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1. GIRIS

Kronik Graniilomatoz Hastalik (KGH): Fagositik hiicrelerin, bazi bakteri ve
mantarlar1 fagosite ettikten sonra oldiirememesi ile karakterize heterojen, kalitsal
primer bir immun yetmezlik hastaligidir. Fagositik hiicrelerin solunum patlamasi ve
siiperoksit yapimi i¢in gerekli olan nikotinamid adenin diniikleotit fosfat (NADPH)
oksidaz sistemindeki defektlere bagli olarak gelisen tekrarlayan ve hayati tehdit eden
enfeksiyonlar, artmig enflamatuar cevaba bagli graniilom olusumu ile karakterizedir
(1,2).

Tani; hikaye, klinik bulgular ve solunum patlamasmin (respiratory burst)
gerceklesemediginin gdsterilmesi ile konulmaktadir. Solunum patlamasindaki reaktif
oksijen ara iriinlerinin sentezlenmesininin gosterildigi; Nitroblue tetrazolium testi
(BNT) kemiluminisans, sitokrom-c tayini ve dihydrorhodamine 123 (DHR-123) akim
sitometri de tanida kullanilan yontemlerdir. Ayrica Immunbloting ya da, gen sekans ve
subgrup tayini i¢in mutasyonel analiz gibi molekiiler teknikler ile de genotipik tani
kesinlestirilmektedir (3,4).

Gilintimiizde tedavi; Anti-mikrobiyal profilaksi [Trimetoprim-sulfametoksazol
(TMP-SMX), Itrakonazol, Interferon-gamma (IFN-y)], enfeksiyonlarm tedavisi,
enflamatuar komplikasyonlarm tedavisi, hematopoetik kok hiicre nakli ve gen
tedavisini (deneysel) kapsamaktadir (3,5,6).

IFN-y; T hiicreleri, dogal oldiiriicti (natural killer-NK) hiicreler ve NKT hiicreleri
tarafindan {iretilen dogal ve kazamilmis bagisiklik cevapta rol oynayan 6nemli bir
sitokindir. Konak savunmasinda ve bagisiklik sisteminin diizenlenmesinde; antiviral,
antimikrobiyal, anti-tlimoral Ozelligi ile etki gostermektedir (7). KGH’de doksanli
yillardan beri kullanilmasina, etkinligi ile ilgili bir¢ok ¢aligmaya ragmen tedavideki
yeri ve etkinligi hala tartisilmaktadir. Erken ¢aligmalar, oksidatif metabolizma {izerinde
uzun donem tyilestirici 6zelligi oldugu, bakteri 6ldiirme ve sitokrom b558 gibi NADPH
oksidaz enzim sistemi lizerinde fonksiyonel olarak etkili oldugunu gostermekle birlikte
son donem calismalar, IFN-y tedavisinin klinik etkinliginin, NADPH oksidaz aktivitesi
iizerinden olmadigmni gostermektedir (8-12). Belirgin bir toksisite gostermeksizin,
enfeksiyon ve hastaneye yatis siklifinda azalma ve yasam kalitesinde diizelme
saglandig1 icin tedavi protokollerine yer almaktadir (13). Farkli merkezlerin KGH’deki

INF-y tedavisi deneyimlerine bakildiginda, genellikle ya tani aninda anti-mikrobiyal



tedavinin yaninda baslanmakta, ya da klinik izlemde enfeksiyon sikligmi ve ciddiyeti,
hastaneye yatis siklig1 durumlarina gore tedaviye eklendigi ya da devam edildigi
goriilmektedir (14-17).

KGH’li olgularda IFN-y tedavisi ile ilgili bircok ¢alisma, modern antimikrobiyal
ve antifungal profilaksi tedavi Oncesinde yapilmis oldugundan IFN-y tedavisinin
etkinligi ile 1lgili yeni ¢caligmalara ihtiya¢ vardir.

Son yillarda KGH tanisinda nétrofil oksidatif patlama yanit1 sirasinda olusan
reaktif metabolitlerin kantitatif Olctimiinde DHR-123 testi siklikla kullanilmaya
baglanmistir. Glinlimiizde DHR-123 testi kolay uygulanabilir olmasi, X’e bagli ve
otozomal ayiriminda yardimci olmasi ve ¢ok az sayida hiicre i¢in bile sensitif olmasi
nedeniyle tercih edilmektedir (18,19,20).

Calismamizda, iilke genelinde KGH’li olgular ile yapilmis bir insidans ¢alismasi
olmadig1 i¢in, arastirmamiza katilmay1 kabul eden merkezlerde izlenen, IFN-y tedavisi
alan ya da almayan tiim KGH’li olgular ¢alismaya alinmistir. in-vitro rekombinat IFN-
vy ilaveli ve ilavesiz olarak fagositer hiicre fonksiyonlar1t DHR-123 testi ile akim
sitometri yontemi ile caligilmistir.

Genetik olarak heterojen olan KGH’da IFN-y kullanimin etkili olup olmayacagin1
ongorebilen pratik, ucuz bir yontemin uygulamaya sokulmasi énemlidir. Bu baglamda,
arastirmamizda farkli genotiplere bagli KGH’li hastalarda, fagositik hiicrelerin
oksidatif patlama yapma kapasitelerini dlciilerek, bu aktiviteye interferon gamma’nin
etkisinin in-vitro olarak irdelenmis ve klinik, laboratuar tiim verilerin birbiriyle iligkisi
arastirilmistir. Bunun disinda iilkemizde KGH tanisiyla takip edilen hastalarin sayisi,
genetik ve demografik 6zelliklerinin saptanarak tlilkemizdeki bu hastalar ile ilgili ilk
kayith sistemik bilgiler elde edilmistir. Olduk¢a pahali olan IFN-y tedavisinin yararl
olabilecegi olgularin ongoriilmesi ile sadece fayda gorecek olgulara tedavi verilirse
iilkemiz i¢in ekonomik bir yarar saglanabilinecegi konusunda yeni veriler elde edilmis

ve IFN-y’nin in-vitro etkisinin, olgularin genetik defektleriyle iligkisi irdelenmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Primer immun Yetmezliklere Giris

Konagin kendisinden farkli yapiya sahip maddeleri yabanci olarak tanimlayip
onu yok etmesine “immunite-bagisiklik”, bu mekanizmalar1 inceleyen bilim dalina
“immunoloji-bagisiklik bilimi” denilmektedir. Immunite s6zciigii Latince "immunis=
vergiden muaf' soziinden tiiretilmistir (21,22). Immun sistem; I¢ ve dis cesitli
uyaranlara karsi organizmayi koruyan, Ozellesmis hiicreler, proteinler, dokular ve
organlardan olusmus karmasik bir sistemdir (23). Bu sistem; enfeksiyona karsi ilk
koruyucu engeli olusturan, mikroorganizmalar1 taniylp yikima ugratan ve hazir olan
"dogal direng-dogal bagisiklik" ile dogal direnci takiben ortaya ¢ikan, enfeksiyonlara
kars1 daha 6zel ve etkili savunmaya sahip "edinsel direng-edinsel bagisiklik"tan olusur.

Immun sistemin belli bir bdliimiinde diizensizlik ya da eksiklik sonucunda
konjenital (primer) ya da kazanilmig (sekonder) immun yetmezlikler geligir. Primer
immun yetmezlikler (PIY); immun sistemin gelisimi ve fonksiyonunda bozukluklar
sonucunda gelisen kronik ve/veya yineleyen enfeksiyonlarla seyreden heterojen
hastaliklarla karakterize iken, kazanilmis (sekonder) immun yetmezlikler; HIV gibi
enfeksiyonlar, kemoterapi, radyasyon, malniitrisyon gibi nedenlere bagli olarak
gelisebilmektedir (24).

PiY’in birgogunda basit mendelyan monogenetik gecisli kalitim olsa da,
bazilarinda kompleks poligenetik gecis soz konusudur. Hastaligin penetransi ve gen
ekspresyonunun degiskenligine bagli olarak ve ¢evresel faktorlerin etkisiyle PIY
fenotipik ¢esitlilik gosterirler (24). Birbirinde farkli klinik ve laboratuar bulgular1 olsa
da PIY’de genel olarak ortak ozellik; enfeksiyonlara, otoimmun hastahiklara ve
malignitelere karsi artmis egilim sdzkonusudur (25-28).

PiY, immun sistemin 6ncelikli olarak tutulan bdlgesine gore; dogal ve adaptif
bagisiklik sistemi hastaliklar1 olarak smiflandirilmaktadir. immun sistem hastaliklar:
2009 IUIS (International Union of Immunodeficiency Societies) siniflamasina gore;
Dogal bagisiklik sistemde; fagositer seri bozukluklari, Toll-benzeri algag (TLR) aracili
sinyal iletimi bozukluklar1 ve kompleman sistemi bozukluklar1 yer almaktadir. Edinsel
bagisiklik sistemi bozukluklari; antikor eksikligi sendromlar1 ve kombine immun

yetmezlikleri icermektedir. Ayrica iyi tanimlanmis immun yetmezlikler, immun



regililasyon hastaliklar1 ve otoenflamatuar hastaliklar da bu sisteme dahil edilmistir
(Cizelge 2.1) (24).

Selektif IgA eksikligi disinda, tiim PIY nadir goriilmekle birlikte, prevelans
1/10.000 canli dogum olarak tahmin edilmektedir. Prevelans iilkeden iilkeye ve etnik
gruplar arasinda degismekle birlikte akraba evliliginin sik gorildiigii ve izole
topluluklarda daha da artmaktadir (29). PIY tanis1 alan olgularm sayisinmn giderek
artmasina ragmen, klinisyenlerin bu konuda bilgileri heniiz yeterli degildir. Bir¢ok
olgu, kronik enfeksiyonlar, geri doniisiimsiiz organ hasarlar1 ve tani1 konulmadan 6liim
nedeniyle kaybedilmektedir. PIY’in bir¢ogunda erken tani ve uygun tedavi hayat
kurtaric1 olmaktadir (30).

Cizelge 2.1. Immun yetmezliklerin simiflandiriimasi (31).

immun yetmezlikler

Kombine immun yetmezlikler

Antikor eksiklikleri ile giden immun yetmezlikler

Diger Iyi tanimlanmig immun yetmezlik sendromlari
immun sistemin regiilasyon bozukluguna bagi hastaliklar
Fagositer hiicre hastaliklari

Dogal bagisiklik sistemi hastaliklari

Otoenflamatuar hastaliklar

Kompleman sistemi hastaliklari

2.2. Dogal Bagisikhik Sistemi

Konak savunma mekanizmasi, enfeksiyonlara karsi ilk koruyucu engeli olusturan
dogal bagisiklik ve sonrasinda daha yavas olarak devreye giren ancak enfeksiyonlara
kars1 daha etkili savunma saglayan edinsel bagisiklig1 kapsamaktadir.

Dogal immunitenin kesfi ile ilgili ¢alismalar 1908 yilinda Metchnikoff ile
baslamis olmasma ragmen edinsel bagisiklik ile ilgili caligmalar nedeniyle son 10 yila
kadar enfeksiyonlara kars1 duyarlilik ve koruyucu cevap gibi yiizeysel bilgiler seklinde
sinirlanmistir. Molekiiler diizeyde yapilan ¢alismalar sonucunda, dogal bagisikligin
sadece enfeksiyoz etkenlere karsi koruyuculugunun olmadigi, bircok enflamatuar
hastaligin patogenezinde kritik bir diizenleyici role sahip oldugu gosterilmistir (22,32).
Dogal bagisiklik sistemi, canlilarda dogal olarak bulunan ve onlar1 patojenlere karsi
koruyan, organizmanin yapisal ve genetik Ozelliklerine gore direng gelistiren

yapilardan olugmustur (Sekil 2.1).



Bu yapilar:

1. Fiziksel ve kimyasal bariyerler (deri, mukozalar, salgilar, vb)

2. Fagositik hiicreler (notrofiller, makrofajlar ve dogal 6ldiiriicti (NK) hiicreler)

3. Kan proteinleri (kompleman, TLR, diger Pattern Taniyict molekiiller ve diger
enflamasyon mediatorleri)

4. Dogal bagisiklik hiicreleri arasinda koordinasyon ve regiilasyonu saglayan

sitokinlerden olusmaktadir.

Anatomik ve Fizyolojik Dogal Bagisiklik Kazanilmis Bagisiklik
bariyerle:
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Sekil 2.1. Bagisiklik sistemi bilesenleri (32).

Dogal bagisikligin konak savunmasinda 2 6nemli gérevi mevcuttur. Birinci
gorevi; viicudun mikroorganizmalara karsi ilk basamak savunma hattini olusturarak,
patojeninin konaga girisini dnleyerek, kontrol ve yok edilmesinin saglanmasidir. Ikinci
gorevi ise kendinden sonra devreye girecek olan 6zgiil bagisikligi, hem uyararak hem
de yonlendirerek en uygun ve etkili yanitlara zemin hazirlamaktadir (33). Ozel bir
patojene kars1 degildir, nedenine bakmaksizin tiim enfeksiyon etkenlerine kars1 hizli bir
onlem alir. Mikroorganizmalarin fagosite edilip 6ldiiriilmesi, proenflamatuar yanitlarin
tetiklenmesi, antijen sunumuna yardim ve neticede bagisiklik sistemini uyarmak asil
gorevleridir (34) (Cizelge 2.2). Dogal bagisiklik sistemi, deri, gastrointestinal sistem,
solunum yolu epitel bariyerleri sayesinde mikroorganizmalarin bir¢ogunun viicuda
girisini ve dokularda kolonize olarak tiremesini engeller. Eger bir mikroorganizma bu

epitel bariyeri gecerse, epitel alt1 makrofajlar1 ve diger fagositik lokositler ylizeyindeki



reseptorler ile mikroorganizmalara baglanir ve onlar1 fagosite ederler. Diger
reseptorleri ile de farkli mikrobiyal molekiilleri tanir ve dogal bagisiklik hiicrelerini
aktive ederler. Mikroorganizmalar bu savunmalar1 asip kana gecerlerse dogal
bagisikliga ait dolasan proteinler ile tanmirlar. En Onemli plazma proteini olan

kompleman proteinleri, mikrobiyal yiizey molekiilleri ile direkt olarak aktive olarak,

hiicre lizisi, opsonizasyon ve fagositoz ile enflamasyona yol agarlar (33).

Cizelge 2.2. Dogal bagisiklik sistemi bilesenleri ve temel fonksiyonlar1 (33).

Bilesenler
Bariyerler

‘ Temel Fonksiyonu

Epitelyal katmanlar

Mikroorganizmalarin girigini engeller

Defensinler / Kathelisin

Mikroorganizmalarin éldirtimesi

intraepitelyal lenfositler

Mikroorganizmalarin éldirtimesi

Dolasan efektor hiicreler

Notrofiller

Erken fagositoz ve mikroorganizmalarin éldurtiimesi

Makrofajlar

Etkili fagositoz ve mikroorganizmalarin 6ldirilmesi, enflamasyonu tetikleyen
sitokinlerin salinimi

Dogal 6ldurtici hiicreler (NK)

Enfekte hiicrelerin lizisi ve makrofaj aktivasyonu

Dolasan efektor proteinler

Kompleman sistemi

Mikroorganizmalarin éldirtilmesi, opsonizasyonu ve Iokositlerin aktivasyonu

Mannoz baglayici lektin (MBL)

Mikroorganizmalarin opsonizasyonu, kompleman lektin yolaginin aktivasyonu

C-reaktif protein Mikroorganizmalarin opsonizasyonu ve kompleman aktivasyonu
Sitokinler

TNF, IL-1, Kemokinler Enflamasyon

INF-a, B Viral enfeksiyonlara karsi direng

INF-y Makrofaj aktivasyonu

IL-12 NK ve T hiicreleri tarafindan INF-y Gretimi

IL-15 NK hiicrelerinin proliferasyonu

IL-10, TGF- Enflamasyonun kontrolii

2.3. Fagositik Hiicreler

Bir Rus zoolog olan Elie Metchnikoft (1845-1916) baz1 6zellesmis hiicrelerin
mikrobiyal enfeksiyonlara karsi savunma sistemine aracilik ettigi fark ederek bunu
insan viicuduna uyarlamis ve miroorganizmalarin hiicre i¢ine alinip ve sindirilmesi
olayma fagositoz admi vermistir. Metchnikoff, enfekte hayvanlarm bu yolla
tyilestiklerini gozlemlenmesi iizerine, fagositozun enfeksiyona karsi savunmada son
derece onemli role sahip oldugu gostermistir. Daha sonraki ¢alismalarinda iki tip
fagositik hiicre iizerinde durmus ve biiylik olanina makrofaj ve kii¢lik olanina mikrofa;j

(notrofil) adini vermistir (35)




2.3.1. Notrofiller

Polimorf niiveli l6kositler (¢ok loplu niikleus nedeniyle) ya da graniilosit
(sitoplazmalarinda ¢ok sayida graniil bulunmasi1 nedeniyle) olarak bilinen nétrofiller,
bakteri ve mantar enfeksiyonlar1 basta olmak iizere, bir ¢cok enfeksiyona karsi erken
yanitta rol oynayan dogal bagisiklik sisteminin en 6nemli hiicre grubunu olustururlar
(36).

Bu hiicreler, diger kan hiicreleri gibi ayn1 hematopoietik kok hiicre dnciillerinden
gelismekte ve mm®’de 4.000-10.000 say1 ile dolasimdaki 16kosit havuzunun %30-
50’sini olusturan kanda bulunan major beyaz kan hiicreleridir (33). Dolasimda kiire
seklinde olup, 10-15 um capmnda ve 346 pm’ hacmine sahip olup fagositoz sirasmda
parmaks1 ¢ikintilar1 olustururlar. Matiir nétrofillerin 3-5 loplu ¢ekirdekleri vardir.
Sitoplazma hiicrenin %63’tinii, ¢ekirdek %Z21’ini, graniiller %15’ini ve mitokondri
%1°den azin1 olusturur. Genis sitoplazmik graniiller, boyut ve sekil olarak heterojen
olup, notrofil gelisim basamaklarindaki asamalara gore iretilen bircok proteinlerden
olusur. Noétrofil sitoplazmasinda 2 tiirlii graniil vardir:

1) Primer azurofil graniiller; erken donemde olusur, tipik lizozamal morfolojiye
sahiptir. Bu graniil igerisinde miyeloperoksidaz ile birlikte defensinler,
bakterisidal gecirgenligi arttirict protein (BPI) ve catepsin G gibi oksidatif
olmayan antimikrobiyal efektorler bulunur.

2) Sekonder-6zgiil graniiller; icerisinde mikroorganizmalarin yikimini saglayan

lizozim, kollagenaz ve elastaz gibi enzimler bulunmaktadir (35, 36)

Dolasimdaki yar1 6miirleri 6-8 saat arasinda de§ismekle birlikte dokuda 1-2 giine
kadar canlihigini siirdiirebilmektedirler. In-vivo olarak 4 farkli nétrofil havuzu
mevcuttur:

1. Kemik iligi havuzu (totalin %90°1),

2. Dolasimdaki havuz (totalin %3°11),

3. Endotele adhere olmus marginal havuz (totalin %4°i),

4. Dokuda eksiidatif halde ya da ekstravaze olmus halde lokalize halde

bulunmaktadir.

Notrofil havuzu genellikle biiylik venlerin endotel ylizeyinde bulunmakta ve
stres, enfeksiyon gibi durumlarda hizla harekete ge¢mektedir. Notrofil sentezi,

enfeksiyona yanit olarak bir¢ok hiicre tiirii tarafindan iiretilen; kemik iliginde notrofil



onclillerinin ¢ogalma ve olgunlagsmasmi saglayan koloni uyarict faktorler (G-CSF)
olarak tanimlanan sitokinlerce uyarilir.

Dolasimdaki mikroorganizmalar yani sira, damar disindaki enfeksiyon odagina
dogru hareket ederek mikroorganizmalar1 yutarak oldiiriirler. Dolasimdaki notrofiller
bu siire igerisinde enfeksiyon bolgesine yerlesemezse apoptoza ugrayarak, karaciger ve

dalakta yerlesik makrofajlarca fagosite edilirler (35,36).

2.3.2. Mononiikleer fagositler (Monosit ve makrofajlar)

Dogal ve kazanilmis bagisiklik sistemde anahtar rol oynayan esas gorevi
fagositoz olan hiicrelerden olusur. Monoblastlar, monositer seriye ait ilk 6ncii olup,
kemik iliginde kii¢ciik bir havuza sahiptir. Kemik iliginde promonositler, monositer
seriye ait ana kok hiicre grubunu olusturmakta ve promiyelositten monosite doniiserek
dolasima gegmesi yaklasik 2 giin siirmektedir. Dolasimda bulunan monositler mm®’te
300-600/hiicre ile kandaki total lokositlerin %3-6’sin1 olusturmaktadir. Dolasimdaki
yar1 Omiirleri 1-3 giin’diir. Monositler, 10-15 pm ¢apinda, bezelye seklinde ¢ekirdekleri
olan, lizozomlar, fagositik vakuoller ve sitoskeletal filamanlardan olusan graniiler
sitoplazmadan olugmaktadir. Dokulara gectiginde 6zel olarak adlandirilan ve farkl
sekillerden olusan makrofajlara doniisiirler. Deride epiteloid hiicreler, karacigerde
Kupfter hiicreler, akcigerde alveolar makrofajlar, santral sinir sisteminde mikroglial
hiicreler ve kemikte osteoklastlar olarak adlandirilirlar. Bu bdlgelerde stratejik olarak
yerlesim gosteren makrofajlarin temel amaci, yabanci materyalin filtre edilmesini
saglamaktir. Dolasimdaki ve dokulardaki mikroorganizmalara kars1 etkilidir;
notrofillerden farkli olarak damar dist dokularda daha uzun siire yasarlar. Akut
enflamasyon sirasinda kemik iliginden enflamasyon alanina gé¢me siiresi 2 giinden 6-8
saate kadar kisalabilir. Graniilositlerin aksine hem dolagimdaki, hem de dokuda hizli bir
sekilde cogalabilirler. Graniilomatoz hastaliklar gibi kronik enflamasyon durumunda
doku makrofajlar1t TNF-a ve IFN-y gibi sitokinlerin varliginda dev hiicreler ve epiteloid
hiicrelere doniisebilmektedir. Polimorf niiveli lokositler, piyojenik (piiy olusturan)
bakterilere karsit major savunma hiicreleri iken, makrofajlar, konak hiicreleri iginde

yasayabilen bakteri, virus ve protozoalara karsi savas veren hiicrelerdir (33,35,37).



2.4. Fagositoz

2.4.1. Mikroorganizmalarin taninmasi

Fagositozun birinci basamagi, dolasimdaki ve damar dis1 dokulardaki
mikroorganizmalarin fagositik hiicrelerce taninmasi ile baglar. Fagositik hiicrelerin
yilizeyinde bulunan dizilim taniyan reseptorler [“pattern recognition receptors” (PPRs)]
patojenligi gosteren molekiiler dizilimleri [“pathogen-associated molecular patterns”
(PAMPS)] tanir ve aktive olur. Mikroorganizmalarda bulunan farkli yap1 ya da
paternlere 6zgli degisik reseptorler s6z konusudur. PRR’lerin biiyiik bir kismi Toll-
benzeri reseptorler (TLRs) sinifinda yer alirsa da, mannoz reseptorii, ¢copcii reseptorler
(scavenge receptors) gibi reseptor sistemleri ile fagositik hiicreler aktive olur ve
fagositoz gercgeklesir. Fagositlerin hiicre yiizeyinde bulunan TLR’ler, tanidiklari
PAMP’lar ile birlestikleri zaman hiicreye bir tehlike varligini haber vermis olurlar.
TLR’lerin aktivasyonu sonucu ortaya ¢ikan sinyal, kisaca NF-Kb (niikleer faktor kb)
transkripsiyon faktoriinii aktive eder ve bdylece sitokinler ile enzimlerin ve aktive
fagositlerin anti-mikrobiyal etkinliklerinde rolii olan bazi proenflamatuar mediatorlerin
salinimi ile fagositoz uyarilmis olur. Efektor molekiiller fagozitozu indiikler, antijen
sunan hiicrelerin ¢ogalmasma neden olarak kazanilmis immun yanitin olusmasini

baslatir (32-35).

2.4.2. Lokositlerin enfeksiyon bolgesine gocii (Recruitment)

Dogal bagisiklik sisteminin en 6nemli islevi, notrofillerin aktive olup, enfeksiyon
alanina gocmesi ve patojenlerin elimine edilmesidir. Notrofil ve monositler,
endoteldeki adezyon molekiillerine baglanip, mikroorganizmalarm varliginda
sentezlenen kemoatraktanlarin ¢agrisi lizerine dolasim disindaki enfeksiyon bdlgesine
yonelirler. Enfeksiyon olmadigi donemlerde noétrofiller dolagimda salinirlar ya da
marginal havuzu olusturan vaskiiler endotelde yuvarlanirlar (rolling) ve dokuya goc¢
etmezler. Enfeksiyon bdlgesine gd¢ mekanizmasinda, proinflamatuar mediatorler,
adhezyon molekiilleri, kemoatraktanlar ve kemokinlerin yer aldigi ¢ok basamakli
olaylar1 kapsamaktadir (33,34,36,38). Enfeksiyonun ya da doku hasarinin erken
doneminde aktive makrofajlarin uyarisiyla sitokinler salmir. Graniilosit ve graniilosit-
makrofaj koloni uyarici faktér (GM-CSF) ile kemik iliginde myeloid kok hiicreler
uyarilarak dolasima milyonlarca hiicreler salinir ve karakteristik olarak notrofil

lokositozu gerceklesir.



Bir mikroorganizma epitel bariyeri gecerse, epitel alt1 doku makrofajlari
tarafindan tanmirlar. TNF ve interlokin-1 (IL-1) gibi sitokinlerin endotel hiicreleriyle
etkilesmesiyle E-selektin ve P-selektin isimli adezyon molekiillerinin yiizeydeki
gosterimi artar. Lokositlerin ylizeyinde integrinler adi verilen bir diger adezyon
molekiilleri daha bulunmaktadir. Bu adezyon molekiilleri, ekstraseliiler matrix ve
kompleman reseptorlerini tanirlar. Adezyon molekiillerinin etkisiyle 16kositler, endotel
iizerine yuvarlanirken, enfeksiyon bolgesine yaklasinca endotelden salinan C5a, IL-8,
trombosit aktive edici faktor (Platelet Activating Factor, PAF), lokotrienler gibi
kemoatraktanlara cevap vererek yiiksek konsantrasyona erisirler. Integrinlerin
ligandlarma giiclii bir sekilde baglanmalar1 sonucu, lokositlerin endotel yiizeyindeki
yuvarlanmalar1 son bularak, 16kositlerin sitoskeletonlar1 yeniden diizenlenir ve hiicreler
endotel yiizeyine yapisirlar. Kemokinlerin ¢ekim yOniinii izleyerek, damar duvarini agar
ve enfeksiyon bolgesine hareket ederler. Lokositlerin enfeksiyon bolgesinde yigilmalari
sirasinda damarlarin genislemesi ve gecirgenligin artisina enflamasyon denir (33,36)

(Sekil 2.2).
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Sekil 2.2. Nétrofillerin enfeksiyon alanina gocii (Kemotaksis) (33).

2.43. Aktive fagositik hiicrelerin mikroorganizmalarnt  6ldiirme
mekanizmalan

Aktif enerji bagimli bir proges olup, vezikiiller icinde gergeklesir. Fagositik
hiicrelerce mikroorganizmalarin taninmasi, fagositoz asamasi izler ve fagositik

hiicrelerin aktivasyonu mikroorganizmalarm yikimi ile sonlanir. Fagositik hiicre,
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plazma membran1 araciligi ile tanidigi mikroorganizmay1 cevreleyerek pseudopodlar
(yalanci ayaklar) olustururlar. Plazma membrani bir fermuar gibi mikroorganizmanin
ya da mikroorganizmaya ait partikiilin etrafin1 tamamen c¢evirerek fagozom adinda
vakiiol olusturur. Fagozomlar, lizozomlar ile birleserek fagolizozomlar1 meydana
getirirler. Fagosom i¢inde mikroorganizmalar iki farkl yol ile 6ldiiriiliir (33).

1. Oksijen bagimh ya da oksidatif patlama; NADPH oksidaz enzim sistemi ile
molekiiler oksijenin indirgenip toksik oksijen radikalleri yapimi ile
gerceklesir.

2. Oksijenden bagimsiz mekanizma da, notrofil sitoplazmasinda graniiller
icinde bulunan toksik olan katyonik proteinler, miyeloperoksidaz ve lizozom

gibi enzimlerce gerceklesir.

Mikroplar fagosit Fagozom
reseptorlerine baglamr Fagosit membram tarafindan Fagozom ve ]
Mac-1  Copet mikrobu cevreler yytulmus lizozom birlesmesi
mtegrin  reseptor i‘nikro
rekinY o / S <
reseptor ' r ‘ ‘ Y- :}_ o9
- SN = - === | Fagozom - i
o o9 i 5 17Z0Zoma.
: S 5 dek
Lizozont" . iflircfp_l enzimler
% agosit aktivasyonu
Fagolizozom
£°- iNOS
Mikrobun 1 w s Q L
lizozomal 72 Sf"rmm
enzimlerle i i - |
oldiiriilmesi < :*
0z Y. Fagosite edilmis
G mikrobun ROS ve
C? NO tarafindan
Fagosit oksidaz 6ldirulmesi
j

Sekil 2.3. Fagositoz ve hiicre icinde mikroorganizmalarin parcalanmasi (33).

2.4.3.1. Reaktif oksijen ara iiriinleri ile 6ldiirme

Aktive fagositik hiicreler, molekiiler oksijeni, hiicre i¢ine alinmis
mikroorganizmalar i¢in olduk¢a toksik olan siiperoksit anyonu ve reaktif oksijen ara
iirlinlerine "reactive oxygen species, (ROS) " ayristirirlar. Bu sistemin esas elemani

olan fagosit hiicre zarinda ve/veya vakuol zarinda yerlesik olan nikotinamid-adenin-
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dintikleotit fosfat (NADPH) oksidaz, molekiiler oksijene elektron transferi yaparak
siiperoksit lireten ve indirme merkezi bulunan ¢oklu bileskeli bir enzim sistemidir.
Rediikte NADPH olusumunda rol alan hekzoz monofosfat aktivitesinde artis ile
elektronlar NADPH’dan molekiiler oksijene ve diger ara lriinlere aktarilir. Molekiiler
oksijen direkt olarak siliperoksit anyonlarina doniisiit. NADPH oksidaz enzimince
iiretilen siiperoksit, zayif mikrobisiyal etkinligi olan bir serbest oksijen radikalidir ve
siiperoksit dismutaz (SOD) enzimi ile metabolize edilerek daha etkin olan hidrojen
peroksit’e (H»0;) doniistiiriiliir. Hidrojen peroksit myeloperoksidaz enzimi ile ¢ok
toksik olan hipoklordéz aside (HOCL) donistiriilir. NADPH oksidaz tarafindan
katalizlenen bu reaksiyonlar zinciri oksidatif patlama olarak tanimlanmaktadir (Sekil
2.4). Olusan bu ROS’ler oto-oksidasyon ile graniilositler ve cevre dokuya zarar
verebilecegi icin hiicre i¢inde bulunan, SOD, katalaz ve glutatyon rediiktaz gibi anti-

oksidan sistemlerce bu yikim 6nlenir (39,40).

1) Reakdif bir 0rOn olan sdperoksit (O.-) sentezi:

NADPH Oksidaz
20z + NADPH >20; + NADP™ + H”

2)  Hidrojen peroksit sentezi (H;0s):

Shperoksit dismutaz
205 + 2H* > Hy0; + 03

3)  Hidroksil radikal (OH) sentezi:

Fe*
Hy05 + O oo > OH+ + OH- + O,

4)  Hipoklordz asit (HOCI) sentezi:

Myeloperoksidaz
H:0p + G <meememecmeces > HOCI + H;0

5)  Peroksinitrit (OONO') sentezi:

Sekil 2.4. Reaktif oksijen ara iirlinlerinin sentezindeki kimyasal reaksiyonlar ve
enzimler (41).
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2.4.3.2. Fagosit NADPH oksidaz enzim sistemi

Hiicre i¢ine invaze olmus mikroorganizmalara kars1 ani ve hizli cevap i¢in dogal
immunitenin vazgeg¢ilmez hiicreleri fagositik hiicrelerdir. Fagositik hiicrelerin bu cevabi
olan fagositoz, fagozomlarda proteolitik yikim ile siiperoksit ve reaktif oksijen ara
driinleri yapimiyla gerceklesir (42). Profesyonel fagositik hiicreler olan ndtrofil ve
monositler uygun sekilde uyarildiklarinda molekiiler oksijeni kullanarak fiziksel ve
biyokimyasal degisimlere yol acarak solunum patlamasini gerceklestirirler. Fagositik
hiicrelerde solunum patlamasi ve siiperoksit yapimi nikotinamid adenin dintikleotit
fosfat (NADPH) oksidaz denilen ¢oklu protein sistemince gerceklestirilmektedir (43).

Fagosit NADPH oksidaz sistemi; gp91™™* ve p22 ™™ birlesmesinden olugmus
heterodimer yapidaki membran bagimli sitokrom-b558 ile p67°™, p47°™*, p40 P"* ve
Rac 1/2’yi iceren sitozolik komponentlerinden meydana gelmistir. Ilk olarak NOX
ailesi i¢inde tanimlanmistir. Graniilosit, monosit/makrofajlarda yiiksek oranda eksprese
edilmektedir. Istirahat halinde nétrofil graniilositlerde, gp91™™: 91-kDa glikoprotein
(NOX2 olarak da bilinmektedir) ve p22°™* intraseliiler vesikiiller membraninda
yerlesiktir. NADPH oksidaz aktivasyon sirasinda sitozolik komponentlerden olan p47
phox fosforilasyona ugrayarak yapisal degisme ugrar ve membrana dogru gelerek p22
Phox jle birlesir. P47""un membran translokasyonu sonrasinda diger sitoplazmik alt
gruplarda p67™, p40P"™ racl/2 birlesereck NADPH oksidaz enzim kompleksini
olusturur (Sekil 2.5). Sistem tam olarak aktive olunca elektron transferi
yapabilmektedir. NADPH kompleksinin olusumu i¢in glutatyon trifosfataz aktiviteleri
olan Rac2 gereklidir. Boylece fagositozdan sonra NADPH oksidaz kompleksinin
aktivasyonu ile elektronlar NADPH’dan oksijene transfer edilerek stiperoksit
radikalleri ve hidrojen peroksit gibi litik enzimlerin olusumu hiicre i¢i bakteri ve
mantarlarin 6ldiiriilmesi gerceklesir. NADPH oksidaz enzim sisteminin oksidatif
patlama disinda ayrica elektron pompasi olarak islev gorerek, vakuol membran i¢ginde
elektron gradyenti olusturmakta, optimal pH ayarlayarak vakuol icinde bulunan

proteolitik enzimlerin salmimini ve aktivasyonunu saglamaktadir (39,40,42).
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Sekil 2.5. NADPH Oksidaz enzim kompleksi ve aktivasyonu (44).

2.4.3.3. Reaktif nitrojen ara iiriinleri ile 6ldiirme

Fagositik hiicreler, ROS olusumu disinda indiiklenebilir nitrik oksit sentaz
(INOS) araciligiyla olusturulan nitrik oksit ara irlinleri ile de antimikrobiyal etki
gosterirler. NADPH oksidaz, fagositoz ile fagositik vakuol i¢ine alinan hiicre disi
mikroorganizmalar iizerinde etkili iken, NO; siiperoksit anyonu ile birleserek daha
giiclii bir reaktif ara {iriin olan peroksinitrit anyonuna doniiserek, sitozole invaze olmus

mikroorganizmalar lizerine etki etmektedir.

2.4.3.4. Oksijenden bagimsiz mekanizmalarla 6ldiirme
Fagositik hiicrelerin graniillerinde ve fagolizozomlar igerisinde bulunan
proteolitik enzimler ve bazi toksik maddeler ile 61diirme bi¢imidir. Tiim bu mikrobisial
maddeler, lizozomlarin ve fagolizozomlarin i¢lerinde sentezlenir ve fagositik hiicrelere
zarar vermeksizin mikroorganizmalarin fagosite ederler. Oksijenden bagimsiz olan bu
sistem, proteazlar, anti-mikrobiyal proteinler, peptidler ve enzimlerden meydana
gelmis, primer fonksiyonlarina gore 3 farkli graniil yapisindan olusmaktadir (35,45)
(Sekil 2.6).
1. Azurofilik (Primer) Graniiller: Ilk iiretilen graniiller olup, miyeloperoksidaz
(MPO) ve notral proteinaz olan catapsin G, elastaz ve proteinaz 3’1 igerirler.

Bakteridal permeabilite arttirici protein (BPI), LPS baglayarak ndtrolize
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Plazma membrani

aktivitesi mevcuttur. Defensinler; disiilfit sistein iceren antibakteryel
aktiviteye sahiptir. Total lizozimin 1/3’i de bu graniiller i¢inde bulunur.

2. Spesifik (Sekonder) Graniiller: Laktoferrin, transkobalamin 2, nétrofil gelatin
iliskili lipokalin ve membran iligkili proteinlerden olusmaktadir.

3. Gelatianaz (Tersiyer) Graniiller

Fagolizozom

Meutrophil

Azurofilik grantiller: Defensin, MPO,BPI, lizozim
Spesifik graniiller: Laktoferrin, lizozim

Gelatinaz graniil:Lizozim, gelatinaz

Current Opindon in Microbiclogy

Sekil 2.6. Oksijene bagimli ve bagimsiz fagositoz mekanizmalari (45).

2.5. Kronik Graniilomatoz Hastahlk (KGH)

2.5.1. Tanimlama ve tarihce

Fagositik hiicrelerin solunum patlamasi ve siiperoksit yapimi igin gerekli olan

NADPH oksidaz sistemindeki defektlere bagli olarak gelisen bazi bakteri ve

mantarlarla tekrarlayan ve hayati tehdit eden enfeksiyonlara, artmig enflamatuar cevaba

bagl graniilom olusumu ile karakterize heterojen, kalitsal primer bir immun yetmezlik

hastaligidir (2).

Ik olarak Janeway ve arkadaslar1 (46) tarafindan 1954 yilinda tanimlanmasina

ragmen tam olarak 1959 da Bridges ve ark.’nca (47) "cocukluk c¢agmin Sliimciil

graniilamatoz hastalig1 " seklinde karakterize edilmistir. Son bes dekat icinde hastaligin

molekiiler ve klinik 6zelliklerinin daha 1yi tanimlanmasi, uygun tedavi protokolleri ile

bu trkiitiicii isimden vazgecilmis ve hastaligim adi "kronik graniilamatoz hastalik"
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olarak degistirilmistir (48). Hastalik tedaviye direncgli bakteriyel ve fungal
enfeksiyonlar ile karakterize oldugu i¢in arastirmacilar hastalarin graniilosit
fonksiyonlar1 lizerinde durmuslardir. Ouie ve ark.’1(49) 1967°de hastalarin notrofillerin
in vitro olarak S.aureus ve Escherichia coli’yi 6ldiirme fonksiyonunu anormallik
oldugu gostermislerdir. 1967°de Holmes ve ark.’1 (50) fagositlerin bakterileri fagosite
etse de oksidatif patlama ile tam olarak dldiiremedigini in-vitro gdstermislerdir. Ayni1
yil icinde Baehner (51) ve Nathan (52) KGH’li olgularin nétrofillerinde bozulmus olan
nitroblue tetrazolium rediiksiyon yontemini (NBT), tani testi olarak gostermislerdir.
1973’te siiperoksit (OH-) radikalinin solunum patlamasi sirasinda ilk olusan ve diger
oksijen metabolitleri i¢in prekiirsor oldugu gosterilmistir (53).

1974 yilinda KGH’de nétrofillerin siiperoksit anyonu iiretemedigi gosterilmistir.
Hohn ve Lehrer (54) NADPH oksidaz sistemi ekspresyonundaki defekti tanimlamastir.
Solunum patlamasinin ve ara {iriinlerin (stiperoksit, hidrojen peroksit) yapilamamasinin
gosterilmesi tani1 ve tanimlayici olarak kullanilmaya baslanmis ve hala kullanilmaya

devam etmektedir. 1986 da Baehner ve ark’1 (55,56) X’e bagli KGH’da xp21 genini

phox phox phox phox
1 2 7 7

bulmus ve ardi1 sira NADPH oksidaz kompleksinin gp9 , P2 , p6 , p4

altgruplar1 farkli arastirmacilar tarafindan gosterilmistir.

2.5.2. Genetik

Hastaligmmn NADPH oksidaz sistemindeki 5 farkli gendeki (gp91P"™, p47™,
p22°PhO%  p6 7P p40P™) mutasyona bagl 2 farkll kalitim paterni mevcuttur (40)
(Cizelge 2.3).

Gp91phox proteini kodlayan gen CYBB (sitokrom b alt grubu) (OMIM*300481),
X kromozomunda xp21.1 bolgesinde bulunur ve X’e bagli KGH yol acar ve toplam
olgularm %65-70’in1 olusturur. Geri kalan %30’luk kesim otozomal resesif kalitima
bagh olarak kadm ve erkek esit siklikla goriilmektedir (57-60). Bu olgular p47°"*u
kodlayan Notrofil sitozolik faktor-1 (NCF1) geni, 7q11.23 bdlgesinde yerlesmis ve
hastalarin %25’inden sorumludur (OMIM*233700). Diger sitozolik komponent olan
p67™°*y kodlayan NCF2, 1q25 bolgesine yerlesmis ve hastalarm %2’sinden
sorumludur (OMIM*233710). Membran bagimli diger bir komponent olan p22°™*,
CYBA geninde kodlanip 16q24 bolgesine yerlesmis olup, hastalarin %3’tinden
sorumludur (OMIM*233690) (61). NCF4 geninde kodlanan sitozolik faktoér olan p40

phox " 52al13.1°de lokalize olup, bu gendeki mutasyona bagli olarak ciddi inflamatuar
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barsak hastalig1 ve hafif diizeyde bozulmus solunum patlamasi aktivitesi ile karakterize
bir hasta tanimlanmis (62). Gp91 phox proteinin ekspresyonuna gore degerlendirilecek
olursa, proteinin hi¢ yapilmadigi delesyon ya da stop kodon mutasyonu durumda
gp917"* olarak belirtilmekte, hipofonksiyonel azalmis protein ekspresyonunun oldugu
splicing ya da promotor defekt durumunda gp91™* ve normal sayida fakat
hipofonksiyonel protein iiretimini oldugu missense mutasyon durumda gp91phox+ olarak

tanimlanmaktadir.

Cizelge 2.3. Kronik graniilamatoz hastaligin molekiiler ve genetik olarak
siniflandirilmasi (61,64).

Etkilenen Kromozom

komponent lokalizasyonu Gegig paterni Stkiik
gp91 phox Xp21.1 CYBB X'e bagdl %70
p22 phox 16p24 CYBA Otozomal resesif %5-6
P47 phox 7911.23 NCF-1 Otozomal resesif %20
P67 phox 1925 NCF-2 Otozomal resesif %5-6

Otozomal resesif kalitim, etnik koken ve irk agisindan benzer siklikta goriilmekle
birlikte X’e bagh tipinde olgularm tligte birinde de-novo mutasyon goriilebilmektedir.
NADPH oksidaz aktivitesinde p67phox ile etkilesimde ve hiicre iskelet yapisinda
olduk¢a O6nemli olan Rac2 eksikliginde 16kosit adezyon defektine benzer sekilde
kemotaksi ve adezyonun bozuldugu, ciddi bakteryel enfeksiyon, notrofili ve pi
olusumu olmadan seyreden iki olgu tanimlanmis. KGH °‘li olgularda bu 4 farkl alt grup
icinde genetik olarak; delesyon, insersiyon, splice site defektleri, nonsense, missense ve

nadir olmak iizere regiilatuarr mutasyonlar tanimlanmistir (40,63).

2.5.3. Epidemiyoloji

Hastaligin sikligi Amerika Birlesik Devletleri’nde 1:200.000/canli dogum,
Isveg’te  1:450.000/canli dogum, Japonya’da 1.300.000/canli dogum, Israil
Yahudilerinde 1:218.000/canli dogum iken, Israil Araplarmda 1:111.000/canli dogum
olarak saptanmustir (2). X’e bagli kalitim nedeniyle Oncelikli olarak erkeklerde
goriilmekte birlikte olgularin 1/3’tinde de novo mutasyonlara rastlanmaktadir. Siklik
etnik kokenlere bagh olarak degismekte, akraba evliliginin sik goriildigi toplumlarda

otozomal resesif formlar1 daha sik goriilmektedir (65).
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KGH erken ¢ocukluktan erigkin doneme kadar herhangi bir zamanda goriilebilse
de genellikle olgular erken ¢ocukluk ve bes yas altinda tan1 almaktadir. Baz1 serilerde
ortanca tani yasi 2.5-3 yas arasinda goriilse de son yillarda ge¢ cocukluk ve eriskin
yaslarda tan1 alan olgularin sayis1 giderek artmaktadir. Genel olarak X’e baghh KGH,
p47ph°"’a gore daha erken yasta tan1 almakta ve ciddi enfeksiyonlar daha erken yasta
ortaya ¢cikmaktadir. p22"™* ve p67°" alt grubundaki hastalar ile ilgili genis bir seri
olmadig1 i¢in hangi gruba daha yakimligi ile ilgili heniiz net bir bilgi bulunmamaktadir

(39,63).

2.5.4. Klinik goriiniim

Heterojen bir hastalik olmasi, farkli genotip ve fenotipik etkilesimler nedeniyle
klinik bulgular ve prognoz olduk¢a degiskenlik gostermekle birlikte, KGH’li olgularda
ortak ozellik, infant veya ¢ocukluk doneminden itibaren tekrarlayan ciddi bakteriyel ve
fungal enfeksiyonlarla karekterize olmalaridir. Baz1 olgular ise ge¢ cocukluk ya da
erken eriskin doneminde tekrarlayan olagandis1 enfeksiyonlar ile de tan1 alabilmektedir
(5). Genel olarak en sik goriilen klinik bulgular; enfeksiyonlar, graniilamatoz

hastaliklar, enflamasyon ve kilo alama seklinde goriilmektedir (2).

2.5.4.1. Enfeksiyoz komplikasyonlar

KGH’li olgularda uygun antibiyotik ve anti-fungal tedavi ve profilaksiye ragmen
ciddi enfeksiyonlar hala sik goriilmektedir. Tipik enfeksiyonlar piiriilan bakteriyel
pnémoni, siniizit ya da karaciger absesi ya da derin doku, kemik gibi dokularda goriilen
nekrotizan fungal enfeksiyonlar seklinde goriilmektedir (5). Genis capli birgok
calismaya gore enfeksiyon sikligi 0.15-0.3/y1l arasinda degismektedir (16). Winkelstein
ve ark’nin (60) 368 (259’u X’e bagl, 81’1, otozomal resesif) KGH’li olguya igeren
Amerika Birlesik Devletleri kayitlarina gore en sik goriilen enfeksiyonlar; pnémoni,
siipiratif adenit, ciltalt1 abse, karaciger absesi, osteomyelit ve sepsis olarak
saptanmistir. Olgularin %5’inde enflamatuar lezyonlar nedeniyle tani konuldugu
gozlenmistir. En sik 6liim nedeni Aspergillus ya da Burkholderia cepacia’ya baglh
pnomoni ve veya sepsis olarak belirtilmistir. Farkli merkezlerde kayitlara gore
enfeksiyon yerleri ve patojen ajanlarin goriilme sikliklar1 degisebilmektedir (Bkz.
Cizelge 2.4). Kuzey Amerika kayitlarinda Staphylococcus aureus ve Aspergillus tiirleri
gibi katalaz tireten mikroorganizmalarla enfeksiyonlar 6n planda goriilmekle birlikte

Serratia Marcescens, Burkholderia cepacia komplex ve Nocardia tiirleri de
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enfeksiyona yol acabilmektedir. Avrupa kayitlarinda bu etkenlere ek olarak Salmonella,
Bacille Calmette-Guerin (BCG) ve tuberculosis, enfeksiyon etkeni olarak da
goriilebilmektedir (15,39). Bakteriyel enfeksiyonlara genellikle ates, l16kositoz seklinde
semptomatik olmakta iken, fungal enfeksiyonlar ise asemptomatik, rutin tarama

sirasinda ya da ilerlemis donemde ortaya ¢ikmaktadir (66,67).

Cizelge 2.4. Farkli merkezlerdeki KGH’li olgularin enfeksiyon yerleri ve sikliklar1 (63).

Enfeksiyon tipi ABD (n=368) (%) | Japonya (n=221)(%)‘ iran(n=41) (%) ‘Almanya (n=39) (%)

Pnémoni 79 88 65 67
Abse 68 77 53 41
Lenfadenit 53 85 75 72
Osteomiyelit 25 22 21 15
Sepsis 18 28 *(Belirtilmemis) 23
Referans (195) (80) (120) (100)

Pnomoni, erken donemde basladigi i¢in genellikle hastaligin en sik goriilen
tablosunun olusturmaktadir. Katalaz pozitif mikroorganizmalara bagli enfeksiyonlar
gortiliirken, bir¢cok olguda kiiltiirde lireme saptanamamaktadir. Tan1 genellikle, klinik,
radyolojik (direkt grafi, tomografi ya da MRI), biyopsi ve Kkiiltiir ile konulmaktadir.
Tekrarlayan pnomoni, akciger absesi, eflizyon ve ampiyem, mediastinal lenfadenopati
ve nekrotizan nodiiller goriilebilmektedir (60).

En sik izole edilen patojenler; Staphylococcus aureus, Burkholderia cepacia,
Serratia marcescens, Nocardia ve Aspergillus tiirleridir. 1980°lerden sonra TMP-SMX
tedavisinin rutin profilaksiye alinmasi ile ile genel olarak bakteriyel enfeksiyonlar ve
Stafilokok’lara bagli enfeksiyonlarin siklig1 azalmistir. Profilaksi oncesi stafilokoklara
bagl akciger, cilt ve kemik enfeksiyonlar1 goriiliirken, giiniimiizde karaciger, lenf nodu
ve cilt enfeksiyonlar1 seklinde goriilmektedir. Infantlarda Serratia marcescens,’e bagh
osteomyelit ve yumusak doku enfeksiyonlar1 goriilebilmektedir. Birlesik Devletlerdeki
kayitlarda mikobakteri enfeksiyonlarina bagli pndmoni olgularin %6’sinda saptanirken,
tiiberkiilozun endemik oldugu iilkelerde daha sik goriildiigi bildirilmektedir (60,68,69).
BCG asisina bagli lokal BCGitis olusabilmekle beraber disseminasyon nadir olarak
olarak gorilmektedir (70). S.aureus, Klebsiella tirleri, S.marcessens, B cepacia

komplekse ve bazi mantar tiirlerine bagli cilt ve yumusak doku enfeksiyonlar1
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profilaksi 6ncesine gore azalmis olsa da hala goriilebilmektedir. Bakteriyemi nadir
goriilmekle birlikte B.cepacia, S.mercescens ve Chromobacterium violaceum’a baglh
olarak goriilebilmektedir (6).

Fungal enfeksiyonlar, bakteriyel enfeksiyonlardan daha az siklikla goriilmesine
ragmen mortalitenin en 6nemli sebebini olusturmaktadirlar. Itrakonazol profilaksisi,
vorikanazol, posakonazol gibi yeni anti-fungal ajanlar enfeksiyon sikligin1 ve mortalite
riskini azaltmistir. Aspergillus tiirleri en sik goriilen mantar enfeksiyonlar1 seklinde
ortaya ¢ikmakta, enfeksiyon fungal patojenin inhalasyonu ile baglamakta, pndmoniye
yol acarak kosta ve omurgaya yayillmakta ve beyine metastaz yapabilmektedir.
Aspergillus nidulans 06zellikle yiiksek oranda osteomiyelit ve mortaliteye yol
acabilmektedir (60). Bunlarim yaninda yeni tanimlanmis bazi mantar tiirleri bu
hastalikta goriilebilmektedir. Neosatorya udagawae, karekteristik olarak KGH’li
olgularda kronik, progresif invazif enfeksiyona yol acmakta, Penisilium piceum gibi
patojen olmayan mantarlar hastalarda akcigerlerde nodiiller ve osteomyelite yol
acabilmektedir (71). Endemik dimorfik mantar enfeksiyonlar1 olan histoplasmosis,
blastomycosis, coccidioidomycosis KGH’li olgularda enfeksiyona neden olmamaktadir.
Saman yigmi, 6lii yaprak gibi ortamlarin solunumuna ile Aspergillus’a bagl olarak
gelisen yeni tanimlanmis olan “mulch pndmonitis” goriilebilmektedir. Bu fenomen;
organik maddelerin ve funguslarin solunumu ile aniden gelisen nefes darligi, ates,
radyolojik olarak pulmoner infiltrasyonla karekterize bir hipersensitivite reaksiyonu
olup KGH’li olgularda tani sirasinda bile goriilebilmektedir (63). KGH’li olgularda
goriilen enfeksiydz ve enfeksiyoz dist durumlar ve sorumlu ajanlar Cizelge 2.5’de

Ozetlenmistir.
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Cizelge 2.5. KGH olgularda enfeksiyonlar, klinik durumlar ve iligkili organizmalar (72).

. Enfeksiyonlarin Olgularin . izole edilenlerin
Enfeksiyonlar . i Hastalik Durumlan N i Enfeksiy6z ajanlar . i
Yiizdesi yiizdesi yiizdesi
Pnémoni 70-80 Lenfadenopati 98 Staphylococcus aureus 30-50
Lenfadenit 60-80 Hipergammaglobunemi 60-90 Escherichia coli 5-10
Cilt enfeksiyonlari 60-70 Hepatosplenomegali 50-90 Aspergillus 10-20
Hepatik/perihepatik abse 30-40 Splenomegali 60-80 Salmonella 5-10
Osteomyelit 15-30 Kronik Hastalik Anemisi Sik Klebsiella 5-10
Otitis Media 15-20 Dustk kilo 70 Burkholderia cepacia 5-10
- - Staphylococcus
Konjuctivit 10-20 Kronik ishal 20-60 . . 5
epidermis
Enterik enfeksiyonlar 5-15 Kisa yapl 50 Serratia marcessens 5-10
idraryolu enfeksiyonu 5-15 Gingivit 50 Enterobacter 3
Sinlizit <10 Dermatit 35 Streptococcus 4
Renal/perinefritik abse <10 Koryoretinit 0-35 Proteus 3
Beyin absesi <5 Hidronefroz 0-25 Candida albicans 3
Perikardit <5 Ulseratif stomatit 5-25 Nocordia 2
Menenjit <5 Pulmonar fibroz <10 Haemophilus influenzae 1
Osafajit 10 Pneumocystis carinii <1
Gastrik anal daralama 10 Mycobacterium fortuitum <1
" S Chromobacterium
Graniilamatoz ilokolit 10 i <1
violaceum
" - Chromobacterium
Graniilamatoz sistit 10 ) <1
violaceum
Glomerulonefrit Francisella philomiragia <1

2.5.4.2. Enfeksiyon dis1 komplikasyonlar

2.5.4.2.1 Enflamatuar komplikasyonlar

Enfeksiyon hastaliklar1 disinda KGH’li olgularin diger karekteristik 6zellikleri
graniilom ve enflamasyon olusturmalaridir. Proenflamatuar mediatorlerdeki artis ya da
anti-enflamatuar mediatorlerdeki azalmaya bagli olarak enflamatuar komplikasyonlar
ve otoimmun hastaliklar siklikla goriilmektedir (73).

NADPH oksidaz normalda apoptozda ve makrofajlarim apoptotik hiicreleri
temizlemesinde diizenleyici bir rol tistlenir. KGH’li olgularda azalmis NADPH oksidaz
aktivitesine bagli olarak makrofaj aktivitesi degigsmekte, antijenlerin ve intraseliiler
elementlerin temizlenmesi bozulmakta, noétrofil gocli yogunlasma ve IL-8, IL-1B,
caspaz ve diger proinflamatuar sitokinlerin yapiminda artisa yol acarak otoimmunitenin
tetiklendigi diistiniilmektedir (74,75). Cok c¢ekirdekli biiyiik hiicrelerden olusmus
kazedz olmayan graniilomlar Ozellikle beyin, akciger, karaciger, dalak ve
gastrointestinal ve genitoliriner sistemlerde olugmaktadir. Visseral bdlge tutuldugunda

ozellikle gastrik c¢ikis darlig1 ve ve lireteral obstriiksiyonuna yol agabilmektedir. Birgok
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graniilomda patojen tespit edilmemekte ve steroid tedavisine hizli bir sekilde 1yi yanit
vermektedir (6). KGH’li olgularda akcigerlerde de CT’de diffiiz infiltrasyonlarla
seyreden patojenin gosterilemedigi enflamatuar lezyonlar goriilmekte ve bazi olgularda
hipoksi ve solunum sikintisina yol agabilmektedir.

Gastrointestinal sistemde, karin agrisi, ishal, kolit, proktit, fistiil ve obstriiksiyona
yol acabilmektedir. Marciano ve ark’mn (76) 140 KGH’lik bir serisinde X’e bagh
olanlarin %43’linde ve otozomal ressesif gecisli olanlarmm %11’inde semptomatik
biyopsi ile ispatlanmis inflamatuar barsak hastaligi (IBH) gosterilmistir. IBH, KGH’li
olgularda oOzellikle perirektal alanda goriilmekte ve patolojik olarak Crohn
hastaligindan ayirt edilmesi zor olmaktadir. IBH’ lig1 barsaga lokalize olup, barsak dis1
bulgulara rastlanmamaktadir.

Walther ve ark’it (77) olgularin %38’inde mesanede graniilom, iireteral
obstriiksiyon ve idrar yolu enfeksiyonu seklinde genitotliriner sistem ile ilgili
komplikasyonlar saptamislardir. Hem sistemik lupus hem de diskoid tipte lupus, hem
KGH’li hastalarda hem de X’e bagl kadin tasiyicilarda rastlanmaktadir. Hastalarda
genel popiilasyona oranla artmig siklikta sarkoidoz, immun trombositopenik purpura
(ITP), IgA nefropatisi, juvenil idiopatik artrit (JIA) gibi otoimmun hastaliklar
goriilmektedir (78,79). Amerika Ulusal Saglik Raporuna gore olgularin %10’undan
fazlasinda IBH disinda otoimmunite ile ilgili bulgularinin oldugu gosterilmistir (60).
Otoimmunite ile iligki tam olarak belli olmamasina karsin enflematuar komplikasyonlar
ile iliskili baz1 genler arasnda polimorfizmler o6ne siiriilmiistir (MPO: mannoz
baglayici lektin; Fc reseptorleri 2a, 3a ve 3b; TNF-a; IL-1 reseptor) (6).

Hastalarda karaciger ile ilgili anomaliler de sik goriilmektedir. 194 olguyu
kapsayan bir kohortta olgularin %73’linde karaciger enzimlerinde yiikseklik ve
%25’inde alkalen fosfatazda yilikseklik ve %15’inde ilac¢ iliskili hepatit tablosuna
rastlanmigtir (80). Yine bu seride olgularin %80’inde portal venopati ile iligkili
splenomegali belirtilmistir. Karaciger absesi ve hepatomegali olgularin 1/3’iinde
goriilmekte ve portal hipertansiyon ve trombositopeni mortalite iliskili 6nemli bir risk
faktorii olarak kabul edilmektedir (81).

Kororetinal lezyonlar 6zellikle X’e baglhh KGH’li olgularin  %?24’ilinde
goriilmektedir. Bunlarin biiyiik ¢ogunlugu asemptomatik seyretmekle birlikte bazi
olgularda genis retinal hasara bagli korlik gelisebilmektedir (82). Tekrarlayan

enfeksiyonlara bagli olarak bronsektazi, obliteratif bronsiolit ve kronik fibroz gibi
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kronik solunum yolu hastaliklar1 sik goriilmektedir (63). Norolojik problemler; beyin
absesi, santral sinir sisteminde graniilamatoz hastalik, leptomeningeal ve fokal beyinde
lipit-makrofaj yiiklii infiltrasyonlar seklinde ortaya cikabilmektedir (83,84). KGH’h
olgularda biiylime gelisme geriligi ve kilo alamama oldukca sik rastlanmakta, boy
uzamasi erken erigskin doneme kadar uzamayabilmektedir (85). Atopik dermatit benzeri
hastalik, sistemik ya da derin yerlesimli cilt enfeksiyonlari, fasial graniilom, discoid
lupus, seboraik dermatit benzeri hastalik seklinde cilt bulgularida hastalarda siklikla

goriilebilmektedir (86,87,88).

2.5.4.3. Diger klinik tablolar

2.5.4.3.1. McLeod sendromu

Kell kan hiicre antijen sistemini kodlayan gen, CYBB’ye baglanarak gp91
phox’u kodlayan gene yakin bolgede olup Xp21°de kodlanmaktadir. X kromozomunda
delesyonu olan olgularda her iki gende (contiguous gen) bozukluga bagl olarak X’e
bagli KGH ve McLeod sendromu goriilmektedir. Bu sendrom, akantositoza bagli
anemi, yiikselmis kreatin fosfarilaz, ge¢ baslangi¢ch periferik ve santral sinir sistemi
bulgular ile karekterizedir (89).

Es zamanl goriilebilen immun yetmezlikler KGH’li olgularm mevcut hastaligi
komplike hale getirmekte ve enfeksiydoz komplikasyonlar1 arttirabilmektedir. KGH’1i
olgularin allel varyantlarinda goriilebilen Mannoz baglayici lektin (MBL), otoimmunite
ve pulmoner komplikasyonlarla seyretmesine yol agmaktadir. IgA eksikligi ile iliskili

KGH’li olgular da bildirilmistir (90,91,92).

2.5.4.3.2. X’e bagh tasiyicilar

X’e bagli gp91 phox mutasyonu tasiyicilarda X kromozomunun liyonizasyonu
(birinin ya da digerinin X kromozomunun her hiicresinde inaktivasyon) bagli olarak
fagositlerde biri normal, digerinde bozulmus olan iki farkli oksidatif patlamaya yol
acmaktadir. Fagositik hiicrelerin %10 unun normal oksidatif patlama yapmas1 ciddi
bakteryel ve fungal enfeksiyonlara karsi koruyucu olabildigi icin X’e bagl tasiyici
olanlarin bir¢ogunda klinik iyi seyirli iken, %5-10’un altinda oksidatif patlama yapan
olgularda hafif-orta siddetli KGH formlar1 goriilebilmektedir (2). Heterozigot kadin
X’e bagh kadin tastyicilarinda diskoid lupus, aftoz stomatit ve fotosensitivite seklinde

farkl1 klinik tablolar goriilebilmektedir (93,94).
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2.5.5. Tan1 yontemleri

Klinik olarak tekrarlayan ciddi, olagan dis1 ve KGH’li olgularda goriilen
organizmalarla enfeksiyon oykiisii olan olgular, KGH a¢isindan incelenmeli ve notrofil
fonksiyon testlerinin yapilmasi gereklidir. Ailede KGH 6ykiisii olan bireylerde neonatal
veya postnatal erken donemde taranmalidir. KGH’nin patognomonik bir bulgusunun
olmamasina ragmen hepatosplenomegali, ishal, anormal yara iyilesmesi olan olgular
dikkatle incelenmelidir. Tipik bir laboratuar bulgusu olmamasina ragmen hastalarda,
tekrarlayan enfeksiyonlara bagli hipergammaglobunemi, kronik hastalik anemisi,
ozellikle enfeksiyon donemlerinde artmug eritrosit sedimentasyon sayis1 ve C -reaktif

protein goriilebilir (Bkz. KGH tanisal yaklasim, Cizelge 2.6) (63,72).

2.5.5.1. Tanisal testler

Notrofil oksidatif patlama yanitini 6lgmeye dayanan, siliperoksit yapimin
olciildiigii testlerdir. Bu testler; direkt siiperoksit yapiminin 6lgiilmesi, ferrokrom c
rediiksiyon testi, kemiluminesans, nitroblue tetrazolium (NBT) rediiksiyon testi ve
dihidrodamin-123 (DHR) oksidasyon testleridir (2). Giiniimiizde DHR-123 testi kolay
uygulanabilir olmasi, X’e bagli ve otozomal ayiriminda yardimci olmasi ve ¢ok az
sayida hiicre icin bile sensitif olmasi nedeniyle tercih edilmektedir (95,96). Tanisal
testler sonucuna gére immunblot ya da molekiiler sekans ¢alismalari ile dogrulama ve

spesifik genotiplendirme yapilmaktadir (2).

2.5.5.1.1. Dihidrodamin-123 (DHR) testi

Reaktif metabolitlerin kantitatif Olg¢limiinde flow sitometri kullanimi giderek
yayginlagsmaktadir. Notrofil oksidatif patlama yanitinin tespitinde, yanit sirasinda
dretilen reaktif oksijen metabolitlerine (O,-;H,0,) farkli afiniteleri olan farkh
kimyasallar kullamilmigtr [DHR 123; H,O,, HE (hydeoethidine); O,]. Mitokondri
aktivasyonu ile florasan 6zelligi kazanan bir boya olan DHR, oksidatif patlama ge¢
doneminde tretilen H,O, etkisi ile okside olarak giiclii florasan 6zellikteki rhadamin
123’e indirgenir (myeloperoksidaz varliginda). 488 nm’de 151k yayarak akim sitometrik
analizde histogramda saga dogru kayma gergeklesir. KGH’li olgularda oksidatif
patlama gerceklesmedigi icin indirme olmaz, rhadamine 123 ortaya ¢ikmaz ve
histogramda saga dogru kayma gerceklesmez (97,98). Bazi durumlarda yalanci
pozitiflik goriilebilir. Miyeloperoksidaz eksikligi ve SAPHO sendromunda (sinovit,

akne, pilstiilozis, hiperostoz ve osteit) siiperoksit yapimi normal olmasina karsin (NBT
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testi ve ferrisitokrom c testi normal) DHR testinde anormallik goriilebilmektedir
(99,100). Ayrica Glukoz-6 fosfat dehidrogenaz (G6PD) eksikliginde de azalmis
solunum patlamas1 ve bakteriyel enfeksiyonlara artmis yatkinlik ile karakterize olup,
KGH’nin aksine hemolitik anemi ile iliskilidir (101).

DHR 123 testi ile akim sitometrik analiz sonrasinda PMA ile uyarilan "stimule"
fagositlerden elde edilen florasan yogunlugun geometrik ortalamasinin " uyarilmams"
fagositlerden elde edilen florasan yogunlugunun geometrik ortalamasina orani
stimulasyon indeksi (SI) hesaplanir. Saglikli kisilerde SI degeri 60-150 arasmna
degismekte hastalarda ise 1-10 arasinda degisebilmektedir (41).

2.5.5.1.2. Nitroblue tetrazolium testi (NBT)

En eski ve en bilinen KGH tani testidir. Basit ve hizli bir sekilde fagosit NADPH
oksidaz aktivitesi tayinidir. Nitroblue boyasi ve tetrazolium tuzlari, oksijen radikalleri
etkisi ile sar1 renkten koyu mavi/siyah formazan bir renge doniisiir. Saglikli kisilerde
NBT boyasi indirgenerek saridan maviye doniisiirken, KGH’li olgularda indirgenme
olmadig1 i¢in renk deg§isimi olmaz ve sari1 renkli kalir. Bu testte pozitif hiicrelerin

%95’ inde fagosit oksidaz aktivitesi normal olarak saptanmasi gereklidir (51).

2.5.5.2. Dogrulayici testler
Immunblot ya da DNA dizi analizi testleri hastaligin dogrulanmasi ve genetik

danigsma verilebilmesi i¢in yapilabilir.

2.5.5.3. Prenatal tam

KGH’li aile bireyinin kesin mutasyonu belli ise kordosentez ile almnan fetal
kandandan genotiplendirme yapilabilir ayrica benzer sekilde fetal kan O6rneginden
DHR- 123 yontemi ile oksidatif fonksiyonlar1 dl¢iilerek prenatal danisma verilebilir
(72).
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Cizelge 2.6. KGH’de tanisal yaklasim (5).

Klinik bulgular Ciddi tekrarlayan pulmoner ve hepatik enfeksiyonlar ve abseler

B.cepacia, Nocordia ve Aspergillus gibi spesifik etyolojik patojenlerin saptanmasi

Genitouriner ve gastrointestinal sistemde granlilamatoz lezyonlar

Laboratuar Anemi, poliklonal hipergammaglobunemi, CRP ve sedimentasyon artisi, T ve B lenfosit
immunitesinin normal olmasi

Tani testleri NBT, DHR-123

Molekiiler testler immunblot ya da akim sitometri

Molekuler teknikler (Gen sekans analizi ve alt grup igin mutasyon analizi)

2.5.6. Ayirici tani

KGH’ta aymric1 tamida Ozellikle ozellikle KGH’li olgularda gozlenen
mikroorganizmalar ile tekrarlayan ve veya olagan dis1 ciddi enfeksiyonlarla karekterize
hastaliklar gozden gecirilmelidir. Kistik Fibroz, HiperIgE sendromu, Glukoz 6-fosfat

dehidrogenaz eksikligi ve Crohn hastaligi ayirici tanida diisiiniilmelidir (72).

2.5.7. Tedavi

KGH tanimlandigi 1950’lerden beri hastaligin prognozunda belirgin sekilde
tyilesme saptanmustir. Tedavinin ana hedefleri;

1. Asilama ve ajan patojenden kacmarak enfeksiyonlarin 6nlenmesi

2. Anti-mikrobiyal profilaksi (TMP-SMX, Itrakanazol)

3. Immunmodiilatdr INF-y tedavisi

4. Enfeksiyoz komplikasyonlarin agresif ve hizli bir sekilde parenteral

antibiyotik tedavisi

5. Inatci ve tekrarlayan durumlarda cerrahi tedavi (72).

KGH’li olgularmm genel olarak enfeksiyon riskini azaltmalari i¢in birtakim
durumlar mevcuttur. Oncelikle BCG asis1 disinda canli viriis asilar1 dahil biitiin rutin
asilar yapilmali, cilt yaralanmalarinda sabunlu su ile yikanmali ve %2 hidrojen peroksit
gibi antiseptikler kullanilmalidir. Perianal abse olusumunun Onlenmesi igin
konstipasyon 6nlenmeli, sabunlu 1lik oturma banyolar: ile anal hijyen saglanmalidir.
Sigara icilmemesi, icilen yerlerin havalandirilmasi, yatak basi nemlendirici
kullanilmamasi, Aspergillus sporlar1 kaynagi olabilecek ortamlardan kagmilmalidir.

Gingivostomatitin 6nlenmesi i¢in, diizenli agiz bakimi yapilmalidir (72).
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2.5.7.1. Antimikrobiyal profilaksi

Antimikrobiyal profilaksi TMP-SMX, antifungal profilaksi (Itrakonazol) ve
immunstimulan tedavi olan INF-y triadindan olugmaktadir. Bu tedavi semas1 ile ciddi
enfeksiyonlara bagli mortalite siklifinda belirgin azalma goézlenmistir (9,102,103).
KGH’li olgularda ilk kullanilan ajanlar nafsilin ve TMP-SMX iken zamanla TMP-
SMX standart tedavi rejimi olarak yerini almistir. TMP-SMX profilaksisi ile yapilan
retrospektif bir calismada enfeksiyonlar i¢in her 100 ayda enfeksiyon sayis1 X’e bagh
olanlarda 7.1°den 2.4’e, otozomal resesif kalitimli olanlarda ise 15.8’den 6.9’a diistiigii
gosterilmistir. TMP-SMX, KGH’li olgularda en sik goriilen 4 ajan1 kapsadigi ve
kommensal barsak mikroflorasina ¢ok az etkisi oldugu i¢in tercih edilmektedir (103).
Profilaktik olarak 5 mg/kg/giin iki doz olacak sekilde verilmekte, alerjisi olanlar icin
alternatif olarak dikloksasin, oral sefolosporin ya da flurokilonon tercih edilmektedir.

Akut enfeksiyon durumunda Kkiiltiir sonuglar1 ¢ikana kadar ampirik olarak
S.aureus, Burkholderia, S.marcescens ve Nocardia’yr igeren oral ciprofloxacin ve
intravendz meropenem seklinde baslanmalidir. Ek olarak TMP-SMX iki katina
¢ikarilmali, pndmoni durumunda vorikanazol antifungal olarak eklenmelidir (104).

Azol grubu antifungallerin tedaviye eklenmesi ile KGH’li olgularda fungal
enfeksiyonlarin siklig1 ve mortalite sikliginda belirgin azalma saglamistir. Gallin ve
arkadaslarinin yaptig1 prospektif randomize c¢ift kor plasebo kontrollii bir ¢caligmada 39
KGH’l1 olgunun 1 willik izlemi boyunca itrakonazol alan grupta ciddi 1 fungal
enfeksiyon gozlenirken plasebo grubunda 7 ciddi fungal enfeksiyon gozlenmistir (102).
Itrakonazol <13 yas 100 mg/giin dozunda, >13 yasinda 200 mg/giin dozunda
verilmektedir. Itrakonazole diren¢li fungal enfeksiyon durumunda vorikanazol ya da

posakonazol tedavi verilebilir (105).

2.5.7.2. immunmodulatér tedavi [interferon gamma (IFN-y)]

Interferon-gamma, T hiicreleri, dogal oldiiriicii (natural killer-NK) ve NKT
hiicreleri tarafindan iiretilen dogal ve adaptif immun cevapta rol oynayan oldukc¢a
onemli bir sitokindir. Konak savunmasinda ve immun regiilasyonda; antiviral,
antimikrobiyal, anti-tlimoral 6zelligi ile etki gostermektedir (106). Fagositik hiicreler
iizerinde pleiotropik etki ile konak savunmasinda oOnemli rol oynar. T hiicre
differansiasyon, aktivasyon, homeostazinda etkilidir. Dentritik hiicreler ve makrofajlar1

stimule ederek, MHC gosterimin artmasi, antijen sunumu ve ek-uyarict molekiillerin
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salinimini denetler. NK hiicrelerinin sitotoksik etkilerinde ve hiicre-iliskili cevapta
etkili olup, notrofillerde; kemokin yapiminin artmasi, adhezyon molekiillerinin
aktivasyonu, siiperoksit yapiminin uyarimi ve solunum patlamasinda etkili oldugu
gosterilmistir (106,107).

Endojen IFN-y, altmis alt1 aminoasitten olusan 12.kromozomda kodlanan bir
protein iken rekombinat IFN-y E.coli’den saflastirilmis 139 aminoasitlik bir
monomerdir. Antiviral, immunmodiilator ve antiproliferatif aktiviteye sahip, yarilanma
omri 3.5-7.5 saat olup, bioyararlanimi %89 oranindadir (108).

Major makrofaj aktive edeci faktdr olup in vivo ve in vitro olarak reaktif oksijen
ara drilinleri dretimini arttirdigt ve mikroorganizmalarin o6liimiine yol agtig1
gosterilmistir. Ayrica Lepramatoz lepra ve kanser tedavisinde, monositlerin hidrojen
peroksit yapimini arttirdigr saptanmistir (109). KGH’li olgulara verilen INF-y tedavisi
ile in-vitro olarak monosit ve graniilositlerde siiperoksit yapiminda parsiyel diizelme
saptandigi, belirgin bir toksisite gostermeksizin, enfeksiyon siklifinda, hastaneye yatis
sikliginda ve yasam kalitesinde diizelme saglandigi i¢in tedavi protokollerine yer
almaktadir (13).

Viicut yiizey alani 0.5 m”’in {izerindeki cocuklar icin doz 50 mcg/m’ iken yiizey
alan1 <0.5 m”>’in altindaki ¢ocuklar icin 1.5 mcg/m’ seklinde subkutan olarak haftada 3
giin olacak sekilde verilmektedir. Ates, miyalji en sik goriilen yan etkiler olup, gece
korkulari, yorgunluga yol acabilmektedir (63). Doksanli yillardan beri kullanilmasina,
etkinligi ile 1ilgili bir¢ok c¢alismaya ragmen tedavideki yeri ve etkinligi hala
tartisilmaktadir. Erken calismalar, oksidatif metabolizma {iizerinde uzun donem
tyilestirici 6zelligi oldugu, bakteri 6ldiirme ve sitokrom b558 gibi NADPH oksidaz
enzim sistemi iizerinde fonksiyonel olarak etkili oldugunu gostermekle birlikte, son
donem calismalarda IFN-y tedavisinin klinik etkinliginin, NADPH oksidaz aktivitesi
iizerinden olmadigint gdstermektedir (8-12). Genis kapsamli ¢cok merkezli plasebo
kontrollii bir ¢alisma INF-y tedavisi alan ve almayanlar karsilastirildiginda, yas, cins,
profilaksi olarak antibiyotik kullanimi ve mutasyon tipine bakilmaksizin, INF-y
alanlarda plasebo grubuna gore ciddi enfeksiyon sikliginin %70 daha az oldugu
saptanmistir (2). Ayni calismada in vitro siiperoksit yapimi, bakterisidal aktivite ya da
sitokrom seviyesinde bir farklilig1 yol agmadig1 saptanmamistir. Baska bir calisma da
in-vitro olarak Aspergillus conidia’ya karsi nétrofil aktivitesinde artisa yol actigi

gosterilmistir. Yakin ddnem retrospektif bir Italyan c¢alismasinda antimikrobiyal
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tedaviye eklenen INF-y tedavisinin etkili olmadigi gosterilmistir (16). KGH’li
olgularda IFN-y tedavisi ile ilgili birgcok ¢alisma modern antifungal profilaksi tedavi
oncesinde yagilmis olugu i¢in, IFN-y tedavisinin etkinligi ile ilgili yeni caligmalara
ithtiya¢ vardir. Farklit KGH gruplari, farkli merkezler ve iilkelerin hastaneye yatis ve
anti-mikrobiyal tedavi konusunda degisken tedavi protokolleri nedeniyle de etkinligi

konusunda tartismalar devam etmektedir.

2.5.7.3. Akut enfeksiyonlarin tedavisi

KGH’li olgularda hayati tehdit edici enfeksiyonlar her donem goriilebilmektedir.
Ozellikle mantar enfeksiyonlar1 asemptomatik ya da hafif seyirli baslayabildigi i¢cin
sedimentasyon hizi ve C-reaktif protein artis1 gizli bir enfeksiyonun baslangici
konusunda bilgi verebilir. Enfeksiyon etkenini saptamaya yonelik, grafi, ultrason, BT
ve MR goriintiileri yapilmali, spesifik etkene yonelik kiiltiirler alinmalidir. Pndmoni
icin ampirik olarak bakteri/nocordia i¢in intravendz TMP-SMX’e ek olarak
flurokinolon ya da meropenem, mantarlar i¢in vorikanazol baslanmalidir. Stafilokok’a
bagli pnomoni siklig1 azalsa da karaciger absesi ve lenfadenitin en onemli sebebidir.
Genel olarak mantar enfeksiyonlar1 daha yavas seyirli baglarken, bakteriyel
enfeksiyonlar akut olarak baslamaktadir. Buna ragmen saman benzeri otlarin
inhalasyonu ile ortaya ¢ikan hipoksinin eslik ettigi akut fulminan pndmonitis tablosu
olarak da ortaya ¢ikabilmektedir. Direkt grati normal olmamasina ragmen BT de diffiiz
retikiilonodiiler infiltrasyonlar goriilebilmektedir. Hem antifungal hem de sterid
tedavisi baglanmali, enfeksiyon tedavisi kontrol altina alinsa bile steroid tedavisine
uzun donem devam edilmelidir. Hayati tehdit edici fungal enfeksiyonlarda graniilosit
transflizyonu verilmekle birlikte tekrarlayici transfiizyonlar alloimmunizasyona yol

acarak hematopoetik kok hiicre nakli basar1 sansin1 azaltabilmektedir (2,5,6).

2.5.7.4. Enflamatuar ve otoimmun komplikasyonlarin tedavisi

KGH’li olgularda enflamatuar ve otoimmun komplikasyonlarin tedavisi,
olgularm bagisiklik sisteminde hata olmasi ve kullanilan ilaglarm immunsupresif
olmasindan dolay1 zor olmaktadir. Bircok olgu kortikosteroidlere iyi cevap verse de
tedavi siiresi uzayabilmektedir. Steroid diginda siilfasalozin ve azotiopurin tedavisi

verilebilmekte infliximab gibi  TNF-a inhibitorleri anti-enflamatuar olarak
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kullanilmaktadir. Artrit ve lupus benzeri problemlerde metotreksat ve hidroksiklorokin

tedavisi etkili bulunmustur (6,110).

2.5.7.5. Kiiratif tedavi

2.5.7.5.1. Kok hiicre nakli

Glinlimiizde KGH’da bilinen kesin tek tedavi secenegi allojenik kok hiicre
naklidir. KGH’da hematopoetik kok hiicre defektin kaynaklandigi ve %5-10 oranindaki
donor hiicresinin hakim oldugu kimerik yapmin KGH’l1 hastalarda enfeksiyonlar:
kontrol edebilecegi bildirilmistir (111). 1973’te i1lk hematopoetik kok hiicre naklinden
beri 99’iin lizerinde (kordon kani disinda) transplant bildirilmistir. Bu transplantlarin
%50’s1 son 10 yil i¢cinde yapilmistir. Miyeloablatif olmayan rejimlerin uygulanmasi ile
transplant riski azalmis, aktif enfeksiyon doneminde bile transplant yapabilme olanag:
olusmustir. Akraba dis1 transplantasyonun uygulanmasindan gliniimiize kadar 22’in
iizerinde olguya basar1 ile nakil yapilmistir (6).

KGH’li olgulara Avrupa’da Kuzey Amerika’ya gore daha fazla siklikla HKHN
tedavisi tercih edilmektedir. Avrupa da 1985-2000 yillar1 arasinda 27 olguya HKHN
(25/27 HLA-uyumlu akraba, 2/27 uyumlu akraba dis1) uygulanmistir. Olgularin tiimiine
miyolablatif tedavi verilmis, 9 olguya reflakter aktif enfeksiyon doneminde transplant
yapilmis, 3 olguda graft versus host hastalig1 gelismis ve 1 olgu kaybedilmistir (112).
En genis Amerika serisi Horwitz ve ark’t (111) tarafindan 10 olguya uyumlu
akrabadan, miyoloablatif tedavi verilmeden T hiicre deplesyonu yapilarak transplant
uygulanmis, olgularin 3’1 8-14 ay i¢inde dliirken 6 olguda en az %33’lik engraftman
saglanmistir. Geri kalan 5 alicida transplantasyondan 7-9 yil sonra bile enfeksiyon ve
diger komplikasyonlar goriilmeden izlendigi belirtilmistir. Gilingdér ve ark’t (113)
yiiksek riskli eriskinlere daha az toksik ve kisa siireli hazirlayict rejim uyguladig: 3
olguda tam kimerizm ve 12-27. aylarda normal n6trofil fonksiyonu géstermislerdir.

KGH’li olgularda allojenik kok hiicre nakli giderek daha sik uygulanan ve basari
sansmin giderek arttig1 bir tedavi rejimi olmaktadir. 2000’11 yillar 6ncesi %85 olan
stirvi, giinlimiizde akraba dis1 donor uygulansa bile %90-95’lere ulasmaktadir (6).

Hangi hastalara hematopoetik kok hiicre yapalim? sorusu soruldugunda; Kuhns
ve ark’1 (4); diisiik sliperoksit yapimina sahip, artmis alkalen fosfataz, karaciger absesi
Oykiisii olan portal hipertansiyona bagli trombositopeni gelisen olgular erken

transplantasyon i¢in aday olgular oldugunu belirtmistir. Transplant sonrasi enflamatuar
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ve otoimmun komplikasyonlarin diizelebilecegi gosterildigi icin, belirgin enflamatuar
ya da otoimmun hastalig1 olan olgular da transplantasyon agisindan oncelikli olarak
degerlendirilmelidir (6).

Allojenik kok hiicre nakli, son yillarda iyilestirilmis hazirlayici rejim uygulamasi,
GVHD profilaksisi, yiiksek c¢oziinilirliklii doku grubu uyumu, transplant 6ncesi ve
sonras1 tedavilerin diizenlenmesi ile giderek gelismis, enfeksiyoz ve enflamasyona
bagl komplikasyonu gelisen KGH’l1 olgular i¢in uygun ve basarili bir tedavi rejimi
haline gelmistir. Buna ragmen uygun dozda immun ablasyon, T hiicre deplesyonu

derecesi ve GVHD i¢in profilaksi gibi sorular hala devam etmektedir (6).

Gen Tedavisi

KGH’li olgularm erken tani almasi uygun profilaksi tedavisinin zamaninda
baslanmasi ve siirdiiriilmesi ile ciddi enfeksiyon sikliklar1 azalsa da olgular enfeksiyon
ve diger komplikasyonlar nedeniyle kaybedilmektedir (6). Kok hiicre disindaki tiim
tedavi secenekleri destekleyici nitelikte olup, kiiratif degildir ve hayat boyu devam
etmesi gereklidir. KGH tek gen defektlerine bagli meydana gelmesi, az miktarda
normal fagositin konak savunmasi i¢in yeterli olup enfeksiyonlara karst koruyucu
olabilmesi ve bunu saglayabilecek geni diizeltilmis myeloid kok hiicre engrafmenti elde
etmenin miimkiin olmas1 nedeniyle gen tedavisi i¢in uygun bir hastaliktir. Normal
gp91P™* p47P"% ya da p67™°* geni saglayan retroviral vektorler ile NADPH oksidaz
aktivitesi eksik olan hiicrelerin tekrardan yapilandirilmasi saglanmistir (114,115,116).
Malech ve ark’1 (115) p47°™* defekti olan 5 hastada otolog CD34+ periferik kok
hiicrelere in vitro olarak retroviral vektorler ile p47phox cDNAs1 transfer etmis ve bu
geni diizeltilmis kok hiicreler hastaya verilmistir. Gen transferi yapilip diizeltilmis
lokositler, periferik kandaki 16kositlerin %0.004-%0.005’ini olusturdugu saptanmis ki
bu deger koruyucu aktivite i¢in belirlenen smirin altinda oldugu goriilmiistiir. Ayrica
diizeltilmis hiicreler gen tedavisinin 6. aymdan sonra tespit edilemez seviyede oldugu
gozlenmistir. Ott ve arkadaslar1 X e bagli KGH’li 2 eriskin olguya basarili bir sekilde
busulfan ile myeloablatif tedavi sonras1 kok hiicre nakli ve retroviriis bazli gen tedavisi
yapmislar. Olgularin biri 27. ayinda diizeltilmis gen hiicrelerinin oksidaz aktivitesinin
azaldig1 bir donemde enfeksiyon nedeniyle kaybedilmis, ikinci olgu da devam eden gen
isaretlenmesine ragmen oksidaz aktivitesinde azalma saptanmistir. Tiim gelismelere

ragmen gen tedavsinin uzun donem etkileri ve etkinligi ile hala Onilimiizde
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cevaplanmamis sorular devam etmektedir. X’e baghh KGH’hh olgularda yapilan

calismalara gore myeloid hiicrelerde normal oksidaz aktivitesinin %3-5’inin olmasi

hafif klinikteki KGH’ya yol agmas1 ve enfeksiyonlara karsi koruyucu olabileceginin

gosterilmesi nedeniyle dolasimda notrofillerinin %100’tiniin  diizeltilmesi immun

defekti diizeltmek igin gerekli olmayabilir. Ozellikle inatc1 ve tekrarlayan enfeksiyonlu

olgularda bu gecici gen tedavisi ile diizeltilmis hiicreler klinik fayda saglayabilir (72)
(KGH tedavi i¢in bkn Cizelge 2.7).

Cizelge 2.7. Kronik graniilamatoz hastalik tedavisi (5).

Profilaksi tedavisi

Enfeksiyonlarin tedavisi

Anti-bakteryel tedavi TMP-SMX
Anti-fungal tedavi Itrakanazol
immunmodiilator tedavi INF-y

Kesin Tedavi
Kok Hiicre Nakli

Ampirik tedavi TMP-SMX, Fluorokinonlar, Antifunfal tedavi
Karaciger absesi Cerrahi, INF-y
Granlilosit transflizyonu irradiye beyaz kiire

HLA uyumlu akrabadan kordon kani nakli (UCST), 6ncesinde miyoloablatif tedavi

Gen tedavisi

Hala deneysel




3. GEREC VE YONTEM

3.1. Olgular

Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Alerji ve immunoloji Polikliniginde
izlenen, caligma prensibleri ve yontemleri agiklanarak isbirligi 6nerimizi kabul eden
merkezlerdeki (Ankara Cocuk Onkoloji Hastanesi Cocuk Immunoloji BD, Behget Uz
Cocuk Hastanesi Cocuk Immunoloji BD, Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Cocuk Alerji ve
Immunoloji BD, Capa Tip Fakiiltesi Cocuk Enfeksiyon ve Immunoloji BD, Ege
Universitesi Cocuk Immunoloji BD, Erciyes Universitesi Cocuk Alerji ve Immunoloji
BD, Hacettepe Tip Fakiiltesi Cocuk Immunoloji BD, Marmara Universitesi Cocuk
Alerji ve Immunoloji BD, Necmettin Erbakan Universitesi Cocuk Alerji ve Immunoloji
BD, Selguk Universitesi Selguklu Tip Fakiiltesi Cocuk Alerji ve immunoloji BD,
Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Alerji ve immunoloji BD, Tepecik
Hastanesi Cocuk Immunoloji ve Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Immunoloji)
INF-y tedavisi alan ve almayan tiim olgular calismaya dahil edilmistir. Calisma
oncesinde FEtik Kurul Komite onayr alinarak hastalar sozIlii ve yazili olarak
bilgilendirilerek aydinlanmis onam alind1.

Calismadan dislanma kriterleri: Calisma Oncesinde aktif enfeksiyonu olan, son
bir ay i¢inde hastaneye yatis gerektiren ve parenteral antibiyotik tedavisine ihtiyag
gosteren septisemi, bronkopnomoni, graniilamatoz lezyonlar gibi komplikasyonlar1
olan, sistemik steroid ya da benzeri immunsupresif tedavi kullanan ve hematopoetik
kok hiicre nakli uygulanmis olgular calisma dig1 birakild1.

Hasta grubunun yas, tanit yasi, cinsiyet, NADPH oksidaz alt grup tayini,
akrabalik ve ailede primer immun yetmezlik (PIY) dykiisii, profilaktik olarak TMP-
SMX, ltrakanazol ve INF-y kullanimi ve kullanma siiresi gibi demografik verileri
iceren anket formlar1 doldurulmasi istendi. Anket formlarinda ayrica INF-y 6ncesi ve
sonras1 hastaneye yatis gerektiren ve parenteral tedavi ihtiyact olan ciddi enfeksiyon,
pndmoni, yumusak doku enfeksiyonu, lenfadenit siklig1 ayrica organ absesi, aspergilloz
enfeksiyonu, graniilamatoz reaksiyon ve diger komplikasyonlar sorgulandi (Bkz. Ek-1
Anket formu).

Kontrol Grubu: Calisma grubuna benzer yas ve cinsiyette, immun yetmezligi,

kan hastaligi ve romatizmal hastalik gibi kronik bir hastaligi olmayan, saglkli
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cocuklardan rutin analizler, ya da elektif cerrahi Oncesinde (fitik, siinnet, vb)
aydimlanmis onam alman hastalardan olugsmustur.

Bu o6zeliklere uyan hasta ve kontrol grubu bireylerinden INF- y alanlardan, son
INF-y dozunu almadan hemen once ve INF-y almayanlardan herhangi bir zaman
diliminde BD vacutainer plastik lityum heparin iceren tiiplere 5 cc vendz kan alindi.
Merkezimizdeki hastalar ayni giin icerisinde, diger merkezdeki kanlar ise saklama
kaplar1 igerisinde oda 1sisinda saklanarak, 6zel bir kargo sirketi ile tasinarak en gec¢ 24

saat i¢inde ¢alismaya alindi.

3.2. Laboratuar Olciimleri

Heparinli tiiplere alman kan 6rnekleri Dihidrodamin (DHR) 123 akim sitometri
yontemi ile Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Pediatrik Immunoloji ve Organ Nakli

Laboratuarinda degerlendirildi.

3.2.1. Kimyasal maddeler ve Kitler

1. Dihidrorodamin (DHR)-123 (Anaspec Inc., Fremont CA 94555, Cat: 85711,
Lot: 87387): 10 mg vialdeki DHR123, 2 ml DMSO’da ¢6ziildii (5 mg/ml)
ve 50 pl aliquatlar halinde -20°C’ye kaldirildi.

2. Phorbol-12-myristate 13-acetate (PMA) (AppliChem, A0903,0005, Lot:
L14725): 5 mg vialdeki PMA, 1 ml DMSO’da ¢oziildii (5 mg/ml) ve 100
ul’lik aliquatlar halinde -20°C’ye kaldirildi.

3. Eritrosit Lysing Soliisyonu (10X): 4.15 g NH4Cl, 0.42 g NaHCO3, 1 ml 0.5
M EDTA 50 ml’lik distile suda ¢6ziildii. Calisma sirasinda, distile su ile 10
kat diliie edildi. Oda sicakliginda saklandi.

4. Ca*-Mg”" icermeyen PBS (Sigma P4417): 5 tablet PBS 1 1 distile su ile
¢ozildi.

5. Hiicre yikama soliisyonu (BD Biosciences, Cat: 349524): Kullanima
hazirdir. Calisma sirasinda 1:10 oraninda FBS ile birlikte kullanild1 ve oda
sicakliginda sakland:.

6. Interferon-y (Imukin®, Boehringer Ingelheim): 2x10° U, 0.5 ml’lik ampulde
(4x10° U/ml).
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3.2.2. Calisma soliisyonlarinin ve kimyasallarin hazirlanmasi

1. DHR-123: 5 ul stoktan alinir PBS ile 500 pl’ye tamamlandi (50 pg/ml).

2. PMA: 2 pl stoktan alinir PBS ile 1 ml’ye tamamlandi (10 pg/ml).

3. Lysing soliisyonu: 10X Lysing soliisyonu, bidistile su ile 10 kat diliie edildi.

4. Interferon-y: stoktan 1 pl alinip PBS ile 1 ml’ye tamamlanir (4000 U/ml).
Hazirlanan ¢alisma soliisyonundan, inkiibe edilecek tam kan miktarina gore,

gerekli diliisyon yapilarak son konsantrasyon, 100 U/ml’ye ayarlandi.

3.2.3. Akim sitometrik analiz

Hiicrelerin akim sitometrik analizi FACSCantoll (BD Biosciences, CA, USA) ve
FACSDiva yazilimi (BD Biosciences, CA, USA) kullanilarak yapildi. 10.000 hiicrenin
sayildig1 analizde FL1 300 ve kompanzasyon sifir olarak seg¢ildi. Canli notrofiller
etrafinda ‘gate’ olusturulan analizde, normal ve defektif hiicre dagilimi histogramda
gortintiilendi. Histogram goriintiilerinde x ekseni florasan yogunlugu (intensite), y
ekseni ise hiicre sayisii gosterdi. 10'-10% degeri defektif hiicrelerce olusturulan
florasan yogunlugu, 10°-10* degeri ise normal hiicrelerce olusturulan florasan
yogunlugu gostermekteydi. Histogramda notrofil ve monosit gruplarmin smirlart

belirlenerek her zirve i¢in analiz detaylar1 ayr1 ayr1 elde edildi.

3.2.3.1. Stimulasyon (uyar1) indeksi (SI) hesaplanmasi

DHR-123 yontemi ile akim sitometerik analiz sirasinda, PMA ile uyarilan
"stimule" Orneklerden elde edilen florasan yogunlugunun geometrik ortalamasinin,
uyarilmayan "unstimule" Orneklerden elde edilen florasan yogunlugun ortalamasma
orani ile stimulasyon indeksi bulundu. Stimulasyon indeksi; notrofil ve monositler i¢in

ayr1 olarak INF-y oncesi, INF-y sonrasi 1.ve 24. saatlerinde hesaplandi.

Uyarilimis hiicrelerin florasan yogunlugunun geometrik ortalamasi

Stimulasyon Indeksi =
Uyariimamis hiicrelerin florasan yogunlugunun geometrik ortalamasi

Heparinli tiipte gelen kanlar 20 kez alt iist edilip her bir tiipteki tam kan 3’e

boliindii.
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1 saat 24 saat
IFN-y IFN-y

|

Her bir tiipteki kan da kendi icerisinde 3’e bdliiniir

I R W

DHR (-) DHR (+) DHR (+)
PMA (-) PMA (-) PMA (+)

DHR (+) : PMA (+)

PBS 900 pl 900 pl 900 pl

Tam kan 100 100 100

DHR 123 - 25l 25l
37°C'de 15 dakika inkiibe edili

PMA | - - 10 pl

37°C'de 15 dakika inkiibe edildi.

Minispinde (400xg) santrifiij edildi ve siipernatanlar atildi.

Her bir tiipe 800 pl lysing soliisyonu eklenerek restispanse edilir ve 10 dakika karanlikta inkiibe edildi.

Minispinde santrifiij edildi ve stipernatan atildi.

Pelet 500 pl yikama solusyonu ile 2 kez yikandi.

Son yikama isleminden sonra pelet, 500 pl yikama soliisyonu ile resiispanse edildi ve akim sitometrisinde analize gegildi.

Sekil 3.1. Deney prosediirti.

3.3. istatistiksel Analiz

Elde edilen veriler “SPSS for Windows (Version 18.0.0)” istatistik programi
kullanilarak analiz edildi. Istatistiksel degerlendirmede, tanimlayici istatistikler
kullanildi. Nitel degiskenlerin tanimlayici istatistiklerinde frekans ve yiizdeler, nicel
degiskenlerin tanimlayici istatistiklerinde ise Ortanca (minimum, maksimum) ve
Ortalama =+ Standart Sapma kullanilmistir. Degiskenlerin istatistiksel ¢oziimlemesinde
hem parametrik hem de parametrik olmayan analiz yontemler uygulanmistir. Bagimli
sirekli degiskenler icin fark testlerinden normal dagilim saglandiginda esli t-testi,
saglanamadiginda Wilcoxon testi, bagiml kategorik degiskenler icin Mc Nemar testi
kullanilmustir. Iki gruba ait nicel degiskenlerin karsilastirilmasi amaciyla Student's t
testi veya Mann-Whitney U testi kullanilmistir. Cok degiskenli istatistiksel ¢éziimleme
yontemi olarak Lojistik Regresyon Analizi kullanilmustir. Istatistiksel olarak anlamhilik

icin p<0.05 kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Demografik Ozellikler

Calisma Ekim 2011-Haziran 2012 tarihleri arasmda yapilmistir. Oncelikle DHR
testinin optimizasyonu i¢in; kan orneklerinin ¢aligma zamani ile ilgili optimizasyon
yapilmistir. Heparinli tiiplere alinan periferik kan 6rnekleri 0, 1, 12 ve 24 saat oda
1sisinda bekletildiginde, notrofil fonksiyonlarinda belirgin bir azalmanin olmadig: test
edildi. Kullanilan kan miktari, kimyasallar, inkiibasyon siireleri ve akim sitometrik
analizler i¢in saglikli kontroller ile optimizasyon ¢aligmalari tamamlandi. Aydinlanmis
onam ve Etik Kurul onay1 alindiktan sonra kendi hasta grubumuz ve ailelerinden kan
ornekleri calisilarak testin etkinligi test edildi. Isbirligi 6nerimizi kabul eden merkezler
ile birlikte toplam 57 hasta ve 21 kontrol olmak {izere 78 birey calismaya alinmistir.
Hasta grubunun yas ortalamasi 10.9+7.4 (2-35) ve bu grubun 14’1 (%25) kiz ve 34’1
(%75) erkek idi. Tami1 yasi ortalamast 4.9+4.8 (minimum:0.1-maksimum:19) idi.
Olgular NADPH oksidaz alt grup tayinine gore degerlendirildiginde; 16 olguda (%28.1)
gp91P™* alt tipi, 10 (%17.5) olguda p47°"*, 10 (%17.5) p22™™*, 6 olgu (%10.5) p67°"*
alt tipine sahip iken, 15 olgu (%26.3) ise KGH alt tipi saptanamayanlardan
olugsmaktaydi. Olgularin 32’sinde (%56) akrabalik Oykiisii (21 olguda 1.derece
akrabalik, 11 olguda 2.derece ve iizeri akrabalik) vardi. 34 (%60) olguda ailede primer
immun yetmezlik Oykiisii ya da siiphesi ile 6len birey mevcuttu. Tedavi agisindan
bakildiginda olgularm 54°ii (%95) TMP-SMX ve 51°i (%89.5) Itrakonazol tedavisi
alirken olgularin 34’1 (%60) INF-y almakta idi. INF-y alma siireleri ortanca degeri 26
ay (minimum:3- maksimum:173) idi (Cizelge 4.1). Kontrol grubu 21 hastadan
olusmakta, yas ortalamalar1 1549.3 (minimum:1.5- maksimum:35), 12’si(%57) erkek

iken 9’u (%43) kiz idi.
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Cizelge 4.1. Hastalarin demografik 6zellikleri.

Demografik ozellikler \

NADPH oksidaz alt grup (n=157)
gp91phox 16/57 (%28.1)
p22phox 10/57 (%17.5)

p47phox 10/57 (%17.5)
p67phox 6/57 (%10.5)
Bilinmeyen 15/57 (%26.3)

Cinsiyet 14 Kiz, 43 Erkek

X'e bagli 16 erkek

Kiz 14/41 (%34)

Otozomal resesif ve bilinmeyen Erkek 27/41 (%66)

Tani yas! (ortalama yil) 4.8 (0.1-19)

Aktuel yas (ortalama yil) 10.9+ 7.4 (2-35)

Akrabalik 6ykusU (1 ve 2. derece) 33/57 (%56)

Ailede PiY* 6ykiisi 34/57 (%60)

TMP-SMX kullananlar 54157 (%95)

Itrakanazol kullananlar 51/57 (%92)

IFN-y kullananlar 34/57 (%60)

IFN-y baslanma yasi (yil) Ortalama 7.6 £ 5.91; Ortanca 6.95 (0.4-23)
IFN-y kullanma sliresi (ortanca ay) 26 (3-173)

* Primer immiin yetmezlik

4.2. Stimulasyon indeksleri (SI)

DHR-123 testi ile 57’si hasta ve 21’1 kontrol olmak ilizere toplam 78 olgunun
nétrofil ve monositlerinin oksidatif patlama yapma kapasiteleri SI degerleri 6lgiilerek
hesaplandi. Hasta grubu SI degerleri, kontrol grubuna gore belirgin sekilde daha diisiik
bulundu (p<0.001). Hastalarm nétrofillerinin SI degeri ortalamasi 1.95+2.44 ve
monositlerin SI ortalamas1 2.68+4 iken, kontrollerin nétrofil SI degeri ortalamasi
89.5+£72.7 ve monositlerin SI degeri ortalamas1 52.7+57.3 olarak bulundu. Hastalarin
nétrofillerinin  SI ortanca degeri 1.14 ve monositlerin 1.44 iken, kontrollerin

nétrofillerinin S ortanca degeri 89.2, monositlerin 26.95 olarak hesaplandi (Sekil 4.1).
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NSI 0.saat*: Notrofillerin ortanca SI degerleri, MSI 0.saat**: Monositlerin ortanca SI degerleri

Sekil 4.1. Hasta ve kontrollerin notrofil ve monositlerinin DHR-123 testi sonundaki
Stimulasyon indeksleri (SI) ortanca degerleri (INF-y eklenmeden dnce).

Hasta ve kontrollerin tespiti ve DHR-123 testinde stimulasyon indeksi testinin
hastalig1 belirlemedeki giicii i¢in Roc analiz yapildi. Monosit i¢in stimulasyon indeksi
icin testin sensitivitesi 94.7, spesifitesi 90.5, cut-off degeri 6.78 olarak belirlendi (Sekil
4.2). Notrofil i¢in stimulasyon indeksi i¢in testin sensitivitesi 94.2, spesifitesi 95.2, cut

off degeri 5.81 olarak saptand1 (Sekil 4.3).

siMosifirincisaat

100 _  —
: Sensitivity: 94,7
Specificity: 90,5
B Criterion : <=6,779
80
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100-Specificity

Sekil 4.2. Monositler igcin DHR-123 testi stimulasyon indeksi Roc analizi.
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Sekil 4.3. Notrofiller icin DHR-123 testi stimulasyon indeksi Roc analizi.

Hastalari noétrofillerin in-vitro INF-y 6ncesi 0. saat ve INF-y eklendikten sonra
1.ve 24.saatlerindeki stimulasyon indeksleri ortanca degerleri Wilcoxon esli sira testi
ile 0.-1. saat, 0.-24. saat ve 1.-24. saat seklinde ikiserli olarak karsilastirildi. 0.-1. saatler
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark yok iken, 0.-24.saatler ve 1.-24.saatler arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark vardi (sirasiyla p degerleri; p= 0.562, p= 0.012, p=
0.009, Cizelge 4.2, 4.3 ve 4.4).

Benzer sekilde monositlerin in-vitro INF-y oncesi 0. saat ve INF-y verildikten
sonra 1.ve 24.saatlerindeki stimulasyon indeksleri ortanca degerleri Wilcoxon esli sira
testi ile 0.-1. saat, 0.-24. saat ve 1.-24. saat seklinde ikiserli olarak karsilastirildi. 0.-
1.saatler arasinda fark belirgin fakat istatistiksel olarak anlamli degil iken, 0.-24.saat ve
1.-24 saatler arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik yoktu (sirasiyla p degerleri;

p=0.054, p=0.461, p= 0.250, Cizelge 4.2, 4.3 ve 4.4).
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Cizelge 4.2. 0. ve 1. saatte hastalarin notrofil ve monositlerinin stimulasyon indeksleri.

Stimulasyon indeksi (Si) ‘ Sayi ‘ Ortanca (min-max) ‘ p
S? (N)*0.saat (INF-) 7 1.24 (0.58-21.73) 0562
SI (N)* 1.saat (INF+) 7 1.14 (0.44-14)
S? (MO)**0.saat (INF-) 7 1.45 (0.8-37) 0.054
SI (MO)** 1.saat (INF+) 7 1.31(0.7-11)

*N: nétrofil, **MO: monosit

Cizelge 4.3. 0. ve 24. saatte hastalarin notrofil ve monositlerinin stimulasyon indeksleri.

Stimulasyon indeksi (Si) ‘ Say ‘ Ortanca (min-max) ‘ p
S (N)" 0.52at (INF-) 7 1.24 (0.58-21.73) 0012
Si (N)* 24.saat (INF+) 7 152 (0.6-28)
ST (MO)""0.s2at (INF) 7 145 (0.8-37) oas
Si (MO)*™* 24 saat (INF+) 4 156 (0.8-27)

*N: nétrofil, **MO: monosit

Cizelge 4.4. 1. ve 24. saatte hastalarin notrofil ve monositlerinin stimulasyon indeksleri.

Stimulasyon indeksi (Si) ‘ Say ‘ Ortanca (min-max) ‘ p
S (N)* .aat (NF+) 7 114 (0.44-14) 0000
Si (N)* 24.saat (INF+) 7 152 (0.6-28)
S (MO)™1.saat INF+) 7 131(0.7-11) 0250
Si (MO)**24.saat (INF+) 4 156 (0.8-27)

*N: n6trofil, **MO: monosit

Kontrollerin nétrofillerin in-vitro INF-y 6ncesi 0. saat ve INF-y verildikten sonra
1.ve 24.saatlerindeki stimulasyon indeksleri ortanca degerleri Wilcoxon esli sira testi
ile 0.-1. saat, 0.-24. saat ve 1.-24. saat seklinde ikiserli olarak karsilastirildi. 0.-1.saat,
0.-24.saat ve 1.-24.saatler arasinda (sirasiyla p degerleri p=0.244, p=0.145, p=0.0586)
istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmadi. Monositlerin 0., 1. ve 24. saatlerinde
stimulasyon indeksleri ortanca degerleri 0.-1.saat, 0.-24.saat ve 1.-24.saatlerde ikiserli
olarak Wilcoxon esli sira testi karsilastirildi. 0.-1.saat, 0.-24.saat ve 1.-24.saat arasinda
istatistiksel olarak farklilik saptanmadi (swasiyla p degerleri p=0.82, p=0.711,
p=0.528). Hasta ve kontrollerin notrofil ve monositlerin interferon gamma oncesi 0.
saat ve sonrasinda 1.ve 24.saatlerindeki stimulasyon indeksleri ortanca degerleri Mann-
Whitney U testi ile karsilastirildi. Sirasiyla notrofillerin 0.-1, 0.24, 1-24 ve monositlerin
0.-1, 0-24, 1-24 saatlerinde p degeri <0.001 olarak istatistiksel olarak anlamli saptandi
(Sekil 4.4 ve 4.5).
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NSI0.st® NSI1.st* NSI24.st*
B 91phox ®67phox M 47phox 22phox ® kontrol

*N: notrofil

Sekil 4.4. Hasta ve kontrollerin nétrofillerin 0., 1. ve 24. saat stimulasyon indeksleri
ortanca degerleri.
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MSI0.st** MSI 1.st** MSI24.st**
W 91phox ©67phox m47phox mM22phox Mkontrol

**MO: monosit

Sekil 4.5. Hasta ve kontrollerin monositlerin 0, 1 ve 24. saat stimulasyon indeksleri
ortanca degerleri.

42



4.3. INF-y Alan ve Almayanlarda Enfeksiyon Sikhiklarinin Karsilastirilmasi

INF-y alan ve almayanlarda enfeksiyon siklig1 median degerleri Wilcoxon esli
sira  testi ile degerlendirildi. INF-y alanlarda, almayanlara gore enfeksiyoz
komplikasyonlarin sayis1 belirgin olarak daha az saptandi. Ciddi enfeksiyon sikligi i¢in
p<0.000, pnomoni siklig1 i¢in p=0.000, yumusak doku enfeksiyonu siklig1 i¢in p=0.001
ve lenfadenit siklig1 i¢in p=0.002 istatistiksel olarak anlamli saptandi (Cizelge 4.5).

Cizelge 4.5. Interferon gamma alan ve almayan hastalarm enfeksiyon sikliklar:
ortalama degerleri.

Enfeksiyon sikhgi / yil * IFN-y almayan IFN-y alan
Ciddi enfeksiyon (;;g) ?0'_731) 0.000
Pndmoni (10456) ?0751) 0.000
Yumusgak doku enfeksiyonu ?0746) ?0122) 0.001
Lenfadenit ?0%8 ?0348) 0.002

*Ortalama (min-max)

4.4. INF-y Alan ve Almayanlarda Aspergillus, Organ Absesi, Graniilamatoz

Reaksiyon ve Diger Komplikasyonlarin Karsilastirilmasi

INF-y alan ve almayanlar komplikasyonlar agisindan capraz tablolarla Mc-
Nemar testi ile karsilastirildi. INF-y alanlarda, almayanlara gore, Aspergillozis
enfeksiyonu, organ absesi, graniilomatoz reaksiyon sikliginin daha az oldugu saptandi
ve istatistiksel olarak anlamli bulundu (sirayla p degerleri; p=0.031, p=0.008, p=0.008,
Cizelge 4.6). Diger komplikasyonlar acisindan istatistiksel olarak anlamli fark
saptanmadi (p=0.375, Cizelge 4.6).

INF-y alan ve almayanlarn organ absesi lokalizasyonu agisindan
degerlendirildiginde akciger, karaciger, beyin en sik goriillen organlar iken,
graniilamatoz reaksiyon yerleri acisindan ise genitoiiriner, gastrointestinal sistem ve

akciger en sik tutulan organlar seklinde saptanmistir (Cizelge 4.7).
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Cizelge 4.6. INF-y alan ve almayanlarin aspergillus enfeksiyonu, organ absesi,
graniilamatoz reaksiyon ve diger komplikasyonlar acisindan degerlendirilmesi.

Komplikasyonlar * IFN-y almayan IFN-y alan p
Aspergillus enfeksiyonu 30 18 0.031
Organ absesi 36 12 0.008
Granlilamatoz reaksiyon 28 12 0.008
Diger komplikasyonlar 21 12 0.375

*Hastalarin yiizdesi

Cizelge 4.7. INF-y alan ve almayanlarin organ absesi ve graniilamatoz reaksiyon
sikliklar1 ve lokalizasyonlari.

Organ absesi yeri * INF-y almayan IFN-y alan
Akciger 10 4
Karaciger 4 1
Vertebra 2
Beyin 3
Géz 1

Graniilamatoz reaksiyon yeri *

Genitolriner sistem 2 5
Gastrointestinal sistem 6 1
Akciger 5 3

Cilt 1 1

* Hastalarin sayis1

4.5. KGH Alt Tiplerine Gore Notrofil ve Monositlerin 0, 1 ve 24. Saatindeki

Stimulasyon Indeksleri Karsilastiriimasi

Hastalarin KGH alt tiplerine tiplerine gore notrofillerin ve monositlerin in-vitro
INF-y o6ncesi 0. saat ve INF-y verildikten sonra 1l.ve 24.saatlerindeki stimulasyon
indeksleri ortanca degerleri Wilcoxon esli sira testi ile 0.-1. saat, 0.-24. saat ve 1.-24.
saat seklinde ikiserli olarak karsilastirildi.

Alt tipi bilinmeyenlerde notrofillerin 0.-1.saat, 0.-24.saat, 1.-24.saat p degerleri
arasinda karsilastirildiginda ozellikle 1.-24 saatler arasinda bir miktar fark olsa da
istatistiksel olarak fark saptanmadi (sirastyla p degeri; p=0.256, p=0.211 ve p = 0.078).

Benzer sekilde monositlerin 0.-1. saat, 0.-24. saat, 1.-24.saat p degerleri arasinda
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istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi (sirasiyla p degerleri; p= 0.158, p=0.865,
p=0.394, Cizelge 4.8).

Gp91'°h°X alt grubunun nétrofillerin 0.-1.saat arasinda fark yok iken (p=0.326), 0.-
24. saat arasinda fark belirgin olsa da istatistiksel olarak anlaml degildi (p=0.071). 1-
24 saatler arasinda ise p degerleri 0.02 seklinde istatistiksel olarak anlamli saptandi.
Benzer sekilde monositlerin 0-1 saat p degeri, p=0.255, 0-24 saat p=0.064 olup anlaml1
bir fark yok iken, 1.-24.saatler arasinda fark belirgin olsa da istatistiksel olarak anlamli
saptanmadi (p degeri=0.054) (Cizelge 4.8).

P47°"* alt grubunun nétrofillerin 0.-1.saat, 0.-24.saat ve 1.-24.saatler arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark saptanmazken (sirasiyla p degerleri; p=0.646, p=0.878,
p= 0.487), monositlerin 0.-1.saat, 0.-24.saat ve 1.-24.saatleri arasinda da istatistiksel
olarak anlaml fark saptanmadi (sirasiyla p degerleri; p: 0.995, p: 0.779, p: 0.959,
Cizelge 4.8).

P227"* a]t grubunun nétrofillerin 0.-1.saat, 0.-24.saat ve 1.-24.saatleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark saptanmaz iken (swrasiyla p degerleri; p=0,799, p
=0.721, p=0.508) monositlerin 0.-1.saatleri arasinda bir miktar fark olsa da, 0.-24.saat
ve 1.-24.saatleri arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi (swrasiyla p
degerleri; p=0.059, p=0.169, p=0.386, Cizelge 4.8).

P67 alt grubunun nétrofillerin 0.-1.saat p degeri p=0,345 istatistiksel olarak
anlaml degilken, 0-24.saat p degeri: 0.046 ve 1-24.saat p degeri p=0.046 istatistiksel
olarak anlamli saptandi. Monositlerin 0.-1.saat, 0.-24.saat ve 1.-24.saatleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi (srasiyla p degerleri; p=0.345, p=0.61,
p=0.249, Cizelge 4.8).
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Cizelge 4.8. KGH alt tiplerine gore notrofil ve monositlerin INF-y oncesi 0.saat ve
sonrast 1. ve 24.saatindeki stimulasyon indeksleri.

GP91phox 47 phox 22 phox 67 phox Mutasyonu
bilinmeyen
Ortanca P Ortanca P Ortanca P Ortanca P Ortanca P
(min- (min-max) (min-max) (min-max) (min-max)
max)
SIN | 1.17 2 1.4 0.89 1.15
o.sts | (09-1.7) (0.6- 8.6) (1-5.7) 0.6- 1.4) (0.7-21)
0.32 0.64 0.79 0.34 0.25
SIN | |13 1.9 1.1 0.88 121
Lst | (1.1-73) (0.8-4) (0.8-12) 0.4-1.5) (0.7-14)
SIN | 1.17 2 1.4 0.89 1.15
ost | (09-1.7) (0.6- 8.6) (1-5.7) 0.6- 1.4) 0.7-21)
0.02 0.87 0.72 0.04 0.21
SIN | 36 24 1.48 1.35 13
24.st | (1-2.3) 0.6-4.2) (1- 6.5) (1-4.1) (1-28)
SIN | 1.13 1.9 1.1 0.88 1.21
Lst | (1-173 (0.8-4) (0.8-12 0.4-1.5) (0.7-14)
0.07 0.48 0.50 0.04 0.07
SIN | 36 24 1.48 1.35 13
24.st | (1-2.3) 0.6-4.2) (1- 6.5) (1-4.1) (1-28)
SIM | 135 3 1.5 1.24 1.26
O.stg | (1.1- 54 0.9-5.2) (0.8-27) (0.9- 1.6) (0.9-37)
0.25 0.99 0.06 0.34 0.15
SIM | | 55 3 1.59 1 .2
1.st | (1-4) (0.7-5.89 (0.9- 6.5) (0.9-1.3) 0.9-11)
SIM | 135 3 1.5 1.24 1.26
Ost | (1.1-54) 0.9-5.2) (0.8-27) (0.9- 1.6) (0.9-37)
0.06 0.79 0.17 0.6 0.86
SIM |, 2 122 123 138
24.st | (1-9) (1.3-7.9) (1-21) 0.9-2) 0.9-27)
SIM | 1.25 3 1.59 1 1.2
Lst |09 (0.7-5.89 (0.9-6.5) 0.9-1.3) 0.9-11
2 0.055 0.959 0.38 0.24 0.39
SIM | (1.4 27 122 1.23 1.38
24.st (1.3-7.9) (1-21) 0.9-2) 0.9-27)

SIN 0.st *: Notrofillerin stimulasyon indeksi O.saat
SIM 0.st #: Monositlerin stimulasyon indeksi 0.saat

4.6. KGH Alt Tipine Gore INF-y Alan Ve Almayanlarda Enfeksiyon
Sikhiklar Karsilastirma

Hastalarin mutasyon tiplerine gore yillik ciddi enfeksiyon sayisi, pnomoni sikligi,
yumusak doku enfeksiyonu sikligi ve lenfadenit siklig1 gibi enfeksiydz degiskenlerin
ortanca degerleri Wilcoxon esli sira testi ile karsilastirildi.

Gp91™™* alt tipinde INF-y alan grupta belirgin bir sekilde ciddi enfeksiyon,

pnémoni, yumusak doku enfeksiyonu daha az goriinmekte iken (sirasiyla p degerleri;
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p=0.004, p=0.008, p=0.02) lenfadenit siklig1 acisindan anlamli bir fark yoktu (p=0.096,
Cizelge 4.9).

P47°"* alt tipinde INF-y tedavisinin ciddi enfeksiyon, pnomoni, yumusak doku
enfeksiyonu, lenfadenit sikli§1 agisindan anlamli bir etkisinin olmadig1r saptandi
(srastyla p degerleri; p=0.12, p=0.180, p=0.317, p=0.180, Cizelge 4.9).

Yine benzer sekilde p67phox alt tipinde INF-y tedavisinin ciddi enfeksiyon,
yumusak doku enfeksiyonu, lenfadenit sikli§1 agisindan anlaml bir etkisinin olmadigi
saptand1 (swrastyla p degerleri; p=0.109, p=0.102, p=0.157, Cizelge 4.9). Pnomoni
acisindan fark belirgin ise de istatistiksel olarak anlamli degildi (p=0.083, Cizelge 4.9).

P22P"* alt tipinde ciddi enfeksiyon sikligi INF-y alan grupta daha az iken
(p=0.039), pnémoni, yumusak doku enfeksiyonu agisindan istatistiksel olarak anlamli
bir fark saptanmadi (sirasiyla p degerleri; p=0.102, p=0.180, Cizelge 4.9). Lenfadenit
sikliginda belirgin farklilik olsa da istatistiksel olarak anlamli degildi (p=0.083, Cizelge
4.9).

Son olarak alt tipi belli olmayan grupta INF-y alan grupta ciddi enfeksiyon
sikligma daha az rastlanirken (p=0.026), pnémoni, yumusak doku enfeksiyonu ve
lenfadenit acisindan anlamli bir farklilik saptanmadi (swrasiyla p degerleri; p=0.102,

p=0.317 ve p=0.206, Cizelge 4.9).

Cizelge 4.9. INF-y alan ve almayanlarin KGH alt tipine gore enfeksiyon sikliklar1.

Ciddi enfeksiyon (0-5) (0-3) (0-3) (0-3) (2-4) (0-3) (2-4) (0-2) (0-5) (0-1)
P=0.004 P=0.102 P=0.039 P=0.109 P=0.026
147 0.79 0.71 00 0.85 0.44 22 1.5 1.5 0.38
Pndémoni (0-5) (0-5) (0-3) (0-3) (0-2) (1-3) (0-2) (0-4) (0-1)
P=0.008 P=0.180 P=0.102 P=0.083 P=0.102
0.67 0.14 0.5 0.4 1.16 0.33 1 0.13
Yumusak  doku 00 00
enfeksiyonu (0-4) (0-1) (0-4) (0-2) (1-2) (0-1) (0-4) (0-1)
P=0.02 P=0.317 P=0.180 P=0.102 P=0.317
0.67 0.21 0.33 0.57 0.44 00 2 1.75 1 0.25
Lenfadenit (0-3) (0-2) (0-1) (0-3) (0-1) (1-4) (0-4) (0-4) (0-1)
P=0.096 P=0.180 P=0.083 P=0.157 P=0.206

*Ortalama (min-max), #INF(-): Interferon gamma almayan, ##INF(+): Interferon gamma alan
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4.7. Logistik Regresyon Modelleri

INF-y alan ve almayan hastalarin toplam enfeksiyon sikliklar1 KGH alt tiplerine
gore Wilcoxon esli sira testi ile degerlendirilerek logistik regresyon modelleri

lphox

yapilmistir. 9 alt tipi olanlarda INF-y almanin enfeksiyon sikligini belirgin sekilde

7phox 7phox

azalttigr saptanmistir (p:0.002). P4 ve p6 alt tiplerinde ise INF-y almanin
enfeksiyon sikligmi anlamli bir sekilde azaltmadigi saptanirken (sirasiyla; p:0.109 ve
p:0.068), p22°™* alt tipi ve alt tipi bilinmeyenlerde INF-y sonrasi enfeksiyon
sikligindaki azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (swrasiyla; p=0.042 ve
p:0.018).

KGH alt tipleri kendi aralarinda logistik regresyon modelleri ile kiyaslandiginda
INF-y tedavisi baslama kararinda en etkisi tekli degisken olan 91 phox alt tipi
(p=0.019) saptanmustir (srrasiyla; 917" i¢in odds ratio (OD): 6.125, 47 phox icin
OD:2.6, 22°™* i¢in OD:1.14, 67™™* i¢in OD: 1.7, Cizelge 4.10). 91 phox alt tipi ile
birlikte ¢oklu degiskenler olan aile Oykiisti (p:0.34), tan1 yast (p:0.217), nétrofil ve
monosit sifirmct saat stimulasyon indeksleri karsilastirildiginda (sirasiyla; p:0.426,

p:0.091) istatistiksel olarak anlamli saptanmadi.

Cizelge 4.10. KGH alt tipine gore INF-y tedavisi baglanmasi kararinin logistik
regresyon modeli.

Wald Sign Exp(B) 95%Cl Lower %95 Cl Upper
gp91 phox 3.9 0.048 6.125 1.017 36.89
p47 phox 1.29 0.256 2.667 0.492 14.461
p22 phox 0.027 0.87 1.143 0.230 5.67
p67 phox 0.308 0.579 1.750 0.242 12.642

4.8. KGH Alt Tipi ve INF-y Ahp Almama lliskisi

INF-y alan olgularin %41.7’sini 91°"* alt tipinden olusmakta ve 91P"*

alt tipi
olanlarm %87.5°i INF-y almaktaydi. INF-y alan olgularin %8.8sini 47" alt tipinden
olusmakta ve 47°™* alt tipi olanlarm %30’u INF-y almaktaydi. INF-y alan olgularin
%14.7°si 22" alt tipinden olusmakta ve 227" alt tipi olanlarm %50’si INF-y
almaktaydi. INF-y alan olgularin %11.8’i 67°™* alt tipinden olusmakta ve 67°" alt tipi
olanlarin %66.7’si INF-y almaktaydi. INF-y alan olgularin %23.5°1 alt tipi bilinmeyen

gruptan olusurken, alt tipi bilinmeyenlerin %53.3 1 INF-y almaktaydi.
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4.9. Genotiplendirme ve SI Degerleri Arasindaki liski

Toplam 57 olgunun sadece 14 tanesinde genotiplendirmenin tam olarak
yapilabildigi saptanmistir. Gp9lphox alt tipindeki olgulardan birisinde nonsense
digerinde missense mutasyonu saptanmustir. Nonsense mutasyonu olanda INF-y Si
degerinde yiikselmeye yol agmis iken missense mutasyonu olanda SI’nde bir degisiklik
yapmamuistir. P677"* alt tipi olan 6 olgudan sadece 1’inde genotiplendirme yapilabilmis
ve missense mutasyonu saptamustir. Bu alt tipte, INF-y’nin nétrofillerin SI degerinde

yitkselmeye yol agtigi saptanmustir. P47°"*

mitasyonun sahip 10 olgudan 4 olguda
genotiplenme yapilabilmis ve tiim olgularda delesyon ile ¢ergeve kaymasi mutasyonu
saptanmustir. Bu olgulardan 2 tanesinde INF-y sonrasi SI degerinde yiikselme
gortiliirken 2 tanesinde bir farkliliga yol agmadig saptanmustir. P22P* gt tipindeki 10
olgunun 7’sinde tam olarak genotiplenme yapilabilmis, 4 missense, 2 delesyon ve 1
nonsense mutasyonu saptanmistir. 4 missense mutasyonu olan olgunun 2’sinde INF-y
sonras1 SI degerlerinde yiikselme goriiliirken nonsense mutasyonu olan 1 olguda Si
degerinde yiikselme goézlenmistir. Missense ve delesyon mutasyonu olan bireylerde
INF-y’nin bir etkisi gozlenmemistir. Genotiplendirme yapilabilmis olgu sayismin az
olmasindan dolayr NADPH oksidaz enzim kompleksi alt tiplerinde olusabilecek

mutasyonlar protein ekspresyonuna etkisi ve rezidiiel reaktif oksijen ara iiriinleri

yapimin1 gdsteren Si degerine etkisi anlamak miimkiin olmamustir.
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5. TARTISMA

Kronik Graniilomatoz Hastalik, oksidatif patlama ve siliperoksit yapimindan
sorumlu NADPH oksidaz enzim sistemindeki defekte bagl olarak gelisir. Hayati tehdit
edici, katalaz pozitif bakteri ve mantar enfeksiyonlari, graniilom olusumu ile
karekterize heterojen primer immun yetmezlik hastaligidir (117). NADPH oksidaz
enzim sistemini olusturan 4 yapisal gen defektine bagli meydana gelir (gp91™™,
p22PhO% pATPIN ye h6T7PI%) Olgularin %65°1 gp91P"°* defektine bagl olarak X’e baglh
olarak meydana gelirken geri kalan1 otozomal resesif kalitimla olusur. Enfeksiyonlarin
biiyiik cogunlugu, Staphylococcus aureus, Burkholderia cepacia, Serratia mercescens,
Nocordia tiirleri ve Aspergillus tiirleri gibi 5 farkli mikroorganizmaya baglh olusur.
Tany, siiperoksit yapiminin gdsterilmesine bagli olarak konulmakta, giinimiizde DHR-
123 rutin olarak kullanilmaktadir. Tedavi, anti-bakteriyel ve anti-fungal profilaksi,
immunmodulator tedavi (INF-y) gibi profilaksi tedavileri ile hematopoetik kok hiicre
nakli ve gen tedavisi gibi kiiratif tedaviden olugmaktadir (2, 6).

INF-y; CD4+, CD8+ ve NK hiicreleri tarafindan salgilanan, enfeksiyonlara kars1
cevapta dogal ve edinsel bagisiklik sistemte rol alan 6nemli bir sitokindir. Esas gorevi
makrofaj aktivasyonu olmakla birlikte, immun sistemde bir¢ok biyolojik aktivitesi de
vardr. KGH’li olgularda INF-y tedavisinin etkinligi 1ile ilgili erken ddnem
calismalarda, in-vivo ya da in-vitro INF-y’nin fagosit siiperoksit yapimini arttirdigi,
Staphylococcus aureus, Aspergillus 6ldiirme testinde ve NBT testi yanitinda diizelmeye
yol actig1 ve enfeksiyon sikligini azalttigir gosterilmistir (8,10). Devam eden ¢ok
merkezli caligmalarda, INF-y tedavisinin iy1 tolere edildigi, enfeksiyonlarin sikligmi ve
ciddiyetini azalttiZinin gosterilmesi iizerine rutin tedavi protokolleri i¢ine alinmistir
(9,13). KGH’li olgularin bazi tiplerinde monositlerde solunum patlamasini parsiyel
olarak diizeltebildigi, yine bazi formlarinda nétrofillerinde CYBB geninde RNA
transkriptlerinde splicing paternlerinde degisiklik yaparak siliperoksit yapiminda artiga
(DHR-123 ile) yol actig1 gosterilmesine ragmen genel olarak altta yatan NADPH
oksidaz defektini tam olarak diizeltmedigi kanis1 yaygindir (118,119). KGH’li
olgularda rutin olarak anti-mikrobiyal tedaviye INF-y’nin eklenmesi tartigmasi hala
devam etmektedir.

Ulkemizde KGH ile ilgili ¢ok fazla veri bulunmamaktadir. Sadece Koker ve

ark’mn (17) Hacettepe Cocuk Immunoloji boliimiinde takipli 26 olgunun demografik,
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genetik ve klinik bilgilerini igeren tek merkezli bir ¢alisma mevcuttur. Yine ayni ekibin
yapmis oldugu baska bir calismada 2 KGH’li Tirk ailesindeki mutasyonlar
incelenmistir (120).

Calismamiz, lilkemizde KGH tanisiyla takip edilen hastalarin sayisi, genetik ve
demografik 6zellikleri ve klinik bilgilerini iceren ¢ok merkezli ilk ¢alisma Ornegidir.
Bu amagla bizimle ¢aligmay1 kabul eden merkezlerden (toplam 14 merkez) aydinlanmis
onam alinmig 43’0 erkek (%75), 14’1 kiz (%25) olmak iizere tim KGH’li olgular
calisiimaya alinmis ve toplam 57 olgu ¢alisilmistir. KGH alt tipine bakacak olursak
gp91P"™ (16/57, %28.1) en sik goriilen alt tip iken, bunu alt tipi bilinmeyen (15/57,
%26.3), gpd7™* (10/57, %17.5), gp22™* (17/57,%17.5) ve p67°™* (6/57, %10.5)
izlemekte idi. Caligmamizda alt tipi bilinmeyen olgularin sayisinin ¢oklugu nedeniyle
X’e baglt ve otozomal resesif alt gruplarin yiizde degerleri literatiirle tam uyumlu
olmamakla birlikte cinsiyet siklig1 acgisindan benzerlik gosterdigi goriildi (60,124).
Akraba evliliginin otozomal resesif kalitimla gecisli hastaliklara yatkinlig:
arttrmaktadir. Akraba evliliginin sik goriildiigii toplumlardaki KGH’li olgular,
literatiirtin aksine otozomal resesif kalitimli KGH alt gruplarindan olusmaktadir
(121,122,123). Literatiire bakacak olursak cok merkezli Avrupa calismasinda ise
olgularm %82’si erkek, %18’1 kiz hastadan olustugu saptanmistir. Olgularin, %67’si
X’e bagl """ alt tipinden iken, otozomal resesif olgularm %49°u 47", %26’s1
p22P"°% e 98’1 p67°"°* mutasyonundan olustugu goriilmiistiir (124). Kuzey Amerika
calismasinda da toplam 368 KGH’li olgunun %70’1 X’e bagh ve %22’si otozomal
resesif ve %8’1 mutasyonu bilinmeyenlerden olustugu gozlenmistir (60). Bize yakin
cografyadan akraba evliligin sik goriildiigii iran’da ise, 93 olguyu iceren bir ¢calismada
ise X’e bagli olanlar KGH’I1 olgularm %12.9’unu (12/93) olusturur iken, otozomal
resesif tipin olgularin %81.7°sini (81/93) olusturdugu goézlenmistir (125). Tam
yaslarma bakacak olursak calismamizda X’e bagl olanlarda (gp91phox) tani yasi
ortalamast 5+4.2 ve otozomal resesif ve alt tipi bilinmeyenlerin ise 4.142.7 idi.
Literatiirde ise Avrupa ¢alismasinda X’e baglh olanlarda tani yasi ortalamasi 4.9 iken,
otozomal resesif olanlarda 8.8 olarak saptanmis (124). Bizim ¢alismamizla Avrupa
calismasinda tan1 yaslar1 ortalamasi X’e bagli olanlarda benzerlik gdsterirken, otozomal
resesif olanlarda literatiire gdre daha erken olarak saptandi. Iran ¢alismasinda ise X’e
bagli KGH’lerde tan1 yasi ortalamasi 5.9 iken, otozomal resesif olanlarda 13.6 olarak

saptanmis (125). Caligmamizdaki alt tipi belli olmayan hasta sayimizin fazla olmasi ve
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akraba evliligin bizde yiiksek olmasi ve kardeslerde KGH tanisiyla takipli hasta
sayisinin yiiksek olmasi buna neden olmus olabilir. Kardesinde KGH tanis1 nedeniyle
ya prenatal ya da erken c¢ocuklukta taninin konulmasi, otozomal resesif tipteki
hastalarin erken tani almasina sebep olmus olabilir. [(Calismamizda akraba evliligi
siklig1 %56 olarak saptanmis (Tirkiye genelinde %22, (126)]. 14 farkli tilkeyi kapsayan
Avrupa caligmasinda, Kuzey Afrika, Tiirk ve Arap kokenli olgularin 6zellikle otozomal
resesif tiplerinde %67-71 oraninda akraba evliligi oldugu belirtilmistir (124).

Calismamizda olgularin %60°1inda (34/57) ailesinde PIY tanisi almis ya da PIY
siiphesi ile erken yasta 6len ¢ocuk Oykiisii oldugu saptanmistir. Bu olgularm %30’u
(17/57) kardes ya da yakin akrabalar1t KGH tanisiyla takip edilen ya da 6len olgulardan
olusmakta idi. iran ¢alismasinda ise olgularin %77 sinde ebeveynler arasinda akrabalik
Oykiisii saptanmustir.

Olgularimizin biiyiik bir cogunlugu anti-mikrobiyal profilaksi (TMP-SMX 54/57,
%095, Itrakanozol 51/57, %92) almakta iken, Avrupa verilerinde ise olgularin %71’1
antibiyotik profilaksisi aldig1 ve %53 liniin anti-fungal tedavi verildigi gézlenmistir
(124). INF-y alan olgularimiz 34/57 (%60) siklikta iken Avrupa verilerinde ise
%33’iiniin INF-y tedavisi aldig1 gozlenmistir. Iran c¢alismasinda ise olgularm
%94.6’sinin anti-mikrobiyal tedavi aldigi (TMP-SMX tek basma ya da kombine),
%48.4’linlin TMP-SMX 1ile birlikte itrakanozol tedavi aldigi ve %54.4’liniin INF-y ile
birlikte antimikrobiyal tedavi aldig1 belirtilmistir (125). Anti-fungal tedavi konusunda
Avrupa ve Iran verileri benzerlik gdstermekle birlikte, iran’da Avrupa’ya gore, INF-y
ve anti-mikrobiyal tedavinin daha yogun siklikla verildigi goriilmiistiir.

KGH’li hastalar ile ilgili farkli merkezlerdeki INF-y kullanimi ile ilgili
deneyimlere bakildiginda genellikle ya tanm1 aninda anti-mikrobiyal tedavinin yaninda
baslanmakta ya da klinik izlemde enfeksiyon ve diger komplikasyon sikliginda artma
ve siddetlenme durumuna gdre IFN-y’nin tedaviye eklendigi goriilmektedir. Japonya’da
(14) olgularin %60°1 (14/23), Ispanya’da (127) %58’i (7/13), Italya’da (16) %38’
(21/60), Israil’de (15) %18’i (7/38), Ingiltere ve irlanda’da (128) %35’inin INF-y
tedavisi aldig1 belirtilmistir. 1991 yilindaki Avrupa ve Amerika datalarin1 igeren KGH
calismalarinda goriildiigii tizere, Amerika ekibi INF-y tedavisinin daha etkili oldugunu
diistindiigli i¢in (Amerika kayitlarma gore, INF-y tedavisi sonrasi, Avrupa’ya gore
enfeksiyon sikliginin daha az oldugu gorilmistir) INF-y tedavisi daha fazla

kullanilmakta ve rutin tedaviye eklemektedir (9,129). Avrupa’da ise INF-y tedavisinin
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rutin olarak anti-mikrobiyal tedavinin yaninda baslanip baslanmamasi hala tartigmali
bir konudur. Cok pahali bir tedavi segenegi olmasi, ilag kompliyansinda sorunlar
yasanmasi, miyalji, ates, irritabilite gibi yan etkilerinin olmasi, mevcut anti-mikrobiyal
tedavinin oldukca etkili oldugunun diisiiniilmesine nedeniyle Avrupa’da daha az
siklikla kullanilmasma neden olabilir. Bizim ¢alismamizda demografik veri
anketlerinden gordiiglimiiz iizere INF-y tedavisi rutin anti-mikrobiyal tedavinin yaninda
baslanmakta, hastanin klinik bulgular1 (enfeksiy6z ve enflamatuar komplikasyonlarma
bagli) goz 6niinde bulunarak tedaviye devam edilmekte ya da kesilebilmektedir. Ayrica
INF-y tedavisi alan olgularimizin %6’sinda (2/34) ciddi ila¢ eriipsiyonu nedeniyle
tedavinin kesildigi goriilmiistiir.

Ulkemizde Immunoloji dalinda faaliyet gdsteren merkezlerin kisith sayida
olmasi, koken itibar1 ile hastalarn biiylik ¢ogunlugu dogu boélgelerinden gelmis
olmasina ragmen, doguda cok az sayida merkezin olmasi nedeniyle, hasta tani ve
takibinde sorunlar yagsanmaktadir. Calisma sirasinda saptadigimiz iizere hastalarin
biliylik cogunlugu takip edildigi merkezin disinda yasamakta ve diizenli poliklinik
kontrolii ve takibinde sikintilar yasayabilmektedir. Bu sebepten dolayi
merkezlerimizde, anti-mikrobiyal ve immunmodiilator tedavi Avrupa ve Iran’a gore
daha yogun bir sekilde veriliyor olabilir kanisindayiz.

Bizim ¢alismamizin temel amaci, KGH’de fagositik hiicrelerin oksidatif patlama
yapma kapasitelerinin DHR-123 testi ile l¢iilmesi, bu aktiviteye interferon gamma’nin
etkisinin in-vitro olarak irdelenmesi ve klinik, laboratuar tiim verilerin birbiriyle
iliskisini seklinde idi. Bu amagla, DHR 123 testi ile SI hesaplandi. Calismamizda
nétrofiller icin Si degerleri ortanca degeri 1.24 (0.6-21.7 arasinda degismekte) olarak
hesapland1 ve bu deger literatiirii destekler seklinde idi. KGH tanisinda ve X’e bagl
tastyicilarin belirlenmesinde kullanilan DHR-123 testinde elde edilen SI degerleri
acisindan hasta ve saglikli bireyler arasinda 100 kat’a kadar farklilik bulunabilmektedir.
Normal saglikli bireylerde Si degeri 60-150 arasinda degisebilmekte, hastalarda ise 1-
10 arasinda olmakla beraber bazi tiplerde 52’ye kadar c¢ikabildigi gdosterilmistir
(20,95,97). Calisgmamizda hasta ve kontroller arasinda SI agisindan belirgin farklihik
gbze carpmakta idi (Bkz. Sekil 4.1). Hasta ve kontrollerin tespiti ve DHR-123 ile Si
testinin hastalig1 belirlemedeki giicii i¢in Roc analiz yapildiginda monosilerin igin SI
testinin sensitivitesi 94.7, spesifitesi 90.5, cut-off degeri 6.78 olarak belirlendi (Bkn.
Sekil 4.2). Notrofillerin SI igin testin sensitivitesi 94.2, spesifitesi 95.2, cut off degeri
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5.81 olarak saptand1 (Bkn. Sekil 4.3). Orneklerin farkli merkezlerden farkli zamanlarda
gelmis olmasi ve hepsinin ayni anda c¢alisilmamasi nedeniyle biyolojik Orneklerde
farkliliklara yol agmig olabilir. Biz her ne kadar kontrol hasta grubu ile de ¢alismis
olsak da testin tekrarlanmast ve kuskulu durumlarda diger yontemlerle
(Chemiluminescence, bakteri o6ldiirme vb.) dogrulanmasmmin uygun olacagmni
disiinmekteyiz.

Hastalarin noétrofillerin in-vitro INF-y dncesi 0. saat ve INF-y eklendikten sonra
1.ve 24. saatlerindeki SI’leri karsilastirildiginda, 0.-24.saat ve 1.-24.saatler arasinda
belirgin fark bulundu (Bkn. Cizelge 4.3 ve 4.4). Bu fark 1.-24.saat arasinda daha
belirgindi. Bu sonu¢ bize INF-y’nin noétrofiller lizerindeki etkisinin zamanla daha da
belirginlesebilecegini gdstermekte idi. Benzer sekilde monositler {lizerindeki etkisine
baktigimizda ise INF-y eklemenin monositlerin oksidatif patlamasi tizerinde belirgin bir
etkisinin olmadigini1 gordiik (Bkn Cizelge 4.3 ve 4.4).

Hastalarin genotiplerine gore notrofillerin ve monositlerin in-vitro INF-y oncesi
0. saat ve INF-y verildikten sonra 1.ve 24.saatlerindeki SI’leri karsilastirildiginda
dzellikle 917" alt tipinde nétrofillerde 0.-24.saatler arasinda anlamli fark mevcuttu.
Diger alt tiplerden p67°™*’un nétrofillerinde ise 0.-24.saat ve 1.-24.saatler arasinda
anlaml fark saptand1 (Bkn. Cizelge 4.8). p67 phox alt tipinde r-INF-y tedavisin etkili
oldugu istatistiksel olarak gosterilmis olsa da hasta sayisinin az olmasindan dolay1
(n=6) bu alt tipindeki etki ile ilgili daha fazla hasta iizerinde c¢alisilmasini
onermekteyiz. Bu sonuglar bize KGH’li olgularin 6zellikle belli alt gruplarinda
(gp917) r-INF-y tedavisinin etkili olabilecegini (siiperoksit yapimini arttirabilecegi)
disiindiirtmekte ve literatiirii desteklemektedir. Eski caligma 6rneklerindeki Ezekowitz
ve ark’1 (8) ozellikle X’e baglh (gp91™*) alt tipinde INF-y tedavisinin siiperoksit
yapimini belli oranda arttirdig1 gosterilmistir. Bu konudaki son ¢aligmalarda X’e baglh
(gp917™™) alt tipinde, Szellikle CYBB geninde splicing site mutasyonu olanlarda INF-y
tedavisinin CYBB genindeki bozuklugu diizeltebilecegi 6ne siiriilmiistiir (120).
Demografik verilerimizde de gérdiigiimiiz iizere, gp91°™* alt tipinde INF-y tedavisi
alanlarda enfeksiyoz komplikasyonlarin daha az oldugunu saptamistik (bkz. Cizelge
4.9). Mevcut laboratuar ve demografik verilerin 1s18inda 6zellikle belli alt gruptaki
(gp917™*) KGH’li olgulara INF-y tedavisinin verilecegini diisiinmekteyiz.

Calismamizda degerlendirdigimiz toplam 57 olgunun sadece 14 tanesinde

genotiplendirmenin tam olarak yapilabildigi gozlenmistir. NADPH oksidaz enzim
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sistemi alt gruplarinda nonsense, missense, delesyon seklinde mutasyon tipleri
saptanmistir. Genotiplendirme yapilan hasta sayisi az oldugu i¢in INF-y’nin hangi
gruptaki mutasyonda nasil etki yaptigininin gosterilmesi miimkiin olmamistir. Ayrica
NADPH oksidaz enzim kompleksi alt tiplerinde olusabilecek mutasyonlarin, protein
ekspresyonuna etkisi ve rezidiiel reaktif oksijen ara iirlinleri yapimimi gosteren SI
degerine etkisi anlamak miimkiin olmamistir. Bu konuda daha fazla sayida ve ayrmtil
genotiplendirmenin yapilabildigi olgular {izerinde calisma yapilmasinin iizerinde
durulmasi gereken bir konu oldugunu diistinmekteyiz.

INF-y tedavisi alan ve almayanlar, enfeksiyon sikliklar1 agisindan
degerlendirdigimizde, INF-y alanlarda, almayanlara gore ciddi enfeksiyon, pnomoni,
yumusak doku enfeksiyonu ve lenfadenit siklig1 gibi enfeksiyoz komplikasyonlarin
sayisinin belirgin olarak daha az oldugunu gordiik (Bkz. Cizelge 4.5). Bu sonuglar
literatiirti destekler seklinde idi. KGH’li olgularda INF-y tedavisinin etkinligi ile ilgili
cok merkezli ilk ¢alismada, INF-y tedavisi etkili bulunmus, ciddi enfeksiyon sikligini
azalttig1, ciddi bir yan etkisinin olmadig1 ve alt tip gozetmeksizin, antimikrobiyal
tedavinin yaninda KGH’li olgularda kullanabilecegi belirtilmistir (9). Benzer
calismanin Avrupa ayaginda ise INF-y tedavisinin Amerika’daki kadar etkili olmadigi,
antimikrobiyal tedavinin daha etkili oldugu vurgulanmistir (129). Bu konuda son
yapilan Marciano ve ark’nin (13) yapmis oldugu KGH’1i 76 olguda IFN-y tedavisinin
etkinligini ile ilgili ¢alismada; INF-y tedavisinin KGH’li olgularda giivenli oldugu,
enfeksiyon sikligi ve ciddiyetini azalttigi ve belirgin bir yan etkisi olmadigi i¢in
KGH’li olgularda kullanabilecegini belirtmistir.

INF-y tedavisi alan ve almayanlar, Aspergillus, organ absesi, graniilamatoz
reaksiyon ve diger komplikasyonlarin agisindan karsilastirdigimizda, INF-y alanlarda,
almayanlara gore, Aspergillozis enfeksiyonu, organ absesi, graniilomatoz reaksiyon
sikligmin daha az oldugu saptadik (Bkz.Cizelge 4.5). Diger komplikasyonlar ag¢isindan
degerlendirildiginde, INF-y alan ve almayanlar karsilastirildiginda literatiirii destekler
seklinde aralarinda belirgin bir farkliigin olmadigmi gormedik. Literatiirde ise
Marciano ve ark’in (13) vyaptiklar1 c¢alismada, IFN-y alan ve almayanlarda
graniilamatoz komplikasyonlar acisindan farkliligin olmadigini gostermistir. INF-y alan
ve almayanlarin organ absesi lokalizasyonu agisindan degerlendirildiginde akciger,

karaciger, beyin en sik goriilen organlar iken, graniilamatoz reaksiyon yerleri agisindan
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ise genitoiiriner, gastrointestinal sistem ve akciger en sik tutulan organlar seklinde
goriildi (Bkz, Cizelge 4.7).

INF-y alan ve almayanlar, alt tiplerine gore yillik ciddi enfeksiyon sayisi,
pndmoni siklig1, yumusak doku enfeksiyonu siklig1 ve lenfadenit sikligi gibi enfeksiydz
degiskenler agisindan karsilastirildiginda, Gp91°™* alt tipinde, INF-y alan grupta ciddi
enfeksiyon, pndmoni, yumusak doku enfeksiyonunun daha az goriindiigli saptanirken,
lenfadenit siklig1 acisindan belirgin bir farkliliginin olmadigi saptandi (Bkz Cizelge
4.9). P47 ve p67™* alt tiplerinde INF-y tedavisinin, ciddi enfeksiyon, pnémoni,
yumusak doku enfeksiyonu, lenfadenit siklig1i acisindan belirgin bir etkisinin
olmadigini goriildii (Bkz. Cizelge 4.9). P22P* gt tipinde ise, ciddi enfeksiyon sikligi
INF-y alan grupta daha az saptanirken, pndmoni, yumusak doku enfeksiyonu ve
lenfadenit acisindan istatistiksel olarak belirgin bir farkin olmadigi saptandi (Bkz.
Cizelge 4.9).

KGH alt gruplar1 kendi aralarinda degerlendirildiginde, SI’lerindeki degisimler
ve enfeksiyoz komplikasyonlar goz Oniine alindiginda, INF-y tedavisinin en etkili
oldugu alt grubun gp91”"*™ oldugunu gordiik. Yine benzer sekilde INF-y tedavisinin en
sik kullanildigi alt grubun da gp91P"*
%41.7°sini 91P™* %17.7’si p22P"*, %11.8°1 67°™* ve %8.8°i p47""*’tan olusmakta
idi). Bu bulgular literatiirii destekler seklinde idi (119,120).

oldugunu saptadik (INF-y alan olgularin

Calismamiz prospektif bir calisma Ornegi olmadigi i¢in hasta verileri dis
merkezlerden almarak yapilmis ve lilke genelindeki immunoloji merkezlerinden INF-y
alan ve almayan, genotiplendirmesi yapilmis ya da yapilmamis tiim olgularin oksidatif
patlama yapma kapasiteleri DHR-123 testi ile ¢alisilmig ve in-vitro INF-y ilavesinin bu
fonksiyonlara etkisi irdelenmistir. Genotiplendirme yapilmis hasta sayminin azligi
dolayisiyla hangi mutasyona sahip olanlarda INF-y tedavisinin etkili oldugu tam olarak
belirlenememistir. Bu konuda daha fazla sayida hastay: iceren prospektif ¢alismalara
thtiya¢ vardir. Bizim calismamizda literatiirii destekler sekilde ozellikle belli alt
tiplerinde (gp9lhox alt tipine) r-INF-y’nin in-vitro olarak ndtrofiller tiizerinde
stimulasyon indekslerini arttirarak, stiperoksit yapimini arttirabildigi gosterdik. Yine
calismamizda demografik bilgilere baktigimizda INF-y alan olgularda enfeksiydz ve
granulamatdz reaksiyonlarin daha az oranda oldugunu gordiik. Ayrica en fazla INF-y
tedavisi verilen alt grubun gp91phox mutasyonu oldugunun saptadik. Buradan yola

c¢ikarak tezimizin basinda diisiindiigiimiiz, oldukca pahali bir tedavi segenegi olan INF-
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y’nin etkili olacag1 grup konusunda bir bilgi sahibi olduk. Onerimiz, tan1 aninda tiim
KGH’li olgulara DHR testi ile INF-y’nin in-vitro etkisinin Olg¢iilmesi, bu verinin
hastanin genotipik verileri ile iliskisi konusunda daha genis serilerde Onebakis
(prospektif) arastrma ve klinik gbzlem bilgilerinin artirilmasmin, pahali bir tedavi
segenegi olan INF-y tedavisine baslanirken hastaya 6zgii karar verilmesi konusunda

klinisyenlere yararli olacagi kanisindayiz.
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6. SONUCLAR

. Ekim 2011-Haziran 2012 tarihleri arasinda igbirligi 6nerimizi kabul eden merkezler
ile birlikte toplam 57 hasta ve 21 kontrol olmak tizere 78 birey calismaya alinmistir.
Hasta grubunun 14’1 (%25) kiz ve 34’1 (%75) erkek iken kontrol grubunun 12’°si
(%57) kiz ve 8’1 (%43) erkekten olusmakta idi.

. KGH’li hastalar NADPH oksidaz alt grup tayinine gore degerlendirildiginde; 16
olgu (%28.1) gp91™™™, 10 olgu (%17.5) p47"™*, 10 olgu (%17.5) p22™, 6 olgu
(%10.5) p67°™™* alt grubundan olusurken 15 olgu (%26.3) ise alt grup tayini belli

olmayanlardan olusuyordu.

Olgularin 32’sinde (%56) akrabalik Oykiisii (21 olguda 1. derece akrabalik, 11
olguda 2.derece ve lizeri akrabalik) vardi. 34 olguda (%60) ailede primer immun

yetmezlik dykiisii ya da siiphesi ile 6len birey mevcuttu.

. Tedavi acgisindan bakildiginda olgularin 54°i (%95) TMP-SMX ve 51°1 (%89.5)
Itrakonazol tedavisi alirken olgularm 34’ii (%60) INF-y tedavisi almakta idi. INF-y

alma siireleri ortanca degeri 26 ay (minimum: 3- maksimum:173) olarak saptanda.

. Hasta ve kontrollerin tanisinda DHR-123 testi ile stimulasyon indeksi
hesaplanmasmin hastaligi belirlemedeki giicii i¢cin Roc analiz yapildi. Monosit i¢in
stimulasyon indeksi testinin sensitivitesi 94.7, spesifitesi 90.5, cut-off degeri 6.78
olarak belirlendi. Notrofil i¢in stimulasyon indeksi testinin sensitivitesi 94.2,

spesifitesi 95.2, cut off degeri 5.81 olarak saptandi.

Olgularin fagositik hiicrelerinin oksidatif patlama yapma kapasiteleri akim
sitometride DHR-123 testi ile 6lgiildii. In-vitro INF-y’nin bu fonksiyon {izerine

etkisi 1. ve 24.saatlerde stimulasyon indeksi hesaplanarak degerlendirildi.

. Hastalarin nétrofillerin in-vitro INF-y oncesi 0. saat ve INF-y verildikten sonra 1.ve
24 saatlerindeki stimulasyon indeksleri ortanca degerleri 0.-1. saat, 0.-24. saat ve 1.-
24. saat seklinde ikiserli olarak karsilastirildiginda; 0.-1. saatler arasinda fark yok
iken 0.- 24.saatler ve 1.-24.saatler arasinda anlamli1 fark oldugu saptandi. Bu farkin

zamanla birlikte INF-y’nin notrofiller tizerindeki etkisinin daha da arttig1 goriildi.

. Monositlerde ise in-vitro INF-y 6ncesi 0. saat ve INF-y verildikten sonra 1. ve 24.

saatlerindeki stimulasyon indeksleri ortanca degerleri 0.-1. saat, 0.-24. saat ve 1.-24.
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10.

1.

12.

13.

14.

15.

saat seklinde ikiserli olarak karsilastirildiginda; 0.-1, 0.-24.saat ve 1.-24.saatler

arasinda bir farkliligin olmadig: goriildii.

Kontrollerin nétrofillerin ve monositlerinin in-vitro INF-y oncesi 0. saat ve INF-y
verildikten sonra 1.ve 24. saatlerindeki stimulasyon indeksleri ortanca degerleri O.-
1. saat, 0.-24. saat ve 1.-24. saat seklinde ikiserli olarak karsilastirildiginda hem

notrofil hemde monositlerde anlamli bir farkliligin olmadigi gorildi.

Toplam 57 olgunun sadece 14 tanesinde genotiplendirmenin tam olarak
yapilabildigi saptanmistir. Genotiplendirme yapilmig hasta saymmm azligi
dolayisiyla hangi mutasyona sahip olanlarda INF-y tedavisinin etkili oldugu tam

olarak belirlenememistir.

INF-y alan ve almayanlarda enfeksiyon sikligi median degerleri
degerlendirildiginde; INF-y alanlarda, almayanlara gore ciddi enfeksiyon, pnémoni,
yumusak doku enfeksiyonu ve lenfadenit gibi enfeksiyoz komplikasyonlarin

sayisiin belirgin sekilde daha az goriildiigii saptandi.

INF-y alan ve almayanlar komplikasyonlar agisindan karsilastirildiginda, INF-y
alanlarda, almayanlara gore, Aspergillozis enfeksiyonu, organ absesi, graniilomatoz

reaksiyon sikligmin daha az oldugu saptand:.

INF-y alan ve almayanlarm organ absesi lokalizasyonu agisindan
degerlendirildiginde akciger, karaciger, beyin en sik goriilen organlar iken,
graniilamatoz reaksiyon yerleri a¢isindan ise genitoliriner, gastrointestinal sistem ve

akciger en sik tutulan organlar seklinde saptandi.

Hastalarin KGH alt tiplerine gore notrofillerin ve monositlerin in-vitro INF-y 6ncesi

0. saat ve INF-y verildikten sonra 1.ve 24.saatlerindeki stimulasyon indeksleri

lphox 7phox

ortanca degerleri karsilastirildiginda; Gp9 alt grubunda ve P6 alt grubunun
notrofillerin 1.-24.saatlerinde Si’lerinde belirgin olarak yiikselme saptandi. p67
phox alt tipinde r-INF-y tedavisin etkili oldugu istatistiksel olarak gdsterilmis olsa
da hasta sayismin az olmasindan dolay1 (n=6) bu alt tipindeki etki ile ilgili daha

fazla hasta lizerinde calisilmasini onerilmekteyiz.

Hastalarin KGH alt tiplerine gore yillik ciddi enfeksiyon sayisi, pnodmoni sikligi,

yumusak doku enfeksiyonu sikligi ve lenfadenit siklig1 gibi enfeksiyoz
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16.

17.

18.

phox

degiskenlerin ortanca degerleri karsilastirildiginda; Gp91"™™" mutasyonu olanlarinda

INF-y alan grupta enfeksiyoz komplikasyonlarin daha az oranda goriildiigii saptandi.

P47 ve p67°" alt tiplerinde INF-y tedavisinin ciddi enfeksiyon, pndmoni,
yumusak doku enfeksiyonu, lenfadenit sikligi gibi enfeksiydz komplikasyonlar

acisindan anlamli bir etkisinin olmadig1 gorildii.

P22P"* mutasyonu olanlarda ciddi enfeksiyon sikligi INF-y alan grupta daha az
iken, pndmoni, yumusak doku enfeksiyonu ve lenfadenit agisindan anlamli bir

etkisinin olmadig1 saptandu.

KGH alt gruplar1 kendi aralarinda logistik regresyon modelleri ile kiyaslandiginda
INF-y tedavisi baslama kararinda en etkisi tekli degiskenin g phox mutasyon oldugu

goriildil.
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7. OZET

KRONIK GRANULOMATOZ HASTALIKTA INTERFERON GAMMA
TEDAVISININ FAGOSITER HUCRELER UZERINE ETKISi

Kronik Granulamatdz Hastalik (KGH), fagositik hiicrelerin solunum patlamasi ve
siiperoksit yapimi icin gerekli olan NADPH oksidaz sistemindeki defektlere bagl
olarak gelisen bazi bakteri ve mantarlarla tekrarlayan ve hayati tehdit eden
enfeksiyonlara, artmig enflamatuar cevaba bagli graniillom olusumu ile karakterize
heterojen, kalitsal primer bir immun yetmezlik hastaligidir.

IFN-vy; dogal ve kazanilmis bagisiklik cevapta rol oynayan olduk¢a 6nemli bir
sitokindir. KGH tedavisinde doksanli yillardan beri kullanilmasima ve etkinligi ile ilgili
bircok calismaya ragmen tedavideki yeri ve etkinligi hala tartisiimaktadir. KGH’l1
hastalar ile 1ilgili farkli merkezlerdeki INF-y kullanimi ile ilgili deneyimlere
bakildiginda genellikle ya tan1 aninda anti-mikrobiyal tedavinin yaninda baslanmakta
ya da klinik izlemde enfeksiyon ve diger komplikasyon sikliginda artma ve siddetlenme
durumuna gore IFN-y tedaviye eklendigi goriilmektedir.

Calismamizda, 14 farkli merkezden toplam 57 hasta ve 21 kontrol olmak iizere
78 olgunun fagositik hiicrelerin oksidatif patlama yapma kapasitelerinin DHR -123 testi
ile olgiilerek stimulasyon indeksleri (SI) hesaplanarak bu aktiviteye interferon
gamma’nimn etkisin in-vitro olarak degerlendirildi. Ayrica merkezlerdeki hastalara ait
enfeksiyoz ve diger komplikasyonlar ve interferon gamma kullanimmim bunlar
iizerindeki etkisini iceren anket formlar1 incelendi. Elde edilen demografik ve klinik
verilerin, laboratuar verileriyle iliskisini incelendi.

Hastalarin nétrofillerin in-vitro INF-y sonras1 SI’lerinde 6zellikle 1. saatten sonra
artisa gectigi ve 24.saatte de devam ettigi goriilmesine ragmen monositlerde ise in-vitro
INF-y sonrasi SI’lerinde anlamli bir degisiklik olmadig1 gézlendi.

Hastalarin KGH alt tiplerine gore notrofillerin ve monositlerin in-vitro INF-y

oncesi 0. saat ve INF-y verildikten sonra 1.ve 24. saatlerindeki stimulasyon indeksleri

lphox 7phox

ortanca degerleri karsilastirildiginda; Gp9 alt grubunda ve P6 alt grubunun

nétrofillerin 1.-24. saatlerinde Si’lerinde yiikselmenin oldugu goriildii.

61



Demografik veriler incelendiginde; INF-y alanlarda, almayanlara gore ciddi
enfeksiyon, pnomoni, yumusak doku enfeksiyonu ve lenfadenit gibi enfeksiyoz
komplikasyonlarin sayisinin belirgin sekilde daha az oldugu goriildii.

INF-y alan ve almayanlar komplikasyonlar acisindan karsilastirildiginda; INF-y
alanlarda, almayanlara gore, Aspergillozis enfeksiyonu, organ absesi, graniilomatoz
reaksiyon sikliginin daha az oldugu saptandi.

Hastalarin KGH alt tiplerine gore yillik ciddi enfeksiyon sayisi, pndmoni sikligi,
yumusak doku enfeksiyonu siklig1 ve lenfadenit siklig1 gibi enfeksiydz degiskenlerin
ortanca degerleri karsilastirildiginda; Gp91™™* alt tipinde INF-y alan grupta belirgin
olarak enfeksiyoz komplikasyonlarin daha az oranda goriildiigli saptanda.

KGH alt gruplar1 kendi aralarinda logistik regresyon modelleri ile
kiyaslandiginda INF-y tedavisi baglama kararinda en etkisi tekli degiskenin 91P"*
mutasyon oldugu goriildi.

Sonug olarak ¢alismamiz, lilkemizde KGH ile yapilmis demografik ve laboratuar
datalar1 i¢eren ¢cok merkezli ilk caligma 6rnegidir. KGH tedavisinde INF-y tedavisinin
yeri ve etkinligi ile ilgili tartismanin devam edecegi diisiiniilmekle birlikte ¢calismamiz

litaratiirii destekler sekilde belli alt gruplarmda (gp91™™™

) siiperoksit yapimini
artirabilecegini gostermistir. Demografik verilere bakildiginda da 6zellikle bu alt grupta
enfeksiydz ve graniilamatoz reaksiyonlar1 azaltabildigi goriilmiistiir.

Onerimiz, tan1 aninda tiim KGH’li olgulara DHR testi ile INF-y’nm in-vitro
etkisinin Olg¢iilmesi, bu verinin hastanin genotipik verileri ile iligkisi konusunda daha
genis serilerde Onebakis arastirma ve klinik gdzlem bilgilerinin artirilmasiin oldukga
pahali bir tedavi secenegi olan INF-y tedavisine baslanirken hastaya 6zgili karar

verilmesi konusunda klinisyenlere yararl olacagi kanisindayiz.

Anahtar kelimeler: Kronik granulamatdz hastalik, interferon gamma, DHR-123

stimulasyon indeksi, enfeksiydz komplikasyonlar.

62



8. ABSTRACT

THE EFFECT OF INF-y ON PHAGOCYTIC CELLS IN CHRONIC
GRANULAMATOUS DISEASE

Chronic granulomatous disease (CGD) is an inherited disorder that is caused by
defects in the reduced nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (NADPH) oxidase,
the enzyme complex responsible for the generation of superoxide. CGD is
characterized by recurrent life-threatening infections caused by catalase-positive
bacteria and fungi and exuberant granuloma formation.

Interferon gamma (INF-y) a cytokine with diverse roles in the innate and
adaptive responses. Evidence that recombinant INF-y can enhance phagocytic oxidative
metobolism led to its evaluation for use in the treatment of CGD. Despite several
decades of work on INF-y and demonstrated clinical benefits in majority of patients
with CGD, it is not known yet whether to use as a prophylaxis in CGD or not.

If we compare the published and current studies on the use of INF-y in patients
with CGD, it is routinely administered prophylactically with the anti-microbial therapy
or adjusted to it in the case of the severe and recurrent infections.

Fifty-seven patients with CGD and twenty-one controls were enrolled to our
study to assess the effects of INF-y on phagocytic cells in CGD in a multi-center study.
The effect of INF-y on phagocyte respiratory-burst activity was determined by
measuring superoxide generation using DHR-123 with calculating stimulation index
(SD).

A detailed individual questionnaire to be complied on enrolment includes
patient’s personal date, family history, state of diagnosis, medications, clinical
manifestations up to enrolment before and after INF-y therapy. Correlation between
clinical, genetic and laboratory data of CGH patients were examined.

Although the effect of INF-y on neutrophis in CGD patients by measuring SI was
easily seen after one hour later and was still existing up to 24 hours, it was not occured
on monocytes. When we compare the effect of the INF-y in the CGD subgroup’s
phagocytic cells by using SI, at the starting point, one hour and 24 hour later, we have
seen that effect is significantly at an hour and 24.hour in the subgroups 91P"* and

67phox.
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The patients receiving INF-y therapy tend to have lesser infectious complications
like severe infections, pneumonia, soft tissue infections and lymphadenitis. Aspergillus
infection, tissue abcesses and granulamatous complications were also lesser in this
group.

The infectious complications were also lesser in 91PM* with receiving INF-y
therapy. In the logistic regression models, it is mentioned that to be a 917" group was
the only univarete paremeter to start INF-y therapy.

In the summary, our study is the first clinical trial that investigate the clinical,
demographic and genetic data of the CGD patients in a multi-center study in our
country. Although the effect of INF-y therapy in CGD will be discussed in later clinica
trials, we showed that in some majority of CGD patients especially 91 phox subgroup,
has clinical benefit and improvement in phagocyte function.

In this respects, clinicians should be analyze the in-vitro INF-y effect of CGD
patients before starting such an expensive therapy and should start or continue it in the

case of infectious or other complications.

Key words: Chronic granulamatous disease, Interferon gamma, DHR-123, Stimulation

index, infectious complications.
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10. EKLER

Ek 1. Anket Formu.

Kronik Graniilamatoz Hastalikta interferon Gamma Tedavisinin
Fagositer Hiicreler Uzerine Etkisi

DINA ANz .o e e
Mevcut Aldigi Tedaviler alyor almiyor

TMP/SMX O O

Itrakanazol O m

IFN-Gamma O O Dozu:
IFN-gamma baslangiG tarini:. ... ... e
IFN-Gamma tedavisi kesildiyse, kesilme tarini:.............coooii

Not: Liutfen asagidaki bolimii IFN-gamma tedavisi alan ve almayanlarda tedavi
oncesi ve sonrasi olarak doldurunuz

IFN-Gamma IFN-Gamma sonrasi IFN-Gamma tedavisi
oncesi kesilme sonrasi ya da

tedavi hi¢ almayanlar

Kortizon kullanimi ve diger
immun supresif tedaviler

Cidi enfeksiyon sikhgi/yil
(Hastaneye yatis ya da
parenteral antibiyotik
gereksinimi)

Pnémoni sikhgi/yil

Yumusak doku
infeksiyonu sikhgi/yil

Lenfadenit sikligi/yil

Organ absesi sikhigi/yil ve
lokalizasyonu

Granillamatoz
reaksiyonlar/yil ve
lokalizasyonu

Diger komplikasyon
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