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OZET

Tan,C. Muhtemel Otoimmiin Lenfoproliferatif Sendrom (ALPS) Tamsiyla izlenen
Hastalarin Bilinen Molekiiler Defektler Yoniinden Arastirllmasi.Hacettepe Universitesi
Saghk Bilimleri Enstitiisii immiinoloji Doktora Tezi, Ankara,2014. Apoptozis immiin
sistem homeostazisinde 6nemli rol oynamaktadir. Apoptozis mekanizmalarinda onemli
molekiiller olan Fas-FasL etkilesimi immiin cevabin sonlandirilmasinda, lenfosit yasam
stiresinin  diizenlenmesinde, immiin toleransta Onemli rol oynamaktadir. Apoptozisi
diizenleyen genlerdeki defektler lenfosit homeostazisinin bozulmasina ve kronik
lenfodenopati ve/veya splenomegali, baglica otoimmiin sitopeni olmak iizere otoimmiin
bulgular ve lenfoma gelismesine yatkinlikla ortaya c¢ikan otoimmiin lenfoproliferatif
sendrom (ALPS); ve ALPS ile ilgili (ALPS related) hastaliklara yol agmaktadir. ALPS
vakalariin ¢ogu FAS genindeki mutasyonlarla ortaya c¢ikar. Somatik FAS mutasyonlari
ALPS’den ikinci siklikta sorumludur. Daha az sayida hastada FAS Ligand (FASL) veya
CASPASE10 (CASP10) genlerinde mutasyon mevcuttur. CASPASE 8(CASP8), NRAS ve
KRAS mutasyonlar1 ALPS ile ilgili az sayida hastaliktan sorumludur. ALPS tani kriterlerini
tasiyan ancak mutasyon saptanmayan hastalar ALPS-Unknown (ALPS-U) olarak
siiflandirilmaktadir. ALPS tamist alan ancak mutasyonu saptanamayan hastalar tiim
olgularin yaklagik 1/3’{inii olusturmaktadir. ALPS’nun klinik prezentasyonunun FAS
defektine ek olarak diger genlerdeki varyasyonlardan da etkilendigi goriilmektedir. FAS,
FASL ve CASP8 apoptoziste anahtar rol oynayan molekiillerdir, bunlardaki defekt kanser
gelismesine hassasiyete yol acabilmekte ve prognozunu etkileyebilmektedir. Birgok galigma
FAS genindeki niikleotit degisikliklerinin otoimmiin hastaliklara ve kansere yatkinlik ile
iligkili oldugunu gostermistir. Bu calismada 2009°da gézden gegirilen ALPS tani kriterleri
ile muhtemel ALPS tanisi alan, akraba olmayan 25 hastada ikincil aksesuvar tani kriterlerini
olusturan Biyobelirte¢ ve altta yatan molekiiler eksiklikleri saptamak tizere FAS, FASL ve
CASP8 genlerinde DNA dizi analizi yontemi ile mutasyon taramasi yapildi. FAS, FASL ve
CASP8 genlerinde mutasyon tespit edilmedi. Ancak hastalarimizda FAS SNP rs2234978
(homozigot minér T allel) ve CASP8 rs1045487 (heterozigot mindr A allel) siklig
kontrollere gore Onemli diizeyde yiiksek bulundu (sirasiyla p=0.001 ve p=0.004).
Biyobelirteg profili FAS gen defektini diisiindiiren ancak germline mutasyonu bulunmayan
bir hastada DNT (gift negatif T) hiicrelerden elde edilen DNA o6rneginde de FAS geninde
mutasyon tespit edilmedi. Sonuglar CASP8 6zelliklede FAS genindeki polimorfizmin ALPS
fenotipinin gelismesine hassasiyete katkida bulunabilecegini diisiindiirmektedir. Bu
polimorfizmlerin hastalifa yatkinliga yol agmasinda rol alabilecek olasi mekanizmalarin
belirlenmesi i¢in gen ekspresyonu ve fonksiyonel ¢alismalarin yapilmasi; hastaliga yol
acabilecek heniiz bilinmeyen gen defektlerinin tiim ekzom veya tiim genom analiz
yontemleri ile aragtirilmasi gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler: Apoptozis, FAS, CASP8, ALPS, SNP

Destekleyen Kurumlar : H.U.B.A.B, (FON 11/19)
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ABSTRACT

Tan,C. Screening of patients with the diagnosis of probable ALPS for known
molecular defects. Hacettepe University Institute of Health Sciences,Ph.D.
Thesis in Immunology, Ankara, 2014 Apoptosis plays a crucial role in immune
homeostasis. The interaction between Fas and FasL, essential molecules in an
apoptosis pathway, play an important role in the termination of the immune response,
regulation of lymphocyte survival, and immune tolerance. Defects in genes that have
role in apoptosis pathways result in dysregulation of lymphocyte homeostasis and
development of ALPS and ALPS related disorders which are characterized by
chronic lymphadenopathy and/or splenomegaly, autoimmune features, most
commonly autoimmune cytopenias, and susceptibility to development of lymphoma.
Most cases of ALPS are associated with germline heterozygous mutations of the FAS
gene. Somatic(s) FAS mutations constitute the second most common genetic defect.
In a small number of patients FASL and CASP10 gene defects are responsible for
ALPS; CASP8, NRAS and KRAS mutations, for ALPS related diseases. Patients who
fulfill ALPS diagnostic criteria in whom no causative mutations can be identified are
classified as ALPS-Unknown (ALPS-U) and comprise about one third of all cases.
In addition to the Fas defects, clinical presentation of ALPS appears to be influenced
by modifier genes. The FAS, FAS ligand (FASL), and CASP8 are key molecules in
apoptosis and defects in related genes may create a susceptibility to cancer
development and may effect its prognosis. Studies showed that nucleotide changes in
Fas gene contribute to susceptibility to autoimmune diseases and cancer. We
investigated biochemical markers (sFas-L, IL-10, IL-18, vitamine B12) that
constitute the secondary accessory diagnostic criteria for ALPS, and performed
sequence analysis to detect underlying FAS,FASL and CASP8 gene defects in 25
unrelated patients with the diagnosis of probable ALPS according to criteria revised
in 2009. No mutation was found in the FAS, FASL or CASP8 genes. However, we
found the frequencies of SNP rs 2234987 of FAS gene (homozygous minor T allele)
and rs1045487 of CASP8 (heterozygous minor A allele) significantly increased in
our patients comparing healthy controls (p=0.001 and p=0.004 respectively). sFAS
mutation was studied in DNA sample extracted from DNT (double negative T) cells
but not demonstrated in a patient whose biochemical markers’ levels were suggestive
for Fas defect and without germline FAS mutation. Our results suggest that CASP8
and FAS gene polimorphisms in particular, may contribute to the susceptibility to
ALPS phenotype. To determine the responsible mechanisms for the possible effect of
these polymorphisms on the susceptibility to the disease, functional and gene
expression studies; and to discover the mutations in yet unknown genes Whole
Exome(WES) and Whole genom (WGS) studies should be done.

Key Words: Apoptosis, FAS, CASP8, ALPS, SNP
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1.GIRIS

Apoptozis immiin sistem homeostazisinde O6nemli rol oynayan bir
mekanizmadir. Lenfositler patojen ile karsilastiklarinda hizla ¢ogalmakta ve antijen
eliminasyonundan sonra antijene cevap veren hiicrelerin ¢ogunlugunun ortadan
kayboldugu kontraksiyon fazi ortaya ¢ikmaktadir. Bu kontraksiyon fazi aktive olmus
hiicrelerin apoptozu ile olmaktadir. Aktive lenfositlerde Fas-FasL etkilesimi immiin
cevabin sonlandirilmasinda, lenfosit yasam siiresinin regiilasyonunda rol
oynamaktadir (1) . Apoptozis immiin toleransta da rol oynamaktadir. Timusta ve
kemik iliginde lenfosit gelisimi sirasinda self reaktif T ve B lenfositler apoptozis ile
ortadan kaldirilmakta, apoptozis periferal toleransin idamesinde de rol almaktadir.
Apoptozisi regiile eden genlerdeki defektler lenfosit homeostazisinin bozulmasina ve
ALPS ve ALPS ile ilgili hastaliklara yol agmaktadir (2) . ALPS, poliklonal
lenfositlerin birikimi sonucu ortaya ¢ikan lenfodenopati ve/veya splenomegali, 6n
planda otoimmiin sitopeniler olmak {izere otoimmiin hastalik bulgular1 ve periferik
kanda DNT hiicrelerin artis1 ile karakterize genetik bir hastaliktir. Hastalarda
lenfoma gelismesine de yatkinlik gériillmektedir (3) .

ALPS vakalarinin ¢ogu Fas genindeki mutasyonlarla ortaya ¢ikar. Somatik
FAS mutasyonlar ikinci siklikta bulunan sorumlu genetik defekti olusturmaktadir
(4). Daha az sayida hastada Fas-FasL yolaginda bulunan efektdr molekiiller olan
FasL veya CasplO genlerinde defekt mevcuttur. CASP8, NRAS ve KRAS
mutasyonlar1 da az sayidaki hastada ALPS ile ilgili hastaliklardan sorumludur. ALPS
tan1 kriterlerini tasiyan ancak mutasyon bulunamayan hastalar ALPS-U olarak
siniflandirilmaktadir. Bu vakalardan apoptozis yolaklarindaki diger molekiilleri
kodlayan genlerdeki defektler sorumlu olabilir. ALPS tanisi alan ancak mutasyonu
bulunamayan hastalar vakalarin yaklasik 1/3’unu olusturmaktadir (3) .

ALPS diisiiniilen hastalarda FAS mutasyonu i¢in ongdrii degeri yiliksek
oldugu belirlenen, soluble FAS ligand (sFasL), interlokin-10 (IL-10), interlokin 18
(IL-18) wve vitamin B12 (VitB12) gibi bir dizi molekiilde spesifik
degisiklikler bulundugu yakin zamanda gosterilmistir (5) . Bu biyobelirtecler,

ALPS siiphesi olan hastalarin tanist i¢in uygulanmasi Onerilen algoritmanin bir



parcasi haline gelmistir. Bu algoritma, lenfoproliferasyon ve DNT yiiksekligi olan
tim hastalarda FAS (germline) geni sekans analizi yapilmasini, mutasyonu negatif
olan hastalarda biyobelirteg profili beklenen spesifik 6zellikleri iceriyorsa, somatik
FAS mutasyon analizini 6nermektedir (5) .

ALPS’nun klinik prezentasyonunun FAS defektine ek olarak modifiye edici
genlerden etkilendigi gézlenmektedir. FAS ve FASL mutasyonu gdsteren MLR
Ipr/lpr ve gld/gld farelerde hastalig1 belirleyen 6zellikler tarif edilmistir. Bu farelerde
hastaligin prezentasyonunun farenin genetik alt yapisindan dramatik sekilde
etkilendigi belirlenmistir. Lpr veya gld mutasyonu tastyan MRL disindaki kusaklarda
fenotiplerin ¢cok daha hafif oldugu gosterilmistir (6) . Benzer alt yap1 etkisi ALPS
mutasyonlarinin tam olmayan penetransin1 agiklayabilir. ALPS’li hastalarin
cogunlugu heterozigot FAS mutasyonu tasimaktadir ancak ayni mutasyonu tasiyan
ebeveynler genellikle sagliklidir. Bu gozlem Fas yolagindaki mutasyonlarin
ALPS’nun ortaya ¢ikmasi i¢in gerekli ancak yeterli olmadigina, ek olarak bir veya
daha fazla sayida genin hastaligin penetransini etkileyebildigine isaret etmektedir (6)

Bu ¢alisgmada 2009°da gézden gegirilen ALPS tani kriterleri ile muhtemel
ALPS tanist alan, akraba olmayan 25 hastada tani i¢in ikincil aksesuvar kriterleri
olusturan molekiiller calisilmis ve altta yatan molekiiler eksiklikleri saptamak {izere
FAS, FASL ve CASP8 genlerinde DNA dizi analizi yontemi ile mutasyon taramasi
yapilarak; Muhtemel ALPS tanisi alan hastalarin klinik prezantasyonlarinda rol alan

faktorlerin belirlenmesi amaglanmaistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Immiin Sistem ve Apoptosis

Baslica fizyolojik fonksiyonu enfeksiyonlara karsi koruma olan immiin
sistemin immiin cevap sirasinda self toleransi devam ettirmesi ve kendini
sinirlayabilmesi gerekmektedir. iImmiin sistem patojenlere karsi cevap verecek ancak
kendi antijenlerine cevap olusturmayacak sekilde diizenlenmistir. Patojenlere karsi
hizli ve agresif immiin cevap organizmanin yasamasi ve gelismesi i¢cin ne kadar
Oonemli ise immiin sistemin kendi antijenlerine cevap verememesi de o kadar
onemlidir (7) .

Immiin sistem homeostazisinde apoptozis ¢ok onemli rol oynamaktadir.
Lenfositler patojen ile karsilastiklarinda biiyiik Olgiide c¢ogalmakta, antijen
eliminasyonunu takiben ise antijene cevap veren hiicrelerin ¢ogunlugunun ortadan
kayboldugu kontraksiyon fazi olusmaktadir. Bu kontraksiyon fazi aktive olmus
hiicrelerin apoptozu ile olmaktadir. Aktive lenfositlerde Fas- Fas-L etkilesimi immiin
cevabin sonlandirilmasinda lenfosit yasam siiresinin regiilasyonunda rol
oynamaktadir (1) . Timusta ve kemik iliginde lenfosit gelisimi sirasinda self reaktif
T ve B lenfositler apoptozis ile ortadan kaldirilir. Apoptozis periferal toleransin
idamesinde de rol alir (2) .

Klasik olarak immiin yetmezlik hastaliklarinin baglica belirtileri, zayif
patojenik veya virulan, c¢oklu enfeksiydz ajanlarla tekrarlayan enfeksiyonlardir.
Ancak, immiin sistem hastaliklar1 enfeksiyonlara hassasiyet yaninda, otoimmiinite,
lenfoproliferasyon ile de ortaya ¢ikabilmektedir. Otoimmiinite ve lenfoproliferasyon
immiin homeostazisi saglayan mekanizmalarda rol alan molekiillerdeki defektlerle

ortaya ¢ikmaktadir.



2.2. PROGRAMLI HUCRE OLUMU
2.2.1. Tanim

Programli hiicre oliimii genetik olarak programlanmis, hasarli veya enfekte
hiicrelerin ortadan kaldirilmasini saglayarak ¢ok hiicreli organizmalarin yasamlarinin
devaminmi saglayan bir mekanizmadir. Hiicre proliferasyonu ile 6liimii arasindaki
denge organizmanin biyolojik sistemlerinin gelisme ve devamliligi igin esastir (8) .
Programli hiicre Oliimiiniin nekrozis, apoptozis ve otofaji olarak ii¢ tiirii
bulunmaktadir. Apoptozis (Tip 1 programli hiicre 6liimii) hiicrelerde biiziilme,
yuvarlaklagma, vakuol ve vezikill olusumu, niikleer yogunlasma, membran
tomurcuklanmasi, niikleer parcalar igeren apoptotik cisimcikler ve bozulmamis
organeller ile karakterizedir. Otofaji (Tip 2 programli hiicre 6liimii)’nin karakteristik
ozelligi ¢ift membran vakuollerin bulunmasidir. Nekrozis (Tip 3 programli hiicre
Olimii), hiicre sismesi, organellerin yerlesiminin bozulmasi, plazma membran

parcalanmasi ve sizintisi ile karakterizedir (9) .

2.2.2. Tip 1 Programh Hiicre Oliimii (Apoptozis)

Apoptoz sozciigi Yunancadan gelmektedir. Yapraklarin agagtan ayrilmasi
anlamina gelir. Apoptozis veya tip 1 programli hiicre 6liimii ilk defa 1972 yilinda
Kerr, Wyllie ve Currie tarafindan tarif edilmistir (10) . Apoptozis hiicrelerde spesifik
morfolojik ve biyokimyasal degisiklikler ile karakterizedir. Apoptozisin erken
evresinde hiicre bliziismesi ile hiicreler kiiciiliir, kromatin dens hale gelir, niikleer
membrana dogru yer degistirir. Niikleer membran intakt kalmasina ragmen niikleer
porlarin dagiliminda degisiklik olur. Apoptotik hiicrenin sitoplazmik membram
deforme olur ve tomurcuklasma olusur. Endoplazmik retikulumda sisternalar
genisler ve birlesir. Hiicre membranindaki fosfolipitlerin oryantasyonu degisir ve
membranin dis yiizine gegerler (11) (Sekil 2.2.) . Apoptotik cisimcikler niikleer
parcacik tasiyan veya tasimayan sikica paketlenmis organellerden olusur. Organel
biitiinliigli plazma membran1 bozulana kadar korunur. Apoptotik cisimcikler dis
cevreye salindiginda fagositler tarafindan alinir, dolayisiyla inflamatuar reaksiyon

olusmaz (12) .
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Sekil-2.2.2. Tip 1 Apoptozis Safhalar1 (13)

Fizyolojide mitozisin rolii ne kadar énemli ise apoptozisin rolii de o kadar
onemlidir. Erigkin bir insanda homeostazisin saglanmasi ic¢in apoptozis ile dlen
hiicrelerin yerine giinde yaklasik 10 milyon hiicre iiretilir (14) . Uretilen hiicre sayisi
normal gelisim, yaslanma veya hastalik sirasinda apoptozisin artmasiyla belirgin
olarak artar. Apoptozis gesitli gelisim siiregleri sirasinda kritik dneme sahiptir. Ornek
olarak sinir sistemi hiicrelerinde fonksiyonel sinaptik baglantilarini kuramayan ve
immiin sistem hiicrelerinde antijen spesifitesini olusturamayan hiicreler apoptoza
ugrayarak ortadan kaldirilir (15) ,(16) . Ayrica, organizmalar yaslandikca, bazi

hiicreler hizl1 bir oranda harabolmaya baglar ve apoptozis yolu ile ortadan kaldirilir.



Bu yontemle hiicreler ortadan kaldirilamaz ise otoimmiin hastaliklar,
norodejenerasyon veya kanser gibi patolojik durumlar ortaya ¢ikmaktadir (16) .
Apoptotik hiicreler; protein par¢alanmasi, protein ¢apraz baglanmasi, DNA
kirilmast ve fagositik tanima gibi cesitli biyokimyasal degisiklikler gdsterirler ve
bunlar belirli yapisal patolojilere yol agar (17) . Kaspazlar proteolitik aktivitiye
sahiptir ve proteinleri aspartik asid residiilerinden keserek parcalamaktadir. Protein
capraz baglanmasi apoptotik hiicrelerin diger bir oOzelligidir ve doku
transglutaminazlarin ekspresyon ve aktivasyonu araciligi ile basarilir. Ca2+- ve
Mg2+- bagimli endoniikleazlar ile DNA 180 ile 200 baz ciftine parcalanir, bu
pargalar ultraviyole 15181 altinda agaroz jel elektroforezi ile goriintiilenebilir (18) .
Normalde hiicrenin lipid tabakasmin i¢ yliziinde bulunan fosfotidilserin yer
degistirerek plazma membraninin dig tabakasina geger. Fosfotidilserinin
eksternalizasyonu ile apoptotik hiicre yiizeyinde, taninmasini saglayan bir ligand
olusur. Diger baz1 proteinler de apoptotik hiicre yilizeyine ¢ikar (19) . Bunlar Annexin
V ve kalretikiilindir. Annexin V fosfotidilserin baglanma proteinidir. Bu protein
fosfotidilserin kalintilar1 ile kuvvetli ve spesifik olarak etkilesime girer ve
apoptozisin saptanmasinda kullanilabilir (20) . Kalretikiilin ise fagosite edilen
hiicrenin iizerinde bulunan LDL reseptor iligkili proteine baglanir ve fosfotidilserin

ile birlikte sinyalizasyonda gorev alir (21) .



2.2.2.1. Kaspazlar

Kaspazlar inflamatuar cevaplarin aktivasyonunda, hiicresel yapilarin
dogrudan yikiminda, hiicresel metabolizmanin bozulmasinda, hiicre 6lim
proteinlerinin inaktivasyonunda ve yikici enzimlerin aktivasyonunda rol almasiyla
apoptozis siirecinde 6nemli yer almaktadir. Kaspazlarin programli hiicre 6limiindeki
rolii ilk defa nematod solucanlarindan Caenorhabditis elegans’daki ¢aligmalarla
gosterilmistir. Hiicre 6liim defekt geni (CED) olan Nematod grubu solucanlarda
yapilan caligmalarda ced-3 genininin programli hiicre 6liimii i¢in gerekli oldugu
gosterilmistir. 1993’te Yuan ve arkadaglart CED-3’lin insan proteazi ICE ile yakin
homoloji gosterdigini bildirmislerdir (12) . Daha sonraki ¢alismalarda ICE’nin
(simdiki ad1 kaspaz-1) memeli apoptozunda merkezi rol oynadigi gosterilmistir.
CED3 ve ICE arasindaki homolojinin tanimlanmasindan sonra, genis bir aile olan
memeli CED-3/ICE- benzer proteazlarin apoptozise yol agan yolaklarda anahtar rol
oynadiklar1 gosterilmistir. Bundan sonra bu proteazlar kaspaz olarak isimlendirilmis
ve bugiline kadar 13 memeli kaspazinin apoptozis ve inflamasyondaki rolleri
tamimlanmistir (22) . Kaspazlarin amino asit dizilimi, yapist ve substrat 6zellikleri
ortaktir. Hepsi, bir N-terminal propeptit (veya prodomain), bir biiyiik alt grup ve bir
kiiciik alt grup olmak iizere ii¢ bolgeden olusan tek proenzim zinciri ile eksprese
olurlar. Kaspaz ailesi 2 gruba ayrilir: apoptozis sirasinda aktive olanlar (kaspaz — 2,-
3,-6,-7,-8,-9 ve -10) ve inflamatuar cevaplarin aktivasyonunda rol alan ICE/kaspaz-1
ile yakindan iligkili olan (kaspaz-1,-4,-5 ve -11) kaspazlardir. Kaspazlar, birgok
hiicrede inaktif proenzim formunda bulunur ve bir kez aktive olduklarinda proteaz
kaskadinin baslamasina yol acan diger prokaspazlari aktive ederler. Bir kaspazin
diger kaspazi aktive edebildigi bu proteolitik kaskat, apoptotik sinyal yolunu
amplifiye eder ve boylece hizli hiicre 6liimiine neden olur. Apoptoziste aktive olan
kaspazlar bilinen veya hipotetik rollerine gore de apikal ve efektor kaspazlar olmak
lizere 2 fonksiyonel gruba ayrilir. Apikal kaspazlar; kaspaz -2, -8, -9 ve -10, kaspaz
aktivasyon kaskadinin baglamasinda birincil rol oynarlar. Apikal kaspaz -8 ve 10,
prodomainlerinde adaptor proteinler ile etkilesimi saglayan bir oOldiiriicii effektor

bolge (DED) tasir. Kaspaz -2 ve kaspaz -9 da ise kaspaz toplayict domain (CARD)



bulunur adaptér molekiiliin baglanmasinda ve efektér kaspazlarin aktivasyonunda
onemlidir (23) . Kaspazlar spesifik olarak Asparagin (Asp) rezidiisiinde tetrapeptid
sekansin1 tanir ve parcalar. Efektor kaspazlar etkisini, hiicre proteinlerinin
proteolizisi ve apoptozis ile dliimiine yol acarak gosterir. En iyi karakterize edilmis
olan kaspaz substrati, DNA onariminda rol alan bir ¢ekirdek proteini poly-(ADP-
riboz) polimeraz (PARP)’dir. PARP spesifik kaspaz par¢alamasi i¢in hedeflenmis
baslangi¢ proteinlerinden biridir (24) . Laminlerin kaspaz ile pargalanmasi, ¢ekirdek
bliziismesi, sitozolik yeniden diizenlenmeye yol agan fodrin ve aktin benzeri hiicre
iskeleti proteinlerinin par¢alanmasina yol agar (25) ,(26) . Efektor kaspazlar kaspaz -
3, -6 ve -7’yi icerir. Bu grup apoptozis sirasinda hiicrenin yikimi ve dokiilmesinden
(shedding) sorumludur ve prodomainleri kisadir veya kaybolmustur. Apikal
kaspazlar oliim sinyalleri gondererek efektor kaspazlart aktive ederler (27) . Efektor
kaspazlar hiicresel yapilarin dogrudan yikimini, hiicresel metobolizmanin
bozulmasini, hiicre 6liim inhibitdr proteinlerinin inaktivasyonunu ve ek olarak gelen
yikici enzimlerin aktivasyonunu yonetir (28) . Efektor kaspazlarin aktive olmasiyla
sitoplazmada bulunan cesitli endoniikleazlar da bu kaspazlar tarafindan aktive edilir.
Efektor kaspaz 3 molekiili CAD (caspase activated DNAse) olarak adlandirilan
endoniikleaz proteininin aktivasyonunu ve bu enzimin cekirdege girerek DNA’y1
parcalamasini saglar. DNA fragmentasyonunun ger¢eklesmesiyle hiicre morfolojik
degisikliklere ugrar ve apoptotik cisimcikler olusur. Kaspaz inhibitorleri apoptozisin
biyokimyasal ve morfolojik &zelliklerini, 6zellikle baslama sinyalini geri

dontisiimsiiz olarak etkin bir sekilde inhibe etmektedir (29) .

2.2.2.2. Apoptozisin Sinyal Yolaklar

Apoptotik siirecin en iyi calisilan 2 major yolagi ekstrensek ve intrensek
yolaklardir. Bu iki yolak farkli elementlere sahip olmasimna ragmen her ikisi de

apoptotik mekanizmanin aktivasyonuna yol agmaktadir (10,30) .



2.2.2.2.1 intrensek (Mitokondriyal) Sinyal Yolag

Hipoksi, genetik hasar, yiiksek konsantrasyonda sitozolik kalsiyum, yogun
oksidatif stres intrensek (mitokondriyal) yolagi uyarir ve mitokondri gegirgenliginin
artmasina, sitokrom C gibi apoptojenik faktdrlerin mitokondri membranlarindan
sitozole salimimina yol agar. Bu yolak hiicre iginde baglar ve Bcl-2 ailesine ait bir
grup protein tarafindan regiile edilir. intrensek yolag1 regiile eden Bcl-2 ailesinin pro-
apototik ve anti-apoptotik olmak tizere iki grubu bulunmaktadir. Pro-apototik
proteinler Bax, Bak, Bad, Bcl-Xs, Bid, Bik, Bim ve Hrk, anti-apoptotik proteinler
Bcl-2, Bel-XL, Bcl-W, Bfl-1 ve Mcl-1’ dir. Pro-apototik proteinler mitokondriden
sitokrom-C’nin salinimini saglarken, anti-apoptotik proteinler bu salinimi bloke eder.
Apoptozisin baglamas1 pro ve anti-apoptotik proteinler arasindaki dengeye baghdir
(31).

Sitokrom-C sitoplazmaya salindiginda sitokrom-C, apoptotik proteaz aktive eden
faktor-1(apaf-1) ve kaspaz-9’u igeren apoptozom olusur ve kaspaz-3’i aktive eder.
Diger pro-apoptotik proteinler olan ikinci mitokondri kokenli kaspaz aktivatorii /
diisik pl ile dogrudan IAP baglanma proteini (Smac/DIABLO), serin proteaz
Omi/HtrA2, endoniikleaz G (Endo G) apoptozis indiikleyici faktér (AIF) (31)
mitokondriyal membranlar arasi bosluktan sitoplazmaya salinirlar. Smac/DIABLO
veya Omi/HtrA2 apoptozis inhibitér proteinine (IAPs) baglanir, IAPs’in kaspaz-3
veya kaspaz-9 ile baglantisinin kopmasina neden olarak kaspaz aktivasyonuna yol
acar. Radyasyon ¢ift sarmal DNA kiriklarina yol agmaktadir. Mekanizmasi heniiz
bilinmese de Bak, sitokrom C ve diger Smac/DIABLO gibi proapoptotik proteinlerin
salinmasini aktive ettiginde H1.2 histon baglantis1 niikleustan mitokondriye geger
(31) . Sitokrom C apoptozom olusumu ve kaspaz 9 aktivasyonuna neden olurken,
SMAC/DIABLO IAP aracili kaspaz inhibisyonunu ortadan kaldirir. Sekil

2.2.2.2.1’de sinyal basamaklar1 gosterilmistir.
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Sekil 2.2.2.2.1 Mitokondri aracil apoptoziste sinyal kaskadi
(sinyal basamaklari; mitokondriden 6nce mavi, mitokondri iginde turuncu olarak gosterilmistir. Anti-
apoptotik Bcl-2 ve Bcl-xL’de mitokondrinin dis membraninda yer almaktadir, sekilde

gosterilmemistir) (32)

2.2.2.2.2 Ektrensek (Oliim Reseptor Aracil)) Sinyal Yolag

Tip 1 ve tip 2 ekstrensek sinyal yolagi; timor nekrozis faktor (TNF) reseptor
siiper ailesine ait hiicre ylizey 6liim reseptorlerinin ekstraseliiler sinyaller tarafindan
uyarilmasiyla baglar (33) , (34) . Fas (CD95 veya Apol) ve TNFR1, sitoplazmik
Olim domainlerine (Fas-L-, TNFa-, Apo3L-, Apo2L- Apo2L-) sahiptir ve Oliim
reseptorleri (FasR, TNFR1, DR3, DR4, DRS ) i¢eren adaptor proteinlere baglanirlar.
Fas ligandin trimerik Fas’a baglanmasiyla baslatilan sinyal iletimi adaptor
molekiillerden FADD’in bu komplekse baglanmasini saglar. Yine sitoplazmada
bulunan ve inaktif durumda olan prokaspaz 8 ya da 10 FADD’ye baglanir ve 6lim
sinyal kompleksi (DISC) olusmasina neden olarak prokaspaz 8 veya 10’un
oligomerizasyon ve enzimatik aktivasyonunun ortaya ¢ikmasina yol acar. Tetramer
yapidaki kaspaz 8 veya 10 olusarak kaspaz kaskadi baslatilir. Kaspaz 8 veya 10’un
sitoplazmada bulunan prokaspaz 3,6 veya 7’yi aktive etmesiyle tip 1 6liim reseptor
aracili yolagin son basamagi olusur. Ekstrensek yolak intrensek yolaktan gelen 6liim
sinyalleri ile de beslenir(35) . Tip 2 ekstrensek yolakta ise; aktive edilen kaspaz 8
tarafindan pro-apoptotik BH3-only BCL-2 ailesinin iiyesi Bid kesilir ve aktif formu
(tBid) ortaya g¢ikar. Kesilmis olan Bid pro-apoptotik multi-domain Bax ve Bak

proteinlerinin mitokondriyal membranlara baglanmasini bozarak mitokondriyal
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gecirgenligi arttirir. Oliim reseptdrlerinin baglanmasi liimden baska cevaplar1 da
uyarir. Fas stimulasyonu aynmi zamanda transkripsiyon faktor NF-xB ve mitojen
aktive protein kinazlar (MAPK), p38 ve ERKI1/2’yi aktive eder. Bu sinyal

yolaklarinin aktivasyonu 6liim sinyallerini dengeler (35) .
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Sekil 2.2.2.2.2 Ekstrensek yolak (36)

2.2.2.3 immiin Homeostazis

Apoptozis immiin homeostaziste dnemli rol oynar. Apoptotik mekanizmalar
T ve B hiicre gelisimi, T ve B hiicre repertuvarinin olusturulmasi ve periferde
immiin cevaplarin olugsmasini saglayan islemlerin regiilasyonunda, immiin toleransta
yer alir. Lenfosit gelisimi sirasinda her hiicre antijen spesifisitesini saglayabilmek

icin 0zgil antijen reseptdrlerini olusturmaktadir. Lenfosit gelisimi sirasinda antijen
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reseptor T hiicre reseptorii (TCR) veya sekretuar immunglobulin (slIg) diizenlenmesi,
TCR veya slg pozitif veya negatif se¢imi basarisiz oldugunda, hiicreler apoptozis ile
ortadan kaldirilir (6) . Apoptozis; T ve B hiicre sayilarmin, T hiicre hafizasinin
olusturulmasinin kontroliinde ¢ok énemlidir. Immiin cevap sirasinda antijen spesifik
lenfositler cogalmakta, T lenfosit cevaplar sirasinda lenfosit populasyonu 1000 kat
kadar artmaktadir. Antijenin eliminasyonundan sonra antijene cevap veren hiicrelerin
cogunun yok oldugu kontraksiyon fazi olusmaktadir. Bu kontraksiyon fazi biiyiik
Olciide aktive olmus hiicrelerin apoptozu ile olmaktadir. Cevabin maksimuma
cikmasindan sonra kontrollii apoptozis ile homeostazis olusmaktadir. Boylece
immiin sistemde homeostazis yapim ve yikim arasindaki denge ile kontrol
edilmektedir. Immiinolojik sistemde hiicre proliferasyonu ve programli hiicre dliimii
denge icindedir. Apoptozis koruyucu immiin cevabi saglamak ve neoplazi ve
otoimmiiniteyi 6nlemekte kritik neme sahip bir mekanizmadir (6) .

Apoptozisin immiin homeostazdaki onemli roliiniin ortaya ¢ikisi immiin
sistemde apoptozisle ilgili bozukluklarin belirlenmesi apoptoz defektlerinin
tanimlanmasina 1s1k tutmustur. Bu hastaliklar lenfoproliferasyon, otoimmiinite ve
kanser riski artig1 ya da enfeksiyon riskinin artisi ile ortaya ¢ikabilmektedir (37) . Bu
hastaliklardan ilk tanimlanan lenfosit apoptozisinin ekstrensek yolagindaki genetik
defektler nedeniyle olusan otoimmiin lenfoproliferatif sendromdur (ALPS)(38),(39) .
Daha sonra apoptozisin intrensek yolagimi etkileyen RAS (Rat sarkoma ailesi)
proteinleri (KRAS ve NRAS) ile iliskili ALPS ozellikleri ile benzerlik gosteren
hastaliklar tanimlanmustir (40- 42) .

2.2.2.4 Apoptozisin Diizenlenmesi

Tiim metoazoalar ve protozoalar da apoptotik hiicre 6liimii mevcuttur (43) .
Defektif, hasarli veya organizmanin biitiinliigiinii bozacak bir tehditte hiicre veya
protozoalarda koloni kendini feda eder. Normal veya patofizyolojik siirecler
sirasinda bir¢ok uyaran apoptozisi uyarir (44) ,(39) . Reseptor agonistleri gibi
spesifik uyaranlar diginda intraseliiler ve ekstraseliiler stres gibi uyaranlar da

intrensek apoptotik yolagi aktive etmektedirler (39) , (45) . Bu uyaranlar cesitli
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kemoteropatik ajanlar, 1s1 ve osmolarite degisiklikleri, DNA zedelenmesine yol agan
ajanlar, serbest radikaler (H202), besin, oksijen veya biiyiime faktorii kayiplari,
proinflamatuar sitokinler gibi fizikokimyasal stresler ve de yaglanma ve biiylime gibi
normal fizyolojik siireclerdir (39) ,(46) .

Strese cevap olarak ortaya ¢ikan siire¢ hala tamamen anlagilmamistir. Stres
pro-apoptotik Bcl-2 ailesi proteinleri olan Bax veya Bak aktivasyonuna yol
acmaktadir (47) . Aktive Bax mitokondride toplanir ve sitokrom-C gibi pro-
apoptojenik faktorlerin salinimini saglamak i¢in porlar olusturur, sitokrom-C’nin
ortama katilmasi ile apoptozom olusur. Bu olusum ile intrensek apoptotik sinyal
kaskadi baslatilir ayn1 zamanda hiicre Olimiine yol agan baslangic ve efektor
kaspazlar aktive edilmektedir. Uyaranlarla ortaya ¢ikan reaktif oksijen iriinleri
(ROS) bu siirecte temel rol istlenir(48) ROS terimi siiperoksit anyon (Oy-),
hidrojen peroksit (H20,) , serbest hidroksil radikalleri (OH) , nitrik oksit (NO) ayni
zamanda bazi ROS kombinasyonlari (NO ve O,—) ve peroksinit (ONOO") gibi
birgok farkli fizyolojik molekiilleri kapsar (49) . Farkli uyaranlar farkli ROS
tiirlerinin olusumuna yol acar ve bu da farkli cevaplar verilmesine neden olur. Strese
kars1 olusturulan cevabin diizeyi mitokondrideki hasarin seviyesini belirler. Yaglar,
proteinler ve mitokondrinin kendisi gibi bir¢ok hiicresel bilesendeki zedelenme
sonucu olusan uyarilar ile farkli apoptojenik faktorlerin salinimina yol agmaktadir
(50) . ROS gibi sfingolipid ve seramid de pro-apoptotik olarak kritik rol
oynamaktadir. Seramid pro-apoptotik ikincil habercidir ve ¢esitli stres durumlarinda
diizeyi artmaktadir ancak apoptozisteki etki mekanizmasi tam olarak
bilinmemektedir (51) .

Apoptozisin baskilayicilart iyl tanimlanmis ii¢ anti-apoptotik aile iginde yer
almaktadir. Bu ii¢ aile; FLICE-inhibitor proteinleri, Bcl-2 ve Apoptozis Inhibitor
Ailesi (IAP)’dir. Bugiine kadar insanda 6 IAP ( NAIP, c-IAP1/HIAP-2, c-
IAP2/HIAP-1, XIAP/hILP, Survivin ve BRUCE ) tanimlanmistir (52) . Memelilerde
[AP’larin apoptozisin her iki major yolagi ve sitokrom-C bagimsiz Apafs (Apoptotik
proteaz aktive eden faktorler) yolaginda rol oynadig1 gosterilmistir. Ekstrensek hiicre
ylizeyi Oliim reseptdrleri yolaginda IAP’lar kaspaz-3 ve kaspaz -7’yi bloke ederek

kaspaz-8’in apoptozu baslatmasini durdurur. Apafs yolaginda IAP’lar; prokaspaz-9
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ile dogrudan etkilesim sonucu Apaf-1 baglanmasi ile yarisir ve aktive kaspazlari
dogrudan inhibe ederler. Bcl-2 Bax’1 antagonize ederek sitokrom-C’nin salinimini
onler. Apaf-1 Sitokrom-C ve dATP ile baglandiginda apoptozomun oligomerik
protein formu olusur. Bcl-2 aym1 zamanda intrensek yolakta uygun olmayan
apoptozun dnlenmesinde negatif regiilator olarak rol oynar. FLIPs (FLICE Inhibitor
Proteinler) ekstrensek yolagin inhibitorleri olarak yer almaktadir. FLIP’ler kaspaz-8
ile ayn1 DED domaine sahiptir ve kaspaz-8’in aktivasyonunu inhibe ederek aktive
reseptore baglanmasini 6nler (53) .

Anti-apoptotik protein AAC-11( Antiapoptotik klon-11) biiyiime faktorii
yoksunlugunda apoptozu oOnler. AAC-11 niikleer bir proteindir Api (Apoptozis
inhibitor-5) veya FIF (Fibroblast growth factor-2 interacting factor ) olarak da
adlandirilir. Yakin zamandaki ¢alismalar AAC-11"in anti-apoptotik fonksiyonunu

E2F1 transkripsiyon faktoriinii baskilayarak gergeklestirdigini gostermistir (54) .

2.2.2.5 Perforin/ Granzim Yolag:

Perforin membranda zedelenme olusturan bir proteindir, serin proteaz ailesi
(granzim) ile birlikte litik graniiller grubunu olusturur. Lizis siireci sitotoksik T
hiicrelerde (CTL) genis bir sekilde calisilmistir, TCR ve uygun MHC sinif I peptid
varliginda CTL ile hedefi arasinda sinaptik bir yap1 olusur (55) . Litik graniiller
mikrotiibiil yolundan mikrotiibiil organize merkezine dogru hareket ederek
sinapslarda yerlesirler. Bu siire¢ litik graniillerin CTL-hedef hiicre yiizeyinde
salinimina yol agar. Perforinin fonksiyonu hedef hiicre membrani, plazma membrani
veya lizozomal membranin yapisini bozmaktir. Litik lizozom hedef hiicreye girmeye
basladiginda granzimler hiicre Oliimiinii baglatir. Granzimin fonksiyonu proteaz
kaskadin1 baslatmak veya dogrudan substratlar1 parcalamaktir. Serin proteaz
Granzim A ve Granzim B graniil grubunun en 6nemli iki bilesenidir. Granzim B’nin
onemli bir substrati1 olan pro-apoptotik protein Bid (BH3-6liim agonisti ile etkilesimli
domain) sitokrom-C gibi mitokondriyal aracili hiicre 6lim medyatorlerini indiikler
(55) .
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Granzim A apoptozisi uyaran ve kaspaz bagimsiz yolu aktive eden sitotoksik
T hiicrelerinde 6nemlidir. Bir hiicrede Granzim A, DNA c¢entiklemesini bir tiimor
slipresor gen {riinii olan DNAaz NM23-H1 araciligi ile aktive eder (56) .
Niikleozomda toplanan endoplazmik retikilum iligkili (SET) proteinler, normal
olarak NM23-H1 genini inhibe eder. Granzim A proteaz SET kompleksini pargalar,
boylece NM23-H1’in inhibisyonu ortadan kalkar ve apoptotik DNA parcalanmasi
ortaya ¢ikar (57) .

2.2.3. Tip 2 Programh Hiicre Oliimii (Otofaji)

Otofaji, kelime anlami olarak kendi kendini (auto) yeme (phagy) anlamina
gelir ve hiicrenin aglikla karsilastigi kosullarda, besin elde edilmesi igin hiicre
yapilarmin pargalandigin1 ifade etmek amaci ile kullanilmistir. Yapilan ilk
caligmalarda otofajinin, besin yoklugunda hiicre i¢i molekiillerin geri doniisiimiinii
saglayarak hiicrenin stres ortamma uyumuna yardim ettigi bdylelikle hiicre
homestostazisinin korunmasinda etkili bir yol oldugu gosterilmistir (58) . Aclik
durumlarindaki 6nemi disinda otofajinin baska rolleri de mevcuttur. Bazi ¢aligsmalar
otofajinin organellerin ortadan kaldirilmasinda 6rnegin, mitokondrilerin ortadan
kaldirilmasinda (mitofaji) rol aldigim1 diisiindirmektedir. Son on yilda yapilan
caligmalarda ise otofajinin; metabolizmanin diizenlenmesi, morfogenezis, hiicre
farklilagsmasi, yaslanma, hiicre Oliimii ve bagisiklik sisteminin bir parcasi olarak
hiicre i¢i patojenlerin yikiminda da etkili bir rol oynadigini ortaya koymustur (59) .
Ayrica aragtirmalar, otofaji anormalliklerinin, kanser, enfeksiyon hastaliklari ve
ndrodejeneratif hastaliklar gibi dnemli saglik sorunlariin nedenleri arasinda da yer
aldigin1 gostermektedir (60) . Cesitli organizmalarin hiicre ve dokularinda yapilan
morfolojik analizler, gelisim sirasinda 6len hiicrelerde otofajik etkinligin artmis
oldugunu ortaya g¢ikarmistir. Tip II programli hiicre 6limii olan otofajik hiicre
oliimiinde en belirgin morfolojik degisiklik, sitoplazmada olusan iki veya daha fazla
katmanl zarla cevrili keseciklerin olusmasidir. Bu kesecikler sitoplazma pargalari
ve/veya mitokondiri, endoplazmik retikulum (ER) gibi organelleri igerirler. Otofaji
keseciklerinin lizozom ile birlesmesi i¢lerinde tasidiklar yiiklerin lizozomal enzimler

tarafindan parcalamasma yol acar. Bu hiicre i¢in hayati Onem tasiyan bazi
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proteinlerin ve mitokondri gibi enerji metabolizmasinda rol oynayan organellerin
yikimi ile sonuglanir. Apoptozun miimkiin olmadig1r durumlarda, uyaricinin tiiri,
stiresi ve miktar1 gibi degiskenlere bagli olarak, otofajinin hiicre 6liimiine dogrudan
ya da dolayli olarak yol agtig1 bir¢ok arastirmacinin ortak fikridir (61) .

Otofaji mekanizmalarinda rol oynayan proteinler (otofajik proteinler ya da kisaca
ATG proteinleri) maya hiicreleri lizerinde yapilan ¢alismalar sonucunda bulunmus ve
giinlimiizde 30’dan fazla ATG geni tanimlanmistir. Otofaji ile ilgili proteinlerin
cogu, otofajik zarlarin olusumunda ve bunlarin uzayarak kesecik haline gelmesinde
gorev yapmaktadir. Otofagozomun (hiicrenin herhangi bir organelini sindirerek
tekrar kullanmak iizere primer lizozomlarla birlesmesi sonucu olusan yapi) daha
sonra ge¢ endozom veya lizozomla birlesmesi tasidigi kargonun par¢alanmasina yol
acar. Lizozomal enzimler tarafindan kargonun yikimi sonrasinda, kargodan
(proteinler, organeller vb.) ortaya ¢ikan yapitaglari (aminoasitler, yag asitleri, vb.)
tekrar kullanilmak iizere hiicreye kazandirilir (62) ,(63) .

Otofaji; makrootofaji, mikrootofaji ve saperon aracili otofaji seklinde en az
ii¢ farkli mekanizma ile gerceklesmektedir. Bunlardan makrootofaji, pek cok hiicrede
bazal diizeyde olusmakta, protein pargalarinin ve hasar gdérmiis organellerin
parcalanmasinda en onemli rolii listlenmektedir. Mikrootofaji, lizozom membranin
ice ¢okmesi ile sitoplazmanin lizozom tarafindan dogrudan yenilmesi ve igeriginin
lizozom icinde hazmedilmesidir. Saperon aracilikli otofaji ise KFERQ motifli
proteinlerin lizozom zarmna segi¢i bigimde tasinmasini saglamaktadir (63) (Sekil
2.2.3).

Otofaji, apoptozdan ¢ok farkli morfolojik ve molekiiler 6zellikler
tagimaktadir. Otofajik hiicre 6liimiinde, kromatin yogunlasmasi gibi ¢ekirdege 6zgii
degisiklikler apoptotik hiicre &liimiine nazaran ¢ok daha sonra olmaktadir. Oliim,
kaspaz etkinligine bagimli olmadigindan, DNA merdivenleri ve apoptotik cisim
olusmaz. Ayrica, otofajide Olii hiicrelerin fagositoz ile temizlenmesi apoptozda
goriildiigiinden ¢ok daha ge¢ ve diizensiz bir bi¢imde olmaktadir (9) ,(61) . Anti-
apoptotik proteinlerden olan Bcl-2 ve Bcl-XL proteinleri apoptoz gibi otofajiyi de
inhibe edebilmektedirler (64) .
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Sekil.2.2.3. Otofagozom Olusumu (65)

2.2.4. Tip 3 Hiicre Oliimii (Nekroz)

Nekrozis baslangigta katastrofik, istenmeyen, programsiz bir 6lim sekli
olarak diisliniilmiistiir. Uzun yillar homeostazis ve hastaliklarda rol oynayan
programli hiicre Oliimiinlin tek formu apoptozis olarak kabul edilirken nekroz
diizensiz ve kontrol edilemez bir siire¢ olarak kabul edilmistir. Son zamanlardaki
bulgular nekrotik 6liimiin de genetik ve regiile edilebilen bir islem olduguna isaret
etmektedir (66) . Nekroptozis hiicre 6liim reseptor araciligi ile ortaya ¢ikan kaspaz
bagimsiz, regiile edilen ve morfolojik olarak nekroza benzeyen bir 6liim sekli olarak

tarif edilmektedir. Nekroptozis gelisim gibi fizyolojik siireglerde ve apoptotik yolak
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bloke edildiginde goriilmektedir. Nekroptozisin, otofajik hiicre 6limii gibi temel
apoptotik yolak defektif oldugunda hiicre 6liimii i¢in ortaya ¢ikan bir destek sistemi
oldugu ifade edilmistir. Otofajik (kalpain aktivasyonu ile) ve mitokondriyal (Ca™"
artig1 ile) 6liim yolaklarinin ¢apraz aktivasyonu da nekrotik hiicre 6liimiine katkida
bulunabilir. Nekroptozis hem eksternal hem de ER kaynakli ATP diizeylerinin
azalmasi ve Ca'" diizeylerinin artisi ile ortaya ¢ikar. Ca™" artis1 kalpainleri aktive
ederek lizozomal parcalanmaya, katepsinler gibi protezlarin aktivasyonuna ve
salimmmina yol agar ve hiicre yok edilir (67) ,(68) . Nekrotik hiicre o6liimiiniin
mayalarda ve memeli hiicrelerinde yaslanmada Onemli bir rol oynadigi yakin
zamanda gosterilmistir. Klinik olarak nekroptozis 6zellikle hasar goérmiis beyin
hiicrelerinde olmak {izere iskemiye giden tiim doku 6gelerinde goriiliir. Nekroptoz
ozellikle, iskemik zedelenme, norodejenerasyon ve viral enfeksiyonlar gibi
hastaliklarin patogenezinde rol alir. Nekroptozis, kaspazlardan bagimsiz olarak
timor nekrozis faktdr reseptorii (TNFR) ve Fas ligand aktivasyonu ile baslar.
Programli olarak gergeklesir ancak morfolojik olarak nekroza benzer (68) . TNFR1
gibi 6liim reseptorleri; RIPK-1 (Receptor-interacting protein kinase 1) ve RIPK-3
(Receptor-interacting protein kinase 3) kinazlarinin aktivitesine ihtiyag duyar.
Mitokondriyal, lizozomal ve plazma membranlarinin disintegrasyonu bu siireci
aktive eder (69) .

2.3. Diger Hiicre Oliim Mekanizmalari

Apoptozis, Nekroptozis/Nekroz ve otofajinin disinda Paraptozis, Anoikis,
Kornifikasyon, Mitotoik Katastrofi, Piroptozis, Pironekrozis ve Entozis olmak {izere

diger hiicre 6liim mekanizmalar1 da tanimlanmustir.

2.3.1 Paraptozis

Bu terim apoptozisten morfolojik ve biyokimyasal olarak farkli bir programli
hiicre 6liimii olarak ortaya konulmustur. Paroptozis ¢esitli hiicre tiplerinde ILGF-1

(insiilin like growth factor receptor 1) ekspresyonu ile tetiklenir. Yaygin sitoplazmik
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vakuolizasyon ve mitokondriyal sisme mevcuttur ancak apoptozun diger morfolojik
Ozelliklerini gostermez. Paroptozis kaspaz inhibitorleri veya antiapoptotik Bcl-2-
benzeri proteinlerin ekspresyonunda artig ile Onlenememektedir. Mitojen aktive
protein kinaz ailesinin spesifik iiyelerinin rol aldig1 sinyal kaskadlari ile ortaya

¢ikmaktadir (70) .

2.3.2. Anoikis

Anoikis, yetersiz ya da diizensiz integrin aracili hiicre-matriks etkilesimleri
ile indiiklenen apoptoz olarak tanimlanir. Yunan dilinde evsiz anlamina gelmektedir.
Hiicre onu destekleyen matriks yapisindan ayrilir ve diger hiicrelerle baglantisi

kaybolur. Apoptotik bir hiicre 6liim seklidir (68) .

2.3.3. Mitotik Katastrofi

Mitotik hatalar sirasinda veya takip eden donem i¢inde ortaya ¢ikan bir 6liim
seklidir. Bu terimin kullanilmasi {izerinde tam bir anlagma yoktur. Mitotik katastrofi
apoptotik morfoloji veya nekrozise yol agar. Dolayisiyla “multiniikleosyondan once
ortaya ¢ikan oliim” ifadelerinin kullanilmasinin daha dogru ve daha bilgi verici

oldugu bildirilmistir (70) .

2.3.4. Piroptozis

Bu 6lim yolagi Salmonella ve Shigella suslar ile enfeksiyonda aktive olur.
Piropitozis kaspaz-1 bagimhdir . Kaspaz-1 apoptotik hiicre 6liimiinde yer almaz ve
kaspaz-1 eksikliginde hiicre birgok apoptotik sinyale normal cevap verir. Kaspaz-
I’in 6nemli bir fonksiyonu inflamatuar sitokinler olan IL-1 ve IL-18’in aktif
formlarina doniis siirecinde yer almasidir. Salmonella veya Shigella ile enfekte
makrofajda kaspaz-1’in aktivasyonu sonucu bu sitokinler siireci baslatir ve konak
hiicresi oliir. PAMP ( Patojen asosiye molekiiler pattern) , PRR (Patern taniyici
reseptorler) ve DAMPs ( hasar asosiye molekiiler pattern) gibi dogal immiinite
bilesenleri bu siirecte rol oynar. Proinflamatuar hiicre 6liimiinii tarif etmek lizere
yunan kokenli ates veya yangin anlamina gelen “pyro” ve dokiilmeyi tarif eden

“ptosis” tanimlar1 kullanilmigtir. Yapilan calismalar kaspaz-1 aktivasyonu veya
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kaspaz-1’e¢ bagli hiicre Oliimiiniin immiin sistem, merkezi sinir sistemi ve
kardiyovaskiiler sistem gibi farkli biyolojik sistemlerde Onemli bir role sahip

oldugunu goéstermistir (68) .

2.3.4 Pironekrozis

Bu terim Shigella flexneri ile infekte makrofajlarda goriilen nekrotik hiicre
Olimiini tarif etmek icin tanimlanmistir. Pironekroz siirecinde; pattern taniyici
reseptor NALP3 ve apoptozis regiilator protein ASC [apoptozis-associated speck-like
protein containing a CAR ] ve HMG-1 [high mobility group box-1], kaspaz-1 ve
IL1-beta rol alir. Pironekrozisin piroptozisten farki piropitozis i¢in kaspaz1’in gerekli
olmasi, pironekrozis i¢in gerekli olmamasidir. Piroptozis ve pironekrozisin innate

immiin sistem disinda rolii heniiz bilinmemektedir (68) .

2.3.5. Entozis

Entozis, ilk kez Huntington hastalarinin lenfoblastlarinda hiicresel kanibalizm
olarak tanimlanmis olan non-apoptotik yeni bir hiicre 6liim seklidir. Memeli epitel
hiicrelerinde sik goriiliir. Hiicre onu destekleyen matrix yapisindan ayrilir. Fagositik
olmayan mekanizmalarla (Ro GTPaz ve Rock) bir hiicre komsu hiicrelerden birisini
igine alir. Igeri alman hiicre fagozomu iginde lizozomal yikimla ortadan kalkar.

Nadiren igeri alinan hiicre; igine alan hiicre i¢inde ¢cogalir veya digar1 salinir (68) .

2.4. Otoimmiin Lenfoproliferatif Sendrom (ALPS)

ALPS, apoptozisde gorev alan cesitli molekiillerdeki bozukluklar sonucu
olusan kronik ve malign olmayan bir lenfoproliferatif hastaliktir.
Hastalik ilk olarak 1967 yilinda Virginia Canale ve Carl Henry Smith tarafindan
tanimlanmistir ve Canale-Smith sendromu olarak da bilinir (71) . Bugiine kadar 400
den fazla hasta tanimlanarak bildirilmistir (72) .
Hastaligin en sik goriilen klinik bulgulari kronik seyirli lenfodenopati, splenomegali
ve tekrarlayan veya kronik otoimmiin sitopenidir. Bugiline kadar tanimlanan

hastalarin hepsinde lenfodenopati ve/veya splenomegali goriilmiistiir. Periferik
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lenfodenopati disinda, torasik ve abdominal lenf nodlarinda da biiyiime olabilir(73),
(74) . Hastalarda klinik bulgular erken c¢ocukluk doneminde ortaya g¢ikmaktadir.
Semptomlarin baslama yasi tipik olarak yaklasik 24 aydir, ancak daha erken
donemde de ortaya cikabilmektedir. Kronik splenomegali vakalarin biiyiik bir
cogunlugunda mevcuttur. Hepatomegali ise tanimlanan hastalarin yaklasik %45’ inde
bildirilmistir (75) .

ALPS’de en sik goriilen otoimmiin hastaliklar hemolitik anemi, trombositopeni ve
notropenidir. Guillian-Barre sendromu, glomerulonefrit ve liveit gibi otoimmiin
hastaliklar da bildirilmistir (76) . Hastalarda hematolojik malignansi gelisme riski
yiiksektir. Genel populasyona gore, ALPS hastalarinda Hodgkin lenfoma goriilme
riski 50 kat, non-Hodgkin lenfoma riski ise 14 kat artmigtir. Lenfoma genellikle

adelosan donemden sonra ortaya ¢ikmaktadir (77) .

2.4.1 ALPS Tam Kriterleri

Hastalik i¢in kesin tan1 kriterlerini 6 aydan fazla devam eden enfeksiyoz veya
malign olmayan kronik lenfodenopati, splenomegali ve DNT hiicre sayisinin artisi;
birincil destekleyici kriterleri defektif lenfosit apoptozisi, FAS, FASL,CASP10
mutasyonu, ikincil destekleyici kriterleri ise aile hikayesi, tipik lenf nodu
histopatolojisi, otoimmiin sitopeni ve Ig yliksekligi olusturmaktadir. Kesin taninin
koyulabilmesi icin defektif olan gendeki mutasyonun gosterilmesi gerekir. (Tablo
2.4.1.2, 2.4.1.3). 2009 yilinda Amerika Ulusal Saglik Enstitiisii (NIH-“National
Institute of Health”) tarafindan yapilan ¢alistayda daha once tip 0 — tip 11l olarak
adlandirilan ALPS tiplerinin yenilenen siniflandirmada defektif olan molekiiliin

admnin kullanilmasi kararlastirilmistir (3) (Tablo 2.4.1.1).
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Tablo 2.4.1.1 Eski ve Yeniden Diizenlenen ALPS Siniflandirmasi

Onceki Siniflandirma Yeniden Diizenlenen  Etkilenen Gen Tanim
Siniflandirma

ALPS Tip 0 ALPS-Fas FAS Hastalar ALPS tan1 kriterlerinin hepsini tagir
ve homozigot FAS mutasyonu vardir.

ALPS Tip la ALPS-Fas FAS Hastalar ALPS tani kriterlerinin hepsini tagir
ve heterozigot FAS mutasyonu vardir.

ALPS Tip Im ALPS-sFas FAS Hastalar ALPS tani kriterlerinin hepsini tasir
ve somatik FAS mutasyonu vardir.

ALPS Tip Ib ALPS-Fas-ligand FASLG Hastalar ALPS tani kriterlerinin hepsini tasir

ve FAS ligand mutasyonu vardur.

ALPS Tip Il a ALPS-CASP10 CASP 10 Hastalar ALPS tani kriterlerinin hepsini tasir
ve CASP 10 mutasyonu vardir.

ALPS Tip Il ALPS-U BILINMIYOR Hastalar ALPS tani kriterlerini tasimasina
ragmen genetik defekt tanimlanmamustir.
(FAS, FASL, CASP10’da genetik defekt
yoktur.)

Tablo. 2.4.1.2 ALPS’de Kesin Kriterler

Kesin kriterler

Kronik, malign olmayan lenfodenopati ve/veya splenomegali

Artmig DNT hiicre sayist ( DNT hiicrelerinin Total lenfositlerin % 1,5’unu veya daha fazlasin1 veya CD3+ lenfositlerin %2,5 unu
veya daha fazlasmi olusturmasi )

Tablo. 2.4.1.3 ALPS’de Destekleyici Kriterler

Birincil destekleyici kriterler Ikincil destekleyici kriterler

Lenfosit apoptozisinin bozuk olusu Plazma Fas-ligand, IL-10, vitamin B12 ya da IL-18 diizeylerinin yiiksek
olusu

FAS, FASL ya da CASP 10 mutasyonu Tipik immiin-histolojik bulgular

Otoimmiin sitopeni ve serum IgG diizeyinin yiiksek olusu

Aile hikayesi (malign olmayan lenfoproliferasyon)

Kesin tani igin; kesin kriterlerden her ikisini ve birincil destekleyici
kriterlerden bir kriteri tasimalidir. Muhtemel tani i¢in; kesin kriterlerden her ikisini

ve ikincil destekleyici kriterlerden bir kriteri tagitmalidir.

2.4.2 ALPS’lu Hastalarin Klinik Ozellikleri

ALPS nadir goriilen bir hastalik olup 1rk ve cinsiyet farki gostermemektedir.
Goriilme yas ortancasi1 24 aydir, ancak eriskin yasta tani alan vakalarda mevcuttur
(74) . Baslica klinik bulgular1 lenfoid hiicre proliferasyonu, lenfodenopati ve

splenomegali olusturmakta ancak diger asosiye klinik 6zellikler de bulunmaktadir
(76) (Tablo.2.4.2.3).
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2.4.2.1 Lenfoproliferasyon

ALPS’de lenfoproliferasyon klinik olarak lenfodenopati, splenomegali veya
hepatomegali  seklinde ortaya c¢ikmaktadir. ALPS tanisi i¢in  kronik
lenfoproliferasyon 6 aydan uzun siireli olmalidir. Eger izole lenfodenopati varsa 2
farkli bolge nodunu etkilemis olmalidir (3) . Neoplastik ve enfeksiydz etyoloji
dislanmalidir. Hastalarin %80’inden fazlasinda, hassas olmayan kronik lenf nodu
biytikliigii vardir (78) . Splenomegali hastalarin %85’inde mevcuttur, genellikle
masif ve hayat boyu kalicidir. Hepatomegali de ALPS’de goriilebilen
ozelliklerdendir (79) .

2.4.2.2 Otoimmiinite

Otoimmiinite ALPS hastalarinda ikinci siklikta goriilen klinik bulgudur.
Otoimmiinite hastalarin %70’inden fazlasinda kan hiicrelerini etkiler (79) . Direk
Coombs pozitif otoimmiin hemolitik anemi (OHA) ve immiin-aracili trombositopeni
(ITP) en sik goriilen otoimmiin bulgulardir. Otoimmiin ndtropeni daha az goriiliir.

Hastalarda ¢oklu sitopeni de goriilebilmektedir (80) .

2.4.2.3 Malignite

ALPS’lu hastalarda malign hastaliklarin goriilme riski yiiksektir. %10-20
arasinda oldugu belirtilmektedir. Hastalarda genelde lenfoma gelisir ancak 16semi ve
solid organ tiimorleri de bildirilmistir. Aile bireylerinde de kanser riski artmistir. Cok
merkezli bir ¢caligmada ALPS-FAS grubunda olanlarin genel topluma gore Non-
Hodgkin Lenfoma (NHL) gelisme riskinin 14 ve Hodgkin Lenfoma (HD) gelisme
riskinin 50 kat arttig1 belirlenmistir (77) . Lenfoma genelde B hiicre kokenlidir ve
HD, Burkitt’s lenfoma, folikiiler B lenfoma ve T hiicreden zengin B hiicre lenfoma
alt tipleri olarak goriiliir. ALPS’lu hastalarda ates, kilo kaybi, halsizlik gibi genel
semptomlar goriilmez. Eger bu semptomlar mevcutsa, enfeksiyonlari veya malign
hastaliklar1 ekarte etmek i¢in ileri ¢alismalar yapilmalidir. Tekrarlayan enfeksiyonlar

sik degildir. ALPS’lu hastalarin bir alt grubunda (%5 ile 10) yaygin degisken immiin
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yetmezlik (CVID) fenotipi bulunmaktadir (81) . Tablo 2.4.2.3’te 62 hastay1

kapsayan bir ¢alismada belirlenen klinik bulgularin sikliklar1 verilmistir (76) .

Tablo 2.4.2.3 ALPS Tanis1 Alan 62 Hastanin Klinik Bulgulari ve Sikliklar

Klinik bulgular Vaka ve goriilme sayisi Yiizdesi(%)
Lenfoid hiicre proliferasyonu 62 100
Lenfodenopati 54 87
Splenomegali (+/- hipersplenizm) 56 90
Splenektomi 20 32
Hepatomegali 28 45
Otoimmiin hemolitik anemi 33 53
Otoimmiin trombositopeni 27 44
Otoimmiin ndtropeni 19 31
Glomerulonefrit 5 8
Otoimmiin hepatit 4 6
Gullian-Barr sendromu 3 5
Uveitis (+/- iridosiklit) 3 5
Lenfoma 9 15
Karsinom ( tiroid, meme, cilt, dil, karaciger) 6 10
Multipl neoplazik lezyon(tiroid adenomu, meme adenomu, 1 2
gliom)

Urtiker ve Cilt dkiiNDiisii 1 2
Vaskiilit 1 2
Panniikilit 1 2
Artrit-artralji 4 6
Tekrarlayan oral iilser 1 2
Aplastik Anemi 1 2
Pulmoner infiltrasyon 2 3
Prematiir ovaryan yetmezlik 1 2
Hidrops fetalis 2 3
Mental durum degisikligi, nobet, basagrisi 1 2

2.4.2.4 Patolojik Ozellikler

ALPS’da goriilen en 6nemli patolojik bulgu lenf nodiillerinin parakortikal T
hiicre bolgesinde DNT hiicrelerinin artmis olarak bulunmasidir. Hastadan hastaya bu
hiicrelerin yaygimligir degisiklik gosterir. Parakorteksteki T hiicreler bu sekilde
anormal bir fenotip gosterirken, germinal merkezdeki T hiicreler normal fenotip

gostermektedirler (82) .

2.4.2.5 Hematolojik Ozellikler

Tiim hastalarda lenfoproliferasyon tanimlanmistir. ALPS'lu hastalarin
timiinde hastaligin seyrinde lenfadenopati veya splenomegali bulunurken hastalarin
yaklagik %50'sinde ayrica hepatomegali goriilmiistiir. Bu belirtilerin siiresi ve agirlig
hastadan hastaya degisiklik gostermektedir. Bir¢ok hastada bu belirtiler yagamin ilk

2 yilinda; ¢ogunlugunda ise 5 yasina gelmeden ortaya ¢ikmis olmakla birlikte kesin
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yas sinirt yoktur. Splenomegali genellikle ¢ok biiylik boyutlardadir. Hastalarda
ilerleyen yaslarda ciddi hipersplenizm bulgularinin ortaya c¢ikmasi splenektomi
gerektirebilmektedir. Lenfadenopati ¢ogunlukla servikal ve aksiller bolgede ortaya
ciksa da herhangi bir anatomik lokalizasyonda bulunabilir. Otoimmiin hastalik
gelisme orani zamanla artar. ALPS iliskili otoimmiinite; kan hiicrelerine karsi
otoimmiinite ve daha seyrek goriilen diger otoimmiin olaylar olmak iizere 2 gruba
ayrilir. ALPS' deki otoimmiinite tipik olarak aktivasyon ve iyilesme periyotlar ile
seyreder. En sik goriilen otoimmiin hastalik hemolitik anemi ve ITP dir. Hastalarda
siddetli hemoliz ataklar1 veya c¢ok diisiik trombosit degerleri bulunabilir. Kemik
iliginde myeloid serinin normal oldugu hastalar ve splenektomi yapilan hastalarda da
ndtropeni bulunabilmesi durumun otoimmiin mekanizmalarla ortaya ¢iktigini

diistindiirmektedir (83) , (84) .

2.4.2.6 Biyokimyasal Ozellikleri

Otoimmiin hepatit nedeni ile karaciger fonksiyon testlerinde bozukluk
gorlilebilmektedir. Bazi hastalarda glomerulonefrit ortaya ¢ikmaktadir. Hastalarin

¢ogunda vitamin B12 diizeyleri yiiksektir (76) .

2.4.2.7 immiinolojik Ozellikler

ALPS’lu hastalarda lenfositoz mevcuttur. Lenfopeni bulunan hastalar da tarif
edilmistir. DNT hiicrelerinde belirgin artis bulunur. Hastalarda T hiicrelerinin ¢ogu
MHC class-1I yiizey antijenleri igerir. Bu durum T hiicrelerinin aktive oldugunu
gosterir. Dokularda bulunan lenfositler bir aktivasyon markeri olan CD69 igerirler.
Hastalarda dolagimda proliferasyon sitokinleri olan IL—4 ve IL-2 diizeyleri ile pro-
inflamatuvar sitokinler olan TNF-a , IL-1b ve IL-6 diizeyleri normal bulunmustur.
Buna karsin IL-10 diizeyleri ¢ok yiiksektir. Bu hastalarin Fas mutasyonlar1 olan
ancak klinik bulgular1 olmayan yakinlarinda IL-10 yiiksek bulunmamistir. 1L-10
diizey yiiksekliginin monosit-makrofaj sayisinin artisi ile ilgili oldugu belirtilmistir.
T yardimci hiicreleri IL-12 ile aktive olan ve interferon y ve TNF-a iireten Th 1
hiicreleri, IL—4 ile aktive olan IL 4, IL 5, IL 6 iireten Th 2 hiicreleri olmak iizere iki

biiylik gruba ayrilir. Bircok immiinolojik hastalik bu iki hiicre arasindaki dengenin
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bozulmas1 sonucu ortaya ¢ikar. ALPS’lu hastalarda Th2 aktivitesinin yiiksek oldugu
ve bunun otoantikorlarin olusmasinda rol oynadigi belirtilmistir. ALPS’lu hastalarda
Th2 aktivitesinin artmig olmasinin yiiksek IL-10 ve diigiik IL-12 diizeyleri ile ilgili
oldugu diisiiniilmektedir. IL-10 iiretiminin artmasmin B ve T hiicreleri tizerinde
baska etkileri de vardir. IL-10 anti-apoptoik protein Bcl-2 yi hem B, hem de T
hiicrelerinde aktive ederek, bu hiicrelerin 6limiinii geciktirmektedir. Bu nedenle
yiiksek IL-10 diizeyleri otoreaktif hiicre klonlarinin, hatta malign hiicre klonlariin
yasamasina neden olmaktadir. CD 57+ (HLA-DR+) /CD8+ T hiicrelerinin artigsinin
ve CD25+ T hiicrelerindeki azalmanin ALPS kliniginin ortaya ¢ikisi i¢in spesifik
oldugu belirlenmistir. Ciinkii bu anormallikler klinik bulgusu olmayan ancak
mutasyonu pozitif olan aile bireylerinde mevcut degildir (85) ,(86) , (87) . Tablo
2.4.2.7’te hastalarda tanimlanan hematolojik, biyokimyasal ve immiinolojik

ozellikleri belirtilmistir;

Tablo 2.4.2.7: ALPS’lu Hastalarin Laboratuvar Bulgular1

LABORATUVAR BULGULARI

Hematolojik Biyokimyasal Immiinolojik

Lenfositoz Karaciger fonksiyon testlerinde bozukluk Serum IgG ve Serum IgA diizeyinde artig
Lenfopeni Proteintiri IgM diizeyinde azalma

Anemi Vitamin B12 seviyesinde artig DNT hiicre diizeylerinde artis
Retikiilositoz CD8+ T hiicrelerinde artig

Notropeni CDB8+/CD57+ T hiicrelerinde artig
Eozinofili HLADR+ T hiicrelerinde artig

Trombositopeni
Diseritropoezis

CD5+ B hiicrelerinde artis
CDA4+/CD25+ T hiicrelerinde azalma
B hiicre CD27 ekspresyonunda azalma
CD69+ T hiicrelerinde artig

Serum IL-10 diizeyinde artis

Serum Fas-L diizeyinde artig
Otoantikor varligi (ANA, RF gibi)




27

2.4.3 Sorumlu Gen Defektleri

Bu giine kadar hastaliktan sorumlu olan FAS, FASL ve CASP10 genlerinde
mutasyon bildirilmistir. En sik tanimlanan FAS gen mutasyonlaridir. ALPS' nun en
stk rastlanan sekli heterozigot FAS mutasyonlar ile ortaya c¢ikan tiiriidiir. FAS
geninin en ¢ok mutasyona ugrayan bolimii 6liim bolgelerini kodlayan kisimdir.
ALPS hastalariin aile bireylerinde yapilan ¢alismalarda klinik olarak tamamen
normal olan kisilerde de FAS mutasyonlar1 saptanmistir. Baz1 aile tiyelerinde de
ALPS'nun yalnizca birkag belirtisi mevcuttur. Bu veriler lenfoproliferasyon ve
otoimmiinitenin ortaya c¢ikmasinda ilave genetik veya cevresel faktorlerin rolii

olabilecegini diisindiirmektedir (3) .

2.4.3.1 ALPS- FAS

Daha 6nce ALPS Tip 0 ve ALPS Tipla olarak adlandirilan homozigot ve
heterozigot FAS mutasyonlarina sahip hastalar yeniden diizenlenen NIH kriterlerine
gore ALPS-FAS olarak adlandirilmaktadir Daha once ALPS Tip la olarak
tanimlanan otozomal dominant gegisli, heterozigot FAS mutasyonlar1 olan hastalar
ise bugiine kadar tanimlanan ALPS’lu hastalarin ¢ogunlugunu (yaklasik %70)
olusturmaktadir. (3) . Bugiine kadar homozigot FAS mutasyonu bulunan hasta sayisi
ise 4’tir (88-90). Bu hastalarda klinik penetrans daha yiiksektir ve dogumdan
itibaren agir sitopeni mevcuttur. Saptanan mutasyonlar Fas protein ekspresyonunun
olmamasma ya da eksprese edilse bile afonksiyonel olmasina yol acar. Fas
molekiiliiniin yapisindan dolayi, genetik bozuklukluga neden olan mutasyon
dominant negatif etkiye sahiptir. Fas molekiilleri hiicre ylizeyinde trimerik bir yap1
olustururlar. Yalnizca bir mutant Fas molekiilii bile Fas’in yapisal seklinin
bozulmasina yol acar. Yapisal seklin bozulmasi; FADD nin bu bdlgede toplanmasini
engellemektedir. Hiicre i¢ci mutasyon ise DISC olusumunu engelleyerek, hiicre disi
mutasyon trimerize FasL kompleksinin baglanmasindaki afiniteyi azaltarak

sinyalizasyonun bozuk olmasina yol agar (91), (92) . (Sekil 2.4.3.2)
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Normal tip Tek bagina yetersiz Dominant negatif
mutasyon mutasyon

[eul ] Zayif Aktivasyon yok
aktivasyon aktivasyon

Sekil 2.4.3.2 FAS Genindeki Mutasyonlarin Etkileri (92)

Klinik semptomlarin gériilmesine yol agan en dnemli mutasyonlar, Fas molekiiliiniin hiicre
icindeki Oliim bolgesini etkileyen missens mutasyonlardir. Bu hastalarda hiicre yiizeyinde Fas

ekspresyonu normal olmasina ragmen molekiil afonksiyoneldir (93) .

2.4.3.2.1 FAS Gen Yapisi

FAS geni insanlarda 10. kromozomun uzun kolunda yer alir. 9 ekzonu vardir.
Fas, apoptoz 1 (APO1) veya CD95 olarak da adlandirilan ve molekiil agirlig1 45 kd
olan bir tip 1 membran proteinidir ve timor nekrozis faktor (TNF) ailesine aittir. Ana
fonksiyonu apoptozu tetiklemektir. Agonistik antikorlarin ya da dogal ligandinin

(FasL) baglanmastyla apoptotik sinyali iletir (94) .

2.4.3.2.2 FAS (TNFRSF6) Mutasyonlari

Tablo 2.4.3.2.2°de FAS mutasyonlarinin ¢esitleri ve dagilimlar1 kac ailde c¢alisildigi
ve toplam mutasyon sayis1 gosterilmistir.



Tablo : 2.4.3.2.2 FAS Mutasyonlarinin Dagilim

29

Mutasvon Ekzon Ekzon Ekzon Ekzon Ekzon Ekzon Ekzon Ekzon Ekzon Aile  Savist
Tii 4 /Intron /Intron /Intron /Intron /Intron /Intron /Intron /Intron W/—
P 1 2 3 4 5 6 7 8 9 [Toplam}

Missens 1 2 1 1 22 [20] 27 [25]
Nonsens 2 2 1 5[3] 10 [8]

Insersiyon:

Cerceve 1 3 4
kaymast

Delesyon:Cerg

eve kaymasi 2] L ! 5 o8l
Splice 1 3 1 1 3 5[3] 14 [12]
Kompleks 1 1 2 4
Biyik ) )
delesyonlar:

Toplam 1 6 [5] 8 3 1 2 5 5[3] 38[34] 69 [62]

Toplam 69 akraba olmayan aileden 62 mutasyon [parantez i¢indeki] bildirilmistir (NIH).

2.4.3.2.2.1 Tek Niikleotid Polimorfizm (SNP)

SNP (tek niikleotid polimorfizm), tiim genomik DNA’lardaki tek baz
degisimidir ve bu 06zellik genetik belirleyici olarak kullanima olanak saglayan bir
ozelliktir. SNP’ler transisyon (bir piirin bazin “A, G diger bir piirin baziyla veya bir
pirimidin bazin “C, T” diger pirimidin baziyla degigmesi) ve transversiyon (bir piirin
bazinin bir pirimidin bazina degisimi veya tersi) gibi baz degisimlerini igermektedir.
G>A ve C>T transisyonlari, insan genomundaki SNP’lerin % 25’ini olugturmaktadir.
Bir popiilasyondaki tek baz degisiminin frekanst % 1’den biiyiik ise bu degisim SNP,
% 1’den Kkiiciik ise mutasyon olarak adlandirilir. Ayn1 SNP frekansi toplumlar
arasinda farklilik gostermektedir. SNP ortalama her 100-300 bg (baz ¢ifti)’'nde bir
bulunur. insan genomu yaklasik 2.91 milyar baz ciftine ve 35.000 gene sahiptir. Tiim
insanlarin baz diziliminin % 99.9’u birbirinin aynidir. Gen dizilimindeki % 0,1’lik
farklilik, yani varyasyon insanlar arasindaki genetik cesitliligin temelini olusturur.

SNP’ler kendi baslarina hastalik olusturmazlar, ancak bazi hastaliklarin gelismesinde
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rol oynarlar. Birgok SNP sessizdir (silent), gen fonksiyonu veya fenotip iizerinde
belirlenen bir etkileri yoktur. Bazi hastaliklara bireysel yatkinlik veya ilaclara
reaksiyonda rolleri bulunmaktadir. Ayrica tek gen hastaliklarinda hastaliktan
sorumlu olan genin yaninda diger genlerde bulunan SNP’ler hastaligin gelismesine
katkida bulunabilir. Allelik varyasyonlarin  promoter bdlgede bulunmasi
transkripsiyon faktor baglanma bolgesini veya diger regiilator domainleri
degistirerek genin ekspresyonunu kalitatif veya kantitatif olarak etkileyebilir.

SNP’ler sinonim ve non-sinonim SNP olmak {izere 2 gruba ayrilirlar. Non-sinonim
SNP’ler genin kodlanan bélgesinde bulunur amino asit degisikligi veya premature
stop kodon olusumuna neden olarak proteinin yapisint veya fonksiyonunu
degistirmesine ragmen, toplumda %1’den fazla goriilityorsa bu degisim SNP olarak
kabul edilir. Sinonim SNP’ler amino asit degisikligine neden olmaz ancak bazen

hastaliklara yatkinlikta rol oynarlar (95) .

24.3.24 ALPS-sFAS

ALPS benzeri klinik fenotip gosteren, DNT hiicreleri artmis ancak normal
Fas aracili apoptozise sahip bazi hastalarda somatik FAS mutasyonlar
tanimlanmistir. Bu hasta grubunda somatik heterozigot FAS mutasyonlari belli hiicre
populasyonlarinda (6zellikle DNT hiicrelerinde daha az sayida olmak iizere CD4 +
ve CD8 + lenfositler, monositler ve CD34 + hematopoietik hiicre Onciilleri)
mevcuttur (96) . Normal in vitro lenfosit apoptozisi gosteren ve sporadik olarak
goriilen bu hastalarda somatik mutasyonlarin gosterilebilmesi i¢in izole edilen DNT

hiicrelerinden elde edilen 6rneklerde sekans analizi yapilmalidir.

2.4.3.3 ALPS FAS-Ligand

Bugiine kadar Fas-Ligand geninde defekt bulunan 4 hasta tanimlanmistir. 2
hastada heterozigot FASL mutasyonu tespit edilmistir. ilk olarak 1996 yilinda Wu ve
arkadaslar tarafindan tipik SLE sendromlariyla izlenen 52 yasinda bir erkek hastada
FASL geninde heterozigot bir mutasyon gosterilmis (97) , tanimlanan ikinci hastada
ise homozigot mutasyon tespit edilmis, Ikinci hastada Fas-Ligand fonksiyonu

bozulmasma ragmen Fas-ligand ekspresyonun normal oldugu belirlenmistir.
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Lenfodenopati, splenomegali, DNT hiicrelerinde artis ve otoimmiin trombositopeni
ile izlenen diger bir hastada da heterozigot mutasyon saptanmustir (98) . Bu hastada
Fas-L fonksiyonu ve ekspresyonu defektif bulunmustur. Bu gendeki homozigot ve
heterozigot mutasyonlar hastaliga yol agabilmektedir. 4. hastada; 8 aylikken agir
hepatosplenomegali, coklu servikal lenf nodlar1 ve bilateral akciger infiltrasyonu
goriilmiistiir. Hastada FASL geninde homozigot null (fonksiyon kaybi1) mutasyon
tespit edilmistir (4) .

2.4.3.3.1 FAS-Ligand Geni

FAS-L geni birinci kromozomun uzun kolunda bulunur (1q.23), 4 ekzona
sahiptir ve 40 kd biiytikligiindedir.

24.3.4 ALPS-CASP10

Bugiine kadar CASP10 gen defekti bulunan 3 vaka tanimlanmustir. ik olarak
Wang ve arkadaglari tarafindan 1999 yilinda 2 hastada gosterilmistir (99)
Hastalardan birinde asemptomatik anneden kalitilan heterozigot kaspaz 10
mutasyonu, digerinde ise her iki alleli mutant olan homozigot defekt gosterilmistir.
Her iki hastada da yasamin ilk yilindan itibaren lenfoproliferasyon, otoimmiin
bozukluklar, yiiksek DNT hiicre diizeyleri mevcuttur. Hastalarda Fas aracili
apoptoziste bozuklukla beraber, TNF aracili apoptoziste bozukluk gosterilmistir.

Ayrica dendritik hiicre apoptozunun da bozuk oldugu saptanmaistir.

2.4.3.4.1 CASP10 Geni

Kaspaz 10 geni 2923’de lokalizedir ve 10 ekzondan olusur, 48 kd
biiytikliigiindedir. Kaspaz 10 molekiilii ekstrensek apoptozis yolaginda hem kaspaz

8’in hem de efektor kaspazlarin aktivasyonunu saglamaktadir (100) .
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2.4.4. ALPS ile Tlgili Hastaliklar

Daha once ALPS fenotipi ile ¢akisan Ozellikler gOsteren hastaliklar tarif
edilmistir. 2009’dan 6nceki siniflandirmalarda ALPS’nun bir tipi (Tip Ilb) olarak
smiflandirilan Caspase 8 eksiklik sendromu (CEDS), Ras-asosiye Lokoproliferatif
Hastalik (RALD), Dianzani Otoimmiin Lenfoproliferatif Hastalik (DALD), X-linked
lenfoproliferatif hastalik (XLP), yeniden diizenlenen siniflandirmaya gore ALPS ile
ilgili hastaliklar olarak belirlenmistir (Tablo 2.4.4) (3) .

Tablo 2.4.4 ALPS ile ilgili Hastaliklar

Onceki Yeniden  Diizenlenen|Gen Tanim

Siniflandirma  [Simiflandirma

ALPS type IIb |CEDS(Caspase8 CASP8 Hastalarda lenfodenopati ve/veya splenomegali
Eksiklik sendromu) bulunur, sinirh diizeyde DNT  yiiksekligi,

tekrarlayan enfeksiyonlar mevcuttur, defekt
kaspaz 8 genindedir.

ALPS type IV |RALD NRAS Hastalarda otoimmiinite, lenfodenopati ve/veya
(Ras-asosiye splenomegali  bulunur, DNT sayilar1 yiiksek
l6koproliferatif veya normal sayidadir, NRAS geninde somatik
hastalik) mutasyon vardir.

KRAS Hastalarda otoimmiinite, lenfodenopati ve veya

splenomegali bulunur, DNT normal sayidadir,
KRAS geninde somatik mutasyon vardir.

DALD DALD(Dianzani Hastalarda otoimmiinite, lenfodenopati ve/veya
Otoimmiin splenomegali bulunur, DNT normal sayidadir ve
Lenfoproliferatif invitro FAS aracili apoptozis yetersizdir.
Hastalik)

XLP1 XLP1 SH2D1A |Hastalarda akut Epstein-Barr virus enfeksiyonu,
(X-linked hipogammaglobulinemi veya lenfoma gelisir.

lenfoproliferatif
hastalik)
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Sekil 2.4.4 ALPS ve ALPS ile Ilgili Hastaliklara Yol A¢an Defektif Molekiiller

2.4.4.1. Caspase 8 (CASP8) Eksiklik Sendromu (CEDS)

CASP 8 eksikligi lenfodenopati ve splenomegali, DNT hiicrelerinde belirgin
artis, FAS aracili apoptoziste bozukluk, tekrarlayan bakteriyel ve viral enfeksiyonlar,
T, B ve dogal dldiiriicii hiicre (NK) aktivasyonunda bozukluk ile karakterize bir
sendromdur (101) . CASP 8 eksikligi baslangicta otoimmiin lenfoproliferatif sendrom
tip 1lb olarak adlandirmis ancak B ve T lenfositler ve NK hiicrelerinde apoptoz
defektinin daha agir olusu, hastalarda tekrarlayan viral ve bakteriyel enfeksiyonlarin
bulunmasi ile ALPS’ten farklilik gostermesi nedeni ile daha sonra CASP8 eksikligi
ALPS ile ilgili hastalik grubunda siniflandirtlmistir (78) .
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2.4.4.2. Ras-asosiye Lokoproliferatif Hastalhlk (RALD)

2009 yilinda Tip IV ALPS olarak adlandirilmis olan ve NRAS mutasyonu ile
ortaya ¢ikan bu hastalik yeni siniflandirmada RAS asosiye 16koproliferatif bozukluk
(RALD) olarak adlandirilmistir (3) . Somatik NRAS mutasyonu bulunan bu
hastalarda DNT yiiksekligi goriilmemektedir. Hastalarda JMML’ye  (juvenile
miyelomonositik 16semi) benzer sekilde miyeloid seri hiicre sayilarinda yiikseklik
goriilmektedir (102) . NRAS mutasyonu lenfositlerde intrensek mitokondriyal
apoptozis defektine neden olmaktadir. Bu da ALPS fenotipi ve hematolojik

malignansilere yol agmaktadir (42) .

2.4.4.3. Dianzani Otoimmiin Lenfoproliferatif Hastalik (DALD)

Dianzani ve arkadaglar1 1997 yilinda defektif FAS fonksiyonu, otoimmiinite
ve lenfoproliferasyon, normal DNT diizeyleri bulunan hastalarda ALPS’nun farkl
bir formunu tanimlamislardir. Bu varyant form Victor McKusick tarafindan Dianzani
Autoimmune Lymphoproliferative Disease (DALD) olarak adlandirilmistir (96)
DALD hastalarinda FAS, FASL veya CASP10’da mutasyon bulunmamaktadir, ancak
bircok hasta ve ebeveynlerinde Fas yolaginda defekt gdsterilmistir. Bu bulunan
defekt DALD’a neden olan mutasyonlarin yolakta daha asagida Fas yolaginin
efektodrlerini kodlayan bolgede oldugunu diisiindiirmektedir. Onceki calismalarda
perforin genindeki belli varyantlarin ALPS/DALD gelisimi ile baglantili oldugu
gosterilmistir. Perforinl(PRF1)’deki FHL gelistirme yetenegi olmayan heterozigot
degisimler Fas fonksiyonu defektif olan kisilerde ALPS/DALD gelisiminde yatkinlik
geni olarak rol oynayabilir (103) . Yakin zamanda yapilan ¢alisma, serum IL-17A,
IL-17F ve IL-17AF diizeylerinin ALPS ve DALD hastalarinda yiiksek bulundugunu
ve bu yiiksek diizeylerin nedeninin defektif Fas fonksiyonu sonucu meydana gelen
lenfosit apoptotozu ile 1ilgili olabilecegini gostermistir. Ayni calisma IL-1B
diizeylerinin ALPS ve DALD’da yiiksek oldugu ve bunun nedeninin IL-1f’nin IL-17

ekspresyonunda anahtar rolii olabilecegini gostermistir (104) .
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2.4.4.4. X-linked lenfoproliferatif hastalik (XLP)

X’e bagli gecis gosteren lenfoproliferatif sendrom (XLP) Ebstein Barr virus
(EBV) enfeksiyonu sonrasi gelisen ciddi klinik seyirli bir primer immiin yetmezlik
hastaligidir. Tip literatiirinde ilk kez 1975 yilinda, Purtillo tarafindan, Duncan
ailesinde lenfoproliferatif hastalik nedeniyle 6len 6 erkek hastanin otopsisi ile
tamimlanmustir (105) . Hastalik baslangigta “X’e bagli ilerleyici sik goriilen degisken
immiin yetmezlik” veya tanimlanan aileye atfen “Duncan Hastalig1” olarak
adlandirilmistir. Etkilenen baska hastalarin da bildirilmeye baslanmasi iizerine 1976
yilinda ad1 “ X’e bagl lenfoproliferatif hastalik” olarak degistirilmistir. Hastaligin
etyoloji, patogenez ve tedavisinin daha iyi aydinlatilabilmesi i¢in 1978 yilinda,
Purtillo tarafindan olusturulan kayit sistemine 2000 y1l1 sonuna kadar 89 aileden 309
hasta bildirilmistir (106) . 1998 yilinda birbirinden bagimsiz ii¢ grup tarafindan XLP
hastaligindan sorumlu defektin SH2D1A ( Src homology domain cotaining protein
1A- Src homoloji bolgesi igeren protein 1A) veya SAP [ Signaling lymphocyte
activation molecule, (SLAM), associated protein Lenfosit aktivasyon sinyal
molekiilii iligkili protein] geninde oldugu belirlenmistir (107) . XLP nadir goriilen
bir hastaliktir. Insidans1 1-3/1000000 erkek olarak tahmin edilmektedir (108) . Irk ve
etnik grup ayirimi gozetmez (106) .

X-linked inhibitor apoptozis (XIAP) 2006 yilinda XLP’ye neden olan ikinci
gen olarak tanimlandi. XIAP proteinini kodlayan BIRC4 genindeki mutasyonlar
XLP-2’ye yol agmaktadir. XIAP eksikligi olan hastalarda lenfosit apoptozisin artmis
oldugu goriilmektedir. SAP eksikligi olan hastalarda oldugu gibi, XIAP eksikligi olan
hastalarda da NKT hiicrelerinde belirgin azalmig olmasi SAP ve XIAP’mn NKT
hiicrelerinin normal degisimi ve fonksiyonu i¢in gerekli oldugunu gostermektedir.
(109).
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2.4.5 ALPS ile Benzerlik Gosteren Diger Hastaliklar

FADD Eksikligi, Protein Kinaz C6 Eksikligi, Evans Sendromu, Rosai
Dorfman Hastaligi, Castleman Hastaligi, Kikuchi-Fujimoto Hastaligi, Sik
Goriilen Degisken immiin Yetmezlik (CVID), LRBA (LPS-responsive and beige-
like anchor) Eksikligi bugiine kadar tanimlanan ALPS ile ilgili, fakat siniflandirmada

yer almayan hastaliklardir.

2.4.5.1. FADD Eksikligi

FADD apoptoziste yer alan kaspaz-8 ile bir koprii olusturarak DISC’in
aktivasyonunu saglayan adaptor bir molekiildiir. Yakin zamanda 4 akraba hastada
FADD eksikligine yol agan homozigot mutasyon tespit edilmistir. FADD. Hastalarda
defektif lenfosit apoptozisi, artmis DNT diizeyi, yiiksek serum biyobelirtegleri ve
otoantikorlar goriilmesine ragmen, hastalarin hi¢ birinde ALPS tanisinda gerekli
kriterlerden olan lenfodenopati veya splenomegali goriilmemistir. Buna karsilik
hastalarin hepsinde klasik ALPS’de goriilmeyen genelde viral enfeksiyonlarla
baglantili ensefelopati ve karaciger fonksiyon bozuklugu oldugu goriilmiistiir. FADD
eksikligi olan deneysel sistemlerde saptanan tip 1 interferon cevap bozuklugu bu
hastalarin birisinde de saptanmistir. Hastalarda ayni zamanda invazif pndomokok
enfeksiyonu, fonksiyonel aspleni, kardiyovaskiiler bozukluklar ve serebral atrofi

goriilebilmektedir (110) .

2.4.5.2. Protein Kinaz Co Eksikligi

2013 yilinda Protein Kinaz Co (PRKCD) eksikligine bagh iyi huylu
lenfoproliferatif hastalik farkli etnik gruptan olan iki hastada tarif edilmistir. Hastalar
kronik splenomegali, lenfodenopati ve otoimmiin sitopeni varligi ile ALPS’e benzer
ozellik gostermekte ancak hastalik kriterlerini karsilamamaktadir PKC hiicre
proliferasyonu, apoptozis ve diferansiyasyon gibi ¢esitli hiicre siireglerinin

regiilasyonunda anahtar rol oynayan serin/threonin kinaz ailesine aittir. PK Cé’nin B
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hiicre sinyalizasyonu ve otoimmiinitede 6nemli rolleri vardir. Hastalarda goriilen

lenfoproliferasyonun nedeni defektif B hiicre apoptozisi ile agiklanabilir (111) .

2.4.5.3. Evans Sendromu

Evans sendromu ITP ve OHA’nin birlikte veya ardarda goriilmesi ile
karakterizedir. Immiin baskilayic1 tedavi hastalarin cogunda yetersiz kalmakta ve
hastalik kroniklesmekte ya da tekrarlamaktadir. Mortalite oran1 yiiksektir. Hastalarin
onemli bir kisminda ndétropeni de mevcuttur. Hastalarda eritrosit, trombosit ve
notrofillere karsi olusan antikorlarin varligi gosterilmistir (112-114). Evans
sendromu tanisi alan hastalarin bir kisminin daha sonra ALPS oldugu belirlenmistir

(116) .

2.4.5.4 Rosai Dorfman Hastalhig

Masif lenfadenopati ile giden siniis histiositosizi veya diger adiyla Rosai-
Dorfman Hastaligi (RDD) ilk kez 1969 yilinda Rosai J. ve Dorfman R.F tarafindan
tanimlanmistir (117) . Bugiine kadar 500 civarinda vaka bildirilmistir (118) . Klinigi
ve patolojisi 1yl anlasilmig nadir bir hastalik olmasma karsin etyolojisi
bilinmemektedir. Tiim yas gruplarini etkilemekle birlikte ¢ocukluk ve addlesan yasta
daha sik goriilmektedir. Histopatolojik olarak lenfatik siniislerde histiositik
proliferasyon ile karakterizedir. Hastalarin ¢ogunlugunda bilateral agrisiz servikal
lenfadenopati bulunur ve genellikle ates, 16kositoz, artmis sedimentasyon hizi ve
hipergamaglobulinemi eslik etmektedir. Hastalarin % 43’linde lenfadenopatiyle
birlikte ekstranodal tutulum mevcuttur (118-119) . Lenfadenopati ile prezente olan
hastalar siklikla malign lenfoma ile karistirilirken, ekstranodal tutulumu olan hastalar
organa Ozgli malignite olarak degerlendirilebilmektedir (120) . ALPS-FAS oldugu
bilinen 44 hastada yapilan calismada 18 hastada RDD histolojik 6zellikleri olan
lezyonlar saptanmustir (121) .
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2.4.5.5 Castleman Hastahg

Castleman Hastali§i veya anjiofollikiiler lenfoid hiperplazi, ilk olarak 1956
yilinda Dr.Benjamin Castleman tarafindan tanimlanan, heterojen lenfoproliferatif
hastalik grubunun nadir goriilen bir iiyesidir. Lokalize ve multisentrik olmak iizere
iki formu ve plazma hiicreli, hyaline-vaskiiller ve miks tip olarak tanimlanan
histolojik alt tipleri bulunmaktadir. Multisentrik form 6zellikle bir IL-6 homologu
olan viral IL-6 salgilayan Human Herpes Viriis - 8 ile iliskilidir ve immiin sistemi
baskilanmig hastalarda sik goriilmektedir. Hyalin-vaskiiler tip plazma hiicreli tipten
daha iyi prognozludur, benign klinik gidise sahiptir ve daha sik olarak lokalize
formda goriilmektedir. Plazma hiicreli tip ise kotlii prognozludur, klinik seyri
agresiftir ve multisentrik formda daha sik gériilmektedir (122) . Otoimmiin hemolitik
anemi, lenfodenopati, splenomegali ve trombositopeni ALPS ile ortak Klinik

Ozellikleridir.

2.4.5.6. Kikuchi-Fujimoto Hastalhigi

Kikuchi Fujimoto hastaligi (KFH) ilk kez 1972’de Japonya’da Kikuchi ve
Fujimoto tarafindan tanimlanmistir (123) . Uzak Dogu Asya iilkelerinde daha siklikla
goriilen nadir bir hastaliktir. Diinyanin diger bolgelerinde de seyrek olarak rapor
edilmistir. Hastalik, nekrotizan lenfadenit, Kikuchi hastaligi, histiositik nekrotizan
lenfadenitis gibi farkli isimler ile anilmaktadir (124) . Hastalik iilkemizde nadirdir.
KFH’da hiicre 6liim mekanizmalar1 1iy1 c¢alistilmamistir. Oshima ve ark.’nin
calismasinda KFH’nin  patogenezinde apopitozosin roliiniin  olabilecegini
belirtmislerdir. Hastalarin ¢ogunda lenfodenopati goriilmesinin yaninda bazilarinda

splenomegali, hepatomegali, anemi ve trombositopeni de bulunmaktadir (125) .



39

2.4.5.7. SIk Goriilen Degisken immiin Yetmezlik (CVID)

Sik  gorilen  degisken immiin  yetmezlik [Common  variable
Immiinodeficiency (CVID)] antikor yapim eksikligi, hipogammaglobulinemi ve
tekrarlayan ve/veya agir enfeksiyonlar, otoimmiinite ve malignansi gelismesine
yatkinlik ile karakterize her yas grubunda goriilebilen klinik ve genetik olarak
heterojen bir immiin yetmezliktir. Bu hastalarin  %25’inde  otoimmiinite
goriilmektedir. En yaygin otoimmiinite trombositopeni ve hemolitik anemidir. CVID
semptomatik immiin yetmezlik hastaliklarin en sik gorillen formudur. CVID’li
hastalarinin ~ yaklagik yarisinda malabsorbsiyon ile birlikte kronik ishal
goriilmektedir. Hastalarda dolagimdaki B hiicreler genelde normal sayidadir ancak B
hiicre sayilar1 diisiik bulunan vakalar da mevcuttur. CVID hastalarinin birgcogunda
enfeksiyonlar 10 yasindan sonra baglar. Aile hikayesi vakalarin yaklasik %10 ile
%20’sinde bulunmaktadir (126) , (127) .

Cesitli tan1 kriterleri Onerilmesine ragmen genel olarak 1999 yilinda
European Society of Immune Deficiencies (ESID) ve Pan American Group for
Immune Deficiency (PAGID) tani kriterleri kullanilmaktadir. Bu kriterler ile CVID
‘probable’ ve ‘possible’ olmak {izere 2 grupta incelenmekte; Kriterler ; ‘Probable’
CVID ig¢in; 1) IgG ve IgA diizeyinin 2 standart deviasyonun altinda olusu, 2) As1
cevab1 yanitsizligi ve/veya izohemaglutinin yoklugu, 3) Tan1 yasinin 2 yas ve {istii
olmasi (bu yas daha sonra 4 olarak belirlenmistir) 4) Diger hipogamaglobulinemi
nedenlerinin ekarte edilmis olmasi, ‘Possible’ i¢cin ise; 1) IgG, IgM ve IgA
diizeylerinin birisinin 2 standart deviasyonun altinda olusu, 2) Asi cevab1 yanitsizligi
ve/veya izohemaglutinin yoklugu, 3) Tami1 yasmin 2 yas ve istii olmasi 4) Diger
hipogamaglobulinemi nedenlerinin ekarte edilmis olmasini i¢ermektedir (128) .
Bugiine kadar CVID ICOS (129) , TACI (130), CD19 (131) , BAFFR (132) , CD20
(133), CD81 (134) , CD21 (135) , LRBA (136) genlerindeki mutasyonlar ile ortaya
cikabildigi gosterilmis, olmasina ragmen hastaliga neden olan genetik defektlerin
onemli kismi heniiz bilinmemektedir. CVID hastalarinin ¢ogu poligenik hastalik

gosterirken az bir kisminda tek gen defekti tespit edilmistir. ICOS, CD19, CD20,
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CD21 ve CD81 gen defektleri agir hiicresel ve humoral immiin defektlere neden
olmaktadir. TACI, BAFFR gen defektleri daha nadir goriilmektedir. Bu genlerdeki
mutasyonlar saglikli kisilerde de tespit edilmis ancak saglikli bireylerde goriilme
siklig1 semptomatik hasta sayisina gore ¢ok daha diisiik bulunmustur. CVID hayatin
70-80 yaslarinda da goriilebildiginden bu saglikli bireylerin ileride semptomatik
olabilecegi de diisiiniilmelidir. Lenfoproliferasyon ve otoimmiin sitopeni CVID ve
ALPS’in birbiriyle ortiisen Ozellikleridir ve bazi muhtemel ALPS diisliniilen
hastalarin CVID olabilecegi diisiiniilmiistiir. LRBA mutasyonu 2012 yilinda CVID
ve Muhtemel ALPS fenotipi gosteren bir grup hastada gosterilmistir. LRBA
mutasyonlari, hipogamaglobulinemi ve otoimmiinite ile seyreden klinik tabloya yol
acmaktadir. Tarif edilen hastalardaki humoral immiin yetmezlik, inflamatuar barsak
hastalig1 (IBD) ile birlikte kronik ishal, otoimmiin sitopeni ve EBV ile ortaya ¢ikan
lenfoproliferatif hastalik CVID fenotipiyle benzerlik gosteren ozellikleridir. Ayrica
hipogamaglobulinemisi bulunmayan ancak otoimmiinite gosteren Pakistanli bir
hastada LRBA mutasyonu saptanmistir. LRBA eksikligi, B hiicre proliferasyon,
plazma hiicrelerine degisim veya antikor iiretiminde bozukluk, apoptozise artmis
yatkinlik, otofaji bozuklugu ve hiicresel organellerin anormal kiimelenmesi ile
karakterizedir. LRBA bircok dokuda eksprese edilmektedir, ancak T ve B
hiicrelerinde ekspresyon diizeyi daha yiiksektir. LRBA 4. kromozomda bulunur.
Alternatif isimleri LBA, Hiicre boliinme dongiisii 4-benzer protein (CELL
DIVISION CYCLE 4-LIKE PROTEIN) ; CDCA4L, CDC4-LIKE Protein’dir. Protein
sinyal iletimi, vezikiiler trafik, hiicre iskeletinin yapisi, hiicre dongiisii, apoptozis,
kromatin dinamikleri ve transkripsiyonel diizenlemede 6nemli gorevleri mevcuttur
(136) . LRBA ¢ksikligi olan bireylerde goriilen otoimmiin 6zelliklerin nedeni defektif

otofaji ve artmis apoptozis oldugu diistiniilmektedir.
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2.4.6. Tam

Klinik bulgularla ALPS tanis1 diistiniilen hastalarda ilk olarak periferal kanda
TCRof+ CD4'CD8 (DNT) hiicreleri flow sitometri ile degerlendirilmelidir (116) .
DNT hiicrelerinin yiikseklik kriteri bu hiicrelerin total lenfositlerin %1,5 veya
tizerinde, T lenfositlerin ise %2,5 veya lizerinde degerlerde olmasidir (3) . ALPS’Iu
hastalarda DNT hiicre populasyonu homojen yapidadir, CD45RA, CD57, CD27,
CD28, perforin ve HLA-DR eksprese eder, CD56 ve CD45RO0 eksprese etmez (137)
Buna karsilik saglikli kontrollerin periferal kan DNT populasyonlar1 heterojendir.
Hastalarda DNT’nin kokeni tam olarak bilinmemekle beraber CD8 ekspresyonunu
kaybetmis CD8+ hiicrelerden koken aldigi disiiniilmektedir (138) . Yakin zamanda
yapilan bir ¢alismada timik kokenli regulatdr T hiicrelerin bir alt grubu oldugu ileri
stirilmistiir (139) . Hastaligin diger bir 6nemli laboratuvar bulgusu in vitro lenfosit
apoptozisinin ~ bozuk olusudur. Apoptozdaki bozukluk ¢esitli testlerle
degerlendirilebilir. Bunlardan birisi Fas aktivasyonundan sonra olen (apoptoz)
lenfositlerin yiizdesinin saptanmasina dayanir (140) . Hasta sonuglari mutlaka
saglikli kontrolle birlikte degerlendirilmelidir. Hasta hiicrelerinin saglikli hiicrelerine
gore %50 veya daha az diizeyde hiicre 6liimii gdstermesi anormal olarak kabul edilir
(3) . Normal hiicrelerde membran lipidlerinden olan fosfatidilserin (PS) hiicre zarimin
sitoplazmik yiiziinde bulunmaktadir. Hiicre apoptoza gittiginde normalde i¢ yiizde
yerlesmis olan PS molekiilleri hiicre zarmin dis yiiziine yer degistirir. Bu yer
degistirme hiicre membran biitiinliigliniin heniiz bozulmadigr apoptotik hiicre
Olimiintin erken donemlerinde meydana gelir. Bu o6zellik erken donem hiicre
Olimiiniin AnneksinV ile degerlendirilebilmesini saglar. Hiicreler FITC ile
isaretlenen Anneksin (Fosfotidilserine baglanabilen bir proteindir) ile muamele
edildiginde hiicre yiiziine yer degistiren fosfotidilserin araciligi ile apoptotik hiicre
goriintiilenebilir (141) . Nekrotik hiicrelerin yiizeylerinde de Anneksin-V baglanmasi
goriilebildigi icin normal, erken apoptotik ve nekrotik hiicreler birbirinden ayirt
edilebilmesi i¢in ikinci boya olarak propidyum iyodiir eklenmektedir. Hiicreler
Annexin V-FITC (green fluorescence) ve non-vital boya olan propidium iodide (red

fluorescence) ile birlikte degerlendirildiginde, canli hiicreler iki boya ile de
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isaretlenmezken (FITC-PI-) , erken apoptotik hiicreler yalnizca FITC ile boyanmakta
ve ge¢ apoptotik veya nekrotik hiicreler her ikisi ile de boyanmaktadir (FITC+PI+)
(142) . Apoptozun belirlenmesinde kullanilan diger bir yontem ise TUNEL
yontemidir. DNA kiriklarinin in situ olarak belirlenmesine dayanir (143) . Apoptotik
parcalanma sonucu ortaya ¢ikan DNA uglari, DNA polimeraz veya Klenow parcacigi
kullanilarak isaretlenebilmektedir. Ancak terminal deoksiniikleotidil transferaz (TdT)
kullanilarak yapilan isaretleme goreceli olarak daha duyarli bir yontem olarak
bulunmustur. Konvansiyonel parafin kesitleri, TdT ve nonizotopik isaretli
niikleotidler (siklikla biyotinli dUTP) kullanilarak yapilan in situ isaretleme ardindan
floresan veya enzimatik goriintiileme, apoptotik hiicreleri diger hiicrelerden ayirmada
kullanilabilmektedir (55) . Oliveria ve arkadaslari’nin ALPS diisiiniilen hastalarda
tan1 i¢in Onerdikleri algoritma Sekil.2.4.6’da verilmistir. Algoritmada defektif
molekiillerin arastirilma siras1 FAS, FASL, CASP-10, CASP-8 olarak verilmistir.
Son iki eksiklik (CASP-10 ve CASP-8 eksikligi) bugiine kadar ¢ok az sayida
hastada (sirast ile 3 ve 4 hasta) tarif edilmistir. CASP—8 eksikliginin daha 6nce ALPS
grubunda siniflandirilirken 2009 da gézden gegirilen siniflandirmada "ALPS benzeri
hastaliklar' grubuna alinmasi algoritmadaki siralamada CASP-10’un 6ne alinmasinin
nedeni olabilir. CASP8 eksikligi olan hastalarda ALPS’na ek olarak klasik immiin
yetmezliklere benzer bulgularin varligi hastalarimizin bazilarinda da CASP 8'i
diisiindiirebilecek 6zelliklerin olmasi (Ig diisiikliigl, bazilarinda enfeksiyon varligr)
nedeniyle CASP 8 defektinin arastirilmasi daha 6n plana alinmis ancak CASP10

geninde mutasyon taramasi da yapilmasi planlanmistir (3) .
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Sekil 2.4.6 ALPS siiphesi olan hastalarda izlenecek algoritma (3)
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2.4.7 Tedavi ve Prognoz

ALPS’lu hastalar ALPS iligkili sitopeniler i¢in immiin baskilayict tedavi
uygulanmali ve hastalar lenfoma gelismesi yoniinden takip edilmelidir. Nadiren
homozigot veya compound heterozigot hastalarda kemik iligi transplantasyonu
gerekmektedir. Buna ragmen hastalarin bir¢ogu bir tek ajanla kontol altinda
tutulabilmektedir (144) .

ALPS’te immiin sitopenide tedavi sporadik sitopenisi olan diger
hastalardakine benzer sekilde parenteral yiiksek doz metilprednizolon ve yiiksek doz
IVIG uygulanmaktadir. Otoimmiin nétropenisi olup enfeksiyon gecgiren hastalarda
diisik doz G-CSF kullanilabilir. Kronik steroid tedavisi gerektiren refraktor
otoimmiin sitopenisi olan hastalarda mikofenolat mofetil kullaniminin yararh
olabildigi, diger immiinsupresif ajanlarin kullanimi ve splenektomi gereksinimini
azalttig1 gosterilmistir. Hipersplenizm ve birlikte sitopenisi olan hastalarda sirolimus
tedavisi ile 6nemli diizeyde diizelme gosterdigi belirlenmistir (145) .

Hastalar lenfodenopati yoniinden diizenli olarak takip edilmeli ve fizik
muayene yaninda, periyodik olarak boyun, karin ve pelvis CT taramasi ile
lenfodenopatiler degerlendirilmelidir. Pozitron emisyon tomografi (PET) taramasi
lenfodenopatinin iyi huylu veya malign ayriminin yapilmasinda yararlidir (146) .
Ates, gece terlemesi, halsizlik, istahsizlik ve kilo kaybi1 ALPS iligkili iy1 huylu
lenfodenopatinin maligniteden ayriminda yardime1 olmaktadir. Deneyimler yalnizca
lenfodenopatisi olan ALPS hastalar1 icin “bekle ve izle” yaklagimi uygulanmasi
gerektigini gostermektedir. Ancak birgok hasta otoimmiin sitopenileri nedeniyle
tedaviye ihtiyag duymaktadir. Otoimmiin sitopeni epizotlart kortikosteroidlere 1iyi
cevap vermekte ve kisa siireli yiiksek doz tedavi bu durumun kontoliinde daha etkili
olmaktadir. Hastalarin bircogu akut sitopeni tedavisini takiben normale
donebilmektedir. Episotlarin goriilme siklig1 ve agirligi hastalar adolesan doneme
girdiginde azalmaktadir. Ancak bazi hastalarda eriskin donemde de
goriilebilmektedir. Onceleri splenektomi agir hipersplenizm veya refraktdr sitopeni
ve nadiren de splenik riiptiiri 6nlemek igin ALPS’lu hastalarin yaklasik yarisina
uygulanmaktaydi. Ancak oOnceden polisakkarit as1 ve profilaktik antibiyotik
verilmesine ragmen bir¢ok hastada fatal sepsise yol ac¢tig1 saptanmustir (138) .
Gilinimiizde splenektomi agir hipersplenizmi ve masif splenomegali olan hastalara

uygulanmaktadir.
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3. BIREYLER ve YONTEM
3.1. BIREYLER
Hacettepe Universitesi Etik Kurulu’nun 24 Mart 2011 tarihli toplantisinda
FON11/19-23 karar numarasiyla etik kurul onay1 alimmistir (Bkz. EK1).
3.1.1 Bireylerin Demografik Ozellikleri

2009-2013 yillart arasinda boliimiimiizde takip edilen ve Muhtemel ALPS 6n
tanist alan 7 kiz, 18 erkek caligmaya alinmistir. Hastalarin yas ortalamasi 15.8
(degisim siir1 3-35) olup ortanca 15 yildir. Vakalarin %40’inda anne baba arasinda

akrabalik mevcuttu.

Tablo 3.1.1. Hastalarin Demografik Ozellikleri

Hasta sayisi Yiizde (%) Yas Ortancasi
Erkek 18 72 15.5
Kiz 7 28 15
Toplam 25 100 15
Anne-Baba 10 40 -

Akrabalig

3.1.2 Bireylerin Klinik Ozellikleri

Tablo 3.1.2. Hastalarin Cesitli Klinik Ozelliklerinin Gériilme Oranlari

Klinik bulgular (Vaka Sayist Vaka ve goriilme Yiizde(%)

n=25) sayis1

LAP 19/25 76
SM 15/25 60
HM 11/25 44
ITP 16/25 60
OHA 5/25 20

LAP:Lenfodenopati
SM:Splenomegali
HM:Hepatomegali

ITP:Immiin trombositopeni
OHA:Otoimmiin hemolitik anemi



Tablo 3.1.2.1 Hastalarin Klinik Ozellikleri
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Hasta No Yas-ilk sikayet SM HM LAP ITP OHA Aile Hikayesi
yasi(yil) baslangig yas (baslangig
Dogum Tarihi ve stiresi (y1l) yas ve
stiresi
(yi)
11-6 6-3 6-3 3 Y1, lap her iki + + -
1 17/09/2003 servikal ve
submandibular 3
cm, bilateral
submandibular sag
3x3cm, sol 3x2
cm
2 12-6/12 5-4 3,5u an Syl + + -
25/01/2002 yok Submandibular
1.5x1,5 cm
1-2, ila 3-
4 cm
3 20-3/12 4-14 4-14 14 - + Ablasinda OHA,
27/11/1994 Intraabdominal annenin
yaygin 22x17 cm babaannesinde
16semi
4 18-11 - - 5 + - Aile bityiiklerinde
19/02/1996 7x8 ¢cm bag boyun Ca hikayesi
7x2 cm servikal
5 23-3/12 3-12 11-10 19.5 + - -
30/01/1991 195 1X2 cm servikal,
multiple
6 26-6 - - 1 + - Bir Kardes 4.5
25/09/1988 yasinda ex 1.5
aylikken
konvulsion
gecirmis, fizik ve
mental gelisim
gerligi.
7 19-45 - - 7 + - Annede
15/01/1995 Sag aksiler hashimato,
38x18 cm anneanne teyzede
sol aksiler DM
36x14cm
8 13-6 9-2 9-2 2 - - Babada
14/04/2001 Batin iginde gastrektomi ,
multiple babaanne barsak
ca
9 15-2 4 3 - + - Baba MDS?
06/12/1999 kardeste ITP?
10 10-17/12 - - bilateral inguinal + - -
20/10/2004
11 17-12 - - - + - -
28/07/1997
12 10-3/12 yil 8 8 + -/+ - Annede bobrek
25/04/2004 2x1 cm sag yetmezligi,babad
inguinal,sol a vitiligo,babanin

inguinal 1x0.5 cm
multiple mikro lap

day1 oglunda
HSM,lenf
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bezlerinde
biiytklik.
Hasta No Yas-ilk sikayet SM HM LAP ITP OHA Aile Hikayesi
yasi(y1l) baslangic yas (baslangig
Dogum Tarihi ve stiresi (y1l) yas ve
stiresi
(i)
13 12-3 + + + + -
15/12/2002 Sag servikalde
0.5x0.5cm
Bilaterl
submandibular
2x2 cm
14* 15-10 - - Sag post. Servikal - -
17/02/1999 1X1cm
Intraabdominal
16x8 cm
15 28-24 3 - + + - Kizkardes,day1 ve
29/11/1986 day1 ¢ocuklarinda
tekrarlayan oral
aft.
16 14 3 - + + - Bir kizkardes
15/08/1998 ITP,OHA,Evans
Sendromu?
Nedeniyle ex,
kardes abortus,
17 9-1 - - 3yl + - - -
15/06/2005
18 37-34 3 3 - + -
01/10/1977 10 cm 4cm
19 23-8 + + 7 yil + her iki + - Annenin
17/07/1991 aksillada teyzesinin kizi
5cm,servikal LAP menenjit
reaktif, mezenterik nedeniyle ex.
yag dokusu iginde Dede kolon Ca.
sag bobrek Baba psoriazis.
yakininda 9 mm
20 27-9 + - - - + -
02/07/1987 (Splenektomi)
21* 14-9/12 - - - - Kardesinde de
06/02/2000 ayni belirtiler
22 17-3/12 - - + - -
24/11/1997
23 19-15 3+ - + + -
23/08/1995
24 4-17/12 - - - - kronik
09/03/2010
25 5-3 + + + + - Anneannenin
11/06/2009 ikizinde Behget

H.

* Hastalarda belirgin lenfoproliferasyon olmamakla birlikte otoimmiinite varlig1 ve DNT yiizdelerinin
belirgin yiiksek olmasi (%8 ve %11) nedeni ile ALPS y6niinden degerlendirildi.




3.2. BIYOKIMYASAL CALISMALAR
3.2.1 Serum Fas-L Diizeyinin Ol¢iimii

Serum Fas-L diizeyinin 6l¢timii Human sFas-L Platinum ELISA
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BMS260/2/ BMS260/2TEN Bender MedSystems GmbH Campus Vienna BioceNDer 2

1030 Vienna, Austria www.eBioscience.com kiti satin alinarak ¢alisilmistir.

3.2.1.1 Deneyin Yapilhsi

1. Kullanilacak sayida mikro kuyucuk seritleri hazirlanir.

2. Yikama tamponu ile kuyucuklar 2 defa yikanir.

3. Standartlar sulandirilir.

4. 100 pl Ornek sulandiricisi blank kuyucuklarma eklenir.(2’li ¢alisma)

5. 50 ul Ornek sulandiricis1 rnek kuyucuklarna eklenir.

6. Tasarlanmis 6rnek kuyucuklarina 2°li olacak sekilde 50 ul birey 6rnegi eklenir.
7. Biyotin konjugat hazirlanir.

8. 50 ul biyotin kojugat tiim kuyucuklara eklenir.

9. Kuyucuklarm iistii kapatilarak 18-25°C arasinda 2 saat siiresince inkiibe edilir.
10. Streptavidin-HRP hazirlanir.

11. Mikro kuyular 4 defa yikama tamponu ile yikanir.

12. 100 pl sulandirilmig Streptavidin-HRP tiim kuyulara eklenir.

13. Kuyucuklarin iistii kapatilarak 18-25°C arasinda 1 saat siiresince inkiibe edilir.

14. Mikro kuyucuklar 4 defa yikama tamponu ile yikanir.

15. 100 ul TMB (tetrametil benzidin ) Substrat soliisyonu tiim kuyulara eklenir.
16. 18-25°C arasinda 10 dakika siiresince inkiibe edilir.

17. 100 pl reaksiyon durdurma ¢ozeltisi tiim kuyulara eklenir.

18. 450 nm’de renk yogunlugu 6lgiilerek standart grafikte hesaplamalar yapilir.


http://www.ebioscience.com/
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3.2.2.Serum 1L-10 Diizeyinin Ol¢iimii

Serum IL-10 Diizeyi; Human sIL-10 Instant ELISA BMS215 INST Bender
MedSystems GmbH Campus Vienna Biocent 2 1030 Vienna, Austria

www.eBioscience.com kiti satin alinarak 6lgtilmiistiir.

3.2.2.1 Deneyin Yapihs

Standart seritleri A1/A2 ile HI/H2 arasina yerlestirilir.
Ornek kuyularina 100 pl distile su eklenir.
50 ul 6rnekleri tasarlanan kuyulara eklenir.
- Kuyularin iizeri kapatilir ve oda sicakliginda 3 saat 400 rpm mikroplak
calkalayicida inkiibe edilir.
Mikro kuyular 400 ul yikama tamponu ile 6 defa yikanr.
Blank dahil tiim kuyulara TMB substrat soliisyonu eklenir.
- 18-25°C arasinda 10 dakika siiresince inkiibe edilir.
- 100 pl reaksiyon durdurma ¢ozeltisi tiim kuyulara eklenir.
450 nm’de renk yogunlugu 0l¢iilerek standart grafikte hesaplamalar yapilir
Solid Faz Sandwich Immunoassay (Luminex) Yontemi ile Serum IL-10 Diizey
Olgiimii: Luminex yontemiyle serum IL-10 diizey 6l¢iimii Cytokine Human 30-plex
Panel, LHC6003, (Luminex platform; Life Technologies; Carlsbad, CA) ticari Kiti

kullanilarak, kit protokoliine gore dl¢tilmiistiir.


http://www.ebioscience.com/
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3.3. MOLEKULER CALISMALAR
3.3.1 Dizi Analizi icin Orneklerin Hazirlanmasi
3.3.1.1 Otomatik DNA izolasyonu

Bireylerden EDTA’l1 tlipe 2cc kan alindiktan sonra asagida belirtilen
protokole gére DNA izolasyonu i¢in 6rnekler 200 pl alinarak 6rnek tiiplerine eklendi.
Cihaza yerlestirme diizeni:
1. Eliisyon tiipleri (1,5 ml). Ilk siraya yiiklenir
2. Iginde filtreli pipet uclari olan pipet tutucular 2. siraya yiiklenir
3. %80 etanol yikama basamagi secilmediyse 3.sira bos kalacaktir, bu basamak
segilirse 2 mI’lik tiiplere 1800 ul %80’lik etanol eklenerek cihaza yiiklenir.
4. 2ml’lik 6rnek tiipleri 4. siraya yiiklenir
5. Reaktif kartuslar1 kartus boliimiine yiiklenir.(143)
Cihazdan 17 dakika sonra 200 pl kan 6rnegi igin 200 ul eliisyon tamponu iginde 4-8

ng miktarinda DNA ¢ozeltisi elde edilir.

3.3.1.2 PCR Protokolii

Her bir 6rnek tiipii i¢in 1 ul DNA 6rnegi (1/10 sulandirilarak alindi), 1 pl ileri
primer (10 pmol), 1 ul geri primer (10 pmol), 2,5 ul buffer, 2.5 ul 25 mM MgCI2, 0.2
ul konsantrasyon 2 mM olacak sekilde dATP, dGTP, dCTP, dTTP karisimi
(Fermentas, Litvanya), 0.3 ul Tag DNA Polimeraz (Fermentas, Litvanya) . Son
hacim 20 pl’ye ddH20 ile tamamlanarak polimeraz zincir reaksiyonu

gergeklestirilmistir. PCR protokolii tablo 3.3.1.2°de belirtilmistir.

Tablo. 3.3.1.2 PCR Protokolii

Reaksiyon Asamasi Sicaklik (°C) Siire Dongii Sayisi
ik Denatiirasyon 95 10 dakika 1
Denatiirasyon 95 15 saniye

Baglanma (Anneling) Primere gore TM degisir 1 dakika 35

Uzama (Extension) 72 30 saniye

Son Uzama 72 5 dak 1

Sogutma 4 sonsuz -




o1

3.3.1.3 Agaroz Jel Elektroforezi

Agaroz, kirmizi alg cinsleri olan Gelidium ve Gracilaria’dan izole edilen
dogrusal bir polisakkarittir. Agaroz sicak suda ¢oziindiiriiliip sogutuldugu zaman,
polimerizasyon ile karsilikli hidrojen baglarinin olusumu sonucunda jel yapisina
doniigiir. Bu olusum geri dontistimliidiir. %2’lik jel hazirlamak i¢in 2 gr agaroz
(Lonza, Rockland, USA) ve 100 ml Tris Borik EDTA (TBE) tamponu (Dr.Zeydanli
Hayat Bilimleri, Tiirkiye) igerisinde 3 dakika mikrodalga firinda kaynatma yolu ile
cozlindiiriildii. Agaroz jel, Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) sonuglarin
gorlintiileme amaciyla kullanilmigtir. Hazirlanan agaroz jele yiiklenen ornekler
elektriksel alanda belirli bir siire boyunca boyutlarina ve molekiiler agirliklarina gore

ayristirilmastir.

3.3.1.4 Dizi Analizi Protokolii

Her 6rnek icin 4 ul BigDye (AB Austin TX 78744,USA), 3.3 pmol uygun
primer (ileri veya geri), 1 ul PCR iriinii, 14 pl ddH20 0.2°lik steril tiiplere eklenerek
belirtilen protokole gére ABI Prism (9700) Termal Cycler amplifiye edildi. Dizi

analizi reaksiyonu i¢in PCR protokolii tabloda belirtilmistir.

Tablo 3.3.1.4 Dizi Analizi PCR Protokoli

Reaksiyon Asamasi Sicaklik (°C) Siire Dongii Sayist
Denatiirasyon 96 10 saniye

Baglanma (Anneling) | 50 5 saniye 25

Uzama (Extension) 60 4 dakika

Sogutma 4 sonsuz

3.3.1.5 Dizi Analizi Yapilan Orneklerin Piirifikasyonu

Dizi analizi PCR’1 biten 6rnekler ZymoResearch ticari kiti kullanilarak
piirifiye edildi ve analizi igin ABI 310 dizi analizi cihazina 1 pl piirifiye 6rnek, 20 ul
dH20 eklenerek yiiklendi.
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3.3.1.5.1 Piirifikasyon Protokolii

240 pl sekans baglama tamponu 5-20 ul sekans reaksiyonu iizerine eklendi.
Zymo-Spin™ IB kolonlar1 toplama tiiplerine yerlestirildi.
13.000 rpm’de (15,000 — 16,000 x g) 30 saniye santrifiij edildi.
300 ul sekans yikama tamponu kolonlara eklendi. 13.000 rpm’de (15,000 — 16,000 x
g) 30 saniye santrifiij edildi. Kolon filtrelerinin tizerine 20 ul distile su eklendi.
Kolonlar 1,5 ml’lik mikrosantrifiij tiiplerine yerlestirildi ve 13.000 rpm’de (15,000 —
16,000 x g) 15 saniye santrifiij edildi. Elde edilen piirifiye drnekler analiz edilene

kadar karanlik ortamda tutuldu.

3.3.2 FAS Geni Mutasyon Taramasi

Muhtemel ALPS tanisi diistiniilen hastalardan elde edilen DNA 6rneklerinde

uygun primerler (Tablo 3.3.2) kullanilarak FAS genindeki goriilebilecek

mutasyonlarin varligi arastirilmigtir. FAS geninin 9 ekzonu bulunmaktadir.

Tablo 3.3.2. FAS Geni I¢in Tasarlanan Primer Dizileri

FAS geninin 9 ekzonuna ait primer dizisi, G/C orani, TM (erime sicakligr),

primerlerin uzunluklari ve baz dizisi asagidaki tabloda belirtilmistir.

Ekzon | G/C Orani | TM degeri | Uzunlugu Baz Dizisi
No (%) () (be)
1F 55 60 495 GTGAGCTCGTCTCTGATCTC
1R 421 53 495 AAGAAAAGCAAGTCCTCCA
2F 40 54 331 ACTTGTTTACCACGTTGCTT
2R 40 54 331 TAGGGGAACCAAAAACTGTA
3F 40 54 396 ATCTTCTCCCCCATTGTATT
3R 50 58 396 GTGTCAACATAGCACCACAG
4F 47.6 59 479 GGGAGACGTCTAAGTATTGGT
4R 42.9 57 479 ACAGTCATCTAGTTGCTTGGA

5-6F 28.6 52 590 ACAAAGTGCCATTGAAAATTA

5-6R 38.1 55 590 TGTTCATAGGAAGGATGAGAA
7F 38.1 55 269 TGTTCTCACATGCATTCTACA
7R 33.3 54 269 ACTCCATCTCAAACAAAATGA
8F 38.1 55 201 GTCTTTCTCTGCTTCCATTTT
8R 42.9 57 201 CTTTATGCTGAGCAGGTAGAA
9F 40 54 617 TCAAGGTTGTCTTGTTTCTG
9R 35 52 617 TCTTCAGCGCTAATAAATGA
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3.3.2.2 DNT Hiicrelerinin Toplanmasi

DNT hiicreleri hastadan alinan EDTA’I1 kan 6rneginden uygun monoklonal
antikorlar (CD4, CDS8, TCRapB, CD3) ile inkiibe edilerek Flow Sitometri (Coulter)
Sorting cihazinda toplanarak elde edildi.
3.3.2.2.1 DNT Hiicrelerinden DNA Elde Edilmesi

Invitrogen adli tip (Forensics DNA) DNA izolasyon ticari kiti ile protokole
uygun olarak DNA elde edildi.
3.3.2.2.2. Somatik FAS Mutasyonu Taramasi

Somatik FAS mutasyonu diisiiniilen hastadan Flow sitometri sorting ile elde
edilen DNT hiicrelerinden izole edilen DNA 6rneginde FAS geni igin tasarlanan

primerler kullanilarak FAS geni somatik mutasyon varlig1 arastirilmistir.

3.3.3 FASL Geni Mutasyon Taramasi

Muhtemel ALPS tanisi diisiiniilen hastalardan elde edilen DNA 6rneklerinde
uygun primerler (Tablo.3.3.3.) kullanilarak FASL geni mutasyon varligi

arastirilmastir.

Tablo 3.3.3. FASL Geni i¢in Tasarlanan Primer Dizileri

Ekzon | G/IC ™ Uzunlugu | Baz Dizisi
No Orani | degeri | (bg)

(%) | (C)
1F 55 60 505 TCCTTGACACCTCAGCCTCT
1R 52.6 |57 505 ACTTTGCAAGCCAGGCAGT
2F 50 58 216 GACGATTCTGCCTCTTTTGC
2R 476 |59 216 GAAACCAAAGTGTGGGACAGA
3F 455 |60 301 TATGAATCCTGCAGTTCAGACC
3R 50 58 301 GAGCCTGGTAATGGAAACCA
4F 50 58 501 GCCCACAGTTTTGCCTTAGA
4R 45 56 501 TGGAAAGAATCCCAAAGTGC




3.3.4 CASP8 Geni Mutasyon Taramasi

54

Muhtemel ALPS tanisi diisiiniilen hastalardan elde edilen DNA 6rneklerinde

uygun primerler

arastirilmistir.

(Tablo 3.3.4) kullanilarak CASP8 geni

Tablo 3.3.4 CASP8 Geni i¢in Tasarlanan Primer Dizileri

Ekzon | G/C ™ Baz Dizisi
No Orani degeri

(%) 49)
1F 55 60 CTTTCTGCTGGAGGGAAGTG
R 55 60 CTCAGAAGGGCAGATCCAAG
2F 45 56 CTTTGATGAACAAGCCAGCA
R 55 60 CTTTAGCAGGACCACCCAAG
3F 55 60 GTCACCACACCAGCCTCTTT
R 55 60 GCAGCACTTCGGTCTAAAGG
4F 50 58 CAGGTCCTTGGTTGGAGAAA
R 56 45 TAAAAGGGGAAACCCCAAAC
5F 45 56 GTTTGGGGTTTCCCCTTTTA
R 45 56 AGGCAGGAGATTTGCTTGAA
6F 50 58 CCTTTCCTGCCATGTCTCAT
R 45 56 TTTCTGCCCCTTGTCAGTTT
7F 50 58 GCAATGGAAAGCAAGTCCTC
7R 45 56 GAAACATGGCCCTTTTGGTA
8F 55 60 CTCCAGCTGTGGTCTGTGAA
8R 55 60 TCCCCTTGGACAGTTCTCTG
oF 55 60 TCTGAGCACAGCAGAGGAGA
9R 57.9 59 AGATCACGCCACTGCACTC

mutasyon varligi
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3.4 LRBA Proteinin Western Blot Analizi ile Arastirilmasi
3.4.1. Hiicre Kiiltiirii

Western Blot yontemi LRBA proteinin bulunup bulunmadiginin gosterilmesi
icin kullanilmistir. Bunun i¢in hasta ve saglikli gruptan sodyum heparinli (anti-
koagiilan) tiiplere 8’er cc kan alindi ve hiicre kiiltiirii asagida belirtilen sekilde
yapild:
1.Toplanan kanlardan Ficoll-hystopaque ile dansite gradient yontemiyle lenfositler
izole edildi.
2.Hiicrelere 25 ml’lik kiiltiir siselerine (Nunc, Danimarka) 5ml hiicre ¢ozeltisi ve bir
mitojen olan PHA 5 ml eklenerek (+37°C,%5 CO?) hiicreler uyarildi.

3.72 saat sonunda hiicreler PBS ile 2 defa 10 dakika 1750 rpm’de yikand.

4 Hiicre pelletinin tizerine 1000 ul soguk PBS eklenerek 10000 rpm’de cevrildi ve
elde edilen pellet protein lizati hazirlanana kadar -80°Cde saklandu.

Hiicre kiiltiirii sirasinda kullanilan kiiltiir ortaminda kullanilan malzemeler:

75 ml RPMI-1640 (Roswell Park Memorial Institute)- Biological Industries Kibbutz
Beit Haemek, Israil

20 ml (%20) FCS (Heat inactivated Fetal calf serum)- Biochrom AG, Leononen str.
2-6 12247 Berlin

2 ml (%2) Hepes buffer -Biological Industries Kibbutz Beit Haemek, Israil

1 ml (%1) penicillin streptomycin -Biological Industries Kibbutz Beit Haemek, Israil
2 ml L-Glutamin -Biochrom AG, Leononen str. 2—6 12247 Berlin

3.4.2 Protein Elde Edilmesi

Hiicre kiiltiirii gruplarindan alinan 6rnekler medium eklenerek 10000 rpm de santrifiij
edildikten sonra siipernatan aspire edildi ve sogutulmus PBS ile yikandi. Uzerine
ornek tamponu eklenerek (50 mM Tris-HCI, pH 7,9, 1 mM EDTA, 150 mM NacCl,1
mM PMSF,1 mM DTT,5 ug/mL Aprotinin,5 pg/mL Leupeptin, 5 pg/mL Pepstatin
A) hiicre ekstraktlar1 hazirlandi. Protein 6rnekleri 1040 pL’de 1040 pg olacak
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sekilde hazirlanarak 95 °C’de 2—4 dakika (veya 100 °C’de 1 dakika) inkiibe edildi ve

orneklerden denatiire protein elde edildi.

3.4.3 Western Blot Analizi

Yiiritme ve Transfer: Denatiire edilen protein Ornekleri jel iizerindeki

kuyucuklara yiiklenerek, elektroforez yontemiyle molekiiler agirliklarina gore bantlar
halinde ayristirildi ve sonrasinda PVDF (Thermo Scientific, USA) membran iizerine
aktarildi.

LRBA Proteinin Isaretlenmesi ve Boyanmasi: Jele %3 siit tozu iceren PBST

icerisinde 1 saat blokaj yapildi, birincil antikor LRBA antikoru (Sigma) eklendikten
ve yikandiktan sonra, ikincil antikor AntiRabbit Sekonder Antikor (Cell Signaling)
eklendi ve PBST (PBS+Tween 20) ile yikandi. Kemiluminesan goriintiileme igin
west femto kiti (Thermo scientific) ile isaretlendi.

Goriintiileme ve Analiz: Goriintiileme sistemi ile bantlar goriintiilendi ve

analiz edildi. (Kodak Gel Logic 1500, Eastman Kodak Company, Kanada)

3.5. ISTATISTIKSEL ANALIiZ

Saglikli kontroller ve hastalar arasindaki biyokimyasal parametre degerindeki
farklar; Mann Whitney-u testi, SNP dagilim sonuglari ise Fisher’s Exact ve Ki-Kare

testleri ile degerlendirildi.
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4. BULGULAR
4.1 Biyokimyasal Bulgular

ALPS tami kriterlerine gore klinik olarak muhtemel ALPS tanisi alan
hastalarin hepsinde Sanger yontemi ile germline FAS, FASL ve CASP8 ¢alisildi (3) .
25 hastadan 22’sinde ALPS hastalarinin tanisinda yardimci kriter olarak kullanilan
serum 1L-18, IL-10, sFASL, VitB12 diizeyleri degerlendirildi. Periferik kan VitB12,
DNT yiizdeleri, lenfosit alt gruplar, Ig diizeyleri, total lenfosit ve notrofil sayilari
hastalarin laboratuvar kayitlarindan alindi. Serum IL-10 ve sFAS-L diizeyleri bir

hasta hari¢ hepsinde normal sinirlar igerisindeydi.

4.2. DNT Hiicre Degerleri

DNT hiicre yiizdeleri 1 hasta (test yapildigi donemde steroid aliyordu) harig
digerlerinde yiiksek bulundu. DNT sayilart %2 ile %13 arasinda olup ortanca degeri
%3 olarak belirlendi (Tablo 4.12).

4.3 Serum Interlokin 10 (I1L—10) Diizeyleri

Muhtemel ALPS’u diisliniilen 22 hastada ve 16 saglikli kontrolde Instant
ELISA yontemi ve Luminex yontemi ile serum IL-10 diizeyleri degerlendirildi.
ELISA yontemiyle degerlendirmede; IL-10 diizeyleri bir hasta (134 pg/ml) harig,
literatiirde saglikli  kontrol degerleri olarak belirtilen 20 pg/ml’nin altinda
bulunmustur. Hastalarda elde edilen median deger 3 iken kontrollerde median degeri
2 olarak bulunmustur. Hasta ve saglikli kontroller arasinda istatistiksel farklilik
bulunmadi (Mann Whitney-u Testi: z =-1,899 ve p=0,058).

Luminex yontemi ile degerlendirmede ise 1L—10 diizeyleri 2 hasta hari¢ (385
pg/ml ve 30 pg/ml) tiimiinde literatiirde saglikli kontrol degerleri olarak belirtilen 20
pg/ml’'nin altinda bulunmustur. Calisilan saglikli kontrollerin degerleri ise <2.67

pg/ml olarak bulunmustur.
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4.4 Serum IL-18 Diizeyleri

Muhtemel ALPS’u diisiiniilen 22 hastada Instant ELISA yontemi ile serum
IL-18 diizeyleri degerlendirildi. IL-18 diizeyi 22 hastanin 5’inde literatiirde cut-off
degeri olarak belirtilen 1500 pg/ml’nin tizerinde oldugu belirlendi. Hastalarin median

degerleri 585 olarak bulunmustur.

4.5 Soluble Fas Ligand (sFas-L) Diizeyleri

Muhtemel ALPS’u diisliniilen 22 hasta ve 16 saglikli kontrolde Platinium
ELISA yontemi ile sFas-L diizeyleri ¢alisildi. sFas-L diizeyleri kontrollerin tiimiinde
literatiirde normal diizeyler icin cut-off degeri olarak belirtilen 200 pg/ml’nin altinda

iken, hastalarin yalnizca birisinde (% 4,3) bu degerin iizerinde (3517 pg/ml) bulundu.

4.6 Vitamin B12 (Vit B12) Bulgulan

25 Hastamizdan 24’iniin Vit B12 diizeyleri belirlenmistir. 24 hastanin
2’sinde Vit B12 diizeyi literatiirde cut-off degeri olarak belirtilen 1500 ng/L’nin
iizerinde oldugu goriilmiistiir (Tablo 4.12).

4.7. immunoglobulin Diizeyleri

25 hastamizin takipleri siiresince belirlenen immiinoglobulin (Ig) degerlerinin

diizeyi ve degisimi tablo 4.7°de gdsterilmistir.
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Tablo.4.7 Hastalarin Ig Diizeyleri ve Takip Sirasindaki Seyri

Tablo 4.7. Hastalarimizin Ig Diizeyleri ve Takip Strasindaki Seyri

H?ta Ig Diizeyleri (mg/dl) Takip Sirasindaki Seyri
1 A7 G:897 M:47 (7 yas) | 19G (680-980) ve IgM (27-76) degisken, IgA diisiik
2 A:56 G: 1120 M: 150 (9 ay) IgG, IgM ve IgA normal, son 2 yilda giderek diismiis
3 AB5  G:6340 M:100 (11 yas) | IgG yiiksek, IgM ve IgA normal ve yiiksek
4 A:80 G:500 M:37 (11yas) | 1gG(500-1570), IgM (50-81)degisken, IgA normal
5 A79 G671 M:27 (10yas) | IgG ve IgA diisiik ( degisken), IgM diisiik

. . . IgG degisken(590-3400), IgM normal ,
6 AB4 G:2690 M:I89 (10¥35) | 1A hafif disiik-normal (54-91)

A:88  G:1210 M:65 (14 yas) | IgG, IgA normal , IgM degisken,hafif diisiik
A:247G:1760 M:296 (10 yas) IgG, IgM ve IgA yiiksek

. . ) 1gG(540-1640), IgM(54-125) degisken ve IgA
9 A:53 G677 M:82 (8yas) diisiik(25-51)
10 A:23  G:1020 M:116 (4 yas) | IgG ve IgM normal, IgA diisiik

i . ) IgG diisiik, [gM(43-116) ve IgA (20-65)
11 A45 G523 M43 (11yas) degisken,hafif orta derecede diisiik
12 A:64  G:2090 M:42 (8 yas) IgG yiiksek, IgM hafif diisiik, IgA normal

. . . IgG giderek diigsmiis (319-900), IgM ( 32-189 )ve
13 A:25 G:530 M:135 (5 yas) IgA(19-57) degisken
14 A:134 G:2360 M:368 (10 yas) IgG ve IgM yiiksek, IgA normal
15 A63  G:739 M:40 (25 yas) | IgG hafif diisiik, IgA ve IgM diisiik
16 A:77 G:1090 M:109 (11 yas) 1gG , IgA , IgM normal
17 A:198G:1290 M::153 (6 yas) 1gG, IgA , IgM normal
18 A:753 G:3390 M:120 (33yas) IgG ve IgA yiiksek, IgM normal
19 A:43 G:970 M:46 (16 yas) I%G"normal, IgM giderek diismiis , [gA(46-69) hafif

diigiik
20 A:79 G:890 M:4400 (22 yas) Ig"G ve IgA giderek diismiis, IgM normal/sonra
yiiksek

21 A:93  G:2510 M:350 (6 yas) 19G ve IgM yiiksek, IgA normal
22 A:109 G:560 M:84 (10 yas) IgG disik , [gM(50-477) ve IgA (40-109) degisken
23 A:85G:1620 M:51 (18yas) IgM hafif disiik, IgG ve IgA normal
24 A:146G:1610 M:65 (44 ay) IgG yiksek, IgM ve IgA normal
25 A:23 G:1250 M:16 (4,5 yas) IgG yiiksek, IgM diisiik, IgA hafif diisiik
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4.8 DNA Dizileme Yontemi ile FAS Geni Mutasyon Taramasi

Muhtemel ALPS’u disiiniilen 25 bireyde FAS geninde DNA dizilime
yontemi ile mutasyon arastirildi. Higbir ekzonda mutasyon saptanmadi. 7. ekzon
harig, diger 8 ekzonda bir varyasyon saptanmadi. 7. ekzonda ise rs2234978; C>T
tespit edildi. 90 saglikli kontrolde C/C alleli % 73 (66 kisi), C/T alleli % 25 (22 kisi)
ve T/T alleli % 2 (2 kisi) iken, hastalarda C/C alleli %8 (n=2), C/T alleli %4 (n=1) ve
T/T alleli %88 (n=22) bulundu (Tablo 4.8).

Tablo 4.8 FAS rs2234978 SNP Sonuglari

Hasta Numaralar1 SNP rs2234978*
1 TIT
2 TIT
3 TIT
4 TIT
5 CIT
6 TIT
7 TIT
8 TIT
9 TIT

10 TIT
11 TIT
12 C/IC
13 TIT
14 TIT
15 TIT
16 TIT
17 TIT
18 TIT
19 TIT
20 TIT
21 TIT
22 TIT
23 TIT
24 C/C
25 TIT

*Saglikli kontrollerdeki allel sikliklar1 %73 C/C (66 kisi), %25 C/T (22 kisi), % 2 T/T (2 kisi)Hasta
ve kontrol grubu arasinda SNP dagilimi bakimindan istatistiksel olarak 6nemli diizeyde fark bulundu.
(Fisher’s Exact Ki-Kare Testi p=0.001). Farkliliga T/T allelinin hastalarda daha fazla gériilmesi sebep
olmaktadir. Diger allellerde benzer dagilimlar mevcuttur.
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4.8 FAS Gen SNP rs2234978 (C>T) Dizi Analizi Kontrol, Heterozigot ve Homozigot Hasta
Ornekleri

A) Kontrol (C/C)
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C) SNP 152234978 Minor Allel Homozigot T

)

4.9 DNA Dizilime Yontemi ile FAS Ligand Gen Mutasyon Taramasi

Muhtemel ALPS’u disiiniilen 25 hastada FASL geninde DNA dizilime
yontemi ile mutasyon arastirildi. Hastalarin hi¢ birisinde mutasyon veya varyasyon

saptanmadi.

4.10 DNA dizilime Yontemi ile CASPASE 8 (CASP) Gen Taramasi

Muhtemel ALPS’u diisiiniilen 25 hastada CASP8 geni DNA dizilime yontemi
ile tarandi. Mutasyon bulunamadi ancak CASP8 8.ekzonda SNP rs1045487;G>A
alleli hastalarimizin besinde mevcuttu. 100 saglikli kontrolde G/G alleli %98 (98
kisi), G/A alleli %2 (2 kisi) olarak tespit edilirken, A/A alleli tespit edilmemistir.
Hastalarda G/G alleli %80 (20 hasta) ve G/A alleli %20 (5 hasta) olarak tespit
edilirken, A/A alleli tespit edilmemistir (Tablo 4.10). Hasta ve kontrol grubu
arasinda SNP dagilimi bakimindan istatistiksel olarak fark bulundu. (Fisher’s Exact
Ki-Kare Testi p=0.004). Diger allellerde benzer dagilimlar mevcuttur. Diger 8

ekzonda varyasyon saptanmamustir.



Tablo 4.10 CASP8 rs1045487 SNP Sonuglari

* Saglikli kontrollerdeki allel sikliklart G/G %98 (98 kisi), G/A %2 (2 kisi),

AJA (0)

63
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4.10 CASP8 Gen SNP rs1045487 (G>A). Dizi Analizi Kontrol ve Heterozigot Hasta Ornegi

A) Kontrol (G/G)

B) SNP rs1045487 Minor Allel Heterozigot A (G/A)
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4.11 Western Blot Yontemi ile LRBA Protein Varhginin Arastirilmasi

Muhtemel ALPS’u diistiniilen 25 hastanin 20’sinde LRBA protein varlig
lenfosit hiicre kiltiiriinii takiben western blot yontemi ile ¢alisildi. Calisilan
hastalarin hepsinde LRBA proteini mevcuttu. Sekil 4.11°de hastalarin sonuglar

gosterilmistir.

Sekil. 4.11 LRBA Protein Sonuclar:
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Tablo 4.12 Hastalarin Biyokimya ve Sekans Analiz Sonuclar:

Hasta IL-18 IL-10 SFASL Vitamin B12 DNT SNP SNP
No Diizeyi Diizeyi Diizeyi (ng/L) (%) * wx
(pg/ml) (pg/ml)  (pg/ml) >1500

1 2400 6.0 32 633 2 T/IT G/IA
2 2200 10 70 489 3 T/T GIG
3 1900 4.0 34 677 3 T/T GIG
4 19 2.0 35 401 3 T/IT GIG
5 900 3.0 33 >1200 4 CIT GI/IA
6 310 3.0 36 363 7 T/IT GIG
7 160 2.0 56 364 3 T/T GIG
8 2.0 3.0 153 462 3 T/IT GIG
9 8.8 3.0 71 604 6 T/T GIA
10 56 9.0 71 992 10 TIT G/IA
11 210 2.0 36 319 6 T/IT GIG
12 87 134 3517 >2000 13 C/IC GIG
13 ND ND ND 885 5 T/IT GIG
14 1500 3.0 58 - 8 T/IT GIG
15 1100 2.0 34 585 2 T/IT GIG
16 1050 6.0 36 873 3 TIT GIG
17 145 3.0 86 334 5 T/T G/IA
18 550 2.0 36 201 2 T/IT GIG
19 700 2.0 39 336 5 T/T GIG
20 650 2.0 39 266 4 T/IT GIG
21 620 2.0 17 726 11 T/T GIG
22 2850 12 33 1461 10 T/IT GIG
23 19 12 65 290 3 T/T GIG
24 ND ND ND 1161 1 C/IC GIG
25 ND ND ND 718 2 TT GIG

* 152234978 ** rs1045487
ND: Test Edilmedi



67

5. TARTISMA

Bu calisma 2009-2013 yillar1 arasinda Hacettepe Universitesi Pediatrik
Immiinoloji Bilim Dalinda izlenen ‘muhtemel’ ALPS tanis1 alan 25 hastada
yapilmistir. Hastalarda ALPS tanisi i¢in gerekli kriteleri olusturan, 6 aydan uzun
sliren, malign veya enfeksiyoz olmayan lenfadenopati ve/veya splenomegali ve DNT
hiicre sayilarinin yiiksekligi ve sekonder aksesuvar kriterlerden 6zellikle otoimmiin
sitopeni mevcuttu.

Muhtemel ALPS tanisi alan hastalarin kesin tani alan hastalar gibi izlenmesi
ve tedavi edilmesi gerekmekte, kesin tani igin genetik test veya apoptozis testi
yapilmasi Onerilmektedir (3) . Primer aksesuvar Kkriterlerden apoptozis testi
hastalarimizin bir kisminda ve ancak bir kez yapilabilmis, tan1 i¢in 6nerilen iki farkli
giinde veya iki farkli test ile gosterilmesi miimkiin olmamistir. Ayrica kullandigimiz
, calismamizin yapildigi donemde en sik kullanilan apoptozis testi, standardize
edilmesi gii¢ bir test olup; sonuglarin fikir verebilmekle birlikte hiicre 6liim yilizde
degerlerini her zaman kesin sayilarla vermek miimkiin degildir. Bunun yaninda sFas
defekti olan hastalarda apoptozis testi normal bulunabilmektedir.

Hastalarimizda Oliveria ve arkadaslarinin(3) kesin tan1 i¢in 6nerdigi algoritm’de
belirtildigi sekilde ve hastaliga yol actigi bilinen FAS, FASL, CASP8 genlerinde
sekans analizi yapilmis ve ikincil aksesuvar tanmi kriterleri olan biyobelirtegler
(SFAS-L,IL-10,IL-18 ve VitB12) ¢alisilmistir. Hastalarin hi¢ birisinde bu genlerde
mutasyon saptanmamis, buna karsilik FAS ve CASP8 geninde bazi SNP’ler
belirlenmigtir. CASP8 geni 8. ekzonda saptanan rs1045487; K337K G>A mindr A
allel ve FAS geni 7. ekzonda saptanan (rs2234978; Thr214Thr C>T) minor T allel
SNP siklig1, hastalarda kontrollere gore anlamli olarak yiiksek bulundugu
saptanmustir (sirasiyla; p=0.004, p=0.001). FAS rs2234978 ’in hastaliga yatkinliga
yol acabilecegine isaret etmektedir. Bu yatkinligin dogrudan bu varyasyon ile mi
ilgili, yoksa hastaliga yol agan diger genlerle baglanti araciligi ile mi ortaya ¢iktigini
soylemek miimkiin olamamistir. Bilindigi gibi SNP’ler kendi baglarina hastalik
olusturmamaktadir, ancak baz1 hastaliklara yatkinligin  olusmasinda rol

oynayabilirler. Tek gen hastaliklarinda hastaliktan sorumlu olan genin yaninda diger
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genlerde bulunan SNP’ler hastaligin gelismesine katkida bulunabilir . Birgok SNP
sessizdir (silent), gen fonksiyonu veya fenotip lizerinde belirlenen bir etkileri yoktur.
Promoter bolgede bulunan varyasyonlar, transkripsiyon faktdr baglanma bolgesini
veya diger regiilator bolgeleri degistirerek genin ekspresyonunu kalitatif veya
kantitatif olarak etkileyebilmektedir (147) . Polimorfizmler posttranskripsiyonel
modifikasyon ile, gen veya protein ekspresyonunu degistirerek de etkili olabilir.
Hastalarimizda bu SNP’lerin hastalifa yatkinlik yaratmasi diger genlerle baglanti
araciligi ile de ortaya ¢ikabilir.

Mutant farelerde ve insanlarda yapilan g¢alismalar Fas’in immiin sistemde
onemli rolii oldugunu gostermektedir. Fas otoimmiinite ve tiimor gelismesinde
gardiyan rolii oynamaktadir. Birgok ¢aligma FAS genindeki SNP’lerin otoimmiin
hastaliklara ve kansere yatkinlik ile iligkili oldugunu gostermistir (148-149) .

Otoimmiin Ozelliklerle seyreden Sistemik Lupus Eritromatozus (SLE)’nin
etioloji ve patogenetik mekanizmalar1 heniiz bilinmemektedir. ~ Apoptozdaki
disfonksiyonun bu hastaligin gelismesinde rolii oldugu diisiiniilmektedir. Cesitli
toplumlarda (Cin, Japonya, Avusturya, iran, Kore ve Almanya populasyonlarinda)
yapilan g¢aligmalarda FAS gen polimorfizmlerinin SLE yatkinlik ile asosiyasyon
gosterdigi, 6zellikle Fas geninin promotor bolgesinde bulunan -670A/G ve -1377G/A
polimorfizmlerinin SLE riski ile iliski gosterdigi bildirilmistir (150) . Fas geninin
promoter bdlgesinde bulunan SNP’lerin multiple sklerozis (MS) (151) ile birlikteligi
de gosterilmistir. SLE’li hastalarda yapilan bir diger ¢alismada, bizim hastalarimizda
kontrollara gore onemli diizeyde yiiksek oldugunu saptadigimiz rs2234978 SNP
varligi ile trombositopeni arasinda iligki bulundugu gosterilmistir (147) SLE’da
lenfositlerde Fas ekspresyonunun arttigi bildirilmektedir (152) . Lenfositlerde Fas
ekspresyonun artis1 ve apoptozun immiin sistemin otoantijenlerle karsilasmasinin
artisina ve boylece otoimmiin hastaliklara yol acabilecegi ileri stirilmiistiir (153) .
Bunun yaninda SLE ve kanser gelisme riskinde rol oynadig: bildirilen FAS gen
promotor bdlgesinde rol alan -670 A/G ve -1377G/A polimorfizmlerinin FAS gen
ekspresyonunu azalttigi gosterilmistir (154) . FAS ve FASL’in SLE fenotipinden
ziyade SLE subfenotiplerine katkida bulundugu; hayvan SLE modellerinde yapilan
caligmalarda da FAS veya FASL mutasyonlarmin SLE’ye yol agmak icin yeterli
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olmadigi ancak otoimmiiniteye katki yaptigi belirtilmistir (147). Apoptozis
disfonksiyonunun SLE, RA (Romatoid Artrit), SSc (Sistemik skleroz) gibi ¢esitli
otoimmiin hastaliklarin patogenezinde de rol aldigina isaret eden ¢alismalar
mevcuttur (155) .

F.Basolo ve arkadaslar1 (156) , papiller tiroid karsinomu (PTC) ile FAS
geninde SNP rs2234978 arasinda belirgin bir iliski oldugunu ancak diger tiroid
patolojilerinde bu iliskinin saptanmadigim1  gostermislerdir. Neoplazisi olan
hastalarda tiimor dokusunda goriilen SNP, etkilenmemis diger tiroid lobu ve periferik
kan hiicrelerinde de gdosterilmistir. Boylece bu polimorfizminin germ-line kokenli
oldugu belirlenmistir. Bu SNP aminoasit diizeyinde sessiz olmakla birlikte Fas’in
ekspresyonunu etkileyerek veya PTC patogenezinde rolii olan diger genetik
bozukluklarla iligkisi araciligi ile bu etkiyi gosterebilir. PTC’de, Fas ekspresyonu
onemli diizeyde artmistir ancak bu Ozellik Graves hastaligi, tiroid adenomu ve
follikiiler karsinomada da mevcuttur. Farkli tiroid hastaliklarinda goriilen Fas
ekspresyonundaki artistan sorumlu faktorler bilinmemektedir (156) .

Kronik lenfositik tiroidit ve tiroid lenfomasi olan hastalarda FAS aracili
apoptotik yolak bozuklugunun gériilme siklig1 da yliksek bulunmustur. Somatik Fas
mutasyonlari; tiroid, burun ve cildin primer lenfomalari, mesane kanseri, maligh
melanoma, squamoz hiicreli Ca, kii¢iik hiicreli olmayan akciger kanseri ve servical
Ca gibi durumlarda belirlenmistir (157) . rs2234978 polimorfizmi marjinal bolge B
hiicre lenfomasi olan hastalarda da gosterilmistir. Calismalar rs 2234978
polimorfizminin kii¢lik hiicreli olmayan akciger kanserinde prognozu da etkiledigini
gostermistir. Boylece ¢esitli ¢aligmalar kanser ve otoimmiin hastaliklara yatkinlik ile
FAS genindeki SNP’lerin iliskili oldugunu gostermistir (147), (158), (159), (160-
162),

Bradford J. ve arkadaslarinin akut akciger hasarinda (ALI) yaptiklari
calismada hipoksik solunum yetmezligi bulunmayan kontrollerle, ALI bulunan
hastalar karsilastirildiginda rs2234978 varyasyonunun ALI i¢in yiiksek risk faktorii
oldugu belirlenmistir (163) . ALI hassasiyetine yol acan rs2234978’i de igeren
haplotiplerin  LPS ile wuyarilan periferik kan Iokositlerinde FAS mRNA
ekspresyonunu arttirdigi da gosterilmistir (163) .
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152234978 polimorfizminin MiRNA (Mir561) i¢in yeni bir baglanma bolgesi
olusturdugu belirlenmistir (164) . Mikro RNA’lar (miRNA) protein kodlamayan,
18-24 niikleotid uzunlugunda, kiicik RNA molekiilleridir. Hedef genleri
baskilayarak gelisim, farklilagma, cogalma, hiicre 6liimii gibi siireglerde rol oynarlar.
miRNA’lar hedef genlerin ekspresyonunu azaltarak protein sentezinin
diizenlenmesine katilirlar. Calismadaki hastalarda da kontrollere gore yiiksek siklikta
saptadigimiz SNP etkisini Fas ekspresyon diizeyini degistirerek gosterebilecegi
distiniilebilir.

Bu polimorfizmin miRNA aracilig1 ile genin posttranskripsiyonel kontrolii
tizerindeki etkisini, FAS gen veya protein ekspresyonuna etkilerini, bu etkinin
zamanlama ve doku spesifisitesini ve bu etkilerin bu fenotipin olusmasinda rolii olup
olmadiginin arastirilmas: gerekmektedir.

FAS heterozigot gen mutasyonlar1 her zaman klinik bulguya yol agmamaktadir. FAS
mutasyonlarinin penetranst degisken olup ailede siklikla ayni genetik degisikligi
tasidig1 halde klinik fenotip gostermeyen veya c¢ok hafif fenotipi bulunan bireyler
bulunmakta, bu da hastalik i¢in ek bir genetik mutasyon ve/veya cevresel uyaran
seklinde ikinci bir “hit” gerektigini disiindiirmektedir (165) . 2006 yilinda Clementi
R. ve arkadaslar1 perforin ve FAS geninde mutasyon tanimladiklar1 hastanin
DALD/ALPS-FAS tanis1 aldigini, FAS veya perforin mutasyonu tasiyan anne ve
babanin ise saglikli oldugunu gostermislerdir (103) . Buna benzer sekilde M.F.
Campagnoli (81) ve arkadaslart FAS mutasyonu ve CASP10 Y446C birlikteliginin
ALPS fenotipine yol actigin1 ancak tek bagina aynit FAS mutasyonu olan annenin
saglikli oldugunu gostermislerdir. Diger bir yayinda ise bir hasta ve kardesinde FAS
geninde heterozigot ¢.761T>G, p.Val254Gly missense mutasyonu ile birlikte SNP
rs2234978’in agir klinik fenotipe yol agtigimi hastanin SNP’i tasiyan annesinin
saglikli oldugu p.Val254Gly heterozigot mutasyonu tagiyan babanin 31 yasia kadar
asemptomatik olup bu yasta cilt dokiintiileri gelistigi ve “pitriyazis lichenoides et
varoliformis acuta” (PLEVA) tanist konuldugu bildirilmistir (166). Babada DNT
%14 olmasina ragmen Anneksin V ve 7-AAD testleri ile apoptoz defektinin
saptanmadig1 belirtilmistir. Son yillardaki bulgular hem cevresel faktorlerin hem de

birlikte bulunan baska genetik bolgelerdeki degisimlerin ALPS klinigine yol
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acabilecegini gostermistir. Babanin 31 yasina kadar etkilenmemesi ve annedeki
SNP’in de iyi huylu olmasi, bu hasta ve kardesinin agir fenotipine yol acan baska
faktorlerin olabilecegini diisiindiirmektedir. M.Arico ve arkadaslarmin (167) 2013
yilinda yaptiklar1 ¢alismada ALPS/FAS, ALPS-U ve DALD hastalarinda, UNC13D
geninde sirastyla hastalarin %29, %21 ve %15’inde 6 farkli varyasyon saptanmustir.
Magerus-Chatinet ve arkadaslar1 bazi ailelerde hastaligin penetransinin
multipl FAS mutasyonlari ile agiklanabilecegini belirlemislerdir. Bu arastiricilar
heterozigot FAS mutasyonu tasiyan ve ikinci FAS allelinde somatik degisiklik
gelisen 7 hasta belirlemislerdir. Bu hastalarin yalnizca bir germline mutasyon tastyan
bireylerinin normal oldugu gosterilmistir (4) . FAS genindeki multipl anomaliler bazi
ailelerdeki degisken penetransi agiklayabilir ancak hastalarda diger genlerde de
edinilmis mutasyonlar bulunabilir. Bizim hastalarimizda da ALPS’den sorumlu
oldugu bilinen genlerde mutasyon bulunmamis olmakla birlikte FAS genindeki SNP
ile birlikte baska genlerde bulunan mutasyonlar ALPS fenotipine yol agmis olabilir.
Hastalarimizin 5’inde (%20) CASP8 rs1045487 (G>A) A mindér alleli heterozigot
olarak bulunmus bu allelin kontrollere gore onemli diizeyde yiiksek oldugu
saptanmustir. Bu hastalardan; 4 hastada homozigot, bir hastada heterozigot olmak
tizere 5 hastada birlikte FAS rs2234978 minor allel T bulunmustur. Ancak her iki
polimorfizmi bir arada tagiyan hastalar ve tasimayanlar arasinda klinik ve laboratuvar
ozellikleri yoniinden fark mevcut degildir. CASP8 eksikligi ALPS ile ilgili
hastaliklarin nadir goriilen bir formudur, bugiline kadar ayni aileden 2 kardes ve bu
aileye uzaktan akraba olan diger 2 kiside olmak {izere toplam 4 hastada bildirilmistir
(168-169) . Bu hastalarda ek olarak tekrarlayan viral ve bakteriyel enfeksiyonlara
yatkinlik bulunmaktadir (78). Apoptotik yolaktaki bozukluklarin kanserin gelismesi
ve prognozunu etkiledigi bildirilmektedir (173) . CASP8 geninde 6zellikle promotor
bolgede bulunan SNP’lerin kolorektal, gastrik, akciger, barsak ve gogiis kanser risk
ve prognozuyla iligki gosterdigine ait calismalar ve CASP8 intron 2’de bulunan
SNP’in  multipl sclerosis (MS)’e yatkinlik yarattigini  gosteren ¢alismalar
bulunmaktadir (175) . Hastalarimizda kontrollere gére sikligini yiiksek buldugumuz
rs1045487; IgA nefropatisi, kolorektal kanserlerde ve kiiciik hiicreli akciger

kanserinde arastirilmig ancak sikligi kontrollerdan farkli bulunmamistir (170-172).
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Literatiirde ALPS ile birlikte CASP8 polimorfizmlerinin degerlendirildigi bir
caligmaya rastlamadik.

Hastalarimizin  bir kisminda hipogammaglobulinemi bulunmasi, bazi
hastalarda da izlemde immiinglobulinlerde ilerleyici diisiikliik gelismesi nedeniyle
CVID tanis1 da dikkate alinmistir. Hipergammaglobulinemi ALPS hastalarinin bir
ozelligi olmakla birlikte bazilarinda hipogamaglobulinemi bulunmaktadir. CVID
immunoglobulin ve antikor yapiminda bozukluk ve tekrarlayan bakteriyel
enfeksiyonlarla giden bir gurup hastalik olarak tarif edilmekte ve malign hastaliklarin
goriilme sikliginin da yiiksek oldugu belirtilmektedir. ESID/PAGID CVID tani
kriterlerine gore bizim hastalarimizin bir kismi1 “probable” (olasi) CVID tanimina da
uymaktadir. CVID ALPS’e benzer sekilde lenfadenopati ve otoimmiin hastaliklarla
ortaya ¢ikabilir. Otoimmiin sitopeniler CVID’de en sik goriilen otoimmiin
belirtilerdir, siklik sirasi ile trombositopeni, anemi veya nétropeni seklinde ortaya
¢ikabilir ve hastalarin %4-20’sinde bulunabilecegi bildirilmistir (126), (176) , (177) .
CVID ile ilgili ¢aligmalarin bazilarinda ciddi enfeksiyon, tani kriterleri arasindadir.
Enfeksiyonun olmasi immiin yetmezlik varligina isaret ettigi i¢in tani kriteri olarak
alinmas1 Onerilmektedir. Ancak, serum Ig’leri diisiik olan bu hastalarin
cogunlugunda tekrarlayan, siradisi, inat¢1 veya agir enfeksiyonlar bulunmaktaysa da
hastalarin yaklasik %10’unda enfeksiyonun bulunmadig: belirtilmektedir.

Hastalarimizin 8’1 (bu hastalarda Ig’ler yliksek veya normaldi) hari¢ serum
IgG, IgM ve IgA’da tek izotip veya cesitli izotip kombinasyonlart seklinde
degisiklikler saptanmistir (Tablo 4.7). Ancak bu degisikliklerin ¢ogunlugu bu
izotiplerde hafif diigiikliik ve normal diizeyler arasinda degisen degisiklikler olup;
takip sirasinda bir¢cok kez (IVIG tedavisi almamalarina ragmen) normal sinirlarda da
bulunmus olup, ilerleyici veya sabit disiiklik seklinde degildir (178)
Hastalarimizin 7’sinde yalnizca IgA ve/veya IgM’de hafif ve degisken diisiikliik,
5’inde IgA ve IgM ile birlikte IgG’de hafif ve degisken diistikliik, 5’inde ilerleyici
diisiiklik mevcuttu. Hastalarin asilara ve bazi viral ajanlara antikor cevaplari
(kizamik, sucicegi, HBs, HAV, HSV, EBV gibi ve bazi hastalarda c¢alisilabilen
konjuge olmayan pndmokok asi cevaplar1) bakilan antijen sayisinin en az yarisina

kars1 pozitif bulundu. Bu 6zellikler ile hastalarin besinde “probable” , digerlerinde
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“possible” CVID diisiiniilebilir (170) . Calismaya alindiktan sonra immiinglobulin
degerleri giderek diisen ve ESID/PAGID kriterlerine gére “probable” CVID tanisi
konulabilen 3 hasta mevcuttur.

CVID tanimina uygun ozellikleri ve sekonder otoimmiin sitopenisi olan her
hastanin ALPS yoniinden arastirilmasi ve ALPS i¢in spesifik testlerin yapilmasimnin
(DNT analizi, apoptozis testi, genetik test) gerekli oldugu belirtilmektedir (76) . Zira
yapilan c¢aligmalarda ALPS tanist alan 90 hastanin 73’iinde IgG diizeylerine
bakilmig, 71’inde IgG yiiksek, iki hastada progressif IgG diistikliigii bulunmustur. Bu
hastalar immiinosupresyon almayan hastalardir. IgM diizeyi 73 hastanin 35’inde
normal, 38’inde diisiik bulunmustur. Tan1 aninda hastalarin yarisinda IgM diisiikligi
olup, digerlerinde takipte distiigli belirtilmistir. IgG diizeyleri ALPS-FAS
hastalarinin  %56’sinda  yiiksek, %]11’inde diisiik bulunmus, ALPS fenotip
hastalarinin ise %27’sinde diisiik bulunmustur (76) . Bir ¢alismada 66 ALPS’li
hastanin yalnizca 5’inde hipogamaglobulinemi bulundugu bildirilmistir (179) .
M.F.Campagnoli ve arkadaglarinin c¢alismasinda DALD tanisi alan hastalarin
¢ogunda hipogammaglobulinemi bulunmaktadir (81) . Campagnoli ve arkadaslarinin
(81) molekiiler, klinik, immiinolojik Ozellikleri ve uzun siireli takip sonuglarini
sundugu 31 hastanin dordiinde Fas gen mutasyonu, birinde ayn1 zamanda Caspl0
polimorfizmi bulunmustur. Dort hasta ALPS-U, 23 hasta DALD tanis1 almistir. Yedi
hastada ALPS tanisindan sonra kalici1 hipogamaglobulinemi gelistigi, baslangicta 2
hastada IgA eksikligi disinda Ig diizeylerinin normal oldugu, ALPS-FAS olan
hastalarda hipogamaglobulinemi gelismedigi bildirilmistir (81) .

Calisma sonuglart CVID yaninda, Evans Sendromu (ES) ile ALPS arasinda
da belirgin imminolojik ve klinik yonden ortak 6zellikler bulundugunu
gostermektedir. ES iki veya daha fazla otoimmiin sitopeni varligi ile karakterizedir.
Bizim hastalarimizin biliyiik ¢ogunlugunda bir, 2 hastamizda da birden fazla
otoimmiin sitopeni bulunmaktadir. ES tanis1 almis olan 12 hastanin degerlendirildigi
bir caligmada, hastalarin yarisinda ALPS’nun karakteristik 6zellikleri olan DNT
hiicrelerinde artis ve defektif Fas apoptozisi saptanmistir (180) . Daha biiyiik bir
hasta gurubunda yapilan bir diger calismada 45 vakanin 21’inde ALPS tani
kriterlerinin bulundugu saptanmistir (181) . Bu ¢alismada ES, ALPS ve CVID
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arasindaki iliski degerlendirilmistir. Vaka sayis1 az olmakla birlikte ES’lu 7 hastanin
5’inde CVID’de goriilen sekilde hipogamaglobulinemi gelistigi gosterilmistir. Daha
biiylik bir hasta grubunda 68 ES’li hastanin yalnizca 4’tinde CVID ile ortak 6zellikler
bulunmustur (182) .

Rensing-Ehl ve ark.(5) hipogamaglobulinemik ALPS (ALPS-1gG low) ile
ortiisen klinik ozellikleri (lenfoproliferasyon+ otoimmiin sitopeni ve >%1 DNT
hiicreleri) olan CVID’li hastalarin ayiriminda biyobelirteglerin kullanilabilecegini
belirtmislerdir. Solubl FAS Ligand, IL10, ve Vit B12’nin ALPS’de spesifik olarak
yiikseldigi ve FAS mutasyon varligi i¢in Ongorii degerinin yiiksek oldugu
gosterilmistir. Boylece bu belirtegler ALPS diisiiniilen hastalarin tanisinda onerilen
algoritmanin bir parcast olmustur. Bu algoritma lenfoproliferasyon ve yiiksek DNT
bulunan tiim hastalarda germline FAS sekans analizi yapilmasini, sFAS mutasyon
analizinin ise biyobelirte¢ profiline dayanarak yapilmasini 6nermektedir.

Hastalarimizda yeniden gozden gegirilen tani kriterlerinde tanida biiytik
Ol¢iide yardimci oldugu belirtilen, son yillarda FAS ve SFAS defekti yoniinden
pozitif ve negatif ongorii degerinin yiiksek oldugu belirlenen ve sekonder aksesuvar
kriterler arasinda bulunan biyobelirteg (SFASL, IL-10, vitamin B12, IL-18) diizeyleri
degerlendirilmistir. Serum IL-18 diizeyi 22 hastanin 5’inde bu hastalar igin cut-off
degeri olarak verilen 1500 pg/ml’nin {izerinde, serum IL-10 diizeyi 22 hastanin
yalnizca birisinde, Vit.B12 diizeyi 24 hastanin 3’linde tani kriterlerinde belirtilen
1500 ng/L’nin tizerinde ve serum sFAS-L diizeyi 22 hastadan birisinde 200pg/ml’nin
tizerinde bulunmustur. Béylece 25 hastadan 7’sinde DNT yiiksekligine ek olarak 1
veya daha fazla ikincil Kkriter pozitif olarak bulunmustur. Hastalarimizin yalnizca
birisinde (hasta 12) 3 biyobelirteg (sFasL, IL-10 ve Vit B12 diizeyi) , bir hastada IL-
18 ve Vit B12 diizeyi birlikte, diger 5 hastada ise IL-18 veya VitB12 diizeyleri tek
bagina yiliksek bulunmustur. Bu biyobelirteglerin 6zellikle sFasL ve Vit B12
yiiksekliginin birlikte bulunusunun FAS defektini diisiindiiren 6nemli bir 6zellik
oldugu belirtilmektedir (5) . Cesitli ¢alismalarda IgG diisik ALPS’li (ALPS IgG
low) hastalarda bu 3 biyobelirteg diizeyinin énemli derecede yiiksek oldugu (1L-10,
sFASL, Vit B12), CVID’li hastalarin degerlerinin ise normal oldugu bulunmustur
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(179) . Rezaei ve arkadaslar1 (183) ise Iran’da yaptiklar1 calismada CVID tanisi alan
24 hastada IL-10 diizeylerini 6nemli diizeyde yiiksek bulmuslardir.

Calismalar somatik FAS mutasyonu olan hastalarin germline FAS mutasyonu
olan hastalara klinik O6zellikleri ve biyobelirte¢ diizeyleri yoniinden benzedigini
gostermistir. Biyobelirteg profili FAS veya sFAS defekti ile uyumlu ancak her iki
gende de germline FAS mutasyonu bulunmayan hastamizda (hasta 12) DNT
hiicrelerinden elde edilen DNA’dan sFAS dizi analizi yapildi, mutasyon tespit
edilmedi. Bu hastada apoptozis yolaginda diger bir molekiilde defekt olabilecegi
diisiiniildii. Ancak derin intronik mutasyon veya biliylik delesyonlar ekarte
edilmemistir.

Muhtemel ALPS tanisi ile izlenen hastalarimiz, g¢esitli ozellikleri ile Evans
Sendromu, ALPS-U, Caminha ve arkadaslarinin ALPS fenotipi olarak tarif ettigi
antite (184) (otoimmiinite ile birlikte veya olmaksizin lenfoproliferasyon ve yiiksek
DNT bulunan hastalar), DALD ve CVID ile ortiisen 6zellikler gostermektedir. Adi
gegen bu hastaliklarda hastalarin bir¢ogunda altta yatan molekiiler defektler heniiz
saptanamamistir.

Bizim de muhtemel ALPS tanisi ile izledigimiz hastalarimizin hi¢ birisinde
ALPS’ye yol agtig1 bilinen genlerden FAS ve FASL genlerinde mutasyon ve ALPS
ile ilgili hastaliga yol acan CASP8 geninde mutasyon bulunmamustir. Buna kargilik
hastalarimizda FAS SNP rs2234978 (homozigot minor T allel) ve CASP8 rs1045487
(heterozigot mindr A allel) siklig1 kontrollere gore 6nemli diizeyde yiliksek bulundu
(sirastyla p=0.001 ve p=0.004) . Biyobelirte¢ profili FAS gen defektini diigiindiiren
ancak germline mutasyonu bulunmayan bir hastada DNT hiicrelerden elde edilen
DNA o6rneginde de FAS geninde mutasyon tespit edilmedi. Sonuglarimiz FAS ve
CASP8 geninde saptadigimiz polimorfizmlerin ALPS fenotipinin gelismesine
hassasiyete katkida bulunabilecegini diisiindiirmektedir. Bu polimorfizmlerin etkisi
ile ilgili olast mekanizmalarinin belirlenmesi i¢in gen ekspresyonu ve fonksiyonel
caligmalarin yapilmasi; ve hastaliga yol acabilecek heniiz bilinmeyen muhtemel gen
defektlerinin tiim ekzom veya tiim genom analiz yontemleri ile arastirilmasi gerektigi

sonucuna varilmaistir.
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