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OZET

Kronik granulomatoz hastallk (KGH) NADPH oksidaz enzim yapisini
olusturan X kromozomunda CYBB, ve otozomal CYBA, NCF1 ve NCF2
genleri tarafindan kodlanan, dort oksidaz proteininden (sirasi ile gp91, p22,
p47, p67) birisinin eksikligi sonucu bazi bakteri ve mantarlarin
6ldurilememesi ile karakterize nadir gértlen bir immin yetmezlik hastahgidir.
Bu calismada, DHR 123 testi ve anti-NADPH oksidaz komponent antikorlari
ile akim sitometrik degerlendirmenin KGH tanisi ve KGH alt grup
ayinmindaki yerini degerlendirmek (izere, Hacettepe Universitesi Cocuk
Hastanesi immiinoloji Unitesinde KGH tanisi alan 23 hasta (19 aile), 53 aile
bireyi ve 18 saglikli kontrol calisildi. Ayrica, 9 hastada sekans analizi ile
arastinlarak ilgili mutasyon belirlendi.

DHR 123 testi ile 19 ailenin 5’inde (%26.3) X-linked, 12’sinde (%63.6) ise
otozomal (p22, p47 veya p67) KGH, 9 aile bireyinde (5 aile) X-linked
tasiyicilik bulundu. Hastalarin 7’sinde (6 aile) 6n planda p47 defekti
disunuldu. Boylece literatirdeki bilgilerden farkh olarak Glkemizde akraba
evliliklerinin ylksek olmasina bagli olarak otozomal resesif formun diger
immun yetmezliklerde oldugu gibi daha sik oldugu saptandi. DHR 123 testi
verileri 6zgin antikorlarla alt grup analiz sonuglar ile birlestirilerek alt grup
degerlendirmesi yapildiginda hastalardan 8‘inde gp91 (5 aile), 7’sinde p47 (6
aile), 2’sinde p22 ve 1’inde p67 defekti disinlldl. Hastalarin 3’iinde p22,
p67 ve 2’sinde (%10.1) ise gp91, p22 defekti (X-linked, otozomal) ayirimi
yapilamadi. Elde edilen sonuglar mutasyon analizi yapilabilen 9 hastanin
sonuclari ile karsilastinldi. Sekans analizi ile hastalardan 4’linde (2 aile) gp91
ve 5'inde (4 aile) p47 defekti oldugu gdsterildi. Bu sonuclar DHR 123 ve
antikorlarla yapilan test sonuclari ile uyumlu bulundu.

Sonug olarak, DHR123 ve anti-NADPH oksidaz komponent antikorlari ile alt
grup galismalarinin KGH tanisi, alt grup ayrimi, 6zellikle de gp91 ve p47
defektlerinin ayirirminda buydk o6l¢ctde bilgi verdigi belirlenmistir. Bunlarin
yaninda X-linked tasiyicilarda normal nétrofil ylzdesinin ileri yaslarda
azaldigi buna karsilik aktivitelerinin arttigr yéntnde bulgular elde edilmistir.

Anahtar kelime: Kronik granulomatoz hastalik, gp91, p22, p47, p67, DHR 123
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ABSTRACT

Chronic granulomatous disease (CGD) is a rare inherited disorder
characterized by susceptibility to severe bacterial and fungal infections. A
defect in any one of the four components of the NADPH oxidase, gp91, p22,
p47 or p67, encoded by the X-linked CYBB gene and the autosomal CYBA,
NCF1 and NCF2 genes, respectively, abolishes the activity of the oxidase.

In this study, 23 patients with CGD diagnosed in Immunology Division of
Hacettepe University Children’s Hospital and 53 family members (from 19
families) and 18 control samples were evaluated by DHR 123 and anti-
NADPH oxidase antibodies to determine the significance of these methods in
the diagnosis of CGD and its sub-groups. Additionally sequence analyisis
were performed in 9 patients.

DHR 123 test results showed that five of 19 families (26.3%) had X-linked
and 12 (63.6%) had autosomal form of CGD. Nine family members from 5
families were X-linked carriers. Results were consistent with p47 defect in 7
patients from 6 families. As in other autosomal resesive (AR) disorders, the
majority of our patients had AR form of CGD in contrast to the predominance
of X-linked form in the literature, which probably is due to high frequency of
consanguineous marriages in our country. When DHR 123 test and sub
group analysis by specific antibodies were evaluated together, 8 patients (5
family) were diagnosed as having gp91 defect, 7 as p47 (6 family), two as
p22 and one as p67 defect. In three patients differentiations between p22
and p67 and in 2 patients between gp91 and p22 (autosomal, X-linked) could
not be made by these tests. Sequence analysis showed that four patients
had a gp91 and five had a p47 defect. Mutation analysis confirmed the
results obtained by DHR 123 and by specific antibodies.

In conclusion, DHR 123 test and flow cytometric evaluation by anti-NADPH
oxidase antibodies are highly successful in the diagnosis of CGD and sub
group detection, particularly for gp91 and p47 defects. Additionally, our
findings have shown that the percentage of normal neutrophils of X-linked
carriers decreases with age while their activity tends to increase.

Key words: Chronic granulomatous disease, gp91, p22, p47, p67, DHR 123
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GiRiS VE AMAC

Kronik granulomatoz hastalik (KGH) primer immin yetmezlikler
grubunda yer alan ve fagositik hicrelerin bazi bakteri ve mantarlari fagosite
ettikten sonra &éldirememesi ile karakterize bir hastaliktir. KGH da fagosit
nikotinamid adenin dintkleotid fosfat (NADPH) oksidaz enzim yapisini
olugsturan oksidaz proteinlerinden (gp91, p22, p47, p67) birinin eksikligi
nedeni ile oksijen radikallerinin éncusu olan stperoksit Uretilemez. En sik
gbrilen ve CYBB genindeki defekt sonucu olusan X-linked formda, NADPH
oksidazin en blyUk bileseni olan gp91 Unitesi eksiktir. KGH in diger ¢ formu
otozomal orijinli genlerdeki (CYBA, NCF1, NCF2) defekt sonucu ortaya gikar.

KGH tanisinda uzun yillardir kullanilan “Nitroblue tetrazolium” (NBT)
testine ek olarak dihydrorhodamine 123 (DHR 123) testi de kullaniimaya
bagslanmigtir. DHR 123 testi akim sitometre ile degerlendiriimekte ve NBT
testine gbre daha hassas ve dogru sonu¢ elde edilebilmektedir. DHR 123
testi ile KGH'In tanisi, X-linked formda aile bireylerinde tasiyicilik analizi
yapilabildigi gibi, 6zellikle annenin tasiyici oldugu durumlarda X-linked ile

otozomal formun (p47) ayirimi da yapilabilmektedir.

KGH tanisi konulan hastalarda anti-NADPH oksidaz komponent
antikorlar kullanilarak akim sitometrede alt grup tayini yapilabilecegi
belirtiimektedir. Ancak, bu ydntemin alt grup tayinindeki yerini belirleyecek

yeterli calisma mevcut degildir.

Bu ¢alismanin amaci, akim sitometre ile DHR 123 testinin; KGH tanisi,
X-linked formda tasiyiciligin belirlenmesi, otozomal veya X-linked KGH
ayinmi, anti-NADPH oksidaz komponent antikorlar ile beraber alt grup
belirlenmesindeki yeri ve bulgularin bazi hastalarda mutasyon analizi
sonugclari ile de karsilastiriimasi; bunun yaninda X-linked tasiyicilarda saglikli

noétrofil yizdesinin yagla degisip degismediginin belirlenmesidir.
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GENEL BILGILER
2.1. Kronik Granulomatoz Hastalik (KGH)

Kronik granulomatoz hastalik fagositik hulcrelerin bazi bakteri ve
mantarlari fagosite ettikten sonra déldirememesi ile karakterize kalitsal bir
primer immun yetmezlik hastaligidir. Hastalik 16kosit NADPH oksidaz enzim
eksikliginden kaynaklanir ve mikroorganizmalari 6ldirucu reaktif oksijen
arGnleri “reactive oxygen species” (ROS) yeterince sentezlenemez. Bununla
beraber, KGH’'lI hastalarda sinirh bir grup mikroorganizma ile olusan
enfeksiyonlara karsi duyarlihkta artis vardir. Katalaz pozitif olan ve hidrojen
peroksit benzeri ROS sentezlemeyen bakteri ve mantarlar ciddi enfeksiyonlar
olusturur. Ayrica nadir olarak katalaz negatif olup minimal dlzeyde dahi
hidrojen peroksit Gretmeyen mikroorganizmalar da enfeksiyona yol acabilirler.
Enfeksiyonlara duyarlilikta artis ile beraber bu hastalarda inflamatuar ve
romatizmal hastaliklara (inflamatuar bagirsak hastaligi ve SLE gibi) egilim
vardir (1, 2) .

2.1.1. KGH Tarihcgesi

KGH ilk olarak Good ve arkadaslari tarafindan 1957 de cocuklarin
fatal granulomatoz hastaligi “fatal granulomatous disease of children” olarak
isimlendiriimis ve diger granulomatoz hastaliklarla (Wegener, bruselloz,
tularemi, kedi tirmigr hastahdr “cat scratch disease”, sarkoidoz) olan
benzerlikleri belirtiimistir (3, 4). Bu hastaliklardan farkli olarak, hastalarda
tekrarlayan sOpuratif enfeksiyonlarin  oldugu ve cocukluk dbéneminde
inflamatuvar komplikasyonlar olustugu gbézlenmis, granulomlarin genellikle
karaciger, akciger, dalak, beyin ve lenf nodlarinda bulundugu belirlenmistir.
KGH, ilk 6nce sadece erkeklerde teshis edilebilmigsken daha sonra hastaligin
X-linked formu yaninda otozomal formunun da oldugu ve kiz cocuklarda da
gbrulebildigi anlasiimistir. KGH’in fagositlerin hastahigi oldugu 1960 h yillarda
disdndlmustar.  Hastalarda  nétrofillerin -~ in-vitro  sartlarda  fagositik
aktivitelerinin normal ancak Staph. aureus a kargl bakterisidal aktivitenin
bozuk oldugu saptanmistir (5-7). KGH’ll hastalarin nétrofillerinde lateks
partikill fagositozundan sonra hidrojen peroksit yapiminin ve oksijen
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tiketiminin artmadigi gdsterilmistir (5). KGH teshisi, klinik hikdye ve solunum
patlamasinin  (respiratory burst) gerceklesemediginin  gdsterilmesi ile
konulmaktadir. Reaktif oksijen Grinlerinin sentezlendiginin gésterilmesinde
birkac farkli yéntem vardir. Nitroblue tetrazolium testinde sUperoksit anyonu
tarafindan redikte edilen “nitroblue tetrazolium” huicrelerin grandllerinin
maviye boyanmasina (blue formazan precipitate) yol acar ve bu degisim 1si1k
mikroskobu ile belirlenir. DHR—-123 yodntemi ile nétrofil fonksiyonu daha
duyarli olarak akim sitometrede &lgulebilir. NADPH oksidazin bilesenleri ve
genleri tanimlanmig olup sekans analizi ile hangi molekilde mutasyon oldugu
saptanabilmektedir.

2.1.2. Fagositik Huicreler

Notrofiller dért yas Uzerinde c¢ocukluk ve erigkin  déneminde
dolasimdaki beyaz kirelerin en blyuk kismini olusturur ve inflamatuvar
yanitin erken fazina katilir. Kire seklinde olup, ¢aplari 10—15 pum civarindadir
ve fagositoz sirasinda parmaksi cikintilari  olustururlar.  Notrofillerin
cekirdekleri 3-5 lobulden olugur. Bu nedenle, polimorfonikleer hicre olarak
anilirlar. Nétrofil sitoplazmasinda iki tirli grandl vardir. Godunlugu spesifik
granuldir ve icerisinde mikroorganizmalarin yikimini  saglayan lizozim,
kollogenaz ve elastaz gibi enzimler vardir. Bu grandller asidik veya bazik
boyalarla yeterince boyanamaz. Bu nedenle bazofil ve eosinofillerden ayrilir.
Notrofillerin diger grandlleri azurofilik grandller olarak adlandirilir ve lizozoma
benzerler. Notrofiller kemik iligindeki myeloid hilcre serisinden gelisir ve
dretimi icin G-CSF uyarimi gereklidir. Yetiskin bir insan giinde 100 milyardan
fazla nétrofil Gretir ve bunlarin kandaki d6mri sadece 6 saattir. Dolagimdaki
noétrofiller bu slre icinde bir enfeksiyon bdlgesine yerlesmezse dalak ve
karacigerdeki yerlesik makrofajlar tarafindan fagositoza ugrarlar. N6trofil
havuzu genellikle bilyuk venlerin endotel yuzeyinde bulunur ve stres,
enfeksiyon gibi durumlarda hizla harekete gecerler. Notrofil ve makrofajlar
asiri aktive edildiginde salgiladiklari ROS, nitrik oksit ve lizozomal enzimlerle
host (konak) dokularina tahribat yapabilirler. Clnki bu molekdllerin
organizmanin kendi dokulari ile mikroorganizmalari ayirt edecek &zellikleri
yoktur (8).



15

Mikroorganizmalari Tanima ve Aktivasyon

Notrofil ve makrofajlar, mikroorganizmalari ylzeylerinde bulunan ve
migrasyonu uyaran reseptorlerle tanirlar. Enfeksiyon bdlgesine ulasan
fagositer hicreler mikroorganizmalari fagosite edip 6ldUrtct salgilarla
yikimini saglarlar. Notrofillerde, makrofajlarda ve diger I6kositlerde hlcre
ylzeyinde bulunan yedi alfa-helikal transmembran reseptér “seven a-helical
transmembrane reseptor” mikroorganizmalarin salgilarini ve onlara karsi
salinan mediatorleri tanir. Bu transmembran resept6r, I6kositlerin enfeksiyon
bdlgesine migrasyonunda (yénelmesinde) ve kisa peptitlerin, 6zellikle “N-
formylmethionil” iceren peptitlerin taninmasinda gérev alir. Ginkd, bdtin
bakteriler ve bircok memeli proteini (mitokondride sentezlenenler) “N-
formylmethionil” ile baslar. Bazi kemokinler (C5a, lipid mediatérler, I6kotrien
B4) de makrofaj ve nétrofillerdeki yedi alfa-helikal transmembran resept6ri
uyarirlar. Mikroorganizmalarin salgilari ve kemokinlerin bu reseptore
baglanmasi, fagositleri uyararak bu hicrelerin kandan dokuya, oradan da
enfeksiyon bdlgesine ydnelmelerini saglar. Solunum patlamasi sureciyle de

mikroorganizmalari éldtrict maddelerin salinimi saglanir (8).
Fagositoz ve Oksidatif Oldiirme

Fagositoz sonrasi, mikroorganizmalar genellikle iki ydntemle
éldurdlarler. Non-oksidatif (oksijene bagimli olmayan) mekanizmada, lizozom
icindeki proteolitik enzimler mikroorganizmanin parcalanmasina yol agarlar.
Oksidatif éldirmede ise oksijen radikalleri kullanilir. Fagositoz sonrasi olusan
solunum patlamasi, nétrofil icerisinde yikima ugrayan mikroorganizmalarin
membran yapisina baglidir. Membran yapisinda bulunan molekdller (6zellikle
gram negatif bakterilerden ortaya c¢ikan yikim Urlnleri) heksoz monofosfat

yolaginin “hexose monophosphate shunt” aktivitesinde artisa neden olur (9).

NADPH oksidaz enzimince Uretilen stperoksit, yari 6mri oldukga kisa
(saatlerle ifade edilir), zayif mikrobisidal etkinligi olan bir serbest oksijen
radikalidir. SUperoksit anyon (O7), nitrik oksit (NO) ile birleserek peroksinitrit
anyonuna (OONOQ’) (yag asitleri, amino asitler, proteinler ve DNA ya karsi
toksiktir) ve sUperoksit dismutaz (SOD) enzimi ile metabolize edilerek daha
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etkin hidrojen peroksite (H2O.) dénUstirulir (sekil 2.1.2.2.1). Hidrojen
peroksit “hydroxyl anion’una ve myeloperoksidaz (nétrofillerin azurofilik
granullerinde bulunur) enzimi ile oldukga toksik olan hipoklordz asit
“hypohalous asit’e, bu molekill ise ortamdaki azot (nitrojen) dioksit NO™ ile
birleserek inflamatuvar oksidan olan nitril klorit (NO2CI) (reaktif azot Grina,
RNS)‘'e dénlslr ve apoptoziste gérev alir. Ayrica, hidrojen peroksit katalaz
ile su ve oksijene, glutatyon peroksidaz (GPX) ile de oksitlenmig glutatyona
(GSSG) donustarlerek etkisizlestirilir (10,11). Katalaz, glutatyon, askorbik

asit self (konak) dokuyu korumak i¢cin ROS miktarini kontrol eder.

OH" NGO, CI
Hidroksil Mitril klorit
Radikali
NGOy
Nitrojen
NADPH = Dioksit
0z Oksidaz - H,0, HOCI
Molekiiler| ——p Si 22:'oksid ——— | Hidrojen| g, Hipokloriz
Oksijen P Peroksit Asit
NitrikNO
oksit
QONO~ Hy0 + 03
Peroksi Nitrit Su ve Oksijen

Sekil 2.1.2.1. Reaktif Oksijen Uriinleri Sentez Asamalari. (Nitril klorit

reaktif azot Grinidar)
2.1.3. Fagosit NADPH Oksidaz Enzimi

Fagosit NADPH oksidaz, molekuler oksijene elektron transferi yaparak
sUperoksit Ureten ve redoks (indirgeme) merkezi bulunan multikomponent bir
enzimdir. Fagosit hiicre zarinda ve/veya vakuol zarinda yerlesik olan bu
enzim tarafindan katalizlenen bir dizi kimyasal reaksiyon sonucu ROS
sentezlenir (sekil 2.1.3.1). NADPH oksidaz enzimi ile elektron transferi ¢ok
basamakl bir islemdir ve bu strecte elektronlar oksidaz bileskeleri arasinda
sira ile tasinir;, NADPH — FAD — 2Hem — 20,. Flavin adenin dindkleotid
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(FAD) ve iki hem grubunu da iceren redoks merkezi, NADPH oksidaz
komponetleri tam olarak aktive olunca molekdler oksijenle baglanip elektron
transferi yapabilir. Aktivasyon, sitokrom bssgi olusturmak igin NADPH
oksidazin zarda yerlesik Gniteleri gp91P"™ ve p22P" nin 1:1 oraninda
birlesmesi ile baslar. Bu aktivasyon NADPH oksidaz enziminin sitozolik
bilesenlerinin (p47, p67, p40) bir araya gelerek sitokrom bssg ile birlesmesi ve
GTP-baglanma proteininin bu komplekse aktivatér olarak katilmasi ile
tamamlanir. NADPH oksidaz’in dort bileseni (gp91, p22, p47, p67) ve GTP—
baglanma proteini (Rac2) den herhangi birinin eksikligi oksidaz aktivitesini
engeller ve KGH olugsumuna neden olur. Besinci bilesen olarak kabul edilen
p40 proteinin bir defektine bu giine kadar rastlaniimamistir (12).

1) Reaktif bir Grtin olan stperoksit (O»-) sentezi:

NADPH Oksidaz
202 + NADPH ---------mmmmmmmmooeo oo > 20, + NADP" + H*

2) Hidrojen peroksit sentezi (H20,):

Superoksit dismutaz
202- 4+ 2H" - > H202 + 02

3) Hidroksil radikal (OH¢) sentezi:

Fe®
H>O5 + Op ------------------ > OH+ + OH- + O,

4) Hipokloréz asit (HOCI) sentezi:

Myeloperoksidaz
HoOz + CI' ---mm e > HOCI + H0

5) Peroksinitrit (OONQO") sentezi:

Sekil 2.1.3.1. ROS Sentezinde Kimyasal Reaksiyonlar ve Enzimler
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2.1.3.1. NADPH Oksidaz Kompleksinin Yapisi
NADPH oksidazin zarda yerlesik uniteleri (sitokrom bssg);

gp91: gp91P"™ 570 amino asit iceren bir glikoproteindir. N-linked
karbonhidratlardan olusan glikozilasyon bdlgesini N-asetil glukozamin ve
galaktoz olusturur (13). Bu proteini kodlayan gen CYBB (sitokrom b -
subunit) geni olup, 13 eksondan olusur ve X kromozomunda Xp21.1
bdlgesinde bulunur (tablo 2.1.3.1.1).

Tablo 2.1.3.1.1 NADPH Oksidaz Komponentleri ve Molekiller Ozellikleri

Komponent gp91 p22 p47 p67
Gen CYBB CYBA NCF1 NCF2
Kromozom Xp21.1 16024 7911.23 1925
Ekson sayisi 13 6 11 16
Baz uzunlugu 30kb 8.5kb 15.3kb 40kb
Kalitim X91, X-linked R A22, OR A47, OR A67, OR
Gorulme % %60 %5 %30 %5
Protein aa. 570 195 390 526
Konumu membran membran sitozol sitozol

p22: p22°"°* 195 amino asit uzunlugunda SH3 ile baglanan prolin’den
zengin bdlgesi olan bir proteindir ve glikozilasyon bdlgesi yoktur (14). Bu
proteini kodlayan gen CYBA (sitokrom b a-subunit) geni olup, 6 eksondan
olusur ve 16924 bolgesinde lokalizedir. p22°"> un N-terminali hidrofobiktir ve

membran icinde yer alan transmembran domaini vardir.

Agir ya da hafif zincirde meydana gelen bir defekt sitokrom b nin bu iki
bileseninin kompleks olusturmasini engeller. Sitokrom b nin yapisinda
bulunan bu iki subdnit birbirinin stabilizasyonu igin gereklidir (15). KGH
vakalarinin %65 inde X-linked gp91 veya otozomal p22 proteininin defektif

olmasi nedeni ile sitokrom b negatiftir. Purifiye sitokrom bssg sitoplazmik
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Uniteler olmadan da kismen superoksit Uretebilmektedir. Bu nedenle p47
Unitesinin eksikliginde kismi bir aktivite vardir (16,17). NADPH kompleksinin
aktivitesinde en son asama icin gerekli olan Rac 2 baglanmasinin p67
komponenti Uzerinden gerceklesmesi nedeni ile p67 eksikliginde, p47

eksikligindeki kismi aktivite gerceklesemez (18, 19).
NADPH oksidazin sitoplazmik Uniteleri;

p47: p47°"* 390 amino asit uzunlugunda, dokuz serin fosforilizasyon
bélgesi, iki SH3, bir PX bdlgesi olan oldukca bazik (pH=10.4) bir proteindir.
Arginin ve serin ydninden zengin olan fosforilizasyon bdélgesi C terminaline
yakindir. Bu proteini kodlayan gen NCF1 “neutrophil cytosolic factor-1”
genidir, 11 ekson icerir ve 7q11.23 boélgesinde yerlesmistir (18,19).

p67: p67°"™ 526 amino asit uzunlugunda, Racl veya Rac2 nin
baglandigi 4 tetratricopeptid tekrar (TPR) motifi olan, iki SH3 bdlgesi ve prolin
yénunden zengin bir bdlgesi olan, hafif asidik (pH~6) bir proteindir. Bu
proteini kodlayan gen NCF2 “neutrophil cytosolic factor-2‘ genidir, 16 ekson
icerir ve 1925 bdlgesinde yerlesmigtir (18,19).

p40: p40P"* 339 amino asit uzunlugunda bir SH3 ve bir PX domaini
olan bir proteindir. Muhtemelen, sitozolde p47 ve p67 kompleksinin
stabilizasyonunda goérev alir ve NADPH aktivasyonu sirasinda bu kompleksin
membrana baglanmasini kolaylastirir. Bu proteini kodlayan gen NCF4
“neutrophil cytosolic factor—4“ genidir, 10 ekson igeir ve 22q13.1 bdlgesine
yerlesmigtir (sekil 2.1.3.1.1) (18,19).
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Plazma
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Sekil 2.1.3.1.1 NADPH Oksidaz Kompleksinin Olugumu.

2.1.3.2 NADPH Oksidazin Aktivasyonu

NADPH oksidaz aktivasyonu multi-sinyal iletisimi gerektiren kompleks
bir olaydir. inaktif durumdaki sitozolik (nitelerin (p47, p67 ve p40) SH3
domainleri prolinden zengin motiflerine bagl olarak birlikte dururlar. NADPH
oksidazin uyarilmasindan sonra sitozolik ve membran subunitler bir araya
gelerek istirahat fazina gére 100 kat daha fazla sUperoksit Uretebilen aktif
faza gecgerler. Aktivasyon surecinde subunitler, aragidonik asit ve diger
molekullerin etkisi ile olugan fosforilizasyon sonucu konformasyonal degisime
ugrarlar ve SH3 baglanma bdlgeleri ortaya cikar. Aktivasyon, oksidaz
komponentlerinden p47 de serin fosforilizasyonu ile baglar ve tam aktivasyon
icin “small Rho-like GTPases (Rac1, Rac2, Rap1A)” regllasyonu gerekir
(12). P47 nin belirli agsamalar ile ¢ok sayida fosforilizasyona ugramasi
regllasyon agisindan 6nemlidir ve elekrostatik iliskileri etkileyerek,
aktivasyonu baslatir ve subunitlerin birbiri ile SH3 bagi ile baglanmasini
saglar. Aktivasyon stirecinde sitozolde bulunan subunitler p47, p67 ve p40 bir
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kompleks olusturarak plazma membranina dogru hareket eder ve flavo-
sitokromun hidrofilik bélgesine baglanirlar. inaktif fazda Rac1,2 rhoGDI ile
baglidir ve GDP nin Rac dan ayrilmasi Onlenir. Rac1,2 p47, p67
kompleksinden ayri olarak hareket eder ve oksidaz aktivasyonu igin gereken
ikincil sinyalin olusumunda gérev alir. Ikincil sinyal olusumunda Raci,2
rhoGDI den ayrilir ve GTP ile baglanir (sekil 2.1.3.2.1).

Patojenlerin  veya diger partikdllerin  iceriye alinmasi ile
kemoatraktanlar (N-formyl peptide, Cb5a, platelet agregating faktor,
leukotriene B4 ve interleukin-8) salinir. Daha sonra, fosfolipaz C-B1, inositol
1,2,5 trifosfat ve hlcre igi kalsiyum etkisi ile solunum patlamasi gergeklesir ve
ROS ortaya cikar (sekil 2.1.3.2.1) (20). Solunum patlamasinda; oksijen
tOketimi, glukojenoliz ve glukoz oksidasyonunda artis meydana gelir.

Microorganizma ve -
mediatdrler :

Hiicre aktivasyonu p22phax

pz2phax

L 2

Extracelular

Intracellular

Proitain d
kinases
e ‘___'f_,_._-—--“"'r MADPH
- e D [0 ]

Iembrane

regulatory 1'_' hinding

proteins

Guanme nuclectide .
] b

Autainhibitory exchange

conformation

Sekil 2.1.3.2.1 NADPH Oksidaz Enziminin Aktivasyonu (12).

2.1.3.3 NADPH Oksidazin Reglilasyonu

Fagosit NADPH oksidaz enzimi c¢ok fazla miktarda ROS
sentezleyebilen gucli bir enzimdir. Bu enzimin istenmeyen etkilerinden
korunmak icin aktivitesinin ¢ok hassas bir sekilde regile edilmesi gereklidir.
Bu nedenle enzimi olusturan komponentler, istirahat halindeki nétrofilde farkl
yerlerdedir. Bir mikroorganizmanin nétrofil reseptdériine baglanmasi ile

sublinitler bir araya gelir. Once sitozolik kisim fosforilizasyona ugrar,
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konformasyonu degisir ve sitozol-membran kompleksleri SH3-prolin bag! ve
protein-lipid (PX bodlgesi-fosfoinositidler) bagi ile baglanir. Bu komplekse
“small GTPases” baglanir ve tam aktivasyon saglanir. Birgok
mikroorganizmada bu antimikrobial savunmadan korunma mekanizmasi
vardir, ancak sistemin guicl hi¢birine tam olarak kurtulma firsati vermez.

Gelisimsel (Developmental) Regllasyon:

Embriyonel gelisim sirecinde NADPH oksidaz nétrofilllerde yerlesir.
gp91, p47 ve p67 proteini genellikle myeloid hlcrelerde mevcutken, p22
proteini diger hiicrelerde de eksprese olabilmektedir. Yine, endotel hiicreleri,
fibroblastlar ve renal mesengial hiicreler gibi bazi nonfagositik hicrelerde
NADPH oksidaza benzer molekdller bulunabilir ve distk dizeyde de olsa
superoksit Uretilebilmektedir (21-26).

Transkripsiyonel Regiilasyon:

Bu grupta yer alan molekuller, aktivatorler ve baskilayicilar (represor)
olmak Uzere iki grupta ele alinir. Bir represér olan CDP (CCAAT
displacement protein); CP1 ve BID “binding increases during differentiation”
ile yarisarak bu molekdllerin promotor bdlgeye baglanmalarini énler ve CYBB
geninin transkripsiyonu engeller.

Aktivatér olarak bilinen molekller; CP1, BID, HAF-1 (hematopoisesis-
associated factor 1) ve PU.1 (ets ailesi transkripsiyon faktérti) dir. CP1; ¢ok
yaygin bir transkripsiyonel faktérdir ve gp91 promotor bdlgesinde CCAAT
motifine baglanir. BID; gp91 promotor bdlgesine baglanir ve CP1 aktivitesini
artinr (27). HAF-1: gp91 promotor bélgesine etki eder ve ¢ faktdrden olusur
(PU1, “interferon regulatory factor’(IRF-1), interferon consensus sequence
binding protein (ICSBP) den olusur (28, 29). HAF-1, interferon y (IFN-y) ile
uyarilarak saglanan gp91 upregilasyonu icin gereklidir ve gp91
ekspresyonunu artirir (30). PU.1; terminal nétrofil maturasyonunda etkin bir
transkripsiyon faktéridir (31). PU.1’in eksik oldugu nétrofillerde kemokinlere
cevap yoktur ve fagositoz tam olarak olusamaz. Ayrica, PU.1 faktéri p47

promotor aktivitesi igin de gereklidir.
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Post-translasyonel Regiilasyon:

NADPH oksidaz bilegenlerinin regulasyonu oksidaz proteinleri
sentezlendikten sonra N-glikolizasyon (gp91) ve fosforilizasyon (p22, p47,
p67) ile saglanir. Fare (knock-out) deneylerinde gp91 proteininin
glikolizasyon bélgesindeki degisimin aktivasyonu etkiledigi gdsterilmistir.

Uyarici (up) Regulasyon:

IFN-y, TNF-a, granulosit-makrofaj koloni stimile edici faktér (GM-
CSF), fosfatidik ve arasidonik asitler gibi lipid mediatérler ile saglanir. Ayrica,
kalsiyum iyonoforlar (A23187) NADPH oksidazi PMA gibi protein kinaz C
(PKC) Uzerinden aktive eder ve hicre i¢i kalsiyum salinnmina gerek
duymazlar.

Baskilayici (down) Regulasyon:

Flavositokroma baglanan Rap1A (ras onkojen ailesinden baglanma
proteini), p40, PR-39 ve azurofilik grandllerdeki katyonik proteinler NADPH
oksidazin down-regulasyonunda etkindir. Ayrica deksametazone NADPH

oksidaz aktivitesini ve stuperoksit sentezini baskilar (32, 33).
2.1.3.4. NADPH Oksidazin Fonksiyonu

KGH da bazi  mikroorganizmalarin  nétrofiller  tarafindan
6ldarilememesi bu hicrelerdeki sUperoksit sentezinin ¢ok az olmasina
bagldir. SUperoksitin bakterisidal etkisi o kadar yiksek degildir. Ancak, bu
molekll daha toksik ve glgcli oksijen radikallerinin édnclstdir. Sentezlenen
sUperoksit fagosomlar igerisinde énce hidrojen peroksit'e (H.Oz) daha sonra
daha toksik olan hidroksil radikallerine ve singlet oksijen’e doénustaralur.
SUperoksit ayrica nitrojen (azot) oksit (NO) ile reaksiyona girerek
peroxynitrite (¢cok toksik) déndstiralir. Hatta bir kisim sUperoksitlerin ozon
molekiline (O3) dénlstlrildiga de tespit edilmistir. Ayrica, H>O. ve klor
azurofilik granullerden salinan myeloperoksidaz enzimi tarafindan kullanihr
ve hipoklordz asit gibi batin mikroorganizmalar i¢in ¢ok toksik bir maddeye
donadstaraldr. Bu asit kisa 6murludir ve daha uzun dmuarld ayni etkide toksik
sekonder kloramin molekullerinin olusumunu tetikler. Bu yolla, nétrofiller en

toksik mikroorganizmalara karsi bile viicudu koruyabilirler.
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Myeloperoxidaz geni knock-out farelerle yapilan deneylerde NADPH
oksidaz eksikligine benzer sekilde, elastaz ve katepsin G eksikligi sonucu
bakteri 6ldirme fonksiyonunun defektif oldugu gosterilmistir (34). Fagosom
olusumunda, azurofilik grandllerle birlesmeye ragmen ilk 30 dakikada
fagosom igindeki pH'in 8 dlizeyine kadar ciktigi gorilmastir. ilk 30 dakikadan
sonra fagosom icindeki pH degeri azalarak 7 nin altina iner. KGH olan
nétrofillerde ise pH degeri aniden 6.5 in altina iner. NADPH oksidazin sadece
sitozoldeki elektronu fagosomdaki oksijen’e nakletmedigi, ayrica sitozolden
fagosoma proton transfer ettigi tespit edilmistir. Eger proton akimi elektron
akimina esit olursa pH degismez ya da azurofilik granlller nedeni ile azalir
(35, 36).

¥

Bakteriler

°o°
» Nitrophil _

fagosom
membran

Proteoglikan
matriks e bagh
Proteazlar

MPO Katalaz

Proteaz
iceren
Granul

2Cr

Sekil 2.1.3.4.1 NADPH Oksidazin Fagosom igindeki Fonksiyonlari.
(Fagosom igerisinde iceriye alinan bakteri ile fagosom zari arasinda birgok

2HOCI + 20H"  2H,0+0,

kimyasal reaksiyon meydana gelir. NADPH oksidaz yardimiyla elektronlar
fagosom icine gdnderilir ve molekiler oksijen (O.)  slperoksite (O)
dénusturalar) (36).
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Son yillarda, AW Segal ve arkadaslari (13) pH artisinin sadece H
iyonu transferi ile degil ayrica K'un htcre igerisine akimi “influx” ile de
olabilecegini go6stermiglerdir (sekil 2.1.3.4.1) (34-36). Potasyum iyonlari
elastin ve katepsin G gibi proteazlarin granll icindeki asidik protoglikan
matriks icinden salinmasina yardimci olur. Bu bulgularla, optimal proteaz
aktivasyonu icin fagosom icindeki pH degerinin NADPH oksidazin
sentezledigi oksidatif GrUnlerle duzenlendigi ve NADPH oksidazin asil
gOrevinin mikroorganizmalari 6ldirmekten ziyade optimal pH ayarlamasi
oldugu ve bu yolla lizozomal proteazlarin salinimini ve aktivasyonunu
sagladig! belirlenmistir (35,36).

Mikroorganizmalarin Oksidatif Oldiirmeden Kagisi:

Mikroorganizmalar fagosit NADPH oksidazin etkisinden kurtulmak igin
farkli mekanizmalar kullanirlar. Toksik oksijen radikallerine karsi stperoksit
dismutaz ve katalazin sentez ve saliniminda artis bunlarin baslicalaridir.
Mikobakterilerde bulunan bazi genler H,O, ve ROS’a karsi diren¢ olusumuna
neden olur (37). Salmonella typhimurium variantlarinda bulunan Spi-1
proteini de diren¢ olusumundan sorumludur. Anaplasma phagocytophilia
hiicre i¢i bakteridir ve gp91 ve rac2 transkripsiyonunu engelleyerek oksidatif

6ldirmeden korunur.
NADPH Oksidazin Diger Dokulardaki Fonksiyonu:

Vaskuller sistem hucrelerinde (endotel, damar diz kaslari ve
fibroblastlar) NADPH oksidaz proteinleri tespit edilmistir. ROS vaskuler
hlcrelerde mitoz, apopitoz, migrasyon, hipertrofi ve hicre digi matriksin
modifikasyonunda gérev alir. Dolayisiyla ROS ateroskleroz ve timér
gelisiminde de gérev alir. (38). KGH’lI hastalarin fibroblastlari normal
kisilerdeki kadar stperoksit sentezleyebilirler. Ancak, bu hlcreler fagositoza
aktif katilmadigr icin mikroorganizmalarin  éldurdlmesinde bir katkisi
olmamaktadir (39).

Fagositer hicreler disindaki bazi doku hiicrelerinde NADPH oksidaz
gp91 dnitesinin homologu olan proteinler tespit edilmigtir. Yapisal olarak
gp91 protenine buylk benzerlik gdsteren bu proteinler kolon, prostat, rahim
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ve damar duz kas hdcrelerinde bulunur ve Nox (Nox1) olarak adlandirilirlar.
Nox1 buylme regulasyonunda goérev alir ve asiri ekspresyonu hucresel
blylimeyi artirmaktadir. Renox veya Nox4 olarak ifade edilen bir baska gp91
Unitesi homologu da renal kortekste ve tubal epitelinde bulunur (40). Nox4 Un
oksijen duyarhliginda gbérev aldigi ve eritropoetin sentezini regile ettigi
belirtilmistir.

Blouin ve arkadaglarinin (41) Bo—integrin aktivasyon yolunun redoks
reaksiyonu gerektirdigi g0Ostererek fagositlerde alternatif NADPH oxidaz
varhgini goéstermislerdir. Bu aktivasyon surecinin, KGH hastalarinda
bozulmadidi ve fagosit oksidazdan bagimsiz olarak gergeklestigi anlagiimistir
(41).

2.1.3.5. NADPH Oksidazda Molekiiler Patoloji ve Mutasyonlar

Hastaligin dért alt grubu X91, A22, A47 ve A67 olarak da adlandirilir.

Ayrica sa§ Ust kdseye (+, -, °

) eklenerek immunoblot analizi sonuglarina
gbre normal, azalmis veya tamamen eksik oksidaz proteini ifade edilir. Su
ana kadar besinci subunit olan p40 phox ile ilgili bir mutasyon bildirilmemistir.
Buna karsihk NADPH oksidaz aktivasyonu igin gereken ikincil sinyali
olusturan (small G protein) Rac2 nin mutasyonu bulunan bir hasta
bildirilmigtir. Bu dért genin bilinen 410 farkli mutasyonunun 19 unda normal
ekspresyonu olan inaktif protein bulunmustur (yaklasik %5). Bunlar 358
CYBB mutasyonundan 17 si (X91%), 25 CYBA mutasyonundan 1’i (A22%), 17
NCF2 mutasyonundan birini (A67%) olusturmaktadir. Bu mutasyonlar
fonksiyon kaybi mutasyon “loss-of-function mutations” olarak bilinir (42).
NCF1 geninde bulunan mutasyonlardan higbirinde non-fonksiyonel proteine
rastlanmamistir.

X91 (gp91 defekti): CYBB geninde gen konversiyonu hari¢ her tip
mutasyon bulunmustur. Mutasyonlarin %65’i tek nlkleotit degisimi “single-
nucleotide substitutions” seklindedir. Nonsens mutasyonlar sonucu olugan
stop kodonlar (TAG, TAA ve TGA) protein sentezinin durmasina ve islevsiz
bir molekul ortaya ¢ikmasina neden olur. Mutasyonlarin %35 ini ise delesyon
ve insersiyonlar olusturur. Komsu genleri de icine alan delesyonlar sonucu
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McLeod’s sendromu olarak bilinen Duchenne muskuler distrofi, Retinitis
pigmentoza ve X-linked KGH nin beraber olarak gorildigl vakalar ortaya
¢ikar. X-linked KGH'li bireylerdeki 261 mutasyonun %65 i 6zglindur. Digerleri
ise CpG dizilerine yakin “hot-spot” (sik mutasyon gérilen nokta) larda
bulunmaktadir (43). X-linked KGH rinin ¢ogunlugunda mRNA ya da
sentezlenen proteinin kararsizligi (instabilitesi) nedeniyle gp91 proteini
bulunmaz ve bu gruba X91° fenotipi (varyanti) denilir. Nadir olan bir diger
varyant ise, bir miktar gp91 protein ekspresyonu ve ayni 6lgiide superoksit
sentezi bulunan X91 fenotipidir. X91* fenotipinde ise normal gp91 proteini
olmakla beraber, non-fonksiyonel oldugu icin klinik olarak X91° varyantina
benzer.

CYBB genindeki X91* fenotipik varyantinin incelenmesi, hangi
defektin oksidazin aktivasyonu nasil etkilediginin &grenilmesi yéninden
oldukga énemlidir. Su ana kadar bulunan 17 farkli X917 tip mutasyon gp91 in
6nemli baglanma bdlgelerinin taninmasinda katki saglamistir (sekil 2.1.3.5.1)
(44, 45).

A22 (p22 defekti): KGH vakalarinin %5 ini A22 olusturur. Su ana
kadar CYBA geninde 27 farkh mutasyon olan 34 hasta tespit edilmistir (46).
Bilinen bir A22" mutasyon vardir. Burada, prolin yerine glutamik asit

yerlesmesi sonucu p47 proteini ile SH3 bagi kurulmasi engellenmektedir.

A47 (p47 defekti): KGH vakalarinin %30 unu A47 olusturur. Diger alt
gruplardan farkl olarak, NCF1 genindeki mutasyonlarin %94 inde, 198 bp lik
normal gen yerine 196 bp lik (%99 benzerlikteki) pseudogenin krosing over
“krossing over” (parga degdisimi, mayoz bdlinmede profaz asamasinda gen
alisverisi) sonucu yerlesmesi ile, ikinci eksonun ilk dért nikleotidinde olugan
GT delesyonu (AGT) (GTGT—GT) vardir. AGT sonucu olusan fremsift
“frameshiff’ mutasyonu (3 veya daha az bazin degisimi ile meydana gelen
kayma sonucu olusur), prematur stop kodon (beklenenden énce mutasyon
sonucu olugsan stop kodonu) olugsturarak protein sentezinin erken
sonlanmasina neden olmaktadir. P47 defekti olan 52 farkli kiside bu

mutasyon tespit edilmis ve bunlarin 41’inin homozigot, 8’inin kompound
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heterozigot oldugu goésterilmigtir (46). NCF1 geninde, 11 farkh mutasyon
tespit edilmistir.

A67 (p67 defekti): KGH vakalarinin %5 ini A67 olusturur (47). Su ana
kadar NCF2 geninde 48 allel de 24 farkli mutasyon tespit edilmistir. A67*
fenotipinde bir hasta vardir. Bu protein eksikligine bagl olarak Rac
baglanmasi gerceklesemez ve NADPH oksidaz enzimi aktive olamaz (47).

p40 proteini: Bu giine kadar NCF4 geninde ve proteininde (p40) bir
defekt bulunamamistir.

Outsids
STAla—Gh Membrane

Ireside

HOOC 7z

a|:4 = -.L 33

BITCYE~ ”’ 15FTo— Hig Ef Bl
213

delS07-S08GINLysThr . SESCYs— A

InEHEEll2TpAla 408Gl — Glu
SO0AsD— Gl

deld 35437
(Splice mutation)

Sekil 2.1.3.5.1 KGH in X91" ve A22" Fenotiplerine yol agan Mutasyonlar
(gp91-phox ve p22-phox membran modeli) (45)

NADPH Oksidaz Aktivitesini Engelleyen Diger Defektler:

Rac2 Defekti: Bir vakada Rac2 geninin bir allelinde olusan mutasyon
sonucu Asp57Asn degisimi oldugu, aspartik asit yerine yerlesen asparginin
GTP-baglanma proteininin baglanmasini azaltigi ve sonugta NADPH oksidaz
aktivasyonunun gergceklesmedigi bildirilmigtir (48, 49).

Genotip ve Fenotip Arasindaki iligki:
Genel olarak X91° ile X91* KGH fenotipleri klinik olarak ayni
Ozelliktedir. Ancak, X91 fenotipinde kismi aktiviteye (%3-30) bagl olarak

daha hafif bir fenotip ortaya ¢cikmasi beklenmekle beraber, bu her zaman
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gerceklesmez ve CYBB gen polimorfizmine bagh olarak fenotip degisebilir.
Otozomal p47 fenotipinde de residlel aktivite nedeniyle genellikle daha iyi bir

klinik seyir gorilmektedir (43).
2.1.4. Klinik Gorinim

insidans (epidemioloji): KGH 200.000-250.000 canli dogumda bir
gbrilen hastaliktir. Amerikada KGH vakalarinin Ugte ikisini gp91 phox
proteinini kodlayan CYBB genindeki mutasyon sonucu olusan X-linked
resesif formun olusturdugu bildiriimektedir. Geriye kalan kismi ise CYBA,
NCF1 ve NCF2 genlerindeki mutasyon sonucu olusan otozomal resesif
formlar olusturmaktadir. (50). Bizim toplumumuzda yaygin akraba evlilikleri
nedeni ile otozomal resesif KGH formunun daha fazla olmasi beklenmektedir.

Klinik Seyir ve Bulgular: Suipuratif lenfadenit, piyojenik cilt
enfeksiyonlari, karaciger ve akciger apseleri sik gorulen klinik bulgulardir.
Karaciger ve dalakta blyime (hepatik veya peri-hepatik apse veya grantlom
olusumuna bagli), 6zefagus ¢ikisinda, pilorda tikanma (granulom olusumuna
bagll), inat¢i ishal, granulomatoz kolit, peri-anal apse veya rektal fistil
gastrointestinal  bulgulardir. Ekzematoid dermatit, impetigo, deride
tekrarlayan furonkiloz, subkitan apseler seklinde cilt bulgulari géraltr. Diger
bulgular; muk6z membranlarda enfeksiyon, konjunktivit, rinit, stomatit, kronik
veya tekrarlayan pndémoni, kronik ©ksirik, osteomyelitdir. Tasiyicilar
cogunlukla sagliklidir ve tekrarlayan enfeksiyon hikayesi yoktur. Bazilarinda

lupus benzeri deri dékUntlleri (fotosensitivite) ve stomatit bildirilmigstir.

KGH’da Patojenler ve Enfeksiyonlar: Bakteriyel enfeksiyonlar;
Staphylococcus aureus ile stpuratif adenit, cilt alti enfeksiyonlari, karaciger
apsesi, Serratia ile osteomyelit, pnémoni, Nocardia tirleri ve Burkholderia
cepacia ile pnémoni ve sepsis gorulir. En sik gértlen mantar enfeksiyonlar
aspergillus, 06zellikle de A. fumigatus enfeksiyonudur. A. fumigatus
pndémoniye ve A. nidulans tirl ise 6n planda osteomyelite yol agar. Diger
mantarlardan, candida ve paecilomyces tirleri ile de enfeksiyon
olabilmektedir (51) .
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Laboratuvar Ozellikleri: Beyaz kiire sayisi 10-20,000 araliginda ve
nétrofil gogunluktadir. Kronik hastalik anemisi gériilebilir. immunoglobulin

seviyesi genellikle yikselmigtir. Kemotaksis normaldir.

Prognoz: X-linked formun seyri otozomal forma gére daha agir olup

enfeksiyonlar ¢cogunlukla ilk iki yil igerisinde ortaya ¢ikar.
2.1.5 Kronik Granulomatoz Hastaligin Tani1 Yontemleri

1960’h yillarda KGH tanisi, nétrofillerde oksijen tiketimi 6lgilerek
konulurdu. Daha sonra, hastalarin Ikositlerinde nitroblue tetrazolium
boyasinin fagositoz sonrasinda koyu maviye “blue formazan”a dénisimuinin
olmadidi g6zlendi. Bu 6zellik tanida kullanilmaya baslandi ve takiben diger

tani yontemleri ortaya ¢kt (52).
2.1.5.1. Fonksiyonel Analiz Yontemleri

NBT: KGH tanisinda kullanilan in vitro fagosit fonksiyon testidir. Bir
semikantitatif test olan NBT testinde nitroblue boyasi ve tetrazolium tuzlari,
oksijen radikallerinin bulunmasi durumunda, indirgenerek formazan bir
pigment olusumuna neden olurlar. Normal nétrofillerde nitroblue tetrazolium
boyasi solunum patlamasi sirasinda ortaya ¢ikan ROS ile indirgenir ve rengi
saridan maviye dondsiur. KGH da ndtrofiller O, Uretemedidinden bu
indirgeme gerceklesemez ve nitroblue tetrazolium boyasi sari renkli olarak
kalr (52). Stimile nétrofillerde NBT degerinin %0-10 arasinda goérulmesi
genellikle KGH’a isaret eder.

DHR 123 Akim Sitometri: Fagositlerde DHR 123 mitokondriye
yerlesir ve PMA ile uyarim sonrasi oksijen radikallerinin (H2O,) ve
peroksinitrit (OONQO") etkisi ile gigli floresan 6zellikteki rhodamin 123 e
indirgenir. Rhodamine 123, 488 nm’de 1sik yayar ve guclu floresan uyarim
sonucu akim sitometrik analizde histogramda saga kayma gozlenir. Fagosit
oksidaz defektinde ise PMA ile uyarimi gerceklesmedigi icin, oksijen
radikalleri (H20,) sentezlenemez ve rhodamine 123 ortaya ¢ikamaz. DHR
123 testi sadece KGH teshisinde degil ayni zamanda bazi subtiplerin

Ozellikle otozomal ve X-linked ayriminda yardimci olabilmektedir. P47
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eksikliginde ya da gp91” KGH da az miktarda sentezlenen hidrojen peroksit
etkisi 6lciilebilir ve kolaylikla gp91° grubundan ayrilir (53-55).

DHR 123 ydntemi ile akim sitometrik analiz sonrasinda, PMA ile
uyarilan “stimule” noétrofillerden elde edilen floresan yogunlugun geometrik
ortalamasinin “unstimule” noétrofillerden elde edilen floresan yogunlugun
geometrik ortalamasina orani ile stimilasyon indeksi (Sl) bulunur. SI KGH
tanisinda, X-linked ve otozomal (p47) KGH ayiriminda kullanilan énemli bir
parametredir. Normal saglikli bireylerde S| degeri 60-150 araliginda
degisebilmektedir. Hastalarda ise 1-10 araliginda olmakla beraber, otozomal
KGH (p47) de 52 ye kadar c¢ikabildigi ifade edilmistir (55,56). Taslyicilarda
ise normal ve defektif nétrofillerin oldugu bimodal histogramda Sl degerleri

ayri ayri hesaplanir.

stimle hicrelerin
floresan yogunlugun geometrik ortalamasi

Stimilasyon indeksi (Sl) =

unstimdle hicrelerin

floresan yogunlugun geometrik ortalamasi

Sekil 2.1.5.1.1 Stimilasyon indeksini Tanimlayan Form(l

Farkh floresan 06zellikteki maddeler kullanilarak hangi oksijen
radikalinin sentezinde defekt oldugu belirlenerek ROS sentezinin hangi
asamasinda defekt oldugu anlasilabilmektedir. DHR 1,2,3 (dihidrorodamine)
hidrojen peroksit (H.Oz), HE (hydroethidine) siiperoksit (O,), DCFH (2,7-
dichlorofluorescein diacetate) nitrik oksit (NO)’i gbstermede kullanilan

floresan boyalardir (57).



32

2.1.5.2. Ozgiin Antikorlar ile Protein Diizeyinde Analiz Yéntemleri

Akim Sitometrede Anti-human NADPH Oksidaz Komponent
Antikorlari ile Alt-Grup Analizi: Her komponent icin 6zgin antikorlar
kullanilarak NADPH oksidaz komponentlerinin nétrofil ylzeyindeki ve
sitoplazmasindaki ekspresyonlari indirekt immunfloresan ydntemi ile
gosterilebilir. Periferik kandan elde edilen nétrofillerin  fiksasyonu ve
permeabilizasyonu sonrasi, NADPH oksidaz membran komponeti olan
sitokrom b558’'in ekspresyonu, gp91 proteini icin monoklonal antikor (MoAb)
7D5 ve p22 proteini icin MoAb 449 kullanilarak gdésterilebilir. Sitoplazmik
komponentler p47 ve p67 icin 6zgin olan tavsan orijinli poliklonal unkonjuge
antikorlar kullanihr. Hucreler primer antikor olarak unkonjuge monoklonal
(mouse) veya poliklonal (rabbit) orijinli antikorlarla inklbasyondan sonra
sirasi ile floresan-izotiosiyanat (FITC) ile konjuge goat-anti-mouse-Ig veya
goat-anti-rabbit-g) sekonder antikorla isaretlenir ve akim sitometrede

g6runtdlenir.

Western Blot ile Protein Ekspresyonu Analizi: Western blotting
yénteminin esasi; proteinlerin poliakrilamid jelde elektroforez ile ayrilmasi ve
ayrilan proteinlerin otoradyografi, ultraviyole 15131 ya da peroksidaz reaksiyon
arina ile gésterimine dayanir. Yontem ¢ok genis bir yelpazedeki proteinlerin
varligini, 6zgun reaksiyonlarini ve baglanma 6zelliklerini gbstermede
kullaniimaktadir. GUnimize kadar western blotting ydntemi, normal ve
kanser hicrelerinin sinyal mekanizmalarinin anlagiimasinda kullanildigi gibi
mikrobiyolojik, immunolojik arastirmalarda da bu yéntemden yararlaniimistir.
Burnette ve arkadaslarinin énermis oldugu nitroselliloz membran kolay
kullanimi nedeni ile transfer icin kullanilan diger maddelerin yerini almistir. Bu
yéntemde 6zgin monoklonal ve poliklonal antikorlar kullanilarak aranan
proteinin varligi gésterilmekte ve KGH gibi bazi hastaliklarin alt grup tayini de
yapilabilmektedir.

2.1.5.3. Molekuler Diizeyde Analiz Yontemleri

Genotiplendirme (Mutasyon Analizi): DNA dizi analizi ya da sekans
analizi DNA'nin niikleotid dizilerinin saptanmasi anlamina gelmektedir. ilk dizi
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analizi, 1960'larin basinda 75-80 nUkleotid kapsayan kiguk tRNA'lar ile
baslamistir.  NUkleotid dizilerinin  belirlenmesinde iki temel teknik
gelistirilmistir. Bunlar Maxam-Gilbert kimyasal degradasyon yéntemi ve
Sanger'in dideoksi enzimatik ydntemidir. Her iki ydéntemde dizi analizi
yapilacak ekson spesifik DNA'nin hazirlanmasi, liner PCR ile sekansa uygun
DNA nin cogaltiimasi ve yiksek voltaj poliakrilamid jel elektroforezi olmak
Uzere U¢ ana agsamas! bulunmaktadir.

Maxam-Gilbert Yéntemi: Ornek DNA, P32 ile isaretlenir. Bu
isaretlenen DNA plate Uzerinde doért esit hacime bdélinir. Her 6rnege,
DNA'da ki bazlardan birisini tahrip edecek sekilde bir kimyasal madde eklenir
ve DNA yapisi fosfodiester baglarindan kirilir. Bdylece P32 ile isaretlenmis
kisali-uzunlu pargalari olan DNA zincirleri elekiroforez ve otoradyografi ile
analiz yapilr.

Sanger DNA Dizi Analiz Yontemi: “dideoxy” veya “chain-terminator’
yOntemi olarak bilinen Sanger yéntemi bugiin en ¢ok tercih edilen yontemdir.
Asimetrik amplifikasyon ile elde edilmis tek iplikcikli DNA; DNA Polimeraz
enzimi ile ddNTP ve biri radyoaktif olarak isaretlenmis dNTP kullanilr.
Ortama radyoaktif P32, S35 veya P33 eklenir. Isaretleme primerlere
yapilabilecegi gibi, ortama eklenen dNTP'lerden birisinin radyoaktif olmasi
yeterli olabilmektedir. Burada en ©&nemli nokta dideoksi-nUkleotidlerin
(ddTTP, ddCTP, ddGTP, ddATP) eklenmesidir. 2',3'Dideoksiribontikleotid
trifosfat'larin (ddTTP, ddCTP, ddGTP, ddATP), klasik dNTP'lerde farkhhgdi
deoksiriboz'un 3" noktasinda hidroksil grubunun  bulunmamasidir.
Blylyen/sentezlenen DNA zincirine, DNA polimerazlar aracihdi ile
baglanabilirler ve terminatdr olarak gérev yaparlar. Bu baglanma 5'trifosfat
gruplar araciligi ile olur. Fakat 3' hydroxyl grubunun olmamasi nedeniyle,
ardindan gelen dNTP'ler ile fosfodiester baginin olusmasi engellenir. Dogal
olarak DNA zincirinin daha fazla uzamasi imkansiz hale gelir. ddNTP ile
klasik dort dNTP bir reaksiyon karisiminin icine kondugunda, DNA zincir
uzamasi i¢in aralarinda bir yarisma olur, seyrek fakat spesifik sonlanmalar
olusur. Bu reaksiyon sonucunda, primer sonundan baslayip; prematire
sonlanmalarin oldugu bdlgeler kadar uzunluktaki DNA parcalari ortaya ¢ikar.
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Dort farkli enzimatik reaksiyonda, dort farkh ddNTP kullanilarak (A,C,G,T
icin) birer reaksiyon elde edilir. Bu yéntem, rekombinant Taq polimerazlarin
gelistiriimesi ile PCR ile de gergeklestirilebilir hale gelmis otomatik sekans
sistemi adini almistir. Bu yeni sistemde her farkli dideoksi bazi ayri bir
floresan boya ile isaretlenir ve primerlerle reaksiyona girer. Elde edilen
veriler, floresan detekt6rll bilgisayar sistemi ile kayit edilip analizi yapilir. Bu

yéntemle ginlik 10.000 bazdan fazla DNA dizisi analiz edilebilmektedir.

Prenatal Tani: Kordosentez ile alinan kandan elde edilen nétrofillerin
DHR 123 yoéntemi ile oksidatif fonksiyonunun analizi ile prenatal tani
konulabilir. Bu islem ikinci trimesterda yapilir (58). Bir ailede daha &6nce
mutasyonu bilinen bir vaka varsa (hamileligin 6. haftasinda) korionik villus
biyopsisi ile elde edilen DNA’dan mutasyon bdlgesinin direkt sekanslanmasi

ile erken dénemde kesin sonuca ulagsmak mimkindur.
2.1.5.4 Ayirici Tani

Notrofil fonksiyonunu etkileyen bazi hastaliklar klinik seyir olarak KGH
ile karigabilmektedir. Bunlardan I6kosit adezyon eksikliginde (LAD)
kemotaksis bozuktur, LAD1 de CD18 eksik olup adezyon fonksiyonu
gerceklesmez, LAD 2 de (E ve P-selectin igin sialyl-Lewis X eksik olup) ise
rolling gerceklesememektedir. Myeloperoksidaz ve |IFN-gamma reseptor
eksikliginde  6ldirme  fonksiyonu  gerceklesmez.  Chediak-Higashi
sendromunda ise mikrotlbul yapisi defektiftir ve kemotaksis gerceklesmez.
Ayrica, sarkoidoz grantlomatoz yapisi ile sik karisan hastaliklardandir. NBT
testi ve DHR 123 testi KGH ayriminda kullanilan temel testlerdir.
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2.1.6 Klinik Tedavi
2.1.6.1 Genel Kurallar

Hastalarin BCG asisi diginda bdtin rutin asilan yapilmali, cilt
yaralanmalarinda ytzeysel antiseptikler kullaniimalidir. Dig sagligina énem
verilmeli ve mukozal ylzeyler korunmaldir. Mantar sporlarindan korunmak
icin cOrimas bitki ve agac parcalarinin batmasindan korunmak gereklidir.

Gerektiginde kronik hastalik anemisine yoénelik dnlemler alinmalidir.
2.1.6.2 Enfeksiyonlara Yonelik Profilaksi (Korunma)

KGH hastalarinda proflaksi mutlak gereklidir. Katalaz pozitif bakteri
kaynakh enfeksiyonlari 6nlemede profilaksi ajani olarak trimetoprim-
sulfametoksazol kullaniimaktadir. Mantar enfeksiyonlarina 6zellikle de
aspergillusa karsi itrakonazol koruyucu etkiye sahiptir (59, 60). Hastalarda
yapilan retrospektif galismalar profilaksinin agir enfeksiyonlari azalttigini
gOstermistir (59). Bir arastirmada profilaksi ile otozomal resesif olan
hastalarda mantar orijinli olmayan enfeksiyonlar icin her 100 ayda enfeksiyon
sayisi 7.1 den 2.4 e, X-linked olanlarda ise 15.8 den 6.9 a dlstigu
gOsterilmistir (60).

2.1.6.3 Tedavi

interferon Gamma: Enfeksiyon etkenine yénelik uygun antibiyotik
tedavisine ek olarak destekleyici tedavide kullanilan bir ajandir. IFN-y nin
reaktif oksidan U0runlerinden 0&zellikle hidrojen peroksit (H2O2) sentezini
artirdiginin gosterilmesi KGH tedavisinde kullanimini giindeme getirmigtir.
(61). IFN-y X*-KGH vakalarinda, otozomal resesif hastalarin cogunda ve X°-
KGH hastalarinin %30 unda etkilidir (62, 63). X*-KGH olan hastalarda
yapilan bir galismada arka arkaya iki gin cilt altina 100 pg/m® IFN-y
verilmesinin nétrofillerde slperoksit sentezini 5-10 kat artirdigi gésterilmistir.
Bu etki 2 haftadan fazla sirmis ve bakterisidal aktivitede artisa neden
olmustur. Ayrica, sitokrom b ekspresyonu normalin %10-50 si kadar artmigtir
(64).
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KGH hastalarinda IFN-y profilaksisi etkisini oksidan ajanlardan
bagimsiz antimikrobial yolaklarin aktivasyonu ile de saglar. IFN-y veriimesi;
TNF-a sentezini, trytophan metabolizmasini, granil protein sentezini ve
MHC-1l ekspresyonunu artirir (65). Normal Kkigilere IFN-y verilmesinin
fagositlerde FcyR1 reseptérind artirarak fagositozu artirdigi ve monositlerde
Bo-integrin ekspresyonunu artirarak fagosit trafigini iyilestirdigi goésterilmistir
(66). IFN-y nin aktif enfeksiyon sirasinda yarari konusunda hendz dogrulayici

bir calisma yoktur.

Gok merkezli, randomize, cift kér ve plasebo kontrolli olarak yapilan
bir calismada 128 hastada (%67 X-linked ve %33 otozomal resesif) IFN-y
profilaksisi (50 ug/m? cilt alti olarak haftada t¢ kez) uygulanmis ve bu
profilaktik tedavinin agir enfeksiyon sayisini %70 azalttigi ve her iki grup
hastada da etkin oldugu gosterilmistir. Bu calismalarin aksine IFN-y
profilaksisi verilen ve plasebo grubunda yer alan hastalar arasinda reaktif
oksidan Uretimi, sitokrom b ekspresyonu ve in vitro bakteriyel 6ldirme
yéninden bir fark bulunmadigini gdésteren calismalar da mevcuttur. Bu
calismalar sonucu, IFN-y nin NADPH oksidaz fonksiyonuna ya da onun

proteinlerine etkisinin olmadigi gbsterilmigtir (67, 68).

Granulosit Transflizyonu: KGH da fagositlerin (%3-5) az bir kisminin
fonksiyonel olmasinin hastaliin tedavisinde yeterli olmasi bu destekleyici
tedavi ydntemine de basvurulmasina yol agcmistir. X-linked tasiyicilarda %3-5
lik saglikh nétrofil dizeyine ragmen hastaligin gérilmemesi bu dizeyin
korunma icin yeterli olabilecegi fikrini desteklemistir (69, 70). Laboratuar
calismalarinda da KGH |1 nétrofillere az sayida normal nétrofil eklendiginde
A.fumigatus un 6ldurGlebildigi gésterilmigtir (71). Ciddi bakteriyel ve fungal
enfeksiyonlari, grantlosit transflizyonu ile basarili olarak tedavi edilen KGH
vakalari bildirilmistir (72, 73). A ikinciogullari ve arkadaslari (74) da invaziv
aspergilozis olan 3 hastayl granilasit transflzyonu ile basari ile tedavi
ettiklerini bildirmislerdir. Granulosit transfizyonu genellikle iyi tolere edilir
fakat yan etki olarak ates, pulmoner I6kositoz (6zellikle amfoterisin B ile ayni

zamanda verilirse) ve I6koagglutinin  gelisimi  sonucu nakledilen
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granulositlerin hemen d&lmesi gibi yan etkiler de goérilebilir. Grandlosit
transflizyonu ile ilgili bir bagka sorun da alloimmunizasyon olayidir. Sistemik
verilen granulositlerin hemen yikilmasi durumunda mUmkin oldugunda
enfeksiyon bélgelerine lokal olarak verilmesinin yararli olabilecedini gbésteren

calismalar vardir (75).

Kok Hiicre Nakli: KGH'In hematopoietik kdk hucrelerdeki defektten
kaynaklandigi ve teorik olarak %5 dondr hdcresinin hakim oldugu kimerik
yapinin KGH tablosunu énlemede yeterli olabildigi bilindiginden kdk hilcre
nakli ile tedavi edilmesi gundeme gelmistir (76). KOk hicre
transplantasyonunun mortalite ve morbidite ile ilgili yan etkileri giin gegctikge
azalmaktadir. Kok hicre nakli icin en uygun hastalar, antibiyotik ve IFN-y
korumasina ragmen ciddi enfeksiyonu olan ve HLA uygun Kkardesi
bulunanlardir. Simdilik HLA uygunlugu olmayan kardeslerden kdk hiicre nakili
tavsiye edilmemektedir. Kok hicre nakli 6dncesinde enfeksiyonun kontrol
altina alinmis olmasi gerekir, aksi halde yaygin enfeksiyon tablosu
gelisebilmektedir (77).

Gen Tedavisi: Gen tedavisindeki amag¢ biyolojik olarak yeterli
dlzeyde fagosit Uretebilecek geni dizeltilmis myeloid 6ncl hiicre grubu elde
etmektir. KGH da hematopoetik kdk hicreler, gen tedavisi igin ideal bir
hedeftir (69, 70). Bunun baglica nedenleri; a) az miktarda normal fagositin
vicut savunmasi igin yeterli olabilmesi ve ciddi enfeksiyonlari énleyebilmesi
(X-linked KGH taglyicilarindan elde edilen bilgilere goére), b) KGH ta yeterli
dizeyde normal fagosit Uretebilecek geni dizeltimis myeloid koék hicre
engraftmenti elde etmenin mimkin olmasi, c) NADPH oksidazin kisimlarini
olusturan proteinlerin genleri ve ilgili defeklerinin sekans analizi ile
tanimlanmasi, d) uygun genin transferi ile EBV—transforme B hiicre kusagi ve
monositlerde  NADPH oksidaz defektini dizeltimesi ve eksik proteinin
yeniden ekspresyonunu saglayabildiginin gdsterilmesi, e) X-linked ve
otozomal resesif KGH formlarinda kok hicre énculerinde uygun geni tagiyan
retroviral  vektérler ile NADPH oksidaz aktivitesinin  basari ile
dhzeltilebilmesidir (70-80).
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Son yapilan calismalardan birinde p47°"* defekti olan 5 hastada
otolog CD34" periferik kdk hlicrelere in vitro olarak retroviral vektorler ile
p47°"* cDNA si transfer edilmis ve bu geni diizeltiimis kok hiicreler hastaya
verilmigtir (70, 81). DHR 123 akim sitometri ile yapilan analizde gen transferi
yapiimis grandlositler, infizyondan 3 ile 6 hafta sonra periferde en ylUksek
dizeye ulagsmistir. Gen transferi yapilmis granulositler dolasimdaki
granulositlerin yaklasik 9%0.004 ile %0.05 ini olugturmustur. Bes hastanin
ikisinde, geni dlzeltiimis granulositler, inflzyondan 6 ay sonrasinda da
gorulmastar. Ancak, nétrofil édmrinin ¢ok kisa olmasi nedeniyle geni
dlzeltilen hicreler bir sire sonra 6lmektedir. Bu nedenle gen tedavisi
sureklilik isteyen bir yaklagimdir. Agir veya sik enfeksiyonlar sirasinda
kullanilabilece@i distnutimektedir.

2.1.7 KGH Tasuyicilari ve Liyonizasyon Sapmasi

Embriyonik yasamin ilk glnlerinde (12-15 gin) maternal ve paternal
kaynakh her iki X kromozomu da aktiftir. Saglhkli kadinlardaki her somatik
hiucrede bulunan iki X-kromozomundan birisi erken embriyonik gelisim
déneminde (blastocyst evresi) inaktive edilir. Yaklasik 1000 htcrelik bir
evreye ulasinca inaktivasyon tamamlanir. inaktivasyon karakteri mitozla
olusan sonraki hucrelere aynen gecer. Bu hipotezi ilk aciklayan lyon’a gére
inaktivasyon maternal ve paternal orijinli X-kromozomunda rasgele “random’
meydana gelir. Kadinlardaki hlcreler %50 maternal %50 paternal X
kromozomunun eksprese oldugu mozaik yapiya sahiptir (82, 83). X-
kromozom inaktivasyonu genetik hastaliklarin  ve  neoplazmalarin
patogenezinin anlasiimasinda olduk¢a 6nemli bir kavramdir. X kromozom
inaktivasyon islemi DNA metilasyonu ile saglanir, paternal ve maternal X
kromozomunda %50 oranindadir. Metilasyona ugrayan X kromozomu
inaktive olur, hicre cekirdeginin bir kenarinda elipsoid kondens bir halde kalir
ve “Barr body” alarak isimlendirilir. X kromozomunda bulunan ve iki adet
metilasyon sensitif Hpall restriksiyon bélgesi olan human androgen reseptor
gen (HUMARA) analizi ile paternal veya maternal X kromozomundan

hangisinin inaktif oldugu belirlenebilmektedir.
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X kromozom inaktivasyonu (liyonizasyon)’a baglh olarak, X-linked
resesif KGH tasiyicilarinda periferik kanda iki nétrofil grubu gdézlenir. Bu
mozaik pattern (iki nétrofil grubu) X-linked KGH tasiyiciliginin saptanmasini
saglar. Bu nétrofillerden saglam X kromozomu tasiyan ve DHR 123 testinde
histogramda sagda bulunan zirve normal, solda y eksenine yakin bulunan
zirve ise defektif X kromozomu olan nétrofilleri gdsterir (sekil 2.1.7.1.) (56). ki

nétrofil grubu arasindaki oran tasiyici bireyler arasinda degismektedir.
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Sekil 2.1.7.1. KGH'da DHR 123 Histogram Gérindm, A) Saglikh Kisi,
B) Hasta C) Tasiyici

Embriyonik gelisim sirasinda X kromozomu inaktif olan hcrelerin
segiminin rastgele olmasina bagl olarak bazi doku énculeri sadece maternal
ya da paternal X kromozomu tagiyan klonlardan olusur ve tagiyici kadinlarda
bazen X-linked resesif hastaliklar ortaya ¢ikabilir (sekil 2.1.7.2.).

Saglkl kadinlarin gogunlugunda X-inaktivasyon dizeyi %50 olmakla
beraber % 21-31’inde de X inaktivasyonunda sapma beklenmektedir.
Liyonizasyon sapmasinin bir nedeni X inaktivasyonu esnasinda kok hicre
havuzunun kicik olmasidir. Bu nedenle inaktivasyon dlzeyi dokudan
dokuya degisebilir. Embriyonik dénemde inaktivasyonun olugsumu haftalar
icinde gerceklesir. inaktivasyon siireci kan hiicre progenitérlerinde en erken
baglar. Bu nedenle, kan hucrelerinin ayni X kromozomu tasiyan klondan
gelme ihtimali daha fazla olup liyonizasyon sapmasi diger dokulardan ¢ok

daha fazla g6zlenir (84).

10*
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X-inaktivasyon noktasi
100-200 hiicre dénemi

Sekil 2.1.7.2. X-inaktivasyonuna Bagll Klonal Seg¢im. (Embriyonik
yasamin 2. haftasinda baglar sayi olarak 1000 hlcre dizeyine ulasilinca

tamamlanir.)

1990l yillara kadar her bir bireyde liyonizasyon oranin yasam boyu
sabit oldugu kabul ediliyordu. Son caligsmalarda, hemotopoetik hlicrelerde
liyonizasyon oraninda sapmanin sonradan kazanilabilecegi (acquired
skewing of lyonization) ve yasa bagimli olabilecegi gosterilmigstir (84).

Liyonizasyon oranindaki sonradan olugsan kazaniimig sapmanin X-
linked KGH taslyicilarinda ileri yaglarda ortaya cikan ciddi enfeksiyonlardan
sorumlu olabilecegi distuntlmustir. Nitekim Roesler ve arkadaslari (84) bir
X-linked KGH tasiyicisinin, 20 yasinda normal nétrofil diizeyi %40 iken 25 yil
sonraki degerlendiriimesinde bu oranin %6 dizeyine indigini ve KGH
bulgular ortaya ¢ikmig oldugunu gdsterdiler. Lun ve arkadaslari (85) da daha
6nce bir sikdyeti bulunmazken 43 yasinda ciddi apseler nedeni ile takibe
alinan X-linked KGH tasiyicisi olan bir kadinda liyonizasyon sapmasi sonucu
KGH bulgularinin gérildugina bildirmistir.



41

ARAC, GEREC VE YONTEMLER

Calismada, Hacettepe Universitesi Ihsan Dogramaci Cocuk Hastanesi
Pediatrik immiinoloji Poliklinigi'ne basvuran, 19 aileden NBT testi ile KGH
disunUlen 23 hasta ve 53 hasta yakini, ayrica 18 saglkli kontrol olmak Uzere
toplam 94 kisiden, EDTA |1 tUpe alinan periferik kan 6érnegi DHR 123 testi ile
akim sitometrede c¢alisildi. DHR 123 testi ile KGH tanisi alan 19 hasta (16
aileden) ve her calismada birer saglikli kontrolden kan &érnedi NADPH
oksidaz bilesenlerine 6zgin antikorlar kullanilarak alt grup tayini amaciyla
akim sitometrede c¢alisildi. Ayrica, alt grubu belirlenen 9 hasta (7 aile) ve 1
saglikh kontrol olmak Uzere 10 kigside periferik kan 6rneginden steril
kosullarda total hicresel DNA izolasyonu yapilarak genomik DNA dan
sekans analiz yontemi ile mutasyon taramasi yapildi.

3.1.  Aletler (Techizat)

Calismada kullanilan aletler; Hettich universal D-7200 santrifllj cihazi
(Hettich-Universal Tuttlingen, Germany), Hettich Rotanta 460 / 460 R
santrifdj cihazi, sicak su banyosu, pipet, FACSCalibur akim sitometre
(Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA), kapiller PCR cihazi (ldaho
Technology, Idaho Falls, ID, USA), liner PCR termal cycler cihazi, ABI prism
3100 XL genetik analiz cihazi (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).

3.2. Kimyasal Maddeler ve Kitler

Amonyum klorid, sodyum bikarbonat, ethylenediaminetetraacetic acid
(EDTA), Ca, Mg ve fenol red igermeyen Hank’s Balanced Salt Solution
(HBSS), Bovin Serum Albimin (BSA, Fraksiyon V, A-9418), NBT (Nitroblue
tetrazolium), katalaz, dinydrorhodamine 123 (DHR 123), phorbol 12-myristate
13-acetate (PMA), Sigma St. Louis, USA dan temin edildi.

“IntraPrep Permeabilization Reagent” kit (18-24 °C) (Immunotech
Beckman-Coulter Marseille, France), unkonjuge monoklonal antikorlar; MoAb
7D5 (Dr Nakamura, Nagazaki Japonya'dan, Dr Dirk Roos Amsterdam,
Hollanda eliyle hediye), MoAb 449 (Sanquin, Amsterdam The Netherlands),
poliklonal antikorlar; p47 ve p67 (Upstate Serologicals Company Waltham,
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MA, USA), konjuge izotipik kontrol (IgG1-FITC) (340755 BD), sekonder
antikor FITC ile konjuge goat anti-mouse IgG1 (Fab2) antikor (GAM-FITC) ve
FITC ile konjuge goat anti-rabbit antikor (GAR-FITC) (BD Biosciences
Immunocytometry Systems, cat:349031 ve cat:610083, San Jose CA, USA),
DNA izolasyon kiti (Qiagen, Hilden, Germany), fosfat ile tamponlanmis tuzlu
cozelti (Phosphate buffered saline, PBS), 100 bp lik DNA lader, ethidyum
bromr, saf etanol, ylkleme solisyonu (biorad 5X) Sigmadan, DNA PCR Kkiti,
(goldTaq polimeraz, antiTaq polimeraz, dNTPs, Gold buffer), “sephadex” G-
50 superfine resin (cat:17-0041-01, Amersham, Piscataway, NJ, USA), GFX-
PCR DNA ve jel purifikasyon kiti (cat:27-9602-01, Amersham), BigDye
terminator kit Applied Biosystem’den temin edildi.

3.3. Yontemler
3.3.1. NBT Testi

NBT soliisyonunun hazirlanisi; 20 ml %0,9 luk Nacl, (10 ul) 20 ug PMA

stok, 1,7 ml %20 lik serum albumin, 25 ug nitroblue tetrazolium boyasi.

Stok PMA nin hazirlanigi; 1 mg PMA 500 ul DMSO iginde seyreltilerek
ml de 2 ug PMA iceren stok sollisyon elde edildi.

EDTA’h tlpe alinan 2 ml lik periferik kan érneklerinden 200 pl plastik
tiiplere konuldu. Uzerine dnceden hazirlanan NBT sollisyonundan 200 pl
eklenerek sicak su banyosunda 20 dakika 37 °C de inkiibe edildi. Ornekler,
oda 1sinda 10 dakika bekletildikten sonra ayr ayri lamlara yayilarak
kurumaya birakildi. Lamlar kuruduktan sonra giemsa ile boyandi, bir dakika
bekletildi ve distile su ile yikanarak bir dakika daha bekletildi. Boya
kuruduktan sonra yaymalara mikroskopta 1x100 I0k alanda bakilarak
reaksiyon veren koyu mavi renge boyanan fagositlerin sayimi yapildi.
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3.3.2. DHR 123 Testi ile KGH Hastalarinin Tanisi

Solisyon ve Kimyasallarin Hazirlanmasi:

Lizis Calisma Solisyonu; 500 ml distile su, 41.5 gr amonyum kloride,
4.2 gr sodyum bikarbonat, 10 ml 0.5 M EDTA Kkaristirilarak lizis stok
solisyonu elde edildi. 1 birim lizis stok sollsyonu / 9 birim distile su ile

karigtirilarak lizis ¢calisma solisyonu elde edildi.

HBSS buffer; 100 ml HBSS, 0.1 gr albimin fraksiyon V, 200 pyl EDTA
(PH:8.0) kanigimi ile elde edildi ve aynen kullanildi.

Katalaz; 28 mg katalaz, 400 pl HBSS ile karistirilarak stok sollisyon
elde edildi. 130 pyl HBSS buffer igine 10 pl stok katalaz konuldu ve ml de
1000 U katalaz iceren sollsyon elde edildi.

DHR 123; 10 mg DHR 123 ile 1 ml DMSO (dimethyl sulfoxide)
karistirlldi. Elde edilen 29 mM DHR 123 galisma solUsyonu aynen kullanildi.

PMA; 1 mg PMA 500 pl DMSO iginde seyreltilerek ml de 2 ug PMA
iceren stok sollsyon elde edildi. 5 pl stok sollisyon 2 ml HBSS ile seyreltildi

ve son konsantrasyonu 5 ng/ml olan PMA c¢alisma solisyonu elde edildi.
Fagositik Hucrelerin Hazirlanmasi:

Vowells SJ ve arkadaslarinin, kullandigi yéntem modifiye edilerek
deney gerceklestirildi (54, 55). EDTA I tipe alinan 2 ml lik periferik kan
drneklerinden 200 ul 5 ml lik flow tipine konuldu. Uzerine 1:10 oraninda
olacak sekilde, 2 ml lizis ¢alisma sollUsyonu ilave edilerek oda isisinda 5
dakika bekletildi. Hafifce sallanarak ve alt-Ust edilerek eritrositlerin lizis'i
saglanan tlp daha sonra oda i1sisinda 1200 rpm de 5 dakika santriflj edilerek
sUpernatan atildi. Dipte kalan hlcreler tGzerine 2 ml HBSS buffer eklendi ve
1200 rpm de 5 dakika santrif(lj edilerek stpernatan atildi. HBSS buffer ile
yilkama islemi iki kez tekrarlandi ve fagositik hucreler eritrosit kalintilarindan
temizlenerek DHR 123 testi i¢in hazir hale getirildi.
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Hucrelerin PMA ile Stimllasyonu

Eritrositlerden kalintilarinin uzaklastirildigr ve I6kositlerin bulundugu
tlpe, icerisinde 2 ul DHR ve 5 pl katalaz bulunan 400 ul HBSS buffer ilave
edildi. TUp igeriginin karismasi hafif sallanarak ve alt Ust yapilarak saglandi.
Daha sonra, 37 °C de sicak su banyosunda 5 dakika inklibe edilen hticreler
200 er wl olarak, iki ayr flow tipine bélindd. Tuplerden birine 50 ul PMA
digerine ise ayni miktarda HBSS buffer eklendi. Karismasi igin tekrar
sallanan tupler 37 °C de 14 dakika inklibasyona birakildi ve bekletiimeden

akim sitometrede analiz yapildi.

Akim Sitometrede Analiz

Cellquest yazilm kullanilarak yapilan 18-20.000 hicrenin sayildigi
analizde FL1 350 ve kompanzasyon sifir olarak secildi. Canli nétrofiller
etrafinda “gate” olusturulan analizde, normal ve defektif hicre dagilimi
histogram olarak gérUntulendi. Histogram gérintilerinde X ekseni floresan
yogunlugu (intensity), Y ekseni ise hiicre sayisini gdsterdi. X ekseninde; 10
degeri defektif hiicrelerce olusturulan floresan yogunlugu 10° degeri ise
normal hicrelerce olugturulan floresan yodunlugu gdstermektedir.
Histogramlarda nétrofil gruplarinin (M, M1 Mp) sinirlari belirlenerek her zirve

icin analiz detaylari ayri ayri elde edildi.

Stimiilasyon (uyari) indeksi (SI)

PMA ile uyarilan “stimule” 6rneklerde elde edilen floresan yogunlugun
geometrik ortalamasinin uyarilmayan “unstimule” 6rneklerde elde edilen
floresan yodunlugun geometrik ortalamasina orani ile stimilasyon indeksi
(SI) bulundu. SI bir hiicrenin PMA ile uyarilinca inaktif durumuna gére kag kat
daha fazla oksijen radikali Grettigini gbstermektedir (55). StimUlasyon indeksi
normal saghkh nétrofil sayisina bélinerek, nétrofil aktivitesi hakkinda bilgi

edinmek Uzere her bir nétrofil igin S| degeri (Sly) elde edildi.

Varyasyon katsayisi (coefficent of variation)

StimUle hlcrelerin  histogramda x ekseni (Uzerindeki floresan
yogunlugunun varyasyon katsayisi (VK) akim sitometride elde edildi. Bu
deger p47 formunda yiksek (VK; = 70) X-linked formda daha disik (VK; 19-
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39) olarak bulunur. Varyasyon katsayisi X-linked ile p47 formunun ayiriminda

ayri bir parametre olarak kullanildi (55).
Sonuclarin Degerlendirilmesi

Elde edilen histogram gorintileri ve Sl degerleri hasta, tasiyici ve
saglikh kisilerden &nceki calismalarda elde edilen standart 6&rneklerle
kiyaslanarak; KGH, X-linked KGH tasiyiciligi ve X-linked (gp91) ve otozomal
resesif KGH (p47) ayinminin yapiimasi amaciyla kullanildi (55, 56) (sekil
3.3.2.1). Hastalarda aktive olmamis veya ¢ok az aktive bir nétrofil grubu,
tasiyicilarda ise aktive olan ve olmayan olmak tzere iki farkli nétrofil grubu ve
saglhkli kisilerde ise aktive olmus bir nétrofil grubu goértlmektedir (sekil
3.3.2.1).
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Sekil 3.3.2.1 DHR 123 Testinde Standart Histogram Ornekleri; A)
Saglikh Kontrol, B) Otozomal Resesif KGH (p47 defekti), C) X-linked
Resesif KGH (gp91 defekti), D) X-linked Taslyicl.
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3.3.3 Anti-human NADPH Oksidaz Komponent Antikorlari
Kullanilarak Membran ve Sitoplazmik Antijenlerin Boyanmasi ile
KGH Alt Gruplarinin Akim Sitometrede (FACScan) Belirlenmesi

“Permeabilization Kit’i ile (intraPrep reagent 1 ve 2) Nétrofillerin

Fiksasyonu ve “Permeabilizasyon”u

Uretici firmanin &nerdigi protokole uygun olarak intraPrep kiti kullanildi.
EDTA I tipe alinan periferik kan 6rneklerinden 100 pl alinarak 5 ml lik flow
tiplne konuldu. Uzerine 200 pl intraPrep reagent 1 hiicrelerin fiksasyonu
amaci ile eklendi. Tup sallanarak iyice kargtirildiktan sonra 15 dakika oda
Isisinda (18-25 °C) karanlkta inkilbasyona birakildi. Daha sonra hicreleri
yikamak i¢in 2 ml Ca ve Mg icermeyen PBS eklendi ve oda isinda 1200 rpm
de 5 dakika santrifij edilerek stUpernatan atildi. Flow tipUinin dibinde kalan
hlcrelerin Uzerine permeabilizasyon amaci ile 200 ul intraPrep reagent 2
eklendi. Hafifce sallanarak karismasi saglandi ve oda i1sinda 5 dakika
inkilbasyona birakildi. inkiibasyon sonrasi antikorla isaretlemeye hazir hale
gelen hicre stspansiyonundan 50 ser ul 4 alt grup tiplne ve izotip tlpine
dagitildi.

Unkonjuge Primer Antikor ile Fagositik Hiicrelerin Membran ve

Sitoplazmik Antijenlerinin indirekt immiin Boyamasi

Alt grup tiplerine membran komponent gp91 i¢cin MoAb 7D5 (1:100)
10 ul ve p22 igin MoAb 449 (1:100) 10 ul olmak Gzere fare “Mouse” orijinli
unkonjuge spesifik antikor, izotip tuplne 5 ul fare orijinli izotip (negatif)
kontrol (Ig1-FITC) (nonspesifik (irrelevant) antikor) eklendi. Ayri tUplere
sitoplazmik komponentin isaretlenmesi icin tavsan “Rabbit’ orijinli unkonjuge
spesifik poliklonal p47 antikoru (1:100) ve p67 antikoru (1:1000) 10 ar ul
ayrica izotip kontrol tiiptine 5 ul tavsan orijinli izotipik (negatif) kontrol (IgGs-
FITC) (nonspesifik (irrelevant) antikor) eklendi. TUpler karismasi igin hafifce
sallandi ve 15 dakika oda isisinda (18-25 °C) karanlikta inkibasyona
birakildi. inkiibasyon tamamlaninca her tlipe fazla antikorlari yikamak igin 2
ml PBS eklendi ve 1200 rpm de 5 dakika santriflij edilerek stipernatan atildi.

Cellquest yazilimi ile 5.000 hiicre sayilarak analiz yapildi.
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Konjuge Sekonder Antikor ile isaretleme ve Akim Sitometrede

Analiz

izotip thpleri harig alt grup tlplerine 2 ser ul gp91 ve p22 igin sekonder
antikor olarak FITC ile konjuge “goat anti-mouse” IgG1 (GAM-FITC) ve p47
ve p67 icin FITC ile konjuge “goat anti-rabbit” (GAR-FITC) eklendi ve
karismasi icin hafifce sallanarak 15 dakika oda isisinda (18-25 °C) karanlkta
inkilbasyona birakildi. inkiibasyon tamamlaninca nonspesifik baglanmalarin
temizlenmesi igin her tipe 2 ml PBS eklendi ve 1200 rpm de 5 dakika
santrif(lj edilerek slipernatan atildi. Dipte kalan hticrelerin tzerine 500 ul PBS
ilave edildi. Akim sitometrede 5000 hicre sayilarak analiz edildi. Analiz
sonucunda 4 alt grup proteinin 6zgin antijenlerine yonelik antikorlarla
boyanan hicre yuzdesi belirlendi. Sonuglar cellquest yazilm ile
degerlendirildi ve ilgili proteinin ekspresyonunun olup olmadidi incelenerek
hastanin defektinin hangi KGH alt grup eksikligi oldugu belirlenmeye caligild.

Bu arastirmanin yeni uygulanmasi nedeni ile anti-NADPH oksidaz
komponent antikorlarla alt grup tanisinda, sinir olarak hangi ekspresyon
ylzdesinin alinacagi konusunda standart bir deger yoktu. Bu nedenle en
disUk ekspresyonun (tim antikorlarin degerleri birbirine ¢ok yakinsa bu
ybénde bilgi edinilemez) defektif olan alt grubu ifade edebilecegi kabul edildi.

3.34 KGH Hastalarda Sekans Analizi ile Mutasyonun

Belirlenmesi

a) Genomik DNA (gDNA) izolasyonu

Qiagen protokoline gbre; 300 ul kan érnegi, 30 ul proteinaz K ve 300
ul buffer A1 eppendrof tiip icine konularak, karistirildi ve 56 °C de 10 dakika
inkiibasyonda tutuldu. Uzerine 200 ul saf alkol eklendi, karistirilarak spin-
kolon’a konularak 8000 rpm de 1 dakika cevrildi. Alt kisim tlpU yenisi ile
degistirilerek 500 ul AW1 buffer eklendi ve 1 dakika 8000 rpm de cevrildi. Alt
kisim tUpU yenisi ile degistirilerek 500 ul AW2 buffer eklendi ve 3 dakika
14000 rpm de cevrildi. Spin-kolon tUpldndn UGst kismi eppendrof tlpe
yerlestirilerek Uzerine 310 ul AE buffer eklendi ve 1 dakika 8000 rpm de
cevrildi. Eppendrof tiip iginde ayrilmis olan DNA kullaniimak tzere saklandi.
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b) gDNA’dan Mutasyon Taranacak Ekson DNA sinin (Ekson
Spesifik PCR ile) Elde Edilmesi

PCR icin Sollisyon Hazirlanmasi

Ependrof tlp icine 1.5 ul 10 x “Gold buffer’, 6.3 ul deiyonize steril
distile su, 0.4 ul 5 U/ul goldTaq polimeraz, 0.2 ul antiTaq polimeraz, 0.6 ul
200 mM dNTPs, 0.5’er ul 40 pM primer’ler eklenerek PCR igin sollsyon
hazirlandi (tablo 3.3.4.1). Elde edilen karisim 30 saniye santriflj edilerek

tamamen karigmasi saglandi ve Uzerine 5 pul gDNA eklendi.

Tablo 3.3.4.1 CYBB Geni Ekson Spesifik PCR Soliisyonunun igerigi

Madde Hacim (+) Kontrol (-) Kontrol

ddH>O (deiyonize distile su) 6.3 w + +
10 x “GoldBuffer” 1.5 ul + +
AntiTaq 0.2 w + +
GoldTaq 0.4 + +
dNTPs 0.6 pl + +
Ekson Sens Primer 0.5 ul Su +
Ekson Antisens Primer 0.5 ul Su +
Toplam PCR Mastir sol 10.0 pl

DNA 5.0 l + Su

Tablo 3.3.4.2 CYBB, Ekson Spesifik PCR i¢in Primer Kombinasyonlari

Sense primer Antisense primer

Exon1 5-GCT GGT TAG TTA AAA AGT TAT TTC ACT GTG -3’ 5’ — GAT AAC CCC AGA AGT CAG AG -3’

Exon2 5-CCA GTC TTG TGT GGA ATC TAC TGT GGA AAT GCG G-3’ 5 —TGT GAC CAG CCAATATTG CATG -3
Exon 3 5-CCT CAT GCT AAG AACCTT GG -3’ 5-TTGATGGCCTTTGAAAATTAGAGGAACTTAG-3
Exon4 5-TT AAC AAT TAC TAT TCC ATT CTT TCC CCC-3’ 5'-CTATGAATAGAGGGA ACTCCCTGG TTCCAA G-3
Exon5 5-GCT GTC CCA GAA ACC CAG CTT AC -3 5'— TCT AAG TCA GAT AAT GAG AGG-3'

Exon 6 5-GTG AAAATATCT ATT GTT CTA TAC ATA GGA CAC-3 5"— GGA CAT GAAATCCTT CACTTC AG -3’
Exon7 5-TCC TAT TAC TAAATG ATC TGG -3 5'—TAC ATG TTT CTT AGA CAC AGG -3

Exon 8 5-CCT CTG AAT ATT TTG TTATCT ATT ACC AC -3’ 5 —TTA GAC ACT GACCACTAGT-3

Exon 9 5-CCA TAT GAC TAA AAA GGC AAG -3 5 —CCT GAACAC ATATACGTTGG -3

Exon 10 5'-TGA AGA GCA AGA CAT CTC TGT AACTA-3 5"— ACT GCT CTA AGG CCC TCC GAT AAAT -3’
Exon 11 5-GTG GAA TTC CAC ATG GTAATG -3 5'— GTC ACT ATG GAA GGA CCT GAG -3’

Exon 12 5-CTG AAT TCATGT CCTTTC CTG -3’ 5'-GGC AGA TGC AAG CCT CAA AAA CAT C-3’
Exon 13 5-TAC CTG CTT GTA GAC ATC TCA T-3 5'-AGCATTATTTGAGCATTGGCAGCACAACCCACA-

3
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CYBA geninin analizinde tablo 3.3.4.1 deki sollsyonlara ek olarak her
bir 6rnek icin 1.2 ul DMSO eklendi. PCR reaksiyonunda asagida belirtilen
sentetik oligontkleotidler (primer) kullanildi (tablo 3.3.4.2) (tablo 3.3.4.3) (87).

Tablo 3.3.4.3 CYBA, Ekson Spesifik PCR i¢in Primer Kombinasyonlari

Sense primerler Antisense primerler

Intronik primerler

1LA ccagccgggttegtgtc 1RA2 tggcgccccacttccccaccctgt

2LA8 ggtggcccacagtaggtagagaa 2RA8 gctcactgtgaagtggctcececca
2RA6 cgcccaccccagcectecag

3LA ctgagctgggctgttcctt 3RA ccacccaaccctgtgagce

4LA caaaggagtcccgagtgg 4RA gctccaagccctectgag

5LA ccctgggtctgcagtctgect 5RA cccaggctcacacttgctcceca

5LB cctgagactttgttggect 5RB ggcttcaagggccatgcgtgt

6LA5 cctctctgagtggcagtcaca 6RA3 cggccttcgetgegttta

6LB cctgtcccagggceccecta 6RB atgcaggtgggtgcacct

Exonik primerler

cDNA 1F ATGGGGCAGATCGAGTGGGCCAT cDNA 2F CTCATCACCGGGGGCATCGT
cDNA 2R GAAGCGCCCAGCTGTGGCCACGAT
cDNA 3R GGGTACTCCAGCAGGCACACAA
cDNA 4R GATGCAGGACGGCCCGAACAT

cDNA 5F CTGCTGGCCACCATCCTTGGGA

cDNA 5F2 CTGGCCATTGCGAGCGGCA

cDNA 6F CAGATCGGAGGCACCATCA cDNA 6R TCACACGACCTCGTCGGTCAC

Ekson Spesifik Kapiller PCR icin Kullanilan Sicaklik Ayarlari

Hazirlanan PCR karigsimi 10 cm uzunlugundaki kapiller i¢ine alindi, ug
kisimlar yakilarak kapanmasi saglandi ve kapiller termal cyclera konuldu.
CYBB geni icin PCR, 10 saniye 95 °C de denaturasyon, 30 saniye 52 °C de
“annealing” ve 15 saniye 72 °C de “extension” basamagindan olusan 50
déngulik program ile yapildi (tablo 3.3.4.2). CYBB geninden farkli olarak
CYBA geni igin PCR da sadece “annealling’ 1sis1 60 °C olarak uygulandi.

Diger parametrelerin aynisi kullanildi.

Tablo 3.3.4.4 Kapiller PCR igin inkiibasyon Sartlari, CYBB Geni

Basamak Sire Sicaklik
1-“Denaturation’ 10 saniye |95 °C ]
2-“Annealing’ 30 saniye |52 °C (50 déngil
3-“Extension” 15 saniye |72 °C]

Slope:9
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Kontrollerin Hazirlanigi

Kontaminasyonu ve reaksiyonun isleyigini takip etmek icin, negatif ve
pozitif kontrol érnekleri kullanildi. Bu amagla PCR i¢in érnekler hazirlanirken
bir tipe hicresel DNA yerine su (negatif kontrol), diger bir tipe de bilinen bir
DNA 6rnegi (pozitif kontrol) konuldu. Bu negatif ve pozitif kontrol érnekleri
yalanci negatifligi ve pozitifligi degerlendirmede kullanildi. Elektroforez
sonucunda negatif kontrol érneginde amplifikasyon olmasi kontaminasyon,

pozitif kontrol 6rneginde band olusumu da deneyin dogru oldugunu gésterdi.

c) DNA Amplifikasyonunun Agaroz Jel Elektroforezinde
Gosterilmesi

Elde edilen DNA 6rneklerine %2 lik agaroz jel elektroforezi uygulandi.
Bu amagla 1 gr agaroz jel, 100 ml TAE (tris asetikasit EDTA) solisyonu
(1x40 mM Tris asetat, 1x1 mM EDTA, pH: 8) ile karistirilarak mikrodalga
firinda kaynatildi. Jelin 70 °C’ ye kadar sogumasi beklendi ve tzerine EtBr- 3
u %10 Iluk ilave edilerek karismasi saglandi. Jel tankinin taraklari
yerlestirilerek icerisine jel dokdldi. Soduk odaya konulan jel tankinda
soguyan jel Uzerine, jel seviyesini gecene kadar TAE sollisyonu eklendi.
Ekson spesifik PCR sonucu elde edilen 3 ul DNA Uzerine 1 ul yikleme
solisyonu (bromofenol-blue, EDTA, slkroz, lauril silfat) eklenerek jeldeki
kuyucuklara konuldu. DNA lar 90-100v / 70-90 mA de 30 dakika elektroforeze
tabi tutuldu. Elektroforez sonucu olusan bandlari degerlendirmek i¢in 5 ul 100
bp lik DNA lader kullanildi. Bandlari gérintileme amaciyla, jel kamerali
dltraviyole transilluminatdér sisteminde incelendi ve fotografi cekildi.
Amplifikasyonu olan érnekler, sekans analizi ile mutasyon taramasi yapiimak

Uzere secildi.
d) Elde Edilen DNA nin Purifikasyonu ve Lineer PCR’a Hazirlik

Big-Dye Primer Kullanarak: PCR dan elde edilen ekson spesifik
amplifiye DNA primer’lerden temizlenmeden dogrudan kullanildi. Plate’de
bulunan her kuyuya 5 pl distile su ve Uzerine 2 ul DNA eklendi. Bir baska
plate’e 4 nukleotitden (ANTP) (DP(BD21M13)v1) 4 er pl olmak Gzere her bir

6rnek icin konuldu. Bdylece her érnek igin olusturulan Adenin, Guanin,
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Sitozin ve Timin bulunan kuyulara o 6érnegin DNA sindan 1l transfer edildi.
Uzerine buharlagmay! engellemek icin dzel kirmizi yag eklendi ve liner PCR

a gecildi.

Big-Dye Terminator Kullanarak: Bu yéntemde DNA nin PCR
primerlerinden temizlenmesi gerektiginden DNA “GFX-PCR DNA ve jel
purification kit"i ile primer’lerden arindirildi. Bu amagcla kullanilan spin-kolon
tUpanan Gst kismina 5 ul DNA ve Gzerine 50 ul “capture buffer” eklenerek 1
dakika 15000 rpm de santriflj yapildi. Daha sonra Ust tipe 500 ul etanol
eklenerek 15000 rpm de 1 dakika g¢evrildi. Spin-kolon tipUntn alt tipl yerine
yenisi konuldu ve Ust tipe washbuffer eklenerek 15000 rpm de 1 dakika
cevrildi ve yeni alt tupte purifiye DNA elde edildi.

Dye-Terminatér mix; 4 wl su, 2 ul 5x squeBuffer ve 4 ul
KB_3100_POP6_BDTvi.mob ile hazirlandi ve Uzerine 1 ul (0,5s+0,5as)
primer ile 10 pl purifiye edilmis DNA eklenerek liner PCR a gegildi.

e) Lineer PCR

Dye-Primer veya Dye-Terminatér isaretli PCR amplifiye ekson spesifik
DNA bulunan plate, cihazin isitici Gnitesine yerlestirildi. Dye-Primer icin liner
PCR; 10 saniye 95 °C de “denaturation”, 15 saniye 50 °C de “annealing” ve
“extension” basamagindan olustu. 50 déngulik programda kalibrasyon 150
olarak cahstirildi (tablo 3.3.4.5). Dye-Terminatér igin liner PCR; 10 saniye 95
°C de “denaturation’, 10 saniye 50 °C de “annealing’ ve 3 dakika 60 °C de
“extension” basamagindan olustu. 50 déngulik programda kalibrasyon 150
olarak ¢alistinidi (tablo 3.3.4.6).

Tablo 3.3.4.5 Dye-Primer igin Liner PCR inklibasyon Sartlari

Basamak Sire Sicaklik
1-“Denaturation” 10 saniye |95 °C]|
2-“Annealing” ve “Extension” 15 saniye |50 °C t50 déngii
3-Kalibrasyon 150
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Tablo 3.3.4.6 Dye-Terminatér icin Liner PCR inkilbasyon Sartlari

Basamak Sire Sicaklik
1-“Denaturation” 10 saniye |95 °C]
2-“Annealing’ 10 saniye |50 °C t50 déngii
3-“Extension” 3 dakika |72°C]
Kalibrasyon 150

f) Sefadeks ile Temizleme

Sekans analiz dncesi DNA nin biyik moleklllerden arindiriimasi igin
96 kuyulu millipore plate ve sefadeks (MAHVN4550.G50 superfine) (cross-
linked dextran icerir ve DNA yi blyUk molekulllerden temizler, taq polimeraz
gibi) kullanildi. Plate Gzerindeki kuyular sefadeks ile dolduruldu ve Gzerine
300 pl su eklenerek 3—10 saat (liner pcr sonrasina kadar) sefadeksin suyu
tutmasi icin beklendi. Liner PCR sonrasi su ile genlesen sefadeksin oldugu
millipore plate 5 dk 1800 rpm (21 °C) de santrif(j edilerek suyu suzuldi ve
altina analiz plate yerlestirildi. Dye-Primer veya Dye-Terminator isaretli PCR
arind, sefadeks plate Uzerine eklenerek 5dk 1800 rpm de santriflij edilerek
DNA nin biydk molekillerden arindiriimasi( taq polimeraz dahil) saglandi.

dg) Sekans Yiikleme Soliisyonunun Eklenmesi

Sefadeks ile purifiye olan ve analiz plate’inde elde edilen DNA, liner
PCR da 20 dakika 90 °C de icerigindeki suyun buharlagsmasi icin bekledi.
DNA o&rneklerinin bulundugu analiz plate’inde her kuyuya 10 pl sekans
yukleme buffer eklendi (Hi-Di formamide P/N4311320) ve 95 °C de 1 dakika
isitihp DNA  zincir ¢iftinin ayrilmasi saglandi ve ABI 3100 e analiz igin
yerlestirildi.

h) ABI 3100 Sekans Cihazinin Analize Hazirlanmasi

Cihaz pre-run da calistirildiktan sonra analiz yapilacak &rneklerin

listesi yapilip analiz protokoli hazirlandi (tablo 3.3.4.7). Standart sekans
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islemi 50 cm lik kapiller secilerek yapildi. Sekans islemi 2.5 saatte

tamamlanarak sonugclari analiz asamasina gegildi.

Tablo 3.3.4.7. DyePrimer ve Terminatér icin BaseCaller ve Primer Listesi

Sekans Kimyasall Basecaller Dyeset/primer
ABI Prism BigDye Primer v1.1 3100POP6SR.bcp DP(BD21M13)v1
ABI Prism BigDye Terminatér vi.0  KB.bcp KB_BDTv1.mob

i) SeqScape v2.1.1 ile Sonuclarin Analizi Yapilarak Mutasyon
Taranmasi

Sonuglarin 5.1 ABI analiz programi ile én analizi yapildi ve mutasyon
taramasi igin yeterli olan 6rneklerde SeqScape v2.1.1 yazihm kullanilarak
arastirma yapildi. Bu programla referans DNA dizileri ile érnek DNA dizileri
otomatik olarak Kkarsilastirilarak farkliliklar arastirildi  ve mutasyonlar
belirlendi.

3.4. Istatistik

Galismada elde edilen verilerin istatiksel analizleri SPSS programi
kullanilarak yapildi. Normal nétrofil dizeyi-yas iligkisi ve normal nétrofil
dlizeyi- her bir nétrofil icin S| degeri arasindaki iliski pearson korelasyon
katsayisi (r) kullanilarak belirlendi ve anlamliik ydéninden p degeri
hesaplandi.
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BULGULAR
4.1. DHR 123 Testinin Optimizasyonu
Kan Orneklerinin Calisma Zamani ile ilgili Optimizasyon

EDTA | tipe alinan hasta ve kontrol periferik kan érnekleri 2, 6 ve 24
saat bekletilerek caligildi. Elde edilen sonuglarda nétrofil fonksiyonlarinda
kismi azalma disinda &6nemli bir farkliik g6zlenmedi. Bunun Uzerine
gerektiginde bazi hastalardan kargo ile kan 6érnegdi elde edilerek calisma
yapilabilecegi belirlendi. Ayrica, kan alimindan sonra 48 saat beklendiginde
nétrofil fonksiyonunda kismen azalma oldugu gézlendi. Calismalarimizda kan
alimini takip eden ilk 6 saat icinde érneklerin ¢aligiimasi planlanarak érnekler

arasinda bu yénden bir farklilik olusmamasina dikkat edildi.
Kullanilan Kan Miktari ve Kimyasallar ile ilgili Optimizasyon

Bu asamada 400 pL kanin g¢alisma icin yeterli oldugu goruldd.
Malzeme sarfiyatinin azaltilmasi ve gerektiginde daha az bir kan 6rnegi ile de
deneyin yapilabilirligini incelemek amaciyla ayni deney 200 pL ve 100 pL kan
ornekleri ile denendi. Her ikisinde de deneyin yeterli sekilde galistigi gozlendi.
Bunun Uzerine 200 pL kan 6rneg@i kullanimi ile deney asamalarinin gorsel
izleniminin 100 pL kullanimina gére daha kolay olmasi ve pipetaj hatalarinin
daha kolay fark edilebilmesi nedeniyle bu deder en uygun deger olarak
secildi. Deneyde kullanilan kimyasallarin miktari kan miktarina gére yeniden
dizenlendi.

PMA Miktarinin Optimizasyonu

Stimilasyon icin kullanilan ve 3.2x10° nM ik konsantrasyonda
hazirlanan PMA 25 pl, 50 pl ya da 100 pl olarak kullanildiginda sonuclarda
cok belirgin bir fark olmadigi gézlendi. Referans arastirmalara uygun olarak
deney 50 pl PMA kullanilarak standardize edildi.
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inkiibasyon Siiresinin Optimizasyonu

37 °C de inklbasyon siresi 10-15 dakika arasinda denendi. Birbirine
benzer sonuglarin her iki srede alinmasi Uzerine ve referans arastirmadaki
14 dakikalik silreye uyularak deney gerceklestirildi. Ancak 37 °C de 15
dakikadan daha wuzun sure beklendiginde notrofilerin  bir kisminin
fonksiyonunu kaybettigi géruldid. Ayrica, akim sitometre cihazi analize
hazirlanirken o6rneklerin oda 1sisinda 15-20 dakika daha beklemesinin
sonuglar Gzerinde énemli bir etkisinin olmadigi ve 37 °C yerine 22 °C lik oda
Isisinda inkiibasyonda kismi bir stimilasyonun oldugu ancak 14 dakikadan

daha uzun bir sireye gerek duyuldugu goézlendi.
Akim (Flow) sitometrede analiz optimizasyonu

Stimille edilmis ve edilmemis hlcreler “cellquest’ yaziliminin oldugu
cihazda FL1 350 degerinde iken ve kompanzasyon sifirlanarak analiz edildi.
Optimizasyon i¢in 5000, 10,000 ve 20,000 hiicre sayilarak analiz yapildi.
Elde edilen verilerin birbirine yakin oldugu goézlendi. Hicre sayisinin fazla
olmasinin hassasiyeti artiracagi distnulerek her érnek icin 18-20,000 hiicre
sayildi.
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4.2. Kontrol Grubunda DHR 123 Test Sonuclari

Kontrol grubu 10'u 3-10 yas arasinda, 4’0 10-20 yas arasinda,
digerleri ise 25, 30, 41 ve 52 yasinda olan 11’i kadin 7’si erkek toplam 18
saglikli kisiden olustu (tablo 4.2.1). Kontrol grubu yasinin median degeri 9 idi.

Tablo 4.2.1. Kontrol Grubu ve DHR 123 Degerleri

Hasta No Yas Cinsiyet | NN Sayi Sl Sl VK
1 3 Erkek 17222 62 0.0036 27
2 3 Kiz 17452 91 0.0052 33
3 4 Kiz 17142 88 0.0051 46
4 5 Erkek 16642 100 0.0060 40
5 6 Erkek 18917 66 0.0035 29
6 6 Kiz 18100 93 0.0051 25
7 7 Erkek 17909 70 0.0039 45
8 8 Kiz 17105 65 0.0038 52
9 9 Kiz 17250 75 0.0043 46
10 9 Erkek 18512 60 0.0032 25
11 10 Erkek 18831 92 0.0050 50
12 12 Erkek 18204 85 0.0047 30
13 15 Kiz 18055 65 0.0036 44
14 18 Kiz 17428 61 0.0035 33
15 25 Kiz 14308 107 0.0074 37
16 30 Kiz 18025 68 0.0037 27
17 41 Kiz 17308 90 0.0051 47
18 52 Kiz 18205 96 0.0052 41

SlI: Stimiilasyon indeksi, Sli: her bir nétrofil igin SI, VK: Varyasyon Katsayisi, NN:

Normal Notrofil,

Kontrol grubunda periferik kan 6érneginden yapilan DHR 123 testinde
drneklerin hepsinde nétrofillerin timindn saghkli nétrofil grubunda oldugu

g6zlendi (tablo 4.2.1.). Kontrollerin Sl degeri 60-107 arasinda (ortalama +
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SD: 79.6 £15.4) bulundu. Kontrollerin Sl; degeri 0.0032-0.0074 arasinda
(ortalama + SD: 0.0043 + 0.0010) bulundu. Kontrollerde VK degeri 25-52
arasinda (ortalama = SD: 37.6 + 9.1) bulundu (tablo 4.2.1.).

4.3. Hasta ve Yakinlarinda DHR 123 Test Sonuclari

KGH hasta grubu 2-18 yaslar arasinda (ortalama + SD: 8.08 + 5.15)
olan, 10°u kiz, 13’0 erkek, 19 aileden toplam 23 hasta icermektedir (tablo
4.3.1.). Ailelerden 12’sinde ebeveynler arasi akrabalik varken 7 ailede
akrabalik yoktu. Hastalarin median yas degeri 7 olarak bulundu. Hastalardan
H7, H22 ve H23 ¢alisma devam ederken enfeksiyon nedeni ile kaybedildi.

Hasta 6rneklerinin DHR 123 testi ile elde edilen S| degerleri 1-10.6
arasinda degisiyordu (ortalama = SD: 3.08 * 2.97). Nétrofillerin PMA ile
stimilasyonunun hastalardan 11 inde ¢ok dusik dizeyde oldugu (Sl:1),
5’inde SI'nin 1.3-3.5 arasinda ve 7’sinde ise 4-10.6 arasinda oldugu gdzlendi.
Sl degerleri NBT degerleri ile uyumlu bulundu.

Hasta 6rneklerinin DHR 123 testi ile analizinde stimlle hiicrelerin
histogramdaki x ekseninde dagiliminin varyasyon katsayisi (VK): 25-92
arasinda degisiyordu (ortalama + SD: 50 + 21) (tablo 4.3.1.).

Annelerin tima X-linked KGH tasiyiciligi yéninden DHR 123 testi ile
incelendi. Bes ailede, 8 erkek (H1-H8) hastanin annelerinden elde edilen
histogramlarda X-linked tasiyicilik ile uyumlu, hasta ve normal olmak Uzere
iki farkh (mozaik) nétrofil grubu (bimodal histogram) bulundu (tablo 4.3.1.).
Annelerinde X-linked tasiyicilk bulunan hastalarda ebeveynler arasi
akrabalik yoktu (tablo 4.3.1.).



Tablo 4.3.1. Hastalarin DHR 123 ve NBT Degerleri
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'L,\\}'c‘f Hﬁlf)ta Yas | Cinsiyet | Akrabalik ngl VK A"‘fg; ;((-:I:l?lEGd NBT
Ala H1 1 Erkek - 1 31 + 2
Ab | H2 | 6 | Erkek } 1 25 . 2
Ab | H3 | 8 | Erkek i 1 28 . 0
A2 | H4 | 5 | Erkek i 1 26 . 0
A3 | H5 | 8 | Erkek i 18 | 49 . 1
A3 | He | 6 | Erkek i 35 | 55 . 0
A4 | H7 | 2 | Erkek i 1 44 . 0
A5 | H8 | 0 | Erkek i 15 | 40 . 0
A6 | H9 | 10 | Erkek ; 3 | 78 ; 1
A7 | H10 | 9 | Erkek i 10 | 6 i 11
A8 | H11 | 15 | Erkek ; 7 | 80 ; 9
A9 | Hi2 | 8 Kiz ; 52 | 92 } 4
A9 | HI3 | 4 Kiz ; 4 | 78 ; 4
A0 | H14 | 15 | Kiz ; 10,6 | 60 : 7
A1 | H15 | 13 | Erkek ; 1 26 } 2
A2 | H16 | 5 Kiz ; 1 25 } 0
A3 | HI7 | 17 | Kiz . 13 | 29 ; 0
A4 | HI8 | 15 | Kiz , 6 | 71 i 5
A15 | H19 | 5 | Erkek ; 1 45 } 0
A6 | H20 | 18 | Kiz ; 1 29 i 0
A7 | Het | 7 Kiz . 1 37 } 1
A8 | Ho2 | 4 Kiz ; 1 59 i 2
A9 | H23 | 5 Kiz ; 4 | 64 i 2

Sl: Stimilasyon indeksi VK: Varyasyon Katsayisi
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4.4. DHR 123 Test Degerlerine Gore X-linked ve Otozomal Resesif
KGH ayriminin yapilmasi

X-linked KGH, S| degerinin cok dislUk oldugu ve annenin tasiyici
oldugu erkek hastalarda 6n planda dasinuldd. Kiz hastalar (n:10) ve
annelerinde X-linked tasiyiciik olmayan erkek hastalarda 6n planda
otozomal resesif KGH (p47, p22, p67) olabilecegi dusunuldi. Otozomal
resesif KGH distnllen 15 hastadan bir erkek hasta (H10) hari¢ hepsinde
(n:14), ebeveynlerin arasinda akraba iligskisi olmasi da bu gérist destekledi
(sekil 4.4.2.). Bunlardan Sl degerleri nispeten yilksek bulunanlarda ise p47
defekti disln0ldu.

p47 defekti dislinilen 8 hastada (H9-H14, H18, H23) DHR 123 Sl
degerleri 3-10.6 (ortalama + SD: 6.22 + 2.81) ve VK degerleri 61-92
araliginda (ortalama + SD: 73.28 +11.92), p22, gp91 ya da p67 defekti
olabilecegi dusinilen diger 7 hastada (H15-17, H19-22) ise SI:1-1.3
(ortalama + SD: 1.04 + 0.11) ve VK:25-59 araliginda (ortalama + SD: 40.12
+16.98) idi.

Annelerin tamaminda X-linked KGH taslyicilidi incelendi ve sadece 5
ailede annelerin tasiyici oldugu gdésterildi. S| degerleri ¢ok disik olan bu
hastalar, annelerindeki tasiyici 6zellige bagh olarak (H1-H8) X-linked resesif
gp91 defekti olarak kabul edildi (tablo 4.3.1.) (sekil 4.4.1). X-linked gp91
defekti olarak kabul edilen hastalarda (n:8) Sl:1-3.5, (ortalama S| + SD:1.48 +
0.87) ve VK:25-55 (ortalama VK = SD: 37.25 + 11.38) araliginda idi. Bu
grupta VK degerleri kontrol degerlerine ¢ok yakindi. Diger erkek hastalarin
(H9,10,11,15 ve 19) annelerinde ise X-linked tasiyicilik bulgusu olan bimodal

histograma rastlanmadi.
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4.5. X-Linked gp91 Defekti Olan Ailelerde, Tasiyicilik ve Normal
Nétrofil Diizeyinin Yas ve Her bir Normal Nétrofil icin Sl ile iligkisi

DHR 123 testi ile 6 ailede 9 X-linked tasiyici saptandi. Tasiyicilar 2-63
yas araliginda 6 anne, 1 anneanne, 1 blyltk anneanne ve 1 kiz kardes idi.
Caligilan diger 2 teyze ve 1 kiz kardes tasiyici degildi (tablo 4.5.1) (sekil 4.5.1)
(sekil 4.5.2). Tastyicilarin tamami saglikh olmakla beraber, aile1 de anne ve
anneanede zaman zaman lenfadenopatiler, lupus benzeri lezyonlar ve

fotosensitivite oldugu dégrenildi.

Normal ve defektif nétrofil oranlar yéninden tagsiyicilar arasinda
farkliik oldugu gbézlendi. Bir ailede (aile 1) ayni X geni tasiyan tasiyici
bireylerin defektif notrofil duzeyleri de farkh olup %19-%62 arasinda
degisiyordu (sekil 4.5.1) (sekil 4.5.2). BOylece bireysel faktorlerin yani sira
tasiyicilarda defektif nétrofil ylzdesi Uzerinde yasin da etkili olabilecegi
disun0ldi. Yas ve normal nétrofil dizeyi birlikte degerlendirildiginde
tasiyicilarda normal nétrofil dizeyinde ileri yaslarda azalma oldugu gbézlendi
(sekil 4.5.3.). istatistiksel analizde yas ile normal nétrofil diizeyi arasinda
anlamli bir iligki (ters korelasyon) oldugu saptandi (r:-0.75, p:0.05). Ayrica aile
1b de annenin 1996 yilindaki NBT degeri 72 iken bu kiginin 2004 yilindaki
NBT degerinin 58 oldugu belirlendi.

Ayrica, taslyicilarda ileri yaslarda normal nétrofil dizeyi (NND)
azalirken Sl degerlerinde azalma olmadigi gbézlendi (tablo 4.5.1) (tablo
4.5.2.). Bu sayica azalan normal nétrofillerin oksidatif kapasitelerindeki artigla
iligkili olabilir. Tastyicilarda bir nétrofil icin stimllasyon indeksi (Sl1) 0.0043—
0.0146 araliginda (ortalama = SD: 0.0078 = 0.0032) bulundu (tablo 4.5.2.)
(sekil 4.5.4.). Kontrollerde ise Sl; 0.0032-0.0074 arasinda (ortalama + SD:
0.0043 £ 0.0010) bulundu (tablo 4.2.1.). Tasiyicilarda NND ile her bir normal
noétrofil icin Sly degeri arasinda anlamli bir iligki (kuvvetli bir ters korelasyon)
oldugu saptandi, r-0.88, p: 0.01.
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Tablo 4.5.1. X-linked Hasta Yakinlarinin DHR 123 Degerleri

Nétrofil DHR 123 S|

Hasta Yakinlari  Yas Defektif % Normal Defektif Normal TANI

Ala Anne 25 19 81 4.4 63 Tasliyicl
Ala Baba 26 0 100 0.0 104 Normal
Ala Anneanne 42 34 66 3.4 82 Taslyicl
Ala B.Anneanne 63 62 38 2.0 100 Taslyicl
Alb Anne 39 50 50 24 105 Tasliyicl
A1b Baba 40 0 100 0.0 105 Normal
A2 Anne 27 39 61 4.0 102 Taslyicl
A2 Baba 30 0 100 0.0 105 Normal
A2 Kiz kardes 3 22 78 5.3 100 Tasliyicl
A2 Teyze 38 0 100 0.0 92 Normal
A2 Teyze 40 0 100 0.0 105 Normal
A3 Anne 39 29 71 3.0 70 Tasltyicl
A4 Anne 24 32 68 1.5 68 Taslyicl
A4 Baba 26 0 100 0.0 80 Normal
A4 Kiz Kardes 5 0 100 0.0 40 Normal
A5 Anne 23 9 91 10 93 Tasliyicl

SI:PMN igin stimilasyon indeksi
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Sekil 4.5.1. X-linked Tasiyicilarda Normal Nétrofil Dlzeyleri
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Sekil 4.5.2. X-linked KGH bulunan Ailelerde DHR 123 Histogram GérUntuleri;
Aile1a-b, 2, 3 ve 4 deki Kontrol, Hasta ve Tasiyicilar. ici tarali olmayan
histogramlar unstimtle nétrofilleri ve ici taral histogramlar PMA ile stimlle
notrofilleri gbstermektedir. Taglyicilarda stimilasyon sonrasi iki ayri zirve

(bimodal histogram) gortlmektedir.
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Sekil 4.5.3. X-linked Taglyicilarda Normal Nétrofil Diizeyleri ve Yas iligkisi

Tablo 4.5.2. X-linked Taslyicilarda Normal Nétrofil Dizeyleri, DHR Sl ve Sl

Tasiyici Aile No: | NN % | NN Sayi | Toplam DHR Sl | Bir nétrofil igin Sl
Atla Anne 81 14580 63 0.0043
Ala Anneanne 66 11880 82 0.0069
Ala B. Anneanne 38 6840 100 0.0141
A1b Anne 50 9000 105 0.0116
A2 Anne 61 10980 102 0.0093
A2 Kiz kardes 78 14040 100 0.0071
A3 Anne 71 12780 70 0.0058
A4 Anne 68 12240 73 0.0060
A5 Anne 91 16380 93 0.0056

Sl: Stimilasyon indeksi, Sly: her bir nétrofil igin SI, NN: Normal Nétrofil
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Sekil 4.5.4. X-linked Tasiyicilarda Normal Nétrofil Diizeyi ve Sly iligkisi. (Sl:
Her Bir Notrofilin Oksidatif Aktivitesidir.)
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4.6 Otozomal Resesif KGH Diislinlilen Hastalarin Aile bireylerinde
DHR 123 Test Sonuclari

Bu grupta yer alan ikisi kardes 10 kiz ve 5 erkek hastanin ailelerinde
(n:14) DHR 123 testi ile analiz yapildi. DHR 123 testi ile hastalarin
ebeveynlerinde (n:27) ve kardeslerinde (n:9) sadece saglikli normal nétrofil
grubunun oldugu (%100) saptandi (tablo 4.6.1.). Elde edilen Sl degerleri
saglikh kontrol 6rneklerinden elde edilen degerlerle benzer bulundu. A11,
A12 ve A16 daki Sl degerleri ise en dlslk, kontrol SI dederinin biraz altinda
ancak, ayni gin calisilan kontrollerin Sl degerlerine yakin bulundu. Sl
degderlerindeki bu disUkligin deneylerdeki stimilasyon azhgindan
kaynaklanabilecedi dusunuldd. Bu dustklik taniyr etkileyecek dizeyde
degildi.
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Sekil 4.6.1. Otozomal Hastalarda DHR 123 Histogram Géruntaleri, H10-13
(p47), H16 (p22), H19 (p67) ve (p22, gp91) ayrimi yapilamayan H14,15.



Tablo 4.6.1. Otozomal KGH Dusuntlen Ailelerde DHR 123 Degerleri
Hasta yakinlari Normal Nétrofil % DHR SI

A6 Anne 100 88
A6 Baba 100 65
A7 Anne 100 82
A7 Baba 100 80
A7 K kardes 100 89
A7 K kardes2 100 70
A7 Dede 100 65
A8 Anne 100 92
A8 Baba 100 70
A8 K kardes 100 105
A9 Anne 100 66
A9 Baba 100 65
A10 Anne 100 61

A10 Abla 100 94
A11 Baba 100 55
A11 Anne 100 55
A11 Abi 1 100 56
A11 Abi 2 100 57
A12 Anne 100 56
A12 Baba 100 53
A12 E Kardes 100 73
A12 E Kardes2 100 68
A13 Anne 100 73
A14 Anne 100 63
A14 Baba 100 65
A15 Anne 100 85
A15 Baba 100 60
A16 Anne 100 54
A16 Baba 100 53
A17 Anne 100 66
A17 Teyze 100 55
A17 Anneanne 100 66
A18 Anne 100 58
A19 Anne 100 67
A19 Baba 100 90
A19 E kardes 100 68

A19 E kardes2 100 66
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4.7. Ozgiin Antikorlar (anti-gp91, p22, p47, p67) ile KGH Alt

Gruplarinin Belirlenmesi

6 sI kiz 13 U erkek olmak Uzere 19 hasta ve her bir deneyde 1’er
saglikh kontrolde unkonjuge monoklonal ve poliklonal anti-NADPH oksidaz
komponent antikorlar kullanilarak alt grup arastirmasi yapildi. Alt grup
proteinlerine 6zgin antijenleri hicre ylzeyinde ve icinde eksprese eden

hiicre ylzdeleri akim sitometre ile degerlendirildi.

Tablo 4.7.1. Anti-NADPH Oksidaz Komponent Antikorlar ile KGH Alt

Gruplarinin Belirlenmesi

Hasta No Yogp91 Yop22 Y%op47 Y%op67 Si
H1 6 22 97 67 1
H2 4 4 98 69 1
H3 0 9 99 70 1
H4 5 5 100 67 1
H5 4 10 85 80 1,8
H6 9 15 86 83 3,5
H7 4 30 97 66 1
H8 9 5 95 81 1,5
H9 89 99 19 75 3

H10 97 99 20 74 10
H11 68 99 24 70 7
H12 85 90 2 72 5,2
H13 94 90 18 76 4
H14 6 6 75 72 10,6
H15 35 27 95 65 1
H16 5 4 97 63 1
H17 5 19 99 70 1,3
H18 94 98 39 71 6
H19 99 96 92 3 1

Kontrol 90-100 90-100 90-100 80-100 | 60-107

* Rakamlar herbir antikor ile boyanan hiicre ylzdelerini ifade etmektedir.
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Hastalardan 9 erkek ve 3 kiz (H1-8, H14-17) toplam 12 sinde gp91 ve
p22 phox ekspresyonu birlikte digik bulundu. Bunlardan H15'te gp91 phox
ekspresyonu %35, digerler hastalarda %9un altinda bulundu. Kalan
hastalardan 3 kiz ve 3 erkekte (H9-H13, H18) (4 antikorla elde edilen
degerler arasinda) p47 phox ekspresyonu ve bir erkek hastada da (H19) p67
phox ekspresyonunun en distk dizeyde oldugu bulundu (tablo 4.7.1.).

Arastirmanin yeni uygulanmasi nedeni ile hastalarin anti-NADPH
oksidaz komponent antikorlarla alt grup tanisi icin kriter olabilecek énerilen
bir ekspresyon ylzdesi mevcut olmadigindan en disik ekspresyonu olan
proteinin esas defektif komponent olabilecegi dustnuldd. Ancak bu kriterin
birbirine ¢ok yakin degerler oldugunda uygulanamayacagi dikkate alinarak
gp91 ve p22 defektinin ayinminda DHR 123 test sonuclari ile birlikte
degerlendirildi. DHR 123 testi ile annelerinde tagsiyicilik bulunarak X-linked
gp91 defekti oldugu kabul edilen hastalarda (H1-H8) alt grup antikorlari ile de
gp91 ekspresyonu disik (%0-9 arasinda) bulundu ve tani desteklendi. gp91
ve p22 ekspresyonu disik (%4-19) bulunan diger hastalardan 2’sinde (H16,
H17) kiz olmalarn ve p22 ekspresyonunun daha distk olmasi nedeni ile 6n
planda p22 defekti disunuldi (tablo 4.7.2.).

DHR 123 Sl degerine (10,6) gobre p47 defekti 6n planda dustnulen kiz
hastada (H14) anti-NADPH oksidaz komponent antikorlarla p47 ekspresyonu
normal, gp91 ve p22 ekspresyonu ¢ok disik (%6) bulundu (bu sonug
westernblot analizinde p22 ve gp91 phox’a ait bant yoklugu ile de
dogrulandi). Hastanin annesinde X-linked tasiyicihga rastlanmamasi, kiz
olmasi ve 1. derece ebeveyn akrabaligi olmasi nedeni ile muhtemel taninin
p22 defekti olabilecegi diistintldi. Ancak, S| dederinin yliksek olmasi nedeni
ile ileri dizeyde liyonizasyon sapmasina bagli gp91 defekti tasiyicihdi da
ekarte edilemedi. DHR 123 testi ile annede X-linked tasiyicilik bulunamayan
ve erkek olmasi nedniyle 6n planda otozomal defekt disunilen H15 ise anti-
NADPH oksidaz komponent antikorlarla her iki alt grup defektinin (gp91, p22)
de olma ihtimali mevcuttuve bu yOntemlerle bir ayinm yapilamadi.
Hastalardan p47 protein ekspresyonu en distk olan 3 kiz ve 3 erkek olmak
Uzere toplam 6’sinda (H9-H13, H18) p47 defekti distnuldi (tablo 4.7.2.)
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Hasta 20, 21, 22 sadece DHR 123 testine gbre degderlendirildi ve kiz
olmalar ve DHR 123 testi ile elde edilen Sl in 1-1.2 araliginda disik bir
degerde olmasi nedeniyle p22 veya p67 defekti olabilecegi disunuldd.
Hasta 23 Uin ise DHR 123 testi ile S| degeri digerlerine gbre nispeten yiksek
(4) ve kiz olmasi nedeni ile 6n planda p47 defekti olabilecedi disunuldi.
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Tablo 4.7.2. DHR 123 testi, anti-NADPH Oksidaz Antikor ile Alt Grup Analizi
ve Cinsiyete Gére KGH Alt Grup Siniflandiriimasi

Alt Grup Sonuglari Sonucu Destekleyen Parametre
HastaNo | gp91 | p22 | p47 | p67 | DHR-T | Antikor Cinsiyet
H1 gp91 + **
H2 gpo1 + **
H3 gp91 + **
H4 gp91 + **
H5 gp91 + **
H6 gp9t + >
H7 gp91 + wx
H8 gp91 + **
H9 p47 +
H10 p47 +
H11 p47 +
H12 p47 +
H13 p47 +
H14 p22, gp917? **
H15 p22, gp91? **
H16 p22 ** +
H17 p22 ** +
H18 p47 +
H19 p67 +

**: p22 veya gp91 defekti,
+: sonucu destekleyen ana parametre

DHR-T: annede X-linked tasiyicilik
?: alt grup ayirimi tam olarak yapilamayan
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4.8. Sekans Analizi ile Genomik DNA’ da Mutasyon Taramasi

DHR 123 testi ile tanisi konulan ve 0&zgin antikorlarla akim
sitometrede alt grup tayini yapilan 3 aileden (A1a, A1b, A2) X-linked gp91
defekti disunulen 4 hasta (H1-4) ve 4 aileden (A6, A7, A8, A9) p47 defekti
digunulen 5 hastada (H9-13) sekans analizi ile mutasyon taramasi yapildi.
CYBB geninin 13 eksonunun hepsinde ekson spesifik PCR ile genomik DNA
dan mutasyon taramasi yapildi. Aile 1 de ayni X genine sahip 3 kuzen
hastada 7. ekson 736’nci nukleotitte sitozinin yerini timin’in aldigi (C736>T)
tespit edildi (sekil 4.8.1.). Bu degisim sonucu 246. amino asit (aa) olan
glutaminin (Q, gin) baglandigi kodonun (CAA) stop kodona (TAA) déntstagu
ve daha 6nce bilinen bir nonsense mutasyona neden oldugu tespit edildi. Bu
ailenin tagtyicilarinda X kromozomunun allellerinden birisinde de ayni
mutasyon tespit edildi (sekil 4.8.2). Aile 2 deki hastada ise 7. ekson 700’Uncl
nukleotitinde guanin yerini timin’in aldigr (C700>T) tespit edildi. Bu degisim
sonucu 234. amino asit olan glutamate’in (E, glu) baglandigi kodonun (GAG)
stop kodona (TAG) doénlstigu ve daha énce gdsteriimemis novel nonsense
mutasyona neden oldugu saptandi (tablo 4.8.1) (sekil 4.8.2.) (sekil 4.8.4.).
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Sekil 4.8.2. Aile1’in CYBB gen Sekans Elektroferogrami, Hastalarda

C736>T dbénlstimu, kontrolde C736 sekansi ve tasiyicilarda ise C736 ve

T736 sekansi mevcut.

Tablo 4.8.1. KGH Tanisi Alan Hastalarin Sekans Analizi Sonuglari

Aile No | Hasta No | Alt Grubu| Gen | Ekson | Mutasyon yeri | Mutasyon sekli
Ala H1 X-linked | CYBB 7 C736>T nonsense
Alb H2 X-linked | CYBB 7 C736>T nonsense
Alb H3 X-linked | CYBB 7 C736>T nonsense

A2 H4 X-linked | CYBB 7 G700>T nonsense
A6 H9 p47 NCF1 2 AGT *frameshift
A7 H10 pa47 NCF1 | 2,7 | AGT, G579>A nonsense
A8 H11 p47 NCF1 6 G574A **Splice defekt
A9 H12 p47 NCF1 6 G574A **Splice defekt
A9 H13 pa7 NCF1 6 G574A **Splice defect

AGT: GT delesyonu

*: sift mutasyonu, **: kes-yapistir mutasyonu

*.frameshift mutasyon (sift): 3 veya daha az bazin degisimi ile olusan sift (kayma)

sonucu yanlis okuma ile stop kodonu olusumu ve protein sentezinin durmasi.

**:splice defekt (kes-yapistir); (premRNA dan mRNA olusum asamasinda intronlar

atilip, eksonlar birlestirilirken mutasyon nedeni ile bozuk iglem yapilir.)
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DHR 123 testi ile otozomal KGH dlslinllen ve fagosit oksidaz alt grup
proteinlerine 6zgln antikorla p47 formu distnulen hastalarda (H9, H10, H11,
H12, H13) NCF1 geninin 11 eksonun tamaminda ekson spesifik PCR ile
genomik DNA dan sekans analizi ile mutasyon taramasi yapildi. Hasta 9-13
da NCF1 geninde mutasyon oldugu tespit edildi. P47 defekti olan hastalarin
%94’Unde goralen ve 198 bp uzunlugundaki normal gen yerine 196 bp lik
pseudogenin yerlesmesi ile olusan ikinci eksonun ilk dért nikleotidinde GT
delesyonu (AGT) (GTGT—GT) H9da homozigot, H10da (hastada
ebeveynler arasinda akrabalik yoktu) ise heterozigot olarak bulundu. GT
delesyonu frameshift mutasyon ile protein sentezinin erken sona ermesine
yol agmaktadir. H10 nun diger allelinde ise 7. ekson 579. nlkleotitte guaninin
yerine adenin’in yerlestigi (G579>A) saptandi. Bu mutasyon sonucu 193.
amino asit olan tryptophan’in (W, trp) baglandigi kodonun (TGG) stop
kodona (TGA) doénustligl ve nonsense mutasyona neden oldugu saptandi.
Trp193 baglanmasini engelleyen bu mutasyon homozigot olarak daha énce
gbsterilmistir. Bizim hastamiz ise AGT mutasyonu ile birlikte heterozigot
G579>A mutasyonunun bir arada oldudu ilk hastadir. Nonsense mutasyonlar
sonucu TAG, TAA ve TGA gibi stop kodonlarindan biri olugsmakta ve ilgili
protein sentezi durmaktadir.

H11, H12 ve H13 te 6. ekson 3’ ucunda bulunan G574. (en son)
nikleotiti guanin yerine adenin’in yerlestigi (G574>A) saptandi (sekil 4.8.3)
(sekil 4.8.5). Bu mutasyon sonucu 192. amino asit olan glisin’in (G, gly)
baglandigi (GGT) kodonun (AGT) kodona dénlstiga, yerine serin (S, ser)
aa baglandigi ve bu degisimin splice defekfe neden oldugu belirlendi.
Yapilan mRNA analizinde mRNA nin beklenenden 200 bp daha kisa oldugu
g6zlendi. G574>A mutasyonu daha énce bir erkek hastada bildirilmistir.
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Sekil 4.8.3 NCF1 gen Sekans Elektroferogrami, A) H11-13, G574>A

dénusumi B) genomik DNA daki yeri.

505
169

565
189

625
209

685
229

745
249

805
269

865

CTGGCTGTGACCCTGTTGGCAGGCATCACTGGAGTTGTCATCACGCTGTGCCTCATATTA
-L--A--V--T--L--L--A--G--I--T--G--V--V--I--T--L--C—-L--I--L-

ATTATCACTTCCTCCACCAAAACCATCCGGAGGTCTTACTTTGAAGTCTTTTGGTACACA
-I--I--T--$--S--T--K--T--I--R--R--S--Y--F--E--V--F—-W--Y--T-
Ekson 6 Ekson 7
CATCATCTCTTTGTGATCTTCTTCATTGGCCTTGCCATCCATGGAGCTGAACGAATTGTA
-H--H--L--F--V--I--F--F--1--G--L--A--T--H--G--A--E--R--I--V-
Hasta 4 Hasta 1,2,3
CGTGGGCAGACCGCAQAGAGTTTGGCTGTGCATAATATAACAGTTTGTGAAQAAAAAATC
-R--G--Q—-T--A-—-E--S--L--A--V--H--N--I--T--V--C——E-=Q—-K-—-I-
234aa 246aa
TCAGAATGGGGAAAAATAAAGGAATGCCCAATCCCTCAGTTTGCTGGAAACCCTCCTATG
-S-—-g--w--6--K--I--K-—-g--C-—-pP--I1--P——Q-—-F--A-—-G-——-N-—-P——-P-—-M-
Ekson 8
ACTTGGAAATGGATAGTGGGTCCCATGTTTCTGTATCTCTGTGAGAGGTTGGTGCGGTTT
-T--W--K--W—-1--V-—-G-—-P--M—-F-—-L-—-Y-—-L--C-——-E-—-R-—-L-—-V—-——R-—-F-

TGGCGATCTCAACAGAAGGTGGTCATCACCAAGGTGGTCACTCACCCTTTCAAAACCATC

Sekil 4.8.4. CYBB geninde Mutasyon Noktalar; 7. ekson, G700>T,

C736>T dbénisimi (nonsense mutasyon)
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61 CCACCCAGTCATGGGGGACACCTTCATCCGTCACATCGCCCTGCTGGGCTTTGAGAAGCG
.......... -M--G--D--T--F--I-—-R--H--I--A--L--L--G--F—-E--K--R
1.Ekson hasta 9,10 2 .Ekson
121 CTTCGTACCCAGCCAGCACTATGTGTACATGTTCCTGGTGAAATGGCAGGACCTGTCGGA
18 -—-F--V--P--5--Q--H--Y--V--Y--M--F--L--V--K--W--Q--D--L--S--F

181 GAAGGTGGTCTACCGGCGCTTCACCGAGATCTACGAGTTCCATAAAACCTTAAAAGAAAT
38 ——-K--V--V--Y--R--R--F—-T--E-~T--Y--E-~F-—H-—K-—-T--L-—K--E--M

241 GTTCCCTATTGAGGCAGGGGCGATCAATCCAGAGAACAGGATCATCCCCCACCTCCCAGC
58 —-F--P--I--E--A--G--A--T--N--P--E--N--R-—-T--T--P-—H--L--P--A

301 TCCCAAGTGGTTTGACGGGCAGCGGGCCGCCGAGAACCGCCAGGGCACACTTACCGAGTA
78 ——P-—K--W--F--D--G--Q--R--A--A--E--N--R--Q--G--T—-L—-T——E—-Y

421 CTTCAAGGTGCGCCCTGATGACCTCAAGCTCCCCACGGACAACCAGACAAAAAAGCCAGA
118 --f--K--V--R--P--D--D--L--K--L--P--T--D—--N--Q--T--K--K--P—-E
5. Ekson
481 GACATACTTGATGCCCAAAGATGGCAAGAGTACCGCGACAGACATCACCGGCCCCATCAT
138 —-T--Y--L--M--P--K--D--G--K--S--T--A--T--D--I--T--G--P--I--1

541 CCTGCAGACGTACCGCGCCATTGCCAACTACGAGAAGACCTCGGGCTCCGAGATGGCTCT
158 --L--Q--T--Y--R--A—-I--A--N--Y--E-—-K--T--S$—-G--S--E--M--A—-L
6.Ekson H11-13 H10 7.ekson
601 GTCCACGGGGGACGTGGTGGAGGTCGTAGAGAAGAGCGAGAGCQGTTGETGGTTCTGTCA
178--8--T--G--D--V--V—--E--V--V--E--K--S--E--S—-G-—W—--W--F--C--Q

Sekil 4.8.5. NCF1 geninde Mutasyon Noktalari; 2. eksonda delesyon,
6. eksonda splice defekt G574>A ve 7. eksonda G579>A ddnusimi

ile nonsense mutasyon.

Sekans analizi ile tanilari kesinlesen 9 hastadan 4’tGinde; DHR 123 SI,
VK degerleri, anti-NADPH oksidaz komponent antikorlarla elde edilen
sonuglar ve annelerde tasiyicilik bulunmasina gére X-linked KGH, 5’inde ise
DHR 123 SI, VK degerleri ve anti-NADPH oksidaz komponent antikorlarla
elde edilen sonuclar ile otozomal p47 defekti disundlmistd. Bu

degerlendirme sekans analiz sonuglari ile uyumlu bulundu.

Hasta (H15)’te DHR 123 sonuglarina (Sl:1) gére gp91, p22 veya p67
defekti ve 6zgun antikorlarla alt grup tayini sonuclarina gére 6n planda gp91
veya p22 defekti olabilecedi distntlmistl. Hastanin annesinde X-linked
tasiyiciik bulunmamasi, ebeveynlerin birinci derece akraba olmalari ve
sekans analizinde CYBB geninde mutasyon bulunmamasi nedeni ile bu
hastada muhtemel defektin p22 de olabilecegine isaret ediyordu, kesin tani
icin CYBA geninin sekans analizinin yapilmasi planlandi.




77

9.9. Tum Sonuclarin Birlikte Degerlendirilmesi

Tum sonuglar bir arada degerlendirildiginde, 19 ailenin 5 (%26.3) inde
X-linked form, 12 (%63.6) sinde ise otozomal form (p22, p47 veya p67)
bulundugu anlasildi. Ailelerden 2 (%10.1) sinde ise otozomal, X-linked
ayirimi yapilamadi (sekil 4.9.1). Ayrica, literatirdeki c¢alismalarla uyumlu
olarak p47 defekti distndlen hastalarin (n:7) Sl degerinin Sl: 3-10, (ortalama
+ SD: 5.6 £ 2.36) arasinda ve diger komponentlerdekine gére daha ytksek
oldugu (SI1=3.5) gbzlendi (sekil 4.9.2.B). Sekans analizi ile p47 defekti oldugu
kanitlanan H9'da Sl degerinin 3.5’in altinda (SI:3) (X-linked hastalarimizda
bulunan en ylksek degere yakin) bulunmasi DHR 123 S| degerlerinin alt
grup degerlendiriimesinde 6nemli dizeyde bilgi vermesine ragmen tek
basina yeterli olmadigini, istisnalarin olabilecegini gosterdi (sekil 4.9.2, B).
H9'un da dahil edildigi p47 defekti bulunan hastalarda VK degerleri de
literatire uygun (VK:270) 61-92 arasinda olup (ortalama * SD: 74.85 +
10.52) bulundu. SI degeri 1-3.5 arasinda bulunan hastalarda X-linked gp91,
Sl;<2 olan hastalarda otozomal p22 ve otozomal p67 defektinin én planda
disUndlebilecedi sonucuna varildi (sekil 4.9.2.A,C).

QNP IPIAPOP

X-LINKED OTOiOMAL " AYRIMI?
X-linked Op47 B p22 @p67 E p22 veya 67 Op22,9p91

Sekil 4.9.1. KGH Tanisi Alan Hastalarin Alt Gruplara Gére Dagilimi



Tablo 4.9.1.

Tom Sonuclar,

Destekleyen Parametreler

Alt Grup Ayirimini
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Belirleyen ve

Hasta | Alt Grup Sonuglari | Taniyi Belirleyen ve Destekleyen Parametreler
No X-linked | Otozomal | DHR-T | Antikor | DHR SI | Cinsiyet | DHR CV
H1 gp91* +++ 4+ ++ ++ ++
H2 gp91* +++ ++4+5* ++ ++ ++
H3 gp91* +++ 4+ ++ ++ ++
H4 | gp91* +++ ++4+5* ++ ++ ++
H5 gp9t +++ 4+ ++ ++ -
H6 gp9t +++ 4+ ++ ++ -
H7 gp9t +++ 4+ ++ ++ ++
H8 gp9t +++ 4+ ++ ++ ++
H9 p47* 1] +++ - - ++
H10 p47* 1] +++ ++ - -
H11 p47* 1] +++ ++ - ++
H12 p47* 9] +++ ++ - ++
H13 p47* 9] +++ ++ - ++
H14 p22, gp917? 1] ++** + + -
H15 p22, gp917? 1] ++* - - -
H16 p22 1] ++4+F - ++ -
H17 p22 1] ++4+5F - ++ -
H18 p47 9] +++ ++ ++ -
H19 p67 %] +++ - ++ -
H20 p22,p677 1] ND + ++ -
H21 p22,p677 1] ND + ++ -
H22 p22,p677 1] ND + ++ -
H23 p47 1] ND ++ ++ -
*: Sekans analizi ile belirlenen, **: p22,gp91 defekti ayirimi yapilamiyor, ND:

yapiimadi, @: annede X-linked tasiyicilik yok,

belirleyen ana parametre,

: her bir hasta icin alt grubu

DHR-T: annede X-linked tasiyicilik, Alt grubu

destekleyen parametreler; +++: kuvvetle destekliyor, ++:uyumlu, +: bilgi verici, -

bilgi verici dedgil.
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P
F.ﬁ---“.-u—-\_._._n_.._._-q‘

- I I 0 l=,
H1 H2 H3  H4 Hé
HA) X-linked Hastalarda Sl

H10  H11 H23
B) P47 Defekti Dusunulen Hastalarda Sl

H15 H16 H17 H19 H20 H21 H22 Hi4
BEC) P22, gp91 veya P67 Defekti Olan Hastalarda Sl

Sekil 4.9.2 KGH Hastalarinda Alt Gruplar ve DHR 123 S| Degerleri.

+: sekans analizi ile belirlenenler.
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TARTISMA

Kronik granulomatoz hastalik kalitsal primer immin yetmezlikler
grubunda yer alan ve nétrofillerin bazi bakteri ve mantarlar fagosite ettikten
sonra Oldirememesi ile seyreden bir hastaliktir. Bu hastalikta fagositik
hicreler NADPH oksidaz enzimindeki defekt nedeni ile reaktif oksijen
metabolitlerininin sentezinde kullanilan sUperoksiti yeterince Uretemezler.
Ozellikle katalaz pozitif mikroorganizmalar ile olusan hiicre ici enfeksiyonlara
karg! yatkinlikta artig olur.

Fagosit NADPH oksidaz molekuler oksijene elektron transferi yaparak
sUperoksit Ureten bir multikomponent enzimdir. NADPH oksidazin dort
bileseninden (gp91, p22, p47 ve p67) herhangi birinin defekti oksidaz
aktivitesini engeller ve KGH tablosunun olusumuna neden olur. NADPH
oksidazin membran kismini sitokrom bssg ve sitozolik kismini da p47 ve p67
proteini olusturur. Sitokrom bssg gp91 ve p22 alt gruplarinin 1:1 oraninda
birlesmesi ile olusur. Bu iki molekilden birinin eksikliginde sitokrom bssg in
yapisi bozulacagindan her ikisinin de ekspresyonu bozulur. Gp91 komponent
eksikliginin p22 eksikligine gbre 12 kat fazla goéruldtgu bildiriimektedir (43).

NADPH oksidaz enziminin sentezledigi stperoksit sonraki agamalarda
olusan reaktif oksijen rlnleri icin bir dncuddr. Hidrojen peroksit gibi reaktif
oksijen metabolitleri, bir defekt sonucu Uretilemediginde DHR 123 ile akim
sitometride saglkli bireylerde goérllen floresan etki elde edilemez ve
histogram goérintisiU solda (y eksenine yakin) kalir (57). Bu 6zellik hastaligin
tanisi igin kullanilan akim sitometrik yontemin temelini olusturur. Bu
yontemde temel mekanizma PMA ile uyariimig nétrofillerde ortaya c¢ikan
reaktif oksijen metabolitlerinin DHR 123’0 gUgclu floresan 6zellikteki rhodamin
123’e indirgemesidir. Notrofilleri bu aktiviteye sahip olmayan KGH bulunan
kisiler akim sitometrede kolayca belirlenebilir. Ayrica, NADPH oksidaz
aktivitesine sahip olan ve olmayan nétrofillerin fonksiyonel olarak ayirt
edilebilmesi mozaik yapidaki X-linked KGH tasliyicilarin da saptanabilmesini
saglar (56). Bu nedenle, DHR 123 testi KGH tanisinda ve X-linked
tastyicilarin belirlenmesinde pratik olarak kullanilabilecek bir yéntemdir. Bu
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yéntemde elde edilen histogram goérintilerine ek olarak hasta ve tasiyicilarin
yorumlanmasinda kullanilan énemli bir parametre S| degeridir. S| degeri
yoéninden hasta ve saglikli bireyler arasinda 100 kat'a varan farklilik
bulunabilir (54). P47 formunda Sl degeri diger formlara gére daha yiksek
olabilmektedir (55, 56). Bunun nedeni membran komponentinin p47 ye
ihtiyag duymadan kismi bir fonksiyon goésterebilmesidir (43). Boylece, DHR
123 yontemi ile gerek Sl degerleri, gerekse tasiyicilara 6zgin histogram
gbérantaleri ile vakalarin bircogunda X-linked ve p47 formunun ayrilmasinin
muimkan olabilecegi belirtiimektedir (55).

X-linked ve p47 defekti olan hastalarin ayirnminda kullanilabilecek bir
bagska parametre ise histogram goéruntilerininin sayisal ifadesi olan
varyasyon katsayisi (VK)'dir. Varyasyon katsayisi p47 formunda X-linked
forma gbére daha yUksektir (57). Bu degerin p47 formu icin 70 ve Uzeri, X-
linked form icin 15-39 arasi oldugu bildirilmistir (57). Bu nedenle X-linked
formda genellikle dar ve dik olan histogram goéruntuleri p47 formunda basiktir
(sekil 3.3.2.1.) (55, 56).

Bu calismada, 19 aileden 23 hastada KGH tanisi, X-linked ve
otozomal resesif ayirimi yapilmak GOzere DHR 123 testi uygulandi. Bu
ailelerden 5’'inde (A1-5) annelerde X-linked tasiyicilik ile uyumlu bimodal
histogram bulundu (tablo 4.3.1.) (sekil 4.5.1). De novo mutasyon oldugunda
annenin sonuglarinin normal olmasi (tasiyici olmamasi) beklenmekle birlikte,
DHR 123 yoéntemi ile X-linked hastalarin birgcogunun diger alt gruplardan
ayirimi yapilabilmektedir. Galismamizda X-linked KGH tanisi igin annelerinin
tasiyici olmasi ve hastanin erkek olugsu destekleyici bulgu olarak kullanildi
(tablo 4.3.1.) (tablo 4.9.1.). Bu ailelelerdeki hastalarin (n:8) S| degerleri 1-3.5
arasinda (ortalama * SD:1.48 £ 0.87) ve VK degerleri 25-55 arasinda
(ortalama + SD: 37.25 + 11.38) bulundu.

Vowells ve arkadaslari (57) otozomal (p47) KGH'da S| degerinin 3.5-
52 arasinda olabilecegini bildirmelerine ragmen bizim annede tasiyicilik
saptadigimiz aileler digindaki 17 hastamizda Sl 1-10.6 arasinda bulundu.
Jirapongsananuruk ve arkadaslari (56) DHR 123 testinde Sl degeri >4.5,
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Vowells ve arkadaslarn ise Sl degeri >3.5 oldugunda 6n planda otozomal
resesif KGH (p47 formu) disintlmesi gerektigi belirtmektedirler (55, 56).
Galismamizda Sl degeri 3.5 den buytk (4-10.6) araliginda olan kiz
(H12-14, H23) ve erkek (H10-11) 5 hastanin annelerinde X-linked tasiyiciliga
uygun mozaik nétrofil grubu gbzlenmedi. Bu grupta S| degerinin diger
gruplara gore yiuksek olmasi nedeniyle éncelikle p47 defekti disindldi ve
p47 defekti olabilecedi dusundlen hastalarin VK degerleri literatirde
belirtildigi sekilde yuksek (VK: 60-92) bulundu. Ayrica, Vowells’in p47 defekti
icin belirttigi VK degeri sinirinin biraz altinda (VK:61) olan hastada (H10)
erkek olmasina ragmen annenin X-linked tasiyici olmamasi ve Sl degerinin
yiksek olmasi (SI:10) nedeni ile 6n planda p47 defekti disindldi. H14’de Si
degerinin yiksek olmasi (10.6), annenin X-linked tasiyici olmamasi ve kiz
olmasi nedeni ile p47 defekti disinilmis ancak, VK degerinin p47 igin
Onerilen degerlerin altinda olmasi (VK:60) ve ayni bulgularin X-linked gp91
defekt tasiyicilarinda ileri dizeyde liyonizasyon sapmasinda da
gorilebilecegi dikkate alinarak X-linked KGH taslyicisi da olabilecegi ve alt
grup tanisi igin daha ileri yontemlerle arastiriimasinin gerektigi sonucuna
varilmistir. H9 da Sl degeri 3 ve erkek olmasi nedeni ile 6n planda gp91
defekti, VK degerinin 78 olmasi ve erkek olmasina ragmen annesinde X-
linked tasiyicilik bulunmamasi nedeniyle de p47 defekti olabilecegi
disUndlmustdr. Hastalarrmizin - 3’'Gnde  (H20-22) kiz olmalan ve Sl
degerlerinin disdk (1) olmasi ve DHR 123 testi ile p22 ve p67 defekti ayirimi
yapilamadigi igin p22 veya p67 defekti olabilecegi disunulmastar.

Vowells ve arkadaslari 18 X-linked ve 17 p47 defekti olan KGH'yi
kapsayan ¢alismalarinda ortalama Sl degerini sirasi ile 1.32 (0.9-2.2) ve 13.2
(8.5-52.1) olarak bulmustur. (55). Jirapongsananuruk ve arkadaglari ise 75 X-
linked KGH’da yaptiklari ¢galismada Sl degerinin hastalarin %17’sinde 4.5 tan
daha ylUksek oldugunu goésterdiler (56). Bu grupta en ylksek S| degeri 44.2
idi ve histogram gérinimu p47 formun gérinimine benziyordu. Bu hastanin
annesinde tasiyiciliga 6zgin bimodal histogramin bulunmasi X-linked KGH
tanisinin konulmasinda yardimci olmustur. X-linked vakalarin yaklagik %10

nunu olusturan kismi gp91 fonksiyonu olan X91° fenotipinde yulksek Sl
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degerleri bulunabilmektedir (56). Bu arastirmada otozomal resesif p47 defekti
olan 31 hastanin 2 si hari¢ digerlerinde S| degerinin 4.5 in (zerinde oldugu
gOsterilmistir. Boylece X-linked hastalarin %17 si ile p47 defekti bulunan
hastalarin %6 sinin Sl degerleri yéninden benzer oldugunu, S| degerleri ile
ayirici tani yapilamayacagi ancak annede mozaik nétrofil grubunun varliginin
X-linked KGH tanisinin konulmasini saglayabilecedi Uzerinde durulmustur
(56).

DHR 123 iLE KGH TANISI |

SI :1-10.6 (52%) !
KIZ l
]
[ ]
SI<35 l SI>3.5 l
p22 ! p47 !
p67 I 2p91°, gp91° veya l
l livonizasvon Sanmasi l

Sekil 5.1. Sl Degerlerine gére Kiz Hastalarda KGH Alt Grup Ayirimi
*: Vowells’e gbre Sl Ust siniri (ref 55)

DHR 128 testi p47 formunu diger otozomal KGH formlardan ayirmada
etkin olarak kullanilabilir. Nadir de olsa X-linked tasiyicilarda liyonizasyon
sapmasinin yiksek oldugu durumlarda da Sl degeri p47 forma benzeyebilir.
Ayrica, ¢ok nadir bulunsa da kismi aktivite (X917) ile giden mutasyonlarda
p47 formu seklinde yorumlanabilir. Bu nedenle, her aile X-linked tasiyicilik
yoninden arastiriimalidir. Rae ve arkadaglari (88) X-linked KGH bulunan 87
hastanin annelerinde vyaptiklari arastirmada %89 dizeyinde tasiyicilk
oldugunu bildirmiglerdir. Buna ragmen X91" defektinin varligi her zaman X-
linked tasiyicilikla belirlenmeyebilir. Bu durumda alt grup analizi ya da sekans
analizi yapiimaldir.
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DHR 123 iLE KGH TANISI
SI: 1-10.6 (52%) =
ERKEK l
|
| |
SI<35 l SI> 3.5 l
. X A
|
| | | |
ANNE TASIYICI | ANNE TASIYICI ANNE TASIYICI l ANNE TASIYICI |
DEGIL DEGITL.
gp91° l — gp91° gp91’, gp91° l p47 l—
— p22 gp91’, gpo1’ l—
- p67

Sekil 5.2. Sl Degerlerine gére Erkek Hastalarda KGH Alt Grup Ayirimi

*: Vowells’e gbre Sl Ust siniri (ref 55)

DHR 123 testinin NBT testine gore UstinlUkleri mevcuttur. NBT
testinde mikroskopik analizle tani konulmakta ve dolayisiyla degerlendirmeyi
yapan kisinin bu konuda deneyimli olmasi gerekmektedir. Oysa, DHR 123
testinde hlicre sayim iglemi akim sitometre ile yapilmakta Sl degerleri, VK
degderleri, histogram goéruntileri gibi gesitli parametreler X-linked ile p47
formun ayirnminin yapiimasinda ve X-linked tagiyicilarin saptanmasinda
kullanilabilmektedir. NBT testinde 100—-200 hlcreden elde edilen sonugclar
kullanilirken, DHR 123 testinde 18-20.000 hiicrenin analiz sonuglarina gére
degerlendirme yapilarak tani konulmaktadir. Bu nedenle sonuglar daha

glvenilir olmaktadir.
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Calisma sonuglarimiz da DHR 123 testinin X-linked ve otozomal KGH
hastalarinin ayinminda yardimci olabilecek ve guvenilir sonuglar veren bir
yéntem oldugunu géstermektedir (sekil 5.1 ve sekil 5.2).

Bdylece DHR 123 test sonuclari ile hastalarimizda X-linked (n:8), p47
(n:6), p22 veya p67 (n:6) ve diger (gp91, p22, p47 veya p67) defekler (n:3)
olabilecegdi dustnildid. Ancak sonuglarin desteklenmesi i¢in anti-NADPH
oksidaz komponent antikorlarla alt grup analizi yapildi. Bu yontem yalnizca 4
hastaya uygulanamadi (H20-23). Monoklonal ve poliklonal antikorlarla birlikte
KGH alt gruplarinin arastiriimasi bu buyuklikte bir hasta popilasyonunda ilk

olarak yapilmigtir.

Ozgiin antikorlarla alt grup tayininde anti-NADPH oksidaz antikorlar ile
incelenen komponentlerden ekspresyon dlzeyi en diasik olanin defektif
olabilecedi dustnulerek ve sonuglar diger parametrelerle (DHR 123 test
sonuglari, annenin X-linked tasiyiciligi, cinsiyet ve ebeveyn akrabalidi gibi)

desteklenerek degerlendirildi.

Anti-NADPH oksidaz komponent antikorlari kullanilarak yapilan alt
grup analizinde hastalarin 12 sinde gp91 ve p22 ekspresyonu birlikte dusuktl
(tablo 4.7.1.). Anti-NADPH oksidaz komponent antikorla analizde gp91
defekti oldugunda birlikte p22 veya p22 defekti oldugunda birlikte gp91
ekspresyonunun azaldigi bilinmektedir (56). Antikorla alt grup tayininde gp91
ve p22 defektini ayirmak her ikisinin de ekpresyonunun dusik ve birbirine
yakin oldugu durumlarda mimkin olmamaktadir. Bu asamada DHR 123 testi
ile annenin X-linked tasiyicilik durumunun goésteriimesi gp91 defekti olan
hastalarin biyUk o6lcide saptanmasini saglayabilmektedir. Annelerinde X-
linked taslyicilik gdsterilemeyen hastalarin alt grup yéntinden gp91 mi yoksa
p22 defekti mi oldugunun ayirimi ancak mutasyon analizi ile mimkandur.
Bizim hastalarimizdan gp91 ve p22 ekspresyonlari disik olan 12’sinden
DHR 123 testi ile annelerinde X-linked tasiyicilik bulunan 8’ine gp91 defekti
tanisi konuldu. Kalan 4 hastadan Sl degeri SI 1 ve 1.3 olan H16-17, kiz
olmalari ve Sl degeri nedeni ile 6n planda p22 defekti olarak distnuldi. Sl
degeri yiksek SlI:10.6 olmasi nedeni ile daha dnce p47 defekti olabilecegi
distnllen H14’de ise p47 ekspresyonu normal buna karsilik gp91 ve p22
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disUk bulundu ve yapilan “westernblot” analizinde de gp91 ve p22 protein
ekspresyonunun olmadiginin gézlenmesi sonucu altta yatan defektin p22
veya daha 6nce de belirtildigi gibi liyonizasyon sapmasi olan gp91 tasiyiciligi
olabilecedi dustnuldi, ancak p22 defekti olasiligl ekarte edilemedi. H15 de
erkek olmasi, gp91 ve p22 ekspresyonunun disik olmasi nedeniyle her iki
alt grup (gp91,p22) defektinin de olabilecedi distintldl. Bu hastalarda kesin
alt grup tanisi i¢in sekans analizi planlandi.

Daha 6nce DHR 123 analizi ile p47 defekti distntlen H10-13, H18 ve
p47 veya gp91 defekti olabilecedi distnilen H9'da anti-NADPH oksidaz
komponent antikorlarla yapilan alt grup analizinde p47 oksidaz
ekspresyonunda belirgin  dUsUklik gbzlendi. Diger komponentlerin
ekspresyonu normaldi. Bu sonuglar isidinda, bu 6 hastada p47 defekti
olabilecegi kuvvetle digundldi. Sl degeri distk olmasi (Sl:1) nedeni ile p47
distinilmeyen bir kiz hastada (H19) p67 ekspresyonu da disuk
bulundugundan 6n planda p67 defekti disunuldi.

Bdylece calismada, DHR 123 testi ve NADPH oksidaz komponent
antikorlarla hastalarin alt gruplari belirlenmeye calisildi. Hastalardan bir
kisminda ilgili molekuler defekt yéninden sekans analizi ile mutasyon
taramasi yapilarak diger yoéntemlerle alinan sonugclarla uyum degerlendirildi.
Bu mutasyonlardan CYBB geninde olanlar, Ai1’de daha &6nce bildirilen
C736>T nonsense mutasyon ve A2'de yeni bulunan G700>T nonsense
mutasyondur. NCF1 geni mutasyonlari H9da ‘hot-spot’ da (2. ekson
basinda) yer alan homozigot GT delesyonu, H11-13’de daha &nce bildirilen
G574A homozigot splice defekttir (46,89). H10’da ise AGT ile birlikte daha
6nce bir hastada homozigot olarak bildirilmis olan nonsense G579>A
mutasyonu kompound heterozigot seklinde bulunmustur. AGT mutasyonu
p47 defekti olan hastalarin %94 tnde bulunmakla birlikte daha 6nce G579>A
nonsense mutasyonu ile birlikte kompound heterozigot olarak bildirilmemigtir
(tablo 4.8.1.) (58). Bu hastada VK degeri (61), Sl degeri SI:10 bulunmus olup,
homozigot mutasyon bulunan hastalarda VK degerleri (78-92), Sl degerleri
(8-7) arasinda bildirilmigstir (tablo 4.3.1.).
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Boylece, DHR 123 testi ve anti-NADPH oksidaz komponent
antikorlarla alt grup analizinde X-linked gp91 defekti (n:4) ve p47 defekti (n:5)
digunilen 9 hastanin sonuglar sekans analizi ile de dogrulanmistir. (tablo
4.8.1.) (tablo 4.9.1.). Bu hastalardan DHR 123 testi ile p47 defekti
ddsundlenler antikorlarla daha iyi tanimlanabilmistir. Ancak, gp91 ile beraber
p22 ekspresyonunun da disuk olmasi ve Sl degerlerinin bu alt gruplarin
ayirimi igin yeterli bilgi vermemesi nedeniyle bu iki defektin ayirnmi DHR 123
yontemi ile annelerdeki X-linked tasiyiciigin  degerlendiriimesi ile
yapilabilmistir. KGH alt grup siniflamasinda anti-NADPH oksidaz komponent
antikorlar énemli derecede bilgi vermesine ragmen, X-linked gp91 ve p22 alt
grup ayirmminda DHR 123 ydntemi ile birlikte annelerdeki X-linked
tastyicihgin degerlendiriimesi de novo mutasyon bulunmamasi halinde alt
grup ayiriminda karsilagilan sorunlari gidermektedir.

Monoklonal ve poliklonal antikorlarla yapilacak akim sitometrik analiz
DHR123 ydnteminin yetersiz kaldigi (%15-20) durumlarda, 6zellikle de en sik
gorulen X-linked ve p47 defektin ayirirmini saglayabilmekte, diger alt grup
defektleri ayirnminda da 6nemli diizeyde bilgi verebilmektedir.

Bu sonuclar, DHR 123 testi ve anti-NADPH oksidaz antikorlarla alt
grup tayini yapiimasinin defektif olabilecek en muhtemel gen yéntnden fikir
verebildigi ve mutasyon taramasinin bu gen Uzerinde yapiimasinin sekans

analizi is yokinU 6nemli derecede azattigi gosterilmigtir.

Saghkl  kadinlardaki her somatik hiicrede bulunan iki X-
kromozomundan birisi erken embryonik gelisim déneminde (blastocyst
evresi, 8-256 hicre) inaktive edilir. Bu inaktivasyon maternal ve paternal
orijinli X-kromozomunda %50 -%50 oraninda ve rastgele meydana gelir ve
liyonizasyon (X-inaktivasyon) olarak adlandirilir (82). Liyonizasyona bagli
olarak, X-linked KGH taslyicilarinda annelerde periferik kanda iki farkli
nétrofil grubu gézlenmektedir. Solda y eksenine yakin olan zirve defektif
notrofil grubuna, sagda bulunan zirve ise normal nétrofil grubuna aittir.
Taslyicilarda bu iki nétrofil grubundaki hiicre ylzdesi veya aralarindaki oran
bireyler arasinda degisebilmektedir (tablo 4.5.1.). Bireyler arasindaki bu

farkliigin 6nde gelen nedeni embriyonik dénemde olusan liyonizasyon



88

farkhhgidir. Saghkli kadinlarda %21-31 oraninda liyonizasyon sapmasi
bulunabilir (90).

Bizim X-linked KGH bulunan hastalarimizin tasiyici oldugu saptanan
aile bireylerinde yapilan arastirmada 6 anne, 1 anneanne, 1 bulylk
anneanne, 1 kiz kardes ve 1 teyzede saglikh ve defektif nétrofil dizeylerinde
farkliliklar oldugu gézlendi (tablo 4.5.1.) (sekil 4.5.1). Onceleri bir bireyde
liyonizasyon oraninin yasam boyu sabit oldugu kabul edilirken, son
arastirmalar, hematopoetik hulcrelerde liyonizasyon oraninda sonradan
kazanilan sapma olabilecegini gdstermigtir (82). Hematopoetik dokularda
liyonizasyon sapmasinin énde gelen nedenlerinden biri X-inaktivasyonunun
en erken kan hiicre progenitorlerinde baglamasi (8 progenitor hiicre varken
baslar) ve dolayisiyla X-inaktivasyonu sirasinda stem hlicre havuzunun
yeterince blyuk olmamasidir. Bu nedenle diger dokulara goére daha fazla
liyonizasyon sapmasi gordlir. Inaktivasyonun gergeklestigi  siregte
embriyonik hiicre bdélinmelerinin devam etmesi nedeniyle dokudan dokuya
farkll dizeylerde inaktivasyon patterni ve klonal hematopoezis olusabilir (91,
92). Ayrica, Busque ve arkadaglari (86) saglkli kadinlarda hematopoetik
dokularda liyonizasyon oranindaki sapmanin yasla artabildigini gostermistir.

X-linked KGH tasiyicilarinda liyonizasyon oraninda sonradan olusan
sapma “acquired skewing” sonucu zamanla olugan nétrofil populasyonundaki
degisimin tasiyicilarda ciddi enfeksiyonlara yol agabilecegdi gosterilmistir (51).
Roesler ve arkadaslari 25 yil 6ncesinde normal nétrofili diizeyi %40 olan bir
X-linked KGH tasiyicisinin 25 yil iginde normal nétrofil diizeyinin %6 ya kadar
distiguni ve KGH bulgularinin ortaya ¢iktigini gostermislerdir (84). Lun ve
arkadaslari da daha 6nce bir sikayeti olmayan, ancak 43 yasinda iken ciddi
apseleri nedeni ile takibe alinan bir kadin hastanin X-linked KGH tasiyicisi
oldugunu gdéstermislerdir (85). Bizim de, aile1’de tasiyici oldugu gbsterilen
H2-3’0n annesinde 8 yil énce normal nétrofil orani %72 iken ¢alismamiz
sirasinda %50 olarak bulunmustur. Tasiyici yaglarn ile normal nétrofil
dlizeylerini birlikte degerlendirdigimizde, X-linked KGH tasiyicilarinda
ilerleyen yaslarda normal nétrofil dizeyinde azalma egilimi oldugunu
saptadik (tablo 4.5.1.) (sekil 4.5.2.) (sekil 4.5.3.). Aile 1a’da ayni mutasyonu
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tasiyan U¢ kusaktaki tasityicilarda (anne, anneanne ve bulylk anneanne)
normal nétrofil dizeyi degerlendirildiginde ileri yaslarda normal notrofil
dizeyinin azaldigini (sirasiyla %81, %66, %38) gobzledik. Taslyicilarin
tamaminda yas ile normal notrofil diizeyi arasinda iligki istatistiksel olarak
degerlendirildiginde anlamli bir iliski (kuvvetli bir ters korelasyon) oldugu
bulundu, p:0.05, (pearson korelasyon katsayisi) r-0.75.

Total normal nétrofil igcinde her bir normal nétrofil icin Sly degeri aile 1a
da hesaplandiginda; annede Sly: 0,0043, anneannede Sly: 0.0069 ve blylk
anneannede Sli: 0.0141 oldugu gérildi. Saglikh kontrollerde ise Sl 0.0032-
0.0074 arasinda (ortalama = SD: 0.0043 £ 0.0010) bulundu (tablo 4.2.1.) Bu
bulgu ileri yastaki hastalarda azalan normal nétrofil ylzdesine ragmen
hiicrelerin ROS Uretim yeteneklerinin arttigini distindirmektedir (tablo 4.5.2)
(sekil 4.5.4). Taslyicilarda normal nétrofil dizeyi ile her bir normal nétrofil igin
Sly degeri arasinda iligki istatistiksel olarak incelendiginde yine anlamli bir
iligki (kuvvetli bir ters korelasyon) oldugu saptandi, p:0.01, r-0.88. Bu artigin
ROS ihtiyacini kargilamak igin gerceklesen bir kompanzasyon mekanizmasi
olabilecegi disUnilmektedir. Saglikh nétrofil popllasyonunun %5 dizeyine

kadar digmesine ragmen enfeksiyonlardan korunma saglanabilmektedir (50).

Taslyicilarin yasam slrecinde izlenmesi bir ka¢ yilda bir yapilacak
kontrollerde normal nétrofil populasyonundaki degdisimin takibi liyonizasyon
sapmasinin yagla iligkisi konusunda 6nemli ipuglari verecektir. Ayrica, bu
veriler taglyicilarda liyonizasyon sapmasi sonucu gelisebilecek KGH tablosu

yénunden yakin takip imkani saglayacaktir.

Calismamiz ile DHR 123 ve anti-NADPH oksidaz komponent
antikorlari ile alt grup cahsmalarinin, KGH alt grup ayinminda 6zellikle de
gp91 ve p47 defektlerinin saptanmasinda basarili oldugu belirlenmis, bazi
hastalarda kesin tani ve genetik danisma igin gerekli olan mutasyon analizi
yapilacak gen blylk 6élcide saptanabilmistir. Ayrica, DHR 123 testi ile X-
linked tasiyicilarda normal nétrofil ylzdesinin ileri yaslarda azaldigi buna
karsihk nétrofil aktivitelerinin artma egiliminde oldugu gésterilmistir.
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SONUC VE ONERILER

Bu calismada 19 aileden 23 KGH bulunan hasta, 53 hasta yakini ve 18
saghkli kontrol olmak Uzere toplam 94 kisiden alinan kan 6érnekleri DHR
123 testi ile incelenmig ve 19 ailenin 5’inde (%26.3) X-linked, 12’sinde
(%63.6) otozomal KGH (p22, p47 veya p67) bulundugu belirlenmis, iki
ailede (%10.1) ise X-linked otozomal ayirim yapilamamigtir. Bdylece,
literattirdeki bilgilerden farkli olarak hastalarin ¢odunlugunun otozomal
resesif KGH oldugu ve bunun diger otozomal resesif hastaliklarda oldugu
gibi Ulkemizdeki akraba evliliklerinin ylUksek olmasi ile ilgili olabilecegi

sonucuna varimistir.

DHR 123 testinin; KGH tanisinda kullanilabilecek yeni bir tarama testi
oldugu, histogram 6zellikleri ve X-linked tasiyicilarinin guvenilir sekilde
belirlenebilmesi ile X-linked, otozomal ayriminda kullanilabilcek hizl,

glvenilir ve NBT testine gbre daha Ustin bir test oldugu anlagiimistir.

Anti-NADPH oksidaz komponent antikorlarla (monoklonal ve poliklonal) alt
grup tayini yapiimasinin defektif olabilecek en muhtemel gen yéninden ek
bilgi verebildigi, DHR 123 test sonuglarini 6nemli Olglide destekledigi ve
mutasyon taramasinin 6ngoérilen defektif gen Uzerinde yapilmasinin is

yukinG azaltabildigi géralmastdr.

Tasiyicilarda her bir normal nétrofil igin stimllasyon indeksi (Sl1) degerinin,
ileri yaslarda normal nétrofil dlizeyinin azalmasina kargin arttigr bulunmus,
bu artisin her bir hicrede sentezlenen oksijen metabolitlerinin miktar
Olgtlerek de gosterilmesinin, normal nétrofil dizeyi ve Sy degeri arasindaki

iliski hakkinda daha kesin bilgi verebilecegi distinulmektedir.

Tastyicilarin uzun dénemde takibi; yasa bagli degisimlerin bir bireyde uzun
dénem izlenmesine, normal nétrofil dizeyinin yasla iligkisinin daha ileri
dizeyde belirlenmesine ve tasiyicilarda liyonizasyon sapmasi sonucu
gelisebilecek KGH olasihginin yakindan izlenmesine yardimci olacagi

anlasiimistir.
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BILGILENDIRILMi$ OLUR ALMA FORMU (EK 1)
HACETTEPE UNIVERSITESI TIP FAKULTESI
TIBBI, CERRAHI ve ILAC ARASTIRMALARI ETiK KURULU
GENETIK ARASTIRMA AMAGLI BIR CALISMA ICIN AYDINLATILMIS
(BILGILENDIRILMIS) ONAM FORMU ORNEGI

(Hekimin Agiklamast)

Kronik Granulomatoz Hastallk (KGH) bagisikik sistemi tarafindan bazi
mikroorganizmalarin 6ldirilememesi ile karakterize kalitsal bir hastalktir. Sizin
cocugunuzda da KGH saptanmis olup hastalik kalitsal oldugundan diger aile
bireylerinde benzer hastalik yada tasiyicilik bulunma ihtimali mevcuttur. Galismamiz
mevcut olan ancak bulgu vermeyen bu bozuklugu bulmaya, siz ve yakinlarinizi
bilgilendirmeye yoéneliktir. Galismanin adi; “Kronik Granulomatoz Hastalik ve Alt
Gruplarinin Tanisinda DHR 123 Testi Ve Anti-NADPH Oksidaz Komponent
Antikorlarla Akim Sitometrik Analizin Yeri” dir.

Sizin de bu arastirmaya katimanizi, bu tetkiki aile fertlerinize yaptirmanizi
Oneriyoruz. Bu tetkiki yaptirip yaptirmamakta serbestsiniz. Kararinizdan 6nce
arastirma hakkinda sizi bilgilendirmek istiyoruz. Bu bilgileri okuyup anladiktan sonra
arastirmaya katimak isterseniz formu imzalayiniz bu yéntemin kurulmasi ve
dnceden tespit edilmis bu hastalarin aile fertlerini de bu yonden tarayarak yatkinhgi
olanlar ortaya ¢ikaracak bir arastirma gergeklestirecektir.

Eger arastirmaya katilmay! kabul ederseniz. Hacettepe Universitesi Gocuk Saglig
ve Hastaliklari Anabilim Dali immunoloji Unitesi'nden Dr. Ozden Sanal veya onun
gb6revlendirecegi bir hekim tarafindan aile fertlerinin ve sizin kaniniz alinarak
Hacettepe Universitesi Cocuk Saghgi ve Hastaliklari Anabilim Dali immunoloji
Unitesi laboratuarinda yapilacak testler ile tani konulacaktir. Sonuclar kimliginiz
belirtiimeden bilimsel nitelikte yayinlarda kullanilabilir. Bu amaglarin disinda bu
sonuglar kullaniimayacak ve baskalarina verilmeyecektir.

Bu ¢alismayi yapabilmek igin kolunuzdan 5 ml (yaklasik bir tlip) kadar kan almamiz
gerekmektedir. Bu asamada basarisiz olundugunda bir kez daha kan vermeniz
istenebilir. Bu ¢alismaya katilmaniz igin sizden herhangi bir Gicret istenmeyecektir.
Galismaya katildiginiz i¢in size ek bir 6deme de yapilmayacaktir.
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Kan alinmasi sirasinda olugsabilecek riskler: igne batmasina bagh olarak az bir aci
duyabilirsiniz. Cok duslk bir ihtimal olarak igne batmasi sonrasinda enfeksiyon riski
vardir.

Yapilacak testin getirebilecegi olasi riskler: Eder test sonucu KGH oldugunu
gOsterirse genetik (kalitimsal) gecisli olan bu hastalik sizin bundan sonra dogacak
cocuklariniz ve akraba ile evlenen yakinlarinizin cocuklarinda da bu hastalik riskini
tasiyabilecegini gOsterecektir. Bu 6zelligin 6gdrenilmesi sizi psikolojik y&nden
etkileyebilir ancak bu risk bu tipte baska kalitimsal hastalik bulunan diger
ailelerdekine benzer olup akraba evliligi yapmayan aile fertlerinde énemli bir sorun
yaratmayacaktir. Sizde bdyle bir eksiklik oldugunu saptadigimizda bulgularimizi
herhangi bir Ucret talep etmeden size bildirecegdiz. Ancak bdylesi bir bilgiyi
O6grenmeyi reddetmek her zaman hakkinizdir. Hemen belirtmeliyiz ki; aldigimiz

sonuglari sizin diginizda birisi ile paylasmamiz sadece sizin izninizle olacaktir.

Yapilacak tani amach testin getirecegi olasi yararlar: Béyle bir analiz aile
fertlerinizde bu hastaligin olup olmadiginin saptanmasini saglayacaktir.

Bu galismaya katilmayi reddedebilirsiniz. Bu arastirmaya katilmak tamamen istege
baghdir ve reddettiginiz takdirde cocugunuzun takibi ve uygulanan tedavide
herhangi bir degisiklik olmayacaktir. Yine g¢alismanin herhangi bir asamasinda
onayinizi gekmek hakkina da sahipsiniz.

(Katilimcinin/Hastanin Beyani)

Sayin Dr Ozden Sanal tarafindan Hacettepe Universitesi ihsan Dogramaci Cocuk
Hastanesi imminoloji Unitesinde tibbi bir arastirma yapilacag belirtilerek bu
arasgtirma ile ilgili yukaridaki bilgiler bana aktarildi. Bu bilgilerden sonra bdyle bir
arastirmaya “katihmci” (denek) olarak davet edildim.

Eger bu arastirmaya katilirsam hekim ile aramda kalmasi gereken bana ait bilgilerin
gizliligine bu arastirma sirasinda da blylk 6zen ve saygi ile yaklasilacagina
inaniyorum. Arastirma sonuglarinin egitim ve bilimsel amaglarla kullanimi sirasinda
kisisel bilgilerimizin ihtimamla korunacag! konusunda bana yeterli gliven verildi.

Projenin yUrGtilmesi sirasinda herhangi bir sebep gbstermeden arastirmadan
¢ekilebilirim. (Ancak arastirmacilari zor durumda birakmamak icin arastirmadan
gekilecegimi dnceden bildirmemin uygun olacaginin bilincindeyim) Ayrica tibbi
durumuma herhangi bir zarar veriimemesi kosuluyla arastirmaci tarafindan

arastirma disi tutulabilirim.
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Arastirma igin yapilacak harcamalarla ilgili herhangi bir parasal sorumluluk altina
girmiyorum. Bana da bir 6deme yapilmayacaktir.

ister dogrudan, ister dolayli olsun arastirma uygulamasindan kaynaklanan
nedenlerle meydana gelebilecek herhangi bir saglik sorunumun ortaya ¢ikmasi
halinde, her trl0 tibbi midahalenin saglanacagi konusunda gerekli gtivence verildi.
Herhangi bir saglik sorunum oldugunda doktoruma 0312/3051170-72 no’lu
telefondan ulasabilecedim. (Bu tibbi midahalelerle ilgili olarak da parasal bir yik
altina girmeyecegim).

Bu arastirmaya katilmak zorunda degilim ve katiimayabilirim. Arastirmaya katiimam
konusunda zorlayici bir davranigla karsilasmis degilim. Eger katiimayi reddedersem,
bu durumun ¢ocugumun tibbi bakimina ve hekim ile olan iliskime herhangi bir zarar

getirmeyecegini de biliyorum.

Bana yapilan tim acgiklamalari ayrintilariyla anlamis bulunmaktayim. Kendi basima
belli bir disinme suresi sonunda adi gegen bu arastirma projesinde “katihmci”
(denek) olarak yer alma kararini aldm. Bu konuda yapilan daveti blyldk bir
memnuniyet ve génilliiliik icerisinde kabul ediyorum. imzali bu form kagidinin bir

kopyasi bana verilecektir.

Katilimci

Adi, soyadi:

Adres:

Tel.

imza

Goérisme tanigi
Adi, soyadi:

Adres:

Tel.

imza:

Katilimci ile goériisen hekim
Adi soyadi, unvant:
Adres:

Tel.

imza

Veli Vasi

Adi, soyadi:

Adres:

Tel.

imza:
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DUNYA TIP BIRLIG
HELSINKI BILDIRGESI (EK 2)

insan Deneklerinin Yer aldigi Biyomedikal Aragtirmalara
Yénelik Rehber ilkeler

Diinya Tip Birligi’nin 18. toplantisinda (1964, Helsinki-Finlandiya) benimsenmis,
29. (1975, Tokyo-Japonya), 35. (1983, Venedik-italya), 41. (1989, Hong Kong) ve
48. (1996, Somerset West-Gliney Afrika Cumhuriyeti) toplantilarinda yenilenmistir.
GIRIS
Hekimin gérevi insanlarin saghgini korumaktir. Onun bilgi ve vicdani bu goreve ithaf
edilmigtir.
Dlnya Tip Birligi'nin Cenevre Bildirgesi, hekimi “Benim igin hastanin saghgi en é6nde
gelecek” sozleriyle baglamakta ve Uluslararasi Tip Etigi Kodu da “Hastanin fiziksel
ve zihinsel durumunu zayiflatici etkise de olabilecek tibbi bakimi saglarken, hekim
yalnizca hastanin yararina gére davranacaktir’ seklinde beyanda bulunmaktadir.
insan denekleri Gizerindeki biyomedikal arastirmalarin amaci tani koyucu, iyilestirici
ve koruyucu islemleri gelistirmek ile hastaligin etiyolojisini-patogenezini anlamak
olmahdir. YUrurlkteki tip uygulamasinda yer alan tani, tedavi ya da koruma
yontemlerinin ¢cogu bazi riskler icermektedir. Bu durum biyomedikal arastirmalari
6zellikle ilgilendirmektedir.
Tiptaki gelismeler bir 6lcide, eninde sonunda insan deneklerinin yer aldig
deneylere dayanan arastirmalari temel alir. Biyomedikal arastirmalar alaninda; 6zde
teshis-tedavi edici olanlarla, hasta igin bu nitelikte olmayan ve yalniz bilimsel
amaglarin hedeflendigi arastirmalarin birbirlerinden ayirt edilmesi gerekir.
Cevreyi etkileyebilecek arastirmalarin ydritiimesi sirasinda 6zel énlemler alinmali
ve aragtirmada kullanilan hayvanlara karsi sayg! iginde olunmalidir.
Daha fazla bilimsel bilgi edinmek ve insanhgin acilarina yardim etmek icin, insanlara
uygulanan laboratuvar deneylerinden sonugclar ¢ikartmak zaruri oldugundan, Diinya
Tip Birligi insan deneklerini igeren biyomedikal arastirmalara katilan hekimlere yol
gOstermek Uzere asagidaki Onerileri hazirlamistir. Bu &neriler zaman igerisinde
g6zden gegirilmelidir.
Ana hatlan verilen standartlarin, diinyadaki hekimler igin yalnizca birer yol gdsterici
oldugunun vurgulanmasi gerekir.
Hekimler kendi Ulkelerindeki yasalarin getirdigi ceza hukuku, medeni hukuk ve etik
ile ilgili sorumluluklardan bagimsiz degillerdir.
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TEMEL iLKELER

1. insan deneklerini iceren biyomedikal arastirmalarin genel bilimsel ilkelere uymasi
ile birlikte hem yeterli laboratuvar-hayvan deneylerine hem de tam bir bilimsel yayin
bilgisine dayanmasi gerekir.

2. insan deneklerini iceren herbir deneysel islem tasarim ve yiritimi acik olarak
formile edilmis bir deney protokolii seklinde arastirmaci-sponsordan bagimsiz,
arastirmanin yapildigi Glkenin yasal mevzuatina uyumlu, 6zel olarak atanmig bir
kurula degerlendirme, yorum ve yol gdstermesi amaciyla génderilmesi gerekir.

3. insan deneklerini iceren biyomedikal arastirmalar bilimsel nitelikteki kisiler ile
klinik alanda yetkin tibbi elemanlarin gbzetimi altinda yarGtilmelidir. Denek
tarafindan aksi ybénde bir onam verilmis olsa bile, arastirmadaki deneklerin
sorumlulugu kesinlikle tibbi elemanlar tGzerinde olmalidir.

4. Amag, denek icin tasinan riskten daha énemli olmadikga insan deneklerini iceren
biyomedikal arastirmalarin uygulanmasi mesru sayillamaz.

5. insan deneklerini iceren her biyomedikal arastirma projesi éncesinden denek ya
da bagka Kkisiler igcin saglanmasi gereken vyararlar ile ©6ngdrilen riskler
karsilastirilarak dikkatlice degerlendiriimelidir. Denegin yarari, her zaman bilim ve
toplumun yararindan Ustiin gelmelidir.

6. Deneklerin; sahibi olduklar degersel bitinligin korunmasini bekleme hakkina
her zaman saygi goésterilmelidir. Denegin kisilik haklarina saygi gésteren, fiziki ve
akli batunloga ile kisiligine karsi zararlarini en aza indirgeyen her tirli énlemin
alinmasi gerekir.

7. Olasi tehlikeler konusunda tatmin edici dnbilgilere sahip degillerse, hekimlerin,
insan deneklerinin yer aldigi arastirma projelerini uygulamaktan kaginmalari gerekir.
Eger tehlike potansiyel yarardan agir basiyorsa, hekimlerin arastirmayl sona
erdirmeleri gerekir.

8. Hekim, arastirma sonuglarini yayinlarken sonuglarin dogrulugunu korumak
zorundadir. Bu bildirgede saptanmig olan ilkelere uymayan deney raporlari yayin
icin kabul edilmemelidir.

9. insanlar (izerindeki her tirlii arastirmada her denek adayi; amaglar, ydéntemler,
beklenen yararlar, olasi tehlikeler ve ortay cikabilecek rahatsizliklar konusunda
gerektigi kadar bilgilendiriimelidir. Denek adayina c¢alismaya katilmama
6zgUrliginin oldugu ve herhangi bir anda katilma konusunda verdigi onami geri
cekebilecegi bildiriimelidir. Ondan sonra hekimin, tercihen yazili olarak denegin,

6zgulrce verilmis, aydinlatiimis onamini almasi gereklidir.
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10. Arastirma projesi igin onam alirken, hekim denegin kendisiyle bagiml bir iligki
icinde olup olmadigi ya da baski altinda bulunup bulunmadigi konusunda 6zel
6nlemler icerisinde olmalidir. Béyle bir durumda aydinlatiimig onam, arastirmayla
ilgisi olmayan ve resmi iligkilerden timiyle bagimsiz bir hekim tarafindan
alinmalidir.

11. Yasal yetersizlik (ehil olmama) durumunda aydinlatiimis onam ulusal hukuk
sistemine uygun olarak yasal veli/vasiden alinmalidir. Bedensel veya zihinsel
yetersizlik, aydinlatiimis onam almayi olanaksiz kildiginda ya da denek resit degil
ise ulusal mevzuata uygun olarak sorumlu akrabadan alinan izin denegin izni yerine
gecer. Resit olmayan ¢ocuk aslinda onam verebilir durumda ise, onunki de yasal
veli/vasinin onamina eklenir

12. Arastirma protokoli her zaman igin, etik gereklerin gdzdninde tutuldugu
ifadesini icermeli ve bu bildirgede dile getirilen ilkelere uyuldugu belirtiimelidir.
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TIBBi BAKIM iLE BIRLIKTE OLAN TIBBi ARASTIRMALAR (KLIiNiK
ARASTIRMA)

1. Yasam kurtarici, sagligi koruyucu ya da aciyi hafifletici olduguna kanaat getiriyor
ise, hekim, yeni tani ve tedavi énlemlerini kullanmakta 6zgar olmalidir.

2. Yeni ydntemin sebep olacagi olasi yarar, zarar ve rahatsizliklar yirirlikteki en iyi
tani ve tedavi yéntemlerinin faydalarindan agir basmalidir.

3. Her bir tibbi calismada her hastaya, varsa kontrol grubuna da, kanitlanmis en iyi
tani ve tedavi ydnteminin saglanacagi givencesinin verilmesi gerekir. Bu gereklilik
kanitlanmig tani ve tedavi yéntemlerinin bulunmadigi durumda plasebo kullanimini
engel degildir.

4. Hastanin arastirmaya katilmak istemeyisi, hekim-hasta iligkisini hi¢bir zaman
olumsuz etkilememelidir.

5. Eger hekim olur bildiriminin alinmasinin gerekli olmadi§i géristindeyse, bunun
gerekcesi bagimsiz kurula génderilecek deney protokoliinde belirtiimelidir.

6. Somut tibbi bilgiler elde edilecekse, yalnizca hastanin lehine gelisecek tibbi
sonuglara istinaden hakli goérilebilecek sekilde; hekim, tibbi arastirma ve tibbi
bakimi birarada yurUtebilir.

INSAN DENEKLERININ KATILDIGI TEDAVi EDICi OLMAYAN BiYOMEDIKAL
ARASTIRMALAR (KLINiK DISI ARASTIRMALAR)

1. Insanlar tzerinde gerceklestirilen salt bilimsel amaglh arastirma uygulamalarinda
arastirmada yer alan kisinin, saglik halinin ve yasaminin koruyucusu durumunda
olmak hekimin édevidir.

2. lister saglikli, isterse deneysel tasarimla ilgili olmayan bir hastaligi olsun,
deneklerin gén0lli olmalari gerekir.

3. Devam edilmesi halinde arastirmanin kisiye zarar verebilecegi goristnde ise,
arastirmaci ya da arastirma ekibinin arastirmay durdurmasi gerekir.

4. insan Gizerindeki aragtirmalarda bilimin ve toplumun yarari, hi¢ bir zaman denegin
sagligina verilen 6nemden daha énce gelmemelidir.
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