida oldugu
gozlendi (p<0,001). KGH hastalarinda saglikli kontrollere
gore hafiza B hiicreleri sayisinda azalma egilimi belirlendi,
fakat bu azalmanin istatistiksel olarak anlamli olmadig1
bulundu (Sekil 4). Tastyict annelerde ise yas uyumlu
saglikli kontroller ile kargilastirildiginda B hiicresi alt

tiplerinin higbirinde istatistiksel olarak anlamli bir fark

gozlenmedi (Sekil 4).

Hastalar ve tagtyict annelerde lenfosit proliferasyonu

Hastalar, tasiyict anneler ve saglikli kontroller arasinda
PMA ve ionomisin uyarimi sonrasinda uyarilmis lenfosit
proliferasyonu acisindan istatistiksel olarak anlamli bir

fark bulunmadi (p>0,05) (Sekil 5A).
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Sekil 4. KGH hastalarinda ve tasiyici annelerde naif olgun B hiicresi,
sinif donlstim{ yapmis hafiza B hiicresi ve sinif dontisimi yapmamis
B hiicresi ylizdeleri (KGH, kronik grantlomat6z hastalik; SK1, KGH
hastalari ile yas uyumlu saglikli kontroller; SK2, tasiyici anneler ile
yas uyumlu saglikh kontroller; ***, p<0,001; ia, istatistiksel olarak
anlamsiz)
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Hastalar ve tagtyic1 annelerde IFN-y ve IL-17 diizeyleri

3,32 (1,99-8,47)
1,72 (0,74-2,40);
p=0,030) ve tastyict annelerde (ortanca (min-maks):
4,49 (2,82-5,35) ve kontrol ortanca (min-maks): 1,72
(0,74-2,40); p=0,038) yas uyumlu saglikli kontroller ile
kargilagtirildiginda IFN-y diizeylerinin anlamli derecede
artmis oldugu bulundu (Sekil 5B). IL-17 diizeyi acisindan
ise hasta, tastyict anne ve saglikli kontrollerde anlaml:i bir

fark gozlenmedi (p>0,05) (Sekil 5C).

Hastalarda (ortanca (min-maks):

ve kontrol ortanca (min-maks):

Hastalar ve tagtyict annelerde Treg hiicre degeri
Hastalar, tasiyict anneler ve saglikli kontroller arasinda
uyartlmig CD4*CD25'FoxP3" Treg oranlari acisindan bir
fark bulunmadi (p>0,05) (Sekil 5D).
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Sekil 5. KGH hastalari, tasiyici anneler ve saglikli kontrollerde diizeltilmis lenfosit proliferasyonu
degerleri (A), CD4* T hiicrelerinde salgilanan IFN-y ytizdesi (B), CD4* T hiicrelerinde salgilanan IL-
17 ylzdesi (C), diizeltilmis CD4*CD25*FoxP3* Treg hiicre degeri (D) (SK, saglikli kontrol; *p<0,05;

ia, istatistiksel olarak anlamsiz)
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Tartisma

Calismamizda kronik graniilomatéz hastalarda  ve
tastyict annelerde yas uyumlu saglikli kontroller ile
karsilasturildiginda T hiicresi, B hiicresi ve NK hiicresi
ve T ve B hiicresi alt tip oranlart benzer bulundu. KGH
hastalarinda sadece naif olgun B hiicre yiizdesinin saglikli
kontrollere gore yiiksek oldugu gosterildi Hastalarda ve
tastyict lenfosit proliferasyonu, Treg hiicre oranlari, hiicre
i¢iIL-17 agisindan fark saptanmazken, IFN-y diizeylerinin

artmis oldugu gosterildi.

Heltzerveark. (2002) KGH hastalarinin T hiicresisayilarinda
yas uyumlu saglikli kontrollere gore azalma egilimi
oldugunu gostermiglerdir. Ayrica, bu hastalarda ti¢ yasina
kadar T hiicrelerinin yiiksek oldugunu, fakat {i¢ yasindan
itibaren sayilarinin azalmaya basladig1 rapor edilmistir./"®
Yakin zamanda yapilan bir arastirmada ise eriskin X’e bagli
kalitimdaki KGH hastalarinin T hiicresi havuzlarinda azalma
oldugu ve bu hastalarin tedavilerinde T hiicrelerindeki
degisikliklerin genellikle ihmal edildigi belirtilmistir."*
Literatiirdeki calismalara benzer olarak calismamizda T
lenfositi yiizdesinin hastalarda bir miktar azaldigy, fakat bu
azalmanin istatistiksel olarak anlamli olmadig gozlenmistir.
Ayrica, yapilan detayli imminfenotipleme ile her iki
kalium tipinde T hiicresi alt tiplerinde saglikli kontroller
ile karsilagtrildiginda ytizde olarak bir fark bulunmamigtir.
Tastyict annelerde, yine KGH hastalarina benzer olarak, T
hiicresi alt tiplerinin yas uyumlu saglikli kontrollere benzer
sayilara sahip oldugu gosterilmistir. Bu durum, otozomal
cekinik kalium tipi tagtyicilarinda T hiicrelerin yasla birlikte
azalma gostermedigini, fakat hastalarda tedavi siirecinde
bu hiicre tiplerinin hep kontrol alunda olmasi gerekeigini

diisiindiirmiistiir.
X’e¢ bagli KGH’larda, Cotugno ve ark. 2014
yilinda yayimladiklari bir arasurmada, B hiicresi

proliferasyonunda kusur ve kizamik antikor yanitinin
uzun dénemde korunamadigini géstermistir. Ayrica 6zgiin
antikor tretiminde gorevli sinif degisimi gerceklesmis
B hiicrelerinin  sayisinin  diisitk oldugu gdzlenmistir.
151 Literatiirde otozomal ¢ekinik hastalarin T hiicresi
hakkinda  bilgi
Calismamizda otozomal c¢ekinik KGH hastalarinin T

proliferasyonlari bulunmamakreadir.
hiicresi proliferasyonunda bir kusur bulunmamistr.
Ayrica, benzer olarak bu kalitim tipindeki tastyicilarda da
T hiicresi proliferasyonun normal oldugu gosterilmistir.
Literatiire benzer olarak, hastalarimizda naif B hiicresi
yuzdelerinin yiiksek oldugu belirlenmis, fakat sinif
cevrimi gerceklesmis B hiicresi yiizdelerinde ise anlamliliga
ulasmayan azalma egilimi oldugu saptanmustir.
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Saglikli bireylerde Treg hiicreleri efektor T hiicrelerinin
aktivasyonunu ve proliferasyonunu  baskilayabilir ve
bdylece immiin yanitlari azalur. Bu nedenle otoimmiuinite,
hatali Treg sisteminin sonucu olarak ortaya ¢ikabilir!’®! ve
otoimmuiin hastaliklarin Treg ile basarili bir sekilde tedavisi
fare modellerinde  bildirilmistir."”'®" Diizenleyici T
hiicreleri ve IL-17 iireten hiicreler ters etki gostermektedir.
IL-17 G-CSE GMCSE TNF-o ve
bélgelerine nétrofil gdcinii diizenleyen kemokinlerin

IL23/1L-17

otoimmiin bozukluklara aracilik ettigi belirlenmistir.

enflamasyon

tretimini  uyarir. ekseninin  deneysel
91 X’e bagli KGH tastyicilarinin az bir kisminda artmig
otoimmiinite goriilebilmektedir. Bu bireylerde tekrarlayan
oral aftlar, fotosensitivite, diskoid lupus, artrit ve artralji,
egzema, lupus benzeri malar dokiintii, sistemik lupus
eritematozis ve koryoretinit gozlenebilir.?°?¥! [lging
olarak notrofillerin oksidasyon kapasitesiyle otoimmiinite
bulgularinin goriilmesi arasinda bir iligki saptanmamustir.
Buna ilaveten otoimmiinite bulgulari artmis da olsa
antiniikleer antikor pozitifligi de sadece tastyicilarin az bir
kisminda saptanmistir.* Enfeksiyonlara egilim ve artmus
otoimmiinite yalnizca X’e bagli KGH tastyicilarinda
saptanmis olup, otozomal ¢ekinik gecisli KGH’1 tagtyici
bireylerinde béyle bir iliski gériilmemektedir.” Yakin
zamanda grubumuzun yapug bir ¢alismada otozomal
cekinik tagtyict annelerde yapilan sistematik klinik
ve laboratuvar taramada otoimmiinite bulgularina
rastlanmamis olmasi literatiirii destekler niteliktedir.
(241 Caligmamizda otozomal ¢ekinik KGH’li hasta ve
tastyicilarinin IL-17 diizeylerinin ve Treg yiizdelerinin
normal oldugu bulunmustur. Bu durum 6zellikle otozomal
cekinik KGH tastyicilarinda otoimmiinite gézlenmemesi

nedenini agiklayabilecek durumlardan bir tanesidir.

Sistemik otoimmiinitenin gelisimi ve siddetinde, 6zellikle
sistemik lupus eritematozusda, interferon-y onemli bir
rol oynamaktadir. Bu durum yapilmis hayvan modeli
calismalarinda da gosterilmistir.”®! Calismamizda KGH
hastalari ve otozomal cekinik KGH tastyict annelerde
hiicresel diizeyde artan IFN-y yanitlart belirlenmigtir. Bu
da tastyicilarda klinik olarak saptanabilen otoimmiinite
olmasa dahi, bunlarin otoimmiinite riski ile karsi karstya
kalabilecegini dustindiirmektedir. Elde edilen bu grup
hasta ve tagtyicilardaki IFN-y degeri yiiksekliginin genis
serilerde yapilmis calismalarla dogrulanmaya ihtiyac
vardir. Ayrica tagtyicilarin uzun dénemde klinik olarak
otoimmiinite bulgulari acisindan yakin takip edilmesi
gerekliligi sonucuna varilmistr.
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Sonug olarak, calismamizda KGH hastalari ve otozomal
cekinik KGH'’1 tagtyici anneleri yas uyumlu saglikli
kontroller ile karsilastirmali olarak T ve B lenfositlerinin
ve alt tiplerinin dagilimlari belirlenmis, sadece hastalarda
naif B hiicresi ylizdesinin anlamli olarak artmis oldugu
gozlenmistir. Tastyicillarin - Treg  yiizdelerinde ve IL-
17 dizeylerinde farklilik saptanmamast bu bulgularin
otozomal gecisli KGH hastalarinin tastyict annelerinde
etkili
disiindiirmektedir. Ayrica, in vitro IFN-y degeri yiiksek

otoimmiinite  gdzlenmemesinde olabilecegini
olan fakat klinik olarak otoimmiinite gozlenmeyen hasta
ve tastyicilarin, otoimmiinite bulgularinin ortaya ¢ikma

ihtimaline kars: takip edilmesi gerekmektedir.
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