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OZET

inan, D. Primer immiin Yetmezlikler-islevsel Co6ziimleme. Hacettepe Universitesi
Saghk Bilimleri Enstitiisii Immiinoloji Program Yiiksek Lisans Tezi, Ankara,
2023. Primer Immiin Yetmezlik (P1Y) hastaliklar1 genis spektrumda seyreden, nadir
hastalik olarak tanimlanan ve her gecen giin yeni mutasyonlarin tanimlanmasi ile
degisen hastalik grubudur. Hastaligin tanisi i¢in klinik ve laboratuvar verilerin yani
sira kesin tani, genetik analizler ile yapilmaktadir. Genetik taninin gecikmesi, tani ve
tedaviyi gliclestirmekle beraber hastaligin seyrini degistirmektedir. Bu tez
calismasinda, varyanta iligkin patojenitenin degerlendirilmesi ve klinik ve laboratuvar
sliphesi olan hastalarda tan1 koymaya yardimci olmak amaciyla akim sitometri
kullanilarak yolak, protein ve proliferasyon analizi yapilmistir. Hacettepe Universitesi
Ihsan Dogramaci Cocuk Hastanesi Immiinoloji Béliimii’nde degerlendirilen DOCKS,
BTK, PIK3RI-PIK3CD ve LRBA/CTLA-4 eksikligi olan ve/veya sliphelenilen toplam
31 hasta ve 27 saglikli kontrol ile yapilan akim sitometri sonuglarina goére; DOCKS,
BTK, LRBA/CTLA-4 gen mutasyonuna sahip hastalarda protein ekspresyonunun diisiik
oldugu gbézlemlenmistir. Hastalik siiphesi olan hastalarda protein ekspresyonunun bazi
hastalarda diisiik, baz1 hastalarda sagliklt kontrole benzer oldugu gézlemlemistir.
DOCKS8 gen mutasyonu bilinen hasta grubu, saglikli kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda DOCKS protein ekspresyon diisiikliigiiniin istatistiksel olarak
anlamli oldugu goriilmiistir (p<0,05). Diger hastalik gruplart i¢in vaka sayisinin
yetersiz olmasindan dolay1 istatistiksel analiz yapilamamistir. Yapilan akt/mTOR
yolak calismasinda, PIK3CD fonksiyon kazanim mutasyonu olan hastalarda artmis bir
fosforilasyon ve proliferasyon yanit1 goriilmiistiir. Calismada ayrica kemik iligi nakli
olan iki hastada, nakil sonras1 DOCKS8 ve LRBA protein ekspresyonu akim sitometri
yontemi ile inceledi ve ekspresyon sonuglarinin hastalarin kimerizm sonuglar ile
klinik sonu¢ icin benzer deger gosterdigini gozlemledik. Elde edilen sonuglar,
mutasyona sahip hastada ve hastalik sliphesi olan bir grup hastada akim sitometri
yontemi ile protein ekspresyonunun diisiikliigiiniin degerlendirilmesinin genetik
bozuklugun patojenitesini anlamada yardime1 oldugunu, tani ve tedavide erken teshis
icin etkili bir yontem olarak kullanilabilecegini gostermistir. Ayrica akim sitometrinin
nakil sonrasi engrafman ve naklin basaris1 hakkinda bilgi vermesi, klinik takipte
kimerizm testi ile beraber kullanilabilmesine imkan saglamaktadir.

Anahtar kelimeler: Fonksiyonel testler, akim sitometri, hiicre proliferasyonu,

Akt/mTOR yolagi, protein ekspresyonu.
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ABSTRACT

INAN, D. Primary Immunodeficiencies-Functional Analysis. Hacettepe
University, Graduate School of Health Science, Immunology Program, Master’s
Thesis, Ankara, 2023. Primary immunodeficiency diseases are rare diseases with a
wide spectrum due to the increasing the number of new mutations defined to cause
these diseases. Besides the clinical and laboratory manifestations, the genetic analysis
1s performed for definitive diagnosis. Delay of genetic testing makes the diagnosis and
treatment challenging and changes the disease course. In this thesis, pathway
characterization, protein expression, and proliferation analyses were performed using
flow cytometry to evaluate the pathogenicity of the variant and to help diagnose
relevant diseases with clinical and laboratory suspicion. Flow cytometry studies were
performed with a total of 31 patients having suspicion of or with DOCKS, BTK,
PIK3RI-PIK3CD, and LRBA/CTLA-4 deficiency and 27 healthy control individuals
in the Immunology Department of Hacettepe University Ihsan Dogramaci Children's
Hospital. We observed that protein expression is low in patients with DOCKS, BTK,
LRBA gene mutations. We determined that protein expression in patients with
suspected disease is low in some patients and normal in some similar to healthy
controls. When the patient group with a DOCKS gene mutation was compared with
the healthy control group, DOCKS8 protein expression was found to be statistically
significantly low (p<0.05). The statical test could not be done for other patient groups’
protein analysis results as there was not adequate patient number. In the akt/mTOR
pathway study, increased phosphorylation and proliferation were observed in the
patients with PIK3CD gain of function mutation. In this study, DOCKS8 and LRBA
protein expression after transplantation was also examined by flow cytometry in two
patients who underwent bone marrow transplantation, and we observed that the
expression results indicated similar value for clinical conclusion with the chimerism
results of the patients. The results of this study showed the effectiveness of flow
cytometric evaluation of low protein expression in patients with definitive or a
suspicion of having a specific mutation to understand the pathogenicity of the genetic
defect and for early diagnosis timely. In addition, the data showed that flow cytometry
provides valuable information about the engraftment and the success of the
transplantation, and that it might be possible to use with a chimerism test in clinical
follow-up.

Keywords: Functional tests, flow cytometry, cell proliferation, Akt/mTOR pathway,

protein expression.
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1. GIRIS

Primer immiin yetmezlikler (PIY), nadir hastaliklar olarak tanimlanan,
bagisiklik (immiin) sistem bilesenleri olan dogal ve adaptif sistemde gorev alan
hiicrelerin veya molekiillerin eksik/bozulmug/diizensiz aktivitesi sonucu, tekrarlayan
ve hayat1 tehdit eden enfeksiyonlara yatkinlik, otoimmiinite, malignite, organ ve
iskelet sistemini etkileyen bozukluklari i¢ine alan klinik olarak genis ¢apli hastalik
spektrumunu olusturur (1,2).

Genellikle genetik gegisli hastalik kategorisinde degerlendirilen PIY, yeni
genetik bozukluklarin siniflamaya eklenmis olmasi nedeniyle molekiiler ¢alisma
gereksinimi duyulan bir hastalik grubudur. Gen irilinleri olan transkript ve
proteinlerdeki degisikliklerin degerlendirilmesi yeni tanimlanan genetik hastaliklarda
onemlidir. Her gecen giin, PIY-iliskili yeni genlerin ve yeni varyantlarin kesfedilmesi
ile gen-hastalik iligkisi arastirilmakta ve genin/molekiiliin fonksiyonel etkilerinin
bilinmesi, var olan tan1 ve tedavi se¢ceneklerinin degerlendirilmesinde, tedavide yeni
molekiiler ajanlarin  kullanilmasinda ve hastalik ilerleyisinde biiylik ©Onem
tagimaktadir. Hastalik-gen iliskisinin bilinmesi erken tan1 ve tedavi i¢in hayati 6nem
tagimaktadir (3).

Bu bakimdan, klinik ve mutasyon bulgularinin, molekiiler ve fonksiyonel
calisma sonugclar ile de degerlendirilmesi gerekmektedir (4).

Bu tez kapsaminda, varyanta iliskin patojenite degerlendirmesi ve klinik ve
laboratuvar siiphesi olan hastalarda protein ifade analizi, yolak analizi ve proliferasyon
analizi yontemleri kullanilarak hastalarin tanilarina katki saglanmasi ve tedavilerinin
yapilan fonksiyonel testlere gore sekillendirilmesi amaglanmis, bu yontemlerin etkin

olup olmadig verilere dayanilarak degerlendirilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Primer immiin Yetmezlikler

Primer immiin yetmezlikler, nadir hastaliklar sinifinda yer alan ve immiin
sistemde gorevli hiicre ve molekiillerdeki bozukluklardan kaynaklanan hastalik
grubudur. Hiicre ve molekiilleri etkileyen genlerdeki dogustan gelen mutasyonlar,
cesitli hastaliklara sebep olmaktadir. Diinyada, PIY den etkilenen yaklasik 6 milyon
vatandasin oldugu ve bunlarin %70 ila 90’1mnin hala teshis edilemedigi veya yanlis
teshis yapildig1 bildirilmistir. PIY goriilme siklig1 iilkeden iilkeye degismekle beraber,
10.000 kiside 1 etkilenen bireydir (5,6). Uluslararas1 Immiinolojik Dernekler Birligi
(The International Union of Immunological Societies, IUIS)’nin 2022 yilinda yaptig1
insan dogustan hastalik bozukluklar1 smiflandirmasina gore, PIY olarak karakterize
edilen 485 farkli hastalik oldugu raporlanmistir (3). Enfeksiyonlar, kroniklesebilir ve
hastaligin teshis ve tedavisi gecikirse, kansere, otoimmiin hastaliklara ve 6liime sebep
olabilir. Hastalar, enfeksiyona yatkinlik, sik sik hastalanma, spesifik organ problemleri
(akciger, karaciger vb.) gibi ortak semptomlar sergilemesinin yaninda, hastaliga ve

mutasyona bagli olarak cesitli, farkli semptomlar da gosterebilir.

(A) 1980-85
1986-90
1991

1992

1993

1994

0 100 200 300 400 500
Raporlanan genetik bozukluklar
Sekil 2.1. Yillara gére PIY dagilimi; yillara gore rapor edilen genetik
bozukluklar (7).



PIY hastaliklari, 10 smifta incelenmektedir. Bunlar;

Hiicresel ve Hiimoral Bagisiklig1 Etkileyen Immiin Yetmezlikler

[liskili veya Sendromik Ozelliklere Sahip Kombine immiin Yetmezlikler
Agirlikli Olarak Antikor Eksiklikleri

Immiin Disregiilasyon Hastaliklart

Fagosit Sayilar ve Islevlerindeki Defektler

Intrinsik ve Dogal Immiin Sistem Defektleri

Otoinflamatuvar Hastaliklar

Kompleman Eksiklikleri
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. Primer Immiin Yetmezliklerde Fenokopiler’dir (3)
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Sekil 2.2. Yillara gore PIY dagilimi; yillara gére eklenen genler (7).
2.1.1 Hiicresel ve Hiimoral Bagisikhg Etkileyen immiin Yetmezlikler

Hiicresel ve hiimoral immiiniteyi etkileyen PIY hastaliklari, adaptif sistemde
gorev alan hiicresel ve hiimoral yanitin ikisinin de etkilenmesi durumunda ortaya ¢ikan
hastalik grubudur. Hiicresel yanit, T hiicre aracilig1 ile gerceklesir ve B hiicrelere
yardim ederek, immiin yanitin kontroliinii saglarken, hiimoral yanit, B hiicreleri
aracilif1 ile gerceklesir. B hiicreleri, T hiicrelere antijen sunulmasinda goérev alirken

¢esitli immiinoglobulinler (/g) salgilarlar. Hiicresel ve hiimoral bagisiklig1 etkileyen



PiY, enfeksiyon, immiin disregiilasyon, otoimmiinite, otoinflamasyon,

lenfoproliferasyon ve malignite ile karakterizedir (8,9).

Genellikle otozomal ¢ekinik modelde kalitilan Hiicresel ve Hiimoral
Bagisikligi Etkileyen Immiin Yetmezlikler veya kombine immiin yetmezlik
hastaliklart hem T hem de B hiicre fonksiyon eksikligi ile karakterizedir. T hiicre
gelisimi, T hiicre reseptdor (THR) sinyali, ko-stimulator yolaklari, sitokin sinyali,
adezyon, hiicre goc¢ii ve hiicre iskeleti organizasyonu, apoptoz yolagi, DNA
replikasyonu ve onariminda ve metabolik yolaklardaki bozukluklar kombine immiin
yetmezlige neden olabilir. Ayrica, B hiicrelerine antikor {iretimi i¢in yardim eden T
hiicrelerdeki bozulmus yanittan dolayi, Ig distkliigliine de sebep olmaktadir.
Hastalarda, enfeksiyona yatkinlik, otoimmiinite, inflamasyon, alerji ve malignite

goriiliir (10,11).

Kombine immiin yetmezliklere neden olan genlerden biri Dedicator of
cytokinesis 8 (DOCKS8) genidir. Bu genin {iriinii olan DOCKS8 molekiilii, hiicre

boliinmesinde guanin niikleotit degisim faktorii olarak gorev alan, DOCKS siiper
ailesine ait bir proteindir. Hiicre hareketliligi, hiicre gocli, integrin aktivasyonu ve
fagositozda gorev alir. DOCKS eksikligi, otozomal ¢ekinik hiper immunoglobulin E
(HIES)’ye neden olur. {1k olarak 2009 yilinda tanimlanan bu hastalik, T hiicre lenfoma,
CD3 hiicre proliferasyonu ve aktivasyonunda bozukluk, CD4 hiicre sayisinda azalma,
diisiik hafiza hiicre yaniti, artmis immunoglobulin E (IgE) seviyesi ve lenfomaya
artmis egilim ile karakterizedir. Laboratuvar bulgularinin yan sira, hastalarda alerjik
inflamasyon, tekrarlayan pnomoni, kutandéz viral, enfeksiyonlara yatkinlik ve
otoimmiinite goriiliir (12—14)

9. kromozomda bulunan ve 48 ekzona sahip DOCKS geni, temel olarak
hematopoetik hiicrelerde yiliksek oranda eksprese edilir. Bunun yani sira, akciger,
plasenta, bobrek gibi immiin olmayan dokularda da eksprese edilir. DOCKS proteini,
CDCA42 (cell division control protein 42)’ye baglanarak onun aktive olmasini saglar ve
bu sayede aktin polimerazyonunda ve hiicre iskeletinin diizenlenmesinde goérev alir.
Bunun yam sira, signal transducer and activator of transcription 3 (STAT3)’lin

Myeloid differentiation primary response 88 (Myd-88)’e bagli toll like receptor (TLR)



aktivasyonunda gorev alarak, B hiicre proliferasyonu gibi dogal ve adaptif bagisiklikta

onemli rolii vardir (14).

Hiicre yiizey reseptdrleri (T hiicre

reseptdr)
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Aktin hicre iskelet: dizenlemesi
Sekil 2.3. DOCKS proteininin hiicre i¢i sinyal yolagi (14).
2.1.2 Antikor Eksikleri

Mutasyonun hangi gende olduguna bagl olarak, otozomal ¢ekinik ve baskin
modelde kalitilan agirlikli olarak antikor eksiklikleri, ana olarak B hiicrelerdeki
molekiiler bozukluklardan veya B ve T hiicre arasi etkilesimdeki bozukluktan
kaynaklanir. Sonug olarak antikor iiretimi yetersizdir. Hastalarda, enfeksiyonlar,
alerjik hastaliklar, otoimmiinite, inflamasyon, lenfoproliferasyon ve malignite

gortlebilir (15).

Antikor eksikliklerine sebep olan PIY olan Bruton’s tirozin_kinaz (BTK)

eksikligi, agamaglobulinemi ile seyreder. Bu gen iiriinii olan BTK proteini, B hiicre
olgunlagsmasinda gorev alan bir molekiildii. BTK proteinini iireten B7K geni, X
kromozomunda yer alir. Bu protein, kemik iliginde olgunlasmamis B hiicre olan pro-
B hiicreden pre-B hiicreye geciste, B hiicre olgunlasmasinin son agamasini yiiriiten
sinyal dontstiiriicii olarak aktif rol oynar. Bu gendeki mutasyonlar, X’e bagl
agammaglobulinemi (XLA) olarak adlandirilan PiY’e neden olur. X gegisli oldugu
icin, daha c¢ok erkekleri etkiledigi bildirilmistir. XLA’l1 hastalarda, B hiicre

gelismesinde bozukluk, periferde olgun B hiicre azlig1 ve Ig eksikligi goriilmektedir.



T hiicrelerin etkilenmedigi bildirilmistir. Hastalik, kapstillii bakterilere karsi artmis

hassasiyet, ciddi hipogammaglobulinemi ile karakterizedir. (16).
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Sekil 2.4. BTK proteini ile iliskili yolaklar (17)

Antikor eksiklerine neden olan diger genler, PIK3RI ve PIK3CD genleridir. Bu

genler, fosfoinositid-3 kinaz (PI3K) olarak adlandirilan heterodimerik proteinin
stirastyla diizenleyici ve katalitik alt birimlerini olusturan genlere verilen isimdir.
PIK3CD geni, pl1106 katalitik alt birim proteinini, PIK3RI geni, p85a, p55a, pS0a
diizenleyici alt birim proteinlerini kodlamak i¢in gerekli bilgiyi saglar. Katalitik alt
birim, {i¢ diizenleyici alt birimden her biri ile de etkilesime girebilir ama giintimiizde
en cok anlasilan pl1100 katalitik alt biriminin p85a diizenleyici alt birimi ile
etkilesimidir. Bu iki protein birleserek, T ve B hiicre reseptorleri, sitokin ve ko-
stimiilator reseptorleri gibi bagisiklik sistemindeki coklu reseptorler tarafindan
baglanan heterodimerik lipit kinaz olan PI3Kd proteinini olusturur. P110d, agirlikl
olarak lokositlerde eksprese edilir (18).

B hiicrelerde PI3Kd proteini, interlokin 4 (IL-4) veya C-X-C motif chemokine
ligand 13 (CXCL13) gibi kemokinler ile uyarildiginda, B hiicre reseptorii (BHR) ile
capraz etkilesime girerek iglev kazanir. Aktiflesen protein, AKT yolag1 iizerinden

mammalian target of rapamycin (mTOR) yolagiminin fosforilasyonunu saglayarak,



hiicrelerin biiylime ve proliferasyonunu saglar (18). Ayn1 zamanda mTOR yolaginin
asag1 yonde yer alan S6 kinaz proteinin de fosforilasyonu saglanarak translasyon ve

hiicre biiyiimesine katki saglanir (19).

Sekil 2.5. B hiicre sinyali ve akt/mTOR yolag1 (18)

T hiicrelerde PI3Kd proteini, inducible costimulator (1COS) veya IL-2R ko-
stimiilator reseptorler ile, PI3Kd proteini islev kazanir. Aktiflesen protein, AKT’in
fosforilasyonunu saglayarak, AKT araciligi ile forkhead box 1 (FOXOI1)
transkripsiyon faktoriiniin inaktiflesmesine ve sitoplazmada birikimini saglar. Bu
durumda, IL-7Ra ve cluster of differentiation 62 ligand (CD62L)’1in ekspresyonu

azalir. Bu sayede, T hiicreleri lenf nodlarini terk eder ve vaskiiler sistem ve organlara

gecer (18).



Sekil 2.6. T hiicre sinyali ve akt/mTOR yolag1 (18)

Genlerindeki mutasyonlar, PI3Kd proteininin islevselligini  bozarak,
mutasyona bagli, fonksiyon kazanmasi veya kaybetmesine bagli olarak farkl

sekillerde klinik tablo ile karsimiza ¢ikmaktadir.

PI3Kd proteinin fonksiyon kazanmasi durumunda activated PI3K delta
syndrome (APDS) olarak adlandirilan PIY tablosu olusur. B ve T hiicrelerde gelisimsel
ve fonksiyonel bozukluklardan dolay1 hastalarda, tekrarlayan bakteriyel ve viral
enfeksiyon goriiliir. Hastalarda, tekrarlayan solunum yolu enfeksiyonu, bronsektazi,
otoimmiinite, lenfoproliferasyon olabilir B hiicrelerin etkilenmesi nedeniyle antikor
eksikligi goriilebilir. T hiicre bozukluklarindan dolay1 ciddi, tekrar eden veya 1srarci

Herpes virlis enfeksiyonlart olusur (18).

PI3KSJ proteinin fonksiyon kaybetmesi ile T hiicreler, IL-4 gibi etkili sitokin
tiretimini baskilar. Hastalarda erken B hiicre gelisimindeki tikanmadan dolay1 ciddi B
hiicre lenfopenisi goriiliir. Ayrica hastalarda, agammaglobulinemi ile iliskili

tekrarlayan pnomoni goriiliir (18).



2.1.3 immiin Disregiilasyon Hastaliklar

T hiicre, B hiicre ve dogal oldiiriicti (natural killer, NK) hiicrelerdeki anormal
say1 ve fonksiyondan kaynaklanan immiin disregiilasyon hastaliklari, immiin
bozukluk, otoimmiinite, tekrarlayan inflamasyon ve lenfoproliferasyonla karakterize

bir hastalik grubudur (20).

Immiin disregiilasyona neden olan genlerden biri Lipopolysaccharide-

responsive beige-like-anchor protein (LRBA) genidir. Bu gen {irlinii olan LRBA

proteini, T ve B gibi immiin hiicrelerde basta olmak iizere tiim hiicrelerden iiretilen
sitozolik bir proteindir (21,22) . Vezikiiler trafik, sinyal iletimi ve apoptozis gibi birgok
hiicresel siirecte rol alir. Bunlarin yani sira, cytotoxic T-lymphocyte protein 4 (CTLA-
4)’lin lizozomal degradasyonunu engelleyerek endozomal olarak hiicre ici trafiginin

saglanmasina ve hiicre yiizeyine tekrar yonlendirilmesine yardimet olur (21).
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Sekil 2.7. LRBA molekiilii (23)

LRBA eksikligi, 2012 yilinda tanimlanan, otozomal ¢ekinik modelde kalitilan,
diisiik diizenleyici T (Treg) hiicre sayisi, baskilayici kapasitede bozukluk, hafiza T
hiicre sayisinda kontrol edilemez artis ve diisiik hafiza B hiicre sayisi, T hiicre
aktivasyonunda ve proliferasyonunda bozukluk, dolasimda artmis folikiiler yardime1

T hiicreler, spesifik antikor yanitinda bozukluk ile karakterize bir PIY’dir. LRBA
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eksikligi, enfeksiyona yatkinlik, otoimmiinite, 1srarci ishal, otoimmiin sitopeni ile

karakterizedir. (21,24).

LRBA eksikligi, yaygin degisken immiin yetmezlik veya otoimmiin
lenfoproliferatif sendroma (ALPS) ve X gecisli immiin disregiilasyon,

poliendokrinopati, enteropati sendromu (IPEX) benzeri hastaliklara sebep olur (24).

Immiin disregiilasyona neden olan genlerden bir digeri CTLA-4 genidir. Bu
gen {irtinii, T hiicre kontrol noktasi inhibitorii olarak gorev yapan ve forkhead box
protein p3 (FOXP3+) Treg hiicrelerde cokg¢a, CD4+ ve CDS8+ T hiicrelerin
aktivasyonundan sonra kisa siireli eksprese edilen bir molekiildiir. Periferal toleransin
saglanmasinda 6nemli rol oynar. Proteinin %90°1 hiicre i¢inde bulunup, LRBA proteini
yardimi ile, ¢esitli uyarilar sonucu hiicre yiizeyine tasinir. CTLA-4 proteini, CD28
reseptorii ile, T hiicre aktiflesmesi i¢in gerekli ikinci sinyali saglamaya yardimci olan
antijen sunan hiicrelerin ylizeylerinde eksprese edilen CD80/86L reseptorlerine
baglanma konusunda yarisir ve daha yiiksek afinite gostererek hiicre inhibisyonunu

saglar (Bakiniz sekil 2.7.) (21).

CTLA-4 eksikligi, otozomal baskin olarak kalitilan, diisiik Treg hiicre sayisi,
baskilayict kapasitede bozukluk, hafiza T hiicre sayisinda kontrol edilemez artis ve
diisiik hafiza B hiicre sayis1 ile karakterize bir PIY dir. CTLA-4 eksikligi, CTLA-4
haploinsufficiency with autoimmune infiltration (CHAI) olarak adlandirilan ve
lenfoproliferasyon, otoimmiin sitopeni, enteropati, tekrarlayan enfeksiyon ve

interstesyel akciger hastaligi ile karakterizedir (21,25).
2.2 PIY Tam ve Tedavisi

Primer immiin yetmezlik belirti ve semptomlari, mutasyona, mutasyonun
yerine ve/veya epigenetik Ozelliklere gore degismekle beraber, eger Jeffrey Modell
Merkezinin belirledigi on PIY belirtisinden iki veya daha fazlas1 hastada mevcut ise,

hastalar, PIY ihtimali agisindan degerlendirilmelidir (26-29).

Kesin taninin belirlenmesinde molekiiler tan1 yontemi (akim sitometri) ve
sekanslama stratejileri (yeni nesil dizileme ve Sanger dizileme) yaygin olarak

kullanilan teknikler arasindadir. Hastalarin tedavisinde kullanilacak biyolojik ajan, gen
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tedavisi uygulamalar1 ve kemik iligi nakli gibi tedavi uygulamalar i¢in erken tani

yapilmasi, hasta i¢in hayati 6nem tagimaktadir.
2.3 PIY Tamsi i¢cin Kullanilan Testler

Hemogram, immiinglobulinler, lenfosit alt grup analizleri, antikor yanitlar1 gibi
testler ile PIY siifi degerlendirildikten sonra gerekli oldugu durumda molekiiler ve

genetik testler yapilir. Bu testlerden once veya sonra islevsel testler uygulamada

kullanilabilir.

2.3.1 PIY Tamsi i¢in Kullamlan Genetik Testler
Sanger Dizileme

Primer immiin yetmezlik siniflarinda bulunan hastanin klinik tablosunu

aciklayacagi diisiiniilen genin analizi i¢in kullanilir.

Sanger dizileme, ilk nesil dizileme yontemidir. Floresan bagh
dideoksiniikleotit zincir sonlandirma yontemine dayanan, bu niikleotitlerle DNA
zincirinin uzamasini engelleyen bir yontemdir. Olusturulan farkli boyutlardaki DNA
parcaciklari, boyutlarina gore ayrilarak kapiller elektroforezden gegirilerek
dideoksiniikleotitinin yansittig1 151k ile niikleotit dizisi siralama yontemidir. Tek
seferde sadece bir dizileme reaksiyonunun analizi miimkiindiir. Glinlimiizde Sanger
dizileme, yeni nesil dizileme ile bulunan mutasyonlarin dogrulamasi i¢in kullanilir

(30,31).

Feaksivon maddesi @ Primer baglanma ve zineir uzamas: ddN TP baglanma ve zincir sonlanmast
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Sekil 2.8. Sanger dizileme yontemi (32).
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Yeni Nesil Dizileme Analizleri
Ug temel yeni nesil dizileme yontemi bulunmaktadir. Bunlar;

Primer immiin yetmezlik-hedeflenmis panel: Primer immiin yetmezlige neden

oldugu belirlenen, siniflamada yer alan belirli gen bolgeleri dizilenir.

Tiim ekzon dizileme: Genomdaki protein kodlayan gen boélgeleri, yani ekzonlar

dizilenir.

Tiim genom dizileme: Genomda bulunan tiim gen boélgeleri (intron ve ekzonlar)

dizilenir (33,34).

[ was:

Genom boyunca varyantlar
insan genomundaki Yapisal varyantlar
varyantlar

Kopya sayist varyantlar

B WES:
Kodlama bolgesindeki ve splice site varyantlart
Kopya sayist varyantlar

Bl 1Gp:

Onceden segilen bolgedeki varyantlar
Delesyonlar

Sekil 2.9. Tim genom dizileme, tim ekzon dizileme ve hedeflenmis panel
karsilastirmasi (33) (WGS: whole genome sequencing, WES: whole exome sequencing,

TGP: targeted gene panels).

Gelisen teknoloji ile her giin ilerleme kaydeden yeni nesil dizileme, ikinci nesil
ve {iciincii nesil dizileme olarak ikiye ayrilmaktadir. Ikinci nesil dizileme, kisa okuma
dizileri olarak da bilinir ve 250-800 DNA baz ¢iftini (bg) klonal olarak ¢ogaltarak
paralel olarak diziler. Kisa okuma dizileri, 6rnek hazirlama, kiitiiphane hazirlama,
dizileme ve veri analizi olmak iizere ii¢ ana asamadan olusur (Sekil 2.9). Ugiincii nesil
dizileme veya uzun okuma dizileri 10 kilo b¢’den daha uzun dizileri DNA’dan okur ve
uzun okuma dizileri olusturur. Ugiincii nesil dizileme ydntemi, ikinci nesil dizileme
yontemine kiyasla daha yiiksek hata oranina sahiptir (31). Buna yonelik olarak

calismalar devam etmektedir.
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Sekil 2.10. Ikinci nesil (yeni nesil) dizileme yontemi (35).
2.3.2 PIY Tamsinda Patojenitenin Belirlenmesinde Akim Sitometri

Akim sitometri, sivi igerisindeki hiicrelerin veya molekiillerin, ylizey veya
igerisindeki molekiillerin 6zelliklerinin Ol¢lilmesine dayanan, 15181 dagitilmasi ve
floresan emisyonuna dayanan bir yontemdir. Bu yontem hiicre biiytikliigil, graniil
yapisi, yolak analizleri, protein miktar1 ve ylizey reseptor veya molekiil analizi yapar
ve hiicrelerin biyokimyasal, biyofiziksel ve molekiiller 6zellikleri hakkinda bilgi

saglamaktadir.

[zotonik bir siv1 igerisindeki hiicrelerin tek tek lazer kaynaginin &niinden
gecerken, floresan boya iceren monoklonal antikorun baglandigi hiicrenin yaydigi
sinyaller, bir¢ok filtre kaynagi tarafindan yansitilarak dedektore ulasir. Dedektor, gelen
sinyali elektrik sinyaline doniistiiriir ve bilgisayar ile incelendiginde, hiicrenin veya
molekiiliin yapisal 6zellikleri hakkinda bilgi verir.

Immiinolojik hastaliklarmn arastirilmasinda siklikla kullanilan bu teknik, hiicre
ylzey molekiilleri, hiicre reseptdr analizleri, hiicre i¢i protein analizleri, hiicre
proliferasyonu ve yolak analizleri gibi hastalik tan1 ve tedavisinde yardimer olacak

analizlerde bagvurulan bir yontemdir (36).
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Sekil 2.11. Akim sitometri temel prensibi (37).

Akim sitometri, hiicre temelli hastaliklarin tanisi i¢in siklikla bagvurulan bir
yontemdir. Anabilim dalimizda, immiinolojik temelli hastaliklarin arastirilmasinda ve
rutin uygulamalarda da kullanilmaktadir. Notrofil fonksiyon testi olan DHR testi,
lenfosit alt grup analizleri, lenfosit aktivasyon-proliferasyon testleri, spesifik protein
tayini gibi akim sitometri ile yapilan bir¢ok test, hastalik arastirmasinda aktif olarak

kullanilmaktadir.
Hiicre Proliferasyonu

Hiicre proliferasyonu, antijen, sitokin gibi ¢esitli uyaranlara karsi immiin
sistemin verdigi bir yanittir. Birgok PIY hastasinda immiin hiicrelerdeki bozukluklar,
hiicrelerin proliferasyon kapasitelerini etkilemektedir. Hasta kanlarindan ayristirilan
immiin hiicreler, ¢esitli ajanlar sayesinde in vitro olarak uyarilarak, hiicre
proliferasyonlar incelenebilmektedir. Hiicre proliferasyonunun in vitro olarak analiz
edilebilmesi i¢in giinlimiizde carboxifluorecein diacetate succinimidyl ester (CFSE)
olarak adlandirilan ajan kullanilmaktadir. Giintimiizde yaygin olarak kullanilan CFSE,
hiicre zarindan gegebilen, hiicre i¢i floresan boyadir. Sitoplazmik molekiillerde ¢okca
bulunan amin gruplarina baglanarak, hiicre her boliindiiglinde yavru hiicreler esit
olarak dagilir. Azalan hiicre floresan miktari, akim sitometri yontemi ile tayin edilir

(38).
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Immiin Fenotipleme

Primer immiin yetmezlikler, ¢oklu immiin hiicre grubunu etkileyen bir
hastaliktir. Hastalarda, etkilenen hiicre grubunu tayin etmek, hastalik gidisat1 ve
hastanin hayat kalitesi acisindan 6nem teskil etmektedir. Kandan veya dokudan elde
edilen immiin hiicrelerin alt grup analizi, y1llardir hastalik teshis ve tedavisinde 6nemli
bilgiler saglamaktadir. Floresan isaretli konjuge antikorlar ile, heterojen hiicre grubu
igerisinde hiicre alt gruplarimin tanimlanmasi, karakterizasyonu ve sayisal verileri,
akim sitometri yontemi ile elde edilebilir. Hiicrelerden eksprese edilen, yiizey ve hiicre
i¢i proteinler, dogrudan veya dolayli olarak boyama yapilarak hiicre fenotiplemesi
yapilmaktadir. CD3, CD4/8, CDI19 gibi immiin hiicre gruplarina ve onlarin alt

gruplarina spesifik antikorlar ile hiicre karakterizasyonu yapilmaktadir (39).
Hiicre Membran Proteinlerinin Tayini

Biitin immiin hiicreleri, kendilerine 06zgii belirli yiizey belirteclerine
sahiptirler. PIY hastalarinda, mutasyona baghh olarak belirli tip hiicreler
etkilenmektedir ve bu hiicrelerin analizi hastalik teshisi, gidisat1 ve tedavisi i¢in hayati
onem tagimaktadir. Bu hiicreleri analiz etmek icin, akim sitometri yaygin olarak
kullanilan bir yontemdir. Kandan veya dokudan izole edilen immiin hiicreleri, daha
sonra belirli yiizey belirte¢ antikorlar1 ile boyanip akim sitometri cihazinda 6rnekler

okunarak veriler toplanmaktadir.
Hiicre i¢i Protein Tayini

Primer immiin yetmezlik hastalarmin sahip olduklar1 mutasyonlara bagli
olarak bazi genlerde fonksiyon kazanimi veya fonksiyon kaybi meydana gelir. Bu
genlerden {iretilen protein miktarlarinin tayini hastalik tedavisi agisindan 6nemlidir.
Akim sitometri, hiicre i¢i protein tayininde siklikla kullanilan bir yéntemdir. izole
edilen hiicreler, 6nce hiicre fiksasyonu isleminden gectikten sonra, hiicre gegirgenligi
arttirlarak hiicre i¢i antikorun, hiicre igerisine girisi saglanir. Ornekler, son olarak

cihazda okunarak veriler toplanir.
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Hiicre Sinyal Yolaklar:

Bir¢ok uyarana cevap olarak tetiklenen hiicre sinyali, 6zellikle fosforilasyon
gibi karmagsik protein aglarmin post-translasyonel modifikasyonlarina baghdir ve
uygun immiin cevabi gerceklestirmeyi amaglar. Belirli PIY hastalarindaki mutasyon,
immiinolojik sinyal yolagindaki herhangi bir proteini etkileyebilmektedir. Etkilenen
protein, sinyal iletimde aksakliklara sebep olabilir ve bu da immiinolojik yolagin
diizglin c¢aligmamasina, hiicrede islevin aksamasma veya belirli molekiillerin
birikimine neden olabilir. Buna bagli olarak hastada ¢esitli belirtiler goriilebilir. Hiicre
sinyal analizi, immiin sistemin biyolojisi ve patolojisini anlamak i¢in dnemlidir ve

etkili biyobelirte¢ ve tedavi gelistirmek i¢in gerekli bir adimdir (40).
2.3.3 Tamida Akim Sitometri Calismalar:

Misir merkezli yapilan bir akim sitometri calismasinda, son 10 yi1lda, 1019 PIY
stiphesi bulunan hastaya akim sitometri teknigini kullanarak, klinik fenotiplerine gore
yapilan akim sitometri temelli testlerde, hastalarin %73’ {iniin tanisinin, akim sitometri
yontemi ile koyuldugu bildirilmistir (42). 50 farkli PIY hastaligi ve 8 farkli kategoriden
olan hastalara, genetik test yapilmasi beklenmeden tani koyulmus, tedavisine
baslandig1 belirtilmistir. 271 (%28) hastanin tanisinda akim sitometrinin yetersiz
kaldigi ve DNA dizileme yontemi yapildig1 bildirilmistir. Ayrica, akim sitometri
kullanilarak yapilan molekiiler tan1 yonteminde optimizasyon yaparak, genetik test
icin yolladiklar1 6rnek sayilarini azalttiklar1 belirtilmistir. 7 yilda, 55 DOCKS eksikligi
hastasi tanist ve 99 immiin disregiilasyon hastasinin 27’sini LRBA eksikligi tanisi
altinda tedaviye baslandig1 bildirilmistir. Makalede, akim sitometri temelli protein
ekspresyonuna dayali analizlerin, DOCKS8 ve LRBA eksikligi gibi bircok hastalikta
kesin tantya gidisteki spektrumu arttirdigi bildirilmistir (41). Diger bir makalede ise
erken tan1 alan ve tedavisine baglanan LRBA eksikligi tanimlanmis hastalarin, hastalik
seyrinin 1iyilesmesinde daha iyi yol kat ettikleri ve hayat kalitelerinin arttig1
bildirilmistir(42).

Ayrica Misir merkezli calismada, en yaygin tani alan hastaliklarin, ciddi
kombine immiin yetmezlik (SCID), kronik graniilomatdz hastalik (KGH), DOCKS

eksikligi ve diger kombine immiin yetmezlikler oldugu bildirilirken (41), Hindistan
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merkezli calismada, bu hastaliklarin, hemofagositik lenfohistiyositoz (HLH), SCID,
XLA ve KGH oldugu bildirilmistir (45). Bu farkliligin sebebi olarak etnik kdken ve
kalitim olabilecegi belirtilerek, her merkezin kendi akim sitometri teknigini optimize
etmesi gerektiginin dnemi, PIY hasta tanisinda akim sitometrinin kullanimindan tam

kapasite yarar saglanmak i¢in dnemli oldugu vurgulamistir (42).

Kwon ve arkadaslarinin (43) yayimladigi makaleye gore, akim sitometrinin
BTK, PIK3CD, CTLA-4 ve LRBA eksikligi olan hastalarda yararli ve zaman
kazandiran bir teknik oldugundan, klinik akibetini iyilestirdiginden bahsedilmistir.

Hindistan merkezli bir ¢alismada, son 10 yilda 753 PIY hastasina akim
sitometri ile tan1 koyuldugu belirtilmistir (44). Ayn1 zamanda, akim sitometri bazl
analizlerle, 26 etkilenmis aileye prenatal tani konulmustur. Makalede, akim
sitometrinin, PIY degerlendirmelerinde, klinik tan1 ve molekiiler testlerde arasinda bir
koprii gorevi gordiigli, patojenitenin belirlenmesinde ve tani almamis hastalara tani

konmasinda hizli ve dogrulugu yiiksek bir ara¢ oldugu vurgulanmastir.

LRBA protein ekspresyonu i¢in, 57 LRBA eksikligi sliphesi bulunan hastalar
ile yapilan akim sitometri caligmasinda, stimiilasyon sonrasi periferik kan
mononiikleer hiicrelerden bakilan LRBA ekspresyonu verilerinin, LRBA eksikligi
tanisinda %94 sensitivite ve %80 spesifite gosterdigi bildirilmistir ve akim sitometri

yonteminin hizli tarama ve tedavi uygulamalarini hizlandirdig: belirtilmistir (45).

106 hipogamaglobulinemisi olan hasta (91 aile) lizerinde BTK protein analizi
icin yapilan akim sitometri ¢alismasinda, 78 ailede (93 hastada) BTK protein
ekspresyonunun olmadigi tespit edilip, 76 ailede BTK gen mutasyonunun tespit
edildigi bildirilmistir (46). Bu ¢alisma ile, akim sitometri tekniginin BTK protein
miktar tayini ve hastalik tanisi i¢in giivenilir bir yontem oldugu vurgulamistir.

Misir merkezli yapilan baska bir ¢calismada, 15 DOCKS eksikligi siiphesine
sahip hastanin immiin hiicreleri ve DOCKS protein ekspresyonlari incelendiginde,
immiin sistem hiicrelerindeki ekspresyon analizinin taninin konmasinda yardimci
olacag: belirtilmistir (12). DOCKS eksikliginin, otozomal baskin HIES ile benzer
klinik belirtilerinin oldugu ve genetik teste erisim imkani1 olmayan merkezlerin akim
sitometri ile DOCKS protein ekspresyonuna bakilmasinin, hastalik tanisinin ve
patojenitesinin belirlenmesinde ve kesin tedavinin kemik iligi nakli oldugu bu durum

icin hastanin tan1 almasina imkan saglayacagi vurgulanmistir.
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Primer immiin yetmezlik tanis1 alan hastalarin yaklasik 2/3’1i baslangigta ¢ocuk
hekimine gonderildigi halde tanidaki gecikme ortalama 2 yil olarak bulunmustur (47).
Bu durumun morbidite ve mortaliteyi 6nemli dl¢lide arttirdigi géz Oniine alinacak
olursa, hastalara yapilan temel testlerin yaninda yeni nesil dizileme tekniklerini i¢eren
genetik testler hastalardan siklikla istenmekte, belirlenen genlerin degerlendirilmesi
anlaminda bazi islevsel deneylere ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu bakimdan, klinik
bulgularin laboratuvarda uygulanan ayirici molekiiler g¢alismalarin sonuclari ile
degerlendirilmesi gerekmektedir (4). Bdylelikle bilinen gende yeni varyantin
patojenitesinin ve klinik fenotipe etkisinin belirlenmesi 6nem tasimaktadir. Bu amacla
gen triinlerinin (mRNA/protein) ifadelerinin ve fonksiyonlarinin degerlendirilmesi
gerekmektedir. Bu tez ¢alismasinda, DOCKS8, LRBA, CTLA4 ve BTK genlerindeki
varyantlarin patojenitelerinin belirlenmesinde ve klinik ve laboratuvar siiphesi olan
hastalarda taninin yapilabilmesi amaciyla hiicre i¢i protein tayini yapilacak, PIK3CD
ve PIK3R1 (Akt/mTOR yolagi) genlerindeki varyantlarin patojenitelerinin
belirlenmesinde sinyalin alt basamaginda gorev alan kinazlardan Akt, mTOR ve S6
proteinlerinin fosforilasyon diizeyleri incelenecektir. Ayrica belirli hastalarda, yolak

analizlerinin yani sira T hiicre proliferasyonlar1 degerlendirilecektir.
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3. BIREYLER VE YONTEM

3.1 Hastalar

Bu tez calismasina, DOCKS8, LRBA, CTLA-4, BTK, PIK3CD ve PIK3RI
eksikligi olan ve siiphe edilen hasta sayilar1 tablo 3.1.1 de gosterilen sayida hasta ve

kontrol dahil edilmistir.

Tablo 3.1. Hasta sayilari

Kombine Immin Yetmezlik | Agirliklr Olarak Antikor Eksiklikleri | immiin Disregilasyon Hastal klari

n=14 n=2 n=5 n=9 n=4 n=4
Kontrol n=15 Kontrol n=3 Kontrol n=2 Kontrol n=7 Kontrol n=2 Kontrol n=2
3.2 Yontemler

3.2.1 Hasta Kanlarinin Temini

Hastalara ve kontrollere ait kan 6rnekleri, GO 21/808 proje numarali etik kurul
onayinca Hacettepe Universitesi Thsan Dogramaci Cocuk Hastanesi Immiinoloji
Boliimii’ne basvuran PIY hastasi ve hasta bireylerin yaninda gelen akraba olmayan
saglikli bireylerden, onam formu alinmistir. Kan Ornekleri ile yapilan tiim testler
Hacettepe Universitesi ihsan Dogramaci Cocuk Hastanesi Immiinoloji Boliimii

Laboratuvarlari’nda yapilmustir.
3.2.2 Hiicre I¢i Protein Boyamasi

e Periferik kan mononiikleer hiicrelerin izolasyonu i¢in her bir hasta ve kontrolden
2 cc kan, hemogram tiiplerine alindi.

e Kanlar, 2 mL Ficoll iizerine dikkatli bir sekilde yayildi.

e 2000 rpm’de 20 dakika frensiz santrifiij edildi.

e Lenfositlerin bulundugu katman toplanarak yeni bir tiipe aktarildi (Sekil 3.1).

e Uzerine 2 mL phosphate-buffered saline (PBS) eklenerek 500 g’de 5 dakika frenli
sekilde hiicreler yikandi.
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Hiicreler, 300 uL. PBS ile seyreltilip, 100 pL hiicre akim sitometri tiiplerine
eklendi.

Uzerine 100 pL fiksasyon soliisyonu eklenerek 15 dakika karanlikta ve oda
sicakliginda inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonrasi, hiicreler 1 mL PBS ile 500 g’de 5 dakika frenli santrifiij
edilerek yikandi.

Yikama sonrasi siipernatant dokiilerek, 500 pL 1X permebilizasyon soliisyonu
eklendi ve 15 dakika karanlikta ve oda sicakliginda inkiibasyona birakildi.
Sonrasinda 1 mL PBS ile yikandi.

Yikama sonrasi siipernatant dokiilerek, hiicre i¢i boyama hastalik bazinda anti-
human DOCKS (2 pg/mL), uL BTK (0,5 mg/mL), CTLA-4 (0,5 mg/mL) ve LRBA
(1,5 ng/mL) antikorlar ile yapilip 30 dakika karanlikta ve oda sicakliginda inkiibe
edildi.

Inkiibasyon sonrasi, 1 mL PBS ile yikanarak siipernatant: dokiildii.

Hiicreler, 300 uL PBS igerisinde ¢ozilindiiriilerek akim sitometri cihazinda okumasi

yapild.
R T ey
=
Santrifiij
| ~ Plazma
-

Kan ~ Lenfosit, monosit, trombosit

' Ficoll-Paque Plus . Graniilosit, eritrosit

Sekil 3.1. Santrifiij sorast kandaki hiicrelerin lenfosit ayirma soliisyonu ile

katmalara ayrilmasi (48).

3.2.3 Periferik Kan Mononiikleer Hiicrelerde Akt/mTOR Yolaginin

Degerlendirilmesi

Periferik kan mononiikleer hiicrelerin izolasyonu i¢in her bir hasta ve kontrolden

alian 2 cc kan, hemogram tiiplerine alind1.
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Kanlar, BioSafety Laminar-2 (BSL-2) kabininde, 2 mL steril Ficoll izerine dikkatli
bir sekilde yayildi.

2000 rpm’de 20 dakika frensiz santrifiij edildi.

Lenfositlerin bulundugu katman toplanarak yeni bir tiipe aktarildi ve lizerine 2 mL
steril PBS eklenerek 500 g’de 5 dakika frenli sekilde hiicreler yikandi.

Hasta ve kontrole ait 2x10° hiicreler, 1 mL %1 penisilin-streptomisin, %10 (FBS)
fetal bovine serum ve 1% L-glutamat igeren steril RPMI medya (tam medya) ile
sulandirildi.

2 farkli 15 mL falkon tiiplerine esit olarak dagitildi.

1x10% hiicreye tam RPMI medya (uyarilmayan hiicreler olarak adlandirildi) diger
1x10° hiicreye phyhemagglutinin (PHA) (30 pug/mL) (uyarilan hiicreler olarak
adlandirild1) eklenerek 72 saat boyunca 37C’de %5 CO: igeren inkiibatorde
inkiibe edildi.

72 saat inkiibasyon sonrasi uyarilan hiicrelere 1 pL interlokin-2 eklenerek 72 saat
daha ayni kosullarda inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonras hiicreler, 2 mL PBS ile yikandi.

Yikama sonrasi, siipernatant dokiildii ve iizerine 100 pL fiksasyon soliisyonu
eklenerek 15 dakika karanlikta ve oda sicakliginda inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonrast, hiicreler 1 mL PBS ile yikand.

Yikama sonrasi siipernatant dokiilerek, 500 pL 1X permebilizasyon soliisyonu
eklendi ve 15 dakika karanlikta ve oda sicakliginda inkiibasyona birakildu.
Sonrasinda 1 mL PBS ile yikandi.

Yikama sonrasi siipernatant dokiilerek, hiicre i¢i boyama anti-human p-Akt (0,5
mg/mL) ve p-mTOR (0,3 mg/mL) antikorlar1 ile yapildi.

Hiicreler, 30 dakika karanlikta ve oda sicakliginda inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonras1, 1 mL PBS ile yikanarak siipernatant1 dokiildii.

Hiicreler, 300 uL PBS igerisinde ¢oziindiiriilerek akim sitometri cihazinda okumasi

yapildi.
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B Hiicrede Akt/mTOR Yolaginin Degerlendirilmesi

Periferik kan mononiikleer hiicrelerin izolasyonu i¢in her bir hasta ve kontrolden
alinan 2 cc kan, hemogram tiiplerine alindi.

Kanlar, BSL-2 kabininde, 2 mL steril Ficoll {izerine dikkatli bir sekilde yayildi.
2000 rpm’de 20 dakika frensiz santrifiij edildi.

Lenfositlerin bulundugu katman toplanarak yeni bir tiipe aktarildi ve {izerine 2 mL
steril PBS eklenerek 500 g’de 5 dakika frenli sekilde hiicreler yikandi.

Hasta ve kontrollere ait hiicreler tam medya ile sulandirildu.

Hasta ve kontrollere ait 5x10° hiicre, steril 96 kuyucuklu plate igine eklenerek son
hacim 100 pL’ye tamamlandi.

Belirli kuyucuklara anti-human CD40L antikoru konsantrasyonu 1 pg/uL olacak
sekilde, aym1 kuyucuklara anti-human IL-4 antikoru konsantrasyonu 20 ng/ul
olacak sekilde ve diger kuyucuklara anti-human IgM antikoru konsantrasyonu 15
png/mL olacak sekilde eklendi ve CD40L ve IL-4 30 dakika 37 C’de inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonras1 yukarida anlatilan fiksasyon ve permeabilization basamaklari
uygulanarak anti-human p-S6 (0,5 pg/mL) ve p-Akt (0,5 pg/mL) antikorlar ile

boyanip akim sitometrinde okumasi yapildi.
3.2.5 Hiicre Proliferasyonu

Periferik kan mononiikleer hiicrelerin izolasyonu i¢in her bir hasta ve kontrolden
alian 2 cc kan, hemogram tiiplerine alindu.

Kanlar, BSL-2 kabininde, 2 mL steril Ficoll {izerine dikkatli bir sekilde yayildi.
2000 rpm’de 20 dakika frensiz santrifiij edildi.

Lenfositlerin bulundugu katman toplanarak yeni bir tiipe aktarildi ve {izerine 2 mL
steril PBS eklenerek 500 g’de 5 dakika frenli sekilde hiicreler yikandi.

Hiicreler, 1 pL CFSE boya ile 5 dakika karalikta muamele edilip, sonrasinda 2 defa
PBS ile ayni kosullarda yikandi.

Hasta ve kontrole ait 2x10° hiicre, 2 mL %] penisilin-streptomisin, %10 FBS ve
%1 L-glutamat iceren steril RPMI medya (tam medya) ile sulandirildi ve 2 farkl
15 mL falkon tiipe esit olarak dagitildi.
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e 1x10° sayidaki hiicreye RPMI medya (uyarilmayan hiicreler olarak adlandirild)
diger 1x10° sayida hiicreye PHA (5 pg/mL) (uyarilan hiicreler olarak adlandirildr)
eklenerek 96 saat boyunca 37 C’de %5 COz igeren inkiibatdrde inkiibe edildi.

e 06 saat inkiibasyon sonrasi, homojenize edilen hiicreler, akim sitometri tiiplerine
alinarak 2 mL PBS ile yikandi.

e Yikama sonrasi siipernatant dokiilerek, hiicreler 300 uL PBS ile sulandirilip, akim

sitometri cihazinda okumasi yapildi.
3.2.6 Istatistiksel Analizler

Hastalarin tiim klinik ve immiinolojik verileri Microsoft Excel programina
kaydedilerek tablolastirilmistir. Hasta ve kontrol gruplarina ait boyama (stain) indeksi
degerleri Microsoft Excel programina kaydedilip GraphPad Prism 9 programina
aktarilmistir. Parametrik olmayan verilerin analizi i¢in Kruskal-Wallis ve Mann

Whitney U testleri kullanilmigtir. p degeri <0,05 anlamli olarak kabul edilmistir.
Boyama indeksi degerini bulmak i¢in;
Kontrol grubu;

Saglikli kontrol medyan degeri — negatif kontrol medyan degeri
2 *negatif kontrol rSS degeri

Hasta grubu;

Hasta medyan degeri — negatif kontrol medyan degeri
2 xnegatif kontrol rSD degeri

denklemleri kullanilmistir (49).

rSS: saglam standart sapma
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4. BULGULAR

4.1 DOCKS8 Ekspresyonu Bakilan Hastalarin Klinik ve Laboratuvar
Ozellikleri

Sekiz DOCKS gen mutasyonu olan ve IgE yiiksekligi, akraba evliligi, kardes
DOCKS eksikligi dykiisii olan ve DOCKS klinik ve laboratuvar siiphesi bulunan alti
hasta ile toplam 14 hasta ve 15 saglikli kontrolden bakilan DOCKS protein
ekspresyonu akim sitometri yontemi ile analiz edilmistir. Hastalarin klinik ve

laboratuvar bilgileri asagida verilmistir (Bakiniz tablo 4.1).
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Tablo 4.1. DOCKS protein ekspresyonu bakilan hastalarin cinsiyet, yas ve klinik
belirtileri.

Hasta Adi  |Cirsiyeti| 125" Klinik Belirtiler
(i)
N Tekrarlayan bronsit,
P1 (Ka.Oz E 19
(Ka.0z) pnémoni, Verruka vulgaris
P2 (HiAY.) K 5 Egzema, IY.E, USYE, tekr.arlayan
Herpes simplex enfeksiyonu
P3 (Mu.Es.Y1) E 9 Tekrarlayan pnémoni
Tekrarlayan pnomoni, boy kisahgy,
P4 (Or.Ci) E 14 gecikmis puberte, 6zefagus varisleri,
bronsiektazi
PS5 (ALGo.Is.) E 3 Egzema
P6 (Du.Ac.) K 19 USYE, bronsit, pnémoni
Nefes darhigy, oksiirtik, yaygm
P7 (Nu.De.) E 43 ronkiis, eozinofil ve IgE yiiksekligi,

kagmti, kizariklik, dokiintii, mantar
enfeksiyonu, allerji

Oksiiriik, tiiberkiiloz, gece terlemesi,
P8 (As.Me.) K 9 istahsizlik, kilo kaybi, balgam, direnglil
ates, halsizlik, atelektazi, pndmoni

P9 (Do.Ko.) K 2 Egzema, USYE, ishal

Karm agrisi, 6ksiiriik, kusma, kilo
kayby, istahsizlik, akut orta kulak
enfeksiyonu, Verruka vulgaris,ishal,
ates
Oksiiriik, balgam, ates, dokiintii,
pndmoni, kilo kayby, kasmt, USYE,
burun i¢i Herpes simplex
enfeksiyonu
Tekrarlayan pndmoni, bronsektazi,
migren, mevsimsel alerjik-konjutivit,
yutma giicliiii, karm agrisi, USYE,
Herpes simplex enfeksiyonu
Deri dokiintiisii, viral USYE,
istahsizlk, kilo kayb1
Gegirilmis dilate KMP 6ykdist,
kardiak trombiis ve gecirilmis TIA
P14 (OmAs.Ay)| E 5 Sykiisii, pndmoni, tekrarlayan
enfeksiyon (otit, USYE, IYE),
tekrarlayan ates

P10 (FuMeHa)| E 10

P11 (Ru.Sa.) K 12

P12 (HaHiiYr)| E 16

P13 (Ay.Be.) E 6




Tablo 4.2 DOCKS ekspresyonu bakilan hastalarin Ig ve lenfosit alt grup degerleri.
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Hasta Adi IgA (my/dL) 1gG (my/dL) IgM (mg/dL) IgE (Ul/mL) CD3+ (%) CD4+ (%) CD8+ (%) | CD19+ (%) | CD16+56 (NK) (%)
Pl (Ka.0z) 468 (82-453) | 2270 (650-1600) | 25,8 (46-304) | 378(1,31-165) | 70 (56-84) 42 (31-52) 28 (18-35) 15 (6-23) 4 (6-27)
P2 (HiAY.) 273 (57-282) | 1500 (745-1804) | 155 (78-261) | 242 (1,31-165) | 55 (56-75) 29 (28-47) 20 (16-30) 31 (14-33) 7 (4-17)
P3 (MuEs.Yi) | 175(57-828) | 975(745-1804) | 118(87-261) | 5672 (1,31-165) | 83 (60-76) 49 (31-47) 30 (18-35) 7 (13-27) 10 (4-17)
P4 (Or.Ci) 327 (49-437) | 1200 (764-2134) | 255 (69-387) | 3,03(1,31-165) | 58 (60-76) 38 (31-47) 19 (18-35) 31 (6-23) 7 (4-17)
P5(ALGols) | 176(15-110) | 1020 (640-2010) | 33,4 (46-304) | 73,2(1,31-165) | 63 (56-75) 18 (28-47) 43 (16-30) 15 (14-33) 20 (4-17)
P6 (Du.Ac.) 350 (139-38) | 1060 (913-1884) | 66,2 (64-445) | 61,4 (1,31-165) | 90 (56-84) 37 (31-52) 49(18-35) 2 (6-23) 7(3-22)
P7 (NuDe) | 351(139-378) | 1170 (913-1884) | 103 (64-445) | 2083 (1,31-165) | 84 (56-84) 41 (31-52) 40 (18-35) 8 (6-23) 5 (3-22)
P8 (As.Me.) 145 (62-390) | 847 (842-1943) | 95,7 (54-392) | 13,1(1,31-165) | 75 (60-76) 36 (31-47) 30 (18-35) 20 (13-27) 5 (4-17)
P9 (D0.K0.) | <6,67(4-250) | 511(304-1231) | 7,23 (46-304) | 1,14(1,31-165) | 51 (53-75) 43 (32-51) 6 (14-30) 40 (16-35) 6 (3-15)
P10 (FuMe.Ha)| 236(35-200) | 1050 (842-1943) | 20,3 (46-304) | 1245 (1,31-165) | 42 (60-76) 24 (31-47) 18 (18-35) 27 (13-27) 25 (4-17)
P11 (Ru.Sa.) 368 (45-250) | 1490 (835-2094) | 40,6 (46-304) | 8579 (1,31-165) | 57 (60-76) 37 (31-47) 15 (18-35) 27 (13-27) 7 (4-17)
P12 (Ha.HiiY1) | 75 (82-453) 940 (913-1884) | 269 (88-322) 564 (1,31-165) | 63 (56-84) 27 (31-52) 30 (18-35) 18 (6-23) 20 (3-22)
P13 (Ay.Be) | 13.2(30-107) | 568 (605-1430) | 36,5(66-228) | 391(1,31-165) | 66 (56-75) 39 (28-47) 23 (16-30) 19 (14-33) 14 (4-17)
P14 (OmAs.Ay)| 235 (44-244) | 1580 (45-1804) | 9,16(52-297) | 834 (1,31-165) | 95 (56-75) 60 (28-47) 34 (16-30) 3 (14-33) 2 (4-17)

Referans aralig1 disindaki veriler koyu renk ile gosterilmistir (50,51).




Tablo 4.3. DOCKS ekspresyonu bakilan hastalarin tam kan sayim verileri.

Hasta Ady Hemoglobin Lokosit Notrofil# Lenfosit# Eozinofil# Trombosit

(g/dL) (x1073/uL) (x1073/uL) (x1073/uL) (x1073/uL) (x1073/uL)
P1 (Ka.0z) 11,4 (13,6-17,2) | 12,7 (4,3-10,3) 9,1(2,1-6,1) 1,9 (1,3-3,5) 0,7 (0-0,5) 297 (156-373)
P2 (Hi.Ay.) 12,3 (10,2-12,7) | 9,55 (4,86-13,18) | 6,27 (1,6-8,29) | 2,19 (1,25-5,77) | 0,28 (0,03-0,46) | 368 (189-394)
P3 (Mu.Es.Y1) 11,8 (11-14) 12,2 (5-13) 8,1 (2-8) 2,5 (1-5) 0,8 (0,1-1) 270 (180-400)
P4 (Or.Ci) 9,4 (11-14,5) 5,37 3,95 0,85 (0,97-3,26) 0,09 104 (175-332)

P5 (ALGO.Is.) 9,2 (11,1-14,1) 12,3 (6-16) 5,16 (1-7) 4,61 (3,5-11) 0,69 (0,1-1) 20 (200-550)

P6 (Du.Ac.) 12,3(11,7-15,5) | 8,8 (4,1-11,2) 5,3 (1,8-6,4) 2,4 (1,2-3,6) 0,2 (0,1-0,5) 188 (159-388)
P7 (Nu.De.) 16,2 (13,6-17,2) | 7,4 (4,3-10,3) 5,4 (2,1-6,1) 1,5(1,3-3,5) 0 (0-0,5) 216 (156-373)
P8 (As.Me.) 13 (10,6-13,2) | 4,26 (4,27-11,4) | 1,97 (1,64-7,87) | 2,07 (1,16-4,28) | 0 (0,03-0,47) 251 (199-367)
P9 (Do.Ko.) 12,6 (11,1-14,1) 13,7 (6-16) 2,4 (1-7) 6,2 (3,5-11) 4(0,1-1) 402 (200-550)
P10 (Fu.Me.Ha.) 9,7 (11-14) 27,2 (5-13) 23 (2-8) 2,4 (1-5) 0,2 (0,1-1) 1072 (180-400)
P11 (Ru.Sa.) 12,3 (11-14) 11,1 (5-13) 7,7 (2-8) 1(1-5) 1,3(0,1-1) 373 (180-400)
P12 (Ha.Hi.Y.) | 14,9 (13,6-17,2) | 7,1(4,3-10,3) 4(2,1-6,1) 2(1,3-3,5) 0,5 (0-0,5) 234 (156-373)
P13 (Ay.Be.) 12 (11-14) 7,4 (5-15) 2,6 (1,5-8) 3,7 (6-9) 0,4 (0,1-1) 344 (200-450)
P14 (Om.As.Ay.) 12 (11-14) 3,3 (5-15) 1(1,5-8) 2,2 (6-9) 0(0,1-1) 200 (200-450)

Referans aralig1 disindaki degerler koyu renk ile gdsterilmistir.
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Dokuz erkek, bes kiz olan hastalarin ortalama yas1 12.3 yastir (£10 yil). 14
hastanin yedisi list solunum yolu sikayeti, yedisi pndmoni sikayeti ile bagvurmustur.

Yapilan laboratuvar analizleri sonucu toplam on doért hastanin onunda IgE yiiksekligi,

sekizinde IgM dusiikliigii gozlemlenmistir.

:{ P7 l Izotip kentrol
Saghkl kontrol

Hasta

%Say1

DOCKS8

Sekil 4.1. DOCKS8 gen mutasyonuna sahip iki hastada DOCKS8 protein ekspresyon

seviyeleri. (kirmizi: izotip kontrol; yesil: saglikli kontrol; mavi: hasta).
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Sekil 4.2. DOCKS protein ekspresyonu bakilan, DOCKS gen mutasyonuna sahip olan
ve mutasyon siiphesi olan hastalarin ve saglikli kontrollerin istatistiksel analiz
sonuglart (ad: anlamli degil). Bir hastada (P4) DOCKS8 protein ekspresyonu hasta
kemik iligi nakli olduktan sonra bakildig1 i¢in hastanin verileri istatistiksel analizde

yer almamustir.

Akim sitometri analizi yapilan, mutasyona sahip olan hasta grubu, hastalik
sliphesi barindiran grup ve kontrol gruplarinin medyan degerleri alinip boyama indeksi
degerleri belirtilen formiile gore hesaplanmistir. Hesaplanan boyama indeksi degerleri
ile yapilan istatistiksel analiz sonucunda mutasyona sahip olan hastalar ile saglikli
kontrol gruplar1 arasinda istatistiksel olarak bir anlamlilik saptanmistir (p<0,04).
Mutasyona sahip hastalarinin DOCKS8 protein ekspresyonu kontrol grubuna gore
diistiktiir. Hastalik siiphesi bulunduran grup kendi igerisinde protein ifadeleri
bakimindan heterojen bir dagilim sergiledigi i¢in saglikli kontrol grubu ve mutasyonlu

hasta grubu ile kiyaslandiklarinda istatistiksel agidan bir anlamlilik saptanamamastir.

Bir hastada (P4) DOCKS protein ekspresyonu hasta kemik iligi nakli olduktan
sonra bakildig1 i¢in hastanin verileri istatistiksel analizde yer almamistir. Bu hastaya

ait DOCKS ekspresyonu nakil olmasina ragmen hala diisiikttir.
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4.2 BTK Ekspresyonu Bakilan Hastalarin Klinik ve Laboratuvar
Ozellikleri

Iki BTK gen mutasyonu olan hasta ve ii¢ saglikli kontrolden bakilan BTK
protein ekspresyonu, akim sitometri yontemi ile analiz edilmistir. Hastalarin klinik ve

laboratuvar bilgileri agagida verilmistir (Bakiniz tablo 4.4).

Tablo 4.4. BTK ekspresyonu bakilan hastalariin cinsiyet, yas ve klinik belirtileri.

. Y. - ..
Hasta Adi Cinsiyet ast Klinik Belirtiler
(yi)
Gegirilmis TBC, tekrarlayan solunum yolu
. enfeksiyonu, ates, pndmoni, otit, ndtropeni,
P24 (YiYa) E 13 Vsksiiriik, USYE, bisitopen, tiberkiiloz, Verruka
vulgaris, sik enfeksiyon,
Enfeksiyon, tekrarlayan bronsit ataklari,
P25 (EmAsVa)| E ! bronsiyolit, Sksiiriik, larenjit, siniizit, USYE




Tablo 4.5. BTK ekspresyonu bakilan hastalarin Ig ve lenfosit alt grup degerleri.
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Hasta Ad lgA e M IgE CD3+ CD4+ CD8+ CDI9  |CDL6+56 (NK)
PUA(YiYa) | <667(96-465) | SSO(O07-L958) | <417(832%0) | <L(L3LI6T) | 95684 | S0(LE) | N(8/) | 067 | 262
P5 (EmAVA) | <667(10303) | 1140(764-2134) | 8.29(69-387) | 45A(L3L165) | 8T(60T6) | (L4 | 20(8%) | 0@ | 7(410)

Referans araligi disindaki veriler koyu renk ile gosterilmistir (50,51).
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Iki erkek hastanin ortalama yas1 10 yastir (£4,2 yil). Iki hasta da oksiiriik, iist
solunum yolu enfeksiyonu, ve sik enfeksiyon sikayetleri ile boliimiimiize
basvurmuslardir. Yapilan genetik testleri sonucu iki hastada da BTK gen mutasyonu
saptanmistir. Yapilan laboratuvar analizleri sonucu iki hastada da IgA ve IgM
disiikliigi goriilmiistiir. Lenfosit alt gruplari i¢in yapilan laboratuvar testlerinde CD3+

T hiicre oraninda artis saptanmis, CD19+ B hiicre popiilasyonu goriilmemistir.

30
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Sekil 4.3. BTK mutasyou olan ve ekspresyonu bakilan hasta ve saglikli kontrollerin

analiz sonuglart.

Iki BTK gen mutasyonuna sahip hasta verileri ve ii¢ saglikli kontrol grubu ile
yapilan akim sitometri degerlendirmesinde, hastalarin BTK ekspresyonlar1 diisiik
oldugu goriilmiistiir. Istatistiksel degerlendirme, vaka sayismin yetersiz olmasindan

dolay1 yapilamamustir.

4.3 Akt/mTOR Yolak Proteinleri Bakilan Hastalarin Klinik ve

Laboratuvar Ozellikleri

Dort PIK3CD ve iki PIK3RI gen mutasyonu olan hasta ve iki saglikh
kontrolden bakilan fosfo S6 (p-S6), fosfo akt (p-Akt) ve fosfo mTOR (p-mTOR)
protein ekspresyonlar1t analiz edilmistir. Hastalarin klinik ve laboratuvar bilgileri

asagida verilmistir (Bakiniz tablo 4.6).
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Tablo 4.6. Akt/mTOR yolak proteinleri bakilan hastalarinin cinsiyet, yas ve klinik

belirtileri.
. Yasi .. .
Hasta Adi Cinsiyet Klinik Belirtiler
(yn)
P26 (De.EcSe) | K 6 Karm agrs), ishal, ates,
kusma, anal apse
P27 (Om.Sii.0d.) E 8 Pnémoni
P28 (Mu.Ka.0z) E 25 -
P29 (Gi.Un.) K 26 -
Ates, Oksiirtik, nefes
daralmasi, karm agrisi, kusma,
P30 (Ay.Se K 38 . .
(Ay.Se) ishal, halsizlik, yorgunluk, aft,
pndmoni, USYE




Tablo 4.7. Akt/mTOR yolak analizi bakilan hastalarin Ig ve lenfosit alt grup degerleri.
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Hasta Adi IgA 1gG gV IgE CD3+ CD4+ CD8+ CD19  |CD16+56 (NK)
P26 (De.Ec.Se) | <6,67(25-160) | 606 (598-2250) | 5,29 (46-304) | <1(1,31-165 | 85(56-75) | 50(28-47) | 30(18-35) | 0(14-33) 13 (4-17)
P27 (OmSiOd) | 80,8 (70-303) | 943 (764-2134) | 326 (46-304) | 7.89(1,31-165) | 62(60-76) | 33(31-47) | 26(18-35) | 3(13-27) 31 (4-17)
P28 (MuKa.Oz) | <667 (139-378) | 694(913-1884) | <4,17(88-322) | <1(1,31-165) | 68(56-84) | 27(31-52) | 39 (18-35) 5 (6-23) 25 (3-22)

P29 (GiUn.) <6,67(139-378) | 1040 (913-1884) | 754 (88-322) | <1(1,31-165) | 88(56-84) | 28(3152) | 57 (18-35) 8 (6-23) 3(3-22)

P30 (Ay.Se) 132 (139-378) | 1250 (913-1884) | 51,3(88-322) | 54,2(1,31-165) | 82(56-84) | 54(31-52) | 26(18-35) | 10 (6-23) 6 (3-22)

Referans aralig1 disindaki veriler koyu renk ile gosterilmistir (50,51).
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Iki erkek ve ii¢ kiz hastadan olusa hasta grubunun ortalama yas1 20,6 yastir
(13,4 y1l). iki hasta ates, kusma, karin agris1 ve ishal sikayetleri ile boliimiimiize
basvurmustur. Bes hastadan ikisinde herhangi bir klinik sikayet olmamus, iki hastada
pndmoni sikayeti mevcuttur. Yapilan genetik testler sonucu ii¢ hastada PIK3CD, iki
hastada PIK3RI gen mutasyonu saptanmistir. Yapilan laboratuvar testlerinde dort
hastada IgA ve IgM degeri diisiik, bir hastada IgM degeri yiiksek olarak saptanmustur.
Lenfosit alt grubu analizi i¢in yapilan testler sonucunda iki hastada CD16+56+ (NK)

hiicre orani yiiksek, ii¢ hastada CD19+ B hiicre orani yas araliklarina gore diisiik olarak

bulunmustur.
Hasta uns
P29 6} | B sastaeMm
B sast2 cDa0+IL4
z / \ /\s
A / / \
B3 /,/ \ / \
/ \ / \
B putite  jetenee Emenos i EEAMALLY BEROt: SEaocy P L3 ™ Al .l o | al

Sekil 4.4. B hiicrelerde fosfo-Akt proteini bakilan hasta ve kontrol. (turuncu:
uyarilmamig (unstimiile, uns); kirmizi: CD40 ve IL-4 ile uyarim; mavi: IgM ile

uyarim; C: kontrol).
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P28 c1 Hasta un
. Hasta IgM
B seste cDs0-14

1 ’j‘__:a
i>3

Sekil 4. 5. B hiicrelerde fosfo S6 proteini bakilan hasta ve kontrol. (turuncu:

uyarilmamis (unstimiile, uns); kirmizi: CD40, 1L-4 ile uyarim; mavi: IgM ile uyarim;

C: kontrol).

B hiicrelerde uyarim sorast Akt/mTOR yolaginin alt yolunda yer alan fosfo akt
ve fosfo S6 molekiillerine akim sitometri ile bakilmistir. Sonuglara gore, hastalar,
kendi uyarilmamis (unstimiile) hiicreleri ile karsilastirildiginda, P26 hastasinin IgM ile
uyarim yapilan tiipiindeki hiicreler uyarilmamis (unstimiile) tiipiindeki hiicreler ile
bezer fosforile akt ve S6 aktivitesi gosterdi. CD40+IL-4 uyarimi yapilan tiipteki

hiicreler ise uyarilmamis (unstimiile) tiipteki hiicrelere gore artmig fosforile akt ve S6

molekiil aktivitesi gosterdi.

P27 hastasinin IgM ve CD40+IL-4 ile uyarimi sonucunda uyarilmamis
(unstimiile) tiipline gore artmig fosforile akt ve S6 molekiilii goriildii. P28 ve P29
hastalarmin IgM ve CD40+IL-4 ile uyarimi unstimiile tiipii ile kiyaslandiginda
fosforile olan akt ve S6 molekiillerinin arttig1 goriilmektedir. P30 hastasinin IgM ve

CDA40+IL-4 uyarimi kendi uyarilmamis (unstimiile) tlipli gibi goriinmektedir. Hastanin

bazal fosforile molekiil miktar1 fazladir.
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izotip
wees  Saglikli kontrol
Hasta (P28)

%Say1

p-Akt i p-mTOR

Sekil 4.6. PIK3CD gen mutasyonu olan hastanin (P28) Akt/mTOR yolagi akim

sitometri analizi (gri: izotip kontrol; mavi: saglikli kontrol; pembe: hasta).

P28 hastasinda akt ve mTOR molekiilleri saglikli kontrole kiyasla uyarilma

sonras1 daha fazla fosforilasyona ugramigtir.

4.4 Proliferasyon Analizi Bakilan Hastalarin Klinik ve Laboratuvar

Ozellikleri

Bir hastada tanida kombine immiin yetmezlik diisiiniildiigli i¢in proliferasyon
yanitina bakildi. Bu hastada diisiik bulundu (Bakiniz sekil 4.7 a) ve yapilan genetik

analiz sonucunda P/K3R1 geninde homozigot mutasyona rastlandi.

mTOR yolaginda bozukluk saptanan hastada proliferasyon distkligi
bulunmasi nedeniyle ayni yolakta bozukluk olan hastalarin degerlendirilmesi amaciyla
dort PIK3CD ve bir PIK3RI gen mutasyonu olan hasta ve iki saglikli kontrolde hiicre
proliferasyonu analiz edilmistir. Hastalarin klinik ve laboratuvar bilgileri asagida

verilmistir (Bakiniz tablo 4.8).
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Tablo 4.8. Proliferasyon analizi bakilan hastalarinin cinsiyet, yas ve klinik belirtileri.

. Y: - .
Hasta Adi Cinsiyet ast Klinik Belirtiler
(ym
P26 (De.Ec.Se) | K 6 Karm agrs, ishal, ates,
kusma, anal apse
P27 (Om.Sii.0d.) E 8 Pnémoni
P29 (Gi.Un.) K 26 -
Ates, Okstiriik, nefes
daralmasi, karm agrisi, kusma,
P30 (Ay-Se) K 38 | shal, halsizlik, yorgunluk, aft,
pndmoni, USYE
Sik enfeksiyon gegirme, cilt
dokiitiisti, bcg as1 yerinde
P31 (Du.ELCa) K 4 ay kabariklik, tekrarlayan

pnomoni, idrar yolu
enfeksiyonu




Tablo 4.9. Proliferasyon bakilan hastalarin Ig ve lenfosit alt grup verileri.
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Hasta Adi IgA 19G IgM IgE CD3+ CD4+ CD8+ CD19  |CD16+56 (NK)
P26 (De.Ec.Se) | <667 (25-160) | 606 (598-2250) | 5,29 (46-304) <1(1,31-165) 85(56-75) | 50(28-47) | 30 (18-35) 0 (14-33) 13 (4-17)
P27 (OmSiOd.) | 80,8(70-303) | 943 (764-2134) | 326(46-304) | 7,89 (1,31-165) | 62(60-76) | 33(31-47) | 26 (18-35) 3(13-27) 31 (4-17)
P29 (GiUn.) <6,67(139-378) | 1040 (913-1884) | 7,54 (88-322) | <1(1,231-165) | 88 (56-84) 28(31-52) 57 (18-35) 8 (6-23) 3(3-22)
P30 (Ay.Se) 132 (139-378) | 1250 (913-1884) | 51,3(88-322) | 54,2(1,31-165) | 82(56-84) | 54(31-52) | 26 (18-35) 10 (6-23) 6 (3-22)
P31 (Du.ElLCa) | 435(17-69) | 2860 (463-1006) | 12,8 (46-159) | <1(1,31-165) | 525(49-76) | 5 (31-56) 50 (12-24) 2 (14-37) 22 (3-15)

Referans degerleri disinda kalan veriler koyu renk ile gosterilmistir (50,51).




40

Dort kiz ve bir erkek hastadan olusan hasta grubunda hastalarin ortalama yasi
15,65 yastir (£15.76 yil). iki hasta ates, kusma, Oksiiriik ve ishal sikayetleri ile
boliimiimiize bagvurmustur. Bes hastadan birinde herhangi bir klinik sikayet olmamas,
lic hastada pnomoni sikayeti mevcuttur. Yapilan genetik testler sonucunda {i¢ hastada
PIK3CD, iki hastada PIK3RI gen mutasyonu saptanmistir. Yapilan laboratuvar
testlerinde {i¢ hastada IgA, dort hastada IgM degeri diisiik, bir hastada IgM degeri
yiiksek olarak saptanmistir. Lenfosit alt grubu analizi i¢in yapilan testler sonucunda
iki hastada CD3+ T hiicre ve CD4+ T hiicre orani yiiksek, ii¢ hastada CD19+ B hiicre

orani diistik olarak bulunmustur.
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Sekil 4.7. P31, kontrol 1 ve kontrol 2’ye ait proliferasyon goriintiileri (a) P31 hastasi
histogram goriintiisii, b) kontrol 1, kontrol 2 dot plot goriintii; c) Kontrol 2 histogram

goriintiisli), (PHA-: uyarilmamis (unstimiile); PHA+: uyarilmis (stimiile); C: kontrol).
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Sekil 4.8. P26 ve P27 hastalarina ait proliferasyon goriintlisiic (PHA-: uyarilmamis

(unstimiile); PHA+: uyarilmis (stimiile)).
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Sekil 4.9. P29 ve P30 hastalarina ait proliferasyon goriintlisii (PHA-: uyarilmamis

(unstimiile); PHA+: uyarilmis (stimiile)).
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Sekil 4.10. P27 hastasinin cakistirmali proliferasyon goriintiisii (kirmizi: uyailmis

(stimiile); mavi: uyarilmamis (unstimiile)).

Hasta ve kontrollerden alinan kan oOrneklerinden elde edilen periferik kan
mononiikleer hiicrelerin PHA ile uyarilmasi sonucu uyarilmamis ve uyarilmis tiiplerde
inkiibasyon siiresi boyunca {i¢ farkli popiilasyon mevcuttur (Sekil 4.7, 4.8 ve 4.9). Bu
da 3 tur boliinme gergeklestigi anlamina gelmektedir. Hasta ve kontrol 6rnekleri kendi
iclerinde uyarimli-uyarimsiz karsilastirmasinda P27 hastasina ait 6rnek haricinde geri
kalan tiim 6rneklerde 3. tur boliinmede artis oldugu, 2. popiilasyondan 3. popiilasyona
gecisin varligr gozlemlenmektedir. P27 hastasina ait deney sonuglarinda hiicreler
inkiibasyon siiresi boyunca 1. turdan 2. tur proliferasyona gecis meydana gelmis ama

hiicreler 3. tur boliinmeyi gerceklestirememistir.
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Sekil 4.11. Hasta ve kontrol 6rneklerinin 3. popiilasyonlarina ait hiicre yiizdelerinin

uyarilmis/uyarilmamis (sti/uns) orani ile yapilan analiz grafigi.

[statistiksel degerlendirme, vaka sayismin yetersiz olmasindan dolayi

yapilamamustir.
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Sekil 4.12. Hasta ve kontrol orneklerinin 2. ve 3. popiilasyonlarina ait hiicre
yilizdelerinin toplanmasi ile elde edilen uyarilmig/uyarilmamig (sti/uns) orani ile

yapilan analiz grafigi.

Istatistiksel ~ degerlendirme, vaka sayisinin  yetersizliginden ~ dolayi

yapilamamustir.
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4.5 LRBA-CTLA-4 Ekspresyonu Bakilan Hastalarin Klinik ve

Laboratuvar Ozellikleri

Iki LRBA gen mutasyonu olan ve otoimmiinite ve inflamasyon bulunmasi
nedeni ile yedi LRBA, dort CTLA-4 klinik ve laboratuvar sitiphesi bulunan toplam
dokuz hasta ve yedi saglikli kontrolden bakilan LRBA/CTLA-4 protein ekspresyonu
akim sitometri yontemi ile analiz edilmistir. Hastalarin klinik ve laboratuvar bilgileri

asagida verilmistir (Bakiniz tablo 4.10).
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Tablo 4.10. LRBA-CTLA-4 ekspresyonu bakilan hastalarinin cinsiyet, yas ve klinik
belirtileri.

Yasi

Klinik Belirtiler
(y)

Hasta Adi Cinsiyet

Kizarklk, halsizlik, ates,
P15 (Em.Oz) E 18 | Herpes simpleks enfeksiyonu,
USYE, agrz ici aft
Bas agrisy, ates, eklem agrisi,

P16 (S1.0z) K 20 dokiintii, yorgunluk, karm ve
omuz agrisy, ishal, carpmti
Hepatosplenomegali, atipik yiiz,
P17 (Se.Ka.) K 7 karm sigligi, ishal, kusma,
akciger pnomoni, [YE
P18 (Be.Su.Ya.) K 11 Apyzici yaralar, USYE,
Pnomoni, otit, burun akmtisy,
P19 (Ay.Ak.) K 16 Oksiiriik, sik bogaz ve kulak
enfeksiyonu, kilo kaybi
P20 (C1Se.) E 5 Ishal, dokiintii, l.s.tahsmhk, kilo
kayby, allerji, kusma
Dokiintii, bacak agrisi,
P21 (GiiZe.) K 5 tekrarlayan trombositopeni,
USYE
P22 (0zCo.) K 15 Allerji, bulant:
P23 (Ah.Sa) E 16 Sag ac lobektomi ykiisii,

pndmoni, USYE, ishal, 6ksiirikk

*ac: akciger



Tablo 4.11. LRBA/CTLA-4 ekspresyonu bakilan hastalarin Ig, lenfosit alt grup ve double negatif T hiicre degerleri.
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Hasta Adi IgA (mg/dL) 1gG (my/dL) IgM (mg/dL) IgE(UUmL) | CD3+(%) | CD4+(%) | CD8+(%) | CDI19+(%) |CD16+56 (NK) (%) (D';")ug'i;;g::;)
PI5(EmOz) | 262(139-378) | 1600 (913-1834) | 60,6 (88-322) | 1855(L31-165) | 70(56-84) | 39(31-52) | 45(18-35) 9(6-23) 16 (3-22) 4
PI6(S10z) | 105(139-378) | 1350 (913-1884) | 250 (88-322) | 557 (L31-165) | 89 (56-84) | 51(31-52) | 36(18:35) | 7(6-23) 3(3-22)
P17 (Se.Ka.) 65,8 1070 (764-2134) | 765 (78-261) | 594 (131-165) | 83 (56-75) | 36(28-47) | 42(16-30) | 9 (14-33) 7(4-17) 8
P18 (Be.SuYa) | <6,67(45-250) | 1200 (835-2004) | 211 (47-484) | 591(131-165) | 75(60-76) | 4131-47) | 31(18-35) | 20(13-27) 5 (4-17) 2
P10 (AyAk) | 175(82453) | 991(913-1884) | 366(46-304) | 24(131-165 | 56(56-84) | 33(31-52) | 22(18-35) | 29(6-23) 10 (3-22) 2
P20 (C15¢) 687 (15-90) | 1290 (200-1070) | 106 (66-228) | 364 (1,31-165) | 59(49-76) | 53(31-56) | 14(12-24) | 39 (14-37) 2(3-15)
P21 (GiiZe) | 142(57-282) | 1380 (420-1200) | 216 (78-261) | 883 (L3L-165) | 76(56-75) | 40(28-47) | 30(16-30) | 12(14-33) 9 (4-17) 3
P22 (0zCo) | 142(100-447) | 878(876-2197) | 105(75-448) | <1(131-165) | 80(56-84) | 20(31-52) | 58(18-35) | 15(6-23) 4(3-22) 3
P23 (AhSa) | <6,67(45-250) | 696 (913-1884) | 19,7(46-304) | <1(131-165) | 71(56-84) | 22(31-52) | 48(18-35) | 14(6-23) 12 (3-22) 23

Referans araligi disindaki veriler koyu renk ile gosterilmistir(51) (50).
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Alt1 kiz, ii¢ erkek olan hastalarin ortalama yas1 12,2 yastir (=6 yil). Dokuz
hastanin dordii iist solunum yolu enfeksiyonu ve ishal sikayeti ile bagvurmuslardir.
Yapilan laboratuvar analizleri sonucu, dokuz hastanin besinde IgM degeri diisiik
bulunmustur. Lenfosit alt grup analizlerinde bes hastada CD8+ T hiicre oran1 ve ii¢

hastada CD3+ T hiicre orani yiiksek olarak saptanmustir.

A )
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-
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s JuXiuhadnds
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Sekil 4.13. LRBA ekspresyonu diisiik ¢ikan hastaya ait akim sitometri goriintiisii.

(gri:izotip kontrol; kirmizi: saglikli kontrol; mavi: hasta).
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Sekil 4.14. CTLA-4 ekspresyonu normal ¢ikan hastaya ait akim sitometri goriintiisii.

(kirmuzi:izotip kontrol; mavi: saglikli kontrol; yesil: hasta).
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Sekil 4.15. Mutasyona sahip hasta, mutasyon siiphesi olan hasta ve kontrol grubundan

bakilan LRBA ekspresyonu grafigi.

Mutasyona sahip bir hastada LRBA proteini kontrol grubuna kiyasla medyan
degeri yaklasik olarak dort kat diisiik bulunmustur. Istatistiksel degerlendirme, vaka
sayisinin yetersiz olmasindan dolay yapilamamustir.

LRBA mutasyonu olan bir hastada LRBA protein ekspresyonu kemik iligi nakli
sonras1 bakildigr icin hastaya ait veriler grafiginde yer almamistir. Bu hastaya ait

protein ekspresyonu nakil sonrasinda kontrol grubuna benzerdir.
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Sekil 4.16. Mutasyon siiphesi olan hasta ve kontrol grubundan bakilan CTLA-4

ekspresyonu grafigi.
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CTLA-4 siiphesi olan dort hastadan bakilan protein ekspresyonu kontrol grubu
ile karsilastirildiginda benzer boyama indeksi degerlerine sahiptir. Vaka sayisi

yetersizliginden dolay1 istatistiksel analiz yapilamamistir.



Tablo 4.12. Hastalarin genetik test sonuglari.

Hasta Adi DOCKS8 LRBA CTLA-4 BTK PIK3RI PIK3CD Diger
C.2275G>A
. p. Val759Met (hom)
P1 (Ka.Oz) .528G>C - - - - - -
p.GIn176His (hom)
. c.1648 C>T
P2 (Hi.Ay. - - - - - -
(HiAY) p.R550* (het)
P3 (Mu.Es.Y1) - - - - - - R
. ekzon 1-10
P4 (Or.Ci. - - - - - -
(OrCi) delesyonu
P5 (ALGo.Is.) - - - - - - -
P6 (Du.Ac.) - - - - - - -
P7 (Nu.De.) ¢.3121-3A>G - - - - - B}
€.3460C>T
P8 (As.Me. - - - - - -
( e) p.Argl154Cy
P9 (D0.K0.) ekzon 1-9 hom i i ) i ) ]
delesyon
P10 (FuMeHa) | ©KZon1-10hom ; - - ] ] ]
delesyon
€.3067-3068dupAT
Pit(RuSa) p.V1024f5*13 ] ] ] ] ] )
MEFV ¢.2080A>G p.
Met694Val (het)
P12 (Ha Hi.Y1) - - - - - - SLC22A4 ¢.769C>T het
FBN1 ¢.3206C>T

p.Thr1069lle (het)

P13 (Ay.Be.)

P14 (Om.As.Ay.)

P15 (Em.0Oz)

C1QA (hom)

50



Tablo 4.12 (Devam). Hastalarin genetik test sonuglari.

Hasta Adi DOCKS LRBA CTLA-4 BTK PIK3RI PIK3CD Diger
CARD14 15. ekzon
. €.211G>A (het)
P16 (810z) NLRP12 3. ekzon
€.629C>T (het)
c.3811C>T
P17 (Se.Ka.) - D.R1271% - - - -
P18 (Be.Su.Ya.) - - - - - - DSC2 exon 1 (het)
P19 (Ay.Ak.) - - - - - -
FOXP3
P20 (C1.Se.) - - - - - - C-2345GA
P21 (Gii.Ze.) - - - - - -
ADA
P22 (0zCo.) - - - - - - c.1143A>T
p. 381S (hom)
c.3811C>T
P23 (Ah.Sa.) - o R1271* - - - - -
.1603G>T,
P24 (Yi.Ya.) - - - p.Val535Phe - - -
(hemizigot)
€.86cC>T
P25 (Em.As.Va. - - - ' - - -
(EmAs.Va) p.R288W
P26 (De.Ec.Se.) - - - - €.837-1G>A (hom) -
. c.1574A>G
P27 (Om.Sii.Od. - - - - -
(Om.5i.0d.) p.GlU525Gly
i c.712C>T
P28 Mu.Ka.Oz. - - - - -
8 (Mu.Ka.0z) p.Leu238Phe (het)
. c.2705G>A
P29 (Gi.Un.) - - - - 0.Arg902GIn -
€.2705G>A
P30 (Ay.S - - - - -
(Ay.Se) p.Arg902GIn

P31 (Du.EL.Ca)

c.716C>T
p. Thr239Met
(hom)

51
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5. TARTISMA

Primer immiin yetmezlikler, immiin hiicre ve bilesenlerinin {iretiminde gérev
alan cesitli genlerde meydana gelen mutasyonlardan kaynaklanan ¢oklu hastalik
grubudur. Hastaligin teshisi i¢in klinik belirtilerin yani1 sira, laboratuvar bulgulari da
gerekmektedir. Tam kan sayimi, Ig serolojik testleri, asi titreleri ve kanda kompleman
seviyeleri hastalik siiphesi hakkinda bilgi verirken kesin tami i¢in yeterli bilgi
saglamamaktadir. Kesin taninin saglanmasi i¢in yeni nesil dizileme teknikleri ve
molekiiler analiz yontemleri kullanilmaktadir. Yeni nesil dizileme yonteminin pahali
olmasi, uzun siirmesi ve her merkezde bulunmamasi hastalik teshis ve tedavisinde
gecikmelere neden olmaktadir. Akim sitometrinin yeni nesil dizileme yontemine gore
kolay, ucuz ve ulasilabilir olmasi, baz1 PIY gruplarinda erken taninin saglanmasinda
yardimer oldugu yapilan pek cok calismada gosterilmistir (41,44). Akim sitometri
yontemi ile dogal 6ldiiriicti hiicre sitotoksisitesi, hiicre i¢i sitokin iiretimi, hiicre ici
sinyal yolaklar1 ve hiicre yiizey ve i¢i protein lretimi gibi alanlarda veri elde
edilmektedir (52).

Bu tez ¢alismasinda, PIY hastaligina sebep olacak bir mutasyona sahip olan
hastalarda patojeniteyi belirlemek i¢in klinik ve laboratuvar incelemelerinde spesifik
molekiilii isaret eden PIY siiphesi duyulan hastalarda ise genetik testten dnce akim
sitometri ile tan1 konulabilmesi i¢in akim sitometri yonteminden yararlanilmistir.
Yapilan akim sitometri analizlerinde mutasyona sahip hasta grubunda saglikli kontrol
grubu ile karsilastirildiginda ciddi azalmig bir protein miktar1t mevcut iken, hastalik
stiphesi olan hastalarda azalmis, artmis ve normal ifadeler goriilmektedir.

DOCKS8 mutasyonuna sahip hasta grubunda hiicre ici DOCKS8 molekiil miktari
kontrol grubu ile karsilastirildiginda hasta grubunda molekiil ekspresyonunun daha az
oldugu istatistiksel olarak saptanmistir (p<0,05). Klinikte DOCKS eksikligi ile benzer
fenotipte olan ve immiinolojik sonuglarinda yiiksek IgE degerine sahip olan hastalarda
DOCKS gen mutasyonu olabilecegi diisiiniilmiis ve hastalar genetik analizden once
akim sitometri yontemi ile calisilmistir. Bakilan hastalar igerisinde DOCKS
ekspresyonu diisiik olan hastalarin olmasina ragmen, popiilasyondaki molekiil
ekspresyonunda farkli ifade diizeylerinden dolay1 istatistiksel bir anlamlilik
saptanamamustir. Misir merkezli yapilan bir ¢alismada incelenen DOCKS eksikligi

sliphesi olan hastalarda protein ekspresyonu akim sitometri yontemi ile bakilmis ve bu
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hastalarda protein ekspresyonunun diisiik oldugu saptanmistir. Bu hastalara sonradan
yapilan genetik analizde DOCKS$ gen mutasyonuna sahip olduklar1 anlagilmis ve akim
sitometrinin DOCKS eksikligi sliphesi olan hastalarda erken tan1 ve tedavi igin
kullanilabilecek bir yontem oldugu vurgulanmistir (41). Misir merkezli yapilan diger
bir calismada, 15 DOCKS eksikligi siiphesi olan hasta incelenmis ve bu hastalara tani
akim sitometri yontemi ile koyulmustur. Ayni makalede DOCKS eksikliginin,
otozomal baskin HIES e benzer klinik belirtiler gdstermesinden dolay1 genetik analize
erisimin olmadig1 yerlerde akim sitometrinin tant koymada yeterli oldugu
savunulmustur (12). Sadece genetik analiz erisimi olmayan iilkelerde degil, daha hizli
sonu¢ vermesi nedeniyle genetik analiz erisimi miimkiin iken de yardimci
olabilmektedir. DOCKS mutasyon varligi olan yedi hastanin yedisinde de DOCKS
ekspresyonu diislik bulunmus ve akim sitometrinin DOCKS tanisinda %100 oraninda
tantya yardimci oldugu goriilmiistiir.

DOCKS gen mutasyonuna sahip bir hastamiza (P4) 2017 yilinda kemik iligi
nakli yapilmais, nakilden birkag yil sonra DOCKS8 ekspresyonu akim sitometri yontemi
ile analiz edilmistir. Nakil sonras1 analizlerinde hala diisitk DOCKS8 ekspresyonu olan
hastanin kimerizm sonuglarina bakildiginda, diisik bulunmustur (%37). DOCKS
protein ekspresyon diisiikliigii ve kimerizm degeri arasinda pozitif bir korelasyon
mevcut oldugu goriilmektedir.

BTK gen mutasyonuna sahip iki hastada yapilan akim sitometri
degerlendirmesi ile hastalarda protein ekspresyonunun kontrol grubu ile
karsilastirildiginda diisiik oldugu saptanmis, fakat hasta sayisinin yetersiz olmasindan
dolay: istatistiksel analiz yapilamamigtir. Literatiirde, istatistiksel degerlendirmenin
yapilmadigr 106 hipogamaglobulinemisi olan hastalarda genetik testten 6nce BTK
ekspresyonuna akim sitometri ile bakilan 91 ailenin 78’inde protein ekspresyonunun
olmadig1 ve sonradan yapilan genetik analizlerde 76 ailede BTK gen mutasyonu
saptandig1 bildirilmistir. Akim sitometrinin, BTK eksikliginde tani igin giivenilir bir
ara¢ oldugu vurgulanmistir (46).

Kombine immiin yetmezlik diisiiniilen ve lenfosit proliferasyon testi diisiik
bulunan bir hastada (P31) PIK3RI geninde homozigot mutasyon saptandi. Hastanin
kaybedilmesi nedeniyle mTOR yolak analizi yapilamasa da proliferasyon yanit1 diisiik

bulundu. Hastada fonksiyon kaybi ile giden bir mutasyon mevcut olabilecegi
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diisiiniildii. Bu durum daha once literatiirde rapor edilmedigi i¢in orijinal bir bulgu
olabilir. Bazen de hastalarda agir enfeksiyon ve immiin disregiilasyon durumunda
lenfosit proliferasyon yanitinda diisiiklik goriilebilir (klinik tecriibbe (DCA)). Bu
nedenle, bu hastalikta diisiik lenfosit proliferasyon oldugunu bir hastadaki
degerlendirme sonucuna dayanarak soylemek miimkiin degildir. Bu gende (PIK3RI)
homozigot mutasyon bulunan hastalarda ileride bu a¢idan degerlendirme yapilmasi
planlandi. Ayrica ayn1 yolakta bozukluk olan birka¢ hastaya da lenfosit proliferasyon
testi yapilmasi planlandi. Dort PIK3CD ve iki PIK3RI gen mutasyonuna sahip alt1
hastada yapilan akt/mTOR yolak analizinde dort hastada PIK3CD fonksiyon kazanim
mutasyonu, iki hastada PIK3RI fonksiyon kaybi mutasyonu oldugu saptanmistir.
Yolak analizi, hastaligin patojenitesini anlamada Onemli bir veri saglamustir.
Fonksiyon kazanim mutasyonu olan hastalarin uyarilmamis (unstimiile) tiiplerindeki
hiicrelerin uyarimdan sonra fosforile molekiil oran1 kontrol grubu ile
karsilastirildiginda daha fazla artis gostermistir. Fonksiyon kaybi olan hastalarda ise
fosforile molekiil oran1 kontrolden daha diisiiktlir. P27 hastas1 fonksiyon kazanim
mutasyonuna sahiptir. Buna ragmen bazal fosforile molekiill miktar1 ile
karsilastirildiginda uyarim sonrasi fosforile olan molekiil miktarindaki artis azdir.
Bunun sebebi mutasyonun o6zelliginden veya degerlendirmenin B hiicrelerde
yapilmasi nedeniyle diisiik B hiicre oranindan kaynaklaniyor olabilir. P28 hastasinin
mutasyonu diizenleyici alt birimde bulunmasindan dolay1 hastanin uyaranlara yaniti,
fonksiyon kazanim hastalari ile benzerdir.

Yine akt/mTOR yolagi etkilenen hastalarda bakilan hiicre proliferasyonunda,
hastalara ait hiicreler (P28 haric) kontrole benzer ¢ogalma saglamistir. Hiicreler PHA
ile uyarilmistir. PHA, hiicre yiizeyindeki glikoproteinlere baglanarak Ca*? bagimli
yolag1 uyararak nuclear factor of activated T cells (NFAT) transkripsiyon faktoriinii
aktiflestirerek hiicre boliinmesini tesvik eder (53). Akt/mTOR yolaginin aktiflesmesi
ile glycogen synthase kinase 3 (GSK-3f) inaktifleserek NFAT yolag: aktiflestirilir
(54). Bu yolakta mutasyona sahip hastalarda hiicre proliferasyonu calisildiginda.
fonksiyon kazanimi olan hastalarda hiicre proliferasyonu artmis olarak
gozlemlenmistir.

LRBA ve CTLA-4 ekspresyonu bakilan hastalardan, mutasyona sahip
hastalarin LRBA ekspresyonu diisiik iken, mutasyon siiphesi olan LRBA ve CTLA-4
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hastalarinda ekspresyon, saglikli kontrol grubu ile benzerdi. Her iki grupta da hasta
sayisinin yetersizliginden dolayi istatistiksel analiz yapilamamaistir.

Kwon ve arkadaslarinin (43) yaptigi ve 57 LRBA eksikligi siiphesi olan
hastalarin tanisinda akim sitometrinin %94 sensitivite sagladigi1 kaydedilmistir. Misir
merkezli yapilan calismada ise, 99 immiindisregiilasyon siliphesi olan hastanin yirmi
yedisinin akim sitometri ile tan1 aldig1 belirtilmistir (41,42). Bizde de LRBA mutasyon
varlig1 olan 1 hastada LRBA ekspresyonu diisiik bulunmustur.

LRBA eksikligi nedeni ile nakil yapilan bir hastamizda (P23), nakil sonrasi
bakilan LRBA ekspresyonu, saglikli kontrol ile benzerdir. Bu hastanin testin yapildig:
tarthteki kimerizm degeri %95°tir. Hastanin nakil sonrasi protein ekspresyonu ile
kimerizm sonucu pozitif korelasyon gostermistir.

Molekiiler analizler ile azalmig protein ekspresyonu gosterilse bile biiyiik
delesyonlar ve gen eklenmesi veya c¢ikarilmasindan kaynaklanan mutasyonlar, yeni
nesil dizileme analizlerinde yanlis filtreleme yiiziinden tanimlanamamaktadir (55). Bu
nedenle genetik testin yaninda hastaligin patojenitesini anlamak i¢in fonksiyonel
testlerin yapilmasi hastalik tan1 ve tedavisinde 6nem arz etmektedir. Sevil Oskay
Halagli tarafindan yapilan bir meta analiz sonucuna gore protein ekspresyon
seviyesinin ve etkilenen protein-hastalik siddeti arasinda iliski oldugunu ortaya
koymustur (55).

Yapilan bazi calismalar, akim sitometrinin, immiin hiicre gruplarinin ve alt
gruplarinin, fonksiyonlarmin ve hiicre i¢i protein ekspresyon seviyelerinin
belirlenmesinde, degerlendirilmesinde, hastaliklarin siniflandirilmasinda ve tani
koymay1 arttirmada, yeni nesil dizileme tekniklerine kiyasla daha hesapli, daha hizli,

klinik karara yardimci olan ve kolay bir ara¢ oldugu belirtilmistir (43), (45).

Dort DOCKS eksikligi ve tic LRBA eksikligi hastasinin nakil 6ncesi protein
ekspresyonlarinin diisiik oldugu saptanmistir. Daha sonra bu hastalara kemik iligi nakli
yapilmustir. Nakilden sonra degerlendirme yapilip nakil Oncesi ile karsilagtirilmali
olarak degerlendirilmesi planlanmistir. Nakil 6ncesi ekspresyonun diisiik oldugu
bilinen hastalarda nakil sonrasi yiiksek ¢ikmasi engrafmanin yeterli oldugunu
gostermektedir. Nakil sonrasi yapilacak olan protein ekspresyonu analizi ile
ekspresyon miktarinin saglikli kontrol grubuna gore diisiik olusu kimerizm analizi

yapilmadan once nakil basaris1 hakkinda yorum yapmamiza olanak saglayacaktir. Bu
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nedenle akim sitometri yontemi ile bakilan protein ekspresyonlari nakil sonrasi
hastalarda engrafman agisindan yol gostericidir.

Nakil yapilmis iki hastada DOCK8 ve LRBA ekspresyonu bakilmistir ve
sonuclar hastalarin kimerizm degerleri ile benzer deger tasiyan klinik sonuca
gotiirdiigi dikkati ¢ekmistir.. Bu iki hasta orneginde oldugu gibi akim sitometri
sonuglari ile kimerizm arasinda pozitif bir korelasyon vardir. Akim sitometri yontemi,
protein ifade diizeyinin etkilendigi mutasyona sahip hastalarda nakilden sonra
kimerizm testi yerine kullanilabilecek alternatif bir yOntem olarak karsimiza
cikmaktadir.

Bu tez calismasinda 6rneklem biiyiikliigiiniin az olmasindan dolay1 mutasyona
sahip hasta grubu ile kontrol grubu karsilastirmasinda istatistiksel analiz sonucu bir
anlamlilik bulunmamistir. Yedi hastanin kemik iligi naklini yakin zamanda olmasi
ve/veya 1l disinda yasamalarindan dolayr nakil sonrasi ekspresyon analizi
bakilamamustir. PIY siiphesi bulunan bazi hastalarin genetik analiz sonuglarmin
olmamasi karsilastirmay1 zorlastirmistir. Bu durumlar, ¢alismanin kisithliklaridir.

Akim sitometri ile protein ekspresyon analizinin farkli gen bozukluklarinda
daha yiiksek oranda taniya yardimci oldugu goriilmektedir. Buna ragmen, hizli, pratik
bir yontem olarak klinik uygulamada erken tanida yarar saglamaktadir.

Ekspresyon testleri yaninda yolak analizleri de yine erken tanida genetik
testlerden dnce, buna ek olarak immiinsiipresif tedavi planlamasinda tedaviye yonelik
fayda saglamaktadir.

Genetik bozukluklarin dizileme analizleri ile saptandigi fakat yeni tanimlanan
varyantlarin varliginda varyantin patojenitesinin belirlenmesi yapilacak ileri
molekiiler analizlerle miimkiindiir. Bu tezde gergeklestirilen ¢alismalar bu analizlerde

onemli yer alan ¢aligmalardir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Genetik teste erisim imkan1 olmayan merkezlerin protein ifadesini etkileyen
mutasyonlar i¢in hastaligin tan1 ve tedavisinde akim sitometri yOntemi
kullanimi giivenilirdir.

DOCKS mutasyonuna sahip hastalarda protein ekspresyonu saglikli kontrol
grubuna gore diisiikk oldugu tespit edilmistir (p<0,05). Yedi DOCKS gen
mutasyonu olan hastanin yedisinde de diisiik olarak saptanmuistir.

LRBA mutasyonuna sahip bir hasta protein ekspresyonu saglikli kontrol
grubuna gore diisiik oldugu tespit edilmistir.

BTK mutasyonuna sahip hastalarda protein ekspresyonu saglikli kontrol
grubuna gore diisiik oldugu tespit edilmistir. Iki BTK mutasyonuna sahip
hastanin ikisinde de diisiik olarak saptanmustir.

PIK3CD ve PIK3RI genlerinde mutasyonu olan hastalarin akt/mTOR yolagi
uyarimsiz durumlarina gore fonksiyon kazanimi olan hastalarda p-akt ve p-S6
artmistir.

PIK3RI geninde homozigot mutasyon saptanan hastada lenfosit proliferasyon
yanit1 diisiik iken PIK3CD ve PIK3RI genlerinde fonksiyon kazanimi olan
hastalarda hiicre proliferasyonunun, fonksiyon kayb1 olan hastalara oranla ti¢
kat daha fazla arttig1 goriilmiistiir.

Protein distikligli ile seyreden mutasyonlarda akim sitometri yontemi ile
protein varliginin 6l¢iimii erken tani yaklasimini desteklemektedir.

Yolak analizleri, fonksiyon kayb1 ve kazanimu ile iligkili mutasyonun varliginin
dogrulanmasinda kullanilabilecegi gibi inflamatuvar hastaliklarda tedavi
planlamasinda da fayda saglayabilmektedir.

Nakil sonras1 bakilan protein ekspresyonu nakil oncesi ile karsilastirilarak
engrafman ve naklin bagaris1 hakkinda bilgi vermektedir.

Nakil sonrasit bakilan protein ekspresyonu hastanin kimerizm degeri ile
ortiismektedir. Bu nedenle nakil sonrasi bakilan protein ekspresyonu nakil
oncesi ile karsilastirilarak engrafman ve naklin basarisi hakkinda bilgi
verebilmektedir. Protein diigiikliigii oldugunu bildigimiz gen bozuklugu olan
hastalarda kemik iligi nakli sonrasi protein artisinin goriilmesi kimerizm

analizi ile benzer olmasi, klinik agidan onemlidir. Protein ekspresyonunun



58

olmamasi ise bu hastalarda kemik iligi reddini diistindiirebilmekte, tekrar nakil
ihtiyacini ortaya koymada kimerizm analizini destekleyici parametre olarak
kullanilabilmektedir.

11. Akim sitometri, hastalik tan1 ve tedavisinde klinisyenlere hizli bir yaklagim

sunmaktadir.
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