T.C.
HACETTEPE UNIVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERI ENSTITUSU

IMMUN DISREGULASYON BULGULARI OLAN
HASTALARDA iLISKIiLi YOLAKLARIN RT-PCR ile
DEGERLENDIRILMESI

Dr. Hacer Neslihan BILDIiK

Immiinoloji Program

DOKTORA TEZi

ANKARA
2024






T.C.
HACETTEPE UNIVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERI ENSTITUSU

IMMUN DISREGULASYON BULGULARI OLAN
HASTALARDA iLISKIiLi YOLAKLARIN RT-PCR ile
DEGERLENDIRILMESI

Dr. Hacer Neslihan BILDIiK

Immiinoloji Program

DOKTORA TEZi

TEZ DANISMANI

Prof. Dr. Deniz Cagdas AYVAZ

ANKARA
2024



IMMUN DISREGULASYON BULGULARI OLAN HASTALARDA ILISKILi YOLAKLARIN

RT-PCR ile DEGERLENDIRILMESI
Hacer Neslihan Bildik
Danigman: Prof. Dr. Deniz Nazire Cagdas Ayvaz

Bu tez calismas: 18.11.2024 tarihinde jurimiz tarafindan “Imminoloji-Doktora

Programi” nda doktora tezi olarak kabul edilmistir.

Jirl Bagkani:

Uye:

Uye:

Uye:

Uye:

Prof. Dr. Cemalettin Aybay

Gazi Universitesi Tip Fakdltesi/ Temel Tip Bilimleri, imminoloji B.D.
Prof. Dr. Glines Esendagh

Hacettepe Universitesi Kanser Enstitisi/Temel Onkolojl A.8.0

Dog. Dr. Sule Haskologlu
Ankara Universites Tip Fakiltesi/Cocuk Immdnotoji 8.0.

Dog¢. Dr. Fatima Susanna Aerts Kaya
Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisi/ K&k Hicre Bilimberi A.8.D

Dog. Dr. Hilal Susam $Sen
Hacettepe Universites! Tip Fakiltesl/Cocuk Onkoloji B.0.

Bu tez, Hacettepe Universitesi Lisansistd Egitim-Ofretim ve Sinav Yonetmeliginin

ilgili maddeleri uyarinca yukaridaki jlri tarafindan uygun bulunmustur.

8 Kam 202

Prof. Dr. Mige YEMISCI OZKAN
Enstitii Midurii



YAYIMLAMA VE FiKRI MULKIYET HAKLARI BEYANI

Enstitli tarafindan onaylanan lisansiistii tezimin/raporumun tamamini veya herhangi bir kismini, basili
(kagit) ve elektronik formatta arsivleme ve asagida verilen kosullarla kullanima agma iznini Hacettepe
Universitesine verdigimi bildiririm. Bu izinle Universiteye verilen kullanim haklar1 disindaki tiim fikri
miilkiyet haklarim bende kalacak, tezimin tamamimin ya da bir boliimiiniin gelecekteki ¢alismalarda
(makale, kitap, lisans ve patent vb.) kullanim haklari bana ait olacaktir.
Tezin kendi orijinal ¢alismam oldugunu, baskalarmin haklarmi ihlal etmedigimi ve tezimin tek yetkili
sahibi oldugumu beyan ve taahhiit ederim. Tezimde yer alan telif hakki bulunan ve sahiplerinden yazili
izin alinarak kullanilmasi zorunlu metinlerin yazili izin alinarak kullandigimi ve istenildiginde
suretlerini Universiteye teslim etmeyi taahhiit ederim.
Yiksekogretim Kurulu tarafindan yaymlanan “Lisansiistiic Tezlerin Elektronik Ortamda
Toplanmasi, Diizenlenmesi ve Erisime Acilmasina iliskin Yonerge” kapsaminda tezim asagida
belirtilen kosullar haricinde YOK Ulusal Tez Merkezi / H. U. Kiitiiphaneleri Acik Erisim Sisteminde
erigime agilir.
o Enstitli / Fakiilte yonetim kurulu karari ile tezimin erisime agilmasi mezuniyet
tarihimden itibaren 2 y1l ertelenmistir.
o Enstitii / Fakiilte yonetim kurulunun gerekceli karari ile tezimin erisime acilmasi
mezuniyet tarihimden itibaren .... ay ertelenmistir. @

o Tezimle ilgili gizlilik karar1 verilmistir. ®
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(1) Madde 6. 1. Lisansiistii tezle ilgili patent bagvurusu yapimasi veya patent alma siirecinin devam etmesi
durumunda, tez danismaninin onerisi ve enstitii anabilim dalinin uygun goriisiitizerine enstitii veya fakiilte
yonetim kKurulu iki yil siire ile tezin erisime agilmasmnin ertelenmesine kararverebilir.

(2) Madde 6. 2. Yeni teknik, materyal ve metotlarin kullanildig, heniiz makaleye déniismemis veya patent gibi
yontemlerle korunmamg ve internetten paylasilmasi durumunda 3. Sahislaraveyakurumlara haksiz kazang
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asmamak tizere tezin erisime agilmast engellenebilir.

(3) Madde 7. 1. Ulusal ¢tkarlar veya giivenligi ilgilendiren, emniyet, istihbarat, savunmave giivenlik, saglik vb.
konulara iligkin lisansiistii tezlerle ilgili gizlilik karari, tezin yapildigi kurum tarafindan verilir*. Kurumve
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Madde 7. 2. Gizlilik karar: verilen tezler gizlilik siiresince enstitii veya fakiilte tarafindan gizlilik kurallart
cergevesinde muhafaza edilir, gizlilik kararimin kaldirilmasi halinde Tez Otomasyon Sistemine yiiklenir.

* Tez danismanminin onerisi ve enstitii anabilim dalinin UygQun gériisii iizerine enstitii veya fakiilte
yonetim Kurulu tarafindan Karar verilir.



ETiK BEYAN

Bu caligmadaki biitiin bilgi ve belgeleri akademik kurallar ¢ergevesinde elde ettigimi,
gorsel, isitsel ve yazili tiim bilgi ve sonuglar1 bilimsel ahlak kurallarina uygun olarak
sundugumu, kullandigim verilerde herhangi bir tahrifat yapmadigimi, yararlandigim
kaynaklara bilimsel normlara uygun olarak atifta bulundugumu, tezimin kaynak
gosterilen durumlar disinda 6zgiin oldugunu, Prof. Dr. Deniz Cagdas AYVAZ
damgmanliginda tarafimdan iiretildigini ve Hacettepe Universitesi Saglik Bilimleri

Enstitiisii Tez Yazim Y o6nergesine gore yazildigini beyan ederim.

Dr. Hacer Neslihan BILDIK



Vi

TESEKKUR

Pediatri ihtisasimdan bu yana bilgi ve tecriibeleriyle her zaman yanimda olan,
doktora tez galismamizi birlikte yiiriittiigiimiiz danismanim, Cocuk immiinoloji Bilim
Dali Baskan1 Sn. Prof. Dr. Deniz Cagdas Ayvaz’a, Immiinoloji adina kendisinden ¢ok
sey ogrendigim Sn. Prof. Dr. Ilhan Tezcan’a, tez ¢alismalarinda her animda yanimda
olan ve tez calismalarimi birlikte yaptigimiz arkadaslarim Ismail Yaz ve Dog. Dr.
Saliha Esenboga’ya, tez donemim boyunca immiinoloji kliniginde birlikte ¢alistigim
arkadaslarim Dog. Dr. Melike Ocak, Uzm. Dr. Aysegiil Akarsu’ya ve klinikteki doktor
arkadaslarima, hemsiremiz Meliha Erol’a ve sekreterlerimiz Giillii Coskun ve Aysu
Demirhan’a, immiinoloji laboratuvarinda birlikte olmaktan ve ¢aligmaktan ¢ok mutlu
oldugum Begiim Cicek, Mehtap Sonmez, Menekse Kocak, Baran Erman, Ozlem
Karapmar ve Barig Ulum’a, hep destegini hissettigim her zaman yanimda olan

anneme, babama ve kardeslerime tesekkiir ederim.

Bu tez, Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon

Birimi tarafindan desteklenmistir.



vii

OZET

Bildik, H.N., immiin Disregiilasyon Bulgular1 Olan Hastalarda iliskili Y olaklarin
RT-PCR ile Degerlendirilmesi, Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii
Immiinoloji Program Doktora Tezi, Ankara, 2024. immiin yolaklarin kontrolsiiz
aktivasyonu, yani immiin disregiilasyon, otoimmiinite, lenfoproliferasyon ve
maligniteye yol acabilir. Apoptozis, niikleer faktdr-xB (NFkB) ve fosfoinositid 3-
kinaz (PI3K) yolaklari, immiin disregiilasyonda rol oynayan baglica yolaklardir. Bu
¢alismanin amaci, immiin disregiilasyon bulgular1 olan hastalari, se¢ilmis inflamatuar
genlerin ekspresyon analizleriyle degerlendirmektir. Bu nedenle, literatiirde immiin
disregiilasyon ile iliskili oldugu daha 6nce bildirilen yolaklardan bazi molekiiller
secilerek, gen ifadeleri kontrollerle karsilastirilmistir. Immiin disregiilasyon bulgulari
olan hastalar, otoimmiin lenfoproliferatif sendrom, immiin sitopeni ve EBV ile iligkili
lenfoproliferasyon hastalar1 olarak gruplandirilarak degerlendirilmistir. Inflamatuar
yolaklardaki se¢ili genler (CASP8, CASP10, FAS, FASL, AKT, MAP3K?7,
MAP3K14, mTOR, NFKBI1, NFKB2, NFKBIA, TRAF3) i¢in ger¢ek zamanli
kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu (RT-qPCR) analizi yapilmistir. Gen
ekspresyonundaki kat degisiklikleri logaritmik Delta-Delta Ct (2°(—delta delta CT))
yontemi kullanilarak degerlendirilmistir. Tiim hedef genlerin ekspresyonlarinin rolatif
kantifikasyon degerleri agisindan hasta ve kontrol gruplari arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark bulunmustur. Hedef gen ekspresyonlari agisindan farkli hasta gruplar
arasinda anlamli bir fark goézlenmemistir. ROC egrisi analizine gore hasta ve
kontrolleri ayirt etme agisindan en yiiksek tan1 oranina sahip hedef genler NFKB2,
MAP3K7, AKT, mTOR, NFKB1 ve FAS'tir. Bu ¢aligsma ile 6zellikle immiin sitopeni
ve lenfoproliferasyonu olan immiin disregiilasyon hastalar1 i¢in, NFKB1, NFKB2,
MAP3K7, AKT, mTOR ve FAS kullanilarak bir immiin disregiilasyon skoru/imzasi

olusturulabilecegi ve bu skorun hasta tani ve takibinde kullanilabilecegi diisiiniilebilir.

Anahtar kelimeler: apoptoz, fosfoinositid 3-kinaz, immiin disregiilasyon, niikleer
faktor-xB, RT-PCR

Bu tez, Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi

tarafindan desteklenmistir (Proje No: THD-2023-20395).
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ABSTRACT

Bildik, H.N., Evaluation of Related Pathways in Patients with Immune
Dysregulation Findings by RT-PCR, Hacettepe University Graduate School
Health Sciences, Immunology Program PhD Thesis, Ankara, 2024. Uncontrolled
activation of immune pathways, so called immune dysregulation may result in
autoimmunity, lymphoproliferation, and malignancy. Apoptosis, nuclear factor-xB
(NFkB), and phosphoinositide 3-kinase (PI3K) pathways are the major pathways
involved in immune dysregulation. The aim of this study was to evaluate the patients
with immune dysregulation with selected inflammatory genes’ expression analyses.
For this reason, some molecules from pathways previously reported to be associated
with immune dysregulation in the literature will be selected and their gene expressions
will be compared with controls. We evaluated the patients with immune dysregulation,
grouped them as those with autoimmune lymphoproliferative syndrome, immune
cytopenia, and patients with EBV-associated lymphoproliferation. Real-time
quantitative polymerase chain reaction (RT-gPCR) analysis was conducted for the
selected genes (CASP8, CASP10, FAS, FASL, AKT, MAP3K7, MAP3K14, mTOR,
NFKB1, NFKB2, NFKBIA, TRAF3) in inflammatory pathways. The fold changes in
gene expression were evaluated using the logarithmic Delta-Delta Ct (2"(-delta delta
CT)) method. A statistically significant difference was found comparing the total
patient and control groups for relative quantification values of all target genes. No
significant difference was observed between the patient groups in terms of target gene
expression. According to ROC curve analysis, the target genes with the highest
diagnostic rate in terms of distinguishing patients and controls are NFKB2, MAP3K?7,
AKT, mTOR, NFKB1 and FAS. With this study, we designed an immune
dysregulation score/signature by using NFKB1, NFKB2, MAP3K7, AKT, mTOR and
FAS for patients suffering from immunological dysregulation, particularly those with
immune cytopenia and lymphoproliferation, and can be used in patient diagnosis and

follow-up.

Keywords: apoptosis, immune dysregulation, nuclear factor-xB, phosphoinositide 3-
kinase, RT-PCR
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SIMGELER ve KISALTMALAR

: TNF alpha induced protein 3
: The American College of Medical Genetics and Genomics
: AKT serine/threonine kinase 1(RAC-alpha serine/threonine protein

kinase)

: Autoimmune lymphoproliferative syndrome/Otoimmiin

lenfoproliferatif sendrom

: Anti-tiroglobulin antikor

: Anti-tiroid peroksidaz antikor

: Aktive fosfoinozitid 3-kinaz delta sendromu

: B-hiicresi aktive edici faktor
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: B-cell lymphoma/leukemia 10
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: Caspase 8/Kaspaz 8

: Caspase 10/Kaspaz 10

: CARD11:BCL10:MALT1

: FLICE-like inhibitory protein, CASP8 and FADD-like apoptosis

regiilator

> Cellular inhibitor of apoptosis protein

: Cytomegalovirus/Sitomegaloviriis

: CYLD lysine 63 deubiquitinase

- Death effector domain-Oliim efektor alan

: Death-inducing signaling complex, Oliim indiikleyici sinyal

kompleksi

: Diabetes mellitus
: Double negative T cell/Cift negatif T hiicresi
: Epstein-Barr viriis -encoded small RNAs/ Epstein-Barr viriisii

tarafindan kodlanan kii¢iik RNA'lar

: Epstein—Barr virtisii

: Fas associated death domain
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1. GIRIS
Primer immiin yetmezlikler (PIY) enfeksiyonlara yatkinlik, otoimmiin
bulgular, otoinflamatuvar hastaliklar, alerji ve/veya malignensi gelisimi ile
seyredebilir (1, 2). Immiin sistemin regiilasyon mekanizmalarinda bozukluk sonucu
ortaya c¢ikan immiin disregiilasyon hastaliklarinin bulgular1 olan otoimmiinite,
otoinflamasyon, lenfoproliferasyon ve malignite durumlar1 esasen tiim PiY’lerde
goriilebilir (3). Immiin disregiilasyon fenotipi goriilen hastalarmn klinik ve laboratuvar

bulgular1 oldukga c¢esitlidir.

Apoptoz yolagi, Niikleer faktor- kB (NFkB) ve Fosfatidilinositol 3-kinaz
(PI3K) yolags; daha once literatiirde immiin disregiilasyon ile iliskilendirilmistir. Bu
nedenle bu yolaklarda yer alan molekiillerin hastalarda ve kontrollerde ifadesinin

karsilastirilmasi yapilmasi planlanmustir.

Gereksiz veya hasarli hiicrelerin ortadan kaldirilmasi tiim organizmada
homeostazin siirdiiriilmesini saglar. Apoptoz, hiicre i¢i (intrinsik) veya hiicre dist
(ekstrinsik) kaynakli 6liim sinyalleri araciligiyla baslatilabilir. Apoptoz siirecindeki
herhangi bir defekt otoimmiin hastaliklar ve kanser gibi cesitli klinik durumlara ve
otoimmiin lenfoproliferatif sendroma (ALPS; autoimmune lymphoproliferative
syndrome) neden olabilir (4-6). Bu yolakta yer alan FAS (Fas cell surface death
receptor), FASL (Fas ligand-CD95 ligand), kaspaz 8 (CASP 8) ve 10 (CASP 10)
molekiilleri ALPS ile en sik iliskilendirilen molekiillerdir (6-8).

Niikleer faktor- kB bir transkripsiyon faktorleri ailesidir ve immiin sistem
hiicrelerinde immiin yanitta gorev alan genleri regiile eder. NF-kB hedef genleri
arasinda sitokin/kemokinler, immiin sistem reseptorleri, antijen sunumunda gorevli
proteinler, apoptoz regiilatorleri ve biiylime faktorleri bulunmaktadir. NF-kB, hiicre
proliferasyonu, apoptozu ve farklilasmasini diizenler. NFxB kanonik ve nonkanonik
yolakta yer alan birgok molekiil daha 6nce otoimmiinite ve lenfoproliferatif siireclerle
iligskilendirilmistir (9-12). Bu yolagin ana efektor molekiilleri “Nuclear factor kappa-
light-chain-enhancer of activated B cells 1” (NFKB1) ve “Nuclear factor kappa-light-
chain-enhancer of activated B cells 2” (NFKB2), aktivator molekiilleri “Mitogen-

activated protein kinase kinase kinase 77 (MAP3K7) ve “Mitogen-activated protein



kinase kinase kinase 14” (MAP3K14) ve ana inhibitor molekiilleri “NF-Kappa-B
inhibitor alpha” (NFKBIA) ve “Tumor necrosis factor receptor associated factor 3”
(TRAF3)’tiir ve bu molekiillerin immiin disregiilasyon bulgular1 olan hastalarda

ifadesinin arttig1 gosterilmistir (13-17).

Fosfatidilinositol 3-kinaz yolagi; biiyiime, farklilasma, ¢ogalma ve hayatta
kalma dahil olmak iizere bir¢ok hiicresel siiregte yer alir. PI3K9 ise 6zellikle immiin
sistem hiicrelerinde bulunur. PI3K&' nin hem asir1 aktivasyonu hem de yetersiz
aktivasyonu primer immiin yetmezlige neden olabilir. PI3K3' nin kontrolsiiz
aktivasyonu immiin sistemin regiilasyonun bozulmasina yol agar ve bu durumda
hastalarda otoimmiin bulgular, lenfoproliferasyon ve kanser goriilebilir (18-20).
Yolagin ana efektorleri “AKT serine/threonine kinase” (AKT) ve “Mechanistic target
of rapamycin” (MTOR)’dur ve bu molekiillerin artmis ekspresyonu immiin

disregiilasyon ile iliskilendirilmistir (21-23).

Bizim hipotezimiz otoimmiin bulgular ve/veya lenfoproliferasyon saptanan
hastalarda yapilacak olan c¢alisma sonuglari ile risk analizi yapilabilecegi ve etkili
olabilecegi diislinlilen yolaklardaki molekiillerin degerlendirilmesi ile saptanacak
sonuglarin klinik 6ngdrii, hizli tant konulmasi, iyi hasta takibi ve hedeflenmis tedaviye
olanak saglayabilecegidir. Bu ¢alisma ile hastalarin klinik bulgular1 (semptom baslama
yast, hangi semptomlarin goriildiigli ve siddeti, komplikasyonlar), laboratuvar
bulgular1 (bazal ve ileri immiinolojik tetkikler) karakterize edilerek; RT-PCR ile
immiin disregiilasyon ile iligkili yolaklar incelenecek ve 6zellikle klinik penetransa
katk1 saglayan yolaklar ve molekiiller aydinlatilmaya calisilacaktir. Bu hastalarda
tanida ya da klinik takipte yardimci olabilecek bir fikir birligine heniiz varilamamustir.
Bu calisma ile otoimmiin bulgusu ve/veya lenfoproliferasyonu olan hastalarda tanida
ve klinik takipte yol gosterici olabilecek biyobelirteglerin belirlenmesi amaglanmigtir
ve bu nedenle literatiirde daha 6nce immiin disregiilasyon ile iliskili oldugu bildirilen
yolaklardan bazi molekiiller segilerek, kontrollere gbére gen ifadeleri
karsilagtirilacaktir. Hangi bulgularin bize primer immiin yetmezlikler agisindan yol
gosterici olabilecegi belirlenecektir. Klinik takip i¢in bir algoritma olusturulmasi
planlanmaktadir. Hastalarda kontrollere gore anlamlhi bir farklilik gosteren gen

ifadeleri bize tani, takip ve tedavi etkinligini degerlendirmede yardimci olabilir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Primer immiin Yetmezlikler

Primer immiin yetmezlikler (PI1Y) immiin sistemin herhangi bir bileseninde
eksiklik ve/veya fonksiyon bozukluguna bagli olarak ortaya ¢ikan, enfeksiyonlara
yatkinlik, otoimmiinite, otoinflamatuvar hastaliklar, alerji ve/veya malignensi gelisimi
ile karakterize olabilen hastaliklardir (1-3). PIY hastaliklari, immiin sistemdeki
dogustan gelen kusurlardan dolay1 ortaya ¢ikar ve bugiine kadar 500’e yakin genetik
defekt tanimlanmistir (3, 24). Cogu PIY hastalifi, immiin sistem gelisimi ve/veya
islevlerindeki kalitsal kusurlardan kaynaklansa da, somatik mutasyonlarin ya da
notralize edici otoantikorlarin neden oldugu edinilmis formlar da tanimlanmistir ve
IUIS (The International Union of Immunological Societies; Uluslararas1 Immiinoloji
Dernekleri Birligi) siniflamasinda yerini almistir (3, 25). Bunlarin yaninda viral veya
bakteriyel enfeksiyonlar (insan bagisiklik yetmezligi virtisi-HIV, kizamik, Epstein
Barr viriis-EBV, agir sepsis, milier tiiberkiiloz), malnutrisyon, lenfosit ya da
immiinoglobulin (Ig) kaybi (nefrotik sendrom, protein kaybettirici enteropati, agir
yaniklar), metabolik hastaliklar (diabetes mellitus-DM, agir karaciger hastaligi,
sarkoidoz, orak hiicreli anemi, hipoadrenalizm), kollajen vaskiiler hastaliklar (sistemik
lupus eritamatozus), malignensi (lenfoma, l6semi, myelom), radyasyon ya da
immiinsupresif tedavilere bagl olarak gelisebilen sekonder immiin yetmezlikler de
benzer klinik bulgulara neden olabilir. Tiim dogustan gelen bagisiklik hastaliklar1 goz
oniinde bulunduruldugunda, kiiresel niifusun %1'1 primer immiin yetmezlige sahip
olabilir (26). Diinyada PIY sikligmin, selektif immunoglobulin A (IgA) eksikligi hari¢
tutuldugunda, 1-5/10.000 arasinda oldugu tahmin edilmektedir (27, 28). Tiirkiye’de
yapilan bir calismada sikhigi 3/10.000 olarak bildirilmistir (29). PIY’ ler, siit
¢ocuklugunda erkek cinsiyette daha sik (5/1), ergen ve eriskinlerde ise erkek ve kizda
esit oranda goriilmektedir (27, 28, 30).

Immiin yetmezlik hastaliklarmin bulgular, hastaliga ve hastaya gore
degisiklik gostermektedir. Antikor eksikliklerine bagli immiin yetmezlikler, anneden
bebege gecen antikorlarin etkisi ile ilk 6 ayda bulgu vermeyebilirken; agir kombine

immiin yetmezlik (AKIY) ve kombine immiin yetmezlik hastalarinda (KIY) daha



erken aylarda/yaslarda ve daha ciddi bulgular goriilebilmektedir. Hastanin oykiistinde
ozellikle tekrarlayan ya da normalden daha ciddi seyreden ya da firsat¢1 enfeksiyon
Oykiisti dikkate alinmalidir (28, 31). Jeffrey Modell Vakfi’nin yaptig1 ¢alismalar ve
yayinladig1 uyarici isaretler, bir hasta degerlendirilirken ne zaman immiin yetmezlik
stiphesi duyulmasi gerektigine dair hekimlere yol gostermektedir (26). Buna gore bir
yilda dort ya da daha fazla otitis media, bir yilda iki ya da daha fazla siniizit, iki aydan
daha uzun antibiyotik kullanilmasin1 gerektiren enfeksiyonlar, bir yilda iki ya da daha
fazla pndmoni, bilylimede gerilik/yavaslama, tekrarlayan/derin cilt ya da organ absesi,
agizda ya da ciltte persistan mantar enfeksiyonu, intravendz antibiyotik ihtiyaci
olmasi, iki ya da daha fazla derin yerlesimli enfeksiyon (septisemi dahil) ve ailede
primer immiin yetmezlik dykiisii olmasi, 10 uyarici isaret olarak bildirilmistir. Bazi
tekrarlayan spesifik viral (Enteroviriis, Herpes vb.) ya da bakteriyel (Meningokok,
Serratia vb.) enfeksiyonlar da yol gosterici olabilir. Normalden sik/agir/nadir etkenler
ile olan enfeksiyonlar disinda, agir atopik dermatit/egzema ve immiinglobulin E
yuksekligi, birka¢ otoimmiin bulgu/hastaligin bir arada bulunmasi, ya da ¢ok erken
yaslarda ortaya ¢ikan otoimmiin hastaliklar (DM), enteropati, sinirlandirilamayan
otoinflamasyon, uzun siireli/kontrol edilemeyen lenfoproliferasyon varligi ya da
malignensi gelisimi ile seyreden immiin yetmezlikler de son donemlerde

tanimlanmaya ve bildirilmeye baglanmistir (1, 3, 32, 33).

Immiin sistemin regiilasyonunda bozukluk, yani immiin sistemin dengede
(homeostaz) tutulamamasi ve durdurulamayan aktivasyonu; organizmanin kendi hiicre
ve dokularina zarar vermesi ya da hiicrelerin kontrolsiiz ¢ogalmasi ile sonuglanir.
Saglikli bireylerde immiin sistemin dis etkenlere gerekli yamiti verirken, kendi
antijenlerine cevapsizligi ve etkinlesen immiin cevabin durdurulmas: ile ilgili
mekanizmalarla, immiin tolerans gerceklesir (34). Hem B, hem de T lenfositler
“santral” ve “periferik” tolerans mekanizmalar1 ile immiinolojik a¢idan organizmanin
kendi hiicrelerine cevapsiz hale gelirler (35). Santral tolerans’in ilk adimi T hiicreleri
icin timusta ve B hiicreleri icin kemik iliginde ve dalakta gerceklesen pozitif veya
negatif seleksiyondur. Pozitif seleksiyon ile timik kortekste, kortikal timik epitelyal
hiicrelerin  “major histocompatibility complex” (MHC) molekiilleri ile birlikte
sundugu antijeni taniyabilen T hiicre reseptorleri tastyan hiicreler olgunlagsmaya devam

ederken, timik medullada negatif seleksiyon ile organizmanin kendisine kars1



reaksiyon veren (self-reaktif, MHC ile sunulan organizmanmn kendi peptidlerini
kuvvetle taniyan) hiicreler ortadan kaldirilir (delesyon, apoptoz) (36, 37).
Organizmanin kendi antijenlerini taniyan bazt CD4" T hiicreler delesyona ugramaz,
bunun yerine regiilator (diizenleyici) T hiicreye (Treg) farklilasir. Periferik toleransta
onemli rol oynayan regiilator T hiicreler (Treg) CD4'T hiicrelerin bir alt grubudur; bu
hiicrelerin gelisimleri ve supresor fonksiyonlari i¢in mutlaka “forkhead box P3”
(Foxp3) proteini gerekir. Regiilator T hiicreler inhibitor sitokinler olan interlokin 10
(IL-10) ve “Transforming growth factor beta” (TGF-p) araciligiyla otoreaktif hiicreleri
baskilayarak periferik toleransi saglar. Kendi antijenlerine karsi cevap verebilecek
sekilde gelisip timustan ayrilan T hiicreler i¢in immiinolojik tolerans, periferik tolerans
mekanizmalar1 (klonal delesyon, fonksiyonel cevapsizlik ve supresyon) ile
saglanmaktadir. B hiicreleri i¢in de periferik tolerans, anerji, supresyon, reseptor
diizenlenmesi (receptor editing, spesifisite degisikligi) gibi mekanizmalar ile saglanir.
Immiin regiilasyon mekanizmalarinda meydana gelen bozukluklar sonucu hastalarda
otoimmiinite, lenfoproliferasyon ve malignensilere yatkinlikk gibi immiin
disregiilasyon bulgular1 gelisebilir. Uluslararas1 Immiin Yetmezlik Birligi
(International Union of Immunodeficiency Societies (IUIS)) tarafindan ayri olarak
siniflandirilan immiin disregiilasyon hastaliklar1 otoimmiinite, lenfoproliferasyon ve
malignensilere yatkilik ile karakterizedir; ancak diger PIY’lerde de hastalik seyrinde
bu bulgular gelisebilir (3). Immiin disregiilasyon hastaliklarinin altgruplari ve kalitim

sekilleri Tablo 2.1° de verilmistir.



Tablo 2.1. Immiin disregiilasyon hastaliklar1 ve altgruplari*

a. Familyal hemofagositik
lenfohistiyositoz (FHL)

Perforin eksikligi (FHL2), PRF1, OR
UNC13D/Munc13-4 eksikligi (FHL3), UNC13D, OR
Sintaksin 11 eksikligi (FHL4), STX11, OR
STXBP2/Munc18-2 eksikligi (FHLS5), STXBP2, OD/OR
FAAP24 eksikligi, FAAP24, OR

SLC7AT7 eksikligi, SLC7A7, OR

RHOG eksikligi, RHOG, OR

Chediak-Higashi sendromu, LYST, OR

Griscelli sendromu tip2, RAB27A, OR
Hermansky-Pudlak sendromu tip2, AP3B1, OR
Hermansky-Pudlak sendromu tip10, AP3D1, OR

CEBPE neofonksiyonu, CEBPE, OR fonksiyon kazanimi

IPEX sendromu, FOXP3, XL

CD25 eksikligi, IL2RA, OR

CD122 eksikligi, IL2RB, OR

CTLA4 haployetmezligi, CTLA4, OD

LRBA eksikligi, LRBA, OR

DEF6 eksikligi, DEF6, OR

STAT3 mutasyonu, STAT3, OD fonksiyon kazanimi
BACH2 eksikligi, BACH2, OD

FERMT]1 eksikligi, FERMT1, OR

0. IKAROS mutasyonu, IKZF1, OD fonksiyon kazanimi

APECED, AIRE, OR/OD

ITCH eksikligi, ITCH, OR

Tripeptidil peptidaz 2 eksikligi, TPP2, OR
JAK1 mutasyonu, JAK1, OD fonksiyon kazanimi
Prolidaz eksikligi, PEPD, OR

SOCS1 haplo-yetersizligi, SOCS1, OD
PD-1 eksikligi, PDCD1, OR

IL10 eksikligi, 1L10, OR

IL10R eksikligi, ILIORA-IL10RB, OR
NFATS haployetmezligi, NFAT5, OD
TGFBI eksikligi, TGFB1, OR

RIPK1 eksikligi, RIPK1, OR

ELF4 eksikligi, ELF4, XL

ALPS FAS, TNFRSF6, OD/OR
ALPS FASLG, TNFSF6, OR

ALPS kaspaz 10, CASP10, OD
ALPS kaspaz 8, CASP8, OR

FADD eksikligi, FADD, OR

SAP eksikligi (XLP1), SH2D1A, XL
XIAP eksikligi, (XLP2), XIAP, XL
CD27 eksikligi, CD27, OR

CD70 eksikligi, CD70, OR

CTPSI eksikligi, CTPS1, OR
CD137 eksikligi, TNFRSF9, OR
RASGRPI eksikligi, RASGRP1, OR
RLTPR eksikligi, CARMIL2, OR

. XMEN, MAGTL, XL

10. PRKCD eksikligi, PRKCD, OR

11. TET2 eksikligi, TET2, OR

b. Hipopigmentasyonla giden FHL
sendromlari

c. Regiilator T hiicre defektleri

d. Otoimmiinite, lenfoproliferasyon ile
birlikte ya da degil

e. Kolitle seyreden immiin
disregiilasyon

f. Otoimmiin lenfoproliferatif
sendrom

g. EBV ve lenfoproliferasyona
yatkinhk

CoNo~LONMNRIORAONRPIOORAWONRPEINOORONRPIBOONOORONREIORMONRE NOORWDNDE

OD: otozomal dominant, OR: otozomal resesif, XL: X e bagl kalitilan (X linked),

GOF: fonksiyon kazandirici (gain of function), CTLA4: cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4,
LRBA: lipopolysaccharide -responsive and beige-like anchor protein, ALPS: otoimmiin
lenfoproliferatif sendrom, XLP: X’ bagli lenfoproliferatif hastalik, XMEN: X’e bagl immiin yetmezlik,
magnezyum defekti, Epstein-Barr viriis enfeksiyonu, ve neoplazi, IPEX: immiindisregiilasyon,
poliendokrinopati, enteropati, X’e bagli, APECED: otoimmiin poliendokrinopati, kandidiazis,
ektodermal distrofi

*1US 2022 siniflamasina gore diizenlenmistir.



https://en.wikipedia.org/wiki/Lipopolysaccharide

Literatiirde immiin disregiilasyonla iligkili olabilecek bir¢cok yolak ve molekiil
tanimlanmistir. Bazi1  yolaklarin  kontrolsiiz  aktivasyonu otoimmiinite ve
lenfoproliferasyon bulgularinin  6n  planda oldugu klinik durumlar ile
sonuglanabilmektedir. Iyi bilinen apoptoz yolagi, niikleer faktdr- kB (NFkB) ve
fosfoinositid 3-kinaz (PI3K) yolaklarinda yer alan bazi molekiillerin ekspresyonunun

artmasi immiin disregiilasyon bulgular ile iliskilendirilmistir (9, 18, 34, 38, 39).
2.2. Immiin Disregiilasyonla Iliskili Yolaklar
2.2.1. Apoptoz Yolag:

Hiicresel canliligin devam ettirilmesi kadar, gereksiz veya hasarli hiicrelerin
ortadan kaldirilmasi da dokularda, organlarda ve tiim organizmada homeostazin
sirdiiriilmesi i¢in gereklidir. Bir tiir hiicre 6liim mekanizmasi olan apoptoz
(programlanmis hiicre 6liimii), ¢esitli molekiiller arasindaki etkilesimler tarafindan
kontrol edilir ve istenmeyen hiicrelerin viicuttan uzaklastirilmasindan sorumludur.
Apoptoz, bir organizmada hiicre sayisin1 sabit tutmak i¢in dogal homeostatik
mekanizmanin bir unsurudur ve dokunun, gelisim, biiylime veya yaslanma sirasinda
hasar goren veya artik yonetilemeyen istenmeyen/gereksiz hiicreleri ortadan
kaldirmasina yardimci olur. Apoptoz, hiicre i¢inden (intrinsik) veya hiicre digindan
(ekstrinsik) gelen 6lim sinyalleri aracihigiyla tetiklenebilir. Apoptoz siirecindeki
herhangi bir defekt otoimmiin hastaliklar ve kanser gibi ¢esitli klinik durumlara neden
olabilir. Kaspazlar, apoptozis proteinlerinin inhibitdrii, B hiicre lenfoma (Bcl)-2 gen
ailesi, timdr nekroz faktorii (TNF) reseptor gen siiper ailesi veya p53 geni gibi farkli

gen aileleri apoptozis siirecinde yer alir ve/veya isbirligi yapar.

Ekstrinsik veya intrinsik uyaranlar, apoptotik sinyalizasyon kaskadini
baslatabilir. “Fas ligand” (FASL-CD95L) veya “TNF-related apoptosis-inducing
ligand” (TRAIL) gibi hiicre dis1 6lim ligandlari, 6nceden olusturulmus reseptor
trimerlerine baglanir (40). Ligand baglandiktan sonra, adaptor protein “Fas associated
death domain” (FADD), 6liim efektor alan1 (DED: death effector domain) araciligiyla
reseptore baglanir. Kaspaz-8 daha sonra iki 6liim efektor alani araciligiyla, FADD'nin
DED'ine baglanir (41). Reseptor aktivasyonu sonucu bir araya gelen proteinler

membrana bagli 6liim indiikleyici sinyal kompleksi (DISC: death-inducing signaling



complex) olusturur (42). DISC'nin olusumundan sonra, kaspaz-8 homodimerinin
biiyiik ve kiigiik katalitik alt birimleri ayrilarak, diger efektor kaspazlart aktive eder ve
aktif kaspaz-8 de Bid gibi substratlar1 pargalayarak ekstrinsik ve intrinsik apoptotik
yolu birbirine baglar. DISC aracili kaspaz-8 boliinmesi, proteaz aktivitesi olmayan
DED igeren kaspaz benzeri bir protein olan “FLICE-like inhibitory protein CASP8 and
FADD-like apoptosis regulator” (cFLIP) tarafindan diizenlenir (43). DISC olusumu
aym zamanda NF-kB aktivasyonuna ve sitokin gen indiiksiyonuna yol agar (44).
Kaspaz 10 da DISC’e gelir ve buradaki cesitli silirecler sonucunda aktiflesir. Baslatici
kaspazlardan 8 ve 10 yapisal ve islevsel olarak homologdur. Birbirlerinden bagimsiz
olarak aktive edilebilir ve apoptozu indiikleyebilirler (45). ki enzimin substrat
Ozgiilliigii genelde ortlisiirken, birbirlerinden bagimsiz farkli proteinlerde de
etkilesime girdikleri bilinmektedir. Ornegin, hem kaspaz 8 hem de 10 in vivo kaspaz
3'li, ancak sadece kaspaz 8 TNF aracili NF-«kB aktivasyonu i¢in kritik bir kinaz olan
reseptor etkilesimli proteini (RIP) keser ve boler. Sekil 2.1°de ekstrinsik ve intrinsik

apoptoz yolaklar1 ve yer alan molekiiller alintilanmistir (46).

S Ekstrinsik yolak intrinsik yolak
Oliim reseptérleri intrinsik uyari:
(TRAILR-FAS) DNA hasari, endoplazmik
retikulum stresi, hipoksi,
\Ji prokaspaz 8 metabolik stres
/ —_—
prokaspaz 10 l / ~
mitokondri
AN []
- kaspaz 8 aktive MOMP 0
kaspaz 10 BAX ve BAK o o
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Sekil 2.1. Ekstrinsik ve intrinsik apoptoz yolaklari
46 numarali kaynaktan diizenlenerek alinmustir (46).

Ekstrinsik yolak tarafindan tetiklenen apoptoz sirasinda, oncelikle timor

nekroz faktorii (TNF) gen siiper ailesine ait membrana bagli 6lim reseptorleri



araciligiyla sinyalizasyon baslatilir. ilk sinyal, ligandlar ile Fas ligand/FasR,
TNF/TNFR1, Apo2L/DR4 veya TNF-iliskili apoptoz indiikleyici ligand (TRAIL)R1
gibi hiicre zar1 6lim reseptorleri arasindaki etkilesimlerle saglanir (38, 47). Fas
ligandinin reseptoriine baglanmasi adaptdr protein olan Fas associated death domain'in
(FADD) baglanmasina neden olurken, TNF/tiimor nekroz faktorii reseptorii (TNFR)
etkilesimi TNFR-associated death domain'in (TRADD) baglanmasina neden olur ve
bu da pro-kaspaz-8 aktivasyonuyla sonuglanir. Pro-kaspaz-8, 6liim indiikleyici sinyal
kompleksi yardimiyla otokatalitik olarak aktive edilir. Pro-kaspaz-8, dimerizasyon
veya trimerizasyon yoluyla pro-kaspaz-8 aktivasyonunu tetikler. Kaspaz-8 de kaspaz-
3, kaspaz 7, Bid ve ayrica NF-kB'yi aktive eder. Fas-Fas ligand etkilesimi, lenfosit
apoptozunda yer alan 6nemli bir ekstrinsik yoldur ve adaptor protein Fas-Associated

Death Domain'in birlesmesi ve procaspaz 8 ve 10'un aktivasyonuyla sonuglanir.

ALPS kronik, benign, enfeksiy6z olmayan lenfoproliferasyon, otoimmiin
belirtiler ve lenfomaya yatkinlik ile karakterizedir. Otoimmiin belirtiler genelde kan
hiicrelerini hedef alir ve Coombs testi pozitif olan otoimmiin hemolitik anemi, notrofil
ve trombosit antikorlariyla iligkili immiin aracili trombositopeni ve otoimmiin
nétropeniyi igerir (7, 48). ALPS hastalarinda immiinolojik 6zellikler temel olarak
TCRo/B*CD4 CD8 ™ T hiicre (DNT: double negative T cell/¢ift negatif T hiicre) toplam
lenfositlerin %1,5'una veya CD3" T lenfositlerin %2,5’una esit veya daha yiiksek
oranda artmasiyla karakterizedir. ALPS hastalarinda siklikla poliklonal
hipergamaglobulinemi goriiliir. Serum IL-10, IL-18, ¢oziiniir FasL ve vitamin B12
seviyeleri FAS mutasyonu olan ALPS hastalarinda artar ve bu hastalarin tanisi i¢in

yararl biyobelirtecler olabilir.

Fas-FasL apoptoz yolaginin bilesenlerini kodlayan genlerdeki mutasyonlar
(FAS, FASL, FADD, CASP8 ve CASP10) ALPS' ye yol acar (49). En sik FAS
mutasyonlart ALPS klinigine neden olmakla birlikte, sadece birka¢ hastada, Fas
yolunun diger bilesenlerinde hastalia neden olan mutasyonlar tanimlanmistir. FAS
ligand eksikligi klinik olarak FAS eksikligine birebir benzerken, FADD eksikliginin
klinik fenotipi daha karmagiktir. Bu hastalarda degisken
lenfoproliferasyon/splenomegali goriilse de, tekrarlayan ensefalopati, invaziv

pnomokok hastaligi ataklar1 ve ciddi viral enfeksiyonlar bildirilmistir (50). Benzer
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sekilde, CASP8 mutasyonlar1 daha karmagsik bir kombine bagisiklik yetmezligine

neden olur.
2.2.2. Niikleer Faktor- kB (NFxB) Yolagi

Niikleer faktor- kB, organizmada bir¢ok hiicrede ve 6zellikle immiin sistem
hiicrelerinde bulunur. Immiin yanitin olusmasi, devam etmesi ve zamaninda
durdurulmasinda rol alan genleri regiile eden bir uyarilabilir transkripsiyon faktorleri
ailesidir. NFkB adini, aktive B lenfositlerin ¢ekirdeklerinde, xappa hafif zincir geninin
yakinina baglanan bir transkripsiyon faktorii (niikleer faktor) olarak tanimlanmasindan
dolay1 almistir (51). Yapilan arastirmalar glia hiicreleri, epitel ve endotel hiicreleri,
platelet ve hepatosit gibi hiicre gruplarinda da NFxB ifade edildigini gostermistir.
NFkB hiicre canliliginin devam ettirilmesi, biiylime, proliferasyon, apoptoz,
anjiyogenez, immiin yanit, inflamasyon, hiicre adezyonu ve farklilasmasi gibi

biyolojik siire¢lerden sorumlu gesitli genlerin ifadesini diizenler.

NF-«B ailesi iiyeleri olan proteinler, hiicre iginde beklemede (latens) inaktif
olarak tutulan ve uyari geldikten sonra genelde hizli yanit verilmesini saglayan
transkripsiyon faktorleridir. Uyar1 ortadan kalktiginda tekrar bekleme haline geri
donerler. Immiin yanit sirasinda B lenfositler ve dogal immiin sistem hiicreleri NF-kB
araciligi ile ilk aktive edilen hiicrelerdir ve sonra T lenfositler uyarilarak aktive olmasi
saglanir. NF-xB hedef genleri sitokin/kemokinler ve reseptorleri, immiin yanitta rol
alan diger reseptorler, antijen sunumunda gorevli proteinler, hiicre adezyon
molekiilleri, apoptoz regiilatorleri ve biiylime faktorleridir (52, 53). NF-xB, hem
immiin yanitta rol alan sitokinlerin, kemokinlerin ve adezyon molekiillerinin tiretimini
arttirir, hem de hiicre proliferasyonu, apoptozu ve farklilasmasin1 da kontrol ederek
inflamasyon baslamasi ve ilerlemesinde gorev alir. Dolayisi ile NF-kB organizma igin

yasamsal bir siire¢ olan sinyal iletiminde 6nemli roller oynamaktadir.

NF-kB ailesinin, yapisal olarak benzerlik gdsteren bes iiyesi bulunmaktadir.
NF-kB1 (p50), NF-kB2 (p52), RelA (p65), RelB ve c-Rel, gesitli hetero- veya homo-
dimerler olusturarak, belirli genlerin transkripsiyonunu regiile ederler (54). Bu
proteinlerden olusan dimerler gen transkripsiyonunu pozitif ya da negatif olarak

diizenleyebilirler. Dimerlerin hangi hiicre ¢esidinde, inflamasyonun hangi evresinde
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ve hangi miktarda olustugu immiin cevabi sekillendirir. Bes proteinde ortak olarak
“Rel homology domain” (RHD) vardir ve DNA baglanmasi, dimerizasyon ve inhibitor
proteinlerin baglanmasini saglar. RelA (p65), RelB, and c-Rel, C terminalde direkt gen
transkripsiyonunu indiikleyebilen transaktivasyon domainine (TAD) sahiptir. TAD
domaini p50 ve p52°de bulunmaz ve bu molekiiller homodimer olusturduklarinda
DNA’daki spesifik bolgelere baglanma icin transkripsiyonel olarak aktif dimerlerle
rekabete gireceklerinden, supresor olarak da siniflandirilabilirler. Ancak TAD domaini
iceren bir protein ile heterodimer olusturduklarinda transkripsiyonu pozitif yonde
etkileyebilirler. NF-xB dimerleri sitoplazmada, “inhibitor of «kB” (IkB) ailesi
tiyelerinin de dahil oldugu inhibitor proteinler tarafindan inaktif olarak tutulur. IxkB
protein ailesi, [kBa, IkBp, IkBe, Bcl-3, [kB{, IkBNS, IkBn ve NF-xB onciilleri p100
(IkBd) ve p105 (IkBy)’i igermektedir. NF-kB1 ve NF-kB2’nin dnciilleri olan p105 ve
p100, yapisal olarak ve gorev agisindan IkB proteinlerine benzer. IkB ve IkB benzeri
proteinler C terminal ankyrin tekrarlarina sahiptir ve bu sekilde NF-xB dimerleri ile
etkilesime gecerler. p100 ve pl05’in ankyrin igeren kisimlar1 kismi proteolize
ugradiktan sonra olusan p52 ve p50, homo/hetero-dimerler olusturarak fonksiyon

gostermeye baslar.

RelA (p65) | RHD | [ Tap2 | [ TADI
RelB lLz| | RHD | TAD
cRel | RHD | | TAD1 | | TAD2
p50 (NFKB1) | Lol |

P52 (NFKB2) | RHD |

RHD: Rel homology domain, TAD: transactivation domain, LZ: leucine zipper

Sekil 2.2. NF-«B proteinleri ve domainleri

Dinlenme halindeki hiicrelerde, NF-kB dimerleri, IxB proteinleri tarafindan
inaktif halde tutulur. Hiicre yiizeyinde bulunan ilgili reseptorlerin uyarilmasi ile, NFkB
dimerleri serbest kalir ve dimerlerin ¢ekirdege translokasyonu gerceklesir. NFxB

dimerleri, spesifik dizilere baglanarak NF-xB hedef genlerinin transkripsiyonunu
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diizenler. Farkli uyaranlarla ¢esitli hiicre yiizeyi reseptdrlerinin uyarilmasi sonucu,
NF-xB’nin kanonik ve non-kanonik yollar araciligi ile aktiflesmesi, ¢esitli biyolojik

siirecleri biitiinlestirir.

IxB kinaz kompleksi (IKK), IxB proteinlerinin yikimi igin gerekli
fosforilasyonunu gergeklestirerek NF-kB yolaginin aktivasyonunu saglar. Aktivasyon
sinyali hiicre reseptorlerinden iletildikten sonra, IkB kinaz kompleksi IkB proteinlerini
fosforile eder ve bunun sonucunda isaretlenmis olan IkB’nin 48. pozisyondaki lizin
(K48) rezidiisinden bagslayarak poli-ubikitinasyonu gerceklesir ve IkB’nin
proteozomal yikimi sonucu NF-kB dimerleri serbestleserek niikleusa gecerler. IKK
kompleksi IKKa veya IKK kinazlari ile non-katalitik diizenleyici altbirim “NFxB
esansiyel modiilatori” (NEMO-IKKy)’ dan olusur.

IxB’nin, kanonik (klasik) ve kanonik olmayan (alternatif) yollardan
posttranslasyonel modifikasyonu, aslinda NF-kB aktivasyonunun ilk basamagidir (51,
55). Kanonik NF-kB yolagi, sitokin-biiyiime faktorii reseptorleri (TNFR: timor
nekrozis faktor reseptorii, ILIR: interlokin 1 reseptorii), patern tanima reseptorleri
(PRR), 6zellikle TLR (Toll-like reseptorler) ve B ve T hiicre reseptorlerinin uyarilmasi
sonrasi aktiflesir. Kanonik yolak aktive oldugunda, IkBa oncelikle IKKf tarafindan
fosforillenir ve ubikitinasyonu baslar, sonra da yikima ugrar ve NF-kB dimerleri
p65:p50 niikleusa gegcerek DNA hedef bolgelerine baglanir. Kanonik olmayan yolak
CD40-CD40L, B lenfosit aktivasyon faktorii (BAFF) ve lenfotoksin B (LTP)
tarafindan uyarilabilir ve IKKa aracili p100:RelB fosforilasyonundan sonra, p100’in
kismi yikimi gergeklesir ve p52:RelB dimerinin aktif hale gelerek niikleusa yer
degistirmesi saglanir. Genelde kanonik yolak araciligi ile p65:p50, kanonik olmayan
yolak araciligi ile p52:RelB dimerlerinin aktivasyonu saglanir. p50 molekiilii p65,
RelB veya c-Rel ile heterodimerler olusturarak transkripsiyonel bir aktivator olarak
gorev yapabilir; p50 homodimerleri ve p50/p52 heterodimerleri ise aktivator olarak
fonksiyon gosteremez. Klasik yolak hizli bir immiin yanittir ve inflamasyonda gorev
alir; alternatif yolak yeni protein yapimi gergeklestigi goz 6niinde bulundurulursa daha

yavas ve kalict bir yanittir ve lenfogenezde rol oynar.
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Sekil 2.3. Kanonik ve kanonik olmayan NF-kB yolaklari

Kanonik NF-kB yolagini aktive eden sitokinlerden en iyi bilineni timér nekroz
faktorii o (TNFa)” dir. TNF molekiiliiniin TNF reseptoriine baglanmasi ile, “Receptor-
interacting protein kinase 1” (RIPK1), “Tumor necrosis factor receptor type 1
associated death domain protein” (TRADD), “TNF receptor associated factor 2”
(TRAF2), “cellular inhibitor of apoptosis protein” (clAP), “Transforming growth
factor-beta activated kinase binding protein” (TAB) ve “Transforming growth factor-
beta activated kinase 1” (TAK1) ve “linear ubiquitination assembly complex”
(LUBAQC) ile birlikte bir megakompleks meydana getirir (56). Immiin yanit sirasinda
NEMO, IxB, p100, MALTI, BCL10 gibi bir¢ok protein gorev diizenleyici ya da
yikimsal ubikitinasyona ugrayabilir (57). Kanonik yolakta LUBAC tarafindan
baslatilan lineer ubikitinasyon siiregleri yolak aktivasyonunun saglanabilmesi igin
gereklidir. LUBAC kompleksi “Haem-oxidized IRP2 ubiquitin ligase-1” (HOIL),
“HOIL-1 interacting protein, E3 ligaz” (HOIP) ve “SHANK-associated RH domain
interacting protein” (SHARPIN) olmak iizere ti¢ proteinden meydana gelir. “CYLD
lysine 63 deubiquitinase” (CYLD), “OTU deubiquitinase with linear linkage
specificity” (OTULIN) ve “TNF alpha induced protein 3” (A20/TNFAIP3)
deubikitinazlar1 ise, NF-xB negatif feedback mekanizmasinin ana bilesenleridir (58).

TNF reseptoriine yakin yerlesen megakompleks ile, IKK fosforilasyonu ile IKK’nin



14

kinaz aktivitesi uyarilir ve NEMO’nun ubikitinasyonu saglanarak, IkB yikimi sonrasi
NF-«B aktif hale gelir.

B ve T hiicrelerinde “Caspase recruitment domain containing protein 11”
(CARD11): “B-cell lymphoma/leukemia 10” (BCL10): “Mucosa-associated lymphoid
tissue  lymphoma translocation protein 17 (MALT1) vyani CBM
(CARD11:BCL10:MALT1) kompleksi ile NF-kB indiiklenir ve aktiflesir (55). B ya
da T hiicre reseptorii uyarildiktan sonra CARDI11 reseptore yakin bir konuma yerlesir
ve T hiicrelerde “protein kinaz C-0” (PKC0)-B hiicrelerde “protein kinaz C-p” (PKCP)
aracilig1 ile fosforillenerek oligomerizasyonu baslatilir ve CARD11, BCL10 ve
MALTL biraraya getirilir. CBM kompleksi araciligi ile “TNF receptor associated
factor 6” (TRAF6), TAK1, TAB2/3 ve LUBAC yakin konumlanir ve IKKa-
fosforilasyonu ve NEMO ubigqitinasyonu gerceklestirilerek, B ve T lenfositlerde yolak

aktivasyonu saglanir.

Alternatif NFkB yolagi lenfoid organogenez i¢in dnemlidir. Non-kanonik NF-
kB yolag1 aktivasyonu sonucunda RelB-p52 heterodimerleri niikleusa yer degistirerek
gorev yapar. Alternatif yolak “Tumor necrosis factor receptor superfamily member
12A” (TNFRSF12A-Tweak reseptorii), lenfotoksin B reseptorii (LTPR), B-hiicresi
aktive edici faktor reseptorii (BAFF-R), NF-kB reseptor aktivatorii (RANK; Receptor
activator of NFkB), CD40 ve CD27 reseptorleri araciligi ile uyarilir. Bu yolak IKKa’
ya bagimli, IKKf ve NEMO’dan ise bagimsizdir. Non-kanonik NFkB yolaginda en
onemli siire¢, NFkB2'nin &nciil proteini p100tin modifikasyonudur. p100, kanonik
olmayan yolagin ana negatif regiilatoridiir. Alternatif yolagin aktivasyonunun en
onemli unsuru olan “NF«B inducing kinase” (NIK) aktivitesinin diizenlenmesi de
post-translasyonel mekanizmalarla gergeklestirilir. Istirahat halindeki hiicrelerde NIK,
timor nekroz faktorii reseptoriiyle iligkili faktor 2 ve 3'e (TRAF2/3) ve apoptoz
proteini 1 ve 2 hiicresel inhibitoriine (cIAP1/2) baglidir ve NIKin siirekli devam eden
sekilde ubikitinasyonu ve sonugta degradasyonu saglanir. CD40L, TNF benzeri zayif
apoptoz indiikleyicisi (TWEAK), lenfotoksin alfa/beta (LTa/B), endotoksin
lipopolisakkarit (LPS) araciligi ile uyar1 geldiginde TRAF2/3, clIAP1 tarafindan
ubikitinasyon i¢in hiicre zarinda tutulur; TRAF3 ubikitinasyonu gergekleserek yikima

ugrar ve NIK'in hiicre iginde artmasina olanak saglanir (59). Hiicreler uyarildiktan
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sonra TRAF2/3, clAP araciligi ile NIK stabilizasyonu saglanir ve boylece NIK
aktiflesir (60). NIK araciligi ile fosforilasyon sonrasi aktiflesen IKKa da p100°i
fosforilleyerek yikilmasina ve p52 olusmasina neden olur. Serbestlesen RelB:p52
dimeri niikleusa yer degistirir. NIK ve non-kanonik yolak ayrica B-T-hiicreleri,

makrofajlar ve dendritik hiicrelerin iglevlerinde kritik roller oynar.

TLR'ler, B ve T hiicre reseptorleri tizerinden NFxB kanonik yolagin kontrolsiiz
aktivasyonu ayni zamanda otoimmiiniteden sorumlu siire¢leri de baslatmaktadir (9). B
hiicrelerinde, apoptotik hiicre artiklarinin yetersiz temizlenmesi, endozomal TLR7 ve
TLR9'u uyarabilen niikleik asitleri serbest birakir. TLR7 ve TLR9 aracili NFkB
aktivasyonu MyD88, “interleukin-1 receptor associated kinase” (IRAK) kinaz ailesi
ve TRAF6'ya baglidir. Bu TLR reseptorleri, antikor iiretimini artirmak amaciyla NF-
kB'yi aktive etmek i¢in B hiicre reseptorii ile birlikte ¢alisabilir. Dendritik hiicreler,
antijene 0zgli T hiicrelerinin kaderini degistirerek ya da yonlendirerek periferik
toleransin olusmasina katkida bulunur. Dendritik hiicreler T hiicrelerine kendi
antijenlerini sunarak, bu T hiicrelerinin anerjisine veya silinmesine yol agabilen gegici
T hiicresi aktivasyonu saglar. Dolayisiyla dendritik hiicre aracili tolerans, T hiicre
reseptoril aracili NFkB sinyalizasyonu gerektiren aktif bir siiregtir. TNFR ve IL1R
inflamasyonun baslatilmasi i¢in 6nemli reseptérlerdir (9). IL-1’in, otoinflamasyon
hastaliklarinin patogenezindeki roli iyi bilinmektedir. IL-1, ¢esitli pro-inflamatuar
sitokinlerin ekspresyonunda kilit rol oynar. TNFa, inflamatuar siire¢leri modiile eden
giiclii bir proinflamatuar sitokindir ve hizli indiiksiyonu immiin yanitin diizenlenmesi
icin temel mekanizmalardan biridir. Monositler ve makrofajlar TNF aracili sinyal
iletiminin 6nemli hiicresel aracilaridir. Kronik TNF uyarimi, otoimmiinite gibi

NFxB'nin kontrolsiiz aktive oldugu hastaliklara yol agar.

NF-kB yolaginda yer alan gesitli molekiillerin fonksiyon kaybi ya da
kazanimlari primer immiin yetmezlik hastaliklarina neden olmaktadir. Hastalik
tablolar1 ¢ok genis bir yelpazede karsimiza ¢cikmaktadir. CARD9, CARD11, NEMO,
IKBa eksikligine bagl gelisen durumlarda enfeksiyonlarin 6n planda oldugu immiin
hastaliklar goriilirken; sinyal yolagiin regiilasyonunda goérev alan OTULIN, AZ20,
RELA cksikliginde otoinflamasyonun dikkat ¢ektigi Klinik durumlar goriliir. Yolakta
gorev yapan BCL10, MALT1, RIPK1, HOIL1, HOIP, NFKB1, NFKB2 gibi pek ¢ok
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molekiiliin  eksikliginde/fonksiyon kazaniminda oimmiinite, otoinflamasyon,
lenfoproliferasyon, malignensilere yatkinlik ve atopi gibi bulgular goriilebilmektedir
(9, 61).

Bu bilgiler 15181nda yolagin ana efektdr molekiilleri “Nuclear factor kappa-
light-chain-enhancer of activated B cells 1” (NFKB1) ve “Nuclear factor kappa-light-
chain-enhancer of activated B cells 2” (NFKB2), aktivator molekiilleri “Mitogen-
activated protein kinase kinase kinase 77 (MAP3K7) ve “Mitogen-activated protein
kinase kinase kinase 14” (MAP3K14) ve ana inhibitér molekiilleri “NF-Kappa-B
inhibitor alpha” (NFKBIA) ve “Tumor necrosis factor receptor associated factor 3”
(TRAF3)’tiir.

2.2.3. Fosfoinositid 3-kinaz (P13K) Yolagi

Fosfoinositid 3 kinazlar (PI3K), lipid kinazlardir ve hiicresel biiyiime,
farklilasma, proliferasyon, hiicre hareketliligi ve kemotaksis iizerinde etkileri
mevcuttur (62). U¢ PI3K sinifi arasinda 6zellikle PI3KS (sinif IA) lenfositlerde ve
miyeloid hiicrelerde ifade edilir (63). PI3K5, p1103 katalitik alt biriminden (PIK3CD
geni tarafindan kodlanir) ve p85a diizenleyici alt biriminden (PIK3R1 geni tarafindan
kodlanir) olusan heterodimerik bir yapiya sahiptir (39). Simf 1 PI3K'lar,
fosfatidilinositol-4,5-bisfosfatin (PtdIns(4,5)P2) fosforilasyonunu Katalize ederek
fosfatidilinositol-3,4,5-trisfosfat (PtdIns(3,4,5)P3) {iretilmesini saglar ve bu da
“pleckstrin homology” (PH) domainine sahip hiicre sinyal proteinleri i¢in bir membran
baglayicis1 gorevi goriir. PH domainine sahip proteinler arasinda one c¢ikanlar,
“phosphoinositide-dependent kinase 1” (PDK1) ve “RAC-alpha serine/threonine-
protein kinase” (AKT)’ tir. PDK1 ve AKT fosforilasyonu ve aktivasyonu sonucu
FOXO transkripsiyon faktorleri ve “mechanistic target of rapamycin” (mTOR)
kompleksi 1'in fosforilasyonu gergeklesir (39, 64). Bu fosforilasyon FOXO
transkripsiyon faktorlerini etkisiz hale getirirken, mMTOR’u etkin hale getirir. Dolayis1
ile simif I PI3K'larin aktivasyonu, FOXO transkripsiyon faktorlerinin inaktivasyonuna
ancak mTOR'un aktivasyonuna neden olur. AKT ve mTOR yolagin ana efektorleridir.
Lipid fosfataz “Phosphatase and tensin homolog” (PTEN), PtdIns(3,4,5)P3'i
PtdIns(4,5)P2'ye geri doniistiiriir.
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PIK3CD veya PIK3R1 genlerindeki fonksiyon kazanimi ile sonuglanan
mutasyonlardan dolayt mTOR yolu asir1 aktivasyonu gergeklesir. PI3K yolag:
kontrolsiiz aktivasyonu sonucu otozomal dominant kalittmli kombine primer immiin
yetmezlik olan aktive fosfoinozitid 3-kinaz delta sendromu (APDS) goriiliir (65).
APDS esas olarak enfeksiyonlar, otoimmiinite ve lenfoproliferasyon ile karakterizedir.
Aktive fosfoinozitid 3-kinaz-6 (PI3K§) sendromunun klinik belirtileri gesitli ve
heterojendir, ancak hastalarin cogunlugunda genellikle hava yolu kronik degisiklikleri
(bronsektazi) ve kulak ve siniis hasariyla sonuglanan tekrarlayan solunum yolu
enfeksiyonlar1 goriiliir; bu da antikor (ve dolayisiyla B hiicresi) eksikligini ya da
fonsiyon kaybini diisiindiiriir. Herpes ailesi virlisleriyle siddetli, tekrarlayan veya
kalic1 enfeksiyonlar, defektif T hiicresi fonksiyonunu gosterir. Cogu hastada genellikle
hepatosplenomegalinin eslik ettigi benign lenfadenopati gelisir ve APDS ile iliskili B
hiicreli lenfoma riski énemli dlgiide artar. PI3K/AKT/mTOR yolu hastaliklarinin
Klinik presentasyonlar1 ve immiinolojik fenotipleri ¢esitlidir. Hastalarda enfeksiyonlari
onlemek ve tedavi etmek icin immiinoglobulin replasman tedavisi (IgRT) ve
profilaktik antibiyotikler, otoimmiinite ve lenfoproliferasyonu kontrol etmek igin
immiinosiipresif/immiinomodiilatdr tedaviler kullanilir. Ozellikle tedaviye direngli
veya geng hastalarda hematopoetik kok hiicre nakli (HKHN) uygun bir segenektir.
Hedeflenmis tedavi olarak daha az yan etkiye sahip mTOR inhibitorleri (rapamisin)

ya da PI3KS$ inhibitdrleri hastalar i¢in avantajlidir (66).
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3. BIREYLER ve YONTEM
3.1. Bireyler

Calismaya 32 hasta ve 21 saglikli birey aydinlatilmis onamlar1 alinarak dahil
edilmistir. Dahil edilen hastalar toplamda ii¢ grup olarak alinmustir. Birinci gruba
otoimmiin lenfoproliferatif sendrom klinigi olan 10 hasta, ikinci gruba nedeni belli
olmayan immiin sitopeni (otoimmiin hemolitik anemi ve/veya lokopeni ve/veya
idiyopatik-immiin trombositopeni) nedeni ile bagvuran 12 hasta, {igiincii gruba EBV
iliskili lenfoproliferasyon (lenfadenopati ve/veya splenomegali) klinigi olan 10 hasta
alinmistir. Bu hastalarin yas ve cinsiyet dagilimina uygun 21 saglikli kontrol, kontrol
grubunu olusturmustur. Hastalarin ¢alismaya alinma esnasinda molekiiler tanisinin
bulunmamasina dikkat edilmistir. Hastalar 1 Eyliil 2022 ve 1 Eyliil 2023 tarihleri
arasinda Hacettepe Universitesi Thsan Dogramac1 Cocuk Hastanesi Cocuk Immiinoloji
boliimiine basvuran ¢ocuk ve eriskin hastalar arasindan se¢ilmistir. Saglikli kontroller
ve hasta bireyler ayn1 yas grubunda olup Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi’ne
basvuran ve immiin yetmezligi ya da herhangi bir hastalig1 olmayan bireyler arasindan

se¢ilmistir. Tiim hastalar aydinlatilmis onamlar1 alinarak ¢alismaya dahil edilmistir.

3.2. Yontem

Otoimmiinite ve lenfoproliferasyon bulgular ile giden immiin disregiilasyon
hastaliklarinda rol aldigini bildigimiz yolaklarin degerlendirmesi amaciyla belirlenmis
olan genler icin RT-PCR analizi yapilmigtir. Hastalardan ve kontrollerden alinan
orneklerden izole edilen RNA ile hedef genler (CASP8, CASP10, FAS, FASL, AKT,
MAP3K7 (TAK1), MAP3K14 (NIK), mTOR, NFKB1, NFKB2, NFKBIA, TRAF3)
icin ger¢ek zamanl kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu (real time quantitative
polymerase chain reaction/RT-gPCR) analizi yapilmistir. Hastalardan ve
kontrollerden alinan kandan RNA izole edilerek, cDNA sentez kiti ile cDNA elde
edilmis, —80°C'de saklanmig ve biitlin hasta ve kontroller i¢in drnek toplama islemi
tamamlandiginda RT-PCR calismasi1 gergeklestirilmistir. Tiim ¢alismalar Hacettepe
Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Sagligi ve Hastaliklar1 Anabilim Dali Iimmiinoloji
Bilim Dalinda ve Pediatrik Immiinoloji Laboratuvarinda yapilmustir. Istatistiksel

analizler i¢in SPSS 23.0 yazilimi kullanilmastir.
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3.2.1. Hastalardan Ayrintih Oykii Alinmasi, Fizik Muayene Yapilmasi ve

Bazal Immiinolojik Tetkiklerinin Degerlendirilmesi (Hasta Degerlendirmesi)

Hacettepe Universitesi Ihsan Dogramaci Cocuk Hastanesi Cocuk Immiinoloji
boliimiine, otoimmiin lenfoproliferatif sendrom klinigi ya da nedeni belli olmayan
immiin sitopeni (otoimmiin hemolitik anemi ve/veya l6kopeni ve/veya idiyopatik-
immiin trombositopeni) ya da EBV iligkili lenfoproliferasyon (lenfadenopati ve/veya
splenomegali) ile bagvuran ve molekiiler tanis1 olmayan hastalar arasindan toplam 32
calisma hastasi se¢ilerek onam formlar1 imzalatilmis ve hasta verileri buna gore kayit
edilmistir. Enfeksiyon profili, otoimmiin bulgular, lenfoproliferasyon agisindan
ayritili oykiileri alinmus, aile Oykiileri-ebeveynler arasi akrabalik sorgulanmus, fizik
muayeneleri yapilmis ve bazal immiinolojik-otoimmiinite tetkikleri (tam kan sayimu,
kantitatif immiinglobulinler (IgA-G-M-E), anti HBs, anti A/B antikorlar1 (hasta 2
yasinda ya da daha biiyiikse), lenfosit alt grup analizi, nitroblue tetrazolium testi,
lenfosit aktivasyon testi, T-B hiicre alt grup analizi, TCRap+ CD4—CDS8— T hiicre
orani, direkt coombs, anti-niikleer antikor, anti dsDNA ve diger otoantikorlar, EBV
DNA, parvovirus PCR) degerlendirilmistir (67, 68). Daha 6nce yapilmis olan
muayeneleri, tetkikleri ve uygulanmig olan tedaviler hasta dosyasindan ya da

Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi nucleus sisteminden kaydedilmistir.
3.2.2. RNA izolasyonu ve Kantifikasyonu

Hastalar ve saglikli kontrollerden alman maksimum 1.5 cc tam kandan
(tercihen mikrolitre basina 4000-7000 I6kosit) RNA izole edilmistir. Eritrositlerin
uzaklastirilmasinin RNA izolasyonunu kolaylastirmasi nedeni ile eritrositlerin secici
lizisi yapilmistir. 1 hacim tam kan 5 hacim eritrosit lizis tamponu ile karistirilarak, buz
lizerinde 10-15 dakika, aralikl1 vorteks ile karistirilarak, inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sirasinda eritrositler parcalandigi icin yar1 saydam hale gelen siispansiyon, 4°C'de 10
dakika boyunca 400 x g'de santrifiijlenerek, siipernatan tamamen ¢ikarilip atilmustir.
Daha sonra tekrar eritrosit lizis tamponu ekleyip (tam kan hacmi basma 2 hacim
eritrosit lizis tamponu), kisa bir siire vortekslenerek hiicreler tekrar siispanse
edilmigtir. Tekrar 4°C'de 10 dakika boyunca 400 x g'de santrifiijlenerek, olusan
siipernatan c¢ikarithp atilmistir. Baglangigta 1.5 ml tam kan kullanildig1 igin,

peletlenmis 16kositlere 600 ul RLT (guanidin tiyosiyanat) tamponu eklenmistir ve
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vortekslenerek kKkaristirilmistir. Lizat dogrudan 2 ml toplama tiipii igindeki
QIAshredder dondiirme kolonuna pipetlenmistir ve homojenlestirmek igin maksimum
hizda 2 dakika santrifiijlenmistir. QIAshredder dondiirme kolonu atilarak, homojenize
lizat alinmistir. Homojenize edilmis lizata 1 hacim (600 pl) %70 etanol eklenmis ve
pipetlenerek karistirilmistir.  Numune, yeni bir QlAamp dondirme kolonuna
pipetlenmistir. 8000 x g'de (>10.000 rpm) 15 saniye santrifiijlenmistir. Alttaki toplama
tiipti atilip, QIAamp dondiirme kolonu yeni bir 2 ml toplama tlipiine aktarilarak,
QlAamp dondiirme kolonuna 700 ul Tampon RW1 (az miktarda guanidin tiyosiyanat)
uygulanmis ve yikamak i¢in >8000 x g'de (>10.000 rpm) 15 saniye santrifiijlenmistir.
Toplama tiipii atildiktan sonra, QIAamp dondiirme kolonu yeni bir 2 ml toplama
tiiptine yerlestirilerek, QIAamp dondiirme kolonuna 500 ul RPE tamponu (membrana
bagli RNA'nin yikanmasi1 amaciyla) eklenmis ve >8000 x g'de (>10.000 rpm) 15 saniye
santrifiijlenmistir. Toplama tiipii atilip, QIAamp dondiirme kolonuna 500 pl RPE
tamponu eklenerek 3 dakika 20.000 x g’de (14.000 rpm) santrifiijlenmistir. Son olarak
QIAamp dondiirme kolonu 1,5 ml'lik bir mikrosantrifiij tiipiine aktarilarak, 30-50 pl
RNaz igermeyen su, dogrudan QIAamp membrani {izerine pipetlenerek, >8000 x g'de
(>10.000 rpm) 1 dakika santrifiijlenmistir ve RNA izolasyonu tamamlanarak 6l¢iime
hazir  hale getirilmisti. RNA  konsantrasyonlari  NanoDrop  ND-1000
spektrofotometresi ile dl¢iilmiistiir ve RNA'nin safligini degerlendirmek i¢in 260 nm
ve 280 nm'deki absorbans orani kullanilarak, 260/280 oranlar1 kayit altina alinmistur.

Ardindan cDNA sentez agamasina gegcilerek RT-gPCR ¢alismasi gerceklestirilmigtir.

3.2.3. Revers Transkripsiyon ve Gercek Zamanh Kantitatif Polimeraz
Zincir Reaksiyonu/RT-gPCR

RNA buz iizerinde ¢ozdirildikten sonra, gDNA Wipeout tamponu,
Quantiscript revers transkriptaz, Quantiscript RT tamponu, RT primer miks ve RNase
icermeyen su 0da sicakliginda (15-25°C) ¢ozdiiriilmiistiir. Genomik DNA eliminasyon
reaksiyonunu (gDNA Wipeout tamponu, RNA, RNaz i¢cermeyen su) buz iizerinde
hazirlanarak, uygun hacimdeki ana karigim (master mix) her bir RNA o6rneginin
ardindan ayr1 ayr tliplere dagitilmistir. Tiipleri buz lizerinde tutularak deneye devam
edilmis ve 42°C'de 2 dakika inkiibe edildikten sonra, hemen buz iizerine

yerlestirilerek, hazirlanan revers transkripsiyon ana karigimi (Quantiscript revers
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transkriptaz, Quantiscript RT tamponu, RT primer miks) tiiplere dagitiimis ve RNA
igeren karigim bu tiiplerin iizerine eklenerek, buz tizerinde karistirllmigtir. 42°C'de 15
dakika inkiibe edildikten sonra, Quantiscript revers transkriptazi inaktive etmek igin
95°C'de 3 dakika tekrar inkiibe edilmistir. Tamamlanan her revers transkripsiyon
reaksiyonundan bir alikot gergek zamanli PCR karisimina eklenmistir. 2x QuantiNova
SYBR Green Master Mix, template cDNA, QuantiNova LNA PCR Assay ve RNaz
icermeyen su kullanilarak kit protokoliine gore karisimlart hazirlanmistir. Hedef
genler ve housekeeping gen olarak HPRT1 (hypoxanthine phosphoribosyltransferase
1/ Hipoksantin Fosforibosiltransferaz 1) gen bolgelerine 6zel primerler kullanilmustir.
Reaksiyon karisimi protokole gore hazirlanmistir. Bu amagla, 10 pnL 2xQuantiNova
SYBR Green Master Mix, 2 uL QuantiNova LNA PCR Assay, 2 uL template cDNA,
6 uL RNaz igermeyen su konularak total karisim voliimii 20 pL olarak belirlenmistir.
Tiim pipetlemeler soguk blok iizerinde gerceklestirilmistir. Tim ornekler iki
kuyucukta calisilmistir. Belirlenen miktarda reaksiyon karisimi PCR tiiplerine
aktarilmigtir. Reaksiyon karisimi (2x QuantiNova SYBR Green Master Mix,
QuantiNova LNA PCR Assay ve RNaz igermeyen su) iceren PCR tiiplerine template
cDNA eklenmistir. PCR tiipleri real-time cycler’a konulup ve program baslangi¢
1sitma aktivasyonu (95°C, 2 dakika) ve ardindan 40 siklus olacak sekilde denatiirasyon
(95°C, 5 sn) ile kombine annealing/uzatma fazi (60°C, 10 sn) olarak belirlenmistir.
Esik deger daha hassas degerlendirme saglamasi nedeniyle 10 olarak kabul
edilmistir. Esik dongiisii (Ct) ise PCR’da sistemin iiriiniin miktarindaki artig1 floresan
miktarindaki artigla fark ettigi ve {iriiniin eksponensiyel olarak artmaya basladigi
zaman olarak belirlenmistir. 40 dongiiniin tizerindeki Ct degeri hesaba katilmamustir.
Saglikli kontrol grubunun medyanina kiyasla HPRT1’in medyan kat degisimi, her
hasta i¢in hedef genlerin ifade seviyesinin degerlendirilmesinde kullanilmigtir. Hasta
ve saglikli kontrollerden elde edilen her 6rnek duplike calisilmistir. Gen ifadesindeki
kat degisikligi logaritmik Delta-Delta Ct (2"(-delta delta CT)) metodu kullanilarak

degerlendirilmistir.
3.2.4 Verilerin Analizi

Her bir hastanin ve saglikli kontroliin klinik ve laboratuvar verileri Excel

tablosuna kaydedilmistir. Ardindan bu verir SPSS 23.0 yazilimma aktarilmistir.
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Normallik varsayiminin sinanmasinda Shapiro-Wilk veya Kolmogorov Smirnov testi
kullanilmigtir. Verilerin normal dagilmasi durumunda parametrik testler, normal
dagilmamasi durumunda ise parametrik olmayan testler kullanilmistir. Parametrik test
varsaymmlarinmn saglandigi durumda, iki bagimsiz grubun karsilastirilmasinda Iki
Ortalama Arasindaki Farkin Anlamlilik Testi (Independent Samples t Test), ikiden
fazla bagimsiz grubun karsilastirilmasinda Tek Yonlii Varyans Analizi (One-way
ANOVA) kullanilmistir. Normal dagilmayan verilerde Mann Whitney U testi ile
Kruskal Wallis H testi kullanilmistir. Korelasyon analizinde normal olan seriler igin
Pearson korelasyonu, normal dagilmayan verilerde Spearman Brown korelasyonu
kullanilmistir. Normal dagilan veriler i¢in ortalama ve standart sapma, normal
dagilmayan veriler igin ortanca, g¢eyrekler agikligi (IQR: interquartile range) ve

minimum-maksimum degerleri verilmistir.
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4. BULGULAR

Calismaya kriterleri karsilayan toplam 32 hasta ve 21 saglikli kontrol dahil
edilmistir. Hasta grubu toplamda ti¢ grup olarak alinmistir. Otoimmiin lenfoproliferatif
sendrom klinigi olan 10 hasta (%31,3) birinci grubu, nedeni belli olmayan immiin
sitopeni (otoimmiin hemolitik anemi ve/veya lokopeni ve/veya idiyopatik-immiin
trombositopeni) nedeni ile basvuran 12 hasta (%37,5) ikinci grubu, EBV iliskili
lenfoproliferasyon (lenfadenopati ve/veya splenomegali) klinigi olan 10 hasta (%31,3)
ticlincli grubu olusturmaktadir. Bu hastalarin yas ve cinsiyet dagilimima uygun 21
saglikli birey ise kontrol grubunu olusturmaktadir. Hasta grubundaki bireylerin
ortanca yast 16,7 yil (IQR: 10,9-35,5 yil, minimum-maksimum: 4,4-58 yil) olarak
hesaplanmistir. Kontrol grubundaki bireylerin ortanca yas1 10 yil (IQR: 7,5-22,5 yil,
min-maks: 3-45 yil)’dir. Calismaya dahil edilen hasta ve kontrol grubu arasinda
istatistiksel olarak anlamli yas farki bulunmamaktadir (p>0,05). Hasta grubunda 13
kiz (%40,6), 19 erkek (%59,4) bulunmaktadir. Kontrol grubunda 12 kiz (%57,1),
dokuz erkek (42,9) bulunmaktadir. Cinsiyet agisindan hasta ve kontrol grubu arasinda
istatiksel olarak anlamli fark bulunmamaktadir (p>0,05). Hasta grubundaki bireylerin
semptom baglama ortanca yasi 11 yil (IQR: 3,1-22,9 yil, min-maks: 0,5-45 yil)’tir.
Hastalarin hastaneye bagvuru ortanca yasi 12 yil (IQR: 6,9-34,1 yil, min-maks: 0,9-
54,7 yil) olarak belirlenmistir. Hastalarin 11 tanesinin (34,4) anne babasi arasinda
akrabalik mevcuttur ve bir hastanin (%3,1) soygegmisinde nedeni belli olmayan kronik

bobrek yetmezligi nedeni ile kardes 6liim oykiisi mevcuttur.

1. grup
2. grup
3. grup
4. grup

000 0O

Total=53

1. grup (n=10): Otoimmiin lenfoproliferatif sendrom
2. grup (n=12): Immiin sitopeni

3. grup (n=10): EBYV iliskili lenfoproliferasyon

4. grup (n=21): Saglikli kontroller

Sekil 4.1. Calismaya dahil edilen hasta gruplari-kontrol grubu ve sayisal dagilim
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Ilk grup olan ALPS grubundaki hastalarda semptomlarin baslangi¢ yasi
medyan degeri 9,3 yil (min-maks: 0,5-38,7 y1l) ve hastane basvurusu sirasinda medyan
yas 12 yil (min-maks: 1,9-38,7 yil) olarak bulunmustur. Ikinci grup olan immiin
sitopeni hastalarinda semptomlarin baslangi¢ yas1 medyan degeri 5,7 yil (0,7-19 yil)
ve hastane basvurusundaki medyan yas 9,4 yil (2,3-35 yil) olarak hesaplanmustir.
Ugiincii grup olan EBYV iliskili lenfoproliferasyon grubundaki hastalarda semptomlarin
baslangi¢c yast medyan degeri 22,5 yil (0,7-45 yil) ve hastaneye bagvuru anindaki
medyan yas 34,8 yil (0,9-54,7 yil) olarak bulunmugstur. Hasta gruplari arasinda
semptom baslama yasi acisindan istatistiksel agidan anlamli fark bulunmamaktadir
(p>0,05). Hasta gruplar arasinda basvuru yasi acisindan istatistiksel agidan anlamli

fark bulunmamaktadir (p>0,05).

Tablo 4.1. Kontrolle karsilastirmali olarak gruplarin demografik bulgulari (grup 1:
ALPS, grup 2: immiin sitopeni, grup 3: EBV iliskili lenfoproliferasyon)

Grup 1l Grup 2 Grup 3 Toplam hasta | Kontrol
n 10 12 10 32 21
Yas (yi)* 16,7 (4,9-39) | 13,2 (4,4-36) | 36 (9,5-58) 16,7 (4,4-58) 10 (3-45)
K/E 1/9 7/5 5/5 13/19 12/9
Akrabalik 3 (30%) 3 (25%) 5 (50%) 11 (34,4%)

Semptom 9,3(0,5-38,7) | 5,7 (0,7-19) 22,5 (0,7-45) 11 (0,5-45)
yast (yi)*
Basvuru yas1 | 12 (1,9-38,7) | 9,4 (2,3-35) 34,8 (0,9-54,7) | 12 (0,9-54,7)

(y)*

*Yas degerleri grubun ortanca yasi ve minimum-maksimum degerler olarak verilmistir.

Hasta gruplart ile kontrol grubu arasinda ve hasta gruplarinin birbiri ile karsilastirilmasinda, yas agisindan
istatistiksel olarak anlamli fark yoktur (p>0,05).

n: gruplardaki toplam hasta sayis1, K/E: kiz/erkek, Grup 1: ALPS, Grup 2: sitopeni, Grup 3: EBV iliskili
lenfoproliferasyon

4.1. Klinik Bulgular

Hasta grubunun klinik bulgulan incelendiginde, basvuruya neden olan ilk
semptom ve bulgular 6ncelikle degerlendirilmis; ilk semptomun 19 hastada (%59,4)
sitopeni, alt1 hastada (%18,8) lenfoproliferasyon bulgulari, dort hastada (%12,5)
malignensi, bir hastada (%3,1) tekrarlayan enfeksiyon, bir hastada (%3,1) alerjik bulgu
oldugu goriilmiistiir. Bir hastada ise enfeksiyon nedenli olmayan tekrarlayan ates ilk

basvuru semptomu ya da bulgusu olarak kargimiza ¢ikmaktadir.
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sitopeni
Lenfoproliferasyon _
Malignensi _

Tekrarlayan enfeksiyon .

Alerjik bulgular .

Nedeni belli olmayan ates .
0 5 10 15 20
Sekil 4.2. Hastalarda goriilen basvuruya neden olan ilk semptom ve bulgular

Calismadaki 18 hastada (9%56,3) tekrarlayan enfeksiyon oldugu goriilmiistiir;
16 hastada (%50) iist solunum yolu enfeksiyonu (alt1 hastada (%18,8) rekiirren otitis
media ve iki (%6,3) hastada rekiirren siniizit), 10 hastada (%31,3) tekrarlayan akciger
enfeksiyonu, dort hastada (%12,5) viicudun ¢esitli bolgelerinde sigil, ii¢ hastada
(%9,4) mukokutanéz herpes enfeksiyonu, iki hastada (%6,3) tekrarlayan yiizeyel
abseler, iki hastada (%6,3) mukokiitan6z kandidiyazis, bir hastada (%3,1) tekrarlayan
idrar yolu enfeksiyonu, bir hastada (%3,1) gecirilmis menenjit ve 11 hastada (%34,4)
enfeksiyon nedeni ile hastaneye yatis 6ykiisii mevcuttu. Tekrarlayan enfeksiyonlardan
dolay1 dort hastanin (%12,5) akciger bilgisayarli tomografisinde kronik degisiklik
bulgusu; iki hastada (%6,3) bronsiektazi ve atelektazi, iki hastada (%6,3) ise atelektazi
mevcuttu. Herhangi bir alerjik bulgu bulunan hasta sayisi bes (%15,6) olarak
bulunmustur; iki hastada (%6,3) egzema, iki hastada (%6,3) besin alerjisi, bir hastada
(%3,1) atopik dermatit, bir hastada (%3,1) astim mevcuttu.

Hasta grubunda 23 hastada (%71,9) klinik ya da laboratuvar otoimmiin bulgu
ve iki hastada (%6,3) otoinflamasyon bulgusu saptanmistir. Otoimmiin bulgu saptanan
hastalarin 21’inde (%65,6) otoimmiin sitopeni, 15’inde (%46,9) antiniikleer antikor
(ANA) pozitifligi (>1/100), ikisinde (%6,3) otoimmiin tiroidit ve birinde (%3,1)
otoimmiin hepatit oldugu goriilmiistiir. Otoinflamasyon saptanan bir hastada Behget

hastalig1, diger hastada ailevi akdeniz atesi tanis1 mevcuttu.
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Lenfoproliferasyon 17 hastada (%53,1), EBV iliskili lenfoproliferasyon ise 12
hastada (%37,5) saptanmustir. Uciincii grup olan EBV iliskili lenfoproliferasyon
(Ienfadenopati ve/veya splenomegali) klinigi olan 10 hastada ve birinci grup olan
otoimmiin lenfoproliferatif sendrom klinigi olan hastalarin ikisinde yani toplam 12
hastada EBV iliskili lenfoproliferasyon goriilmiistiir. Toplamda yedi hastada (%21,9)
malignite oldugu goriilmiistiir; bir hastada folikiiler yardimci T hiicre kdkenli lenfoma,
Non-Hodgkin lenfoma (NHL) ve mediiller tiroid kanseri, bir hastada sol testis yolk sac
tiimori, bir hastada NHL, bir hastada NHL ve Kaposi sarkomu, bir hastada difiiz
biiyiik B hiicreli lenfoma, bir hastada Klasik Hodgkin Lenfoma (HL), bir hastada da
HL (EBER pozitif) ve Burkitt lenfoma (EBER negatif) tanilart mevcuttu. Bazi hastanin
farkli zamanlarda ortaya ¢ikan birden cok malignitesi mevcuttu. Hastalarin ek sistemik
hastaliklar1 incelendiginde bir hastanin boy kisaligi nedeni ile tetkik edildigi, ii¢
hastanin direngli trombositopeni nedeni ile splenektomize oldugu, bir hastada
vezikoiireteral reflii ve bir hastada sitomegaloviriis (CMV-cytomegalovirus) koliti

oldugu goriilmiistiir.

Hasta gruplar1 ayr1 ayri incelendiginde ALPS grubunda ilk semptom/bulgu alt1
hastada (%60) sitopeni ve dort hastada (%40) lenfoproliferasyondu. Ikinci gruptaki 12
hastanin tamaminda (%100) ilk semptom/bulgu sitopeniydi. Ugiincii gruptaki dort
hasta (%40) malignite gelisimi, iki hasta (%20) lenfoproliferasyon, bir hasta (%10)
sitopeni, bir hasta (%10) tekrarlayan enfeksiyon, bir hasta (%10) enfeksiy6z olmayan
ates ve bir hasta (%10) alerji semptomlari nedeniyle bagvurmustu. Hasta gruplarinda

goriilen klinik bulgular ve hasta sayilar1 Sekil 4.3’de verilmistir.
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Sekil 4.3. Hasta gruplarinda goriilen klinik bulgular (grup 1: ALPS, grup 2: immiin
sitopeni, grup 3: EBV ilisgkili lenfoproliferasyon)
Hastalarin fizik muayene bulgular1 incelendiginde 17 hastanin lenfadenopatisi
(%53,1), 14 hastanin (%43,8) splenomegalisi, 13 hastanin (%40,6) hepatomegalisi

oldugu goriilmistiir.
4.2. Laboratuvar Bulgular:

Hastalarin laboratuvar bulgular1 incelendiginde; sitopeni grubu (ikinci grup)
disindaki hastalarda da sitopeni goriilmiistiir. Tiim hasta grubu ig¢inde 12 hastada
(%37,5) lenfopeni, 12 hastada (%37,5) trombositopeni, sekiz hastada (%25) 16kopenti,
alt1 hastada (%18,8) anemi, alti hastada (%18,8) nétropeni, bir hastada (%3,1)
eozinofili ve ii¢ hastada (%9,4) pansitopeni saptanmistir. 10 hastada (%31,3) birden
fazla seriye ait sitopeni saptanmistir. Hastalarin hemoglobin degeri ortalamasi
11,9+2,3 gr/dL, 16kosit degeri ortalamasi 7,2+4 x103/pL, mutlak nétrofil degeri
ortalamasi 3,4+1,9 x10%/uL, mutlak lenfosit degeri ortancas 2,3 (IQR: 1,3-3,9 / min-
maks: 0,3-8,8) X103/uL, trombosit degeri ortancas1 173,5 (IQR: 47,5-274,5 /| min-
maks:3-645) x10%/uL idi. Iimmiinglobulin degerlerinin yasa gore referans araliklar1 baz
alinarak; immiinglobulin A degeri 17 hastada (%53,1) normal, 14 hastada (%43,8)
diisiik ve bir hastada (%3,1) yiiksek, immiinglobulin G degeri 20 hastada (%62,5)
normal, dokuz hastada (%28,1) diisiik ve ii¢ hastada (%9,4) yiiksek, immiinglobulin
M degeri 18 hastada (%56,3) normal ve 14 hastada (%43,8) diisiik, immiinglobulin E
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degeri dort hastada (%12,5) 150 IU/mL’den yiiksek ve bir hastada (%3,1) 1000
IU/mL’den yiiksek bulunmustur. Tiim hasta grubunda IgA degerleri ortalamasi
100+90 mg/dL, IgG degerleri ortancas1 977,5 (IQR: 795-1450 / min-maks: 86,7-2710)
mg/dL, IgM degerleri ortancas1 74,3 (IQR: 52,7-124 / min-maks: 11,6-288) mg/dL ve
IgE degerleri ortancast 11,1 (IQR: 2,9-65,1 / min-maks: 1-1454) mg/dL olarak
hesaplanmistir. Anti-Hbs (anti-hepatit B yiizey antijeni) antikorunun 24 hastada (%75)
pozitif, alt1 hastada (%18,8) negatif ve iki hastada (%6,3) bakilamadigi goriilmiistiir.
Anti A/B degerinin ise 1/16 degeri sinir alinarak, 16 hastada (%50) normal, dort
hastada (%12,5) diisiik ve 12 hastada bakilmamis oldugu goriilmiistiir. ANA antikor
titresi degerlendirilmis; 17 hastada (%53,1) negatif ve 15 hastada (%46,9) pozitif
oldugu ve 10 hastada (%31,3) 1/100, dort hastada (%12,5) 1/320 ve bir hastada (%3,1)
1/1000 oldugu saptanmistir. Hastalarda bakilmis olan diger otoantikorlar
degerlendirildiginde, alt1 hastada (%18,8) anti-tiroid peroksidaz antikor (Anti-TPO)
pozitifligi, dort hastada (%12,5) anti-tiroglobulin antikor (Anti-TG) pozitifligi, dort
hastada (%12,5) lupus antikoagiilan (LA) pozitifligi, birer (%3,1) hastada anti-
deamine gliadin peptid antikor ve Anti-DFS70 antikor pozitifligi oldugu goriilmiistiir.

Lenfosit altgrup analizlerinde 12 hastada (%37,5) CD4" yardime1 T lenfosit,
12 hastada (%37,5) CD19* B lenfosit, dort hastada (%12,5) CD16/56" dogal 6ldiiriicii
(natural Kkiller/NK) hiicre, iki hastada (%6,2) CD3* T lenfosit ve bir hastada (%3,1)
CD8" sitotoksik T lenfosit yiizde ve mutlak degerlerinde diisme saptanmustir. Hasta
grubunda CD3" T lenfosit yiizde ve mutlak degerleri 23 hastada (%71,9) normal ve
yedi hastada (%21,9) yiiksek, CD4* yardime1 T lenfosit 16 hastada (%50) normal ve
dort hastada (%12,5) yiiksek, CD8" sitotoksik T lenfosit 19 hastada (%59,4) normal
ve 12 hastada (%37,5) yiiksek, CD16/56" dogal 6ldiriicii hiicre 25 hastada (%78,1)
normal ve ii¢ hastada (%9,4) yliksek, CD19" B lenfosit 19 hastada (%59,4) normal ve
bir hastada (%3,1) yiiksek bulunmustur. CD3* T lenfosit ylizde degerleri ortancasi 77
(IQR:72-82, min-maks: 29-95), CD4" yardimci T lenfosit ortalamasi 36+13, CD8"
sitotoksik T lenfosit ortalamasi1 35+12, CD16/56" dogal 6ldiirticii hiicre ortancasi 7,5
(IQR: 4,5-14,5 / min-maks: 0,5-60), CD19" B lenfosit ortalamas: 12+8 olarak
hesaplanmistir. TCRa/B*CD4 CD8™ T hiicre (DNT: double negative T cell/¢ift negatif
T hiicre) diizeyi %6’dan yiiksek olan alt1 hasta (%18,8) oldugu goriilmiistiir ve DNT
degerleri ortancasi 4 (IQR: 2-6, min-maks: 0-75)’tiir. Otoimmiin lenfoproliferatif
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sendrom grubundaki 10 hastadan ii¢linde (%30), immiin sitopeni grubundaki 12
hastadan ikisinde (%16,7) ve EBV iligkili lenfoproliferasyon grubundaki 10 hastadan
birinde (%10) TCRa/p*CD4 CD8 T hiicre diizeyi %6’dan yiiksektir. Lenfosit
aktivasyon testi dort hastada (%12,5) referans degerlere gore diisiik olarak
degerlendirildi. T hiicre altgrup analizleri degerlendirilmistir ve naif yardime1 T hiicre
(CD3*CD4"CD27*CD45RA") diizeyinin 21 hastada (%65,6) diisiik ve 11 hastada
(%34,4) normal, santral hafiza (santral memory) yardimci T hiicre
(CD3"CD4*CD27°CD45RA") diizeyinin 24 hastada (%75) normal, bes hastada
(%15,6) yiiksek ve ti¢ hastada (%9,4) diistik, efektor hafiza (memory) yardimer T
hiicre (CD3"CD4*CD27'CD45RA") diizeyinin 24 hastada (%75) yiksek ve sekiz
hastada (%25) normal, son derece farklilasmis efektor hafiza (memory) yardimci T
hiicre (CD3"CD4"CD45RA'CD27 /TEMRA: terminally differentiated effector
memory) diizeyinin 16 hastada (%50) normal ve 16 hastada (%50) yiiksek, TREC (T-
cell receptor excision circle/T hiicre reseptorii eksizyon halkalari) diizeyinin 23
hastada (%71,9) normal ve dokuz hastada (%28,1) diisiik, naif sitotoksik T hiicre
(CD3"CD8*CD45RA'CD197%) diizeyinin 24 hastada (%75) normal, alti hastada
(%18,8) diisiik ve iki hastada (%6,2) yiiksek, santral hafiza (santral memory) sitotoksik
T hiicre (CD3*CD8*CD45RACD197") diizeyinin 16 hastada (%50) normal, 11
hastada (%34,4) diisiik ve bes hastada (%15,6) yiiksek, efektdr hafiza (memory)
sitotoksik T hiicre (CD3*CD8*CD45RA CD197") diizeyinin 16 hastada (%50) normal,
sekiz hastada (%25) diisiik ve sekiz hastada (%25) yiiksek, son derece farklilagmis
efektor hafiza (memory) sitotoksik T hiicre (CD3*CD8*CD45RACD197 /TEMRA:
terminally differentiated effector memory) diizeyinin 27 hastada (%84,4) normal, ti¢
hastada (%9,4) yiiksek ve iki hastada (%6,2) diisiik oldugu belirlenmistir. B hiicre
altgrup analizleri degerlendirilmistir ve naif B hiicre (CD19°CD27 IgM*IgD")
diizeylerinin 18 hastada (%56,3) normal, 13 hastada (%40,6) yiiksek ve bir hastada
(%3,1) diisiik, hafiza (memory) B hiicre (CD19°CD27*IgM*IgD") diizeyinin 19
hastada (%59,4) diisiik, 12 hastada (%37,5) normal ve bir hastada (%3,1) yliksek,
switch hafiza (memory) B hiicre (CD19"CD27*IgM'IgD") diizeyinin 19 hastada
(%59,4) diisiik, 12 hastada (%37,5) normal ve bir hastada (%3,1) yiiksek, marjinal zon
B hiicre (CD19*CD27*CD21"IgMMIgD") diizeyi 18 hastada (%56,2) normal ve 14
hastada (%43,8) diisiik, aktive B hiicre (CD19*CD38°CD21'°%) diizeyinin 25 hastada
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(%78,1) normal, bes hastada (%15,6) yiiksek ve iki hastada (%6,3) diistik, transizyonel
B hiicre (CD19*CD38"IgM"CD24") diizeyinin 22 hastada (%68,7) normal, yedi
hastada (%21,9) diisiik ve {i¢ hastada (%9,4) yliksek oldugu belirlenmistir.

EBV DNA pozitifligi sekiz hastada (%25) saptanmistir ve bu hastalar arasinda
(n=8), EBV DNA diizeyleri bir hastada (%12,5) 500 kopya/ml degerinin altinda, iKi
hastada (%25) 500-10000 kopya/ml degerleri arasinda ve bes hastada (%62,5) 10000
kopya/ml degerinin iizerinde saptanmistir. Sitopenisi olan hastalarin tamamina
parvovirlis PCR (polymerase chain reaction/polimeraz zincir reaksiyonu) bakilmis ve

hepsinde negatif bulunmustur.

Hasta gruplarinda goriilen laboratuvar bulgular1 Sekil 4.4’de verilmistir.
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Sekil 4.4. Hasta gruplarinda goriilen laboratuvar bulgular (grup 1: ALPS, grup 2:
immiin sitopeni, grup 3: EBV iligkili lenfoproliferasyon)

4.3. Genetik Analiz Sonuclari

Calismada degerlendirilen sekiz hastada (%25), ¢alisma yiiriitiildiigii sirada

genetik defekt saptanmistir. Saptanan genetik defektler Tablo 4.1°de verilmistir.



Tablo 4.2. Hastalarda saptanan genetik defektler ve 6zellikleri
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Grup | Hasta | Defekt Ozellikler
1 H2 FAS heterozigot c.776T>C
p.11e259Thr
ACMG: patojenik
1 H8 FASL heterozigot | ¢.259T>C
p.Phe87Leu
ACMG: klinik 6nemi bilinmeyen varyant
(VUS*)
1 H20 IL21R homozigot | ¢.209C>T
p.Ser70Leu
ACMG: klinik 6nemi bilinmeyen varyant
2 H25 | SRP72 heterozigot | ¢.1164G>T
p.Leu388Phe
ACMBG: klinik 6nemi bilinmeyen varyant
3 H14 PIK3CD c.1574A>G
heterozigot p.Glu525Gly
ACMG: patojenik
3 H16 SKIV2L c.1732C>T
homozigot p.Arg578Cys
ACMG: klinik 6nemi bilinmeyen varyant
3 H19 UNC13D €.1829G>A, Arg610His
birlesik ACMG: klinik 6nemi bilinmeyen varyant
heterozigot
€.2917A>G, Lys973Glu
ACMG: klinik 6nemi bilinmeyen varyant
3 H31 UBAL hemizigot | ¢c.2667G>T
p.Lys889Asn
ACMG: klinik 6nemi bilinmeyen varyant

ACMG: The American College of Medical Genetics and Genomics, *VUS: variant of uncertain
significance
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Tablo 4.3. Hastalarin klinik ozellikleri
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ALPS 1 Erkek | 26,8 | 26,8 | sitopeni + sitopeni, + - - -
ANA+
ALPS 2 Erkek | 0,5 4,2 lenfoproliferasyon | + + + - FAS
heterozigot
ALPS 8 Erkek | 1,4 1,9 sitopeni + sitopeni - - - FASL
heterozigot
ALPS 11 Erkek | 7 8,9 sitopeni - sitopeni - - - -
ALPS 13 Erkek | 29,4 | 37,5 | sitopeni + sitopeni + - - -
ALPS 15 | Kiz 11,8 | 12,3 | sitopeni - sitopeni - - - -
ALPS 20 Erkek | 1,5 72 sitopeni + sitopeni + - - IL21R
homozigot
ALPS 22 Erkek | 3 12,3 | lenfoproliferasyon | - sitopeni, - - - -
ANA+
ALPS 24 Erkek | 11,7 | 11,7 | lenfoproliferasyon | + sitopeni, + - - -
ANA+
ALPS 29 Erkek 38,7 38,8 lenfoproliferasyon | + - + + Difliz -
biiyitk B
hiicreli
lenfoma
sitopeni 3 Erkek | 15,2 | 16 sitopeni + sitopeni, - - - -
ANA+
sitopeni 4 Erkek | 3,3 3,5 sitopeni - sitopeni, - - - -
ANA+
sitopeni 5 Kiz 43 7.8 sitopeni - sitopeni, - - - -
ANA+
sitopeni 6 Kiz 5 10,6 | sitopeni + sitopeni, - - - -
ANA+
sitopeni 9 Kiz 10,4 | 10,8 | sitopeni - sitopeni - - - -
sitopeni 17 Erkek | 15,3 | 16,6 | sitopeni - sitopeni, - - - -
ANA+
sitopeni 18 Kiz 155 | 16,5 | sitopeni - sitopeni, - - - -
ANA+
sitopeni 21 Kiz 0,8 8,3 sitopeni - sitopeni - - - -
sitopeni 23 Erkek | 6,3 6,6 sitopeni - sitopeni, - - - -
ANA+,
otoimmiin
hepatit
sitopeni 25 Kiz 0,7 2,3 sitopeni + sitopeni - - - SRP72
heterozigot
sitopeni 26 Kiz 19 35 sitopeni + sitopeni, + - - -
ANA+
sitopeni 27 Erkek | 4,3 5,4 sitopeni + sitopeni, - - - -
ANA+
EBYV iliskili 7 Kiz 13 33,2 | sitopeni - sitopeni, + + - -
lenfoproliferasyon ANA+,
otoimmiin
tiroidit
EBYV iliskili 10 Kiz 8 9,2 tekrarlayan + - + + - -
lenfoproliferasyon enfeksiyon
EBV iliskili 12 | Kiz 45 54,7 | lenfoproliferasyon | - - + + Folikiiler | -
lenfoproliferasyon yardimci
T hiicre
kokenli
lenfoma,
NHL,
mediiller
tiroid
kanseri
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Tablo 4.3. (devam)
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EBYV iliskili 14 Erkek | 1,8 53 malignite + - + + sol testis PIK3CD
lenfoproliferasyon yolk sac heterozigot
timori
EBV iliskili 16 | Erkek | 36 36,5 | malignite + - + + NHL SKIV2L
lenfoproliferasyon homozigot
EBYV iliskili 19 Erkek | 32 48 malignite + - + + NHL, UNC13D
lenfoproliferasyon Kaposi compound
sarkom heterozigot
EBYV iliskili 28 Kiz 43,5 | 43,8 | lenfoproliferasyon | + ANA+ + + - -
lenfoproliferasyon
EBV iliskili 30 | Kiz 0,7 0,9 besin alerjisi + ANA+ + + Klasik -
lenfoproliferasyon HL
EBV iliskili 31 | Erkek | 33 39,5 | malignite - - + + 2016 HL UBAL
lenfoproliferasyon (EBER hemizigot
pozitif),
2022
Burkitt
lenfoma
(EBER
negatif)
EBYV iliskili 32 Erkek | 12,5 | 12,9 | tekrarlayan ates - - + + - -
lenfoproliferasyon

4.4. Hedef gen RT-PCR analizleri

Hasta ve kontrol grubu hedef gen ekspresyonlari kat farklari (2°(—delta delta
CT)) yani rolatif kantifikasyon degerleri karsilagtirilmistir. Veriler normal dagilim
varsayimini saglamamis ve bu nedenle Mann Whitney U testi kullanilarak
karsilastirma yapilmistir. Hasta ve kontroller i¢in hesaplanan ortanca, IQR ve
minimum-maksimum degerleri Tablo 4.2 ve 4.3’de verilmistir. Her gen i¢in hasta ve

kontrol rolatif kantifikasyon karsilastirma grafikleri Sekil 4.5 ve 4.6’da verilmistir.

Kontrol grubundaki bireyler cinsiyete gore biitiin hedef genler agisindan Mann
Whitney U testi ile karsilastirilmis ve hedef gen rolatif kantifikasyon degerleri arasinda
anlamli bir fark saptanmamuistir (p>0,05). Kontrol grubundaki bireyler yasa gore biitiin
hedef genler agisindan Spearman korelasyon analizi ile karsilagtirilmis ve hedef gen

rOlatif kantifikasyon degerleri arasinda anlamli bir fark saptanmamustir (p>0,05).
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CASPS8 hedef geni a¢isindan rélatif kantifikasyon ortancasi hasta grubunda
23,6 (IQR: 11,5-36,6) ve kontrol grubunda 1,09 (IQR: 0,35-1,96) olup, hasta ve
kontrol grubu arasinda anlamli fark saptanmustir (p<0,001). CASP10 hedef geni
acisindan rolatif kantifikasyon ortancasi hasta grubunda 4,79 (IQR: 2,89-7,12) ve
kontrol grubunda 1,11 (IQR: 0,66-1,42) olup, hasta ve kontrol grubu arasinda anlamli
fark saptanmistir (p<0,001). FAS hedef geni acisindan rdlatif kantifikasyon ortancasi
hasta grubunda 19,8 (IQR: 8,99-34,83) ve kontrol grubunda 1,13 (IQR: 0,49-2,34)
olup, hasta ve kontrol grubu arasinda anlaml fark saptanmstir (p<0,001). FASL hedef
geni agisindan rolatif kantifikasyon ortancasi hasta grubunda 4,37 (IQR: 2,95-6,52) ve
kontrol grubunda 1,09 (IQR: 0,69-1,39) olup, hasta ve kontrol grubu arasinda anlamli
fark saptanmistir (p<0,001). AKT hedef geni agisindan rolatif kantifikasyon ortancasi
hasta grubunda 22,9 (IQR: 13,79-42,05) ve kontrol grubunda 1,88 (IQR: 0,46-3,34)
olup, hasta ve kontrol grubu arasinda anlamli fark saptanmistir (p<0,001). MAP3K7
hedef geni agisindan rolatif kantifikasyon ortancasi hasta grubunda 12,44 (IQR: 8,77-
15,95) ve kontrol grubunda 1,19 (IQR: 0,69-1,7) olup, hasta ve kontrol grubu arasinda
anlamli fark saptanmistir (p<0,001). MAP3KI14 hedef geni agisindan rolatif
kantifikasyon ortancasi hasta grubunda 53,19 (IQR: 19,39-74,16) ve kontrol grubunda
0,89 (IQR: 0,64-2,26) olup, hasta ve kontrol grubu arasinda anlamli fark saptanmistir
(p<0,001). mTOR hedef geni agisindan rolatif kantifikasyon ortancasi hasta grubunda
14,31 (IQR: 8,48-23,03) ve kontrol grubunda 1,01 (IQR: 0,49-1,94) olup, hasta ve
kontrol grubu arasinda anlamli fark saptanmistir (p<0,001). NFKB1 hedef geni
acisindan rolatif kantifikasyon ortancasi hasta grubunda 21,35 (IQR: 12,06-33,03) ve
kontrol grubunda 1,06 (IQR: 0,5-2) olup, hasta ve kontrol grubu arasinda anlaml1 fark
saptanmistir (p<0,001). NFKB2 hedef geni agisindan rolatif kantifikasyon ortancasi
hasta grubunda 49,08 (IQR: 35,77-68,52) ve kontrol grubunda 0,93 (IQR: 0,69-1,8)
olup, hasta ve kontrol grubu arasinda anlamli fark saptanmustir (p<0,001). NFKBIA
hedef geni a¢isindan rélatif kantifikasyon ortancasi hasta grubunda 11,64 (IQR: 5,99-
19,12) ve kontrol grubunda 1,1 (IQR: 0,6-2,23) olup, hasta ve kontrol grubu arasinda
anlamli fark saptanmistir (p<0,001). TRAF3 hedef geni agisindan rolatif kantifikasyon
ortancasi hasta grubunda 6,75 (IQR: 1,16-13,11) ve kontrol grubunda 1,2 (IQR: 0,45-
2,98) olup, hasta ve kontrol grubu arasinda anlamli fark saptanmistir (p=0,002).
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Tablo 4.4. Hasta grubu hedef gen ekspresyonlari kat farklar (rolatif kantifikasyon)
ortanca, IQR ve minimum-maksimum degerleri

Hedef Gen | Ortanca | IQR-25. | IQR-75. | Minimum | Maksimum
persentil | persentil

CASP8 23,58 11,51 36,56 1,29 167,97
CASP10 4,79 2,89 7,12 0,6 25,85
FAS 19,8 8,99 34,83 2,51 60,53
FASL 4,37 2,95 6,52 2,36 15,93
AKT 22,9 13,79 42,05 4,01 224,48
MAP3K7 12,44 8,77 15,95 1,88 69,19
MAP3K14 53,19 19,39 74,16 0,32 362,69
mTOR 14,31 8,48 23,03 1,73 80,6
NFKB1 21,35 12,06 33,03 3,17 93,59
NFKB2 49,08 35,77 68,52 6,34 267,75
NFKBIA 11,64 5,99 19,12 1,38 34,58
TRAF3 6,75 1,16 13,11 0,38 280,87

Tablo 4.5. Kontrol grubu hedef gen ekspresyonlari kat farklari (rolatif kantifikasyon)
ortanca, IQR ve minimum-maksimum degerleri

Hedef Gen Ortanca | IQR-25. | IQR-75. Minimum | Maksimum
persentil | persentil
CASP8 1,09 0,35 1,96 0,02 8,49
CASP10 1,11 0,66 1,42 0,4 2,85
FAS 1,13 0,49 2,34 0,02 6,61
FASL 1,09 0,69 1,39 0,05 16,02
AKT 1,88 0,46 3,34 0,01 8,45
MAP3K7 1,19 0,69 1,7 0,21 2,34
MAP3K14 0,89 0,64 2,26 0,05 9,56
MmTOR 1,01 0,49 1,94 0,15 4,34
NFKB1 1,06 0,5 2 0,13 6,69
NFKB2 0,93 0,69 1,8 0,17 2,69
NFKBIA 11 0,6 2,23 0,12 5,64
TRAF3 1,2 0,45 2,98 0,07 15,17
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Sekil 4.5. Hasta ve kontrol hedef gen rolatif kantifikasyon karsilastirma grafikleri
(**** p<0,0001)
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Sekil 4.6. Hasta ve kontrol hedef gen rolatif kantifikasyon karsilagtirma grafikleri
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Hasta gruplar1 (otoimmiin lenfoproliferatif sendrom klinigi olan 10 hasta:
ALPS, nedeni belli olmayan immiin sitopeni nedeni ile bagvuran 12 hasta: sitopeni,
EBV iliskili lenfoproliferasyon klinigi olan 10 hasta: lenfoproliferasyon) ve kontrol
grubu hedef gen ckspresyonlar1 kat farklari (2°(—delta delta CT)) yani rolatif
kantifikasyon degerleri karsilagtirllmigtir. Veriler normal dagilim varsayimin
saglamamis ve bu nedenle Kruskal Wallis H testi kullanilarak karsilastirma
yapilmustir. Farkliligin hangi grup ya da gruplardan kaynaklandigini bulmak i¢in Post-
Hoc testlerden Bonferroni metodu uygulanmistir. Hasta gruplart kendi arasinda ve
kontrol grubuna gore karsilagtirilarak analiz edilmis ve p degerleri Tablo 4.6’de
verilmistir. Her gen i¢in hasta gruplari ve kontrol arasindaki rolatif kantifikasyon
karsilastirma grafikleri Sekil 4.7, 4.8 ve 4.9°da verilmistir. Hicbir hedef gen
ekspresyonu agisindan farkli hasta gruplari arasinda anlamli farklilik saptanmamustir.
Diger taraftan CASP10 geni acisindan lenfoproliferasyon-kontrol karsilastirmasi,
TRAF3 geni acgisindan da sitopeni-kontrol ve lenfoproliferasyon-kontrol
karsilastirmasi harig, diger biitiin hasta gruplar1 ve kontrol karsilastirmalar1 arasinda

anlaml farklilik saptanmigtir.

Tablo 4.6. Hasta gruplarinin kendi arasinda ve kontrol grubuna gore karsilagtirma
sonuclar1 ve p degerleri

Grup1-K | Grup 2-K | Grup 3-K | Grup 2-3 Grup 1-3 Grup 1-2
CASP8 p<0,001 p<0,001 P=0,002 p>0,05 p>0,05 p>0,05
CASP10 p<0,001 p<0,001 P=0,058 p>0,05 p>0,05 p>0,05
FAS p<0,001 p<0,001 p<0,001 p>0,05 p>0,05 p>0,05
FASL P=0,001 P=0,002 P=0,001 p>0,05 p>0,05 p>0,05
AKT p<0,001 p<0,001 P=0,001 p>0,05 p>0,05 p>0,05
MAP3K?7 p<0,001 p<0,001 p<0,001 p>0,05 p>0,05 p>0,05
MAP3K14 p<0,001 p<0,001 p<0,001 p>0,05 p>0,05 p>0,05
mTOR p<0,001 p<0,001 p<0,001 p>0,05 p>0,05 p>0,05
NFKB1 p<0,001 p<0,001 P=0,001 p>0,05 p>0,05 p>0,05
NFKB2 p<0,001 p<0,001 p<0,001 p>0,05 p>0,05 p>0,05
NFKBIA p<0,001 p<0,001 p<0,001 p>0,05 p>0,05 p>0,05
TRAF3 p<0,001 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05
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Sekil 4.7. Hasta gruplar1 ve kontrol hedef gen rolatif kantifikasyon karsilastirma

grafikleri (Grup 1 (ALPS) n:10, Grup 2 (immiin sitopeni) n:12, Grup 3
(EBV iligkili lenfoproliferasyon) n:10) (****p<0,0001)
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Sekil 4.8. Hasta gruplar1 ve kontrol hedef gen rolatif kantifikasyon karsilastirma
grafikleri (Grup 1 (ALPS) n:10, Grup 2 (immiin sitopeni) n:12, Grup 3
(EBV iligkili lenfoproliferasyon) n:10) (**** p<0,0001)
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Sekil 4.9. Hasta gruplar1 ve kontrol hedef gen rolatif kantifikasyon karsilagtirma

grafikleri (Grup 1 (ALPS) n:10, Grup 2 (immiin sitopeni) n:12, Grup 3
(EBV iligkili lenfoproliferasyon) n:10) (**** p<0,0001)
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Hedef genlerin tanisal performansini degerlendirebilmek, testin hastalar ile
hasta olmayan bireyleri ayirmadaki dogruluk oranini belirleyebilmek ve gen bazinda
test performanslarini karsilastirabilmek amaci ile ROC egrisi (ROC curve: receiver
operating characteristic curve) olusturulmustur ve hedef genler icin cut-off
degerlerinin belirlenebilmesi amaciyla Youden Index kullanilarak cut-off degerler
belirlenmistir. Hedef genler icin AUC (area under curve) degerleri ve cut-off degerler
Tablo 6’da verilmistir. ROC egrisi Sekil 4.10’de verilmistir. Bu degerlere gore hasta
ve kontrolleri ayirt edebilmesi acisindan tanisal orani en yliksek hedef genler NFKB2,
MAP3K7, AKT, mTOR, NFKB1 ve FAS genleridir. Biitiin genler i¢in hasta ve saglikli
bireyleri ayirt etmede kullanilabilecek cut-off degerleri Tablo 4.7°de verilmistir.

100 | I
j:l_u ! TRAF3
80 NFKBIA
% — NFKB2
— NFKBL
2 60—
2 ) mTOR
C 40+ — MAP3K14
(CID) , MAP3K7
20- — AKT
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Sekil 4.10. ROC egrisi analizi
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Tablo 4.7. Hedef genler igin AUC (area under curve) degerleri ve cut-off degerler

AUC %95 Giiven %95 Giiven Cut-off
Arahgi-Alt Arahgi-Ust
siir sIir
CASP8 0,961 0,916 1,000 9,64
CASP10 0,942 0,878 1,000 1,69
FAS 0,987 0,965 1,000 4,94
FASL 0,914 0,808 1,000 2,06
AKT 0,993 0,978 1,000 9,18
MAP3K7 0,997 0,989 1,000 3,43
MAP3K14 0,970 0,918 1,000 6,2
mTOR 0,990 0,968 1,000 4,72
NFKB1 0,988 0,968 1,000 6,71
NFKB2 1.000 1.000 1,000 4,51
NFKBIA 0,964 0,923 1,000 3,39
TRAF3 0,754 0,624 0,885 4,51

AUC: area under the curve, egri altinda kalan alan

Hastalarin baz1 klinik ve laboratuvar 6zellikleri hasta grubu i¢inde degisken
olarak alinarak, hasta ve kontrol gruplari arasinda hedef genlerin ekspresyonlari
incelenmistir. Veriler normal dagilim varsayimimi saglamamis ve bu nedenle Kruskal

Wallis H testi kullanilarak karsilastirma yapilmistir.

Hastalardan semptom baslama yasi 10 yasin altinda olan ve olmayan grup
karsilastirilmis ve higbir gen ekspresyonu agisindan anlamli farklilik bulunmamastir
(p>0,05). Tekrarlayan enfeksiyonu olan ve olmayan grup karsilastirilmis ve higbir gen
ekspresyonu agisindan anlamli farklilik bulunmamistir (p>0,05). Herhangi bir alerjik
durumu olan ve olmayan grup karsilastirllmis ve hi¢bir gen ekspresyonu agisindan
anlaml farklilik bulunmamistir (p>0,05). Herhangi bir otoimmiin bulgusu olan ve
olmayan grup karsilastirilmis ve higbir gen ekspresyonu agisindan anlamli farklilik
bulunmamustir (p>0,05). Herhangi bir otoinflamasyon bulgusu olan ve olmayan grup
karsilastirilmis ve hicbir gen ekspresyonu agisindan anlamhi farklilik bulunmamastir
(p>0,05). Ebeveynleri arasinda akrabalik olan ve olmayan grup karsilastirilmis ve
hi¢bir gen ekspresyonu agisindan anlamli farklilik bulunmamistir (p>0,05). Coklu
sitopenisi (birden fazla seride) olan ve olmayanlar karsilastirilmis ve ¢oklu sitopenisi
olan ve olmayan grup arasinda higbir gen ekspresyonu acisindan anlaml farklilik
bulunmamastir (p>0,05). Malignitesi olan ve olmayan gruplar karsilagtirilmis ve higbir

gen ekspresyonu acisindan  anlamli  farklillk  bulunmamustir  (p>0,05).
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Lenfoproliferasyon bulgusu olan ve olmayan gruplar karsilastirilmis ve higbir gen
ekspresyonu agisindan anlamli farklilik bulunmamistir (p>0,05). EBV DNA ya da
EBER pozitif olan ve olmayan grup karsilastiritlmis; EBV DNA ya da EBER pozitif
olan ve olmayan grup arasinda higbir gen ekspresyonu agisindan anlamli farklilik
bulunmamaistir (p>0,05). ANA pozitifligi olan ve olmayan grup karsilastirilmis ve
higbir gen ekspresyonu agisindan anlamli farklilik bulunmamistir (p>0,05). Coklu
otoantikor pozitifligi olan ve olmayan grup karsilastirilmis ve higbir gen ekspresyonu
acisindan anlamli farklilik bulunmamaistir (p>0,05). DNT hiicre yiizdesi 6’da biiyiik
olan ve olmayan grup karsilastirilmis ve higbir gen ekspresyonu agisindan anlamli
farklilik bulunmamigtir (p>0,05). Naif CD4* yardimci1 T hiicre distikligi olan ve
olmayan grup karsilastirilmis ve higbir gen ekspresyonu agisindan anlamli farklilik
bulunmamistir (p>0,05). Efektor hafiza CD4" yardimer T hiicre yiiksekligi olan ve
olmayan grup karsilastirilmis ve higbir gen ekspresyonu agisindan anlamli farklilik
bulunmamustir (p>0,05). Efektor hafiza CD8" sitotoksik T hiicre yiiksekligi olan ve
olmayan grup karsilastirilmis ve higbir gen ekspresyonu agisindan anlamli farklilik
bulunmamustir (p>0,05). Naif CD4" yardimer T hiicre diisiikligi ve efektor hafiza
CD4" yardimei T hiicre yiiksekligi ayni anda olan ve olmayan grup Kkarsilagtirilmig ve
higbir gen ekspresyonu agisindan anlamli farklilik bulunmamigtir (p>0,05). Naif CD4*
yardimci T hiicre diisiikliigii, efektor hafiza CD4" yardimer T hiicre ve efektor hafiza
CD8" sitotoksik T hiicre yiiksekligi ayn1 anda olan ve olmayan grup karsilastirilmis ve
hicbir gen ekspresyonu acisindan anlamlhi farklilik bulunmamistir  (p>0,05).
Immiinsupresif alan ve almayan grup karsilastirilmis ve higbir gen ekspresyonu
acisindan anlamli farklilik bulunmamistir (p>0,05). Steroid alan ve almayan grup
karsilastirilmis ve higbir gen ekspresyonu agisindan anlamli farklilik bulunmamastir
(p>0,05). mTOR inhibitdrii (rapamisin) alan ve almayan grup karsilastirilmis ve hicbir
gen ekspresyonu agisindan anlamli farklilik bulunmamistir (p>0,05). Rituksimab
inhibitorii (rapamisin) alan ve almayan grup karsilastirilmis ve hicbir gen ekspresyonu
acisindan anlaml farklilik bulunmamistir (p>0,05). Klinik durumu agiklayabilecek
genetik bir defekt saptanan ve saptanmayan gruplar karsilastirilmis ve higbir gen

ekspresyonu agisindan anlamli farklilik bulunmamustir (p>0,05).
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4.5. Tedaviler ve Prognoz

Hastalarin aldigi tedaviler degerlendirilmistir ve toplamda 25 hastanin (%78,1)
intravendz immiinglobulin tedavisi (IVIG) ve 23 hastanin (%71,9) immunsupresif
aldigi; 19 hastanin (%59,4) steroid, 12 hastanin (%37,5) mikofenolat mofetil, iki
hastanin (%6,3) mTOR inhibitorii (rapamisin), iki hastanin (%6,3) siklosporin, iki
hastanin (%6,3) azatioprin tedavisi aldigi goriilmistiir. Toplamda dort hastanin
(%12,5) rituksimab, bir hastanin (%3,1) ruxolitinib tedavisi aldig1 goriilmiistiir. Otolog
hematopoetik kok hiicre nakli (HKHN) iki hastaya (%6,3), aplastik anemi nedeni ile
hematopoetik kok hiicre nakli bir hastaya (%3,1) uygulanmustir.

Calismanin sonlandig1 tarih itibari ile biitiin hastalar hayattadir ve Hacettepe

Universitesi Cocuk Immiinoloji béliimiinde takiplerine devam edilmektedir.
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Sekil 4.11. Biitiin hedef genler i¢in hasta ve kontroller i¢in olusturulmus 1s1 haritasi
(heat map) H: hasta, K: kontrol, A: ALPS-grup 1, S: immiin sitopeni-grup
2, E: EBV iliskili lenfoproliferasyon-grup 3
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Sekil 4.12. Secilmis alt1 hedef gen i¢in hasta ve kontroller i¢in olusturulmus 1s1 haritasi
(heat map) H: hasta, K: kontrol, A: ALPS-grup 1, S: immiin sitopeni-grup

2, E: EBV iliskili lenfoproliferasyon-grup 3
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5. TARTISMA

Primer immiin yetmezlikler immiin sistemin herhangi bir bileseninde eksiklik
ve/veya fonksiyon bozukluguna bagli olarak ortaya ¢ikabilir. Fonksiyon bozuklugu
olarak tanimladigimiz durum, fonksiyon kaybi ya da kazanimi olabilir. Enfeksiyonlara
yatkinlik, otoimmiinite, otoinflamatuvar hastaliklar, alerji ve/veya malignansi gelisimi
goriilebilir. Immiin sistemin regiilasyonunda bozukluk, yani immiin sistemin dengede
tutulamamast ve durdurulamayan aktivasyonu; organizmanin kendi hiicre ve
dokularina zarar vermesi ya da hiicrelerin kontrolsiiz ¢gogalmasi ile sonuglanir (34).
Otoimmiinite, otoinflamasyon, lenfoproliferasyon ve malignite gibi immiin
regiilasyonun bozuldugu durumlar tiim PIY’lerde goriilebilmekle birlikte; immiin
sistemin regiilasyon mekanizmalarinda aksaklik sonucu ortaya c¢ikan immiin
disregiilasyon hastaliklar1, Uluslararasi Immiin Yetersizlik Birligi (International Union

of Immunodeficiency Societies (IUIS)) tarafindan ayr1 olarak siniflandirilmistir (3).

Bazi tanimlanmis ya da yeni tanimlanan yolaklarda yer alan molekiillerin
eksikligi ya da fazlaliginin ve/veya yolaklarin birbiri ile etkilesiminin bozulmasinin
hastalarda immiin toleransin bozulmasina ve immiin disregiilasyona neden oldugu
bilinmektedir. Bizim ¢alismamizda iyi bilinen yolaklardan bazi 6nemli molekiiller
dahil edilerek, hasta ve kontrollerde bu hedef genlerin ekspresyonlarinin kat farkini
karsilagtirillmistir. Hedef gen ekspresyonlar1 kat farklari (2°(—delta delta CT)) yani

rolatif kantifikasyon degerleri karsilagtirilmigtir.

Ik olarak hasta gruplarimizdan birini otoimmiin lenfoproliferatif sendrom
(ALPS) klinigi olan hastalarin olusturmasi nedeni ile apoptoz yolaginda yer alan ve
otoimmiin lenfoproliferatif sendrom nedenlerinden olarak kabul edilen FAS, FASL,
CASP8 ve CASP10 genlerini ¢alismaya dahil ettik. ALPS; kronik, malign olmayan ya
da enfeksiy6z olmayan lenfoproliferasyon, otoimmiin bulgular (6zellikle sitopeni) ve
lenfomaya yatkinlik ile seyreden bir klinik durumdur. Klinik ALPS hastalarinin %20
kadarinda genetik bir etiyoloji tespit edilememistir. Ancak tanimlanabilen genetik
nedenlerin goriilme siklig1 da goz Oniine alinarak bu klinikle basvuran hastalarda
oncelikle FAS, eger patojenik bir varyant bulunamazsa FASL ve CASP10 genlerinin
germline ve somatik mutasyonlar agisindan tetkik edilmesi 6nerilmektedir. Ekstrinsik

apoptoz yolaginda yer alan ve oliim reseptorleri ve ligandlarinin etkilesimi sonucu
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aktivasyonu gerceklesen ve apoptozdan sorumlu diger bir gen CASP8 de caligilmistir
(69). Bizim ¢aligmamizda 2. hastamizda (H2) FAS geninde heterozigot ACMG’ye
gore patojenik bir varyant tespit edilmistir. 8. hastamizda (H8) da FASL geninde
heterozigot ACMG’ye gore klinik dnemi bilinmeyen bir varyant tespit edilmistir.
Diger hastalarimizda FAS, FASL, CASP8 ve CASP10 genlerinde herhangi bir varyant
tespit edilmemistir. H2 6zelinde bakildiginda hastamizda FAS ekspresyonunun diger
hastalardan az ancak kontrollerden fazla oldugu goriilmiistir. H8 06zelinde
bakildiginda hastamizda FASL ekspresyonunun diger hastalarla benzer ve
kontrollerden yiiksek oldugu gorilmistiir. FAS genindeki germline heterozigot
mutasyonlar, otozomal dominant paternde kalitilir ve korunmus protein ekspresyonu
ile iligkilidir ancak homozigot mutasyonlar otozomal resesif paternde kalitilir ve
azalmig/saptanamayan protein ekspresyonu ile iliskilidir (70). Ekstraseliiler yanlis
anlamli (missense) mutasyonlar ve c¢ergeve i¢i delesyonlar oldugunda kusurlu FAS
proteini ifade edilir, ancak FAS ligandina baglanamaz ve FAS aracili apoptoz ile
dominant-negatif yaris sergilemesinden dolay1 FAS ligandinin indiikledigi apoptozun
azalmasina neden olur (71). Bizim hastamizda oldugu gibi 6liim domaininde (death
domain=DD) heterozigot mutasyon olan bireyler protein eksprese edilebilir. H2’de
FAS ekspresyonunun kontrollere gore yliksek saptanmasi bu durumla iliskili olabilir.
Calismamizda hastalar ve kontroller arasinda bakilan toplu karsilastirmada FAS hedef
geni rolatif kantifikasyon ortancasi hasta grubunda 19,8 ve kontrol grubunda 1,13
hesaplanmistir, hasta ve kontrol grubu arasinda anlamli fark saptanmistir (p<0,001).
FAS gen ekspresyonu agisindan farkli hasta gruplart (otoimmiin lenfoproliferatif
sendrom klinigi olan 10 hasta, nedeni belli olmayan immiin sitopeni nedeni ile
bagvuran 12 hasta, EBV iligkili lenfoproliferasyon klinigi olan 10 hasta) arasinda
anlamli farklilik saptanmamuistir (p>0,05). Otoimmiin lenfoproliferatif sendrom klinigi
ile bagvuran hastalarda daha 6nce yapilan ¢alismalarda apoptoz yolagi gen ekspresyon
ifadelerinde artma saptanmamaistir; eger homozigot mutasyonsa ya da heterozigot ve
penetranst yiikksek mutasyonsa ifadelerde azalma gozlenmistir (49). Bizim
hastalarimizda regiilator mekanizmalarin etkilendigi ve defektif oldugu, muhtemelen
artan hiicre sayisina-lenfoproliferasyona karsi apoptoz mekanizmalarinin indiiklendigi
ve apoptoz yolagi gen ifadelerinin bu nedenle yiiksek bulundugu yorumu yapilabilir.

Daha 6nce yapilan bir ¢aligmada gastik kanser hastalarinda CD8" T hiicrelerinde FAS
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ekspresyonunun artmasi, hastalarda dolasimdaki CD8* T hiicrelerinin artmis
apoptozuyla iliskilendirilmistir (72). Bu durumda da sitotoksik CD8" T hiicrelerinin
azalmas1 ve fonksiyon kaybi, lenfoproliferasyon ve malignansilere yatkinlikla
iligkilendirilebilir. Bizim hasta grubumuzda da hiicre spesifik olarak gen ekspresyonu
artmis ve apoptoz indiiklenmis olabilir. Sitotoksik T hiicre, regiilator T hiicre ya da
dogal oldiiriicii hiicre artmis apoptozu, lenfoproliferasyona, malignansilere yatkinlik
olusmasina ve otoimmiin bulgulara neden olabilir. Literatiirde daha 6nce yapilmis bir
calismada Evans sendromu (otoimmiin hemolitik anemi ve trombositopeni) saptanan
yedi vakada ve akut idiyopatik trombositopenik purpurali yedi vakada lenfosit Fas
ekspresyonu ve Fas aracili T lenfosit apoptozu degerlendirilmistir (4). Bizim
hastalarimiza benzer sekilde, Evans sendromu tanisi olan hastalarda periferik kan T ve
B lenfositlerinde daha ytiksek Fas ekspresyonu ve kontrol gruplarina kiyasla aktive T
lenfositlerinin FAS aracili eliminasyonunda artig goriilmiistiir. Bizim ¢alismamizda da
hastalardan elde edilen T ve B lenfositlerde FAS ekspresyonu bakilmis ve kontrollere

gore yiiksek bulunmustur.

FASL, periferik T hiicre kompartmanint hem pozitif hem de negatif olarak
diizenleme kapasitesine sahiptir (73). Bazi c¢alismalarda FASL eksprese eden
lenfositlerin gistozomal enfeksiyon sirasinda CD4*T hiicre apoptozuna aracilik ettigi
ve FASL eksprese eden makrofajlarin da insan immiin yetmezlik viriisii enfeksiyonu
sirasinda CD4'T hiicre apoptozuna aracilik ettigi gosterilmistir (74, 75).
Hastalarimizda da benzer mekanizmalarla sitopeni gelismis olabilecegini
diisiinmekteyiz. FAS’a benzer sekilde FASL hedef geni agisindan rélatif kantifikasyon
ortancasi hasta grubunda 4,37 ve kontrol grubunda 1,09 olup, hasta ve kontrol grubu
arasinda anlaml fark saptanmistir (p<0,001); ancak farkli hasta gruplari arasinda

anlamli fark bulunamamistir (p>0,05).

T hiicrelerinin, aktivasyonla indiiklenen hiicre 6limi (AICD: activation-
induced cell death), periferik immiin sistemi diizenleyen bir siiregtir (76). Antijen,
sitokin ve kemokinler gibi ¢esitli uyaranlardan tiiretilen ¢ok sayida sinyal tarafindan,
T hiicreleri kontrol edilir. T hiicrelerinde g¢esitli sinyal molekiilleri araciligiyla
yasamdan Oliime gecisle, FAS/FASL aracili apoptoz yoluyla AICD tetiklenir (76).
FAS veya FASL ekspresyonu ve kontrolii T hiicrelerinin AICD' sini etkiler.
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FAS/FASL aracili apoptoz ile AICD kontrolunde anormallik, otoimmiinitenin
baslamasina veya gelismesine yol acabilir. Buradan yola ¢ikilarak hastalarimizda,
dogal T hiicre oliim siireci ile tetiklenen FAS ve FASL ekspresyonunun artmis
olabilecegi yorumu yapilabilir. Ancak FAS ve FASL ekspresyonundaki bu artiga
ragmen hastalarda lenfoproliferasyon ve otoimmiinitenin kontrol edilemeyisi ve
devam ediyor olmasi, bu yolaga kars1 yonde hareket eden diger yolaklarin (PI3K,
NFKB gibi) daha fazla aktive oldugunu diisindlirmektedir. Yani, hastalarimizda T
hiicre aktivasyonunun neden oldugu lenfoproliferasyon ve otoimmiinite devam ettigi
icin, FAS veya FASL aracili T hiicre 6liimii de devam etmekte ve bu genlerin

ekpresyonu kontrollere gore yiiksek bulunmaktadir.

Kaspaz 8 (CASP8)' in apoptotik hiicre 6liimiindeki rolii bilinmektedir, ancak
son donemlerde, lenfosit aktivasyonu ve proliferasyonunda da rol oynayabilecegi
gosterilmistir ve dzellikle primer T hiicresi aktivasyonu sirasinda FADD-kaspaz yolagi
aracilig1 ile aktive olan kaspazlarin T hiicresi proliferasyonu indiikledigi gosterilmistir
(77). Ayrica FASL’in da CD3 stimiilasyonu ile kombine bir sekilde T hiicre
proliferasyonunu ve interlokin 2 sentezini arttirdigi bildirilmistir (5). CASP8 hedef
geni agisindan rolatif kantifikasyon ortancasi hasta grubunda 23,6 ve kontrol grubunda
1,09 olup, hasta ve kontrol grubu arasinda anlaml fark saptanmistir (p<0,001), farkl

hasta gruplar1 arasinda anlaml fark bulunamamaistir (p>0,05).

CASP10 hedef geni agisindan rolatif kantifikasyon ortancast hasta grubunda
4,79 ve kontrol grubunda 1,11 olup, hasta ve kontrol grubu arasinda anlamli fark
saptanmistir (p<0,001), farkli hasta gruplar1 arasinda anlamli fark saptanmamistir
(p>0,05). CASP10 ekstrinsik apoptoz yolaginda yer alan ve diger kaspaz efektorlerle
benzer fonksiyonlar1 olan bir molekiil olarak bilinmektedir. Ancak literatiirde yapilan
son calismalarda kaspaz 10’un, FASL aracili kaspaz 8 aktivasyonunun indiikledigi
hiicre 6liimiine karsilik olarak, kaspaz 10 aracili NFxB aktivasyonunu uyardigi
saptanmis ve hiicre yasamini destekleyici rolii tizerinde durulmaya baslanmistir (78).
NFkB yolagimi aktiflestirerek hiicre yasamini desteklemesi, CASP10 gen ifadesi
artmis olan hastalarimizda, lenfoproliferasyon mekanizmasini kismen agiklamaktadir.
Ayrica CASP10’un apoptoz yolagindaki gorevini yerine getiremeyerek,

lenfoproliferasyonu engelleyemedigini diisiinmekteyiz.
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NF«B yolagi ile apoptoz yolaginda yer alan molekiiller ve 6zellikle kaspaz 8
yakin ve dengeli bir iliski icindedir. cFLIP gibi pro-survival genlerin NF-«xB aracili
ekspresyonu, inhibitor cFLIP/kaspaz-8 heterodimerlerinin olusumunu indiikleyerek ve
boylece kaspaz-8 aktivasyonunu inhibe ederek ekstrinsik apoptozu onler (79). NF-xB
yoklugunda, ekstrinsik apoptozu tetikleyen aktif kaspaz-8 dimerleri olusur. Aktif
kaspaz-8 sadece apoptotik programi baslatmakla kalmaz, ayni zamanda RIPK1
(receptor-interacting serine/threonine-protein kinase 1) ve RIPK3 (receptor-
interacting serine/threonine-protein kinase 3) gibi temel nekroptoz aracilarini
parcalayip etkisiz hale getirerek nekroptozu da negatif olarak diizenler. Ancak diger
taraftan da NFxB yolagi aktivasyonu sonrasi aktiflesen RIPK1 kaspaz-8'in
aktivasyonunu da tesvik edebilir (80). NF-kB’nin proinflamatuar siireglerdeki rolleri
dikkate alindiginda, regiilasyonun bozuldugu durumlarda ekspresyonunun artabilecegi
ve RIPKI iizerinden de CASP8 ekspresyonunu arttirabilecegi yorumu yapilabilir.
Nitekim bizim ¢alismamizda da NF-«kB yolak genleri ile CASP8 gen ekspresyonunda

kontrollere gére anlamli artislar gérilmiistiir.

Cift negatif (DN: double negative) T hiicre artisi ALPS tanist igin
lenfoproliferasyon ile birlikte gerekli iki kriterden biridir. DNT hiicrelerinin gelisimi
ile ilgili baz1 hipotezler ortaya atilmis ancak bir goriis birligine varilamamistir. Gelisim
stirecinde, progenitor lenfositler kemik iliginden kdken alir ve T hiicre farklilasmasinin
gerceklestigi timusa go¢ ederler. Burada, timositler olgunlasmanin erken asamalarinda
CD4 ve CD8 Kko-reseptorlerinden yoksundur ve ¢ift negatif timositler olarak
adlandirilir (81). DNT hiicresi gelisim agamalari, CD25* ve CD44" gibi hiicre ylizeyi
belirteglerinin ekspresyonu ile karakterize edilir. DN timositlerden gelisen, CD44"
CD25 (DN1) hiicreleri CD44CD25" (DN2) hiicrelerinin olusumuna yol agar. Daha
sonra, DN2 hiicreleri CD44 ifadesini kaybeder ve CD44°CD25" DN3 hiicreleri haline
gelir. Sonunda, DN3 T hiicreleri CD25'i kaybeder ve CD44'CD25 DN4 hiicrelerine
farklilagir. DN4'i takip eden asamada DNT hiicreleri CD4 ve CDS edinip, ¢ift pozitif
(DP: double positive) T hiicreleri haline gelir. Bu hiicreler timustan ¢ikip perifere
gitmeden dnce CD4"CD8" ve CD4°CD8" tek pozitif olarak farklilagir (82). DNT hiicre
gelisiminin fizyolojisi heniiz aydinliga kavusmamistir. Periferik DNT hiicrelerinin
kokenine iliskin bes teori bulunmaktadir (83). Ilk teori DNT hiicrelerinin periferde
gelistigini, timusta CD4" veya CD8" T hiicreleri olarak farklilastigini, ancak daha
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sonra ko-reseptorlerini kaybettiklerini 6ngérmektedir. Lupus yatkinligi olan, DNT
hiicrelerinin arttig1 bir fare ¢alismasinda, DNT hiicrelerinin énciisiiniin CD8" hiicreler
oldugu gosterilmistir. CD8 ko-reseptoriiniin normal ifade edildigi hiicrelerde, CDS8
geninde demetilasyon yolu ile aktivasyon goriilmektedir ve CD8 ekspresyonu
saglanmaktadir. DNT hiicreleri bu gende ayni demetilasyonu gosterir, ancak CD8"
reseptorleri meveut degildir, bu durum da DNT hiicrelerinin, periferik CD8* T
hiicrelerinden CD8 reseptoriiniin negatif regiilasyonu ile gelistigini kanitlamaktadir
(84). Teori 2, hematopoetik kok hiicrelerin dogrudan kemik iliginden ¢ikip periferde
DNT hiicrelerine doniistiiglinii varsaymaktadir (85). Teori 3, timusta DN4
asamasindan DP' ye gecisin hi¢cbir zaman tamamlanmadigin1 ve DNT hiicrelerinin
perifere gittigini 6ne stirmektedir (86). Teori 4, timus lizerinden alternatif bir yol
oldugunu varsayarken; teori 5'e gore, periferik DNT hiicreleri farkli kdkenlere sahip
heterojen hiicrelerden olusan bir havuzdur ve diger solid organlarda da lokalize olabilir
(87). DNT hiicreleri HLA-DR ve CD69 gibi aktivasyon belirteglerini ifade ederken,
aynm1 zamanda naif T hiicrelerinin bir belirteci olan CD45RA' y1 ve sitotoksik T
hiicrelerinin bir belirteci olan granzim A' y1 da ifade eder (88). DNT hiicrelerinin
repertuari poliklonaldir ancak CD4 ve CD8 T hiicrelerinden daha kisithidir. Ayrintili
bir repertuar analizi, DNT hiicrelerinin esasen periferik CD8" T hiicresi
popiilasyonundan ortaya ¢iktigin1 gostermistir (89). DNT hiicrelerinin prolifere
olmadig1 goriilmiis ve bu nedenlerden dolayr DNT hiicreler hastaliga neden olan bir
hiicre popiilasyonundan ziyade hastaligin bir belirteci olarak kabul edilmistir. DNT
hiicrelerinin sistemik lupus eritematozus (SLE), romatoid artrit (RA), tip 1 diyabet ve
Sjogren sendromu gibi ¢esitli otoimmiin hastaliklara etkin katilimi tanimlanmistir (90-
93). Periferik kanda DNT hiicrelerinin artmasi, artmis doku inflamasyonu ve doku
hasari ile iligkilidir. Ancak bizim ¢alismamizda DNT hiicre artis1 (>%6) ile apoptoz

iliskili gen ekspresyonlari arasinda anlamli korelasyon bulunmamstir (p>0,05).

Bir¢cok c¢alisma DNT' lerin hiperaktif mTOR yolag: ile iligkili oldugunu
gostermektedir (23). Bir mTOR inhibitorii olan sirolimusun, farelerde DNT' leri,
lenfadenopatiyi, splenomegaliyi ve otoantikorlar1 azaltmada etkili oldugunu gosteren
preklinik ALPS modellerindeki ¢alismalara dayanarak, hiperaktif mTOR sinyalinin

DNT' lerin anormal g¢ogalmasini saglayabilecegi hipotezi ortaya atilmistir (94).
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Hastalarimizda mTOR yolagi ile ilgili genlerin ekspresyonun arttig1 ispatlanmis, ancak

DNT hiicre artisi ile iligkisi istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0,05).

Bizim c¢alismamizda proinflamatuar siireclerdeki rolleri iyi bilindiginden,
NFxB kanonik ve non-kanonik yolakta yer alan molekiillerden bazilarini
degerlendirebilmek amaci ile MAP3K7 (TAK1), MAP3K14 (NIK), NFKB1, NFKB2,
NFKBIA ve TRAF3 ekspresyonu degerlendirilmistir. NFKB1, TAK1, NFKBIA
kanonik tarafta fonksiyon gosterirken, NIK, NFKB2 ve TRAF3 non-kanonik tarafta
fonsiyon gostermektedir. NFKBIA kanonik yolagin aktive olmasini engellerken,
TAK1 aktive olmasina katkida bulunur. Istirahat halindeki hiicrelerde NIK, cIAP'lerin
aracilik ettigi K43-bagli poliubikitinasyon ile yapisal olarak yikilir. Stimiilasyon
gerceklestiginde, CIAP'ler K43-bagli poliubikitin zincirlerini TRAF3'e konjuge ederek
onun degradasyonunu indiikler ve bdylece NIK stabilize ve aktive olarak IKKZ1'i
fosforile eder. Boylece alternatif yolagin aktivasyonu gercgeklesir. Bu bilgiler 1s1g81inda
non-kanonik yolak aktivasyonu sirasinda TRAF3 azalirken, NIK ve NFKB2

ekspresyonunun artmasi beklenir.

NFKB1, kanonik yolagin sitokin-biiylime faktorii reseptorleri, patern tanima
reseptorleri, B ve T hiicre reseptorleri araciligi ile uyarilarak aktiflesmesi sonucu RelA
ile heterodimer olusturarak niikleusa geger ve uyarana gore bazi genlerin
trankskripsiyonunu indiikler. Ancak homodimer olarak niikleusa gecerse, supresor
etkileri ortaya c¢ikmaktadir. NFxB proliferasyon, apoptoz, immiin yanit, hiicre
adezyonu ve farklilasmasi gibi hiicresel fonksiyonlar1 diizenlerken, bir taraftan da
NFKB1 lenfomagenezde rol oynar (95). p50/p65 ve p50/c-Rel dimerlerini aktive eden
kanonik yolak ya da p52/RelB dimerlerini aktive eden kanonik olmayan yolak
araciligiyla, NFkB proteinlerinin anormal aktivasyonu, diffiiz biiyilkk B hiicreli
lenfomada timor hiicresi sagkalimi ve proliferasyonu ile iligskilendirilmistir (96).
NFkB’de daha oOnce tanimlanan bir polimorfizmin de mide kanserinde hiicre
proliferasyonu ve motilitesi ile iliskili oldugu bildirilmistir (97). NFkB1 daha 6nceki
calismalarda inflamatuar barsak hastalig1 ve serviks, mide, karaciger ve over kanseri
gibi bir¢ok durumla iliskilendirilmistir (98, 99). Ozellikle TNFR-IL1 ve BCR-TCR-
PRR {izerinden NFkB kanonik yolak aktivasyonunun otoimmiin hastaliklarin ya da

bulgularin ortaya ¢ikmasinda dnemli rolleri oldugu bilinmektedir (9). NF«xB romatoid
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artrit, sistemik lupus eritematozus, tip | diyabet, multipl skleroz, inflamatuar bagirsak
hastalig1 gibi birgok otoimmiin hastaligin patogenezinde yer almaktadir (100). NFxB
aktivasyonu normal bir bagisiklik yaniti sirasinda gecici olarak gergeklesirken,
otoimmiin hastaliklarin etkilenen dokularinda kronik olarak aktive olur. NFxB'"in iyi
bilinen bir etkisi, bagisiklik hiicrelerinin toplanmasina ve inflamasyonun olugsmasina
aracilik eden proinflamatuar sitokinlerin ve kemokinlerin indiiklenmesidir. Buna ek
olarak, NFkB, dendritik hiicrelerin (DC'ler) islevini modiile ederek dogrudan veya
dolayli olarak otoimmiin T hiicrelerinin aktivasyonunu tesvik eder. Diizensiz ve
denetimi bozulmus TCR sinyalizasyonu homeostatik sinyalizasyon esigini bozarak
belirli otoimmiin T hiicre klonlarinin genislemesine ve sistemik otoimmiinitenin
gelismesine neden olabilir ve NFkB'nin TCR sinyalizasyonuna aracilik etmedeki kritik
rolii ile tutarli olarak, diizensiz NFxB aktivasyonu hayvan modellerinde bozulmus T
hiicre homeostazi ve sistemik otoimmiinite ile iligkilidir (101). NFkB ayrica CD4" T
hiicrelerinin, 6zellikle de otoimmiinite ve inflamasyon patogenezinde merkezi bir role
sahip olan T helper 17 (Th17) hiicrelerinin farklilasmasini diizenler (102). Non-
kanonik NFxB yolagi da organizmanin kendi antijenlerine kars1 T hiicre cevaplarinin
diizenlenmesinde ve otoimmiin T hiicrelerinin {iretiminde rol oynar. Bu yolun merkezi
sinyal bileseni olan NIK'in T hiicrelerinde asir1 ekspresyonu farelerde oliimciil
otoimmiiniteye neden Olmustur (103). NF-kB sinyal yolunun B hiicre reseptorii
tizerinden konstitiitif aktivasyonu neredeyse tiim DLBCL'lerde bulunan ayirt edici bir
ozelliktir; bu durum ilk olarak bu lenfoma vakalarinin gen ekspresyon profillerinde
NF«B hedef genlerinin 6nemli 6l¢iide ifadesinin artmasi ve tiimor hiicrelerinde NFxB
transkripsiyon faktorlerinin niikleer lokalizasyonu ile ortaya ¢ikmustir (104). EBV-
pozitif Hodgkin Lenfoma (HL) vakalarinda (tiim tanilarin ~%30-40'1) NF«kB, normal
hiicresel CD40 ve BCR sinyalini taklit eden viral genom tarafindan kodlanan LMP1
(Epstein—Barr virus latent membrane protein 1) ve LMP2a (Epstein—Barr virus latent
membrane protein 2a) gen iriinleri araciligiyla aktive edilir (105). Buna Karsilik,
ozellikle EBV negatif HL'de NFxB sinyal kaskadinin diizenleyicilerini bozan ¢oklu
genetik degisiklikler bulunmustur. Ayrica, NFkB yolunun yapisal aktivasyonu, primer
mediastinel biiyiik B hiicreli Lenfoma (PMBL: Primary Mediastinal Large B-Cell
Lymphoma)'nin tanimlayici bir 6zelligi olarak kaydedilmistir; bu durum, NF-xB

transkripsiyonel imzast ve tiimor hiicrelerinde NFkB transkripsiyon faktorii
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komplekslerinin niikleer translokasyonu ile kanitlanmistir (106). Biitiin bunlar goz
Oniine alindiginda otoimmiin-lenfoproliferatif bulgularla bagvuran hastalarda,
calismamizda oldugu gibi kanonik ve non-kanonik yolak aktivatér molekiillerinin
ifadesinin artmasi1 beklenmektedir. Kanonik yolakta yer alan NFKBI1 hedef geni
acisindan rolatif kantifikasyon ortancasi hasta grubunda 21,35 ve kontrol grubunda
1,06 olup, hasta ve kontrol grubu arasinda anlamli fark saptanmistir (p<0,001). Farkli
hasta gruplar1 arasinda anlamli fark saptanmamustir (p>0,05). NFKB1, ROC egrisi
degerlendirmesi sonucunda da immiin disregililasyon imzasi ic¢in kullanilabilecek

tanisal performansi yiiksek genlerden biri olarak dikkatimizi ¢ekmistir.

NFKB2, kanonik olmayan yolagin CD40-CD40L, BAFF ve LT tarafindan
uyarilarak aktive olmasi sonucu RelB ile komplek olusturarak niikleusa geger ve
lenfoid organogenezde yer alan genlerin transkripsiyonunu saglar. Ancak NFKB1 ile
ayni1 sekilde homodimer olarak niikleusa gecerse, supresor etkileri ortaya ¢ikmaktadir.
NFKB2 fonksiyon kazanim mutasyonlart sonucu hastalarda hipogamaglobulinemi,
tekrarlayan iist ve alt solunum yolu enfeksiyonlar1 yaninda, siddetli EBV ve CMV
enfeksiyonlari, sigiller, lenfositik interstisyel pndmoni, bronsiolitis obliterans, primer
sklerozan kolanjit, lenfoproliferasyon, T hiicreli biiyiik graniiler lenfosit 16semi ve
bazal hiicreli karsinomlar gibi yaygin degisken immiin yetmezlige 6zgii olmayan
sorunlar da gelismistir (107). Bu bilgilere ek olarak non-kanonik NFkB yolaginin
otoimmiin T hiicrelerinin iiretimindeki fonksiyonu da diisiiniildiigiinde otoimmiin
bulgularla ve dolayist ile immiin disregiilasyonla basvuran hastalarda NFKB2 gen
ifadesinin artmasi beklenir. Calismamizda NFKB2 hedef geni agisindan rolatif
kantifikasyon ortancasi hasta grubunda 49,08 ve kontrol grubunda 0,93 olup, hasta ve
kontrol grubu arasinda anlamli fark saptanmistir (p<0,001) ve ROC egrisi ve egri
altinda kalan alan dikkate alindiginda NFKB2’nin immiin disregiilasyon durumunu
tahmin etmede calisilan hedef genler igerisinde en 6nemli biyobelirte¢ oldugu kanisina
vartlmigtir. Olusturdugumuz immiin disregiilasyon imzasinin 6nemli bir bileseni

olarak ilk sirada yerini almigtir.

MAP3KY7 (TAK1), serin/treonin protein kinaz ailesinin bir tiyesidir ve kanonik
yolakta yer alan bir molekiildiir. Hem TNFR-ILIR iizerinden gelen sinyaller hem de
B ve T hiicrelerde CBM kompleksi aracilig1 ile gelen sinyaller araciligi ile aktifleserek,
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NF«B sinyalini indiiklemek i¢in kinaz kompleksi olusturmak tizere TAB2ve TAB3 ile
veya TAB2, TAB3, LUBAC ve TRAF6 ile birlesir. Bu kompleks IKK’y1
fosforilleyerek aktiflesmesini saglar ve boylece NFkB dimerlerinin aktifleserek
niikleusa yer degistirmesi ile sonuclanan enzimatik olaylar kaskadini baglatir. IKK
aktivasyonu, bagisiklik hiicrelerinin toplanmasina ve aktivasyonuna aracilik eden
sitokinlerin, kemokinlerin ve adezyon molekiillerinin ekspresyonunu indiikler. Buna
ek olarak TAKI, hiicreleri sitokin kaynakli 6liimden korumak i¢in antiapoptotik
proteinlerin ekspresyonunu indiikler. Bu nedenle, sinyal yolaklarinin Kilit bir
diizenleyicisi olarak TAK1, merkezi sinir sistemi otoimmiin enflamasyonu, artrit ve
kolit dahil olmak tiizere bir¢ok patofizyolojik siiregte rol oynamaktadir (108, 109).
Yapilan caligmalarda TAK1 ifadesinin DLBCL hiicrelerinde arttig1 ve bu hastalarin
kotii prognozlu oldugu ve TAK1 inhibisyonunun kronik NFxB sinyalizasyonunun
inhibisyonu yoluyla DLBCL hiicrelerinin 6limiinii tesvik ettigi kanitlanmistir (110).
Literatiirde TAK1 kinazin kutanéz T-hiicreli lenfoma hiicrelerinde konstitiitif olarak
aktive oldugu ve TAK1'in kutan6z T-hiicreli lenfoma icin potansiyel bir biyobelirteg
ve terapoOtik hedef olabilecegi gosterilmistir (111). MAP3K7 hedef geni agisindan
rolatif kantifikasyon ortancasi hasta grubunda 12,44 ve kontrol grubunda 1,19 olup,
hasta ve kontrol grubu arasinda anlamli fark saptanmistir (p<0,001). Bu hastalarda
MAP3K7 kontrolsiiz aktivasyonunun 6zellikle lenfoproliferasyon gelismesine katkida
bulunabilecegi diisiiniilebilir ve hastalarda saglikli kontrollere gore yiiksek

bulunmustur.

NFKBIA, diger adiyla IKBa, NFkB dimerlerinin sitoplazmada inaktif halde
tutulmasindan sorumludur ve IKK tarafindan fosforillerenek degrade olmasi sonucu
NF«B iizerindeki kontrolii sona erer ve NFkB aktiflesir. Bu agidan diisiiniildiigiinde,
NFKBIA, ekspresyonunun azaldigi durumlarda, NFkB {izerindeki supresor gorevini
gerceklestiremez ve kontrolsiiz NFxB aktivasyonu gerceklesir. Ancak NFKBIA
ekspresyonunun normal ya da fazla oldugu durumlarda NFxB kontrol altinda
tutulabilir. Daha once agikladigimiz NFKB1, NFKB2, MAP3K7, NIK gibi
molekiillerin ifadesinin artmasi NFxB yolak aktivasyonu ile dogru orantili iken,
NFKBIA ve TRAF3 gen ifadelerinin artmasi NFxB yolak aktivasyonu ile ters
orantilidir. Calismamizda NFKBIA hedef geni acisindan rdlatif kantifikasyon

ortancasi hasta grubunda 11,64 ve kontrol grubunda 1,1 olup, hasta ve kontrol grubu



58

arasinda anlamli fark saptanmistir (p<0,001). Daha 6nce inflamatuar barsak hastalig
tanist bulunan vakalarda yapilmis bir calismada infliksimab tedavisi alanlarda
intestinal mukozada IKBa ve IKBy gen ifadelerinde artis gézlendigi ve infliksimab
tedavisinin NFKB inhibitorlerinin degradasyonuna yol agan sinyalleri azaltarak, IKB
proteinlerinin ifadesinin artmasina neden oldugu ve dolayisi ile NFxB yolak
aktivasyonunun baskilandig1 belirtilmistir (112). Bu durum g¢alismamizda yer alan
hastalarin ¢ogunda immiinsupresif tedavilerin ve/veya anti-inflamatuar biyolojik
ajanlarin kullaniliyor olmasi ile bagdastirilabilir. Diger taraftan kontrolsiiz olarak
artmis NFxB yolak aktivasyonunu durdurabilmek amaci ile bir feedback mekanizmasi
olarak NFKBIA ifadesinin organizma tarafindan arttirildigin1 ancak yine de artan
aktivator molekiill (NFKB1, NFKB2, MAP3K7, NIK) ifadelerinin oniine gegemedigini
ongorebiliriz. ROC egrimizden de goriilebilecegi tlizere diger aktivator molekiillerin

artist, NFKBIA artisindan ¢ok daha etkilidir.

MAP3K14 (NIK), NFkB non-kanonik yolakta yer alan ve stabilizasyonunun
saglanmas1 sonrasi yolagi aktive eden ve genel olarak daha uzun siirede gerceklesen,
lenfogenezle sonuglanan olaylar1 baglatan molekiildiir. NIK, farklilagma, biiylime ve
hiicrenin hayatta kalmasi dahil olmak iizere temel hiicresel siireglerin kontroliinii
saglar. Onceki ¢alismalardan birinde NIK'e 6zgii bir inhibitdr kullanilarak NIK'in
inhibe edilmesi, OX40, BAFF ve CD40 sinyalizasyonunda bir azalma yoluyla asir1
aktif bagisiklik hiicrelerini kisitlayarak deneysel bir fare lupus modelinde sagkalimi
arttirmustir (113). Yakin zamanda Romatoid artrit (RA) hastalarindan alinan sinovyal
stvida, NIK'in endotel hiicrelerinin inflamatuar aktivasyonunu ve inflamasyon
kaynakli anjiyogenezi indiikledigi gosterilmistir (114). Sistemik lupus eritematozusa
benzer sekilde, yiiksek BAFF sinyali inflamatuar RA mikrogevresini destekler ve bu
nedenle, BAFF sinyalinin bir diizenleyicisi olarak NIK, RA terapétikleri igin uygun
bir hedef olmaktadir (115). Bununla birlikte, kanonik NF«B sinyalizasyonuna benzer
sekilde, NIK ve kanonik olmayan NF«kB yolaginin disregiilasyonunun ¢esitli kanser
tirlerinin (akut myeloid 16semi, Hodgkin lenfoma, multipl myelom, meme kanseri,
pankreas kanseri, glioblastoma multiforme, melanom) olusumuna ve ilerlemesine yol
acabilecegi bildirilmistir (116). Otoimmiinite, otoinflamasyon, lenfoproliferasyon,
solid kanser olusumu ve prognozunda etkin bir molekiil olan NIK ifadesinin

hastalarimizda da artmis olmasi beklenen ve deneylerimizde ispatlanmis bir bulgudur.
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MAP3K14 hedef geni agisindan rolatif kantifikasyon ortancasi hasta grubunda 53,19
ve kontrol grubunda 0,89 olup, hasta ve kontrol grubu arasinda anlamli fark

saptanmustir (p<0,001). Farkli hasta gruplar1 arasinda ise anlamli fark saptanmamuistir

(p>0,05).

TRAF3, NFkB non-kanonik yolakta yer alan inhibitor bir molekilir. T
lenfositlerde, T hiicresi antijen reseptorii tarafindan baslatilan sinyalizasyon igin
gereklidir. NIK molekiiliiniin negatif regiilatorii olan sitoplazmik TRAF3, hem T hem
de B hiicrelerde NF«kB2 aktivasyonunu kisitlar (117). Aslinda TRAF3 ifadesinin de
NFKBIA gibi yolak aktivasyonu ile ters orantili bir diizeyde olmasi beklenir. Daha
once yapilmis olan bir ¢alismada, lenfosit-spesifik TRAF3 transgenik fareler tizerinde
arastirmalar yapilmis; bu farelerin B hiicrelerinde TRAF3'i asir1 ifade etmesi
saglanmis ve farelerde hipergamaglobulinemi, plazmasitoz, otoimmiinite, sistemik
inflamasyon ve kanser gelistigi goriilmiistir (118). Bu bulgular B hiicresi
homeostazinda TRAF3’{in 6nemli rolleri oldugunu diisiindiirmektedir ve TRAF3'in B
hiicresi tarafindan baglatilan proinflamatuar eylemler yoluyla dolayli olarak
karsinogenezi tesvik edebilecegi tahmin edilmektedir. Hem TRAF3 fazla
ekspresyonunun hem de TRAF3 diisiik ifadesinin in vivo hiperglobulinemiye ve
otoimmiiniteye neden olmasi, TRAF3 icin farkli rollerin, benzer fenotipe yol agmasi
ancak farkli nedenlerle ortaya ¢ikmasi anlamina gelebilir. Overekspresyon durumunda
kronik inflamasyonun kanserlere yatkinlik yarattigi diisiiniilmektedir (119). TRAF3
hedef geni agisindan rolatif kantifikasyon ortancasi hasta grubunda 6,75 (IQR: 1,16-
13,11) ve kontrol grubunda 1,2 (IQR: 0,45-2,98) olup, hasta ve kontrol grubu arasinda
anlamli fark saptanmistir (p=0,002). TRAF3’lin, ekspresyonu azaldiginda timor
supresor fonksiyonunun baskilanmasi nedeni ile ve ekspresyonu arttiginda ise kronik
aktivasyonu tetikleyerek malignensilere yatkinlik yarattigi diistiniilmektedir. Ancak
TRAF3 molekiiliiniin bu ¢ift tarafli dengesi, molekiil ekspresyonundaki artisin diger
genler kadar belirgin olmamasina neden olmaktadir. ROC egrimizden yola ¢ikilarak
diger aktivator molekiillerin artisi, TRAF3 artisindan daha etkilidir ve immiin

disregiilasyon imzasi i¢in anlamli gériinmemektedir.

AKT ve mTOR, fosfoinositid 3 kinaz yolagmin efektér molekiilleridir. PI3K

yolagimi ilgilendiren molekiillerde meydana gelen mutasyonlar eger fonksiyon
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kazanimi ile sonuglanirsa, yolagin kontrolsiiz aktivasyonu gercekleserek, AKT ve
mTOR ifadesi artmakta ve immiin disregiilasyona ait otoimmiinite, otoinflamasyon ve
lenfoproliferasyon bulgulari ortaya ¢ikmaktadir (120-123). Fare ¢alismalarinda artmis
ve disregiile PI3K/AKT ekspresyonunun sistemik otoimmiiniteye neden oldugu
gosterilmistir (124). Yapilmis olan ¢alismalardan elde edilen kanitlara gore, AKT
molekiiliiniin EBV kaynakli malignitelerde 6nemli bir rol oynadigint gosterilmistir
(125). EBV onkoproteinleri olan latent membran proteinleri (LMP)1 ve LMP2A,
PI3K/AKT yolunu aktive edebilir ve bu da hiicrelerin hayatta kalmasini, apoptozu,
cogalmasini ve genomik instabiliteyi, alt akis hedef proteinleri aracilifiyla kansere
yatkinlik yaratacak sekilde etkiler. Ayrica, PI3K/AKT yolunun aktivasyonunun
kemoterapiye karsi ilag direncine yol agabilecegi gosterilmistir. Bu nedenle, bu yolun
inhibisyonu EBV ile iligkili kanserlere kars1 terapotik etkinligini artirabilir. Bunlarin
yaninda ALPS hastalarinda mTOR kontrolsiiz aktivasyonunun lenfoproliferasyonu
tetikledigi gosterilmistir (23). Literetiir ile uyumlu olarak AKT hedef geni agisindan
rolatif kantifikasyon ortancasi hasta grubunda 22,9 (IQR: 13,79-42,05) ve kontrol
grubunda 1,88 (IQR: 0,46-3,34) olup, hasta ve kontrol grubu arasinda anlamli fark
saptanmistir (p<0,001). mTOR hedef geni agisindan rolatif kantifikasyon ortancasi
hasta grubunda 14,31 (IQR: 8,48-23,03) ve kontrol grubunda 1,01 (IQR: 0,49-1,94)

olup, hasta ve kontrol grubu arasinda anlamli fark saptanmistir (p<0,001).

Hastalarimizda ¢aligma siirdiigii sirada saptanan genetik defektler Tablo 2’ de
verilmistir. H20’de IL21R homozigot bir varyant saptanmistir. Interlokin 21 (IL-21)
veya interlokin 21 reseptoriinde (IL-21R) fonksiyon kaybi ile sonuglanan biallelik
mutasyonlar sonucu kombine immiin yetmezlik gelisen hastalar tanimlanmstir (126).
Hastalarin ¢ogunda, 6zellikle kronik kolanjitle iliskili kriptosporidial enfeksiyonlar
olmak ftizere tekrarlayan solunum yolu bakteriyel ve gastrointestinal enfeksiyonlar
bildirilmistir. IL-21/IL-21R eksikliginin diger 6zellikleri kronik ishal, bitylime geriligi,
herpes labialis, mikobakteriyel enfeksiyonlar ve hipogamaglobulinemidir. Bu
bireylerde T hiicre proliferasyonunun, sitokin iiretiminin, B hiicresi farklilagmasinin
bozuldugu ve dogal 6ldiiriicii hiicre sitotoksisitesinin azaldigini tanimlanmistir. Daha
onceki yayimlarda yiiksek IL-21 diizeyinin otoimmiinite ile iliskisi ortaya konulmustur
(127). Literatiirde, yiiksek IL-21 diizeyinin otoimmiinite patogenezini etkiledigi kesin

mekanizmalar konusunda farkli diigiinceler vardir. Otoimmdiin hastalik patogenezinde,
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artan 1L-21/IL-21R sinyalizasyonunun B hiicreleri iizerindeki etkileri {izerinde
durulmustur (128). Diger taraftan IL-21’in, proliferasyonu destekleyen metabolik
yolaklarin (PI3K/AKT ve MAP kinaz) aktivasyonunu tetikledigi bilinmektedir (129).
Caligsmis oldugumuz hedef genlerden PI3K yolagi molekiilleri ile iligkisi bulundugu

goriilmektedir.

Bir hastamizda (H25) SRP72 geninde heterozigot bir varyant saptanmustir.
Daha 6nceki ¢alismalarda SRP72 myelodisplastik sendrom ile iligkili bulunmustur
(130). Literatiirde bizim ¢alistigimiz hedef genlerle iliskilendirilmemistir. Tanimlanan
SRP72 wvaryanti tasiyan hastalarda otoimmiinite ya da lenfoproliferasyon
bildirilmemistir. Hastamizin klinigini direk sekillendirmekten ziyade, sitopeni

durumuna katkida bulundugunu diistiinmekteyiz.

Diger bir hastamizda (H16) ise SKIV2L geninde homozigot bir varyant tespit
edilmistir. SKIV2L'deki fonksiyon kaybi mutasyonlar ishal, cilt lezyonlari, kirillgan
saclar ve immiin yetmezlik ile karakterize trikohepatoenterik sendroma neden olur.
Hastalik seyrindeki otoinflamatuar durumlarin patogenezi arastirilmaktadir. Bir
calismada SKIV2L eksikliginin keratinositlerde ve T hiicrelerde mTORC1
sinyalizasyonunu aktive ettigi ve cilt bariyer biitiinliigiinii ve T hiicresi homeostazini
bozdugu bildirilmistir (131). Tlging bir sekilde, mTOR inhibitdrii rapamisin ile tedavi,
SKIV2L eksikligi olan farelerde cilt semptomlarini iyilestirmistir. mTOR bizim
calismamizdaki hedef genlerimizden birisidir, hastamizdaki artist bu durumla

agiklanabilir.

H19°da UNC13D geninde birlesik heterozigot bir varyant saptanmistir.
Familyal hemofagositik lenfohistiyositoz nedenlerinden biri olup, resesif kalitilir ve
[UIS’e gore immiin disregiilasyon hastaliklar1 ve altgruplart basliginda
smiflandirilmigtir. T lenfositlerin ve makrofajlarin ates ile iligkili kontrolsiiz
aktivasyonu hastaligin yaygin klinik tablosuna (pansitopeni, hepatosplenomegali,
kemik iliginde hemofagositoz) neden olmaktadir (132). Daha once yapilmis bir
calismada 21 ALPS hastasinda ve saglikli kontroller ile multiple skleroz hastalarinda
UNCI13D dizilemesi yapilmis ve ii¢ ALPS hastasinda UNCI13D geninde nadir
varyantlar saptanmustir (133). Bu veriler, UND13D'nin fonksiyon kaybi ile sonuglanan

varyasyonlarinin ALPS gelisimi i¢in risk faktorii oldugunu gostermistir. Bu ¢alisma
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apoptoz yolagi ile UNCI3D mutasyonlar1 arasinda bir iliski oldugunu
distindiirmektedir.

Diger bir hastamizda (H31) ise UBAL hemizigot bir varyant tespit edilmistir.
Son zamanlarda, kemik iliginde UBA1'deki somatik varyantlardan kaynaklanan
VEXAS (vakuoller, E1-ubiquitin aktive edici enzim, X'e bagli, otoinflamatuar,
somatik) sendromu tanimlanmistir (134). Daha once bilinen inflamasyonun genetik
nedenlerinden farkli olarak, UBA1 varyantlar1 edinilmis nedenlerdir ve klinik bulgular
yagsamin ilerleyen donemlerinde ortaya ¢ikar. Germ hattt UBA1 varyantlar ise X'e
bagli spinal muskiiler atrofiye neden olur. VEXAS sendromlu hastalarda
inflamasyonun neden oldugu romatolojik, hematolojik, dermatolojik ve pulmoner
bulgular gortliir. Ubikitin benzeri modifiye edici aktive edici enzim 1 (UBA1),
ubikitinasyonu baglatan bir ubikitin aktive edici enzimdir. NFKB yolaginin
aktivasyonu i¢in ubikitasyonun énemli bir mekanizma olmasi nedeni ile UBAL ve

NFKB yolagi arasinda iligki olabilecegini 6ngérmekteyiz.

Hasta ve kontrol gruplar arasinda biitiin hedef genler agisindan ekspresyon
farki belirgin iken, farkli hasta gruplart (ALPS, immiin sitopeni ve EBV iliskili
lenfoproliferasyon gruplari) kendi arasinda gen ekspresyonlari agisindan anlamli
farklilik géstermemistir. Gruplar ayr1 ayr1 kontrollerle karsilastirildiginda gen ifade
farklar1 anlamli, ancak birbirleri ile karsilastirildiginda anlamli degildir. Bunu hasta
gruplariin genelde Ortiisen klinik bulgular1 gosteren hastalardan se¢ilmis olmasindan
kaynaklandigim1 ~ diisiinmekteyiz.  Bu  bulgularin  hepsini  (otoimmiinite,
lenfoproliferasyon, malignensi) bir cat1 altinda (immiin disregiilasyon catisi)
diisiinebiliriz, genelde ayni1 hastada farkli zamanlarda da olsa birlikte goriilebildigini
bilmekteyiz. Bu nedenle hastalig1 gruplandiramasak da immiin disregiilasyon catis1
altinda takip edilen hastalarda immiin disregiilasyon imzasi bakarak; tani, prognoz
Ongoriisii ve tedavi planlanmasi-takibinde 6nemli ipuclart elde edecegimizi

diistinmekteyiz.

Hedef genlerin tanisal performansini saptayabilmek ve rdlatif kantifikasyon
olarak ifade edilen ekpresyon karsilagtirmalarinin hastalar ile kontrolleri ayirmadaki
dogruluk oranini belirleyebilmek amaciyla yapilan ROC egrisi degerlendirmelerinde,

hasta ve hasta olmayan bireyleri ayirt edebilmesi agisindan tanisal orani en yiiksek
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hedef genler NFKB2, MAP3K7, AKT, mTOR, NFKB1 ve FAS genleri olarak
belirlenmistir. Calismamizda biitiin hedef genler icin cut-off degerleri verilmistir,
ancak daha fazla sayida hasta ve kontrollerle yapilacak olan ¢alismalar da, cut-off
degerlerinin daha net ve dogru belirlenmesine katkida bulunacaktir. Literatiirden
bildigimiz iizere interferon imzasi, interferon aracili inflamatuar hastaliklarda basari
ile kullanilabilen bir tanisal biyobelirtegtir (135). Biz de immiin disregiilasyon
hastalar1 i¢in, Ozellikle immiin sitopeni ve lenfoproliferasyon grubu i¢in immiin
disregiilasyon skoru-imzasi olusturabiliriz. Bizim c¢alismamizdan ¢ikan sonuglar
dikkate alinarak oOzellikle NFKB1, NFKB2, MAP3K7, AKT, mTOR ve FAS
kullanilarak bir skor olusturulabilir. Ancak daha genis bir hasta kohortunda farklh
genlerle yapilacak olan caligmalar ile de skor icin kullanilacak genler arttirilabilir.
Sekil 14 ve 15°te hasta ve saglikli kontroller dahil edilerek, hem calismamizda
degerlendirilen biitiin genler hem de ROC egrisi ve cut-off degerlendirmeleri sonucu
tanisal oran1 daha ytiksek olarak belirlenen 6 gen i¢in Z-skoruna dayali goreceli gen
ifadelerini gosteren heat map-is1 haritalar1 olugturulmustur. Hasta grubu ve kontroller
arasindaki keskin fark ikisinde de goze ¢arparken, secilmis 6 hedef gen i¢in yapilan
heat map-1s1 haritasi ¢ok daha dikkat ¢ekicidir ve hasta ve kontroller arasindaki fark
daha belirgin hale gelmistir. Immiin disregiilasyon imzas1 yapilacak genis ¢apl
caligmalarla gelistirilerek, immiin disregiilasyon hastalar1 i¢in bir biyobelirte¢ olarak

kullanilabilir.
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6. SONUC ve ONERILER

Immiin disregiilasyon hastalar1 klinik bulgulara gore ii¢ gruba ayrilmustir. Gruplar
otoimmiin lenfoproliferatif sendrom klinigi olan hastalar, immiin sitopeni
(otoimmiin hemolitik anemi ve/veya Iokopeni ve/veya idiyopatik-immiin
trombositopeni) nedeni ile bagvuran hastalar ve EBV iliskili lenfoproliferasyon

(Ienfadenopati ve/veya splenomegali) klinigi olan hastalardan olusturulmustur.

Apoptoz, Nikleer faktor- kB (NFkB) ve Fosfatidilinositol 3-kinaz (PI3K)
yolaklar1 degerlendirilmistir. Gen ekspresyonlar1 acisindan farkl gruplar kendi

arasinda ve kontrolle karsilastirilarak anlamlilik degerlendirilmistir.

CASP8, FAS, FASL, AKT, MAP3K7 (TAK1), MAP3K14 (NIK), mTOR,
NFKB1, NFKB2 ve NFKBIA gen ekspresyonlarinda tiim gruplarda kontrole gore
belirgin anlamli artis saptanmistir. CASP10 gen ekspresyonu grup 1 ve grup 2’nin
kontrole gore karsilastirmasinda anlamli olarak artmisken, grup 3-kontrol
karsilagtirmasinda anlamli fark saptanmamistir. TRAF3 gen ekspresyonu ise grup
1-kontrol karsilastirmasinda anlamli olarak artmisken, grup 2 ve grup 3’ iin

kontrole gore karsilagtirmasinda anlamli fark saptanmamustir.

Apoptoz yolak molekiillerinin (CASP8, CASP10, FAS, FASL) gen ifadesinin

artmas1 kompensatris olarak degerlendirilmistir.

mTOR yolak molekiillerinin ekspresyon artis1 lenfoproliferasyon ve

otoimmiinitede hiicre proliferasyon ve aktivasyonu ile iligkili bulunmustur.

Calismada kontrolle belirgin farklilik ve gruplar arasinda benzerlik goriilmesi

calismanin sonuglarinin basarili oldugu seklinde yorumlanmastir.

Klinik bulgulara gore {i¢ grupta incelenen ve kontrolle karsilastirmali olarak
degerlendirilen hasta gruplarinin birbirleri arasinda anlamli farklilik olmamasi, bu
hastalarda farkli klinik bulgular olsa da immiin disregiilasyonun ayni

mekanizmalar {izerinden ilerlediginin gostergesidir.

Bu nedenle de interferon imzasina benzer sekilde immiin disregiilasyon imzasinin
yani ekspresyonu en ¢ok artan genlerin degerlendirilmesinin immiin
disregiilasyon agisindan tan1 ve tedavide yol gdOsterici olabilecegi

diistiniilmektedir.
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