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OZET

Selektif I1gA eksikligi (sIgAE); sekretuvar IgA yoklugu ve serum IgA
dizeyinin 5 mg/dl altinda olmasi ile karakterize, en sik goérilen immun
yetmezliktir. IgA eksikliginin patogenezi bilinmemekle birlikte, Ig sinif degisimi ve
sitokinlerinde icinde oldugu izotip degisiminde anormallikler gésterilmistir. YDIY,
hipogamaglobulinemi, antikor yapiminda bozukluk ve tekrarlayan bakteriyel
enfeksiyon ile karakterize, heterojen bir hastalik grubudur. Defektif T hlicre
aktivasyonu, tam fonksiyonel B hiicre aktivasyonu icin gerekli olan T ve B
hicreler arasindaki iligkiyi belirleyen CD40L ekspresyonundaki bozukluk ve/veya
T hicre farklilagsmasinda ihtiya¢c duyulan sitokinlerin Gretiminde anormalliklere
yol acabilir. Bu da YDIY hastalarinda bozulmus sitokin Uretimi aciklamalarindan

biri olan proliferasyon ve/veya farklilasma bozukluklarina benzemektedir.

Ayni genetik kdkene sahip oldugu distinilen YDIY’li ve slgA eksikligi olan
hastalarda, ortak bir immunolojik bozuklugun olup olmadigini arastirmaya
yonelik, sitokin yanitlarini arastirmayi planladik.

Biz bu calismamizda, Uludag Universitesi Tip Fakdltesi, Cocuk Sagligi ve
Hastaliklari, immunoloji Bilim Dali Polikliniginde takip edilen 15 YDIiY’li, 10 sIgA
eksikligi olan hastada ve 24 saglikl kontrol grubunda, lenfositler fitohemaglutinin
(PHA) ile uyarilarak sitokin dizeyleri ELISA ile 6élctldi ve uyari éncesi ile
kargilastiriidi.
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YDIY’li hasta US grubu kontrol US grubuyla karsilastiriidiginda IL-10
diizeyi anlamli derecede ylksek saptandi. YDiY’de uyari sonrasi kontrolle
karsilastirildiginda IL-4 disik iken, IL-10’da artis saptandi. SIgA eksikliginde de
uyari sonrasi kontrole gére IL-4 dizeyi disik saptandi. Tum hasta ve kontrol
gruplarinda PHA ile uyari sonucunda sitokinlerde anlamli derecede ylkselme

saptandi. Bu da bize PHA’nin lenfositler Gzerine iyi bir uyarici oldugunu gésterdi.

Sonuc olarak her iki hasta grubunda gb6zlenen IL-4 disUkIGgunin
hipogamaglobulinemi ve Ig dénisimindeki defekti acgiklayabilecek bir neden
olabilecegi disinildi. YDIiY’'de IL-10 yiiksekliginin artmig inflamatuar siirecten
dolayl ya da azalmig proinflamatuar sitokin yanitina sekonder olarak ytkselmis
olabilecegi dasunald.

Anahtar Kelimeler: Selektif IgA Eksikligi, Yaygin Degisken immun
Yetmezlik, IL- 4, IL- 10, CD40 Ligand
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SUMMARY

Cytokine response in lymphocytes of patients with CVID and silgAD

Selective IgA deficiency (slgAD), using 5 mg/dl of serum IgA as the upper
limit for diagnosis and concomitant lack of secretory IgA, is the most common
form of primary immunodeficiency. The pathogenesis of IgA deficiency is not
known, although abnormalities in Ig class switching and the cytokines involved
in isotype switching have been implicated. Common Variable Immunodeficiency
(CVID) is a heterogenous group of B cell deficiency syndromes characterized by
hypogammaglobulinemia, impaired antibody production and recurrent bacterial
infections. Defective T-cell activation may lead to an impairment in cognate T-B-
cell interaction due to impaired expression of CD40 ligand and/or abnormalities
in the production T-cell-derived cytokines required for fully functional B-cell
activation, proliferation and/or differentiation which could indeed explain the
impairment in antibody production present in CVID patients. It has been found
that cytokines are produced in low levels due to the decreased T cell function

which occur as a result of the defect in CD40L expression in CVID patients.

The aim of this study is to determine the possible common immunological
pathway by exploring CD40L expression and cytokine responses in CVID and

slgAD patients.
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In our study, lymphocytes are stimulated by phytohemaglutinin (PHA) and
then cytokine levels are measured by ELISA and compared with pre-stimulation
in 15 CVID, 10 sIgAD patients and in 24 healthy controls admitted to Pediatric
Immunology Department in Uludag University Faculty of Medicine. CD40L
expression on lymphocytes is measured by flow cytometry.

IL-10 levels were significantly higher in unstimulated (US) lymphocyte
supernatant of CVID patients compared with control US group. Following PHA
stimulation, low IL-4 and high IL-10 levels were found in CVID patient. In sIgAD,
IL-4 was low compared to control group after PHA stimulation. CD40L

expression was normal in lymphocytes in both patient groups.

It was suggested that low IL-4 in both groups might be one of the
responsible factor of hypogammaglobulinemia and defective immunoglobulin
isotype switching. The increase in IL-10 in CVID might be secondary to the
increase in inflammatory process or due to decrease in proinflamatory cytokine

response.

Key words: Selective IgA Deficiency, Common Variable Immunodeficiency,
IL-4, IL-10, CD40L



GIRIS

Selektif IgA Eksikligi

Selektif IgA eksikligi (slgA); sekretuvar IgA yoklugu ve serum IgA
dizeyinin 5 mg/dl altinda olmasi ile karakterize bir hastalktir. Primer immun
yetersizliklerin en sik gérilen formudur. Sikligi ortalama 1/600-1/700 olarak
bildirilmistir (1). Farkli etnik gruplarda prevalansi degiskenlik gdsterir. Ornegin
Japonya’da 1/ 18,000; Cin’de 1/4000 siklikta gértilmektedir (2).

Hastalarin ¢cogunda sinopulmoner enfeksiyonlar, alerjik ve otoimmun
hastaliklarin sikhidinda artis saptanmistir. Sik tekrarlayan enfeksiyon gegiren IgA
eksikligi hastalarda IgG alt gruplarina da bakilmalidir. IgG alt gruplarindan
Ozellikle 1gG2 eksikliginin eslik ettigi hastalarda enfeksiyon sikligi ve ciddiyeti
daha da belirgindir (3).

IgA eksikligi nedenleri degiskendir. 3 mekanizma tanimlanmistir(4).
1. intrinsik B hiicre defekti
2. 1g A’nin supressor T hiicreleri ile baskilanmasi
3.1g A yapiminda T hiicre yardiminin selektif olarak gergeklesmemesi

Dolagsimda B hicre sayisi normal oldugundan IgA sentezinde veya
salinmasinda bir defekt olabilecegi dustnulmektedir. Altinci kromozomun kisa



kolunun 21. segmentinde bulunan genin slgAD eksikligine neden oldugu
bildirilmistir (5). Ayrica slgA eksikligi olan hastalarda, kan Urtnleriyle transflizyon
sonrasinda anafilaktoid reaksiyonlar gelisebilir. Bu hastalarda salgisal IgA
yokluguna bagh antijenin fazla miktarda emilimi, antijenle baglanacak antikor
miktarinda azalma ve anti IgA antikorlarinin olusmasina bagl reaksiyonlar
meydana gelir (6). SIgA eksikliginde serum IgA dlizeyi 5 mg/dI'nin altinda

bulunurken serum IgG, IgM, IgD, ve IgE diizeyleri normal veya artmistir.

SIgA eksikligi olan bazi hasta gruplarinda hastalarda HLA B14, DR1,
DQW1, C4A2, ve C4B2 allelleri saglikli insanlara gbére daha yiksek oranda
saptanirken, bazi calismalarda ise bu goérlst desteklememektedir (7). Bu
hastalarda ¢élyak hastaligi, glomerllonefrit ve romatizmal hastaliklarin gériime
oraninda artis saptanmistir (8-9). SIgA eksikligi olan hastalarda instiline bagimli
diabetes mellitus, immun trombositopenik purpura (ITP), otoimmun hemolitik
anemi gibi otoimmUn hastaliklar normal bireylere gbére daha sik gérilmektedir
(10-11). Ayrica bu hastalarda retikulum htcreli sarkom, 6zofagus ve akcigerde
skuam6z hdcreli sarkom ve timoma gibi malignitelerin gérilme olasiliginin

yUksekligine dikkat ¢ekilmigtir.

Ayirici tanida anormal immunglobulin sentezi ile karakterize hicresel
immun yetersizlik, ataksi- telenjiektazi, kronik mukokitan6z kandidiyazis, X'e
bagh hiper IgM sendromu dustntlmelidir (12). Ayrica ACE inhibitérleri,
romatizma, epilepsi tedavisinde kullanilan ilaglara sekonder olusan edinsel IgA

yetersizligi ile ayirici tanisinin yapiimasi gereklidir (13-14).

IgG2 dustkluginin eslik ettigi slgA eksikligi olan vakalarda agir
enfeksiyon gecirme o&yklsi mevcutsa disik dizeyde IgA iceren IVIG
preparatlari dikkatli bir sekilde verilebilir. Eritrosit transflzyonu uygulanacak,
slgA eksikligi olan hastalara, G¢ kez yikanmis eritrosit siispansiyonu verilmesi

uygundur.



SIgA eksikligi olan hastalar dizenli aralarla izlenmelidir. GUnkd bu
hastalarin yillar icinde IgA sentezleyebildikleri bazilarinda ise panhipo-
gammaglobulinemi gelisebildigi gbsterilmigtir.

YAYGIN DEGiISKEN iMMUN YETMEZLIK (YDIY)

YDIY, antikor yapiminda bozukluk ve tekrarlayan bakteriyel
enfeksiyonlarla karakterize heterojen bir hastalik grubudur (15).

B hiicre defektleri: En sik gdzlenen fenotip B hiicre farklilasmasindaki
bozukluklara bagli antikor eksikligidir. Cogu hastalarda B hlicre sayisi normaldir.
Bunun disinda B hicre farklilasmasinda rol oynayan koreseptérler CD27 ve
CD134 ligandin ekspresyonunda defektler vardir. Olgun olmayan B hicreleri
diginda hafiza B hticre sayi ve aktivasyonunda da sorunlar olabilir (16).

T hiicre defektleri: YDIiY’li olgularin  %25-30’'unda CD8+ lenfositleri
artmistir, CD4+ sayisi normal veya azalmistir ve CD4/CD8 orani azalmigtir.
Antijene 6zgU T hicreleri olmayabilir. Birgok olguda periferik kandaki lenfositler
mitojen veya antijenle uyarildiginda cogalmazlar. Bazilarinda ise T hicre
reseptdriinde bozukluk vardir (16).

Adezyon/’Switching” Defektleri: YDIY hastalarinda hiicre ylzey
molekullerinden adezyonla ilgili olanlarin ekspresyonu azalmistir. L-Selektin,
attraktin ve CD40L bunlarin en énemlileridir. Aktive CD4+ lenfositlerin ylzeyinde
tasinan CD40L B hicre ¢ogalmasi, farklilagsmasi ve izotip “switching” igin ¢ok

onemlidir.



Yapilan birgok calisma YDIY’li hastalarin immunolojik bozuklugunun B -
hicresi ile sinirli olmadidini; T hicreleri ve monosit-makrofajlarin da bu
hastalikta rol Ustlendigini, muhtemelen antijen sunumunda ve B hicre
yardiminda bir bozukluk oldugunu géstermistir. YDIY’li hastalari B hiicreleri
invitro uygun sartlarda uyarildiginda, normal immunglobulin Gretmeleri, bu

hastalarin B hiicrelerinde intrinsik olarak bir defekt olmadigini digtndarir (15).

YDIY patogenezinde yer alan molekiiler bozukluklar heniiz tam olarak
ortaya konmamistir. Ancak YDIY olasilikla bircok gen defektinden
kaynaklanmaktadir. Bu subgrubun cogunlugunda otozomal dominant bir kalitim
paterninin gdsterilebilir olmasiyla birlikte en az %10’'nun ailesel olmasina
ragmen cogu vakanin temelde sporadik oldugu gértlmastar (17-18).

Su anda YDIY’li hastalarda birgok monojenik defektin varligi gésterilmistir
(19-20). Molekuler patolojiler asagida siralanmistir.

1- Aktive T- hlcrelerinin indiklenebilir co-stimilatéri (ICOS) (21-22).

2- Transmembran aktivatéri ve Ca-modulatéri ve siklofilin ligand (TACI)
(23-24).

3- Tumor nekrozis faktér aile reseptdériiniin B-hiicre aktive edici faktorl
veya reseptord. (BAFF), (BAFF-R) (25).

4- CD19 (25-26) .

Biyolojik dnemi acik olmamasina ragmen YDIY’li hastalarda TACI, BAFF
ve bir proliferasyon indikleyici ligandin (APRIL) (B hdcrelerini aktive eden ve
izotip sinif igsaretlenmesini etkileyen) serum duzeylerinin belirgin olarak
yUkselebildigi bildirilmistir (27). Bu proteinlerdeki yilkselmeler ayni zamanda
bircok romatolojik hastalikta, hematolojik malignitede ve aktif graft versus host
hastaliginda da goértlmektedir (28).



Son yillarda YDIY’li hastalarda primer T-hiicre defekti oldugu gériisii daha
benimsenmistir ve bu g6ris T ve B hicre lenfosit alt gruplarinin ve
fonksiyonlarinin in vitro analizine dayanir. Her ne kadar YDIY’li hastalarin ¢ogu
normal T-hiicre sayisina sahipse de, lenfositlerin in vitro mitojen ya da spesifik
antijen ile uyariya yanit vermemesi sonucu T-lenfositlerde fonksiyonel defekt
oldugu dustndimastir (29- 30). Ayrica YDIY’li hastalarin lenfosit kiltirleri in
vitro cesitli ajanlarla uyarildiginda; IL-2, IL-4, IL-5, IFN-gama gibi bazi interlékin

salinimlarinda belirgin azalma oldugu gézlenmistir (31 -32).

CDA40 ligand (CD40L) aktive CD4+ lenfositlerde eksprese edilir. B-hiicre
proliferasyonu ve farklilasmasinda &6nemli bir roli vardir.CD40-CD40L
sinyalindeki bir bozuklugun YDIY’'li hastalarda B-hlicre farklilasmasini
engelleyebilecegi bildiriimistir (33). YDIY’li hastalarin B hiicreleri anti-CD40 ve
IL-4 varh@inda in vitro klltir ortaminda normal proliferasyon gésterip, normal

miktarlarda IgE salgilayabilmektedir (34).

Bu durum YDIiY’li hastalarin ¢ogunun normal fonksiyona sahip B
hiicresine sahip oldugu hipotezini desteklemektedir. Ayrica bagka bir calismada
anti-CD40 ve IL-10 ile Kkuiltir edilen YDIiY’li hastalarin B hicrelerinin

immunglobulin Uretebildikleri gésterilmistir (35).

Hastalik genellikle 18 ayliktan sonra gérilmekte; 1-5 yaslarinda ve 16-20
yaslarinda olmak Uzere iki pik yapmaktadir (36). Sikligi 1/10.000-100.000dir.
Serum IgG dizeyi, yas grubu ortalamasinin 2SD altinda seyreder. Hastalarin
cogunlukla serum IgA, yarisinda ise serum IgM dizeyi disik bulunmaktadir.
izohemaglutininler saptanamaz, protein ve polisakkarit yapidaki asilara karsi
antikor yaniti olduk¢ca dusuktir. Hastalarin ¢ogunda B hilicre sayisi normal,

ancak az bir kisminda disuk sayida ya da hi¢ yoktur (37).



Solunum yolu ve gastrointestinal sistem enfeksiyonlarina yatkinlik, YDIY’li
hastalarin en sik basvurma nedenidir (38-39). Solunum yolu enfeksiyonlarinin
etiyolojisinde Haemophilus Influenza, Moraxella catarrhalis ve Streptococcus
pneumoniae  (40-41) sikhkla yer alirken; gastrointestinal  sistem
enfeksiyonlarinda ise en sik rastlanan patojenler Giardia lamblia ve
Campylobacter jejeunidir (42). Her ne kadar intravendz immunglobulin (iViG)
tedavisi agir enfeksiyonlarin insidansini azaltsa da bazi hastalarda iVIG
tedavisine ragmen kronik sinopulmoner hastalik gelisebilmektedir (43-44).

YDiY’de hem kizlar hem de erkekler esit seviyede etkilenebilmektedir.
Gogu vaka sporadiktir, ancak ailevi kalitim %25 vakada gorUlebilir (42).
Hastalarin % 10’unun birden fazla aile bireyinde, YDIY ya da YDIY geni ile iligkili
bir immun yetmezlik (IgA eksikligi) gorilebilir. Birgok aile bireyinin etkilendigi
ailelerde, kaltim paterni katt Mendelyen kurallarina uymaz. Bazi ailelerde
immun yetmezlik bir kusakta atlamakta, bazilarinda ise bir aile bireyinde IgA
eksikligi mevcutken, digerinde YDIY saptanmaktadir. Bu durum hastaliga yol
acan gen ya da genlerin yUksek ifade edilebilirligini ve penetransini gésterir(45).
Monozigot ikizlerde yapilan bir calismada ise ikizlerin  birinde
hipogamaglobulinemi saptanmasi, kazanilmis faktérlerin de YDIY fenotip

gelisiminde etkisinin oldugunu goésterir (46).

idiyopatik trombositopeni, otoimmun hemolitik anemi, romatoid artrit,
sistemik lupus eritematozis, otoimmun tiroidit, vitiligo ve primer bilier siroz gibi
otoimmun bozukluklar YDIY’li hastalarda gorilebilir (38). Yine bu hastalarda
ayni zamanda akcigerlerde, karacigerde, dalakta ve konjunktivada sarkoid
benzeri granilamatoz olugumlara saptanabilir (47). YDIiY’li hastalarda
malignansi riski artmistir. Gogunlugu YDIY olan 377 hipogamaglobulinemili
hastada yapilan bir calismada malignant lenfoma igin risk 23 kat, gastrik kanser
icinse 50 kat artmis bulunmustur (48). Ayni zamanda yapilan bagka bir



calismada 98 YDIY’li hastanin 13 yil izleminde lenfoma riskinin 100 kat arttig
gosterilmigtir (49).

YDIY’i tanimlayan hipogamaglobulinemi ve antikor yapim bozuklugu
asagidaki immun yetmezliklerin bulgusu oldugundan, ayirici taninin dikkatli
yapilmasi gereklidir. Agamaglobulinemi varyantlar, X’e bagh lenfoproliferatif
sendromun hipogamaglobulinemisi YDIY ile benzer immun fenotipe sahip
olabilir. Siit cocuklugu déneminde ise YDIY’i disiindiirecek bir immun fenotipe
sahip hastada o6ncelikle agir kombine immun yetersizlik (SCID), X'e bagl
agamaglobulinemi (XLA) ve hiperimmunglobulin M sendromu ekarte edilmelidir.
YDiY’e benzer sekilde klinik ve immunolojik profil sergileyen primer immun
yetersizliklere ek olarak cesitli kromozomal ve kalitsal metabolik hastaliklarda da
hipogamaglobulinemi gériilebilir. Tablo-1’de YDIY’li hastalarin ayirici tanisinda

distnulmesi gereken hiimoral immun yetmezlikler verilmigtir.

Tablo-1: YDIY’in ayiric tanisinda diisiiniilmesi gereken
hidmoral immun yetmezlikler

X’e bagimli agamaglobulinemi

Hiper IgM sendromu

Ig agir-zincir gen delesyonlari

Otozomal resesif alfa zincir eksikligi

Ig A eksikliginin eslik ettigi ya da etmedigi IgG alt gruplarinin selektif eksikligi
Antikor yapim bozukluklari

Ig A eksikligi

S0t cocugunun gegici hipogamaglobulinemisi

Otozomal resesif gegisli agamaglobulinemi




Tip 1-Tip 2 ve Tip 3 Lenfositler

T lenfositler helper ve supres6r T hicreleri olarak baslica 2 grupta
incelenmektedir. T helper ve T supresdr hicreleri de kendi aralarinda
salgiladiklar sitokinlere gére Tip 1 ve Tip 2 alt gruplarina ayriimaktadir (50).
Ancak son zamanlarda Tip 3 alt grubunun varligina isaret edilmektedir.

Sitokinler

Sitokinler immun sistem hdcreleri tarafindan salinan ve immun sistemi
dizenleyici role sahip, disik molekiler agirhikh (20-80 kD mol agirliginda)
proteinlerdir. Salindiklari zaman organizmada sistemik olarak (endokrin) ve/veya
salindiklari hicre gevresindeki hlcrelere (parakrin) veya dogrudan salindiklari
hicreler Gzerine (otokrin) etki edebilmektedirler. Sitokin yapimi antijenik
uyariya spesifik olmamakla beraber, olusmalar ve hedef hlcreleri etkilemeleri
icin antijenik uyarn gerektirirler (51). Fizyolojik olarak sitokinlere hicreler
arasinda mesaj ileten biyolojik mediyatérler gibi bakilabilir. Bu molekillerin,
lenfositler ve diger hematopoetik hicrelerin yapiimasinda ve farklilagsmasinda
cesitli etkileri vardir. Calismada kullanilan sitokinler ve biyolojik etkinlikleri
Ozetlenmigtir (50-51).

interlokin-2:

Molekdl agirligr 15 kD (kilodalton)’dur. Aktive CD4+T hicreleri (Th1), bazi
kosullarda CD8+T, NK hicreleri ve timositlerde bulunur. Aktive T ve B
hicrelerinin ¢ogdalimini, antikor yapiminin tetiklenmesini, bazi sitokinlerin (IL-3,
IL-4, IL-5, IL-6, GM-CSF, INFy, TNF-B, TGF-B) sentezinin uyariimasini,
sitotoksik T lenfositlerinin aktivasyonu, NK hdcrelerinin  ve nétrofillerin



aktivasyonunu saglar. IL-2 yapan T hicrelerinin selektif olarak bu yeteneklerini
kaybetmeleri anerjiye yol acgar. IL-2R a, B ve y subunitlerinden olusur. a zinciri
sinyalizasyona katilmaz. IL-2R istirahat halindeki T hdcrelerinde eksprese
edilmez. NK hucrelerinde IL-2R’leri yapisal olarak (surekli) eksprese ederler.
Siklosporin A, FK506, T hlcrelerinde IL-2 ve IL-2R indiksiyonunu kismen inhibe
ederler (52-53).

interlokin-4:

Molekal agirhgr 18 kD’dur. Th2 hicreleri, timositler, mast hcreleri,
bazofiller, NK hdcrelerinde bulunur. Th1 subset inhibisyonu, Th2 subset
indiiksiyonu, aktive B hiicre c¢ogalma faktéri (Igg ve IgG4 yapiminin
hizlanmasi), sitotoksik T hicre aktivasyonunun artmasi, mast hulcrelerinin
cogalma faktoérti, MHC klas Il ekspresyonunun artmasi, bir grup sitokin (IL-1,IL-
6, IL-8, TNF-a) ve nitrik oksid sentezi Uzerine supresif etki, agir zincir izotip
dénidsimunin majoér regulatéri olarak gérev yapar. Birgok nitelikleri IL-13 ile
ortaktir (54).

interlokin-10:

Molekdl agirhgr 32 k D’dur. Regulatér T hicre, Th2 ve ThO subset
hicreleri, timositler, monosit, B hiicreleri, Langerhans hticreleri ve makrofajlarda
bulunur. Th1 alt grup proliferasyonunun baskilanmasi, IL-2 ve INF-y, IL-1, IL6,
IL-8, GM-CSF, G-CSF sentezinin inhibisyonu, NK ve makrofaj aktivasyonunun
inhibisyonu, B hiicre proliferasyonu ve diferansiyasyonunun indiksiyonu, IgG1,
gG2, IgG3 ve IgA’ya dénlsim gibi gérevleri vardir. Birgok enfeksiyon sirasinda
INF-y cevabina IL-10 yapimida eslik edebilir. Tip 1 sitokin cevabi ile
olugsabilecek doku hasarini minimalize edilmesi nedeniyle olabilir. TGF-B ile



sinerjik etki gdsterir. Iimmun toleransin indiiklenmesinde rol alir. 1L-19, 1L-20,
IL-24 ve IL-26, IL-10 ile %20-28 homoloji gésterdikleri icin IL-10 ailesi icinde yer
alir (55).

interferon-y (gamma):

20-25 k D agirligindadir. CDg T, Th1 alt grup ve NK T hcreleri gama-
delta T htcreleri, DC’ler ve aktive makrofajlar da bulunur. CD4+ T hicrelerinin
Th1 fenotipine diferansiyasyonu, Th1 ve NK hicre aktivitesinin siddetlenmesi,
Th2 subset hicrelerinin inhibisyonu, cesitli hiicrelerde MHC Klas-I ve Klas-II
antijenlerinin ve Fc reseptdr ekspresyonunun indiksiyonu, makrofaj ve endotel
hicre aktivasyonu, B hicre proliferasyonu ve farklilagsmasini saglar. Ylzey
reseptoérlerinin ekspresyonunda artis, NADPH oksidaz ve NO sentaz sentezinin
artmasi (superoksit ve NO yapiminin artmasi), kaseksi (lipoprotein lipaz ve
gliserol fosfat dehidrogenaz inhibisyonu ve lipid akimuilasyonunu énleyerek) ve
antiviral etkinlik gibi gérevleri vardir.

IFN-y, bircok hlcrenin intraselliler patojenleri éldirme yeteneklerini
arttinir. IFN-y reseptérinin genetik defekti, hicreleri INFy ile aktivasyondan
alikoyar (makrofajlarda fonksiyonel yetersizlik). Enflamasyonda makrofaj ve
DC’leri aktive ederek dogal ve kazaniimis immuniteyi giclendirir (56).
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Sekil- 1b: Hiicresel ve himoral yanitta TH1/TH2 etkilesimi ve sitokin yanitlari
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AMAGC

YDIY ve slgA eksikligi etiyolojisi tam aydinlatilamamis, kromozom 6'da,
(aynt MHC bdlgesinde) yer alan hastaliklardir. Biz bu ¢aligsmada;

1-) Ayni genetik kdkene sahip oldugu disiiniilen YDIY’li ve slIgA eksikligi
olan hastalarda ortak bir immunolojik bozuklugun olup olmadigini arastirmaya
ybnelik, hasta ve kontrol grubu (uyarilmig ve uyariimamig) lenfositlerinde
TH1/TH2 sitokin yanitlarini arastirmay! planladik.

2-) Uyariimis ve uyariimamis lenfositlerde TH1/TH2 dizeyleri her iki
hastalik grubunda kendi aralarinda ve kontrol grubu ile karsilastirildi.
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GEREC VE YONTEM

Uludag Universitesi Tip Fakiltesi, Cocuk Saghgi ve Hastaliklari Anabilim
Dali, immunoloji Bilim Dali polikliniginde takip edilmekte olan (i¢ haftada bir
dizenli intravendéz immunglobulin tedavisi alan yaygin degisken immun
yetmezlikli 15 hasta, selektif IgA eksikligi tanisiyla izlenen 10 hasta ve yas
gruplari benzer 24 saglikli gocuk (immun yetmezligi olmayan) ¢alismaya alind..
Calisma uygulamaya gecmeden 6nce Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Etik
Kurulu’ndan yazil onay alindi.

Lenfosit Kiltura

Steril heparinli enjektére 5 ml kan alindi. Alinan heparinli kan, cRPMI ile
1:1 oraninda dilie edildi. Dilie edilen kan, 3 ml ficol iceren falkon tlplne
yavasca tabakalandirildi. Ficolli kan 1600 devirde 20°C’de 20 dk. santrifij
edildi. Santrif(j sonrasi olusan lenfosit halkasi, pastér pipeti ile dikkatli bir sekilde
alinarak yeni bir kdltdr tOpline konuldu. Elde edilen lenfosit populasyonunun
tzerine 3-5 ml cRPMI eklendi. Lenfosit solisyonu ilk yikamada hizli devirde
(2000 RPM), 10 dk santrifij edildi. Daha sonra supernatan ddékuilerek dipteki
pelet karistirildi ve tekrar Gzerine 2-3 ml ¢ RPMI eklendi. ikinci ve (ginci
yikamada 1400 devirde, 15 dakika boyunca santrif(jj edildi. Uclincii yikamadan
sonra, supernatan dokulerek, lenfosit hicre peleti komplet medyumla 1 ml'ye
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tamamlandi. Lenfositlerin homojen dagilmasi icin pastér pipeti ile ile pipetaj
uygulandiktan sonra (ihmal edilebilecek kadar az miktarda) érnek alinarak hicre
sayimi yapildi ve kiltir ekim 6ncesi 1.000.000 hicre/ml oraninda lenfosit
konsantrasyonu elde edildi. Daha sonra her bir kdltir kuyucuguna 500 ul
miktarda ekildi. Sitokin élcimu igin; a-) Uyariimamig, b-) Fitohemaglutinin ile

uyariimig olmak Uzere iki kuyucuga ekim yapildi.

Fitohemaglitinin  konsantrasyonu 1:100 olacak sekilde RPMIh
stspansiyon hazirlandi. Hlcre kudltirine 5 pcg/ml oraninda eklendi. Kultdr
6rnekleri 37°C CO2'li etive konuldu ve 24 saat sonra kultir supernatanlar
toplandi. Ornekler ependorflara konularak -20°C’de saklandi. Daha sonra
saklanan kaltir stupernatan 6rneklerinden TH1 (IL-2,INF-y), TH2 (IL-4, IL-10)
sitokinler ELISA yéntemi ile ¢alisildi.

15



istatiksel Analiz

ikiden fazla bagimsiz grubu karsilagtirmak igin Kruskal-Wallis testi,
bagdimsiz iki grubu karsilastirmak icin Mann-Whitney testi kullanildi. Bagimli iki
grubu karsilastirmak icin Wilcoxon Signed Ranks testi kullanildi.

Hasta ve kontrol grubunda;

1) Uyarilmayan (US) ve PHA eklenen (PHA) YDIY ve slgA eksikligi ve
saghkh kontrol grubunun sitokin yanitlarinin karsilastiriimasinda Kruskal-
Wallis testi kullanildi.

2) YDIY (US/PHA), slgA eksikligi (US/PHA) ve Kontrol gruplarinin (US/PHA)
karsilastirimasinda bagimsiz iki grubu karsilastirmak icin Mann-Whitney

testi kullanildi.
3) YDIY (US/PHA), slgA eksikligi(US/PHA) ve Kontrol grubu'nun (US/PHA)

kendi igcinde karsilastiriimasi igin bagimli iki grubu karsilastirmak icin
Wilcoxon Signed Ranks testi kullanildi.
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BULGULAR

Bu calismaya alinan 15 YDIY’li hastanin 11'i erkek, 4G kiz olup,
hastalarin yas ortalamasi 14, ortanca yas 12 idi. Selektif IgA eksikligi tanisi ile
izlenen 10 hastanin 6’s1 erkek, 4’ kiz olup, ortalamalari 6,9 yas, median yas ise
8 yastl. Saglikli ve benzer yastaki 24 kontrolin 15’i erkek, 9'u kizdi. Kontrollerin
yas ortalamasi 10,4 yas, median yas 10 yasti.

Lenfosit Kiiltiirlerinden Olgiilen Sitokin Degerleri

YDIY’li 15 hasta sIgA eksikligi olan 10 hasta ve 24 kontrolden lenfosit
kaltard yapildi. Uyarilmamis (US), fitohemaglatinin (PHA) ile uyariimis kaltar
tiplerinden Tip 1 (IL-2, INFy) ve Tip2 (IL-4,IL-10) sitokin élcimleri yapildi.
Gruplar sitokin seviyeleri acisindan kendi aralarinda karsilastirildi.

Hiicre kiiltiiri sitokin Olciimii (Uyariimamis-US )

YDIY, slgAD ve kontrol grubu uyarimamis ¢ grup kendi iclerinde
karsilastinlldiginda IL-10’da istatistiksel olarak anlamli farklilik saptandi (p<0,05).
YDIY’li grup slgAD ile karsilagtirildiginda anlamli fark saptanmadi. YDIY’li grup
kontrol grubuyla karsilastiriidiginda IL-10°da anlamli farklihk saptandi. Sonugclar
Tablo 2’de ve Sekil-2'de gdsterilmistir.
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Tablo 2: YDIY, slgAD ve
sonuglari

kontrol grubunun US Hucre kultlri sitokin 6lgim

Uyariimamig-US YDIY slgAD | Kontrol P
hicre kaltdra sitokin élcimd | (n=15) | (n=10) | (n=25) Degeri
INFy 0,01 0,01 0,01 p>0,05
IL-2 15,5 181,6 15,2 p>0,05
IL-4 2,01 3,4 1,3 p>0,05
IL-10 89,8 4,86 16,24 p<0,05
UYARILMAMIS
400
350 B
300
250 m YDIY
200 - B slgAD
150 - 0O KONTROL
100 - _T‘__
50
0
INF_GAMA IL2 IL4 IL10

Sekil 2: YDIY, slgAD ve kontrol grubu uyariimamis (US) hiicre kiltiir( sitokin

6lcimi karsilastinimasi

*YDIY'li grup Kontrol grubuyla karsilastiridiginda IL-10’ da anlamli derecede yiikseklik saptandi.
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Hiicre Kiiltiirii Sitokin Olgiimii (Uyariimis-PHA )

Fitohemaglutininle  (PHA)  uyanlmis  gruplar  kendi iglerinde
karsilagtirildiginda anlamh farklilk saptanmadi. istatistiksel olarak anlamli
olmasada YDIiY’de uyari sonrasi kontrolle karsilastirildiginda IL-4 disik, IL-10
artmis bulundu. SIgAD’de uyari sonrasi kontrole gére IL-4 disik saptandi.

Sonuclar Sekil 3'de gosterilmistir.

UYARILMIS

600
500 T
400 1 @ YDIY
300 — |mslgAD
200 0 KONTROL
g ﬂ% [

0 | |

IFN-y IL2 IL4 IL10

Sekil 3: YDIY, slgAD ve kontrol grubunun PHA ile uyarilmis hiicre kiiltiri sitokin
OlcimU karsilastiriimasi

PHA (Fitohemaglutinin) ile Uyarilan ve Uyarilmayan Gruplarda
Sitokin Olcumleri

YDIiY‘li hastalarin ve kontrol grubunun US ve PHA ile uyarilan tiplerinden

Olcllen Tip 1 ve Tip 2 sitokin degerleri kargilastirildi.
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YDIY’li hastalarin uyar éncesi ve sonrasi kltlir stipernatanlarindaki Tip 1
ve Tip 2 sitokin élcimlerinde IL-4, IL-10, INF-y dizeylerinde anlaml farkhlik
saptandi.

SIgAD’li hastalarin uyari éncesi ve sonrasi kiltlr stpernatanlarinda Tip 1
ve Tip 2 sitokin élcimlerinde IL-4, IL-10, INF-y’da anlamli farklilik saptandi.

Kontrol grubunda uyari dncesi ve sonrasi kiltir sipernatanlarindaki Tip 1
ve Tip 2 sitokin dlcimlerinde IL-2, IL-4, IL-10, INF-y’da anlamli farkhlik saptandi.
Sonuclar Tablo-4’de gdsterilmigtir.

TOm gruplarda uyari sonrasi sitokin yanitlarindaki artis PHA’nin lenfositler

Uzerinde iyi bir uyarici oldugunu gdsterdi.

Tablo 4: PHA (Fitohemaglutinin) ile Uyarilan ve Uyariimayan Gruplarda
Sitokin Olgtmleri

. . INFy IL-2 IL-4 IL-10
SITOKINLER

(pg/ml) (pg/ml) (pg/ml) (pg/ml)
YDIY (n=15)
US*/PHA* 0/44,5 14/12,6 0,1/2,9 15,2/49,5
P DEGERI p<0,05 p>0,05 p<0,05 p<0,05
SIgAD(n=10)
US*/PHA 0/15,8 80/17,6 0,75/1,4 3,3/15,8
P DEGERI p<0,05 p>0,05 p<0,05 p<0,05
KONTROL
(n=24) 0/21,9 14,3/23,4 | 0,12/5,3 13,6/21,19
US/PHA
P DEGERI p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05
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Gruplar Arasinda Yiizde Degisimi

YDIY, sIgAD ve kontrol grubu yiizde degisimleri acisindan
karsilastirildiginda IL-4 ve IL-10’da anlaml farklilik saptandi.

YUZDE DEGISIMLERI
50000
40000 | "
.
30000 - @ YDIY
m slgAD
20000 - *
—— 0 KONTROL
kk
10000 -+ ’—I—‘ — —
0 Tzl | i
IFN-vy IL2 IL4 IL10

* YDIY ve KONTROL gruplarinin % degisimleri karsilastirildiginda 114 ve IL10°da anlamli farklilik
saptand1

** s[gAD ve KONTROL gruplarinin % degisimleri karsilastirildiginda IL4°de anlamli farklilik saptandi
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TARTISMA

Selektif IgA eksikligi (slgA); sekretuvar IgA yoklugu ve serum IgA
dizeyinin 5 mg/dl altinda olmasi ile karakterize bir hastaliktir. Primer immun
yetersizliklerin en sik goérilen formudur. Sikligi ortalama 1/600-1/700 olarak
bildirilmistir (1). Dolasimda B hlicre sayisi normal oldugundan IgA sentezinde
veya salinmasinda bir defekt olabilecegi distintlmektedir. Altinci kromozomun
kisa kolunun 21. segmentinde bulunan genin slgAD eksikligine neden oldugu
bildirilmigtir (5).

Yaygin Degisken Immun Yetmezlik; hipogamaglobulinemi, antikor
yapiminda bozukluk ve tekrarlayan bakteriyel enfeksiyonla karakterize genetik
orijini tam olarak bilinmeyen bir hastalik grubudur. Cogu vaka sporadiktir, ancak
ailevi kalitim %25 vakada gortlebilir (36). YDIiY'li hastalarin soyagdaglarinin
analizi sonucu bir kisim hastada kalitim seklinin otozomal dominant oldugu
gosterilmigtir. Genetik kalitim sonucu farkh aile bireylerinde farkli immun
yetersizlikler gérilebilmektedir (66).

Hastalarin %10’unun birden fazla aile bireyinde YDIY ya da YDIY geni ile
iliskili bir immun yetmezlik (IgA eksikligi) gérilebilir. SIgA eksikligi ve YDIY
arasinda yakin bir genetik iliski mevcuttur. Vaka calismalari sonucu YDIY ve
slgA eksikligi olan hastalarin, kromozom 6’da, MHC bdlgesinde, sinif |l ve Il
alelleri arasinda iligki oldugu gdsterilmigtir (67). BaylUk ve ¢ok sayida etkilenen
bireyleri olan bir ailede 3 kusak boyunca yapilan genetik incelemeler sonucunda
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MHC sinif 1l balgesinde YDIY geni icin potansiyel bir bélge bulunmustur (68).
Yapilan bagka bir calismada ise cesitli derecelerde etkilenmenin géraldigi 101
aile calismaya dahil edilmis ve MHC sinif Il bélgesinde hastaliktan sorumlu bir
bélge tanimlanmistir (69). YDIY’li hastalarda, su ana kadar gdsterilen monojenik
defektler (19-20); Aktive T hlcrelerinin indUklenebilir co-stimilatért (ICOS) (21-
22), Transmembran aktivatéri ve Ca- modulatéri ve siklifilin ligand (TACI) (23-
24), timdr nekrozis faktdr ailesi B-hlcre aktive edici faktér (BAFF) ve reseptéri
(BAFF-R) (25), CD19 eksikligidir (25-26). Ancak bu bilinen patolojiler hastalgi
olusturan sebeplerin %10’'unu olusturmaktadir.

YDIY’li immunolojik bozuklugun B hiicresi ile sinirli olmadidi; T hiicreleri
ve monosit-makrofajlarinda bu hastalikta rol oynadigi, antijen sunumunda ve B-
hiicre yardiminda bozukluk oldugunu gdsteren calismalar bulunmaktadir. YDIY’li
hastalarin B hucrelerinin in vitro anti-CD40 ya da IL-4 ile uyarn sonucunda

immunglobulin Greten plazma hicrelerine déntsebildigi gdsterilmistir (63).

CD40/CD40L etkilesiminin, B-hucrelerinin ¢ogalmasi, farklilasmasi ve
izotip dénisiminde 6énemli roll bilinmektedir (28, 52, 54,55, 68, 69). Bu
hastalarin birkisminda CD40L protein ekspresyonunun azaldigi bu durumun ise
etkisiz sinyal iletimine ve T-B hicre etkilesiminde bozukluga neden oldugu
gOsterilmigtir (64).

Hala etiyolojisi karanlik olan CVID ve slgAD eksiklikli hastalarda aktive
CD4 T hdacreleri tzerindeki ekspresyonunun CD40L patogenezdeki rollnd
aydinlatmaya yénelik daha énce yaptigimiz bir calismada hem YDiY’li, hem de
slgA eksikligi olan hasta gruplarinda CD40L ekspresyon dizeyleri kontrol
grubuna gore farkli bulunmadi (70). Bu durum YDIY ve slgA eksikligi olan
hastalarin aktive lenfositlerinin normal CD40L ekspresyonuna sahip oldugunu
gostermekle birlikte CD40-CD40L fonksiyonlari hakkinda bilgi vermez. Nitekim
M.Farrington ve ark’min yapti§i calismada YDIY’li hastalarin aktive
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lenfositlerinde CD40L ekspresyonu detayli olarak incelenmistir (64).Bu
calismada YDIY'li hastalarin aktive lenfositlerinde eksprese edilen CD40L
mRNA duzeylerinin kontrol grubuna goére belirgin olarak distuk (hastalarin
%42’sinde) oldugu saptanmistir. CD40’in solubl formunun baglanmasi ile T
hiicresinde fonksiyonel CD40L ekspresyonu belirlenmistir. Azalmis CD40L m-
RNA dlzeylerine sahip hastalarda fonksiyonel CD40L ekspresyonu duislk
bulunurken, normal CD40L m-RNA dizeylerine sahip hastalarda normal
bulunmustur (67,72,73). YDIY’li hastalarin, yapisal olarak mevcut ancak
fonksiyonel olarak bozuk bir CD40 ligandina sahip olabilecegi
gosterilmistir (70,72,74).

Bu dasinceden yola c¢ikarak ortak genetik 06zellige sahip oldugu
distinilen ve etiyolojileri tam aydinlatilamamis olan YDIY’li ve slgA eksikligi
olan hastalarda, T hicre fonksiyonlarini degerlendirmek Uzere in vitro TH1/TH2

sitokin salinimini saglikli kontrol grubuyla karsilastirdik.

Son yillarda YDIY’li hastalarda primer T-hiicre defekti oldugu gériisti daha
benimsenmistir ve bu g6ris T ve B hicre lenfosit alt gruplarinin ve
fonksiyonlarinin in vitro analizine dayanir. Her ne kadar YDIY’li hastalarin cogu
normal T-hiicre sayisina sahipse de, lenfositlerin in vitro mitojen ya da spesifik
antijen ile uyariya beklenen yaniti verememesi sonucu T-lenfositlerde
fonksiyonel defekt oldugu diastntlmuistir. Hasta lenfositlerinin in vitro mitojen ya
da spesifik antijene yanitlari yeterli degildir (29-30). Yine YDIY’li hastalarin
lenfosit kdltGrleri in vitro cesitli ajanlarla uyanldiginda; IL- 2, IL- 4, IL- 5, IFN-
gama gibi bazi interldkin salinimlarinda belirgin azalma oldugu gézlenmistir (31 -
32).
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Bagska bir calisma da ise bir grup YDIY’li hastanin T hiicrelerinin in vitro
uyari sonucunda yeterince sitokin salgilayamadigr bulunmustur. Bu durum B
hicrelerini yeterince aktive edemeyen T hilcre disfonksiyonuna ve B hiicrelerinin
immunglobulin salgilayan plazma hicrelerine donisememesindeki soruna isaret
edebilir (64).

Hayvan calismalarinda B hicrelerindeki yetmezligin nedeni plazma
hicrelerinden sekretuar IgA farklilagsmasini saglayan IL-4, IL-6, IL-7 ve IL-10 gibi
sitokinlerin eksikligi gésterilmistir (71).

Bizim calismamizda hem YDIiY’'li hasta grubunun kendi arasinda ve
kontrol grubuyla karsilastirildiginda TH1/TH2 saliniminda anlamli farklilik oldugu
saptandi. YDIY’li hasta grubunda lenfositler uyarildiginda IL-10 diizeylerinde
belirgin artis gbézlendi. Bu da bize artmis inflamatuar sirecin sonucunda veya
TH1 sitokin salinimindaki bir bozukluga ikincil olarak IL-10’'un yUksek
olabilecegini distndurdd. Ayrica; istatistiksel olarak anlamli bulunmasa da
YDIY’li hasta grubunda IL-2 diizeyinin bazal seviyede saptanmasi TH1 sitokin
yanitinda bir bozukluk olabilecegi savini destekler yéndeydi (IL-10
proenflamatuar sitokin sentezini ve kronik enflamasyonu baskilayarak
antienflamatuar bir etki gbsterir). Bizim calismamizda SIgAD grubunda ise uyari
sonrasi YDIY grubunda oldugu gibi kontrole kiyasla IL-4 diisiik saptandi. YDIY’li
hasta grubunda lenfositler uyari sonrasinda kontrole kiyasla azalmis IL-2, IL-4
salinimlari saptandi. Bu da literatirle uyumluydu.
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Calisma verilerimiz YDIY’li hastalar ve ortak genetik ézellige sahip sigA
eksikligi olan hastalarda yapisal olarak mevcut, ancak fonksiyonel olarak bozuk
olabilecek CD40L’in B hiicre lzerindeki CD40 ile etkilesimi sonrasinda anormal
sitokin salinimi, immunglobulin yapim ve déndsim kusurunun ortaya
cikabilecegi distunulmustir. Bu hastalarda T ve B hlicre fonksiyonundaki daha
ileri arastirmalar ¢ok buyuk olasilikla primer defektlerin anlagiimasini saglayacak
ve bu hastalar icin ek tani ve tedavi yaklasimlarinin bulunmasina yol acarak

immun sistemin ¢alismasi konusuna katkida bulunacaktir.
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SONUC

YDIY'li hastalarin ve ortak genetik 6zellige sahip slgA eksikligi olan
hastalarin aktive T hilcrelerindeki fonksiyonel yetersizligi olan CD40L" in B hlicre
ylzey reseptdrli olan CD40 ile yetersiz etkilesimi sonucunda, bu hastalarda
gorilen anormal sitokin salinimi, immunoglobulin yapim ve dénlsim kusuruna

yol acabilecegi fikriyle bu ¢alisma planlanmigtir.

Sonug olarak YDIY ve slgA eksikligi olan hasta gruplarinda gézlenen IL-4
disukligunin hipogamaglobulinemi ve Ig dénldsimindeki defekte vyol
acabilecek bir sebep olabilecegi seklinde yorumlandi. YDiY’de IL-10
yUksekliginin azalmis proinflamatuar sitokin yanitina sekonder olarak ya da
artmis inflamatuar sdrecten dolayi yikselmis olabilecegi distnuldu.
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