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OZET:

Giris: Kronik grantlomat0z hastalik (KGH), dogal immiin sistem sistemde bozuklukla
karakterize nadir bir bagisiklik yetmezligidir. Fagositer hiicrelerde yer alan ve patojenlerle
karsilasildiginda nikotinamid adenin diniikleotit fosfat (NADPH) oksidaz enzim sistemi
tarafindan iiretilen reaktif oksijen radikallerinin iiretilememesine bagli olarak ciddi
bakteriyel ve fungal enfeksiyonlar gozlenir. Hastaligin kesin tanisi genetik analiz
yapilarak konulur. Fakat sonu¢lanmasi uzun siirmekte ve maliyeti yliksektir. Bu
caligmanin amaci klinigimizde genetik mutasyonu bilinen KGH tanili bireylerin ve
annelerinin klinik ve demografik 6zelliklerinin analizi ve hastalar ve annelerinde NADPH
oksidaz enzimi alt {initelerinin akan hiicre 6lgerde dl¢ililmesinin ilgili protein eksikligine
yol acan mutasyonu 6ngérmedeki roliiniin arastirilmasidir.

Gere¢ ve Yontem: Calismaya Marmara Universitesi Pendik Egitim ve Arastirma
Hastanesi’nde takip edilmekte olan 25 KGH hastas1 ve anneleri alindi. 25 hastalanin
klinik, demografik ve laboratuvar &zellikleri degerlendirildi. Hastalar daha onceden
belirlenmis dihidrorodamin (DHR) stimilasyon indeksi degerleri ve genetik
mutasyonlarma gore X’e bagli veya otozomal ¢ekinik kalitim o6zelligine gore
siniflandirildi. NADPH oksidaz enzim sisteminin alt Uniteleri, hastalardan alman kan
orneklerinde spesifik antikorlarla hiicre ici boyanarak, eksik olan protein akan hicre
Olcerde tayin edildi.

Sonuglar: Caligmaya alinan 25 hastanin 6’s1 kiz (%24), 19’u erkekti (%76). Hastalarin
giincel ortanca yaslar1 10.8 (5.2-18.0) yildi. Hastaligin baslangi¢ yas1 ortancasi 1.3 (0.3-
4.7), tan1 yas1 ortancasi ise 4 (14-13.5) yildi. Ortanca izlem siiresi 4.4 (1.8-7.2) yil idi.
DHR testi ile 12 (%48) hastanin X e bagli, 13 (%52) hastanin ise otozomal resesif gegisli
KGH oldugu anlasildi. Bes (9%20) hastanin genetik tanisi bilinmemekteydi. Genetik tanisi
bilinen hastalardan 10 (%40) tanesinde CYBB geninde, 8 (%32) hastada NCF1 geninde, 1
(%4) hastada CYBA geninde, 1 (%4) hastada ise NCF2 geninde mutasyon saptandi. Hiicre
ici boyama yapilarak kullanilan antikor kombinasyonu ile mutasyonun hangi proteinde
oldugu dogru tahmin edildi. Buna gore boyama yapilan gp91 (n=5) ve p22 (n=1)

hastalarinda DHR testi yardimiyla beraber olgularin tamaminda mutasyonun hangi gende



olabilecegi tahmin edildi. Diger taraftan p47 (n=8) ve p67 (n=1)’de ise sadece hiicre ici
boyama ile mutasyonun hangi gende olabilecegi %100 dogrulukta bulundu.

Tartisma: Kronik granilomatoz hastalikta NADPH oksidaz enzimin alt {initelerinin
spesifik antikorlarla boyanarak akan hiicre 6lgerde 6l¢imu ile hastalarin genetik tanisi

hizl1 ve maliyet etkin olarak dngoriilebilir.

Anahtar kelimeler: Kronik graniilomat6z hastalik, NADPH oksidaz, Dihidrorodamin,
CYBB, NCF1, CYBA, NCF2, gp91, p47, p67, p22.



ABSTRACT:

Introduction: Chronic granulomatous disease (CGD) is a rare innate immune system
defect. It is characterized by severe bacterial and fungal infections which are seen due to
defective production of reactive oxygen species by phagocytic nicotinamide adenine
dinucleotide phosphate (NADPH) in response to pathogens. Definitive diagnosis is made
by genetic analysis which is expensive and time consuming. We aimed to analyze clinical
and demographic features of our CGD patients and their mothers and investigate the role
of flow cytometric analysis of NADPH oxidase enzyme subunits in predicting the genetic
diagnosis of the patients.

Methods: 25 patients followed for CGD in Marmara University Pendik Research and
Training Hospital and their mothers were included into the study. Demographic, clinical
and laboratory features are collected from patient charts. Patients are classified as X-linked
or autosomal recessive CGD according to their genetic mutations and dihydrorhodamine
(DHR) stimulation index values. Subunits of NADPH oxidase enzyme were intracellularly
stained with specific antibodies and deficient subunit was detracted by flow cytometer.
Results: Six (42%) patients were female and 19 patients were male. Median age was 10.8
(5.2-18.0) years. Median age at disease onset was 1.3 (0.3-4.7) and at diagnosis was 4 (14-
13.5) years. Median follow up was 4.4 (1.8-7.2) years. Twelve patients were X-linked and
13 patients were autosomal recessive CGD according to DHR test. Five patients had no
genetic diagnosis. Ten patients had CYBB, 8 patients had NCF1, 1 patient had CYBA and
1 patient had NCF2 mutation. We detect the protein which is mutated by intracellular
staining. Patinates with gp91 (n=5) and p22 (n=1) mutations were able to be detected with
intracellular staining and DHR testing. Patients with p47 (n=8) and p67 (n=1) were
distinguished with intracellular staining without DHR testing.

Discussion: Analysis of NADPH oxidase enzyme subunits on flow cytometry can predict
genetic diagnosis of CGD patients in a quick and low-cost way.

Key Words: Chronic granulomatous disease, NADPH oxidase, Dihydrorhodamine,
CYBB, NCF1, CYBA, NCF2, gp91, p47, p67, p22
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1. GIRIS VE AMAC

Kronik graniilomatdoz hastalik (KGH), dogal immiin sistem sistemde bozuklukla
karakterize nadir bir bagisiklik yetmezligidir. Bu hastalikta fagositer hiicrelerde yer alan
ve patojenlerle karsilasildiginda nikotinamid adenin diniikleotit fosfat (NADPH) oksidaz
enzim sistemi tarafindan iiretilen reaktif oksijen radikallerinin iiretilememesine bagl
olarak ciddi bakteriyel ve fungal enfeksiyonlar gézlenir.

NADPH oksidaz enzim sistemi fagositik l6kositlerde bulunur ve bes alt tiniteden
olusur. Bunlar uyarilmamis hiicrede membrana bagli olarak bulunan sitokrom bsssi
olusturan transmembran glikoproteinler gp91P"°x ve p22°"°x jle sitozolik alt tiniteler olan
ve heterotrimer olusturan p40P"°X p47PhoX yve p67PMo*dir. Mikroorganizmalarin hiicre
membranina baglanmasiyla aktive olan fagositlerde heterotrimer, sitokrom bsss ile
aktiflesir ve bunun sonucunda mikroorganizmalarin yok edilmesinde gorev alan
superoksit ve hidrojen peroksit dretilir.

KGH, NADPH oksidaz alt tnitelerini kodlayan genlerdeki mutasyonlar sonucu
ortaya ¢ikar. Bu genler gp91P"* yi kodlayan CYBB (X’e bagh gecis) ile otozomal resesif
gecisli p22Phox yi kodlayan CYBA, p47Phoxj kodlayan NCF1, p67°"* yi kodlayan NCF2 ve
p40rhox i kodlayan NCF4 genleridir.

Hicresel diizeyde fagositlerdeki NADPH enzim aktivitesini 6l¢iilerek KGH tanis1
konulabilir. Bu amagla kullanilan testler nitroblue tetrazolium (NBT) testi ile
dihidrorodamin 123 (DHR 123) testidir. DHR 123 testi ile kalitim sekli de ayirt
edilebilmekte ve X’e bagh (X-KGH) geg¢isli formda tasiyicilar saptanabilmekte ancak
otozomal resesif (OR) gegisli formlar birbirinden ayirt edilememektedir. Genetik analiz
yapildiginda ise kesin olarak hastaliktan sorumlu bes genden hangisinde mutasyon oldugu
saptanabilmekte, fakat sonug¢lanmasi uzun siirmekte ve maliyeti yiiksektir. Ancak
hastaligin seyri kalitim bi¢cimine gore farklilik gosterebildiginden genetik mutasyonun
saptanmasi kullanilacak tedavi yontemlerinin se¢iminde klinisyene yol gostermektedir.

NADPH oksidaz enziminin alt iinitelerine yonelik antikorlar kullanilarak hicre igi
ve ylizey boyamalariyla akim sitometrisinde alt grup analizi, KGH alt tipini genetik analiz

yapmadan saptamada kullanilabilecek bir yontemdir. Boylece, hastaliktan sorumlu tim



genlerin dizilenmesi yerine sadece akim sitometrisi ile elde edilecek sonuglar
dogrultusunda en olas1 gen dizilenerek, kesin taniya daha hizli ve diisiik maliyetle ulasmak
mumkiinddr.

Bu calismanin amaci klinigimizde genetik mutasyonu bilinen KGH tanili
bireylerin ve annelerinin klinik ve demografik 6zelliklerinin analizi ve hastalar ve
annelerinde NADPH oksidaz enzimi alt tnitelerinin akan hiicre 6lcerde 6lctlmesinin ilgili

protein eksikligine yol agan mutasyonu dngdérmedeki roliiniin arastirilmasidir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kronik Grantlomat6z Hastahik (KGH)

Kronik granilomatdz hastalik, nadir gériilen kalitsal bir immdn yetmezliktir. Fagositer
hicrelerdeki NAPDH enziminin alt Unitelerini kodlayan genlerdeki mutasyonlar
sonucunda reaktif oksijen iiretimi ve buna bagli olarak da patojenlerin fagositler tarafindan
oldiiriilmesi bozulur. Erken yasta tekrarlayan bakteriyel ve fungal enfeksiyonlar gézlenir.
Siklikla dis diinyayla temas halinde bulunan organlarda (akcigerler, gastrointestinal sistem
ve cilt gibi) enfeksiyon gozlenmekle birlikte, direkt veya hematojen yayilimla kemik,
karaciger ve beyin gibi derin doku ve organlar da enfeksiyonlardan etkilenir (1-3).
Enfeksiyonlarin yani sira, hastaligin en 6nemli 6zelliklerinden birisi artmis inflamasyona

bagli gézlenen graniilomlar ve otoimmiin bulgulardir (1,4).

2.1.1. KGH tarihgesi

KGH ilk olarak 1957 yilinda sadece erkek ¢ocuklarda tanimlanmistir. {1k tanimlanan dort
erkek cocukta kronik supuratif lenfadenit, hepatosplenomegali, dermatit ve akcigerde
infiltrasyonlar gozlenmistir (5). O donemde hastalik Oliimciil seyrettigi igin ilk
tanimlandiginda ‘g¢ocukluk ¢aginin Olimciil granilomatdz hastaligi’ admi almistir.
Hastalardan alman biyopsilerde ya da otopsi dokularinda granilomatéz lezyonlar
gbzlenmis, bu lezyonlardan mikobakteri, mantar ya da bakteri izolasyonu basarisiz
olmustur. Ancak enfeksiyon donemlerinde ya da otopsilerde ¢esitli dokularda
stafilokoklar, enterobakterler ve Candida saptanmistir (6). Laboratuvar bulgulari
hastalikla 1ilgili yon gostermezken, hastalarda as1 yanitlari normal saptanmis ve
hipergammaglobulinemi gdzlenmistir. Genellikle hastalar antibiyotik tedavisine ve
intravendz immunoglobulin (IVIG) replasmanina ragmen tedaviye cevap vermeyen ciddi
akciger enfeksiyonlar1 nedeniyle kaybedilmislerdir.

Oncelikle hastaligin yalnizca erkek ¢ocuklarda gdzlendigi ve X e bagh kalitildig:

diisiiniilirken, 1962 yilinda benzer sendrom {i¢ kiz kardeste tanimlanmistir (7). Hastalik



kiz ¢ocuklarda da tanimlandik¢a, X’e bagl kalitimin disinda baska kalitim tiplerinin de
olabilecegi anlagilmistir.

Hastaligin mekanizmasi iizerine yapilan caligmalarda fagositozun normal olarak
gozlendigi ancak fagositik vakuollerin biiyliyemedigi saptanmis bu nedenle vakuollerin
olgunlasmasinda defekt oldugu diisiiniilmiistiir (8,9). Daha sonra yapilan ¢aligmalarda
enfeksiyonlara yatkinlik yaratan mekanizmanin KGH hastalarinin  polimorfonukleer

16kositlerinde hidrojen peroksit radikallerinin iiretilememesi oldugu anlagilmistir (10).

2.1.2. KGH goriilme sikhgi ve kahitim sekli

KGH siklig1 diinyada hemen hemen 1/200.000- 250.000 arasinda tanimlanmistir (11,12).
Birlesik krallik ve Irlanda’y1 kapsayan bir calismada ise diinyadakinin iki kati siklikta
tanimlanmig ancak ge¢mis ¢aligmalara gore daha iyi hasta kaydi tutulmasi disinda bir
sebep bulunamamustir (13). Tirkiye’deki sikligi tam olarak bilinmemektedir.

KGH, X’e bagli ve otozomal resesif olmak iizere iki sekilde kalitilmaktadir. Diinyada
yapilan calismalarda en sik X’e bagh kalitim gozlenmektedir (11-16). X’e bagh kalitim
cesitli calismalarda degismekle birlikte %57-70 arasinda bildirilmistir. Tiirkiye’de Koker
ve arkadaslar1 tarafindan bildirilen en genis kohortta ise diinyadakinin aksine otozomal
resesif kalitim daha sik gézlenmis ve X’e bagl kalitim %38 oraninda saptanmistir (17).

Bunun sebebi olarak da iilkemizde akraba evliliginin sik olmas1 6ngoriilmiistiir.

2.1.3. NADPH enzimi

Gilintimiizde KGH’ye yol acan molekiiler diizeydeki bozuklugun polimorfoniikleer
16kositlerdeki NADPH oksidaz enziminin bes alt iinitesini (gp91P"°X, p22P"oX p4Qphox
p47Pox ve p67P1o%) kodlayan genlerdeki mutasyonlar sonucu ortaya ¢iktigi net olarak
bilinmektedir.



2.1.3.1. NADPH enzimi bilesenleri

Fagositlerde bulunan NADPH oksidaz, hiicre membranina bagli katalitik bir alt iinite ve
uyarilmamigken sitozolde yer alan ancak stimiile edildiginde aktive olup hiicre
membranina dogru yer degistiren birkac adet alt tnitelerden olusmaktadir. Membrana
bagh katalitik alt iinite gp91P"* ad1 verilen bir flavohemoproteindir. gp91PM, hiicre
membranmda bir transmambran protein olan gp22P"°* ile stabilize edilir. Bu kompleks
flavositokrom bssg olarak adlandirilir (Sekil 1) (18,19). gp91P™*in N-terminal ucu
membrani dolanan 6 tane hidrofobik bolge ve ii¢ tane glikolize N-terminal uca bagh
bolgeden olusur. Proteinin transmembran kisimlarinda her birisi iki histidin arasinda
bulunan iki tane hem proteini bulunur. gp91P"* proteininin bu kismi gp22PMox jle
etkilesimde rol alir (20). C-terminal ucu ise hidrofilik ve sitozolde yerlesimli olup bir adet
FAD igerir (21). Tipk1 gp91P"x gibi, gp22Phox alt tinitesinin de N terminal ucu hidrofobik
transmembran heliksler seklinde ve C teminal ucu ise daha hidrofiliktir. gp22P"*’yn N
terminal ucunda U¢ adet transmembran heliks, C terminal ucunda ise prolinden zengin

PxxP bolgesi bulunur.
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Sekil 9. Sitokrom b%® modeli. gp91P"°x ve p22°PM%yn transmembran heliksleri
gosterilmektedir. gp91P"°un glikolizasyon bdlgeleri mavi noktalar seklinde
gosterilmistir. kirmizi1 bolgeler ise aktivasyon esnasinda p47PM* ile etkilesimde bulunan
bélgelerdir. p22°P"°un sitoplazmik PxxP motifi gri olarak gosterilmis ve p47P"°X ile
etkilesmektedir (Groemping Y, et al. Biochem J. 2005;386(Pt 3):401-16.).

NADPH enziminin sitozolik bilesenlerinden olan p47P"* ve p67°", proteinlerin
prolinden zengin bdlgeleriyle etkilesime gectigi bilinen iki adet src homolog bolge3(SH3)
bulundurur (Sekil 2). Bu sitozolik alt tinitelerin her ikisi de en az bir adet prolinden zengin
b6lgeye sahiptir. SH3-prolin etkilesiminin p47P"* ve p67PMox alt iinitelerini uyarilmamis
hiicrelerde, inaktif konformasyonda tuttugu diistiniilmektedir. Ayni zamanda SH3-prolin
etkilesimi, sitozolik alt Uinitelerle flavositokrom bsss arasindaki etkilesimi kolaylastirarak
NADPH enziminin aktive olmasini saglamaktadir (22,23). p67°P"°% C terminalinde kiiclik
GTPaz’lar olan Racl ve Rac2’nin baglanmasini saglayan olan dort tane tetra-trokopeptit
(TPR) bolgesi icermektedir (24,25). Bu mekanizma da NADPH oksidaz1 aktive
etmektedir. Uciincii sitoplazmik bilesen olan p40P" ise uyarilmamis hiicrelerde p47°Pnox
/p67Pox  kompleksinin stabilizasyonunu ve oksidaz aktivasyonu esnasinda hiicre
membranina dogru yer degistirmesini saglamaktadir. Hem p40PM* hem de p47P"°% ‘phox
homology’ (PX) denilen ve plazma membranindaki fosfatidil fosfoinozitidlere baglanarak

aktif NADPH oksidazin stabilizasyonunu saglayan bélgelere sahiptir (26). p47P"°nin PX



bélgesi prolinden zengin olup uyarilmamis durumda p47P"°nin her iki SH3 grubuyla
etkilesim halindedir (27). Bu etkilesimin p47°"™un kendi kendini inhibe etmesini
sagladif diisiiniilmektedir. p40P" ise C terminalinde bir oktikoza peptid tekrar: (OPR)
icerir ve bu bolge de p67°P"°*’nin PB1(Phox ve Bem-1) bdlgesine baglanmaktadir (28).

L] 135 173 228 237 329

T B S v W - e

214 229 340 363-358
hox
p47" o
R R
226-
70 104 120 153 |992 o 236 243
67" T S P S—

Sekil 10. Sitoplazmik alt tinitelerin sematik gosterimi (Groemping Y, et al. Biochem J.
2005;386(Pt 3):401-16.).

2.1.3.2. NADPH enzimi aktivasyonu

Aktive olmamis fagositlerde NADPH oksidaz enzimi inaktif durumundayken,
flavohemoprotein gp91PMox substrati olan NADPH i¢in ulasilamaz konumdadir. p47P"°% ve
p67°Mox proteinlerinin flavositokrom bsss ile etkilesimi sonucunda NADPH gp91Phox
iizerindeki baglanma bdlgesine ulasir (Sekil 3). Sitozolik NADPH oksidaz bilesenlerinin
flavositokroma translokasyonu fagosit aktivasyonu esnasinda p47PM p67Pho* ve
p40PhoXyn serin fosforilasyonu ile baslar (29,30). Bu bilesenler protein kinaz C
izoformlar1 ERK/P38MAPK-bagimli yolak, cAMP bagiml protein kinazlar ve protein
tirozin kinaz bagimli yolak tarafindan fosforile edilir. Fosforilasyon NADPH oksidaz
aktivasyonunda anahtar olaydir. p47P"°% en ¢ok fosforilasyona ugrayan alt iinitedir. p47°"°x

yoklugunda ne p40P" ne de p67P"°* membrana transloke olabilir.
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Sekil 11. NADPH oksidaz kompleski aktivasyonunun molekiiler mekanizmalar1. Aktive
edilmemis fagositlerde NADPH oksidaz enzim kompleksi alt {initelerinden ayrilmis
haldedir. gp91P"°* ve p22P"°*dan olusan sitokrom b558 membranda, sitozolik faktdrler
p40Phox p47phox - nE7Phox jse sitoplazmada komplex halinde bulunur. Kiiglik GTP-baglayici
protein Rac inaktif formda GDP ve Rho-GDI ile birliktedir. Aktivasyon sonrasi
fosforilasyon ve konformasyonel degisiklikle NADPH oksidaz alt liniteleri bir araya gelir.
Aktive Rac-GTP transloke olur ve membrana tutunarak NADPH oksidaz komlpleksine
baglanir.Bir araya gelen NADPH oksidaz kompleksi NADPH’tan FAD ve hem gruplarina
elektron transferini yaparak molekiler oksijeni superoksite indirger (O’Neill S.et al.
Genetic disorders coupled to ROS deficiency. Redox Biol 2015;6:135-56).

Alt Unitelerin fosforilasyonuna ilaveten, membran fosfolipidlerinin NADPH
oksidaz aktivasyonunda 6nemli rol oynadig1 bulunmustur. Notrofil aktivasyonu esnasinda
fosfoinozitid-3-hidroksi kinazlar tarafindan hiicre membranindaki fosfatidilinozitol
(PtdIns) tiirevlerini fosforlamasi, sitozolik oksidaz bilesenlerinin membrana dogru yer
degistirmesini kolaylastirir. p40P"°1n PX bolgesi PtdIns(3)fosfata, p47°"°1n PX bolgesi
ise PtdIns(3,4)fosfata baglanir (31). gp91P™x ile sitozolik bilesenlerin arasindaki yiik
etkilesimlerinin de oksidaz kompleksinin olusmasinda etkili oldugu diisiiniilmektedir,
clnkli mutant gp91P"* proteinine degisik yiiklii aminosit eklenmesiyle sitozolik
bilesenlerin membrana dogru transloke olamadigi gézlenmistir (21). Bunun yaninda
sitoplazma iskeletini olusturan aktin moesin ve calprotektin proteinlerine baglanmanin da

oksidaz kompleksinin uygun yerlesimini ve stabilizasyonunu sagladig: diistiniilmektedir



(32-34). Buna ilaveten miyeloid iliskili proteinler olan MRP8 ve MRP14 de fagosit
aktivasyonu esnasinda gp91P"* proteinindeki konformasyonel degisimde rol oynuyor gibi
gOzukmektedir (35). Olusturulan NADPH enzim kompleksi, stabil bir yapi olmayip
devamli olarak sitozolik bilesenlerin membrana bagimli bilesenlerle ayrilmasi ve
birlesmesi gergeklesir ancak NADPH’den oksijene elektron transferi i¢in sitozolik
komponentlerin enzim kompleksi i¢inde varligmin gerekip gerekmedigi net olarak
bilinmemektedir(36).

Baz1 diisiik molekiil agirlikli GTP-baglayici proteinler de NADPH oksidaz
aktivasyonunda rol almaktadir. Bunlardan biri p2lrac olup fagositlerde iki alt tipi
bulunmaktadir: esas olarak makrofajlarda bulunan Racl ile daha ziyade notrofillerde
bulunan Rac2. Notrofil aktivasyonu esnasinda bu GTP baglayici proteinler, inaktif GDP-
baglanmis durumdan aktif GTP-baglanmis duruma gegerler. Bu siireg ‘guanine-nucleotide
exchange factors’ (GEFs) ve ‘GTPase-activating proteins’ (GAPs) tarafindan kontrol
edilir(37-39). Fagositlerde iki adet Rac aktive eden GEFs tanimlanmistir: P-Rex1 ve
Vavl. P-Rex1 sinerjistik olarak PtdIns(345)P3 ve membran reseptdrleriyle iliskili trimerik
G proteinler tarafindan aktive edilir. Bu da gostermektedir ki P-Rex1, notrofillerde direkt
olarak bu reseptorlere ligand baglanmasiyla kontrol edilir, ancak bu sadece C5a igin
kanitlanmigtir (40). Vavl ise tirozin fosforilasyonu ile aktive edilmektedir. Fagositlerde
formil-methionil-16sil-fenilalanine(fMLP), C5a, IgG kompleksleri, lipopolisakkaridler ve
kalsiyum ionofora yanit olarak Racl ve Rac2, Vavl tarafindan aktive edilir (41,42). Hem
sitoplazmada hem de hiicre membraninda bazi GAP proteinleri tanimlanmistir. Bu
proteinler Rac’1 inaktive ederek respiratuar burst’ii sonlandirmaktadir (43). Rac inaktif
durumdayken, Rho GDP-dissociation inhibitér (RhoGDI) ile bir kompleks halinde
durmaktadir. Aktive edilmis GTP-bagimli Rac gp67°"*a baglanir, aym1 zamanda
membran fosfolipidleriyle de iliski kurar (Sekil 3). Bly(k ihtimalle Rac, gp91P* ile de
iligki kurarak gp91P"* araciligiyla elektron akimimi kolaylastirir (44). Baska bir diisiik
molekiil agirlikli GTP-baglayici protein olan Rap1 A ise membrandaki flavositokrom Dsss
ile baglantilidir. Bu baglant1 Rap1A’nin protein kinaz A aracili fosforilasyonu sonrasinda
azalir, bu nedenle ileri siiriilmektedir ki RaplA, NADPH aktivitesini hiicre igince

cAMP’yi arttiran ajanlara yanit olarak diizenlemektedir (45).



2.1.3.3. NADPH enzimi fonksiyonu

KGH fagositlerindeki fonksiyon bozuklugunun siiperoksit, hidrojen peroksit, hipokloroz
asit gibi stiperoksitten tlreyen radikallerin Uretilememesi oldugu bilinmektedir. Normal
fagositlerde NADPH oksidaz fagozom icinde slperoksit anyon radikallerini Uretir.
Superoksitin bakterisidal potansiyeli diisitk olup hizlica hidrojen peroksite doniisiir.
Hidrojen peroksit ise daha sonra miyeloperoksidaz tarafindan katalizlenen reaksiyonla
fagositlerin esas silahi olan hipokloroz asite doniisiir (Sekil 4). Slperoksit ve hidrojen
peroksitin  bakterisid etkileri diisiik de olsa, hipokloroz asitin iretilemedigi
miyeloperoksidaz eksikliginde hiicreler neredeyse normal bakterisidal aktivite
gostermektedir. Bunun yaninda KGH hiicreleri, bakterilerle birlikte glukoz varliginda
hidrojen peroksit tiretebilen glukoz oksidazin bulundugu ortamda inkiibe edildiginde,
belirgin bir sekilde bakterileri 6ldiirebilmektedir. Bu da gostermektedir ki reaktif oksijen
bilesikleri esas bakterisidal ajanlardir (46). Alternatif bir diisiince ise su sekildedir. Lokosit
esteraz ve katepsin G proteini eksik farelerin I6kositleri ile gp91P"* proteini eksik farelerin
lokositleri bakterilere karsi benzer sekilde etkisiz oldugu gozlenmistir. Bu proteazlarin
graniillerden katyonlar araciligi ile serbestlestirildigi ve bu olay da bakteri igeren nétrofil
fagozomlarinda potasyumun igeri girmesiyle gergeklesir. Bu ise fagosomda uretilen
superoksitlerin birikimiyle ortaya g¢ikan protonlarin igeri girmesiyle kolaylasir. KGH
fagositlerinde siiperoksit birikimi olamadigindan bu organellerdeki proteaz aktivitesi ve
buna bagl olarak da bakteriyel 6ldiirme azalmaktadir (47). Voltaj-kapili H* kanali Hv1
araciligiyla sitozolden fagozoma proton translokasyonu, NADPH oksidaz aktivitesinin
devamini saglayan en onemli iyon hareketidir (48). Buna ilaveten reaktif oksijen
tlrevlerinin hem direkt hem de indirekt etkisiyle fagositlerde antimikrobiyel etki mumkiin
olabilmektedir (49).

10



NADPH

Phagocytic vacuole

Azurophil granules

Cytosol

Sekil 12. Fagozom iginde reaktif oksijen turevlerinin Gretimi. Fagositoz ile birlikte Kistik
fibroz transmembrane konduktans regulator (CFTR) kanallar1 fagozom membraninda
aktifleserek fagozom i¢ine klor (CI) anyonlarmi tasir. NADPH oksidaz kompleksi
tarafindan tretilen siiperoksit anyonlar1 (O2?) hidrojen peroksite (H202) doniisiir.
Miyeloperoksidaz ise H20: ile CI arasindaki reaksiyonu katalizler ve hipokloroz asit
olusur (HOCL) (Sabrina Bréchard, et al. Antioxid Redox Signal. 2013;18(6):661-76.).

KGH’nin en 6nemli 6zelliginden biri de yaygin grantlomlardir. Bazi ¢aligmalar
ileri siirmektedir ki NADPH oksidazin reaktif oksijen tiirevlerini tiretememesi sonucunda
azalmig apoptoz, granilomlara yol acar (50). Diger yandan KGH nétrofillerinde
inflamatuar mediyatorlerin devamli olarak gen ekspresyonunun arttigi da saptanmistir.
Buna karsiik KGH nétrofillerinde, normal nétrofillerde goriilenin aksine fagositozla
tetiklenen apoptozis esnasinda Bax ekspresyonunun artmadigi gézlenmistir (51). Bu
nedenle KGH hastalarinda granilom olusumu KGH nétrofillerinin hayattta kalmasini
destekleyen artmis proinflamatuar aktiviteye bagli oldugu diisiiniilmektedir. Bu artmis gen
ekspresyonu reaktif oksijen tlrevlerinin direkt ya da indirekt etkisi olabilir. Buna ilaveten
bakteri ve apoptotik hiicrelerin fagositozu esnasinda KGH nétrofilleri ve makrofajlar
tarafindan yeterince anti-inflamatuar medyator salgilamamasi da inflamasyonun devam
etmesine katkida bulunuyor olabilir (52). Bunun yaninda apoptotik KGH nétrofili hiicre
ylizeyinde az miktarda fosfatidil serin icermektedir ki bu da makrofajlar tarafindan

notrofilin gecikmeli olarak ortadan kaldirilmasina yol agar (50).
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KGH hastalarinda nétrofillerdeki bozuklugun yaninda B hiicre alt tiplerinden
CD27*memory B hiicrelerde azalma saptanmis, fakat viral enfeksiyonlara ya da
asilamalara kars1 azalmig bir antikor yapimi gdzlenmemistir. B hiicrelerindeki bu
degisikligin KGH hastalarindaki otoimmiin 6zelliklerle alakali olup olmadig: ise heniiz

netlik kazanmamistir (53).

2.1.4. KGH’ye yol acan molekiiler patoloji ve gen mutasyonlari

KGH’ye yol agan NADPH oksidaz enziminin eksikligi birkag¢ yolla olabilir: birincisi ve
en sik gozleneni NAPDH oksidaz enziminin alt iinitelerini (gp91Pho%, p22Phox  p4Qphox
p47PhoX ve p67PMoX) kodlayan genlerdeki mutasyonlar, ikincisi ve daha nadir olan sekli ise
NAPDH oksidazin aktivasyon stirecini etkileyen genetik defektler (Rac2), son olarak ise
NADPH oksidazin substrati olan NADPH’n iiretim yolaginda bozukluk sonucu KGH
go6zlenebilir (Sekil 5).

AR22°CGD X-linked CGD
<5% 70%
CYBA-16q24 CYBB—Xp21.1
AR47° CGD AR67°CGD
25% <5%
NCF1-7q11.23 NCF2—-1q25

AR40° CGD
1 case

NCF4-22q13.1

Sekil 13. KGH'ye yol acan molekdler patoloji ve mutasyonlar (O’Neill S.et al. Redox
Biol 2015;6:135-156)

gp91PMox’i kodlayan CYBB geni 30 kb biiyiikliigiinde olup 13 ekzon igerir. X
kromozomu iizerinde XP21.1’de bulunur. Promoter bolgesi detayli olarak tanimlanmaistir.
Promoter bolgesinde transkripsiyon faktorlerinin baglanmasini engelleyen mutasyonlar

sonucu KGH’nin goriildiigi aileler de tanimlanmistir (53-57). CYBB ve p47’yi kodlayan
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gen olan NCF1’in transkripsiyonu interferon-y (IFN-y) tarafindan
kolaylastirilmaktadir(58-59).

16. kromozom (izerinde 16q24 te yer alan, 8.5 kb biiyiikliigiinde ve alt1 ekzondan
olusan CYBA geni gp22PM°*’yi kodlar. NCF1 geni 7. kromozomda 7q11.23’te bulunup
gp47°"o%yi kodlar. 15 kb biiyiikliigiinde ve 11 ekzondan olusur. 1. Kromozom iizerinde
1g25°te bulunan NCF2, gp67P"°*’yi kodlar ve 40kb biiyiikliigiinde olup 16 ekzon igerir.
Son olarak ise gp40P"°x’1 kodlayan NCF4 geni 22. kromozom iizerinde 22q13.1°de bulunur
ve 18kb olup 10 tane ekzonu vardir.

22. kromozom Uzerinde bulunan RAC2, NADPH oksidaz tarafindan superoksit
iretiminin aktivasyonunda rolii olan Rac2 proteinini kodlar. Rac2 mutasyonlarinda KGH
benzeri semptomlari yani sira ndtrofil kemotaksisi ve degraniilasyonunda da bozukluklar
g6zlenmektedir (60-62).

X kromozomunda yer alan G6PD geni ise NADPH uretiminden sorumlu heksoz
monofosfat yolagmin enzimi olan G6PD’yi kodlar. Nadir olarak G6PD eksikliginde
sadece eritrositlerde degil 16kositlerde de G6PD eksikligi gézlenir. Bu hastalarda NADPH
oksidazin substrat1 olan NADPH eksikligi nedeniyle hafif formda KGH goézlenir (63).
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2.1.5. KGH hastalarinda klinik 6zellikler

KGH hastalarinda tekrarlayan bakteriyel ve fungal enfeksiyonlara yatkinlik gozlenir.
Bunun yaninda hastalarin bir kisminda artmis inflamasyona bagli olarak granilom gibi

bulgular da saptanmistir.

2.1.5.1. Enfeksiyonlar

Hastaligin en belirgin 6zelligi tekrarlayan bakteriyel ve fungal enfeksiyonlardir. Ozellikle
dis diinyayla temas halindeki organlar olan akcigerler, gastrointestinal sistem ve ciltte
enfeksiyonlar gozlenmekle birlikte direkt ya da hematojen yayilim yoluyla siklikla beyin
ve karaciger basta olmak Uzere tim organlar enfekte olabilir. Hastalarin yaklasik {igte
ikisinde yasamin ilk yili i¢inde enfeksiyonlar dermatit, kolit ve biiyiime gelisme geriligi
ile hastalik bulgu verir. Bununla birlikte hastalik spektrumu oldukca genis olup bazi
hastalar yenidogan doneminde agir enfeksiyonlarla bulgu verirken, bazi hastalarda eken
cocukluk ¢agina kadar hi¢ bulgu olmayabilir (2). Genel olarak X’e bagli KGH, otozomal
resesif KGH’ye gore daha erken baslangi¢h olup daha ciddi enfeksiyonlarla seyreder
(11,12).

Hastalarda en sik gbzlenen enfeksiyon pnomonidir ve siklikla Staphylococcus
aureus, Aspergillus tirleri, Burkgolderia cepacia ve enterik gram negatif bakteriler
etkendir. (11,12,17,64,65). Her tiirlii abse, pndmoniden sonra KGH hastalarinda en sik
gOzlenen enfeksiyondur. En sik goriilen abse cilt abseleridir. Etken olarak en sik olarak
S.aureus tanimlanmistir. Bunun yaninda Serratia marcescens, B.cepacia gibi gesitli gram
negatif bakteriler de etken olarak gosterilmistir. Ozellikle burun bdlgesinde gozlenen ve
S.aureus’un yol acgtig1 tekrarlayan impetigo uzun siireli tedavi gerektirir. Hepatik ve
perihepatik abseler de KGH hastalarinda olduk¢a yaygm olarak izlenir. Genellikle
S.aureus yol acar. Hastalarda osteomiyelit de sik goriilen enfeksiyonlar arasindadir.
Mikroorganizmalar hematojen yayilim gosterebilecegi gibi (S.aureus, Salmonella tirleri,
S.marcescens gibi), non-fumigatus Aspergillus pnémonilerinde vertebralarin komsuluk

yoluyla infekte olmasinda goriildiigi gibi komsuluk yoluyla da yayilim gosterebilir.
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Sayilan mikroorganizmalar diginda hastalarda siklikla rastlanan enfeksiydz etkenler;
Escherichia coli tirleri, Listeria turleri, Klebsiella ttrleri, Nocardia ve Candida turleridir
(64). Gelismekte olan ve Bacille Calmette Guerin (BCG) asilamasinin oldugu tlkelerde
ise BCG enfeksiyonlar1 ile Mycobacterium tuberculosis gézlenebilir (66-69).

Bu ajanlar disinda son yillarda daha nadir olarak goézlenen ama KGH igin
neredeyse patognomonik sayilabilecek bazi mikroorganizmalar tanimlanmistir.
Chromcobacterium violaceum ve Francisella philomiragia tuzlu sularda gozlenir ve KGH
hastalarinda cilt ve derin doku abseleriyle sepsis yol actigi bildirilmistir (70-71).
Granulibacter bethesdensis gram negative bir comak olup kronik nekrotizan lenfadenit ve
sepsis yol acar (72). Burkholderia gladioli, KGH hastalarinda osteomiyelit ve sepsis
etkeni olarak gosterilmistir (73). Bu tip mikroorganizmalarla karsilasildiginda KGH
siiphesi uyanmalidir.

Invaziv fungal enfeksiyonlar da hastalarin yaklasik %20-40’mda gozlenir
(2,74,75). Primer immiin yetmezlikler arasinda KGH invaziv fungal enfeksiyonlarin en
stk goriildigli immiin yetmezlik olup, mortalite ve morbiditenin en Onemli
belirleyicilerindendir. En sik goriilenler Aspergillus fumigatus ve A. nidulans olup
akcigerler ve goglis duvarinin enfeksiyonuna yol acarlar. Baz1 fungal enfeksiyonlar ise
hemen hemen bagka hi¢bir hastalikta goriilmeyip sadece KGH’de g6zlenir: Paecilomyces
variotti, Paecilomyces lilacinus ve Neosartorya udagawae bunlardan bazilaridir (74).
Buna karsilik histoplazmozis ve blastomikozis gibi dimorfik kif ve kriptokokkoz gibi
maya enfeksiyonlar1i KGH’de go6zlenmez. Mukormikoz ise sadece ciddi iatrojenik
immunsupresyon durumunda gozlenir (76).

Curumekte olan saman ve yapraklarda bulunan fungal spor ve hiflerin inhalasyonu
sonras1 gozlenen hipersensitivite pndmonisi (mulch pneumonitis) de KGH hastalarinda
dramatik bir seyre sahiptir. Hastalarda ani olarak ates, nefes darlig1 ve yaygin akciger
infiltrasyonu gozlenir. Mikrobiyolojik etken saptanamayabilir ancak fungal antijenlere
kars1 artmis bir inflamatuar yanit s6z konusudur. Bunun sonucunda akciger biyopsilerinde
artmis inflamasyon ve nekrotizan grantilomlar saptanir. Bu sendromun taninmasi tedavide
antifungallerin yaninda antiinflamatuar olarak kortikosteroidlerin de kullanilmas1

gerektiginden ¢ok dnemlidir (77).
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2.1.5.2. inflamatuar bozukluklar

KGH hastalarinda klinikte enfeksiyonlara yatkinligin yaninda inflamasyona bagl
bulgular da izlenir. Baz1 hastalarda inflamatuar bulgular 6n planda olabilir hatta ilk bulgu
olabilir (78).

KGH’nin tipik inflamatuar &zelligi granilomlardir. Graniilomlar lenfosit ve
histiositler basta olmak tizere kronik inflamatuar hiicrelerden olusur. Tuberkiiloz ya da
Crohn hastalig1 gibi graniilomlarin izlendigi diger hastaliklardan farkli olarak KGH
grantlomlarinda notrofiller relatif olarak az gozlenir ancak plazma hiicreleri eosinofillerin
sayis1 artmistir ve pigmente lipid yiiklii histiositler izlenir (79).

Granllomlar bulunduklar1 organa gore farkli bulgu verirler. Ornegin midede
oldugunda gastrik bosalma zamani uzar, kusma, kilo kaybi ve disfaji gozlenir.
Ureteropelvik bileskede oldugunda hidronefroz izlenebilir.

Inflamasyonun en yogun goriildiigii sistem gastrointestinal sistemdir. Bazi
serilerde neredeyse 9%30-60 oraninda gastrointestinal sistem tutulumu goriilmektedir
(11,80). X’e bagh gecisli KGH hastalarinda gastrointestinal sistemin inflamasyonu
otozomal resesif forma gdre daha sik goézlenir ve ciddi seyirlidir. En sik goriilen
semptomlar sirasiyla; karin agrisi, ishal, bulanti-kusma ve gastrointestinal sistem
obstriksiyonuna bagli bulgulardir. Gastrointestinal sistemin her yerinde granilom
gozlenebilir ve obstriiksiyona yol agip cerrahi tedavi gerektirebilir. En sik distal ince
bagirsaklar ve kolonda olmak Uizere, her yerde inflamasyon ve inflamatuar barsak hastalig
benzeri bulgular izlenebilir (81). Bu hastalarda endoskopik olarak mukozal hassasiyet,
psodopolipler, petesiyal kanamalar, striktiirler, fissiir ve iilserlere rastlanabilir. Histolojik
olarak bu lezyonlarda eosinofil ve makrofajlardan zengin kript ve kript abseleri saptanir.
Karcacigerde nodiiler rejeneratif hiperplazi, non-sirotik portal hipertansiyon ve
hepatosplenomegali, KGH hastalarinda karaciger tutulumunda izlenen bulgulardir.
Karaciger tutulumuna sekonder olarak portal hipertansiyon ve splenomegali gelisebilir.
Karaciger tutulumu ilerleyici olup mortalitenin gl¢li bir belirleyicisidir (82,83).

Urogenital sistemde tutulum yaklasik hastalarin %40’inda bildirilmistir (84).

Hastalarda mesane duvar kalinliginin artmasina bagli obstruktif tiropati, graniilom iliskili
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uropati, mesane Ulserleri, eozinofilik sistit, graniilomattz orsit ve periskrotal graniilomlara
go6zlenir. Genitouriner komplikasyonlar bébrek fonksiyonlarini etkileyebilir (84,85).
Daha nadir olarak gozlenen inflamatuar ve otoimmun bulgular ise; granulomatoz
akciger hastaligi, pulmoner interstisyel fibrozis, makrofaj aktivasyon sendromu, artrit,
gingivit, koryoretinit, iiveit, glomeriilonefrit, beyinde beyaz madde lezyonlari, diskoid

lupus ve sistemik lupus eritematozistir (86-89).

2.1.6. KGH tasiyicilarinda klinik 6zellikler

X’e bagli KGH hastalarinin tasiyict kiz kardesleri ve annelerinde iki farkli fagosit
popiilasyonu gozlenir. Fagositlerin bir kismui siiperoksit tiretebilme yetenegine sahipken
bir kisminda siiperoksit liretimi gozlenmez. Bu tasiyicilarda normal nétrofillerin oram
%10’un altina diismedikge ciddi enfeksiyon goriilme riski ¢ok azdir. Ancak ¢ok nadiren
bazi tasiyic1 kadin bireylerde normal hiicre neredeyse hi¢ olmayabilir ve KGH
hastalarinda goriilen tlrde enfeksiyonlar izlenebilir (90-93). Notrofillerin  normal
oksidasyon kapasitesi azaldik¢a enfeksiyon riskinin arttigir gosterilmistir. Oksidasyon
fonksiyonu bir tagiyicida zaman igerisinde degiskenlik gosterebilir.

X-KGH tasiyicilarinin 6ne ¢ikan belirgin 6zelligi ise artmis otoimmiinite
bulgularidir. Bu bireylerde tekrarlayan oral aftlar, fotosensitivite, diskoid lupus, artrit ve
artralji, egzema, lupus benzeri malar dokunt, sistemik lupus eritematozis ve koryoretinit
gozlenebilir (91-94). Ilging olarak nétrofillerin oksidasyon kapasitesiyle otoimmiinite
bulgularinin goriilmesi arasinda bir iligki saptanmamistir. Buna ilaveten otoimmiinite
bulgular1 artmis da olsa antiniikleer antikor pozitifligi de sadece tasiyicilarin az bir
kisminda saptanmistir (94).

Enfeksiyonlara egilim ve artmis otoimmiinite yalnizca X’e bagh KGH
tastyicilarinda saptanmis olup, otozomal resesif ge¢isli KGH tasiyici bireylerinde boyle

bir iliski goriilmemektedir (11).
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2.1.7. Tam yontemleri

KGH tanis1 temelde {i¢ sekilde konulabilir: 1. Fagositlerde NADPH oksidaz enziminin
aktivitesi Olctlerek, 2. NADPH oksidaz enziminin alt tinitelerinin protein ekspresyonunun
olcimuyle, 3.NADH oksidaz enziminin alt Onitelerini kodlayan genlerin mutasyon

analiziyle.

2.1.7.1. NADPH oksidaz aktivitesi 6lcimu

Temel olarak NADPH oksidaz enziminin katalizledigi reaksiyon su sekildedir: Molekiiler
oksijen (O2), tek elektron radikali superoksit anyonuna redukte edilir. Superoksit ise daha
sonra hidrojen perokside redikte edilir (H202). Bu arada NADPH’tan NADP* ve H* elde
edilir (Sekil 6). Fagositlerin oksidasyon kapasitesi, oksijen kullaniminm dl¢iimiiyle ya da
superoksit veya hidrojen peroksit Gretiminin 6lgimdyle belirlenir (95). Bu testler kan
notrofilleri ayristirilarak yapilir. Es zamanl olarak saglikli kontrol kan orneklerinden
ayristirilan notrofillerde de testler yapilarak sonuglar birbiriyle kiyaslanir. Bu deneylerde
fagositlerin NADPH oksidazi uyaracak uyaranlarla inkiibe edilmesi gerekmektedir, ¢linkii
istirahatteki hiicrelerde bu enzim inaktiftir. Siklikla kullanilan uyaranlar; forbol miristat
asetat (PMA) ve bakteriyel bir peptid olan formil metionil 16sil fenilalanindir (fMLP).
PMA intraseliiler protein kinaz C’yi aktive eder. Protein kinaz C ise p47P"*u fosforile
eder ve boylece NADPH oksidaz kompleksi bir araya gelerek enzim aktive olur. fMLP,
daha 6nceden trombosit aktive edici faktor (PAF), TNF-a ya da lipopolisakkarit (LPS) ile
aktive edilmis nétrofillerin hiicre yizeyindeki reseptorlerine baglanarak NADPH oksidazi
aktive eder. Bu nedenle fMLP ve PAF enzim aktivitesini baslatmak i¢in bir arada

kullanilir.

18



NADPH + 20, —MAREH_. 205 + NADP* + H*

2H" + 207 —guRRIde . Hy0; + O2

2H200 —Catalase 2H20 + O2

Sekil 14. Reaktif oksijen radikallerinin iiretildigi reaksiyonlar ve kataliz eden enzimler.

Oksijen kullaniminin 6l¢timii bir oksijen elektrodu ile miimkiin olur, fakat bu

yontem uzun siirer ve artik KGH i¢in kullanilmamaktadir. Bunun yerine siiperoksit ve
hidrojen peroksit tiretimi KGH tanis1 i¢in 6l¢iilmektedir.
Superoksit Uretimi; superoksitin ferrisitokrom ¢ ve nitroblue tetrazoliumu (NBT) redukte
edebilme ozelligi sayesinde Olciilebilmektedir. Ferrisitokrom c, siiperoksit varliginda
rediikte edilir ve redikte ferrisitokrom c spektrofotometrik olarak 6lculebilir. NBT ise
normalde sar1 bir boya olup stiperoksit varliginda rediikte olarak koyu mavi formazana
dontiisiir. Formazan hiicrelerde intraseliiler olarak presipite olur ve bu hiicreler mikroskop
altinda incelenir. KGH noétrolfillerinde farmazan birikimi gozlenmez. NBT testi ile X’e
bagli KGH tasiyicilar1 da taninabilir. Tasiyict anne ya da kiz kardeslerde normal
notrofillerde farmazan birikimi gozlenirken NADPH oksidazin eksik oldugu bazi
notrofillerde ise farmazan birikimi izlenmez (96).

e

£
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Sekil 15. Nitroblue tetrazolium testi. Soldaki resimde saglikli ndtrofillerde NBT testi
pozitif olup nétrofiller koyu mavi boyanmis, sagdaki resimde ise KGH notrofilinde NBT

ile boyanma g6zlenmemektedir.
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Hidrojen peroksiti dlgen en yaygin kullanilan test dihidrorodamin-1,2,3 testidir
(DHR). DHR, peroksidaz enzimi varliginda notrofillerde H20z2 tarafindan okside edilir ve
rodamin-1,2,3’e dondstiiriilir. Rodamin-1,2,3’lin yaydig1 floresan sinyal akan hucre 6lger
ile 6lcilebilir (95, 96). Her bir hiicrenin ayr1 ayr1 yaydigi sinyal akan hilcre 6lgerde
olgiilebildiginden DHR testi ile de X’e bagli KGH tastyicilari ayirt edilebilir. Bu reaksiyon
peroksidaz bagimli olup nétrofillerdeki miyeloperoksidaz tarafindan katalizlenir. Bu
nedenle miyeloperoksidaz eksikliginde de DHR testi negatif olup yanlislikla KGH tanis1
konulabilir.

KGH’den siiphelenildiginde NBT ya da artik giiniimiizde daha sik kullanilmaya
baslanmis olan DHR testi ile tan1 konulabilir. Bununla birlikte molekiiler defektin
belirlenmesi genetik danigmanlik, prenatal tan1 ve hastalarin prognozunu 6n goérme ve

tedavi yonelimi agisindan 6neme sahiptir.

2.1.7.2. NADPH oksidaz alt tnitelerinin belirlenmesi

KGH alt tnitelerinin belirlenmesinde akan hiicre Ol¢erden faydalanilabilir. Alt grup
analizi yapilirken bes alt tiniteye karsi gelistirilmis monoklonal antikorlardan
faydalanilarak hiicre i¢i boyama yapilir (3,95). Eger sitozolik bilesenlerden biri eksikse
(p40PoX pE7PIoX n47PMOX) mytasyonu tasityan genin belirlendiginden emin olunur. Ancak
membrana bagl bilesenlerden biri (gp91PMo%, p22Phox) eksik ise digeri de akan hiicre
Olcerde tespit edilemez ¢linkd bu iki bilesen birbirlerini stabilize etmektedir. Boyle bir
durumda hastanin kadin akrabalarinda NBT ya da DHR ile tasiyicilik aranarak ayrim
yapilabilir, ¢link(i gp91PMox eksikligi X gecislidir. Ancak X-KGH hastalarmin yaklagik
Ucte biri, germ hicrelerindeki yeni mutasyonlara bagh oldugundan annelerin somatik
hucrelerinde mutasyon saptanmaz. Bu nedenle annenin X-KGH tasiyiciligi saptanmamasti
her zaman gp91Pro* eksikligini dislatmaz.

Eger NADPH oksidaz aktivitesi yok veya azalmis olmasina ragmen, tim alt
uniteleri akan hiicre 6lgerde belirlenebiliyorsa buna KGH (+) varyanti ad1 verilmektedir.
Bu durum protein ekspresyonu olmasina ragmen oksidaz kompleksi fonksiyonunu bozan

mutasyonlarda goriilmektedir. Boyle bir durumda etkilenmis alt iinite genetik analiz ile
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saptanabilir. Bir diger se¢enek ise hiicreden yoksun oksidaz testidir. Bu testte etkilenen
enzim bileseninin hiicre i¢i ya da dis1 olup olmadigi ayrimi yapilir. Hastalarin nétrofil
membranlar1 saglikli n6trofil sitozolleriyle karistirilir ya da tam tersi yapilir. Bu karigim
NADPH ile inkiibe edilip aktive edildikten sonra ortaya ¢ikan siiperoksit ya da hidrojen
peroksit Uretimi Olgllerek defektin hiicre i¢i mi yoksa hiicre dis1 bilesenlerden mi

kaynaklandigi anlagilabilir.

2.1.7.3. Mutasyon analizi

Tiim KGH hastalarinda sorumlu mutasyon mutlaka belirlenmelidir. Bu sayede etkili bir
genetik danigmanlik saglanabilir. Sorumlu mutasyon saptandiginda prenatal tani
yapilabilir. Bunun yaninda klinik bulgusu olmayan tasiyicilar sadece mutasyon analiziyle
kesin olarak saptanabilir. Hastalara akrabadan kok hiicre nakli planlandiginda, dondriin
mutasyonu tasimadigindan emin olunmalidir.

CYBB, CYBA, NCF2 ve NCF4 genleri genomik DNA’dan polimeraz zincir

reaksiyonu (PCR) amplifikasyonu ile sekanslanarak analiz edilebilir.

2.1.7.3.1. X’e bagh KGH’de mutasyon analizi

X’e bagli KGH’de 1200’den fazla ailede mutasyonlar tanimlanmistir. CYBB geninde gen
inversiyonu disinda her tiirlii mutasyon ¢esidi saptanmistir (56).

Delesyon ve/veya insersiyon mutasyonlar1 X-KGH hastalarinin  %35’inde
gorilmektedir. Geri kalan %65’inde ise tek nukteotid substitusyonu gozlenmektedir.
Delesyonlar ¢ok biiyiik veya sadece tek niikteotit delesyonu olacak sekilde olabilir. Eger
delesyon ¢ok buyiikse sadece CYBB geni degil komsu genler de etkilenebilir. Boyle
hastalarda KGH’ye ilaveten Duchenne muskdiler distrofi, retinitis pigmentoza ve McLeod
(K* proteini eksikligine bagl eritrositlerde Kell antijenlerinin azalmasi sonucu gozlenen
hemolitik anemi) sendromu tanimlanmisir. Delesyonlar eger sentromerik ise ornitin
transkarbamilaz eksikligi KGH’ye eslik edebilir.
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2.1.8. Tedavi

KGH kesfedildiginden beri prognozu gittikge daha iyiye gitmistir. Antibiyotik profilaksisi
ve enfeksiyonlarin erken tanmip agresif olarak tedavi edilmesi prognozun eskiye gore
daha iyi olmasinda etkili olmustur. KGH’de enfeksiyonlardan sakinmak, yasam boyu
antibiyotik ve antifungal profilaksisi ve enfeksiyonlarin hizli ve etkin tedavisi, tedavinin
temellerini olusturur (97).

Enfeksiyonlardan sakinmak amactyla KGH hastalarinda BCG disinda canl viriis
asilar1 dahil tiim rutin asilamalar yapilmalidir. Enfeksiyonlardan kagimmak i¢in hijyen
onlemleri alinmali, kesi ya da abrazyonlar mutlaka sabunlu su ile yikanip betadine
soliisyonu gibi bir antiseptik ajanla temizlenmelidir. Perirektal abselerden kaginmak i¢in
kabizlik Onlenmelidir. Pulmoner enfeksiyon riski sigara maruziyetinin azaltilmasiyla
azalmaktadir. Aspergillus enfeksiyonlarindan korunmak i¢in saman, ¢lirlimiis bitkiler ya
da ahsap gibi maddelerden uzak durulmasi onerilmektedir. Agiz hijyenine de mutlaka
dikkat edilmelidir.

Antibiyotik profilaksisinin enfeksiyonlar1 Onlemede etkinligi kanitlanmigtir.
Trimetoprim-sulfametoksazol ~ (TMP-SMX)  bakteriyel enfeksiyon insidansini
azaltmaktadir (98). 5 mg/kg/gin bir ya da iki doza boliinmiis sekilde TMP-SMX kullanimi1
onerilmektedir. Sulfa alerjisi olan hastalarda dikloksasilin kullanilabilir.

Itrakonazol (5 mg/kg/giin) ise fungal enfeksiyonlara karsi profilaktik olarak
kullanilmaktadur. itrakonazol alan hastalarda da fungal enfeksiyonlar gézlenmekle birlikte
almayan hastalara gore daha az oranda fungal enfeksiyon bildirilmistir (99). Itrakonazolu
tolere edemeyen bireylerde posakonazol tercih edilebilir (100).

Profilaktik rekombinan interferon-y (rIFN-y) kullanimimnin faydalar tartigmalidir
ve tedaviye eklenmesi hasta bazinda karar verilmelidir. rIFN-y tedavisinin hastalarda
enfeksiyon sikligimi ve ciddiyetini kalitim seklinden bagimsiz olarak azalttigi
gosterilmistir (101-102). Ancak rIFN-y siiperoksit tiretimini arttirmamistir. Hastalardaki
klinik diizelmenin oksijen radikalleri iiretimini tetiklemekten ziyade konak savunmasini
arttirarak saglandig1 diigiiniilmektedir. Bunun yaninda prospektif bir ¢aligmada rIFN-y

kullanim1 enfeksiyon orani iizerine anlamli bir etki yaratmamistir (14).
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KGH hastalarinin yonetiminde yapilabilecek en biiylik hata enfeksiyonlarin gec
tanmip tedaviye ge¢ baslanmasidir. Bu nedenle enfeksiyondan siiphelenildiginde kiiltiir
sonuclar1 beklenmeden hizlica S.aureus ve gram negatif bakteriler kapsanacak sekilde
ampirik antibiyoterapi parenteral yolla baslanmalidir. Vankomisin/Klindamisin ve
seftazidim/karbapenem kombinasyonlar1 baslanabilir. Invaziv fungal enfeksiyonlar
acisindan da dikkatli olunmali, akciger semptomlar1 veya sebebi bilinmeyen ates
varliginda ajan tanimlanmasa da antifungal tedavi ampirik olarak baglanmalidir. En sik
gozlenen fungal ajan olan Aspergillus, KGH hastalarinda serolojik testlerde ya da
bronkoalveolar lavaj drneklerinde tanimlanamayabilir. Bu testlerin KGH hastalarinda
sensitivitesi diisiik bulunmustur (75). Fungal enfeksiyonlarda tedaviye uzun siire devam
edilmelidir. Vorikonazol, Aspergillus turleri igin ilk secenek olarak Onerilmektedir.
Vorikonazol tedavisine direncli enfeksiyonlarda lipozomal amfoterisin B, kaspofungin ve
posakonazol denenebilir.

Hastaligin tedavisinde zaman zaman cerrahiye bagvurulur. Enfekte lenf nodlarinin
cerrahi olarak ¢ikarilmasi ve abselerin drenaji enfeksiyonlarin kontrol altina alinabilmesi
icin gereklidir.

Cerrahi ve medikal tedaviye direncli hastalarda granilosit transflizyonu
denenebilir. Grantlosit ve her tlrlt transflizyon dncesinde X-KGH hastalarinda dikkat
edilmesi gereken nokta, bazi hastalarda eslik eden McLeod sendromu olabileceginden
transflizyon sonrasi hemoliz gozlenebilir. Bu nedenle hastanin genetik mutasyonu
bilinmiyorsa ilk transfiizyon 6ncesi mutlaka eritrosit antijen fenotiplemesi yapilmalhdir.

Granulomlar kortikosteroidler ile tedavi edilebilir. Nispeten disiik doz
kortikosteroid kullanimima (0.5-1.0 mg/kg/glin) yanit alinir ancak usun siireli kullanim
gerekmektedir. Steroidler immiinsiipresyon yaratacagindan sadece kullanilmasi
kaciilmaz oldugunda tercih edilmelidir. Antimikrobiyal ajanlarla beraber kullaniimalar1
gerekebilir. Ornegin hipersensitivite pndmonisinde antifungal ile birlikte kullanilir (77).
Geleneksel olarak cerrahi drenaj ve antibiyotikler ile tedavi edilen karaciger abselerinde
ise son zamanlarda gosterilmistir ki antibiyotiklerle birlikte tedavide steroid

kullanildiginda cerrahi drenaj yapilmadan karaciger absesi tedavi edilebilir (103).
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Kemik iligi nakli KGH hastalarinda kiiratiftir (97). Transplant sonrasi hem
enfeksiyonlar hem de inflamasyon bulgular1 tedavi edilmis olur. Ancak KGH hastalar1
doku reddine yatkindir ve transplant dncesi gegirilmis enfeksiyonlarla organ bozukluklar
transplantin basarisini etkilemektedir. Transplant oncesi miyeloablatif tedavi, diisiik
yogunluklu tedavilere gore doku reddini dnlemede daha etkilidir. Transplant esnasinda
enfeksiyonu olmayan hastalarda sag kalim daha iyidir. Son ¢alismalarda transplant sonras1
sag kalim %90 oraninda bildirilmistir. Bunun yaninda halen %10’luk bir mortalite oran1
nedeniyle hangi hastaya kemik iligi nakli 6nerilecegi bir problem teskil etmektedir. Ciinkii
antimikrobiyal profilaksi ve enfeksiyonlarin hizli ve etkin tedavisiyle KGH hastalarinin

prognozu da glinden gune iyiye gitmektedir.
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3. GEREC VE YONTEM

Caligmaya Marmara Universitesi Pendik Egitim ve Arastirma Hastanesi’nde takip
edilmekte olan 25 KGH hastas1 ve anneleri alind1. Calisma i¢in Marmara Universitesi T1p
Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’ndan 03.03.2017 tarih ve 09.2017.230 protokol
kodu ile etik kurul onay1 alindi. Bu ¢alisma Marmara Universitesi Bilimsel Arastirma
Projeleri  Komite’sinden =~ SAG-C-TUP-090517-0249  protokol  numaras1 ile
desteklenmistir. 25 hastanin ve annelerinin klinik, demografik ve laboratuvar 6zellikleri
degerlendirildi. Hastalar daha o©nceden belirlenmis DHR degerleri ve genetik
mutasyonlarina gore X’e bagli veya otozomal c¢ekinik kalitim o6zelligine gore

smiflandirildi.

3.1.NADPH Enzimi Alt Unitelerinin Hiicre i¢i Boyanmasi

Calismada her bir KGH hastasi, annesi ve saglikli goniillillerden 2 mL kan Ornekleri
EDTA’l1 (etilen daimin tetra asetik asit) tiipler icerisine alindi. NADPH bilesenlerinin her
biri i¢in, EDTA’l1 tiiplere alinan tam kanlarin 50 pL’si 5 mL’lik akan hiicre 6lger tiiplerine
eklendi. Uzerine Beckman Coulter IntraPrepTM Permeabilization Reagent kiti (A07803)
IntraPrep Reaktifi 1’den 100 uL ilave edildi ve karanlikta oda 1sisinda 15 dakika fikse
edildi. Tuplere 4 mL BD Cell wash (349524) eklenerek oda 1s1sinda 1500 rpm’de 5 dakika
santrifiij edildi ve siipernatan atildi. Pellet icerisine Beckman Coulter IntraPrep
Permeabilization Reagent kiti (A07803) IntraPrep Reaktifi 2°den 100 pL ilave edildi ve
karanlikta oda 1sisinda 5 dakika permeabilizasyon saglandi.

Her bir tipe spesifik monoklonal antikorlar eklendi; Cytochrome B245 Light
Chain antibody/p22 (MCA4686A488)’e fare monoklonal [CS9]’den 5 pL, Cytochrome
B245 Heavy Chain antibody/gp91 (MCA4685A488)’e fare monoklonal [NL7]’den 5 pL,
NCF1/p47 (ab179457)’e tavsan monoklonal [EPR13134]’den 7,5 pL, NOXA2/p67phox
(ab109523)’e tavsan monoklonal [EPR5065]’den 7,5 pL. Karigimlar karanlikta 4°C’de 1
saat inkiibe edildi. Tiiplere 4 mL BD Cell wash eklenerek oda 1sisinda 1500 rpm’de 5
dakika santrifiij edildi ve siipernatan atildi. p22-phox ve gp91-phox hari¢ tim tiplere
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ikincil antikor Alexa Fluor®647-conjugated goat anti-tavsan poliklonal antikor
(ab150079) 1:200 oraninda diliie edilerek 100 pL eklendi. Karanlikta oda 1sisinda 15
dakika bekletildi. Her bir tipe 400 pL BD cell wash eklendi. Hucreler BD
FACSCaliburTM akan hiicre 6lcer cihazi ile analiz edildi, side scatter Ozelliklerine
dayanarak notrofillerde olusturulan kapilama ile ilgili hiicre i¢i protein ekspresyonu
degerlendirildi. Degerlendirmeler sirasinda her bir protein i¢in ham ortalama floresan
yogunlugu (mean fluorescence intensity - MFI) ve delta MFI (AMFI) degerleri dikkate
alindi. Daha sonra AMFT’lar saglikli kontrollere gore normallestirilerek karsilastirildi.

Normallestirme islemi asagida belirtilen formiile gore gergeklestirildi:

Ilgili proteinin AMFI degerinin kontrole gére normallestirilmesi (kuantifiye edilme)=

( (Hasta ham MFI-boyanmamis hasta MFI degeri) )* 0
(Saglikli kontrol ham MFI-boyanmamis Saglikli kontrol MFI degeri)

3.2. Dihidrorodamin Testi
Dihidrorodamin testi i¢in hastalardan, annelerden ve saglikli kontrollerden 2 mL kan
EDTA’l tiipe alindi. 1 mg DHR (Sigma Aldrich, Poole, UK.) 1 mL dimetil siilfoksit
(DMSQO) (Sigma Aldrich, Poole, UK.) icerisinde cozllerek, DHR stok soliisyonu
hazirland1 ve -80 °C’de saklandi. Calisma soliisyonu olarak 29 mM DHR kullanildi.
Dihidrorhodamin testi igerisinde notrofilleri aktive edici uyaran olarak forbol miristat
asetat (PMA) (¢alisma soliisyonu: 5 ng/mL) (Santa Cruz Biotech, Heidelberg, Germany)
kullanmildi. 10X lizis soliisyonu; 500 mL distile su, 41.5 g amonyum klorid, 4.2 g sodium
bikarbonat, 10 mL 0.5 M EDTA Kkaristirilarak elde edildi. Calismada 1000 U/mL
konsantrasyonda kullanilan katalaz (Sigma Aldrich, Poole, UK.) soliisyonu, Hank’s
Balanced Salt Solution (HBSS) (Gibco, Invitrogen, Paisley, UK) tampon kullanilarak
seyreltildi.

5 mL’lik akan hiicre dlger tiiplerine 200 uL EDTA’ 11 tiiplere alinan periferik kan
orneklerinden eklendi. Uzerine 1:10 oraninda 2 mL lizis calisma soliisyonu ilave edildi ve

oda 1sisinda bes dakika inkiibe edildi. Soliisyon oda 1sisinda 1200 rpm’de bes dakika
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santrifiij edildi ve slipernatan atildi. Hiicreler iki kez HBSS calisma soliisyonu ile yikand1
ve fagositik hiicreler teste hazir hale getirildi.

Hiicrelere 400 pL HBSS tampon ¢ozeltisi igerisinde DHR ve katalaz ¢alisma
soliisyonlar1 eklendi ve tiipler 37°C’de bes dakika su banyosu igerisinde inkiibe edildi.
Katalaz, hidrojen peroksiti su ve oksijene dOniistiirerek etkisizlestirmekte ve bu sekilde
reaktif oksijen ara iirlinleri miktarin1 kontrol ederek, konak dokuyu ve hiicreleri
korumaktadir. Daha sonra hiicreler 200°er puL olarak, iki ayr1 akan hiicre dlger tiipiine
bolindu. Tuplerden bir tanesine uyaran olarak PMA, digerine ise HBSS tampon ¢6zeltisi
eklendi ve tiipler 37°C’de 15 dakika inkiibe edildi. Analiz icin BD FACS Calibur cihazi
ve Cellquest yazilim programi kullanildi (BD Biosciences, Pharmingen, San Diego,
USA). Canli notrofiller etrafinda olusturulan kapilama ile hiicre dagilim1 histogram olarak
gorintiilendi. Histogram goriintiilerinde X ekseni floresan yogunlugunu, Y ekseni ise
hiicre sayilarin1 gostermektedir. Histogramlarda nétrofil gruplarmin sinirlart belirlenerek
analizler yapildi.

Stimilasyon indeksi, PMA ile uyarilan drneklerde elde edilen floresan yogunlugu
geometrik ortalamasinin, uyarilmayan oOrneklerde elde edilen floresan yogunlugu

geometrik ortalamasina oranlanmasi ile hesaplandi.
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3.3. istatiksel Analiz

Veriler SPSS 16 (Chicago, SPSS Inc) programu ile degerlendirildi. Niteliksel veriler yiizde
ve oranlar ile belirtilirken, niceliksel veriler ortanca ve ¢eyrekler arasi aralik (CAA) ile
belirtildi. istatiksel olarak p<0.05 degeri anlamli kabul edildi. Korelasyon analizinde
Spearman korelasyonu kullanildi. Verilerin normal dagilima uygunlugu Shapiro-Wilk
testi ile analiz edildi. Normal dagilmayan devamli degiskenlerin ortalamalarinin
kiyaslanmasinda, grup sayisma gére Mann-Whitney U testi ya da Kruskal-Wallis testi

kullanildi. Kategorik veriler Fisher’in Exact testi’ne gore kiyaslandi.
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4. BULGULAR

4.1. Demografik Ozellikler, Klinik Bulgular ve Enfeksiyonlar

Caligmaya alinan 25 hastanin 6’s1 kiz (%24) 19°u erkekti (%76). Hastalarin giincel ortanca
yaslar1 10.8 (5.2-18.0) yildi. Hastaligin baslangi¢ yasi ortancast 1.3 (0.3-4.7) tan1 yasi
ortancasi ise 4 (14-13.5) yildi. Ortanca izlem siiresi 4.4 (1.8-7.2) yil idi. DHR testi ile 12
(%48) hastanin X’e bagli, 13 (%52) hastanin ise otozomal resesif gecisli KGH oldugu
anlasildi. 5 (%20) hastanin genetik tanis1i bilinmemekteydi. Genetik tanisi bilinen
hastalardan 10 (%40) tanesinde CYBB geninde, 8 (%32) hastada NCF1 geninde, 1 (%4)
hastada CYBA geninde, 1 (%4) hastada ise NCF2 geninde mutasyon saptandi. Hastalarda
saptanan mutasyonlar Tablo 1°de gosterilmektedir. CYBB mutasyon ¢esitliligi literatiirle
uyumlu idi ve missense (2 olgu), nonsense (4 olgu), splice (2 olgu) ve insersiyon (1 olgu)
seklindeydi. Ayrica, CYBB geninde iki adet yeni mutasyon bulundu. Bu mutasyonlarin
biri missense iken (¢.1094T>G, p.Leu365Arg), digeri kirpilma bolgesinde (c.675-2A>G)
idi. A4 ve AT aileleri arasinda akrabalik olmadigi halde iki ailede (A4 ve A7) ayni
mutasyon saptandi (¢.469C>T, p.Argl57X).

P47 protein defekti olan alt1 bireyde daha once literatiide bildirilen ve NCF1 geninde
siklikla goriilen ekzon 2’deki GT delesyonu saptandi.

Bir olguda (H19) CYBA geninde daha dnce bildirilen missense mutasyon saptanirken
(c.70G>A, p.Gly24Arg), diger bir olguda (H21) ise NCF2 geninde daha dnce bildirilen
bir missense mutasyon (¢.279C>G , p.Asp93Glu) bulundu.
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Aile | Hasta | DHR DHR Genetik mutasyon Literattirde
no no sonucuna | stimulasyon mutasyonun
gobre indeksi yeri
kalitim
Ala | H1 OR 1.0 NCF1; ¢.579G>A, p.Trp193X Bilinen mutasyon
Alb | H2 OR NCF1; c.579G>A, p.Trp193X Bilinen mutasyon
A2 H3 X-KGH 0.98 CYBB; ¢.897G>T, p.Lys299Asn Bilinen mutasyon
A3 H4 OR 2.23 NCF1; ¢.75_76delGT, p.Tyr26Hisfs*26 | Bilinen mutasyon
A4 H5 X-KGH 0.60 CYBB; ¢.469C>T, p.Argl57Xx Bilinen mutasyon
Aba | H6 OR 1.63 Mutasyon analizi devam ediyor
A5b | H7 OR 2.61 Mutasyon analizi devam ediyor
Aba | H8 OR 2.60 NCF1; c.73_74delGT, p.Tyr26Hisfs*26 | Bilinen mutasyon
A6b | H9 OR 1.00 NCF1; c.73_74delGT, p.Tyr26Hisfs*26 | Bilinen mutasyon
A7 H10 X-KGH 0.39 CYBB; ¢.469C>T, p.Argl57Xx Bilinen mutasyon
A8 H11 X-KGH 1.26 CYBB; ¢c.674+2 T>G, p? Bilinen mutasyon
A%a | H12 OR 0.88 NCF1; c.73_74delGT, p.Tyr26Hisfs*26 | Bilinen mutasyon
A% | H13 OR 1.92 NCF1; c.73_74delGT, p.Tyr26Hisfs*26 | Bilinen mutasyon
A9c | H14 OR 1.10 NCF1; c.73_74delGT, p.Tyr26Hisfs*26 | Bilinen mutasyon
A10 | H15 X-KGH 1.90 Mutasyon analizi devam ediyor
All | H16 OR 5.60 Mutasyon analizi devam ediyor
Al2 | H17 X-KGH 1.00 CYBB; c.742dupA, p.lle248Asnfs*36 Bilinen mutasyon
Al3 | H18 X-KGH 0.42 Aile takipten ¢ikt1
Al4 | H19 OR 6.00 CYBA; c.70G>A, p.Gly24Arg Bilinen mutasyon
Al5 | H20 X-KGH 0.88 CYBB;c.1094T>G, p.Leu365Arg Yeni mutasyon
Al6 | H21 OR 0.93 NCF2; ¢.279C>G , p.Asp93Glu Bilinen mutasyon
Al7a | H22 X-KGH 1.00 CYBB; ¢.388C>T, p.Arg130X Bilinen mutasyon
Al7b | H23 X-KGH 1.00 CYBB; ¢.388C>T, p.Arg130X Bilinen mutasyon
Al8 | H24 X-KGH 0.90 CYBB; ¢.217C>T, p.Arg73X Bilinen mutasyon
Al19 | H25 X-KGH 0.75 CYBB; ¢.675-2A>G, p? Yeni mutasyon

Tablo 5. Hastalarin genetik tanilar1 ve dihidrorodamin testine gore kalitim sekli.
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Hastalik baslangi¢ yas ortancasi X-KGH hastalarinda 0.31 (0.08-0.53) yil,
otozomal resesif KGH hastalarinda ise 4.5 (2.2-7.5) yil olup, X-KGH hastalarinda hastalik
anlamli olarak daha erken baglamaktaydi (p<0.001). 11 hastada (%45.8) semptomlar 1 yas
altinda basladi. 1 yas altinda semptomlar1 baslayan hastalarin %90.9’u (n:10) X-KGH
hastas1 idi (p:0.001). Hastalik baslangiciyla paralel sekilde X-KGH hastalar1, otozomal
resesif KGH hastalarina gore daha erken yasta tan1 almaktaydi (1.45 yil, 0.66-2.75 vs 11.5,
6.7-15.6, p:0.001). 1 yas altinda 5 hasta (%20) tan1 alabilmisti. Tanida gecikme 1.2 (0.2-
4.5) yil idi. X-KGH hastalarinda tanida gecikme 0.8 (0.2-2.5) yil, otozomal resesif KGH
hastalarinda ise 3.2 (0.35-10.4) y1l olup arada anlaml1 fark bulunmamastir.

Hastalarda en sik gozlenen baslangic sikayeti abse idi (15 hasta, %60). Bunu
pnoémoni (n: 8, %32), ates (n:3, %12), lenfadenit (n:2, %8), bakteriyemi (n:1, %4), ishal
(n:1,%4), tekrarlayan otit (n:1, %4) takip etti. Otozomal resesif gecisli bir kiz hastada
baslangigta higbir sikayet olmayip abisine tani1 konulunca yapilan aile taramasi sonrasi
tan1 aldi. Abseler en sik ciltte gozlendi (n:12, %48). 4 (%16) hastada perianal abse, 2
hastada dis absesi (%8), 1 hastada karaciger absesi (%4), 1 hastada kemik absesi (%4), 1
hastada beyin absesi (%4) saptandi Hastalarmm diger klinik ozellikleri Tablo 2’de
gosterilmektedir.

Tablo 6. Hastalarin klinik 6zellikleri.

Klinik 6zellikler Hasta sayisi (yiizde)
Tekrarlayan otit 5 (%20)
Tekrarlayan sindzit 3 (%20)
iki aydan uzun antibiyotik kullanimi 18 (%72)
Pnomoni 17 (%68)
Biiyiime gelisme geriligi 5 (%20)
Tekrarlayan derin doku ve organ abseleri 4 (%16)
Tekrarlayan pamukcuk veya ciltte mantar 6 (%24)
Intravenéz antibiyotik gereksinimi 24 (%96)
Derin yerlesimli enfeksiyon ya da sepsis 9 (%36)
Ailede primer immun yetmezlik 15 (%60)
AKkraba evliligi 14 (%56)
Tekrarlayan ishal 5 (%20)
Osteomiyelit 2 (%8)
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4.2 Enfeksiyon Etmenleri

15 (%60) hastada enfeksiyonlar esnasinda etken tanimlanabildi. 8 (%32) hasta tiiberkiiloz
enfeksiyonu nedeniyle tedavi edildi bunlardan sadece birinde tiberkiloz basili lenf bezi
biyopsisinde etken olarak gosterildi. 2 (%8) hastada BCG asis1 sonrasi lenfadenit gelisti.
Hastalarda tanimlanan diger mikroorganizmalar su sekildedir: Cilt abselerinde Metisilin
duyarl Staphylococcus aureus (n:6, %24), cilt abselerinde Aspergillus fumigatus (n:2,
%8), cilt absesi ve kemikte Serratia marcerenses (n:2, %8), perianal absede Escherichia
coli (n:1, %4), kemik iliginde Citrobacter freundii (n:1, %4), kemik iliginde Klebsiella
pneumonia (n:1, %4), cilt absesinde Enterococcus faecium (n:1, %4), cilt absesinde

Pseudomonas putida (n:1, %4) ve cilt absesinde Candida albicans (n:1, %4).

4.3. Enfeksiyonlar Disinda Klinik Ozellikler

Hastalardan 7’sinde (%28) graniilom gelisti. Grantlomlar en sik lenf bezlerinde (n:5,
%?20) izlendi. Onun disinda akciger (n:1, %4), karaciger (n:2, %4), beyin (n:1, %4) ve
ciltte (n:1, %4) de graniilom olusumu izlendi (Sekil 8) . Diger sistemlerden gastrointestinal
sistem bulgulari; ishal (n:4, %16), hepatomegali/splenomegali (n:7, %28) ve tekrarlayan
karm agris1 (n:2, %8) seklinde izlendi. Ishali olan hastalardan 2’sine (%8) kolonoskopi
yapilarak biyopsi alind1 ve mikroskopik olarak kolit bulgular1 izlendi (lenfoplazmositer
hiicre artig1, eosinofilik 16kosit artis1, eosinofilik kriptit ve perikriptit, lenfoid hiperplazi).
Bu hastalardan ikisi de X-KGH olup ayn1 ailedendi. Urogenital sistem tutulumu veya diger

sistemlerde otoimminite bulgular1 higbir hastada saptanmadi.
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4.4. GOruntuleme Bulgular:

4.4.1. Toraks bilgisayarh tomografi (BT) bulgular:

Yirmi bir (%84) hastaya toraks BT ¢ekilmistir. Hastalarin toraks BT’lerinde saptanan
anormal bulgular plevral kalinlagsma ve ¢ekinti (n:11, %44), konsolidasyon alanlar1 (n:10,
%40), mediastinal lenfadenopati (n:8, %32), bronsiektazi (n:7, %28), buzlu cam
gorinuma (n:7, %28), nodul (n:6, %32), atelektazi (n:3, %12), ve amfizem idi (n:2, %8)
(Sekil 9).

4.4.2 Diger goriintiileme bulgular

Kraniyal manyetik resonans (MR) ¢ekilen dort hastadan 1’inde beyin parenkiminde abse,
1’inde leptomeningeal konstrast tutan lezyonlar, 1’inde serebroserebellar atrofi ve 1
hastada beyinde grantlom izlendi (Sekil 10).

Batin ultrasonografi (USG) c¢ekilen hastalarda saptanan anormal bulgular,
karaciger absesi (n:1, %4), karacigerde grantlom (n:1, %4) ve batin i¢i multiple
lenfadenopatilerdi (n:1, %4).

Batin BT bulgular1 ise hepatomegali ve batin i¢i multiple lenfadenopati idi (n:2,
%8).
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Sekil 10. Kranial MR'da gbzlenen kontrast tutan ve graniilom ile uyumlu oldugu

diisiiniilen lezyonlar.
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4.5. Tedavi ve Sagkalim

Tum hastalar antibiyotik (trimethoprim sulfometaksazol) ve antifungal (itrakonazol)

profilaksisi kullanmaktaydi. 14 (%56) hastaya profilaktik rekombinan interferon-y

baslandi. Granllom gelistiren hastalara kortikosteroid tedavisi baslandi ve yanit alindi.

Mikroskopik kolit saptanan iki hastaya da kortikosteroid tedavisi baglandi. 8 (%32) hasta
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Sekil 17 Sagkalim oranlari

akciger tiiberkiilozu nedeniyle tedavi gordii.

Dort (%16) hastaya (hepsi X-KGH)
kemik iligi transferi uyguland1 (KiT) ve 2 (%8)
hasta kemik iligi nakli sonras1 kaybedildi. KIT
uygulananlarda ortanca hastalik baslangi¢ yas1
0.2 yil (0.08-0.53) KIiT
uygulanmayanlarinkinden anlamli olarak daha
erkendir (2.0; 0.35-5.75, p=0.03).

Hastalarin sagkalim oranlar1  Sekil
11°de gosterildi. resesif KGH
X-KGH hastalarina

olup

Otozomal
hastalarinda, kiyasla
sagkalim anlamliya yakin derecede yiiksek

saptand1 (p:0.05).
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4.6. Laboratuvar Bulgular:

Hastalarin DHR testi SI ortancas1 1.00 (0.88-1.91) saptandi. Hastalik baslangi¢ yasi ile
dihidrorodamin testindeki SI arasinda pozitif korelasyon saptandi (rs 0.50, p:0.012).

X-KGH hastalarinin ortanca DHR Sl degeri (0.94; 0.63-1.00), otozomal resesif
KGH hastalarinin ortanca DHR Sl degerinden (1.91; 1.13-2.60) anlamli olarak diisiik
saptandi (p:0.001). Mutasyon tipleri kendi i¢lerinde degerlendirildiginde ise gp91
eksikligi olan hastalarin ortanca DHR Sl degeri (0.94; 0.63-1.00), p47 eksikligi olan
hastalarin ortanca DHR Sl degerinden (1.92; 1.0-2.6) anlamli olarak diisiik saptandi
(p:0.009) (Sekil 12). p22 mutasyonu olan hastanin DHR SI degeri 6 iken, p67 olan
hastanin degeri 0.93 olarak bulundu. Calismamizda, p47 eksikligi olan ve GT delesyonu
olan olgularin tiimiinde DHR SI degeri <3 bulunmustur.
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Sekil 18. Kalitim tipine gére DHR stimiilasyon indeksinin gosterimi.

DHR SI<1.5 olan hastalar nétrofil rezidiel aktivitesi olmayan hastalar olarak, SI>1.5 olan
hastalar ise rezidiiel aktivitesi olan hastalar olarak gruplandi. 16 hastada (%66.7) rezidiiel
aktivite saptanmazken, 8 hastada (%33.3) rezidiiel aktivite saptandi. X-KGH hastalarinin
hi¢ birinde rezidiiel aktivite izlenmezken 8 tane otozomal resesif KGH hastasinda rezidiiel
aktivite izlendi (p:0.001). Rezidiel aktivitesi olmayanlarda ortanca hastalik baslangic yas1
0.49 yil (0.09-3.37) olup, rezidiiel aktivitesi olanlara kiyasla (4.5; 2.37-15) daha diisiik
saptand1 (p:0.01).
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Bakilan lenfosit alt grup analizi ve B hiicre alt tipleri analizinde yasa gore normale
kiyasla anlamli farklilik izlenmedi.

Hastalarin ortanca immunglobulin degerleri Tablo 3’te gosterildi. 4 (%17.4)
hastada hipergammaglobuinemi saptanirken 14 (%58.3) hastanin IgE degerlerinde

yiikseklik saptandi

Tablo 7. Hastalarin immunglobulin degerleri (IgG, IgM, IgA degerleri mg/dL olarak IgE
degeri IU/mL cinsinden ifade edilmektedir).

1gG IgM IgA IgE

Median (CAA) 1320 126 200 225
(1010-1700) (109-173) (84-291) (21-1033)
Normal, n (%) 19 (82.6) 21 (91.4) 19 (82.6) 10 (41.7)
Yuksek, n (%) 4 (17.4) 1(4.3) 3(13) 14 (58.3)

Diisiik, n (%) 0 (0) 1(4.3) 1(4.4) 0 (0)
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4.7. NADPH Enzimi Alt Unitelerinin Hiicre i¢ci Boyamasi

Akan hiicre 6lcerde NADPH enziminin alt {initeleri boyandiktan sonra elde edilen her bir
protein alt tipinin saglikli kontrol ve hastalardaki boyanma paterni Sekil 13’te gosterildi.
Sekil 14°te ise farkli hastalarda, saglikli kontrollerde ve tastyicilarda her bir NADPH
enzimi alt bileseninin histogram (zerindeki durumu gosterildi. X’e bagh kalitilan gp91,
hastalarda ve tasiyicilarda saglikli kontrollere gére daha diisiik oranda boyandi. Hiicre
membraninda gp91 ile etkilesim halinde yer alan p22 de hem hastalarda hem de
tastyicilarda saglikli kontrollere gore daha diisiik oranda boyanmis olup tasiyicilarda X-
KGH’de goriildiigii gibi histogram grafiginde cift tepe saptandi. p47 ve p67 hastalarda
saglikli kontrollere gore oldukca az boyanirken, tasiyicilarda orta derecede boyanma

gosterdi. P22 ve p67 hastasi birer tane oldugundan istatiksel analiz yapilamadi.
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Sekil 19. Akan hiicre 6lger ile farkli NADPH enzim bilesenlerinin analizi. Farkli NADPH bilesenlerinin

ikinci antikor kullanilarak 6l¢lim yapilan negatif kontrollere gore (gri histogram goriintiileri) yerlesim
durumu. Notrofil karakterizasyonu, tam kan 6rneginde SSC ve FSC sagilim o6zellikleri kullanilarak

gerceklestirildi.
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Sekil 20. Farkli hastalarda ve ebeveynlerde, saglikli kontrollere gore NADPH enzim bilesenlerinin

histogram tizerinde yerlesim durumu (kirmizi: hasta, pembe: anne, mavi: saglikli kontrol).
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Hastalarda, saglikli kontrollerde ve tasiyicilarda NADPH enzim alt Gnitelerinin
MEFI degerlerinin dagilimi incelendi. P47 ve gp91 alt Unitelerinin MFI dagilimlar: tablo
4’te gosterildi.

Tablo 8. p47 ve gp91 i¢in MFI degerleri dagilimi (MFI: mean fluorescence intensity,

degerler ortanca ve ¢eyrekler arasi aralik olarak ifade edilmistir).

Ham MFI AMFI-percentage

pa47 gp91 p47 gp91

Saglikl 783 61.5 100 100
kontroller (704-917) (49.7-68.8) (99.7-100.07) (93.6-106.4)

Tas1tyicilar 483 56.0 59.3 74.3
(463-501) (44.8-65.0) (49.2-65.6) (67.1-91.3)

Hastalar 22.15 46.8 1.6 62.5
(14.4-27.1) (37.9-47.7) (0.8-2.6) (55.9-65.6)

Ham MFTI degeri ortancas1 saglikli kontrollerde p22 i¢in 574 (431-803.5), p67 igin
742.5 (416.5-912.5) saptandi. AMFI-percentage ortancasi ise saglikli kontrollerde p22 icin
100 (94.3-106.7) ve p67 icin 100 (100-100.01) olarak bulundu. Kullanilan antikor
kombinasyonu ile mutasyonun hangi proteinde oldugu dogru tahmin edildi. Buna goére
boyama yapilan gp91(n=5) ve p22 (n=1) hastalarinda DHR testi yardimiyla beraber
olgularin tamaminda mutasyonun hangi gende olabilecegi tahmin edildi. Diger taraftan
p47 (n=8) ve p67 (n=1) de ise sadece hiicre i¢i boyama ile mutasyonun hangi gende
olabilecegi %100 dogrulukta bulundu.

Elde edilen MFI degerlerinin p47 ve gp91 i¢in saglikli kontroller hastalar ve
tastyicilar arasinda karsilastiriimas: Sekil 15 ve Sekil 16°te gosterildi. gp91 igin MFI
degerleri saglikl1 kontrollerde tasiyicilara ve hastalara gore anlamli olarak yiiksek bulundu
(p:0.02 ve p:0.0016). gp91 eksikligi olan olgularimizda, gp91 ekspresyonu saglikli
kontrole gore ortanca degeri %62.5 olarak saptanirken, bu olgulardaki p22 ekspresyonu

median degeri kontrole gére %14.1 idi. P22 mutasyonu olan olgumuzda hem p22 hem de
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gp91 kontrole gore diisiik saptanmig olup, sirastyla %21.6 ve %70.5 olarak dl¢lilmiistiir.
p67 olgusunun hiicre ici protein ekspresyonu kontrole gore %2.5 olarak saptandi. Benzer
sekilde p47 i¢in de MFI degerleri saglikli kontrollerde tasiyicilara (p:0.0014) ve hastalara
(p<0.0001) kiyasla anlamli olarak yiiksek bulundu. gp91’°den farkli olarak p47 boyamasi
i¢in tastyicilarin MFI degerleri de hastalara kiyasla yiiksek saptandi (p:0.0028).

GP91-Sagliklilara gore normallegtirme GP91- Ham MFI
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Sekil 21. gp91 MFI degerlerinin sagliklilar, hastalar ve tagiyicilar arasinda kiyaslanmasi
(*:<0.05, **:<0.01).
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P47-Saghklilara gore normallestirme
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Sekil 22 p47 MFI degerlerinin sagliklilar, hastalar ve tasiyicilar arasinda kiyaslanmasi (
**:<0.01, ****<0.0001)
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5. TARTISMA

Kronik granilomatéz hastalik, nétrofil fonksiyonlarinda bozukluk sonucu tekrarlayan
enfeksiyonlarla karakterize kalitsal bir primer immiin yetmezliktir. Erken donemde bulgu
verebilen hastalik tekrarlayan enfeksiyonlarin yani sira artmis inflamasyona bagh
otoimmdinite ve inflamatuar bozukluklarla iligkilidir. Tedavide uzun donem antibiyotik
profilaksisinin kullanilmasi ve enfeksiyonlarin erken donemde taninip tedavi edilmesiyle
birlikte hastaligin mortalitesi azalmis ve giderek daha fazla sayida hasta eriskin doneme
ulasabilmektedir. Hastaliga erken tani konulmasi ve enfeksiyonlarin 6nlenmesi uzun
donemde sagkalima olumlu etkiye sahiptir. Bu ¢aligmada klinigimizde takip edilen 25
KGH hastasmin klinik ve demografik 6zellikleri incelenmis, mevcut yaygin olarak
kullanilmakta olan tan1 yontemlerinin yani sira NADPH enziminin alt {initelerinin spesifik
antikorlarla boyanarak akan hiicre 6lgerde 6lgimiiniin, genetik taniya alternatif olabilecegi

tizerinde c¢alisilmistir.

5.1. Demografik Ozellikler, Klinik Bulgular, Enfeksiyonlar ve Enfeksiyon Etmenleri

Hem X’e bagli hem otozomal resesif olarak kalitilan hastaligin, X’e bagli kalitilan formu
tiim diinyada daha yayginken akraba evliliklerinin sik oldugu topluluklarda otozomal
resesif tipin daha sik gorildigi saptanmistir (11-17). Bizim kohortumuzda akraba
evliligi Oykiisii hastalarin yaklagik yarisinda olmakla birlikte, her iki kalitim sekli de
hemen hemen esit oranda gozlendi. Daha dnce Koker ve arkadaglariin yaymladigi 89
hastalik kohortta ise hastalarin yaklasik {i¢te ikisinde otozomal resesif kalitim paterni
izlenmistir (17).

Hastalik baslangic yas ortancasi ¢alismamizda oldukca diislik saptand1 ve hemen
hemen her iki hastadan birinde semptomlarin bir yas altinda basladig: goriildii. Buna
ragmen bir yas altinda sadece 5 hastadan biri KGH tanis1 almisti. KGH yenidogan dénemi
dahil olmak iizere her yasta baslayabilir (97). X-KGH hastalarmin daha erken donemde
semptomatik seyrettigi bilinmektedir (11,12). Bizim kohortumuzda da X-KGH
hastalarinin, otozomal resesif KGH hastalarina gore daha erken donemde bulgu verdigi ve

daha erken yasta tan1 aldig1 gézlendi. Anlamli bir bulgu olmasa da tanida gecikme X-KGH
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hastalarinda daha kisadir. Bunda X-KGH hastalarinda daha erken donemde daha ciddi
enfeksiyonlarin ortaya ¢ikmasi rol oynuyor olabilir.

Cesitli  serilerde sikligi degismekle birlikte hastalarda en sik pndmoni
gozlenmektedir. Bunun yaninda tekrarlayan cilt ve organ abseler, lenfadenit, sepsis,
osteomiyelit de izlenmektedir (3). Bizim hastalarimizda da pnémoni en sik gozlenen
enfeksiyon olmakla birlikte en sik baslangi¢ sikayeti abse olarak belirlendi. Hastalarda
gozlenen enfeksiyon cesitlerinin genel olarak literatlirle uyumlu oldugu gozlendi. KGH
hastalarinda pnomoni esnasinda etkenin tanimlanmasi zordur. Profilaktik olarak
antibiyotik kullaniminin etkenin tanimlanmasmi engelliyor oldugu diislintilmektedir
(105). Hastalarimizda akciger filmleri ve toraks BT bulgular1 klinik bulgularla beraber
pnomoniyi desteklemekle birlikte pnomoni esnasinda etkeni tanimlamak miimkiin
olamamaktaydi. Pnémoni KGH hastalarinda en sik 6liim sebebi olarak bildirilmistir
(2,11). Bu nedenle agresif olarak tedavi edilmesi gerekmektedir. KGH hastalarinda
pnémoniye yol agtigi bilinen Aspergillus tiirleri ve bakteriyel ajanlardan Burkholderia
cepacia kompleksi, S. aureus, Nocardia, Serratia gibi ajanlar diisiiniilerek tedavi
planlanmalidir. KGH nin akcigerde en sik bulgusu pnémoni olmakla birlikte nadir olarak
KGH hastalarinda akciger absesi de gelisebilir. Bunun yaninda tekrarlayan enfeksiyonlar
ve kronik inflamasyon akcigerde fibrozis, pulmoner hipertansiyon, plevral kalinlasma gibi
kronik degisikliklere yol acabilir (106,107).

Subkutan abseler ve lenfadenit, pndmoniden sonra KGH hastalarinda en sik
gozlenen enfeksiyondur. Siklikla klinisyenin karsisina KGH’nin ilk bulgusu olarak ortaya
cikar (13). Bununla uyumlu olarak bizim hastalarimizda da abseler en sik gozlenen
baslangic sikayeti olarak saptandi. S.aureus, abselerde en sik izole edilen etkendi. Bunun
yaninda Aspergillus ve Candida gibi fungal etmenler ile E. coli ve Serratia da hastalarda
abse kiiltiirtinde izole edildi. Bu etkenler literatiirde KGH hastalarinda abse gelisimine yol
actig1 bilinmekte olan etmenlerdir. Bunlarin yaninda daha nadir etmenler de
tanimlanmistir. Ornegin Granulibacter bethesdensis kiiltiir negatif kronik stpuratif
lenfadenite yol acar (72). BCG asilamasinin yapildig iilkelerde ise Mycobacterium bovis

lenfadenite yol acabilir (17). Hastalarimiz arasinda da 2 hastada BCG sonrasi lenfadenit
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geligimi izlenmistir. Lenfadenit ve abselerin tedavisinde antimikrobiyal tedavinin yaninda

cerrahi drenaj ve eksizyon da gerekebilir (105).

5.2. Enfeksiyon Dis1 Bulgular

KGH’nin enfeksiyonlar disinda diger 6zelligi hastalarda inflamatuar bulgularin
gozlenmesidir. Inflamasyona bagli komplikasyonlar ciddi olabilir ve hastaligin ilk
bulgusu inflamasyon olabilir. Bu nedenle atipik inflamasyon bulgular1 olan ya da
multisistem inflamasyon gozlenen hastalarda KGH ayirici tanida diistiniilmelidir.

KGH  hastalarinda  inflamasyonun mekanizmasi  henliz tam  olarak
netlestirilememistir. One siiriilen mekanizmalar arasinda ndtrofil apoptozisi ve
‘efferocytosis’te azalma, Th1l7 hicrelerin aktivasyon ve inflamazom aktivasyonu yer
almaktadir (4). Notrofillerin viicutta enfeksiyonlara karsi savunma disinda diger bir gérevi
apoptotik hucrelerin fagositozla temizlenmesidir. Apoptotik hucrelerin yilzeyine
fosfatidilserin reziduleri eksterne edilir. Bunlar makrofajlardaki fosfatidilserin reseptorleri
tarafindan taninir ve boylelikle apoptotik hiicreler fagositler tarafindan yok edilir. Bu
stirece ‘efferocytosis’ ad1 verilir. Efferocytosis esnasinda makrofajlardan antiinflamatuar
sitokinler salinir ve boylelikle inflamasyon sonlandirilmis olur. KGH nétrofillerinde hiicre
yiizeyinde fosfatidilserin rezidiilerinin eksterne edilememesine bagli olarak apoptozis ve
efferocytosis defekti oldugu ve buna bagli olarak inflamasyonun sonlandirilamadigi
gosterilmistir. Tedavide kullanilan rekombinan IFN-y’nin apoptotik hiicrelerin ortadan
kaldirilmasini arttirdigi gosterilmistir.

Hastaliga adin1 veren steril graniilomlar KGH’nin klasik inflamatuar bulgusudur.
Granulomlarda enfeksiyéz etmen tanimlanmamistir ve steroid ve siklosporin gibi
antiinflamatuar tedaviye cevap verdiginden enfeksiyonlara bagli degil inflamasyona bagl
ortaya ¢iktiklar1 diisiiniilmektedir. Graniilomlarda kazeifikasyon gézlenmez ve akut ya da
kronik inflamasyonla karakterize fibrozis esik eder (78). Baslica cilt, kolon, mide
iireterler, mesane ve goz olmak tizere bir cok sistemde gozlenebilir. Bizim hastalarimizda
grantlom formasyonu en sik ciltte izlenmistir. Bir hastada ise daha nadir olarak goriilen

beyin granilomu saptanmistir. Kranial MR ile tan1 konulan olguda fungal enfeksiyon
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ayrimi net olarak yapilamadigindan hem steroid hem antifungal tedavi baslanmis ve
tedaviye yanit alinmistir (108).

Genel olarak hastalarimizda inflamasyon bulgularindan ziyade enfeksiyonlar On
planda saptanmistir. Magnani ve arkadaslarinin yaptig1 bir ¢alisma gostermistir ki
inflamatuar bulgular %70 gibi yiiksek bir oranda gozlenebilir (88). Inflamatuar bulgular
bizim hastalarimizda literatiirde belirtilen oranlardan daha az olarak izlenmistir (3,88).
Bunun baslica sebebi hastalarimizin yas ortalamasinin diisiikliigi ve takip siiresinin
kisalig1 olabilir. Magnani ve arkadasglarinin ¢alismasinda inflamatuar bulgular1 olan
hastalarin %85’inden fazlasinda ilk inflamasyon atagi 20 yasindan sonra izlenmistir.
Ayrica hastalar retrospektif 30 yillik uzun bir suregte izlenmistir. Antibiyotik profilaksisi
ve enfeksiyonlarin erken donemde taninip tedavi edilmesi nedeniyle ge¢mise kiyasla daha
fazla KGH hastas1 erigkin doneme ulasmakta ve otoinflamatuar bulgular 6n plana
¢cikmaktadir (109).

Inflamatuar bulgular en sik gastrointestinal sistemde gozlenmektedir (11,88).
KGH hastalarinda gastrointestinal bulgularin incelendigi bir ¢aligmada hastalarin yaklagik
%30’unda gastrointestinal sistem tutulumu izlenmistir. En sik bildirilen semptomlar karin
agrisi, ishal, bulanti/kusma, ve gastrointestinal sistem tikaniklig1 olarak siralanmistir (80).
Gastrointestinal sistemde tikaniklik en sik distal midede gozlenir ve gastrik ¢ikis yolu
tikanikligina baglh bulgular izlenir. Yenidogan doneminde pilor stenozu sekline bulgu
verebilir. Tim gastrointestinal sistemde yaygin inflamasyon ve kolit bulgulari
gozlenebilir. Baz1 hastalarda gastrointestinal sitem bulgular1 6n planda olabilir ve
enfeksiyonlardan 0nce ortaya ¢ikabilir. Bu hastalar inflamatuar bagirsak hastaligi seklinde
takip edilebilir ve hastaligin tanis1 gecikebilir. Daha da onemlisi inflamatuar bagirsak
hastalig1 tedavisinde kullanilan immiinsiipresif ajanlarin kullanimma bagli hastalarda
enfeksiydz komplikasyonlar artabilir (110). Gastrointestinal sistemin diffliz inflamasyonu
X-KGH hastalarinda daha sik ve daha ciddidir (11,80,81). Kohortumuzda ishali olan
hastalardan ikisine yapilan kolonoskopi sonucunda mikroskobik bulgular kolit ve kronik
inflamasyon ile uyumlu saptanmistir. Bu hastalarin ikisi de X-KGH hastas1 idi. KGH’ye
bagli koliti Crohn hastaligindan mikroskobik olarak ayirt etmek miimkiin olabilir. Crohn

hastaliginda gézlenen granilomlar daha gevsek yapili olup genellikle pigmente histiositler
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ve eosinofilik infiltrat izlenmez. KGH kolitinde ise yogun histiosit, lenfosit ve eosinofil
infiltratlar1 gozlenir (111).in tedavisinde Bununla uyumlu olarak her iki hastamizda da
patolojik incelemede eosinofilden yogun infiltrasyonlar izlenmistir. Bu hastalar
kortikosteroidler ile tedavi edildi. Ancak KGH iligkili kolit tedavisinde yogun
immiinsiipresyon enfeksiyonlara yatkinlik nedeniyle mortaliteyi artirabilir. TNF
blokorleri, kolit tedavisinde etkili olsalar da ciddi enfeksiyonlara ve 6liime yol agtigi
bildirildiginden kontraendikedir (112). Uzun siireli kortikosteroid kullanimi ise invaziv
siiperenfeksiyon riskini arttirir (113). Genel olarak tedavide Onerilen meselamin gibi
lumen i¢i antiinflamatuar ajanlar ve diisiik doz kortikosteroid tedavisidir. Ciddi
gastrointestinal sistem tutulumu olan hastalarda hematopoetik kok hicre nakli

gastrointestinal sistem bulgular i¢in kiiratiftir (114).

5.3. Gorunttleme Bulgular:

Hastalarimizda en sik tekrarlayan akciger enfeksiyonlar1 gozlendiginden toraks BT ile
degerlendirme gerekmistir. KGH hastalarinda toraks BT’de en sik izlenen bulgular
konsolidasyon alanlari, nodiiller, bronsiektazi, budanmis aga¢c manzarasi, amfizematoz
degisiklikler, mediastinal ve hilar lenfadenopatiler ve pulmoner arterde genisleme olarak
tanimlanmigtir (106,107). Literatiirle uyumlu olarak bu bulgular bizim hastalarimizda da
izlenmistir. Pulmoner enfeksiyonlar Toraks BT de konsolidasyon seklinde gdzlenir. Uzun
stiren direngli akciger enfeksiyonlar1 granulomatdz inflamasyon, pulmoner fibrozis ve
mediastinal/hilar lenfadenopatiye yol acar (115). Toraks BT bulgulari, pndmoni
enfeksiyonunu dogrulamakla birlike enfeksiyon etmeni hakkinda yon gosterebilir.
Ornegin nodiil formasyonu fungal enfeksiyonlara isaret eder. Bunun yaninda plevral
kalinlasma ve fibrozis gibi bulgular kronik inflamasyona veya tekrarlayan akciger
enfeksiyonlarina bagh olusabilir.

Santral sinir sitemi tutulumu KGH hastalarinda nadir de olsa gorulebilir. Beyin
absesi ve graniilom olusumunun yaninda bilissel defisit de bildirilmistir (115,116).
Bilissel defisit ve IQ skorlarinda diisiikliik baz1 KGH hastalarinda tanimlanmis olmakla

birlikte, bunun tekrarlayan enfeksiyonlari nedeniyle sik hastane yatislarina m1 yoksa
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NADPH oksidaz enziminin nérofizyolojide oynadigi role mi bagli oldugu konusunda bir
netlik yoktur. Kohortumuzda bilissel fonksiyonlar degerlendirilmedi ancak santral sinir
sistemi tutulumu kranial MR gorintilemesiyle gosterildi.

5.4. Tedavi ve Sagkalim

KGH ilk tanimlandiginda tamamen olimciil seyretmekteydi (5). Yillar icerisinde ise
sagkalim oranlar1 gittikge arttig1 gozlendi. 368 KGH hastasinin incelendigi genis ABD
serisinde genel mortalite orant %17 olarak bildirilmistir (11). 5 yillik sagkalim oram
otozomal resesiflerde %88, X-KGH hastalarinda ise %76 olarak saptanmig, 30 yasinda
sagkalim orani %50 olarak bulunmustur. 429 hastay1 kapsayan Avrupa ¢aligmasinda da
X- KGH hastalarinda 6liim oran1 %23, otozomal resesif KGH hastalarina ise %15
saptanmis, genel 6liim orant ise %20 olarak bildirilmistir (12). Beklenen yasam siiresi X-
KGH hastalarinda 37 yil otozomal resesif KGH hastalarinda ise 49 yildir. Bu ¢alismada
otozomal resesif KGH hastalarinin sagkalimi daha uzun olarak bulunmustur. Ancak
retrospektif olan bu ¢alismada hastalarin hepsi antibiyotik profilaksisi almamaktaydi. Bu
caligmalarda ilk tanimlandigma kiyasla mortalite oraninin azaldig1 goriilse de her iki
calisma da aslinda antifungal ajanlar olarak azollerin kullanima girmesinden 6nceki
verileri yansitmaktadir. Son yapilan ¢aligmalarda gosterilmistir ki hastalarin yagam stiresi
gittikce artmaktadir. 10 yasinda sagkalim %88-97, 20 yasinda sagkalim %73-87, 30
yasinda sagkalim %46-55 arasimdadir (13,14,117). Cocukluk doneminde 6liim orani artik
daha nadir gozlenmekle birlikte ilerleyen yaslarda 6liim orani hala yiiksektir. Bizim
hastalarimizda 6liim orani %8 saptandi. Mevcut literatiirdeki diger calismalara kiyasla
Olim oranmin diisiik olmas1 takip siiresinin kisa olmasi ile aciklanabilir. Diger
calismalarla uyumlu olarak 6liim oran1 X-KGH hastalarinda daha yiiksek bulundu.
Notrofillerde DHR testi ile dlciilen rezidiiel oksidaz aktivitesinin sagkalim {izerine
ve klinik bulgular iizerine etkili oldugu gosterilmistir (17,117). Bizim kohortumuzda da
rezidiiel oksidaz aktivitesi diisiik olan hastalarin sagkalim orani daha diisiik saptandu.
KGH’nin geleneksel tedavisi enfeksiyonlarin onlenmesi amaciyla omiir boyu

kullanilan antibiyotik ve antifungal profilaksisidir. Profilaktik tedavinin sagkalim {izerine
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olumlu etkisi mevcuttur. Ozellikle profilaktik itrakonazol kullanimimin enfeksiyonlari
onlemede etkinliginin Gallin ve arkadaslar1 tarafindan gosterilmesinde sonra yrGtilen
calismalarda sagkalim oranlarin arttig1 bildirilmistir (14,99). Sagkalimi arttiran diger bir
faktor ise Kobayashi ve arkadaslarinin ¢alismasinda gosterildigi gibi diizenli takip, kontrol
ve konusunda uzman hekimlere erisim imkaninin olmasidir (16).

Profilaktik olarak kullanilan TMP-SMX, KGH’de en sik enfeksiyona yol agan
gram pozitif (S.aureus), gram negatif (Burkholderia ve Serratia tiirleri) ve kismi aside
direngli (Nocardia) bakterilere karsi etkindir. KGH’de profilaktik olarak 40 yili askin
stiredir kullanilmaktadir. Polimorfonuklerer hiicrelerin icinde kontsantre olabilmektedir
ve bagirsak florasini bozmamaktadir. Randomize kontrolli bir ¢alismada TMP-SMX
profilaksisi olmadan hastalar 10 ayda bir hayati tehdit edici enfeksiyon gecirirken,
profilaksi ile birlikte hayati tehdit edici enfeksiyon sikligi 40 ayda bire diigsmiistiir.
Otozomal resesif hastalarda bakteriyel enfeksiyon insidanst %66 oraninda, X-KGH
hastalarinda ise bakteriyel enfeksiyon insidansi %356 oraninda azalmistir (118).
Enfeksiyonlarin  6nlenmesiyle hastane yatislari ve cerrahi girisim sikhigi da
onlenebilmektedir (119). Tiim bu veriler 15181nda bizim merkezimizde de TMP-SMX tiim
KGH hastalarina 5 mg/kg/giin dozunda profilaktik olarak baslanmaktaydi. TMP-SMX
tedavisinin yan etkileri nadirdir. Agraniilositoz, interstisyel nefrit, hiperpotasemi, karin
agrisi, ishal, pankreatit, fotosensitivite ve Stevens-Johnson sendromu bildirilmistir (120).
Tedavi baslandiktan sonra tam kan sayimmi ve serum kreatinin diizeylerinin kontrol
edilmesi Onerilmektedir. Bahsedilen yan etkilere hastalarimizda izlemimiz sirasinda
rastlanmadi.

Fungal enfeksiyonlar, 6zellikle Aspergillus tiirleri KGH hastalarinda major 61Um
sebepleri arasindadir (11). Profilaktik itrakonazol kullanimi1 fungal enfeksiyon insidansini
azaltmaktadir (99).Fungal enfeksiyonlar halen baslica 6liim sebebi olsa da, hastalar
itrakonazol profilaksisinden sonra daha uzun yasam siiresine sahip olup, daha az invaziv
fungal enfeksiyon gecirmektelerdir (2).

Profilaktik rIFN-y, KGH hastalarinda etkinliginin arastirilmas: 1980’lerin
sonlarina dogru in vitro ¢alismalarla baslanmistir (121-123). Bu ¢alismalarda hastalarin

ucte ikisinde hastalardaki genetik defektten bagimsiz olarak oksidatif patlamanin stimiile
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edildigi gosterilmis ve oksidatif patlama yolagi disindaki mekanizmalarla bakterisidal
aktivitenin arttirildig1 6ne siirilmiistiir. Daha sonra yapilan randomize ¢ift kor plasebo
kontrollii bir ¢alismada, profilaktik rIFN-y ciddi enfeksiyon sayisint %67 oraninda
azaltmigtir. rIFN-y tiim hastalarda enfeksiyon sikligini azaltmis olmakla birlikte 6zellikle
erken yastaki X-KGH hastalar1 daha fazla fayda gormiislerdir (101). Uzun dénem etkileri
ve yan etkilerini arastirmak lizere yapilan faz 4 calismasinda 9 yillik izlemde yasami tehdit
edici yan etki gbézlenmemistir. Hasta yili basina goézlenen ciddi enfeksiyon orani ise
1.1°den 0.3’e gerilemistir (102). Ancak bu ¢alisma profilaktik itrakonazol kullaniminin
rutine gegcmesinden Once yapilmistir. Bu nedenle profilaktik olarak optimum antibiyotik
ve antifungal tedavi alan hastalarda rIFN-y kullanimimin ciddi bakteriyel enfeksiyonlar1
onlemedeki etkisi heniiz bilinmemektedir. Calismamizda hastalarin yaklasik yarisina
profilaktik rIFN-y baslandig1 gézlendi. rIFN-y, 50 mikrogram/m? dozunda haftada ti¢ giin
subkutan olarak baglandi. Hastalarda ciddi yan etki gozlenmedi. rIFN-y kullanmmi
esnasinda en sik rastlanan sorun hastalarin zaman zaman ilaci temin etmelerinde sikinti
yasamalari idi. Profilaktik rIFN-y tedavisinin hangi hastalara baglanmas1 gerektigiyle ilgili
net bir konsensus yoktur. Genel olarak hastalarin klinik ciddiyetine ve takip eden
merkezin tecriibesine gore baslanir. KGH hastalarinda birden fazla mekanizma ile etki
gosterdigi diisliniilmektedir. Oksidatif patlamayi tam olarak diizeltmedigi ve baska
mekanizmalarla etki ediyor olabilecegi fare modellerindeki caligmalardan sonra One
stiriilmiistiir (124). Fagositlerde nitrik oksit (NO) tiretimini arttirdigi bulunmustur. Nitrik
oksit bakteri ve fungal ajanlara kars1 etki etmektedir (125). Bunun yaninda makrofajlarin
S.aureus’a kars1 bakterisidal etkisini arttirdigi gosterilmistir (126). Tiim bu bulgular rIFN-
v profilaksisinin KGH hastalarinda defektif olan oksidatif patlamay1 diizelterek degil de
dogal immiinitenin diger elemanlar1 iizerine etki gostererek enfeksiyonlar1 6nlemede ise
yaradigini desteklemektedir.

Ingiltere ve Irlanda’da yapilan calismada hemen hemen tiim hastalar antibiyotik ve
antifungal profilaksisi almalarina ragmen 30 yasinda sagkalim orani halen %55’tir. Bu
nedenle kiiratif tedaviler tizerinde ¢aligilmaktadir. Hematopoetik kdk hiicre nakli KGH

icin kuratiftir. Ancak yuksek riskli bir prosedurdir ve ciddi morbidite ve 6lume yol
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acabilir. Bu nedenle yiiksek riskli hastalig1 ve uygun donorii olan hastalarda uygulanmasi
onerilmektedir (127). Erken baslangich ciddi enfeksiyonlar gozlenen dort hastamiza
kemik iligi nakli uygulandi ve iki hasta kemik iligi nakli sonras1 kaybedildi.

Gen tedavisi KGH tedavisinde heyecan verici bir gelismedir. Kemik iligi nakli i¢in
HLA uyumlu dondri olmayan hastalar icin bir alternatif olabilir. Genetik olarak
diizeltilmis otolog kok hiicre nakli yapildiginda hayat boyu immiinsupresyon gerekmez.
Bunun yaninda sadece %10-20 oraninda normal noétrofil bulundugunda ciddi
enfeksiyonlar oOnlenebildiginden nakledilen kok hiicrelerin kemik iligine tamamen
engrafman1 gerekmez. Yeni gelistirilen lentoviral vektorlerin gen diizenlenmesinde
kullanilmas1 ve gen tedavisi Oncesi ideal miyeloablasyon rejimlerinin olusturulmasi,
giinlimiizde gen tedavisinin kemik iligi nakline bir alternatif olarak gelismesiyle
sonu¢lanmistir. Calismalar X-CGD hastalar1 iizerinde yapilmaktadir ancak gelismelerle
birlikte yakin gelecekte otozomal resesif gecisli formda da gen tedavisi uygulanabilecegi

diistiniilmektedir.

5.5. Laboratuvar Bulgulari ve Tam

Nitroblue tetrazolium, KGH tanisinda kullanilan semikantitatif tarihsel bir testtir. NBT
yerini artik DHR testine brrakmistir. Calisimamizda bir hastaya NBT ile diger tiim
hastalara DHR testi ile tan1 konulmustur. Taniy1 dogrulamak {izere genetik analiz

ulagilabilen tiim hastalardan gonderilmistir.

5.5.1. Kronik granilomatoz hastalikta DHR’nin yeri

Dihidrorhodamin testi KGH tanisinin konulmasinda oldukga yararli bir yontemdir (95,
96). Bu test ile elde edilen histogram 6zelliklerine gore X’e bagh veya otozomal resesif
tipler arasinda ayrim yapilabilmesinin yaninda, tasiyiciik durumlari  da
saptanabilmektedir. Gerek tanisal amagl, gerekse aile i¢cin hastalik taramasi agisindan
DHR testinin yapilmas1 bu hastalikta biiyiik yarar saglamaktadir. Bu testin tani1 ve kalitim

seklini tahmin etmedeki yararlarinin yaninda rezidiiel aktiviteyi 6lgmesi nedeniyle
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hastalik prognozu hakkinda da bilgi vermektedir (17, 96). Rezidiiel aktivitenin yiiksek
oldugu olgularda semptomlar daha ge¢ baslamakta ve klinik daha hafif seyretmektedir.
Kronik graniilomat0z hastalikta icerisinde yer alan gp91, p22 ve p67 eksikligi ile giden
hastalarda reziduel aktivite genellikle saptanmamakta ve 1,5 altinda saptanmaktadir. Oysa
p47 eksikliginde reziduel oksidatif aktivite 1,5 tizerinde olmaktadir. Bu nedenle p47
olgularinda hastalik daha hafif seyirlidir. Calismamizda, literatiir ile uyumlu bir sekilde
p47 olgularinda en yiiksek DHR SI degerleri elde edilmistir. Koker ve arkadaslarmin
yapmis oldugu ¢alisgmada, p47 olgularinin tiimiinde SI> 3 saptanirken (17), galismamizda
bu deger daha diisiik saptanmis olup, 1,0 ile 2,6 arasinda degismektedir. Merkezler
arasindaki farkli sonuglar, kullanilan yontemlerin farkli olmasi, laboratuvardaki ¢evresel
faktorler veya testi yapan kisilerin el beceresinden kaynaklanmaktadir. Bu nedenlerle, her
merkezin kendine ait referans verisi olusturmasit sonuglarin daha saglikhi

degerlendirilmesini saglayacaktir.

5.5.2. Mutasyon cesitliligi ve genetik tam

Kronik graniilomatdéz hastaligin biiyiik bir kismindan X’e bagh kalitim gosteren CYBB
geninde olusan mutasyonlar sorumludur. Literatiirde bu gende ¢ok ¢esitli mutasyonlar
tanimlanmigtir (56). Kabaca en sik goriilen mutasyonlar %65 oraninda tek niikleotid
degisimi (missense, nonsense, splice) seklinde iken, %35 oraninda delesyon ve
insersiyonlardir. Olusan missense mutasyonlar tamamen protein kaybina (X91°), azalmis
protein (X91°) veya normal miktarda ama fonksiyonsuz protein (X91*) varligina neden
olabilmektedir (56). Literatiirde tanimlanan delesyonlar kiiciik olabildigi gibi (tek
niikleotid), gross (buyuk) da olabilmektedir. Bliyiik delesyonlar sonucu X kromozomu
lizerindeki diger yakin genlerinde kayb1 s6z konusu olabilmektedir. Ornegin bazi CGD
hastalarina Duchenne miiskiiler distrofi, retinitis pigmentoza, ornitin transkarbamilaz
eksikligi ve McLeod sendromu (hemolitik aneminin eslik ettigi Kell eritrosit antijen
kaybi1) eslik edebilmektedir. Yine bazi mutasyonlar sik goriilebilmekte ve hot spot
konumundadir. Bu mutasyonlara Ornek olarak ¢.252G>A verilebilir. Calismamizda

gorilen CYBB mutasyon ¢esitliligi literatirle uyumlu idi ve missense (2 olgu), nonsense
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(4 olguy), splice (2 olgu) ve insersiyon (1 olgu) seklindeydi. Calismamizda, CYBB geninde
iki adet yeni mutasyon bulundu. Bu mutasyonlarn biri missense iken
(c.1094T>G, p.Leu365Arg), digeri kirpilma bdlgesinde (c.675-2A>G) idi. Ilging olarak,
A4 ve A7 aileleri arasinda akrabalik olmadigi halde 2 ailede (A4 ve A7) benzer mutasyon
saptand1 (c.469C>T, p.Argl57X).

Literatirde NCF1 geninde en sik saptanan mutasyon ekzon 2’nin baslangicinda
yer alan GT delesyonudur (129). NCF1 geninde gbzlenen bu delesyonun sik olmasinin
nedeni her bir kromozomdaki NCF1 genine esik eden 2 ayr1 %99 oraninda benzer gen
dizilimi (homolog) iceren olan pseudogenlerin olmasidir. Normal sartlarda bu
pseudogenlerde dogal olarak GT delesyonu oldugu i¢in protein iiretimi s6z konusu
degildir. Ancak gergek gen ile pseudogen arasinda olusan sik rekombinasyon olayindan
dolay1, GT delesyon bdlgesi gercek NCF1 genine gegmekte bu da KGH hastaliginin
olusmasima neden olmaktadir. Pseudogenlerin varliginin bir diger zor tarafi mutasyon
analizi yaparken ortaya cikmaktadir. Hastada bulunan delesyonun hangi genden
kaynaklandigimin saptanmasi tani siirecini uzatabilmektedir. Bunun diginda tanimlanan
baz1 hot spot mutasyon bolgeleri de bulunmaktadir. Bunlar arasinda ¢.579G>A mutasyonu
bulunmaktadir (129). Bugiine kadar tanimlanmis mutasyonlarin tiimii p47 proteinin tama
yakin kaybina yol agmaktadir (p47°). Calismamizda p47 protein defekti olan alt1 bireyde
GT delesyonu ve iki kardeste ¢.579G>A mutasyonu saptandi.

Literatiirde saptanan CYBA ve NCF2 mutasyonlar1 genellikle tam protein kaybina
(p22°, p67°) veya nadiren rezidiel protein (p22R, p67F) miktarma yol agmaktadir.
Calismamizda, bir olguda (H19) CYBA geninde daha 6nce bildirilen missense mutasyon
saptanirken (¢c.70G>A, p.Gly24Arg), diger bir olguda (H21) ise NCF2 geninde daha dnce
bildirilen bir missense mutasyon (c.279C>G , p.Asp93Glu) bulundu.

5.5.3. Hucre ici boyamalar

Bu ¢alismada kullanilan antikor kombinasyonu ile mutasyonun hangi proteinde oldugu
dogru tahmin edildi. Buna gére boyama yapilan gp91 (n=5) ve p22 (n=1) hastalarinda

DHR testi yardimiyla beraber olgularin tamaminda mutasyonun hangi gende olabilecegi
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tahmin edildi. Diger taraftan p47 (n=8) ve p67 (n=1) de ise sadece hucre i¢i boyama ile
mutasyonun hangi gende olabilecegi %100 dogrulukta bulundu. Olusan mutasyonlarin
bazilar1 protein ekspresyonunda degisiklige yol agmayip sadece fonksiyon bozukluguna
yol agabildigi i¢in tim KGH olgularinda hiicre i¢i protein analizi yaparken, fonksiyon
degerlendirmesi de yapilmalidir (DHR gibi).

Hastalardaki p22 ekspresyonu gp91 ile iligkili oldugu i¢in gp91 mutasyonu olan
bireylerde genelde p22 ekspresyonu olmamaktadir. Buradaki p22 ekspresyonu ayni
zamanda olgularda gériilen mutasyon cesidi ile degiskenlik gostermektedir. Ornegin gp91
proteinini tamamen yok eden mutasyonlarda %5’ten daha az p22 ekspresyonu
gorulebilirken, gp91 ekspresyonu az miktarda olan bireylerde orantisal olarak daha yiiksek
miktarda p22 ekspresse edilebilmektedir (117). Calismamizda gp91 eksikligi olan
olgularimizda gp91 ekspresyonu saglikli kontrole gore ortanca degeri %62,5 olarak
saptanirken, bu olgulardaki p22 ekspresyonu median degeri kontrole gore %14,1 idi.

Diger taraftan p22 mutasyonu olan olgularda genellikle gp91 ekspresyonu diisiik
saptanmaktadir (130). Ancak Al Hawary ve arkadaslarinin (131) yaptig1 ¢alismada %53
olguda gp91 ekspresyonu normal bulunmustur. Yazarlar bu durumu gp91 proteinin yiizey
ekspresyonun p22°den bagimsiz olan posttranslasyonel modifikasyon siirecleri ile
aciklamaktadirlar. P22 mutasyonu olan olgumuzda hem p22 hem de gp91 kontrole gore
diisiik saptanmis olup, sirasiyla %21,6 ve %70,5 olarak dlciilmiistiir. ilging olarak bu
hastamizin DHR SI’i 6 olarak saptanmistir. Bu sonu¢ Koker ve arkadaslarinin tanimladigi
iic p22 olgusu ile benzerlik gostermekte olup, DHR SI degerleri 1,5 iizerinde olmasina
ragmen hiicre i¢i hem p22 hem de gp91 ekspresyonu hi¢ saptanmamistir. Gézlenen bu
olayin c¢alismada kullanilan antikorlarla saptanmayan p22 protein varligi seklinde
aciklanmistir. Benzer mutasyonu olan olgumuzda (p.Gly24Arg) gozlenen diisiik
miktardaki protein ekspresyonunu kullanilan farkli monoklonal antikor ile agiklanabilir.
Bu da hastamizda goriilen yiiksek DHR degerini agiklamaktadir. Calismamizda ve diger
calismalarda kullanilan p22 ve gp91 antikorlarinin farkli epitoplar1 tanimasi, sonuglarin
farkli olmasmna neden olabilmekte bu da saglkli karsilastirmanin yapilmasini

engellemektedir.
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Otozomal resesif hastalik formlar1 igerisinde en sik goriileni p47 protein
eksikligidir. Hiicre i¢i boyama yapildiginda elde edilen MFI median degeri 1,6 (0.8-2.6)
olarak bulunmustur. Bulunan bu diisiik MFI degeri literatiirde belirtilen p47° protein
kaybini desteklemektedir. Calismamizda p47 eksikligi olan hastalara bakildiginda en sik
goriilen mutasyon ¢esidi delGT olup bu olgulardaki DHR SI degeri <3 bulunmustur. Bu
sonug, Koker ve arkadaslarinin delGT olgularindaki sonuglar (median 5,6 (aralik: 3-12))
ile karsilastirildiginda daha diisiik bulunmustur. Ilging olarak, bu mutasyona sahip
olgularimiz ile Koker ve arkadaglarinin olgular1 arasindaki ortanca tani yaslar1 benzer (15
vs 16 yas) olarak saptanmistir. Sonuglarimiz, p47 protein ekspresyonunu kontrol eden
mutasyonlar diginda bagska mekanizmalarin varligini akla getirmektedir.

Kohortumuz igerisinde yer alan p67 olgusunun htcre ici protein ekspresyonu
kontrole gore %2,5 olarak saptandi. Bu deger literatiirde benzer mutasyonu olan olgular
ile korele olup hastanin fenotipini p67° olarak agiklamaktadir.

Hiicre i¢i protein boyamasmin en onemli kisitlamalarindan birisi kullanilan
antikorlarin spesifik olarak proteine baglanmamasi veya o6zellikle gp91 proteini igin iyi
bir boyama paterni elde edilememesidir. Ticari olarak satilan ve literatiirde belirtilen
antikorlara bakildiginda gp91 proteini icin MFI degerleri hasta, tastyicilar ve saglikli
kontroller arasinda minimal diizeyde farklilik gostermektedir. Calismamizda gp91 i¢in iki

farkl: klon kullanilmasina ragmen ideal bir boyama histogrami elde edilememistir.

Sonug olarak;
Kronik graniilomat6z hastaligin tanisinda spesifik antikorlarla NADPH enziminin
alt iinitelerinin boyanmasi ile akan hiicre Olgerde hastaligin alt tipi belirlenebilir ve

boylelikle genetik mutasyon analizi yapilmadan genetik mutasyon tipi 6ngoriilebilir.
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6. SONUCLAR

e (Calismaya alman 25 hastanin 6’s1kiz (%24) 19’u erkekti (%76). Hastalarin giincel
ortanca yaslar1 10.8 (5.2-18.0) yildi. Hastaligin baslangic yas1 ortancasi 1.3 (0.3-
4.7) tan1 yas1 ortancasi ise 4 (14-13.5) yildi. DHR testi ile 12 (%48) hastanin X’e
bagli, 13 (%52) hastanin ise otozomal resesif gegisli KGH oldugu bulundu.

e Genetik olarak hastalarin 10 (%40) tanesinde CYBB geninde, 8 (%32) hastada
NCF1 geninde, 1 (%4) hastada CYBA geninde, 1 (%4) hastada ise NCF2 geninde
mutasyon saptandi.

e P47 protein defekti olan alt1 bireyde daha Once literatiide bildirilen ve NCF1
geninde siklikla goriilen ekzon 2’deki GT delesyonu gozlendi.

e Hastalik baslangic yas ortancas1 X-KGH hastalarinda hastalik anlamli olarak daha
erken baglamaktaydi (p<0.001). Hastalik baslangiciyla paralel sekilde X-KGH
hastalar1, otozomal resesif KGH hastalarina gére daha erken yasta tan1 almaktaydi
(1.45, 0.66-2.75 vs 11.5, 6.7-15.6, p:0.001).

e Hastalarda en sik gozlenen baslangic sikayeti abse idi (15 hasta, %60). Daha sonra
strastyla, pnodmoni (n: 8, %32), ates (n:3, %12), lenfadenit (n:2, %8), bakteriyemi
(n:1, %4), ishal (n:1,%4), tekrarlayan otit (n:1, %4) gozlendi.

e 15 (%60) hastada enfeksiyonlar esnasinda etken tanimlanabildi. 8 (%32) hasta
tlberkiloz enfeksiyonu nedeniyle tedavi edildi.

e Hastalardan 7’sinde (%28) graniilom gelisti. Graniilomlar en sik lenf bezlerinde
(n:5, %20) izlendi. Onun disinda akciger (n:1, %4), karaciger (n:2, %4), beyin (n:1,
%4) ve ciltte (n:1, %4) de graniilom olusumu izlendi.

e TUm hastalar antibiyotik (trimethoprim sulfometaksazol) wve antifungal
(itrakonazol) profilaksisi kullanmaktaydi. 14 (%56) hastaya profilaktik
rekombinan interferon-y baslandi.

e DOort (%16) hastaya (hepsi X-KGH) kemik iligi transferi uygulandi ve 2 (%8) hasta

kemik iligi nakli sonras1 kaybedildi.

57



Otozomal resesif KGH hastalarinda, X-KGH hastalarina kiyasla sag kalim
anlamliya yakin derecede yliksek saptandi (p:0.05).

Hastalarin DHR testi SI ortancas1 1.00 (0.88-1.91) saptandi. Hastalik baslangi¢
yasi ile dihidrorodamin testindeki SI arasinda pozitif korelasyon saptandi (rs: 0.50,
p:0.012).

X-KGH hastalarinin ortanca DHR SI degeri (0.94; 0.63-1.00), otozomal resesif
KGH hastalarinin ortanca DHR SI degerinden (1.91; 1.13-2.60) anlamli olarak
diistik saptand1 (p:0.001).

DHR SI SI<1.5 olan hastalar nétrofil rezidlel aktivitesi olmayan hastalar olarak,
SI>1.5 olan hastalar ise rezidiiel aktivitesi olan hastalar olarak gruplandi. 16
hastada (%66.7) rezidiel aktivite saptanmazken, 8 hastada (%33.3) reziduel
aktivite saptandi. X-KGH hastalariin hi¢ birinde rezidiiel aktivite izlenmezken 8
tane otozomal resesif KGH hastasinda rezidiiel aktivite izlendi (p:0.001).

Hucre ic¢i protein boyama analizlerinde X’e bagh kalitilan gp91, hastalarda ve
tagtyicilarda saglikl kontrollere gore daha diisiik oranda boyama saptandi. Hiicre
membraninda gp91 ile etkilesim halinde yer alan p22 de hem hastalarda hem de
tagiyicilarda saglikli kontrollere gore daha diisilk oranda boyanmis olup
tastyicilarda X-KGH’de goruldiigii gibi histogram grafiginde ¢ift tepe saptandi.
p47 ve p67 hastalarda saglikli kontrollere gore oldukca az boyanirken, tagiyicilarda
orta derecede boyanma gosterdi.

Kullanilan antikor kombinasyonu ile mutasyonun hangi proteinde oldugu dogru
tahmin edildi. Buna gore boyama yapilan gp91 (n=5) ve p22 (n=1) hastalarinda
DHR testi yardimiyla beraber olgularin tamaminda mutasyonun hangi gende
olabilecegi tahmin edildi. Diger taraftan p47 (n=8) ve p67 (n=1) de ise sadece
hiicre ici boyama ile mutasyonun hangi gende olabilecegi %100 dogrulukta
bulundu.

gp91 i¢in MFI degerleri saglikli kontrollerde tasiyicilara ve hastalara gére anlamli
olarak yuksek bulundu (p:0.02 ve p:0.0016).

p47 i¢in de MFI degerleri saglikli kontrollerde tasiyicilara (p:0.0014) ve hastalara
(p<0.0001) kiyasla anlamli olarak yiiksek bulundu.
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VIIl. EKLER

Ek-1A: BILGILENDIiRME FORMU

“Kronik graniilomatdz hastalikta akan hiicre 6l¢erde belirlenen NADPH oksidaz enzim
aktivitesinin ve alt Unitelerinin genotipi 6ngérmede rolli ” isimli ¢aligmanin amaci bu
hastalikta protein alt tiplerininakan hicre 6lcerde arastirilmasi ve klinik bulgular ile
iliskisinin  saptanmasina yoOneliktir. Calisma kapsaminda tibbi kayitlarinizdan
bagisikligimizla ilgili bilgiler alinacaktir. Ayrica damardan 4 ml kan alinarak bu hastalikla
iliskili eksik olan proteinleriniz belirlenecektir. Kan alinma esnasinda gegici olarak aci
hissetmeniz, kiigiik ¢apta enfeksiyon ve cilt alt1 kanama ve morluk goriilebilir. Bu
arastirmada yer almaniz i¢in bir defa gelmeniz yeterli olup 25 hastanin degerlendirilmesi
6 ay icinde tamamlanacaktir.

Ayrica bu aragtirma kapsamindaki biitlin muayene, tetkik, testler ve tibbi bakim
hizmetleri i¢in sizden veya bagli bulundugunuz sosyal giivenlik kurulusundan higbir ticret
istenmeyecektir.

Arastirma hakkinda ek bilgiler almak i¢in ya da ¢alisma ile ilgili herhangi bir
sorun, istenmeyen etki ya da diger rahatsizliklariniz i¢in 0 216 625 45 45 numarali
telefondan doktorunuz Ast. Dr. Hatice Ezgi Barigs ve Dog¢. Dr. Elif Karakog¢-Aydiner’e
bagvurabilirsiniz. Caligmaya katilmay1 kabul etmemeniz halinde olagan tibbi bakim,
tedavi ve hizmetleri almaya devam edeceksiniz.

Bu arastirmada yer almak tamamen sizin isteginize bagldir. Arastirmada yer
almay1 reddedebilirsiniz ya da herhangi bir agsamada aragtirmadan ayrilabilirsiniz. Bu
durum herhangi bir cezaya ya da sizin yararlariniza engel duruma yol agmayacaktir.
Ayrica arastirmacint gerekli gordiigii hallerde ¢aligmadan ¢ikarilmanin miimkiindiir.
Arastirmanin sonuglar1 bilimsel amacla kullanilacaktir, ¢alismadan ¢ekilmeniz ya da
arastirici tarafindan ¢ikarilmaniz durumunda, sizle ilgili tibbi veriler de gerekirse bilimsel

amagcla kullanilabilecektir.
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Size ait tim tibbi ve kimlik bilgileriniz gizli tutulacaktir ve arastirma yayinlansa
bile kimlik bilgileriniz verilmeyecektir. Alinan kan 6rnegi sadece bu ¢alisma kapsaminda
kullanilacaktir. Gelecek c¢aligmalar i¢in saklanmayacaktir. ~ Ayrica aragtirmanin
izleyicileri, yoklama yapanlar, etik kurullar ve resmi makamlar gerektiginde tibbi

bilgilerinize ulasabilir. Siz de istediginizde kendinize ait tibbi bilgilere ulasabilirsiniz.
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Ek-1B: GONULLU ONAY FORMU

Yukarida goniilliiye arastirmadan once verilmesi gereken bilgileri gosteren metni
okudum. Bunlar hakkinda bana yazili ve sozlii agiklamalar yapildi. Bu kosullarla s6z
konusu klinik arastirmaya kendi rizamla higbir baski ve zorlama olmaksizin katilmay1

kabul ediyorum.

Goéniilliiniin Adi-soyad1, Imzas1, Adresi (varsa telefon no., faks no,...)

Velayet veya vesayet altinda bulunanlar i¢in veli veya vasinin adi-soyadi, imzasi, adresi

(varsa telefon no., faks no,...)

Agiklamalar1 yapan arastirmacinin adi-soyadi, imzas1

Riza alma islemine basindan sonuna kadar taniklik eden kurulus gorevlisinin adi-soyadi,

imzas1, gorevi
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Ek-2: ETiK KURUL ONAYI
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Ek-3: HASTA TAKIiP FORMU

Ad Soyad

Dogum tarihi

Cinsiyet

Akrabahk

Semptom baslama yas1
Semptomlar

Tam tarihi

Almakta oldugu tedaviler

Soyagaci

NBT

DHR ve SI

Akan hicre oOlger ile protein ifadesi

Aile bireylerinden degerlendirilenler protein ifadesi
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