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OZET

IgE ylksekligi ve/veya otoimmiinite ile seyreden
immin yetmezliklerde Th17 hiicre farklilasmasinin
arastiriimasi

Amag: Hiper IgE Sendromu (HIES) tekrarlayan cilt apseleri, pnémoni,
mukokutandz mantar enfeksiyonlari, egzema, eozinofili ve yiksek
IgE diizeyi ile karakterize, Sk Degisken immiin Yetmezlik (SDIY) ise
solunum ve gastrointestinal sistemde tekrarlayan bakteriyel enfeksi-
yonlarla karakterize olan immiin yetmezlik hastaliklaridir. Bu ¢alismada
patogenezi tam olarak bilinmeyen HIES ve SDIY hastaliklarinda altta
yatan imm{nolojik bozuklugun aydinlatiimasi amaciyla immiin yanitta
6nemli oldugu bilinen Th17 hiicrelerinin farklilasmasinin incelenmesi
amaclanmistir.

Yontem: Calismaya HIES ve SDIY tanisi almis iki grup hasta ve saglikli
bireylerden olusan bir grup kontrol alindi. Her gruptan ventz kandan
Periferal Kan Monontikleer Hiicreler (PKMH) ve CD45RA+ naif T hiic-
releri izole edildi. izole edilen hiicreler Th17 farklilasma kosullarinda
kiltire edildi ve kiltir stpernatantlarindaki IL-17 sitokin seviyesi
ELISA yontemi ile 8liildi.

Bulgular: HIES grubunda naif T hiicreler Th17 farklilastirma kosullarin-
da kilture edildiginde IL-17 sitokin seviyesinde uyarim éncesine gore
istatistiksel olarak anlamli artis gézlenmedi. Ayni hasta grubundan
izole edilen PMKH farklilastirma kosullarinda kaltire edildiginde ise,
IL-17 sitokin salinimi kontrol grubuna gore anlamliiga yakin olarak
diistik bulundu. SDIY ve kontrol gruplarindan izole edilen naif T hiic-
reler Th17 farkllastirma kosullarinda kdlture edildiginde, her iki grupta
da uyarim 6ncesine gore IL-17 sitokin seviyesinde istatistiksel olarak
anlamli artis gézlendi. izole edilen PMKH ve naif T hiicrelerin Th17
farklilastirma kdiltiirleri sonucu, kontrol ve SDIY gruplan arasinda IL-17
sitokin saliniminda anlamli fark saptanmadi.

Sonug: Elde edilen veriler HIES'li hastalarda T hiicrelerin IL-17 sitokinini
tiretmede kusurlu olabileceklerini, fakat SDIY'li hastalarda IL-17 ireti-
minde aksaklik olmadigini diistindirmistar.

Anahtar sozciikler: HIES, SDIY, immiin yetmezlik, Th17

ABSTRACT

Investigation of Th17 cell differentiation in
immunodeficiencies associated with high IgE
levels and/or autoimmunity

Objective: Hyper IgE Syndrome (HIES) and Common Variably
Immunodeficiency (CVID) are immuno-deficiency diseases.
HIES is characterized by recurrent skin abscesses, pneumonia,
mucocutaneous fungal infections, eczama, eosinophilia and high
serumIgE levels.CVIDis characterized by recurrent bacterial infections
in airways and gastrointestinal tract. In this study, differentiation of
Th17 cells were aimed to be investigated in CVID and HIES patients.

Method: Two groups of patients diagnosed either with HIES and
CVID and one group including four healty individuals were enrolled
into the study. In each group, peripheral blood mononuclear cells
(PBMC) and CD45RA+ naive T cells were isolated from venous blood.
Isolated cells were cultured in Th17 differentiating conditions and
IL-17 levels of culture supernatants were measured by ELISA method.
Results: When naive T cells obtained from HIES patients were
cultured under Th17 differentiating conditions, culture supernatant
IL-17 cytokine level did not show any significant increase compared
to unstimulated group. When PBMCs isolated from the same patients
were cultured under differentiating conditions, IL-17 cytokine level
had been measured nearly statistical significant compared to healthy
control group. On the other hand, when naive T cells isolated
from CVID and healthy control groups were cultured under Th17
differentiating conditions, a significant increase had been observed
in IL-17 levels of both groups compared to the unstimulated group.
Results of differentiated cultures of isolated PBMC and naive T cells
showed that there is no significant difference in the IL-17 cytokine
levels between the healthy group and CVID.

Conclusion: These results show that there may be a defect in
IL-17 secreting T cells in HIES group, but there is no defect in IL-17
secreting T cells in CVID patients.

Key words: HIES, CVID, immunodeficiency, Th17

GiRiS
immiin sistemde Th1 hiicrelerinin otoimmidinite ile Th2
hiicrelerinin IgE Gretimi ve allerji ile yakin iliskili oldugu

bilinmektedir. Th1 ve Th2 hicrelerinin arasindaki denge
Th2 baskin yone kaydiginda IgE tretimi artmakta ve allerjik
hastaliklar ortaya ¢tkmaktadir. Son donemlerde tanimlanan
T hiicre alt gruplarindan Treg ve Th17 hiicreleri, Th1 ve Th2
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tip immun cevap arasindaki dengeyi kontrol eden hiicre
gruplaridir. Th17 hiicreleri IL-17 salgilama kapasitesine
sahip olmakla birlikte otoimmn hastaliklarin patogenezin-
de 6nemli rol oynamakta, bakteriyel ve mantar enfeksiyon-
larina karsi savunmada goérev almaktadir (1,2).

Th17 hicrelerinin anlasiimasiile ilgiliilk 5nemli calisma-
lar, daha 6nceleri Th1 hiicreleri tarafindan yonetildigi diisii-
nilen otoimmiin hastalik hayvan modellerinden gelmistir.
Ozellikle Langrish ve ark. tarafindan Th17 hiicrelerinin EAE
(Experimental Autoimmune Encephalo-myelitis, deneysel
otoimmiin ensefalit) hayvan modelinde Th1 hiicrelerine
gore ¢cok daha etkin olduklarinin gézlemlenmesi ile bu hiic-
relerin bilinen proinflamatuvar hiicre grubu olduklari orta-
ya ¢ctkmistir (3).

Naif T hiicrelerden T hiicre alt gruplarinin farklilagmasin-
da rol oynayan soya 6zgU transkripsiyon faktorleri bulun-
maktadir. Th1 farklilasmasinda T-bet, Th2 farklilagsmasinda
GATA3, Treg farkllasmasinda FoxP3 ve fare Th17 farklilas-
masinda RORyt (retinoic-acid related orphan receptor)
transkripsiyon faktorleri rol almaktadir (4,5). Yapilan giincel
calismalarda fare RORyt ve insan RORC2 gen dizilimlerinin
homolog oldugu ve RORC2'nin insan Th17 farklilasmasinda
anahtar transkripsiyon faktorl oldugu gosterilmistir (6).
RORC2, STAT sinyalinin iletiminde dnemlidir ve STAT-3 pek-
¢ok immiinolojik yol icin anahtar rol oynayan regulatuvar
bir proteindir (7).

TGF-B, IL-6 ve IL-23'ln Th17 hiicre gelisiminde 6nemli
oldugu bilinmektedir (8,9). Bettelli ve ark. naif T hiicreler-
den Th17 hiicrelerinin farklilasmalarinda TGF-3 ve IL-6 sito-
kinlerinin birlikte uyariminin etkili oldugunu gdstermistir.
Bu bulgu esasinda oldukca ilginctir, clinkli TGF-{ sitokini
tek basina etki ettigi zaman T hiicre farklilagsmasini antiinfla-
matuvar Ozellikteki regilator T hiiceleri yoniine ilerletmek-
te, IL-6 ile birlikte uyarim saglandigi zaman ise proinflama-
tuvar T hiicre grubunun gelisimini saglamaktadir. Bu ve
diger baska bulgular, Th17 hiicrelerinin regtilator T hiicrele-
riile birlikte karsilikh olarak antagonist etkilesimle bagisiklik
yanitini dengeledigini distindlirmektedir (9).

Bircok bulgu Th17 hiicrelerinin romatoid artrit (RA)
patogenezinde rol oynadigini diislindiirmektedir. Normal
farelerin eklem araliklarina Th17 yanitinin temel molekiille-
rinden IL-17 enjeksiyonu RA benzeri degisikliklere yol
a¢maktadir. Yine allograft rejeksiyonu hayvan modeli ve
hastalarinda yapilan ¢alismalar, reddedilen dokuda IL-17
ekspresyonunda artis oldugunu géstermekte ve Th17 hiic-

relerinin bu mekanizmada da rol alabilecegini distindiir-
mektedir. Th17 hiicrelerinin bunlara ilave olarak, diger bazi
kronik hastaliklarda da rol oynadigini diisiindiiren bulgular
mevcuttur. Sistemik Lupus Eritematozus (SLE), psoriyazis,
multipl skleroz, sistemik skleroz, inflamatuvar bagirsak has-
taliklar bu hastaliklardan bazilaridir (10).

Hiper IgE Sendromu (HIES), hem immuinolojik hem de
nonimmuinolojik mekanizmalarin baskin oldugu multisiste-
mik bir hastaliktir. Tekrarlayan cilt abseleri, pndmoni, muko-
kutanéz mantar enfeksiyonlari, egzema, eozinofili ve yiik-
sek IgE diizeyi ile karakterize olan ve oldukga nadir goriilen
bir immiin yetmezlik hastaligidir (11-14).

HIES hastaliginin otozomal dominant (OD) ve otozomal
resesif (OR) kalitilan iki formu tanimlanmistir. HIES OD for-
munda hastalarin %70'inde STAT-3 geninde mutasyon
oldugu tespit edilmistir. Bu mutasyonlar STAT-3 geninin
SH2 biikliminde ve DNA baglayici biikliminde heterozi-
got bolge veya missense delesyonlar olarak belirlenmistir
(14-16). HIES OR formu ise ilk olarak 2004 yilinda Renner ve
ark. tarafindan 13 hastada tanimlanmis ve OD formundan
farkli klinik 6zellikler ile prezente edildigi gosterilmistir (17).
OR HIES olarak takip edilen bir hastada STAT-3 yolaginda
tirozin kinaz 2 (Tyk-2) geninde homozigot mutasyon goste-
rilmistir (18). Yapilan gilincel ¢alismalarda OR HIES hastala-
rinda DOCK8 (Dedicator of Cytokinesis 8) homozigot deles-
yonlari ya da nokta mutasyonlari tespit edilmistir. DOCK8
eksikligi viral enfeksiyonlara duyarlilik, atopik egzema,
kusurlu T hiicre aktivasyonu, Th17 hiicre farklilasmasinda
bozukluk, kusurlu eozinofil homeostazisi ve diizensiz IgE
duzeyi ile karakterize ¢esitli hiicresel immiin yetmezlikler ile
iliskilendirilmistir (19).

STAT-3 daha 6nce de bahsedildigi gibi bakteriyel ve
mantar enfeksiyonlara karsi savunmada 6nemli roll olan
Th17 hiicrelerinin gelisimi ve fonksiyonu icin énemli bir
transkripsiyon faktortidir. Gerek OR gerekse OD HIES'li
olgularda tekrarlayan mukokiitan6z mantar enfeksiyonlari-
nin gorilmesi, Th17 hiicrelerinin gelisimi veya farklilasmasi
sirecinde de bozukluklar olacagini yansitmaktadir. Yakin
zamanda HIES'li hastalardan edilen T hiicrelerinin IL-17 ire-
ten Th17 hiicrelerine farklilasamadiklar gosterilmistir (14).

Sik Degisken immiin Yetmezlik (SDIY) tekrarlayan bak-
teriyel enfeksiyonlar, iki veya daha ¢ok immiinoglobiilin
izotipinde (dusiik IgG, IgA veya IgM) hipogammaglobiiline-
mi ve bozulmus antikor yaniti ile karakterize edilen hetero-
jen bir hastaliktir (20). SDIY hastalarinda lenfoma ve gastrik
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kanser gibi malignite gelisme ve hastalarin %20-25'inde
otoimmiin hastalik goriilme riski vardir. Streptococcus pne-
umoniae, Moraxella catarrhalis ve Heamophilus influenza
kapstilsiiz bakterileri SDiY’li hastalarda sinopulmonar sis-
temde tekrarlayan enfeksiyonlara sebep olmaktadir (21).
SDiY’ye neden olan immiinolojik bozukluklar net olarak
bilinmemektedir. Bu hastalarin bazilarinda antijen sunucu
hucrelerin, monositlerin, NK hiicrelerin, T ve B lenfositleri-
nin sayi ve fonksiyonlarinda farkliliklar oldugu bulunmustur
(22).

SDIY'li hastalarin bazilarinda aktive T hiicrelerinde eks-
prese olan ICOS (inducible costimulator) seviyesi duisiiktir.
ICOS mutasyonu belirlenen SDiY'li hastalarda tekrarlanan
bakteri enfeksiyonlari, splenomegali, otoimmiin nétropeni
ve neoplazi gorildiigu rapor edilmistir. Ayrica bu hastalar-
da periferik kanda B hiicre (CD27+IgM-IgD-) sayisi ise ya ¢ok
azdir ya da yoktur ve diisiik seviyede IL-10 Uretildigi goste-
rilmistir (21).

Bu calisma ile HIES ve SDIY hastalarinda altta yatan
immunolojik bozuklugun aydinlatilmasi amaci ile bakteri-
yel ve mantar enfeksiyonlarina karsi savunmada 6nemli
oldugu bilinen ve IL-17 sitokini Greten Th17 hiicrelerinin
farklilagmasinin incelenmesi hedeflendi.

GEREC VE YONTEM
Calisma Gruplari

Bu calismaya, Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi Hasta-
nesi Cocuk Allerji-immiinoloji Bilim Dalr'nda takibe alinan,
10-38 yas arasl, ESID/PAGID kriterlerine gore Sik Degisken
immiin Yetmezlik ve Hiper IgE Sendromu tanisi ile izlenen
hastalar dahil edilmistir. Denekler 3 gruba ayriimistir. Grup
I: HIES tanisi almis hastalar (n=3), Grup II: SDIY tanisi almis
hastalar (n=4), Grup Ill: Saglikh kontrol (n=4)

Venodz Kan Alimi ve PMKH izolasyonu

Deneklerden heparinli tiiplere 10 ml vendz kan alindi ve
alinan kan lenfosit izolasyonu yapilmak tizere steril ortam
olan UV kabininde 15 ml'lik steril falkonlara aktarildi. Bu kan
ornekleri 1/1 oraninda steril PBS ile sulandirildi. Her 6rnek
icin ayri bir steril 50 ml'lik falkon tlp alinarak 6rneklere gore
kodlandi ve her tiipe 3 ml steril fikol eklendi. Daha sonra
fikol eklenen tiiplere PBS ile volimii arttirilan kan 6rnekleri

steril pastor pipeti kullanilarak yayildi. Bu asamay1 miiteakip
tlpler 20 dak 2000 rpm devirde santrifiij edildi. Santrif{j
sonrasinda tliplerin ortasinda toplanmis olan buffy-coat
kismi 6rneklere gore kodlanis yeni falkon tiiplere alindi.
Daha sonra tiiplere hicre kiiltiir besiyeri RPMI 1640 %10
FCS konularak 1500 rpm devirde 10 dakika santrifij edile-
rek yikama islemi yapildi. Birinci yikama islemi sonrasinda
UV kabinine alinan tiiplerin st kisimlar bosaltildi ve ¢ok-
ms olan lenfositler kaldirnlarak yikama islemi 2 kez tekrar-
landi. Son yikama isleminin ardindan hiicreler hiicre kiiltird
besiyeri ile 1 ml'ye tamamlandi. 1 ml'de bulunan lenfosit
sayisinin tayini icin, lenfosit siispansiyonundan 10pl 6rnek
alinarak yine ayni miktarda Tripan mavisi ile kanstirildi.
Boyayi icine almamis ve sismemis lenfositler canh olarak
nitelendirilerek, Thoma laminda 16 bulyilik kare 40x’lik
biyitme altinda sayildi. Bulunan hiicre sayilari 2x104 ile
carpilarak, lenfosit sayilari tim 6rnekler icin hesaplandi.

CD45RA+ Naif T Hiicre izolasyonu ve
Safliginin Tayini

Monondikleer hiicre siispansiyonundan CD45RA+ naif T
hiicre izolasyonu, istenmeyen hiicrelerin immiinomanyetik
olarak isaretlenerek bir miknatis yardimiyla ayristirilmasi
esasina dayanan Human Naif CD4+ T Cell Enrichment Kit
(Stemcell, Canada) kullanimr ile gerceklestirildi.

Hastalardan izole edilen CD45RA+ naif T hiicrelerinin
safligini tespit edebilmek icin, her grup stispansiyondan 50
pl'lik 6rnek FACS tlpiine alindi. Her bir tiipe CD45RA-FITC
antikoru eklenerek karanlik ortamda 20 dakika bekletildi.
Bekleme siiresi sonunda izole edilen CD45RA+ naif T hiicre
safligina akim sitometri aletinde bakildi.

Hiicre Kltuiru

Naif T hiicre ve PKMH uyarimi 48 kuyucuklu plaklarda
yapildi. Her bir kuyucuk 500 ul'de 0,6x106 hiicre olacak
sekilde ayarlandi. Tim 6rnekler icin uyarimli ve uyarimsiz
(US) olacak sekilde ikiser kuyucuk hazirlandi. Uyarimsiz
kuyucuklara sadece hiicreler eklenirken, uyarimli kuyucuk-
lara hiicreler Gizerine PHA (2ug/ml) (Sigma) ve IL-2 (20ng/
ml) (BD Bioscience) eklendi. Kuyucuklarin son hacmi hiicre
kaltiir ortami ile 500 ul olacak sekilde tamamlandi. Kiltr
plaklan 37°C'de CO2'li etlivde 3 glin inkiibe edildi. 3 glin
sonunda uyarimli plaklara anti-CD2 0,5 pug/ml (BD Bioscien-
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ce), anti-CD3 0,5 pug/ml (BD Bioscience), anti-CD28 0,5 pg/
ml (BD Bioscience); Cdmixile birlikte TGF3 5 ng/ml (BD Bios-
cience), anti-IFNy 10 pg/ml (BD Bioscience), IL-6 20 ng/ml
(BD Bioscience), IL-1 20 ng/ml (BD Bioscience), IL-21 20 g/
ml (BD Bioscience) ve IL-23 20 ng/ml (BD Bioscience) konu-
larak 37°C'de CO2'li etlivde 4 glin inkiibe edildi. Daha sonra
kiltdr ortamina 1 pg/ml ionomycin (Sigma-Aldrich) ve 20
ng/ml PMA (Phorbol 12-myristate 13-acetate) (Sigma-Ald-
rich) eklendi ve 3 giin kiltire edildi.

ELISA Yéntemi ile IL-17 Tayini

Th17 farkhlastirma ortaminda kiltiire edilen hiicrelerin
slipernantlarindaki IL-17 sitokin seviyesinin tayini, Human
IL-17 ELISA KIT (Invitrogen) kullanimi ile gerceklestirildi.
Kitin icerisinde bulunan prosediir aynen uygulandiktan
sonra, uygun dalga boyunda (450 nm) kolorimetrik 6l¢lim
yapildi. Cizilen standart egrisine uygun olarak kiltur stper-
natantlardaki IL-17 sitokin seviyesi belirlendi.

istatistiksel Analiz

Gruplar arasi sitokin seviyelerinin ikili karsilagtirnimalari
Mann-Whitney U testi kullanilarak yapildi. istatistiksel
degerlendirilmeler icin SPSS (Releose 16- SPSS INC., 1989-
1992) paket programi kullanildi. Yapilan karsilastirmalarda
p degeri < 0,05 bulundugunda, gruplar arasindaki fark ista-
tistiksel olarak anlamli kabul edildi.

BULGULAR
CDA45RA+ Naif T Hiicre Saflig

CD45RA+ naif T hiicrelerin safligi akim sitometri aleti
kullanilarak tespit edildi. Akim sitometri analizi degerlendi-
rildiginde gruplarda bulunan hastalardan ortalama % 96,1
saflikta CD45RA+ naif T hiicre izole edildi (Sekil 1).

CD45RA+ T Hiicre Kiiltiirii IL-17 Sitokin
Seviyeleri

CD45RA+ naif T hiicreler Th17 farkhlastirma kosullarini
olusturan sitokin ve uyaranlar ile kiiltiire edildiginde, stiper-
natantlardaki IL-17 sitokin duizeyi Sekil 2'deki gibi belirlen-
di.
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Sekil 2: CD45RA+ naif T hicrelerin Th17 farkhilastirma
kosullarini olusturan sitokin ve uyaranlarla kiltire edildiginde
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Sekil 3: PKMH Th17 farklilastirma kosullarini olusturan sitokin ve
uyaranlar ile kiiltiire edildiginde siipernatantlarinda dlcilen IL-17
sitokin diizeyi
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HIES grubunda CD45RA+ naif T hiicreleri Th17 farklilas-
tirma kosullarini olusturan sitokin ve uyaranlar ile kiltire
edildiginde uyarim oncesi [7,9402(0-15,88) pg/ml] ve son-
rasi [19,4315 (18,68-20,37) pg/ml] arasinda IL-17 sitokin
seviyelerinde anlamli fark saptanmadi (p> 0,05). SDIY gru-
bunda CD45RA+ naif T hiicreleri Th17 farklilastirma kosulla-
rini olusturan siokin ve uyaranlar ile kiltre edildiginde sali-
nan IL-17 sitokin seviyesi uyarim sonrasinda [117,02
(0-243,62) pg/ml] uyarim dncesine gore (0) anlamli olarak
artis gostermistir (p=0,028). Saglikh kontrol grubunda
CD45RA+ naif T hicreleri Th17 farkhlastirma kosullarini
olusturan siokin ve uyaranlar ile kiiltire edildiginde salinan
IL-17 sitokin seviyesi uyarim sonrasinda [170,045 (0-194,07)
pg/ml] uyarim dncesine gére (0) anlamli olarak artis goster-
mistir (p=0,014).

Naif T hiicreler Th17 farkhlastirma kosullarini olusturan
sitokin ve uyaranlar ile kiltire edildiginde saglikli kontrol
grubunda IL-17 sitokin seviyesi [170,045 (0-194,07) pg/ml]
HIES grubuna gore [19,4315 (18,68-20,37) pg/ml] anlamli
olarak yiiksek bulunmustur (p=0,034). Naif T hiicreler Th17
farkhlastirma kosullarini olusturan sitokin ve uyaranlar ile
kulture edildiginde uyarim sonrasi IL-17 sitokin seviyesi
saglikl kontrol [170,045 (0-194,07) pg/ml] ve SDIY [117,02
(0-243,62) pg/ml] gruplari arasinda anlamli olarak farkli
bulunmamistir (p> 0,05). Naif T hiicreler Th17 farkhlastirma
kosullarini olusturan sitokin ve uyaranlar ile kiiltire edildi-
ginde SDIY grubunda IL-17 sitokin seviyesi [117,02
(0-243,62) pg/ml] HIES grubuna gore [19,4315(18,68-20,37)
pg/ml] anlamli olarak yiiksek bulunmustur (p=0,034).

PKMH Hiicre Kiiltiirii IL-17 Sitokin
Seviyeleri

PKMH, Th17 farklilastirma kosullarini olusturan sitokin
ve uyaranlar ile kiltiire edildiginde stipernatantlardaki
IL-17 sitokin diizeyi Sekil 3'deki gibi belirlendi.

HIES grubunda PKMH, Th17 farkhlastirma kosullarini
olusturan sitokin ve uyanlarla kiltiire edildiginde [74,0298
(30,46-142,27) pg/ml] IL-17 diizeyi uyarim yapilmayan gru-
ba gére (0) anlamli olarak artis géstermistir (p=0,037). SDiY
grubunda PKMH, kiltiir sonrasinda [636,2541 (53,96-
1361,87) pg/ml] IL-17 dlzeyi uyarim yapilmayan gruba
gore (0) anlamli olarak artis gostermistir (p=0,021). Saglhkli
kontrol grubunda PKMH, kiiltir sonrasinda [934,7764
(118,75-1646,2) pg/ml] IL-17 diizeyi uyarim yapilmayan

gruba gore [13,92 (7,53-29,9) pg/ml] anlamli olarak artis
gostermistir (p=0,021).

PKMH kiiltiire edildiginde, saglikh kontrol grubunda
IL-17 sitokin seviyesi [934,7764 (118,75-1646,2) pg/ml] HIES
grubuna gore [74,0298 (30,46-142,27) pg/ml] istatistiksel
olarak anlamhhga yakin ylksek bulunmustur (p=0,077).
PKMH kultire edildiginde, saglikli kontrol grubu [934,7764
(118,75-1646,2) pg/ml] ve SDIY grubu [636,2541 (53,96-
1361,87) pg/ml] arasinda istatistiksel olarak anlamli diizey-
de farkli IL-17 sitokin seviyesi saptanmamistir (p> 0,05).

TARTISMA

Viicudun bagisiklik mekanizmasindaki bozukluga bagl
hastaliklara immiin yetersizlik hastaliklar denir. Ulkemizde
akraba evliliklerinin sik olmasi nedeniyle kalitsal immiin
yetmezlik hastaliklarinin yiksek oldugu distinilmektedir.
Hiper IgE sendromu (HIES); tekrarlayan cilt abseleri, pndmo-
ni, mukokutandz mantar enfeksiyonlari, egzema, eozinofili
ve yliksek IgE diizeyi ile karakterize olan multisistemik bir
hastaliktir (11,12). Calismamiza dahil olan HIES grubu hasta-
larda serum IgE seviyesi 2000 IU/ml'nin Gizerindedir. Hasta-
larin tamaminda tekrarlayan cilt abseleri ve bronsektazi
gorilmekle birlikte, hastalarin ikisinde lenfadenopati g6z-
lenmistir.

Th17 hiicreleri otoimmin hastaliklarin patogenezinde
6nemli rol oynamakta, bakteriyel ve mantar enfeksiyonlari-
na karsi savunmada gorev almaktadirlar. Burgler ve ark.
(2009) yapmis olduklari calismada anti-CD3 ve anti-CD28
antikorlarinin uyarnimi ile IL-1p, IL-6, IL-23, anti-IFNy, TGF(3
sitokinlerinin naif T hiicrelerden Th17 hiicre farklilagmasin-
da 6nemli oldugunu gostermislerdir (6). Bu calismada, izole
edilen PKMH ve CD45RA+ T hucreleri anti-CD2, anti-CD3,
anti-CD28 uyaranlar ve TGF, anti-IFNy, IL-6, IL-1(, IL-23,
IL-21 sitokinlerinin olusturdugu Th17 farkhlastirma kosulla-
rinda kiiltlre edilmistir.

Minegishi ve ark. (14) yapmis olduklari caismada HIES'li
hastalardan elde edilen T hiicrelerin IL-17 {ireten Th17 hiic-
relerine farkhilasamadiklarini gostermislerdir. Benzer bir
sonucla bu calismada, HIES'li hastalardan izole edilen naif T
hiicrelerin farklilastirma kiltiirii sonrasinda IL-17 sitokin
saliniminda istatistiksel olarak anlamli artis olmadigi g6z-
lemlenmistir (14).

HIES ve saglikl kontrol gruplarinda CD45RA+ naif T hiic-
reler Th17 farklilastirma kosullarini olusturan sitokin ve uya-
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ranlar ile kulture edildiginde, uyarim sonrasinda saglikl
kontrol grubunda HIES grubuna gore anlamli olarak yiiksek
IL-17 sitokin salinimi gézlemlenmistir.

HIES ve saglikli kontrol gruplarindan izole edilen PKMH
Th17 farkhlastirma kosullarini olusturan ortamda kdiltiire
edildiginde, kiltiir sonucu slipernatantlarda ol¢ilen IL-17
sitokin seviyesi saglikl kontrol grubunda HIES grubuna gore
istatistiki anlamliiga yakin olarak yuksek bulunmustur.

Gozlenen bu sitokin profili HIES hastalarinda IL-17 salgi-
layan Th17 hicrelerinin farkhlagmasinda bozukluk olabile-
cegini distindliirmektedir. HIES'li hastalarda tespit edilen
distuk IL-17 sitokin seviyesi bu sitokinin salinimindan
sorumlu olan Th17 hiicrelerinin fakllasma yolaginda etkili
bir gen mutasyonundan kaynaklanabilmektedir. Bu gen
mutasyonunun belirlenebilmesi icin Th17 hticre farkhlastir-
ma kiltliri sonucu hiicreler alinarak bir sonraki basamakta
gen ekspresyonunun incelenmesi amaglanmistir.

SDIY hastaligi havayollarinda ve gastrointestinal bélge-
lerde tekrarlayan bakteriyel enfeksiyonlarla karakterize
olmakla birlikte, buna otoimmiin hastaliklarda eslik edebi-
lir. SDIY’li hastalarin bazilarinda antijen sunucu hiicrelerin,
monositlerin, NK hiicrelerin, T ve B lenfositlerin sayi ve fonk-
siyonlarinda farkhliklar oldugu bulunmustur. Ayrica bu has-
talarda T hiicre aktivasyon ve poliferasyonunda azalmave T
hiicreden sitokin saliniminda bozukluk olabilecegi de belir-
lenmistir (23,24). SDIY’li hastalarda Th17 hiicrelerinin farkli-
lasmasi ilk olarak calismamizda incelenmistir. SDIY'li hasta-
lardan izole edilen PKMH ve CD45RA+ T hiicreler Th17 fark-
hlasma kosullarini saglayan uyaranlar ve sitokinlerle kiltire
edilmistir.

KAYNAKLAR

1. Schmidt-Weber CB, Akdis M, Akdis Ca. Th17 cells in the big picture of
immunology. J Allergy Clin Immunol. 2007;120:247-54.

2. Matsuzaki G, Umemura M. Interleukin-17 as an effector molecule of
innate and acquired immunity against infections. Microbial Immonol.
2007;51:1139-47.

3. Langrish CL, Chen Y, Blumenschein WM, Mattson J, Basham B,
Sedgwick JD, McClanahan T, Kastelein RA, Cua DJ. IL-23 drives a
pathogenic T cell population that induces autoimmune inflammation.
J Exp Med. 2005;201:233-40.

4. Ivanov Il, McKenzie BS, Zhou L, Tadokoro CE, Lepelley A, Lafaille JJ,
Cua DJ, Littman DR. The orphan nuclear receptor RORgammat directs
the differentiation program of proinflammatory IL17+ T helper cells.
Cell. 2006;126:1121-33.

Elde edilen verilere gére, SDIY ve saglikli kontrol grupla-
rinda CD45RA+ naif T hiicreler Th17 farklilastirma kosullari-
ni olusturan ortamda kiiltlire edildiginde her iki grupta da
uyarim oncesine gore IL-17 sitokin diizeyinde istatistiksel
olarak anlamli yiikselme gozlenmistir. Buna ek olarak, her
iki grup arasinda slipernatantlarda ol¢iilen IL-17 sitokin
seviyesi anlamli olarak farkli bulunmamistir.

PKMH Th17 farklilastirma kosullarini olusturan sitokinler
varliginda kiltiire edildiginde, kiltlr sonucu slipernatant-
larda 6lciilen IL-17 sitokin seviyesi saglikli kontrol ve SDIY
gruplan arasinda anlamli olarak farkli degildir. Uyarim son-
rasi IL-17 sitokin seviyesi saglikli kontrol, SDIY ve HIES grup-
larinda anlamli olarak artis gostermistir.

Galismamizda elde etigimiz veriler, HIES'li hastalarda T
hiicrelerin IL-17 sitokinini tiretmede kusurlu olabilecekleri-
ni ancak SDIY’li hastalarda bakteriyel ve mantar enfeksiyon-
larina karsi savunmada goérev alan Th17 hiicrelerinin farkli-
lasma yolaginda herhangi bir bozukluk olmadigini diistin-
dirmektedir.

Tesekkiir

Bu ¢alisma “IgE Yiiksekligi ve/veya Otoimmiuinite ile Seyre-
den immiin Yetmezliklerde Th17 Hiicre Farklilasmasinin Aras-
tirnlmasi” baslikli yiiksek lisans tezidir ve SAG-C-
YLP-120309-0032 no ile Marmara Universitesi Bilimsel Arastir-
ma Projeleri Birimi (BABKO) tarafindan desteklenmistir. Bu tez
calismasi Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma Etik
Kurulu tarafindan 19.12.2008 tarih ve MAR-Y(-2008-0216
sayili raporu ile onaylanmistir.

5.  Manel N, Unutmaz D, Littman DR. The differentiation of human T(H)-
17 cells requires transforming growth factor-beta and induction of
the nuclear receptor RORgammat. Nat Immunol. 2008;9:641-9.

6. Burgler S, Ouaked N, Bassin C, Basinski TM, Mantel PY, Siegmund K,
Meyer N, Akdis CA, Schmidt-Weber CB. Differentiation and functional
analysis of human T(H)17 cells. J Allergy Clin Immunol. 2009;123:588-
95.

7. Milner JD, Brenchley JM, Laurence A, Freeman AF, Hill BJ, Elias KM,
Kanno Y, Spalding C, Elloumi HZ, Paulson ML, Davis J, Hsu A, Asher
Al, O'Shea J, Holland SM, Paul WE, Douek DC. Impaired T(H)17
cell differentiation in subjects with autosomal dominant hyper-IgE
syndrome. Nature. 2008; 452:773-6.

Marmara Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisti Dergisi Cilt: 1, Sayr: 2, 2011 / Journal of Marmara University Institute of Health Sciences Volume: 1, Number: 2, 2011 - http://musbed.marmara.edu.tr 101




IgE yliksekligi ve/veya otoimmunite ile seyreden immun yetmezliklerde Th17 hucre farklilasmasinin arastirilmasi

Volpe E, Servant N, Zollinger R, Bogiatzi SI, Hupé P, Barillot E, Soumelis
V. A critical function for transforming growth factor-beta, interleukin
23 and proinflammatory cytokines in driving and modulating human
T(H)-17 responses. Nat Immunol. 2008;9:650-7.

Bettelli E, Carrier Y, Gao W, Korn T, Strom TB, Oukka M, Weiner HL,
Kuchroo VK. Reciprocal developmental pathways for the generation
of pathogenic effector TH17 and regulatory T cells. Nature.
2006;441:235-8. Epub 2006

. Afzali B, Lombardi G, Lechler RI, Lord GM. The role of T helper 17

(Th17) and regulatory T cells (Treg) in human organ transplantation
and autoimmune disease. Clin Exp Immunol. 2007;148:32-46.

. Freeman AF, Holland SM. The hyper-IgE syndromes. Immunol Allergy

Clin North Am. 2008;28:277-91.

. Grimbacher B, Holland SM, Gallin JI, Greenberg F, Hill SC, Malech HL,

Miller JA, O’Connell AC, Puck JM. Hyper-IgE syndrome with recurrent
infections—an autosomal dominant multisystem disorder. N Engl J
Med. 1999;340:692-702.

. Holland SM, Deleo FR, Elloumi HZ, Hsu AP, Uzel G, Brodsky N,

Freeman AF, Demidowich A, Davis J, Turner ML, Anderson VL, Darnell
DN, Welch PA, Kuhns DB, Frucht DM,Malech HL, Gallin JI, Kobayashi
SD, Whitney AR, Voyich JM, Musser JM, Woellner C, Schaffer AA, Puck
JM, Grimbacher B. STAT3 mutations in the hyper-IgE syndrome. N
Engl J Med. 2007;357:1608-19.

. Minegishi Y, Saito M, Tsuchiya S, Tsuge |, Takada H, Hara T, Kawamura

N, Ariga T, Pasic S, Stojkovic O, Metin A, Karasuyama H. Dominant-
negative mutations in the DNA-binding domain of STAT3 cause
hyper-IgE syndrome. Nature. 2007;448:1058-62.

. Grimbacher B, Schaffer AA, Holland SM, Davis J, Gallin JI, Malech

HL, Atkinson TP, Belohradsky BH, Buckley RH, Cossu F, Espaiiol T,
Garty BZ, Matamoros N, Myers LA,Nelson RP, Ochs HD, Renner ED,
Wellinghausen N, Puck JM. Genetic linkage of hyper-IgE syndrome to
chromosome 4. Am J Hum Genet. 1999;65:735-44.

. Renner ED, Rylaarsdam S, Anover-Sombke S, Rack AL, Reichenbach

J, Carey JC, Zhu Q, Jansson AF, Barboza J, Schimke LF, Leppert
MF, Getz MM, Seger RA, Hill HRBelohradsky BH, Torgerson TR,
Ochs HD. Novel signal transducer and activator of transcription
3 (STAT3) mutations, reduced T(H)17 cell numbers, and variably
defective STAT3 phosphorylation in hyper-IgE syndrome. J Allergy
Clin Immunol. 2008;122:181-7.

17.

20.

21.

22.

23.

24,

Renner ED, Puck JM, Holland SM, Schmitt M, Weiss M, Frosch M,
Bergmann M, Davis J, Belohradsky BH, Grimbacher B. Autosomal
recessive hyperimmunoglobulin E syndrome: a distinct disease
entity. J Pediatr. 2004;144:93-9.

. Woellner C, Schaffer AA, Puck JM, Renner ED, Knebel C, Holland SM,

Plebani A, Grimbacher B. The hyper IgE syndrome and mutations in
TYK2. Immunity. 2007;26:535.

. Engelhardt KR, McGhee S, Winkler S, Sassi A, Woellner C, Lopez-

Herrera G, Chen A, Kim HS, Lloret MG, Schulze |, Ehl S, Thiel J, Pfeifer
D, Veelken H, Niehues T, Siepermann K, Weinspach S, Reisli |, Keles
S, Genel F, Kutukculer N, Camcioglu Y, Somer A, Karakoc-Aydiner
E, Barlan I, Gennery A, Metin A, Degerliyurt A, Pietrogrande MC,
Yeganeh M, Baz Z, Al-Tamemi S, Klein C, Puck JM, Holland SM,
McCabe ER, Grimbacher B, Chatila TA. Large deletions and point
mutations involving the dedicator of cytokinesis 8 (DOCK8) in the
autosomal-recessive form of hyper-IgE syndrome. J Allergy Clin
Immunol. 2009;124:1289-302.

Ochs HD, Stiehm ER, Winkelstein JA. Antibody deficiency. In: Stiehm
ER, Ochs HD, Winkelstein JA (eds). Immunologic disorders in infants
and childrens. Antibody deficiency. 5th edition. Philadelphia: Elsevier
Saunders; 2004. p.373-80.

Glocker E, Ehl S, Grimbacher B. Common variable immunodeficiency
in children. Curr Opin Pediatr. 2007;19:685-92.

Bayry J, Hermine O, Webster DA, Lévy Y, Kaveri SV. Common variable
immunodeficiency: the immune system in chaos. Trends Mol Med.
2005;11:370-6.

Park MA, Li JT, Hagan JB, Maddox DE, Abraham RS. Common
variable immunodeficiency: a new look at an old disease. Lancet.
2008;372:489-502.

Chen X, Jensen PE. MHC class Il antigen presentation and
immunological abnormalities due to deficiency of MHC class Il and
its associated genes. Exp Mol Pathol. 2008;85:40-4.

102

Marmara Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisti Dergisi Cilt: 1, Say: 2, 2011/ Journal of Marmara University Institute of Health Sciences Volume: 1, Number: 2, 2011 - http://musbed.marmara.edu.tr




Reproduced with permission of the copyright owner. Further reproduction prohibited without
permission.



