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OZET

Erman, B. Agir kombine immiin yetmezlikli hastalarda, hastaliga neden olan
genetik defektlerin yeni nesil dizileme yoéntemiyle arastirilmasi. Hacettepe
Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii immiinoloji Programi Doktora Tezi, Ankara,
2015. Agir kombine immin yetmezlikler primer immin yetmezliklerin en agir
formudur. Hastalar yasamin ilk yilinda fatal bakteriyel, viral ve fungal enfeksiyonlarla
karsilasmaktadir. Erken tani bu hastalar icin yasamsal 6nem tasimaktadir. Hastaligin
tedavisinde tek kiratif yontem hematopoietik kék hiicre naklidir ve genetik defektin
bilinmesi tedavi sartlarinin belirlenmesi agisindan 6nemlidir. Calismada agir
kombine/kombine immin yetmezlik distnillen fakat genetik tanisi bilinmeyen 27
hastada yeni nesil dizileme temelli HaloPlex paneli ile hastaliga neden olan
mutasyonlarin  bulunmasi amaglanmistir.  Kullanilan  panel primer immin
yetmezliklerle ilgili olabilecek 356 geni hedeflemektedir. Dizileme islemi icin lllumina
HiSeq 2000 (Illumina Inc., ABD) sistemi kullanilmistir. Calisma sonunda 27 hastanin
24’iinde DNA zenginlestirme ve dizileme islemleri basarili olmus, 8 hastada agir
kombine/kombine immin yetmezlige neden olan genetik defektler saptanmistir.
Saptanan mutasyonlarin hepsi daha 6nce agir kombine/kombine immiin yetmezlige
neden oldugu bilinen genlerde bulunmustur ve bunlardan 5 tanesi ilk defa
tanimlanmistir. Herhangi bir mutasyon bulunamamis diger hastalar igin tim ekzom
ya da genom dizileme yontemleri ile arastirma yapilmasi gerektigi diisiniilmektedir.
Kullanilan panelin primer immin yetmezlikli hasta gruplarinda genetik defektlerin

arastirilmasi icin glivenilir ve hizli bir yontem oldugu anlasiimistir.

Anahtar Kelimeler: Agir kombine immin yetmezlik, yeni nesil dizileme, genetik tani
Destekleyen Kurumlar: Arastirmaci Baran Erman Hacettepe Universitesi Bilimsel

Arastirmalar Birimi tarafindan BAP6091 projesi kapsaminda desteklenmistir.
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ABSTRACT

Erman, B. Investigation of causitive genetic defects in severe combined
immunodeficiency patients by next generation sequencing. Hacettepe University
Institute of Health Sciences, Ph.D. Thesis in Immunology, Ankara, 2015. Severe
combined immunodeficiency is the most severe form of primary
immunodeficiencies. Patients with SCID present with high susceptibility to fatal
bacterial, viral and fungal infections in their first year of life. Early diagnosis can be
life-saving for the patients. The only curative therapy is hematopoietic stem cell
transplantation and determination of the underlying genetic defect is crucial for
conditioning regimens for HSCT. We aim to determine the causitive gen defects in
22 patients with SCID and 5 patients with CID by a new next generation sequencing
based technology, HaloPlex. The HaloPLex panel includes primers for 356 genes
associated with primary immunodeficiencies. Illumina HiSeq 2000 system was used
for sequencing. Genomic DNA enrichment and sequencing were accomplished in 24
patients out of 27 and 8 causitive genetic defects were detected. All mutations were
in known PID-related genes but 5 of them are novel mutations. The other patients
should be investigated by whole genom or exom sequencing. The HaloPLex panel
was thought to be fast and reliable method to determine the underlying genetic

defects for PIDs.

Key Words: Severe combined immunodeficiency, next generation sequencing,
genetic diagnosis
Investigator Baran Erman was supported by Hacettepe University, Scientific

Research Unit.
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1. GiRiS

Primer immin yetmezlikler heterojen bir hastalik grubu olup, goreceli olarak
daha hafif klinik seyir gosteren ya da yasami tehdit edecek diizeyde agir tirleri
mevcuttur. Organizmanin  savunma mekanizmalarinda gorev yapan kritik
molekdillerin sentezlenmesi saglayan genlerdeki mutasyonlar, epigenetik faktorler
ve fenokopik mekanizmalar primer immiin yetmezliklerin ortaya ¢ikmasina neden
olmaktadir (1).

Bati toplumlarinda genel olarak primer immiin yetmezliklerin goriilme sikhgi
1/10000 ile 1/100000 canli dogum arasinda degismektedir (1). Ancak Turkiye’'de
akraba evliliklerinin yaygin, dogurganhgin artmis oldugu géz 6niine alindiginda bu
hastalik grubunun gorilme sikliginin ¢cok daha fazla oldugu dislinilmektedir.

Bu hastaliklar enfeksiyonlara yatkinlik, otoimmiin bulgular,
lenfoproliferasyon ve malignansi, allerji ve inflamasyonun 6n planda oldugu klinik
tablolar ile karsimiza ¢ikmaktadirlar.

Primer immin yetmezlik hastaliklari icerisinde agir kombine immin
yetmezlikler (AKiY) hematopoietik kék hiicre nakli (HKHN) veya gen tedavisi
yapilmadigi takdirde yasamin ilk vyillarinda o6limle sonuglanacak bir hastalk
tablosuna yol a¢gmaktadirlar. Yasamin ilk aylarinda klinik olarak belirtiler ortaya
¢ikmakta, erken tani, etkin tedavi saglayabildigi icin yasam kurtarici olabilmektedir
(2).

Primer immiin yetmezlik hastaliklarinda benzer klinik tablolar farkli genetik
defektlerle ortaya cikabildigi gibi, ayni genetik defekt farkh klinik tablolarla da
karsimiza gikabilmektedir. Klinik taninin yaninda hastaliga neden olan molekiler
bozuklugun saptanmasi, prognozun 6n goriilmesi ve tedavinin planlanmasi yani sira
preimplantasyon genetigi, prenatal tani ve gen terapisinin planlanmasi agisindan
Onem tasimaktadir.

Primer immiin yetmezliklere neden olan genetik defektlerin saptanmasinda
genetik haritalama ve Sanger dizileme gibi klasik yontemler uzun vyillardir
kullanilmaktadirlar. Ozellikle aday genlerin Sanger dizileme ile arastiriimasi zaman

alici bir yontemdir ve sadece belirli sayida genin arastirilmasina olanak tanir. Son



yillarda klasik yontemlere alternatif olarak tanimlanmig yeni nesil dizileme teknikleri
kullanilmaya baslanmistir. Tim ekzom dizileme, Ng. SB. ve arkadaslari tarafindan
2009 yilinda tanimlanmistir (3). Yeni nesil teknolojiler yardimiyla dénitsimsel bir
yaklasim saglayarak kompleks ve monogenik hastaliklardaki, sorumlu mutasyonu
saptamakta kullaniimaktadir. Tim ekzom dizileme yéntemi, sik veya nadir olmasina
bakmaksizin ekzomdaki her bir genetik varyantin gosterilmesini saglamaktadir. Bu
nedenle bu yiliksek ¢ozinirlikli dizileme yontemi son dénemde nadir varyantlarin
tanimlanmasinda tercih edilen bir yontem halini almaktadir. Ekzom dizileme
yontemi glinimiizde primer immin yetmezlikli hastalarda genetik defektlerin
belirlenmesinde kullanilan en gecerli ydntem gibi gériinmektedir.

Son vyillarda yeni nesil dizileme yontemlerinin kullanilmaya baslanmasiyla
primer immun yetmezliklere neden olan genetik mutasyonlarin belirlenme sikhgi
giderek artan bir oranda devam etmektedir. Ozellikle belirli hastalik gruplarina
yonelik yeni nesil dizileme teknolojilerini temel alan, hedeflenmis genlerin
dizilemesine yonelik panellerin kullanimi hedeflenmektedir. Bu paneller hastaliga
neden olan, daha 6nce tanimlanmis veya hastalikla iliskili olabilecek genleri hedef
alan farkli sayida primerleri iceren sistemler olarak tasarlanmaktadirlar. Hedeflenen
genlerin sayisi, amaca bagli olarak onlarla ifade edilen rakamlardan, ylizlerce genin
hedef alindigl blylk sistemlere kadar g¢esitlenmektedir. Tasarlanan bu sistemlerin
immin yetmezlikleri arastiran laboratuvarlar tarafindan rutin olarak genetik
arastirmalar igin kullanilmasi amaglanmaktadir.

Bu calismada yeni nesil ekzom dizileme temelli, yeni bir teknoloji olan
HaloPlex yontemiyle klinik olarak agir kombine/kombine immin yetmezlik
dislintlen hastalarda ve aile bireylerinde, hastaliga neden olan molekiler defektler
DNA diizeyinde arastirilacaktir. Kullanilan panel primer immiin yetmezliklere neden
olabilecegi bilinen toplam 356 geni hedeflemektedir. Calismada hem genetik
defektlerin saptanmasi hem de uygulanacak yeni nesil dizileme yonteminin bu hasta

grubunda etkin ve hizli olarak kullanilabileceginin gosterilmesi amaglanmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. immiin Sistem

immiinite terimi Latince immunitas sdzctigiinden gelmekte ve eski Roma’da
senatorlerin sahip oldugu bir cesit vergi dokunulmazhigi anlamini tasimaktadir.
Bilimsel olarak ise immiunite hastaliklardan o6zellikle enfeksiy6z hastaliklardan
korunma anlamina gelmektedir. Canllarda imminiteden sorumlu hiicre ve
molekullerin olusturdugu yapiya immin sistem, bu sistemin antijenlere karsi
olusturdugu reaksiyona ise immuin yanit adi verilmektedir (4).

immiin sistemin fizyolojik fonksiyonu enfeksiyona neden olan
mikroorganizmalara karsi viicut savunmasidir. Bu savunma immun sistemin farkh
mekanizmalari araciligiyla gerceklestiriimektedir. Bu mekanizmalar dogal (innate)

bagisiklik ve edinsel (adaptif) bagisiklik mekanizmalaridir (5).

2.1.1. Dogal Bagisiklik

Vicut savunmasi ilk olarak dogal bagisikligin erken dénemde reaksiyonuyla
baslamaktadir. Mikroorganizmalara karsi savunmanin erken basamaklari dogal
bagisikhgin birlesenleri tarafindan olusturulmaktadir. Bu birlesenler epitel doku ve
antimikrobiyal Urlnler gibi fiziksel ve kimyasal bariyerler, fagositer hiicreler,
kompleman komponentleri ve sitokinlerdir (Tablo 2.1). Dogal bagisiklik
mekanizmalari mikroorganizmalarin sahip oldugu PAMP (pathogen associated
molecular patterns) adi verilen molekiler yapilar araciligiyla tetiklenmektedir. Bu
molekiler yapilar patojen taniyan reseptorler (PRR-pattern recognition receptors)
tarafindan algilanmakta ve immun cevap olusturulmaktadir. Dogal bagisiklik viicut
savunmasinin erken dénemini olusturmakta ve enfeksiy6z ajanlara karsi 6zgullGg

ve cesitliligi edinsel bagisikhiga gore oldukga sinirh kalmaktadir (4,5).



2.1.2. Edinsel Bagisiklik

immiin sistemin dogal immiiniteye goére antijenlere karsi daha spesifik ve
karsilasilan ajanlara adapte olarak daha glgli yanit veren sekli edinsel bagisiklik
olarak adlandirilmaktadir. Edinsel bagisikhgin en oOnemli ozelligi hafiza
olusturabilmesidir. Bu sayede vicut savunmasi ayni ajanla tekrar karsilasildig
zaman daha hizli ve gicli olarak yanit verebilmektedir. Edinsel immiin yanit primer
olarak lenfosit adi verilen hicreler ve bu hiicreler tarafindan Uretilen gesitli
proteinler araciligiyla olusturulmaktadir. Lenfositler ylzeylerinde bulunan
reseptorler araciligiyla antijen adi verilen molekilleri tanirlar. Antijenler genellikle
protein ya da polisakkarit yapida olmalarina karsin lipid veya nikleik asit formlari da
mevcuttur. Antijenlere karsi B lenfositler tarafindan Uretilen proteinler antikor
olarak adlandiriimaktadir. T lenfositler ise Urettikleri sitokinler araciligiyla ve immin
sistemin efektor fagositer hiicrelerini uyararak immiin yanit olusturmakta ve cesitli
alt gruplara ayrilmaktadirlar (Tablo 2.1) (4,5).

Lenfositler milyarlarla ifade edilen sayilarda farkli antijeni tanima 6zelligine
sahip hicrelerdir. Bu 6zellikleri reseptorlerinde bulunan 6zellesmis yapilar sayesinde
ortaya ¢cikmaktadir. Kemik iliginde ve timusta lenfosit gelisimi sirasinda gerceklesen
cesitli molekiler mekanizmalar ile bu yapilarin olusumu ve antijenik cesitlilik
saglanmaktadir (4). immiin sistemde gorev yapan hiicrelerin gelisiminde ve islev
gormesinde cesitli dizeylerde yer alan pek c¢ok molekili kodlayan genlerdeki

mutasyonlar primer immun yetmezliklere neden olmaktadirlar.

Tablo 2.1. Dogal ve edinsel immiin sistemin birlesenleri

Dogal Bagisikhik Edinsel Bagisikhk
Spesifite Mikrobiyal ylizey molekulleri Antijenik yapilar
Cesitlilik Sinirli Cok genis
Hafiza Hayir Evet
Hiicresel ve Kimyasal Deri, mukozal epitel, Lenfositler ve
Bariyerler antimikrobiyal Grlnler antikorlar
Kan proteinleri Kompleman komponentleri Antikorlar

.. Fagositer hiicreler, NK )
Hiicreler Lenfositler

hicreleri



2.2. Lenfosit Gelisimi ve Antijen Reseptor Genlerinin Yeniden Diizenlenmesi

Lenfositler ¢cok yiiksek kapasitede farkh antijeni taniyabilme o6zelligi olan
reseptorlere sahip hicrelerdir. Bu gesitlilik kemik iligi ve timusta T ve B hiicre
gelisimi sirasinda gerceklesmektedir. Primer lenfoid organlarda matiir lenfositlere
farklilagma mekanizmasina lenfosit gelisimi ya da matirasyonu adi verilmektedir.
Antijen reseptor genlerinin yeniden diizenlenmesi lenfosit gelisim slrecinin 6nemli
ozelligi olup, hem T hem de B hiicrelerde benzer molekiler ve hiicresel olaylar
sonucu gerceklestirilmektedir (4).

T ve B lenfositler kemik iliginde Uretilmekte, matiirasyon basamaklari ise B
lenfositlerin yine kemik iliginde, T lenfositlerin ise timusta gerceklesmektedir (Sekil
2.1). Pluripotent hematopoietik kdk hiicreden lenfoid progenitorler tretilmekte ve
bu oncil hiicreler T, B ve NK (dogal oldaricia- natural killer) hicrelerine
farklilasmaktadirlar (Sekil 2.2). T ve B lenfositlerin gelisimi icin antijen reseptor
genlerinin yeniden diizenlenmesi anahtar mekanizmadir. Bu diizenlenme sonrasinda
her bir hiicre klonu belirli bir antijene 6zglil reseptor eksprese etmektedir. Yeniden
diizenlenme mekanizmasi sadece immiin repertuvari artirmakla kalmaz, gelisim
basamaklarinda lenfositlerin hayatta kalabilmelerini saglayan sinyal iletimleri i¢in de

zemin hazirlamaktadir (4)

Matiirasyon KOk hiicre  Pro-lenfosit  Pre-lenfosit  Immatir lenfosit Matiir lenfosit Efektdr
basamagl lenfosit

i uo ' Periferik lenfoid
Anatomik i y Kemik iligi/timus = . eriferik lenfoi

bdlge I_ organ -

(Abbas, A., Lichtman, A., Pillai, S. (2007). Cellular and Molecular Immunology’den degistirilerek

alinmistir.)

Sekil 2.1. Lenfosit gelisim basamaklari
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(Abbas, A., Lichtman, A., Pillai, S. (2007). Cellular and Molecular Immunology)
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Sekil 2.2. Lenfoid seri hiicrelerin farklilasmasi

2.2.1. V(D)) Rekombinasyonu

Lenfosit reseptorlerini olusturan farkh zincirleri kodlayan genler farkh
kromozomlarda yerlesmislerdir. Her bir zincir icin yeniden diizenlenme somatik
rekombinasyon mekanizmalariyla gerceklestirilmektedir. V (variable), D (diversity)
ve J (joining) adi verilen gen segmentlerinin farkli kombinasyonlarla 6nce kesilip
sonra ¢esitli molekiller aracihigr ile bir araya gelmesi (DNA tamiri) bu
rekombinasyon mekanizmasinin basamaklarini olusturmaktadir. Bu 06zellesmis
yeniden dizenlenme V(D)) rekombinasyonu olarak adlandiriimaktadir.
Rekombinasyon basamaklari genetik olarak, gelismekte olan her bir hiicrede
somatik olarak gergeklesmektedir. Yani her bir lenfosit reseptdr zincirinin hicre
tarafindan sentez edilmesi, yeniden dlizenlenen rekombine DNA’nin transkripsiyonu
sonrasinda olmaktadir. V(D)) rekombinasyonu 4 farkli basamakta cesitli enzimatik

reaksiyonlarla gerceklestiriimektedir (4):



1.Sinapsis: Rekombinasyon mekanizmalarinin baglatilmasi igin lenfositlere
0zgu faktorlerin DNA (zerindeki belirli dizileri tanimalari gerekmektedir. Bu diziler
rekombinasyon sinyal dizileri (RSS-recombination signal sequences) olarak
adlandiriimaktadir ve V gen segmentinin 3’ ucu ile, J segmentinin 5’ ucunda
yerlesmislerdir (Sekil 2.3). Rekombinasyon sinyal dizileri bir heptamer, bir ara bolge
ve bir nanomerden olusmaktadir. Heptamer kodlanma bélgesinin hemen yaninda
yerlesik, 7 nikleotidten olusan yiiksek oranda korunmus bir dizidir. Heptameri 12-
23 baz ciftinden olusan bir ara bolge (spacer) takip etmektedir. Son olarak da 9
niikleotidten olusan ve vyine yiliksek oranda korunmus bir nanomer bolgesi
bulunmaktadir. Rekombinasyonun ilk basamaginda RAG1 (recombination activating
gene-1) proteini DNA’ nin kodlanan bolgesiyle (V ya da J segmentleri) heptamer
arasina baglanmaktadir. RAG1 yalnizca RAG2 (recombination activating gene-2)

proteini ile kompleks bir yapi olusturarak islevsel hale gelmektedir (Sekil 2.4) (4).

Spacer Spacer
Ve 12bp . _ 23bp i
5 \\*' — 9 // ~ el —~ '/‘ 3
Heptamer “Nonamer -
CACAGTG ACAAAAACC
GTGTCAC TG GG

(Abbas, A., Lichtman, A., Pillai, S. (2007). Cellular and Molecular Immunology)

Sekil 2.3. Rekombinant sinyal dizileri

2. Enzimatik Kesim: Bu basamakta RAG1/2 kompleksi DNA’ yi kodlanan
bolge ile heptamer arasindan keser ve iki kodlanan ucg ile rekombinasyon sinyal
dizisinin geri kalan bolgesi ayrilir. Kodlanan uglar bir araya gelerek “hairpin” (sag
tokasi) yapisini, dizinin geri kalani ise kit c¢ift sarmal kiriklari olusturmaktadir.
RAG1/2 kompleksi enzimatik kesim isleminin yaninda ayrilan bu uglari bir arada
tutma islevini de yerine getirmektedir (Sekil 2.4) (4).

3 ve 4. isleyis, Tamir ve Birlestirme: Rekombinasyonun son basamaklari
homolog olmayan birlestirme (NHEJ- non homologous end joining) mekanizmasidir.
NHEJ proteinleri hiicrelerde DNA kiriklarini tamir etme gorevi gormektedirler. V(D))

rekombinasyonu sirasinda olusan DNA kiriklarina Ku70 ve KU80 proteinleri



baglanarak ortama DNA-PK (DNA-dependent protein kinase) enziminin gelmesini
saglarlar. DNA-PK cift sarmal DNA kiriklarini tamir eden bir enzimdir. DNA-PK ise
Artemis adi verilen enzimi fosforile etmektedir. Aktive olan Artemis enzimi kodlanan
uclardaki “hairpin” yapisini agmaktadir. Acik uclarin birlestirilmesi (ligasyon) ise DNA

ligaz 4 enzimi tarafindan gergeklestirilmektedir (Sekil 2.4) (4).

Diizenlenmemis lokus
W o

1 Sinapsis {!7

9" 9
_ !

an—- 9 —an

Rag-1/ Rag-1
Hag-2 Rag-2

5 {,IF ¥
2 Enzimatik kesim '
r I'-

b

8 an
] e
[ L)  Rag-1

,,\\ Rag-2
Hairpins
2 Tamir . @

5 I

Artemis DMNA-PHK,
expnucleases, TdT

N and P
4 Birlestirme /nm:k—e(slusﬂﬁ
5 " F

KuTO KugvDNA-PK
XRCCADMA LigaselV

(Abbas, A., Lichtman, A., Pillai, S. (2007). Cellular and Molecular Inmunology’den degistirilerek

alinmistir.)

Sekil 2.4. V(DJ) rekombinasyonu

V(D)J rekombinasyonu yalnizca lenfosit gelisimi sirasinda bu hiicrelerde yani
immatir lenfositlerde gorilmektedir. RAG1 ve RAG2 proteinleri de sadece
gelismekte olan lenfositler tarafindan eksprese edilmektedir. Bu nedenle

rekombinasyonun ilk basamaklarini etkileyen mutasyonlar hastalarda lenfosit



gelisimini durdurmakta ve klasik agir kombine immiin yetmezlige neden olmaktadir.
NHEJ mekanizmasinda yer alan proteinleri etkileyen mutasyonlarda ise hastalarda
iyonize radyasyona karsi artmis sensitivite goriilmektedir (2).

V(D)J rekombinasyonu sonucunda olusan antijen cesitliligi kombinasyonal
cesitlilik olarak adlandirilmaktadir. Fakat bu kombinasyon sayisi V, D, J gen
segmentlerinin sayisiyla orantili olarak ortaya c¢ikmaktadir (Tablo 2.2). Gelisimini
tamamlayan matir lenfositlerde ise antijenik gesitlilik ¢ok daha fazladir. Bunu
saglayan mekanizma ise nikleotidlerin gen segmentleri arasinda eklenip
cikarilmasidir (junctional diversity). Bu islem V-D, D-J ya da V-J gen segmentleri
arasinda gerceklesmektedir. Rekombinasyon sirasinda RAG-1 tarafindan kesilen
kodlanan diziler “hairpin” yapisini olustururlar ve bu yapi Artemis tarafindan
asimetrik olarak agilmaktadir. Sonugta bir DNA sarmali digerinden daha kisa
kalmaktadir ve bu kisa bolgeye uzun bolgeyle eslenecek sekilde niikleotidler
eklenmektedir. Bu eklenen nikleotidler P nukleotidleri olarak adlandiriimaktadir.
Diger mekanizma ise N nikleotidleri olarak adlandirilan dizilerin tesadiifi olarak
segmentlerin arasina yerlestirilmesidir. Bu islemden sorumlu enzim TdT (terminal
deoxynucleotidyl transferase) olarak bilinmekteir. Tim bu yeniden dizenlenme
mekanizmalari sonucunda lenfosit reseptor cesitliligi B lenfositlerde 10", T

lenfositlerde ise 10 ‘e kadar citkmaktadir (4).

Tablo 2.2. Lenfosit reseptdr genlerinin yeniden diizenlenmesi sonucu ortaya ¢ikan

rekombinasyon sayilari.

Mekanizma Ig TCR
Mekanizma Agir zincir K a B Y ()
V segmentleri 85 35 54 67 14 20-30
D segmentleri 27 0 0 2 0 3
J segmentleri 6 5 61 4 5 4

Toplam potansiyel

cesitlilik
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2.3. Primer immiin Yetmezlikler

Primer immin yetmezlikler heterojen bir grup hastalik olup, hafif seyreden
ya da hayati tehdit edecek diizeyde agir formlari mevcuttur. Hastaliga yol agan
molekiler defektler immin sistemin gelisimini ve fonksiyonunu etkileyen genlerle
ilgilidir (1). Sorumlu gendeki mutasyonlarin tipi yaninda hastanin genetik
kompozisyonu bu hastaliklarla ilgili cok fazla fenotipik gesitliginin ortaya ¢ikmasina
neden olmaktadir. Bu cesitlilik klinik olarak enfeksiyonlara yatkinlik, otoimmuiinite,
inflamasyon, alerji ve malignansi olarak karsimiza ¢ikmaktadir (6). Benzer fenotipler
farkli genetik defektler sonucunda ortaya cikabildigi gibi, ayni genetik defekt farkl
fenotipik 6zelliklerle de ortaya ¢ikabilmekte, farkli immin yetmezlikler birbirleriyle
ortlisen ozellikler gosterebilmektedir.

Bati toplumlarinda primer immiin yetmezliklerin goérilme sikhig 1/10000
oranindadir (1). Akraba evliliklerinin yaygin oldugu llkemizde ozellikle otozomal
resesif kalitim gosteren primer immiin yetmezliklerin goriilme sikliginin daha fazla
oldugu disunilmektedir.

ilk tanimlanan primer immiin yetmezlik 1952 vyilinda Ogden Bruton
tarafindan gosterilen X'e bagli agamaglobulinemidir (XLA-X-linked
agammaglobulinemia) (7). Hastaliga neden olan mutasyon ise 1993 yilinda BTK
(Bruton tirozin kinaz) geninde gosterilmistir (8). Bugiline kadar 300 civarinda primer
immun yetmezlik tarif edilmistir. 200 civarinda primer immin yetmezIligin genetik
defekti saptanmis olmasina karsin, altta yatan genetik eksikligin bilinmedigi pek ¢ok
hastalik vardir. Gelecek 10 yil icinde primer immiin yetmezliklerden sorumlu gen
defekti sayisinin yaklasik 3000’e ulasacagl tahmin edilmektedir. Primer immin
yetmezliklerin 6nemli bir kismi monogenik hastaliklardir ve otozomal resesif kalitim
gostermektedirler (9).

Uluslararasi immiinoloji Dernekleri Birligi Komitesi’nin (ESID-International
Union of Immunological Societies Expert Committee) 2014 yilinda yayinladigl son

siniflandirmaya gore primer immiin yetmezlikler su sekilde gruplandiriimistir (10):
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1-Kombine immiin Yetmezlikler

2-Sendromik 6zellikleriyle tanimlanan immiin yetmezlikler
3-Primer antikor eksiklikleri

4-immiin disregiilasyon hastaliklari

5-Fagositer hiicre hastaliklar

6-Dogal bagisiklik hastaliklari

7-Otoinflamatuvar hastaliklar

8-Kompleman eksiklikleri

9-Fenokopik primer immiin yetmezlikler

2.3.1. Kombine Ve Agir Kombine immiin Yetmezlikler

Kombine immiin yetmezlikler (KiY) T ve B hiicre gelisimi ve fonksiyonunda
bozuklukla ortaya ¢ikan, fenotipik olarak heterojen bir hastalik grubudur. Yaklagik
75000/ 100000 canl dogumda bir gorilmektedir (11). Fakat akraba evliligi oraninin
yuksek oldugu toplumlarda daha yaygin oldugu bilinmektedir. Bunun yaninda
yenidogan tarama programlarinin yayginlasmasiyla bu sayinin artacagi
dislintlmektedir. Bu hastaliklarin bircogu otozomal resesif kalitim gostermektedir
ve giinimize kadar 60’tan fazla farkli genetik defekt saptanmistir (10).

Agir kombine immiin yetmezlikler (AKIY) ise primer immiin yetmezliklerin en
agir formudur. Bu hastalik grubu T lenfositlerin yoklugu ya da afonksiyonel olmasiyla
karakterize, bunun yaninda B lenfositlerin de gelisiminde ve fonksiyonununda
bozukluklarin eslik ettigi bir hastalik grubudur (2). Klasik olarak agir kombine immin
yetmezlikler B hiicrelerin olup olmadigina bagli olarak siniflandiriimaktadir (Tablo

2.3). NK hiicrelerin varligi da bu siniflandirmaya dahil edilebilir.
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Tablo 2.3. Agir kombine immiin yetmezlikler.

T- B+ AKiY T- B- AKiY

Gama yaygin zincir eksikligi DNA rekombinasyon eksiklikleri
JAK3 eksikligi a) RAG1 eksikligi

IL7Ra eksikligi b) RAG2 eksikligi

CDA45 eksikligi c) Artemis eksikligi

CD356 eksikligi d) DNA PKC eksikligi

CD3€ eksikligi Retikiiler disgenezis (AK2 eksikligi)
CD3C eksikligi ADA eksikligi

Koronin 1 A eksikligi

Kombine/agir kombine immiin yetmezlik ilk olarak Glanzmann ve Riniker
tarafindan agir Candida enfeksiyonu olan, aralarinda akrabalik olan 2 siit ¢ocugunda
1950 yilinda gdsterilmistir (12). 1968 yilinda ise isvicre’de agamaglobulinemiyle
birlikte agir lenfopeni saptanan 2 hastada hiicresel ve hiimoral eksikligin bir arada
bulundugu yeni bir immiin yetmezlik tanimlanmis ve bu sendrom Isvicre tipi
agamaglobulinemi (Swiss type agammaglobulinemia) olarak adlandirilmistir (13).
1970 yilinda Diinya Saglik Orgiitii (WHO) tarafindan olusturulan bir komite bu
hastaliga agir kombine immiin yetmezlik adinin verilmesini kararlastirmistir (14).
1972 yilinda ise Amerika Birlesik Devletleri’'nde agir kombine immin yetmezlik
diuslintlen bir cocukta adenozin deaminaz (ADA) enzim eksikligi saptanmis ve
primer immiin yetmezlige neden olan ilk metabolik defekt bu proteinin yokluguyla
tanimlanmistir (15).

Agir kombine immiun yetmezlik genellikle yasamin ilk yilinda ortaya ¢ikan,
hayati tehdit eden bakteriyel, viral (6zellikle sitomegalovirus, parainfluenza ve
rotavirus) ve Pneumocystis jiroveci pneumoniae, candida, aspergillus gibi firsatgi
enfeksiyonlarla karakterizedir. Erken tani bu hastalar icin yasamsal ©6nem
tasimaktadir. Bu enfeksiyonlar genellikle solunum yolu ve gastrointestinal sistemi
tutarken, menenjit, artrit, idrar yolu enfeksiyonlari da gorilebilmektedir (16).

Bakteriyel enfeksiyonlar erken infantil donemde maternal 1gG varligi nedeniyle daha
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az olasilikla mevcut olup, uzamis otit media ya da staphylococcus, pseudomonas gibi
invaziv bakteriyel enfeksiyonlar gorulebilmektedir. Agir invaziv fungal enfeksiyonlar
olimcil seyretmektedir. Ozellikle uzamis, mukozal kandidiazis daha yaygindir (2).

Klinik bulgulari agir kombine immin yetmezlik ile uyumlu bir hastada
dolagimdaki T lenfosit sayisinin disiik olmasi beklenmektedir. B hiicre ve NK hiicre
sayilari ise degiskenlik gostermektedirler. Tani icin periferik kandan akim sitometri
ile immin fenotiplendirme yapilmasi 6nemlidir. Bazi durumlarda hastada agir
lenfopeni saptanmazken lenfosit subsetleri disliik olabilmektedir. Klasik agir
kombine immiin yetmezlikli hastalarda yapilacak akim sitometri analizlerinin bir
ornegi sekil 2.5’te gosterilmistir (2).

Agir kombine immiin yetmezlige neden olan genetik bozukluklarin bircogu
otozomal resesif kalitim gdstermektedir. Bu nedenle bu hastalarda akrabalik olup
olmadigl saptanmali, ailede daha once kiiciik yasta kaybedilen bireyler varsa
arastinlmalidir (17). Diinya genelinde X kromozomuna bagl gecis gdsteren AKiY
formlar (IL2RG) en yaygin alt grupken, Tirkiye gibi akraba evliligi oraninin yiiksek

oldugu bolgelerde otozomal resesif gegisli formlar daha yaygin gorilmektedir (Sekil

B B+
i L Lo
ey 3 43 2 F
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-1 o F ca k
[&] [&] o
CD19 APC CD19 APC CD19 APC
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=] o
[&] o [ o [
CD3 PerCP-Cy5.5 CD32 PerCP-Cy5.5 CD3 PerCP-Cy5.5
RAG?2 mutasyonu IL2ZRG mutasyonu IL7R alfa mutasyonu
c. 1421 A=G c.865 C=T c.8696_697insT
Pp.N4AT4S p.R289X p.N233X

(Van der Burg, M., Gennery, AR. (2011) Educational paper. The expanding clinical and immunological

spectrum of severe combined immunodeficiency’den degistirilerek alinmistir.)

Sekil 2.5. Agir kombine immiun yetmezlikli hastalarda akim sitometri analizi 6rnegi
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(Sanal O, Tezcan I. Thirty years of primary immunodeficiencies in Turkey’ den degistirilerek alinmistir.)
A. Hacettepe Universitesi (Tiirkiye) B. Duke Universitesi (ABD)

Sekil 2.6. Agir kombine immin yetmezlikli hastalarin dagilimi

2.3.2. Agir Kombine immiin Yetmezliklerin Siniflandirmasi

Klasik agir kombine immiin yetmezlikler T lenfosit yoklugunda B lenfositlerin

bulunup bulunmamasina goére siniflandirilmaktadirlar.

T- B+ AKiY

Bu grup agir kombine immin yetmezliklerin cogu sitokin aracili sinyal
iletiminde bozukluga neden olan genetik defektler sonucu ortaya ¢ikmaktadir.
Hastalarda dolasimda agir T Hicre lenfopenisi gorilirken, B hicre sayilari

normaldir.
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Gama Yaygin Zincir (IL2RG) Eksikligi

interldkin-2 reseptdér gama zincirini kodlayan IL2RG geninde bulunan
mutasyonlar sonucu ortaya ¢ikmaktadir. X kromozomuna bagli gecis gosteren tek
AKIY’dir. Yaygin gama zinciri IL-2, IL-4, IL-7, IL-9, IL-15 ve IL-21 gibi sitokinlerin
reseptorlerinin yapisinda bulunan ortak bir molekildir. BU sitokinler aracihgiyla
baslatilan sinyalizasyon gama zincir eksikliginde devam edememekte ve bu T hiicre
gelisimini durdurmaktadir (Sekil 2.7) (19). Bu hastalarda dolasimda NK hiicre sayisi

da oldukga azalmistir ya da yoktur. IL2RG geni X kromozomunda bulunmaktadir.

JAK3 (Janus kinase 3) Eksikligi

Yukarida adi gecen sitokinler araciligiyla baslatilan sinyalizasyon JAK1 ve JAK3
molekillerinin aktive olmasiyla ve reseptdr zincirlerindeki tirozin dizilerinin
fosforilasyonuyla devam etmektedir (Sekil 2.7). JAK molekillerinin birbirlerini
fosforile etmesiyle STATS5 transkripsiyon faktorinin de fosforilasyonu ve
aktivasyonu gerceklestirilir (20,21). JAK3 eksikligi otozomal resesif gecislidir. JAK3

geni 19. kromozomun kisa kolunda bulunmaktadir.

IL-7Ra (interl6kin-7 reseptor alfa) eksikligi

IL-7 hem T hem B lenfosit gelisimi sirasinda gerekli bir sitokindir. IL-7
reseptor eksikliginde sinyal mekanizmasi bozuldugundan dolayi 6zellikle timusta T
lenfosit gelisimi durmaktadir. B lenfositler IL-7 eksikligini tolere edebilmektedirler.
Bu hicrelerin kemik iliginde gelisimi sirasinda salgilanan TSLP (thymic stromal
lymphopoietin) gibi sitokinler IL-7-IL-7R sinyalizasyonundaki eksikligi kompanse
edebilmektedirler. IL-7Ra eksikligi otozomal resesif gecislidir ve bu hastalarda
dolagimdaki NK hiicre sayisi da normaldir (22). IL-7Ra geni 5. kromozomun kisa

kolunda bulunmaktadir.
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(Van der Burg, M., Gennery, AR. (2011) Educational paper. The expanding clinical and immunological
spectrum of severe combined immunodeficiency’den degistirilerek alinmistir.)

Sekil 2.7. I12RG ve JAK3 sinyal yolagi

CDA45 Eksikligi

CDA45 sitoplazmik kisminda tirozin fosfataz domainleri igeren bir membran
proteinidir. Bu molekiliin lenfositlerin aktivasyonunda ve inhibisyonda kompleks bir
roli oldugu bilinmesine ragmen T hiicre sinyal yolagini hangi mekanizmalarla regiile
ettigi tam olarak anlasilamamistir (4). CD45 molekilinl kodlayan PTPRC (protein
tyrosine phosphatase, receptor type, C) geninde otozomal resesif kalitim gosteren
cesitli delesyonlar ve nokta mutasyonlari T lenfosit gelisimini durdurmakta ve agir
kombine immin yetmezlige yol acmaktadir (23). CD45 eksikligi otozomal resesif

gecislidir . PTPRC geni 1. kromozomun uzun kolunda bulunmaktadir.
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CD3 Zincir Eksiklikleri

CD3 kompleksi, T hiicre reseptor aracili sinyal iletiminde gorevli ve 4 farkh
zincirden olusan bir yapidir (Sekil 2.8). Bu yapiyl olusturan zircirlerden herhangi
birini etkileyen molekiiler defektler kompleks yapinin sinyal iletim o6zelligini
bozmaktadir. Bu da timusta T hicre gelisimi igin gerekli sinyal iletimini
durdurmaktadir (24). Bu hastalarda dolasimda NK hiicre sayisi normalken, y/6 T
hiicreler de bulunmamaktadir. CD3 eksiklikleri de otozomal resesif gecislidir. CD3

zincir genleri 11. kromozomun uzun kolunda bulunmaktadir.

TCRo TCRpP

(Van der Burg, M., Gennery, AR. (2011) Educational paper. The expanding clinical and immunological
spectrum of severe combined immunodeficiency’den degistirilerek alinmistir.)

Sekil 2.8. CD3 molekiilleri

KoroninlA Eksikligi

KoroninlA aktin reglilasyonunda rol oynayan bir proteindir. Bu molekili
etkileyen mutasyonlar timusta aktin regiilasyonunun bozulmasina yol agmakta ve
gelisen T hicrelerin lokalizasyonu bozulmaktadir (25). Son vyillarda yapilan
¢alismalarla bu proteinin sadece aktin reglilasyonunda degil immin homeostazin
saglanmasinda, kalsiyum-kalsinérin sinyalizasyonunda da rol aldigi gosterilmistir.
KoroninlA eksikligi olan hastalarda agir T hiicre lenfopenisi yaninda B hiicre iliskili

EBV lenfoproliferasyonuna yatkinlik goézlemlenmektedir (26). KoroninlA eksikligi
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eksikligi otozomal resesif gegislidir. CORO1A geni 16. kromozomun kisa kolunda

bulunmaktadir.

T- B+ AKiY

Bu grup agir kombine immin yetmezliklerin ¢ogu VD(J) rekombinasyonunun
bozulmasina yol agan molekiler defektler sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Bu molekdiler
bozukluklar rekombinasyon mekanizmasinin, dolayisiyla T ve B lenfosit reseptor
yeniden yapilanmasinin durmasina yol acmaktadirlar ki bu da lenfosit gelisimini
durdurmaktadir. Dolasimda agir T ve B hiicre lenfopenisi gérilmektedir. Tum T- B+

agir kombine immin yetmezlik formlari otozomal resesif kalitim géstermektedir.

DNA Rekombinasyon Defektleri

RAG1 Ve RAG2 (recombination activating gene 1/2) Eksiklikleri

VD(J) rekombinasyonunun ilk basamaginda RAG1l ve RAG2 proteinleri
heterodimerik bir yapi olusturarak rekombinasyon sinyal dizisinin enzimatik kesim
islemini saglamaktadirlar (Bkz. Sekil 2.4). Bu proteinleri kodlayan genlerdeki
mutasyonlar rekombinasyon mekanizmasinin durmasina yol acgarlar. Bu nedenle
lenfosit gelisimi erken basamakta sonlandirilmaktadir (2). RAG1 ve RAG2 genleri 11.

kromozomun kisa kolunda bulunmaktadirlar.

Artemis Ve DNA PKcs (DNA protein kinaz) Eksikligi

VD(J) rekombinasyonunun ikinci basamaginda yer alan Artemis ve DNA
protein kinaz kompleksi rekombinaz tamir proteinleridir. Bu proteinleri etkileyen
mutasyonlar VD(J) rekombinasyon mekanizmasinin ve lenfosit gelisiminin
durmasina yol agmaktadirlar (Bkz. Sekil 2.4) (2). Artemis proteini DCLRE1C geni
tarafindan kodlanmaktadir. DCLRE1C geni 10. kromozomun kisa kolunda
bulunmaktadir. DNA protein kinaz proteini PRKDC geni tarafindan kodlanmaktadir.

PRKDC geni 8. kromozomun uzun kolunda bulunmaktadir.
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Retikiiler Disgenezis

AK2 (adenilat kinaz 2) proteini mitokondriyal enerji metabolizmasini
diizenleyen bir enzimdir. Eksikliginde kemik iliginde hematopoietik kdk hicreden
lenfoid/myeloid seri progenitorlerinin olusmasi etkilenmekte ve hiicreler apoptoza
giderek 6lmektedirler. Bu nedenle dolasimda hem granilositler hem de lenfositler
eksiktir. Ayrica timusta ve sekonder lenfoid organlarda hipoplazi gérilebilmektedir.
AK2 eksikligi agir kombine immiin yetmezliklerin en agir formudur ve yasamin heniiz
ilk glinlerinde belirti verebilmektedir (27). AK2 geni 1. kromozomun kisa kolunda

bulunmaktadir.

ADA (Adenozin deaminaz) Eksikligi

ADA hiicrelerde pirin metabolizmasinda yer alan bir enzimdir. Adenozinin
inozine parcalanmasini katalizlemektedir (Sekil 2.9). Bitliin memeli hiicrelerinde
bulunmasina ragmen primer olarak immin sistem hiicrelerinde goérev aldig
bilinmektedir. Eksikliginde 6zellikle lenfoid seri hiicreler icin toksik olan
metabolitlerin birikimi sonucunda, bu hiicreler apoptoza giderek o6lmektedir.
Hastalarda dolasimda T ve B lenfositlerin yaninda NK hiicreleri de bulunmamaktadir
(28, 29). ADA geni 20. kromozomun uzun kolunda bulunmaktadir.
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(http://seqcore.brcf.med.umich.edu/mcb500 sayfasindan degistirilerek alinmistir.)

Sekil 2.9. ADA metabolik yolu


http://seqcore.brcf.med.umich.edu/mcb500
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Atipik Agir Kombine immiin Yetmezlikler Ve Omenn Sendromu

Klasik agir kombine immin yetmezlik bulgulari gosteren bazi hastalar,
yasamin ilk yilindan sonra da rezidlel bir T hiicre immdinitesi ile yagamlarina devam
edebilmektedirler. Agir kombine immin yetmezlige neden olan genlerdeki
hipomorfik mutasyonlar T hiicre gelisimini ya da fonksiyonunu etkilemekle birlikte
bir miktar hiicresel gelisim ve immiin yanit bu hastalarda olabilmektedir (30).

Omenn sendromu RAG1, RAG2, Artemis, IL7RA, RMRP, ADA, DNA ligaz IV, IL-
2RG, AK2 genlerinde bulunan hipomorfik mutasyonlar sonucu ortaya ¢ikan ve belirli
klinik ozellikler ile tanimlanmis bir hastaliktir. Sendrom klinik olarak yogun
eritomatoz lezyonlar, eritroderma, lenfadenopati ve hepatosplenomegali ile
karakterizedir. Eritomatoz lezyonlar dogumda veya yasamin ilk haftalarinda ortaya
cikabilmektedir. Hastalarda agir firsatgl enfeksiyonlara yatkinlk ve gelisme geriligi
gorilebilmektedir. Dolasimda T lenfosit bulunmakta, IgE seviyesi yiksek ve
eozinofili bulunabilmektedir (31, 32).

Klasik agir kombine immin yetmezlik ve Omenn sendromunun klinik
ozellikleri ve imminolojik fenotipleri iyi tanimlanmistir. Bununla birlikte agir
kombine immiin yetmezlige neden olan genlerdeki hipomorfik mutasyonlarin neden
oldugu, cok farkh klinik prezentasyonlarla ortaya cikabilen, klinikte goreceli olarak
farkli belirtiler gosteren kombine immiin yetmezlik formlari atipik agir kombine
immin yetmezlikler olarak adlandiriimaktadir (30). Glnimizde molekiler
tetkiklerin gelismesiyle birlikte bu tir farkh prezentasyonlarla seyreden atipik
kombine immin yetmezliklerin klinik fenotipleri daha ayrintili  olarak

tanimlanabilecektir.

2.3.3. Agir Kombine immiin Yetmezliklerde Tedavi

Agir kombine immiin yetmezlikler igin kiiratif tedavi yontemi hematopoietik
kok hticre naklidir (HKHN). Kok hiicre kaynagi genellikle kemik iligi olsa da, baz
durumlarda kordon kani ya da periferik kandan izole edilen kok hiicreler de
kullanilabilmektedir (2). B hiicre pozitif agir kombine immin yetmezliklerde basari

oraninin daha yiksek oldugu bilinmektedir (33). Kok hiicre nakli enfeksiyonlar



21

baslamadan yapilirsa daha basarili sonug alinmaktadir (34). Bu nedenle yenidogan
tarama programlarinin yayginlasmasi tedavi agisindan 6nem tasimaktadir. HLA
uyumlu akraba dondrlerden yapilan kék hicre nakilleri en basarili sonug alinan
tedavilerdir. 2010 yilinda Avrupa immiin Yetmezlik Dernegi (ESID) araciligi ile
yayinlanan ¢ok merkezli ¢alismada 1968-2005 vyillari arasinda yapilan kok hicre
nakillerinin sonuglari agiklanmistir. Buna gére HLA uyumlu kardes donérlerden
yapilan nakillerde basari orani % 90 civarindadir. Yari uyumlu akrabalardan yapilan
nakillerde ise bu oran % 66 olarak belirtilmistir (35).

Kok hicre nakillerinde donérden alinan hicrelerle normal hematopoezin
saglanmasi icin kemoterapétik hazirlik rejimi uygulanabilir. Ozellikle yari uyumlu
dondrlerden vyapilan nakillerde hazirlik rejiminin verilmesiyle daha iyi sonug
alinabilmektedir. Hazirlik rejiminin verilmesiyle hastanin kemik iliginde nakil yapilan
kok hicrelerin engrafmanina yer saglanmis olur (17). Kemoterapi sartlarinin
hastanin durumuna gore belirlenmesi basarili sonuglar alinmasini saglamaktadir
fakat yapilan bazi calismalarda hastalarda uzun donem sekellerin ortaya cikabilecegi
gosterilmistir  (36). Kemoterapi kisirliga yol acabilmektedir. Hipotiroidizm
kemoterapiye sekonder olarak hastalarin yaklasik % 10’unda gorulebilmektedir.
JAK3 ve IL2RG eksikliklerinde ise HPV (human palilloma virus) iliskili sigiller rapor
edilmistir (37).

HKHN vyapilan hastalarda B hiicre rekonstitiisyonunun derecesine bagh
olarak hastalara intraven6z immiinoglobulin (IVIG) tedavisi verilebilmektedir.

HKHN yapildiktan sonra ortaya c¢ikan en 6nemli komplikasyon “Graft versus
host” hastaligi (GVHD-Graft versus host disease)’dir. GVHD dondriin matir T
lenfositlerinin, hastanin antijen sunan hicreleri araciligiyla aktive olup,
inflamasyona ve doku hasarina yol acmasidir (38). GVHD tedavisi icin
kortikosteroidler ile immun supresif tedavi verilmektedir. Uzun siireli tedavilerde
enfeksiyonlara yatkinlik ve osteopeni gibi cesitli problemler ortaya cikabilmektedir
(17).

ADA eksikliklerinde polietilen-glikolize ADA (PEG-ADA) enzim replasman

tedavisi alternatif bir yontem olarak kullaniimaktadir. Fakat hayat boyu kullanim
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ihtiyaci, pahali olmasi ve kismi bir iyilesme saglamasi bu yontemin dezavantajlaridir
(39).

Gen terapisi ADA ve IL2RG eksikligi olan hastalarda kullanilmaktadir. ADA
eksikliklerinde ilk yapilan denemelerde kismi basari saglanmis, hastalarin biyik bir
kisminda PEG-ADA enzim tedavisine devam edilmistir. Son zamanlarda bu
hastalarda gen tedavisi ve dislik doz kemoterapi ile daha basarili sonuglar
alinmaktadir (40). IL2RG eksikligi olan hastalarda ise gen terapisi ile immin yeniden
yapilanma saglanabilmektedir. Kemoterapiye ihtiya¢ duyulmaz. Fakat kullanilan
retroviral vektorlerin DNA Uzerinde onkogenlere yakin olarak baglanip, bunlari
aktive etmesi lenfoproliferatif hastaliklara neden olabilmektedir (41). Bu nedenle

lentiviral vektorlere gecilmis olup, basarili sonuglar yayimlanmistir.

2.4. immiinolojide Kullanilan Genetik Yontemler Ve Uygulamalari

Primer immiin yetmezliklerin blyik bir cogunlugu monogenik hastaliklardir.
Ozellikle kombine immiin yetmezliklerin kesin tanisi icin molekiiler defektin hangi
gende bulundugunu saptamak cok onemlidir. Hastanin klinik durumuna gore
saptanan aday genlerde klasik yontemlerle dizileme yapilmasi en temel yaklagimdir.
Klasik Sanger dizileme g¢alismasi icin genomik DNA’nin izolasyonu ve amplifikasyonu

gerekmektedir.

2.4.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Polimeraz zincir reaksiyonu ilk olarak 1985 yilinda Kary Mullis tarafindan
gelistirilmistir (42). Temel olarak DNA’nin belirli bir bdlgesinin in vitro olarak
cogaltilmasi esasina dayanmaktadir. Hizli ve basit bir yontem olmasindan dolayi
Ozellikle dizileme galismalari igin kullanimi gerekli ve yaygindir.

Az miktarda DNA ile bir tlp icinde gerceklesen reaksiyon 3 basamaktan
olusmaktadir. istenilen DNA bélgesinin ¢ogaltiimasi icin, o bélgeye komplementer
bir ¢ift oligonikleotid primer dizisi ile bu primerlerden sentezi saglayacak bir DNA
polimeraz enzimi gereklidir. Reaksiyonlarda genellikle Thermus aquaticus

bakterisinden elde edilen, i1stya dayanikh Taq polimeraz enzimi kullaniimaktadir.
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Zincir reaksiyonun ilk basamagi denatlirasyon basamagidir ve 95 °C’ de DNA gift
sarmalin acilmasi gerceklestirilir. Daha sonra sicaklik disurilerek komplementer
dizilerin DNA’nin istenilen bélgesine baglanmasi saglanir. Bu islem primer giftlerinin
yapisina gore farkl sicaklik derecelerinde gerceklesmektedir ve reaksiyonun ikinci
basamagidir (annealing). Uclincli asamada ise Taq polimerazin primer diziden
baslayarak DNA sentezi yapmasi, istenilen bdlgeyi uzatmasi beklenmektedir
(elongation). Uzatma islemi 70-75 °C'de gergeklesmektedir ve 0&zellikle Taq
polimeraz icin bu deger 72 °C’dir (43, 44).

2.4.2. DNA Dizi Analizi

DNA dizi analizi ya da molekiler klonlama her bir DNA pargasindaki nikleotid
dizilerinin belirlenmesini saglayan yontemdir. Giniimizde bu yontem biyoteknoloji,
adli tip ve klinik uygulamalarda siklikla kullanilmaktadir ve insan genom projesinin
gerceklesmesi DNA dizi analizlerine dayanmaktadir.

DNA dizi analizi ilk olarak 1970’li yillarda iki farkli grup tarafindan farkh
yontemlerle gelistirilmistir. Allan Maxam ve Walter Gilbert tarafindan gelistirilen
yontem, DNA'nin kimyasal modifikasyonu ve enzimatik olarak bazlarin kesilmesi
esasina dayanmaktadir (45). Sanger ve Coulson ise zincir sonlandirma yontemiyle
ilerleyen bir metot gelistirmislerdir (46). Zaman iginde bu zincir sonlandirma
yonteminin gelistirilmesiyle Sanger dizileme yéntemi bitin diinyada tercih edilen
model olmustur.

Sanger dizileme yéntemi DNA polimeraz reaksiyonunun zincir sonlandirici 3’
OH grubuna sahip olmayan dideoksintkleotidlerin (ddNTP) eklenmesiyle
sonlandiriimasi islemidir. Bu yontemde DNA sentezi bir ucundan radyoizotop ile
isaretlenmis primerler kullanilarak baslatilmaktadir. Her bir sentez icin 4 ayri baz
iceren (A,C,G,T) ddNTP’lerle, her bir baz icin 4 farkl reaksiyon gerceklestiriimektedir.
DNA sentezi ilerlerken bir ddNTP’nin iplige baglanmasiyla reaksiyon durmaktadir.
Sonucta her bir reaksiyonda reaksiyonu durduran ddNTP ile sonlanan, bir dizi farkli
blyuklikte isaretli DNA pargacigl olusur. Olusan bu pargaciklar jel elektroforezi

kullanilarak birbirinden ayrilmakta ve X sini kullanilarak otoradyografiyle
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goriintilenmektedir. GlinimUzde dizi analizleri radyoaktif parcalar yerine floresan
boyalarla isaretlenmis primerler kullanilarak otomatik sistemler tarafindan

goriintilenmektedir.

2.4.3. Genetik Haritalama

Genetik haritalama, genlerin lokalizasyonlari ve fonksiyonlari arasinda
baglanti kurmak icin kullanilan istatistiksel bir yontemdir. Genetik haritalamanin
parametrik yontemi baglanti (linkage) analizidir. Mayoz boéliinme sirasinda ayni
kromozomda bulunan birbirine yakin alleller birlikte aktariimaktadirlar. Bu kural
temel alinarak, iki genin nesilden nesile aktarilirken baglantili olup olmadiklari
linkage analizi ile saptanabilmektedir (47). Bu yontemle bir hastaliktan sorumlu
olabilecek aday genin bulunabilecegi kromozomal bdlge istatistiksel olarak
saptanabilmektedir. Fakat bulunan bir bdlgede onlarca hatta ylzlerce farkli aday
gen ortaya c¢cikmaktadir. Ayrica baglanti analizlerinin yapilabilmesi i¢in hastaliktan
etkilenen bir aileden, birkag farkli kusaktan ¢ok sayida etkilenmis kisinin arastirilmasi
gerekmektedir. 2012 vyilinda Lopez-Herrera ve arkadaslari tarafindan yapilan
calismada LRBA genindeki mutasyonun yeni bir kombine immiin yetmezlige neden
oldugu gosterilmistir (48). Yapilan bu ¢alismada baglanti analizi kullaniimis, 4 farkl
nesilden 5 hastada yapilan skorlamalar sonucunda 81 farkh genin bulundugu
kromozomal bir bolge saptanarak sorumlu gene ulasiimistir.

Homozigotluk haritalamasi ya da otozigozite haritalamasi otozomal resesif
gecisli hastaliklarda, sorumlu genin bulundugu bdlgenin saptanmasi igin sikhkla
kullanilan bir yontemdir. Ayni atadan gelen, kusaklar boyu ayni sekilde kalitilan
homozigot alleller ya da kromozomal bdlgeler otozigot olarak adlandiriimaktadir
(49). Akraba evliliginin yiksek oldugu bolgelerde otozomal resesif kalitim gosteren
hastaliklarin daha yliksek oranda gorildiiga bilinmektedir. Anne, babasi akraba olan
hastalarda homozigotluk haritalamasi yapilarak aday genin yer aldigi kromozomal
bélge saptanabilmektedir. Ozellikle nadir gorilen otozomal resesif gegisli
hastaliklarda, hastaliktan sorumlu genin saptanan homozigot bdélgede bulunma

ihtimali oldukga yiiksektir (49). Ozellikle son yillarda homozigotluk haritalamasi ve
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tim genom dizileme yodntemleri bir arada kullanilarak immim yetmezliklerden

sorumlu bir cok genin tanimlanmasi yapilmistir.

2.4.4. Yeni Nesil Dizileme Yontemleri

Gilnlmuizde yeni nesil dizileme yontemlerinin gelistiriimesiyle birlikte cok
yuksek hacimde DNA dizilerinin okunmasi miimkin hale gelmistir. TUm genom, tim
ekzom dizileme yontemleri 6zellikle nadir hastaliklara neden olan mutasyonlarin
tanisinda yaygin olarak kullanilmaya baslanmistir. Yeni nesil dizileme yontemi ilk
olarak Ng. SB. ve arkadaslari tarafindan 2009 yilinda gelistirilmistir (3). Buylk
hacimli dizileme yontemlerinde temel, DNA'nin enzimatik reaksiyonlarla kesilerek
¢ok sayida DNA pargasiyla bir kitliphane olusturulmasina dayanmaktadir. DNA
kitiphanelerinin olusturulmasiyla, kitliphaneyi olusturan DNA fragmentleri
amplifikasyona uygun hale gelmektedir (50). GUnimizde tim diinyada yaygin
olarak kullanilan birka¢ adet farkli yeni nesil dizileme platformu mevcuttur.
[llumina®, Applied Biosystems Inc, LifeTechnologies ve Pacific Bioscience gibi
kuruluslarin farkh platformlari farkli dizileme yontemleriyle yiksek verimli okuma
yapmaktadir.

Son zamanlarda, belirli hedef DNA bdlgelerin dizilemesini yapmak igin
gelistirilmis “capturing/targeting whole exom” teknolojileri kullanilmaya baslamistir.
Bu yeni nesil teknolojilerde belirli sayida gen hedeflenmekte ve amplifikasyon
sadece belirlenen bélgeler icin gerceklestirilmektedir. Ozellikle nadir gériilen primer
immin yetmezlikler gibi hastaliklarda rutin olarak kullaniimak tzere “hedef bolge
secimi” temelli platformlar olusturulmaktadir. Isaac J. Nijman ve arkadaslarinin 2014
yilinda yayinladiklari ¢alismada primer immiin yetmezlige neden olan 170 genin
dizilemesine yonelik yeni nesil teknoloji kullaniimistir (51).

Primer immin yetmezlikler gibi nadir goriilen ve bir cogu otozomal resesif
kalitim gosteren hastaliklarin tanisinda molekiler tekniklerin gelistirilmesi, hastaliga
neden olan yeni genetik mutasyonlarin ortaya g¢ikarilmasinda énemli bir gelisme
saglamistir. Ozellikle bu tiir hastaliklarin daha yaygin olarak ortaya ciktigi, akraba

evliliklerinin yiksek oldugu bolgelerde gen haritalama g¢alismalari ile birlikte yeni



26

nesil dizileme yontemlerinin beraber kullanilmasi mutasyonlarin saptanmasini daha
kolay hale getirmistir. Son birkac yil icinde bu tekniklerle birlikte ortaya ¢cikan immiin

yetmezliklerden bazilari coronin 1A, IL-21, NIK, CD27, CARD11 eksiklikleridir (52-56).
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3. GEREG ve YONTEMLER

3.1. Hastalar

Calismaya Hacettepe Universitesi ihsan Dogramaci Cocuk Hastanesi
immiinoloji Bilim Dal’'nda Ocak 2000- Aralik 2013 tarihleri arasinda agir kombine
immin yetmezlik disliniilen 22 hasta, kombine immiin yetmezlik distintlen 5 hasta
ve aile bireyleri dahil edilmistir. Hastalar agir kombine immin yetmezlik tanisi alsa
da hic birinde hastaliga neden olan molekiiler defekt bilinmemektedir. Toplam 15
erkek ve 12 kiz hasta ¢alismada yer almistir. Hastalarda akrabalik orani % 70°dir
(19/27). Hastalarin gesitli klinik ve laboratuvar 6zellikleri tablo 3.1, tablo 3.2 ve tablo
3.3’te verilmistir. Bazi hastalarda 6nceki yillarda klasik Sanger dizileme yéntemi ile
arastirilan genlerin listesi ise tablo 3.4’te verilmistir. RAG1 geninde hastaliga neden
olan mutasyonun gosterildigi bir hasta ise pozitif kontrol olarak galismaya alinmistir.

Hasta ve ebeveynlerine calisma ile ilgili bilgiler verilmis ve onam formlari
alinmistir. Calisma igin Hacettepe Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar

Etik Kurulu’ndan gerekli izin belgesi GO 13/511 kayit numarasi ile alinmistir.



Tablo 3.1. Calismada bulunan, AKiY dusiiniilen hastalarin 6zellikleri. HKHN

Hematopoietik kok hiicre nakli.

Lenfosit
Hasta No.  Taniyasi Cinsiyet Akrabalik HKHN
fenotipi

2 3ay E Var T- B- Evet

4 4 ay E Yok T- B- Hayir

6 4 ay K Var T- B+ Evet

8 7 ay K Var T- B- Hayir

10 5ay E Yok T- B+ Evet

12 5ay E Var T- B+ Evet

14 1ay K Var T- B- Evet

16 2 ay E Var T- B- Hayir

18 11 ay K Var T- B+ Hayir

20 7 ay E Var T- B+ Evet

22 36 ay K Yok T- B+ Hayir
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Tablo 3.2. Calismada bulunan, AKIY diisiiniilen hastalarin laboratuvar 6zellikleri.

ALS: Absoll lenfosit sayisi. ME: Maternal engraftman.

Hasta No. ALS/mm? CD3 (%) CD19 (%)  CD16-56 (%)
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Tablo 3.3. Kombine immin yetmezlik distinilen hastalarin 6zellikleri. ALS: Absolu

lenfosit sayisi (mm3) Lenfosit subsetleri: %

Hasta No Cinsiyet Akraballk Yas ALS CD3 CD4 CD8 (CD16/56 (D19

23 E Var 8 2100 66 15 40 1 30
24 K Var 35 1600 54 13 33 9 12
25 K Var 15 2300 77 36 43 8 8
26 E Var 15 900 72 15 53 11 11
27 E Yok 19 900 68 22 42 20 1

Tablo 3.4. Hastalarda daha 6nce arastirilan genler.

Hasta No. Arastirilan gen

1 RAG1, RAG2

4 IL2RG, JAK3

5 ADA

6 AK2

11 JAK3

12 IL7Ra, CD36, Koronin 1A
18 JAK3

19 IL2RG, JAK3

3.2. Yontemler

Kan érneklerinin toplanmasi ve DNA izolasyonu Hacettepe Universitesi ihsan
Dogramaci Cocuk Hastanesi immiinoloji Bilim Dal’nda, diger islemler ise
“Avusturya, Viyana, CeMM- “Research Center for Molecular Medicine of the
Austrian Academy of Sciences” merkezinde arastirmaci Baran Erman tarafindan

yapilmistir.
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3.2.1. DNA izolasyonu

Calismaya katilan hastalardan, immiinoloji Bilim Dali kan alma {nitesinde
NaEDTA igeren tam kan tlplerine 1 cc periferik kan alinmistir. Periferik kandan DNA
izolasyonu Qiagen EZ1 kan DNA izolasyon kiti (Qiagen, Hilden, Almanya) kullanilarak
robotik ¢alisma sisteminde (Qiagen, Hilden, Almanya) gergeklestirilmistir. Kemik iligi
nakli yapilmis, saghkli bir hastadan ise DNA izolasyonu bukkal hiicrelerden Qiagen
EZ1 doku DNA izolasyon kiti kullanilarak yapilmistir. izole edilen DNA’larin
konsantrasyonlari Qubit 2.0 Fluorometre (Invitrogen/Life Technologies) ile

Olclilmustar.

3.2.2. Hedeflenmis Tiim Ekzom Dizileme

Hastalardan izole edilen DNA’larin dizileme islemi icin 356 geni kapsayan bir
panel kullaniimistir. Panel bugiline kadar tanimlanmis 200’e yakin immun yetmezlik
geni ile yine immiin sistemi etkileyen mekanizmalarda yer alan toplam 356 geni
hedeflemektedir. DNA’nin zenginlestirme islemi igin bu 356 genin primerlerinin yer
aldigi “HaloPlex Target Enrichment System” (Agilent Technologies Inc.,2013, ABD)
kullanilmistir. Yontem dretici firmanin hazirladigr D.5, (Mayis 2013) protokoliine
gore ¢alisiimistir. Panelde bulunan ve agir kombine immiin yetmezlige neden olan,
daha 6nce tanimlanmis genlerin listesi tablo 3.4’de verilmistir. HaloPlex panelinin
¢alisma prensibi genomik DNA’nin enzimatik kesimi, indeks primerlerin DNA'ya
hibridizasyonu, hedef problarin yakalanmasi ve PCR amplifikasyonuna

dayanmaktadir. (Sekil 3.1)



Genomik DNA'nin parcalanmasi

--"'Ed

DMA parcalannin HaloPLex problarla hibridizasyonu

f=

9

"Biotin bagh DMA-HaloPLex hibridlerinin streptavidin kaph manyetik
boncuklarla yakalanmasi

O
O

Dizileme islemi icin amplifikasyon

O
OO

o~

(Agilent Technologies Inc. Mayis 2013 D.5 protokolinden degistirilerek alinmistir.)

Sekil 3.1. HaloPlex ¢alisma prensibi

32
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Tablo 3.5. HaloPlex panelinde bulunan kombine ve agir kombine immiin yetmezlik

genleri.
IL2RG JAK3 IL7Ra PTPRC CD36 CD3€
CD3¢ CORO1A RAG1 RAG2 Artemis PRKDC
AK2 ADA CD40 CD3G CD8A ZAP70
TAP1 TAP2 TAPBP RFX5 RFXAP RFXANK
ITK RMRP MAGT1 DOCKS8 RHOH STK4
TRAC LCK MALT1 IL21R IL21 UNC119
CARD11 0X40 IKBKB PIK3CD LRBA CD27
DNALIG4 WAS WIP NBS1 MRE11 PMS2
RNF168 RMRP STAT3 TYK2 DKC1 NHP2
NOLA3 RTEL1 TERC TERT TINF2 FOXN1
ORAI1 STIM1 STAT5B IKAROS TTC7A CD40L
SH2D1A DLM1 DNMT3B 2BTB24 MCM4 TBX1
CHDT SEMAS3E SMARCAL1 TCN2 SLC46A1 MTHFD1
SPINK5 SP110 POLE1

Genomik DNA’nin Enzimatik Pargalanmasi

Hastalardan izole edilen DNA orneklerinin her birinin konsantrasyonu

200+25 ng, toplam 225 ng olacak sekilde hazirlandi. Enzimatik kesim islemi 12

ornegin bir arada yer alacagi 96 kuyucuklu plaklarda yapildi. Metinde verilen sekiller

ve protokol 12 6rnegin yer aldigl isleme gore verilmistir (sekil 3.2 ve 3.3). Her bir

plak icin 11 adet hasta 6rnegi ile bir adet HaloPlex kitinde yer alan amplifiye edilmis

kontrol DNA 6rnegi kullanildi. Her bir 6rnek igin 0.2 ml PCR tipleri hazirlanarak

tiplere 5 ul DNA eklendi. Taplerdeki 6rnekler 45 ul nikleazlardan arindirilmis dH20

ile dilte edildi.
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AL Bufler + BSA
]

BE pl LB B B BN K BE R

RE Moster Mix '._'_Ilul__'l:‘lll."'.__'ll.‘-'.l. :_'.
r . 1
=N .
‘1‘_'; 'I‘I.|'|“--l_ ;u_."'.‘-.ll"l'.
Twl LR B '- L O O
HE Masier Mix 'i"""

T |

RE Master Mix """"

(Agilent Technologies Inc. Mayis 2013 D.5 protokoliinden degistirilerek alinmistir.)

Sekil 3.2. Enzimlerin hazirlanmasi

Restriksiyon plagi

® © 0 00000000 0
® & 66666066 0606 0
0 00000000 OCOCS
0000606000040 0

® ® 0 & 9000 0 0 0

®® 0000606006000
® e 00000600000

1 2 3 45 6 7 8 910 11 12

Plagin her sirasi kuyucuk basina 5 mikrolitre ayni enzim kombinasyonunu
igermektedir

RE Master Mix

HEE
T oHTmMmMmoOOmX>X

(Agilent Technologies Inc. Mayis 2013 D.5 protokoliinden degistirilerek alinmistir.)

Sekil 3.3. Enzim kesimi icin plagin hazirlanmasi
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DNA Kiitiiphanesinin Olusturulmasi

Genomik DNA kittiphanesinin hazirlanmasi icin 2 farkli restriksiyon enzimi
kullanildi ve her bir enzim igin 8 farkli reaksiyonla kesim islemi yapildi. Restriksiyon
enzimlerini iceren karisimin hazirlanmasi i¢in 476 ul RE (restriction enzyme) buffer
ve 11.9 pl BSA solusyonu karistirilarak 1.5 ml’ lik tiipe 12 6rnek igin toplam 56 ul RE
buffer/ BSA karisimi kondu. iki farkli enzim icin, her bir enzimden yine 12 érnege
yetecek sekilde toplam 7 ul enzim RE buffer/BSA karisimina eklendi (Sekil 3.4). 96
kuyucuklu plaklara 16 farkli kesim reaksiyonu i¢in 2 farkli enzimle hazirlanan karisim,
her bir kuyucuga 5 pl miktarda yatay sirada (8*12), her bir plak slitununda 16
reaksiyon olacak sekilde eklendi (Sekil 2.3.4). Son olarak plaklara, hazirladigimiz 12
DNA 6rneginden 5 pl (son konsantrasyon 5 ng/ ul) eklenerek, plaklar plastik filmlerle
kapatildi. Enzim reaksiyonlarinin karismasi igin plaklar kisa siire vortekslendi.
Hazirlanan plaklar termal cycler’ a su programda yerlestirildi: 37 °C’de 30 dakika, 8
°C’de 10 dakika.

gDNA drnekleri (5 ng/ul)
A,

rS] 52 83 54 S5 S6 &7 88 5% 510 5‘11 ECD

| | I I | | |

"u"l | I|| I"J lUl ||II y I"-..-"l IU W | I|I W \J
5 pl ¥ ¥ % ¥ ¥ % ¥ 4+ 3 ¥ ¥ ¥

IGoTMmMOoOmIE

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

(Agilent Technologies Inc. Mayis 2013 D.5 protokoliinden degistirilerek alinmistir.)

Sekil 3.4. Enzim kesimi DNA 6rneklerinin plaga eklenmesi

Enzimatik Kesim isleminin Dogrulanmasi
Hasta DNA orneklerinin enzimatik parcalanma isleminin kontroli 2100

Bioanalyzer (Agilent Technologies Inc., ABD) sistemi ve yilksek hassasiyete sahip
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Agilent DNA kitleri-p/n 5067-4626 kullanildi. Dogrulama islemi 2100 Expert Software
(Agilent Technologies Inc., ABD) B.02.07 ile yapildi.

islemin ilk basamag yiiksek hassasiyete sahip DNA kitinde bulunan DNA cip
icine orneklerin vyerlestirilmesidir. ilk olarak cipte isaretlenmis kuyucuga DNA
bantlarinin gérilmesini saglayan gel-dye karisimindan 9 ul eklendi. Cipe 6zel olarak
hazirlanmis bir piston yardimiyla boyanin jele yayillmasi beklendikten sonra sekilde
goriilen kuyucuklara yine 9’ar ul gel-dye eklendi. Kalan kuyucuklara 5 ul DNA markir
eklenerek ¢ip, 6rneklerin ylklenmesine hazir hale getirildi. Hasta DNA ornekleri ve
DNA ladder her kuyucuga 1 ul olacak sekilde pipetlendi. Daha sonra hazirladigimiz
¢ip 60 saniye, 2000 rpm’de vortekslendi ve 2100 Bioanalyzer sisteminde analiz
edildi.

Analizler icin kullandigimiz DNA kiti enzimatik kesime ugramamis, 800 bp
blyukliginde bir PCR (rinidne sahiptir. Kontrol basamagi icin, elde edilen
goruntide bu kontrol DNA Urlinlinlin jel Gzerindeki yerini gdrmemiz gerekmektedir.
Enzimatik parcalanmaya ugrayan hasta orneklerinin ise 125, 225 ve 450 bp
blyutkliginde baskin bantlar vermesi beklenmektedir. Bu érneklerde 100-2500 bp
blylkliginde farkh bantlar da gorulebilmektedir (Sekil 3.5).

(Agilent Technologies Inc. Mayis 2013 D.5 protokoliinden degistirilerek alinmistir.)

Sekil 3.5. Enzim kesim islemine ugrayan DNA’nin goriintisu
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DNA Pargalarinin HaloPLex Problara Hibridizasyonu

Bu asamada olusturulan DNA kitliphanesindeki hedef genlerin HaloPlex
indeks problara hibridizasyonu gerceklestirildi. indeks dizileri iceren problar DNA
parcalariyla birleserek dairesel bir hibrid yapisi olusturmaktadir (BKZ. Sekil 3.1).

ilk basamakta hibridizasyon solusyonu (hybridization master mix) protokole
gore hazirlandi (50 ul hibridizasyon solusyonu + 20 ul HaloPlex prob). 12 6rnek igin
hazirladigimiz 12 adet 0.2 ml PCR tipleri igerisine hazirlanan karisimdan 70 pl ve
hedef genlerin primerlerini iceren “indexing primer cassette”’lerden 10 pl eklendi.
Bir onceki basamakta enzimatik parcalanmaya ugrayan hasta DNA o&rnekleri de
tiplere eklenerek kisa sire vortekslendi. Hibridizasyon reaksiyon tipleri termal

cycler'a yerlestirildi ve belirtilen program uygulandi: 95 °C’'de 10 dakika, 54 °C'de 3

saat.

Hedef DNA’nin Yakalanmasi

Bu asamada dairesel yapidaki DNA-HaloPlex prob hibridlerinin (bu hibrid
yapilar biotin icermektedir) streptavidin boncuklarla yakalanmasi

gerceklestirilmistir.

Bu islemin gergeklestirilebilmesi icin 1.5 ml’lik tuplerin yerlestirilecegi
manyetik bir platforma ihtiya¢ duyulmaktadir. ilk asamada HaloPlex manyetik
boncuklari iceren solusyondan her tiipe 40 pl eklendi. Tupler manyetik platforma
yerlestirildi ve 5 dakika bekletilerek boncuklarin miknatis ylizeyine baglanmasi
(tpln icerisindeki boncuklarin platformda bulunan miknatisa dogru hareketi)
gozlendi. Manyetik boncuklar tiipliin bir ylizeyinde toplandiktan sonra stipernatan
bir pipet yardimiyla temizlendi. Tiiplere 40 ul yakalama (capture) solusyonu eklendi
ve bu karisim hibridizasyon reaksiyonlarinin bulundugu orneklerle karistirildi. Tim
ornekler 80 pl’ ye ayarlanmis otomatik pipet ile 15 kez karistirildi ve oda isisinda 15
dakika inkibasyona birakildi. Tipler kisaca santrifij edildikten sonra manyetik
platforma yerlestirildi. TUplerin igerisindeki solisyonun temizlendigi gozlendikten
sonra slpernatan 200 pl'lik otomatik pipet ile alindi. Tiplerde kalan

boncuklar/hibrid 6rnekler karisimi 100 pl yikama solisyonu eklenerek, 80 ul'ye
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ayarlanmis otomatik pipet ile resiispande edildi. Tipler thermal cycler’da 10 dakika
46 °C’'de inkibe edildi. inkiibasyondan sonra tiipler tekrar manyetik platforma
yerlestirildi ve boncuklarin manyetik alana dogru toplanmasindan sonra siipernatan
temizlendi. Sonuc¢ olarak streptavidin iceren boncuklarin biotin kapli problara

baglanmasi gergeklestirildi.

Yakalanan Dairesel DNA Pargalarinin Baglanmasi

Bu asamada DNA-HaloPlex prob hibridlerinin ac¢ik uclarinin DNA ligaz
eklenerek baglanmasi gerceklestirilmistir.

ilk olarak 47.5 pl ligasyon soliisyonu 2.5 pl DNA ligaz ile karistirilarak
baglanma karisimi (DNA ligation master mix) hazirlandi. Hazirlanan karisimdan her
bir reaksiyon tipine 50 pl eklendi. Tupler 40 ul'ye ayarlanmis otomatik pipet ile 15

kez reslispande edildi ve termal cycler'da 55 °C’'de, 10 dakika inklbe edildi.

NaOH ile DNA’nin Ayristiriimasi

Bu asamada DNA parcalarinin  manyetik boncuklardan ayrilmasi
gerceklestirildi.

Reaksiyon tlipleri manyetik platforma vyerlestirilerek, tliplin igerisindeki
solisyon temiz olana kadar 30 saniye bekletildi ve 50 ul’'ye ayarlanmis otomatik
pipet ile slipernatan temizlendi. Tupler manyetik platformdan kaldirildi ve 100 yl,
Uretici firma tarafindan saglanan SSC buffer (Agilent Technologies Inc., ABD)
eklendi. 80 yl’'ye ayarlanmis otomatik pipet ile resiispande edildikten sonra tiipler
tekrar manyetik platforma yerlestirildi. Sollisyonun berraklagsmasi gozlendikten
sonra SSC buffer 120 pl'ye ayarlanmis otomatik pipet ile temizlendi. Her tiipe 25 ul
50 mM NaOH eklendi ve 15 pl'ye ayarlanmis otomatik pipet ile reslispande edildi.

Ornekler oda i1sisinda 1 dakika bekletilerek DNA’nin ayrilmasi saglandi.

DNA Kiitiiphanesinin Amplifikasyonu
Bu asamada hedeflenen ve HaloPlex problar tarafindan yakalanan DNA

parcgalarinin amplifikasyonu gergeklestirilmistir.
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Amplifikasyon icin hazirladigimiz PCR karisiminin (PCR master mix) igerigi tablo

3.6’da verilmistir.

Tablo 3.6. Hazirlanan PCR karisiminin icerigi.

Kullanilan Reaktif Madde 12 reaksiyon icin gerekli miktar
Nikleazlardan arindirilmis dH20 209.3 ul

5X Herculase Il Reaction Buffer 130

dNTPs 5.2 ul

Primer 1 13 ul

Primer 2 13 ul

2 M asetik asit 6.5 ul

Herculase Il Fusion DNA Polymerase 13 ul

Hazirlanan karisim 12 ade 0.2 ml’lik PCR tlplerine 30’ar ul dagitilarak,
tliplere DNA orneklerinden 20 ul eklendi. Tipler termal cyclera yerlestirilerek
belirtilen programda, 30 dongl olacak sekilde amplifikasyon yapildi: 98 °C'de 2
dakika, 98 °C’de 30 saniye, 60 °C’de 30 saniye, 72 °C'de 1 dakika, 72 °C’de 10 dakika.

Amplifiye Edilen Kiitiiphanenin Piirifikasyonu

Pirifikasyon icin AMPure XP (Beckman Coulter, Inc. ABD ) kiti kullanildi. ilk
asamada amplifiye edilen 6rneklerden 40 pl 6rnek yeni PCR tlplerine aktarildi. Her
bir tipe 40 pl nikleazlardan arindirilmis dH20 ve 100 pl AMPure XP boncuklarindan
olusan karisim eklenerek tiipler vortekslendi. Ornekler oda isisinda 5 dakika
karistirilarak inkiibe edildi ve inkiibasyonu takiben, tipler manyetik platforma
yerlestirildi. Ttplerin icindeki solisyonun berraklasmasi gozlemlendikten sonra 180
pl'ye ayarlanmis otomatik pipet ile slipernatan atildi ve 200 ul % 70’lik etanol
eklendi. Etanol ile yikama islemi 2 kez tekrar edildi ve tiipler manyetik platformdan
kaldirildi. Her tipe 40 pl 10 nM Tris-asetat sollisyonu eklendi ve 30 pl’ye ayarlanmis
otomatik pipet ile resiispande edildi. Oda isisinda 2 dakika bekletilerek DNA’nin

boncuklardan ayrilmasi saglandi. Son olarak tlpler tekrar manyetik platforma
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yerlestirilerek berraklasmadan sonra yaklasik 40 olan sipernatan yeni tlplere

aktarildi.

DNA Amplifikasyonunun Dogrulanmasi
Bu asamada hedef DNA pargalarinin amplifikasyonunun dogrulanmasi ve
olcimi gerceklestirilmistir. islem icin DNA’nin enzimatik parcalanmasi basamaginda

oldugu gibi 2100 Bioanalyser cihazi ve High Sensitivity DNA Assay

5 10 150 200 300 ﬂllu.l 500 661 J'Ifao 1000 Y 10360 [tel
(Agilent Technologies Inc., ABD) kit kullaniimistir ve protokol daha 6nce anlatildigi gibi uygulanmustir.

Sekil 3.6. lllumina dizi motifleri

Amplifiye edilen hedef DNA ve HaloPlex problarindan (amplikonlar) olusan
parcalar sekil 3.6’daki yapilari icermektedir. Amplifikasyon sonunda amplikonlarin
175-625 bp biylkligliinde (cogunlugu 225-525 bp) olmasi beklenmektedir. Analiz
sonucunda ortaya ¢ikan elektrofenogramlarin ise sekil 3.7’de oldugu gibi
gozlemlenmesi beklenmektedir. 125-625 bp araliktaki piklerin  blyUkIGgl

hesaplanarak, toplam amplifiye olmus DNA miktari hesaplanabilmektedir (Sekil 3.7).

San: PCR primerleri Siyah: illumina dizi elementleri Kirmizi: Ornek indeksi Mavi: Hedef dizi

(Agilent Technologies Inc. Mayis 2013 D.5 protokollinden degistirilerek alinmistir.)

Sekil 3.7. Amplifiye olmus DNA 6rnegi
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3.2.3. lllumina Sistemi ile Dizileme islemleri

Hedeflenen DNA bdlgelerinin dizileme islemi lllumina HiSeq2000 (lllumina
Inc., ABD) sistemi kullanilarak yapilmistir. lllumina sistemleri sentezleyerek dizileme
(SBS-sequencing by synthesis) teknolojisini kullanarak calismaktadir. Bu teknoloji ile
kullanilan sistemin gesidine gore, tek bir okumada 300 kilobazdan, 1 terabaza kadar
olan buyuklikte bir veri elde edilebilmektedir. Dizileme islemleri icin “flow cell”
(Hlumina Inc., ABD) adi verilen 6zel bir aparat kullaniimaktadir. Flow cell DNA
parcalarinin baglandigi adaptor oligonikleotid dizilerinin oldugu, silika yapida 8
serite sahiptir. Her seritte 2 kolon ve 50 hiicre bulunmaktadir (Sekil 3.8). Dizileme
isleminin buylkligine gore kullanilacak hiicre ve serit sayisi segilebilmektedir.

Dizileme isleminin ilk basamagi ise DNA orneklerinin kiimelestirilmesidir.

Kolon 1

Kolon 2

Bl Her kolon 50 hiicre icermektedir

(lMumina Temmuz 2012, HiSeq 2000 protokoliinden degistirilerek alinmstir.)

Sekil 3.8. “Flow cell”’in gorinimu

DNA Pargalarinin Kiimelestirilmesi (DNA clustering)
Dizileme isleminin HiSeq2000 sisteminde vyapilmasindan ©6nce, sahip

oldugumuz DNA kitlphanesinin cesitli adaptorlere baglanarak kimelestiriimesi
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daha verimli bir okuma elde etmemize olanak tanimaktadir. Kimelestirme islemi
Illumina firmasinin cBot cihazi (lllumina Inc., ABD) ile yapilmistir. cBot gelistirilmis
otomatik bir klonal amplifikasyon sistemidir. Amag, sahip oldugumuz DNA
kitiphanesindeki parcalarin  flow cell aparatinin  ylzeyinde bulunan
oligonulkleotidlere hibridizasyonunun saglanmasidir. Reaksiyonlar igin firma
tarafindan saglanan TruSeq PE-401-3001 kiti (Illumina Inc., ABD) kullaniimistir.

Kimelestirme reaksiyonlarinin ilk asamasi DNA pargalarinin adaptor dizilere
sabitlenmesidir. Bu parcalar izotermal koépri amplifikasyon reaksiyonlariyla
cogaltilmaktadirlar. Yiizeye baglanan DNA’lar en vyakindaki adaptor dizilere
baglanarak bir “loop” yapisi olustururlar. Yiiksek duyarli DNA polimeraz bu pargalari
oligonikleotidlerden baslayarak kopyalamakta ve cift sarmal yapida DNA koprileri
olusmaktadir. Olusan bu c¢ift sarmal kopri yapisi denatiire edilerek 2 adet tek sarmal
DNA olusturulur. 2 adet DNA tekrar “loop” yapisi olusturmakta ve reaksiyon bu
sekilde ¢ogalarak devam etmektedir. Amplifikasyon asamasindan sonra gogalan
milyonlarca sayida ¢ift sarmal DNA koprileri denatire edilerek, ters sarmal,
enzimatik kesim ile ayrilmaktadir. 5" ucu flow cell yizeyine bagli tek sarmal DNA
parcasinin diger ucunda (bagl olmayan serbest ug¢) bulunan adaptér dizilere ise
sekans primerleri baglanarak, hedef kiitiphane dizileme islemine hazir hale

getirilmektedir (Sekil 3.9)

CMNapargalarinin yizeye baglanmas: DNA kGprilerinin olusmas: we hibridizasyon Ters dizinin ayrilmasi ve primerlerin baglanmas:

3

I, |

(lMumina Temmuz 2012, HiSeq 2000 protokoliinden degistirilerek alinmistir.)

Sekil 3.9. DNA'nin kiimelestirilmesi
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Dizileme

lllumina sistemleri sentezleyerek dizileme (SBS-sequencing by synthesis)
teknolojisini kullanmaktadir. Kiimelestirilip ¢ogaltilan DNA pargalari her bir okuma
siklusunda bir bazin saptanmasiyla okunmaktadir. Sistem toplam 101 siklus yaparak
iki yonlii okuma (forward ve reverse) gergeklestirmektedir. Dizileme islemleri igin
floresan boyalarla isaretlenmis 4 nikleotid kullanilmaktadir. Her bir okuma
siklusunda floresan isaretli bir deoksinlkleozit trifosfat (dNTP) niikleik asit zincirine
baglanmakta ve bu polimerizasyonun sonlandiriimasini saglamaktadir. Béylece her
bir dNTP’nin baglanmasi sonucu tek bir bazin goriintiilenmesi gergeklestirilmis olur.

Reaksiyonlar ve ilk déngl isaretli 4 bazin, primerlerin ve DNA polimerazin
eklenmesi ile baslamaktadir. Lazer kaynagindan gelen ilk uyarimdan sonra floresan
boyanin emisyonu ile ilk bazin saptanmasi gergeklestirilir ve ikinci déngu ilkinde
oldugu gibi tekrar eder. ikinci bazin gériintilenmesinden sonra dizileme déngiileri
DNA pargalarindaki bazlarin goérintilenmesi icin devam etmektedir. Her bir
donglide bir bazin okunmasi saglanmaktadir (Sekil 3.10). Dizileme sonucu elde
edilen veriler imaj dosyalaridir. Sikluslarin DNA parcalarinin blyukligline goére
gerceklestirilip sonlanmasindan sonra, bir noktadan elde edilen gorintiler
birlestirilerek hedef bolgenin niikleotid dizisi saptanmis olur. Okuma islemi hem diiz
hem de ters yonde iki defa gerceklestirilerek daha dogru ve kuvvetli sonuglar
alinmasi saglanmaktadir. HiSeq 2000 sistemi okumalari HiSeq Control Software
(HCS), (lllumina Inc., ABD) 1.4.8 ve Real Time Analysis Software (RTA) 1.12.4.2,,
(Mumina Inc., ABD) yazilimlarini kullanarak yapmaktadir. Dizileme i¢in yapilan bitin
islemler lllumina firmasi tarafindan hazirlanan Temmuz 2012 tarihli “HiSeq 2000”

protokoline gore uygulanmistir.
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(Hlumina Temmuz 2012, HiSeq 2000 protokoliinden degistirilerek alinmistir.)

Sekil 3.10. HiSeq sistemi ile dizileme islemi

3.2.4. Verilerin Analizi

Dizileme islemi sonucu elde edilen veriler imaj dosyasi (tiff) olarak kayit

edilmektedir.

programlar kullaniimistir.

Bu verilerin analizleri igin ticari olarak kullanima sunulan cgesitli

Bu programlar hem nikleotid dizilerinin bir araya
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getirilmesi hem de filtreleme islemleri igin kullanilmistir. Sonugta her bir hasta igin
elde kalan veriler hastalarin klinik durumlarina gore degerlendirilmistir. Bu
degerlendirme sonucunda hastaliga neden olabilecek aday genler belirlenmis ve

klasik Sanger dizileme ile mutasyonlarin taramasi yapilmistir.

Burrows-Wheeler Aligner Yazilimi

Burrows-Wheeler Aligner yazilimi elde edilen farkli boyutlardaki verilerin,
daha genis boyutlu bir referans dizisine goére haritalanmasini saglayan bir
programdir. Calisma sonucu elde edilen veriler bu yazilim kullanilarak 2009 yilinda

gincellenen insan genom 19 (hg19) dizisine gore hizalanmistir.

GATK (The Genome Analysis Toolkit) (Broad Institute 2015)

Elde edilen veriler ilk asamada insan genom dizisine hizalanmasina ragmen
her bir hastanin genomunda bulunan insersiyon ve delesyonlar (indels) nedeniyle
hizalamada c¢esitli sorunlar ortaya cikabilmektedir. GATK yazilimi kismi yeniden
hizalama ve nikleotidlerin yeniden kalibrasyonunu saglayan bir programdir. Kisinin
genomunda bulunan insersiyon ve delesyonlar bir ¢cok bazin referans genoma gore
yanlis hizalanmasiyla sonuglanabilmektedir. Bu hizalama hatalar tek nikleotid
varyantlar (SNP) olarak degerlendirilebilmektedir. Calismamizda bu hatalari

dizeltmek ve yeniden hizalamayi saglamak amaciyla GATK programi kullanilmistir.

SnpEff Yazilimi

SnpEff 2012 yilinda Pablo Cingolani ve arkadaslari tarafindan gelistirilmis bir
yazilimdir (57). Genomda bulunan varyantlarin etkilerini kategorize etmek icin
kullanilmaktadir. Bir genom dizilendigi zaman, SnpEff, varyantlarin anotasyonlarini
genomik lokasyonlarina gbére yapmakta ve kodlama etkilerini ortaya ¢ikarmaya
calismaktadir. Annote edilen genomik lokasyonlar intronik, UTR, “upstream”,
“downstream”, “splice site”, ya da ekzonik bolgelerdir. Bu varyantlarin kodlama

etkileri ise “synonymous” , “non-synonymous”, amino asit degisikligi, , stop kodon


http://www.linkedin.com/in/pablocingolani
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olusumu ya da kaybi, veya gerceve kaymasi etkileridir. Calismamizda bu etkilerin

annotasyonlari icin SnpEff yazilimi kullanilmistir.

Analiz Edilen Verilerin Hastalarin Klinik Durumlarina Gore Filtrelenmesi

SnpEff yazilimi ile annote edilen veriler her bir hasta i¢in yaklasik olarak 500-
1000 varyant olacak sekilde sonuglanmistir. Bu sonuglardan daha énce tanimlanan
SNV’ler MAF (minor allele frequency) degerlerine gore filtrelendi. Filtreleme
sonucunda yalnizca minér frekanslari %5’in altinda olan varyantlar degerlendirildi.
Bu varyantlar icinde hastanin klinik durumuna gore sorumlu olabilecek aday genler

belirlenerek klasik dizileme yontemiyle degerlendirildi.

3.2.5. Polimeraz Zincir Reaksiyonu Ve Sanger Dizileme

Cahsmada elde edilen veriler analiz edildiginde hastaliga neden olabilecek
varyantlar belirlenmis ve klasik kapiller dizileme yontemiyle dogrulamalari

yapilmistir.

PCR Protokolii

Reaksiyon igin:

Hazirlanan 0.2 ml'lik PCR tuplerinde 2 pl 10X polimeraz buffer
(lifetechnologies, ABD), 2 ul dNTP (lifetechnologies, ABD) karisimi, 1 pul DMSO
(Sigma-Aldrich, Almanya), 10-20 ng DNA, 0.1 ul Taq polimeraz (lifetechnologies,
ABD), 18 pl niikleazlardan arindirilmis dH20 ve 1 pl ters ve diiz primer ile reaksiyon
hazirlandi. Elde edilen Griinler yliizde 1.5 agaroz jele 2 ul olacak sekilde yiiklendi ve
amplifiye olmus DNA pargalarinin buyukltkleri, kullanilan “ladder” DNA pargalariyla
karsilastirildu.

PCR Piirifikasyonu
PCR drinlerinin purifikasyonu Qiagen MinElute 96 UF (Qiagen, Almanya)
plaklari kullanilarak yapildi. PCR Grlnlerinin bulundugu her tipe 50 pl HPLC H20

(Sigma-Aldrich, Almanya) eklendi. Tuplerdeki sulandiriimig Grlnler purifikasyon



47

plagina eklenerek 800 mbar basingla filtreler kuruyuncaya kadar vakumlandi. 50 pl
HPLC H20 ile yikama yapilarak vakum islemi tekrarlandi. Kuyucuklardaki filtrelerde
kalan, purifiye edilmis DNA’larin ayrilmasi igin her kuyucuga 20 pl, 5nM Tris eklendi
ve plak orta hizda 10 dakika vortekslendi. Elde edilen Uriinler dizileme islemi icin

PCR plaklarina transfer edildi.

Sanger Dizileme

Dizileme islemi DNA’nin lineer amplifikasyonunu takiben, c¢ogaltilan
parcalarin bir kapiller icine enjekte edilmesiyle gerceklestirildi (sekil).

Reaksiyon icin plaktaki kuyucuklara 7 pl PCR driint, 1.5 pul dH20, 0.5 pl
BigDye v3.1 (lifetechnologies, ABD) ve 1 ul diiz ya da ters primer eklendi
(reaksiyonlar hem diiz hem ters primerler ile ayri ayri gergeklestirilmistir).
Hazirlanan karisim kullanilan PCR programi: 96 °C’'de 1 dakika, 96 °C’de 10 saniye, 50
°C’'de 5 saniye, 60 °C’de 4 dakika (25 dongu).

BigDye Uriinlerinin Piifikasyonu Ve Dizileme

Uriinlerin pirifikasyonu icin %6’lik Sephadex G50 (Sigma-Aldrich, Almanya)
kullanildi. islemin yapildigi 96 kuyucuklu, filtreli plaklarda her bir kuyucuga 250 pl
Sephadex G50 eklendi ve 2300 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Bu islem 2 kere
yapilarak plaklar pdrifikasyon icin Sephadex G50 ile kaplandi. Kuyucuklara 10 pl
HPLC H20 ile dille ettigimiz trinler 20 yp olacak sekilde eklendi ve 2000 rom’de 5
dakika santrifiij edildi.

Dizileme islemi 3130 xl Sequencer (Applied Biosystems, ABD) cihazinda
yapildi. Bu cihaz icin 6zel Gretilen 96 kuyucuklu plaklarda her bir kuyucuga 10 ul
formamid (FA) eklendi. Bu sekilde hazirlanan kuyucuklara pdurifiye ettigimiz
Uriinlerden 2 pl eklendi. Plak septa ile kapatilarak 1000 rpm’de 1 dakika santrifj
edildi. Ornekler thermal cycler’da 98 °C’de 2 dakika bekletilerek denatiire edildi.
Plak 3130 x| cihazina yerlestirilerek dizileme islemi baslatildi. islem sonunda elde
edilen veriler Sequencher 5.1 (GeneCodes Corporation, ABD) programi ile

kromatogramlar halinde goérintilenerek analiz edildi.
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4.BULGULAR

4.1. Enzimatik Kesim isleminin Dogrulanmasi

HaloPlex paneli ile hedef genlerin amplifikasyonu igin uygulanan protokolin
ilk asamasi olan genomik DNA’nin enzimatik kesim islemi sonuglarini
inceledigimizde 27 hastadan 2 tanesinde pargalanmanin gerektigi gibi olmadigi
gorilmistiir. 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies Inc. ABD) cihazi ile yapilan
analizler sonucunda, 9 ve 18 numarali hastalarin elektroforez gorintiilerinde
parcalanmanin tam olmadigi ve enzimatik kesim isleminin yeterli oranda
gerceklesmedigi anlasilmistir (Sekil 4.1 ve 4.2). Diger 25 hastanin elektroforez

gorintuleri ise verilen standart sonuglar ile uyumlu bulunmustur.

Ladder
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Sekil 4.1. Dokuz numarali hastanin enzimatik kesim islemi sonuclari
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Sekil 4.2. On sekiz numarali hastanin enzimatik kesim islemi sonuclari

4.2. Amplifikasyonun Dogrulanmasi Ve Hedef DNA Miktarinin Kontrolii

Hedeflenen gen bolgelerinin HaloPlex proplar ile hibridizasyonu ve
sonrasinda amplifikasyonun dogrulanmasi islemleri 2100 Bioanalyzer (Agilent
Technologies Inc., ABD) cihazi ile yapilmistir. Sonuglar incelendiginde, enzimatik
kesim asamasinda parcalanmanin gerceklesmedigi 2 6rnekte beklenildigi gibi
amplifikasyonun da olmadigi goriilmustiir. 18 numarali hastada bir miktar amplifiye
DNA gorilmesine karsin bu miktar protokolde verilen standartlara uymamaktadir.

Diger hasta oOrneklerinde ise amplifikasyonun standartlara uygun sekilde

gercgeklestigi gozlemlenmistir.
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4.3. Hastaliga Neden Olabilecek Varyantlarin Belirlenmesi

Filtreleme islemlerinden sonra elde edilen tim varyantlar bir strateji
belirlenerek incelenmistir. Oncelikle agir kombine/kombine immiin yetmezlige
neden olan genlerde, daha 6nce tanimlanmis varyantlar, daha sonra ise yine bilinen
genlerde bulunan fakat daha dnce tanimlanmamis varyantlar incelenmistir. Bilinen
genlerde herhangi bir mutasyonun bulunmadigl hastalarda ise agir
kombine/kombine immiin yetmezlige neden olabilecek genler incelenmistir.
Belirlenen varyantlar eger hastanin klinik durumunu agikliyorsa bu degisimlerin
dogrulamasi kapiller dizileme islemi ile yapilmistir. Dizileme islemleri igin varyantin
bulundugu kromozomal pozisyona gore tasarlanan primerler kullaniimistir. Asagida,
hastalarda bulunan ve agir kombine/kombine immum yetmezlige neden olabilecek
varyantlar ve yapilan dogrulama islemlerinin sonuglari her hasta igin ayrintili olarak
verilmistir. Hastalarda bulunan ve agir kombine/kombine immiin yetmezlige neden
olabilecek tiim varyantlarin listesi bolim sonunda Tablo 4.10’da verilmistir.

ORAI1 geninde bulunan rs72003075 numarali ve PRKDC geninde bulunan
rs11411516 numaral varyantlar bitiin hastalarda ayni sekilde ortaya ciktigindan

dolayi elimine edilmistir.

4.3.1. Bir Numarali Hasta

T- B- agir kombine immin yetmezlik distnilen, anne, baba arasinda birinci
derece akrabalik olan hastada RAG1 geninde daha once birlesik (compound)
heterozigot olarak tanimlanmis bir tek nikleotid degisimi homozigot olarak
saptanmistir (Tablo 4.1) (58). Hastanin klinik bulgulari RAG1 eksikligi ile uyumlu
olup, bulunan varyantin dogrulamasi kapiller dizileme ydntemi ile yapilmistir.
Dizileme sonucunda hastada ayni varyantin bulundugu saptanmistir (Sekil 4.3).
Belirtilen pozisyonda bulunan G>A tek nikleotid degisimi R737H amino asit
degisimine neden olmaktadir ve proteinin katalitik cekirdek (catalitic core) bolgesini
etkilemektedir. Hastanin anne ve babasinda ayni varyant heterozigot olarak

bulunmus, ailedeki segregasyon da dogrulanmistir.
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PCR igslemleri igin su primerler kullanilmigtir:
Duz: 5’-3" GCAGATGAGTCTGACCACGA 309bp

Ters: 5’-3' GGAACGCCAGACCTCATAAC 309bp

Tablo 4.1. Bir numarali hastada bulunan varyant.

Krom. No. Pozisyon ID Ref. Bulunan Fonksiyon
11 36597064 rs104894286 G A Missense
A. The ﬁl‘[f“li Lo Thr g iz Larws
ACCCRTCTG
ACCE R TCTG o @ '

Thr Leu

ACCC&TCTG

B, |I’.rn|l|. o1y [ INE

C.

B
|
Ekzon 1

ﬁ c. 2322G>A

A. 1 numaral hasta ve sile bireylerinde bulunan varyantiarin DNA dizi analizi gorintdleri
B. RAG1 geninin kromozomal lokasyonu

C. Saptanan mutasyonun RAG] genindeki lokasyonu

Sekil 4.3. Bir numarali hasta ve aile bireylerinde bulunan varyantlarin DNA dizi

analizi goriintileri ve mutasyonun gendeki lokasyonu
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4.3.2. iki Numaral Hasta

T- B- agir kombine immin yetmezlik disinilen, anne, baba arasinda birinci
derece akrabalik olan hastada RAG1 geninde tek nikleotid degisimi homozigot
olarak saptanmistir (Tablo 4.2). Hastanin klinik bulgulari RAG1 eksikligi ile uyumlu
olup, bulunan varyantin dogrulamasi kapiller dizileme ydntemi ile yapilmistir.
Dizileme sonucunda hastada ayni varyantin bulundugu saptanmistir (Sekil 4.4).
Belirtilen pozisyonda bulunan G>A tek nikleotid degisimi R716Q amino asit
degisimine neden olmaktadir. Mutasyon proteinin katalitik alt Gnitesini
etkilemektedir. Missense etkisi olan mutasyonun Polyphen ve SIFT tahmin
programlarinda sonucu, Polyphen icin olasi zarar verici (probably damaging, skor:
0.999), SIFT icin zarar verici olarak bulunmustur. Hastanin anne ve babasinda ayni

varyant heterozigot olarak bulunmus, ailedeki segregasyon da dogrulanmistir.
PCR iglemleri igin su primerler kullanilmigtir:
Duz: 5-3' GCAGATGAGTCTGACCACGA 291 bp

Ters: 5’-3" ACGTTCCAGGTTCTCAGCAT 291 bp

Tablo 4.2. iki numarali hastada bulunan varyant.

Krom. No. Pozisyon ID Ref. Bulunan Fonksiyon

11 36597001 . G A Missense
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ﬁ_ val _Begflin Gl Wl Argfin Giu
G TGCRGG AA ] G T GCRGG AA
Y ﬂ’
- v
C.2322G:A

[T 7 O Y - T | B CEE

G c. 2322G>A

A. Z numarah hasta ve aile bireylerinde bulunanvaryantlarin INA dizi analizi goruntuleri
B. RAG1 geninin kromozomal lokasyonu
C. 5aptanan mutasyonun RAG1 genindeki lokasyonu

Sekil 4.4. iki numaral hasta ve aile bireylerinde bulunan varyantlarin DNA dizi

analizi gérintileri ve mutasyonun gendeki lokasyonu

4.3.3. U¢ Numarali Hasta

T- B+ agir kombine immin yetmezlik distnilen, anne, baba arasinda birinci
derece akrabalik olan hastada JAK3 geninde tek nikleotid degisimi homozigot
olarak saptanmistir (Tablo 4.3). Hastanin klinik bulgulari JAK3 eksikligi ile uyumlu
olup, bulunan varyantin dogrulamasi kapiller dizileme yontemi ile yapilmistir.
Dizileme sonucunda hastada ayni varyantin bulundugu dogrulanmistir (Sekil 4.5).
Belirtilen pozisyonda bulunan G>A tek nikleotid degisiminin nonsense etkisi olup,
638. amino asitten (W638*) sonra stop kodon olusmasina neden olmaktadir.
Hastanin anne ve babasinda ayni varyant heterozigot olarak bulunmus, ailedeki

segregasyon da dogrulanmistir. Hastaya 1 yasinda hematopoietik kok hiicre nakli
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yapilmis olup su an saglikh sekilde yasamini stirdlirmektedir. DNA izolasyonu bukkal

hiicrelerden yapilmistir.

Tablo 4.3. U¢ numarali hastada bulunan varyant.

Krom. No. Pozisyon ID Ref. Bulunan Fonksiyon
19 17946779 . G A Nonsense
h- g Thr ™ T f* Lys

Ly Sav
AGBGCTRGAAG ]n(;{:rkﬁnnn
- -
A G C T A

Lyt

G A A G

!xﬂ'l'll‘; del3.a1)

JAKS peni

1 234 5 67 g 9 1011 1Z 13 14 17 1920 2122 23

ﬁ c.1898G>A

A_ 3 numaral hasta ve aile bireylerinde bulunan varyantlarnin DNA dizi analizi  gordntdleri
B. JAKZ geninin kromozomal lokasyonu
C. Sapranan mutasyonun JAKS genindeki lokasyonu

Sekil 4.5. U¢ numarali hasta ve aile bireylerinde bulunan varyantlarin DNA dizi

analizi gorintileri ve mutasyonun gendeki lokasyonu

4.3.4. Dort Numarali Hasta

T- B- agir kombine immin yetmezlik disliniilen hastada hastaliktan sorumlu
olabilecek homozigot bir varyant bulunamamistir. Anne, baba akrabaligi olmayan

hastada RAG1 geninde iki farkli heterozigot varyant saptanmistir (Tablo 4.4).
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Literatiirde RAG1 geninde hastaliga neden olan birlesik heterozigotluk daha once
gosterilmistir (58). Hastada bulunan varyantlardan biri ise daha Once atipik agir
kombine immin yetmezlik tanisi ile izlenen 2 Tiirk hastada gosterilmistir (A444W)
(59). Her iki varyantin da dogrulamasi kapiller dizileme yéntemi ile yapilmistir.
Dizileme sonucunda hastada ayni varyantlarin bulundugu dogrulanmistir (Sekil 4.6
ve sekil 4.7). 36595279 kromozomal pozisyonunda bulunan varyant icin Polyphen
sonucu zarar verici (damaging, skor:0.998), SIFT sonucu da ayni sekilde zarar verici
olarak bulunmustur. 36596185 kromozomal pozisyonunda bulunan varyant icin ise
Polyphen sonucu olasi zarar verici (probably damaging, skor:1), SIFT sonucu
damaging olarak bulunmustur.

Hastanin anne, baba ve kiz kardesinde de inceleme yapilmis, degisikligin
babadan kalitildigi saptanmistir. Kiz kardeste herhangi bir degisiklik bulunmamustir.

PCR islemleri icin su primerler kullaniimistir:

11. kromozom 36596185

Duz: 5’-3" CCAACATCTTCTGTCGCTGA 327 bp

Ters: 5'-3" GCATGCAAAGGCTGAAAAAT 327 bp

11. kromozom 36595279

Duz: GAGGAACGTGACCATGGAGT 384 bp

Ters: CCCATGACTTTGAGGCATCT 384bp

Tablo 4.4. Dort numarali hastada bulunan varyantlar.

Krom. No. Pozisyon ID Ref. Bulunan Fonksiyon

11 36596185 rs199474685 C T Missense

11 36595279 rs372110434 G A Missense
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A_ L Argfain Lys Arg AlafVal Arg
T TACR A AA G AGGGYGAGG

c.537G»A €. 144307

c.537G»A
c.1443C=T

Lo Argftiin Lys Arg Alafval Arg

T TACRAAATG A GG GY G A G G

c.537G>A G i]i:.lddBE}T

A 4 numarah hasta ve aile bireylerinde bulunan varyantlarin DNA dizi analizi ggrintileri
B. RAG1 geninin kromozomal lokasyonu
C. Mutasyonlarnin RAG1 genindeki lokasyonlan

Sekil 4.6. Dort numarali hasta ve aile bireylerinde bulunan varyantlarin DNA dizi

analizi gérintileri ve mutasyonlarin gendeki lokasyonlari

4.3.5. Bes Numarali Hasta

T- B- agir kombine immin yetmezlik dislnilen hastanin anne, baba
akrabalgi bulunmamaktadir. Filtreleme sonucunda hastaliga neden olabilecek
homozigot bir varyant bulunamamistir. Heterozigot varyantlar arasinda ise daha
once diskeratozis konjenita ve aplastik anemi hastaliklarinda tanimlanan, TERT
(telomerase reverse transcriptase) geninde bulunan bir varyant saptanmistir (Tablo
4.5) (60). Varyantin dogrulamasi yapilmis olmasina ragmen daha 6nce tanimlanan
calismada da hastaligin kesin nedeni olup olmadigi bilinmemektedir. Degisiklik TERT
proteininin N terminal baglayici domainini etkilemektedir fakat enzim aktivitesini
bozduguna iliskin bir kanit bulunmamaktadir. Bahsedilen ¢alismada 80 hasta iginde

5’inde, 197 saglikh kontrol icinde de 8inde hem homozigot, hem de heterozigot
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olarak gosterilmistir. Ayrica bizim galismamizda yer alan hastanin klinik bulgulari da

dizkeratozis konjenita ile uyumlu degildir.

Tablo 4.5. Bes numarali hastada bulunan varyant

Krom. No. Pozisyon ID Ref. Bulunan | Fonksiyon
5 1294166 rs61748181 G A Missense
Pra Pro Gl
5 CCCRCCGAA

i €.BI5CT

A. 5 numarali hastada bulunan varyantin DMNA dizi analizi ggruntisl
B. TERT geninin kremozomal lokasyonu
C. Saptanan mutasyonun TERT genindeki lokalizasyonu

Sekil. 4.7. Bes numarali hastada bulunan varyantin DNA dizi analizi gérintileri ve

mutasyonun gendeki lokasyonu

4.3.6. Alti Numarali Hasta

T- B+ agir kombine immiin yetmezlik disiintlen hastada, hedeflenmis 365

gende hastaliga neden olabilecek herhangi bir varyant saptanamamistir.

4.3.7. Yedi Numarali Hasta

T- B+ agir kombine immin yetmezlik distnilen, anne, baba arasinda birinci

derece akrabalik olan hastada JAK3 geninde tek niikleotid insersiyonu homozigot

olarak saptanmistir (Tablo 4.6). Hastanin klinik bulgulari JAK3 eksikligi ile uyumlu
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olup, bulunan varyantin dogrulamasi kapiller dizileme yodntemi ile yapilmistir.
Dizileme sonucunda hastada ayni varyantin bulundugu saptanmistir (Sekil 4.8).
Belirtilen pozisyonda bulunan c¢.1383 1384insG insersiyonu genomda cerceve
kaymasi etkisi gostermektedir. Hastanin anne ve babasinda ayni varyant heterozigot

olarak bulunmus, ailedeki segregasyon da dogrulanmistir. Ayrica 2 kardes de

incelenmis fakat onlarda ayni varyant bulunmamustir.

Tablo 4.6. Yedi numarali hastada bulunan varyant

Krom. No. Pozisyon ID Ref. Bulunan Fonksiyon

19 17950343 . G GG Frameshift

PCR islemleri icin su primerler kullaniimistir:
Diiz: 5-3' GTCCCAGATCAGCCACTCAT 338 bp
Ters: 5’-3" CCAGACTCCGTCTCCAAAAA 338 bp

A Gy 461 LeuSwal 462 Pro/Gly 46.5 Gy 451 Lew/ ol 455 Py Gty 453
5 3 G G T & C CC G G G CTG GTT
T

CCC GGG

Aﬂﬂ&&ﬂm c.1283_1384insG A&MM

Gy G0 Ehy L Als SER

GG 6 GGG G C T

B. |ﬁ"'“‘? CRpiZ.1in | 19083.5 PTSRTSET

c 1 224 5 &7 8 9 10131 12 12 14 a7 1920 2122

ﬁ‘c.lBSS_lSB&insG

A7 numarah hasta ve gile bireylerinde bulunan varyantlarnn DNA dizi analizi gdrontdleri
B. JAK3 geninin kromozomal lokasyonu
C. 5aptanan mutasyonun JAKS genindeki lokasyonu

Sekil 4.8. Yedi numarali hasta ve aile bireylerinde bulunan varyantlarin DNA dizi

analizi goriintileri ve mutasyonun gendeki lokasyonu
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4.3.8. Sekiz Numarali Hasta

T- B- agir kombine disiniilen hastada daha once tanimlanmis, hastaliga
neden olabilecek herhangi bir varyant bulunamamistir. SIPA1L3 (signal-induced
proliferation-associated 1 like 3) geninde homozigot bir tek niikleotid degisimi
saptanmistir. Missense etkisi olan varyant incelenmis, genin kodladigi proteinin
hematopoietik progenitor hicrelerin farklilasmasinda yer aldigi belirlenmistir. Fakat
ne insanlarda ne de fare modellerinde genin eksikligine dair bir kayit yoktur. Protein
bir GTPaz aktivatéridir ve ayni kokenden gelen SIPA1l geninde bazi
polimorfizmlerin meme kanseriyle iliskisi oldugu gosterilmistir (61). Polyphen ve
SIFT programlarinda incelenen SIPA1L3 varyanti i¢in sonuclar tolere edilebilir olarak

bulunmustur.

4.3.9. Dokuz Numarali Hasta

T- B- agir kombine immin yetmeazlik diislintilen hastada HaloPlex protokoli

sirasinda enzimatik kesim islemi basarisiz olmustur.

4.3.10. On Numarali Hasta

T- B+ agir kombine immiin yetmezlik distinilen hastada IL2RG geninde tek
nikleotid degisimi homozigot olarak saptanmistir (Tablo 4.7). Anne, baba arasinda
akrabalik bulunmayan erkek hastanin klinik bulgulari IL2RG eksikligi ile uyumlu olup,
bulunan varyantin dogrulamasi kapiller dizileme yontemi ile yapilmistir. Dizileme
sonucunda hastada ayni varyantin bulundugu dogrulanmistir (Sekil 4.9). Belirtilen
pozisyonda bulunan G>A nikleotid degisimi nonsense etki gdstermekte ve stop
kodon olusumuna neden olmaktadir. IL2RG X’e bagli gecis gostermektedir. Hastanin
anne, baba ve kiz kardesinde ayni varyant incelenmis, annenin ve kiz kardesin
tasiyici oldugu saptanmistir.

PCR islemleri igin su primerler kullanilmistir:

Duz: 5’-3° GAGATGGGGCACCAAGTTTA 364 bp

Ters: 5-3" ATGACACTGGTGGGTGTTCA 364 bp
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Tablo 4.7. On numarali hastada bulunan varyant.

Krom. No. Pozisyon ID Ref. Bulunan Fonksiyon
X 70329098 . G A Nonsense
i “:I:I. | | G G r& G

ﬁ
v

| WZ1R geni ]

C. B—E . s- i—& ]
c.B29G»A

A 10 numaral hastada ve aile bireylerinde bulunan varyantlanin DA dizi analizi ggruntuleri
B. IL2RG geninin kremozoemal lokasyonu
C. Saptanan mutasyonun ILZRG genindeki lokasyonu

Sekil 4.9. On numarali hasta ve aile bireylerinde bulunan varyantlarin DNA dizi

analizi goriintileri ve mutasyonun gendeki lokasyonu

4.3.11. On Bir Numarali Hasta

T- B+ agir kombine immin yetmezlik disiniilen hastada, hedeflenmis 365

gende hastaliga neden olabilecek herhangi bir varyant saptanamamistir.

4.3.12. On iki Numarali Hasta

T- B+ agir kombine immin yetmezlik distnilen hastada, hedeflenmis 365

gende hastaliga neden olabilecek herhangi bir varyant saptanamamustir.
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4.3.13. On U¢ Numarali Hasta

T- B- agir kombine immiin yetmezlik disiinilen hastada, ZAP70 ve JAK3
genlerinde 3 farkli tek niikleotid degisimi homozigot olarak saptanmistir (Tablo 4.8).
Bu genlerin her ikisindeki eksikliklerin de T- B+ agir kombine immin yetmezlige
neden olmalarina ragmen varyantlarin dogrulamalari kapiller dizileme yontemi ile

yapilmistir. Sonugta her 3 varyantin da yanlis pozitif oldugu anlasilmistir.

Tablo 4.8. On li¢ numarali hastada bulunan varyantlar.

Krom. No. Pozisyon ID Ref. Bulunan Fonksiyon
2 98350041 . G A Missense
19 17945726 . C T Missense
19 17953195 . C A Missense

4.3.14. On Dort Numarali Hasta

T- B- agir kombine immin yetmezlik disiinilen hastada, hedeflenmis 365

gende hastaliga neden olabilecek herhangi bir varyant saptanamamustir.

4.3.15. On Bes Numarali Hasta

T- B- agir kombine immiin yetmezlik disinllen hastada, hedeflenmis 365

gende hastaliga neden olabilecek herhangi bir varyant saptanamamistir.

4.3.16. On Alti Numarali Hasta

T- B- agir kombine immiin yetmezlik disinilen hastada, hastaliga neden
olabilecek, daha 6nce tanimlanmis genlerde (agir kombine immiin yetmezlik genleri)
herhangi bir varyant saptanamamistir. TTC7A (Tetratricopeptide repeat domain 7A)
eksikligi intestinal atreziyle karakterize kombine bir immiin yetmezliktir (62). 16
numarali hastada bu gende daha ©nce gosterilen bir tek nikleotid degisimi

saptanmistir (Tablo 4.9). Fakat bu varyantin klinik bir etkisi olup olmadig
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bilinmemektedir. SIFT skorlamasinda tolere edilebilir sonucu alinan varyant kapiller
dizileme vyontemi ile dogrulanmistir. Hastada ayni varyantin bulundugu
gosterilmesine ragmen anne ve babadan DNA o&rnekleri alinamamistir. Bununla

birlikte hastanin klinige de TTC7A eksikligi ile uyumlu bulunmamustir.

Tablo 4.9. On alti numaral hastada bulunan varyant.

Krom. No. Pozisyon ID Ref. Bulunan Fonksiyon

2 47287925 rs140166160 C A Missense

TICTA geni

! # 9 19 14 | |18
B. P i B He—{—8

A. TTCTAgeninin kromozomal lokasyonu
B. S5aptananvaryantin TTC7 A genindeki lokasyonu

Sekil 4.10. On alti numarali hastada bulunan varyantin gendeki lokasyonu

4.3.17. On Yedi Numarali Hasta

T- B- agir kombine immin yetmezlik dislnilen hastada, hedeflenmis 365

gende hastaliga neden olabilecek herhangi bir varyant saptanamamustir.

4.3.18. On Sekiz Numarali Hasta

T- B+ agir kombine immiin yetmezlik diisiiniilen hastada HaloPlex protokoli

sirasinda enzimatik kesim islemi basarisiz olmustur.

4.3.19. On Dokuz Numarali Hasta

T- B+ agir kombine immiin yetmezlik diisiiniilen hastada HaloPlex protokoli

sonunda amplifikasyon dogrulanmis olmasina ragmen dizilemi islemi basarisiz olmus
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ve sonu¢ alinamamistir. cBot protokolii ya da HiSeq 2001 cihazinda okumalar

yapilirken bir sorun oldugu disiintlmektedir.

4.3.20. Yirmi Numarali Hasta

T- B+ agir kombine immin yetmezlik disiniilen hastada, hedeflenmis 365

gende hastaliga neden olabilecek herhangi bir varyant saptanamamustir.

4.3.21. Yirmi Bir Numarali Hasta

T- B+ agir kombine immin yetmezlik disiniilen hastada, hedeflenmis 365

gende hastaliga neden olabilecek herhangi bir varyant saptanamamistir.

4.3.22. Yirmi iki Numarali Hasta

T- B+ agir kombine immin yetmezlik distnilen hastada, hedeflenmis 365

gende hastaliga neden olabilecek herhangi bir varyant saptanamamistir.

4.3.23. Yirmi Ug¢ Numarali Hasta

Birinci derece akraba anne, babadan olan hastanin 6 aylikken ishal sikayeti
baslamis, endoskopi sonucu ¢élyak hastaligi ile uyumlu bulunmustur. Klinigimize 4
yasindayken basvuran hastanin sik tekrarlayan otit, tinea corporis, dis apsesi,
herpes enfeksiyonu ve 5 yasinda kaybedilmis bir kizkardes oykiisi mevcuttur.
Blylume gelisme geriligi, bilateral kulak zarinda perforasyon ve hepatosplenomegali
olan hastanin immunolojik degerlendirmesi sonucunda CD4+ ve NK hiicre
lenfopenisi saptanmistir. Karaciger biyopsisi sklerozan kolanjit ile uyumlu olan
hastanin gayta analizinde ve endoskopik biyopsi materyalinde Crptosporidium
enfeksiyonu gorilmustir.

Kombine immin yetmezlik dislintilen hastada IL-21R geninde tek niikleotid
delesyonu homozigot olarak saptanmistir. Hastanin klinik bulgulari IL-21R eksikligi
ile uyumlu olup, bulunan varyantin dogrulanmasi kapiller dizileme yontemi ile

yapiimigtir. Dizileme sonucunda hastada ayni varyantin bulundugu dogrulanmistir
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(Sekil 4.10). Belirtilen pozisyonda bulunan c.535delG delesyonu genomda cgergeve
kaymasi etkisi gostermektedir. Hastanin anne ve babasinda ayni varyant heterozigot
olarak bulunmus, ailedeki segregasyon da dogrulanmistir. Ayrica hastanin kiz

kardesi de incelenmis fakat ayni varyant bulunmamistir.

Thr 179 Gin 180 The 1789 Gin 180
A. ¥al 178 Asp 178 Ser 180 Val 178 Asp 179 Ser 180
6 T o F g o T g ot

1

. 535delG
val1T8 T 178 Gin 180

B.
1 2 B 5 578 9
C. I i t i —H—
i}c.EiSdE[G

A. 23 numaral hasta ve aile bireylerinde bulunan varyantlarin DNA dizi analizi ggruntuleri
B. IL21R geninin kromozomal lokasyonu
C. 5aptanan mutasyonun ILZ1R genindeki lokasyonu

Sekil 4.11. Yirmi tGi¢ numarali hasta ve aile bireylerinde bulunan varyantlarin DNA

dizi analizi goérintileri ve mutasyonun gendeki lokasyonu

4.3.24. Yirmi Dort Numarali Hasta

Kombine immin yetmezlik disinilen hastada, hedeflenmis 365 gende

hastaliga neden olabilecek herhangi bir varyant saptanamamustir.
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4.3.25. Yirmi Bes Numarali Hasta

Kombine immin yetmezlik disinilen hastada, hedeflenmis 365 gende

hastaliga neden olabilecek herhangi bir varyant saptanamamustir.

4.3.26. Yirmi Alti Numarali Hasta

Kombine immin yetmezlik disitnilen hastada, hedeflenmis 365 gende

hastaliga neden olabilecek herhangi bir varyant saptanamamistir.

4.3.27. Yirmi Yedi Numarali Hasta

1 yasindan itibaren sik pnémoni, otit ve sintzit 6ykisu olan hasta kemik kirig
nedeniyle 2 kez opere edilmistir. Kronik ishal sikayeti olan ve inflamatuvar barsak
hastaligi duslintilen hastada I1gG dasukligti ve CD4+ T hiicre lenfopenisi
bulunmaktadir.

Kombine immin yetmezlik disliniilen hastada PIK3CD geninde tek niikleotid
degisimi heterozigot olarak saptanmistir. Hastanin klinik bulgulari PIK3CD eksikligi
ile uyumlu olup, bulunan varyantin dogrulanmasi kapiller dizileme ydntemi ile
yapilmistir. Dizileme sonucunda hastada ayni varyantin bulundugu dogrulanmistir.
Belirtilen pozisyonda bulunan G>A tek niikleotid degisiminin missense etkisi olup
E1045K amino asit degisimine neden olmaktadir. PIK3CD geninde bulunan
heterozigot, fonksiyon kazanimi “gain of function” mutasyonlar daha Once

tanimlanmistir.

A. Fﬂ'ﬂ aodt . EEy (DWW B S8 O VESUEIE N N ol HEEEE B B BN 0l B35
PIKICD pena
B 1 2 3 5 E 7 EB i 12 20 I4a
E.Siﬂ-iﬁbﬁnﬂ

A. PIE3CD geninin kromozomal lokasyonu
B. Szptanan mutasyonun PIK3CD genindeki lokasyonu

Sekil 4.12. Yirmi yedi numarali hastada bulunan mutasyonun gendeki lokasyonu
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Hasta No Gen Pozisyon Ref. Bulunan | Dogrulama | Segregasyon
1 RAG1 | 36597064 G A + +
2 RAG1 | 36597001 G A + +
3 JAK3 17946779 G A + +
4 RAG1 | 36596185 C G + +
4 RAG1 | 36595279 T A + +
4 RAG1 | 36595591 C A - -
5 TERT 1294166 G A + +
7 JAK3 17950343 G GG + +

10 IL2RG | 70329098 G A + +
13 ZAP70 | 98350041 G A - -
13 JAK3 17945726 C T - -
13 JAK3 | 17953195 C A - -
16 TTC7A | 47287925 C A + +
23 IL21R | 27455890 GG G + +
27 PI3KCD | 9787030 G A + +
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5.TARTISMA

Primer immiin yetmezlikler heterojen bir hastalik grubu olup, hastalarda
gorilen genetik mutasyonlarin gesitliligi klinik olarak ¢ok farkl fenotiplerin ortaya
ctkmasina neden olmaktadir (1). Ulkemiz gibi akraba evliliklerinin yaygin olarak
gorildigl toplumlarda oOzellikle otozomal resesif kalitim gosteren immin
yetmezliklerin gorilme sikliginin yiksek oldugu dislintilmektedir (18).

Agir kombine immiin yetmezlikler primer immin yetmezliklerin agir seyirli,
yasami kisa sirede tehdit eden tirtdir (2). Bu hasta grubunda bir ¢ok vakanin
tedavi programinin planlanmasinin hastaliga neden olan genetik defektin bilinmesi
ile daha rasyonel olarak gerceklestirilecegi dustnilirse, molekiler bozukluklarin
saptanmasinin  6nemi ortaya c¢ikmaktadir. GiUnimuizde agir kombine immiin
yetmezliklerin tedavisinde kiratif yontemin HKHN oldugu bilinmektedir. Bunun
yaninda gen tedavisinin de son yillarda uygulanmaya baslanmasiyla, hem kok hiicre
nakli i¢in uygulanacak hazirlik rejiminin, hem de gen tedavisinin sartlarinin
belirlenmesi, altta yatan genetik defektin bilinmesiyle dogrudan iliskilidir (63). Bir
diger hasta grubu kombine immiin yetmezlikler olup; ¢ok cesitli klinik ve laboratuvar
belirtileri ile prezente olmaktadirlar .

Son vyillarda gelistirilen yeni nesil dizileme yodntemlerinin kullaniimaya
baslamasi primer immiin yetmezliklere neden olan mutasyonlarin tanimlanmasini
daha kolay hale getirmistir ve her gecen gilin hastaliga neden olan yeni genetik
defektlerin sayisi artarak literatlirde yerini almaktadir (64). Yeni nesil dizileme
yontemlerinden biri olan hedeflenmis tim ekzom dizileme hizli, distik maliyetli ve
glvenilir bir ydntemdir. Ozellikle bir hastalik grubunda belirli sayida geni analiz
etmek icin tim ekzom dizilemeye oranla daha uygun bir yontemdir. Cinki elde
edilen sonuclarda yer alan yanhs pozitif varyantlarin degerlendirilmesi, yeni nesil
dizileme yontemleriyle glivenilir sonuglara ulasmanin en 6nemli basamaklarindan
biridir. Tim ekzom dizileme sonucu elde edilen varyant sayisi belirli bir grup genin
hedeflenmesiyle elde edilen varyant sayisindan ¢ok daha fazladir. Sonuglarin analiz
asamasinda, hastaliga neden olabilecek varyantlarin goézden kacirilmamasi, bazi

varyantlarin ise daha ileri ¢alismalar igin o hastaya 0Ozel olarak g¢alisma disi
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birakilmasi  kritik 6neme sahiptir (65). Bu bilgiler 1siginda primer immin
yetmezliklerle ilgili olabilecek 356 genin hedeflendigi HaloPlex paneli ile agir
kombine/kombine immin yetmezlik tanisi dusinilen bir hasta grubunda,
hastaliktan sorumlu olabilecek genetik defektler arastiriimistir.

HaloPlex teknolojisi genomik DNA’nin dairesellestirilmesi ve hazirlanan
problara hibridizasyonunu temel alan bir zenginlestirme sistemi (zerine
kurulmustur. Calismaya agir kombine immiin yetmezlik duslinilen 22, kombine
immun yetmezlik dislinidlen 5 hasta dahil edilmistir. 27 hastanin 2 tanesinde
zenginlestirme islemi basarisizlikla sonuglanmistir (%7). ilk defa kullanilan ¢alisma
protokoliinde uygulama sirasinda hatali bir durum olabilecegi diisiiniilmektedir. Bir
hastada ise dizileme islemleri sonucunda herhangi bir veri elde edilememistir (%3).
Sonugta 27 hastanin 24’Ginde saglikh veriler elde edilmis (%88), 6 hastada agir
kombine immiin yetmezlige neden olabilecek, 2 hastada ise kombine immin
yetmezlige neden olabilecek mutasyonlar gosterilmistir (%33). Calismaya baslarken
gen tanimlamasi yoninden, yizde 50 oraninda basari beklenirken, hastalarin
yaklasik % 30’unda hastaliga neden olan mutasyon belirlenebilmistir. Saptanan bu
varyantlardan 5 tanesi daha once tanimlanmamis mutasyonlardir ve hastaligin
nedenini aciklamaktadirlar (bkz hasta no: 2, 3, 7, 10, 23). Bu mutasyonlarin 3 tanesi
tek nikleotid degisimi, 1 tanesi tek bazdan olusan bir delesyon, 1 tanesi ise tek
bazdan olusan bir insersiyondur. Daha 6nce agir kombine immiin yetmezlik tanisiyla
izlenen bir hastada heterozigot olarak rapor edilen bir RAG1 mutasyonu, 1 numaral
hastada homozigot olarak saptanmistir (58). Daha ©6nce homozigot olarak
tanimlanan iki farkli varyant ise 4 numarali hastada birlesik heterozigot olarak
gosterilmistir (59). Tanimlanan mutasyonlardan 5 tanesi yeni gosterilmis olmasina
karsin hepsi daha 6nce bilinen genlerde saptanmislardir. Bir hastada ortaya ¢ikan ve
TERT geninde bulunan varyantin hastaliktan sorumlu mutasyon olabilecegi
dislinUlmisttr. TERT mutasyonlarina bagh otozomal dominant diskeratozis
konjenita hastaligi literatlirde yer almaktadir (60). Bu eksiklige bagh olarak klinik
fenotip deride retikiler hiperpigmentasyon, avug icinde hiperkeratozis, anemi ve

pansitopeni olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Fakat bu klinik tablo hastamizin fenotipi
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ile uyumlu bulunmamigstir. Bir diger hastada ise TTC7A geninde saptanan varyant
daha o6nce tanimlanan bir mutasyondur (62). TTC7A eksikligi olan hastalar agir
kombine immiin yetmezlik fenotipi gosterebilmelerine ragmen, bu hastalarin en
belirgin klinik ozellikleri ¢oklu intestinal atrezilerdir. Bu nedenle TTC7A geninde
saptanan varyant hastamizin klinik fenotipini agiklamamaktadir. Primer immiin
yetmezliklerin ¢ok genis bir klinik spektrumda ortaya ¢iktigi bilinmektedir. Bununla
birlikte, yeni tanimlanan immiin yetmezliklerin daha fazla sayida hastada
gosterilmesi hastalarin fenotipik 6zelliklerinin tanimlanmasina katki saglamaktadir
(6). Cunku epigenetik ve cevresel faktorler bu hastalarda fenotipik cesitliligi
etkilemektedir (1). iki hastamizda saptanan varyantlarin hastalarin klinik durumlarini
aciklamamasinin, bu faktorlerin fenotipik cesitlilige etkisine bagh oldugu
dustnulmektedir. Calismada bulunan diger 20 hastada ise agir kombine/kombine
immin yetmezlige neden olabilecek bir varyant gosterilememistir. Kullandigimiz
HaloPlex paneli 356 gen igin tasarlanmis olup, ¢alismaya katilan hastalarda bu
genlerin disinda kalan ve immiin sistem ile iliskili bir proteini kodlayan, daha 6nce
tanimlanmamis bir gende defekt olabilecegi dislintilemektedir. Son yillarda oldukca
yliksek bir oranda tanimlanan ve yeni kombine immin yetmezliklere yol agan
mutasyonlarin mevcut yontemle genetik defekt saptanamayan bu hastalarda
arastirilmasi icin tim ekzom dizileme yonteminin kullanilmasinin uygun olacagi
dusiintlebilir. Ayrica hastaliga neden olabilecek defektlerin ekzonik bolgeler disinda
(promotor, regilator bolgeler ya da intronlar) da bulunabilecegi distiniliirse genom
dizileme yonteminin kullanilmasi da bu hastalarda glindeme gelmektedir.

Kullanilan panel ile bir uygulama protokolii sirasinda 16-96 tane hasta 6rnegi
calisilabilmektedir. Hasta sayisinin  artmasi  Ozellikle dizileme ve analiz
basamaklarinda toplam siireyi uzatacaktir. Fakat 356 geni kapsayan bdyle bir
calismada yaklasik 2 aylik stirede verilerin elde edilebilmesi uygulanabilir bir ydntem
oldugunu ortaya ¢ikarmaktadir. Sonuglar HaloPLex panelinin belirli bir sayida hastayi
kapsayan grup calismalarinda uygun olarak kullanilabilecegine dikkat ¢cekmektedir.
Ayni hasta grubu igin yapilacak tim ekzom ya da genom dizileme g¢alismalari ise

daha fazla sure gerektirmekte ve Ozellikle daha ileri asamalar igin glindeme
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gelmektedir. Bu tir belirli hasta gruplarinin hedeflendigi ¢alismalarda (6rnegin AT,
YDIY, IBD) daha az sayida hedef genin oldugu paneller kullanilirsa sonucun daha
kisa strede ve etkili bir sekilde elde edilebilecegi ortaya ¢ikmaktadir.

Yeni nesil dizileme c¢alismalarinda dizilenen genlerin kapsanma “coverage “
degerleri calismanin glivenilirligini gosteren en 6nemli parametredir. Genomda
bulunan bir bazin farkli DNA parcalarinda bulunmasini yani kapsanma sayisini ifade
eden bu terim vyapilan calismada elde edilen varyantlarin dogrulugunu
gostermektedir (66). Kullandigimiz HaloPlex panelinde elde edilen sonuglarda bu
deger oOzellikle agir kombine immin yetmezliklere neden olan genlerde kontrol
edilmis ve en az 20X degerinde oldugu saptanmistir (20X-1500X arasinda
degismektedir). Ayni laboratuvarda daha once vyapilan bir ekzom dizileme
calismasiyla karsilastinldiginda degerlerin diger ¢alismaya oranla oldukga yuksek
oldugu gosterilmistir (data gosterilmemistir). Isaac J. Nijman ve arkadaslarinin
yaptigl, primer immin yetmezlik hastalarinda 170 genin hedeflendigi yeni nesil
dizileme calismasinda 20X degerde tim hedeflenen bazlarin %90.4-%95.2 oraninda
kapsandigi belirtilmistir (51). Bizim calismamizda ise bu oran agir kombine immin
yetmezlik genlerinde yaklasik %99’dur. Bu sonuglar yapilan g¢alismanin oldukga
glvenilir oldugunu ortaya koymaktadir.

Calismaya alinan 27 hastada agir kombine/kombine immuin yetmezlikten
sorumlu olabilecek toplam 15 varyantin dogrulama islemi Sanger dizileme ile
yapilmistir. Saptanan 15 varyantin 12’sinin (%80) hastalarda gergekten bulundugu
gosterilmis. Lasse Pihlstrgm ve arkadaslarinin yaptigi (68), Parkinson hastalarinda 70
genin hedeflendigi yeni nesil dizileme g¢alismasinda toplam 387 hastada sinonim
olmayan 18 varyant bulunmus ve 17’si (%94) dogrulanmistir. Bu oran bizim
calismamiza gore daha yiksek olmasina ragmen hem hasta sayisinin 387 olmasi
hem de daha az sayida genin hedeflenmesi ¢allsmamizda elde edilen %80’lik oranin
guvenilir oldugunu ortaya koymaktadir. Yeni nesil dizileme galismalarinda yanls
pozitif sonuglarin nedenlerinin benzer dizilerin hizalanmasindaki hatalar ya da PCR
amplifikasyon basamaklari sirasinda ortaya c¢ikabilecek yanhs baz degisimleri

olabilecegi dustintilmektedir (69).
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Agir kombine immiin yetmezliklerin tedavisinde kullanilan HKHN ve gen
terapisi yontemleri icin hastaliga neden olan genetik defektin bilinmesi yasamsal
onem tasimaktadir. Ayni zamanda kok hiicre nakli igin uygun olan bir dondriin
bulunmasi durumunda, bu dondrin de ayni mutasyonu tasiylp tasimadiginin
belirlenmesi gerekmektedir. Bunun yaninda in vitro fertilizasyon yéntemi ile yeni
¢ocuk sahibi olmak isteyen ve hastaliga neden olan genetik mutasyonu tasiyan
aileler icin de genetik tani yine yasamsal dneme sahiptir. Preimplantasyon tani
yontemlerinin gelistirilmesiyle birlikte saglikli embriyolarin ana rahmine transfer
edilmesi miimkiin hale gelmistir (67). Anne, baba tasiyici olan ailelerin in vitro
fertilizasyon ile ¢ocuk sahibi olmalari icin hastaliga neden olan genetik defektin
bilinmesi gerekmektedir. Biitlin bu sonuclar primer immin yetmezlikli hastalarda,
eger klasik yontemlerle tani konulamamigssa, genetik defektin belirlenmesi igin yeni
nesil dizileme yontemlerinin kullanilmasi gerektigine isaret etmektedir.

Gahsmamiz sonucunda tedavi yontemleri igin erken ve genetik taninin bu
denli 6nemli oldugu primer immin yetmezlikli hastalarda, kullandigimiz HaloPlex

yonteminin etkin, hizli ve basarili bir yontem oldugu ortaya ¢ikmaktadir.
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6. SONUCLAR ve ONERILER

1. Calismaya dahil edilen 27 hastanin 24’tGnde yeni nesil dizileme islemleri
basarili olmus, saghkli sonuclar alinmistir (%88). U¢ drnekte ise HaloPlex ve Illumina
protokollerinin uygulanmasi sirasinda enzimatik kesim ve dizileme islemleri basarisiz
olmus, sonu¢ alinamamistir. Sonug olarak 27 hastanin 24’(inde hedeflenen genom
dizileri elde edilmistir. Bu oran ¢alismanin amacina ulastigini géstermektedir.

2. Saglikli sonuglar elde edilen 24 hastanin 8’inde hastaliga neden olan
genetik defektler gosterilmistir. Bu rakam %33’ltk bir orani ifade etmektedir.

3. Saptanan 8 mutasyonun 5’i agir kombine immin yetmezlik dislintlen
hastalarda, 2’si ise kombine immuin yetmezlik gésterilen hastalarda tanimlanmistir.

4. Saptanan tum mutasyonlar daha once agir kombine/kombineimmun
yetmezlige neden oldugu bilinen genlerde gosterilmistir. Bu mutasyonlardan 5
tanesi literatlirde daha 6nce yer almayan, yeni tanimlanmis mutasyonlardir.

5. Hastaliga neden oldugu gosterilen 8 mutasyonun disinda, agir kombine
immun yetmezlik distnilen 2 hastada saptanan 2 farkli mutasyon hastalarin klinik
durumlarini agiklamamaktadir (%7). Bu durum primer immiin yetmezlikli hastalarda
epigenetik ve gevresel faktorlerin fenotipe etkisini distindlirmektedir.

6. Calismada hastaliga neden olabilecek toplam 15 varyant saptanmis,
bunlarin 12’si Sanger dizileme ile dogrulanmistir. Bu oran hedeflenen genler igin
calismanin 6zglnliginiin %80 oldugunu gostermistir.

8. Hedeflenen genlerde kapsanma degerleri agir kombine immin yetmezlik
genlerinde kontrol edilmis ve degerlerin 20X-1500X araliginda oldugu saptanmistir.
Agir kombine immin yetmezlik genlerinde 20X degerde %99’luk bir kapsanma
mevcuttur. Bu sonugclar calismanin givenilirligini kanitlamaktadir.

9. Uygulanan yeni nesil dizileme yonteminin primer immiin yetmezligi olan
hasta gruplarinda kisa sirede ve etkin sekilde kullanilabilecegi diisiiniilmektedir.

10. Hastaliga neden olabilecek varyantlarin gosterilemedigi hastalarda tim
ekzom vya da genom dizileme vyontemleriyle inceleme yapilmasi tavsiye

edilmektedir.
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