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ONSOz

Primer immiin yetmezlikler (PiY) tekrarlayan enfeksiyon bulgusu ile karakterize kronik bir has-
talik grubudur. Bu grupta yer alan hastaliklarin buyudk bir bolumid monogenik kalitim 6zelligi
gOsterir ve akraba evliliginin sik oldugu bélgelerde gériilme orani fazladir. Son yillarda gelisen
genetik sekanslama yéntemleri ile PiY igerisinde birgok yeni gen mutasyonu tanimlanmistir.
Yeni tanimlanan bu genetik bozukluklar arasinda lipopolysaccharide-responsive beige like
anchor protein (LRBA) ve cytotoxic T lymphocyte antigen 4 (CTLA4) genlerindeki fonksiyon
kaybina yol agan mutasyonlar ve signal transducer and activator of transcription 1 (STATT)
genindeki fonksiyon kazanimi mutasyonlari ile iligskilendirilmis immun disregulasyon sendrom-
lari bulunmaktadir. Belirtilen bu hastaliklardaki ortak 6zellik klinikte tekrarlayan enfeksiyonlarin
yani sira otoimmunitenin fazla olmasidir. Bu nedenle genellikle daha kotu seyir gdsterirler.
Bununla birlikte bu hastaliklar semptom olarak benzerlik gosterseler de altta yatan molekuler
bozuklukla iligkili olarak farkli bir sekilde tedavi edilmektedir. Hastalarin erken tani almasi ve
erken donemde komplikasyonlar gelismeden 6nce uygun sekilde tedavi edilmesi de son de-
rece dnemlidir. Ancak klinik bagvuru yakinmalarindaki benzerlikler nedeniyle cogu zaman ke-
sin tani igin genetik yontemlerine ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu nedenle tanida gecikmeler yasan-
maktadir. Tanisal zorluklarin yani sira, yeni tanimlanmis bu hastaliklarin uzun dénem takip
verileri olmadidi i¢cin gogu zaman kanitlanmis tedavileri bulunmamakta, bu da bu alanda ¢ali-

san hekimler i¢in zorluk yaratmaktdir.

Unitemizde bu hastalik grubunda yer alan olgular takip edilmekte olup, bu hastaliklarin daha
iyi anlasilabilmesi i¢in tanisal ve fonksiyonel ¢alismalar proje boyunca yuritildi. Hastalarin
klinik 6zelliklerinin degerlendiriimesinin yaninda, ayrintili immun tiplendirme, LRBA, CTLAA4,
FOXP3, p-STAT1 proteinleri ve hicre igi interlokin (IL)-17, interferon (IFN)-y gibi sitokinler akim
sitometri ydntemiyle degerlendirildi ve 217S847’nolu TUBITAK destekli projemizde belirledigi-
miz amaglara uygun olarak ¢calismamiz tamamlandi. Calisma sonucunda klinik bulgulari ve bir
takim immun belirtegleri iceren tani algoritmasi geligtirildi. Ayrica tani igin kullanilabilecek akim
sitometri panelleri gelistirilerek hastaliklarin daha erken tanimlanabilmesi saglandi. Son olarak
hastalar ileriye yénelik izlenerek baslanan hedefe yonelik tedavilerin (LRBA ve CTLA4 eksikligi
icin abatacept, STAT1 fonksiyon kazanimi igin ise ruxolitinib) klinik bulgular ve immiin para-
metreler Uzerine olan etkileri degerlendirildi. Calismamizdan elde edilen veriler Ulusal ve Ulus-
lararasi kongrelerde s6zlu sunum olarak sunuldu. Bunlarin birinde en iyi s6zIG sunum édulinu
aldi. Bir yuksek lisans tezi Uretildi. Ayrica bulgularimiz etki faktéri 7.6 olan Journal of Allergy
and Clinical Immunology-In practice dergisinde Arastirma Makalesi olarak yayinlandi. Calis-

madaki olgularimiz projedeki tani kapasitesi sayesinde Uluslararasi Calisma projelerine ekle-



bilmis ve buna bagli olarak 6nemli arastirma yazisi ortaya ¢gikmistir. Bu ikinci Arastirma Maka-
lesi etki faktéri 10.2 olan Journal of Allergy and Clinical Immunology dergisinde yayina kabul

edilmistir.

Ulkemizde PiY’ler bati toplumlarina gére ¢ok daha sik gériilmesine ragmen bu hastaliklarla
ilgilenen merkezlerin azligi ve tanisal kisithlik nedeniyle hastalara cogu zaman tani koyulama-
maktadir. Bu durumdan dolayi hasta 6rnekleri cogu zaman yurt disina gonderilmekte ve bu da
tanida gecikmelere neden olabilmektedir. Bu nedenle ulkemiz kosullarinda daha basit tarama
yéntemleriyle (akan hiicre 6lger cihazi) hastaliklarin tanisini koymak ve komplikasyon gelis-
meden hedefe yénelik tedavilerin baslanmasi dncelikli hedeflerimizden biri olmalidir. Bu bag-
lamada galismamizin sonuglari proje basvurusu sirasinda belirtilen tim hedefleri saglamis du-
rumdadir. Yapmis oldugumuz calisma literatirde énemli bir boslugu kapatmis durumdadir.
Yayinlanmis olan arastirmamiz sadece bir yil i¢cerisinde 20 adet atif almistir. Nadir hastaliklar
konusunda ¢ok zengin bir Glke olan Turkiye’de bu tir arastirmalarin yapilmasi hem hastalarin
daha ¢abuk taranmasina ve tani almasina olanak sagdlayacak hem de bilimsel arenada konu-
munzu saglamlastiracagina inanmaktayiz. Bu baglamda Ulkemizdeki bilimsel faaliyetlerin en

blylk destekgisi olan TUBITAK’a projemize vermis oldugu destek igin tesekkiir ederiz.
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OZET

Amag:

Primer immuan yetmezlikler icerisinde immun disregulasyonla seyreden lipopolysaccharide-
responsive beige-like anchor protein (LRBA), cytotoxic T-lymphocyte antigen-4 (CTLA-4) ek-
siklikleri ve signal transducer and activator of transcription-1 (STAT1) fonksiyon kazanimi
(GOF) hastaligi tekrarlayan enfeksiyonlar ve otoimmuiniteyle ortaya gikabilmektedir. CTLA-4
ve LRBA eksikliginde Treg hiicrelerde sayisal ve fonksiyonel azalma olusabilmektedir. STAT1-
GOF hastalarda Th17 hicrelerinde azalma goérilmektedir. Calismadaki amacimiz LRBA,
CTLA-4 eksikligi ve STAT1-GOF hastaliklarinda molekuler taniy1 6ngérebilecek immunolojik
testlerin tanisal degerinin arastiriimasi ve hedeflenmis tedavilerin etkinliginin ortaya konulma-
sidir.

Yoéntem:

Cok merkezli yuritilen ¢alismada hastalarin klinik ve laboratuvar 6zellikleri degerlendirildi.
Lenfosit alt gruplari, T folikller hiicre (TFH), LRBA protein ifadesinin yaninda uyaransiz ve 16
saatlik uyaranh ortamda Treg hicre oranlari, CD25, FOXP3 ve CTLA-4 protein ifadeleri akan
hicre dlgerde analiz edildi. ELISA ile sCD25 duzeyi 6lguldu. Hicre igi Th1/Th17 sitokin analizi
ve farkli surelerde IFN-B ile uyarimh p-STAT1 protein fosforilasyonu degerlendirildi.

Bulgular:

Calismaya LRBA (n=29), CTLA-4 (n=12) eksikligi ve STAT1-GOF (n=5) olgusu alindi. Tedavi
Oncesi U¢ hastalik grubunda TFH oranlari saglkli kontrollere gére anlamli olarak yuksekti. Sol-
ubleCD25 diizeyi LRBA eksikliginde anlamli olarak yuksekti. Abatacept tedavisiyle TFH ve
sCD25 dizeylerinin distigi goruldi. LRBA protein ekspresyonu sadece LRBA eksikliginde
anlaml olarak disiktlu. Uyaransiz ortamda LRBA eksikligi olgularinda CTLA-4 ekspresyonu
saghkh kontrol ve CTLA-4 eksikligi olgularina gére anlaml olarak distkken, T hicre
uyarimiyla beraber saglikli kontrollere benzer ifade artisi gézlendi. Bu artis CTLA-4 eksikligi
olgularindan anlamli olarak daha yuksek bulundu. Her iki eksiklikte saglikl kontrollere gore
uyarimla Treg hicre orani, CD25 ve FOXP3 protein ekspresyonunda anlamli dusuiklik
g6zlendi. STAT1-GOF hastalarinda TFH sayisinda artma, p-STAT1 déngtsinde bozulma ve
Th17 yluzdesinde anlamli dusukluk bulundu. Abatacept ve ruxolitinib tedavisi ile otoimmun bul-
gularin ve lenfoproliferasyonun kontrol altina alindigi géruldu.

Sonug:
immin disregiilasyonla seyreden olgularda akan hiicre élger bulgulari erken tani ve hedefe
yonelik tedavi ve gen dizileme igin yol gostericidir.

Anahtar Soézciikler: Primer immin yetmezlikler, LRBA eksikligi, CTLA-4 eksikligi, STAT1
GOF, Treg, abatacept, ruxolitinib
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ABSTRACT

Aim:

LPS responsive beige-like anchor protein (LRBA), cytotoxic T-lymphocyte protein-4 (CTLA-4)
deficiencies and signal transducer and activator of transcription-1 (STAT1) GOF present with
susceptibility to infections and autoimmunity. LRBA and CTLA-4 deficiencies demonstrate sim-
ilar immune phenotypes that characterize by Treg deficiency. STAT1-GOF patients show de-
fective Th17 development. We sought to investigate the role of flow cytometry in predicting the
genetic defect in patients with LRBA, CTLA-4 deficiencies and STAT1-GOF. Furthermore, we
investigated the efficacy of the targeted therapy in these diaseses.

Method:

The patients were recruited from different immunology centers and evaluated clinically and
laboratory for lymphocyte subsets, T follicular helper cells (TFH), LRBA expression, baseline
and 16 hours stimulated Tregs, CD25, FOXP3 and CTLA-4 expression. We also measured
sCD25 level by ELISA. Intracellular Th1/Th17 cytokines and IFN-B-induced p-STAT1 phos-
phorylation was determined in STAT1-GOF patients.

Findings:

LRBA (n=29), CTLA-4 (n=12) deficiency and STAT1-GOF (n=5) patients were included. Base-
line TFH cells was significantly high in all study groups, compared to healthy controls. sCD25
level was found to be significantly higher in LRBA deficiency and LRBA protein expression was
only low in the same patients’ group. Baseline CTLA-4 expression was significantly diminished
in LRBA deficiency, but after short-term T-cell stimulation, significant CTLA-4 induction was
observed in LRBA deficiency and controls, while this expansion was lower in CTLA4-deficient
patients. After T-cell stimulation, the frequency of Tregs significantly increased in both disease
group, but noted as lower than controls. High frequency of TFH, impaired p-STAT1 phosphor-
ylation/dephosphorylation pattern and decreased Th17 cells were observed in STAT1-GOF
patients. Abatacpt and ruxolitinib therapies were able to control autoimmunity and lymphopro-
liferation in the patients.

Conclusion:

The utility of this flow cytometric approach is useful in predicting the defective gene and can
thus allow early personilized therapy and targeted genetic sequencing that provide rapid diag-
nosis of immune dysregulatory disorders.

Keywords: Primary immune deficiencies, LRBA deficiency, CTLA-4 deficiency, STAT1 GOF,
Treg, abatacept, ruxolitinib
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1. GIRIS

Primer immin yetmezlikler (PIY), akraba evliliginin fazla oldugu boélgelerde daha sik
goérulmekte olup, ¢ogunlukla monogenik kalitim 6zelligi gésteren 450°den fazla hastaligi
icerirler. Tolerans mekanizmasinda meydana gelen kusurlar imman disregulasyon ile seyret-
mekte olup, bunun sonucunda genellikle sik, tekrarlayan enfeksiyonlar ve otoimmiunite ile

karakterize kronik bir hastalik grubu gelismektedir.

Son yillarda yapilan ¢alismalarda immun yetmezlik ile ilgili olan genlerin ve molekiler
yolaklarin arastiriimasi, immuan yetmezIligin ve otoimmunitenin gergekte i¢ ice oldugunu
gosterilmistir. Primer immun yetmezliklerde otoimmuniteden sorumlu gorulen baglica mekaniz-
malar arasinda; programli hucre 6lumunu etkileyen yolaklarda bozukluk, organizmanin hicrel-
erine reaksiyon gosteren T hucrelerinin santral ve c¢evresel baskilayici basamaklardan
kacmasi, duzenleyici T hucrelerin anormal islev gostermesi, anormal B hucrelerin kemik iligi

ya da gevre dokularda yok edilememesi yer alir.

T hiicre reseptdrleri patojenlerin taninmasi ve immin yanitta énemli rol oynarlar. immiin
yaniti baskilayici 6zellikteki cytotoxic T-lymphocyte associated protein 4 (CTLA-4) reseptord,
cogunlukla dizenleyici T (Treg) hiicrelerde eksprese edilen bir immun regulatérdir. CTLA-4,
T hicre aktivasyonunda uyarici reseptér olan CD28 ile rekabet halindedir ve antijen sunucu
hicreler (APC) uzerinde eksprese edilen CD80 (B7-1) ve CD86 (B7-2) ligandlarina baglan-
mada CD28’e kiyasla daha yuksek bir affinite gdsterir (Sekil 1A). Yapilan ¢alismalarda otozo-
mal dominant CTLA-4 eksikliginde Treg sayisinda ve baskilayici fonksiyonunda azalma sap-
tanmistir. Bunun sonucu olarak da bellek T ve otoreaktif B hlicresinde kontrolsiiz bir artis
gérilmektedir. Immiin disregiilasyona ve otoimmiiniteye yol agan CTLA-4 eksikliginde tekrar-
layan solunum yolu enfeksiyonlari, otoimmiin sitopeni ve enteropati, infiltratif akciger hastalgi,

lenfoproliferasyon, gastrointestinal tutulum gibi agir bir klinik tablo olusmaktadir (Sekil 1B).
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Sekil 1. A) CTLA-4’Un fonksiyonunu ve LRBA tarafindan dizenlenmesini gésteren model.
(Lo vd., 2016). B) Primer immin yetersizlik ile iligkili baslica klinik otoimmin ve romatolojik

ozellikler (Kitcharoensakkul ve Cooper, 2019).

Lipopolysaccharide-responsivebeige-like anchor protein (LRBA) CTLA-4 ile yakin iligkili-
dir ve CTLA-4’Un lizozomlarda pargalanmasini 6nleyerek Treg gibi hiicrelerin ylzeylerinde ye-
niden eksprese edilmesine yardim eder. Otozomal ¢ekinik bir kalitim gdsteren LRBA eksik-
liginde CTLA-4 eksikligine benzer sekilde; dizenleyici T hicrelerinin sayisinda ve fonksiyo-
nunda azalma, B hucrelerinin aktivasyonunda ve immdunglobulinlerin Gretiminde bozulmalar
tespit edilmis ve buna bagl olarak hastalarda naif T hiicresi azalirken, bellek T hiicrelerinde
artis goérulmdastir. Ayrica anormal reglilasyonundan dolayi bu olgularda, T folikiler hiicrelerde
(TFH) ve soluble CD25 (sCD25) dizeylerinde artis saptanmaktadir. Hastaligin erken déne-
minde agir bir klinik tablo izlenmekle birlikte st solunum yollarinda tekrarlayan enfeksiyonlar,
hipogamaglobuilinemi, enflamatuar barsak hastaligi, otoimmun endokrinopatiler ve sitopeniler

dahil olmak Uzere otoimmiunite bulgulari gérulmastar.

Signal transducer and activator of transcription 1 (STAT1) virUslere ve hicre ici bakterilere
karsi dogal ve adaptifimmin yanitlari saglamada birgok sitokin hareketine aracilik eden énemli
bir traskripsiyon faktoridur. STAT1 GOF (gain-of-function), otozomal dominant gegis gosteren
bir PiY’dir. Otoimmuinitenin eslik ettigi bu olgularda mukokutanéz kandidiyazisin yani sira oto-
immuntiroidit, sitopeni, hepatit, tip | diyabet ve sistemik lupuseritematozus goérilmustir. Bu

hastalarda artmis STAT1 fosforilasyonuna veya defosforilasyonda gecikmelere bagli olarak



abartili interferon-gamma (IFN-y) yaniti olustugu ve bunun sonucunda yardimci T hiicre geli-
simlerinde dengesizlikler olugmaktadir. Buna gore Th1 hucrelerinde normal veya artmis geli-

sim olurken, Th17 hdcrelerinde genellikle azalma saptanmigtir.

Otoimmdinitenin eslik ettigi kotl seyir gésteren bu PiY’ler, klinik bulgularindaki benzerlik-
lere ragmen, hastaliga sebep olan sorumlu genler bakimindan farklilik gdsterir. Bu nedenle
kesin tani igin genetik yontemlere ihtiyag duyulmaktadir. Tanisal kisithlik ve bu hastaliklarla
ilgilenen merkezlerin azhgi nedeniyle hasta érneklerinin cogunlugu yurt disina génderilmekte
bu durum tanida gecikmelere neden olmakla birlikte maliyetlidir. Bu nedenle genetik taniya
ihtiyag duymadan hastaliklarin erken tanisini koymak ve komplikasyon gelismeden hedefe
yonelik tedavilerin baglanmasi saglamak icin Glkemiz kosullarinda daha basit tarama yontem-
lerini (akan hiicre cihazi ve enzim-iliskili immunosorbent testi) kullanmak yarar saglayacaktir.
Tam bu bilgilerden yola ¢ikarak bu galismadaki amacimiz; immun disregllasyonla seyreden
LRBA, CTLA-4 eksikligi ve STAT1 GOF hastaliklari igin molekdler taniyi 6ngérebilecek labo-
ratuvar (TFH ylzey boyamasi, LRBA, CTLA4, FOXP3, fosfo-STAT1, Th1 ve Th17 hicre ici
boyamasi) belirteglerini igeren bir tani algoritmasi olusturulmasidir. Hastalara saglanacak er-
ken tani sayesinde kétl prognozu en aza indirmeyi hedeflemekteyiz. Calisma boyunca ileriye
yonelik takip edilecek hastalarda verilecek hedefe yonelik tedavilerin etkinlikleri hem klinik hem
de laboratuvar olarak degerlendirilecektir. Calismamizda ayrica dlgllecek olan sCD25 ve TFH
hicreleri gibi biyobelirteglerin tanidaki ve tedavi etkinligini degerlendirmedeki rolu arastirila-

caktir.



2. LITERATUR OZETI

2.1 immiin Sistem

Tam yasamimiz boyunca vicudumuz sayisiz mikroorganizmaya ev sahipligi yapmaktadir.
Genis bir gesitlilige sahip olan bu mikroorganizmalardan bazilari vicudumuz igin yararli iken,
bazilar vicuttaki sistemlerin igleyisini bozarak zararli olmaktadir. Vicuda girerek hastaliklara
yol acabilen virls, bakteri ve parazit gibi mikroorganizmalar patojen olarak adlandirilir.
Vicudun bu istilaci ajanlari tanimak, ortadan kaldirmak ve vicudu korumak Uzere gelismis
immun sistem (bagisiklik sistemi) olarak adlandirilan bir savunma sistemi bulunmaktadir. Tim
vicudun birgok bolimune yayilan bu sistem degisik hlcre tiplerini, organlari, proteinleri ve
dokularn icermektedir. Hastaliklara yol agan mikroorganizmalara karsi bu hucrelerin ve
molekllerin is birligi yaparak verdigi reaksiyon immin yaniti olusturur. Immiin sistemin ana
gorevi vicudu patojenlere kargi savunmaktir. Ayni zamanda 06lU, hasar gérmus ve anormal
hicreleri de yok etmektedir. Farkli ve gok cesitli ayirt edici yapilara sahip olan yabanci mad-
delere karsi immun sistem farkli yanitlar olusturur. Bu yanitlarda patojenleri taniyan ve onlari
etkisizlestiren 6zel mekanizmalar gelismistir. Vicudun cesitli bolimlerine dagilarak etki
gosteren immun sistemde yer alan hicrelerin dnculleri kemik iliginde olusur. Birgok asamadan
gecgerek olgunlasincaya kadar kemik iliginde kalabilir veya vicudun farkli bélgelerine go¢
ederek orada olgunlasmalarini tamamlarlar. immiin sistem hiicreleri, salgilanan protein ya da
peptit yapisinda sitokin olarak adlandirilan ve kendilerinin veya bagka hucrelerin salgiladigi
hormon benzeri ¢6zUnmus molekdllerin etkisi ile geligir, immun yanit olusturur veya baskilanir
(Abbas vd., 2016).

Multipotent hematopoietik kok hicreler 6nce multipotent hematopoietik 6ncullere ardindan
ortak lenfoid 6ncillere ve ortak myeloid 6ncullerine farklilagirlar. Daha sonra bu énclller
farklhlasarak lenfoid énciiller dogal éldurtcu (NK), T ve B hicreleri olustururlar. T ve B hiicreleri
kemik iliginde olustuktan sonra, B hiucreleri kemik iliginde kalip olgunlagmalarini tamamlarken,
T hdcreleri olgunlagmalarini tamamlamak Uzere timUs adi verilen organa girer. Olgunlagan
hicreler kan yoluyla gé¢ ederek yabanci antijenler ile karsilasacaklar ve aktiflesecekleri dalak,
lenf nodu ve epitel iligkili periferal (sekonder) lenfoid organlara yerlesirler. Ortak myeloid énctil-
ler de farklilagsarak monositler, bazofil, eozinofil ve nétrofil gibi grandlositleri olustururlar. Kemik
iliginde olusan monositler dolagima katilir ve oradan da c¢esitli dokulara gecgerler. Dokularda
makrofajlara donluserek gectigi dokuya 6zgl makrofajlar olarak orada kalirlar (Alberts vd.,
2015).



Genel olarak immun sistem dogal ve edinsel immunite olarak birbiri ile baglantili iki sis-
temden olusur. Dogal immun yanit; vicudun ilk koruma bariyerini olusturan, patojenlerin ortak
yapisal ve fonksiyonel 6zelliklerini spesifik olmadan taniyarak viicuda girmeleriyle birlikte on-
lari hizlica yikima ugratmak igin hazir bulunan sistemdir. Edinsel immun yanit ise; kendinden
olani taniyabilen, birgok farkli patojeni taniyarak kargilasma sonrasi patojenlere ait antijenlere
spesifik yanitlar olusturup daha etkili savunma gdsteren ve ayni zamanda kargilastigi antijen-

lere 6zgu bir hafiza olusturan sistemdir (Iwasaki ve Medzhitov, 2015).

2.1.1 Dogal immiin Sistem

Dogal immun sistem, vucuda giren patojenlere karsi erken ve hizli yanit olusturan
savunma sistemidir. Enfeksiyonlara karsi1 konak savunmasinda ilk adim olan bu sistem enfekte
olmus dokuya birkag saat icinde gelebilen hicrelerden olusmaktadir. Bu savunma sistemi ko-
nak hicrelerde bulunmayan fakat birgok mikrop veya yabanci maddede ortak bulunan yapilari
taniyarak mikroplara kargi organizmayi savunur. Ayni zamanda zarar gérmus veya nekrotik
konak hlcrelerinden salgilanan molekulleri de taniyip yok ederek onlarin vicuttan uzaklastiril-
masini saglar. Bu savunma sisteminde antijenlere yanit ayni oldugundan 6zgunlik yoktur ve

immunolojik bellege sahip olmayan tim defans mekanizmalari mevcuttur.

Dogal immdanite fiziksel ve kimyasal bariyerler ile birlikte dogal immaniteye ait hiicrelerden
olusan bir batindur. Epitel doku, doku ve organlarin yuzeylerinde bulunarak patojenlerin giri-
sini fiziksel bariyer olusturarak engeller. Bu epitel dokularin ylzeyinde Uretilen antimikrobiyal
maddeler savunmanin kimyasal bariyerini olusturmaktadir. Ayni zamanda savunmada rol oy-
nayan kompleman, cesitli lektin ve aglutininler gibi kan proteinleri dogal immun yanitin bir par-
casidir. Dogal immunitenin hicreleri ise; NK hilcreler, dendritik hiicreler, fagosit hiicreler olan
noétrofil ve makrofajlar ve bazofiller, eozinofiller ve mast hicreleri gibi inflamatuar mediatérleri
salan hucrelerdir (Abbas vd., 2017).

2.1.1.1 Epitel Tabaka

Patojen ile ilk kargilagmalar; deri, solunum, sindirim, idrar ve GUreme yollari ylzeylerini kap-
layan epitel tabakada olur. Patojenler bu ara ylzlerden fiziksel temas, yutma ve solunum yolu
ile girebilir. Epitel tabaka patojenlerin girisini engellemek Uzere hem fiziksel hem de kimyasal
bariyer olarak savunma saglar. Mikroplara karsi siki baglantilar epitel hicreleri arasina girer
ve sikica yapisik hicrelerden mekanik bir bariyer olusturur. Bununla beraber deri yuzeyinde

bulunan bazi hiicreler tarafindan gesitli maddeler salgilanarak patojenlerin girisi engellenir.



Kalin bir fiziksel bariyer olusturan keratinize epitel hiicreleri ve mukozal epitel hiicrelerinin sal-
giladiklari mukus, mikroplarin epitel ile temasini onler. Deride bulunan ve salgiladiklari yag
asitleri ve laktik asitler sayesinde bakteri buyimesini engelleyen yag bezleri de patojenlerin
girisini engellemede 6nemli gorev yapar. Virls, bakteri, mantar ve parazitler gibi birgcok pato-
jenin zarlarina baglanarak onlari bozan amfipatik bir peptit antibiyotik olan defensinler kimyasal
bir bariyer olusturur. Bunun yaninda epitelyum, T hiicre dizisine ait intraepitelyal T lenfositleri
olarak adlandirilan lenfositleri igerir. Sinirli gesitlilikteki antijen reseptorlerini eksprese eden bu
T hicrelerinin bazilari gama ve delta olmak Uzere iki zincirden olusur. Cogu T lenfositlerinde
eksprese edilen alfa-beta T hicrelerine benzeyen ancak 6zdes olmayan reseptdrleri eksprese
ederler. Genellikle mikrobik lipitleri ve ayni tip mikroplar tarafindan paylasilan diger yapilari
tanirlar. intraepitelyal T lenfositler muhtemelen epiteli agilabilen patojenlere karsi yanit verirler
ancak bu hicrelerin 6zgullukleri ve fonksiyonlari tam anlamiyla bilinmemektedir (Albertsve vd.,
2015; Abbas vd., 2016).

2.1.1.2 Fagositler

Vicudumuzda gelisen bir enfeksiyona karsi ilk savunmayi olusturan hticreler profesyonel
fagositler olarak adlandirilan dolasimdaki nétrofiller ve makrofajlardir. Bu hiicreler mikroplari
hizlica taniyip onlari fagosite ederler. Yutulan mikrobu pargalayici enzim igeren lizozom olarak

adlandirilan bir keseyle birlestirip yok ederler boylelikle erken ve hizli bir yanit saglarlar.

2.1.1.2.1 Notrofiller

Patojenler epitel tabakay! basariyla asip dokulara ulagabilirlerse; patojenler ve doku-
lardaki makrofajlar tarafindan olusturulan sinyaller dolasimda hazir halde bulunan nétrofilleri
enfeksiyon bdlgesine ybénlendirecek olan endotel hiicreleri aktive ederler. Bu sinyalleri alan
kemik iliginde Uretilen ve dolagsimda birkag saatligine dolasan bu hiicreler enfeksiyon bdlgesine
hizlica gé¢ ederek fagositoz yoluyla mikroplari yok eden ve ilk savunmayi saglayan hiicre
grubudur. Hem antimikrobiyal molekillerini salarlar hem de enfeksiyon ve inflamasyonun
kontrolini saglamak amaciyla hiicre disi tuzaklari (NETs) salarlar. Aktiflesmis noétrofiller, mak-
rofajlara ek olarak dendritik hlcrelerin de aktivasyonu ve olgunlasmasi igin sinyaller
gonderirler. Ayrica gesitli patojenlere ve tumaor antijenlerine karsi T hlcresi immun yanitinin
dizenlenmesinde rol oynarlar. Noétrofiller dokular da hasar géren bélgelere de ulasarak hiicre
enkazinin temizlenmesine yardimci olurlar. Mikrolitrede 4000 ile 10.000 sayiyla kanda en ¢ok
bulunan I6kositlerdir. Bir enfeksiyon oldugunda Uretimleri de artar (Borregaard, 2010; Kumar
ve Sharma, 2010).



2.1.1.2.2 Monositler ve Makrofajlar

Kanda nétrofillerin aksine daha az sayida bulunan monositler, enfeksiyon boélgesine notro-
fillerden sonra goc¢ eden kemik iligi kokenli fagositik hlicrelerdir. Fagositoz yeteneklerinin
yaninda T lenfositlerine antijen sunumu ve bazi sitokinleri Uretebilmelerinden dolayr 6nem
tasirlar. Ayrica monositler sitoplazmalarinda fagositik vakuoller, lizozomlar ve hiicre iskeleti
filamentleri icerirler. Monositlerin en 6énemli dzelliklerinden biri ¢esitli dokuya gé¢ edebilmel-
eridir. Bu sayede daha uzun sure yasayabilecekleri ve patojenlere kargi savasabilecekleri mak-
rofajlara olgunlagirlar. Makrofajlar bulunduklari dokuya gére; kemik iligindekiler osteoklast,
karacigerdekiler kupffer hicreleri, merkezi sinir sistemindekiler mikroglialar, akcigerdekiler al-
veolar makrofajlar ve isterstisyel bag dokusundakiler histiyositler olarak isimlendirilirler. Ayni
zamanda dalakta da markofajlara farklilasabilen birgok mononikleer fagosit hiicre alt grubu
vardir. Anatomik konumlari degisse bile hepsi makrofaj gibi davranarak patojene karsi
savunma gosterir. Makrofajlar genel fonksiyonel 6zelliklerine goére iki grupta incelenmektedir.
M1 makrofajlar; mikrobisidal aktive gésteren makrofajlar ve M2 makrofajlar immino modulator

rolu olan makrofajlardir (Galli vd., 2011)

Makrofajlar hem proteolitik hem dekatabolik aktivitelere sahiplerdir. Konak hlicre savun-
masinda mikroplarin fagosite edilip éldirtilmesinde reaktif oksijen ve nitrojen urlnleri ile pro-
teolitik enzimler rol oynar. Bunun yani sira makrofajlar; 61U ve hicresel kalintilari uzaklastirir
ve genellikle stuplrucu (scavenger) olarak adlandirilirlar. Yaralanma sonrasi anjiyogenez ve
fibrozisi uyararak doku onarimina katki saglarlar. Makrofajlar enflamasyonu uyaran ve diizen-
leyen proinflamatuar sitokinler olarak adlandirilan interldkin-1 (IL-1), interl6kin-6 (IL-6) ve tu-
mor nekroz faktor-alfa (TNF-a) sitokinlerinin Uretimini yapar. Salgilanan bu sitokinler fagositik
hicrelerin aktive edilmesini, endotelde adezyonun artisini ve bunlarin enfekte dokulara
gecisini hizlandinirlar. Makrofajlarin énemli 6zelliklerinden biri antijen sunucu hicre (APC)
olarak gérev yapmalaridir. Bu hiicreler antijen varligi ile aktiflesir, patojenleri yakalar, yutar ve
onlari majér histokompatibilite kompleksi (MHC) ile birlesebilen peptit fragmanlarina parcalar.
Bu yol ile mikrobiyal antijenleri T lenfositlere sunarlar. Bdylece fagositer hiicre olan makrofajlar
lenfositler ile is birligi yaparak hem dogal hem de edinsel immunitenin aktivititesini dizenler
(Taylor vd., 2005; Zoroglu vd., 2013; Songu ve Katilmig, 2012).

2.1.1.3 Dendritik Hiicreler (DH)
Antijenlerin T hucrelerine sunulmasinda goérev yaparak naif T hicre aktivasyonunu

saglayan, miyeloid soylu ve fagositik aktiviteye sahip APC’lerdir. G6z, beyin ve testis hari¢

lenfoid doku, mukozal epitel ve organ parenkimleri gibi tim dokularda bulunur. Bulunduklari



bolgelere gore farkh gérinidmler ve 6zel fonksiyonlar kazanirlar. Deride Langerhans hicreleri,
lenf nodlarinda ise folliktler dentritik hiicreler olarak bulunurlar. Uzun uzantili ve Sinif | ve Il
MHC y6ninden zengin olan sitoplazmik membranlarina sahiptirler. Boylece antijeni yakalayip,
onu igleyip yuzeylerinde sunarak edinsel immun yanitin baslamasinda rol oynarlar. Doku icer-
isinde immature (olgunlasmamis) olarak bulunurlar. Patojenleri fagosite edip isledikten sonra
CD80 ve CD86 gibi kostimulatér (es uyaran) molekdilleri ve kemokin reseptéri olan CCR7
molekulinu ifade ederler béylece matur (olgunlasmis) olarak lenfoid organlara gé¢ ederler. Bu
organlarda isledigi antijeni naif T hiicrelerine sunarak, edinsel immun yaniti baglatirlar (Guer-

monprez vd., 2002).

2.1.1.4 Mast Hiicreleri

Kemik iligi kaynakli dolasimda progenitor hicreler olarak bulunan bu hicreler, dokulara
gecerek farkhlagir ve kok hucre faktéru (SCF) gibi cesitli sitokinler araciliiyla olgunlasirlar.
Mast hucreleri 6zellikle patojenlere daha fazla maruz kalan deri, solunum yollari, gastrointes-
tinal sistemi gevreleyen dokulara yaygin olarak dagilarak hem dogal hem de edinsel im-
munitede savunma saglarlar. Bol sitoplazmik granuline sahip olan mast hicreleri, yeni Uretilen
veya depolarinda hazir bulunan biyolojik olarak aktif birgok medyatoér salgilarlar. Bu medyator-

ler; proinflamatuar, antiinflamatuar ve/veya immunsupresif fonksiyonlar gosterirler.

Mast hicreleri allerjen, bakteri, parazit gibi farkli yollar ile uyarilir. Mast hiicre aktivasyonu
iki temel mekanizma ile gergeklesir: Fc reseptorleri ve Fc reseptorleri digi. Aktive olan mast
hicrelerinde degranulasyon gerceklesir. Mast hicreleri grandlleri, vazoaktif aminleri ve prote-
olitik enzimler igerir. Bunlardan en 6nemlisi vazodilatasyon ve kilcal gegirgenligi arttiran his-
tamindir. Histamin ile birlikte bu grupta yer alan proteazlar, proteoglikanlar ve TNF-a vaskuler

gecirgenlik Uzerine guglu etkiye sahiplerdir.

Proteolitik enzimler ise bakterileri 6ldurur veya mikrobik toksinleri inaktive ederler. Yeni
uretilen medyatorlerden bir kismi lipid medyatdrleri icerirken, diger bir kismi ise saatler igeris-
inde Uretilip salinacak olan TNF-a, SCF, gibi sitokin ve kemokinleri icerir. Ayni zamanda mast
hicre Urunleri helmintler ve diger patojenlere kargi savunma saglarlar. Alerjik hastalik belir-
tilerinden sorumlu rol oynarlar (Marshall ve Jawdat, 2004; Bayramgurler ve Odyakmaz-
Demirsoy, 2013).



2.1.1.5 Dogal Lenfoid Hiicreler (ILC)

Dogal lenfoid hticreler (ILC’ler) son zamanlarda kesfedilmis, T hiicre antijen reseptorlerini
(TCR) eksprese etmeyen ancak T lenfositlere olduk¢a benzer hiicre gesitleridir ve sitokin
uretere immun sistemde rol alirlar. Dogal lenfoid hicreler salgiladiklari sitokinlere gére CD4+
T hicrelerinin G¢ ana grubuna ayrilir. Bunlar; Th1, Th2 ve Th17’dir. Ayni zamanda hem
epitelyal hem de diger enfeksiyon bdlgesindeki hicrelerin Uretip salgiladiklari sitokinler,
ILC’lerin yanitlarini uyarir ve arttirirlar. BOylece enfeksiyonlara karsi erken savunma saglayan
ILC’ler, T hlicre yanitini da yonlendirme 6zelligine sahiptir. Dogal lenfoid hucre ailesi, sitotoksik
hicrelerden (NK) ve sitotoksik olmayan ILC1, ILC2 ve ILC3 alt gruplarindan olusur. Sirasiyla,
ILC1 grubu, miyeloid hicre tirevi IL-12 ile aktive edilebilir, ILC2 grubu ise epitel kaynakh
sitokinler ile aktive edilir ve mast hicreleri, bazofiller, eozinofiller ve makrofajlarin etkilesimler-
iyle tip 2 bagisikligi dizenleme goérevine sahiptirler. Son olarak ILC3 grubu ise hem dogal hem
de edinsel immunitenin hlcreleriyle etkilesime girerek etki gdstermektedirler. Ayrica, ILC3’ler
epitelyal bariyer takviyesinin yani sira, antimikrobiyal program baslatan IL-22'yi salgilarlar (Ab-
bas vd., 2016; Thaiss vd., 2016).

2.1.1.6 Dogal Oldiiriicii Hiicreler (NK)

NK hicreler, periferik kan lenfositlerinin %10-15’i hicrelerden olugsur. Normal sartlarda
periferik kan, kemik iligi ve dalakta bulunurlar. Farkh kemoatraktanlara yanit olarak enflamasy-
onlu dokuya goc¢ edebilirler. Bu hticreler sitotoksik T lenfositlerin aksine aktive edilmek igin
spesifik bir antijeni tanima ihtiyaci duymazlar. Virlsleri, diger patojenleri, timorli hicreleri
direk olarak sitotoksik mekanizmayla 6ldirmeye programlandiklari igin bu hucreler dogal
oldlricu hicreler olarak adlandiriimislardir. Bu yonleriyle spesifik olmayan efektor hicrelerdir
(Abbas vd., 2016).

NK hdcreleri timustan bagimsiz olduklari igin kendi etkinliklerini gosterirler. NK hucreleri
fonksiyonlarini birtakim reseptérler ile diizenleyebilirler. Patojenler veya enfekte olmus hicrel-
erin yok edilmesinde aktivatér reseptorler gérev alir. Bu reseptérlerin hedef hicrelerdeki
ligandlarina baglanmasi ile NK hicreleri aktive edilir ve hicre lizisini baslatirlar. NK hucreleri
hedef hiicre ile temas noktasindan hiicre digi bosluga sitoplazmik grandl icerigini birakir
(ekzositoz). Granliller hedef hiicreye girerek apoptozu indikleyen enzimleri aktive ederler, lizis
baslatiir ve hicre yok edilir. Bu yoniyle sitotoksik T hicrelerin hedef hicreleri éldirme
mekanizmasina benzerlik gosterir. Aktivasyondan sonra NK hicreleri, immuan yanitlari dizen-
leyici sitokinleri ve kemokinleri salgilar. Bunlar enflamatuar yanitlari uyarir, monosit ve

granulosit hicre buyimesini ve fonksiyonunu kontrol etmektedir. Diger hticrelerle etkilesime



girerek edinsel immun yaniti tetiklemektedirler. NK hicreleri sitokin IFN-y sentezleyip salgilar
ve makrofajlari aktive eder. Makrofajlar ve dendritik hiicreler de sitokinler salgilayarak NK
hicrelerinin enfeksiyona karsisavunma yetenegini arttirir. Normal hicrelerin lizisinin 6nlen-
mesinde veya NK hicre aktivasyonun sonlanmasi gereken durumda NK hucre inhibitor

reseptorleri gérev alir (Moretta vd., 2002; Farag ve Caligiuri, 2005).

2.1.1.7 Kompleman Sistem

Kompleman sistemi, cogunlukla karacigerde uretilen plazma proteinlerinden veya hucre
yuzeyinde eksprese edilen membran proteinlerinden olusan, konagin patojenlere karsi savun-
masinda ve homeostazinda anahtar rol oynayan, dogal immun yanitin karmasik ve temel bir
6gesidir (Merle vd., 2015). Kompleman sistemi, mikroorganizmalar, anormal konakgi hiicreler
ve hicre digi ortamda modifiye edilmis molekiiller ile iligkili molekiler modellerin taninmasi
uzerine 3 farklh yoldan (klasik, alternatif ve lektin) tetiklenebilir (Bajic vd., 2015; Gialeli vd.,
2018). Kompleman aktivasyonu boyunca, dolasimdaki proteinler pargalanir ve yeni ortaya
cikan ayrilmis pargalar genis bir dizi downstream (asagd! akis) dogal ve adaptif immun

fonksiyonlarina katilir (Thurman ve Nester, 2016).

Tdm aktivasyon yolaklari, C3 ve C5 konvertaz enzim komplekslerinin olusturulmasina yol
acarak, patojenlerin fagositik alimini destekleyen ve nétrofilleri ve monositleri aktive eden op-
soninler ve anafilatoksinlerin olusumunu saglar (Kolev vd., 2014). C3’u, C3a ve C3b’ye ayiran
iki konvertaz mevcuttur: C3b ve faktér Bb’den olusan C3bBb konvertaz alternatif yolakta, C4b
ve C2b'den olusan C4bC2b konvertaz ise klasik ve lektin yolaklarinda gérev yapar. Anti-
mikrobiyal ve antifungal aktiviteye sahip olan C3a, dogal immin efektér hicrelerin top-
lanmasina ve aktivasyonuna yardim eder. C3b ise mikrobik veya apoptotik ylizeyleri kaplar ve
fagositoz icin partikill isaretler. Aktivasyon kaskadi C3'liin C3a ve C3b'ye ayrilmasinin 6tesine
gecebilirse, ek bir C3b molekuli C3 konvertazlarina baglananarak, C5 konvertazlari Uretilir:
alternatif yolak igcin C3bBbC3b veya klasik ve lektin yolaklari icin C4bC2bC3b. Bu iki enzim de
C5’i, guclu bir anafilaktik peptit olan C5a ve terminal yolagi baslatabilen C5b'ye ayirir. C5b’nin
bir hedef Gzerinde birikimi, terminal membran atak kompleksini (MAC) olusturmak tzere C86,
C7, C8 ve C9 molekdullerini toplar. Bdylece hicre lizisini uyarmak Gzere hicre membraninda
porlar olusur (Zipfel ve Skerka, 2009; Mathern ve Heeger, 2015). Patojenlere karsi savunmada
kompleman sistem aktive edildiginde, sistemin zararl etkilerine karsi konak hlcreleri koruyan

farkl kompleman dizenleyici proteinler eksprese edilir (Sina vd., 2018).
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2.1.1.8 Sitokinler

Sitokinler, patojenlere yanitta sinyal iletim yolaklarinin aktivasyonu, hiicreler arasi sinyalve
iletisim aginin kurulabilmesi icin gerekli olan diizenleyici protein grubudur. Sitokin Uretiminden
sorumlu baslica hiicre tipleri makrofajlar ve DC’lerdir. Mast hticreleri, endotel hiicreler ve bazi
epitel hicrelerle birlikte diger hicre tipleri de sitokin Uretebilir. Cesitli hiicre tiplerinden
salgilanan sitokinler birgcok 6nemli hicresel olaya katilir. Olduk¢a degisken olan sitokin
sinyalizasyonu koruyucu ve hasar verici yanitlara sahip olabilir. Dogal immunite ve enflamatuar
yanitlarin, 16kosit biyime ve farklilasmasinin diizenlenmesinde, antiviral 6zelliklerin ve si-
totoksik T lenfostilerin aktive edilmesinde rol oynarlar. Sitokinler, diger sitokinlerin sentezini ve
davraniglarini da etkileyebilirler. Genis bir ¢esitlilige sahip olan sitokin ailesinin ana tipleri; in-
terferonlar, intdrldkinler, kemokinler, koloni uyarici faktérler (CSF) ve tumor nekroz faktérdar
(TNF). Sitokinler hedef hiicre Uzerindeki spesifik reseptdrlerine yliksek afiniteyle baglanirlar.
Sitokine ve hedef hiicreye bagli olarak farkli etkiler gdsterirler. Salgilanan birgok sitokin; otokrin
etki gostererek onlari Ureten hlcrelere veya parakrin etki gostererek komsu hucrelere etki
gosterirler. Sitokinlerin bir kismi da ciddi enfeksiyonlarda fazla miktarlarda Uretilir ve endokrin
etki gostererek, dolasim yoluyla uzaktaki hedef hiicreye etki gosterir (Zhang ve An, 2007; Sim-

birtsev ve Kozlov, 2012).

Dogal immunitede goérevli salgilanan sitokinlerden en iyi bilineni TNF’ler, bakteri ve diger
enfeksiydz mikroplara kargl akut inflamatuar yanitta mediatér olarak gérev yaparlar. TNF
TNF’ler TNF-a olarak da adlandirilir. Lenfotoksin olarak adlandirilan TNF-[ ile yakin iligkilidir.
Makrofajlar ve DC hicreler TNF’lerin uUretildikleri ana kaynaklardir. TNF’ler nétrofillerin akti-
vasyonunu, kas ve yaglarda katobolizmayi ve ¢ogu hiicre tipinde apoptozu uyarir. TNF’ler ve
IL-1’ler, endotel hiicreleri aktive ederek, inflamasyon ve pihtilasmayi saglarlar. Bu iki sitokin

hipotalamusa etki ederek ates olusumundan da sorumludur (Aggarwal, 2003).

IL-1’lerin Uretildikleri ana hicre kaynadi makrofajlardir ve ayni zamanda nétrofiller,
keratinositler gibi epitel hiicreleri ve endotel hicrelerde de uretilebilirler. IL-1 ve IL-6 sitokinleri,
akut-faz proteinlerinin sentez edilmesi i¢in karacigere etki ederler ve Th17 farklilasmasinda rol
oynarlar. Makrofajlar, endotel hicreler ve T hicreler tarafindan Gretilen IL-6 lokal ve sistemik
etkiye sahip dnemli bir sitokindir. Ek olarak IL-6; kemik iliginde nétrofillerin Uretimini ve B
hicrelerini uyararak antikor Ureten hicrelerin proliferasyonunu saglar. IL-10’lar, makrofajlar ve
cogunlukla regilatér T hicreler tarafindan salgilanan agirlikli olarak inhibitér sitokinlerdir ve
makrofajlara ve DC’lere etki ederek IL-12, sinif | MHC molekillerinin ve es uyaranlarinin ek-
spresyonlarini engeller. IL-12’ler, aktive edilmis makrofajlar ve DC’lerce uretilir. T hicrelere

etki ederek Th1 farklilagsmasini uyarir, NK ve T hicrelerinin sitotoksik fonksiyonlarini arttirir ve
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IFN-y sentezlenmesini saglarlar. IL-15 makrofaj ve diger hicre tiplerinden salgilanir. IL-2 ile
yapisal olarak benzerdir. NK ve hafiza CD8+T hicrelerinin proliferasyonunu uyarir. IL-18'de
makrofajlar tarafindan sentezlenir ve yapisal olarak IL-1 ile benzerlik gdsterir. Fonksiyonel
olarak ise IL-12 ile benzerlik gostererek NK ve T hicrelerinden IFN-y sentezlenmesini sagla-
maktadir. IL-23 ve IL-27’yi Ureten hucre tipleri makrofajlar ve DC’lerdir. IL-23, IL-17 Ureten T
hicrelerinin farklilasmasina yardim etmektedir. IL-27 ise T hicrelerine etki ederek, Th1
farklilasmasi ve Th17 hucrelerin gelisimini engellemektedir. Ayrica NK hiicrelerini uyararak

IFN-y sentezlenmesini saglarmaktadir (Borish ve Steinke, 2003; Abbas vd., 2017).

Kemokinler; makrofajlar, endotel ve T hucreler, fibroblastlar ve trombositler tarafindan
uretilen kemotaktik genis bir molekul ailesidir. Konak savunmasinda enfeksiyonun oldugu
bdlgeye (yangi) I6kositleri, makrofajlari ve CD8+ T lenfositleri ydnlendiren molekullerdir. Doku
reddi ve alerjik reaksiyonlarda rol oynarlar. Lenfositlerin periferik lenfoid dokular arasindaki
trafiginin dizenlenmesinde goérev alirlar. Timdr metastazlarin engellenmesini saglar-
lar.CSF'ler; granulosit-makrofaj koloni uyarici faktorler (GM-CSF), makrofaj koloni uyarici fak-
tor (M-CSF) ve granulosit koloni uyarici faktér (G-CSF) olarak ayrilmistir. Enflamasyon ile
iliskili olan bu CSF’ler, hematopoietik hicrelerin proliferasyonunu ve farklilasmasini uyarirlar
(Tosincik vd., 2012).

Tip | interferonlar, viral enfeksiyonlara karsi erken immiin yanitta rol oynayan sitokinlerle
yapisal olarak iligkili blyUk bir ailedir. Viral savunmada en énemlileri INF-a ve INF-B’dir. INF-
a makrofajlar ve plazmasitoid DC’ler, INF-( ise fibroblastlar tarafindan Gretilir. Bu interferonlar,
NK hicreleri ve CD8+ CTL'lerin sitotoksisitesini arttirir. Bununla birlikte naif T hcrelerinin,
yardimci T hdcrelerin (Th) Th1 alt grubuna farklilagsmasini uyarir. Tip | interferonlar bu etkiler-
iyle virGslerin ve bakterilerin gibi patojenlerin yol actigi hicre ici enfeksiyonlara karsi hem dogal
hem de edinsel immiuniteyidestekler. Tip | interferonlar, sinif I MHC molekillerin ek-
spresyonunu uyarir. Boylece virus ile enfekte olmus hicrelerin sinif | MHC molekdlleriyle sunu-
lan viral protein kaynakl peptitleri, CD8+ sitotoksik T’ler tarafindan taninabilir ve bu enfekte
hicrelerin 6ldurtlme olasiliklari artar (Takaoka ve Yanai, 2006). Interferon-y ise Th1 hlcreler
tarafindan ve ¢ok az miktarda olsa da T ve NK hiicreler tarafindan tretilen 6nemli bir interferon
gesitidir. Iimmiin yanitlan dizenleyici etkiye sahiptir. Fagositer, endotel, T ve NK hiicrelerin
aktivasyonunu uyarir. B hicre farklilagsmasini saglar. Cogu hiicre tipinde virislere karsi akti-
vasyonu az da olsa uyarir ve sinif | veya |l MHC ekspresyonunu arttirir. Ayni zamanda hiicre

bélinmesini durdurur (Malmgaard, 2004).
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2.1.2 Edinsel immiin Sistem

immiin sistem viicuda giren patojenlere kars! is birligi ile calisan iki ana savunma sistemi
ile yanit verir: ilk savunma sistemi kisa sireli ve spesifik olmayan dogal imminitedir. Digeri ise
daha uzun sureli, spesifik ve bellek hicreleri sayesinde kalici olan edinsel immunitedir. Dogal
immun sistemin mekanizmalari patojenlere ait belirli yapilari tanirlar. Edinsel immunitenin
mekanizmalari ise ¢ok sayida patojenin farkli epitoplarini segici olarak taniyarak spesifik
yanitlar verir. Edinsel immunite ayni uyaran ile tekrar karsilastiginda bellek 6zelligi oldugundan
dolayi uyarani aninda taniyabilir ve ilk yanitindan daha gugclu bir sekilde yanit verebilir. Dogal
immudn yanitlar; patern tanima reseptérleri (PRRs) tarafindan patojen-iligskili molekuler
paternlerin (PAMPs) ve hasar-iligkili molekiler paternlerin (DAMPs) taninmasina ve ayni za-
manda kompleman proteinleri veya antikor ile kaplanmis opsonize antijenlerin Fc reseptor-
lerine ve kompleman reseptorlerine baglanmasina dayanan genis bir tanima yelpazesine sa-
hiptirler. Ancak dogal immun sistemin taniyamadidi veya yok edemedigi direncli patojenlere

karsl edinsel immun yanitin gelismesi olduk¢a dnemlidir (lwasaki ve Medzhitov, 2015).

Edinsel immun yanitlar; lenfositlerin aracilik ettigi hlicre-aracili yanit ve lenfosit triini olan
antikorlarin aracilik ettigi himoral yanit olarak iki sekilde olusturulur. Bu yanitlarda edinsel im-
minite kendisine ait iki 6zel hiicre tipi olan T ve B lenfositleri kullanir. Bu iki hiicre tipinin antijen
tanima yodntemleri birbirinden farklidir. Antijenler viicuda girdiklerinde lenfositler tarafindan
taninan immun yanitin baglamasina neden olan ve yanitlar sirasinda salgilanan antikor ile
kompleksler olusturabilen molekillerdir. Kiguk peptit yapili antijenler T lenfositler tarafindan
taninirken, daha buyuk yapili protein, karbonhidrat, lipit ve nikleik asit yapisindaki antijenler
ise B lenfositler tarafindan taninirlar. Antijen sunucu hicreler tarafindan antijenler proteolitik
islemlerden gegcirilir ve peptitlere ayrilir, agiga ¢ikan peptitler MHC sinif | ve sinif Il ylzey
molekdilleri ile T lenfositlerine sunulur. MHC’ler, insan I6kosit antijen (HLA) proteinleri igerirler
bdylece kendi hiicrelerimiz ve yabanci hicreler ayirt edilebilir. MHC sinif | molekulleri HLA-A,
B ve C’yi, MHC sinif Il molekdlleri ise HLA-DP, DQ ve DR'yi igerir. APC’ler farkli antijenlerin
yok edilmesinde en etkili T lenfosit tipini uyarmak icin peptitleri MHC’lerin iki sinifi ile sunarlar.
MHC sinif I molekli ile sitozoldeki endojen (hlicre igi) proteinlerin peptitlerini CD8+ sitotoksik
T lenfositlerine sunulur. MHC sinif Il molekdlleriyle ise hicre ici vezikillerde yer alan ekzojen
(ekstraselller) proteinlerden olusmus peptitler CD4+ yardimci T lenfositlerine sunulur. T len-
fositler sunulan peptitleri T hlicre reseptérleriyle (TCR) tanirlar. Aktive olabilmeleri igin bu
sunumla beraber es uyaranlarin varligi da gereklidir. Aktive olan T lenfositler lenfoid organlara
veya enfeksiyon bdlgesine gé¢ ederek savunma saglarlar. Ayni zamanda APC 6zpeptitlerini

de T lenfositlere sunarlar. Normal kosullarda T lenfositler 6z peptitlerin sunumuyla aktive edile-
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mezler ¢clinkl 6z peptitler icin spesifik olan T lenfositler timusta olgunlasmalari sirasinda silin-
irler ve periferik dokularda bulunamazlar. B lenfositler ise antijenleri B hiicre reseptoéri (BCR)
ile tanirlar ve T hucrelerden daha farkl bir yol ile aktive olurlar. Aktive olan B hicreler antikorlar
uretilirler ve bu sayede bulunduklari bdlgeden daha uzak bir mesafede savunma saglarlar
(Delves, 2014; Lundegaard vd., 2007).

Edinsel immunite hicre i¢i ve hicre digi patojenlere karsi konak savunmada iki mekaniz-
masini birlikte kullanir. Bunlar T lenfositlerin sorumlu oldugu hiicresel immunite ve B lenfositler

ile Urettikleri antikorlarin sorumlu oldugu hiimoral immunitedir (Pancer ve Cooper, 2006).

2.1.2.1 T Lenfositler ve Hiicresel immiinite

Hucresel imminite, edinsel immdanitenin en énemli mekanizmasidir. T lenfositlerin ve en
etkili fagositler olan makrofajlarin etkisinin hakim oldugu hicresel immdunite virtslere, hiicre igi
bakterilere, kanser hiicrelerine ve parazitlerin yol oynadigi enfeksiyonlara karsi savunma
saglar. Bu savunma mekanizmasi naif T hicreleri tarafindan saglanan birincil yanitlari, aktive
edilmis T hicrelerinin efektdr fonksiyonlarini ve antijen spesifik bellek T hiicrelerinin kaliciligini
icerir. Hicresel immunite; makrofajlar, NK’lar, mast hiicreleri, bazofiller, eozinofiller ve notro-
filler gibi diger efektér hicrelerin rol oynadigi karmasik ve koordineli bir immin yanitin par-
casidir (Broere vd., 2011).

Hucresel immanitenin en 6énemli agamalarindan biri antijen sunumudur. Periferde bulunan
T hucrelerinin 6z MHC ile sunulan yabanci antijenleri taniyip, etkilesime girmeleri gerekmekte-
dir. Timus bu 6z-MHC sinirli T hicrelerin segiminden sorumludur. Periferde yabanci MHC ile
sunulan 6z veya yabanci antijeni taniyan veya 6z MHC ile sunulan 6z antijenini taniyan T
lenfositlerin varligina izin verilemez. TCR’lerin bir kismi yabanci peptiti tanirken bir kismida 6z
MHC molekulind tanir. Olgunlasmamis T hicrelerden CD4 ve CD8 cift pozitif T hicrelerin
¢ogu apoptoza ugrar ¢uinkl bu hicrelerin TCR’leri 6z MHC molekdiliin(i taniyamazlar. Oz MHC
molekillerine baglanabilmek igcin TCR’leri gesitli afinitelere sahip olan lenfositler, kortikal
epitelyal hicreler Gzerinde pozitif segilim ile ayrilir. Boylece 6z MHC’sini taniyabilenTCR’ye
sahip T hicreleri hayatta kalir. Bununla birlikte hiicrelerin gogunun TCR’leri, 6z peptid ve 6z
MHC kompleksine yuksek afinite gdsterir. Bu otoimmun T hiicreler, timik medullada bulunan
DC’ler ve makrofajlar ile etkilesime girdiklerinde apoptoza ugrarlar. Béylece negatif secilim
yoluyla konaga zararh bu hicreler yok edilir. Bu iki agsama ardindan, 6z MHC molekdllerine
zayif bir afinite gOsteren ve yabanci peptiti taniyabilen T lenfositler segcilir. Bu hicreler
karsilastiklart MHC sinifina bagli olarak, CD4 veya CD8 (tek pozitif hiicreler) lenfositler olarak

timustan ayrilarak T hiicre havuzunu olustururlar. Periferde 6z MHC ile sunulan yabanci peptit
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kompleksini taniyabilen ve tanima etkilesimleri belirli bir esigin asabilen lenfositler aktiflesebil-
irler (Delves ve Roitt, 2000).

Kemik iliginde olusan ve olgunlagmalarini timusta tamamlayan T lenfositler olduk¢a ha-
reketlidir. Olgun T lenfositler bir bélgede sabit kalmazlar kan ve lenfatik sistemde dolagirlar ve
lenf digumleri ve dalak da dahil olmak Uzere ikincil lenfoid organlarda bulunurlar. Béylece
dolasimdaki antijenleri lenf ve kandan yakalamaya caligirlar. Edinsel immin yanitlar bu alan-
larda olusturulur. Genellikle dogrudan dolagimdaki patojenler tarafindan saglanan dogal im-
min sistemi sinyallerinin etkisiyle veya dolayl olarak, sekonder lenfoid organlara gé¢ eden
patojenle aktiflesen kutanéz veya mukozal APC’ler ile baslatilir. Belirli bir antijenle ilk
karsilasmalarindan sonra naif T lenfositler aktive olurlar ve efektér fonksiyonlari uygulamak

icin vicuttaki birgok farkli bélgeye go¢ edebilirler (Bonilla ve Oettgen, 2010).

Aktive olmus T lenfositler hizli bir sekilde ¢ogalirlar (klonal genisleme). Dokulardan anti-
jenlerin bulundugu bdlgelere go¢ ederler. Bu bdlgelerde hucre aracili sitotoksisite ve cesitli
sitokinlerin Uretimi gibi efektor fonksiyonlarini gdsterirler. Yuzeylerinde CD2 ve CD3 belirtecle-
rini ifade eden tim CD2+CD3+ T lenfositler, farkli efektdr fonksiyonlarini gergeklestirmek tizere
hiicre ylizey proteinlerine gore alt gruplara ayrilirlar. Antijen tasiyan enfekte veya habis hticrel-
erin apoptoz programi ile yok edilmesinde ylzeylerinde CD8 molekilini ifade eden CD8+
CTL’ler rol oynar. Yuzeylerinde CD4 molekiili ifade eden CD4+ yardimci T hiicreler ise; hedef
hiucreler igin dogrudan toksik etkisi olabilen veya diger T hicreleri efektoér fonksiyonlarini
gosterebilmeleri ve B hiicrelerini de antikor tretmeleri amaciyla uyarabilen spesifik sitokinleri
uretirler. Bu sitokinler ayni zamanda makrofajlarin aktive edilmesine de yardimci olurlar. Bu
mekanizma sayesinde hem dogal immunite hem de edinsel immunite arasinda bir kdpru ku-
rulur (Inman vd., 2014). Efektor fonksiyonlarini gésteren ¢cogu T hicresi, antijenin ortadan
kaldiriimasinin ardindan yok edilir. Geriye kalan T lenfositler ise lenfoid organlarda ve periferik
dokularda yillarca hayatta kalabilecekleri bir forma doénlsur. Bellek T hicreleri olarak
adlandirilan bu lenfositler, ayni antijenle yeniden karsilasmada naif T lenfositlerin birincil
yanitina oranla daha hizli ve guglu ikincil immuan yanit olusturur. Aktive olan bellek T hlcreler
periferik dokularda ani efektdr fonksiyonlarini gosterirler. Ayni zamanda lenfoid organlarda ak-
tivasyon ve klonal genisleme yapabilirler. Bu sayede patojenler hastaligin erken déneminde
ortadan kaldirilir (Broere vd., 2011).
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2.1.2.1.1 CD4+ Yardimci T Lenfositler (Th)

Yuzeylerinde CD3 ve CD4 molekill tasiyan, yardimei T hicreler (Th), lenfositlerin buyik
bir cogunlugunu olusturmaktadir. Peptit yapisindaki antijenler, APC’lerin yizeylerinde bulunan
sinif [l MHC molekuliyle CD4+ yardimci T lenfositlere sunulur ve lenfositlerin TCR’leri bu sunu-
lan antijenleri tanir. Adezyon ve es uyaran molekillerden de gelen sinyallerin etkisiyle lenfosit
aktivasyonu tetiklenir. Bu olay bir dizi farkli biyokimyasal yolagin sinyalizasyonuna yol agar.
Sonug olarak lenfositlerin gogalmasinda ve farklilagsmasinda rol oynayan genlerin transkripsiy-
onel aktivasyonu gergeklesir. Sinyaller yalnizca TCR ve MHC-antijen kompleksinden gelirse
uyarim gerceklesmez ve bu durumda anerji veya apoptoz meydana gelir. Aktivasyon icin es
uyaran molekdllerin ve sitokinler gibi ¢ozunur medyatoérlerin varligi gereklidir. Es uyaranlardan
en guglist T hucrelerin yizeyinde bulunan CD28 molekili, APC’lerin yizeyinde bulunan
CD80 (B7-1) veya CD86 (B7-2) ligandina baglanir. CD28 molekull; T lenfosit prolifrasyonunu,
sitokin Uretimini uyarip, ayni zamanda hucresel sagkalim ve metabozlimayi etkilemektedir. T
lenfositlerin ylUzeylerinde bulunan diger es uyaran molekiller de ayni sekilde APC’lerin
yuzeylerindeki ligandlariyla etkilesime girerek aktivasyona katilirlar; CD154 ligandi CD40’a ve
CD2 ligandi CD58’e baglanir (Delves ve Roitt, 2000; Smith-Garvin vd., 2009).

Salgilanan sitokinlere bagl olarak Th lenfositler, morfolojik olarak benzer ancak fonksiyo-
nel olarak gesitli alt gruplara ayrilarak farkli efektér yanitlarini gosterirler. APC tipine ve or-
tamda bulunan sitokinlerin etkisiyle APC ile uyariilma sirasinda éncul lenfosit olan ThO; Thl,

Th2, Th17 ve T regulatér (Treg) hiicre ana alt gruplarina farklilagir (Bonilla ve Oettgen, 2010).

2.1.2.1.1.1 Th1, Th2 ve Th17 Hicreler

Konak savunmada kritik rol oynayan Th lenfositler; Th1, Th2 ve Th17’dir. Th1 hicreler,
virls ve toxoplazma dahil olmak Uzere hicre igi patojenlere kargi koruma saglarlar. Antijen
sunucu hicreler sinif I MHC molekull Gzerinde peptit yapisindaki antijenleri naif CD4+ T len-
fositlerine sunarlar. Es uyaranlarinda aktivasyona katilmasiyla birlikte, enfeksiyonlara karsi bi-
rincil yanit saglayan makrofajlar ve DH’ler; IL-12, IL-23, IL-27 ve tip | IFN gibi sitokinler treterek
Th1 farklilagsmasini uyarirlar. IL-12 ve IFN-y varliginda ThO’lar Th1 lenfositlere farklilagir ve
IFN-y salgilarlar. Th1 hicrelerin gen ekspresyonu ve hayatta kaliminda énemli bir uyarici ve
buyume faktoéru olan IL-12; Th2 lenfositlerin ana duzenleyici transkripsiyon faktoru olan GATA-
3’Un ekspresyonunu baskilar. IFN-y ise STAT1’i aktive eder ve transkripsiyon faktért T-bet’in
ekspresyonunu dizenler. Bdylece daha fazla IFN-y Uretimi ve Th1 farklilagmasini uyaran
STAT4’G aktive eden IL-12’ye suirekli yanit olusturulur. IFN-y geninin uyarilmasinda baska bir

sitokin olan IL-18, IL-12 ile is birligi icinde calisir. Ayni zamanda IFN-y hucreye antijen sunan
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APC’nin lzerindeki reseptdriine baglanir. Bu yol ile bir¢cok transkripsiyon faktérieksprese
edilerek, biyokimyasal sinyal yolaklari tetiklenir ve patojenlerin etkili bir bicimde yok edilmesini
saglanir (Agnello vd., 2003; Reiner, 2007).

Helmintlere ve alerjenlere karsi savunmada rol oynayan Th2 hcreler, Th1’lerin aksine
hicre digi immuniteden sorumludurlar. Astim ve alerji patogenezinde rol oynarlar. Naif CD4+
T lenfositlerin Th2’ye farklilasmasinda sorumlu olan ana sitokin IL-4’dur. IL-4, GATA-3 transk-
ripsiyon faktériiniin eksprese edilmesini uyaran STAT6’yI aktive eder. GATA-3 ise Th2 yanit-
larinda 6nemli rollere sahiptir; sitokin Uretimini uyarir, Th2 hicrelerinin segici blyimelerini sag-
lar ve Th1 hucrelerine 6zgu faktorleri engeller. Bununla birlikte, Th2 farklilagsmasinda eksprese
edilen transkripsiyon faktorleri c-Maf ve NFAT; IL-4, IL-5 ve IL-13 sitokinlerini dlizenler ve an-
tikorlarin Uretimini destekler. Farkhlasan Th2 hucreler; IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 ve IL-13 sitokinle-
rini salgilarlar. IL-4 B hiicrelerinden sinif déntsimd ile IgE Gretimini, IL-5 eozinofillerin Gretimini
ve aktivasyonunu uyarir ve IL-13 ise mukus salgilanmasini saglar (Murphy ve Reiner, 2002;
Mesquita Junior vd., 2010).

Th17 hicreler hicre digi bakterilere ve mantarlara kargi konak savunmasinda rol oynarlar
ve otoimmun hastaliklarda 6nemli etkilere sahiptirler. Th1 ve Th2’'ye gére daha geg kesfedilen
Th17 hicre alt grubu, otoimmun hastaliklarin tedavisi icin yeni bir yaklagim sunmaktadir. Th17
farklilasmasinda ilk adim TCR sinyalizasyonudur. Th17 hiicre farklilagsmasi bir¢ok sitokin ve
sinyal molekull tarafindan dizenlense de 6zellikle IL-6 ve TGF-B’nin is birligi ile naif CD4+ T
hicreleri, Th17 hiicrelere farkhlasir. Farklilagsmalarinda eksprese edilen RORyt, RORa, STAT3
ve IRF4 transkripsiyon faktérleri de rol oynar. Th17 hicreler, Th1 ve Th2’nin ana transkripsiyon
faktorleri olan T-bet ve GATA-3’U eksprese etmezler. Bu hicreler nétrofillerin toplanmasi, ak-
tivasyonu ve go¢ etmesi, dokularin yeniden modellenmesi ve onarimi, antimikrobiyal pro-
teinlerin Uretimi ile iligkili IL-17A (IL-17), IL-17F ve IL-22 sitokinlerini Uretirler (Littman ve
Rudensky, 2010; Thakur vd., 2019). Bununla birlikte TGF-f, inflamasyon ve otoimmuiniteyi
baskilayan Treg hucrelerinin farklilasmasinda rol oynar. TGF-B, IL-6 ile birlikte naif CD4+ T
hicrelerinden IL-17 eksprese edilmesini ve Th17 hiicre farklilasmasini saglarken, sadece
TGF-B etkisi altinda naif CD4+ T hcreleri Treg hicrelerinin ana transkripsiyon faktort olan
Foxp3+'lU eksprese ederler. Bu nedenle IL-6, Foxp3+ Treg hicrelerinin TGF-f ile uyariminda
inhibitor etki gosterir. Diger sitokinlerinde etkisi altinda Th17 veya Foxp3+ Treg hulcrelerine

farklilasma gergeklesir (Miossec vd., 2009).
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2.1.2.1.1.2 T Folikuler Hucreler (TFH)

T foliktler yardimci hiicreler (TFH hiicreler) olarak adlandirilan bu hiicreler CD4+ T hiicrel-
erinin alt gruplarindan biridir. Folikuler hicrelerin ana gorevi, antikor yaniti olusturmalari ve
bellek B hucrelerine dontgumleri icin B lenfositlerine yardimci olmaktir. Lenfoid organlarin T
hicre bolgesinde MHC sinif Il ile sunulan peptit antijenlerin TCR tarafindan taninmasi ve es-
uyaranlarin birbirine kenetlenmesi sonucu CD4+ T yardimci hucreler, IL-6 ve IL-21 sitokinle-
rinin etkisi altinda TFH hicrelere farkhlasirlar. Farklilagsmada rol oynayan ana transkripsiyon
faktorleri STAT-3 ve Bcl-6'dir (Hirahara vd., 2011).

Aktive olan TFH hucreler 6nemli bir sitokin olan IL-21 salgilarlar ve CD28 ile ICOS ek-
spresyonunu uyarirlar. Bu yardimci sitokin hem TFH Gzerindeki reseptorine hem de antikor
olusturan hiicrelere farkhlasmalarini uyarmak amaciyla B hiicreler lizerinde eksprese edilen
IL-21R’ye baglanir. Ayni zamanda T-B hiicre ara ytzinde TFH hicreler; diger Th hicrelerden
daha fazla miktarda CD40L, ICOS ve OX40 gibi es-uyaran molekillerin ve folikillere gocte
6nemli rol oynayan CCR7 ve CXCR5 molekiillerinin de ekspresyonunu saglarlar. TFH hiicreler
folikller dendritik hicreler (FDCs) de dahil olmak Gzere folikller stromal hicreler tarafindan
uretilen CXCL13’Un kemokin reseptdri olan CXCRS’i fazla miktarda eksprese ederler. CXCR5
lenfoid dokularin foliktler bélgelerinde B ve T hucrelerin konumlanmasindan sorumludur. Fo-
likGler hiicreler, reseptér—ligand etkilesimi sayesinde B hiicrelerine yardim edebildikleri folikul-
lere yerlesebilirler. CXCR5, sekonder lenfoid dokularda B hicre folikillerinin gelisimi igin ger-
ekli oldugundan dolayi tiim olgun B lenfositler tarafindan da eksprese edilebilir. Boylece TFH
ve B hicreler CXCL13’Un udretim bolgelerine birlikte yerleserek B — T hiicre etkilesimlerini
gerceklestirirler. B hicreleri antikor Uretmek Uzere plazma hicrelerine farklilagirlar. TFH
hicrelerin farklilasmasi ve T-hicre bagh antikor yanitin uyariimasinda rol oynayan ilgili
molekiillerin fazla veya az miktarda eksprese edilmesi bazi otoimmiin hastaliklarin veya im-
min yetmezliklerin patogenezinin aydinlatiimasinda yol gosterici olabilir (Abbas vd., 2017;
King vd., 2008; Fazilleau vd., 2009).

2.1.2.1.1.3 T Regiilator Hiicreler (Treg)

Treg hicreler periferik kandaki toplam CD4+ T huicrelerin %5-10’unu olustururlar. Tregler,
otoreaktif T lenfositlerin aktivasyonunu ve ¢ogalmasini aktif bir sekilde baskilayarak viicudu
otoimmun yanitlardan korur. Bdylece 6z antijenlere karsi 6z-toleransin korunmasini saglarlar.
Treg aracili baskilama mekanizmasi; otoimmin bozukluklar, akut ve kronik enfeksiyonlar,

alerji, kanser ve metabolik inflamasyonda 6nemini gdsterir. Ayni zamanda Tregler yabanci
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antijenlere karsi olusturulan immun yanitin azaltilmasina da aracilik ederler (Josefowicz vd.,
2012).

Basta bitin T hiicre soylari timusta olusur ve naif CD45RA+ T hicreler olarak perifere
g6¢ ederler. Periferde naif T hicreleri aktive olur, uyarana ve ortamdaki belirleyici molekillere
bagl olarak ya T hicre alt tiplerine ya da duzenleyici T alt gruplarina farklilagirlar. Daha sonra
bazi T hicreler antijenle yeniden karsilastiklarinda tekrar aktiflesebilen bellek T hicrelerine
donusurler. Treg hicreler de terminal efektor Treglere farklilagabilirler (Sakaguchi vd., 2010).
Treg hicre tipleri olusum sekillerine gore dogal Treg (nTreg) ve induklenmis Treg (iTreg) olmak
Uzere ikiye ayrilir. nTreg’ler timusta olusurken, inflamatuar yanit aninda iTregler CD4+ T ve ya
CD8+ T hicreler tarafindan uyarim sonrasi olusur. Treg hicre farklilagsmasinda rol oynayan
ana sitokin IL-2’dir, TGF- da farklilagsmaya katilir. Eksprese edilen ylizey belirtegleri bu hiicre
cesitlerinin fenotiplerinin belirlenmesini saglar. Tregler basta CD3, CD4 ve IL-2 reseptoéra (IL-
2R) a zinciri (CD25) olmak Uzere, fonksiyonlarina bagl olarak degisiklik gésteren CD62L,
CD69, CD71,CD122, CTLA-4, HLA-DR ve glukokortikoid kaynakli TNFa reseptért (GITR) gibi
belirtecleri eksprese ederler. Ayrica immun yaniti baskilamada Treglerin gelisimleri ve
fonksiyonlari igin kritik bir role sahip olan diizenleyici transkripsiyon faktér Foxp3'u eksprese
ederler. Foxp3 geninde mutasyon tasiyan hastalarda bir otoimmun bozukluk olan IPEX
(immin disregiilasyon, poliendokrinopati, enteropati, X’e bagl) sendromu gelisir. Bu hastalikta
Treglerin gelisiminde ve immun yaniti baskilayici fonksiyonlarindaki bozukluk nedeniyle T
hlcreleri asir aktive olur ve sonug olarak otoantijenlere, bagirsak komensal bakterilerine veya
zararsiz gevresel antijenlere karsi otoimmin poliendokrinopati, bagirsak enflamatuar hastalik
veya alerji gelisir (Chatila, 2005; Mesquita Junior vd., 2010). Tregler baskilayici 6zelliklerini
CTLA-4 gibi inhibitér molekdller ile dogrudan hiicre temasi yoluyla veya salgiladiklari IL-10 ve

TGF-f gibi sitokinler araciligiyla gerceklestirirler (Garra ve Vieira, 2004).

2.1.2.1.2 CD8+ Sitotoksik T Lenfositler (CTL)

Sitotoksik T lenfositler (CTL), virls ile enfekte olmus veya kanser nedeniyle degisime
ugramis konak hucrelerin yok edilmesinde rol oynarlar. Enfekte olmus hicrede Uretilen vi-
ralpeptitler sinif | MHC molekdilleriile CTL’lere sunulur ve uyarim saglanir. Es uyarim sinyallere
ihtiyag duymadan, IL-2 varliginda hizla ¢ogalan CTL’ler, birincil immin yanitta sayilarini hizla
arttirirlar. Antijen — MHC sinif | kompleksi ile kolay aktive olabildikleri ve dolagimdaki daha iyi
sag kalim yapabildikleri i¢in Th lenfositlere kiyaslama daha fazla klonal genisleme gdsterirler.
Aktivasyonun ardindan CTL’ler hedef hiicreyi farkli mekanizmalar ile ldiiriir. Ca*%-bagimli
oldirme mekanizmasinda; CTL hedef hiicre ile arasinda kurdugu imminolojik sinapsa; per-

forin, granzim B ve granulozin gibi efektoér proteinler iceren 6zellesmis sitolitik granillerin
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salinimini baslatir. Perforin hedef hiicre membraninda porlar agarak Granzim B’nin hiicre igine
gegisini kolaylastirir. Granzimler ise kaspazlari aktive ederek apoptozu uyarir. Diger bir CTL
aracili éldirme olan Ca*’-badimsiz mekanizma; CD95 (Fas) CD95L (FasL) arasindaki
etkilesimle saglanir. TCR ile aktive edilen CTL'lerin ylzeyinde FasL eksprese edilir. FasL
hedef hiicrede eksprese edilen Fas’a baglandiginda, sirali kaspaz aktivasyonunu uyararak
apoptozu uyarir. CTL lenfositler TNF-a, IFN-y gibi anti-viral sitokinleri salgilar. IFN-y, sinif |
MHC ekpsresyonunu arttirir ve viral replikasyonlarin baskilanmasini saglar (Broere vd., 2011;

Zhang ve Bevan, 2011).

2.1.2.2 B Lenfositler ve Hiimoral immiinite

Edinsel imminitenin viicuda giren patojenlere karsi diger savunma yéntemi B lenfositlerin
rol oynadigi himoral immanitedir. Dendritik htcreler gibi T hicreler ve diger hicrelerden alinan
sinyaller ile uyarilan B lenfositler, plazma hulcrelerine olgunlasarak antikorlar Uretirler.
Salgilanan antikorlar dolasima katilirlar ve patojenlerle savasmak tizere enfeksiyon boélgesine
giderler. Antikorlar birgok virus, bakteri ve tumor hicrelerinin opsonizasyonunu saglarlar. Bu
sayede kompleman sisteminin aktivasyonuna ve toksinlerin nétralizasyonuna yardimci olarak
dogal immin yaniti desteklerler. Ayni zamanda antijen sunabilen bu lenfositler konak savun-
masinda ve otoimmun hastaliklarin patogenezinde buyuk rol oynarlar (Manz vd., 2002; Thakur
vd., 2019).

Periferik kandaki lenfositlerin %15-20’sini olusturan B hiicreler antijenden bagimsiz olarak
kemik iliginde bulunan hemopoietik kék hicrelerden gesitli hiicre 6ncullerine farklilasarak
geligirler. Kemik iligindeki olgunlagsma surecinde B lenfositler antijen 6zgulligu kazanirlar ve
ylzey reseptdrlerini eksprese ederler. Olgunlasmamis (immature) B hiicre ylzeyinde yalnizca
IgM’yi ve daha sonra olgun (mature) B hucre olarak hem IgM hem de IgD’yi eksprese eder ve
bdylece BCR tamamlanir (Bonilla ve Oettgen, 2010). BCR'yi eksprese etmeyen hlicreler orta-
dan kaldirilir, 6z-proteinleri yuksek afiniteyle tanityan B hilcreler ise apoptozla yok edilir (Mes-
quita Junior vd., 2010). Kemik iliginde gelisimlerini ve olgunlasmalarini tamamlayan olgun-
lasmis B hiicreler dolagima katilirlar ve periferik lenfoid organlara goé¢ ederler. Dinlenme halin-
deki bu hicrelerlenf digumleri, dalak gibi bu organlarda spesifik bir antijenle karsilastiklarinda

yanit vermek Uzere aktive olurlar (LeBien ve Tedder, 2008).
B hucreler T hucre-bagimh ve T hiucre-bagimsiz olmak uzere iki yol ile aktive edilebilir.

Polisakkarid, lipid gibi protein yapisinda olmayan bir¢ok antijen T hucre-bagimsiz antijenler

olarak adlandirilir. Th hiicre yardimina ihtiyag duymadan direkt olarak B lenfositleri aktive ede-
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bilir ve antikor salgilarlar. T htucre-bagimli antijenler ise protein ve glikoprotein yapisindaki anti-
jenlerdir. Bu antijenlerin éncelikle Th hicre tarafindan taninmasi gerekir, ardindan Th hiicreler
B lenfositlerin aktive edilmesine yardimci olurlar (Bonilla ve Oettgen, 2010). T hdcre-bagimli
hdmoral yanit fazlardan olusur. Bu yanitin baslatilabilmesi i¢in T hiicreler T hlicre zonlarindan
folikile dog@ru, B hiicreler ise folikillerden T hiicre zonuna dogru gé¢ ederler ve ayni antijene
6zgu bu iki hiicre etkilesime girer. BCR’ler tarafindan protein antijenler hicre igine alinarak
peptit olarak islenir ve sinif Il MHC’ler ile B hlicre ylizeyinde sunulur béylece B hicreler APC
hiicre olarak da gorev yapabilirler. Th hiicreler sunulan peptitleri tanir. B7-1, B7-2 ve CD28 es
uyaranlarinin birbirine baglanmasinin ardindan uyarilan Th hicreler yizeylerinde CD40L ek-
sprese ederler ve sitokin salgilarlar. CD40L’nin B hiicreler Gzerindeki CD40’a baglanmasi ve
Th hicrelerden salinan sitokinler B hicrelerinde aktivasyonu saglar (Elgueta vd., 2009).
Bdylece bu hiicrelerde klonal genisleme, sinif degisimi, afinite olgunlasmasi ve bellek B len-
fositlere farklilasma asamalari uyarilir (Baumgarth, 2000; McHeyzer-Williams ve McHeyzer-
Williams, 2005).

Aktive edilen birgok B hiicresi lenfatik sistem ve lenf digimleri boyunca dolasarak anti-
jenlere karsi ekstra folikller yanitta rol oynarlar. Bu hicreler ¢ogalarak kisa émurli plaz-
mablast hlcreler haline gelirler ve antikor salgilarlar. T hicre bagiml antikor yanitlarinin ge¢
evresi germinal merkeze gé¢ eden aktif B hiicreleri tarafindan olusturulur. Bu hiicreler santral
bélgelerinde hizla ¢ogalirlar. Antijenle karsilasan bazi aktive B hiicreler, Ig agir zincir sinif
degdisimi yaparak IgM antikoru salgilarken, daha sonra IgG, IgA veya IgE antikorlarini Greten
ve salgilayan hiicrelere dénusirler (Delves ve Roitt, 2000). Farkhlasma ve segilim asamalarin-
dan sonra B hiicrelerin bazilari plazma hucrelerine farklilasarak antikor salgilamaya devam
ederler. Bazilari ise antijenle yeniden karsilasma durumunda hizli yanit verebilen uzun émurlt
bellek B hucrelerine farklilagir. Yizeylerinde IgM, IgD ve CD27’yi eksprese eden bellek hicrel-
eri unswitched olarak adlandirilirken; IgM, IgD eksprese etmeyen ancak CD27'’yi eksprese
eden hucreler switched olarak adlandirilir (Bonilla ve Oettgen, 2010; Shlomchik ve Weisel,
2012; Schrezenmeier vd., 2018).

imminoglobulinler (Ig) olarak adlandirilan antikorlar hiimoral immin yanitin efektér
molekulleridir. Bir Ig moleklli iki hafif (Light-L) ve iki agir (Heavy-H) zincirin bir araya
gelmesiyle olusur (Pieper vd., 2013). Hafif zincir bir degisken (Variable-V) ve bir sabit (Con-
stant-C) bdlgeye sahiptir ve kappa (k) ve lambda (A) olmak tzere iki tirt vardir. Her bir agir
zincir ise bir V, U¢ ya da dort C bodlgeye ve a, y, 0, € ve g olmak Uzere bes tip adir zincire
sahiptir. Sahip olduklari adir zincir tipine gére adlandirilan bes farkli antikor vardir: 1gG, IgA,
IgD, IgE ve IgM. Bu antikorlarin her biri himoral yanitta farkli gérevleri Ustlenirler. Bir Ig

molekulinidn agir ve hafif zincirlerden olusan iki ¢gatal ucu antijeni baglama 6zgulligine sahiptir
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ve Fab olarak adlandirilir. Sadece agir zincirden olusan kuyruk kismi ise Fc olarak adlandirilir
(Mesquita Junior vd., 2010; Abbas vd., 2016).

Antijenlere karsi ilk maruz kalmada olgun naif B hlcreleri aktive edilir ve primer humoral
immun yanit baslatilir ancak yavastir. Afinitesi diisiik ve az miktarda uretilen IgM antikorlari ile
savunma yapihr. Ayni antijen ile daha sonraki kargilagsmada yanit; primer immun yanita oranla
daha hizli ve daha kuvvetli olan sekonder hiimoral immun yanit tarafindan olusturulur. Hafiza
B hucrelerinin rol oynadigi bu yanitta daha fazla ve daha gesitli Ig izotipleri (IgG, IgA, IgE)
salgilanir. Ayrica salgilanan Ig’lerin antijen afiniteleri de oldukga yuksektir (Tarlinton, 2006;
Mesquita Junior vd., 2010).

2.1.3 Primer immiin Yetmezlikler (PiY)

Cogunlukla monogenic kalitim 6zelligl gdsteren ve 450’den fazla gen mutasyonu ile
iligkilendirilmis primer immiin yetmezlikler (PiY), genellikle sik, tekrarlayan ve kalici en-
feksiyonlarla karakterize kronik bir hastalik grubudur (Tangye vd., 2020; Ziegler ve Ballow,
2019). Primer immin yetmezliklerde tolerans mekanizmasindaki ve immun regulasyonlardaki
kusurlar immun disregllasyon ile seyreden bir grup hastalia yol agmaktadir (Arason vd.,

2010; Agarwal ve Cunningham-Rundles, 2019).

immiin yetmezlige sebep olan genlerin ve molekiiler yolaklarin arastiriimasi, genel olarak
otoimmun hastaliklarin daha iyi anlasiimasini ve klinik degerlendiriimede zit gibi gorulen
immin yetmezligin ve otoimmdinitenin gergekte i¢ ice oldugunu goéstermistir (Cunningham-
Rundles, 2011). PiY hastaliklardan otoimmiin poliendokrinopati, kandidiazis, ektodermal dist-
rofi (APECED), otoimmun lenfoproliferatif sendrom (ALPS), immun disregulasyon, poliendok-
rinopati, enteropati, X’e bagh (IPEX), IPEX benzeri sendromlar (CD25 ve STAT5b eksikligi),
LRBA eksikligi, CTLA-4 eksikligi, STAT1 geninde fonksiyon kazanimi belirgin otoimmdunite ile
karakterizedir. Primer immun yetmezliklerde otoimmuniteden sorumlu gorulen baslica meka-
nizmalar arasinda; programli hicre dlumund etkileyen yolaklarda bozukluk, organizmanin
hlcrelerine reaksiyon gdsteren T hucrelerinin santral ve ¢evresel baskilayici basamaklardan
kacmasi, duzenleyici T hucrelerin anormal iglev gostermesi, anormal B hucrelerin kemik iligi
ya da gevre dokularda yok edilememesi yer alir (Amaya vd., 2019; Saifi ve Wysocki, 2015;

Bussone ve Mouthon, 2009).
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2.1.3.1 CTLA-4 ve LRBA Eksikligi Patogenezi

immiin sistemin temel mekanizmasi basitge kendinden olani yabancidan ayirt etme pren-
sibine dayanmaktadir. Bu sistemde patojenlerin yok edilmesinde timustan kdken alan T hic-
relerkritik gorevler Ustlenirler. Olgunlasmamis hiicreler ¢cogalirlar ve genis bir TCR repertuvari
olustururlar. Bu olusum slrecinde 6z-reaktif T hicrelerinin timusta segilerek apoptoz ile yok
edilmeleri, otoimmuniteyi dnlemek amaciyla dnemli bir basamak olsa da tam olarak yeterli de-
gildir. Bu nedenle immun sistemdeki farkli birgok kontrol noktalari ile immuin yanitlar denetlenir.
Olgunlasmis hiicrelerin neden olabilecegi konak hasarina karsi periferal toleransin rolii biyuk-
tir (Walker ve Sansom, 2015; Buchbinder ve Desai, 2016).

Genis bir repertuara sahip olan T hiicre reseptorleri, patojenlerin taninmasinin ardindan T
hlcrelerin aktivasyonunu sagladiklari gibi, immun yanitlarin dengesini ve yanitlar sirasinda
olusabilecek konak hasarina karsi kontrol mekanizmalarini da yonlendirirler. CD152 olarak da
bilinen CTLA-4 (Cytotoxic T-lymphocyte—associated antigen 4); periferal tolerans ve otoim-
munite dekritik rol oynayan inhibitor bir reseptordur (Sekil 1). T lenfosit aktivasyonunu engelley-
erek, immin yaniti baskilayan CTLA-4’U eksprese eden ana hiicre tipi Treg hiicrelerdir. Ayni
zamanda hem CD4+ hem de CD8+ T hucreler tarafindan eksprese edilebilen CTLA-4, naif T
lenfositler ve dinlenme halindeki efektér T lenfositlerde eksprese edilmez (Mitsuiki vd., 2019).
CTLA-4 antijen sunan hucreler Uzerinde eksprese edilen CD80 (B7-1) ve CD86 (B7-2)
ligandlarina baglanmada, T hicre aktivasyonunda uyarici reseptér olan CD28 ile rekabet
halindedir ve ligandlara baglanmada daha yuksek bir affinite gdsterirler. Ayni zamanda rakibi
olan CD28 ylzey reseptérl iken, CTLA-4’lUn kuglk bir kismi herhangi bir zamanda ylizeyde

eksprese edilse de gogunlugu hiicre ici vezikillerdedir (Verma vd., 2017).

Otozomal dominant kalitim 6zelligi sergileyen cytotoxic T-lymphocyte—associated antigen
4 eksikliginde lenfoproliferasyon, hematogammaglobulinemi, otoimmuin sitopeni ve enteropati,
tekrarlayan Ust ve alt solunum yolu enfeksiyonlari, gastrointestinal tutulum gibi agir bir klinik
tablo gorulmustur. Hastaligin daha ayrintili immunolojik analizlerinde Treg sayisinda ve bas-
kilayici fonksiyonunda azalma saptanmistir. Bunun sonucu olarak da bellek T ve otoreaktif B
hiicresinde kontrolsiiz bir artis gériilmektedir. in-vitro CTLA-4 analogu olan abatacept ile teda-
vide bu bulgularin dizeldigi gorilmuistir (Schubert vd., 2014; Mitsuiki vd., 2019; Verma vd.,
2017).

Sitozolik bir protein olan LRBA genellikle her hiicre tipinde eksprese edilir ve birgok hiic-

resel igleyise katilir. Bunlar arasinda vezikller trafik kontroll, sinyal iletimi, transkripsiyonel
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dizenleme, apoptoz, hucre iskeletinin ve kromatin dinamiginin olugturulmasi gibi gorevler var-
dir (Azizi vd., 2018). CTLA-4 ile yakin iligkili olan LRBA proteini, CTLA-4’ln lizozomlarda
parcalanmasini dnler ve Treg gibi hucrelerin ylzeylerinde yeniden eksprese edilmesine yar-
dim eder. Otozomal gekinik kalitim gdsteren bir hastalik olan LRBA eksikligi, agirlikli olarak
Treg hlcre sayisinda ve fonksiyonunda azalmaya, B lenfositlerin aktivasyonunda ve
immunglobulinlerin Uretiminde bozulmalara yol agar (Cunningham-Rundles, 2011; Amaya vd.,
2019; Schmidt vd., 2017). Buna bagli olarak, hastalarda naif T hicresi azalirken, bellek T
hlcrelerinde artis gorulur. Anormal regulasyona baglh olarak bu olgularda, TFH hicrelerde ve
sCD25 duzeylerinde artis saptanmaktadir (Charbonnier vd., 2015). Ayrica Treg ve aktive ol-
mus T hicrelerde CTLA-4 proteininde disuklik gosterilmistir (Lo vd., 2015).

Yapilan arastirmalarda hem CTLA-4 hem de LRBA eksikligi patogenezinde rol oynayan
immunolojik degisimlerin immun disregulasyona ve otoimmuniteye yol actigi kanitlanmisgtir.
CTLA-4 eksikligine benzer sekilde LRBA eksikliginde de hastalidin erken déneminde agir bir
klinik tablo izlenmekle birlikte Ust solunum yollarinda tekrarlayan enfeksiyonlar, hipogamag-
lobllinemi, enflamatuar barsak hastaligi, otoimmiin endokrinopatiler ve sitopeniler dahil olmak

Uzere otoimmdunite bulgulari gérulmustur (Kiykim vd., 2019; Alroqi vd., 2018; Hou vd., 2017).

2.1.3.2 STAT1 GOF Patogenezi

Spesifik sitokinlerin hlicre ylzey reseptérlerine baglanmasi, 4 gesit alt tipi bulunan JAK’lari
(Janus kinases) aktive eder. Bunlar; JAK1, JAK2, JAK3 ve TYK2'dir. JAK’lar aktive olup, sitokin
reseptorlerini fosforile ederler. Cogu hicrede bulunan tanimlanmig 7 farkli STAT (signal trans-
ducer and activator of transcription) proteini (STAT1-4, STAT5a, STAT5b ve STATG6) vardir.
Fosforilasyonun ardindan STAT proteinleri sitokin reseptdrlerine toplanir. Burada fosforilasyon
ve homodimerize veya heterodimerize asamalarindan gecip hicre ¢ekirdegine lokalize olurlar.
Bdylece ¢esitliimmun yolaklarin aktivasyonu igin gen transkripsiyonunu saglarlar (Vargas-Her-
nandez vd., 2018; Leiding ve Forbes, 2019).

JAK-STAT yolagindaki molekullerde saptanan mutasyonlarin, insanlarda agir klinik tablo
g6zlemlenen birgok hastalik ile iligkili oldugunu bulunmustur. STAT larda saptanan mutasyon-
lardan; STAT sinyalizasyonunu arttiranlar STAT GOF (gain-of-function) mutasyonlari ve azal-

tanlar ise STAT LOF (loss-of-function) mutasyonlari olarak adlandirilir (Schmidt vd., 2017).
JAK-STAT sinyal yolaginda yer alan STAT1 (signal transducer and activator of transcrip-
tion 1), Th1 hiicrelerin gelisiminde kritik bir transkripsiyon faktoriidir. interferonlarin, inter-

I6kinlerin, buylme faktérlerinin ve hormonlarin reseptdrlerine baglanmasi ile tetiklenen birgok
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yolagin merkezinde STAT1 yer alir (Lehman ve Gordon, 2019). STAT1, virUslere ve hlicre igi
bakterilere karsi dogal ve adaptif immin yanitlari saglamada birgok sitokin eylemine aracilik
eder. STAT1 GOF mutasyonlari defosforilasyonu onler ve buna bagli olarak STAT1’in asiri
fosforilasyonuna ve ayni zamanda PDL-1, IFN-a, IFN-B, IFN-y, IL-27, IL-6 ve IL-21 sitokinle-
rinin daha fazla ekspresyonuna yol agar (Leiding ve Forbes, 2019). Normal bir hiicre sirecinde
IL-6, IL-21 ve IL-23 sitokinlerine yanit olarak STAT3, Th17 hicrelerinin gelisimi tGzerinde etki
gosterir. Ancak STAT1 GOF mutasyonunda STAT?1’in asin fosforilasyonu STAT3 sinyalizasy-

onundan baskin olmasi nedeniyle Th17 hicrelerin gelisimi baskilanir (Weinacht vd., 2017).

STAT1 GOF otozomal dominant gegcis gosteren bir PiY’dir. Otoimmiinitenin eslik ettigi bu
olgularda mukokutandz kandidiyazisin yani sira otoimman tiroidit, sitopeni, hepatit, tip | diyabet
ve sistemik lupus eritematozus goériimustir. Bu hastalarda artmig STAT1 fosforilasyonuna
veya defosforilasyonda gecikmelere bagli olarak abartili interferon-gamma (IFN-y) yaniti olus-
tugu ve bunun sonucunda Th1 hicrelerinde artis ve Th17 hicrelerinde azalma saptanmistir
(Leiding ve Forbes, 2019; Baris vd., 2016).
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3. GEREG VE YONTEM

Bu calisma, Marmara Universitesi Klinik Arastirma Etik Kurulu'nun 02.12.2016 tarih ve
09.2016.582 sayili protokol kodu ile onaylandi. immiinolojik caligmalar ve analizler Marmara

Universitesi Isil Berat Barlan Cocuk Alerji ve immiinoloji Laboratuvarr’'nda gergeklestirildi.
3.1 Calisma Planinin Ozeti

Bu tez calismasina Turkiye’nin farkli immunoloji merkezinde takip edilen ve genetik tanisi
bilinen LRBA ve CTLA-4 protein eksiklikleri ve STAT1 GOF olgulari dahil edildi. Calisma ileriye
yonelik olarak tasarlanmig olup, nadir gorulen bu hastaliklar igin klinik bulgular ile laboratuvar
(T folikller hiicre yizey boyamasi, LRBA, CTLA-4, FOXP3, fosfo-STAT1, Th1 ve Th17 hiicre

ici boyamasi) belirtecleri iceren bir tani algoritmasi olusturulmasi amaglandi.

Bu amagla;
LRBA ve CTLA-4 protein eksikligi hastalarindan ve saglikli kontrollerden alinan venéz kandan:

1. Ylzey boyama ydéntemi ile lenfosit alt gruplari analiz edildi.

2. Yuzey boyama yontemi ile foliktler T hiicre (TFH) orani dederlendirildi.

3. Hucre i¢ci boyama yontemi ile LRBA protein ifadesi degerlendirildi.

4. Periferal kan mononukleer hiicrelerin izolasyonu yapildi, lenfositlerin uyariminin ardin-
dan, hicre yuzeyi ve hucre ici proteinlere 6zgi monoklonal antikorlar ile boyama yapi-
larak akan hicre 6lgerde CTLA-4 protein ekspresyonu ve diizenleyici T hicre (Treg)
oranlari degerlendirildi.

5. LRBA eksikligi hastalarindan ve saglikli kontrollerden toplanan plazma 6rneklerinden
sCD25 dlgimd igin ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) plaklari kullanildi ve

ELISA okuyucusunda plazmalardaki sCD25 konsantrasyonu hesaplandi.

STAT1 GOF hastalarindan ve saglikl bireylerden alinan vendz kandan:

1. Yizey boyama yéntemi ile lenfosit alt gruplari analiz edildi.

2. STAT1 GOF hastalarindan ve saglikli bireylerden alinan vendz kandan sitokin salinimi
saglanmasi amaciyla 4 saat etiivde uyarim yapilmasi ve in-vitro uyarilan hucrelerden
hiicre ici boyama ile sitokin profilleri belirlenmesi amaclandi.

3. Periferal kan mononukleer hiicrelerin izolasyonu yapilmasi, lenfositlerin uyaransiz ve
uyaranli ortamda interferon beta ile inklibe edilmelerinin ardindan hicre ylzeyi ve
hiicre ici proteinlere 6zgli monoklonal antikorlar ile boyama yapilarak STAT1 fosfori-

lasyonu akan hicre Olgcerde degerlendiriimesi amaclandi.
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Tdm hdcre kudltird galismalarinda, test edilmis steril ve tek kullanimlik hidcre kualtart
malzemeleri kullanildi ve bu islemler laminar akigh steril kabinde steril kosullarda

gerceklestirildi.

LRBA ve CTLA-4 protein eksikligi ve STAT1 GOF hastalari Marmara Universitesi Pendik
Egitim ve Arastirma Hastanesi, Cocuk Alerji ve imminoloji Bilim Dali poliklinigine veya Bagka
immiinoloji merkezlerine basvuran ve daha 6nce tanisi konulan takipli hastalar arasindan
doktor kontrolliinde secilmistir. Hastalardan vendz kan alimi igin onam formlari etik kurul gere-
kenlerine uygun sekilde aciklama yapilarak onaylatildi. Bu tez galismasina dahil edilen tim
bireylere, hazirlanmis olan “Goénulli Bilgilendirme Formu” okutuldu ve “Goénulli Onam Formu”

onaylari alindi.

3.2 Calismada Kullanilan Soliisyonlar

e CD3 FITC (Beckman Coulter, FR; A07746)

e CD4 A700 (Beckman Coulter, FR; B10824)

e CD8 PC7 (Beckman Coulter, FR; 737661)

e CD16 PE (Beckman Coulter, FR; A07766

e (CD56 PC5.5 (Beckman Coulter, FR; A79388)

e CD19 A750 (Beckman Coulter, FR; A94681)

e CD20 PB (Beckman Coulter, FR; A74777)

e IgD FITC (Beckman Coulter, FR; B30652)

e CD27 PE (Beckman Coulter, FR; IM2578)

e CD21 PB (Beckman Coulter, FR; B09982)

e (CD38 PC5.5 (Beckman Coulter, FR; A70205)

e CD31 PB (Beckman Coulter, B13035)

e TCRab APC (Beckman Coulter, FR; B13981)

e (CD25 PC5 (Beckman Coulter, FR; IM2646)

e CD45KO (Beckman Coulter, FR; B36294)

o CD45RA A750 (Beckman Coulter, FR; A86050)
e CD45R0 ECD (Beckman Coulter, FR; IM2712U)
e CD45RO PE (Beckman Coulter, FR; A07787)

e CD152(CTLA-4) PE (Beckman Coulter, FR; IM2282)
e Anti-FoxP3 A647 (BeckmanCoulter, FR; B30650)
e CD4 FITC (Beckman Coulter, FR; A07750)

e CD279(PD-1) PE (Beckman Coulter, FR; B30634)

27



e CD185(CXCR5) APC (Biolegend, UK; 356908)

o Stem-Count Fluorospheres (Beckman Coulter)

e HISTOPAQUE®-1077, 100 mL (Sigma, UK; RNBG3390)

e D-PBS, 500 mL (HyClone, USA; SH30028.02)

e RPMI Medium 1640 (1X), 500 mL (Gibco, UK; 21875-034)

e Fetal Bovine Serum (FBS) (HyClone, AT; SV30160.03)

¢ Penicillin-Streptomycin Solution (HyClone, USA; SV30010)

e L-Glutamine 200 Mm Solution (HyClone, USA; SH30034.01)

e 10x Phosphate Buffered Saline (PBS), 1L (Bio-Rad, 1610780)

e Human T cell Activation/Expansion Beads (MACS Miltenyi Biotec, USA; 130-091-441)

e Versa Lyse Lysing Solution (Beckman Coulter, FR; A09777)

e PerFix-nc (no centrifuge assay kit, Beckman Coulter, FR; B31167)

e DurActive Tube 1 (Beckman Coulter, IN; C11101)

e DuraClone IF T Helper Tube (Beckman Coulter, IN; C04666)

¢ IntraPrep Permeabilization Reagent (Beckman Coulter, IM2389)

e IsoFlow Sheath Fluid (Beckman Coulter)

e Anti-LRBA antibody produced in rabbit (Sigma, HPA023597)

¢ Goat anti-Rabbit IgG (H+L) Highly Cross-Adsorbed Secondary Antibody Alexa Fluor
488 (ThermoFisher, A-11034)

¢ Rabbit (DA1E) mAblgG XP® Isotype Control (Cell Signaling, USA; 3900S)

e BD Phosflow™ Human T Cell Activation Kit (BD, USA; 560750)

¢ Human IFN-B1a, research grade (MACS Miltenyi Biotec, USA; 130-107-888)

o s|L-2R/CD25 Soluble Human ELISA Kit (ThermoFisher, AT; BMS212-2)

e Steril distile su, 1L (Polifarma, TR; C-1909001)

e %70 alkol

3.3 Calismada Kullanilan Malzemeler

¢ 5 ml Polypropylene test tipleri (Beckman Coulter, 2523749)

e Heparinli kan alma tipl (Yesil kapakli, BD Vacutainer, 368494)
e EDTA’l kan alma tipu (Mor kapakli, BD Vacutainer, 368499)

o 15 ml'lik steril falcon tiplu (SPL, 50015)

e 50 ml’lik steril falcon tupl (Firatmed, 8870000087)

o 2 mllik steril eppendorf tipl (Nest, 620011)

o 2 mllik steril enjektdr (Setecoject, 21EC-0203213801)
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o 10 ml'lik steril enjektor (Setecoject, 21EC-1003213801)
e 0,22 pm’lik filtre (Aisimo, 171108SF25PS22S)

o 3 mllik steril pastor pipeti (Citotest Labware Manufacturing, 31027003US)

o 2 pul-20 pl'lik otomatik pipet (Beckman Coulter, eppendorf 3120 000.038)

e 20 pl - 200 pr'lik otomatik pipet (Beckman Coulter, eppendorf 3120 000.054)

e 100 pl - 1000 pl'lik otomatik pipet (Beckman Coulter, eppendorf 3120 000.062)

o Coklu pipet

e 12 kuyulu plak

e 96 kuyulu plak (Steril U-Type, SPL, 34096)
e Tip sporu (stand)

3.4 Calismada Kullanilan Cihazlar

Cihaz
Santrifuj
Vorteks

Su banyosu

Isitmali manyetik karistirici

ELISA okuyucu

Rotator

Akan hucre odlger

Isik mikroskobu

Steril kabin

CO2 inkubatoéri

CO2 tipu

Buzdolabi (+4 C)

Derin dondurucu (-20 C)
Derin dondurucu (-80 C)

3.5 Calismada Kullanilan Soliisyonlarin Hazirlanmasi

Marka
Beckman Coulter
Yellow Line

Techne

Janke&Kunkelik

Miltenyi Biotec
Beckman Coulter
Olympus
Biosafety Cabinet
Thermo Series Il
Habas

Ugur

Regal

Nuve

3.5.1 PBS Solisyonunun Hazirlanmasi

Model
Allegra X-22
TTS2
TE-10A DIKLM
IKAMAG RH

MACS mix
NAVIOS EX
BX53
Class | Tip
Water Jacket

USS1000
LF 2102 A+
DF 290/490/590

Konsantrasyonu 10 mM fosfat ve 150 mM sodyum klorir olacak sekilde 1 adet tablet 100 mi

distile suda ¢dzduruldi. Elde edilen 1X PBS sollisyonunun pH degeri 7,2- 7,4 olarak 6lgildu.
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Her kullanim 6ncesi mikrobiyal yukin azaltilmasi ve partikilden arindiriimasi amaciyla 0,22

pum’ lik filtreden gegirilerek kullanildi.

3.5.2 Stain Buffer Sollisyonunun Hazirlanmasi

%2 oraninda FBS igeren stain buffer hazirlamak amaciyla; 50 ml’lik falkon tliipe pastor pipet
ile 1 ml FBS alindi, Gzerine 1X PBS solUsyonu eklenerek 50 mL’ye tamamlandi. Bu sollsyon
her ¢alisma 6ncesi taze hazirlanarak hedeflenen hiicrelerin yikanmasi ve siispansiyonu igin

kullanildr.

3.5.3 Lenfosit Kiiltiirleri i¢cin Besiyerinin Hazirlanmasi

Lenfosit kiltirleri igin %10 oraninda FBS, %1 oraninda penicillin ve %1 oraninda L-Glutamine
ilave edilen RPMI besiyeri kullanildi. Bu soltiisyon komple RPMI (cRPMI) olarak isimlendirildi

ve her kultar iglemi dncesi besiyeri taze olarak hazirlandi.

3.5.4 Antikor Karisiminin Hazirlanmasi

Basit immiinfenotipleme boyamasinda kullanmak amaciyla; CD3 FITC, CD4 A700, CD8 PC7,
CD16 PE, CD56 PC5.5, CD19 A750, CD20 PB, CD45 KO antikorlarinin her birinden 5 pl alindi
ve antikor-karigim tupune aktarildi ve vortekslendi.

B lenfosit alt gruplarinin boyamasinda kullanmak amaciyla; CD19 A750, CD21 PB, CD38
PC5.5, CD27 PE, IgD FITC, CD45KO antikorlarinin her birinden 5 pl alindi ve antikor-karigim

tipune aktarildi ve vortekslendi.

T lenfosit alt gruplarinin boyamasinda kullanmak amaciyla; CD3 FITC, CD4 A700, CD8 PC7,
CD45RA A750, CD45R0O ECD, TCRab APC, CD31 PB antikorlarindan her birinden 5 pl alindi

ve antikor-karigim tupune aktarildi ve vortekslendi.

3.5.5 T hiicre Uyarimi i¢cin Anti-CD2+CD3+CD28+ Aktivasyon Boncuklarinin hazir-

lanmasi

Kultar icerisinde T hucrelerinin optimal uyarimi i¢in uyaran stok solisyonu toplam 100 ul ve
boncuklar: monontikleer hiicre orani 1:2 olacak sekilde hazirlandi. 100 ul DPBS solisyonu
icerisinde %0,5 oraninda FBS ¢6zlldl. Ayri bir ependorf tlipe bu karisimdan 20 ul eklendi ve
Uzerine anti-CD2, CD3 ve CD28 antikorlarinin her birinden 10 ul eklendi. Anti-Biotin MACSi

Bead partikili vortekslendi ve igerisinden 50 pl alinarak ependorfa eklenerek tekrar
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vortekslendi. Rotator izerinde, diislik hizda ve +4°C’de 2 saat dondurilerek kullanima hazir
hale getirildi. Kiltlirdeki hiicrelerin uyarimi igin, +4°C’de muhafaza edilen stok sollisyonundan

5 ul alinarak 1 mL’lik kaltdr igerisine eklendi.

3.5.6 p-STAT1 Fosforilasyonu icin IFN-B1a Uyaraninin Hazirlanmasi

Ana stogu 20 ug olan IFN-B1a, 200 pl distile su igerisinde ¢dzildu (0,1 pg/ul). Baska bir steril
eppendorf icerisinde 50 pl FBS, 1 ml PBS igerisinde ¢dzuldu. 0,1 ug/ul IFN-B1a ¢ozeltisinden
5 pl, hazirlanan FBS + PBS karisimdan 45 pl alinarak toplam 50 ul uyaran hazirlandi (5 pl / 50
pl =0,1 pl). 100 ng/ml IFN-B1a uyarimi igin icerisinden 10 ul alind1.

3.5.7 ELISA Yénteminde Kullanilacak Soliisyonlarin ve Standartlarin Hazirlanmasi

Deneye baslamadan 6nce tim solusyonlar oda isisina getirildi ve kit talimatlarina uygun olarak
dilue edildi.

¢ Yikama tamponu (1x) i¢in; 500 ml’lik dereceli cam bir kap igerisine, yikama tamponu
konsantresinden (20x) 25 ml aktarildi, Gzerine distile su eklenerek son hacmi 500 ml'ye
tamamlandi. Képurtilmeden hafifce karistirildi. Oda sicakliginda saklandi.

e Test tamponu (1x) i¢in; 50 ml'lik falkon igerisine, test tamponu konsantresinden (20x)
2,5 ml aktarldi, Gzerine distile su eklenerek son hacmi 50 ml'ye tamamlandi. Képurtul-
meden hafifge karistirildi. +4°C’de saklandi.

¢ HRP Konjugat i¢in; 15 ml'lik falkon igerisine, konsantre HRP konjugat sollisyonundan
30 pl aktarildi, Gzerine test tamponundan (1x) eklenerek son hacmi 3 ml'ye tamam-
landi. Soliisyon dilie edildikten sonra 30 dakika igerisinde kullanildi.

e insan IL-2Ra (sCD25) standart diliisyonlarinin olusturulmasi igin; distile su eklenerek
insan IL-2Ra standardi diltie edildi. Seyreltiime hacmi standart sisesinin tUzerinde be-
lirtilen orana gore, dilie edilmis standardin konsantrasyonu 40 ng/ml olacak sekilde
ayarlandi. Tam ve homojen bir ¢6zliinme saglamak icin hafifce karistirildi. Diliisyonlara
devam edilmeden standart 10-30 dakika bekletildi ve dilie edilmeden once iyice karig-
tinldi.

Her bir standart noktasi igin bir tane olmak Uzere 7 tup isimlendirildi: S1, S2, S3, S4, S5, S6,
S7. Standart egri igin 1:2 seri dilisyonlari Sekil 3'te belirtildigi gibi hazirlandi. Her bir tipe 225
pl 6rnek diluentten eklendi. Konsantrasyonu 40 ng/ml olan dilie edilmis standarttan pipet ile
225 pL alinarak S1 olarak etiketli ilk tipe eklendi ve karistirildi (S1=20 ng/ml konsantrasyon).
Bu seyreltiimis S1 standardindan da 225 ul alinarak S2 etiketli ikinci tipe eklendi ve bir sonraki

aktarimdan 6nce iyice karistirdi. Seri dilisyonlar bu sekilde 5 kez tekrarlandi.
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225 pl 225 ul 225l 225 ul 225 ul 225 ul 225 ul

N N N NSO N NN

40 ng/ml
Sulandinimis S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 Negatif kontrol
insan IL-2R

standard1 20 ng/ml 10 ng/ml 5 ng/ml 2.50ng/ml  1.25 ng/ml 0.63 ng/ml  0.31 ng/ml

Sekil 2. Sulandiriimig IL-2Ra standardinin hazirlanisi.

3.6 Calisma Plani

3.6.1 LRBA eksikligi, CTLA-4 eksikligi ve STAT1 GOF hastalarinin ve saglikli bireylerin secgimi
3.6.2 Hastalarin calismaya dahil edilme ve diglanma kriterleri

3.6.3 Saglikli bireylerin ¢calismaya dahil edilme ve dislanma kriterleri

3.6.4 LRBA ve CTLA-4 eksikligi hastalarindan ve saglikli bireylerden vendz kan alimi
3.6.4.1 Vendz kandan immunolojik parametrelerin boyanmasi

3.6.4.2 Vendz kandan T folikller hucre (TFH) boyamasi

3.6.4.3 Vendz kandan hucre igi LRBA proteini boyamasi

3.6.4.4 Vendz kandan monondukleer hiicre izolasyonu ve plazmanin stoklanmasi
3.6.4.5 izole edilen lenfositlerden monontikleer hiicre kltirl yapilimasi

3.6.4.6 Uyarim sonrasi hucre yuzeyi ve hlcre i¢ci boyamalarinin yapilmasi

3.6.4.7 Stoklanan plazma érneklerinden ELISA ydntemi ile sCD25 konsantrasyonu 6lgimi
3.6.5 STAT1 GOF hastalarindan ve saglikli bireylerden ven6z kan alimi

3.6.5.1 Vendz kandan T folikller hucre (TFH) boyamasi

3.6.5.2 Vendz kanin 4 saatlik uyarimi ve hucre igi sitokin boyamasi

3.6.5.3 Vendz kandan mononukleer hicre izolasyonu

3.6.5.4 izole edilen lenfositlerden monontikleer hiicre kultiri yapiimasi

3.6.5.5 Uyarim sonrasi hucre yuzeyi ve hlcre i¢ci boyamalarinin yapiimasi

3.6.6 Analizler

3.6.6.1 LRBA ve CTLA-4 eksikligi hastalarinin analizleri

3.6.6.1.1 Lenfosit alt gruplarinin analizleri

3.6.6.1.2 Lenfositlerin T folikller hiicre (TFH) analizi

3.6.6.1.3 Lenfositlerin hiicre i¢i LRBA protein ifadesi analizi
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3.6.6.1.4 Lenfositlerin dizenleyici T hiicre ylizdesi ve CD25, FOXP3 ve CTLA-4 proteini ifadesi
analizi

3.6.6.1.5 sCD25 konsantrasyonunun olcimi ve analizi

3.6.6.2 STAT1 GOF hastalarinin analizleri

3.6.6.2.1 Lenfositlerin T folikller hiicre (TFH) analizi

3.6.6.2.2 Hucre igi sitokin analizi

3.6.6.2.3 Lenfositlerin p-STAT1 proteini ifadesi analizi

3.6.7 Istatiksel Analiz
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CALISMA PLANI

Hasta Sec¢imi-1
(Gruplar)

I. LRBA eksikligi
II. CTLA-4 eksikligi
III. Saglikl bireyler

|

Bireylerden alinan venéz kanlar ¢ahigilacak

parametreye gore ayrilir.

Vendz kandan;

I. Immiinolojik parametrelerin
boyanmas:

I1. Folikiiler T hiicre oraninin élgiilmesi

III. LRBA ekspresyonunun dlgiilmesi

Hasta Sec¢imi-2
(Gruplar)

I. STATI geni
fonksiyon kazanimi
II. Saglikl bireyler

Bireylerden alinan vendz kanlar ¢alisilacak

parametreye gore ayrilir.

Vendz kandan periferal
kan mononiikleer hiicre
izolasyonu

Vendz kanin 37°C de,
%5 CO, inkiibatdrde 4
saatlik uyarimi

Vendz kandan periferal
kan mononiikleer hiicre
izolasyonu

v

|

|

|

Plazmalarin
toplanmasi ve -80
derecede saklanmasi

Mononiikleer hiicre
kiltird, uyarim:
anti-CD2+CD3+CD28+

Uyarim sonrasi hilcre igi
sitokin boyamasi

|

|

Soluble CD25
konsantrasyonunun
olglimil igin saklanan
plazmalardan ELISA
c¢aligilmasi

37°C’de, %5 CO,
inkiibatérde
16 saat kiiltiir

l

Uyarim sonrasi
lenfositlerin hiicre
yiizeyi ve hiicre igi

boyamalarinin yapilmasi

Mononiikleer hiicre
kiiltiird,
uyarnim: IFN-Bla

|

Vendz kandan;
Folikiiler T hiicre

37°C’de, %5 CO,
inkiibatdrde
20 ve 150 dakika kiiltiir

oraninin dlgiilmesi

|

Uyarim sonrasi
lenfositlerin hiicre
yiizeyi ve hiicre igi

boyamalarinin yapilmasi

N Sow A BN

Analizler
1. Lenfosit alt gruplarinin analizi

Lenfositlerin folikiiler T hiicre (TFH) analizi

Soluble CD25 konsantrasyonunun dlgiilmesi

Hiicre igi IFN-y ve IL-17 sitokin tayini

Lenfositlerin LRBA protein ekspresyonu analizi

Lenfositlerin CTLA-4 protein ekspresyonu ve diizenleyici T hiicre (TREG) analizi

Lenfositlerin pSTAT1 protein ekspresyonu analizi

Sekil 3. Calisma planinin sematik gosterimi.
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3.6.1 LRBA Eksikligi, CTLA-4 eksikligi ve STAT1 Geni Fonksiyon Kazanimi Hastalarinin

ve Saglikh Bireylerin Se¢imi

Bu calismaya dahil edilen tim bireylere, “Génulli Bilgilendirme Formu” okutuldu ve bireylerin
“Goéndllii Onam Formu” ile onaylari alindi. Bireyler Marmara Universitesi Hastanesi Pediatrik
Allerji ve immunoloji Klinigine basvuran hastalar arasindan asagidaki kriterlere gére secildi.
3.6.2 Hastalarin Calismaya Dahil Edilme ve Diglanma Kriterleri

Calismaya dahil edilme kriterleri:

1. Genetik olarak tanisi LRBA eksikligi, CTLA-4 eksikligi veya STAT1 geni fonksiyon

kazanimi olarak dogrulanmis gocuk veya erigkin hastalar,
2. Sik tekrarlayan kronik solunum yolu enfeksiyonlari ve/veya hipogammaglobulinemi
ve/veya otoimmin bulgulari ve/veya lenfoproliferatif veya lenfoma benzeri hastalik

(etyoloijisi bilinmeyen veya CMV, EBV sonrasi) gelistiren gocuk veya eriskin hastalar,

3. Direngli hafif veya agir mantar enfeksiyonuna, otoimmun bulgularin eslik ettigi cocuk veya

eriskin hastalar,

4. Calismaya dahil edilme kriterini karsilayan ve biyolojik 6rnek almaya elverigli olan

olgulardan “Goénulli onam formunu” imzalamis hastalar ¢galismaya dahil edilmigtir.
Calismadan diglanma veya ¢ikarilma kriterleri
1. Klinik olarak durumu biyolojik 6rnek almaya uygun olmayan olgular,
2. Galisma kapsaminda yapilan takiplerine %70’den fazla gelmeyen olgular,
3. Calisma icin onamlarini geri geken olgular ¢galismaya dahil edilmemisgtir.
3.6.3 Saglikli Bireylerin Calismaya Dahil Edilme ve Diglanma Kiriterleri

Calismaya dahil edilme kriterleri

1. Otoimmiin veya alerjik hastalik hikayesi olmayan,

2. Son 6 ayda immin baskilayici veya steroid kullanmamis olmasi,
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3. Deri prick testinde tim antijenlere negatif yanit veren bireyler ¢galismaya dahil edilmistir.

Calismadan dislanma kriterleri

1. Kronik hastaligi bulunan,
2. Son 6 ayda steroid veya immun baskilayici kullanan bireyler ¢alismaya dahil edilme-

mistir.

3.6.4 LRBA ve CTLA-4 Eksikligi Hastalardan ve Saglikh Bireylerden Ven6z Kan Alimi

Calismaya dahil edilen olgularin ve saglikli bireylerin her birinden mor kapakli EDTA

icerentuplere 15-20 ml vendz kan ve yesil kapakl heparin iceren tuplere 2 ml ven6z kan alindi.

3.6.4.1 Ven6z Kandan immiinolojik Parametrelerin Boyanmasi

Hastalarin ve saglikli bireylerin her birinden mor kapakli EDTA igeren tuplere alinan vendz kan
kullanildi. Hastalar icin antikorlarin eklenecegdi 6rnek tipleri isimlendirildi. Basit imminfe-
notiplemede T, B, NK hicrelerin boyamasi igin ilk 6rnek tlptine; CD3 FITC, CD4 A700, CD8
PC7,CD16 PE, CD56 PC5.5 antikorlarindan 5’er pl eklendi. B lenfosit alt gruplarinin boyamasi
icin ikinci 6rnek tupune; IgD FITC, CD27 PE, CD38 PC5.5, CD3 APC, CD19 A750, CD21 PB,
CD45 KO antikorlarindan 5’er yl eklendi. T lenfosit alt gruplarinin boyamasi igin Giglincu érnek
tiptne; CD3 FITC, CD45RO ECD, TCRab APC, CD8 PC7, CD45RA A750, CD31 PB,
CD45KO antikorlarindan 5’er pl eklendi. Antikorlarin eklenmesinin ardindan tiplere 100°er pl
tam kan ornegi eklendi ve tuplerin iceriklerinin homojen bir sekilde karisabilmesi i¢in 6-8 sn
hizli bir sekilde vorteks yapildi. Ardindan tum tapler 15 dakika boyunca karanlikta ve oda
isisinda inklibe edildi. inkiibasyon siiresinin ardindan tim tiplere 0,5 ml VersalLyse lizat solii-
syonu eklendi. Tupler 15 dakika boyunca karanlikta ve oda isisinda inkiibe edildi. Tuplere 2ml
PBS eklendi, 1500 rpm’de 5 dakika santrifij edildi ve sipernatant uzaklastirildi. Pelletlerin

Uzerine 0,5 ml PBS eklenerek tlpler akim sitometri cihazinda okutuldu.

3.6.4.2 Venoz Kandan T Folikiiler Hiicre Boyamasi

Hastalarin ve saglikli bireylerin her birinden mor kapakli EDTA igeren tuplere alinan vendz kan
kullanildi. Hastalar ve saglikli kontroller igin antikorlarin eklenecegdi 6érnek tupleri isimlendirildi.
Ornek tiiplerine CD4 FITC, CD279 (PD-1) PE ve CD185 (CXCR5) APC monoklonal antikor-
larindan 5’er yl eklendi. Antikorlarin eklenmesinin ardindan tiplere 100’er yl tam kan 6rnegi
eklendi ve tuplerin igeriklerinin homojen bir sekilde karigabilmesi igin 6-8 sn hizli bir sekilde

vorteks yapildi. Tim tipler 15 dakika karanlikta ve oda isisinda inkiibe edildi. inkiibasyonun
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ardindan, tuplere 0,5 ml VersalLyse Lysing solusyonu eklendi. Tupler 10 dakika boyunca
karanlikta ve oda isisinda inkiibe edildi. Sire sonunda tipler akim sitometri cihazinda oku-
tuldu.

3.6.4.3 Vendz Kandan Hiicre igi LRBA Proteini Boyamasi

Hastalarin ve saglikli bireylerin her birinden yesil kapakl heparin igeren tlplere alinan vendz
kan kullanildi. Hastalar ve saglikli kontroller i¢in antikorlarin eklenecegi 6rnek tupleri isim-
lendirildi. Her hasta ve kontrol icin, birer tipleri izotip tipU olacak sekilde ikiser ayri tip yazildi.
Her tiipe vendz kandan 100 pl koyuldu. Uzerlerine 100 pl IntraPrep Reagent 1 (Fixative Rea-
gent) eklendi. Tuplerin igeriklerinin homojen bir sekilde karigabilmesi igin disuk hizda vorteks
yapildi ve karanlikta, oda i1sisinda 10 dakika inkiibe edildi. Sire sonunda tiplere 1 ml Isoflow
solisyonu eklendi ve 300 g'de 5 dakika santriflij yapildi. Stipernatant uzaklastirildi ve tipler
yuksek hizda, kuvvetlice vortekslendi (hiicre yikama iglemi iki kez tekrarlandi). Pelletlerin
uzerine 100 pl IntraPrep Reagent 2 (Permeabilizing Reagent) eklendi ve karanlikta, oda
Isisinda 5 dakika inklbe edildi. Stire sonunda tlplere 1 ml Isoflow solliisyonu eklendi ve 300
g'de 5 dakika santrifij yapildi. Stpernatant uzaklastirildi ve tipler ylksek hizda, kuvvetlice
vortekslendi (hlicre yikama islemi iki kez tekrarlandi). Hem hastalar hem de saglik kontrol igin
birer adet ayrilan izotip tiplerinin pelletleri izerine sadece 100’er ul Isoflow sollisyonu eklendi.
Diger tuplerin Gzerine ise sadece 100’er pl LRBA soliisyonu (1/200 oraninda; 1 ul anti-LRBA,
199 ul Isoflow sollisyonu) eklendi. Karanlikta ve +4°C’de 30 dakika boyunca inklbe edildi. Sire
sonunda tuplere 1 mL Isoflow soltisyonu eklendi ve 300 g’de 5 dakika santrifiij yapildi. Stper-
natant uzaklastinldi ve tlpler orta siddette vortekslendi (hiicre yikama islemi iki kez tekrar-
landi). Tum tuplerdeki pelletlerin Uzerine 100°er pl sekonder antikor solisyonu (1/500
oraninda; 1 ul seconder antikor, 499 ul Isoflow sollisyonu) eklendi. Karanlikta ve +4°C’de 30
dakika boyunca inkluibe edildi. Siire sonunda tliplere 1 ml Isoflow solisyonu eklendi ve 300
g'de 5 dakika santrifij yapildi. Stipernatant uzaklastirildi ve tipler orta siddette vortekslendi
(hicre yikama islemi iki kez tekrarlandi). Pelletlerin Gzerine 0,5ml Isoflow solisyonu eklendi

ve tlpler akim sitometri cihazinda okutuldu.

3.6.4.4 Vendz Kandan Mononiikleer Hiicre izolasyonu ve Plazmanin Stoklanmasi

Hastalarin ve saglikli bireylerin her birinden mor kapakli EDTA igeren tuplere alinan vendz kan
kullanildi. Alinan kanlardan agsagidaki protokole gére mononukleer hicre izolasyonu yapildi.

Periferal kan mononukler hiicre (PKMH) izolasyonu laminar hava akimli aseptik kabin igeris-
inde gergeklestirildi. Hastalardan ve saglikli bireylerin her birinden alinan 20 ml kan 50 ml'lik

steril falkon tlipe aktarildi ve Gzerine 20 ml steril PBS sollisyonu eklendi ve homojen olarak
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karismasi igin pastor pipet ile yavascga karistirildi. Konik kapakli 15 ml’lik steril falkontiplere 4
ml fikolsoliisyonu eklendi. Eklenen fikol soliisyonunun Uzerine birbiriyle karismayacak sekilde,
PBS ile homojenize edilmis kan pastdr pipet yardimiyla falkon tip ¢eperinden dibe dogru ya-
vasca eklendi. Kan fikol Gzerine yayildiktan sonra 2000 rpm’de 25 dakika santrifiij edildi. 25
dakika sonunda yogunluk farkina gore falkon tip igerisinde en altta eritrositler, orta kisimda
opak gorinimli monontikleer hiicreler (buffy coat) ve Ust kisimda ise plazma elde edildi. Buffy
coat kismi dagitiimadan plazma kisim pastér pipet yardimiyla 2 ml'lik ependorf tiplere
aktarildi. Eppendorf tipler sCD25 konsantrasyonunun 6l¢gimi igin yapilacak olan ELISA
calismasinda kullaniimak lzere -80°C’de stoklandi. Ardindan orta tabakada bulunan buffycoat
kisim pastor pipeti ile dairesel hareketlerle toplandi ve steril 15 ml'lik bos bir falkon tipe
aktarildi. Uzerine esit hacimde PBS soliisyonu eklenerek pipetaj yapildi. 1700 rpm’de5 dakika
santrifiij edildikten sonra sipernatant atildi. Dipte kalan hticre pelleti Gzerine dnceden hazir-
lanmis olan cRPMI besiyerinden 1 ml eklendi ve pipet yardimiyla hiucreler sispanse edildi.
Hucre sayisinin belirlenmesi amaciyla icinden 50 pl alinip 5 ml’lik érnek tiplerine aktarildi.
Uzerine 450 pl PBS soliisyonu ve 50 ul sayim boncudu (Stem-count fluorospheres) eklendi.
Akim sitometri cihazinda okutularak, hastalar ve saglikli kontrollerden alinan ven6z kandaki

toplam lenfosit sayisi tayin edildi.
3.6.4.5 izole Edilen Lenfositlerden Mononiikleer Hiicre Kiiltiirii Yapilmasi

LRBA eksikligi, CTLA-4 eksikligi ve saglikl bireylerden elde edilen ven6z kan mononukleer
hicrelerinin uyaransiz ve anti-CD2+CD3+CD28+ uyaranli kiltirleri yapilmasi planlandi ve
steril plaklar buna goére isimlendirildi. Hicre sayiminin ardindan cRPMI icerisindeki hucre
karisimindan hem uyaransiz kuyuda hem de boncuk ile uyaranl kuyuda ayri ayri 1x10° hiicre
olacak sekilde alindi ve 12 kuyulu steril kiltir plagina aktarildi. Uzerlerine cRPMI eklenerek 1
ml'ye tamamlandi. Uyaranl kuyuya uyarim i¢in énceden hazirlanan boncuk soliisyonundan 5
ul eklendi ve kuvvetlice pipetaj yapildi. Pipetaj isleminin ardindan uyaransiz ve uyaranl her iki
kuyuda homojenize edilen 1 ml'lik lenfosit sispansiyonlari, 96 kuyulu steril kiltir plagina her
bir kuyuda200 pl olcak sekilde 5’er kuyu olarak paylastirildi. Ardindan 96 kuyulu kiltir plagi
37°C’de, %5 CO,inkiibatérde 16 saat boyunca inkiibe edildi.

3.6.4.6 Uyarim Sonrasi Hiicre Yiizeyi ve Hiicre igi Boyamalarinin Yapilmasi
16 saatlik inkiibasyon suresi bittikten sonra kultur plagdi inkibatorden c¢ikarildi ve kuyulara pi-
petaj yapilarak dipte kalan ve hicre kiltur solisyon igindeki hucrelerin homojenize edilmesi

saglandi. Hucreler dnceden isimlendirilen ilgili drnek tlplerine toplandi ve Uzerlerine 2 ml stain-

buffer sollisyonu eklendi. 500g’de 5 dakika santrifiij edildi. Hiicre yikama isleminin ardindan
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supernatant dokuldi, pellet 6-8 saniye kuvvetlice vorteklendi ve 50 pl stain buffer sollisyonu
ile sispanse edildi. Ardindan sirayla CD3 FITC, CD4 A700, CD25 PC5, CD45RA A750,
CD45R0O ECD hiucre ylzeyi monoklonal antikorlari eklendi. Karanlikta ve oda isisinda 15 da-
kika inkiibe edildi. Sure sonunda UGzerine 3 ml stain buffer solisyonu eklenerek 500 g’de 5
dakika santrifij edildi. Santrifijden sonra slUpernatant dokuildi, kalan pellet 6-8 saniye
vorktekslendi. Tuplere 50 pl %100 FBS ve 5 ul PerFix nc reagent Buffer 1 (Fixative Reagent)
eklendi ve 6-8 saniye vorteks yapildi. Karanlikta ve oda isisinda 15 dakika inktUbe edildi.
inkiibasyon sonunda tiiplere 400 pl Perfix nc Buffer 2 (Permeabilizing Reagent) eklenerek
vortekslendi. Ardindan tum tiplere CD152(CTLA-4) PE ve Anti-FoxP3 A647 hiicre ici antikor-
larindan 5’er yl eklendi ve vortekslendi. Karanlikta ve oda isisinda 60 dakika karanlikta inkibe
edildi. Stire sonunda 3 ml stain buffer solisyonu eklenerek 5 dakika daha inklibe edildi. Ardin-
dan 500 g’de 5 dakika santriflij edildi. Stpernatant dokuldikten sonra tipler vortekslendi,
pelletiizerine 3 ml PerFix nc Buffer 3 (1:10 oraninda, 1pl Buffer 3:9 pl distile su) eklendi ve 500
g'de 5 dakika santrifij edildi. Sipernatant dékildu ve pellet Gzerine 0,5 ml PerFix nc Buffer 3

eklenerek tupler akim sitometri cihazinda okutuldu.

3.6.4.7 Stoklanan Plazma Orneklerinden ELISA Yéntemi ile sCD25 Konsantrasyonu

Olgiimii

ELISA plagindaki mikrokuyulara eklenerek calisiimak istenilen diliie edilmis standartlarin,
negatif kontrollerin, saglikli kontrollerden ve hastalardan toplanan plazma 6rneklerinin, toplam
sayisi belirlendi. Olasi hatay! 6nlemek amaciyla éncelikle érneklerin eklenecegdi mikrokuyular
belirlenerek yerlesim plani yapildi ve kagit izerinde isimlendirildi.

Her bir mikrokuyuya 400 ul yikama tamponu eklendi ve 10-15 saniye bekletilerek iki kez
yikandi. Son yikamadan sonra, mikrokuyularin kurumasina izin vermeden plak emici kagit
uzerine ters bir sekilde hafifge bastirilarak fazla yikama tamponunun mikrokuyulardan uzak-
lastiriimasi saglandi. Ardindan daha 6nceden hazirlanan standart dilisyonlar ilgili standart
mikrokuyularina 100’er pl eklendi. Standart dilisyonlari negatif kontrol mikrokuyularina gift
olarak100’er pl eklendi. Standart dilisyonlari érnek mikrokuyularina ise 50’ser pl eklendi.
Ornekler yerlesim planindaki ilgili mikrokuyularina gift olarak 50°’ser ul eklendi. HRP-konjugat
sollisyonundan tim mikrokuyulara 50 pl eklendi. Ardindan mikrokuyu plagi, yapiskan folyo ile
sikica kaplandi ve oda sicakliginda 3 saat inkibe edildi. Mikrokuyular 400 pl yikama tamponu
eklenerek 3 kez yikandi ve plak emici kagit Gizerine ters bir sekilde hafifce bastirilarak fazla
yikama tamponunun mikrokuyulardan uzaklastirilmasi saglandi. Tium mikrokuyulara 100 pl
TMB substrat solisyonu eklendi. Mikrokuyu plagr odada sicakliginda yaklasik 10 dakika

inklibe edildi. Stire sonunda hizli ve diizgin bir sekilde tim mikrokuyulara 100 pl durdurma
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solisyonu eklendi. Ardindan plak ELISA okuyucusuna yerlestirilerek 450 nm'de mikrokuyu-
lardaki renk yogunlugunu (OD) élgulda.
3.6.5 STAT1 GOF Hastalarindan ve Saglikli Bireylerden Ven6z Kan Alimi

Calismaya dahil edilen olgularin ve saglikli bireylerin her birinden mor kapakli EDTA iceren

tuplere 15-20 ml vendz kan ve yesil kapakli heparin igeren tuplere 2 ml vendz kan alindi.

3.6.5.1 Ven6z Kandan T Folikiiler Hiicre Boyamasi

Hastalarin ve saglikli bireylerin her birinden mor kapakli EDTA igeren tuplere alinan vendz kan
kullanildi. Hastalar ve saglikli kontroller igin antikorlarin eklenecegdi 6rnek tupleri isimlendirildi.
Ornek tiiplerine CD4 FITC, CD279 (PD-1) PE ve CD185 (CXCR5) APC monoklonal antikor-
larindan 5’er yl eklendi. Antikorlarin eklenmesinin ardindan tiplere 100’er yl tam kan 6érnegi
eklendi ve tuplerin igeriklerinin homojen bir sekilde karisabilmesi igin 6-8 sn hizli bir sekilde
vorteks yapildi. Tim tipler 15 dakika karanlikta ve oda Isisinda inkiibe edildi. inkiibasyonun
ardindan, tuplere 0,5 ml VersalLyse Lysing solusyonu eklendi. Tupler 10 dakika boyunca
karanlikta ve oda isisinda inkiibe edildi. Sire sonunda tipler akim sitometri cihazinda oku-
tuldu.

3.6.5.2 Vendz Kanin 4 Saatlik Uyarimi ve Hiicre igi Sitokin Boyamasi

Hastalarin ve saglikli bireylerin her birinden yesil kapakl heparin igeren tlplere alinan vendz
kan kullanildi. Uyarim igin 100’er ul kan alindi ve Brefeldin-A ve PMA-iyonomisin icerenBeck-
man Coulter DurActive tliplerine aktarildi. Tim tipler 37°C %5 CO2 inkibatérde 4 saat
boyunca inkiibe edildi. inkiibasyon siiresi bittikten sonra tiipler etiivden gikarildi ve tim tiiplere
CD45KO0 ve CD45R0 PE hicre yluzey antikorlari eklendi. Karanlikta ve oda isisinda 15 dakika
inkiibe edildi. Uzerlerine 25 ul PerFix nc reagent Buffer 1 (Fixative Reagent) eklendi. Kirmizi
pellet ayrisincaya kadar vorteks yapildi. Karanlikta ve oda i1sisinda 15 dakika inkibe edildi.
inkiibasyon sonrasi tiiplere 2 ml PBS eklendi ve 200 g'de 5 dakika santrifiij edildi. Stiperntant
dokulda. Pelletlerin Gzerine 25 pl %100 FBS eklendi vekirmizi pellet ayrisincaya kadar
vortekslendi. Ardindan tuplere 300 ul Perfix nc Buffer 2 (Permeabilizing Reagent) eklendi ve
tekrar vortekslendi. Tuplerdeki tim igerik isimlendirilen Beckman Couter IF T Helper Dura-
Clone tiplerine pipet yardimiyla aktarildi ve 6-8 saniye yiiksek hizda vorteks yapildi. Tim ti-
pler karanlikta ve oda isinda 45 dakika boyunca inkiibe edildi. inkiibasyondan sonra tiiplere 3
ml PerFix nc Buffer 3 (1:10 oraninda, 1ul Buffer 3, 9 ul distile su) yikama sollisyonu eklendi ve
500 g’de 5 dakika santrifiij edildi. SGpernatant dokuldi ve pellet Gizerine 0,5 ml PerFix nc Buffer

3 eklenerek tupler akim sitometri cihazinda okutuldu.
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3.6.5.3 Vendz Kandan Mononiikleer Hiicre izolasyonu

Hastalarin ve saglikli bireylerin her birinden mor kapakli EDTA igeren tuplere alinan vendz kan
kullanildi. Alinan kanlardan agsagidaki protokole gére mononukleer hicre izolasyonu yapildi.
PKMH izolasyonu laminar hava akimli aseptik kabin icerisinde gerceklestirildi. Hastalardan ve
saglikh bireylerin her birinden alinan 20 ml kan 50 ml’lik steril falkon tipe aktarildi ve Uzerine
20 ml steril PBS soliisyonu eklendi ve homojen olarak karismasi igin pastor pipet ile yavasca
karistirildi. Konik kapakh 15 ml'lik steril falkon tlplere 4 ml fikol solliisyonu eklendi. Eklenen
fikol soliisyonunun Uzerine birbiriyle karismayacak sekilde, PBS ile homojenize edilmis kan
pastor pipet yardimiyla falkon tip ¢eperinden dibe dogru yavasca eklendi. Kan fikol Gzerine
yayildiktan sonra 2000 rpm’de 25 dakika santrifij edildi. 25 dakika sonunda yogunluk farkina
goére falkon tlp icerisinde en altta eritrositler, orta kisimda opak gorinimli mononikleer
hicreler (buffy coat) ve Ust kisimda ise plazma elde edildi. Orta tabakada bulunan buffy coat
kisim pastor pipeti ile dairesel hareketlerle toplandi ve steril 15 ml'lik bos bir falkon tipe
aktarildi. Uzerine esit hacimde PBS soliisyonu eklenerek pipetaj yapildi. 1700 rpm’de 5 dakika
santrifiij edildikten sonra sipernatant atildi. Dipte kalan hticre pelleti izerine dnceden hazir-
lanmis olan cRPMI besiyerinden 1 ml eklendi ve pipet yardimiyla hiucreler sispanse edildi.
Hucre sayisinin belilenmesi amaciyla iginden 50 pl alinip 5 ml'lik érnek tiplerine aktarildi.
Uzerine 450 pl PBS soliisyonu ve 50 pl sayim boncugdu eklendi. Akim sitometri cihazinda oku-
tularak, hastalar ve saglikli kontrollerden alinan venéz kandaki toplam lenfosit sayisi tayin
edildi.

3.6.5.4 izole Edilen Lenfositlerden Mononiikleer Hiicre Kiiltiirii Yapilmasi

STAT1 geni fonksiyon kazanimi hastalarindan ve saglikli bireylerden izole edilen vendz kan
mononukleer hiucrelerinin uyaransiz kulturt ve ayni zamanda 20 ve 150 dakika boyunca IFN-
B1a ile uyarimh kultirleri yapiimasi planlandi. Konik kapakl 15 ml'lik steril falkon tlpleri hasta
adlari ve uyarim planan surelere gore isimlendirildi. Hicre sayiminin ardindan cRPMI igeris-
indeki hiicre karisimindan her bir tiipte ayri ayri 1x10° hiicre olacak sekilde alindi ve tiiplere
aktarildi. Uzerlerine cRPMI eklenerek 1 ml'ye tamamlandi. ilk basta 150 dakika uyarim plan-
lanan tuplere dnceden hazirlanan IFN-B1a uyaranindan 10 pl (100 ng/ml) eklendi. Tum falkon
thpleri birlikte 37°C’de, %5 CO2 inkibatore koyuldu. 150 dakika geri sayim baglatildi ve si-
renin bitmesine 20 dakika kala 20 dakika uyarim planlanan tlplere IFN-B1a uyaranindan 10 pl
(100 ng/ml) eklendi. Yeniden geri sayim baglatildi ve 20 dakika sonra tum tUpler inkiibatérden

cikarildi ve boyama iglemlerine devam edildi.
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3.6.5.5 Uyarim Sonrasi h-Hiicre Yiizeyi ve Hiicre i¢i Boyamalarinin Yapilmasi

inkiibasyondan siiresi bittikten sonra érnek tiipleri inkiibatérden cikarildi ve pipetaj yapilarak
dipte kalan ve hucre kultir solisyonu igindeki hucrelerin homojenize edilmesi saglandi.
Uzerlerine 100 ul PerFix nc reagent Buffer 1 (Fixative Reagent) eklendi. Karanlikta ve oda
isisinda 15 dakika inkiibe edildi. inkiibasyondan sonra tiplere 2 ml stain buffer sollisyonu
eklendi ve 300 g’de 5 dakika santrifiij edildi. Stpernatant dokildi ve vorteks yapildi (hiicre
yikama iglemi iki kez tekrarlandi). Tim tupler buz Ustine koyuldu velzerlerine elde hafifce
karigtirilarak yavas bir sekilde énceden sogutulmus 500 pl Phosflow Perm Buffer Il (BD
Phosflow™ Human T Cell Activation Kit) solisyonundan eklendi. Tupler buz tzerinde 20 da-
kika bekletildi. Stire sonunda buzdan ¢ikarilarak Gzerlerine 2 ml stain buffer soltisyonu eklendi
ve 300 g’'de 5 dakika santrifiij edildi. Sipernatant dékildi ve vorteks yapildi (hicre yikama
islemi iki kez tekrarlandi). Tiplere 100 pl stain buffer solisyonu eklendi. Ardindan Human T-
Cell (CD4/CD8) antikor kokteylinden (BD Phosflow™ Human T Cell Activation Kit) 10 pl her
bir tiipe eklendi. Karanlikta ve oda isisinda 45 dakika inkiibe edildi. inkiibasyon siiresi bittikten
sonra 2 ml stain buffer soliisyonu eklendi ve 300 g’de 5 dakika santrifiij edildi. Stipernatant
dokulda ve vorteks yapildi (hiicre yikama islemi iki kez tekrarlandi). Pellet Gizerine 0,5 ml stain

buffer solisyonu eklenerek tipler akim sitometri cihazinda okutuldu.

3.6.6 Analizler

3.6.6.1 LRBA ve CTLA-4 Eksikligi Hastalarinin Analizleri

3.6.6.1.1 Lenfosi Alt Gruplarinin Analizleri

Yuzey boyama protokolinin uygulanmasinin ardindan lenfosit alt gruplarinin yizdeleri akim
sitometri cihazinda Kaluza Analysis Software (Version 2.1) programiyla analiz edildi ve

hesaplandi. Total lenfosit kapilamasi yontemi ile CD3+, CD4+ ve CD8+ T, CD19+ ve CD20 B,
CD16+ ve CD56+ NK hicrelerin yluzdeleri hesaplandi (Sekil 4).
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Sekil 4. Lenfosit alt gruplarinin akim sitometri cihazinda analizi.
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A) Akim sitometri analizinde lenfositler igin kapialindi. B) Lenfosit kapisinin icinden total

CD3+T, CD3+CD4+T ve CD3+CD8+T hucrelerin yuzde oranlari analiz edildi. C) Lenfosit

kapisindan B hiicre (CD19+, CD20+) ylzde oranlari analiz edildi. D) Lenfosit kapisindan NK
hiicre (CD16+CD56+) ylzde oranlari analiz edildi.

Sonraki agsamalarda T ve B lenfositlerinin belirli alt gruplari akim sitometri cihazinda analiz

edildi. B hucrelerin naif (CD19+CD27-IgD+), sinif dénusimu yapmamig (CD19+CD27+IgD+)

ve sinif doéndsim yapmis

(CD19+CD27+IgD-)

hafiza B ve dusuk ekspresyon

(CD19+CD21"°*CD38I°") gésteren tiikenmis B hiicre oranlari belirlendi (Sekil 5).
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Sekil 5. B lenfosit alt gruplarinin akim sitometri cihazinda analizi.

A) Lenfosit kapisi icinden B hicreler (CD19+) kapilandi. B) B lenfositlerin alt gruplarindan naif
B hicre (CD19+CD27-IgD+), sinif dénusumiu yapmamis (CD19+CD27+IgD+) ve sinif do-
nudsumu yapmis (CD19+CD27+IgD-) hafiza B hlicre yluzde oranlari analiz edildi. C) B hilcre
kapisi igcinden CD21 ve CD38 distk ekspresyon populasyon yizdesi analiz edildi.

CD4+ ve CD8+ T lenfositlerin alt grup analizlerinde; naif (CD4+CD45RA+) ve memory

(CD4+CD45R0O+) CD4+ hicre ve naif (CD8+CD45RA+) ve memory (CD8+CD45R0+) CD8+
hicrelerin yuzde orani analiz edildi (Sekil 6).
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Sekil 6. Naif ve bellek T hilicrelerinakim sitometri cihazinda analizi.

A) Total CD3+ kapisindan CD4+ ve CD8+ T hicreler kapilandi. B) CD4+ T hiicre kapisi iginden
CD4+CD45RA+ naif ve CD4+CD45R0O+ hafiza CD4+ T hucrelerin yuzde orani analiz edildi.
C) CD8+T hcre kapisi icinden CD8+CD45RA+ naif ve CD8+CD45RO+ hafiza CD8+ T hicrel-

erin yluzde orani analiz edildi.
Lenfosit alt grup analizlerinde ayrica timustan yeni ¢gikmis T (Recent thymic emigrant-RTE)

hiicre orani ve cift negatif T (Double negative T — DNT) hiicre orani akim sitometri cihazi ile
analiz edildi (Sekil 7).
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Sekil 7. RTE ve DNT hiicre oranlarinin akim sitometri cihazinda analizi.

A) CD3+ lenfosit kapisi igcinden CD4+ ve CD8+ hiicre kapilari secildi. B) RTE hticre orani igin,
CD4+ T hucre kapisindan CD45RA+CD31+ hiicre yizde orani hesaplandi. C) CD3+ kapisin-
dan TCRab ve TCRgd hicre kapilari secildi ve ardindan DNT hticre orani i¢in, CD3+TCRab+
kapisindan gift negatif (CD4-CD8-) hicre yluzde orani hesaplandi.

3.6.6.1.2 Lenfositlerin T Folikuler Hiicre (TFH) Analizi

Yuzey boyama protokolunin uygulanmasinin ardindan huicreler akim sitometri cihazinda
degerlendirildikten sonra, lenfositlerin T foliktler hiicre (CD4+PD1+CXCR5+) yuzdesi Flow-
Jo™ (Single Cell Analysis Software v10 — 10.6.2) ve Kaluza Analysis Software (Version 2.1)
programlari kullanilarak analiz edildi ve hesaplandi. Total lenfosit kapisindan CD4+ T lenfosit-
ler kapilandi ve daha sonra CD4+ T lenfosit kapisi iginden ¢ift pozitif (PD1+CXCR5+) hiicre
populasyonu kapilanarak T folikiler hiicre yluzdesi hesaplandi (Sekil 8). Hastalarin tedavi
oncesi ve sonrasi saglikh kontrollere kiyasla; T folikiler hiicre oranlaridegerlendirildi ve T fo-
likGler hiicre kapisindan PD1 protein ifadesi histogram olarak gérintilenerek, ortalama flora-

san yogunlugu (MFI) degerine gore hesaplandi (Sekil 9).
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Sekil 8. CD4+PD1+CXCR5+ T folikuler hiicrenin (TFH) akim sitometri cihazinda analizi.

A) Akim sitometri analizinde total lenfositler icin kapi alindi. B) Lenfosit kapisi iginden CD4+T
hiicre yizde orani analiz edildi. C) CD4+ T lenfosit kapisindan c¢ift pozitif (PD1+CXCR5+)
hlcre populasyonu segilerek yuzde orani hesaplandi.
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Sekil 9. T folikuler hiicre yuzde (%) oraninin ve PD1 proteini ifadesinin tedavi éncesi ve sonrasi
akim sitometri cihazinda analizi.

A) CD4+ T lenfosit kapisindan cift pozitif (PD1+CXCR5+) hiicre populasyonu segildi ve has-
talarin T foliktler hiicre orani ilag 6ncesi ve sonrasi saglikli kontrol grubu ile kargilastiriidi. B)
T foliktler hiicre kapisindan PD1 protein ifadesi histogram olarak gorintilenerek akim sitome-

tri analizinde ila¢ 6ncesi ve sonrasi degerlendirildi.
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3.6.6.1.3 Lenfositlerin Hiicre igci LRBA Protein ifadesi Analizi

Hucre ici boyama protokoliiniin uygulanmasinin ardindan LRBA protein ifadesi akim sitometri
cihazinda Kaluza Analysis Software (Version 2.1) programi kullanilarak analiz edildi ve
hesaplandi. Total lenfositler kapilandi ve bu kapidan LRBA protein ifadesi histogram olarak

goruntilendi. Histogramlardaki hicre ici LRBA protein ifadesi, MFI dederine gére hesaplandi

(Sekil 10).
A) B) — (ZOtID
Saghkh kontrol Hasta saglikli kontrol

=== Hasta

= E]

E

£ — %

: A

—> IRBA g LRBA

Sekil 10. Hicre ici LRBA protein ifadesinin akim sitometri cihazinda analizi.

A) Saglikli kontrol ve hastanin lenfosit popllasyonlarinin kapilanmasinin ardindan, izotip ve
LRBA protein ifadeleri histogram olarak gérintiilendi. B) izotipin, saglikli kontroliin ve LRBA
eksikligi hastasinin birlikte histogram goérintisu alinarak, hicre igi LRBA proteini ifadesi akim

sitometri analizinde MFI degerlerine gore hesaplandi.

3.6.6.1.4 Lenfositlerin Diizenleyici T Hiicre Yiizdesi ve CD25, FOXP3 ve CTLA-4 Protein

ifadesi Analizi

Tam kan érneginden izole edilen PKMH'’lerin uyaransiz ve uyaranl kiltirde 16 saat boyunca
inkibasyonunun ardindan hucre i¢i boyama protokoll uygulandi. Hiucreler akim sitometri
cihazinda degerlendirildikten sonra, CD25, hiicre ici FOXP3 ve CTLA-4 protein ifadeleri ve
Treg hiicrelerin yiizde (%) oranlari FlowJo™ (Single Cell Analysis Software v10 — 10.6.2) pro-

grami kullanilarak analiz edildi ve hesaplandi.

Analizde hem saglikl kontrol hem de hasta igin; uyaransiz ve uyaranlh ortamdaki hiicre popula-
syonlari belirlendi. ilk olarak total lenfositler kapilandi. Bu kapidan analizi debriden ve bir araya
toparlanmis hicrelerden ayirt etmek amaciyla single hucreler segildi. Ardindan single hicreler
icerisinden CD3+ ve CD3+CD4+ T hiicre poptlasyonlari secildi. CD3+ T hiicre populasyonu
icerisinden CD4+FOXP3+ duzenleyici T hiicre ylzdesi belirlendi ve kargilastirildi (Sekil 11).
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Sekil 11. CD4+FOXP3+ dizenleyici T hlcrelerin akim sitometri cihazinda analizi.

A) Total lenfositlerin kapilanmasinin ardindan single hicreler segildi. Single hucrelerden CD3+
T lenfositler kapilandi. B) T lenfositler igerisinden uyaransiz ve T hicre aktivasyon boncugu

uyaranl ortamdaki CD4+FOXP3+ dizenleyici T hiicre populasyonu kapilandi.

Single hucrelerden segilen CD3+CD4+ T lenfosit kapisindan ilk olarak uyaransiz ve uyaranli
ortamdaki FOXP3+CD25+ diizenleyici T hiicre yluzdesi belirlendi ve karsilastirildi. Ayni za-
manda CD3+CD4+ T hicreler igerisinden uyarilmamig CD45RA+FOXP3- hiicre populasyonu
kapilandi, bu naive T conventional (nTcon) hicreler, bireylerdeki uyaransiz ve uyaranl or-
tamdaki CD25, FOXP3 ve CTLA-4 protein ifadesini degerlendirmek icin kontrol olarak
kullanildi. Diger bir asamada CD3+CD4+ T hicre popllasyonundan CD45RO+ kapisi

segilerek hafiza T hacreleri belirlendi (Sekil 12).
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Sekil 12. CD25+FOXP3+ dlzenleyici T hicrelerin akim sitometri cihazinda analizi.

A) Singlet hiicrelerden CD3+CD4+ T lenfositler belirlendi. B) T lenfositler icerisinden uyaransiz
ve uyaranli ortamdaki CD25+FOXP3+ dlzenleyici T hiicre populasyonu kapilandi. C)
CD3+CD4+ T lenfositlerden CD45RA+FOXP3- (nTcon) hicreler ve D) CD45RO+ hafiza T
hlcreler kapilandi.

CD45R0O+ hafiza T hiicre populasyonu igerisinden uyaransiz ve T hicre aktivasyon boncugu
uyaranli ortamdaki CD4+FOXP3+ hafiza duzenleyici T hlicre (mTreg) ylzdesi belirlendi ve
karsilastirildi. Ayni zamanda hafiza T lenfositlerdeki FOXP3+CTLA4+ hiicre ylzdesi belirlendi
ve karsilastirildi (Sekil 13).
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Sekil 13. CD4+FOXP3+ hafiza duzenleyici T hicrelerin ve FOXP3+CTLA4+ hlcrelerin akim
sitometri cihazinda analizi.

A) Hafiza T hiicre populasyonu igerisinden uyaransiz ve T hicre aktivasyon boncugu uyaranh
ortamdaki CD4+FOXP3+ hafiza duzenleyici T hicre ve B) FOXP3+CTLA4+ hiicre poplila-

syonlari kapilandi.

Ardindan hem saglikh kontrol hem de hasta icin; CD4+FOXP3+ hafiza diuzenleyici T hicre
poptlasyon igerisindeki CD25, hicre i¢ci FOXP3 ve CTLA-4 protein ifadeleri histogram olarak
goruntulenerek, akim sitometri analizinde MFI degerlerine gore hesaplandi ve karsilastirildi
(Sekil 14).
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Sekil 14. CD4+FOXP3+ hafiza dizenleyici T hicrelerdeki CD25 ve hicre i¢ci FOXP3 ve CTLA-
4 protein ifadelerinin akim sitometri cihazinda analizi.

A) Hem uyaransiz hem de T hiicre aktivasyon boncugu uyaranli ortamda CD4+FOXP3+ hafiza
duzenleyici T hicreler kapilandi ve B) CD4+FOXP3+ hafiza dizenleyici T hlicre kapisindan
CD25 ve hucre ici FOXP3 ve CTLA-4 protein ifadeleri histogram olarak géruntilendi ve MFI

degerleri karsilastirildi.

3.6.6.1.5 sCD25 Konsantrasyonunun Olgiimii ve Analizi

Toplanan plazma drneklerinde sCD25 6lgiimu i¢in bu molekiile 6zgu antikorlarla kaplanmis
ELISA plaklari kullanildi ve Uretici firmanin talimatina uygun olarak calisilan érneklerin, ELISA
okuyucusunda 450 nm'de OD degerleri élguldi. Deneyde belirlenen konsantrasyon ve dils-
yondegerleri analiz programina kayit edildi. Orneklerin plaktaki sirasina gére ELISA okuyucu-
sunda olgilen OD degerlerininLogitregression V21042005 free-software programi kullanilarak
analiz edilmesiyle plazmalardaki sCD25 konsantrasyonu hesaplandi. Hastalar ileri donuk ola-

rak izlenerek tedavi 6ncesi ve tedavi sonrasi TFH ve sCD25 dlzeyleri dederlendirildi.
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3.6.6.2 STAT1 GOF Hastalarinin Analizleri

3.6.6.2.1 Lenfositlerin T Folikuler Hiicre (TFH) Analizi

Yuzey boyama protokolunin uygulanmasinin ardindan hudcreler akim sitometri cihazinda
degerlendirildi ve lenfositlerin T folikller hicre (CD4+PD1+CXCR5+) ylzdesi Kaluza Analysis
Software (Version 2.1) programlari kullanilarak analiz edildi ve hesaplandi. LRBA ve CTLA-4
eksikligi hastalarinin analizinde oldugu gibi ilk olarak total lenfositler kapilandi. Bu kapidan
CD4+ T lenfositler kapilandi ve daha sonra CD4+ T lenfosit kapisi iginden ¢ift pozitif
(PD1+CXCR5+) hiicre populasyonu kapilanarak T folikiler hiicre yluzdesi hesaplandi. Has-
talari tedavi 6ncesi donemdeki T folikller hucre oranlari saglikli kontrollerin huicre orani ile

karsilastirilarak degerlendirildi (Sekil 15).

Saghikh kontrol Saglikh kontrol Hasta Hasta
n A: 2.74%
o A: 6.69%
o ~{B: 11.88% B: 17.92%
I L
> PD1

Sekil 15. Tedavi 6ncesi T folikiler hicre yuzde (%) oraninin saglikli kontrol grubu ile
kargilastiriimasi.
CD4+ T lenfosit kapisindan ¢ift pozitif (PD1+CXCR5+) hiicre populasyonu segildi ve hastalarin

T foliktler hiicre orani tedavi 6ncesi saglikli kontrol grubu ile kargilastiriidi.

3.6.6.2.2 Hiicre igi Sitokin Analizi

4 saatlik inkibasyon suresi bittikten sonra tupler etivden ¢ikarildi, yuzey antikorlarinin eklen-
mesinin ardindan boyama protokoline uygun calisilan 6rnekler akim sitometri cihazinda
degerlendirildi ve hicre ici sitokinlerden IL-17 ve IFN-y miktarinin belirlenebilmesi amaciyla
hicreler Kaluza Analysis Software (Version 2.1) programi kullanilarak analiz edildi ve
hesaplandi. Total lenfositler kapilandi ve lenfositleri debri kismindan ayirt edebilmek amaciyla
bu kapidan CD45+ hiicreler secildi. CD45+ hiicreler icerisinden CD3+CD4+ hiicreler ve ardin-
dan CD4+CD45R0O+ hafiza hicreler kapilandi. Hem CD3+CD4+ hem de CD4+CD45R0O+
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hafiza hicreler igerisinden IL-17 ve IFN-y hicre oranlari belirlendi (Sekil 16). Hastalarin hiicre

ici sitokin yUzde (%) oranlari saglikh kontrol grubu ile karsilagtirildi (Sekil 17).
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@ e @ CD45+
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o 13,06% | 0,38%|
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|

o
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8 £
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|
|

s
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70,39% 1,52%
=) CD45RO — |L-17

Sekil 16. Hicre igi sitokinlerin akim sitometri cihazinda analizi.

A) Total lenfositlerin kapilanmasinin ardindan CD45+ hiicreler segildi. B) CD45+ lenfositlerden
CD3+CD4+ T hiicre populasyonu kapilandi ve bu kapidan IL-17 ve IFN-y hicre oranlari belir-
lendi. C) CD3+CD4+ kapisindan CD4+CD45R0O+ hafiza T hicreler segildi ve bu kapidan IL-

17 ve IFN-y hicre yuzde (%) oranlari belirlendi.
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Sekil 17. IL-17 ve IFN-y huicre igi sitokin yizde (%) oranlarinin karsilastiriimasi.

CD3+CD4+ T hiicre ve CD4+CD45R0O+ hafiza T hiicre popllasyonlari igerisinden belirlenen
IL-17 ve IFN-y hicre yuzde (%) oranlari hem gruplarin kendi iclerinde hem de saglikli kontrol
grubu ile karsilastirildi. SK, Saglikli kontrol grubu; SGM, STAT1-Gof mutant.

3.6.6.2.3 Lenfositlerin p-STAT1 Proteini ifadesi Analizi

PKMH izolasyonu sonucu uyaransiz ve IFN-B1a uyarani ile 20, 60 ve 150 dakika olmak Uzere
ug farkh sirede uyarim yapilan hticreler etiivden ¢ikarildi ve protokole uygun olarak boyama
yapildi. Ardindan hucreler akim sitometri cihazinda degerlendirildi ve p-STAT1 protein
ifadesinin belirlenebilmesi amaciyla hiicreler Kaluza Analysis Software (Version 2.1) programi
kullanilarak analiz edildi ve hesaplandi. Total lenfositler kapilandi ve bu kapidan analizi deb-
riden ve bir araya toparlanmis hiicrelerden ayirt etmek amaciyla single hicreler segildi. Single
hicreler icerisinden CD3+CD4+ hicreler kapilandi. CD3+CD4+ populasyonu igerisinden p-
STAT1 protein ifadesi farkh siredeki uyarimlarina gére degerlendirildi ve saglikli kontrol grubu
ile karsilastirildi (Sekil 18).
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Sekil 18. Lenfositlerin p-STAT1 protein ifadesinin akim sitometri cihazinda analizi.

A) Akim sitometri analizinde total lenfositler kapilandi ve bu kapidan single hiicreler secildi. B)
Single hicrelerden CD3+CD4+ T hicre popllasyonu segilerek bu hiicre grubu igerisindeki p-
STAT1 protein ifadesi histogram olarak gorintilendi ve farkli uyarim sirelerindeki MFI

degerleri hesaplanarak karsilastirma yapildi.
3.6.7 istatistiksel Analiz

Gruplar arasindaki farkhlik GraphPad Prism 8 programi (GraphPad Software, Inc. CA,
USA) kullanilarak analiz edildi. Veriler her grupta ortalama (Ort) + standart deviasyon (SD)
(minimum-maksimum) degerleri olarak verildi. Ikiden fazla grup verilerinin bir arada
karsilastiriimasi ANOVA testi (tek yonli varyans analizi) ile yapildi. iki grup arasindaki
karsilastirmalar igin parametrik dagilim icin paired t testi, unpaired student ¢ testi, non-para-
metrik dagilim igin Wilcoxon signed ranks testi ve Mann-Whitney U testi kullanildi. Duyarlilik
ve 6zgullik kestrim degerleri icin ROC analizi yapildi. P-de@eri < 0.05 degerler anlamli olarak

kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1 LRBA ve CTLA-4 Eksikligi Hastalarina Ait Bulgular

4.1.1 LRBA ve CTLA-4 Eksikligi Hastalarinin Teghisi, Demografik Ozellikleri ve Klinik

Gorinimleri

Calismaya Marmara Universitesi Pendik Egitim ve Arastirma Hastanesi Pediatrik Allerji ve im-
minoloji poliklinigine ve Tirkiye’nin farkl illerindeki ilgili immunoloji merkezlerine bagvuran ve
Sanger sekanslama yontemi ile mutasyonu dogrulanarak tanisi yeni konulmus veya daha
Onceden tanisi konularak takip edilen LRBA eksikligi ve CTLA-4 eksikligi hastalar dabhil
edilmistir (Sekil 19). LRBA ve CTLA-4 geninde mutasyona sahip olan hastalar prospektif olarak
ilgili merkezlerden galismaya alinmistir. Calisma sirasinda hastalarin demografik, klinik ve im-

munolojik verileri toplanmigtir.

A)
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p.S499* p.F2124Lfs*29 p.E2289Dfs*28
p-Q940fs
1 p.Q867* p.D975Yfs*15 p.S1846L p.R2629fs
p.R655* 2863
] p.11836fs ~|
N =  lec WD1 PH BEACH J— C
J J T E J l )
€.1963C>T
p.c832*d prosae p.T1683% lp.SZGSQ*
.5172-2A>G
. .E946* * ¢
€.767+5_767+8delGTAT p. p.A1184Sfs*34 p.S2413Rfs*1 4
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Exon 1-4 del
p.DISMfs*14

p.Q76*
] [ p.G146R
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l : 2 R R G
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Sekil 19. A) LRBA eksikligi ve B) CTLA-4 eksikligi hastalarina ait mutasyonlarin protein do-

mainleri Uzerinde sematik gosterimi.

57



Cesitli immiinoloji merkezlerinden galismaya katilan tiim hastalardan ve yas uyumlu herhangi
bir kronik hastalik dykisu bulunmayan saglikli kontrollerden alinan periferik kan érnekleri; len-
fosit alt kiimesi analizi, cTFH hiicre sayimi, sCD25 konsantrasyon dlcimu ve hiicre i¢ci LRBA,
CTLA-4 ve FOXP3 boyamalarini igeren imminolojik degerlendirme icin Marmara Universitesi

Cocuk Alerji ve imminoloji laboratuvarina ulastiriimistir.

Calismaya alinan hastalarin demografik &6zellikleri ve ana klinik bulgulari Tablo 1'de
gosterilmistir. LRBA eksikligi tanisi almisg 29 hastadan 12’si (41,4%) kiz, 17’si (58,6%) erkek
hastaydi. Bu hastalarin yas ortalamasi 16,34 £ 7,52 yildi. Takip sureleri 4,01 £ 4,47 yild1.
Semptom baslangi¢ yaslari 3,29 £ 3,99 yil iken, tanida gecikme sureleri 9,38 + 8,82 yil olarak
g6zlendi. LRBA eksikligi olan 4 hasta (13,8%) LM12, LM13, LM14 ve LM21 diginda geri kalan
25 hastada (86,2%) akrabalik vardi. LRBA eksikligi olan hastalar ilk klinik bulgularina gére
degerlendirildiginde; 11 (37,9%) hastada yaygin degisken immin yetmezlik (CVID), 12
(41,3%) hastada otoimmun lenfoproliferatif sendrom (ALPS), dért (13,7%) hastada ise po-
liendokrinopati, enteropati, X'e bagli benzeri (IPEX-benzeri) klinik fenotiplerine benzerlik
g6zlendi. Yalnizca bir (3,4%) hastanin klinik olarak immin sitopenik hasta (LM11) ve bir has-
tanin (3,4%) ise asemptomatik hasta (LM19) olarak degerlendirildi. Calismanin sonunda, 27
(93,1%) hasta hayattayken, iki (6,9%) hasta kaybedildi (HSCT'den sonra LM28 ve hastaliginin

siddetli seyir etmesinden dolayl LM29). Toplam sagkalim orani 93,1% olarak belirlendi.

CTLA-4 eksikligi tanili 12 hastadan 4’u (33,3%) kiz, 8'i (66,7%) erkek hastaydi. Bu hastalarin
yas ortalamasi 24,18 + 17,21 yildi. Takip sureleri 5,87 + 7,81 yildi. Semptom baslangi¢ yaslari
10,43 £ 10,24 yil iken, tanida gecikme sureleri 3,00 £ 3,29 yil olarak gézlendi. Bu hastalardan
dort hasta (33,3%) CM9, CM10, CM11 ve CM12 disinda geri kalan sekiz hastada (66,7%)
akrabalik vardi. CTLA-4 eksikligi olan hastalar ilk klinik bulgularina gére degerlendirildiginde;
sekiz (66,7%) CVID ve iki (16,7%) hastada ALPS fenotipi gdzlendi. Yalnizca iki hasta (16,7%)
bulgular yoniinden asemptomatik olarak degerlendirildi. Calismanin sonunda, butiin hastalar

hayattaydi ve toplam sagkalim ise 100% idi.
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Tablo 1. LRBA eksikligi hastalarina ait demografik veriler ve klinik gérinim.

- Yas(y)/ SBY . Klinik )
Hasta @ Aile Cinsiyet Akrabalik (ay) Fenotip teshis Mutasyon Sagkalim
LM1 A1 15/E  + 18 2P P cvp c.5047C>T, p.R1683* | Yasiyor
LM2 A2 11/K + 48  CD,ID,LP | ALPS .5047C>T, p.R1683* | Yasiyor
LM3 A3 8/E  + 8 g?f ID,LP. | ALPs c.7885delA, p.R2629fs | Yasiyor
LM4 A3 15/E  + 1 D DL aLps c.7885delA, p.R2629fs | Yasiyor
LM5 A4 5/K  + 8 ID, RTI IPEX-ike | ¢.5172-2A>G, intron 30 | Yagiyor
CD, ID, LP, ¢.7238dupG,
LM6 A5 37/K |+ YR, CcVID o AT Yagiyor
CD, ID, LP,
LM7 A6 15/E  + 2 22 ALPS ¢.2818dupC, p.Q940fs | Yasiyor
LM8 A7 18/K |+ 4 CD, ID, RTI | CVID ;'%3;52;2738“'GGGT' Yasiyor
¢.3396-3397delAC,
LM9 A8  15/K  + 24 | ID,LP,RTI ALPS el Yasiyor
LM10 A9 23/K  + 6 DD evip ¢.7976C>G, p.S2659* | Yasiyor
LM11 A10  18/E  + 160  ID, LP, RTI L”;m““ Sito- | 5505delT, p.11836fs | Yasiyor
LM12 | A11 20/E - 66 g% ID,LP. " ALPs ¢.1963C>T, p.R655* Yagiyor
LM13 A1 14/E - 128 CD,LP,RTI CVID c.1963C>T, p.R655* | Yasiyor
LM14 A1 17/K - 180 | ID,LP ALPS c.1963C>T, p.R655* | Yasiyor
c.6372del,
LM15 A12  18/K  + 60 | CD,ID,RTI CVID el Yasiyor
CD, ID, LP, . c.6372del,
LM16 | A12  22/K  + 2 =2 PEX-ike | o teag Yasiyor
LM17 A13  5/K  + 9 cD IPEX-ike | c.1496C>A, p.S499*  Yasiyor
. ¢.3549 3550insA,
LM18 | A14  15/K  + 9 CD, ID PEX-lie O et Yagiyor
Asemp- c.3549 3550insA,
LM19 A14 5/E  + 48 RTI S S Yasiyor
LM20 A15 | 29/E |+ 3 g?l* ID.LP. " cvip ;'7,67+5—767+8de'GTAT’ Yasiyor
CD, ID, LP, ¢.2836_2839deIGAAA,
LM21 A16  20/E - 18 S ALPS s Yasiyor
LM22 | A17  16/E  + 6 D DL aLps c.1963C>T, p.R655* | Yasiyor
LM23 A18 12/E  + 13 g%* ID,LP. " cvip C.2496C>T, p.C832* | Yasiyor
LM24 A18 13/E  + 60 | ID,LP,RTI | ALPS C.2496C>T, p.C832* | Yasiyor
LM25 A19  17/K  + 18 RTI CcVID ¢.5537C>T, p.S1846L | Yasiyor
c.6867delA,
LM26 | A20 (35/E  + 156 | CD, ID, RTI | ALPS S eoDrer28 Yasiyor
LM27 A21  11/E  + 100 | ID,RTI CcVID Exon 3-4 delesyon Yasiyor
LM28 | A22 11/E  + 7 DD cvip c.2599C>T, p.Q867* | Oldi
CD, ID, LP, ¢.7238dupG, o
LM29 A23 14/E  + 8 <o ALPS ey Oldi

ALPS, otoimmiinlenfoproliferatif sendrom; CD, kronik diyare; CVID, yaygin degisken immiin yet-
mezlik; E, Erkek; ID, immiindisregiilasyon; IPEX-like, poliendokrinopati, enteropati, X'e bagli
benzeri; K, Kiz; LM, LRBA mutant; LP, lenfoproliferasyon; RTI, solunum yolu enfeksiyonu; SBY,
semptom baglama yag!.
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Tablo 2. CTLA-4 eksikligi hastalarina ait demografik veriler ve klinik gérunim.

SBY Klinik

Hasta | Aile g:?sgu Akrabalik (ay) Fenotip teshis Mutasyon Sagkalim
CM1 A1 40/E + 144 g?f ID,LP. " cvip c.436G>A, p.G146R | Yasiyor
cM2 | At M/E |+ 48 g% ID,LP. cvip c.436G>A, p.G146R  Yasiyor
CM3 A2 30/K + 288 g?f ID.LP, ' cvip ¢.226C>T, p.Q76* Yasiyor
CM4 A2 65/K | + B RTI f(‘)sn?irl‘:p' ¢.226C>T, p.Q76* Yasiyor
CM5 A3 9/E + 6 CD, ID, LP CvID c.515C>A, p.S172*  Yasiyor
CM6 | A4 8/E + 1 CD, ID CVID Exon 1-4 delesyon Yasiyor
CM7 A5 141K  + 152 g?f ID,LP, | ALPs c.294del, p.D99Mfs*14  Yasiyor
CM8 A5 2/K + 396 ID CVID c.294del, p.D99Mfs*14 | Yasiyor
CM9 A6 15/E - 108 ID,LP,RTI ALPS c.60G>A, p.W20* Yasiyor
CM10 | A7 15/E - 101 ID CVID c.254G>A, p.C85Y  Yasiyor
CM11 A7 17/E |- 8 ID,LP,RTI  CVID c.254G>A, p.C85Y  Yasiyor
CM12 A7 46/E - - - f(‘)sn?;‘:ﬁ’( ¢.254G>A, p.C85Y Yasiyor

ALPS, otoimmlinlenfoproliferatif sendrom; B, bilinmiyor; CD, kronik diyare; CM, CTLA-4 mutant;
CVID, yaygin degisken immiin yetmezlik; E, Erkek; ID, immiindisregilasyon; IPEX-like, po-
liendokrinopati, enteropati, X'e bagl benzeri; K, Kiz; LP, lenfoproliferasyon; RTI, solunum yolu
enfeksiyonu; SBY, semptom baglama yasi.

4.1.2 LRBA ve CTLA-4 Eksikligi Hastalarinin Klinik Verileri

LRBA eksikligi ve CTLA-4 eksikligi hastalari klinik 6zelliklerindeki benzerliklere ragmen has-
taliklarin karakteristik 6zelliklerinin daha iyi anlagilabilmesi amaciyla ayr olarak incelendi
(Sekil 20 ve Sekil 21).

LRBA eksikligi hastalarinin klinik fenotipi tekrarlayan enfeksiyonlar (n=25 [86.2%]), immun dis-
regulasyon (ID) (n=27 [93,1%]) ve lenfoproliferasyon (LP) (n=21 [72.4%]) olmak Uzere U¢ ana
bulgu altinda incelendi. Bu hastalardaki diger yaygin bulgularda; buyume geriligi (n=17
[58,6%)]), osteoporoz (n=11[37,9%]), comak parmak (n=8 [27,6%]), isitme kaybi (n=5[17,2%]),
kolelitiyaz (n=3 [10,3%]), kronik glomerilonefrit (n=2 [6,9%]), malignite (n=2 [6,9%]), pulmoner
tromboemboli (n=1 [3,4%]), kolesistit (n=1 [3,4%]) LRBA eksikligi ile iligkilendirildi.
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Sekil 20. LRBA eksikligi hastalarina ait klinik bulgular.
Bulgular farkli renk ile gésterilmistir. AIHA, otoimmiinhemolitik anemi; ITP, idiopatiktrombosi-
topoenikpurpura; HM, hepatomegali; LAP, lenfadenopati; LRTI, alt solunum yolu enfeksiyon-

lari; SM, splenomegali; T1DM, Tip 1 diyabet; URTI, (ist solunum yolu enfeksiyonlari.

LRBA hastalarindaki ID bulgulari degerlendirildiginde hastalarin gogunlugunda kronik diyare
(n=21 [72,4%]) hakimdi. Hastalarda siklikla goriilen idiopatik trombositopoenik purpura (ITP)
(n=13 [44,8%]) ve otoimmin hemolitik anemi (AIHA) (n=12 [41,4%]) en baskin hematolojik
belirtilerdi. Bununla birlikte 8 (41,4%) hastada Evans sendromu gelisirken 7 (24,1) hastada ise
artrit oldugu gézlendi. Hashimato tiroidine sahip 6 (20,7%) hasta vardi. LRBA eksikligi has-
talarinda daha nadir olarak gortlen ID bulgularindan; Tip 1 diyabet (T1DM) sadece U¢ (41,4%)
hastada (LM1, LM5 ve LM18), vitiligo 2 (6,9%) hastada (LM21 ve LM28), alopesi iki (6,9%)
hastada (LM4 ve LM26), uveit bir (3,4%) hastada (LM15), kronik tubulointerstiyel nefrit ise bir
(3,4%) hastada (LM11) gbézlendi. Optik nérit ve demiyelinizan plak bulgulari ise yalnizca
1(3,4%) hastada (LM7) mevcuttu.

LRBA hastalarindaki yaygin LP bulgulari incelendiginde, hastalarin gogunlugunda spleno-
megali (n=18 [62,1%]) hakimdi. Diger LP bulgulari ise hepatomegali (n=14 [48,3%]) ve lenfad-
enopati (LAP) (n=14 [48,3%)]) idi.
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Sekil 21. CTLA-4 eksikligi hastalarinin klinik bulgulari.
Bulgular belirtilirken farkli renk kullaniimistir. AIHA, otoimmiinhemolitik anemi; ITP, idiopatik-
trombositopoenikpurpura; HM, hepatomegali; LAP, lenfadenopati; LRTI, alt solunum yolu en-

feksiyonlari; SM, splenomegali; URTI, (ist solunum yolu enfeksiyonlari.

CTLA-4 eksikligi hastalarinin klinik fenotipinde de LRBA eksikligine benzer sekilde tekrarlayan
enfeksiyonlar (n=9 [75,0%]), immun disregilasyon (ID) (n=10 [83,3%]) ve lenfoproliferasyon
(LP) (n=7 [58,3%]) olmak Uzere U¢ ana bulgu hakimdi. CTLA-4 eksikligi hastalarindaki diger
bulgular incelendiginde hastalarda; buyime geriligi (n=3 [25,0%]) (CM6, CM10 ve CM11), os-
teoporoz (n=2 [16,7%]) (CM3 ve CM7) ve pulmoner tromboemboli (n=1 [8,3%]) (CM1) oldugu

gozlendi.

CTLA-4 eksikligi hastalarindaki ID bulgulari incelendiginde hastalarin yarisinda kronik diyare
(n=6 [50,0%]) hakimdi. Hastalarda en baskin gérilen hematolojik belirti AIHA (n=7 [58,3%])
idi. ITP ise sadece 4 (33,3%) hastada gézlendi. Evans sendromu yalnizca Ug¢ (25,0%) hastada
(CM1, CM2 ve CM3) gelisti. Ayni sekilde Hashimato tiroidi bulgusuna sahip dért (33,3%) hasta
(CM3, CM6, CM7 ve CM8) vardi. CTLA-4 eksikligi hastalarinda daha nadir ID bulgusu olarak
artrit (CM7) ve alopesi (CM6) bulgulari birer (8,3%) hastada gozlendi. Vitiligo ve psériazis bul-
gulari ise yalnizca bir hastada (n=1 [8,3%]) (CM9) saptandi.

LP ile iligki bulgulara bakildiginda hastalarda en sik splenomegali (n=7 [58,3%]) hakimdi. Diger
LP bulgularindan hepatomegali ve LAP hastalarin yarisinda (n=6 [50%]) gézlendi.
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4.1.3 LRBA ve CTLA-4 Eksikligi Hastalarinin immiinolojik Fenotipleri

LRBA eksikligi hastalarinin immunolojik verileri 28 hastaya gore degerlendirildi. Damar igi im-
mudnoglobulin  tedavisinden o6nce degerlendirilen serum immunoglobulin seviyelerine
bakildiginda 14 (50,0%) hastada IgG, 23 (82,1%) hastada IgA ve 14 (50,0%) hastada IgM

dislk bulundu. Geriye kalan hastalar normal ve yuksek seviyelerdeydi. (Sekil 22A).

A) B)

100%1 . ca] B === Increased 100% 1 === |ncreased
== Normal == Normal
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40%4 i B 20 40% 4
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IgA% IgM% 19G% IgA% IgM% 1gG%

Sekil 22. A) LRBA eksikligi ve B) CTLA-4 eksikligi hastalarinin IgA, IgM ve IgG serum immino-

globulin seviyeleri.

Hastalarin T, B, NK hcreler ve T hiicre ve B hicre alt tipleri igin flow sitometri analizi deger-
lendirildi (Sekil 23A). CD3+ T lenfositlerin sayisi 4 (13,8%) hastada dusik, 7 (24,1%) hastada
yuksek sayida bulundu. CD4+ T lenfositlerin sayisina bakildiginda 5 (17,2%) hastada disuk
iken, CD8+ T lenfositlerin sayisi 3 (10,3%) hastada dusuk bulundu. DNT hicrelerin sayisi 8
(27,5%) hasta icin artmis olarak g6zlendi ve bunlar baglangigta ALPS olarak degerlendirildi.

B hucrelerin sayisi incelendiginde, toplam B huicre sayisi 41,4% hastada dusuk bulundu. Alt
tiplerine bakildiginda; 33,3% hastada artmis naif B (CD27-IgD+) hicreler, sinif donisimu yap-
mis hafiza B (CD27+IgD-) hucreler 60,7% hastada azalmig sayida ve aktive olmus
(CD21"°"CD38"") B hiicreler 4,3% hastada artmis olarak bulundu. Bu verilerin hepsi B hiicre

anomalisi ile iligkilendirildi. NK hucrelerine bakildiginda 27,6% hastada dusuklik gozlendi.

CTLA-4 eksikligi hastalarinin immunolojik verileri ise 10 hastaya gore degerlendirildi. Damar

ici immunoglobulin tedavisinden once degerlendirilen serum immunoglobulin seviyelerine
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bakildiginda 6 (60,0%) hastada IgG, 8 (80,0%) hastada IgA ve 5 (50,0%) hastada IgM dusuk

bulundu. Geriye kalan hastalar normal ve yluksek seviyelerdeydi (Sekil 22B).

LRBA eksikliginde oldugu gibi CTLA-4 eksikligi hastalarinin da flow sitometri analizi deger-
lendirildi (Sekil 23B). 25% hastanin CD3+ T lenfositlerinin sayisinda dugsik iken, 33,3% has-
tanin ise yuksek bulundu. Hem CD4+ T lenfositlerin sayisi hem de CD8+ T lenfositlerin sayisi

16,7% hastada dusuk bulundu. DNT hicrelerin sayisinda ise 33,3% hasta icgin artis gézlendi.
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Sekil 23. A) LRBA eksikligi ve B) CTLA-4 eksikligi hastalarina ait T, B, NK hucreler ve T hiicre

ve B hicre alt tipleri igin flow sitometri analizi sonucu hicre ylzdelerinin gdsterimi.

Toplam B hicre sayisi 33,3% hastada dusuk bulundu. B hicre alt tipleri igin; artmis saf B
(CD27-IgD+) hicreler 8,3% hastada, azalmis sinif déntisimu yapmis hafiza B (CD27+IgD-)
hiicreler 58,3% hastadave artmis aktive olmus (CD21'°*CD38"") B hiicreler ise 33,3% hastada

bulundu. NK hicreler 33,3% hastada azalmis olarak gézlendi.

4.1.4 LRBA Eksikligi Hastalarinda Tedavi Oncesi TFH Yiizdesi ve PD1 MFI Degeri An-
lamli Olarak Yiiksek Saptandi.

Tedavi 6ncesi tam kandan yuzey boyama protokoll ile degerlendirilen TFH ylzdesi saglkl

kontrollere gore anlamli olarak yuksek bulundu (p<0,0001). Bununla birlikte saghkli kontrollere
kiyasla MFI degerleri de istatiksel olarak yiksek bulundu (p<0,0001) (Sekil 24).
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Sekil 24. (A) LRBA eksikligi hastalarinda tedavi 6ncesi folikller hucre orani ve (B) folikiler
hicrelerdeki PD1 MFI degeri. LM, LRBA mutant; SK, saglikli kontrol.

Takip edilen hastalarin abatacept tedavi 6ncesi TFH ylzdesi tedavi sonrasi degerlere gore
anlamli olarak yiksek bulundu (p=0,005). PD1 MFI degerinin de anlaml olarak yiksek oldugu
go6zlendi (p=0,015) (Sekil 25).
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Sekil 25. (A) LRBA eksikligi hastalarinda tedavi éncesi ve tedavi sonrasi folikuler hicre

oranive (B) PD1 MFI degerlerinin karsilastiriimasi.

Abatacept tedavisi uygulanan tim hastalarin tedavi dncesi TFH yilzdesi, sirasiyla tedavi son-
rasi ve saglikl kontrollere gére degerlere gére anlamli olarak yiksek bulundu (p<0,0001) ve
(p<0,0001). Ayni sekilde PD1 MFI degerlerinin de sirasiyla tedavi sonrasi ve saglikh kontrol-
lere goére anlaml olarak yuksek oldugu gézlendi (p<0,0001) ve (p<0,0001). Hem TFH yizdesi
hem de PD1 MFI degerleri tedavi sonrasi duserek saglikli kontrollere yaklasti ve arada anlaml
bir fark bulunamadi (p=0,9477) ve (p=0,8013) (Sekil 26). Bu sonug ile TFH'in hastalik ak-
tivitesini takip etmede ve ideal ilag dozunu belirlemede yol gdsterici iyi bir belirte¢ oldugu

gOsterildi.
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Sekil 26. (A) LRBA eksikligi hastalarinda saghkli kontrollere gore tedavi éncesi ve tedavi son-

rasi folikller hiicre orani ve (B) PD1 MFI de@erlerinin kiyaslanmasi.

4.1.5 LRBA Eksikligi Hastalarinda Tedavi Oncesi sCD25 Konsantrasyonu (ng/ml) An-
lamli Olarak Yiiksek Saptandi.

Tedavi 6ncesi ELISA ydntemi ile dlgilen sCD25 konsantrasyonu (ng/ml) saglikli kontrollere
gobre anlamli olarak yuksek bulundu (p<0,0001) (Sekil 27A). Hastalarin abatacept tedavisi
oncesi ve tedavi sonrasi sCD25 konsantrasyonu (ng/ml) kiyaslandiginda, tedavi 6ncesi deger
anlamh olarak ylUksek bulundu (p=0,0043) (Sekil 27B).

Hastalarin sCD25 konsantrasyonu (ng/ml) tedavi 6ncesi ve sonrasi saglikl kontrollere goére
kiyaslandiginda, tedavi 6ncesi hastalarin degerleri anlamli olarak yiksek iken (p=0,0002), te-
davi sonrasi hastalarin sCD25 degerlerinin diserek saglikli kontrollere yaklastigi ve arada an-
lamh bir farkin bulunamadigr gézlendi (p=0,2801). Tedavi 6ncesi ve tedavi sonrasi deger
arasinda anlamli bir fark vardi (p=0,0057) (Sekil 27C). Bu sonug ile TFH gibi sCD25’in hastalik
aktivitesini takip etmede ve ideal ilag dozunu belirlemede yol gosterici iyi bir belirte¢ oldugu

bulundu.
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Sekil 27. (A)LRBA eksikligi hastalarinda tedavi 6ncesi sCD25 konsantasyonu (ng/ml), (B) te-
davidncesi ve tedavi sonrasi sCD25 konsantasyonu (ng/ml) karsilastinimasi, (C) saglikh
kontrollere gore tedavi dncesi ve tedavi sonrasi sCD25 konsantrasyonun karsilastiriimasi. LM,
LRBA mutant; SK, saglkli kontrol.

4.1.6 CTLA-4 Eksikligi Hastalarinda Tedavi Oncesi TFH Yiizdesi ve PD1 MFI Degerine
Bakildiginda Anlamli Olarak Yiiksek Bulundu.

CTLA-4 eksikligi hastalarda tedavi 6ncesi yapilan TFH degerlendirmesinde hem TFH ylizdes-
inin hem de PD1 MFI degerinin saglikli kontrollere kiyasla anlamli olarak daha yuksek oldugu
g6zlendi (p<0,0001 ve p<0,0001) (Sekil 28).
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Sekil 28. (A) CTLA-4 eksikligi hastalarinda tedavi 6ncesi folikiler hiicre orani ve (B) PD1 MFI
degeri. CM, CTLA-4mutant; SK, saglikli kontrol.

Tedavi altindaki tim CTLA-4 hastalarinin tedavi 6ncesi TFH ylzdesi saglikh kontrollere gére

degerlere gore anlamli olarak yiksek bulundu (p<0,0001) (Sekil 29A). Tedavi sonrasi TFH
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yuzdesi tedavi éncesine gore saglikli kontrol ile arasindaki fark azaldi ama yine de anlaml
olarak yuksekti (p=0,0032). Bunun nedeni alinan tedavinin kisa sureli olmasina baglandi (has-

talarin gogu analiz sirasinda tedavilerinin Gglincu ayinda idi).

PD1 MFI degerlerine bakildiginda tedavi 6ncesi saglikli kontrollere gére anlamli olarak yuksek
oldugu gézlendi (p<0,0001). Tedavi 6ncesi deder ile tedavi sonrasi deger arasinda da anlamli
bir fark varken (p=0,0027), tedavi sonrasi degerlerin dismesi nedeniyle saglikli kontroller ile
arasinda anlaml bir fark bulunamadi (p=0,7265) (Sekil 29B). Bu sonug, PD1’in hastalik ak-

tivitesini takip etmede iyi bir belirte¢ oldugunu géstermektedir.
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Sekil 29. (A) CTLA-4 eksikligi hastalarinda saglikli kontrollere gére tedavi dncesi ve tedavi

sonrasi folikiler hiicre orani ve (B) PD1 MFI degerlerinin karsilastiriimasi. SK, saglikli kontrol.

4.1.7 LRBA ve CTLA-4 Eksikligi Hastalarinda Tedavi Oncesi TFH Yiizdesi ve PD1 MFI
Degeri Saglikh Kontrollere Gére Anlamli Olarak Yiiksek Saptandi.

Tedavi 6ncesi donemde hastalarin TFH yuzdesi bir arada incelendiginde hem LRBA eksikligi
hem de CTLA-4 eksikligi hastalarinda saglikl kontrollere kiyasla TFH yuzdesi anlamli olarak
yuksek bulundu, sirasiyla (p<0,0001) ve (p<0,0001). LRBA ve CTLA-4 eksikligi arasinda ise
anlamli bir fark yoktu (p=0,4240) (Sekil 30A). Ayni sekilde MFI degerleri incelendiginde LRBA
eksikligi ve saglikli kontrollere arasinda anlamli bir fark (p=0,0413), ayni sekilde CTLA-4 eksi-
kligi ve saglikh kontroller arasinda da anlamli bir fark bulundu (p<0,0001) (Sekil 30B).

69



A) B)
PD1 expression on cTFH

Jede ke k *

40+ ek 3000 A
2 °
. ——
30 g
£ 2000 e o° °
o -]
i ”0- g ° .E oo
= 00 ® § ®e °
(3] -
ol® S 10004 °
10" ® §
=

LM CcM SK LM cM SK

Sekil 30. (A) LRBA ve CTLA-4 eksikligi hastalarinda saglikh kontrollere gore tedavi 6ncesi
foliktler hiicre orani ve (B) PD1 MFI degerlerinin karsilastiriimasi. LM, LRBA mutant; CM,
CTLA-4 mutant; SK, saglikli kontrol.

4.1.8 LRBA Protein ifadesi Sadece LRBA Eksikligi Hastalarinda Anlamli Olarak Diigiik
Saptandi.

Lenfosit populasyonunun belirlenmesinin ardindan, single cells hicreler kapilandi ve bu
hucrelerdeki LRBA protein ifadesi histogram olarak goéruntilendi ve ham MFI degerleri
hesaplandi (Sekil 10). Kontrol ve her bir hasta igin; 6éncelikle LRBA antikor ekli hiicrelerinin
ham MFI degerleri kendi izotip hlcrelerinin ham MFI degerlerine oranlandi. Ardindan has-
talarin MFI degerindeki degisimi karsilastirmak amaciyla kontrol grubunun oranlanmis MFI
degerine gore hastalar normallestirilerek nicelendirildi. Buna gére LRBA protein ifadesi LRBA
eksikligi, CTLA-4 eksikligi ve saglikli kontroller arasinda degerlendirildi. LRBA eksikligi has-
talarinda LRBA protein ifadesi, CTLA-4 eksikligi (p<0,0001) ve saglikh kontrol grubuna
(p<0,0001) kiyasla anlamh olarak dusuk bulundu. CTLA-4 eksikligi ve saglikh kontrol grubu
arasinda ise istaiksel olarak anlaml bir fark yoktu (p=0,9968) (Sekil 31).
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Sekil 31. LRBA ve CTLA-4 eksikligi hastalarinda saglikli kontrollere gére LRBA protein
ifadelerinin karsilastiriimasi. Quantified MFI ratio: Degerler saglikli kontrollere gére nor-
mallestirilmigtir. LM, LRBA mutant; CM, CTLA-4mutant; SK, saglikli kontrol.

4.1.9 CD25+FOXP3+ Treg Hiicre Yiizdesi Hem LRBA Eksikligi Hem de CTLA-4 Eksikligi
Hastalarinda Anlamh Olarak Diisiik Saptandi.

LRBA eksikligi, CTLA-4 eksikligi ve saglikh kontrol gruplarinin hem uyaransiz hem de T hicre
aktivasyon boncugu ile 16 saatlik uyarmlarinin ardindan CD3+CD4+ kapisindan
FOXP3+CD25+ Treg hicrelerin yluzdesi degerlendirildi. Uyarimsiz kosulda gruplar kendi
arasinda incelendiginde saglkli kontroller ile LRBA ve CTLA-4 eksikligi hastalarinda anlaml
fark saptandi (sirasiyla, p=0,0257, p=0,0117). LRBA ve CTLA-4 eksikligi hastalarindaki hiicre
yuzdeleri kargilastirildiginda uyaransiz kosulda aralarinda anlamh bir fark bulunamadi
(p=0,7021). Gruplar kendi i¢lerinde uyaransiz ve uyaranl olarak kiyaslandiginda; uyarimin ar-
dindan saglikh kontrollerdeki CD25+FOXP3+ Treg hucrelerin ylzdesi anlamli olarak ylksek
bulundu (p<0,0001). LRBA ve CTLA-4 eksikligi hastalarinda da hicreler sirasiyla anlamli
olarak artis goésterdi (p=0,0005 ve p=0,0039). Uyaranh ortamdaki gruplar kendi aralarinda
incelendiginde hem LRBA eksikligi hem de CTLA-4 eksikligi hastalarinda CD25+FOXP3+ Treg
yuzdesi saglikl kontrollere kiyasla disik bulundu sirasiyla bu fark istatiksel olarak p=0,0052
ve p=0,0005 seklinde idi (Sekil 32).
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Sekil 32. LRBA ve CTLA-4 eksikligi hastalarinda CD25+FOXP3+ Treg hlcrelerin yluzdelerinin
karsilastiriimasi. LM, LRBA mutant; CM, CTLA-4 mutant; SK, saglikli kontrol.

4.1.10 CD4+FOXP3+Hhafiza Treg Hiicre Yuzdesi Hem LRBA Eksikligi Hem de CTLA-4
Eksikligi Hastalarinda Anlamh Olarak Diisiik Saptandi.

Uyaransiz ve uyaranli ile 16 saatlik uyarimin ardindan CD3+CD4+ kapisindan hafiza hiicreler
kapilandi (CD3+CD4+CD45R0O+). Bu kapidan ise hafiza Treg (CD45RO+CD4+FOXP3+)
hicrelerin yuzdesi dederlendirildi. Uyaransiz ortamda saglikli kontroller ve LRBA eksikligi has-
talarindaki hicre yuzdeleri arasinda istatiksel olarak anlamli bir bulunmazken (p=0.1098),
saglikl kontrollerdeki hafiza Treg hicrelerin yuzdesi CTLA-4 eksikligi hastalarina oranla daha
yuksek bulundu (p=0.0279). LRBA ve CTLA-4 eksikligi hastalarindaki hiicre yuzdeleri
karsilastirildiginda ise uyaransiz kosulda aralarinda anlamli bir fark bulunamadi (p=0.6470). T
hlcre aktivasyon boncugu ile uyarimin ardindan gruplar kendi i¢lerinde uyaransiz ve uyaranl
olarak karsilastiriidiginda; CD4+CD25+FOXP3+ Treg hulcrelere benzer sekilde saglikh
kontrollerde (p<0,0001) ve LRBA eksikligi (p=0,0005) ve CTLA-4 eksikligi (p=0,0039) has-
talarinda CD4+FOXP3+ hafiza Treg hiicrelerin yizdesinde istatiksel olarak anlamli bir artis
bulundu. Uyarimla birlikte LRBA eksikligi ve CTLA-4 eksikligi hastalarinda CD4+FOXP3+ Treg
hicrelerin ylizdesi saglikli kontrollere oranla daha dusik bulundu ve sirasiyla bu fark istatiksel
olarak p=0,0229 ve p=0,0093 seklinde idi (Sekil 33).
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Sekil 33. LRBA ve CTLA-4 eksikligi hastalarinda CD4+FOXP3+ hafiza Treg hucrelerin
yuzdelerinin karsilastiriimasi. LM, LRBA mutant; CM, CTLA-4mutant; SK, saglikli kontrol.

4.1.11 CD4+FOXP3+ Hafiza Treg Hiicrelerdeki CD25 Protein ifadesi LRBA Eksikligi ve
CTLA-4 Eksikligi Hastalarinda Anlamli Olarak Diisiik Saptandi.

Uyaransiz ve boncuk ile 16 saatlik uyarimin ardindan CD4+FOXP3+ hafiza Treg hiicrelerdeki
CD25 protein ifadesi degerlendirildi. Uyaransiz kosulda sadece saglikli kontrol grubu ve LRBA
eksikligi hastalari arasinda anlamli bir fark var iken (p=0,0485), saglikli kontrol grubu ve CTLA-
4 eksikligi hastalarinda istatiksel olarak anlamli bir fark bulunamadi (p=0,2318). LRBA eksikligi
ve CTLA-4 eksikligi hastalarindaki CD25 protein ifadesi karsilastirildiginda uyaransiz kosulda
anlamh bir fark yoktu (p=0,4421). Boncuk ile uyarimin ardindan gruplar kendi i¢lerinde uya-
ransiz ve uyaranli olarak karsilastirildiginda; saglikh kontrol grubu ve LRBA eksikligi has-
talarinda CD25 protein ifadesi artig gésterdi (SK: p<0,0001 ve LM: p=0,0020). CTLA-4 eksikligi
hastalarinda ise CD25 protein ifadesi uyarim ile degismedi (p=0,2500). Uyarimin ardindan
gruplar karsilastinldiginda hem LRBA hem de CTLA-4 eksikligi hastalarinda CD25 protein
ifadesi saglikl kontrol grubuna oranla daha diguk bulundu ve sirasiyla bu fark istatiksel olarak
p=0,0008 ve p<0,0001 seklinde idi (Sekil 34).
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Sekil 34. LRBA ve CTLA-4 eksikligi hastalarinda CD25 protein ifadesinin degerlendiriimesi.
LM, LRBA mutant; CM, CTLA-4 mutant; SK, saglikli kontrol.

4.1.12 CD4+FOXP3+ Hafiza Treg Hiicrelerdeki FOXP3 Protein ifadesi LRBA Eksikligi ve
CTLA-4 Eksikligi Hastalarinda Anlamli Olarak Diisiik Saptandi.

On alti saatlik T hiicre aktivasyonundan sonra hafiza CD4+FOXP3+ Treg hlcrelerdeki FOXP3
protein ifadesi degerlendirildi. Uyaransiz ortamda hicre gruplari arasinda FOXP3 protein
ifadesi karsilastirildiginda gruplar arasinda anlamli bir fark bulunamadi. istatiksel olarak bu
degerler; saglkh kontrol grubu ve LRBA eksikligi hastalari arasinda p=0,4296, saglikli kontrol
grubu ve CTLA-4 eksikligi hastalari arasinda p>0.9999 ve LRBA eksikligi ve CTLA-4 eksikligi
hastalar arasinda ise p=0,5951 olarak bulundu. Uyarimin ardindan gruplar kendi iclerinde
uyaransiz ve uyaranli olarak karsilastirildiginda; hem saglikli kontroller hem de LRBA ve
CTLA-4 eksikligi hastalarinda uyarim ile FOXP3 protein ifadesi anlamh bir artis gdsterdi (SK:
p<0,0001, LM: p=0,0081 ve CM: p=0,0391). Uyarimla birlikte gruplar arasinda karsilastirma
yapildiginda, LRBA ve CTLA-4 eksikligi hastalarinda FOXP3 protein ifadesi saglikli kontrollere
oranla anlaml olarak dusuk bulundu ve bu fark istatiksel olarak sirasiyla p=0,0357 ve
p=0,0150 seklinde idi (Sekil 35).
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Sekil 35. LRBA ve CTLA-4 eksikligi hastalarinda FOXP3 protein ifadesinin degerlendiriimesi.
LM, LRBA mutant; CM, CTLA-4 mutant; SK, saglikli kontrol.

4.1.13 CD4+FOXP3+ Hafiza Treg Hiicrelerdeki CTLA-4 Protein ifadesi Bazal Seviyede En
Dusiik LRBA Eksikligi Hastalarinda Goruldi.

On alti saatlik T hiicre aktivasyonu ile CD4+FOXP3+ hafiza Treg hlcrelerdeki hucre ici CTLA-
4 protein ifadesi incelendi. Hem uyaransiz hem de uyaranli ortamdaki gruplarin CTLA-4 protein
ifadesi, i¢ kontrol olarak kullanilan her bir grubun kendi uyaransiz nTcon hucrelerindeki CTLA-
4 protein ifadesine boélindi ve elde edilen degerler karsilastirildi. Buna gére uyaransiz or-
tamdaki hicre gruplari arasinda CTLA-4 protein ifadesi degerlendirildiginde; saglikli kontrol
grubu ve LRBA eksikligi hastalari arasinda p<0,0001, saglikli kontrol grubu ve CTLA-4 eksikligi
hastalari arasinda p=0,0265 ve LRBA eksikligi ve CTLA-4 eksikligi hastalari arasinda ise
p=0,0313 olarak bulundu. Uyarimin ardindan gruplar kendi i¢clerinde uyaransiz ve uyaranli
olarak kargilastirildiginda; uyarimla birlikte saglikh kontroller ve LRBA ve CTLA-4 eksikligi has-
talarinin hepsinde CTLA-4 protein ifadesinde anlamli bir artis goérildiu (SK: p<0,0001, LM:
p=0,0010 ve CM: p=0,0039). Uyarimdan sonra gruplar arasinda CTLA-4 ifadesi
karsilastirildiinda, LRBA eksikligi hastalarinda CTLA-4 protein ifadesi saglikli kontrollere
kiyasla dusuk bulundu (p=0,0002), CTLA-4 eksikligi ve saglikli kontroller arasinda ise bu
dusuklik daha fazlaydi (p<0,0001). Ancak uyarimh ortamda LRBA ve CTLA-4 eksikligi

arasinda anlaml bir fark bulunmadi (Sekil 36).
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Sekil 36. LRBA ve CTLA-4 eksikligi hastalarinda CTLA-4 protein ifadesinin degerlendiriimesi.
LM, LRBA mutant; CM, CTLA-4 mutant; SK, saglikli kontrol.

4.1.14 T Hiicre Aktivasyonu ile CTLA-4 Protein ifadesindeki Artig LRBA Eksikligi Has-
talarinda CTLA-4 Eksikligine Gore Daha Yuksek Bulundu.

On alti saatlik T hicre aktivasyonu ile CD4+FOXP3+ hafiza Treg/uyaransiz nTcon CTLA-4
ifadesi kat artigi (fold change) incelendi. Buna gére uyarimin ardindan CTLA-4 protein ifadesi
degerlendirildiginde; en fazla artis saglkli kontrol grubundayd (ortalama 2.1 kat). LRBA eksi-
kliginde ortalama 2 kat, CTLA-4 eksikliginde ortalama 1.4 kat artis saptandi. Saglikli kontrol
grubu ile LRBA eksikligi arasinda fark yokken, Saglikh kontroller ile CTLA-4 eksikligi arasinda
anlaml fark saptandi (p=0,0013). LRBA eksikligi ve CTLA-4 eksikligi arasinda da anlamli fark
bulundu (p=0,0409) (Sekil 37).
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Sekil 37. Uyarimdan sonra LRBA ve CTLA-4 eksikligi hastalarinda CTLA-4 protein ifadesin-
deki artisin degerlendiriimesi. LM, LRBA mutant; CM, CTLA-4 mutant; SK, saglikli kontrol.
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Receiver operating characteristic (ROC) curve analizine goére, CTLA4 eksikligi olgularinda
uyarim ile CTLA4 ekspresyonu kat artisina gore hastaligi yakalama derecesi degerlendirildi.
Buna gore kestirim degeri 1.8 kat alti alindiginda, CTLA4 ekikligi olgularini LRBA eksikligi ol-
gularindan ayirt etme gucunin duyarhligi: %100, 6zgulligu: 58,3 oldugu bulundu. Dogrunun
altinda kalan alan %86,5 (Cl: 73,4-99,5) olarak belirlendi. Pozitif prediktif index: %53.3, negatif
prediktif index: %100 olarak hesaplandi (Sekil 38).
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Sekil 38. Receiver operating characteristic (ROC) curve analizi. Dogrunun altinda kalan alan,
duyarlilik ve 6zgillik degerleri gosterilmektedir. Degerlendirme LRBA ve CTLA4 eksikligi ol-

gulari arasinda yapildi.

Ote yandan, CTLA4 eksikligini saglikli kontrollerden ayirt etmek igin 2.1 kestirim degeri ROC
egrisine gore belirlendi. Buna gére CTLA4 kat artisi 2.1 alti olan olgular incelendiginde, CTLA4
eksikligini saglkl kontrollerden ayirt etme gucinun duyarhhdr: %100, 6zglllugu: 36,7 olarak
saptandi. Dogrunun altinda kalan alan %78,4 (Cl: 57,3-99,5) idi. Pozitif prediktif index: %40,
negatif prediktif index: %100 olarak hesaplandi.
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Sekil 39. Receiver operating characteristic (ROC) curve analizi. Dogrunun altinda kalan alan,
duyarlilik ve 6zgullik degerleri gosterilmektedir. Degerlendirme CTLA4 eksikligi ve saglikli ol-

gular arasinda yapildi.

4.1.15 Hedefe Yonelik ilag Olan Abatacept’in Hastalik Aktivitesini Kontrol Etmede
Basarilidir.

LRBA eksikligi olan olgularin uzun dénem takiplerini de projemiz sirasinda ileriye yonelik
olarak degerlendirildi. Buna gore tanisi konulan hastalar proje sirasinda hedeflenmis tedavi
olan abatacept “CTLA4-Ig fizyon protein” ile tedavi edildi ve tedavi etkinligi literatiirde ilk defa
ileri yonelik olarak 3 ayda bir degerlendirildi. Bu degerlendirme icin Turkiye'nin farkli
merkezindeki (12 farkli immunoloji merkezi) hastalarin érnekleri laboratuvarimiza génderildi.

Calisma tasarimi Sekil 40’de sunulmaktadir.
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Sekil 40. Calisma dizayni. IF: immiin fenotipleme, LRBA ve CTLA4 flow sitometri ile hiicre igi
boyama yapilarak degerlendirildi. TFH: Yardimci folikiller T hiicreler, CR: Complete remission,

PR: partial remission, NR: nonresponsive.

Klinik ve laboratuvar parametrelerindeki degisimler (bazal ve tedavi sonrasi) toplam 18
hastada duzenli olarak karsilastirildi. Ortanca ila¢ kullanim suresi 12,5 ay (aralik: 5 — 33) idi.
ilagla iligkili tam kontroliin en iyi lenfoproliferasyon (LP) ve kronik diarede saglanirken, bunu
immin disreglilasyon (ID); dzellikle otoimmiin sitopenilerin izledigi gorildi (Sekil 41A). immiin
disregulasyon icerisinden en iyi yanit hematolojik hastaliklarda oldugu saptandi (otoimmun
sitopeniler), diger ID’lerde ise (diyabet, alopesia, demiyelizan hastalik, intersitisyel akciger
hastaliklar) ilaca kismi veya hi¢ yanit vermedigi gorildu (Sekil 41B). Abatacept tedavisinin
haftalik veya iki hafta ara ile verilmesi, dért haftada bir tedavisine gére anlamli olarak daha iyi
hastalik kontroll saglamakta idi (Sekil 42A, B). Ayrica bir hafta ara ile verilen ila¢ tedavisinde
tam yanitliik orani iki haftalik tedaviye gére anlamli olarak daha yuksek idi (Sekil 42B).
Calisma boyunca abatacept ile iliskili ciddi yan etki gézlenmedi. Daha énceki galismamizda,
LRBA ve CTLA4 eksikligi olgularinda cTFH arttigi ve bu artisin CTLA4 molekulinin azhgi
nedeniyle oldugu ve in-vitro olarak CTLA4 verildiginde TFH sayilarinin azaldigi saptanmisti
(Alrogi FJ vd., 2018). Kisith sayidaki deneyimimizin dogrulugunu daha fazla sayida LRBA
eksikligi olgusunda test etme sansini bu projemizde elde edebildik. Buna gore, kandan dlgulen
cTFH’lerin sayisi hastalik aktivitesini gdéstermede basarili idi ve tedavi ile anlamli olarak
diustligu gozlendi (tedavi dncesi ve sonrasi diizenli 6lgim yapilan hasta sayisi: 10) (Sekil 43A,
B ve C). Ayrica bu olgularda aktivasyon belirteci olarak dl¢tilen PD1 ifadesinin tedavi ile birlikte
cTFH hicre popilasyonunda azaldigi belirlendi (Sekil 43D, E ve F). Abatacept tedavisi altinda
hastalarin naif CD4 ve CD8+ T hicre yuzdelerinin anlamli olarak arttigi géralda. Diger immin
parametrelerde bir degisiklik saptanmadi. Calismamiz TUBITAK destekli olarak Eylil 2019
tarihinde ‘Journal of Allergy and Clinical immunology-in practice’ dergisinde yayinlanmigtir

(etki faktori 7.6). Calismamiz kisa surede 20 adet atif almistir (Kiykim vd., 2019). Sonuglarimiz
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ayrica 18-21 Ekim 2019 tarihinde TUBITAK destedi belirtilerek Briksel'de gerceklestirilen
Avrupa immiin Yetmezlik Kongresinde Sézli Bildiri olarak sunulmustur. Calismamizin son
verileri 9-13 Kasim 2019 tarihinde Antalya’da gergeklesen Ulusal Allerji ve Immiinoloji
Kongresinde Sdzlu Bildiri olarak sunuldu. Benzer sekilde 20-22 Subat 2020’de gergeklestirilen
istanbul’da yapilan 7. Marmara Pediatri Kongresin’de SzIi bildiri olarak sunulmusg ve birincilik

odult almigtir.
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Sekil 41. LRBA eksikliginde abatacept tedavisine verilen yanit oranlari (CR: Complete

remission, PR: partial remission, NR: nonresponsive).
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Sekil 42. LRBA eksikliginde abatacept tedavisinin kullanim araligina gére semptomlarin

kontrol altina alinma suresi ve oranlari.
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Sekil 43. LRBA eksikliginde abatacept tedavisinin kullanimi ile folikiler T hucrelerinde ve PD1
protein ifadesinde olusan degisiklikler.

4.2 STAT1 GOF Hastalarina Ait Bulgular
4.2.1 STAT1 GOF Hastalarinin Teshisi, Demografik Ozellikleri ve Klinik Goriiniimleri

Calismaya Marmara Universitesi Pendik Egitim ve Arastirma Hastanesi Pediatrik Allerji ve im-
minoloji poliklinigine ve Turkiye'nin farkh illerindeki ilgili Cocuk Immiinoloji merkezlerine
basvuran ve Sanger sekanslama ydntemi ile mutasyonu dogrulanarak tanisi yeni konulmus
veya daha 6nceden tanisi konularak takip edilen STAT1 GOF hastalari dahil edilmistir (Sekil
44). STAT1 geninde fonksiyon kazanimi mutasyonuna sahip olan hastalar prospektif olarak

degerlendirilmistir. Calisma sirasinda hastalarin demografik, klinik ve immunolojik verileri top-
lanmistir.

Calismaya katilan tim hastalardan ve yas uyumlu herhangi bir kronik hastalik éykusi bulun-
mayan saglikli kontrollerden alinan periferik kan érnekleri; ayrintili immun fenotipleme, cTFH
hicre sayimi, hicre igi sitokin ve p-STAT1 boyamalarini iceren immunolojik degerlendirme icin

Marmara Universitesi Cocuk Alerji ve immiinoloji laboratuvarina ulagtiriimistir.
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Sekil 44. STAT1 GOF hastalarina ait mutasyonlarin protein domainleri tzerinde sematik
go6sterimi. NTD, N-terminal domain; CCD, Coiled-coil domain; DBD, DNA-binding domain; LD,

Linker domain; SH2, Src homology 2 domain; TA, Transactivation domain.

Tablo 3. STAT1 GOF hastalarina ait demografik veriler ve klinik gérinim.

HASTA SGM1 SGM2 SGM3 SGM4
Yag (yil) 10 14 14 16
Cinsiyet E E E E
Akrabalik Yok + Yok Yok
SBY (ay) 3 36 1 1
Tani yasi (ay) 84 144 144 49
Kronik mukokutanoz Oral, Oral, = Oral,
s . « - Oral Ozofageal,
kandidiyazis Ozofageal Ozofageal
Tirnak
Diger enfeksiyonlar Diare (Shigella) - Pnémoni -
. _ - Tiroid otoantikorlari
Otoimmiinite bulgusu Vitiligo - pozitif -
Hepatospleno-
Diger bulgular Erozif 6zofajit - Bi gl -
uyime gelisme
geriligi, duodenit
. i - Sol akciger Kandida 6zofajiti,
Komplikasyonlar Kandida 6zofajiti brongektazi Oral kandidiazis
Flukanazol, Iggzgigizzgll,
Aldig! tedaviler IVIG, Flukanazol IVIG, flukanazol . ’
g Triflukan
kolsisin .
Su an vorikanazol
c.856A>G, €.820C>G, R274G | ¢.1154C> T, T385M | c.820G>A, R274W
Mutasyon K286E . ! .
; heterozigot heterozigot heterozigot
heterozigot
Sagkalim Yasiyor Yasiyor Yasiyor Yasiyor

B, bilinmiyor; E, Erkek; SBY, semptom baglama yasi; SGM, STAT1 GOF mutant.
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Calismaya alinan hastalarin demografik &zellikleri ve ana klinik bulgulari Tablo 3'de
gosterilmistir. STAT1 GOF tanisi almig doért hastanin hepsi erkek idi (100%). Bu hastalarin yas
ortalamasi 13,50 £ 2,18 yildi. Semptom baslangi¢ yaslari 0,85 £ 1,24 yil iken, tani yaslar 8,77
+ 3,39 yil olarak goézlendi. STAT1 GOF hastalarindan sadece SGM2 kodlu hastada (25%)
akrabalik vardi. Bu hastalarin hepsinde kronik mukokutan6z kandidiyazis bulgusuna rastlandi.
En yaygin bulgu oral kandidiyazisti (100%). Ozofageal kandidiyazis ise (¢ hastada (75%)
g6zlendi. Sadece bir hastada (SGM4 - 25%) tirnaklarda kandidiyazis bulgusu vardi. SGM1
kodlu hastada diyare (Shigella), erozif 6zofajit ve otoimmunite bulgusu olarak vitiligo mevcuttu.
SGM3 kodlu ise diger hastalardan farkli olarak; pnémoni, tiroid otoantikorlarinda pozitiflik,
hepatosplenomegali, bluyume gelisme geriligi, duodenit ve sol akcigerinde brongektazi tespit

edildi. Toplam sagkalim ise 100% idi.

4.2.2 STAT1 GOF Hastalarinda Tedavi Oncesi TFH Yiizdesi Anlamli Olarak Yiiksek
Saptandi.

Tedavi 6ncesi tam kandan yluzey boyama protokoll ile degerlendirilen TFH ylzdesi saglikli

kontrollere gore anlamli olarak yiksek bulundu (p<0,0013) (Sekil 45).

*%
20
[ ]
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0 1 1
SGM SK

Sekil 45. STAT1 GOF hastalarinda tedavi 6ncesi folikiler hiicre oraninin saglikli kontrol grubu
ile karsilastirilmasi. SK, saglikli kontrol; SGM, STAT1 GOF mutant.
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4.2.3 STAT1 GOF Hastalarinda Hiicre igi IL-17 Yiizdesi Anlamli Olarak Yiiksek Bulundu.

Tedavi dncesi tam kandan 6zel tiiplerde boyama yapilarak, hafiza hiicrelerindeki IL-17 ve IFN-
y hicre yiizde (%) oranlari degerlendirildi. Buna gdre IL-17 yuzdesi saglikh kontrollere gore
anlamh olarak yuksek bulunurken (p<0,0040) (Sekil 46A), IFN-y hucre ylUzdesi ile saghkl
kontrol grubu arasinda anlamli bir fark bulunmadi (Sekil 46B). Hastalarda g6zlenen disuk IL-
17 dizeyleri STAT1 GOF igin yol gosterici olup, hastalik mekanizmasi ile iligkilidir. DUsuk IL-

17 dizeyleri mantar enfeksiyonlarina yatkinhigi agiklamaktadir.

A) B)
*% ns
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Sekil 46. A) STAT1 GOF hastalarinda tedavi 6ncesi IL-17 ve B) IFN-y yizdelerinin saglikli
kontrol grubu ile karsilastiriimasi. SK, saglikli kontrol: SGM, STAT1 GOF mutant.

4.2.4 STAT1 GOF Hastalarinda p-STAT1 Protein ifadesi

Total lenfositler igcerisinden secilen single hicrelerden CD3+CD4+T hicre populasyonu
secilerek bu hiicre grubu igerisindeki p-STAT1 protein ifadesi histogram olarak goérintilendi
ve farkli uyarim sdrelerindeki MFI degerleri hesaplanarak saglikli kontrol grubu ile
karsilastirma yapildi. Calismada goéruldigu tzere saglikh kontrollerde STAT1 fosforilasyonu
20. dakikada artarken 150. dakikalarda disme goérilmektedir. Hastalarda bu fosforilasyon

paterninin bozukdugu goruldi (Sekil 47).
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Sekil 47. Farkh IFN-B1a uyarim surelerindeki p-STAT1 hicre igi protein ifadelerinin
kargilastiriimasi.
SK, Saglikli kontrol grubu; SGM, STAT1-Gof mutant.

4.2.5 Hedefe Yénelik ilag Olan Ruxolitinib STAT1-GOF Hastalik Aktivitesini Kontrol Et-
mede Basarilidir.

Calismamiz sirasinda bir kiz olgumuza (SGMS5) tani konulduktan sonra direncli otoimmin
hemolitik anemi geligmigtir. Bu olguda T385M mutasyonu bulunmakta idi. Direngli candida en-
feksiyonu (oral, laryngeal) olan ve izleminde CMV enfeksiyonu, steroide yanitsiz otoimmin
hemolitik anemi gelistirdigi saptandi. Hemolitik anemi’yi kontrol altina almak igin 12 ay boyunca
ruxolitinib tedavisi verildi. Ruxolitinib tedavisi gerek klinik bulgularin kontrol altina alinmasinda
(mantar enfeksiyonu, hemolitik anemi) gerekse in-vitro anormal immun yanitin dizelmesinde
(uzamis p-STAT1 defosforilasyonun normallesmesi-Sekil 48, cTFH sayisinin normale doén-
mesi-Sekil 49) oldukga etkili oldugu saptandi. Klinik durumunda ruxolitinib ile dizelme
saglandiktan sonra olgumuza basaril bir sekilde kemik iligi nakli yapildi. Suanda nakil sonrasi

ikinci yilinda olup, donor kimerizm orani %100 olarak devem etmektedir.
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Sekil 48. Farkli zaman araliklarinda p-STAT1 in defosforilasyon egrisi. Ruxolitinib tedavisi ile

anlamli dizelme gosterilmektedir.

Hasta-Bazal SKA1 Hasta-Ruxo SK2

26.2% i 3.1%

7.6%

CXCR5 —8
AITU SO U S

PD-1 —40 0 —

Sekil 49. Ruxolitinib éncesi ve sonrsi cTFH oranlari. Ruxolitinib tedavisi ile anlamh dizelme

gosterilmektedir.

4.3 Calisma Sonuglarimiza Goére Gelistirilen Tani Algoritmasi

Calismamizda elde edilen sonuglara goére hastalarin tanisi igin yol gosterici olmasi agisindan

algoritma geligtiriimistir. Geligtirilen akan hicre 6lger temelli algoritmamiza gére hastalarin ge-

netik tanilari igin éncelikli genler segilebilir (Sekil 50).
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Sik tekrarlayan kronik solunum
yolu enfeksiyonlari ve/veya
hipogammaglobulinemi ve/veya
otoimmiin bulgusu,
lenfoproliferatif veya lenfoma
benzeri hastalik (etyolojisi
bilinmeyen veya CMV, EBV
sonrasl) gelistiren gocuk veya
erigkin hastalar

Direngen hafif veya agir mantar
enfeksiyonu ve otoimmiin
bulgulari (sitopeniler, tiroidit,
enteropati, hepatit, tip | diabetes
mellitus v.b.) olan gocuk veya
eriskin hastalar

Azalmis CD4+CD45RA orani
Artmig CD4+CD45RO orani
Artmis folikiiler hiicre orani
Azalmig Treg hicre yiizdesi
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veya
CTLA4
eksikligi
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Hafiza Treg CTLA4/uyarimsiz
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Sekil 50. LRBA ve CTLA4 eksikligi, STAT1 fonksiyon kazanimi hastalarinda klinik siphe du-

rumunda genetik tani i¢in yol gdsterici akan hiicre élger tabanli tani algoritmasi.




5. TARTISMA VE SONUG

Bu calismaya prospektif calisma 6rnegi olarak kliginimize ve Turkiye’nin farkli illerin-
deki ilgili merkezlere bagvuran ve takip edilen 29 LRBA eksikligi, 12 CTLA-4 eksikligi ve 5
STAT1 GOF hastasi dahil edildi. Hastalarin klinik ve immunolojik verileri degderlendirildi.
Calismamizin en 6zgln yénu nadir olan bu hastaliklarin hizli ve erken taninmasi i¢in gerekli
olan immunolojik testlerin uygulanabirliginin ve basarisinin ortaya konulmasidir. Bunun
yaninda, son yillarda hastaliklarin immunopatogenezinin bilinmesi ile birlikte hedefe ydnelik
ilag tedavilerin kullanimi gindeme gelmektedir. Calisamamizda kisisellestirilmis tedavilerin
kullanimi ile hastalik aktivitesinin basaril bir sekilde kontrol altina alindigi gérilmastir. Ozel-
likle bu tar tedavilerin diger klasik tedavilere gére daha etkili olduklari ve hastainin var olan
bulgularini daha iyi kontrol altina aldiklari calismamizda gosterilmistir. Bu yaklagim hem has-
talarin yasam kalitesini olumlu yonde etkilemekte, hem de prognozlarinin daha iyi olmasini

saglamaktadir.

Primer immun yetmezlikler nadir hastaliklar olarak degerlendirilse de akraba evliliginin
sik oldugu ulkemizde daha ylUksek oranda gorilmektedir. Turkiye’de sadece Ege ve Marmara
bélgelerini kapsayan bir ¢calismada primer immin yetmezlik gérilme sikhdr 30.5/100.000
olarak saptanmistir (Kilic ve ark., 2013). Bu nedenle hastaliklarin ciddi seyri distinildiginde
genetik taniyr dngorebilecek erken tani parametrelerinin olmasi klinikte hasta ve hekim adina
yarar saglayacaktir. Buna ydnelik olarak ¢alismamizda LRBA ve CTLA-4 eksikligi hastaliklari
icin cTFH ylzey boyamasi, sCD25 dizeyi 6lgimi, LRBA, CTLA-4 ve FOXP3 protein
ifadelerinin degerlendiriimesi ve STAT1 GOF hastalari igin ise cTFH ylzey boyamasi, hilicre
ici sitokin (IFN-y ve IL-17) tayini ve p-STAT1 protein ifadesinin dl¢iimesine yénelik laboratuvar

belirteclerini iceren bir tani algoritmasi olusturulmayi planladik.

Klinikte ilk degerlendirmede Gamez-Diaz ve arkadaslarinin (2016) yaptigi calismaya
benzer sekilde LRBA eksikliginde tekrarlayan solunum yolu enfeksiyonlari, immin disregula-
syon ve lenfoproliferasyon bulgularinin oldukga yiksek oldugu goézlendi (Sekil 20). CTLA-4
eksikligi hastalarinin klinigine bakildiginda, iki ayri calismada (Kuehn vd., 2014; Schubert vd.,
2014) oldugu gibi immun disregilasyon, tekrarlayan solunum yolu enfeksiyonlari ve lenfopro-
liferasyon bulgulari hakimdi ($ekil 21). Ortak fenotiplere sahip olan ve kétu seyirli bu iki has-
taligin bulgularindaki benzerliklerden dolay! birbirinden ayirt edilebilmesi ve erken teshisi

oldukc¢a 6nemlidir.
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Lopez-Herrera ve arkadaslarinin (2012) calismasinda oldugu gibi LRBA eksikliginin
tekrarlayan enfeksiyonlar ve otoimmiun belirtilerinin yani sira erken baslangi¢li hipogamag-
lobulinemiye yol actigr gosterilmistir. LRBA hastalarimizin immunoglobulin seviyelerine
bakildiginda Alkhairy ve arkadaslarinin (2016) ¢calismasina benzer sekilde 23 (82,1%) hasta
ile en fazla IgA seviyesi disuk bulundu. Yine ayni galismada sadece 3 hastada dusuk bulunan
IgM seviyesi LRBA hastalarimizin 14’inde (50,0%) dusuk bulundu. IgG seviyesi de 14
(50,0%) hastada dugsuktu.

Calismaya alinan LRBA ve CTLA-4 eksikligi hastalarinin lenfosit alt gruplarindaki
degisim incelendi. LRBA hastalarinin alt gruplarina bakildiginda hicre oranlari genellikle nor-
mal degerler arasindayken; Gamez-Diaz ve arkadaslarinin yaptidi ¢alismada oldugu gibi B
hiucre ve alt gruplarinda disuklik gézlendi. Calismamizda Alkhairy ve arkadaslarinin (2016)
calismasina benzer sekilde en dusik hiicre grubu sinif degisimi yapmamis (unclass switched)
B hucrelerdi (CD27+IgD+). Ayrica, sinif donlisimu yapmis (class switched) B hicrelerde de
(CD27+IgD-) dusuklik goézlenirken, Gamez-Diaz ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada en
disiik hiicre grubu aktive olmus B hiicrelerdi (CD27°*IgD"™"). Benzer sekilde Naive B hiicrel-
erde artis mevcuttu. Bizim ¢alismamizda ayrica naive T hlcre ve recent timik emigrants
hicrelerinde de dusiklikler saptandi. Charbonnier ve arkadaslarinin LRBA eksikligi hastalari
ve Schubert ve arkadaslarinin CTLA-4 eksikligi hastalari ile yaptiklari ¢alismalarda hastalarin
naive T hlicresinde azalma ve bellek T hicrelerinde artis gézleniyordu. Biz bu degisimi CTLA-
4 eksikligi hastalarimizda belirgin sekilde gézlemledik. Naive (CD4+CD45RA+) hiicrelerde
yuksek oranda dusuklik ve bellek T hiicrelerde (CD4+CD45R0O+) hiicrelerde artis mevcuttu.
Bunun yasla iligkili olabilecegi dusinildiu. CTLA-4 eksikligi olgulari, LRBA eksikligine gore
daha ileri yasa sahiptiler bu da immun fenotipin daha belirgin olmasina neden olmaktadir.
LRBA eksikliginde oldugu gibi CTLA4-4 eksikliginde de B lenfositlerde diisiklik vardi. Ozel-
likle sinif degisimi yapmamis (unclass switched) B hicrelerde (CD27+IgD+) ve sinif d6-
nisimi yapmis (class switched) B hicrelerde (CD27+IgD-) dusuklik goézlenirken,
otoimmmidinite ile iliskili olan aktive olmus B hiicrelerde (CD27"°"IgD"") artis mevcuttu (Kuehn
vd., 2014; Schubet vd., 2014).

Kohortumuza alinan LRBA ve CTLA-4 eksikligi hastalarinda daha dénceki yapilan
calismamiza (Alrogi vd., 2018) benzer sekilde, otoimmunite ile iligkili oldugu duigsinilen
dolagimdaki cTFH oraninin tedavi dncesi saglikh bireylere oranla hastalarda daha yuksek ol-
masi nedeniyle calisma boyunca hastaligin kontrolu igin biyobelirte¢ olarak kullandik. Hem
LRBA eksikligi hem de CTLA-4 eksiklidi hastalarinda abatacept tedavisi dncesi saglkli kontrol
grubuna kiyasla cTFH orani belirgin sekilde yuksek bulundu. Tedaviyle birlikte cTFH oraninin

duserek saglikli kontrollere yakin oldugu goéruldu. Bazi hastalarda tedavinin ilk aylarinda cTFH
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orani hala yuksek olsa da tedavinin ilerleyen aylarinda yapilan degerlendirmelerde dustugu

gorulda.

Bununla birlikte anormal regtlasyona bagli olarak TFH oranlari gibi sCD25 gibi en-
flamasyon belirtegi olan protein konsantasyonunda artis saptanmaktadir (Charbonnier vd.,
2015). Bu nedenle cTFH ile iligkili olan immin disregilasyon belirteglerinden sCD25
konsatrasyonu duzeyini bu hastaliklarin hizli tanisinda rol gosterici olabilir. Uzun dénem takip
ettigimiz tedavi altindaki hastalarimizdan topladigimiz plazma 6rneklerinde sCD25
konsatrasyonu dizeyini de inceledik. Buna goére yine Alroqi ve arkadaslarinin (2018) yaptigi
calisamada oldugu gibi LRBA eksikliginde abatacept tedavisi ©6ncesi sCD25
konsatrasyonunun cTFH orani gibi saglkli kontrollere kiyasla yuksek oldugu gordik. Tedavi
sonras! hastalar degerlendirildiginde bu konsantrasyonun dustigunu ve saglikhi kontrol
degerlerine yaklastigini goérdik. Bu anlamda cTFH ve sCD25 konsanstrasyonunun tedavi
boyunca degerlendiriimesi hastaligin siddeti ve hedeflenmis tedavinin etkinligini géstermede

basarili oldugu saptandi.

Hastalari hizl taniya ulastirabilecek diger immunolojik parametrenin de hticre igi LRBA
protein ifadelerinin dlgiimesi oldugunu éngérdik. Grubumuzun takip ettigi genetik mutasyonu
bilinen 22 LRBA eksikligi hastasi (Kiykim vd., 2019) ve 5 LRBA eksikligi olan hasta kohotu
(Ogiilur vd., 2019) calismalarinda LRBA eksikligi hastalarinda saglikl kontrollere gére LRBA
protein ifadesi degerlendirildiginde anlamli olarak dusuk oldugu gézlendi ve testin duyarhligini
arttirmak icin LRBA protein ifadesi i¢in kestirim degerleri belirlendi (Kiykim vd., 2019). Bundan
yola gikarak laboratuvarimizda hem LRBA hem de CTLA-4 eksikligi hastalarimizin LRBA pro-
tein ifadesini hassasligi ve dogrulugu yuksek olan hiicre ici LRBA protein testi ile deger-
lendirdik. Benzer sekilde LRBA eksikligi hastalarimizdaki LRBA protein ifadesinin saglikh
kontrollere kiyasla anlamli olarak disuk oldugunu bulduk. Bu sonu¢ Lo ve arkadaslarinin
(2015) yaptigi caismada LRBA hastalarinda LRBA protein ifadesinin saglikli kontrollere gére
disuk olmasi ile uyumludur. Diger yandan beklenen sekilde CTLA-4 eksikligi hastalarimizda
LRBA protein ifadesinin saglikli kontroller gibi yiksek ve normal oldugunu goézlemledik. LRBA
ve CTLA-4 eksikligi arasindaki bu farkin hizh tani icin édnemli bir ayirt edici 6zellik oldugu

soylenebilir.

Primer immuan yetmezliklerde otoimmuniteden sorumlu gorilen baglica mekanizmalar
arasinda; programli hicre 6lumunu etkileyen yolaklarda bozukluk, organizmanin hucrelerine
reaksiyon gosteren T hdcrelerinin santral ve ¢evresel baskilayici basamaklardan ka¢gmasi,
duzenleyici T hicrelerin anormal islev gostermesi, anormal B hicrelerin kemik iligi ya da gevre

dokularda yok edilememesi yer alir (Amaya vd., 2019; Saifi ve Wysocki, 2015; Bussone ve
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Mouthon, 2009). Otozomal ¢ekinik kalitim 6zelligi gosteren LRBA eksikligi ve otozomal domi-
nant CTLA-4 eksikligi hastalarinda Treg hlcreler ise merkezi rol oynar ve bu eksikliklerde Treg
hiicre sayisinda ve fonksiyonunda azalma gézlenmistir (Cunningham-Rundles, 2011; Amaya
vd., 2019; Schmidt vd., 2017). Bunun yaninda aktive olmus T hucrelerde CTLA-4 proteininde
disuklik gosterilmistir (Lo vd., 2015). Tum bu bilgilerden yola ¢ikarak diger bir asamada ge-
netik olarak tanisi dogrulanmis LRBA ve CTLA-4 mutasyonuna sahip olan hastalarda Treg
yuzdeleri ve CD25, FOXP3 ve CTLA-4 proteinlerin ifadelerinin dlgilmesine ve saglikh kontrol-
ler ile kargilagtirimasina yonelik gelistirdigimiz immuanolojik testin hizli tani i¢in yol gosterici
olabilecegdini distinduk. Tam kandan izole edilen PKMH’larin uyaransiz ve 16 saatlik uyaranli
ortamda hucre oranlarini ve hucre ici protein ifadelerini degerlendirdik. Treg yuzde oranlarinin
belirlenmesinde Treg hicre belirteglerini segtik ve bunun icin CD4+CD25+FOXP3+ ve
CD4+FOXP3+ hafiza hicrelerin yuzdelerini degerlendirdik. Hasta gruplarinin ve saglikh
kontrollerin hem uyaransiz hem de uyaranli ortamdaki kendi i¢lerindeki hicre artigini gore-
bilmek amaciyla kendi iclerinde, hem de sagikl kontroller ile hasta gruplari arasindaki farkli
anlayabilmek amaciyla birbirleriyle kiyasladik. CD25+FOXP3+ Treg hiicre ylzdelerine bak-
tigimizda uyaransiz ortamda her iki hastalik grubunda saglikli kontrole gore dusukluk
saptandi. Kisa sureli 16 saat uyarimin ardindan saglikli kontroller, LRBA eksikligi ve CTLA-4
eksikligi hastalarinin hepsinin Treg hlcre yuzdesinde kendi i¢lerinde artis gbzlendi. Ancak
LRBA eksikligi ve CTLA-4 eksikligi hastalarinda CD25+FOXP3+ Treg hiicre popllasyonuna
bakildiginda uyarimdan sonra saglikli kontrollere kiyasla yine de anlamh olarak dusuk
bulundu. Sonuglarimiz literatlirde saptanan disik Treg hiicre oranlariyla uyumlu olarak
saptandi (Charbonnier vd., 2015; Lo vd., 2015). Ancak ¢alismamizda Hou ve arkadaslarinin
gosterdigi gibi uyarimla beraber artan ve kontrole gére daha yuksek duzeye ulasan Treg hucre
oranlari gérilememigtir (Hou vd., 2017). LRBA ve CTLA-4 olgularinda bazal seviyede Treg
hicreleri saglikli kontrole gére dusik iken, uyarimla fazla oranda Treg artisi bozulmus olan
CTLA-4 sinyalizasyonu ile aciklanabilir. Buna goére CTLA-4 yeterince fonksiyon
gOsteremediginden, CD28 sinyalizasyonunda artis olusarak Treglerin asiri ¢ogalmasina

neden olabilir. Ancak bu konuda daha fazla galisma yapilmasi gerekmektedir.

Ayni sekilde uyarimdan sonra hem LRBA eksikliginde hem de CTLA-4 eksikliginde
CD4+FOXP3+ hafiza Treg hlicre ylzdesinin de saglikh kontrollere gére anlamli olarak dusuk
oldugu goézlendi. CD25+FOXP3+ Treg hicreler ve CD4+FOXP3+ hafiza Treg hiicrelerde en
disuk Treg hiicre yizdesi CTLA-4 eksikligi hastalarina aitti. LRBA eksikligi hastalarinin Treg
yuzdeleri uyarim ile saglikli kontrollere yaklassa da yine de anlamh olarak disik oldugu

gozlendi.
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Bir bagska asamada CD4+FOXP3+ hafiza Treg hilicrelerden CD25 ve FOXP3 protein
ifadelerinin MFI degerleri degerlendirildi. Uyaransiz kosulda sadece CD25 protein ifadesinde
saghkh kontrol grubu ile LRBA eksikligi arasinda anlaml bir fark varken, FOXP3 protein
ifadesine bakildiginda gruplar arasinda anlamli bir fark bulunamadi. On alti saatlik uyarimin
ardindan CD25 ve FOXP3 protein ifadelerinin MFI degeri en ¢ok saglkli kontrol grubunda
artis gosterdi. Uyarimla beraber LRBA eksikliginin CD25 ve FOXP3 protein ifadelerinde de
artis gozlense de saglikli kontrollere kiyasla anlaml olarak disuk bulundu. Charbonnier ve
arkadaslari tarafindan yapilan ¢alismada CD4+FOXP3+ T hiicre populasyonundan deger-
lendirilen CD25 ve FOXP3 protein ifadeleri calismamizdakine benzer sekilde kontrol grubuna
kiyasla anlamli olarak distk bulunmustur (Charbonnier vd., 2015). CTLA-4 eksikliginde ise
CD25 protein ifadesinde uyarimla birlikte artis gézlenmedi. FOXP3 ifadesinin MFI degeri ise
uyarimla birlikte daha ¢ok artis gosterip saglikli kontrollere yaklassada hem CD25 hem de
FOXP3 protein ifadesi saglikli kontrol grubuna kiyasla anlaml olarak dusik bulundu. Benzer
sekilde Kuehn ve arkadaslari tarafindan yapilan bir galismada CD4+FOXP3+ T hiicre popiila-
syonundan degerlendiriien CD25 ve FOXP3 protein ifadelerinin de CTLA-4 eksikligi has-
talarinda saglkli kontrol grubuna kiyasla anlamh olarak digik oldugu gozlenmigtir (Kuehn
vd., 2014). Ozet olarak her iki hastalik grubunda bilinen en garpici sonucun Treg hiicrelerinin

disuk FOXP3 ve CD25 ifade etmesidir ki bu bulgular ¢alismamizda gdsterildi.

Son asamada CD4+FOXP3+ hafiza Treg hicrelerden CTLA-4 protein ifadesi
incelendi. Hicrelerdeki protein ifadesini degerlendirebilmek amaciyla Hou ve arkadaslarinin
(2017) calismasina benzer sekilde CTLA-4’U oldukga az miktarda ifade eden uyaransiz
CD45RA+FOXP3- (nTcon) hicreler i¢ kontrol olarak kullanildi (Hou vd., 2017). Her bir
gruptaki protein ifadesinin MFI degeri kendi nTcon MFI dederine bdluinerek normallestirme
yapildi. Bunun sonucunda uyaransiz kosullarda CTLA-4 protein ifadesi saglikli kontrol grub-
una kiyasla en diusik LRBA eksikliginde bulundu. On alti saatlik T hiicre boncuk uyarimdan
sonra en ¢ok artig saglikli kontrol grubundaydi. Uyaransiz kosulda en dusuk olan LRBA eksi-
kligi hastalarinin MFI degeri uyarim ile artmig olsa da saglikh kontrollere kiyasla yine de an-
lamli olarak disiik bulundu. En az CTLA-4 eksikligi hastalarinin CTLA-4 protein ifadesine artis
gbzlendi. Bu nedenle saglikli kontrol grubuna gore degerlendirildiginde anlamli olarak daha
disuk bulundu. Benzer olarak Schubert ve arkadaslarinin CTLA-4 eksikligi olgularinda
CD3/CD28 uyarim boncugu ile 16 saatlik uyarim gergeklestirerek yaptigi bir ¢alisma sonu-
cunda CD4+FOXP3+ Treg hucrelerdeki CTLA-4 protein ifadesi uyarimin ardindan, saglhkli
kontrol grubuna kiyasla ¢calismamizdakine benzer sekilde disik bulunmustur (Schubert vd.,
2014).
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Calismamizda ayrica T hicre aktivasyon boncuklari ile 16 saatlik uyarimdan sonra
CD4+FOXP3+ hafiza Treg hucrelerdeki hiicre ici CTLA-4 protein ifadesindeki kat artisi
incelendi. Her bir grubun uyaranli ortamdaki CTLA-4 protein ifadesi dederi, ayni grubun uya-
ransiz ortamdaki CTLA-4 protein ifadesi degerine bélindu ve elde edilen oranlar karsilastirildi.
Buna goére CTLA-4 protein ifadesindeki en fazla artis saglikh kontrol grubundaydi. Saglikh
kontrol grubu ile LRBA eksikligi ve CTLA-4 eksikligi hastalari ayri ayri karsilastirlldiginda;
LRBA eksikligi hastalarindaki CTLA-4 protein ifadesindeki artis CTLA-4 eksikligine kiyasla
daha fazla bulundu. Calismamizin sonuglari Hou ve arkadaslarinin ¢alismasi ile deger-
lendirildiginde uyarimsiz ortamda sonuglarimiz benzerken, uyarim ile Hou ve arkadaslarinin
calismasindan farkli bulgular elde edilmistir. Hou ve arkadaslari LRBA eksikligi olan olgularda
CTLA-4 ifadesinin uyarim ile 20-30 kat arttigini ve saglikli kontrollere gére daha fazla CTLA-
4 ifade ettikleri gosterilmistir (Hou vd., 2017). Calismamizda ise benzer uyarim kosullari
kullaniimasina ragmen LRBA eksikliginde 2 katlik artig goruldd ve uyarim sonrasi saglikli
kontrollerden distk saptandi. Calismalar arasi farklilik, deneylerin yapildigi laboratuvar
sartlarinin farklihgina, kanlarin merkeze ulagsmasindaki durumuna, kullanilan saglikli kontrol-

lerin ve galisan arastirmacinin deneyimine bagl olarak degisebilmektedir.

Sonug olarak klinik bulgularindaki benzerligin yaninda hem LRBA eksikligi hem de
CTLA-4 eksikligi hastaliklarinda; cTFH ve sCD25 dlzeylerinde yukseklik, Treg yuzdelerinde,
CD25, FOXP3 ve CTLA-4 protein ifadelerinde ise saglikli kontrollere kiyasla disuklik sap-
tandi. Bu bilgiler klinikte gérilen otoimmuinite ve lenfoproliferasyonun nedenini agiklamakta-
dir. iki hastah@i karsilastirdigimizda, uyarimsiz kosullarda CTLA-4 diizeyinin LRBA eksikligi
hastalarinda daha fazla dusuk iken, uyarim ile birlikte LRBA eksikligi hastalarinda CTLA-4 kat
artisinin daha belirgin oldugu saptandi. immiin disregiilasyon ile seyreden LRBA ve CTLA-4
eksikligi olgularinda klinik verilerle birlikte akan hlcre 6lger bulgularinin birlikte degerlendiril-

mesi hem erken tani hem de hedefe yénelik gen dizileme igin yol gostericidir.

IFN-a,, IFN-B ve IFN-y reseptorlerinin uyarilmasi STAT1 fosforilasyonu saglar. Nukle-
usa gegmeden dnce homodimerize ve heterodimerize olan STAT1 birgok 6nemli sitokinin is-
levini yonlendirerek viruslere ve hicre ici bakterilere kargi dogal ve edinsel immun yaniti yon-
lendirir (Casanova vd., 2012; Sampaio vd., 2013). Otozomal dominant kalitim go&steren
STAT1 GOF hastalari kronik mukokutan6z kandidiyazis, artmis STAT1 fosforliasyonu ve/veya
bozulmus STAT1 defosforilasyonu ve azalmis IL-17 sitokini ile iligskilendirilmigtir (Baris vd.,
2016, van de Veerdonk vd., 2011). Calismamizda da benzer sekilde hastalarda gézlenen en
belirgin bulgu kronik mukokutanéz kandidiyazistir. Calismaya alinan hastalarda daha yaygin
olarak oral kandidiyazis gorulse de ikinci siklikla kandida 6zafajiti ve bir hastada ise tirnakta

kandidiyazis bulgusuna rastlandi. Tekrarlayan oral kandidiyazise; HIV ve glukokortikoidler
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veya antibiyotikler gibi ilaglarin uzun sureli kullanimi neden gdsterilsede, son zamanlarda ya-
pilan calismalarda nadir gen mutasyonlarinin da kandidiyazise neden oldugu gosterilmistir
(Yao vd., 2019). Vargas-Hernandez ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada buyime gelisme ge-
riligi diger kilinik bulgulardan daha az sayida (16 hastadan 3’Gnde) bulunmustur. Calisma-
mizda da sadece bir hastada buyume gelisme geriligi gézlenmistir. Yine ¢alismada oldugu

gibi hepatosplenomegali bulgusuna yalnizca bir hastada rastlanmigtir.

Bu hastalarda artmis STAT1 fosforilasyonuna veya defosforilasyonda gecikmelere bagli
olarak abartili IFN-y yaniti olustugu ve bunun sonucunda Th1 hdcrelerinde artis ve Th17
hicrelerinde azalma saptanmistir (Baris vd., 2016). Weinacht ve arkadaslari tarafindan yapi-
lan calismada da benzer sekilde artmis Th1 ve TFH duzeyi ve baskilanmis Th17 yaniti goz-
lendi. Calismamizda da benzer sekilde ylzey boyama protokoll ile degerlendirilien TFH

(CXCR5+PD1+) hicre orani saglikli kontrollere kiyasla anlaml olarak daha yiiksek bulundu.

Baris ve arkadaslari (2016) tarafindan daha énce STAT1 GOF mutasyonu hastalar ile
yapilan galismada saglikli kontrol gurubuna gore hastalarda IL-17 dlzeyi anlamli olarak dusuk,
IFN-y dizeyi ise anlamli olarak yuksek bulunmustur. Calismamizda ise beklenen sekilde IL-
17 duzeyi saglikli kontrol grubuna gore anlaml olarak dusuk iken, IFN-y yuzde orani yiksek
gorunsede anlamli bir fark bulunamamistir. CD3+CD4+ T hucrelerden farkl surelerdeki uya-
rimi degerlendirilen p-STAT1 protein ifadesi analizinde p-STAT1 protein ifadesi iki hastada
(SGM1 ve SGM3) 20. dakika uyarim ile artmis fosforilasyon bulunurken defosforilasyon paterni
normal olarak saptandi. SGM2 ve SGM4 kodlu hastalarda ise artmig fosforilasyon ve azalmis

defosforilasyon defekti géruldu.

Sonug olarak immun yetmezlikler ve otoimmin hastaliklar i¢ ice olabilmektedir. Yu-
karida tanimlanan yeni immun yetmezliklerde klinik bulgular benzer olmasina ragmen has-
taliktan sorumlu genler farkhdir. Klinikte sik karsilasilan bazi otoimmiin hastaliklarda, yeni
tanimlanmis immidn yetmezliklerin bir takim immun belirteglerden (TFH, LRBA, CTLA-4,
FOXP3, fosfo-STAT1 hicre ici boyama, Th1/Th17 hicre orani ve sCD25 diizeyi) olusan tani
algoritmasi sayesinde erken taninmasi mumkun olabilecegini dusunmekteyiz. Erken tani
sayesinde hedefe yodnelik tedavilerin (abatacept, ruxolitinib) baslanmasi, komplikasyon
gelismeden hastaligin kontrolinu saglayabilecek ve gereksiz diger ilaglarin kullanimini en-
gelleyebilecek ve hastalarin iyi bir sekilde kemik iligi nakli gibi nihai tedavilerin daha iyi bir
sekilde sunulmasini saglayabilecektir. Ayrica folikiler hicre ve sCD25 dizeylerinin takip
sirasinda izlenmesi hastaliklarin kontrol dizeyleri hakkinda bilgi verebilecektir. Calismamiz
sayesinde, genetik taninin her zaman mumkuin olamadigi Ulkemiz kosullarinda bir takim ta-

rama yontemleriyle bu hastaliklarin tanisinin erken koyulmasi ve komplikasyon gelismeden
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hedefe ydnelik tedavi seceneklerinin daha hizli baglanmasini saglayacagini diginmekteyiz.
Hastalar arasindaki fenotipik degiskenligin ve tedaviye verilen yanit farkhliginin neden

olustugu Gzerinde galismalarimiz devam etmektedir.
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