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Amag: Bu calismada dihidrorhodamin (DHR) testinde stimuilasyon indeksi (SI) ve varyasyon katsa-
yist (VK) verilerinin saglikli kontrollerdeki referans degerleri bildirildi.

Gerec ve yontemler: Caligmaya primer immiin yetmezlik uyarict bulgusu ve kronik hastaligi olma-
yan 210 saglikli kontrol alind1. Veri analizleri tam olan 184 birey (67 kiz, 117 erkek; ort. yas 9.0+9.6
yil; dagilim 0.3-59.2 yil) degerlendirmeye alindi. Saglikli kontrollerden 2 mL’lik periferik kan
ornekleri alind1 ve akan huicre 6lger tuplerinde eritrositlerin lizisi saglandi. Hucreler Hank tampon-
lu tuz solusyonu (HBSS) ile iki kez yikand1 ve 50 ng/mL forbol miristat asetat (PMA) stimiilasyonu
ile 37 °C’de 14 dakika siireyle inkiibe edildi. Hucreler bekletilmeden, BD FACS Calibur akan hiicre
olcer cihazinda graniilositlerden kapi alinarak degerlendirme yapildi. PMA uyaranli notrofillerden
elde edilen floresan yogunlugun geometrik ortalamasina orani, uyaransiz degerlere bolunerek SI
hesaplandi. Akan huicre 6lger cihazinda PMA uyaranli hiicrelerin histogramda X ekseni tizerindeki
floresan yogunlugunun VK degerleri elde edildi.

Bulgular: Saglikli kontrollerde, SI degerinin 20.1-125.2 (ort. 36.75+18.3) araliginda degistigi gozlen-
di. Ayni seride, VK degeri 9.9-25.2 arasinda (ort. 18.2+3.7) idi.

Sonug: Dihidrorhodamin testi kronik graniilomatoz hastalik icin tanisal bir test olmasinin yani sira,
bu hastaligin kalitim seklinin ve tastyicilarin belirlenmesinde de yararlidir. Hastalarin ve tastyicilarin
degerlendirilmesinde burada sunulan degerler referans veri olarak kullanilabilir.

Anahtar sozciikler: Kronik graniilomatoz hastalik; dihidrorhodamin; oksidatif patlama.

Objectives: In this study, we report reference data of stimulation index (SI) and variation
coefficient (VC) data in dihydrorhodamine test in healthy controls.

Materials and methods: Two hundred ten healthy controls without primary immunodeficiency
warning signs and chronic disease were enrolled in this study. Evaluation was performed in 184
individuals (67 females, 117 males; mean age 9.0+9.6 years; range 0.3 to 59.2 years) with full data
analysis. 2 mL peripheral blood samples were taken from healthy controls and lysis of erythrocytes
was provided in flow cytometer tubes. The cells were washed twice with Hank's buffered salt
solution (HBSS) and incubated at 37 °C for 14 minutes in the 50 ng/mL phorbol myristate acetate
(PMA) stimulation. The cells were immediately evaluated using gating granulocytes in the BD
FACS Calibur flow cytometer tool. The SI was calculated by dividing the ratio of geometric mean
of fluorescence intensities obtained from PMA stimulated neutrophils to non-stimulated values. In
flow cytometry, VC values of fluorescence intensity on the x-axis of histogram were obtained in
PMA stimulated cells.

Results: In the healthy controls, SI values were observed to vary ranging between 20.1 and 125.2
(mean 36.75+18.3). In the same series, VC values were between 9.9-25.2 (mean 18.2+3.7).

Conclusion: Besides the use of a diagnostic test for chronic granulomatous disease, DHR test is
useful in identifying the inheritance type of this disease and carriers. Values presented herein can
be used as reference data for the assessment of patients and carriers.
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Kronik granitilomatéz hastalik (KGH); bakteri ve
mantarlarin neden oldugu yasami tehdit eden enfeksi-
yonlar ve graniilom olusumu ile tanimlanan, bagisiklik
sisteminin birincil hastaligidir. Hastalik ilk kez 1954
yilinda Janeway ve ark.M tarafindan tanimlanmigtir.
Kronik graniillomat6z hastalik dogal immiin yanitin bir
elemani olan fagositer hiicrelerin nikotinamid adenin
diniikleotid fosfat (NADPH) oksidaz enzim sistemindeki
bozukluguna baglidir ve diinyada 200.000-250.000’de 1
siklikta goriilmektedir.*¥ Ulkemizdeki akraba evliligi
oranlarinin yitksek olmasi nedeni ile otozomal ¢ekinik
kalitim daha sik (%60-70) goriilmektedir.”!

Kronik grantilomatoz hastalikli olgularda hiicre igi
mikroorganizmalarin oldiiriilememesi sonucu 6zellikle
katalaz pozitif Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumo-
niae, Salmonella spp., Burkholderia cepaci, Aspergillus,
Candida ve Nocardia enfeksiyonlarina yatkinlik olus-
maktadir. Tekrarlayan enfeksiyonlar disinda cesitli oto-
immiin hastaliklar, kolit, lenfadenopati ve graniilomlar
klinige eslik eder.

Kalitim tipinin ayirt edilmesinde (X’e bagl ya da
otozomal resesif) hem pozitif aile oykiisi hem de ebe-
veyn ve kardeglerin graniilosit fonksiyon testleri 6nem
kazanir. Notrofillerde oksidatif patlama fonksiyonunun
semikantitatif tayini olarak nitroblutetrazolium (NBT)
testi, KGH tanisinda basit bir test olup yerini akan
hiicre 6lgerde enzim rezidiiel aktivitesinin dihidrorho-
damin (DHR) indirgenme testi tayinine birakmuigtir.
Dihidrorhodamin testi ile X’e bagl gecisin tastyicilar: da
saptanabilir. Otozomal resesif KGH'nin goriildigii aile-
lerdeki tastyicilar saptamak ise sadece mutasyon analizi
ile mimkindir.*?

Notrofil oksidatif patlama aktivitesini belirlemek
amaci ile yaygin olarak kullanilan yontemlerden biri
olan NBT testinde, normal nétrofillerin nitroblue
tetrazoliumu formazana indirgemesi sonucu mikros-
kop iizerinde koyu mavi pigmentler gézlenmektedir.
Kronik graniilomatoz hastalikta nétrofiller siiperok-
sit iretemediginden bu indirgenme ger¢eklesemez ve
boya sar1 renkli olarak kalir.¥! Nitroblutetrazolium
testinde mikroskop aracilig1 ile tani konulmakta, dola-
yist ile degerlendirmeyi yapan kisinin bu konuda
deneyimli olmas: gerekmektedir. Dihidrorhodamin
ise fagosit hiicrelerde mitokondriye yerlesmekte ve
uyarim sonrasinda oksijen radikalleri ve peroksinit-
ritin etkisi ile gli¢lii floresan 6zellikteki rhodamine
indirgenmektedir. Rhodamin, 488 nm’de 151k yaydig:
i¢in gii¢li floresan sonucu akan hiicre 6l¢er cihazinda
histogramdaki degisiklige gore analiz yapilmaktadir.
Dihidrorhodamin testinin; hizli, gtivenilir ve NBT tes-
tine gore daha ustiin bir test oldugu daha 6nce yapilan
caligsmalarda gosterilmigtir.”*!
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Bu ¢alismada amacimiz, merkezimizde KGH’lerin
on tanisinda rutin olarak kullanilan DHR testinin
degerlendirilmesinde kullanilmak tizere, saglikli birey-
lerdeki referans degerlerinin belirlenmesi ve sunulma-
sidir.

GEREC VE YONTEMLER

Kan ornekleri ve kimyasallar

Calismada 210 saglikli kontrolden 2 mL kan 6rnek-
leri EDTA’L1 (etilen diamin tetra asetik asit) tiipler igeri-
sinde toplandi ve 12 saat icerisinde 6rnekler kullanildi.
1 mg DHR (Sigma Aldrich, Poole, UK.) 1 mL dimetil
stilfoksit (DMSO) (Sigma Aldrich, Poole, UK.) icerisinde
¢oziilerek, DHR stok soliisyonu hazirland: ve -80 °C’de
saklandi. Caligma soliisyonu olarak 29 mM DHR kul-
lanildi. Dihidrorhodamin testi igerisinde nétrofilleri
aktive edici uyaran olarak forbol miristat asetat (PMA)
(calisma soliisyonu: 5 ng/mL) (Santa Cruz Biotech,
Heidelberg, Germany) kullanildi. 10X lizis soliisyonu;
500 mL distile su, 41.5 g amonyum klorid, 4.2 g sodium
bikarbonat, 10 mL 0.5 M EDTA karistirilarak elde edil-
di. Caligmada 1000 U/mL konsantrasyonda kullanilan
katalaz (Sigma Aldrich, Poole, UK.) soliisyonu, Hank’s
Balanced Salt Solution (HBSS) (Gibco, Invitrogen,
Paisley, UK) tampon kullanilarak seyreltildi. Elde edi-
len sonuglardan Si<20 ve VK>25 olan degerleri igeren
26 kisi degerlendirme disinda birakildi. Degerlendirme,
184 bireyde (67 kiz, 117 erkek; ort. yas 9.0+9.6 y1il; dag1-
lim 0.3-59.2 yil) yapildi.

Fagositik hiicrelerin hazirlanmasi

5 mDlik akan hiicre olger tiiplerine 200 uL EDTA’1
tiplere alinan periferik kan Orneklerinden eklendi.
Uzerine 1:10 oraninda 2 mL lizis ¢aligma soliisyonu ilave
edildi ve oda 1s1sinda bes dakika inkiibe edildi. Soliisyon
oda 1s1sinda 1200 rpm’de bes dakika santrifiij edildi ve
stipernatan atildi. Hiicreler iki kez HBSS ¢alisma soliis-
yonu ile yikand: ve fagositik hiicreler teste hazir hale
getirildi.

Hiicrelerin PMA ile stimiilasyonu

Hiicrelere 400 pL HBSS tampon ¢ozeltisi igerisinde
DHR ve katalaz ¢alisma soliisyonlar1 eklendi ve tiipler
37 °C’de bes dakika su banyosu icerisinde inkiibe edildi.
Katalaz, hidrojen peroksiti su ve oksijene doniistiirerek
etkisizlestirmekte ve bu sekilde reaktif oksijen ara iiriin-
leri miktarini kontrol ederek, konak dokuyu ve hiicreleri
korumaktadir. Daha sonra hiicreler 200°er uL olarak, iki
ayr1 akan hiicre olcer tiipiine boliindi. Tiplerden bir
tanesine uyaran olarak PMA, digerine ise HBSS tampon
¢ozeltisi eklendi ve tiipler 37 °C’de 15 dakika inkiibe
edildi.
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Akan hiicre 6l¢er analizi

Analizigin BD FACS Calibur cihazive Cellquest yazi-
lim programi kullanild1 (BD Biosciences, Pharmingen,
San Diego, USA). Canli nétrofiller etrafinda olusturulan
kapilama ile hiicre dagilimi histogram olarak gériin-
tiilendi. Histogram gorintilerinde X ekseni floresan
yogunlugunu, Y ekseni ise hiicre sayilarini géstermekte-
dir. Histogramlarda noétrofil gruplarinin sinirlar: belir-
lenerek analizler yapildi.

Stimiilasyon indeksi (SI) ve varyasyon katsayis1 (VK)

Stimiilasyon indeksi, PMA ile uyarilan 6rneklerde elde
edilen floresan yogunlugu geometrik ortalamasinin, uya-
rilmayan Orneklerde elde edilen floresan yogunlugu geo-
metrik ortalamasina oranlanmas: ile hesaplandi. Ayrica,
PMA ile uyarilan hiicrelerin X ekseni tizerindeki floresan
yogunlugunun VKsi elde edildi. Elde edilen histogram
goriintiileri, SI degerleri ve VK degerleri saglikli kisilerdeki
standart referans araliklarinin belirlenmesinde kullanildi.

BULGULAR

Dihidrorodamin testi yapilan tiim kontrol grubu-
nun notrofil hiicrelerinin saglikli notrofil grubunda
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oldugu gozlendi (Sekil 1). Calismada elde edilen sag-
likl1 kontrol histogram goériintiisii ornegi ve merkezi-
mizde rutin olarak yapilan DHR testlerinde hasta ve
tagiyici olarak belirlenen bireylerin histogram goriintii
ornekleri Sekil 2’de verildi. Saglikli bireylerde, Si
degerinin 20.1-125.2 (ort. 36.8+18.3) araliginda degis-
tigi gozlendi. Ayni seride, VK degeri 9.9-25 arasinda
(ort. 18.2+3.7) bulundu (Tablo 1).

TARTISMA

Nikotinamid adenin diniikleotid fosfat oksidaz enzi-
minin katalitik merkezi, fagosit oksidazin 91 kDa gli-
koprotein alt iinitesinin (gp91°"*) i¢inde bulunmaktadir.
X kromozomu iizerindeki CYBB geni tarafindan kodla-
nan gp91Pt** proteinindeki bozukluk X’e bagli KGH’ye yol
acar. gp91Ph** proteininin maksimum stabilizasyonunun
saglanmasi icin CYBA geni tarafindan kodlanan p22phex
ad1 verilen bagka bir integral proteine gereksinim duyul-
maktadir. Enzimin aktivasyonu icin sitozolik bilesenler
olan, NCF1 (neutrophil cytosolic factor 1) geni tarafin-
dan kodlanan p47°h* ve NCF2 geni tarafindan kodlanan
p67°°* proteinlerinin, gp91P°* ve gp22Phex proteinlerinden
olugan heterodimerik zar kompleksi ile bir araya gelmesi
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Sekil 1. Kontrol grubundaki nétrofil hiicrelerin PMA uyaranli ve uyaransiz sartlardaki hlicre grubu. ssc: Yana sagilim; FSC:ileri sacilim;

PMA: Forbol miristat asetat.



52

(a) (b)

Turk J Immunol

(c)

Saglikl kontrol Hasta Tastyici
400
250 — ™ 400 M
200 320 1 I 3201
8 1501 T 240 1 8 2404
E E 13
= = =
& 1001 & 160 & 1601
50 4 80 1 801
04 v -
10° 10' 10? 10% 104 10° 10! 10? 10% 104 10° 10' 10? 108 104
PMA'siz PMA'siz PMA'siz
iki hiicre popiilasyonu:
Floresanda 85 kat artis Floresanda 2 kat artis normal ve etkilenmis
250 250 1 200 1 Normal
M2 M2
M2
200 4 200 4 160 2
I —— . “ Etkilenmis
& 150 £ 150 © 120 M1
E E 13 |_|
2 2 =
& 100 w100 8 8073
50 50 4 40
0 0 4 0 4
10° 10' 102 10% 104 10° 10’ 10? 10% 104 10° 10' 10? 10° 104

PMA'L

PMA'l

PMA'h

Sekil 2. (a) Saglkh kontrol, (b) hasta ve (c) tasiyici bireylerin dihidrorhodamin testinde gézlemlenen histogram goriintileri. PMA: Forbol

miristat asetat.

gerekir. gp22°Piox, p47pher ve p67Phor proteinlerini kodlayan
bu genlerdeki mutasyonlar otozomal ¢ekinik KGH'’ye
yol acar. Nadiren, NADPH enziminin pozitif ve nega-
tif regiilatorii olan sitoplazmik bilesenlerinden gp40rhex
proteinindeki herhangi bir eksiklik de otozomal resesif
KGH’de gozlenir. X’e bagli gecis tiim KGH hastalarinin
%60-70’'inde gozlenir iken oOzellikle akraba evliliginin
sik oldugu toplumlarda otozomal ¢ekinik tiplerin siklig
artar.*#*1% Dihidrorhodamin testi KGH tanisinda pratik
olarak kullanilan bir yéntemdir. Bu test ile elde edilen
histogram 0zelliklerine goére X’e bagli veya otozomal
¢ekinik tipler arasinda ayirim yapilabilmesinin yaninda,
tagiyicilik durumu da saptanabilmektedir.!'!! Gerek tani-
sal amagli, gerekse aile i¢in hastalik taramasi agisindan
DHR testinin yapilmas: bu hastalikta biiytik yarar sag-
lamaktadur.

Fagositer hiicrelerdeki oksidaz sistemi NADPH den
molekiiler oksijene elektron ge¢isini, boylece siiperok-

TABLO 1
Saglikli bireylerde stimiilasyon indeksi ve varyasyon katsayisi
degerleri
Ort.+SS  Minimum-Maksimum
Stimiilasyon indeksi 36.8+18.3 20.1-125.2
Varyasyon katsayisi 18.2+3.7 9.9-25

Ort.+SS: Ortalama + standart sapma.

sit ve diger reaktif oksijen radikallerinin (ROS: reacti-
ve oxygen species) olusumunu saglar. Oksijen tiiketimi
ile siiperoksit ve metabolitlerinin olusumu solunumsal
patlama olarak adlandirilir."? Saglikli bireylerde PMA
ile uyarilan nétrofillerde olugan bu ROS’ler, DHR’nin
giiclic floresan ozellikteki rhodamine indirgemesini
saglamaktadir ve akan hiicre 6l¢er cihazinda gergekles-
tirilen DHR testinin temelini olusturmaktadir. Reaktif
oksijen radikallerinin iiretildigi durumda, histogram
goriintiisiinde floresan etki ile saga kayma gerceklese-
cektir (Sekil 2a). Bu ara tiriinlerin bir bozukluk sonucu
iretilemedigi durumda ise akan hiicre 6lgerde saglikli
bireylerde gozlenen DHRnin rhidomine indirgenmesi
gerceklesmedigi i¢in saglikli bireylerde gozlenen flo-
resan etki olugsmaz ve histogram goriintiisii solda kalir

(Sekil 2b).

Dihidrorhodamin yénteminde hasta, tagiyici ve sag-
liklilarin birbirinden ayrilmasinda histogram goriintii-
siiniin yaninda SI ve VK degerleri de kullanilmaktadir.
Stimiilasyon indeksi degeri olarak hasta ve saglikli
bireyler arasinda 100 kata kadar varan bir farklilik
bulunabilmektedir,”” bununla birlikte farkli laboratu-
varlarda yapilan DHR testlerinde farkli SI degerleri elde
edilebilmektedir. Bu farklilik testlerin farkli merkez-
lerde optimize edilmesi sirasinda gerceklesebilecek bir
durumdur. Ornegin, Hacettepe Universitesinde ger-
ceklestirilen galigmada, saglikli kontrollerin SI degeri
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60-107 (ort. 79.6+15.4) arasinda bulunmustur.®! Bu
calismada ise saglikli kontrol 6rneklerimizin 20.1-125.2
(ort. 36.8+18.3) arasinda oldugu bulundu. Histogram
goruntilerinin yaninda kullanilan diger bir parametre
ise VK degeridir. Calismamizda bu deger, yine diger
merkezlere gore farkli olarak bulundu ve 9.9-25 arasinda
(ort. 18.2+3.7) hesapland..

Caligmamiza, saglikli kontrollerde referans araligi
olusturmak tzere, ilk olarak primer immiin yetmezlik
uyaricit bulgusu ve kronik hastaligi olmayan 210 kisi
alindi. Yapilan degerlendirmelere ve SI ve VK degerleri-
ne gore, SI<20 ve VK>25 olan 26 kisi ¢aligmadan ¢ika-
rild1 ve tim analiz ve hesaplamalar kalan 184 kisi i¢in
yapildi. Calismadan ¢ikarilan 26 kisiye, KGH tasimadi-
ginin ispatlanmasi i¢in, laboratuvarimizda rutin olarak
uygulanan NBT testi ve tekrar DHR testi uygulandi.
Yapilan testler sonucu bu kisilerin sonuglari normal
olarak bulundu, fakat verilerin giivenligi icin yapilan
analizlere tekrar eklenmedi ve ilk sonuglar1 géz 6niinde
tutuldu.

Sonug olarak, merkezimizde elde ettigimiz referans
verileri, KGH’li olgularin degerlendirilmesinde yardimci
olacaktir. Ayrica yapilacak ve referans verilerimize gore
degerlendirilecek DHR testi ile X’e bagli ve otozomal
resesif alt tiplerin belirlenmesi saglanacaktir. Kronik
graniilomatéz hastaliginin alt gruplarinin degerlendi-
rilmesinde SI degerleri énemli derecede bilgi vermekte-
dir, fakat tek bagina yeterli olmamaktadir. Stimiilasyon
indeksinin ¢ok diisiik olmadig1 bazi otozomal resesif
kalitilan alt tiplerde VK’de artisin uyarici oldugu unu-
tulmamalidir.
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