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OZET

Cagdas Ayvaz, DN. Yaygin Degisken immiin Yetmezlik Tamh Hastalarda LRBA Defektinin
Arastirllmasi, Hacettepe Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii, Immiinoloji Doktora Program,
Doktora Tezi, Ankara, 2017. Primer immiin yetmezlikler immiin sistemle iligkili genlerde sik goriilen
genellikle Mendelyan gegis sonucunda ortaya ¢ikan heterojen bir hastalik grubudur. “Yaygin degisken
immiin yetmezlik” (YDIY) ise primer immiin yetmezlikler igerisinde en sik goriilen hastalik grubudur.
Primer antikor eksikligi ve antikor cevap yoklugu ile karakterizedir. 2012’den sonra tanimlanan LRBA
‘LPS responsive beige-like anchor protein’ gen defekti hipogamaglobulinemi, antikor eksikligi ve
ozellikle otoimmiinite ve inflamatuvar barsak hastaligt benzeri bulgularla bagvuran hastalarda
diisiiniilmesi gereken defektlerden biridir. Caliymamizda amag, Pediatrik Immiinoloji Unitesi’ne Eyliil
2013 - Eyliil 2014 arasinda bagvuran ve hipogamaglobulinemi, otoimmiinite ve lenfoproliferasyon ile
seyreden YDIY hastalarinda, hastaligin genetik etmeni olabilecegi diisiinilen LRBA gen
mutasyonlarini gen ve protein diizeyinde arastirmakti. Pediatrik immiinoloji Unitesi’ne basvuran ve
hipogamaglobulinemi ve otoimmiinite klinik bulgulariyla seyreden hastalarimizdan 30’u LRBA gen
defekti acisindan protein analizi ile tarand1. Ug hastamizda Western Blot analizi ile protein yoklugu,
dort hastada da Sanger sekans analizi ile LRBA gen defekti gosterildi. Toplam bes hastada LRBA
protein ve/veya gen defekti saptanmigtir. Otuz hastaya ek olarak LRBA gen defekti bilinen baz
hastalarin kardeslerinde ve HLA uyumlu akraba dondrlerinde de defekt bolgesi Sanger sekans analizi
ile degerlendirildi. Baz1 dondrler Western blot analizi ile protein diizeyinde de degerlendirildi. Kardes
ve donorlerin bazilarinda mutasyonlar heterozigot olarak saptanirken homozigot mutasyona
rastlanilmadi. Ayrica kok hiicre nakli yapilan bir hastanin da nakil sonrast LRBA protein ekspresyonu
Western Blot analizi ile nakil Oncesi ile karsilagtirmali olarak degerlendirildi. Nakilden sonra
ekspresyonun artmis oldugu tespit edildi. Caligmamizla tani alan iki hasta ile birlikte toplam bes hastaya
Sanger sekans analizi ile defekt olmadigi saptanan HLA uyumlu donérlerinden hematopoietik kok hiicre
nakli planlanmis, dérdiine nakil yapilmistir, biri izlemde kaybedilmigtir. LRBA defekti tanili hastalarin
klinik durumlar1 degerlendirildiginde hastaligin oldukga agir, nakil yapilmadig: takdirde fatal seyirli bir
tablo oldugu gériilmektedir. Bu nedenle YDIY ve ALPS fenotipi olan hastalarm bu defekt agisindan
degerlendirilmesinin hizla gergeklestirilmesi gerektigi agiktir. Bu ¢aligsma ile hastalikla iligkili genotip
fenotip karsilastirmasinin dogru yapilabilmesi i¢in, LRBA ile iligkili olarak yapilan arastirmanin sadece
protein diizeyde yapilmasinin yanlis sonuglara gotiirebilecegi goriilmektedir. Bu nedenle hem genetik
hem de protein diizeyinde arastirma yapilmasi amag¢ olmalidir. Ayrica Western Blot analizi sirasinda
LRBA proteininin molekiiler agirligi bilyiik bir protein olmasi nedeniyle degredasyon riski gozoniinde
bulundurulmalidir. Caligmamiz sonucunda iki hastada molekiiler defekt hem protein analizi hem de
sekans analizi ile kesinlesmistir. Hastaliklarin1 agiklayacak defekt bulunmayan diger hastalarin da daha
ayrintili yeni nesil genom dizileme ile yani YDIY hastali§ina neden olabilecek genetik defektlerin panel
seklinde caligsilmasi/ tiim genom analizleri ile degerlendirilmeleri gerekmektedir.

Anahtar Sozciikler: LRBA eksikligi, YDIY


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/987
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ABSTRACT

Cagdas Ayvaz, DN. Investigation of LRBA defect in patients with common variable
immunodeficiency, Institute of Health Sciences, Program of Immunology, PhD. Thesis, Ankara,
2017. Primary immunodeficiencies are extremely heterogeneous group of disorders generally
caused by Mendelian inheritance. "Common Variable Immunodeficiency” (CVID) is
considered as one of the most common disease of the primary immune deficiencies. It is
characterized by primary antibody deficiency and lack of antibody response. The LRBA
defect, which was defined after 2012, is one of the defects to be considered in patients with
hypogammaglobulinemia, antibody deficiency and especially those with autoimmune and
inflammatory bowel disease-like findings. The aim of our study was to investigate LRBA
mutations which are thought to be genetic cause of the disease in gene and protein level, in
patients with CVID, who admitted to the Pediatric Immunology Unit with
hypogammaglobulinemia and autoimmunity. Thirty patients who were admitted to the
Pediatric Immunology Unit and having clinical features of hypogammaglobulinemia,
lymphoproliferation and autoimmunity were evaluated for LRBA gene defect. In three
patients, by Western blot analysis protein absence is shown and in four patients by Sanger
sequence analysis LRBA defect was shown. Totally in five patients LRBA was found to be
defective in protein and/or gene level. In addition to thirty patients, the defect site was also
assessed by Sanger sequence analysis in the siblings of patients with known LRBA gene
defects and in HLA-matched related donors. Some donors were also assessed at the protein
level by Western blot analysis. While heterozygosity was detected in some of the siblings and
donors, homozygous defects were not found. In addition, post-transplant LRBA protein
expression in a patient with stem cell transplantation was compared with pre-transplant
expression by Western Blot analysis. It was determined that the expression was increased after
the transplantation. A total of five patients, including two which was diagnosed with our study
were planned to be treated with hematopoietic stem cell transplantation (HSCT) from their
HLA-compatible donors who were found to have no LRBA defect by our study, HSCT is
performed in four, one is diseased in the follow-up. When the clinical status of patients with
LRBA defects is evaluated, it is seen that the disease is very severe and fatal when
transplantation is not performed. Therefore, it is clear that patients with CVID and ALPS
phenotypes should be evaluated rapidly for this defect. In this study, it can be seen that if we
want to compare the disease-related genotype phenotype correctly, LRBA-related research
only performed at the protein level can lead to incorrect results. For this reason, both genetic
and protein level research should be the aim. In addition, the risk of degradation must be
predicted during Western Blot analysis as the molecular weight of the LRBA protein is high.
As a result of our study, the molecular defects in two patients were confirmed by both protein
analysis and sequence analysis. Other patients who have no defects to explain their disease
need to be evaluated with next-generation genome sequencing. Genetic defects that may cause
CVID disease should be evaluated by gene panels or by whole genome sequencing.

Keywords: LRBA deficiency, CVID
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1. GIRIS

Immiin sistem, organizmay1 enfeksiyon etkenlerine kars1 koruyarak saglikli
yagam slirmesini saglayan ¢ok Onemli bir yapidir. Enfeksiyon etkenlerine yanit
verdikten sonra hafizasi olan, kendinden olan ve olmayani ayirdemekte, kendini
siirlayabilmeyi yani homeostazisi saglayabilmektedir [1]. Bu nedenle immiin
sistemdeki niceliksel veya niteliksel eksiklikler enfeksiyonlara yatkinlik yaninda
otoimmiinite, inflamatuvar hastaliklar, lenfoproliferasyon ve malignite riskinde artiga
neden olabilmektedir [2].

Primer immiin yetmezlik hastaliklar1 (P1Y) heterojen bir hastalik grubu olup
goreceli olarak daha hafif klinik seyir gOsteren veya yasami tehdit eden ve agir
seyreden farkli tiirleri vardir. Genel olarak bati toplumlarinda primer immiin
yetmezliklerin  goriilme sikligi (prevalans) 1/10000 ile 1/100000 arasinda
degismektedir [3]. Amerika Birlesik Devletleri’nde topuk kani ile yenidogan taramasi
kapsaminda olan agir kombine immiin yetmezlik hastaliginin sikligi; akraba evliligi
oraninin disiik olmasma ragmen 1/58.000 olarak bulunmustur [4]. Akraba
evliliklerinin yaygin oldugu ve dogurganligin fazla oldugu iilkemizde primer immiin
yetmezlik hastaliklarinin tiimiiniin sikliginin ¢ok daha fazla oldugu diistintilmektedir.
Zira Konya’da yapilan bir 6n ¢aligmada sadece agir kombine immiin yetmezlik siklig1

1/10.000 canli dogum olarak saptanmastir.

Primer immiin yetmezlik hastaliklar1 konjenital/genetik gecisli hastaliklardir.
Genellikle erken cocukluk doneminde baslayip, morbidite ve mortaliteye yol
agmaktadir. Bu hastaliklarin ¢ogu tedavi edilebilir hastaliklardir. Erken tani, iyi
prognoz ve aileye erken genetik danisma verilebilmesi yaninda hastanin ve ailesinin
yasam kalitesinin arttirilmasi yoniinden 6nem tagimaktadir. Primer immiin yetmezlik
hastaliklarinin ~ ayirict  tanida daha siklikla diisiiniilmesi ve immiinolojik
degerlendirmenin yapilmasi, erken tani alabilmelerini saglamaktadir. Primer immiin
yetmezlik tanisi alan hastalarin yaklasik 2/3°1 baslangicta ¢cocuk hekimi tarafindan
degerlendirildigi halde, sadece antikor eksikliklerinde tanidaki gecikme ortalama 2 y1l
olarak bulunmustur [5]. Bu durumun prognozu énemli dlgiide artirdigr g6z Oniine
almacak olunursa, klinisyenlerde PIY’den siiphelenme oraninmn artmasi

gerekmektedir.



Primer immiin yetmezlik hastaliklarinda benzer klinik tablolar farkli genetik
defektlerle ortaya cikabildigi gibi, ayn1 genetik defekt farkli klinik tablolarla da
karsimiza ¢ikabilmektedir. Son yillarda yeni nesil dizileme yontemi gibi molekiiler
genetik ¢alismalar nedeniyle primer immiin yetmezliklere neden olan Kritik genlerdeki
bilinen mutasyonlarin oran1 giderek artmaktadir. Klinik tan1 ardindan hastaliga neden
olan molekiiler bozuklugun saptanmasi, prognozun ongoriilerek gerekli durumlarda
hematopoietik/mezenkimal kok hiicre nakli, enzim ve gen tedavisi de dahil olmak
tizere erken ve etkin tedavinin planlanmasina, bunun yani sira prenatal tani ve
preimplantasyon genetik calismalara olanak saglayacaktir. Bu hastaliklarda gen
analizinin yanisira eksik proteinin saptanmasi hizli bir tan1 yontemi olarak karsimiza
¢cikmaktadir.

“Yaygin degisken immiin yetmezlik” (YDIY) (‘Common variable
immunodeficiency-CVID), primer immiin yetmezliklerin hipogamaglobulinemi,
antikor tretiminde eksiklik, tekrarlayan bakteriyel enfeksiyonlar ile seyreden,
heterojen (degisken) klinik seyir gosteren ve en sik semptomatik olan tiiriini
olusturmaktadir [6]. Yaygmn degisken immiin yetmezlik, monogenik ve poligenik
gecisli olup cok farkli klinik bulgularla prezente olmaktadir. Bu nedenle molekiiler
tanida problem yagsanmaktadir. Yaygin degisken immiin yetmezlige yol agan bilinen
bir proteinin eksikliginin kisa ve giivenilir bir yontemle gosterilmesi, erken tedaviyi
(kok hiicre nakli gibi) saglayacak ve prognozun iyi olmasini saglayacaktir. Bu
calismada, YDIY tanis1 almis hastalarda LRBA proteininin [7] Western Blot yontemi
ile gosterilmesi amaclanmistir. Boylece eksikliginin kisa bir siire i¢inde tanimlanarak
hastalarin erken ve temel tedaviye ulasmalari saglanacakir. Tim LRBA defektif
hastalarda protein defekti olmayabilecegi g6zoniine alinmis, protein defektif hastalarin

tanisal anlamda daha hizl sekilde degerlendirilmeleri planlanmustir.



2.GENEL BIiLGILER
2.1. immiin Sistem

Immiin sistem, 6grenme, hafiza ve molekiiler yap1 (patern) tanima kapasitesi
olan [8] belirli yapisal 6zellikler gerektiren, 6zellikle belirli 6zellikte hiicreler ve
¢oziinlir veya yiizey molekiillerinden olusan ilkel canlilarda da bulunan bir sistemdir.
Karsilastig1 antijenik yapidaki orgii (patern) denilen molekiiler yapilara verdigi yanita
immiin yanit adi verilir [9]. Immiin cevapta da homeostaz sézkonusudur. Yani, tanidig
molekiiler yapilara yanit verebilir, vermeyebilir; ancak yanit verdiginde de bu yaniti

sinirlayabilmektedir.

Immiin  sistemin fizyolojik fonksiyonu enfeksiyona neden olan
mikroorganizmalara karsi viicudun savunmasidir. Bu savunma dogal (innate)
bagisiklik ve edinsel (adaptif) bagisiklik olmak iizere immiin sistemin farkl

mekanizmalar: araciligiyla gergeklestirilmektedir [10].
2.1.1. Dogal Bagisikhik

Immiin sistemin akivasyonu ilk olarak dogal bagisiklik cevabiyla
baslamaktadir. Mikroorganizmalara karst savunmanin erken basamaklarini dogal
bagisikligin bilesenleri olusturmaktadir. Bu bilesenler epitel doku ve antimikrobiyal
triinler gibi fiziksel ve kimyasal bariyerler, fagositer hiicreler, kompleman
komponentleri ve sitokinlerdir (Tablo 2.1). Dogal bagisiklik mekanizmalari
mikroorganizmalarin sahip oldugu patojen iliskili molekiiler yap1 (PAMP) (pathogen
associated molecular patterns) adi verilen molekiiler yapilar araciligiyla
tetiklenmektedir. Bu molekiiler yapilar patojen taniyan reseptorler (PRR-pattern
recognition receptors) tarafindan algilanmakta ve immiin cevap olusturulmaktadir.
Dogal bagisiklik savunmanin erken dénemini olusturmakta ve enfeksiyoz ajanlara

kars1 6zgiilliigii ve cesitliligi edinsel bagisikliga gore oldukga sinirli kalmaktadir (4,5).
2.1.2. Edinsel Bagisikhik

Immiin sistemin antijenlere ve karsilasilan mikroorganizmalara kars1 dogal
immiiniteye gore daha 6zgiil, daha giiglii yanit veren bilesenine edinsel bagisiklik

denmektedir. Edinsel bagisikligin en 6nemli 6zelligi hafiza olusturabilmesidir. Bu



sayede viicut savunmasi ayni ajanla tekrar karsilasildigi zaman daha hizli ve giiglii
olarak yanit verebilmektedir. Edinsel immiin yanit lenfosit ad1 verilen hiicreler ve bu
hiicrelerce ve bu hiicreler tarafindan iiretilen ¢esitli proteinler araciligiyla
olusturulmaktadir. Lenfositler, yiizeylerinde bulunan belirli reseptorler araciligiyla
antijen ad1 verilen molekiilleri tanirlar. Antijenler genellikle protein ya da polisakkarit
yapidadir, ancak lipid veya niikleik asit formlar1 da mevcuttur. Antijenlere kars1 B
lenfositler tarafindan iiretilen proteinler antikor olarak adlandirilmaktadir. T lenfositler
ise tirettikleri sitokinler aracilifiyla ve immiin sistemin efektor fagositer hiicrelerini
uyararak immiin yanit olusturmakta ve ¢esitli alt gruplara ayrilmaktadirlar (4,5). Dogal

ve edinsel immiin sistemin 6zellikleri tabloda 6zetlenmistir (Tablo 2.1)

Lenfositler milyarlarla ifade edilen sayilarda farkli antijeni tanima 6zelligi
tasirlar. Bu cesitlilik 6zellikleri, VDJ rekombinasyon islemi gibi kemik iliginde ve

timusta lenfosit gelisimi sirasinda ger¢eklesen molekiiler mekanizmalar ile saglanir

(4).

Tablo 2.1. Dogal ve adaptif immiin sistem ve 6zellikleri.

Dogal immiin Sistem
Makrofaj, nétrofil, NK, dendritik hiicreler
Dogumda hazir

Maruziyetten sonra erken cevap (Dakika,
saatler)
Self-nonself ayrimi mevcut

Cevap kisith ve sabit

Cevap germline olarak kodlanir

Nonspesifik cevap
Patojen veya hasar iliskili molekiiler paternler

Patern tanima reseptorleri
Klonal ¢gogalma ile cevap yoktur

Hafiza yoktur

Adaptif Immiin Sistem
T ve B lenfositler, antikorlar
Kazanilir

Maruziyetten cevap verene kadar belirli siire
ihtiyaci (Giinler)

Self-nonself ayrimi mevcut

Cevap gesitlilik gdsterir

Cevap somatik rekombinasyon ve somatik

hipermutasyonlarla diizenlenir.
Patojen ve aj.e spesifik cevap

Patojen veya hasar iligkili molekiiler
paternlerin spesifik kisimlar
TCR, BCR

Klonal ¢ogalma ile cevap verilir.

Hafiza mevcuttur



2.2. Primer immiin Yetmezlikler

Immiin sistemde gérev yapan hiicrelerin gelisiminde ve islev gdrmesinde
cesitli diizeylerde yer alan pek ¢cok molekiilii kodlayan genlerdeki mutasyonlar primer
immiin yetmezliklere neden olmaktadirlar. Primer immiin yetmezlikler, Mendelyan
gecis gosteren genetik hastaliklar grubunda yer almaktadir [11]. Ik tanimlanan primer
immiin yetmezlik 1952 yilinda Ogden Bruton tarafindan gosterilen X’e bagl
agamaglobulinemidir [12]. Hastaliga neden olan mutasyon ise 1993 yilinda Bruton
tirozin kinaz (BTK) geninde gosterilmistir [13]. Bugiine kadar 300°den fazla primer

immiin yetmezlik tarif edilmistir.

Primer immiin yetmezlikler, cogu zaman agir, yaygin ve tekrarlayan
enfeksiyonlarla karakterize olup otoimmiinite, lenfoproliferasyon, otoinflamasyon,
allerjik hastaliklar ile de seyredebilmektedir [14]. Primer immiin yetmezliklerdeki
fenotipik ozellikler etkilenen gendeki defektin tipine, bu genin veya {irlinliniin
etkilesimde bulundugu diger genlere ve ekspozomal etki de denilen gevresel etkilerin

tiimiine bagh olarak cesitlilik gosterir.

Immiin yetmezlikler 2015 yilinda immiin Yetmezlik Uzman Komite tarafindan

hazirlanan makalede Tablo2.2’deki gibi siniflandirilmigtir [15].
Tablo 2.2 Primer Iimmiin Sistem Hastahklarimin Simflandirilmasi

1-Kombine Immiin Yetmezlikler

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

4-Immiin disregiilasyon hastaliklar

5-Fagositer hiicre hastaliklar

6-Dogal bagisiklik hastaliklar

7-Otoinflamatuvar hastaliklar

8-Kompleman eksiklikleri

9-Primer immiin yetmezliklerin fenokopileri



Bu smiflamaya gore arastirma grubumuzda yer alan yaygin degisken immiin

yetmezlikler ‘Primer antikor eksiklikleri’ grubunda yeralmaktadirlar.

Primer antikor eksikliklerini degerlendirmek i¢in dncelikle B hiicre gelisimini

gbzden gegirmek gereklidir.
2.3 B Hiicre Gelisimi

Embriyoda mezodermden olusan aort-gonad-mezonefros dokusundan koken
alan prekiirsor hiicreler, fetal karacigerde hematopoietik kok hiicre oOnciillerini
olusturur, bu hiicreler de kemik iligine ulasarak kemik iligi 6nciillerini olusturur.

Hematopoetik kok hiicrelerin gelisimi fetal hayatin ilk ayinda yolk-sac, ikinci
ayda fetal karacigerde, liclincii ayda fetal kemik iliginde baglamaktadir. Gebeligin
yaklagik 7. ve 8. haftasinda pro-B ve pre-B hiicrelerine fetal karacigerde rastlanir. 10.
Hafta civarinda sigM*slgD” immatiir B hiicrelerine, yaklasik 12. gebelik haftasinda da
slgD™ matiir B hiicrelere rastlanir. Fetal karaciger yaklasik gebeligin 30. haftasina
kadar kok hiicre iretim gorevine devam eder. Gebeligin 12. haftasindan itibaren fetal
kemik iligi B hiicre iiretim merkezi olarak gérev yapmaktadir ve yasam boyu da bu

gorevine devam eder[16].

B hiicreleri diger hematopoetik hiicreler gibi pluripotent stem (kok) hiicreden
gelismekte, proB, preB, immatiir B ve matiir B basamaklar1 sonucunda olusmaktadir.
Kok hiicreden matiir hiicreye kadar ¢esitli B hiicre basamaklarinin gelisimi, bir dizi
yiizey markerinin kazanilmasi, kaybedilmesi, immiinglobulin genlerinin yeniden

diizenlenmesi (rearrangement) ve bu genlerin ekspresyonu ile miimkiindiir (Sekil .).

B hiicre gelisimi, dogum sonrasinda kemik iliginde gergeklesen antijenden
bagimsiz veya santral B hiicre gelisimi ve sekonder lenfoid organlarin (lenf nodu,
mukoza iligkili lenfoid doku (MALT), kemik iligi ve dalak) germinal merkezlerinde

olusan antijen bagimli veya periferik B hiicre gelisimi olmak iizere iki kisma ayrilir.
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Sekil 2.1. B hiicre farklilagmasi, algruplarl [17]

2.3.1 Santral B hiicre gelisimi:

B hiicrenin kemik iliginde diferansiyasyonun devami i¢in belirli diizeyde BCR
ekspresyonu, tonik BCR sinyalinin Ras-Mek-Erk sinyal iletim yolagz ile iletimi, BAFF

reseptor ekspresyonu ve sinyal iletimi gereklidir [18].

Immiin sistem, yabanci antijenleri T ve B hiicre yiizeylerindeki spesifik
reseptOrleri ile tanir. B hiicre reseptorii (BCR) kodlayan farkli gen segmentleri VDJ
rekombinasyon islemi ile rastgele bir araya getirilerek diizenlenir. Bu yeniden
diizenleme her zaman basarili olmadigindan yeterli sayida olgun hiicre olusabilmesi
icin proliferasyon da buna eslik etmelidir. Erken B lenfosit gelisimi antijenden

bagimsiz yeni gen diizenlenmesi ve hiicre proliferasyonu ile karakterizedir.
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Sekil 2.2. Sanral ve periferik B hiicre gelisimi [18]

Basarili bir diizenleme fonksiyonel bir molekiil olusturur ve bu yolla
antijenden bagimsiz olarak genis bir repertuvar olusur. Bu basamaklar sonrasinda
olusan immatiir lenfositler anti-self ve antijene bagiml seleksiyona ugrar. Ilk Ig gen
rekombinasyonu pro B hiicrelerde baslar ve Ig agir zincir sentezlenmeye baslanir.
ProB hiicrelerinde agir zincir VH (variable heavy)) geni diizenlenir, DH (diversity
heavy) ve daha sonra JH (joining heavy) geni ile birlesir. VDJ rearrangementi ile
basarili VH olusumu sonunda preB hiicreleri ile hiicre sitoplazmasinda p agir zincir
proteinini eksprese ederler. Pre B hiicre safhasinda tiim bireylerde aynmi1 yapida olan
vekil veya yedek (surrogate) hafif zincir, Iga ve Igp eksprese edilmeye baglanir. Ig agir
zinciri ile birlikte bu proteinler hiicre yiizeyinde pre-B hiicre reseptoriinii olusturur. Bu
reseptor B hiicre gelisiminde ©Onemli bir kontrol noktasidir. Bu reseptoriin
ekspresyonunda gorev alan proteinlerin (Ig agir zincir, vekil (surrogate) hafif zincir,
Iga ve IgP zincir) veya reseptoriin sinyal iletiminde rol oynayan molekiillerin (BTK,
BLNK, LRRCS8) mutasyonlarinda B hiicreler prolifere ve diferansiye olamazlar,

apoptoza ugrarlar ve agamaglobulinemi olusur.

Pre-B hiicre reseptoriiniin olusmasi B hiicre gelisiminde 6nemli bir kontrol
noktasidir (Sekil 2.3). Pre-B hiicre reseptorlerinin olugmasiyla onciil B hiicrelerinde

iki yeni diizenleme olusur. ilk olarak dogru rekombinasyon olusturan ve agir zincir



tireten allel kars1 alleli inhibe eder. Boylece sadece bir tiir reseptor ve Ig iireten B hiicre
klonlar1 olusur. Bu duruma allel ekartasyonu (allelic exclusion) adi verilir. Ikinci
diizenleme ise vekil (surrogate) hafif zincir tiretiminin sonlanarak, antijen spesifik
hafif zincir rekombinasyonu (k ve A hafif zincir V genlerinin diizenlenmesi (VL—JL))
ve ekspresyonunun baslamasidir. Olusan hafif zincir, agir zincir ile birleserek antijen
spesifik IgM’yi olusturur. Daha sonra yiizeylerinde IgM tasiyan immatiir B hiicreleri
kemik iliginden kana gecer [19]. Kemik iliginden go¢ eden immatiir B hiicreleri
sekonder lenfoid organlarda olgunlasarak IgD reseptorii eksprese ederler, daha sonra
da matiir B hiicresine gegis formu olana transisyonel B hiicresine doniisiir ve CD38
eksprese etmeye baglar. Bu basamaktan sonra olusan transisyonel (T) hiicreler
ozellikle dalaga gog ederler[20]. Dalakta ilk olusan T1 B hiicreleri, ardindan T2 B
hiicreleridir [20, 21]. Transisyonel tip 1 hiicre (T1) olarak adlandirilan immatiir
hiicreler gesitli gelisim basamaklarindan gegerler. BAFF-R ekspresyonu B hiicrelerde
ilk olarak bu basamakta goriiliir. Dalakta BAFF ve BAFF-R molekiillerinin
diizenleyici etkisiyle T2 B hiicreye dontisiirler. T2 B hiicreleri BCR ve diger ylizey
reseptorleri aracilifiyla aldiklar sinyallere gore folikiiler (FO) ya da marjinal alan
(zone) (MZ) B hiicrelerine doniisiirler [22]. Diferansiye olduktan sonra matiir ve naiv
hale gelirler. T2 sathasindan sonra yiizeyinde Ig M ve D bulunur.

Transisyonel evreden sonra dalakta matiir B hiicreler folikiiler ve marjinal zon

B hiicreleri olmak iizere iki tip matiir B hiicre vardir.

Multivalan
self-antijen Santral
Kontrol
Y noktasi
i
IgM
gD
Y Y Periferik
Kontrol
noktasi
rm— —
Kiiglik pre-B immatiirB T1 T2 Matiir B
Kemik iligi Dalak

Sekil 2.3. Pre-B hiicre reseptoriiniin olugmast
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B hiicrelerinin diferansiyasyon ve proliferasyon sirasinda self antijenlere karsi
ozgiillik géstermemesi i¢in bazi islemler gereklidir (Sekil 2.4). Sekonder rearanjman
da denen reseptor editing (diizeltme) islemi bunlardan biridir. Bu islem sirasinda self
tanima sozkonusu oldugunda agir zincir aynmi sekilde kalmakta, hafif zincir
degismektedir. Tek hiicrede yapilan PCR analizleri sonucunda sekonder rearanjmanin
kemik iligindeki immatiir B hiicrelerinin yaklasik 2/3’tinde gergeklestigini
gostermektedir. Diger bir islem B hiicre delesyonudur. Eger editing yapilamazsa B
hiicreleri delesyona ugrar. Uciincii seleksiyon islemi B hiicrede anerji olarak
adlandirilir. Eger gelisen B hiicreler self antijenleri zayif olarak baglarsa, bu hiicreler
fonksiyonel olarak anerjik hale gelirler ve kemik iligini bu sekilde cevapsiz olarak

terkederler.

Proliferasyon ve diferansiyasyona giden prekiirsor B hiicrelerin ¢ogu ara
basamaklarda apoptozla kaybolmakta, yaklasik 1/3’ agir ve hafif zincir genlerini
basarili olarak diizenleyebilmektedir. Bu asamaya ulasamayan hiicreler apoptoz ve
kemik iligi makrofajlar1 tarafindan ortadan kaldirihir [23]. Kemik iliginde tiretilen
immatir hiicrelerin sadece %10-20°s1 dalaga ulasir, biiyiilk bir kismi negatif

seleksiyona ugrarlar.

s 5 : Cozundr
Hicreye baglanmis self-antijen Self-antijen
[ -
>
I - S
.. X \
v Y IgMm
Self-reaktif
immatiir
B hiicre .
DELESYON / ‘ \ ANERJI
L . \\ Y inaktif B hiicre
O RESEPTOR ™ @ Kemikiliginden
DUZENLEME ' ayrilir
\y L X
Self antijene spesifik BCR Non-self antijene Kemik iligini

spesifik BCR > terkeder

Sekil 2.4. Self antijenlere toleransin gelisiminde 6nemli mekanizmalar
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2.3.2 Periferik B hiicre gelisimi (Antijen bagimh B hiicre gelisimi)

B hiicre gelisiminde ikinci asama antijenle karsilagsma ve B hiicre aktivasyonu
ile devam eder. Bu nedenle bu evre antijen bagimli evre olarak adlandirilir. Naiv matiir
B hiicreler kendi 6zgilin antijenlerini bulmak iizere periferik lenfoid organlarin
folikiillerinde dolasirlar, birka¢ giin i¢inde Sliirler [17]. Folikiilde B hiicrenin hayata
kalmasi B hiicre reseptorii ve BAFFR araciligr ile BAFF (B cell activating factor of
the TNF family) ile uyarimina baghdir [24]. BAFF ve APRIL sitokini B hiicre
yiizeyindeki TACI ve BCMA reseptorlerine baglanir. Bu iki sitokinin olusturdugu
sinyaller B hiicre aktivasyonunun B hiicre aktivasyonunun devamina ve
farklilagsmasina katkida bulunur.

MHCII yiizey molekiilleri sayesinde T hiicreden farkli olarak antijeni sunuma
gerek olmadan dogrudan tanirlar. B hiicre membranindaki IgM ve D, B hiicre reseptorii
(BCR) fonksiyonu gorerek antijeni tanir, Iga ve IgP (sirastyla CD79a ve CD79b olarak
da adlandirilir), ve bunlarin olusurdugu heterodimer yolu ile hiicre i¢ine uyart iletilir.
B hiicre aktivasyonunda ayrica B hiicre ylizeyinde eksprese olan kompleman reseptorii
olan (CD21), CD19 ve CD81 kompleks olustur, CD19 sitoplazmik ucundaki ITAM
molekiilleri araciligi ile sinyal iletimi ger¢eklesir. B hiicre aktivasyon veya inhibisyonu
icin ek uyarilar TLR aracili uyarilar ile saglanir. Degisik B hiicre altgruplar
yiizeylerinde asidiklari farkli TLR’lere anijen baglanmasi ile farkli cesitlilikte sitokin
sekresyonu ile yanit verirler. Ornegin MZ B hiicrelerinin TLR2 ve 4 ile simiilasyonu
IL-10 ve bir miktar IL-6 salgilamasina neden olurken, FO B hiicrelerinin IFN-y ve IL-
6 salgilamasina neden olur [25].

Fetal hayatta karacigerde olusan immatiir B hiicrelerin bir kismi farede B1 B
hiicre olarak adlandirilir [26]. Bu hiicreler periton, gastrointestinal mukoza gibi
bolgelere yerleserek, mukozal yiizeylerde karsilagtiklari sinirli sayida polisakkarit
antijenlere ve lipitlere kars1 hizli IgM {ireten hiicrelere doniisiir, polisakkarit antijen
yanitindan sorumludurlar ve fetal karacigerde TdT eksprese edilmediginden kisith
cesitlilik potansiyeline sahiptirler [27]. Bu hiicrelerin iirettikleri antikorlara ‘dogal
antikorlar’ da denir, ¢iinkii bu antikorlar hi¢ yabanc antijenle karsilasmamais bireylerde
de bulunur. Bu antikorlarin gastrointestinal sistemin dogal florasinda bulunan
bakterilere karsi gelistigi diistiniilmektedir. Fetal hayatta kemik iliginde olusan B

hiicrelere ise B2 B hiicre ad1 verilir. B2 B hiicreleri dolagimda yaygin olarak bulunan
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folikiiler B hiicreler ve dalakta bulunan marjinal alan (zone) (MZ) B hiicreler olmak
tizere iki gruptan olusur. Folikiiler B hiicreleri T hiicre bagimli olarak aktive olurken,
MZ B hiicreler ve B1 B hiicreler T hiicre bagimsiz olarak aktive olurlar [28].
Folikiiler B hiicreler dalak ve lenf nodlarindaki folikiillere ulastiktan sonra bu
adi alirlar ve kandaki, sekonder lenfoid dokulardaki esas B hiicre popiilasyonunu

temsil ederler. Folikiiler hiicreler esas olarak dolasimdaki B hiicrelerdir.

Protein T-oagim)
antijen lgG izotip donlislimii yapmig
~ \ tiksek afiniteli
T hel / ) ¥
¥ 5 IEIReR 3 V antikorlar,
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Dalak, Folikiller \@
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Lenfoid reaksiyonu oM 1 —
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- » > Y kisa omiirli
J plazma hiicreleri

Marjinal alan

plazma hiicreleri

B hiicreleri
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Sekil 2.5. T hiicre bagimli ve T hiicre bagimsiz antijen taninmasinda rolii olan B hiicre
altgruplari

Marjinal zon B hiicreleri, dalakta marjinal siniiste ve periferik kanda bulunur.
Marjinal B hiicreler dolasimdaki B hiicrelerin %15-25’ini olustururlar. Dolasimdaki
marjinal B hiicre sayisinin azligiyla zayif pnomokokal polisakkarit ag1 cevab iliskili
bulunmustur. Bu hiicreler pndmokokal polisakkarit antijen cevabindan spesifik olarak
sorumludurlar. Ozellikle S. pneumoniae, H. influenzae, N. meningitidis gibi hayati
tehdit eden kapsiillii bakterilere kars1 ilk cevapta dnemli rol oynar. B1 B hiicreleri gibi
siurli sayida polisakkarit antijenlere kars1 cogunlukla IgM, az miktarda da IgG {iretir.
B1 B hiicreleri ve MZ B hiicreleri, sinirh sayida bakteriye T hiicre bagimsiz yanit
verebilmektedir (Sekil 2.5).

Humoral immiin sistemin mikroorganizmalara kars1 kalic1 ve asil cevabi ise T

hiicre yardimiyla gerceklesmekte; yiiksek afiniteli, uzun siireli antikor yanit1 ile
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olugmaktadir. Bu yanit1 periferik kanda naif B hiicre olarak adlandirilan follikiiler B
hiicreler saglamaktadir. CD27-CD20+CD19+CD38- naif B hiicreleri kemik iliginden
ciktiktan sonra periferik kana gecerek lenf noduna yiiksek endotelli veniiller yoluyla
T hiicre bolgesine gelir [29, 30]. Eger 6zgiil antijeni ile karsilasmazsa lenf nodunu
lenfatik kanallar yolu ile terkeder ve periferik kan ve lenfoid dokular arasinda
dolasarak birka¢ giin i¢inde Sliir. Germinal merkezde B hiicreleri hizli ¢ogalan koyu
alanda ‘centroblast’ ve agik alanda ‘centrocyte’ adinmi alirlar ve devamli olarak koyu

ve acik alan arasinda gocederler.

Hizla ¢ogalan B hiicreler (centroblast) folikiil merkezinden koyu bolge (dark
zone) adi verilen folikiiliin dis kismina go¢ eder ve burada yardimer T hiicreleri ile
karsilagir. Bu sekilde aktive olan T hiicrelerin yilizeyinde CD40 ligand ve sitokin
reseptorlerinin ekspresyonu artar ve yardimer T hiicreler B hiicreleri aktive etmek
tizere kemokinler yardimiyla folikiillere dogru yol alir. Germinal merkez cevabinda B
hiicre aktive T hiicre etkilesimi B hiicre biiylime ve diferansiyasyonu i¢in gerekli
sinyali olusturur. Aktive olan B hiicreler folikiil merkezine tekrar doénerek burada

prolifere olmaya devam eder.

Koyu alanda hiicreler hizli sekilde ¢ogalir, Ig degisken bolgesinin geninde

somatik hipermutasyon ve Ig agir zincirinde izotip doniisimii gergeklesir.

Ig degisken kismini kodlayan gende (antijen reseptor V geninde) somatik
hipermutasyon adi verilen nokta mutasyonlari ile, B hiicreler nispeten daha yiiksek
antijen afinitesi gosteren antikor lireten germinal merkez B hiicreleri ve antijene daha
spesifik ve giiglii baglanan antikor iiretimi gergeklesir (Sekil 2.6). Agik alanda ise
antijenle tekrar karsilagir ve gelisen olaylar ile antijene kars1 BCR afinitesinde artis
olup olmadig: (afinite matiirasyonu) kontrolii yapilmis olur. Sonugcta antijene karsi
yiiksek afiniteli BCR asiyan B hiicre klonlar1 cogalmis ve yasamini devam ettirmis
olur [29, 30]. Bu B hiicre klonlarindan en yiiksek afinite ile antijene baglanan Ig lireten
klon, follikiiler dendritik hiicreler yardimiyla proliferasyona devam ederken, diger

klonlar apoptoza gider [31].
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IgV geninde 0{ Diis.iik-afiniteli
somatik mutasyonlar Antikor
->Yiiksek afiniteli
B hiicre se¢imi
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k.1 Yiiksek-afiniteli

Mutasyonlar Antikor

Sekil 2.6. Somatik hipermutasyon

Yardimct T (Th) hiicrelerden salinan ¢esitli sitokinlerin yardimiyla ve Ig sabit
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kismini1 kodlayan bolgenin de iiretilen sitokine gore degisik ekspresyonlart ile IgM

yaninda IgA, IgG ve IgE gibi degisik tiirde antikor iiretimi baglar. Bu olaya izotip

doniisiimii (class switch recombination) adi verilir. Ornegin yardimei T hiicrelerden

IFNy salgilandiginda IgG1l ve IgG3; IL4 salgilandiginda IgE; TGFB ve ILS

salgilandiginda IgA tipinde izotip déniisiimii gerceklesir [32]. izotip doniisiimiinde rol

oynayan baslica enzimler, sabit zincirin kullanilmayacak bolgelerinin sirkiiler DNA

haline gelerek ayrilmasini saglayan aktivasyon ile indiiklenen sitidin deaminaz (AID)

yaninda DNA tamir proteinleri olarak gérev yapan urasil N glikozilaz (UNG) ve PMS2
enzimleridir [33]. Bu enzimlerin yoklugunda ve CD40 ve CD40 ligand eksikliklerinde

1zotip donlisiim defektleri olarak da adlandirilan hiper IgM sendromu gelismektedir.

1g agir zincir lokusu (14. kromozom)

v D J
551850 — O
«——— RAG, NHEJ
vDJ

| primer repertuar < 1 Q(ER| c: |— 1Q/ER-4 1Q(F—
wy

Somatik hipermutasyon izotip déniisiimii

vDJ BT N
Sekonder repertuar ‘m 4

IgMgk ,\\%IQE ,“\

Sekil 2.7 Izotip doniisiimii ve somatik hipermutasyon

Sekonder lenfoid organ
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Izotip doniisiimii ve somatik hipermutasyon sonucu yiiksek afiniteli antikor
tireten B hiicre klonundaki baz1 hiicreler Ig salgilayan plazma hiicrelerine doniisiirken,
bir kisim hiicre de tekrar antijen ile karsilastiginda viicudun daha hizli yanit vermesine

neden olan hafiza B hiicrelerine doniistir (Sekil 2.7).

Cocukluk c¢agindan itibaren de hafiza B hiicre sayis1 giderek artmaktadir.
Eriskin yasta dolasimdaki B hiicrelerin %60-70 kadar1 IgD*, CD27" naif B hiicre iken,
geri kalani1 IgD", CD27* hafiza B hiicrelerdir [34].

2.4 Primer Antikor Eksiklikleri

Primer antikor eksiklikleri serum immiinglobulin diizeylerinde diisiikliik veya
yokluga ilaveten asilamaya yanitta yetersizlik ile karakterizedir [35]. Bu
eksikliklerinin 6nemli bir boliimii B hiicre gelisimi ve plazma hiicresine farklilagmay1
etkileyen molekiiler eksiklikler sonucu ortaya ¢ikmaktadir. B hiicrelerinin antikor
sentezi T hiicre bagimli ve T hiicre bagimsiz olarak gergeklesebilmekte, ardindan B
hiicreleri plazma hiicrelerine doniiserek antikor salgilamaktadir. Bu nedenle primer
antikor eksikliklerinin bir kism1 kismi T hiicre eksiklikleri sonucu gelismektedir.

Primer antikor eksiklikleri nedenlerine gore ii¢ grup altinda incelenmektedir [36].

A. B hiicre intrinsik defektleri
1. B hiicre gelisim defektleri
2. B hiicre ‘survival’ (yasamin siirdiirmesi ile ilgili) defektleri
3. B hiicre aktivasyon defektleri
4. Immiinglobulin izotip doniisiimiindeki defektler
B. B hiicre extrinsic defektleri
1. T hiicre gelisim ve aktivasyon defektleri
2. ‘Innate’(Dogal) immiin sistem defektleri
C. Etiyolojisi bilinmeyen defektler

Primer antikor eksikligi sendromlarinda ortak bulgu immiinglobulin diistikligi
olsa da klinik bulgular heterojendir (Tablo 2.3). Bu hastalar, genel olarak kliniklere en

stk Streptococcus pneumoniae ve Haemophilus influenzae ile olusan, tekrarlayan otit,
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siniizit ve akciger enfeksiyonu ile basvururlar. Diger sik goriilen yakinmalar ise

otoimmiin hastaliklar,inflamatuvar

hastaliklardir.

Tablo 2.3 Primer antikor eksiklikleri[37]

hastaliklar, malignite ve

lenfoproliferatif

Hastahk

Laboratuvar Bulgulari

Klinik Bulgular

Molekiiler Defekt

Agamaglobulinemi
(X’e bagh ve otozomal

resesif)

izotip déniisiim defektleri

veya hiper IgM sendromu

Yaygin degisken immiin

yetmezlik

Selektif IgA eksikligi

IgG alt grup eksikligi

-Agamaglobulinemi
-Periferdeki B hiicre sayisinin
%2 nin altinda olmast

-Spesifik antikor cevabi yoktur.

-Diisiik 1gG ve IgA seviyeleri
-Normal veya artmis I[gM
-Normal B hiicre sayist
-Antikor yanitinda bozukluk
-CD40/CD40L eksikliginde

azalmus T hiicre cevabi

-Diisiik 1gG ve diisiik IgA ve
IgM

-Normal veya azalmig B hiicre
sayisl

-Bozulmus spesifik antikor
yanitlari

- Azalmig T hiicre yaniti
goriilebilir.

-IgA seviyesinin 7 mg/dl’nin
altindadr.

-IgM ve IgG ve B hiicre sayilar1
normaldir.

-Spesifik antikor yanitlari
normaldir.

Total IgG, IgA, IgM diizeyleri
normalken, bir veya birden ¢ok
IgG alt grubunda diisiikliik
saptanir. B hiicre sayilar

normaldir.

-Tekrarlayan agir bakteriyel
ve enteroviral enfeksiyonlar
-Lenfoid dokunun yoklugu
-Otoimmiin ve malign

hastaliklar

-Tekrarlayan agir bakteriyel
ve firsat¢1 enfeksiyonlar

- CD40/CD40L eksikliginde
karaciger hastalig1
-AID/UNG mutasyonunda
lenfoid hiperplazi, otoimmiin
ve malign hastaliklar
-Tekrarlayan agir bakteriyel
enfeksiyonlar

-Otoimmiin ve malign
hastaliklar
-Lenfoproliferatif ve
graniilomat6z hastalik

-Gastrointestinal bozukluklar

Genellikle semptomlari
yoktur, bir kisim hastada
atopi, otoimmiinite ve
gastrointestinal bozukluklar

goriilebilir.

Genellikle semptomlari
yoktur, bir kisim hastada
atopi ve otoimmiinite

goriilebilir.

-X’e bagli resesif (BTK
mutasyonu)

-Otozomal resesif (n agir
zincir, Iga, Igf, BLNK,
LRRC8)

- %5-10’unda ise molekiiler
defekt bilinmemektedir.
-Intrinsik B hiicre defektleri
(AID, UNG mutasyonlart)
-Kombine immiin yetmezlik

(CD40, CD40L eksikligi)

-TACI, ICOS, CD19
defektleri
-%090 hastada molekiiler

defekt bilinmemektedir.

Bilinmemektedir.

Bilinmemektedir.



Spesifik antikor eksikligi

Siit cocuklugunun gegici

hipogamaglobulinemisi

1gG, IgA ve IgM seviyeleri ve B
hiicre sayilar1 normalken,
ozellikle polisakkarit
antijenlerine kars1 spesifik
antikor yanitinda bozukluk

vardir.

IgG diisiikliigiine IgAve/veya
IgM disiikliga eslik eder.
Spesifik antikor yanitlar biiyiik
¢ogunlugunda normaldir.
Lenfosit alt gruplar1 CD19 B

hiicre sayilar1 da normaldir.
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Tekrarlayan {ist ve alt Bilinmemektedir.
solunum yolu enfeksiyonlar1

goriiliir.

Tekrarlayan st solunum yolu  Bilinmemektedir.
enfeksiyonu, otit, gasroenterit

gibi genellikle iyi huylu

enfeksiyonlarla seyreder.

Menenjit, sepsis, osteomiyelit

sistemik enfeksiyonlar ve

kronik enfeksiyonlar

goriilmez.

Agamaglobulinemiler, erken B hiicre gelisimi sirasindaki defektler sonucu

olusan antikor eksiklikleri grubudur. Periferik kanda B lenfosit yoklugu veya ¢ok

diisiik olusu, Ig izotiplerinde diisiikliikk ve tekrarlayan enfeksiyonlar ile karakterizedir.

En sik goriilen form BTK mutasyonuna bagl gelisen X’e bagli agamaglobulinemi,

daha nadir olarak otozomal resesif agamaglobulinemiler gériilmektedir.

X’e bagl agamaglobulinemi (Bruton agamaglobulinemisi) ilk kez 1952 yilinda Ogden

Bruton tarafindan tanimlanmistir. Bruton’un tekrarlayan enfeksiyonlar: olan bir erkek

cocugunda elektroforezde gamaglobulin fraksiyonun olmadigin1 fark etmesi ile

hastaligin nedeni ortaya konmus, 1993 yilinda iki ayr1 arastirmact grubu [38, 39]

hastaliktan sorumlu geni bulmuslar ve BTK adin1 vermislerdir. Bruton tirozin kinaz

geni X kromozomunun Xq22 pozisyonunda bulunmaktadir. Bruton tirozin kinaz,

sitoplazmik bir tirozin kinaz olup, pre-BCR ve BCR’iin fonksiyonunda kritik rol

oynamaktadir. BTK mutasyonu sonucu B hiicre gelisiminde iki evrede; pre B hiicreden

immatiir B hiicreye geciste ve tranzisyonel B hiicre evresinden matiir B hiicre evresine

geciste duraklama olmaktadir.
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Bruton tirozin kinaz molekiiliiniin tanimlanmasi1 primer antikor eksikliklerinde
onemli bir asama olmus, daha sonraki yillarda ¢ok sayida defektif gen tespit edilmistir
[35]. Ozellikle agamaglobulinemi, izotip déniisiim defekleri ve yaygmn immiin
yetmezlik grubunda animlanmis olan genetik defektler Tablo’da verilmistir. Bu
genetik defektlerden bazilar1 B hiicreden kaynaklanan ‘intrinsic’ defektlerken, bir
kismu T hiicre ylizeyinde eksprese olan resepdr veya ligandlardan kaynaklanmaktadir
[40]. Bu defektlerden B hiicre matiirasyon ve diferansiyasyonunu etkileyenler
Tablo’da gosterilmistir. Son zamanlarda modifiye edici genetik faktorlerin, hastanin
yasinin, ¢evresel ve diger faktorlerin hastaligin klinik ¢esitliliginde rol oynayabilecegi

netlesmistir [41, 42].

A CD79A
BTK IGHM L1411 BLNK CD798
Agamaglobulinemi } - b - .
1963 1996 1998 1999 2007
) cosoL AD CD40  UNG PMS2
Izotip donilisiim defekti } } bt ! i |
1933 2000 2001 2003 2008
€020
ICOS  TACI CD19 BAFFR CD81  CD21
YDiv | —t— ——
1990 2003 2005 2006 20092010 2011
B
e [lea g
[Jow e O w
W M- —
o = o
e s o
[ o -
O e
Agamaglobulinemi izotip doniisiim defekti YDiY

Sekil 2.8 Sik goriilen primer antikor eksiklik tiirleri ve bazi molekiiler defektler [35].
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Sekil 2.9 B lenfosit santral ve periferik gelisim evreleri ve bu evreleri etkileyen
molekiiler defektler [35]

2.5 Yaygin Degisken immiin Yetmezlik

“Yaygin degisken immiin yetmezlik” (YDIY), (Common variable
immunodeficiency) 2015 immiin yetmezlik siniflamasinda antikor eksiklikleri
grubunda yer alan bir hastaliktir [43]. Kazanilmis hipogamaglobulinemi, erigkin
donemde baslayan hipogamaglobulinemi, ya da disgamaglobulinemi olarak da
adlandirilir.

Yaygin degisken immiin yetmezlik (YDIY, ‘CVID’-‘Common variable
immunodeficiency’), immiinglobulin ve koruyucu antikor iiretiminde yetersizlik,
bunun sonucunda goriilen semptomlarla ve siklikla tekrarlayan bakteriyel
enfeksiyonlarla karakterize, molekiiler ve genetik temeli tam olarak aydinlatilamamus,
heterojen bir hastalik grubudur [44]. Bu hastalik grubunda genel olarak, B hiicrelerin
varhigina, T hiicre immiinitesinin normal veya normale yakin olmasina ragmen
patojenlere kars1 yetersiz antikor cevabi ortaya ¢ikar [45]. Hastaligin’degisken’olarak
tanimlanmasinin sebebi erigkinlerdeki ge¢ baslangicli olan siniflandirilamayan
hipogamaglobulinemilerin,  ¢ocuklarda  bulunan  kalitsal  formda  olan
agamaglobulinemiden yani X’e bagl gecisli agamaglobulinemi (XLA)’den ayrimi
icindir [46].

Avrupa Immiin Yetmezlik Toplulugu (ESID) tarafindan 2014 yilinda
belirlenen YDIY tami kriteri Tablo 2.4’te verilmistir [47].

Tablo 2.4 YDIY tanisi i¢in yeniden diizenlenmis ESID Kriterleri (2014)



Asagidakilerden en az birinin bulunmasa:

Enfeksiyonlara duyarlilik

Otoimmiin bulgular

Graniilomatoz hastalik

Agiklanmamus poliklonal lenfoproliferasyon

Antikor eksikligi nedeniyle etkilenmis bir aile bireyi olusu

VE serum IgG ve IgA diizeyinde belirgin diigiikliik. Serum IgM diizeyinde diistiklik
olabilir, olmayabilir (En az iki kere 6l¢iilmiis yasa gore iki standart deviasyon (SD)
altinda degerler)

VE asagidakilerden en az biri:

Agilara diisiik antikor cevabi (ve/veya izohemagliitininlerin yoklugu)

Diisiik ‘Switched memory’ B hiicreleri (Yasa bagli degerin %70’ inden diisiik)

VE diger ikincil hipogamaglobulinemi sebeplerinin diglanmis olmasi

VE semptomlar daha erken baglasa da tan1 4 yagindan sonra konulmahdir

VE belirgin T hiicre eksikliginin eslik etmemesi (Bu durum asagidakilerden iki
tanesinin varligl ile animlanmistir)

CD4 sayisi/pl: 2-6 yas <300, 6-12 yag <250, >12 yas <200.

Naive CD4 orani : 2-6 yag <%25, 6-16 yas <%20, >16 yas <%10.

T hiicre proliferasyonunun yetersiz olmasi

Hipogamaglobulinemi sekonder nedenleri ile ayirici tan1 yapilmalidir:

Tablo 2.5 Hipogamaglobulineminin ikincil nedenleri

Ilaca bagh nedenler Genetik Bozukluklar

Antimalaryal ajanlar Ataksi Telenjiektazi

Kaptopril SCID (Siddetli Kombine Immiin Yetmezlik)
otozomal gecis

Karbamazepin, fenitoin X’e baglh gegisli SCID

Glukokortikoidler Transkobalamin I eksikligi ve
hipogamaglobulinemi

Feklofenak X’e bagl gegisli agamaglobulinemi

Altin tuzlari X’e bagh gecisli lenfoproliferatif hastalik (EBV
iliskili)

Penisilamin Hiper IgM sendromu

Kromozom 18 g delesyonu, Monozomi 22,
Trizomi 8, Trizomi 21

Enfeksiyoz Hastahklar Malignansiler

HIV Kronik lenfositik 16semi

Konjenital Rubella Timoma ile eslik eden immiin yetmezlikler
Konjenital CMV enfeksiyonu Non Hodgkin's lenfoma

Konjenital Toxoplazma enfeksiyonu B hiicre malignansileri
Epstein-Barr Virus enfeksiyonu

Sistemik Hastahklar

Immiinglobulinlerin asir1 katabolizmasina bagh (distrofik miyotoni tip 1-2, proksimal
miyotonik miyopati) gelisen immiin yetmezlikler

Immiinglobulinlerin asir1 kaybina bagl (nefrotik sendrom, ciddi yaniklar, lenfanjiektazi,
siddetli ishal) gelisen immiin yetmezlikler



21

Ayirict tanida Oncelikle diger primer antikor yapim bozukluklar1 ve ilag,
enfeksiyon, malignite gibi durumlara sekonder immiin yetmezlikler g6z Oniine
almmalidir. Ozellikle antikonviilzan ila¢ kullanan, vitamin B12 diizeylerinde diisiikliik
saptanan, protein kaybettiren enteropati, nefrotik sendromu olan ve lenfoproliferatif
hastaliga sahip kisilerde akilda tutulmalidir. Antikor cevabinda yetersizlik,
immiinoglobulin seviyelerinde azalma ile seyreden daha ciddi enfeksiyonlarla
karakterize olabilen kombine immiin yetmezliklerle de ayirici tanisi ivedilikle
yapilmalidir. iki yasin altindaki ¢ocuklarda, X e baglh agamaglobulinemi ve bebeklik
déneminin gecici hipogamaglobulinemisinden ayirim zor olabilmektedir. Ancak, tani
konulmasi prognoz, sagkalim, tedavi ve genetik danisma agisindan onemlidir. X’e
bagli kalitimi diisiindiiren aile dykiisii olan, tonsiller doku ve periferik kanda matiir B
hiicreleri bulunmayan vakalarda tani, XLA lehinedir. Geng ve erkek hastalarda ayirimi
zor oldugundan, Bruton tirozin kinaz genindeki mutasyon gosterilerek vakalarda XLA
tanis1 kesinlestirilir. Bebeklik ¢aginin gegici hipogamaglobulinemisinde ise, agilamaya
kars1 fonksiyonel antikor yanitlart normaldir. Immiinoglobulin seviyeleri diisiik ancak
IgM diizeyleri yliksek olan vakalarda, hiper IgM sendromu mutlaka ekarte edilmelidir.
Tekrarlayan, bakteriyel iist ve alt solunum yollar1 enfeksiyonlar1 olan bir hastada
YDIiY’den siiphelenilmelidir. YDIY’li ¢ocuklarda, primer kombine immiin
yetmezliklerin ve HIV enfeksiyonun aksine, gelisme geriligi olmayabilir.
Enfeksiyonlara predispozisyon vyaratabilecek alerji, anatomik bozukluklar,
kompleman eksiklikleri, silier fonksiyon bozukluklar1 ve kistik fibrozis gibi durumlar
degerlendirilmelidir. Selektif IgG alt grup eksikligi veya polisakkaritlere kars1 spesifik
antikor yanit1 bozukluklarinda da tekrarlayan solunum yolu enfeksiyonlar1 gelisebilir
ancak bu hastalarda total IgG diizeyleri genellikle normaldir. Hiimoral immiin sistemin
laboratuvar degerlendirilmesi, serum IgG, IgM, IgA ve IgE diizeylerinin 6l¢timii ve
bu diizeylerin yasa uygun referans degerleriyle karsilastirilmasiyla baslamalidir.
Ayrica, spesifik antijenlere kars1 antikor yapabilme kapasitesi arastirilmalidir.
Izohemaglutininlerin 6l¢iimii ile, bir yasm {izerindeki hastalarda spesifik IgM
yapabilme kapasitesi degerlendirilebilir. Difteri ve tetanoz toksoidi ve polivalan
pnomokok asilamalarindan sonra antikor diizeylerinin Ol¢lilmesiyle protein ve

polisakkarit antijenlerine karsi fonksiyonel yanit saptanabilir [48].



22

2.5.1.Tarihce

Yaymlanan ilk vaka olan 39 yasindaki kadin hastanin bronsiektazi, tekrarlayan
akciger enfeksiyonlari, sintizit, otit ve Haemophilus influenza ya bagl bir kez gelisen
menenjiti oldugu tarif edilmistir. Serum proteinlerini gosterecek elektroforez
caligmas1 yapilamamasina ragmen serum izohemaglutininlerinin eksikligi ve
gamaglobulin replasman tedavisi sonrasi tekrarlayan enfeksiyonlarin remisyonuyla
hipogamaglobulinemi tanis1 konulmustur. Sonrasinda diger vakalar tanimlanmaya
devam edilmistir. 1955 yilinda Rosecan ve arkadaslar tarafindan 2 erkek hastada
hipogamaglobulinemi ve splenomegali birlikteligi tarif edilmis, ayn1 yilda yine Wall
ve Sasla tarafindan 2 eriskin hastada hipogamaglobulinemi ve tekrarlayan bakteriyel
enfeksiyonlar bildirilmistir [49, 50]. Wollheim ise 1961 yilinda Isve¢’in iki farkl
bolgesinde  bircok  kadin  hastada  tekrarlayan  enfeksiyonlarla  iliskili
hipogamaglobulinemi tarif etmis ve bu hastaligin kalitsal bir dogasi olabilecegini 6ne
stirmiigtiir [51]. 1967 yilinda Kirkpatrick ve Schimke, hipogamaglobulinemisi olan
hastalarda ¢ok diisikk diizeylerde Ig M oldugunu bildirmistir [52]. Kamin ve
arkadaslar1 tarafindan 1968 yilinda hipogamaglobulinemisi olan hastalarin T
hiicreleri’'phytohemagglutinin“ile in  vitro uyardiklarinda proliferasyonunda
yetersizlik oldugu gosterilince, bu hastaligin diisiik antikor diizeyleri yaninda, defektif
hiimoral cevapla iliskili olabilecegi 6ne siiriilmiistiir [53]. Cooper ve arkadaslari
tarafindan 1971 yilinda hipogamaglobulinemisi olan hastalarin perifer kaninda yiizey
immunoglobulinlerini tagiyan B lenfositlerin normal seviyede olduklar1 gosterilmistir.
Bunun yaninda B lenfositlerin plazma hiicrelerine farklilagmasindaki aksaklik
nedeniyle hastaliga neden olduguna dair fikirler iiretilmistir. Hastalarin dogasindaki
degiskenligi ilk belirten ve bunun hastaligin karakteristik, tamamlayict bir pargasi
oldugunu literatiirdeki ilk belirten Cooper ve arkadagslaridir [54]. Farkli olarak “Yaygin
Degisken Immiin Yetmezlik” terimi o donemde ¢esitli dergilerde farkli isimlerce
yayinlanmis olsa da, ilk olarak Douglas ve Geha tarafindan 1974 yilinda bagimsiz
olarak kullanilmigtir [55, 56]. Bugiin ise hastaligin nedeninin simdiye kadar bir¢ogu

tanimlanmis, coklu gen defektleri nedeniyle gelistigini bilmekteyiz.

Hastaligin uluslararasi tanimlanmasinin bir miitabakata varilip kabul edilmesi

1990 yillarina uzanmistir ve o yila kadar arastirma yazilarinda kullanilan ¢esitli
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tanimlamalar kargasa yaratmis olup antikor eksikligine neden olan ikincil nedenlerin
dislanmasi ihtiyact duyulmustur. Yeterli gériismeler sonrasinda, European Society for
Immunodeficiency (ESID) ve Pan-American Group for Immunodeficiency (PAGID)
tarafindan 1999 yilinda tami kriterleri yaymlanmistir [57]. Hastaligin tanimlandigi
donemlerdeki esas Oonemli olan, CVID tanisinda antikor
eksikliginin’primer’nedenlerini teyit edebilmek ve diger neden olan durumlari

dislamaktir.

CVID veya selektif IgA eksikligi olan bireylerin ayni aile iginde saptanmis
olmasi, bu iki hiimoral immiin yetmezligin genetik olarak iliskili oldugunu ve ayni
hastalik spektrumunun kutuplarin1 temsil ettigini diisiindiirmiistir. CVID ve IgA
eksikligi olan hastalarin cogunda baz1 HLA haplotiplerinin ortak oldugu saptanmistir
[58]. Iki immiin yetmezlikte de duyarlilik genlerinin 6. kromozomun MHC bélgesinde
oldugu, muhtemel iki genden birinin DQ lokusunda bulunup DQ B zincirinin 57.
pozisyonunda nétral bir aminoasiti kodladigi, digerinin ise bir klas III MHC geni, ve
muhtemelen, etkilenmis kisilerde siklikla delesyonu goriilen C4A geni oldugu ileri
stiriilmistiir [59]. DQ B zincirinin 57. pozisyonunda alanin veya valin gibi notral bir
aminoasitin olmasimin IgA eksikligine kars1 duyarliligr arttirdigi, negatif yiiklii bir
aminoasitin olmasinin ise IgA eksikligi i¢in koruyucu oldugu diisiiniilmiistiir [60].
Ancak aynt MHC haplotipini tasiyan kisilerde immiin yetmezligin her zaman mevcut
olmamas1 hastalifin genetik temeline ulasmay1 zorlagtirmistir. Yakin zamanda
yayinlanan arastirmalarda MHC 1I ve MHC III {izerindeki bdlgelerde bu iki
hastaliktaki genetik yatkinliga neden olan esas 6gelerin oldugunu ispatlayacak yonde
sonuglar ¢ikmistir [61]. Cevresel faktorlerin de, o6zellikle fenitoin gibi ilaglar ve
enfeksiyonlarin, genetik olarak yatkinligi olan kisilerde dengeyi immiinglobulin

eksikligi lehine bozabilecegi ileri siiriilmiistiir.

Son dénemde YDIY hastaligiyla iliskili olan genetik etmenlerin aydinlatilmast igin
biiyiik ¢aba sarfedilmektedir, ancak hastaligin ortaya ¢ikisina yol acan genlerle ilgili
bilgiler kisithidir. YDIY ile iliskisi oldugu bildirilen belirli genler arasinda TACI
(transmembrane activator andcalcium-modulator and cyclophilin ligand interactor),
ICOS (Inducible Costimulator), CD19, CD20, CD21, CD81 BAFFR ( B Cell

Activating Factor Receptor) gibi genler yer almaktadir. YDIY klinik parametreleri ile
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bu genlerdeki mutasyonlarin birlikteligi gerek hastaligin siniflandirilmasinda gerekse
ayiricl tanida dnem arzetmektedir. Bu genlerden 6zellikle TACI ve ICOS, B hiicre
gelisimi ile yakindan ilgilidir. TACI, B hiicreleri iizerinde eksprese edilen ve hiicre
reseptOrii olarak islev goren bir proteindir. TACI’nin aktivasyonu sonrasinda, izotip
doniigiimii ve immiinoglobulin maturasyonunda 6nemli olan faktorler aktive edilir. Bu
bakimdan TACI’deki mutasyonlar YDIY hastaliginin bir nedeni olarak kabul
edilmektedir. TACI’deki genetik degisiklikler ve bu degisikliklerin YDIY ile iligkisi
tam olarak anlasilamasa da, bu hastalarin % 8-10’unun, en az bir TACI allelinde
mutasyon tasiyicist olduklart saptanmistir [62, 63]. ICOS da bir hiicre yiizey
reseptoriidiir, ancak TACI’den farkli olarak T hiicrelerinde eksprese edilmektedir.
Fonksiyonel olarak ICOS, hafiza B hiicrelerinin ve plazma hiicrelerinin olusumu i¢in
gerekli olan, IL-10 (Interleukin 10) {iretiminde rol almaktadir. Otozomal resesif gecis
gosteren YDIY hastaligryla ICOS un homozigot delesyonu paralellik gostermektedir.
ICOS’un ligand:1 ile etkilesimi, B hiicre farklilasmasi, immiinoglobulin izotip
doniisiimiinde 6nemlidir. Boylece, bu gendeki mutasyonlarin da, hastalikla iliskili

oldugunu gostermektedir.

2.5.2. Epidemiyoloji

Insidans1 10000-50.000°de 1°dir [64, 65]. Klinik bulgular en sik 2-5 yas ve 16~
20 yas arasinda ortaya ¢ikmakla birlikte besinci-altinci dekatta da goriilebilmektedir.
Hastalik her iki cinste esit siklikta goriilmekte olup, klinik seyir her iki cinste de
benzerdir. YDIY’li vakalarin cogunda hastalik sporadik gelismekle birlikte, yaklasik
%10-20’sinde otozomal dominant veya otozomal resesif tiirde ailesel gegis
gorilmektedir. Akraba evliligi oraninin diisiik oldugu Bati toplumlarinda otozomal

dominant form otozomal resesif forma gore daha sik gézlenmektedir [66].

Hastaligin belirtileri herhangi bir yasta ortaya c¢ikabilmekle birlikte, klinik
bulgular vakalarin ¢ofgunda yasamin ikinci veya li¢ilinclii dekadina kadar belirgin
olmamaktadir [45]. Hastalik iki birinci ve tUglincli dekatlar olmak tizere iki ayr1 pik
gostermektedir. Bu nedenle enfeksiyonlarin baglama yasi ile tan1 konulmasi arasinda
4 ila 9 y1l gibi mithim bir gecikme oldugu bildirilmektedir [67]. Tek merkezli yapilan
bir calismada ise hastalarin yaklasik dortte biri bir dekad sonrasinda tanmi almistir

[68].CVID, erkek ve kadinlarda genellikle esit oranda goriiliir ve vakalarin ¢ogu
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sporadik olmasina ragmen yaklasik %10 hastada ailesel gegis bildirilmistir [69].
Ulkemizde CVID vakalarinin tutuldugu toplu veri kayitlart bulunmadigidan sikligina
ait oran verilememektedir. Su ana kadar giivenilir serilerden hesaplanan en sik vaka
sayist 1:30,000 olarak Norveg¢’ten bildirilmistir [70].Diger bazi tilkelerdeki son 2
dekada ait veriler ise su sekilde bildirilmistir: Isve¢’te bildirilen primer antikor
eksikligi vakalar1 1:230 sikliginda olup, diger serilerde bulunmayan selektif IgA
eksikligi ve IgG subgrup eksiklikleri bu iilkedeki seriye dahil edilmistir. Diger
serilerden Brezilya’da bu oran 1:79,000 iken, ispanya’da 1:117,000 olarak belirtildigi

tizere lilkeler arasi farkliliklar goze ¢arpmaktadir [71].
2.5.3. Patogenez

Hastaligin patogenezi heniiz net olarak bilinmemektedir. YDIY hastalarmmn
yaklasik %90’inda genetik defekt bulunamamasinin yaninda dogal ve adaptif
immiiniteyi etkileyen cesitli anormallikler vardir. immiinitedeki bu anormalliklerin

hastaliga neden olan faktorlerden ¢ok eslik eden bulgular oldugu ortaya konmaktadir.

Dogal immiinite disfonksiyvonu:

Yapilan c¢alismalarda YDIY hastalarinda monositlerde anormallikler
tanimlanmustir [72]. Daha yakin zamanda yapilan in vitro ¢aligmalarda ise monosit
kokenli dendritik hiicrelerde anormallikler ¢esitlilige sahip olsa da gosterilmistir [73].
Ardindan da miyeloid ve plazma hiicre kokenli dendritik hiicre sayilarinin azaldigi,

Toll-like reseptor 7 ve 9 yolagindaki sinyal defektleri rapor edilmistir [74].

Dendritik hiicreler T hiicre cevaplarini uyarabilen en etkili antijen sunan
hiicrelerdir. Ayrica T hiicre yardimi olmaksizin TLR ve BAFF/APRIL araciligiyla B
lenfositlerin terminal diferansiasyon ve izotip doniisiimiinii de kontrol etmektedirler.
Rundles ve ark. CVID’li hastalarda dendritik hiicre fonksiyonlarinin bozuk oldugunu
ve yetersiz IL-12 irettiklerini gostermislerdir. Diger ¢aligmalarda da dendritik hiicre
sayisinin bu hastalarda azaldigi ve dendritik hiicre sayisi diisiik olan hastalarda
graniilomatoz hastalik, otoimmiinite ve splenomegalinin daha sik oldugu gézlenmistir.

Dendritik hiicre sayis1 diisiik olan hastalarin izotip doniisiimii yapmis hafiza B hiicre
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sayis1 da diistik saptanmustir. Ayrica CVID’li hastalarda B hiicre TLR-9 ekspresyonu
defektiftir.

Adaptif immiinite disfonksiyonu: Belirgin olarak adaptif immiinite ile daha fazla

anormallikler tanimlanmistir. Antijen ve mitojenlerin stimulasyonu sonrasi azalmis
proliferasyonu kapsayan ¢esitli T hiicre defektleri [45], sitokin {iretiminde azalma [75],
asilama sonrasinda antijen spesifik T hiicre iiretiminde yetersizlik [76], hiicre ylizey
markerlar1 ekspresyonunda azalma (CD40L, atraktin) [77], T hiicre apoptoz
oranlarinda artiglar tanimlanmigtir. Son zamanlarda lenfosit proliferasyonu dengesinde
rol oynayan sitokinlerden IL-7 serum seviyesinin artmas1 baz1 YDIY hasta gruplarinda
artmig CD8+ T hiicre sayilar1 ve azalmis apoptoz ile birlikte gosterilmistir [78].
Splenomegali ve otoimmiinitenin yiiksek insidansa sahip oldugu bu hastalarda in vitro

olarak IL-7 cevabi zayiftir ki, bu da IL-7 feedback dongiisii bozuklugu lehinedir.

Son yillarda T hiicre reseptor sinyalizasyonunda yapilan ¢aligmalarda Rho-
ailesi GTPaz’larindan olan Vav molekiiliinde defektler saptanmis ve azalmis Vavl
mRNA diizeyleri sonucu f-aktin polimerizasyonun ve CD28/T hiicre reseptorii

upregiilasyonunda aksakliklar ortaya konmustur [79].

T lenfosit sinyal iletiminde, T-helper lenfosit fonksiyonunda, sitokin
iiretiminde, kostimiilator molekiil CD40 ekspresyonunda defektler, artmis supresér T

lenfosit fonksiyonu, T lenfosit say1 ve fonksiyonundaki anormallikleri igermektedir.

Total B lenfosit sayis1t CVID’li hastalarin ¢ogunda normal olmasina karsin,
diisiik veya yiliksek de bulunabilmektedir. B hiicre sayis1 yliksek olan hastalarda
otoimmiinite ve poliklonal lenfositik infiltrasyon daha sik gézlenmektedir. Ancak bazi
calismalarda da B hiicre sayisinin diisiik olusu kotii klinik gidis ve kotii prognoz ile
iligkili olabilecegi belirtilmektedir. Ayrica hastalarin B lenfositlerinin fonksiyonel
caligmalarinda kostimiilator molekiil CD70, CD86’nin ekspresyonunda defektler
oldugu saptanmustir .

CVID’li hastalarda, B lenfositin terminal farklilagsma siirecindeki en 6nemli
defektin izotip doniisiimiinde oldugu diistiniilmektedir. Antijenle ilk karsilasmada
oncelikle IgM yapisinda antikor olusturan B lenfositler, izotip doniisiimii ile daha

sonra IgA, IgG ve IgE yapisindaki antikorlar1 iiretebilmektedir. Izotip déniisiim i¢in
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dort sinyal gerekmektedir. Ilk sinyal Cw gen transkripsiyonunda rol oynayan IL-3, IL-
4, IL-5, IL-6, IL-13 sitokinleriyle olmaktadir. T hiicre aracilikli antikor cevabi s6z
konusu oldugunda aktive T lenfositlerde eksprese olan CD40L (CD154) ile B lenfosit
yiizeyinde bulunan CD40 molekiilii arasinda etkilesim ikinci sinyaldir. Kostimiilator
ICOS (inducible costimulator)-ICOS-L  etkilesimi gerekli ligiincii  sinyali
olusturmaktadir. Dordiincii sinyal ise tlimor nekrozis faktor siliper ailesi (TNF)
tiyelerinden BAFF (B cell activating factor) ve APRIL’in (a proliferation-inducing
ligand) reseptorleri BCMA (B cell maturation antigen), BAFF-R (B cell activating
factor receptor) ve TACI ile etkilesimleridir. BAFF ve APRIL monosit, makrofaj ve
dendritik hiicrede eksprese olurken, BAFF ayrica nétrofilde, APRIL ise aktive T
lenfositte de eksprese olmaktadir. Her ikisi de, homotrimer hem de heteromer
yapisinda olup, tip II membran proteini olarak eksprese olur. BAFF, B lenfosit
yiizeyinde BAFF-R, BCMA ve TACI’ye baglanirken, APRIL, TACI, BCMA ve
membran proteoglikanlarina baglanabilmektedir. BAFF ve BAFF-R izotip
doniisiimiin yan sira, matur follikiiler B lenfositin yasaminin siirdiiriilmesinde énemli
rol oynamaktadir. Diger bir BAFF reseptorii olan BCMA ise kemik iligindeki uzun
omiirlii plazma hiicrelerinin yasamlarim siirdiirmesi i¢in gereklidir. Izotip doniisiimde
rol oynayan sinyallerden; oOncelikle, ICOS’un ICOS-L ile etkilesimi, BAFF ve
APRIL’in reseptorii TACI ile etkilesimindeki baz1 defektlerin, CVID ve/veya IgA
eksikligi klinigine yol ag¢tig1 diisiiniilmektedir.

2.5.4. Genetik

YDIY hastalarindaki devam eden yogun arastirmalar genetik defektleri
aydinlatmaya yonelik olarak hizla devam etmektedir. Yaygin degisken immiin
yetmezlik hastaliginda vakalarin ¢cogu sporadik olarak goriilmekedir [80]. Su ana kadar
hastalikta monogenik neden %2-10 arasinda saptanabilmisir[81]. Yeni nesil dizileme
ad1 verilen geneik tani testleri sayesinde hastalikta son yillarda birgok yeni gen
saptanmuistir. Hastalikta sik goriilen ¢esitli defektler ve sikliklari ile Sekil 2.10°da [66]

tanimlanma tarihleri ve kalitim sekilleri ile Tablo 2.6’da [65]g0sterilmistir.

Tablo 2.6 YDIY nedeni olarak saptanan cesitli genetik defektler[65]
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Gen defekti Yil Defektif molekiil, gorevi Kalitim
1COS 2002 Mutation in /COS (inducible co-stimulator), expressed on T cells AR
TAC! 2005 Mutations in TNFRSF138, a receptor for BAFF and APRIL AD /AR or complex
o1y 2006 Mutation in CD19, involved in BCR signaling AR
CXCRY (GOF) 2008 WHIM syndrome, mutation in CXCRA, the receptor for CYCLI2 AD
BAFFR 2009 Mutations in TNFRSF13C, receptor for BAFF AR
D20 2010 Mutations in (D20, involved in B cell development & plasma cell differentiation AR
CDs! 2010 Mutations in ()81, involved in BCR signaling AR
! 2012 Mutations in (D21 (Complemeat receptor 2), involved in BCR signaling with CD/9 AR
LRBA 2012 Mutation in LRBA (Lipopolysaccharide responsive beige-like anchor protein) AR
NFKB? 2013 Mutations in NFKB2, component of the non<canonical NFKB pathway AD
TWEAK 2013 Mutation in TWEAK AD

GOF, fonksiyon kazanimi; AR, otozomal resesif; AD, otozomal dominant

—— PRKCD, 2.14%
e PLCG2, 2.14%
——— NFKB2, 5.35%
__— NFKB1, 1.60%
- PIKIR1, 4 81%
VAV, 0.53%
- RAC2,053%

" IKZF1 (IKAROS), 3.21%

~_~ IRF28P2, 0.53%
~_-ICOS, 3.74%

~_~ TNFSF12 (TWEAK), 0.53%

- CD19,3.74%
~_-CD81,053%

—_—— CR2(CD21), 1.07%

———— MS4A1 (CD20), 0.53%

——— TNFRSF7 (CD27), 4 81%

1! Bilinmeyen genetik neden T — {tglRog:;?%

Modifiye edici genler (bilinmeyen siklikta)
TNFRSF}JS(TACI). TNFRSF13C (BAFF-R), MSH5, MSH2,
MLH1, RADS0, FCGR2A, HLA-DQ/DR, ORC4L, CLECT6A, el

B Monogenik nedenler
(tahmini %2-10)

Sekil 2.10 YDIY nedeni olarak saptanan monogenik genetik defektler [66]

Tablo’da goriilen genetik defektlerden en sik goriileni ve arastirmamizin
konusu olan LRBA Defekti asagida 6zetlenmistir :

2.5.5 Lipopolysaccharide Responsive Beige-like Anchor protein (LRBA)

Defekti

ICOS ve TACI disinda YDIY ’1n ortaya ¢ikisina neden olan genetik defektlerin
bir kism1 yeni yeni tamimlanmaktadir. Aday gen taramalar1 ile 2012 yilindan sonra

YDIY ile iliskili olabilecegi diisiiniilen bir gen tanmimlanmustir. Bu gen LRBA
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(Lipopolysaccharide Responsive Beige-like Anchor protein) genidir. LRBA geni, 4.
kromozomunda yeralir, 58 ekzonu olan en biiyiik hiicre i¢i proteinlerden biri olan
LRBA proteinini kodlar [82]. LRBA eksikligi, LRBA geninde biallelik fonksiyon
kaybr mutasyonlarindan kaynaklanir. LRBA fonksiyon kaybi mutasyonlari olan
hastalarda LRBA proteinini azdir veya yoktur. LRBA proteini, "beige ve CHS" veya
BEACH etki alanin1 (domain) izleyen tekrarlanan WD40 etki alanlar1 (domain)’nin
karboksi terminalinde bulundugu ayr1 bir protein alt-ailesine dahildir. Bu BEACH
igeren proteinlerin, hiicre i¢i vezikiillerin trafigini diizenledigi, lizozom ile iligkili
organel biytikligl ve tasinmasi ile ilgili oldugu bulunmustur. WD40 protein-protein
ve DNA-protein etkilesiminde 6nemli bir domaindir. Boylelikle, sinyal iletimi,
vezikiiler trafik, hiicre iskeletinin yapisi, hiicre dongiisii, apoptozis, kromatin

dinamikleri ve transkripsiyonel diizenlemede 6nemli gorevleri oldugu bilinmektedir

[82].

2015 yilinda Lenardo ve ark.’nin ¢aligmasi ile LRBA’nin (Resim 2.11 ve Resim
2.12) sitotoksik T lenfosit-iligkili protein 4'tin (CTLA4) ekspresyonunda,
fonksiyonunda ve trafiginde 6nemli bir immiin diizenleyici rol oynadig: bildirilmistir.
CTLAA4, bagisiklik yaniti i¢in inhibitor kontrol noktast gorevi goren bir molekiildiir.
CTLAA4, T hiicresi reseptdr uyarimindan sonra salinan ve hiicre yiizeyine mobilize olan
regiilator T hiicrelerinin (Treg'ler) hiicre i¢i vezikiillerinde (endozomlar) bulunur.
LRBA proteini eksikliginin, post-translasyonel CTLA4 ekspresyonunu ciddi sekilde
bozdugu varsayilmaktadir, zira hastalarda CTLA4 proteininin yiizey ekspresyonu
normalden anlamli derecede diisiiktiir. Normal hiicrelerdeki LRBA geninin
sustirulmas1 da CTLA4 proteininin posttranslasyonel olarak kaybina yol acar.
Immiinopresipitasyon calismalari, LRBA'min CTLA4%in sitoplazmik kuyruguna
baglandigini; daha sonra onun yikim i¢in lizozoma gidisini engelleyerek yikimin

engelledigini ve diizenledigini gostermistir

LRBA bircok dokuda eksprese edilmektedir, ancak T ve B hiicrelerinde daha
yiiksek diizeyde eksprese edilmektedir. LRBA’nin homozigot mutasyonlar1 B
hiicrelerinde, otofajinin azalmasina ve bunun sonucunda organellerde anormal
akiimiilasyona neden olmaktadir. Bu durum B hiicrelerinin apoptozise duyarli

olmasint saglamaktadir. Otoimmiin hastaliklarda otofaji ve apoptozisin defektif
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oldugu bildirilmektedir. LRBA otoimmiiniteye sebebiyet veren X’e bagli miyopatide
de 6nemli rol oynamaktadir [83].

LRBA gen defektleri, agir hipogamaglobulinemi ve otoimmiinitenin ortaya
cikmasina neden olmaktadir [82]. Ayrica, YDIY tablosu ile kronik diareye neden
olan inflamatuvar bagirsak hastaligi ve otoimmiin sitopeni ile karakterize olan yeni
tanimlanmig bir kombine immiin yetmezlik hastasinda da LRBA’nin “null”
mutasyonlart saptanmistir [7]. Bundan baska, hipogamaglobulinemisi bulunmayan
ancak otoimmiinite gosteren Pakistanli bir hastada LRBA gen delesyonu tespit

edilmistir [84].

TCR sinyal

- CTLA4
iletimi

——| Otoimmiinite

Lizozomlar

Resim 2.11 . LRBA ve CTLA-4 iliskisi

ﬁ ConA H DUFA704 iy o

Resim 2.12 LRBA proteini etki alanlar1 (domain)

BEACH WD40

2.5.6. Klinik Bulgular
Enfeksiyonlar

YDIY hastalarinda sinopulmoner enfeksiyonlar bu hastaligin spektrumundaki

en sik goriilen klinik bulgulardan olup [85], ABD’de yayinlanan serilerden birinde
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hastalarin tamamina yakininda tekrarlayan bronsit, siniizit, otit ve hastalarin iicte
ikisinde pndmoni saptanmustir [45]. Yine ingiltere’den yayinlanan seride hastalarin
%75-90’min  iist ve alt solunum yolu enfeksiyonu bulgulariyla basvurdugu
belirtilmistir [44]. Ozellikle Hemophilus influenza (kapsiilsiiz suslar1), Streptococcus
pneumoniae ve Moraxella catharralis gibi bakterilerin neden oldugu siniizit, otitis
media, bronsit ve pndmoni gibi solunum yolu enfeksiyonu etkenlerine ek olarak
cocuklarda Bordetella pertussis enfeksiyonu da 6nemli bir neden olarak karsimiza
¢ikmaktadir [86]. Pediatrik popiilasyonda farkli olarak siniizit en sik gériilen baslangig

bulgusudur, otitis media ve pnémoni sonrasinda gelir [87].

YDIY tanili hastalar hayatlarinda en az bir kere pnémoni gegirmektedir [65].
YDIY hastalari; pndmoni ve artrite neden olan Mycoplasma pneumoniae, tekrarlayan
idrar yolu enfeksiyonlarma neden olan Mycoplasma hominis ve Ureoplasma
uraelyticum, meningoensefalit ve dermatomiyozite neden olan enteroviriisler,
gastrointestinal enfeksiyonlara neden olan Salmonella tiirleri, Campylobacter jejuni,
rotavirus, Cryptosporidium, Giardia lamblia, E. Coli gibi mikroorganizmalara kars1
da hassastirlar [67]. Ayrica Pneumocystis jiroveci ve atipik mikobakterilerin, Herpes
zoster, Human papilloma viriis, Candidiasis, Toxoplasmosis ve Cytomegalovirus’iin
neden oldugu firsatc1 enfeksiyonlar nadir olmakla birlikte goriilebilirler [88]. YDIY li
hastalarda enfeksiyon etkenleri enfeksiyon tipleri ve enfeksiyon etkenleri Tablo 2.6’da

verilmistir.

Hastalarin yaklasik %40°inda rekiirren ve kronik diyare goriilmekedir [65].
Hastalarin bir kisminda tekrarlayan ishal ve malabsorbsiyon ile karakterize,
gastrointestinal sistem Giardia lamblia, Salmonella ve Camplyobacter jejuni
enfeksiyonlar1 goriilmektedir. Cocukluk ¢ag1 YDIY’li hastalarda tekrarlayan
bakteriyel enfeksiyonlar ve gastrointestinal semptomlar biiyiime ve gelisme geriliginin

en Onemli sebebidir.

Tablo 2.6 YDIY’li hastalarda enfeksiyon etkenleri enfeksiyon tipleri ve enfeksiyon

etkenleri
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Enfeksiyon tipi Etken

Siniizit, otit Streptococcus pneumoniae
Haemophilus influenzae
Moraxella catharralis

Bronsit Streptococcus pneumoniae
Haemophilus influenzae
Moraxella catharralis

Pnoémoni Streptococcus pneumoniae
Haemophilus influenzae
Moraxella catharralis
Mycoplasma pneymoniae

Menenjit Streptococcus pneumoniae
Haemophilus influenzae
Enterovirus (ECHO)

Sepsis Streptococcus pneumoniae

Acrtrit Mycoplasma suslari

Gastrointestinal sistem Giardia lamblia
Salmonella

Mycobacterium tuberculosis veya atipik mikobakteriler ile enfeksiyonlar
ve/veya reaktivasyon veya Pneumocytisis jirovecii pnomonisi gibi firsatci
enfeksiyonlar bu hastalarda ¢ok nadir goriilmektedir. Siklikla CD4+ T hiicre
lenfopenisi olan veya YDIY tanis1 konulamayip immiinsupresif alan hastalarda
iyatrojenik olarak gelistigi gozlenmistir. Nadiren Herpes zoster epizodlari, patojenik
olmayan Mycoplasma suslarinin neden oldugu artrit ve iiriner sistem enfeksiyonlari,
ozellikle echovirus ile gelisen santral sinir sistemi enteroviral enfeksiyonlari da

bildirilmistir.
Pulmoner komplikasyonlar

Akcigerleri inhale edilen partikiillerden ve organizmalardan koruma
mekanizmalarindan biri olan hiimoral immiinitenin en belirgin iiriinlerinden IgG ve
dogal immiinitenin en belirgin sekretuvar rolii olan {riinii IgA’nin eksiklikleri
patogenezde rol oynamaktadir. Yine YDIY hastalarindaki diisiik sayidaki IgM hafiza
memory hiicre ve antipndmokok polisakkarit IgM antikor sayilarinin dugiikligii
tekrarlayan pndmoni ve bronsiektazi gelisimi riskini artirmakta oldugu bilinmektedir.
Ust solunum yollarindaki tekrarlayan enfeksiyonlar sonucu kronik siniizit, isitme

kaybi, alt solunum yollarindaki tekrarlayan enfeksiyonlar sonucu da brons duvarinda
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kalinlasma, brongiektazi, parankimal ve interstisiyel lezyonlar, lenfoproliferatif
hastaliklar, solunum yetmezIligi ve eriskinlerde kor pulmonale ile sonuglanir ki,
bronsiektazi YDIY hastalarinin en sik baslangi¢ bulgularindan biridir [89].
Bronsiektazi ve brons duvar kalinhiginm YDIY hastalarindaki siklig1 %17-68 olarak
[45], pulmoner komplikasyonlarin YDIY hastalarinda tan1 anindaki siklig1 ise %18-38
olarak belirtilmistir [44]. YDIY hastalarinin XLA hastalari ile karsilagitirildig1 yakin
zamanda yayinlanan bir seride, HRCT (Yiiksek Rezonansl Bilgisayarli Tomografi)
ile saptanan bronsiektazi oraninin YDIY hastalarinda %47, XLA hastalarinda ise %23
oldugu bildirilmis ve bu farka da tani i¢in gegen siirenin uzamasinin neden oldugu
seklinde yorumlanmistir [90]. Diger bir seride ise brongiektazinin tekrarlayan orta
siddette akciger enfeksiyonlarina nazaran, pndmoni/sepsis gibi ciddi gecirilmis
enfeksiyonlara bagli gelistigi ifade edilmis olup, bu veriler dogrultusunda gegirilen
ciddi enfeksiyonlar sonucu akciger yikim siirecinin basladigi ve Ig G seviyelerindeki
diisiikliigiin, tan1 konmasindaki gecikmenin, tani1 sonrasindaki hastalik siiresininin ve
sigara icmenin tek basma bu siirecte rol oynamadigi belirtilmistir [91]. YDIY
hastalarinda bronsiektazi ve akciger fibrozisi gelisiminde mannoz baglayici lektin
polimorfizminin muhtemel etkileri oldugu da bilinmektedir [92]. Tedavi
yontemlerindeki gelismeler sonrasinda YDIY hastalarinda sagkalim oraninin daha
once yapilan caligmalara gore tan1 sonrasindaki 15 yillik sagkalim oran1 %25 iken,
Chapel tarafindan bu oran tani sonrasi 30 yil i¢in %25 olarak bildirilmistir [91]. Yine
ayni ¢alismada basvuru anindaki bronsiektazi derecesinin hastalarin sagkalim orani ile
korele oldugu belirtilmistir. IgM memory B hiicreleri ve/veya izotip doniisiimii olan
memory B hiicrelerinin seviyesinde diisiikliik saptanan hastalarin solunum yollarinda
sekel olugmasi agisindan yiiksek riskli grup oldugu ortaya konmustur [93]. Kronik ve
tekrarlayan solunum sistemi enfeksiyonlar1 akcigerlerde geri doniisii olmayan

degisikliklere yol agmakta, bronsiektazi, fibroz, amfizem gelismektedir.

Hastalar kronik akciger komplikasyonlar1 agisindan aralikli olarak yiiksek
rezoliisyonlu tomografi ile izlenmelidir. Pulmoner komplikasyonlar1 saptamak i¢in
kullanilacak goriintii teknikleri karsilastirildiginda HRCT nin en sensitif metod oldugu
belirtilmis [94], ancak YDIY hastalarmin artmis radyosensitiviteye sahip olmasinin da
bilinmesi nedeniyle diisiik dozda uygulanmas1 gerektigi 6zellikle belirtilmistir [95].

Kronik akciger hastalign YDIY’li hastalarin en 6nemli mortalite ve morbidite
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sebebidir. Dolayisiyla hastaligin erken donemde tanisi ve takibi, uzun donemde

gelisebilecek komplikasyonlar1 6nlemede 6nemlidir.
Graniilomatoz ve lenfositik interstisiyel akciger hastaliklar

Hastalarin yaklasik %10-30’unda kotii prognoz ile iliskili olan graniilomatoz
ve lenfositik interstisyel akciger hastaligi (GLILD) difiiz parankimal akciger hastaligi
klinik bulgular1 goriilmektedir [65]. Akcigerlerde human herpes viriis tip 8,
gastrointestinal sistemde sitomegaloviriise bagli kronik viral enfeksiyonlar sonucunda
graniilomatdz lezyonlarin olustugu goriisleri su an itibartyla varolsa da etyolojik

acidan hala net bilgiler bulunmamaktadir [96].

YDIY hastalarinda komplikasyon sonucu ortaya c¢ikan enfeksiydz olmayan
diftiz akciger hastaliklar1 graniilomatdz lezyonlar disinda lenfositik interstisyel
pnomoni (LIP), lenfoid hiperplazi, folikiiler bronsit/bronsiolit, lenfoma gibi
lenfoproliferatif 6zellikler tagiyabilirler. Histopatolojik olarak hem graniilomatz hem
de lenfoproliferatif patern tasiyan bu lezyonlar graniillomatéz lenfositik interstisyel
akciger hastaligi (GLILD) olarak tanimlanmistir. Graniilomatdz lezyonlarin
tedavisinde diisiik doz oral kortikosteroidler T hiicre infiltasyonunu tersine ¢evirse de
post-mortem ¢alismalar bu tedaviyi alan hastalarin akcigerlerinde son dénem
fibrozisin gelistigini gdstermektedir [71]. Bu konu her ne kadar tartigsmali ise de steroid
tedavisi uluslararas1 kabul gérmiis olan ilk basamak tedavi segenegi olarak yerini
korumaktadir [97]. Her ne kadar son donemlerde azotiyopiirin, 6-merkaptopiirin,
siklosporin A, mikofenolat mofetil, metotreksat, hidroksiklorokin, anti-TNF
antagonistler gibi ajanlar kullanilmaya baslansa da lezyona sahip olan hastalarin azlig
bu ¢alismalardaki giivenilirligi azaltmaktadir [71]. Radyolojik olarak ayiramadigimiz,
her zaman doku tanis1 gerektiren bu lezyonlarin varligi da sagkalimi belirgin derecede
azaltmaktadir [98].

Otoimmiin Hastaliklar:

Hastalarin yaklasik %20-30’unda tan1 sirasinda veya izlemde bir veya daha
fazla otoimmiin fenomen ve/veya otoimmiin hastalik bulunabilmektedir [65].
Hastaliga eslik eden otoimmiin bulgular Tablo 2.7°de 6zetlenmistir. Birlikteligi erken

donemde mortaliteyi artirmaktadir. En sik goriilen otoimmiin hastalik idiyopatik
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trombositopenik purpura ve otoimmiin hemolitik anemi, daha nadir olarak otoimmiin
ndtropeni olup tiim YDIY’li hastalarin %5-8’inde goriilmektedir. Sitopeni orani
erkeklerde kadinlara gore iki kat daha fazladir. Baz1 YDIY li hastalarda otoimmiin
trombositopeni, antikor eksikligi klinigi ortaya ¢ikmadan once goriilebilmekte ve
hastalar daha sonra YDIY tamis1 alabilmektedir. Otoimmiin trombositopeninin,
yayimlanan bir seride hipogamaglobulinemisi olan hastalarin %62’sinde gelistigi
bildirilmistir [99]. Bu nedenledir ki, otoimmiin trombositopeni saptanan hastalarin
aymrict  tamisinda YDIY  muhakkak diisiiniilmelidir. Yine aymi calismada
immiinoglobulin replasman tedavisi trombositopeni gelisimini 6nlememekte, standart

tedavi olarak, steroid tedavisi ve splenektomi etkin goriilmektedir [100].

Ayrica pernisiydz anemi, sistemik lupus eritematozus, juvenil idiyopatik artrit,
Sjogren sendromu, Hashimoto tiroiditi, tip I diyabet ve vitiligo diger goriilen
otoimmiin hastaliklardir. Otoimmiin hastaliklar kadinlarda ve graniilomatoz hastaligin
eslik ettigi vakalarda daha sik goriilmektedir. Serum IgM seviyesi yiiksek olan
hastalarda, otoimmiin hastaliklarin daha sik gelistigi gosterilmistir. Ayrica TACI
(‘Transmebran activator and calcium-modulator and cyclophilin ligand interactor”)
mutasyonu olan hastalarda da otoimmiin hastaliklar sik goriilmektedir.

Diger otoimmiin durumlardan romatoid artrit, juvenil romatoid artrit, insiilin
bagimli diabet, hipertroidizm, diskoid lupus, psoriazis, sicca sendromu, iiveit,
pernisiyd0z anemi ve serum lupus eritematozus gibi hastaliklar da vakalarda

tanimlanmigsa da topluma gore artmig bir siklik bildirilmemistir [101].
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Tablo 2.7 YDIY hastaliginda gériilen otoimmiin hastaliklar [65]

Hematolojik Romatolojik

Otoimmun hemolitik anemi Siégren Sendromu

Pernisiyéz anemi Sistemik lupus eritematozus

Otoimmiin trombositopeni Seronegatif romaoid artrit

Otoimmiin nétropeni Kronik juvenil romatoid artrit

Evans Sendromu Vaskulit

Gastrointestinal Endokrin

Atrofik gastrit Hashimoto tiroiditi

Célyak hastaligi Tip | diabetes mellitus

Primer biliyer siroz Addison hastaligi

inflamatuvar barsak hastaligi Dermatolojik
Norolojik Vitiligo
Guillain Barre Sendromu Alopesi

Gastrointestinal Hastaliklar

Gastrointestinal hastaliklar YDIY li hastalarin yaklasik %20-60’mnda goriiliir.
En sik klinik prezentasyon sekli malabsorbsiyonun eslik ettigi kronik ishaldir. Kronik
malabsorbsiyon ile iligkili olarak steatore, laktoz intoleransi, jeneralize disakkaridaz
eksikligi, protein kaybettiren enteropati goriilebilir. Inflamatuar barsak hastaligi siklig:
da bu hastalarda artmistir. Bazi hastalar enflamatuar barsak hastaligi klinigi ile
basvurabilmektedir, bu klinik tablo “YDIY iliskili kolit’ olarak adlandirilir. Histolojik
olarak kript-destriiktif kolit (iilseratif kolit, Crohn hastalig1), non-kript-destriiktif kolit
(lenfositik kolit, kollajendz kolit) ve graft versus host hastaligina benzer 6zellikler
gosteren kolit seklinde siniflandirilmaktadir. Helicobacter pylori ile aktif kronik

gastrit ve gastrik metaplazi de bu hastalarda goriilebilmektedir.

Helicobacter pylori enfeksiyonu YDIY hastalarinda siklikla bulunmaktadir ve
bu hastalarda ytiksek siklikta rastlanan kronik gastritin en biiyiik nedenlerindendir
[102]. YDIY hastalarmin yaklasik %20’sinde enfeksiyoz etkenler haricinde gelisen
gastrointestinal sikayetler mevcuttur. Enteropatiye bagh sikayetler karinda sislik,
ishalden siddetli ishal, malabsorbsiyon ve kilo kaybina kadar siddetlenebilir. YDIY
hastalarinda gastrointestinal inflamasyon bulgularina asemptomatik hastalarda

rastlanilmakta, ishal sikligi zamanla birlikte bu hastalarda artmakta ve bu da
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gostermektedir ki enteropati YDIY zemininde ilerleyici olarak devam etmektedir.
Baslangicta, hastalardaki sik sulu ishale eslik eden sistemik bulgular yoktur. Iki tipte
enteropati tanimlanmis olup biri 6ncelikle kolonu, digeri de oncelikle ince barsagi
etkilemektedir [103]. ince barsagi etkileyen tip daha siddetli seyreder, giinkii
malabsorbsiyon ve kilo kaybi belirgindir. Intestinal graniilomatéz hastaliklar,
intestinal parazitik, bakteriyel ve viral enfeksiyonlar, Crohn hastaligi, ¢oliak hastaligi
ve intestinal lenfanjiektazi YDIY hastalarinda goriilebilen diger tanilardandir. ileum
bu hastalarda siklikla tutulmus oldugundan ve striktiirler gelisebildiginden, bazen
Crohn hastalig1 olarak degerlendirilebilir. ince barsak biopsisinde villiis atrofisi, kript
hiperplazisi gibi ¢oliak hastaligina benzer bulgular goriilebilese de, glutensiz dietten
asla fayda gormezler. Enteropatisi olan hastalarda budenosid ve steroid tedavisine
yanit alinabilir ancak direncli vakalarda ise rituximab, mesalazine tedavisi

denenmektedir.
Graniilomatoz Hastaliklar

Cesitli tilkelerde yapilan kohort calismalarda farkli sonuglar alinsa da
hastalarin yaklagik %8-12’sinde graniilomatoz hastalik gelismektedir ve 6nemli bir
mortalite ve morbidite sebebidir. Multisistemik graniilomlar YDIY hastalarinda
mortalite ve morbiditeyi artiran ve en iyi gosterilebilen nedenlerdendir; ilk sirada
akcigerler, lenf nodlar1 ve dalak olmak iizere, karaciger, deri, kemik iligi, bobrekler,
gastrointestinal sistem ve beyini de tutabilirler [104]. YDIY hastalarinin yaklasik %10-
22’sini etkileyebilir ve baslangi¢ yasi ortalama 18-34 yildir [98]. Graniilomlar daha
cok erigkinlerde goriilse de cocukluk yas grubunun yaklasik {icte birinde ortaya
cikmaktadir. YDIY hastalarinda kazeifiye olmayan graniilomlar histolojik olarak
sarkoidoza benzemektedir ve bazi hastalarda anjiyotensin doniistliriicii enzim

konsantrasyonlari yiiksek bulunabilmektedir [105].

Graniilomatoz hastalik, histopatolojik inceleme ile kazeifikasyon nekrozunun
goriilmedigi, sarkoidoza benzer lezyonlar olarak tarif edilmistir. T hiicre defekti,
splenomegali, otoimmiin hastalig1 olan hastalarda graniilomlar daha sik goriilmektedir.
Histopatolojik inceleme ile graniilomlarin, mikobakteri veya fungal graniilomlardan
ayirict tanist yapilmalidir. Graniilomatoz hastaligin etyopatogenezi heniiz tam olarak

bilinmemektedir.
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Lenfoproliferatif Komplikasyonlar ve Malignite

YDIY’li hastalarda malign olmayan lenfoproliferasyon, splenomegali,
lenfadenopati ve ince barsak, mide ve kolonda nodiiler lenfoid hiperplazi ile kendini
gostermektedir. Nodiiler lenfoid hiperplazi intestinal sistemde giardia veya diger
enfeksiyoz etkenlerle iliskili oldugu diisiiniilen, histopatolojik incelemede lamina
propriyada germinal merkezleri genis lenfoid follikiiler ile karakterizedir. Endoskopik
incelemede bu genis lenfoid agregatlar noduler ya da polipoid goriiniime sebep
olmaktadir. Nodiiler lenfoid hiperplazisi olan hastalarda maligniteye yatkinlik da
artmastir.

Lenfoproliferatif infiltrasyon YDIY hastalarinda sik olmakla birlikte, dalakta
ve lenf nodlarinda en sik olmak iizere karaciger veya bobrek gibi diger organlarda da
tutulum gosterip lenfoid hiperplaziye neden olur [106]. Bu lenfoid doku degisikligi
poliklonal oldugundan malignite potansiyeli de tasimaktadir. Splenomegali, YDIY
hastalarinda %30 siklikta olup, hepatomegali, infiltrasyon, sitopeni ve direngli
enfeksiyonlara karst asir1 makrofaj aktivasyonu nedeniyle olusabilmektedir.
Hepatomegali ise enfeksiyon ve alkol gibi ekstrinsik ajanlardan baska, otoimmiin
kaynakli veya metastaza bagli gelisebilmektedir. Poliklonal lenfositik infiltrasyonu

olan YDIY li hastalarda lenfoid malignite gelisme riski bes kat artmustir.

Primer immiin yetmezlikli hastalarda maligniteler o6zellikle de malign
lenfomalar olmak iizere hematolojik ve solid tiimorler siklikla gériilmektedir. Bir cok
calismada lenfoma ve gastrik adenokanserin en sik goriilen kanser tiirli oldugu
gosterilmistir. YDIY hastalarinda 6zellikle gastrik kanser ve non-Hodgkin lenfoma
siklig1 sirayla 16 ve 18 kat artmaktadir [102]. Kolorektal kanser, multiple myeloma,
meme, over kanseri, Waldenstrom makroglobulinemisi de ¢alisma gruplarindaki hasta
sayilarinin az olmasi nedeniyle topluma oranla gercek bir artig1 yansittigint kabul
etmek acisindan tartismali da olsa goriilebilmektedirler. Lenfomalar genelde B hiicre
kaynakli olup, ¢ogu vakada B hiicreler iyi diferansiye ve EBV negatif olarak
bulunmaktadir [107]. Genellikle 6 ve 7. dekatlarda goriilse de gen¢ vakalar rapor
edilmektedir. Lenfomalarin tamamina yakini ekstranodal yerlesimli olup, mukozal
bolgelere yerlesmektedir [108]. Kadinlardaki sikligimnin erkeklerdekine nazaran
belirgin olduguna bazi ¢aligsmalarda dikkat ¢ekilmistir [109].
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2.5.7. Laboratuvar Bulgular:

Serum immiinglobulin diizeylerinin 6l¢iimii ¢alisilan metoda, 1rka, cinse ve
yasa gore degisiklik gosterdiginden, her yas grubu i¢in, normal araliklar olarak
tanimlanan 97,5 persentil (2 SD) iizerindeki degerler belirlenmistir. YDIY i¢in serum
Ig G diizeyinin o yas grubu i¢in minimum seviyesinin, yani normale gore 2,5 persentil
altindaki dilimde veya ortalama yasa gore normal degerin 2 SD altinda olmasi
gerektigi bildirilmistir. Ig G seviyelerindeki bu genis aralifin olmasina ragmen
hastalarin biiyiikk kisminin tani aldiklar1 andaki Ig G diizeylerinin <4,5 g/l oldugu
gdsterilmistir [45, 91]. Bu bilgiye gore YDIY tanisindan dislanan diisiik orandaki hasta
popiilasyonunu ‘Olas1 YDIY” olarak siniflandirmak miimkiin olmustur. Ig M diizeyleri
de diisiik veya yiiksek seyredebilerek degiskenlik gostermektedir. Tan1 anindaki Ig M
diizeyleri, prognozu belirlemekte ayr1 bir dneme sahiptir. Artmis orandaki Ig M
diizeyleri ile poliklonal lenfositik infiltrasyon veya lenfoid malignite gelisme ihtimali
arasinda anlamli bir korelasyon gosterilmistir ki bu iligki hiper 1g-M sendromunda da
mevcut bulunmustur [91]. YDIY hastalarinin B hiicre sayilar1 da yiiksek oranda
degiskenlik gostermektedir, yaklasik %12’sinde B hiicre saptanmamis, %12’sinde
azalmis, %54 hastada normal aralikta, %19 hastada hafif artmis, %35 hastada belirgin
oranda artmis B hiicre sayilar1 saptanmistir[91]. YDIY hastalarinin, en géze ¢arpan
ozelliklerden bir tanesi, diger uluslararasi siniflandirmalarda belirtildigi gibi IUIS
(International Union of Immunological Societies) tanimina da dahil olan, bilinen ajana
yonelik bagisiklama sonrasi antikor iretiminde yetersizliktir [110]. Bu
degerlendirmeyi yaparken de asilardaki immiinojenlerin bir hiyerarsisinin oldugu
anlagilmistir, Ornegin tetanoz toksoidi, kizamik ve su ¢igegi asilart giicli
immiinojeniteye sahipken, difteri toksoidi goreceli olarak daha zayif yapidadir [111].
Antikor {iretimi i¢in kabul edilen minimum kriter, 2 veya daha fazla protein antijeniyle
asilama sonrasi yeterli koruyucu spesifik Ig G diizeylerinin gosterilmesi olarak kabul
edilmistir [112]. Yine YDIY hastalarinda tan1 igin gdsterilmesi gerekli unsurlardan biri
enfeksiyon belirtileridir. Serum immiinglobulin seviyeleri diisiik olan hastalarin biiyiik
cogunlugu tekrarlayan akut, olagandisi, direngli veya ciddi enfeksiyonlar gegirmis olsa
da, belirgin derecede diisiik serum immiinglobulin seviyesine sahip hastalarin yaklasik
%10’unda enfeksiyonlar goriilmeyebilir. Bu hastalar idiyopatik trombositopenik

purpura, otoimmiin hemolitik anemi, sarkoidoz benzeri Tablo, mindr enfeksiyonlarla
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veya enfeksiyonlar olmadan seyredebilirler. Benzer grup hastada 6nemli olan spesifik
antikor yanitlarin1 kontrol edebilmek ve antikor iiretimi olan hastalari immiinglobulin

tedavisine gerek olmadigindan digerlerinden ayirtedebilmektir.

Serum immiinglobulin seviyeleri agamglobulinemili hastalardan daha yiiksek
olmakla birlikte, IgG seviyesi nadiren 300 mg/dl’yi gecer. Serum IgG diisiikliigline
genellikle serum IgA ve IgM diisiikliigii eslik eder. Protein ve polisakkarit yapidaki
antijenlere kars1, antikor yapimi bozuktur. Izohemagliitinin titreleri ve spesifik antikor
diizeyleri c¢ok diisiik veya yoktur. Periferik kan lenfosit alt gruplar1 genellikle
normaldir. Ancak hastalarin bir kisminda CD4'T hiicre sayisinda diisiikliik, CD8'T
hiicre sayisinda diisiikliik veya yiikseklik, T lenfositlerin in vitro mitojen ve antijenlere
proliferatif cevabinda azalma bulunabilmektedir. Total B lenfosit sayis1 cogu YDIY li
hastada normal olmasina karsin bir kisim hastada diisiik veya yiiksek olabilmektedir.
En 6nemli B lenfosit bulgusu izotip doniisiimii yapmis hafiza B hiicre (IgM, IgD,
CD27*) sayisinin diisiik olusudur.

Sik goriilen degisken immiin yetmezlik hastalar1 klinik 6zelliklerine, T hiicre
fenotiplerine ve B hiicre fenotiplerine gore smiflandirilarak patogenez, klinik
ozellikler ve prognoz ile iligkilendirilmistir. Bu siniflandirmalarin gliniimiizde en sik
kullanilan1 B hiicre alt gruplarina gore yapilan siniflandirmadir. B lenfosit alt
gruplarina gore, 2002°’de Freiburg, 2003°’de Paris ve 2008’de EURO (‘European
consensus classification for CVID’) smiflamalar1 olusturulmustur. Bu siniflamalarin
en detaylis1 2008’de Avrupa’dan sekiz merkezin katildigi EURO siniflamasidir. Bu
siniflamada en goze ¢arpan bulgu, hastalarin cogunlugunda ‘switch memory’ B hiicre
(IgM", IgD’, CD27") sayisinin diisiik (hastalarin %58’inde diisiik bulunmus,
%3.3’linde hig tespit edilememistir) olmasidir. Ayrica Ig M'CD38"*" ¢ class-switch
memory’ plasmoblast sayisi da hastalarda belirgin olarak diisiik saptanmistir. Switch
memory B hiicre sayis1 diisik ve CD21'% B hiicre sayis1 yiiksek olan grupta
splenomegali ve graniilomatoz hastalik anlamli oranda yiiksek tespit edilmistir. Ayrica
switch memory B hiicresi olmayip, tranzisyonel B lenfositleri (IgM* CD38") yiiksek
olan hastalarda lenfadenopati daha sik goriilmiistiir. Ancak bu klasifikasyon

sisteminde otoimmiinite ile gruplar arasinda iliski saptanmamistir. Cocukluk g¢ag:
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YDIY’li hastalarda switch memory B lenfosit sayisinin eriskinlerden daha diisiik

oldugu tespit edilmistir.

2.5.8. Tamda Kullanilan Genetik Testler

Hastanin klinik durumuna gore saptanan aday genlerde klasik yontemlerle
dizileme yapilmast en temel yaklasimdir. Klasik Sanger dizileme g¢alismasi igin

genomik DNA’nin izolasyonu ve amplifikasyonu gerekmektedir.
Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Polimeraz zincir reaksiyonu Kary Mullis tarafindan 1985 yilinda gelistirilen,
DNA’nin belirli bir bolgesinin in-vitro olarak ¢ogaltilmasi esasina dayanan, hizli ve
basit bir yontemdir [113]. Belirli miktarda DNA’nin tiip iginde gergeklesen 3
basamaktan olusan reaksiyonu sézkonusudur. Belirlenen DNA alaninin ¢ogaltilmasi
icin, o bolgeye karsilik gelen bir ¢ift oligoniikleotid olan primer dizisi ve bu primerden
sentezi saglayan DNA polimeraz enzimi gerekmektedir. Reaksiyonlarda Thermus
aquaticus bakterisinden saglanan 1siya dayanikli Taq polimeraz enzimi kullanilir.
Polimeraz zincir reaksiyonun birinci basamagi denatiirasyon basamagi olup, bu
basamak 95 °C’ de DNA ¢ift sarmalinin agilmasidir. Daha sonra karsilik gelen
tamamlayict dizinin DNA’nin belirlenen bolgesi ile baglanmasi saglanir. Bu ikinci
basamak primer yapisina gore farkli sicaklikta gergeklesir (annealing). Ugiincii
basamakta Taq polimerazin primer diziden baglayarak DNA sentezi yapmasi,
belirlenen bolgeyi uzatmasindan olusur (elongation). Uzatma islemi 70-75°C’ta

gerceklesir. Taq polimeraz igin bu deger 72 °C’dir [114, 115].
DNA Dizi Analizi

DNA dizi analizi bir DNA pargasindaki niikleotid dizilerinin belirlenmesini
saglayan yontemdir. Iki farkli grup tarafindan gelistirilmistir. DNA nmn kimyasal
modifikasyonu ve enzimatik olarak bazlarin kesilmesi esasina dayanir [116]. Sanger
tarafindan gelistirilen metodda ise zincir sonlandirma yontemi kullanilmaktadir [117].
Sanger dizileme yontemi bugiin tiim diinyada tercih edilen modeldir. Bu yonem DNA
polimeraz reaksiyonunun zincir sonlandirict 3’0OH grubuna sahip olmayan

dideoksiniikleotidlerin (ddNTP) eklenmesiyle sonlandirilmasina dayanir. DNA
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sentezi radyoizotop ile isaretlenmis primerler kullanilarak bir ugtan baslatilir, her bir
sentez i¢in 4 ayri1 baz igeren (A,C,G,T) ddNTP’lerle, her bir baz i¢in 4 farkli reaksiyon
gerceklesir. DNA sentezi ilerlerken bir ddNTP’nin senteze katilmasiyla reaksiyon
durur. Sonugta her bir reaksiyonda reaksiyonu durduran ddNTP ile sonlanan, bir dizi
farkli biiytikliikte isaretli DNA pargacigi olusur. Jel elektroforezi ile olusan pargaciklar
birbirinden ayrilir ve goriintiilenir. Dizi analizlerinde giiniimiizde radyoaktif pargalar
yerine floresan boyalarla isaretlenmis primerler kullanilmakta, otomatik sistemler ile

gorintii alinmaktadir.
Genetik Haritalama

Ayn1 kromozomda bulunan birbirine yakin allellerin mayoz boliinme sirasinda
birlikte aktarilmasi esas alinmakadir. 1ki ayr1 genin aktarilirken baglantili olup
olmadig1 baglant1 (linkage) analizi ile saptanmaktadir [118]. Baglanti analizlerinin
yapilabilmesi i¢in ayn1 ailede ayn1 hastaliktan etkilenen birden ¢ok kisi arastirilmalidir.
Bu yontemde aday genin bulundugu kromozomal bélge istatistiksel olarak
saptandiktan sonra bu bolgedeki gen listesi belirlenmektedir. 2012 yilinda LRBA gen
defekti bu yontem ile tanimlanmustir [82]. 81 farkli genin bulundugu kromozomal

bolgenin saptanmasi ile hastalikan sorumlu gen bulunabilmistir.

Otozomal resesif gecisli hastaliklarda, sorumlu genin bulundugu bolgenin
saptanmasi i¢in homozigotluk haritalamasi siklikla kullanilmaktadir [119]. Akraba
evliligi olan ailelerin ¢ocuklarinda sorumlu genin ayni homozigot bdlgede bulunma

thtimali oldukga ytiksektir.
Yeni Nesil Dizileme

Yeni nesil dizileme yontemlerinin gelistirilmesiyle [120] ¢ok yiliksek hacimde
DNA dizileri degerlendirilebilmektedir. Tiim genom ve tiim ekzom dizileme nadir
hastaliklara neden olan genetik defektlerin tanisinda kullanilmaktadir. Bu yontemlerde
temel, DNA’nin enzimatik reaksiyonlarla kesilmesi, ¢ok sayida DNA parcasiyla bir
kiitiphane olusturulmasi, kiitiiphaneyi olusturan DNA pargalarm1 amplifikasyona
uygun hale getirmektir [121]. Giiniimiizde tiim diinyada lllumina, Pacific Bioscience

gibi kuruluslarin gelistirdigi yaygin olarak kullanilan farkli yeni nesil dizileme
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platformlart vardir. Bu farkli platformlar ile farkli dizileme yontemleri kullanilarak

yiiksek verimli okuma yapilmaktadir.

Son zamanlarda, belirli sayida genin hedeflendigi, belirli DNA bélgelerinin
dizilemesini yapan ‘targeting whole-exome’ teknolojileri kullanilmaya baglamistir. Bu
yeni nesil teknolojilerde amplifikasyon sadece belirlenen bdlgeler icin
gerceklestirilmektedir. Ozellikle nadir goriillen primer immiin yetmezlikler gibi
hastaliklarda belirli sayida geni igeren ‘hedef bdolge’ temelli platformlar
olusturulmaktadir [122].

PRimer immiin yetmezlik hastaliklarinin tanisinda yeni nesil molekiiler

tekniklerin kullanimi1 yeni genlerin tanimlanmasina olanak saglamistir.
2.5.9. Tedavi

Tedavide temel amag, en dnemli mortalite ve morbidite sebebi olan tekrarlayan
enfeksiyonlarin 6nlenmesidir. Diger primer antikor eksikliklerinde oldugu gibi IVIG,
YDIY’li hastalarda da tedavinin temelini olusturmaktadir. IVIG ile ciddi bakteriyel
enfeksiyonlar ve pnomoni insidansi1 azalmakta, kronik akciger hastaligi ve enteroviral
meningoensefalit gelisimi onlenmektedir. IVIG, serum IgG seviyesi 5 g/l iizerinde
tutmak tizere 3-4 haftada bir 300-400 mg/kg uygulanmaktadir. Haftada bir 100 mg/kg
uygulanan subkiitan immiinglobulin, IVIG tedavisine alternatiftir. Akut enfeksiyonlar
sirasinda antibakteriyel tedavi, IVIG tedavisi yani sira amoksisilin, makrolid, kinolon
veya kotrimoksazol proflaksisi, endikasyonu olan hastalarda Onerilmektedir.
Otoimmiin bulgulari olan hastalarda immiinsiipresif tedaviler (steroid, siklosporin, anti
TNF alfa, anti CD20) kullanilmaktadir. Graniilomatoz hastalik da immiinsupresif
tedavi ile kontrol altina alinabilmektedir. Immiinsiipresif tedavi sirasinda ozellikle
firsatg1 enfeksiyonlara yatkinlik nedeniyle hastalar yakin takip edilmelidir. Son
yayinlarda T hiicre yetmezligi bulgulari olan YDIY hastalarinin da hematopoetik kok
hiicre nakli i¢in aday oldugu belirtilmektedir. Ancak daha ge¢ yasta tan1 almalar1 ve
tan1 alana kadar doku ve organ komplikasyonlarinin gelismis olmasi kok hiicre

naklinde basariy1 azaltan faktorler olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
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3. HASTALAR VE YONTEMLER
3.1 HASTALAR

Pediatrik Immiinoloji Unitesi’ne bagvuran ve klinik olarak hipogamaglobulinemi
ve otoimmiinite ile seyreden YDIY hastalarinda (Avrupa immiin Yetmezlik Toplulugu

(ESID) tani kriterlerine gore tan1 konulmustur (Tablo 1)).
Tablo 3.1. Avrupa Immiin Yetmezlik Toplulugu (ESID) tan1 kriterleri [123]

Muhtemel

IgG'de belirgin diisiikliik (yasin ortalamasinin en az 2 SD altinda) ve IgM veya IgA'dan
en az birinde belirgin diisiikliik olan agagidaki kriterlerin tiimiinii karsilayan erkek
veya kadin hasta.

1) immiin yetmezlik klinik bulgularmin 2 yasindan sonra baglamasi

2) Izohemaglutininlerin negatif olmasi ve/veya asilara cevapsizlik

3) Tanimlanmis hipogammaglobulinemi nedenleri hari¢ tutulmustur (asagida
verilmistir)

Miimkiin

IgM, 1gG ve IgA birinde belirgin disiikliik (yas ortalamasinin en az 2 SD altinda) olan
asagidaki kriterlerden herhangi birini karsilayan erkek veya kadin hasta.

1) immiin yetmezlik klinik bulgularinn 2 yasindan sonra baslamasi

2) izohemaglutininlerin negatif olmas1 ve/veya asilara cevapsizlik

3) Tanimlanmis hipogammaglobulinemi nedenleri hari¢ tutulmustur (asagida
verilmistir)

YDIY hastaligi tanili lenfoproliferasyon, otoimmiinite, inflamatuvar barsak
hastaligi diigiiniilen hastalarda LRBA mutasyonlarmin belirlenmesi ile birlikte
hastaliga klinikte kesin tan1 konulmasi, aile bireylerinin taranmasi ve genetik danisma
verilebilmesi, hastaligin  klinik-laboratuvar-molekiiler farkli  bulgularinin
tanimlanmast amaclanmistir. Bu amagla hastaliin genetik etmeni olabilecegi
diisiiniilen LRBA mutasyonlarini 6nce protein (Western Blot) diizeyinde sonra da gen
diizeyinde arastirilmasi hedeflenmistir. Western Blot yonteminin LRBA defekti
diistiniilen hastalarda on degerlendirme i¢in kullanilmasi planlanmigtir. Protein

defektif hastalarin hizli sekilde degerlendirmeleri hedeflenmistir.

Hasta ve ebeveynlerine ¢aligsma ile ilgili bilgiler verilmis ve onam formlari
alimmistir.  Calisma igin Hacettepe Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik
Arastirmalar Etik Kurulu’ndan gerekli izin belgesi GO 13/228-15 karar numarasi ile

alinmistir.
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3.2 YONTEMLER

3.2.1. LRBA gen defekti diisiiniilen hastalarda Western blot analizi ile LRBA
protein ekspresyon diizeyinin belirlenmesi

1. Hastalardan EDTA’l1 tiiplere alinan kanlardan gradiyent ayirma yontemi
araciligiyla 16kositler toplandi.

2. PHA ile Iokositlerin 48 saat boyunca ¢ogaltilmasi saglandi.

3. Cogaltilan 16kositler protein lizis buffer ile muamele edilerek protein eldesi
gerceklestirildi.

4. Protein miktarinin tayini Bradford metodu ile yapildu.

5. Protein miktarlar: tayin edildikten sonra SDS (Sodyum Dodesil Siilfat) jel
yiikleme tamponu ile muamele edilip 95 °C” da 5 dk inaktive edildi.

6. % 10 SDS igeren jelde yiiriitiilen proteinler 1slak transfer yontemi ile 0,45
um’lik PVDF (Polyvinylidene fliioride) membrana aktarildi.

7. Memrana aktarilan proteinler tavsanda iiretilen LRBA primer antikoru ile
+4 °C” de 1 gece ve ‘Horse radish peroxidase’ (HRP)-isaretli anti -tavsan
sekonder antikor ile oda 1sisinda 1 saat inkiibe edildi.

8. Kemiluminesan yontemle CCD (charged couped device) kamera altinda
protein bantlar1 tayin edildi.

9. Protein ekspresyonunun Beta aktin proteini ekspresyonuna gore
normalizasyonu ayn1 membranda beta aktin primerleri ve sekonder antikor ile
isaretleme yapilarak goriintii elde edildi.

10. Belirteg olarak PageRuler Plus Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific)
kullanildi.

Western Blot is Akisi Semasi

1. SDSile Protein ayrimi

e 2. Membrana protein transferi
, 3. Hedef proteine 6zgu primer
V4 antikor ile
blokaj ve baglanma
/( g 4. Primer antikora 6zgu isaretli
7. sekonder
antikor ile baglanma
4(‘ 5. CCD kamera ile gériintiileme
7 6. Gorintil analizi

Sekil 3.1 Western Blot teknigi
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LRBA gen mutasyonu olan hipogamaglobulinemili hastalarda protein
ekspresyonunun olmadig1 daha 6nce Alangari ve ark. tarafindan gosterilmistir [124].
Bu nedenle YDIY hastalarinda protein bantlar1 goriilmeyen hastalarda LRBA

mutasyonu oldugu 6ngoriilebilir.

3.2.2. LRBA genindeki molekiiler defektlerin bulunabilmesi amaciyla ekzonik

gen bolgelerinin Sanger sekans analizi ile sekanslanmasi

LRBA geni ekzonik mutasyon ve/veya mutasyonlarinin tespiti planlanmistir.

LRBA gen sekanslamasi i¢in uygulanan protokol,
1. PCR yontemi ile genin 56 adet ekson bolgesi cogaltildi. PCR kosullart;

1 dongii baslangi¢ denatiirasyonu: 95 °C 5 dk,

35 dongii: 95°C 1dk, 58 °C 1dk, 72°C 1 dk

1 dongii final uzatmasi: 72 °C 10 dk

2. EXo-Sap yontemi ile elde edilen PCR iiriiniiniin piirifikasyonu
gerceklestirildi.

3. Piirifikasyonun ardindan ekzon bolgesi tek bir primer ile tek yonlii olarak
cogaltildi ve elde edilen bu ikinci PCR iiriinii de Sephadex ile piirifiye
edildi.

4. Elde edilen sekans PCR iiriinii DNA sekans cihazinda okundu.

5. Cromas programiyla sekansa iliskin degerlendirmeler yapildiktan sonra
mutasyon oldugu diisiiniilen sonuglar Aceview ve Ensemble veri tabanlari

kullanilarak tarandu.

LRBA geninin sekanlanmasinda kullanilan primerler Tablo 2’ de sunulmaktadir.

Tablo 3. 2. LRBA gen sekanslamasinda kullanilan primer dizileri

EKZONLAR FORWARD (5°-3°) REVERSE (5°-3)
2 Tttcgttttgcattgegtgt Gtgggttggggaacaagatc
3 tgatgtggaggaagaatgtgag Tccaagcccttaaataagcaca
4 gaactttagtgtccaagccctt Gctactcgtgccatacttg

5 cctaataggccctacagcatt Aaagtacagccctgtgaaca
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11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23-1

23-2

23-3

24

25

26

Gcececeggcectcagatattt
catggcttagaatggatcctg
tatcagttgaaaggcccatga
gatttgatctaggttgtttggct
ttagaagtaaacgaggggtcc

cattcaccacatgcactcat
ggtgaatggaagggttacatct
ggtagggacagcctgtaatt
aaggagtgtgtgtgcatgt
catggaaaagctgttgggaa
tgtctttagtgcttccccaa
tggagttacagaggtgaatgt
atgtgcatggaaaagtcacc
gtgtttccttcatccagcat
ccatgctgaccagaccattt
tggtagacatttgtgttagggaa
agtaccacattgtcgaattgttc
tgtattctgtcttcatttctcatge
ggcactttggaagaaacactg
ttcagactatgacagcatcagg
tgttagatgaattgcatagaagcta
Aggagggcatggatagtaac

Cacctgtatggttctgttgc

47

Ttctgctcattttgttggagy
Aggtacatgatcttcttgagtca
Atttggctagcatgttaatagaact
Ttgatttgaaggtgggttatacat
Ttcattcaccacatgcactc
Ttggctgtgagggttaatttc
Tgttgttttaccttgccteca
Atgcaagacttcagtggattg
Tgctacttgtgtggaagaatact
Tgcagaattagggattggtagt
Aactgtaatggggagtaaatgtc
Tgaaatgagttaagatttaagaccca
Tgccgaaatctaagatggact
Ggtacagtcttggctcact
Aagaaagtcactgtgaacaacct
Gaggggcagggttattttgt
Aaagtacagcaaaatgaaagctca
Aggcactttggaagaaacact
Atgacagcatcagggtcttc
Ttggttcacatgctattcacaac
Ggtagggttttactgaattcact
Aatgtggtggttactatgcatc

Ttatccgtcttctgttggtga
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27 tagggacattttaggaataagctg Ttaggcctgcatataacattcaaa

28 Ttttcctgcatgecatctttc Agcagagatagaaaggtctagaaac

29 acgtaggtaatgtattttctgtgta Gtgcaaattaagggagagca
30-1 Tgcacccactcagtacattc Agtaactcctcacacagcac
30-2 Gacattctccgaagcettggt Ttgggaggttgaagtgtgtg

31 tcatgttgggtgaaaagtctaaa Gggcaccttagaaaccattgt

32 tcatggatagaaagattgctctg Catgagaagtgactatttgtggt

33 Tggagattgtaggggcaaga Totttaagtgttgtcagcecttty

34 Tggtagttttgaagccagcet Gcaagcatgagaggaagtga

35 Tccttcctctccaccgtaag Atatggttggtgtgcggaag

36 Tgggatgttttattgagacagc Ttggatatgatcaaagccagatg

37 Gagtgtgagatggagggag Ggttgttcataccagaaagagaa

38 tcctaagactcttgacttgtataga Atgtgtaggagattcttcagttg

39 Ctttggccacctaccctta Gtaaatttggtggttgtgcag

40 Aagtagttggcaggcagttc Tgggtgctgttggataggat

41 caagtattgttacttacctgggat Gceccaccttctgttctagt

42 Ttggaccaaggagtcagttt Atagggtatggtgtctagcag

43 ctctgtggctagtctaaatcattt Actagcttgttttattgccgt

44 Actgagaatgatgtctggca Tgatgtgaaatataattgtcttgcat

45 Tttccctecctattggcag Ctatctcatttggcttgtattgc

46 ctagtgaatgcctattagtcattaaag Ggccaagaattacagcatgt

47 acaatagaaaatgatcaggtcctt Gctcttctggacaaagctg

48 gctgggattataggcegtga Tatcagtgacctagcaagaact
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49 cttaaccttcagacttgccc Tgcattgtctcctggaatct

50 gttcagagcggcactaatc Tggttgctgggaatggaa

51 tctectcttcteccteactat Gggagaagagggcattgt

52 gatacagtgccatggtcct Tgttatggtaaaagtgagacagg
53 gcatgatggaaattaggagca Gtttcttcgtggcactage

54 ctggcaaacatgaagaggagat Gtagcactcagacaaggctc
55 tcttctctctgcaccgtagt Caggagaatcacttgagccc
56 Tgtggagtgtcagaggca Ctgtacatcaactctgcccc

3.3. istatisiksel Analiz

Hastalarda veriler bilgisayar ortaminda “Statistical Package for Social
Sciences (SPSS for Windows 15.0) Chicago, USA” programi kullanilarak analiz
edilecektir. Ortalamalar, verilerin dagilimina gore, ortalama + standard sapma veya
ortanca (minimum-maksimum) deger olarak ifade edilecektir. Ortalamalarin
kiyaslanmasi, degiskenler normal dagilim gosteriyorsa Student’s t test ile, normal
dagilim gostermiyorsa Mann —Whitney U testi ile analiz edilecektir. ‘p<<0.05’ degeri

istatistiksel olarak anlamli kabul edilecektir.
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4. BULGULAR
Calismaya Hacettepe Universitesi Thsan Dogramact Cocuk Hastanesi
Immiinoloji Bilim Dali’na Eyliil 2013-Eyliil 2014 tarihleri arasinda yaygin degisken
immiin yetmezlik tanisi ile izleme gelen, otoimmiinite ve lenfoproliferasyon bulgulari
olan yaygin degisken immiin yetmezlik tanili 30 hasta dahil edilmistir. Hastalar
calismaya dahil edildiginde hi¢ birinde hastaliga neden olan molekiiler defekt
bilinmemekteydi.
4.1 Yaygin degisken immiin yetmezlik tanili hastalarin klinik 6zellikleri
Toplam 21 erkek ve 9 kiz hasta ¢alismada yer almistir. Hastalarin tani yasi
medyan degeri 11 (4-57) yast1. Hastalarda akrabalik oran1 % 60°t1 (18/30). Hastalarin
cesitli klinik 6zellikleri Tablo 4.1’de verilmistir.
Bagvuru sikayetleri degerlendirildiginde en sik sitopeni (%33.3), daha sonra
enfeksiyon (%26.6), ishal (%13.3), lenfadenopati (%13.3), splenomegali (%10)
oldugu goriildii (Tablo 4.1).

Tablo 4.1 Hastalarin bagvuru bulgular

Hasta Cinsiyet | Akrabalik | Tan1 yas1 | Bagvuru sikayeti
1. MA |E Var 6 Enfeksiyon
2. HD |E Var 9 Ishal
3. IG |E Var 23 Sitopeni
4, NT |K Var 5 Sitopeni
5. TU |E Var 8 stk enfeksiyon
6. IFI |E Var 8 Splenomegali, sitopeni
7. SC |E Var 14 Ishal
8. HCT |[K Yok 7 stk enfeksiyon
9. UK |E Var 25 Sitopeni
10. AK |K Yok 57 Sik enfeksiyon
11. AF |K Var 5 sik enfeksiyon
12. KK |E Yok 7 sik enfeksiyon
13. AG |E Yok 17 Immiin trombositopenik purpura
14. KO |E Yok 4 Lenfadenopati
15. SeS |E Yok 11 sik enfeksiyon
16. SaS |E Yok 11 Lenfadenopati
17. i1 |K Yok 7 Sitopeni
18. FAD | K Var 18 Splenomegali
19. BG |E Yok 16 Lenfadenopati
20. AK |E Var 28 sik enfeksiyon
21. AY |E Var 20 Sitopeni
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22.Ci |E Var 13 Ishal

23. MY |E Var 11 Splenomegali
24. BK |E Yok 14 Lenfadenopati
25. DYE |E Var 15 Sitopeni

26. GK K Yok 32 Lenfadenopati
27.IE |K Var 10 Splenomegali
28. ZO0 |E Yok 6 Lenfadenopati
29. ACA |E Var 7 Sitopeni

30. AO |K Var 10 Ishal

Tablo 4.2 Hastalarin izlemdeki klinik 6zellikleri

Kronik akciger )

Hasta Sitopeni | LAP | HSM | Otoimmiinite | hastalig GIS | Malignansi
1. MA Var| Var| Var Var Var| Var Yok
2. HD Yok | Var| Var Var Var| Var Yok
3. IG Var| Var| Var Var Var| Yok Var
4. NT Var| Var| Var Var Var | Yok Yok
5. TU Var| Var| Var Var Var| Var Var
6. IFI Var| Var| Var Yok Yok | Yok Yok
7. SC Yok| Var| Var Yok Var| Var Yok
8. HCT Yok | Yok| Yok Yok Var| Var Yok
9. UK Var| Var| Var Var Yok | Var Yok
10. AK Yok | Yok| Yok Var Yok | Var Yok
11. AF Yok | Yok| Yok Yok Var| Yok Yok
12. KK Var| Yok| Yok Var Var| Var Yok
13. AG Var| Var| Var Var Var| Var Var
14. KO Yok| Var| Yok Yok Yok | Yok Yok
15. SeS Yok| Yok| Yok Yok Yok | Yok Yok
16. SaS Var Var| Yok Var Yok | Yok Yok
17. 1T Var| Var| Var Var Yok | Yok Yok
18. FAD Yok| Var| Var Var Var | Yok Yok
19. BG Yok| Var| Yok Yok Yok | Yok Yok
20. AK Yok | Yok| Yok Var Var| Var Yok
21. AY Var| Var| Yok Yok Yok | Yok Yok
22. Ci Yok| Yok| Var Var Var| Var Yok
23. MY Var| Var| Var Yok Var| Yok Yok
24. BK Var| Var| Yok Var Yok | Yok Yok
25. DYE Var| Yok| Yok Var Yok | Yok Yok
26. GK Yok| Var| Var Yok Yok | Yok Yok
27. IE Yok| Yok| Var Var Yok | Yok Yok
28. ZO Yok| Var| Var Yok Yok | Yok Yok
29. ACA Var| Var| Var Var Var| Var Yok
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30. AO Yok| Yok| Yok Yok Yok | Var Yok
Toplam sayi 15 20 17 18 15| 13 3
Toplam yiizde (%) 50| 66.67|56.67 60 50| 43.3 10

Hastalarin klinik izlemleri siiresince saptanmis olan klinik bulgulardan en
yiikksek oranda lenfadenopati (%66.7), ikinci siklikta otoimmiinite (%60), ti¢iincii
siklikta da hepatosplenomegali (%56.67) goriilmekteydi (Tablo 4.2).

4.2 Yaygin degisken immiin yetmezlik tanili hastalarin Western Blot Analiz
Sonuclan

Primer immiin yetmezlikler i¢inde énemli bir grup olan YDIY hastalarinda
LRBA eksikliginin arastirilmasi amaciyla yapilmis olan bu proje kapsaminda klinik
bulgular1 ile YDIY olarak degerlendirilen 30 hasta bireyde LRBA protein
ekspresyonlar1 degerlendirildi. LRBA protein ekspresyonlar1 sonuglar1 Sekil 4.1°de ve

Tablo 4.3 ve Tablo 4.4’te sunulmustur. 23 hastanin ekspresyonu normal bulundu.

Belirlenen hastalardan 7 hastanin LRBA proteinleri beklenen 319 kDa’ nun
aksine 70-100 kDa arasinda oldugu tespit edilmistir. Bu durumda deneyde problem
olup olmadiginin testedilmesi icin ilk olarak antikorun LRBA proteinine olan
spesifitesi degerlendirilmistir. Antikorun LRBA proteinine immunojenisite gosterdigi
aminoasit sekansi protein blast ile degerlendilip, bu antikorun sadece bu proteine
baglanabilecegi goriilmiistiir [http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi]. Antikorun
spesifitesi degerlendirildikten sonra, belirlenen protein biiyiikligii tekrar
degerlendirmeye alindi. Protein belirtecinde beyaz 1siktaki goriintiide, belirlenen

proteinin kesinlikle 70-100 kDa arasinda oldugu saptandi (Sekil 4.1).

Calisma sirasinda g¢alisma grubuna alinan, ancak dis merkezde genetik
analizleri sonuglanip LRBA defekti (¢.5527delT:p.C1843fs) oldugu tespit edilen
hastalardan biri (M*A*) kontrol olarak Western Blot analizinde negatif kontrol olarak
calismaya dahil edilmistir. Bu hastanin Western Blot analizi ile proteininin tespit
edilmesi Western Blot testinin giivenilirligini sorgulamamiza neden oldu. Biiyiik bir
protein olmasi nedeniyle teknik olarak LRBA proteininin transferinde problem

olabilecegi diisiiniilerek hastalarin dogrudan sekans analizinin yapilmasina baslandi.
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Bir taraftan da Western Blot analizi islemlerinde transfer sirasinda 1s1 artiginin protein
degredasyonuna neden olabilecegi de diisiiniilerek islem sirasinda soguk kosullarin
devaminin saglanmasi ile test tekrarlandi. Negatif kontrol olarak molekiiler defekti
bilinen bu hasta ile birlikte saglikli kontrol pozitif kontrol olacak sekilde Western Blot
analizi tekrarlandi ve LRBA gen defekti oldugu bilinen hastanin ve bu hasta ile birlikte

2 hastamizin da proteininin olmadig1 gosterildi.

a)

kDa
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Sekil 4.1. Western Blot goriintiileri. LRBA ve B-aktin protein ekspresyonlarina ait membran
fotograflart. H, hasta; M, marker (Thermo Scientific PageRuler Plus Prestained Protein
Ladder)
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Bir hastada (H*D*) ilk Western Blot analizi ile sonug alinamadi, sekans analizi
ile LRBA defekti (23. Ekzon indel) (p.lle964Alafs*32 (c.2893_2900delins
GCCAGATATATATATATATATATATATA)) saptandiktan sonra nakil planlandi.
Dondr olarak belirlenen HLA tam uyumlu ablasindan nakil planlandi. Hastaya babasi
ve kizkardesi ile birlikte tekrarlanan Western Blot analizi yapildi. Babasi ve
kizkardesinde protein saptanirken, hastanin LRBA proteininin olmadig: goriildii (Sekil
4.3). Sanger sekans analizi ile hastanin kizkardesinde defektin olmadig: belirlendi. Bu

sonuglara dayanarak hasta kizkardesten kok hiicre nakli yapilmak tizere nakil {initesine

yatirildi.
SK* H*D* SK**
kDa ks |
250
'.‘33
100
— —
- '
L e,
35
—
15 |

SK* : H*D* adli hastanin babasi,
SK**: H*D* adli hastanin kizkardesi

Sekil 4.2. H*D* adl1 hastanin proteininin defektif oldugu goriilmekte.

Western Blot ile LRBA proteini defektif olarak bulunan bir hastaya (I*G*)
HLA tam uyumlu olan donér olarak belirlenen kizkardesinden nakil planlanmis, bu
amagla kizkardes ile birlikte hastaya Western Blot analizi yapilmis, kizkardesin

proteininin normal oldugu saptanmis. Ancak hasta nakil yapilamadan kaybedilmistir.
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SK* : Hastanin kizkardesi

Sekil 4.3. I*G* adl1 hastanin proteininin defektif oldugu goriilmekte.

Bu hastalardan nakil yapilan M*A*’nin nakil sonrasi LRBA protein

ekspresyonu nakil oncesi ile karsilagtirmali olarak degerlendirildi. Nakilden sonra

ekspresyonun artmis oldugu tespit edildi (Sekil 4.4).

M*A* M*A
HKHN’den HKHN’den
once sonra

kDa :

250

1%

100

Sl .
55 .
pe . -—
T — -
£
‘ e

HKHN: Hematopoietik kék hiicre nakli

Sekil 4.4 M*A adli hastanin Western blot analizi sonuglari
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[*B* adli YDIY tanis1 ile izlenen molekiiler defekti bilinmeyen ancak genel
durumu sitopeni nedeniyle kotii olarak izlenen, HLA tam uyumlu erkek kardesi olan
hasta LRBA defekti varligi acisindan hizla Western Blot analizi ile degerlendirildi.
LRBA proteininin varlig1 gosterilerek LRBA defekti diglandi.

*8* [x6* SK*

kDa H :
250 :

SK* : i*G* adli hastanin kizkardesi

Sekil 4.5. [*B*, [*G* ve [*G*’nin kizkardesinin Western blot analiz sonuglar

4.3. Yaygin degisken immiin yetmezlik tamli hastalarin LRBA geni Sanger

sekansi analizi sonuglari

Hastalarda saptanan LRBA geninde saptanan varyanlar asagida verilmistir.
Birinci ve ikinci hastada hastalik etkeni oldugu tespit edilen mutasyonlar agagida

Sekil 4.6°da gosterilmistir.

1. H*D*
23. ekzon indel mutasyon (23. Ekzon indel) (p.11e964Alafs*32
(c.2893_2900delins GCCAGATATATATATATATATATATATA))
(Hastalik yapic1t mutasyon olarak degerlendirildi)

2. I*G*
28. ekzon intron smirnda 1VS28+9C>T homozigot varyant (MAF indeksi
yiiksek, polimorfizm olarak degerlendirildi)
55. ekzon ¢.8110G>A (p.A2704T) (missense homozigot varyant (MAF

indeksi yiiksek, mutasyon olarak degerlendirilmedi)
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3. I*F*I*
34. ekzonda ¢.5835T>C (p.Arg1946Arg) heterozigot mutasyon (Hastalik
yapici, Z* A* adli hastamizda homozigot olarak saptanan mutasyon)
4. T*U*
6-7.ekzon arasinda delesyon 1VS6+4del tgta
5. N*T*
49. ekzonda ¢.7378G >T (p.Asp2460Tyr) heterozigot (Hastalik yapici

mutasyon)

[*F*1* ve N*T adl1 hastalarda saptanan heterozigot defekt hastaligin otozomal
resesif olmasi nedeniyle hastalarin klinik durumlarini agiklamak i¢in yeterli degildir.

T*U* adli hastada intronik delesyon saptanmis olmasi nedeniyle hastada
LRBA proteininin degerlendirilmesi planlanmis, ancak hastanin baska bir sehirde
yatirilarak izlenmesi nedeniyle 6rnek alinamamustir.

Ayrica LRBA gen defekti oldugu yurtdisindaki genetik merkezlerce saptanan
4 hastanin (M*Y*K* (c.675G>A: p.(Trp225%)), Z*A* (c.5835T>C (p.Argl1946Arg)
homozigot mutasyonu), S*K* (c.5030A>G: pAsnl677Ser), M*A* (c.5527delT:
p.C1843fs)) donorleri defekt varhigi agisindan Sanger sekans analizi ile defektin
bulundugu ekzon analizi ile degerlendirildi ve defektif olmadiklar1 saptanarak ikisi
{iniversitemiz kok hiicre nakil {initesine, biri Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi’ne

nakil i¢in gonderildi. Diger iki hasta da kok hiicre nakil sirasinda bulunmaktadir.

T*U* M*A* HD*  M*A*K*

| | TR Yy

Sekil 4.6. LRBA protein domain’leri ve hastalarda saptanan mutasyonlarin
etkiledikleri proein domain’leri (Proteini defektif olarak bulunan I*G* adli hastanin
ekzonik mutasyonu bulunamamastir).

M*A*K* adli erken baslangicli ishal tanili bir hastaya da LRBA sekans analizi
yapilmis, 41 ve 46. ekzonlarda bulunan, anne ve babanin heterozigot oldugu defektler

acisindan hastaya Western blot analizi planlanmis ancak defektler Sanger sekans
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icin Western blot analizi

yapilamamistir. Bu hastada compound heterozigot defekt bulunmustur. Bu hastada,

anne ve babada bulunan mutasyonlar asagida verilmistir :

M*A*K *

34. ekzonda ¢.5835 T>C ( p.Arg1946Arg) heterozigot (anne heterozigot, baba N)

(Hastalik yapict mutasyon)
41. ekzonda c.6314 A>G (p.Tyr2105Cys) heterozigot (anne N, Baba heterozigot)

(Hastalik yapic1t mutasyon)

Tablo 4.3. Hasta grubunda yapilan Western Blot ve Sanger sekans analizi sonuglari

Hasta

Western
Blot
Analizi

Farkh
protein
bandx

2. Western
Blot
Analizi

Protein

Sanger
Sekans
Analizi

Homozigot
veya
Birlesik
heterozigot
Mutasyon

Yurtdisinda
LRBA
defekti tanisi

3. Western
Blot Analizi

MA

1

1

Kit sonras1 1

HD

1
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1

NT

Ulagilamadi

TU

Ulagilamadi

IF1

Ulagilamadi

SC

Ulagilamadi
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IE

Z0

ACA

1
1
1
1

o|jlo|o|o

AO

1, Var; 0, yok.

Western Blot analizi ile 3 hastada (M*A*, H*D*, {*G*) LRBA protein defekti,
LRBA Sanger sekans analizi ile de 4 hastada (M*A*, H*D*, T*U*, M*A*K*) LRBA
gen defekti oldugu bulundu. Bu 4 hastanin hepsi erkekti, medyan tan1 yas1 8.5 (6-23),
akrabalik oran1 %100 idi. %50’sinde basvuru sikayeti sik enfeksiyondu. Bu hastalarin
klinik izlemlerinde sitopeni %75’ inde, hepaosplenomegali, lenfadenopati, kronik

akciger hastalig1 ve otoimmiinite %100’tinde, kronik ishal %75’inde saptandi.




60

5. TARTISMA

“Yaygin  degisken immiin yetmezlik® (YDIY), (Common variable
immunodeficiency) 2011 immiin yetmezlik siniflamasinda genis bir grubu olusturan
antikor eksiklikleri grubunda yer alan bir hastaliktir. Avrupa immiin yetmezlik dernegi
(ESID)’nin 2014 verilerine gore tiim primer immiin yetmezlikler i¢inde yaklasik
%356.6 ik bir kism1 olusturmaktadir. Hipogamaglobulinemi ve diisiik antikor cevaplari
ile karakterize olan YDIY her yasta ortaya ¢ikabilmektedir.

YDIY hastaligiyla iliskili olan genetik etmenlerin aydinlatilmasi igin sarfedilen
caba sonucunda 2012 yilindan sonra YDIY ile iliskili olabilecegi diisiiniilen LRBA
(Lipopolysaccharide Responsive Beige-like Anchor protein) geni tanimlanmustir.
LRBA proteini, BEACH-WDA40 protein ailesinde yer alan bir proteindir. Bu ailenin
tiyeleri, lizozom ile iligkili organel biiylikligl ve taginmast ile ilgilidir. WD40 protein-
protein ve DNA-protein etkilesiminde 6nemli bir domaindir. Boylece sinyal iletimi,
vezikiiler trafik, hiicre iskeletinin yapisi, hiicre dongiisii, apoptozis, kromatin
dinamikleri ve transkripsiyonel diizenlemede 6nemli gorevleri oldugu bilinmektedir
[82].

LRBA eksikligi inflamatuvar barsak hastalii ve otoimmiin sitopeni gibi
otoimmiinite ile iligkili tekrarlayan enfeksiyonlarla karakterize bir hastaliktir. Farkli
arastirma gruplan tarafindan otoimmiin lenfoproliferatif sendrom ile ¢ok benzer
bulgulart oldugu rapor edilmektedir.

Primer immiin yetmezlikler iginde énemli bir grup olan YDIY hastalarinda
LRBA eksikliginin arastirilmas1 amaciyla yapilmis olan bu proje kapsaminda klinik
bulgulari ile YDIY olarak degerlendirilen 30 hasta bireyde éncelikle LRBA protein
ekspresyonlar1 Western Blot analizi ile degerlendirildi. Buna gore 30 hastanin 23
bireyinde 319 kDa olarak normal biiyiikliige sahip olan normal protein ekspresyonu
tespit edildi. Buna karsin 7 hastanin ilging bir sekilde LRBA proteininin 319 kDa olan
normal formu yerine 70-100 kDa arasindaki baslangigta izoform veya degredasyon
iirlinii olabilecegi diisliniilen daha kii¢iik bir proteini eksprese ettigi gozlendi. Teste
bagli hata olarak yorumlandi. Pozitif kontrol amaciyla degerlendirilen
¢.5527delT:p.C1843fs mutasyonu oldugu bilinen M*A* adli bireyin de 70-100 normal
proteini eksprese ettigi goriildii. Normalde, veri bankalarindaki bilgilerden yola

cikarak bu ¢ergeve kaymasi mutasyonun giidiik bir protein ekspresyonuna yol agmasi
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ongoriilmektedir. Bu durum da literatiirde Ornekleri olmasi bakimindan sasirtict
degildir. Hiper IgM sendromlu hastalarda CD40L’da prematiir stop kodon olusumuna
neden olan bir mutasyon oldugu halde normal CD40L protein ekspresyonu oldugu
bildirilmistir [125]. Baska bir ¢alismada ise, Crohn hastaliginda NOD2’deki gergeve
kaymast mutasyonu NOD2 proteininde ekspresyon degisikligine yol agmadigi
gosterilmistir [126]. Daha 6nce LRBA gen defekti tanis1 alan ve Western blot analizi
ile degerlendirilmis olan hasta sonuglar1 incelendiginde mutasyon olan vakalarda
proteinin gosterilemedigi goriildii [7, 84, 127, 128]. Ancak Boztug ve arkadaslarinin
yayinladig1 bir vakada proteinin normal saglikli kontrolle ayn1 sekilde eksprese oldugu
saptanmistir [129]. Bu durumda Western blot analizi, LRBA defekti i¢in vakalarin
cogunda taniy1 diglamada faydal olsa da, bu vakada [129] oldugu gibi, bazi gen
defektlerinde protein yapisi korundugu ve stabilitesi etkilenmedigi igin yol gosterici
olamamaktadir. Bu hastanin sunuldugu makalede tartisma kisminda LRBA proteininin
fonksiyonu gésteren bir test olmamasinin bu duruma yolagtigindan bahsedilmistir.

Bu bilgilerin 1s18inda deney kosullari tekrar gézden gegirilip kontrol ile
karsilastirmali olarak tekrarlandi. Deneyde LRBA’nin biiyiik bir protein olmasi
nedeniyle proteinin transferi siirecinde sogutma iglemi yapilarak proteinin
degredasyonunun 6nlenmesi hedeflendi. Bu sekilde tekrarlanan deney sonucunda
M*A* adli hastanin LRBA proteininin defektif oldugu goriildii. ilk Western Blot
analizinde saptanan diisiik molekiiler agirlikli izoform oldugu diigiiniilen protein de
goriilmedi.

Calisma sirasinda c¢alisma grubuna alinan, ancak dis merkezde genetik
analizleri sonuglanip LRBA defekti ((c.5527delT:p.C1843fs) oldugu tespit edilen
hastalardan biri (M*A*) kontrol olarak Western Blot analizinde negatif kontrol olarak
calismaya dahil edilmistir. Western blot analizi sirasinda negatif kontrol olarak defekt
varlig1 bilinen hasta (M*A*) ile birlikte pozitif kontrol olarak saglikli bireyin
sonuglarimin ayni anda degerlendirilmesinin hastalarin tespitinde faydali oldugu
gorilmiistiir.

Modifiye deney kosullarinda molekiiler defekti bilinen M*A* ile birlikte
calisma grubundan hasta oldugu &ngoriilen iki hastada (I*G ve H*D*) da protein

analizi modifiye edilmis deney kosullarinda tekrarlandi ve proteinler defektif
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bulununca hastalarda hizla Sanger sekans analizi yapildi. Gergekten de bu hastalarin
birinde (H*D*) ¢ergeve kaymasi mutasyonu saptandi.

Sonuglar degerlendirildiginde, izoform oldugu diisliniilen protein saptanan
ancak Western Blot analizi tekrarlanamayan diger dort hastanin analizine de sekans
calismalari ile devam edilmesi planlanmustir.

Calisma grubu yaninda LRBA defekti oldugu bilinen daha once tani almig
hastalarin kok hiicre nakli i¢in HLA tam uyumlu oldugu saptanan kardeslerin veya
donorlerin hastalik varligi agisindan sadece defekt oldugu bilinen ekzonlar1 Sanger
sekans analizi ile degerlendirilmistir. Daha 6nce tani alan bir hastamizin saglikli
oldugu bilinen kizkardesinde YDIY hastaligina ait herhangi bir bulgusunun olmamasi
nedeniyle, hastalarin saglikli goriinen klinik ve laboratuvar bulgusu olmayan diger
kardesleri de hastalik agisindan degerlendirilmistir. Z*A ve S*K*adli iki LRBA
defekti tanili hastanin da dondrlerine hastalik varlig1 agisindan sekans analizi yapildi
ve hasta olmadiklari ispatlandi. Bu sekilde ¢alismamizla tan1 alan iki hasta ile birlikte
toplam 6 LRBA defektli hastaya (M*A*, H*D*, T*U*, M*Y*K*, Z*A* S*K*) HLA
uyumlu dondrlerinden kok hiicre nakli planlanmis, dordiine nakil yapilmastir.

Hastalarin molekiiler defektlerinin biliniyor olmasi, nakil 6ncesinde agir
otoimmiinitenin neden oldugu klinik bulgularin baskilanmasi amaciyla medikal
tedavilerin kullanilmasina olanak saglamistir. Bu amagla LRBA defekti olan
hastalarda hiicre yiizeyindeki CTLA proteininin ekspresyonunu diizenleyen abatacept
ti¢ hastada kullanilmistir.

Nakil yapilan M*A*’nin nakil sonrasi LRBA protein ekspresyonu nakil 6ncesi
ile karsilastirmali olarak degerlendirildi. Nakilden sonra ekspresyonun artmis oldugu

tespit edildi.

Ik yapilan Western Blot analizi ile sonug alinamayan yiiksek siiphe olmasi
nedeniyle Sanger sekans analizi yapilan bir hastada (H*D*) LRBA defekti (23. ekzon
indel) (p.1le964Alafs*32 (c.2893_2900delins GCCAGATATA
TATATATATATATATATA)) saptandi. HLA tam uyumlu kizkardesinden nakil
planlanan hastanin babasi ve kizkardesinde Western Blot analizi ile protein
saptanirken, Sanger analizi ile de ablada ayni ekzonda defekt olmadigi belirlendi.

Hastaya bu sonuglara dayanarak kizkardesinden kok hiicre nakli yapildi.
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Tekrarlanan Western Blot ile LRBA proteini defektif olarak bulunan bir
hastada (1*G*) sekans analizi ile iki homozigot varyant saptanmus, polimorfizm olarak
degerlendirilmistir (28. intron ¢.4569+9 C>T, 34. Ekzonda ¢.5550T>C varyant, 55.
Ekzonda ¢.8110G>A missense variant). Hastada herhangi bir ekzonik mutasyon tespit
edilememistir. Hastada protein defektif oldugu igin derin inronik mutasyon oldugu
diistiniilmektedir. Hasta, HLA tam uyumlu olan kizkardesinden nakil yapilamadan
kaybedilmistir.

M*A*K* adl1 erken baslangigli ishal tanili hastanin sekans analizinde 41 ve
46. ckzonlarda bulunan, anne ve babanin heterozigot oldugu defektler agisindan
hastaya Western blot analizi planlanmig, ancak defektler saptandigi sirada hasta
kaybedildigi icin calisma yapilamamistir. Bu hastada compound heterozigot defekt
olma olasiligi bulunmakla birlikte, hastanin 2 kardesinin ayni semptomlarla
(inflamatuvar barsak hastalig1 benzeri tablo) kaybedilmis olmasi hastada compound
heterozigot bir defekt varligindan ¢ok otozomal resesif baska bir defekt varligini akla
getirmektedir. Yine de derin intronik mutasyon varligi dislanamaz.

[*F*1* ve N*T adl1 hastalarda saptanan heterozigot defekt hastaligin otozomal
resesif olmasi nedeniyle hastalarin klinik durumlarini agiklamamaktadir. T*U* adli
hastada delesyon saptanmis, N*T* adli hastada heterozigot bir defekt saptanmistir. Bu
nedenle her iki hastada LRBA proteininin Western Blot analizi ile uygun kosullarda
ikinci defa tekrarlanmasi planlanmis, ancak hastalarin birinin baska bir sehirde
yatirilarak izlenmesi, digerine de ulagilamamasi nedeniyle 6rnek alinamamistir.

[*B* adli YDIY tanis1 ile izlenen molekiiler defekti bilinmeyen ancak genel
durumu sitopeni nedeniyle kotii olarak izlenen, HLA tam uyumlu erkek kardesi olan
hasta LRBA defekti varlig1 agisindan hizla Western Blot analizi ile degerlendirildi.
LRBA proteininin varlig1 gosterilerek LRBA defekti diglandu.

LRBA defekti tanist alan hastalarin klinik durumlar1 degerlendirildiginde
hastalik oldukca agir, nakil yapilmadigi takdirde fatal seyirli bir tablo olarak karsimiza
¢ikmaktadir. Bu nedenle YDIY ve ALPS fenotipi olan hastalarin bu defekt agisindan
hizli bir sekilde Western Blot analizi ile degerlendirilmesinin gerektigi aciktir. Bu
calisma ile hastalikla iligkili genotip fenotip karsilastirmasinin dogru yapilabilmesi
icin, LRBA ile iliskili olarak yapilan arastirmanin sadece protein diizeyinde

yapilmasinin yanlis sonuglara gétiirebilecegini gostermistir. Ancak hizli tan1 agisindan
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Western Blot analizi uygun sekilde yapildigi takdirde ¢ok faydali olmaktadir. Ekzon
sayisinin fazla oldugu genlerde protein analizinin yapilmasi tan1 anlaminda zaman
kazandirmaktadir. Bu nedenle pozitif (kontrol-normal birey) ve negatif kontrol
(defekti olan hasta birey) varliginda Western Blot analizi ile protein diizeyinde
arastirma yapilmasi ¢ok faydalidir.

Western Blot analizinde LRBA proteini gibi molekiller agirligi biiyiik
proteinlerin analizi sirasinda proteinin deney kosullarinda degredasyon riskinin
ongoriilebilmesi, ¢alismanin daha uygun sekilde yapilmasini saglayacaktir.

M*A*K* adli hastada da birlesik heterozigot defekt bulunmustur. Hastanin iki
kardesinin ayni1 semptomlarla (inflamatuvar barsak hastaligi benzeri tablo)
kaybedilmis olmas1 hastada compound heterozigot bir defekt varligindan ¢ok
otozomal resesif baska bir defekt varligini diisiindiirse de bu defekt hastalig
aciklamaktadir.

Calismamiz sonucunda 3 hastada (M*A*, H*D*, i*G*) LRBA defekti protein
analizi ile, dort hastada da (M*A*, H*D*, T*U*, M*A*K*) Sanger sekans analizi ile
saptanmigtir. Buna gore ¢alisma sonucunda toplam 5 hastada LRBA protein ve/veya
gen defekti saptanmistir. LRBA heterozigot gen mutasyonu saptanan diger hastalarda
da derin intronik oldugu diisiiniilen ikinci bir defektin mevcut oldugu diisiiniilmiistiir.
Bu amagla tiim genom analizi planlanmistir.

Caligma grubunda yapilan analiz sonucunda LRBA protein veya gen defekti
oldugu bulunan 5 hastanin hepsi erkekti, medyan tani yas1 8 (1-23), akrabalik orani
%100 idi. %50’sinde basvuru sikayeti sik enfeksiyondu.

Bu hastalarin klinik izlemlerinde sitopeni %75’inde, hepatosplenomegali,
lenfadenopati, kronik akciger hastaligi ve otoimmiinite %100’liinde, kronik ishal
%75’inde saptandi. Literatiirde 93 LRBA siiphesi olan hasta Western Blot analizi ile
degerlendirildiginde 24’linde Western Blot analizi ile proteinin olmadig1 gosterilmis,
bu hastalarin klinik bulgularina bakildiginda immiin disregiilasyon %95’inde,
organomegali %385’inde, rekiirren enfeksiyonlar %71’inde, enteropati %62’sinde,

kronik akciger hastalig1 %52’sinde saptanmistir[130].

Bizim galismamiz ile es zamanli yapilan bu ¢alismada 93 LRBA siipheli

hastadan 24’iinde Western Blot analizi ile protein negatif bulunmus, ancak bunlarin
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sadece 14’linde (%58.3) homozigot veya compound heterozigot LRBA mutasyonu
saptanmistir. Makalenin yontem kisminda kullandiklar1 genetik analizlerin bazi
hastalarda tiim exom analizi (WES), baz1 hastalarda hedeflenmis gen analizi (Targeted
NGS), bazilarinda ise Sanger analizi seklinde yapilmis oldugu goriilmektedir. On
hastada mutasyonun saptanmamis olmasiin nedeninin olasi promotor bdlgedeki
mutasyonlarin, LRBA’nin regiilatuvar yolag: ile ilgili mutasyonlarin varligina veya

epigenetik nedenlere bagl olabilecegini diisiinmiisler.

Bizim hastalarimizda da Sanger analizi yapilmis olup intron exon siirinda dar
intronik segment degerlendirilmis olmasina ragmen hastalarda derin inronik mutasyon
varlig1 dislanamamistir. Bu nedenle LRBA defekti oldugu diisiiniilen hastalarda tiim
genom analizi yapilmasi hem intronik LRBA defektlerinin diglanmasini, hem de
CTLA-4 defekti, IPEX Sendromu, CD25 eksikligi gibi LRBA defektine benzer klinik

bulgular1 olan diger genetik defektlerin dislanmasina olanak saglar.

Klinik olarak LRBA defeki agisindan yiiksek siipheli hastalar ve dondrlerinin
Western blot analizi ile degerlendirilmesi taniyr kolaylastirmakta, arastiricilara
defektin varligin1 6ngérme anlaminda yardimci olup zaman kazandirmaktadir. Ancak
YDIY hastalarinda otoimmiinite ve lenfoproliferasyon diger defektlere bagl da
olusabileceginden genel olarak hastalarin tanisal degerlendirmelerinde ‘next-
generation’ sekans teknikleri ile yani YDIY hastaligina neden olabilecek genetik
defektlerin panel seklinde galisilmasi veya tiim ekzom ve tiim genom analizleri ile
degerlendirilmesi, diger defektlerin de erken donemde tespit edilebilmesine ve
hastalarin tedavilerinin komplikasyon gelismeden Once planlanmasina olanak

saglayacaktir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Primer immiin yetmezlikler icinde énemli bir grup olan YDIY hastalarinda
LRBA eksikliginin arastirtlmasi amaciyla yapilmis olan bu proje kapsaminda klinik
bulgular1 ile YDIY olarak degerlendirilen 30 hasta bireyde &ncelikle LRBA protein
ekspresyonlar1 degerlendirildi. Protein ekspresyonlari bu bireylerden 23’iinde 319
kDa agirliginda normal LRBA proteinin bulundu. Yedi bireyde saptanan diisiik
molekiiler agirlikli (70 kDa) proteinin protein degredasyon {irlinii veya teste bagli hata
oldugu diistiniildii. Bu yedi bireyden ulasilabilen 3 tanesine tekrar Western blot analizi
ile degerlendirme yapildi. Ugiinde de protein negatif olarak bulundu. Dért bireye
ulagilamadi. Ayrica bu 7 bireyin tamaminin sekans analizleri tamamlandi. Sekans
analizi ile de toplam 3 hastada (hastalardan biri yurtdisinda tan1 alan hasta) defekt

saptandi. Diger sonuglar asagida sunulmustur :

1. Bu c¢alisma, hastalikla iligkili genotip fenotip karsilagtirmasinin dogru
yapilabilmesi i¢in, LRBA ile iligkili olarak yapilan arastirmanin protein diizeyinde
yapilmasinin nadiren yanlis sonuglara gotiirebilecegini gostermistir. Western Blot
analizi uygun sekilde yapildigi takdirde hizli tani agisindan faydali olmaktadir.

2. Western Blot analizinde LRBA proteini gibi molekiiler agirlig1 biiyiik proteinlerin
analizi sirasinda soguk kosullarin saglanmasi deney kosullarinda proteinin
degredasyon riskini dnleyecektir.

3. Bizim hastalarimizda da Sanger analizi yapilmis olup intron exon sinirinda dar
intronik segment degerlendirilmis olmasmna ragmen hastalarda derin inronik
mutasyon varlii dislanamamistir. Bu nedenle LRBA defekti oldugu diisiiniilen
hastalarda tiim genom analizi yapilmasi hem intronik LRBA defektlerinin
dislanmasini, hem de CTLA-4 defekti, IPEX Sendromu, CD25 eksikligi gibi
LRBA defektine benzer klinik bulgular1 olan diger genetik defektlerin
dislanmasina olanak saglar.

4, YDIY ve ALPS fenotipi olan LRBA defekti agisindan yiiksek siiphe indeksi olan
hastalarin ve dondrlerinin bu defekt agisindan hizli bir sekilde Western Blot analizi
ile degerlendirilmesi tanida kolaylik saglar. Bu degerlendirme hem kdok hiicre nakli

oncesi siireyi kisaltir, hem de giivenli nakil sans1 saglar.
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