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Amag: Agir konjenital ndtropeniler, nadir goriilen matiir nétrofillerin eksikligi
ile karakterize immin yetersizlik hastaligidir. Calismamizda amag Ege
Universitesi Tip Fakiiltesi Pediatrik Immiinoloji Klinigimizde izlenen ve genetik
analiz yapilan 10 nétropeni olgusunun molekiiler, klinik ve diger laboratuvar
bulgulan ile degerlendirilmesi ve fenatip-genotip iliskisinin arastinimasidir.
Gereg ve Yontemler: Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Pediatrik Immiinoloji
Klinigimizde takip edilen toplam on hastanin klinik, laboratuvar ve tedavi
verileri elde edilerek mutasyon analizi yapildi.

Bulgular: Ayni aileden olan {¢ olguda HAX1 mutasyonu saptanirken, bir
olguda ELANE/ELA-2 mutasyonu gosterildi. Yasla beraber notrofil sayilari ve
klinik bulgulan spontan diizelen olgular (n=5) ile genetik olarak dogrulanmis
agir konjenital nétropeni olgularinin tani aninda bakilan hemogram ve
immunoglobulin degerleri karsilastinldiginda, diizelmeyen grupta manosit
orani ile lgG/M/A degerlerinin istatistiksel olarak anlamli yiiksek oldugu
gordlda.

Sonug: Tani aninda nétropeniye eslik eden belirgin eosinofili, monositoz ve
hipergammaglobulinemi saptanan olgularda nétropenilerinin persiste etme
riskinin ve genetik taniya ulasabilme sansinin daha yiksek oldugu kanisina
varilmigtir

Anahtar Kelimeler: Nétropeni, HAX1, ELANE, hipergammaglobulinemi

ABSTRACT
Aim: Severe congenital neutropenia is a rare immunodeficiency disease

characterized by lack of mature neutrophils. We evaluated the association
between the molecular, clinical and laboratory findings together with
genotype-phenotype relationship in 10 patients with neutropenia.

Materials and Methods: The clinical and laboratory findings of ten patients
with severe congenital neutropenia were obtained and the diagnosis was
confirmed by mutation analysis.

Results: The mutation analysis by DNA sequencing revealed HAX-1 mutation
in 3 patients from the same family and ELANE/ELA-2 mutation in 1 patient.
We compared the patients who had normalization in neutrophil counts and
clinical findings spontaneously by age with the patients with HAX1 and
ELANE/ELAZ defects and observed that patients with known genetic defects
had higher monocyte and immunoglobulin levels on admission.

Conclusion: The risk of persistence of neutropenia and the chance to reach
a genetic diagnosis is higher in neutrapenic patients who have accompanying
eosinophilia, monocytosis and hypergammaglobulinemia at the time of initial
investigation.
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Giris

Agir konjenital notropeniler (AKN), nadir gortlen olgun
notrofillerin - eksikligi ile karakterize primer bir immun
yetersizlik hastaligidir. Goérilme insidansi yaklasik milyonda
ikidir (1). Ik konjenital ndtropeni 1956 yilinda Isvegli Rolf
Kostmann (2) tarafindan “infantil agranllositoz” olarak
tanimlanmistir. Dolasimdaki nétrofil sayisinin 500/mm3‘den
az olmasi ve kemik iliginde nétrofil gelisiminde promiyelosit/
miyelosit evresinde duraksama ile olgun notrofillerin
perifere saliniminda bozukluk ile seyreden bir hastalik olup,
yasamin ilk yilinda tekrarlayan deri abseleri, diseti iltihabl,
otitis media, pnémoni, perineal enfeksiyonlar, Uriner sistem
enfeksiyonlari ve sepsis ile karsimiza cikabilmektedir. Etken
patojenler genellikle stafilokoklar, streptokok, psédomonas
ve mantarlardir.

Otozomal dominant agir konjenital notropenilerin
cogundan ELA-2/ELANE (notrofil elastaz) gen mutasyonlari
sorumlu iken, otozomal resesif formlardan HAX-1 (HS1-iliskili
protein X-1) mutasyonlari sorumlu tutulmaktadir (3,4). Agir
konjenital ndtropeniye neden olabilecek daha nadir diger
genler Glukoz-6-fosfataz katalitik alt birim 3 (GBPC3), Wiskott-
Aldrich sendromu ve bagimsiz blyime faktord-1'dir (GFI-1)
(3-5). Koloni stimile edici faktorlerinin (G-CSF) kullanimindan
once bu hastalik ilk 1 vyl icinde siklikla fatal seyretmekte
iken G-CSF tedavisi ile hastalarin ortalama yasam sureleri
belirgin olarak artmistir. Agir konjenital nétropeni olgularinda
yaklasik %20 oraninda akut miyeloid I6semi (AML) ve
miyelodisplastik sendrom (MDS) gelisme riski bulunmaktadir
(1,5). Calismamizda Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Pediatrik
Immanoloji Anabilim Dali tarafindan izlenen ve genetik
analiz yapilan 10 notropeni olgusu molekdler, klinik ve diger
laboratuvar bulgular ile degerlendiriimis ve fenotip-genotip
iliskisi arastinlmistir.

Gereg ve Yontem

Calismamiza 2012-2015 villari arasinda klinigimizde
izlenen 10 olgu alindi. AKN tanisi erken donemde baslayan
enfeksiyon Oyklsl ile beraber 3 aydan uzun sire periferik
kanda mutlak nétrofil sayisinin 500/mms3 altinda olmasiyla
konuldu. Olgularin demografik 6zellikleri, akrabalik durumu,
aile OykUsU, basvuru semptomlari, semptomlarin baslangig
yasl, tani yasl, izlem suresi, klinik ve laboratuvar bulgular
(I6kosit sayisi, serum immunoglobulin (Ig) degerleri, lenfosit
alt gruplan) ve tedavi secenekleri kaydedildi. Tam kandan
|6kosit sayisi, mutlak nétrofil ve lenfosit sayilart “hemocounter,
Cell-Dyn 3700, Abbott Diagnostics, USA" ile bakildi. Serum
kantitatif 1gG, IgM ve IgA nefelometrik yontemle “Dade
Behring BNII Nephelometer Analyzer” ile galisildi. Serum Ig
degerleri TUrk gocuklarinin yas ile uyumlu referans degerleri
kullanilarak karsilastirildi (6). Lenfosit alt gruplarn (CD3+ T
hiicre, CD19+ B hiicre, CD3+CD4+ T helper hiicre, CD3+CD8+
T sitotoksik hiicre, CD3-CD16+CD56+ dogal 6ldirici hiicre)
EDTA'l periferik kan 6rneginden flow sitometre (FACSCalibur,
Becton Dickinson, USA) ile degerlendirildi.

“Dogal immdunitenin kaltsal inhibisyonu: Yeni gen
defektleri ve bu konudaki molekuler genetik yaklasimlar” isimli
TUBITAK projesi icin Etik kurul onayi alindiktan sonra olgularin
ailelerinden imzalanmis aydinlatiimis onam formu alindi ve 5
ml heparinli kan 6rneklerinden molekiler genetik analizler
Center for Molecular Medicine of the Austrian Academy of
Sciences (CeMM)-Viyana/Avusturya'da gerceklestirildi.

Elde edilen veriler SPSS 16.0 paket programi ile
degerlendirildi.

Tartisma

Calismaya 10 olgu (yedi erkek, lg¢ kiz) alindi. Akraba
evliligi orani %30 olup, olgularin ikisi kiz kardes, digeri ise
bu kardeslerin halalarinin oglu idi. Aile dykisU dort olguda
pozitifti; aralarinda akrabalik olan (¢ olgu disinda, anne baba
arasinda akrabalik olmayan bir kiz olgunun erkek kardesinin
de noétropeni tanisi ile farkli bir merkezce izlendigi ve 4
yasinda plastrone apandisit tanisi ile kaybedildigi 6grenildi.
Calisma grubunda ortalama semptomlarin baslangic vyasl,
tani yas! ve galisma sirasindaki yaslar sirasi ile 8,5+7,9 ay
(1-24 ay), 19,2+24,5 ay (4-60 ay) ve 8,6+5,7 yil (3-20) vl
olarak saptandi. Ortalama izlem slreleri 77,1+£58,7 ay (67-
180 ay) olan olgularinin tanida gecikme sdreleri 14,1+20,2 ay
(1-b5 ay) idi. Basvuru semptomlari tekrarlayan deri abseleri,
gingivostomatit, tekrarlayan Ust ve/veya alt solunum yolu
enfeksiyonu, lenfadenit ve tekrarlayan idrar yolu enfeksiyonu
idi (Tablo I). Olgularin hicbirinde fizik muayene ile dismorfik
bulgu ya da konjenital malformasyona rastlanmadi.

Ortalama beyaz kan hiicresi sayisi 6579,1+2003,6/mm3
(4130-10500/mma3), mutlak notrofil sayist (MNS) 270,8+207,1/
mms3 (27-495/mm3), mutlak lenfosit sayisi 4756,1+1955,3/
mm3 (2260-8700/mm3), monosit orani %14,3+10,7 (%1-31),
eosinofil orani %6,7+6,4 (%1,5-19), hemoglobin 11,5+1,2
g/dl (9,9-14 g/dl), trombosit 376000+£87987/mm3 (262000-
563000/mm3) olarak saptandi.

Calismaya alinan 10 olgudan 9" una uygulanan kemik
iligi aspirasyonunda saptanan ortak bulgu grandlositer seri
erken elemanlarinda artis ve matlr elemanlarda azalma idi.
Lenfosit alt gruplarindan CD3+ T lenfosit orani %64,1+9,2
(%50-77), CD19+ B lenfosit %25,4+9,2 (%11-36), CD3+
CD4+ T yardimcl hiicre %39,5+10,3 (%24-52), CD3+ CD8+
T sitotoksik lenfosit %22,8+4,6 (%14-28), CD3-CD16/56+
dogal olduricu hicre %7,7+3,9 (%4-14), 1gG 1542,3+686,4
mg/dl (523-2310 mg/dl), IgM 237,4+219,6 mg/dl (44-724
mg/dl) ve IgA 192,2+167.8 mg/dl (24-461 mg/dl) saptandi.
Tani aninda belirgin IgM yUksekligi ve yasa gore alt sinirda
IgG ve IgA degeri olan 2 erkek olguda flow sitometrik CD40
ve CD40 ligand (CD154) ekspresyonu normal bulundu.
Serolojik incelemelerde Ebstein-Barr virls, Sitomegalovirus,
Parvovirus, HIV ve Hepatitis A, B ve C virus IgM negatif
saptandi.

Sik tekrarlayan solunum vyolu enfeksiyonu ve deri
abseleri olan bes olguya semptomatik olmalari nedeni ile
G-CSF 5 mcg/kg, haftada iki ya da G¢ gin, MNS'sini 1000-
1500/mm3 arasinda tutacak sekilde tedavi diizenlendi. Sik
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Tablo I1. Konjenital ndtropeni olgularin demografik ve klinik bulgulari

Semptom n %
Tekrarlayan deri absesi, gingivostomatit, solunum yolu | 4 40
enfeksiyonu
Tekrarlayan iist solunum yolu enfeksiyonu 3 30
Tekrarlayan lenfadenit 1 10
Tekrarlayan deri absesi, gingivostomatit 1 10
Tekrarlayan idrar yolu enfeksiyonu 1 10

Tablo IIl. izlemde Klinik bulgularn ve mutlak ndtrofil sayisi spontan
diizelen olgularin tani anindaki laboratuar verilerinin karsilastiriimasi

Diizelen (n=5) | Diizelmeyen (n=5) | p
MNS (/mm3) 337,7£210,8 226,1+211,2 0,441
Monosit sayisi (/mm3) | 269,5+ 25,9 1254,1+ 81,4 0,015
Eosinofil sayist (/mm3) 154,1+153,7 470,5+314,6 0,069
1gG (mgy/dl) 697,5271,7 1965,1+285,1 0,002
IgM (mg/dl) 71,2+26,1 320,7+227,9 0,043
IgA (mg/dl) 42,1+26,2 267,3£156,4 0,016

MNS: Mutlak nétrofil sayisi

tekrarlayan ve ciddi enfeksiyonlari olmayan bes olgu tedavisiz
izlendi. Bu olgulardan dordiinde yasla beraber MNS'lerinin
ylUkseldigi, G¢ olguda MNS'sinin 1000-1500/mm3 arasinda
seyrederken, bir olguda normal degerlere ulastigi gorldd.
Olgularin demografik, klinik ve laboratuar verileri Tablo Il'de
sunulmustur.

Ayni aileden olan U¢ olguda (iki kardes, bir kuzen)
HAX1 mutasyonu saptanirken, bir olguda ELANE/ELA-2
mutasyonu gosterildi. AKN acisindan bilinen genetik defekt
gdsterilemeyen olgularda calisilan anti-nétrofil antikor negatif
bulundu. Yasla beraber MNS'leri ve klinik bulgulari spontan
dlzelen olgular (n=5) ile genetik olarak dogrulanmis AKN
olgularinin tani aninda bakilan hemogram ve immunoglobulin
degerleri karsilastinldiginda, dlzelmeyen grupta monosit
orani ile IgG/M/A degerlerinin istatistiksel olarak anlamli
ylksek oldugu gorlldu (Tablo Il1).

G-CSF tedavisine ragmen direncli Gst ve alt solunum yolu
enfeksiyonlari ve deri abseleri gdzlenen bir olguya, altta yatan
genetik defekt gésterilememis olmakla beraber, klinigin hayati
tehdit eder sekilde ciddi olmasi ve doku tipi tam uyumlu
kardes donériin bulunmasi Uzerine hematopoetik kdk hiicre
nakli uygulandi.

Olgularin higbirinde miyelodisplastik sendrom veya akut
miyeloid I6semi gelismedi.

Sonug

Konjenital nétropeni sendromlari bakteriyel enfeksiyonlara
yatkinlik ile karakterize farkl kalitim &zellikleri gosteren bir
grup hastaligl kapsar. ELANE/ELA-2 mutasyonlari otozomal
dominant ve sporadik kalitilan agir konjenital nétropeniler ve
siklik ndtropenilerin nedeni olarak ilk tanimlanmis genetik
bozukluktur (7,8). GUnimuze dek yaklasik 52 farkli ELANE/

10

ELA-2 mutasyonu bildiriimistir (9,10). Noétrofil Elastaz gen
(ELANE/ELA-2) mutasyon sonucu endoplazmik retikulumda
artan strese bagli olarak hucre i¢inde bigimlenmemis protein
birikimlerinin olustugu ve bunun sonucunda notrofil 6ncul
hicrelerinde erken apopitozise yol actigi ve miyelopoezi
baskiladigr disintlmektedir (7).

Calisma grubumuzda bir olguda (Olgu 7, Tablo Il) ELANE/
ELA2 geninde besinci ekzonda heterozigot nokta mutasyonu
(c.G607G/C; p.G203G/R) gosterilmistir. Bu olgu bazi dzellikleri
ile ilgingtir. Dogustan agir nétropenide klinik cogu zaman ilk
alti ay icinde omfalit, apse olusumu, otitis media, dis eti iltihabi
ve pndmoni gibi agir enfeksiyon tablosu ile bulgu verirken,
olgumuzda semptom yasi 24 ay olarak aile tarafindan ifade
edilmistir. Olgumuzda da ilk semptom perianal dermatit sonrasi
gelisen nekrotizan fasiit tablosu olmustur. Ik ciddi enfeksiyon
yasinin ge¢ olmasi, ailenin daha dnceden nétropenik bir erkek
cocugunu kaybetmis olmasindan kaynaklanan farkindalik
nedeni ile iyi bakimla iliskilendirildi. Olguda dikkat cekici
ikinci 6zellik merkezimize “Hiper-IgE sendromu” 6n tanisi
ile sevkedilmis olmasi idi. Bize basvurusundan yaklasik iki
ay Once otitis media ve perianal dermatit tanisi ile ayaktan
tedavi baslanan olgu izlemde nekrotizan fasiit, septik sok
ve multiorgan yetmezligine ilerleyen tabloda dis merkezde
yogun bakim Unitesine yatirimisti. Lezyonlardan alinan
sUrdntd kultdrlerinde Pseudomonas aureginosa ve Klebsiella
pneumoniae, idrarda Candida albicans izole edilen olgu,
periferik yaymada belirgin eosinofili, IgG (2310 mg/dl) ve IgE
(1149 kU/L) yUksekligi olmasi Uzerine hiper-Igk sendromu
on tanisi ile genel durumu dlzeldikten sonra gorustlerek
sevkedildi. Olgunun ilk alinan hemograminda MNS 6/
mm3 (%1) idi. Geriye donik hemogramlari incelendiginde
nétropeninin uzun slredir varoldugu gorllen ve izlemde de
nétropenisi persiste eden olgu konjenital ndtropeni tanisini
aldi. G-CSF 5 mcg/kg/glin haftada U¢ glin subkutan tedavi ile
olgunun izlemine devam edildi. Molekdler genetik analizler
ile de AKN tanisi dogrulandi. Sik ve agir enfeksiyon varliginda
hastalarin laboratuvar degerlendiriilmesinde algoritmada
hemogramin ilk basamak inceleme oldugu ve total beyaz
kan hlcresi sayisi yanisira dagilima da dikkat edilmesi
gerektigi unutulmamalidir. Periferik yaymada ndtropeninin
yani sira kompansatris monosit ve eozinofil sayisinda artis
ile birlikte tekrarlayan enfeksiyon ataklari nedeniyle serum
immunoglobulin  dizeylerinde yUkseklik AKN olgularinda
gorilebilmektedir (1,5,11). Olgu 7'de de belirgin eosinofili ve
tdm immunoglobulin izotiplerinde artis gézlenmistir.

AKN patogenezinin %15-20'sinden sorumlu HAX-1
proteini mitokondrial bUtlinligin saglanmasinda 6nemli
role sahiptir. Eksikliginde mitokondri duvarindaki potansiyel
bozularak nétrofillerin normale gére 2-3 kat fazla dizeyde
spontan programli hlcre 6limine neden olmaktadir (12).
HAX-1 proteini hemopoeitik hicrelerin disinda fibroblast
ve nodron hicrelerinde de sentezlenmekte, bu nedenle
mutasyonu taslyanlarin bir bdliminde degisik agirlikta
norolojik etkilenme meydana gelebilmektedir (5,12).
Ogrenme glicligi, gelisme geriligi, epilepsi ve nétropeni
birlikteliginde bu mutasyon akilda tutulmalidir. Otozomal
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resesif kalitilan HAX1 gen defekti calismamizda (g olguda
gosterildi (Olgu 1, 2 ve 3, Tablo Il). Olgu 1 ve 2 aralarinda
3. derece kuzen evliligi olan saglikli anne babanin iki kiz
cocugu idi. Olgu 3, bu 2 olgunun kuzenleri olup 1. derece
kuzen evliligi olan ailenin erkek cocugu idi. Homozigot
HAX1 mutasyonu gosterilen bu olgularda noérolojik bulguya
rastlanmadi. Primer immun yetmezlik sendromlarinindan X'e
baglh agammaglobulinemi, Wiskott-Aldrich sendromu, hiper
IgM sendromlari (6zellikle CD40 ve CD40ligand eksikligi),
retikuler disgenezi ve WHIM (sigiller, hipogammaglobulinemi,
immUn yetmezlik, myelokatheksis) sendromunda nétropeni
gorulebilmektedir (13). Agir konjenital ndtropeniye neden
olan ELANE/ELA-2 ve HAX1 mutasyonlarinin gosterildigi
4 olgu disinda kalan 6 olguda fizik muayene ve ayrintili
laboratuvar incelemeleri ile yukarida adi gecen iyi tanimlanmis
primer immdn yetmezlik sendromlari dislanmistir. Ayrica bu
olgularda Ebstein-Barr virus, Cytomegalovirus, Parvovirus ve
Hepatit A ve B gibi en sik nétropeni yapan viral enfeksiyonlar
serolojik incelemeler ile ekarte edilmistir. Anti-notrofil antikor
testleri negatif bulunmustur. AKN tanili olgularin yaklasik
Ucte birinde halen genetik bozukluk gosterilememistir (14).
llk 1 vyas icinde baslayan ciddi deri abseleri, tekrarlayan
Ust ve alt solunum yolu enfeksiyonlar olan ve ylksek doz
G-CSF tedavisine ragmen agir notropenisi ve klinik bulgulari
olan, genetik incelemeler ile defekt henliz gbsterilememis
olan bir olguya (Olgu 5, Tablo Il), tam uyumlu kardes
dondrtinden kok hicre nakli uygulanmistir. Kalan bes olgudan
dordinde yasla beraber mutlak nétrofil sayisinin yikseldigi
ve enfeksiyon sikliklarinin azaldigr gérilmdastdr. Bir hastada
mutlak notrofil sayisi 500/mm3 altinda seyretmekle beraber
bu olguda da enfeksiyon sikligi belirgin azalmistir. Agir
konjenital nétropeniye neden olan glukoz-6-fosfataz katalitik
subunit 3 (GBPC3) mutasyonlarinda ndtropeni ile beraber
ylzeyel deri venlerinde belirginlik, konjenital kalp anomalileri
ve Urogenital malformasyonlar birarada bulunabilmektedir
(15). Calisma grubumuzda higbir olguda G6PC3 mutasyonuna
rastlanmamistir.

AKN olgularinda dizenli G-SCF tedavisi ve enfeksiyon
durumunda uygun antibiyoterapi ile sepsise bagl mortalite
azalmis olmakla birlikte, 10 yillik izlem slrecinde MDS veya
AML gelisme insidansi %20 olarak bildirilmektedir (1,5,7). Bu
nedenle olgulara dizenli olarak yilda bir kez ve G-CSF tedavisi
baslanmadan 6nce kemik iligi aspirasyonu ve sitogenetik
degerlendirme yapilmasi 6nerilir. Calismamizda olgularin
hichirinde izlem slresince AML ya da MDS goézlenmemistir.
AKN'ler nadir gorllen ancak agir bakteriyel enfeksiyonlar ile
erken donemde 6lime neden olabilen ve malignite gelisimine
yatkinlik yataran bozukluklardir. Tanida iyi bir anamnez
alinmali, tim ailenin benzer hastaliklari sorgulanmalidir.
Hastanin fenotipi incelenmeli, sendromik olup olmadigina
bakilmalidir. Kalitsal hastaliklarin tekrarlama riskleri nedeniyle
bu olgulara genetik danisma verilmesi ve mutasyon tayini
sonrasl dogacak cocuklara prenatal genetik tani saglanmasi
onemlidir. Calismadaki tim veriler degerlendirildiginde
klinigi daha agir seyreden ve altta yatan genetik bozukluk
gosterilebilen olgular ile klinik ve MNS sayilari yasla beraber

kendiliginden dizelme gosteren olgular karsilastirildiginda;
MNS'leri arasinda fark saptanmazken, tani aninda ve izlemde
Ig degerleri ve eosinofil degerlerinin agir grupta istatistiksel
anlamli olarak daha ytksek oldugu gériimdusttr. Bu veri
dogrultusunda tani aninda notropeniye eslik eden belirgin
eosinofili, monositoz ve hipergammaglobulinemi saptanan
olgularda noétropenilerinin persiste etme riskinin ve genetik
taniya ulasabilme sansinin daha yUksek oldugu kanisina
variimistir.
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