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ONSOZ

Primer immiin yetersizlikler glincel terminoloji ile immiin sistemin dogustan kusurlari altta yatan bozukluga bagli olarak
farkli sistemleri etkileyebilen, bircok farkh klinik tablo ile karsimiza gelebilen ve uygun sekilde tedavi edilmezler ise morbidite
ve mortalite ile sonuglanabilen nadir hastaliklardir. Bu hastaliklar genellikle 1000-5000 canli dogumda bir gérilmekle birlikte,
akraba evliliklerinin yaygin oldugu llkemizde daha sik rastlanmaktadir. Primer immin yetersizliklerin en yaygin klinik bulgusu
enfeksiyonlardir. Ancak, immun sistemin regilasyon kusurlari ve/veya hiperaktivitesi sonucunda otoimmiunite, otoenflamasyon,
allerji, lenfoproliferasyon, enteropati ve malignite gibi farkli klinik tablolar da ortaya gikabilmektedir. Bu belirtiler, hastaligin
baslangicinda veya takip siirecinde de gelisebilmektedir.

Erken bebeklik doneminde tani almazsa 6lim ile sonuclanabilen agir kombine immiin yetersizliklerin haricindeki diger
primer immn yetersizlikler her yasta gérulebilmektedir. Maruziyetler, cevresel ve epigenetik faktorler ve somatik mutasyonlar,
hastaligin baslangic yasini etkileyen unsurlardir. Ancak, primer immin yetersizlikler halad cogunlukla gcocukluk ¢agi hastaliklari
olarak diistintilmekte ve bu durum yeterli bilgi ve farkindahgin eksikligi nedeniyle tani gecikmesine neden olmakta ve morbidite
ve mortaliteyi artirmaktadir. Ayrica, yetersiz ve/veya uygun olmayan tedavilerin kullanimi ve tekrarlayan hastane basvurulari,
saglik sistemi Uzerinde ciddi bir maliyeti beraberinde getirmektedir. Tanidaki gecikme, yasam kalitesi dnemli 6lglide disiik olan
bu hastalarda is giicti ve okul devamliliginin kaybina neden olmakta, bu da dolayli maliyetleri artirmaktadir. Bu sebeple erken
tani, primer immin yetersizliklerde kritik bir 5neme sahiptir.

Sonyillarda molekdiler biyoloji, immiinoloji ve genetik alanlarindaki ilerlemeler sayesinde primer immiin yetersizlikler daha iyi
anlasilmis, yeni hastaliklar tanimlanmis ve bu hastaliklarin tedavisinde kullanilabilecek hedefe yonelik ya da replasman tedavileri
gibi mortalite ve morbiditeyi azaltabilecek tedavi segenekleri gelistirilmistir. Ayrica, yeni tani testlerinin kullanima girmesiyle, bu
hastaliklarin teshisi daha hizli ve dogru bir sekilde yapilabilmektedir. Taniya giden yolda en 6nemli asamalardan biri hastaligin
varligindan siphelenmektir. Tani stirecinde basamak yaklasimi izlenmeli, hastanin klinik belirtileri g6z 6niine alinarak adim adim
tanisal testler yapilmali ve tani dogrulanmalidir. Ancak, bu hastalar genis bir klinik yelpazeye sahip olduklarindan, birgok farkli
brans hekimine basvurabilmektedirler. Ornegin, tekrarlayan otit ya da siniizit ile kulak burun bogaz hekimine, pnémoni ile gdgis
hastaliklari ya da enfeksiyon hastaliklari uzmanina, otoimmiin belirtiler ile romatoloji basta olmak Uizere bir¢ok farkh dahiliye
ya da pediatri alt branslarina basvurmalari miimkiindir. Hastanin tiim klinik dzellikleri, fenotip kavrami ¢ergevesinde bir bitiin
olarak degerlendirilmezse, tani atlanabilir. Bu nedenle, multidisipliner yaklasim ve hekimler arasindaki is birligi, erken tani ve
uygun tedaviye yonlendirilme agisindan biiylik 6nem tagimaktadir.

Primerimmin yetersizliklerin tanisal siirecte en 6nemli adimlarindan biri hastaliktan siiphelenmektedir. Bu nedenle, hastaligi
disundiren klinik bulgularin iyi bilinmesi ve bunlarin dikkatle degerlendirilmesi gerekmektedir. Rehberimiz, klinik tablolardan
siphelenme asamasindan baslayarak gerekli tetkiklerin nasil belirlenecegi ve hangi adimlarin izlenecegi konusunda yol gosterici
olacaktir.

“Primer immiin yetersizlikler tarama ve tanida kullanilan laboratuvar testleri ulusal rehberi” bashkli kitabimiz, primer
immiin yetersizlikler diger tabiriyle immin sistemin dogustan kusurlarinda hekimlerimizin tani siirecine rehberlik etmeyi
amaglamaktadir. Bu rehberde, hangi klinik bulgular varliginda hangi hastaliktan stiphelenmemiz gerektigi, hangi tarama ve tani
testlerini nasil bir sira ile uygulamamiz gerektigi, bilimsel veriler 1s18inda, konunun ¢ok degerli uzmanlari tarafindan tiim yonleri
ile ele alinmistir. Ulusal Allerji ve Klinik imm{iinoloji Dernegi, Laboratuvar Arastirmalari Calisma Grubu tarafindan olusturulmustur.
Toplantilarimiz sirasinda, primer immiin yetersizliklerin tanisinda karsilasilan zorluklar ve bu alandaki eksiklikler tartisiimis ve
bu dogrultuda, boyle bir rehberin hekimlerimize 6nemli bir kaynak olacagina karar verilerek dernek yénetiminden bu konuda
destek istenmistir. Bu rehberin hazirlanmasinda emegi gecen c¢ok degerli yazarlarimiza, dernek yénetim kurulu Gyelerine,
dernegimizin degerli sekreteri Veli Sipahi’ye ve yayin sirecinde 6zverili ¢alismalariyla katki saglayan yayinevi galisanlarina
sonsuz tesekkirlerimizi sunariz.

Bu rehber niteligindeki kitabimizin, meslektaslarimiza yol gosterici ve faydali olmasini dileriz.
Saygilarimizla

Ginnur Deniz Semra Demir Dilsad Mungan
Editor Editor Yonetim Kurulu Baskani
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AEBPIY: Antikor eksikligi baskin primer immiin yetersizlikler
AGS: Aicardi-Goutieres sendromu

AH50: Alternatif yolak hemolitik aktivite

AHO: Akan hiicre élger

aHUS: Atipik hemolitik iremik sendrom

AIRE: Otoimmin dizenleyici

AKiY: Agir kombine immiin yetersizlik

ALPID: Otoimmiin lenfoproliferatif immiin yetersizlikler
ALPS-like: Otoimmiin lenfoproliferatif sendrom benzeri fenotipler
ALPS: Otoimmn lenfoproliferatif sendrom
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APECED: Otoimmuin poliendokrinopati, kandidiyaz, ektodermal
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BAFFR: B hiicre aktivasyon faktori reseptori

BCG: Bacillus Calmette-Guérin

BCR: B hiicre reseptori
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BTK: Bruton tirozin kinaz

C3G C3 glomerulopati

C3GN: C3 glomerilonefrit

CANDL: Lipodistrofilinin eslik ettigi kronik atipik nétrofilik dermatit
CD: Farklilagma kiimesi

CFSE: Karboksifloresein stiksinimidil ester

CH50: Kompleman yolagi hemolitik aktivite

CINCA: infantil nérolojik kiitandz artikiiler sendrom
CMV: Cytomegalo viriis

CNV: Kopya sayisi varyasyonlari

CRP: C-reaktif protein

CTL: Sitotoksik T lenfosit

CTLAA4: Sitotoksik T lenfosit antijeni 4

CVID: Yaygin degisken immiin yetersizlik

CYBA: Sitokrom B-245 alfa zinciri

CYBB: Sitokrom B-245 beta zinciri

CYBC: Sitokrom B-245 saperon zinciri

DADA2: Adenin deaminaz 2 eksikligi

DAF: Bozulmayi hizlandiran faktor

DHR: Dihidrorodamin

DIRA: interl6kin 1 reseptdrii antagonistnin eksikligi
DLCO: Karbon monoksit difflizyon kapasitesi

DM: Diyabetes mellitus

DMSO: Dimetilslfoksit

DNT: Cift negatif T

DOCK8: Dedicator of cytokinesis 8

EBV: Ebstein Barr Virls

EDTA: Etilen diamin tetraasetat

ELISA: Enzim isaretli immiinosorbent test

Eomes: Eomesodermin

ERT: Enzim replasman tedavisi

ESI: Elektrosprey iyonizasyonunu

ESID: Avrupa immiinoloji Dernekleri Birligi

FasL: Fas ligand

FCAS: Ailesel soguk otoenflamatuvar sendrom

FISH: Floresan in situ hibridizasyon

FMF: Ailevi akdeniz atesi

FOXP3: Forkhead Box P3

FSC: Onden sagilim

G-CSF: Granulosit koloni uyarici faktor

GAF: Gama aktif faktori

GM-CSF: Granulosit makrofaj koloni uyarici faktor
GOF: islev kazanim (gain of function)

GPI: Glikosilfosfatidilinositol

GRZB: Granzim B

G6PD: Glukoz 6 fosfat dehidrogenaz

GVHD: Greft versus host hastaligi

HAQ: Herediter anjiyoddem

HIES: Hiperimmiinoglobulin E sendromu

HIV: insan immiinyetersizlik viriisi

HKHN: Hematopoetik kok hiicre nakli

HLA: insan |&kosit antijeni

HLH: Hemofagositik lenfohistositozis

HOCL: Hipokloroz asit

HPV: insan papilloma viriisii

HSE: HSV ensefaliti

HSV: Herpes simpleks viris

iBD: Enflamatuvar bagirsak hastalig

ICF: Kromozom 1, 9 ve 16’da sentromer instabilitesi ve fasiyel
anomaliler ile iliskili immiin yetersizlik

IEI: immiin sistemin dogustan kusurlari

IFN: interferon

Ig: immiinoglobulin

IGRA: interferon-y salinim testi

IKBKB: Nikleer faktor kappa B kinaz sublinit beta inhibitor
IL: interl6kin

ILC: Dogal lenfoid hiicre

ILD: interstisyel akciger hastaligi

IPEX-like: IPEX benzeri fenotipler

IPEX: immiin disregiilasyon, poliendokrinopati, enteropati, X
baglantili hastalik

IRAK: interl6kin-1 reseptor iliskili kinaz

IRF: interferon diizenleyici faktdr

ISG: interferon ile uyariimis gen

ISSAID: Uluslararasi Sistemik Otoinflamatuvar Hastaliklar Dernegi
ITK: interl6kin-2 indiiklenebilir T-hiicre kinaz

iTP: immiin trombositopeni

IUGG: Intrauterin gelisme geriligi

1UIS: Uluslararasi immiinoloji Dernekler Birligi

iViG: intravendz immiinoglobulin replasman tedavisi
JAK: Janus iligkili kinaz

KBY: Kronik bobrek yetersizligi

KIR: Oldiriicii hiicre immiinglobulin benzeri reseptérii
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KiT: Kemik iligi transplantasyonu

KiY: Kombine immiin yetersizlik

KMK: Kronik mukokutanéz kandidiyazis

KREC: Kappa silen rekombinasyon eksizyon halkalari
LAD: Lokosit adezyon defekti

LAMP-1: Lizozom bagh membran proteini-1

LAT: Lenfosit aktivasyon testi

LC-MS: Sivi kromatografi - kiitle spektrometresi

LOF: islev kaybi (loss of function)

LPS: Lipopolisakkarit

LRBA: Lipopolysaccharide-responsive and beige-like anchor
LTi: Lenfoid doku tetikleyici

MAGT: Magnezyum transporter

MAK: Membran atak kompleks

MALDI-TOF: Matriks destekli lazer desorpsiyon iyonlastirmali -
ugus zamanl kiitle spektrometresi

MALDI: Matris destekli lazer desorpsiyon iyonizasyonunu
MAS: Makrofaj aktivasyon sendromu

MASP: MBL iligkili serin proteaz

MBL: Membrana bagl lektin

MCF: Monosit kemotaktik faktor

MDS: Miyelodisplastik sendrom

MFI: Ortalama (mean) floresan yogunlugu

MHC: Major histokompatibilite kompleksi

MPGN: Membranoproliferatif glomerilonefrit

MPO: Miyeloperoksidaz

NBS: Nijmegan kirllma sendromu

MS: Kitle spektrofotometrisi

MSMD: Mikobakteriyel hastaliklara mendelyen yatkinlik
MYD: Miyeloid farklilasma birincil yaniti

NADPH: Nikotinamid adenin dinikleotid fosfat

NBT: Nitrobluetetrazolium testi

NCF: Notrofil sitozol faktor

NCR: Dogal sitotoksisite reseptori

NEMO: Niikleer faktor kappa B essential modulator
NFkB: Niikleer faktor kappa B

NGS: Yeni nesil dizileme

NIH: Ulusal Saghk Enstitist (National Institutes of Health)
NK: Dogal 6ldirici (Natural Killer)

NKT: Dogal oldiiriica T

NLRP3: NLR ailesi pirin alani igeren 3

NMR: Nikleer manyetik rezonans

NOMID: Neonatal baslangigl multisistemik enflamatuvar hastalik
NTM: Tiiberkiloz digi mikobakter

OD: Otozomal dominant

OH: Otoenflamatuvar hastaliklar

OIHA: Otoimmiin hemolitik anemi

OMIM: insanda ¢evrimici mendelyen kalitm

OR: Otozomal resesif

PAGE: Poliakrilamid jel elektroforezi

PAP: Pulmoner alveoler proteinozis

PAPA: Piyojenik steril artrit, piyoderma gangrenozum, akne
PBMC: Periferik kan mononiikleer hiicreler

PBS: Fosfat tampon ¢ozeltisi

PCR: Polimeraz zincir reaksiyonu

PHA: Fitohemaglutinin

Pl: Propidyum iyodir

PI3K: Fosfatidil inositol 3 kinaz

PIDB: Primer immdin disregiilasyon bozukluklari

PIGA: Fosfatidil inositol glikan ankor

PiY: Primer immiin yetersizlik

PKE: Protein kaybettiren enteropati

PKL: Periferik kan lenfositler

PLAID: PLC2 iliskili antikor eksikligi ve imm{in disregililasyon
PMA: Forbol miristat asetat

PNH: Paroksizmal noktlrnal hemoglobiiniria

PNP: Piirin niikleosid fosforilaz

PPD: Piirifiye protein tiirevi

PPV: Pnémokok polisakkarit asisi

PRF: Perforin

PRP: Poliribosil ribitol fosfat

PRR: Patern taniyan reseptor

PRV: Parainfluenza viris

RA: Romatoid artrit

Rac2: Ras ile iliskili C3 botulinyum toksini substrat 2
RAG: Rekombinasyon aktive edici gen

RIA: Radyoimmun analizler

RORC: RAR ile iligkili orphan reseptor C

RSV: Respiratuvar sinsitsiyal virtis

RTE: Yeni timik go¢cmen

SAE: Spesifik antikor eksikligi

SAVI: STING iliskili vaskiilopati, infantil baslangigli
SLE: Sistemik lupus eritematozus

SMRT: Gergek zamanl tek molekil dizilemesi

SOD: Siiperoksit dismutaz

SPENCD: immiin disregiilasyonlu spondiloenkondroplazi
SPPL2a: Sinyal peptid peptidaz benzeri 2a

SSC: Yandan sagilim

STAT: Sinyal transdiser ve transkripsiyon aktivatori
STX: Sinaxtin

STXBP2: Sinaxtin baglayan protein 2

TBX21: T-box transkripsiyon faktora 21

TCM: Merkezi hafiza T hiicre

TCR: T hiicre reseptori

TEM Efektor hafiza T hiicre

TEMRA: Dokuya yerlesik hafiza T hiicreleri

TFA: Ters faz protein mikroarray

Th: Yardimci T hiicre

TLR: Toll benzeri reseptor

TNF: Tumor nekroz faktéra

TRAIL: Tumor nekroz faktor iliskili apoptozisi indiikleyen ligand
TRAPS: Timor nekroz faktor reseptord ile iliskili periyodik sendrom
TREC: T hiicre reseptdr eksizyon halkalar

Treg: Regllator T

TYK: Tirozin kinaz

UNC13D: Munc13-4

US: Uyarimsiz

USG: Ultrasonografi

VZV: Varisella zoster viris

WASP: Wiskott-Aldrich sendromu proteini

WES: Tim ekzom dizileme

WGS: Tim genom dizileme

WHIM: Sigil, hipogammaglobulinemi, enfeksiyonlar ve
miyelokateksi sendromu

WHO: Diinya Saglik Orgiitii

XIAP: X'e bagl apoptoz inhibitor proteini

XLA: X'e bagli agammaglobulinemi

ZAP: Zeta zinciri iliskili protein

ZNF341: Zinc finger protein 341
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Boliim 1

Immuin Sistemin Dogustan Kusurlari Guincel Siniflama
Tablolari

Ceviren Doc. Dr. Semra DEMIR

Tablo 1. Hiicresel ve hiimoral immiin sistemi etkileyen immiin yetersizlikler

1. T-B+ Agir Kombine immiin Yetersizlikler (AKiY)

Hastalik Genetik Kalitm OMIM T hiicreleri B hiicreleri  Immiinoglobulinler iliskili 6zellikler
kusur
vC eksikligi IL2RG XL 308380 Cok diistik Normal Dusuk NK distik
(Ortak gamma ya da yuksek
zincir eksiligi
AKiY, CD132
eksikligi)
JAK3 eksikligi JAK3 OR 600173 Cok dusuk Normal Dustik NK diisiik
ya da yiksek
IL7Ra eksikligi IL7R OR 146661 Cok dustik Normal Dusuk NK normal
va da yuksek
CD45 eksikligi PTPRC OR 151460 Cok diistik Normal Distik v/6 T hiicreleri normal
CD36 eksikligi CD3D OR 186790 Cok diistik Normal Distik NK normal,
v/6 T hiicresi yok
CD3¢ eksikligi CD3E OR 186830 Cok diistik Normal Distik NK normal,
v/8 T hiicresi yok
CD3C eksikligi CD3z OR 186780 Cok distik Normal Dusuk NK normal,
v/8 T huicresi yok
Coronin-1A CORO1A OR 605000 Cok diistik Normal Dislik Saptanabilir timus
eksikligi
LAT eksikligi LAT OR 602354 Dusuk ya da Dusuk ya da Yiksek Tipik AKIY ya da
normal normal adenopati, splenomegali,

tekrarlayan enfeksiyonlar
ve otoimmiinite ile
seyreden KiY
SLP76 eksikligi LCP2 OR 619374 Distik Normal IgM yiksek, IgA Erken baslangich deri
(1 hasta) dustik apseleri, dokuntu,
tekrarlayan enfeksiyonlar
ve otoimmiunite
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Boliim 2

Imman Sistemin Dogustan Kusurlari/Primer Immiin
Yetersizlikler: Siniflama, Genel Bakis ve Tarih¢e

Prof. Dr. Yildiz CAMCIOGLU

1. GiRiS

immiinoloji alaninda &nciiliik eden arastirmalar 19. yiizyi-
lin sonu ve 20. yizyilin basinda Avrupa’da baslamis, mik-
roorganizmalar, edinsel ve dogal immunite, aktif ve pasif
bagisiklama, primer immiin yetersizlikler (PiY), DNA ve
mendelyen kalitim hakkinda bilgilerimize 1sik tutmustur.
PiY ile ilgili bilgilere kronolojik olarak bakildiginda, son 70
yilda bas déndiirlict hizla gelistigi goriilmektedir (Tablo 1)
(1-9).

PiY alaninda yapilan genetik ve hiicresel diizeyde incele-
meler, immin sistem hastaliklarinin genetik eksikliklere
oldugu kadar immin sistem denetimindeki yetersizlikle-
re, immiin gézetim ve arinmadaki uygunsuzluklara bagl
olarak da gelisebilecegini gdstermistir. Bu baglamda im-
miin sistem hastaliklarinin kapsami genislemis ve bilinen
‘primer immiin yetersizlik' tanimi yetersiz kalmasi nede-
niyle 2017 yilindan itibaren ‘immiin sistemin dogustan
kusurlarr’ (IEI) teriminin kullaniimasi uygun gorilmustar
(Sekil 1) (9).

2. TANIM VE NITELIKLERI

immiin sistemde gorev yapan bir veya birden fazla hiic-
re, hiicre insan lokosit antijeni (HLA), reseptori veya li-
gandi, hiicre islevini saglayan enzim, sitokin veya uyari
ileten proteinlerin, kompleman yapitaslarinin dogustan
eksikligi, immin sistemin denetim yetersizligi, uygunsuz
gbzetim ve arinma bozukluklari, kemik iligi yetersizlikleri,
sitokin ya da reseptore karsi gelisen otoantikorlarin ne-
den oldugu hastaliklar ‘IEl" bashgi altinda toplanmaktadir.

IEl heterojen hastaliklar grubudur, gen mutasyonundaki
islev kazanim (GOF) veya islev kaybina (LOF) gore birey-
lerde farkli fenotipik belirtiler gérilebilmektedir (1, 2, 4).
IEl olan hastalarda enfeksiyonlar, atopi, otoimmiinite,
lenfoproliferasyon, otoenflamasyon ve malignite olasilig
saglikli bireylere gore daha yliksektir. Bu hastaliklar nadir
hastaliklar grubunda yer almakta olup toplumda 1/1000
- 1/5000 canli dogumda goriilmektedir, ancak akraba ev-
liligi sik olan topluluklarda goriilme sikligi artmaktadir. Sa-
dece gocukluk ¢aginda degil her yas doneminde hastalik
saptanabilmekte ve eslik eden hastaliklara bagh olarak
yasam siresi kisalabilmektedir. Genetik incelemelerdeki
gelismeler hastaliklarin genetik ve fenotipik olarak tanim-
lanmasina, destek tedavilerinin yani sira inhibitor mole-
killer, biyolojik ajanlar, gen tedavisi ve monoklonal anti-
korlar gibi yeni tedavi segeneklerinin kullaniimasina katki
saglamistir (10-13).

< Tmmin Sistemin Degngtan Knsurian >

hﬁl - ﬁ"i l wnmiin Uyt bl
ghzetim we annma

Sekil 1. immiin sistemin dogustan kusurlari kapsami (9)

AKiY: Agir kombine immiin yetersizlik, KiY: Kombine immiin
yetersizlik, IBD: Enflamatuvar bagirsak hastaligi, ILD: interstisyel
akciger hastalig
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Tablo 1. immiin sistemin dogustan kusurlari (IEl) alaninda gelismeler (1-10)

Glanzmann ve Riniker agir kombine immiin yetersizlik klinik bulgularini,

1952 Kostman agir konjenital ndtropeni’yi tanimladi.

1952 Bruton agammaglobulinemiyi ve immuinoglobulin tedavisini tanimladi.

1953 Agammaglobulinemiye eslik eden lenfatik doku atrofisi tanimlandi (Janeway, Apt & Gitlin, Hitzig).

1959 Fatal kronik granulomatoz hastalik (Bridges, Berendes & Good) tanimlandi.

1961 Hiper IgM sendromlari (Rosen, Kevy, Merler, Janeway & Gitlin) tanimlandi.

1963 X'e bagli genetik gegis tanimlandi.

1964 Gell & Coombs asiri duyarlik yanitlarini tanimladi.

1965 T ve B hicrelerinin tipik nitelikleri belirlendi (Cooper, Peterson/Good).

1966 Kompleman yapitaslari belirlendi (Klempereri Woodworth, Rosen & Austen).

1965-1968 Kombine immiin yetersizliklerde allogenik kemik iligi transplantasyonu uygulandi
(Gatti, Meuwissen, Allen, Hong & Good).
immiin yanitda T ve B hiicrelerinin islevleri ortaya cikarild.

1972 Onemli immiin yetersizlikler tanimlanmaya baslandi.

ADA ve PNP eksikligi tanimlandi (Giblett, Anderson, Cohen, Pollara & Meuwissen).

1970-1980 CD4 ve CD8T hiicrelerinin varlklari ve islevleri, yetersiz olduklarinda ortaya gikan hastaliklar belirlendi.

intravendz immiinoglobulin (IVIG) tedavisi Amerika Birlesik Devletlerinde ilk kez FDA onayi aldi ve hipogamaglobuline-

1981 mi ile seyreden immiin yetersizliklerin tedavisinde onerildi.

198 ADA eksikliginde enzim replasman tedavisi (ERT) uygulandi.

1997 DiGeorge Sendromunda ilk timis transplantasyonu yapildi.

2011 Primer immin yetersizlige neden olan 191 gen belirlendi.

2014 Teknolojik ‘tiim ekzom/genom dizileme’ (WES/WGS) yontemi gelistirildi ve paralel olarak primer immiin yetersizlige
neden olan 240 gen saptandi.

2014 Dogal katil hiicrelerin etkinlesmeleri ve islevlerinde IL-12 ve IL-15’in dnemi belirlendi.
Agir kombine immiin yetersizliklerde, yenidogan taramasi sayesinde ¢ok erken tani konulmasi saglanarak kemik iligi

2014 nakli (KiT) ile erken tedavi sansi dogdu.
Erken yasta, optimal hazirlama rejimi diizenlenerek yapilan KiT sonuglari ¢ok basarili oldu.

2015 Uluslararasi immiinoloji Dernekleri Birligi (IUIS), PIY Uzmanlar Komitesi tarafindan 300’den fazla PiY ve 34 yeni gen
eksikligi belirlendi (Picard C ve ark. 2015).

2016 EMA ADA eksikliginde gen tedavisini onayladi.

2017 PiY siniflamasi, 320 tek-gen bozuklugu, immiin sistemin dogustan kusurlari tanimi kabul oldu (Bousfiha A ve ark. 2018).

2019 IEI siniflamasi, 65 tek-gen bozuklugu, 430 rahatsizlik (Bousfiha A ve ark.2020) olarak glincellendi.

2022 immiin sistemin dogustan kusurlari siniflamasi 55 yeni tanimlanan monogenik rahatsizlik ve bir fenokopya, toplam 485

rahatsizlik olarak giincellendi (Tangye SG ve ark. 2022, Bousfiha A ve ark. 2022).

3. iMMUN SiSTEMiIN DOGUSTAN KUSURLARININ
SINIFLAMASI

Molekiler diizeydeki ¢alismalar, 1952 yilindan beri 485
genetik ve klinik olarak tanimlanan IEl (ya da primer im-
miin yetersizlikler) ortaya koymustur (1-5, 13, 14). Son
yillarda, immiin sistem hastaliklarina yol acan yeni gen-
lerin yani sira birgcok varyantlar da bildirilmesine ragmen,
imminoloji uzmanlarindan olusan komite sadece klinik ve

laboratuvar verileri ile kanitlanmis gen bozukluklarini si-
niflamaya koymaktadir. Bilimsel dergilerde yayinlanan ve
fenotipik veriler ile genotipi saptanan her olgu siniflama-
ya alinmamaktadir.

Siniflama iki yil arayla klinik ve laboratuvar veriler goz-
den gegirilerek, Uluslararasi immiinoloji Dernekler Birligi
(1UI1S), IEI uzmanhk komitesi tarafindan, giincellenmekte-
dir (14). Uzmanlik komitesinin amaci, IEI konusunda far-
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kindalik yaratmak, hastaligin tanisini hizlandirarak, hasta-
da uygun tedaviye baslanmasini saglamaktir. Bu nedenle
komite, yayinlanan siniflandirmaya ek olarak hekimlerin
yatak basinda hastalara tani ve tedavi yaklasimini kolay-
lastiran ‘Fenotipik Siniflama’ da yayinlamaktadir (15).

2022 yilinda yenilenen fenotipik siniflamaya gore, hasta-
liklar 10 baslik altinda toplanarak, 55 yeni tanimlanan mo-
nogenik rahatsizlik ve otoantikorlarin neden oldugu bir
fenokopya eklenmistir (Siniflama Tablosu: Bolim 1) (15).

immiin sistem rahatsizliklarina neden olan yeni genlerin
kesifleri, hekimlerin bu hastaliklarin molekdler, hiicresel
ve immiinopatogenezi hakkinda daha iyi imminolojik bil-
giye ulasmasini saglamis, hastaliklarin tani ve tedavi ola-
sthgmi artirmistir (5, 12). Monogenik imm{n sistemin do-
gustan kusurlari, 1980-2022 yillari arasinda sayisal olarak
hizli bir artis géstermistir (14).

Agir kombine immiin yetersizlikler (AKiY), ¢ocukluk ca-
ginin acil hastaliklari arasinda yer almaktadir. Firsatgi
enfeksiyonlar gelismeden 6nce erken tani, tedavi agisin-
dan biliyik énem tasimaktadir. Yasamin ilk 6 ayi icinde
semptomlar baslamaktadir. Gram (-) mikroorganizmalar,
asilama sonrasi dissemine BCG'itis, kandidiyazis, aspergil-
lus, P. jirovecii pnédmonisi, Cytomegalo viriis (CMV), Pa-
rainfluenza virlis, Adenovirus , RSV, dissemine varisella,
asl! iliskili paralitik polio ve Molluscum contagiosum sik
gorilen enfeksiyonlardir. Hastalarda genellikle diyare,
malabsorbsiyon yakinmalari s6z konusudur. Erken yasta
baslayan eritematdz makiilopapiiler dokintiler oldu-
gunda graft versus host hastaligi (GVHD) distntlmelidir.
Timus hipoplazik ya da aplazik olabilmekte, lenf diguimi
ve tonsiller saptanamamakta ve hepatoslenomegali ola-
bilmektedir.

Tipik laboratuvar bulgulari, lenfopeni (0-1 yas arasi <
3000/mm?3, bir yas Ustl < 1500/mm3), CD3* T hiicre sayisi
< %20 ve hipogammaglobulinemidir (IgG <150mg/dl). Ha-
yatin ilk 3-4 ayinda tani konuldugunda KiT basarisi %95’e
yukselmektedir (1-4, 7, 16).

Antikor eksiklikleri, IEl igcinde en sik gorilen gruptur. B
lenfosit gelisiminin farkl evrelerde durabildigi veya islev-
lerinin bozulabilmesi nedeniyle klinik belirtiler oldukga
degiskenlik gbstermektedir. Kanda B lenfosit sayisinin ¢ok
distk veya normal bulunmasi ve serumda imminoglobu-
linlerin dislik veya yetersiz antikor Uretimi tipik laboratu-
var bulgusudur. Anneden plasenta araciligi ile gecen IgG
ler hayatin altinci ayina kadar bebegi enfeksiyonlara karsi

kismen korumakta, bu nedenle klinik belirtiler genellikle
6 ayliktan sonra baslamaktadir. Ust ve alt solunum yolla-
ri ve gastrointestinal sistem enfeksiyonlari sik gérilmek-
te ve kronik sorunlara yol agmaktadirlar. Pnémokok, H.
influenza, S. aureus ve pseudomonas, sepsis, menenjit ve
septik artrite yol acan etkenlerdir. Kronik Giardia lamblia
enfeksiyonu goérilebilmekte, canh polio asisi (sabin) po-
liomyelite yol acabilmekte ve hastalarin ¢cogunda otoim-
mun/enflamatuvar hastalik gelisebilmektedir. Bu hasta-
larda tonsiller goriilemeyecek kadar kiiglk olabilir ve lenf
bezleri palpe edilemeyebilir (17, 18).
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Boliim 3

Immuin Sistemin Dogustan Kusurlari/Primer Immiin
Yetersizlik Hastalarinda Tanisal Yaklasim:
Hangi Durumda Hangi Test/Testleri Isteyelim?

Prof. Dr. Elif KARAKOG AYDINER

1. GiRi$

Cocukluk ¢aginda yasamin diger dénemlerine gore daha
stk enfeksiyon gecirmek ve hastalanmak dogaldir. Bu du-
rum ¢ocukluk ¢aginin fizyolojisinden kaynaklanmaktadir.
Yasla birlikte bagisiklik sisteminin gerek sayi gerekse islev
olarak gelismesiyle bu durumun ortadan kalkmasi bek-
lenmektedir. Sik hastalanan ¢ocuklarda yapilan deger-
lendirmeler sonucunda bu ¢ocuklarin yarisindan ¢ogunun
fizyolojik gelisimini stirdiiren saghkli ¢ocuklar oldugu, bir
kisminin ise kalabalik ortamlarda enfeksiyon maruziye-
ti, allerjik yatkinlik, ikinci el sigara iciciligi gibi nedenlerle
stk hastalandigi anlasilmaktadir. Benzer sekilde eriskinler
de yasamlari sirasinda sik ve/veya agir enfeksiyonlar ya
da hastaliklar gegirebilmekte ve bu nedenle sik hastane
basvurulari olabilmektedir. Ancak glinimizde bu durum
baska sistemlerdeki hastaliklara, kullanilan ilaglara veya
malignitelere bagli yani sekonder olabilirken bazi hasta-
larda primer olarak dogustan bagisiklik kusuru saptana-
bilmektedir. Ozellikle yineleyen enfeksiyonlar, olagan dis
veya agir enfeksiyonlar gegiren ya da enfeksiyon sonrasi
ciddi komplikasyonlar gelisen hastalar immiin yetersizlik
acisindan mutlaka incelenmelidir (1, 2).

2. NE ZAMAN iMMUN YETERSIZLiK DUSUNELIM?

Bagisikhk sisteminde gorevli herhangi bir elemanin ya da
hlcre grubunun sayisal ya da islevsel gecici ya da kalic
kusuru ile ortaya ¢ikan tablo immiin yetersizlik olarak ta-
nimlanmaktadir (1, 2). immiin yetersizlik kronik hastalik-
lar (diabetes mellitus-DM, kronik bobrek yetersizligi-KBY,
malniitrisyon), kanserler, kemoterapiler, biyolojik ajanlar,

steroid, prematrite, bazi enfeksiyonlar (HIV), ilaglar gibi
nedenlere bagh ortaya ¢ikiyorsa sekonder immiin yeter-
sizlik olarak isimlendiriimektedir (2). Ote yandan immiin
yetersizlik klinigi dogustan gelen nedenlerle olusuyorsa
primer olarak tanimlanmaktadir (1). Primer immin ye-
tersizlik (PIY) hastaliklar diger bir deyisle immiin sistemin
dogustan kusurlari (IEI) 450’den fazla farkli alt hastaliktan
olusmaktadir. Ortalama 1/200 ile 1/10.000 arasinda goru-
len alt tipleri olmakla beraber ¢cok daha nadir olan IEI de
vardir (2). Pek cok immin yetersizligin genetik kalitimla
aktarilmasi nedeniyle de akraba evliligi sik olan tlkemizde
diinyada rastlanandan ¢ok daha sik karsimiza ¢ikmakta-
dir. Cocuklarda klasik immiin yetersizlik uyarici bulgular
asagidaki 10 klinik soru ile taranmasi dnerilmektedir (1).

2.1. Gocuklarda Klasik immiin Yetersizlik Uyarici
Bulgulari

* Biryilda 8'den fazla tist solunum yolu enfeksiyonu var
mi?
¢ Biryilda 2’den fazla ciddi sinis enfeksiyonu var mi?

e ki aydan uzun siiren ve etkisiz antibiyotik kullanimi
var mi?

* Biryilda 2’den fazla pnémoni var mi?
e Blyume ve gelisme geriligi var mi?
* Yineleyen cilt, derin doku veya organ apseleri var mi?

* Bir yasindan sonra agizda veya deride siiregen mantar
enfeksiyonu var mi?

* Enfeksiyonu iyilestirmek icin damar ici antibiyotik kul-
lanimi gereksinimi var mi?
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* kiden fazla derin doku yerlesimli enfeksiyon var mi?

* Ailede primer immiin yetersizlik 6ykisi var mi?

iki veya daha fazla soruya evet cevabi aliniyorsa bir gocuk
klasik immn yetersizlik uyarici bulgusu var kabul edilerek
birinci basamak testler ile tetkik edilmelidir (1, 2). Bu tara-
ma envanteri sadece sik enfeksiyona yatkinlikla seyreden
immiun yetersizlikleri tanimakta 6zgiin oldugundan bazi
immun yetersizlikleri yakalamada ve eriskinlerde yetersiz
kalmaktadir. Dolayisi ile benzer bir envanter eriskinlerde

klasik immiin yetersizlik uyarici bulgulari adi altinda klinik
tarama icin gelistirilmistir (1).

2.2. Eriskinde immiin Yetersizlik Uyarici Bulgular

e 22/yil otit

e 22/yil sintizit (allerji yoklugunda)

* 1yida 1'den fazla pnédmoni

* Kilo kaybina neden olan kronik ishal

e Tekrarlayan viral enfeksiyonlar (sigil, herpes, kondi-
lom)

* Tekrarlayan parenteral antibiyotik kullanimi ile iyile-
sen enfeksiyonlar

* Tekrarlayan derin cilt ya da organ apseleri

* Persistan cilt ya da agiz icinde mantar enfeksiyonu

* Tiberkiloz disi mikobaterial enfeksiyonlar

¢ Ailede primer immiin yetersizlikli birey

Eriskin ve cocuklarda enfeksiyon disi ancak immiin ye-
tersizlik diisiindliren bazi klinik tablolarin varliginda altta
yatan bir immuin yetersizlik mutlaka akilda tutulmalidir.

Bunlar klasik olmayan immiun yetersizlik uyarici bulgulari
olarak tanimlanmali ve taranmalidir (1, 2).

2.3. Klasik Olmayan immiin Yetersizlik Uyarici Bulgulari

* Coklu otoimminite

* Agir egzema

* Neonatal eritrodermi

* Lenfoproliferasyon

* Hemofagositoz

* Granulomlar

* Erken baslangigli kolit/enflamatuvar bagirsak hastaligi
* Agir coklu allerjiler

* Otoenflamasyon

* Persistan viral enfeksiyonlar
¢ Canliasilama sonrasi sistemik enfeksiyon

* Ebstein-Barr virts (EBV) iliskili malinite, lenfoprolife-
rasyon, hemofagositoz

¢ Kemik iligi nakli olmaksizin graft versus host hastalig

* Ailevi mikobakteri enfeksiyonlarina yatkinhk

3. HANGi HASTADA HANGi iMMUN YETERSIZLiK
OLABILIR?

Hangi hastada immiin yetersizlik dislinelim ya da has-
tada hangi immin yetersizligi distnelim ve tetkik yapa-
lim sorusunun cevabi detayh 6yki, tepeden tirnaga fizik
muayene, soy agaci ¢izimi ve birinci basamak laboratuvar
testleri sonrasinda olusturulacak olan problem listesi ile
ortaya konulabilmektedir. Asagidaki tabloda immiin sis-
temin elemanlarinin sayisal ve/veya islevsel yetersizlikleri
hélinde ortaya ¢ikan bulgular ve ortak 6zellikleri 6zetlen-
mektedir (Tablo 1).

4. iMMUN YETERSIZLIKLERIN GUNCEL
SINIFLANDIRMASI

GiUnimuzde primer immin yetersizlikler 485 farkh hasta-
liktan olusmaktadir ve immiin sistemin dogustan kusurlari
olarak adlandirarak genetik tanilara yonelik yapilan sinif-
landirmalar 6n plana ¢ikmaktadir (3). Ancak gerek mono-
genik immin yetersizliklere ek olarak 6nemli sayida mo-
nogenik olmayan ve glinliik pratikte sikga karsilagilan bazi
antikor eksikliklerinin de varligi gozetildiginde klinik olarak
asagidaki sekilde ana kategorilere ayrilmaktadir (4). Bun-
lara ek olarak Avrupa immiinoloji Dernekleri Birligi (ESID)
sik rastlanan immun yetersizlik hastaliklarina yénelik kli-
nik tani kriterleri belirleyerek genetik testlerin gerekli ya
da mimkiin olmadigi kosullar igin yol gosterici kilavuzlar
yayinlamakta ve bunlari belirli araliklarla glincellemekte-
dir (5). Sonug olarak, glinimizde 10 ana kategoride kli-
nik ve genetik agidan primer immiin yetersizlikler ya da
immin sistemin dogustan kusurlari siniflandirilmakta ve
basamakli olarak tetkikleri planlamaktadir (3, 4) (Tablo 2).

5. LABORATUVAR TESTLERi VE SECiMI

immin yetersizlik siiphesi olan hastada laboratuvar test-
leri basamakh olarak, 6n planda distinilen alt kategoriye
6zglin ve uzmanlik alanina uygun olarak planlanmalidir.
Degerlendirmeler ise mutlaka yasa gore saglikh kontrol-
lerden elde edilmis referans veri ile karsilastirmali olarak
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Tablo 1. Ana kategorilerde yer alan immiin sistem yetersizliklerinin klinik 6zellikleri

Antikor eksiklikleri

Hiicresel immiin yetersizlikler

Fagositer yetersizlikler  Kompleman eksiklikleri

6 aydan sonra baslayan
tekrarlayan sinopulmoner
enfeksiyonlar, ishaller

Klinik ozellikler

ilk 6 ayda persistan agir
enfeksiyonlar, blyime
gelisme geriligi

Tekrarlayan menenjit
ya da otoimmunite,
vaskiilit, protein
kaybettiren enteropati

Tekrarlayan apse, sepsis,
granilomlar, gingivit

Virisler Enterovirlsler Ttm virtsler - -
(EBV, CMV)
Streptokokus pneumonia, ) .
L / . L lokok 5
Hemafilus inluenzaf, Morak- Soldakilere ek olarak, Listeria _.Staﬁ oRokuUS aerlfls P
. . .. ) Psédomonas aeruginosa, C5-9 eksikliklerinde
Bakteriler sella kataralis, Psodomonas  monositogenes, Salmonella

aeruginosa, Neisseria menen-
jitis, Mikoplazma pneumonia

Non-tliberkiiloz
mikobakteriler (BCG dahil)

Mikobakteriler -

Mantarlar -

Protozoa Giardia lamblia

tifi, enterik bakteriler

Kandida, Aspergillus,
Histoplazma

Salmonella tifi, Neisseria menenijitis

Nocardia astroides

Non-tliberkiiloz
mikobakteriler (BCG dahil)

Kandida, Aspergillus -

Pnomosistis jiroveci,

Criptosporidyum parvum

EBV: Ebstein Barr virlsii, CMV: Cytomegalo viriis, BCG: Bacillus Calmette-Guérin

Tablo 2. Primer immiin yetersizliklerde ana klinik fenotipik
kategoriler

Fenotip Kategori
No
1 Hiicresel ve hiimoral immiuniteyi etkileyen immiin
yetersizlikler

2 Sendromik 6zellikleri olan veya iliskili kombine
immun yetersizlik

Antikor eksikligi baskin primer immiin yetersizlikler
immiin disregiilasyon hastaliklari

Fagositlerin sayl ya da fonksiyonlarindaki konjenital
kusurlar

Dogal immuinite kusurlari
Otoinflamatuvar yetersizlikleri

Kompleman eksiklikleri

© 00 N O

Kemik iligi yetmezlikleri

10 immiin sistemin dogustan kusurlarinin fenokopileri

her bir hasta icin tek tek yapilmalidir. Burada detaylandiri-
lan algoritma ve oneriler icin Baris ve ark tarafindan yakin
zamanda yayinlanan derleme esas alinmistir (2).

immiin yetersizlik siiphesi olan hastalarda en sik olasi se-
bep antikor eksiklikleri oldugundan birinci basamak de-
gerlendirmede oykd, fizik muayene, tam kan sayimi ve

Kutu 1: Birinci basamak laboratuvar testleri ve genel yaklasim

Olagan etkenlerle tekrarlayan, sik ve/veya agir enfeksiyonlar

Cocuk hastalar igin Erigkin hastalar i¢in

Oykiide klasik ya da klasik
olmayan uyarici bulgularin
varliginda ve/veya
Tablo 1’deki etkenlerle
enfeksiyonlarin varliginda

Oykiide klasik ya da klasik
olmayan uyarici bulgularin
varliginda ve/veya
Tablo 1’deki etkenlerle
enfeksiyonlarin varliginda

Fizik muayenede tonsil
yoklugu, isitme kaybi, tim-
pan membran perforas-
yonu, dismorfik bulgular,
akcigerde dinleme bulgu-
lari, lenfoproliferasyon,
buytume geriligi, comak
parmak varsa

Fizik muayenede tonsil yoklugu,
isitme kaybi, timpan membran
perforasyonu, dismorfik bulgu-
lar, akcigerde dinleme bulgulari,
lenfoproliferasyon, bliyiime
geriligi, comak parmak, albinizm
ve glimUs rengi sag, gobek kor-
donunun geg diismesi varsa

Laboratuvar testleri
Tam kan sayimi ve periferik yayma
IgG, IgA, IgM ve IgE (yasa uygun referanslara gore) (6)

imminoglobulinlerin (1gG, IgA, 1gM, IgE) sayisal 6l¢limleri
yer almaktadir.

Tam kan sayimi ve periferik yayma giinliik pratikte pediat-
ride sik kullanilan ancak immiin yetersizlik tanisindaki 6ne-
mi acisindan vurgulanmasi gereken bir testtir. Lenfopeni
ve notropeni tanisinda altin standart olmasi ve dogrudan
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taniya yonlendirmesi acisindan ¢ok degerlidir. Yagamin ilk
1 yilinda mutlak lenfosit sayisinin 3000/mm?3 altinda olmasi
lenfopeni olarak tanimlanmaktadir ve yukaridaki tabloda
belirtilen klinik bulgularin varliginda aksi ispat edilene ka-
dar hasta agir kombine immiin yetersizlik olarak kabul edi-
lip acilen pediatrik immiinoloji ve allerji klinigine konsulte
edilmelidir. Bir yas Uzeri hastalarda mutlak lenfosit sayi-
sinin 1500/mm? altinda olmasi kombine/hilicresel immiin
yetersizlikler agisindan uyarict olmaldir. Mutlak nétrofil
sayisinin yasam boyu 1500/mm?3 altinda olmasi konjenital
notropeniler, 500/mm? altinda olmasi ise agir konjenital
notropeni agisindan uyaricidir (2).

Antikor eksiklikleri tim imm{in yetersizliklerin %60 kada-
rint olusturmaktadir. Antikor kusurlarina bagh farkli im-
miin yetersizliklerde antikor izotiplerinin izole ya da bir-
likte eksiklikleri saptanabilecegi gibi bazi izotipler normal
hatta normalden yliksek saptanabilecegi, normal antikor
seviyelerinde fonksiyonel antikor kusurlarinin olabilecegi
unutulmamalhdir. Yasamin ilk 6 ayinda olgiilen 1gG de-
gerleri anneden plansental yolla gegen 1gG oldugundan
normal saptanmasi immiin yetersizlikleri dislamamakta-
dir. Plasental 1gG gegcisi antenatal 32. haftada gercekles-
tiginden prematiritenin kendisi bir hipogamaglobuline-

mi nedeni olarak karsimiza ¢ikabilmektedir. Ayica IgG alt
gruplarinin fizyolojik gelisimleri nedeniyle 3 yastan 6nce
degerlendirilmesi yanhs yonlendirebileceginden uygun
degildir. immiin yetersizlik siiphesi olan hastada immii-
noglobulinler degerlendirilirken serum IgE seviyesi mut-
laka dahil edilmelidir. ilaglar, enfeksiyonlar, renal ya da
gastrointestinal sistemin protein kagaklari da sekonder
hipogamaglobulinemiye neden oldugundan bu durumlar
degerlendirme 6ncesi dislanmalidir. Yasa gére immiinog-
lobulinlerin alt ve Ust sinirlarina erismek i¢in yakin zaman-
da llkemizde yapilan bir ¢alismadan elde edilen veriler
referans olarak kullanilmaktadir (6).

Primer immin yetersizlik tanisinda kullanilan ikinci basa-
mak testlere lenfosit alt grup analizi dahildir. Lenfosit alt
grup analizinde 6ncelikle T, B ve NK hiicreleri, CD4 (yar-
dimci) ve CD8 (sitotoksik) T hiicre oranlari ve ayni giin
yapilan tam kan sayimi esliginde bu hiicrelerin mutlak
sayilari hesaplanmaktadir. Bu test 6zellikle agir kombine
immn yetersizlik tanisini kesinlestirmek ve immiin feno-
tipi belirlemek i¢in ayni glinde sonuglandirilmaktadir. Bu
analizlerin yorumlari klinik bulgular ve yasa gore alt ve Ust
sinirlarin elde edildigi referans veriler esliginde yapiimak-
tadir (7).

Kutu 2: ikinci basamak laboratuvar testleri ve uzman hekimler igin yaklagim

Birinci basamaktaki yaklasima ek olarak

Cocuk hastalar igin

Erigkin hastalar icin

Tekrarlayan derin cilt ya da organ apseleri
(karaciger, akciger vb) ve/veya

>2 derin enfeksiyon (menenjit, septisemi vb) ve/veya Pnomosistis

jiroveci, yaygin CMV, kronik EBV enfeksiyonu varliginda diger
atopik ya da fonksiyonel hastaliklari diglayarak

Tekrarlayan derin cilt ya da organ abseleri
(karaciger, akciger vb) ve/veya
>2 derin enfeksiyon (menenijit, septisemi vb) ve/veya
Pnomosistis jiroveci, yaygin CMV, kronik EBV enfeksiyonu
varliginda diger atopik ya da fonksiyonel hastaliklari dislayarak

Laboratuvar testleri
Tam kan sayimi ve periferik yayma
1gG, IgA, 1gM, ve IgE (yasa uygun referanslara gore) (6)
Lenfosit alt grup analizi ile T, B, NK hiicrelerin degerlendirilmesi: CD3, CD4, CD8, CD19, CD16-56 pozitif lenfositler
(yasa uygun referanslara gore) (7)
Izohemagglutininler (A ve B kan grubu antijenlerine karsi IgM antikoru)
Solunum ve gastrointestinal viral paneller (PCR veya Antijen testleri)
HIV testi
Mikrobiyolojik testler (bakteriyal, mantar ve mikobakteriyel)
Enfeksiyon bolgesine radyolojik goriintiileme
Enfeksiyon bélgesinden drnek alinmasi
Ter testi (kistik fibrozu diglamak igin)

Asilara karsi 6zgilin antikor yanitlari (hepatit B, difteri, tetanos,
Haemophilus influenzae B)
Sacin mikroskopik yapi ve pigment incelemesi

Nazal mukozal biyopsi (immotile silya sendromunu dislamak igin)

Asilara karsi 6zgilin antikor yanitlari (hepatit B, difteri, tetanos,
Haemophilus influenzae B, meningokok, pnémokok)

CMV: Cytomegalo viriis, EBV: Ebstein-Barr viriis, PCR: Polimeraz zincir reaksiyonu, HIV: insan immiin yetersizlik viriisi
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Tablo 3. Antikor eksikliklerinde laboratuvar testlerinin yorumlanmasi ve ayirici tanisi

1gG IgA  1gM 1gG , Agsiyaniti B hiicre Olasi tani
N N N N N N Normal
N N/D N N D N Spesifik antikor eksikligi
N N N >1D D N IgG alt grup eksikligi
N Yok N N N/D N Selektif IgA eksikligi
N Yok N >1D D N Selektif IgA eksikligi ve IgG alt grup eksikligi
D N N N N Siniflandirilamayan ya da sit cocuklugunun gegici hipogamaglobulinemisi
D N/D N/D N N/D Siniflandirilamayan ya da siit cocuklugunun gegici hipogamaglobulinemisi
D D N/Y D N Hiper IgM sendromu
D D N/D D N/D Yaygin degisken immn yetersizlik
Yok Yok Yok Yok Yok Yok Agamaglobulinemi

N: Normal, D: Dstik, Y: Yiksek

Antikor eksikliklerine yonelik ise 2. basamakta sayisal
immiuinoglobulin degerlendirilmesine ek olarak 6zgin
antikor Uretimi, B lenfositler ve gerekli durumlarda sinif
donisimi yapmis hafiza B hicreler (CD19*CD27*IgD B
hicreler) kontrol edilmektedir. Bu veriler 1siginda sik rast-
lanan antikor eksikliklerine yaklasimda ekteki tablonun
kullaniimasi 6nerilmektedir (Tablo 3).

ileri degerlendirme ya da 3. basamak testler klinik imm-
noloji ve allerji uzmani tarafindan yukarida belirtilen 10
fenotipten, hasta ile en uyumlu olana 6ncelik verilerek
yapilmalidir. Bu ileri analizlere B hiicre alt gruplari (naif
ve sinif donldsimi yapmis hafiza B hiicreler, transisyonel
B hticreler) CD4 ve CD8 hicre alt gruplar (naif ve hafiza
hiicreler) HLA-DR ekspresyonu, yeni timik gégmen (RTE)
T hicreleri, hiicre igi/ylzeyi sitokin/protein boyama, ok-
sidatif patlama, apopitoz testi, nitrobluetetrazolium testi
(NBT), CH50 ve AH50 testi, lenfosit proliferasyon testi, T
hilcre reseptor eksizyon halkalari (TREC) analizi, mutas-
yon analizi (sanger, egzom ya da genom dizileme) vb or-
nek olarak verilebilir.

6. IMMUN YETERSIZLIKLERDE TANISAL YAKLASIM
OZETI

¢ Hastada sik tekrarlayan enfeksiyonlara sebep olabile-
cek durumlar dislanarak primer veya sekonder immiin
yetersizlikler agisindan degerlendirme yapilmalidir.

¢ Sekonder immiin yetersizlik yapan nedenler degerlen-
dirilmeli ve 6ncelikle tabloya neden olan asil hastalik
uygun sekilde yénetilmelidir. On planda primer im-
miin yetersizlik diisiintliiyorsa algoritmalar esas alina-
rak ayirici tani yapilmalidir (Sekil 1).

Primer immiin yetersizlikler kalitsal olanlarla birlikte
485 farkh hastaliktan olusmaktadir. En sik rastlanan
immun yetersizlikler antikor eksiklikleridir.

Monogenik dogustan bagisiklik kusurlari nadir hasta-
liklardandir ancak lilkemizdeki akraba evliligi orani ne-
deniyle daha sik gortlmektedir.

Primer immin yetersizlik uyarici bulgulari klasik ve kla-
sik olmayan olarak ayrilmaktadir.

Primer immin yetersizlikler klasik uyarici bulgulari
tekrarlayan, firsatgi, tedaviye direncli, komplike ya da
agir enfeksiyonlar olarak siralanmaktadir.

Primer immdiin yetersizlikler klasik olmayan uyarici bul-
gularindan otoimmuinite, malinite, egzama, lenfoproli-
ferasyon, hemofagositoz, granilom, kolit/enflamatu-
var bagirsak hastaligi, agir allerjiler, otoenflamasyon,
persistan viral enfeksiyonlar, canl asi susu ile sistemik
enfeksiyon akilda tutulmaldir.

Ailede immin yetersizlik 6ykisi ya da ilk 1 yas icinde
enfeksiyon nedeniyle kaybedilen ¢ocuk dyktsi varhgi
immn yetersizlikler agisindan tek basina uyarici olma-
hdir.

immiin yetersizlik siiphesi olan hastada 6ykii, fizik mu-
ayene ve soy agacl ile problem listesi yapilarak klinik
fenotip belirlenmelidir.

Klinik fenotipe gbre laboratuvar testleri basamakli,
olasi ayirici taniya ve uzmanlik alanina 6zgi planlan-
malidir.

Tam kan sayimi ve periferik yayma immin yetersizlik
tanisinda birinci basamak testlerde yer almaktadir.
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Kutu 3: Ugiincii basamaktaki laboratuvar testleri ve klinik immiinoloji ve allerji uzmani igin yaklasim

ikinci basamaktaki yaklasima ek olarak

Cocuk hastalar igin Erigkin hastalar icin

Mutasyon analizi (Sanger, hedeflenmis gen panel, tiim ekzom, tim genom dizileme)

Antikor eksiklikleri
IgG alt gruplari (1gG1, 1gG2, IgG3 ve IgG4) (6)
B lenfosit alt gruplari (naif, CSB, transisyonel (CD24Yiksek CD38viksek)  CD214istkCD38dustk B) (7)
Akan hiicre olgerle Bruton tirozin kinaz ekspresyonu (BTK)
KREC analizi (8)
In vitro PBMC ya da B hiicrelerde IgG sentezi (anti-CD40, IL-4 ile)
Hiicresel immiin yetersizlikler
T lenfosit alt gruplari (naif, hafiza, DNT, RTE, CD3-TCRa/B ve y/6 T) (7)
In vitro mitojenle (anti-CD3/CD28, PHA, PMA/I0) ve spesifik antijenle
(kandida, tetanus toxoid) T lenfosit proliferasyonu
Geg tip hipersensitivite cilt testi (Kandida)
TREC analizi (8)
TCR VB repertuar analizi (9)
Enzim analizi (ADA, PNP)
Mitojen uyarisi ile aktivasyon belirteglerinin analizi (CD40L, CD69, CD25, ICOS)
Spesifik hiicre yiizey belirtegleri (IL-2Ryc)
Hcre ici protein boyama (DOCK8, WASP, ZAP70)
MHC-I ve MHC-Il gésterimi
Aktive T lenfositlerden sitokin Gretimi
Karyotip analizi (ICF, AT, NBS)
FISH analiz (22911.2 deletion)
Microarray (Sendromik kombine immdin yetersizlikler)
Biyopsiler (cilt, kemik iligi, gastrointestinal mukoza, lenf nodu, timus)
Fagositlerin sayisal ve iglevsel kusurlari
Notrofil sayisi, periferik yayma
Antinotrofil antikorlar
Enzimler (MPO, G6PD)
NADPH oksidaz aktivitesi (Dihidrorodamin veya Nitrobluetetrazolium)
Granulositlerde adhezyon molekiilleri (CD18, CD11a/b/c)
Kemik iligi aspirasyon ve biyopsisi
Kemotaksi ve fagositik aktivite
immiin regiilasyon kusurlar
Hicre ici protein boyamalari (FOXP3, LRBA, CTLA4)
Treg hiicre sayilari ve supresyon kapasitesi
Genis otoantikor analizleri
Lenfosit aracili sitotoksisite ve degranulasyon - NK ve CTL hiicrelerde
In vitro apoptoz testleri
Kompleman sistem kusurlari
Total (CH50) ve alternatif (AH50) kompleman aktivitesi
Kompleman olgtimleri ve islevleri
Kompleman yikim drtinlerinin 6lgllmesi (C3a, C5a)
CD55 yiizey boyama
NK: Natural killer, CTL: Sitotoksik T lenfosit, CSB: Sinif donlisimi yapmis B, PBMC: Periferik kan mononiikleer hiicreleri, DNT: Cift negatif
T hiicreleri, RTE: Yeni timik gogmen, TCR: T hiicre reseptori, KREC: Kappa silen rekombinasyon eksizyon halkalari, TREC: T hiicre reseptor
eksizyon halkalari, KREC: Kappa silen rekombinasyon eksizyon halkalari, PHA: Fitohemaglutinin, PMA: Forbol miristat asetat, 10: ionomisin,
MPO: Miyeloperoksidaz, G6PD: Glikoz 6 fosfat dehidrogenaz, ICF: Kromozom1, 9 ve 16’da sentromer instabilitesi ve fasiyel anamaliler ile iligkili
immun yetersizlik, AT: Ataksi telenjiektazi, NBS: Nijmegan kirilma sendromu, ADA: Adenozin deaminaz, PNP: Pirin nikleozid fosforilaz, FISH:
Floresan in situ hibridizasyon, Treg: Regiilator T
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Klasik ve/veya klaslk clmayan immin yetersizlik
uyarst bulgusu pazitif alan hastada sekonder
nedenler diglandiktan sonra ayino tamda
lzlenmesl gereken basamakh yaklagm

!

Birinci basarmak yaklagam
!

ikincl basamak yalklagsm

.

Uiinch basamak yaklagim |

]

Oiyki, Fizik muayens, patojenler
B F'r_l_:!hlem listesi ]
Anormal kan sayem vefveya
. I ghebulinder
Klinik imemGnabaji ve alerji
B i ]

Anormal spesilik antikor yanitlan
vefveya lenfosit alt gruplan
Bonrics tand [Takla 1, 2, 3)

immineglobulin G alt gruplan
Twe B lenfosit alt gruplan
Dihidrorodamin testi
Hilere ici protein boyama
T lenfosit proliferasyon enalizi
Aderyon molekbllerinin analizi

Olas: tand ve enfeksiyonlara
yonelik tedaviler

. Genetik tam ve hedefe ydnelik '
tedaviler

Sekil 1. Primer immiin yetersizlik hastalarinda tanisal yaklagim

Yasamin ilk 1 yiinda mutlak lenfosit sayisinin 3000/
mm? altinda olmasi lenfopeni olarak tanimlanmakta-
dir ve agir kombine immdiin yetersizlik igin klinik bulgu-
larin varliginda tani koydurucudur. Agir kombine im-
miin yetersizlik bir pediatrik acildir hematopoetik kok
hicre nakli yapilamamasi halinde fataldir.

immiinoglobulinler yasa gére referans araliklarina
gore degerlendirilmelidir. Sekonder hipogamaglobuli-
nemi yapan ilag, enfeksiyon, prematirite, malnitris-
yon, gastrointestinal ya da renal kayiplar dislanmalidir.
imminoglobulinlerin yasa gére normal hatta yiiksek
saptanmasi immiin yetersizlikleri dislamamaktadir.

Lenfosit alt grup analizi es zamanli tam kan sayimi ile
birlikte ve yasa gore referans araliklarina gore deger-
lendirilmelidir.

ileri imminolojik, fonksiyonel ve molekiler genetik
testler immunoloji ve allerji uzmanina konsulte edile-
rek bu merkezlerle is birligi icinde yapilmahdir. Oykd,
fizik muayene ve soy agaci bulgulari esliginde tim la-
boratuvar testleri yorumlanmalidir. Laboratuvarin tek
basina yorumlanarak immdin yetersizlik var/yok yoru-
mu yapilmasi hatalidir.

Primer immin yetersizlik hastalarinda klinik ve immu-
nolojik fenotiplerine gore tedavi planlamalari ivedilik-
le yapilmali, tedaviler baslanmalidir ve molekiler tani
sonrasi mimkinse diger hedeflenmis tedaviler giinde-
me gelmelidir.
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Boliim 4

Antikor Eksikligi Baskin Primer Imm{in Yetersizlikler

Doc. Dr. Derya UNAL
Prof. Dr. Ugur MUSABAK

1. GiRiS

Uluslararasi immiinoloji Dernekler Birligi tarafindan (In-
ternational Union of Immunological Societies- IUIS), in-
sanda immuin sistemin dogustan kusurlari siniflandirmasi-
nin 2022 gilincellemesinde, antikor eksikligi baskin primer
immiin yetersizlikler (PiY) asagidaki gibi alt gruplara ayril-
maktadir;

1. Tim serum imminoglobulin (lg) izotiplerinde ciddi
azalma ile birlikte B hiicrelerinde ciddi azalma veya
yokluk, agamaglobulinemi fenotipi

2. En az iki serum Ig izotipinde ciddi azalma ile birlikte
normal veya diisiik sayida B hiicresi, yaygin degisken
immin yetersizlik (CVID) fenotipi

3. Normal/ytiksek 1gM ile birlikte serum 1gG ve IgA’da
ciddi azalma ve normal sayida B hiicresi, hiper IgM fe-
notipi

4. Genellikle normal B hiicre sayilari ile seyreden izotip,
hafif zincir veya fonksiyonel eksiklikler (Bolim 1, Tablo
3) (1-4)

Antikor eksikligi baskin PiY (AEBPIY) spektrumu agammag-
lobulinemi gibi hastaliklarda gézlenen tam eksikliklerden,
daha hafif spesifik antikor eksikliklerine kadar degisiklik
gostermektedir. B hicrelerine 6zgli molekiler kusurlar
veya B ve T hiicreleri arasindaki etkilesimin kusurlu olma-
st nedeniyle bozulmus antikor Gretimi gorilmektedir (2).

2. KLINiK OZELLIKLER

Antikor eksiklikleri; enfeksiyoz ve enfeksiyoz olmayan
komplikasyonlar ile genis bir yelpazede karsimiza ¢ikabil-
mektedir.

2.1. Enfeksiyonlar

Siklikla uzun sireli veya intravendz antibiyotik tedavisi
gerektiren, tekrarlayan solunum yolu enfeksiyonlari ile
karakterizedir (3). Tekrarlayan enfeksiyon nedenlerinin,
oncelikle yapisal anomaliler, kistik fibrozis veya allerjik
hastaliklar gibi diger predispozan faktorlere bagh olup
olmadiginin ayirimi yapilmahdir (4). Enfeksiyon klinigi,
anneden gegen IgG’nin yasamin ilk 6-12 ayindan sonra
onemli Olglide azalmasindan sonra ortaya ¢ikmaya basla-
maktadir (5).

Tekrarlayan st ve alt solunum yolu enfeksiyonlari 6zel-
likle gram pozitif (pnomokok, streptokok ve stafilokok)
ve bazi gram negatif kapsulli (Haemophilus influenzae
ve Neisseria meningitidis) bakterilere baglh gelisebilmek-
tedir. Bu enfeksiyonlara ciddi komplikasyonlar (6rn. mas-
toidit, kronik kulak akintisi, beyin apsesi ve ampiyem)
eslik edebilmektedir. Bazi spesifik enfeksiyonlar, spesifik
antikor eksikliklerini diisiindiirmektedir. Ornek olarak; X'e
baglh agammaglobulinemili (XLA) ¢ocuklarda, potansiyel
olarak 6luimcil bir meningoensefalite, enterovirislerin
neden oldugu goézlenmistir. Bununla birlikte tekrarlayan
Giardia lamblia enfeksiyonlari CVID ve selektif IgA eksikli-
gini 6n planda distndirmektedir (6).
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2.2. Enfeksiyon Disi Komplikasyonlar

Kronik akciger hastaligi, gastrointestinal sistem/karaciger
hastaliklari, gesitli organlarda graniilomatdz hastaliklar,
otoimmiinite, lenfoid hiperplazi gibi bir dizi hastalik gru-
bunu kapsamaktadir (3). Bu hastalarda 6zellikle lenfoma
ve mide kanseri basta olmak lizere artan malignite riski de
bulunmaktadir. Bunun yaninda antikor eksikligi baskin PiY
asemptomatik dénemlerle de karakterize olabilmektedir
(1, 3,5).

3. TANI

Kimlerde AEBPIY varligindan siiphe edelim? Oncelikle iyi
bir klinik 6ykd, aile anamnezi, fizik muayene ile sliphe
edilmeli daha sonra uygun imminolojik degerlendirme

yapilmalidir. Nihayetinde fenotiple iliskili olan genetik
patojenik varyantin tanimlanmasi ile AEBPIY tanisi konul-
maktadir (3, 7). Antikor aracili imm{nitenin genel deger-
lendirmesi ve AEBPIY siiphesi olan hastaya temel yaklagim
Sekil 1'de verilmistir.

3.1. Oykii
¢ Klinik belirtilerin baslangi¢ yasi

Oykiide &ncelikle klinik belirtilerin baslangi¢ yasinin be-
lirlenmesi, o hastaligin PiY siniflamasinda hangi gruba
dahil edilecegini belirlemek igin ipuglari verebilmektedir.
X’e baglh agammaglobulinemi (XLA) tipik olarak, anneden
gecen antikorlarin kaybolmaya basladigl 6-9 aylikken be-
lirti vermeye baslamaktadir (8). CVID yasamin birinci ve

Laboratuvar J

Enfeksiyon dykiisii
Tekrarlama sikhgi, enfeksiyon tipi, yeri,
siddeti, sorumlu patojen, siiresi, tedavi

cevabi, komplikasyon gelisimi

-

AEBPIY ile iliskili olabilecek diger klinik
bozukluklarin sorgulanmasi
Otoimmiun hastaliklar, malignite,
lenfoproliferasyon iliskili durumlar-HSM, LAP,
graniilomatdz hastaliklar, alerjik hastaliklar

Sekonder sebeplerin dislanmasina yonelik
sorgulama
(Tablo 2)

Aile dykiisii
Akraba evliligi,
ailede etkilenmis bireyler

[ Fizik muayene J

Boy-kilo 6lgiimii dahil olmak lizere detayh
tiim sistem muayeneleri yapiilmali

immiin sistem degerlendirmesinde tarama
testleri/birinci basamak
Tam kan sayimi periferik yayma, Ig dizeyleri

1

|

Sekonder nedenlerin dislanmasi/iliskili diger
bozukluklarin ya da komplikasyonlarin
saptanmasina yonelik testler
Biyokimya paneli (b6brek-karaciger
fonksiyonlari, albimin, elektrolitler,
enflamatuvar belirtecler- CRP, ESR),
tam idrar tahlili, gayta analizi,
HIV, ter testi*, nazal mukoza biyopsisi**

T

Mevcut enfeksiyonu var ise, tanimlamaya
yonelik testler
Akut faz belirtecleri (ESR, CRP, prokalsitonin),
PCR, kdiltiir, goriintiileme, 6rnekleme

ikinci basamak immiinolojik degerlendirme
Lenfosit alt grup analizleri (T, B, NK),
asl yaniti ve izohemaglutininler

NI

fﬁcﬁncﬁ basamak immiinolojik deéerlendirme\
1gG alt gruplari, B hiicre alt grup analizi, akan
hiicre olgerle BTK ekspresyonu,

KREC analizi, in vitro PBMC ya da B hiicrelerde
\_ 1gG sentezi (anti-CD40, IL-4 ile)

J

Genetik patojenik varyantin gosterilmesi
(Fenotipik dzelliklere gore secilir)
Sanger, hedeflenmis gen paneli, WES, WGS

Sekil 1. Antikor eksikligi baskin primer immiin yetersizlik siiphesi olan hastanin temel degerlendirmesi

*Kistik fibrozu diglamak icin, **Siliyer diskineziyi dislamak igin yapilmali, HSM: Hepatosplenomegali, LAP: Lenfadenopati, Ig: immiinoglobulin,
CRP: C reaktif protein, ESR: Eritrosit sedimentasyon hizi, HIV: insan immiin yetersizlik viriisii, PCR: Polimeraz zincir reaksiyonu, NK: Dogal
oldirict, BTK: Bruton tirozin kinaz, KREC: Kappa silen rekombinasyon eksizyon halkalari, PBMC: Periferik kan mononikleer hiicreleri, WES:

Tum ekzom dizileme, WGS: Tiim genom dizileme
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Uglincu dekatlarinda olmak tizere 2 pik yapmaktadir (9).
Selektif I1gA eksikligi, 1gG alt grup eksikligi yasamin ge¢
doénemlerinde belirti verirken, sekonder immiin yetersiz-
likler, altta yatan nedene bagh olarak herhangi bir yasta
ortaya ¢ikabilmektedirler (10).

¢ Gegirilen enfeksiyonlarin 6zellikleri (tipi, yeri, siddeti,
suresi, tedavi cevabi, ajanin ismi)

Hastaligin PiY siniflandirlmasindaki yeri ve hangi hiicre
tipinde bozukluk oldugu hakkinda ipuclari verebilmek-
tedir. Sinopulmoner enfeksiyonlar, asilanmis bir cocukta
H. influenzae ve S. pneumoniae’ye bagli sepsis, menenjit
veya selilit, septik artrit ve osteomiyelit XLA, bakteriyel
enfeksiyonlar CVID ve solunum yollari enfeksiyonlari spe-
sifik antikor yaniti bozuklugunu dastindiirmektedir (9-11).

* Gastrointestinal sisteme ait sikayetler

ishal, kabizlik, karin agrisi, mide sikayetleri ayrintil olarak
oykude sorgulanmalidir. CVID hastalarinin bir kisminda
tekrarlayan veya kronik ishal gérilmektedir. Bu hastalar-
da enfeksiydz, enflamatuvar ya da otoimmiin enteropa-
ti gelisebilmektedir. Enteropati iligkili belirti ve bulgular
olan hasta bu agilardan mutlaka degerlendirilmelidir. Kro-
nik ya da tekrarlayan ishali olan CVID hastalarinin yakla-
sik yarisinda Giardia lamblia saptanmaktadir. Ayrica CVID
hastalarina siklikla Helicobacter pylori’nin neden oldugu
akut ve kronik gastrit tanisi konulmaktadir.

* Kilo kaybi

Oykiide kilo kaybi oldugu dgrenilen hastalarda CVID’nin
gastrointestinal tutulumu veya malignite gelisimi 6n plan-
da duslintlmelidir. Yaygin lenfadenopati, mide karsinomu
veya lenfoma 6ykisi olan hastalarda CVID basta olmak
lizere AEBPIY arastinimalidir (11-13).

* Kan transfiizyonu sirasinda anafilaksi oykusi:

Kan transflizyonu sirasinda anafilaksi 6ykusi veren hasta-
larda selektif IgA eksikligi akla gelmelidir (10).

3.2. Aile Oykiisii

Anne baba akrabaligl, akrabalarda immin yetersizlik ta-
nisi, etkilenmis bireylerin yas ve cinsiyeti, ailede benzer
hastaliktan kaybedilmis ¢ocuk veya eriskin birey olup
olmadigi belirlenmelidir. Sekonder immin yetersizlige
neden olabilecek hastaliklari belirlemek igin ailelerinde
otoimmiin, hematolojik hastaliklar ve neoplazm 06ykisi
ogrenilmelidir (14).

Oykiide sekonder immiin yetersizlige neden olabilecek
hastaliklar i¢in olasi semptomlar ve klinik bulgular, ayrica
ilag kullanim 6ykusi ayrintili olarak sorgulanmalidir.

3.3. Fizik Muayene

Ayrintili fizik muayene ile AEBPIY disiindiirecek bulgular
belirlenmelidir.

* Boy ve kilo dlgiimii: Cocuk hastalarda; biyliime-gelis-
me geriligini degerlendirmek igin boy-kilo 6lglimi de-
gerlendirilmelidir.

* Cilt muayenesi: Cilt enfeksiyonlari, vitiligo, Grtiker ve
egzema agisindan deri muayenesi yapilmaldir.

* Bas boyun muayenesi: Agiz icinde mantar enfeksiyo-
nu, Ulser ve gingivostomatit acisindan agiz muayene-
si; tonsil dokusunda atrofi/hipertrofi acisindan tonsil
muayenesi; lenfadenopati agisindan lenf bezleri mua-
yenesi; tekrarlayan otit sekelleri agisindan kulak mua-
yenesi; otoimmiin hastaliklar agisindan sach deri (alo-
pesi) ve tiroid bezi (tiroidit) muayenesi yapiimalidir.

* Solunum sistemi muayenesi: Kronik akciger hastalig
ve pndémoni agisindan solunum sistemi muayenesi ya-
ptimalidir.

* Kardiyovaskiiler sistem muayenesi: Viral myokardit,
dilate kardiyomiyopati ve kalp yetmezligi agisindan
kardiyovaskiiler sistem muayenesi yapiimalidir.

* Karin muayenesi: Hepatosplenomegali ve asit agisin-
dan karin muayenesi yapiimalidir.

* Ekstremiteler: Artrit ve artrit sekelleri agisindan de-
gerlendirilmelidir.

* Norolojik muayene: Norolojik muayene ile AEBPIY’in
norolojik tutulumu degerlendirilmelidir.

Gelisme geriligi, tonsil ve/veya adenoidlerin yoklugu,
XLA'y1; timpanik membran skarlari (tekrarlayan otit sekel-
leri), kronik akciger hastaligi bulgulari (kronik 6ksuruk, ral-
ler, comak parmak, solunum sayisi, hisilti, yutma refleksi-
nin kaybi), lenfoid doku anormallikleri, hepatosplenome-
gali CVID'yi; artrit, endokrinopati, vitiligo gibi otoimmdiin
belirtiler ise genellikle spesifik antikor eksiklikleri veya
CVID’yi disundirtmektedir. Nérolojik bulgularin olmasi
da daha ¢ok CVID tanisini akla getirmektedir. Bununla bir-
likte bu hastalarda, fizik muayenenin normal olabilecegi
de unutulmamalidir (9, 15).
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3.4. Antikor Eksikliginden Stuiphelenilen Hastalarda
immiinolojik Degerlendirmede Birinci Basamak Testler

Antikor eksikliginden siiphelenilen hastalarda baslangi¢
degerlendirmesinde tam kan sayimi, periferik yayma ve
imminoglobulin dizeylerinin (IgG, IgM, IgA, I1gE) belirlen-
mesi yer almaktadir. Ayrica sekonder sebeplerin dislan-
masi ve AEBPIY iliskili olabilecek diger bozukluklarin ya
da komplikasyonlarin belirlenebilmesi igin igin temel ve
spesifik laboratuvar testleri yapilmahdir (Sekil 1) (16-19).

Tam Kan Sayimi ve Periferik Yayma

Kronik trombositopeni ve notropeni XLA hastaliginda,
otoimmiin hemolitik anemi, trombositopeni, ndtropeni
gibi hematolojik hastaliklar CVID ve selektif IgA eksikligin-
de sik gorilebilmektedir.

Serum immiinoglobulin Seviyelerinin Ol¢iimii

* Himoral bagisikhgin degerlendiriimesinde 6ncelikli
olup genellikle IgA, IgM ve IgG’nin dl¢lilmesine odakla-
nilr.

* IgE seviyelerinin 6lglimi hiper-IgE sendromlari olabile-
cek hastalarin belirlenmesinde ve tekrarlayan solunum

Tablo 1. Sekonder antikor eksiklik nedenleri

yolu semptomlari olan kisilerde atopinin degerlendiril-
mesinde kullanilmaktadir. Bununla birlikte disik IgE
veya IgE’nin yoklugu antikor eksikligi tanisini destek-
leyebilmektedir. Bu nedenle antikor olgiimlerine IgE
istegi de eklenmelidir.

e PIY tanisi icin serumda IgD &lciimii yararl degildir (15,
19).

* Normal serum IgA dizeyinde sekretuvar IgA eksikligi
nadir goruldiginden, sekretuvar IgA 6l¢lim rutin ola-
rak onerilmemektedir (3, 15).

Ig degeri duslk saptandiginda dogrulamak icin en az bir
ol¢lim daha yapilmalidir. Ig diizeyleri icin yasa 0zgl re-
ferans araliklari kullaniimalidir. Hipogamaglobulinemi,
yasa gore belirlenmis olan normal diizeylerin 2 standart
sapmasinin altindaki IgG diizeyi olarak tanimlanmaktadir.
IgG<100 mg/dL olmasi agamaglobulinemi olarak deger-
lendirilmektedir (20, 21).

Hipogammaglobulinemi saptanan hastada, 6ncelikle se-
konder hipogammaglobulinemi yapan nedenler dislan-
malidir (Tablo 1). Ig distkligine alblimin disikluga eslik
ediyorsa nefrotik sendrom, protein kaybettiren entero-

B hiicre Lenfoproliferatif

Hastaliklari ve ilaglar Transplantasyon Protein kaybi :i?:?:: Diger
Hematolojik Hastaliklar
Kronik lenfositik I6semi B hiicreyi hedef alan Kalp, Renal kayip: intestinal Plazma
Lenfoma tedaviler: anti-CD20, anti- Bobrek, Nefrotik sendrom lenfanjiektazi, degisimi
Multiple myelom CD22, anti-CD19, anti-CD52, Akciger, GiS’ten kayba neden Proteus Katabolizma
Diger hematolojik anti-CD38, anti-BAFF, Hematopoetik olan hastaliklar: sendromu, artisl,
hastaliklar: Kortikosteroidler Kok hicre, Crohn, Saritirnak  Malntrisyon,
Losemiler Bortezomib Karaciger, Ulseratif kolit, sendromu, HIV
(akut, kronik) Anti-FcRn tedavisi Bagirsak intestinal Noonan’s enfeksiyonu,
Myelodisplastik Rozanolixizumab transplantasyonlari lenfanjiektazi, sendromu, Periton
sendrom Mikofenolat Turner sendromu, Silotoraks diyalizi
Waldenstrom Alkilleyici ajanlar Noonan'’s sendromu,
makroglobulinemisi Stlfasalazin Colyak hastaligi,

Amiloid solid timorler Altin
D penisilamin
Klorpromazin
Metotreksat
Klozapin
Tirozin kinaz inhibitorleri
Atacicept
Piirin analoglari
Antikonviilzanlar
Diger (nadiren)
Ramipril, asetilsalisilik asit

Enterik enfeksiyon,
Menetriers hastaligl,
konstriktif
perikardit
Deriden kayba
neden olan
durumlar:

Agir yaniklar
Agir dermatit

GiS: Gastrointestinal
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pati gibi protein kaybettiren hastaliklar distndlmelidir.
Serum albimini, idrar protein/kreatinin orani ile nefrotik
sendrom, serum ve 24 saatlik diski 6rnegi dlglilerek alfal-
antitripsin klirensinin belirlenmesi ile siipheli protein kay-
bettiren enteropati tanisi dogrulanabilmektedir (22, 23).

3.5. Antikor Eksikliginden Stuphelenilen Hastalarda
immiinolojik Degerlendirmede ikinci Basamak Testler

Antikor eksikliginden stiphelenilen hastalarin ikinci asama
degerlendirilmesinde; antikor yanitinin (asi yaniti) deger-
lendirmesi, izohemaglutininler ve lenfosit alt grup analiz-
leri yer almaktadir (Sekil 1) (3).

Antikor Yanitinin Degerlendirilmesi

Serum Ig seviyeleri normal olsa dahi, spesifik antikor ya-
nitinda bozulmalar olabilirken serum Ig seviyeleri distk
olan bazi AEBPIY hastaliklarinda asilamaya karsi normal
bir antikor yaniti olusabilmektedir. Antikor yaniti, hasta-
nin ya mikrobiyal bir patojene veya onun Urlnlerine karsi
cevap olarak uretilen antikor titrelerinin (varicella zoster)
ya da asilama yoluyla Uretilen antikor titrelerinin (teta-
noz, difteri, pndmokok, salmonella) 6lglilmesiyle deger-
lendirilmektedir (23-27).

izohemagglutininler

izohemaglutininler genellikle 6 aylikken kanda saptanabil-
mektedirler. Kan grubu A olan bir kisi anti-B izohemaglu-
tininlerine, kan grubu B olan bir kisi anti-A izohemagluti-
ninlerine, kan grubu 0 olan bir kisi hem anti-A hem anti-B
izohemaglitininlerine sahiptir. AB kan grubu olan bir kisi-
de ise izohemaglutinin yoktur. izohemaglutinin dl¢iimii ile
IgM ve IgG tipi antikorlar 6lctilmektedir (28). izohemaglu-
tininlerin yetersiz olusu AEBPiY’de destekleyici bulgudur.

Tablo 2. IgG alt gruplarinin 6lgiimii igin 6neriler

Lenfosit Alt Gruplari Tayini

PiY hastaliklarinin tanisal testlerinde akan hiicre kullanil-
maktadir. Akan hicre dlger sistemi ile lenfosit alt gruplari-
nin (T, B ve NK) sayi ve yiizdeleri belirlenerek bazi AEBPIY
tipleri belirlenebilmektedir (29).

3.6. Antikor Eksikliginden Stuiphelenilen Hastalarda
immiinolojik Degerlendirmede Ugiincii Basamak Testler

Antikor eksikliginden siphelenilen hastalarin {g¢linc
asama degerlendirilmesinde, 1gG alt gruplari, B lenfosit
alt gruplari, akan hiicre olger ile BTK gibi hastaliga 6zgi
proteinlerin analizi, kappa silen rekombinasyon eksizyon
halkalari (KREC) ve in vitro periferik kan mononikleer
hicrelerinde (PBMC) ya da B hiicrelerinde CD40L analizi
yer almaktadir. Daha sonra hastanin fenotipik ve labora-
tuvar ozellikleri baz alinarak genetik analiz ile kesin tani
konulabilmektedir (36).

1gG Alt Grup Seviyeleri

Antikor eksikliginden sliphelenilen hastalarda immiuinolo-
jik degerlendirmede; 1gG1, 1gG2, 1gG3 ve 1gG4 gibi IgG alt
grup degerlendirilmesi U¢lincli basamak testler arasinda
kullaniimaktadir. 1gG alt grup 6l¢iimu igin dneriler Tablo
2’de verilmistir (25, 18, 30, 31). IgG1 toplam IgG diizey-
lerinin %70’ine kadar katkida bulunmasi nedeniyle, IgG1
seviyesi diisiik saptanan hastalarin toplam IgG diizeyle-
rinin de azalmasi beklenmektedir. Bu da IgG1 testini bir
Olclide gereksiz kilmaktadir. Saglkli bireylerde 1gG2 di-
zeyleri dislik ancak anti-polisakkarit antikorlari normal
olabilmektedir. lyi bir himoral bagisiklik degerlendirmesi
her zaman polisakkarit yanitlarina yonelik spesifik anti-
kor testini icereceginden, 1gG2 seviyeleri dlgimi gerekli
olmayabilir. 1gG4 10 yasina kadar yetiskin diizeyine ulas-

Tani koyma amach

1. izole IgG alt grup eksikligi

2. Spesifik antikor eksikligi

3. Klinik olarak anlamli IgG alt grup eksikligi

4. Bebeklik doneminde gegici hipogammaglobulinemi

Destekleyici bilgi/enfeksiyon riski degerlendirilmesi amagh
1. Selektif IgA eksikligi olan hastalar
2. Yaygin degisken immin yetersizlik

izleme amagh

1. Bebeklik donemi gegici hipogamaglobulinemisinin daha karmasik bir antikor eksikligine dogru ilerleyip ilerlemeyecegi

Tedavi kararini destekleme amacgh

Yeniden asilama, antibiyotikler, intravendz immiinoglobulin tedavisi alan hastalar
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madigindan, kiclk cocuklarda 1gG4 eksikligi tanisi konul-
mamalidir. Ayrica bir¢cok saglkli yetiskin bireyde seviyesi
disuktir. Bu nedenle disik IgG4 tek basina antikor eksik-
ligi tanisi icin yeterli degildir (15, 30).

B Hiicre Alt Grup Tayini

B hcreleri dolagimdaki toplam lenfositlerin yalnizca %5
ila %15'ni olusturdugundan, az sayida olmasi veya hig ol-
mamas! tam kan sayiminda tespit edilen toplam lenfosit
sayisini etkilemeyebilir (15, 32). Akan hiicre olger sistemi
ile B lenfositlerin alt gruplari olarak naif B lenfosit (CD27),
hafiza B lenfositleri (CD27*), sinif donlslimiinii tamamla-
mis hafiza B lenfositleri (IgM°), sinif donisiimi olmayan
hafiza B lenfositleri (IgM*) degerlendirilmektedir.

B hiicre eksikliginin gézlemlenmesi, X’e bagh veya oto-
zomal resesif agammaglobulinemi tanisini, belirli CVID
formlarini veya diger 6nemli hiimoral eksiklikleri (ya da
yasl yetiskinlerde potansiyel timoma varligi) akla getir-
mektedir. DUslik sayida B hiicresinin gozlemlenmesi ¢e-
sitli himoral eksikliklerle iliskilendirilebilir. Normal veya
makul sayida B hiicre olmasina ragmen, sinif déntsimi
olan hafiza B hiicrelerinin yoklugu, X’e bagli ve otozomal
resesif hiper-IgM sendromlari gibi bozukluklari dislin-
dirtmektedir. Diger bazi hiimoral eksikliklerde de sinif
donltsimi olan hafiza B hiicre sinifi diisik seviyelerde
bulunabilmektedir (15, 33). Yash eriskinlerde, yiksek B
hiicre sayisi ise B hicreli neoplastik hastaliklari akla ge-
tirmelidir (34).

Mitojenlere Karsi in Vitro Antikor veya Cogalma Yaniti

In vitro olarak B hiicrelerin Ig liretiminin 6l¢iimi olup, na-
diren basvurulan ileri diizey bir testtir (35).

Genetik Testler

Tanilyl dogrulamada, prognozu tahmin etmede, geno-
tip-fenotip iliskilerinin etkilerini degerlendirmede ve aile
planlamasinda 6nemli bir rol oynamaktadir. Ayrica erken
ve dogru molekiler tani, genetik tedavi de dahil olmak
Gzere pek ¢ok konuda belirleyici olabilmektedir. Bunun
yaninda sonuglarin dogru yorumlanmasi, maliyeti ve erisi-
mi gibi sinirlamalari da bulunmaktadir (37).
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T Hucre Eksikligi ya da Kombine B ve
T Eksikligi lliskili Primer Imm{in Yetersizlikler

Doc. Dr. Funda CIPE
Prof. Dr. Sara Sebnem KILIC GULTEKIN

1. GiRIi$

Primer immiin yetersizlikler (PiY) 10 ayri alt gruba ayril-
maktadir. Tani orani hastaliklarin komplike bir tabloda ola-
bilmesi, bazen az bilinmesinden kaynakli olarak maalesef
duslikttr ve dogru taniya ulasmak gec olabilmektedir. Bu
nedenle siiphe indeksini yiiksek tutmak ¢ok 6nemlidir. T
hicre eksiklikleri sayisal ya da fonksiyonel eksiklikler sek-
linde siniflandirilabilir. T hiicre eksiklikleri durumunda T ve
B hiicre etkilesimi ve devaminda gelen B hiicre fonksiyon-
lari da etkilendigi icin immiin sistemin dogustan bozuk-
luklari konusunda yapilan son siniflamada T hiicre yeter-
sizlikleri ya da hilicresel immiin yetersizlik yerine kombine
immin vyetersizlikler olarak isimlendirilmistir. Kombine
immiin yetersizlikler arasinda da 134 genetik mutasyon ve
tanimlanmis 95 farkh hastalik bulunmaktadir (1, 2). Agir
kombine immiin yetersizlikler (AKiY) bunlarin icinde en
agir ve fatal seyreden hastaliklar grubudur ve pediatrik
acil olarak tanimlanmaktadir. Klinik bulgular, genel olarak
enfeksiyonlar, otoimmiin ya da allerjik hastaliklar, maligni-
teler veya bu hastaliklarin birlikteligi seklinde iken, kombi-
ne immin yetersizligin alt tipine gore degisik siddetlerde
ve yaslarda kendini gosterebilmektedir. Klinik bulgular-
la birlikte aile 6yklsii mutlaka primer immiin yetersizlik
odakli olarak, daha 6nceki nesilleri de icerecek sekilde de-
tayli olarak sorulmalidir (3-5). AKIY tanisinda bildirilen en
son degisiklikler Tablo 1’de 6zetlenmistir (3, 5).

Kombine immiin yetersizliklerden siiphelenilmesini ge-
rektiren durumlar:
- Pozitif aile 6yklsi

¢ Anne-baba arasinda akrabalik olmasi

Daha &énce erken cocukluk déneminde ya da PiY
dusindirecek bir nedenle kardes 6lim 6ykisi ol-
masi

Anne ve babanin gegcmiste erken bebeklikte 6len
kardeslerinin olmasi

Genis ailede halihazir semptomu olan ¢ocuk ya da
bireylerin varligi

Enfeksiyonlar

Toplum kékenli mikrobiyal ajanlarla (disik viru-
lansli) tekrarlayan, agir, uzamis enfeksiyonlar (akci-
ger, sinls, cilt enfeksiyonlari, otitis media, sepsis,
menenjit gibi)

Toplum kékenli olmayan, nadir etkenlerle tek agir
ya da tekrarlayan enfeksiyonlar

Persistan/ yaygin oral ya da diaper bolgede candidi-
asis

Pneumosistis jiroveci, candida ya da Cytomegalo
virlis (CMV) gibi firsatci etkenlerle enfeksiyonlar

Rotavirus, giardia gibi etkenlerle kronik ya da sid-
detli gastrointestinal enfeksiyonlar

Otoimmiin bulgular: Ozellikle ayni hastada birden faz-
la otoimmiin hastalik olmasi ya da klasik tedavilere
direngli ya da tedavi edilmesi ¢ok zor otoimmd{in hasta-
liklar

Maligniteler: Ozellikle ailede birden fazla bireyde ayni
tip malignensi goriilmesi ya da klasik tedavilere direngli,
atipik seyreden ya da tedavi edilmesi zor maligniteler

Allerjik hastaliklar
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Tablo 1. AKiY tanisinda bildirilen en son degisiklikler tabloda dzetlenmistir (3, 5)

Tipik AKiY

Atipik AKiY

2014 Kriterleri

2022 Kriterleri

2014 Kriterleri

2022 Kriterleri

CD3 T huicreleri <300/mm?
olmasi

Cok duistik T hiicre sayisi
(<50/mm3)

Disilik CD3 T hiicre
sayilari:

. <2 yas, <10000/mm?3

. 2-4 yas arasl, <800/mm?3
. >4 yas, <600/mm?3

>2 kriter

. Dustik T hiicreler (50-1000/mm?)
. Oligoklonal T hiicreler

. Anormal TREC ya da naif CD4 T
hiicrelerin <%20

PHA proliferasyon yanitinin

Transplasental maternal

2 <%10 olmas Patojenik gen varyant engrafment olmamas| Patojenik gen varyant
Dustik T hiicre sayisinin baska . PHA, anti-CD3 ya da anti-CD3/28
3 Transplasental maternal bir nedeninin olmamasi, cok PHA proliferasyon roliferasvon vamtinin <%50
engrafment olmasi disuk TREC ya da CD4* T yanitinin <%30 olmasi P yony ?
- . olmasi
hicrelerin <%20 olmasi
- HIV enfeksiyonunun HIV enfeksiyonunun
dislanmasi diglanmasi
-Di George Sendromu -Di George Sendromu Diger AKiY olmamasi
4 olmamasi Transplasental maternal olmamasi Timik bozukluk olmamasi
- MHC Sinif 1 ve 2 eksikligi ~ engrafment olmasi -MHCSinif 1ve 2 Dislik T hiicre nedeni olabilecek
olmamasi eksikligi olmamasi - AKIY  diger nedenlerin olmamasi
- AKIY i taklit eden metabolik i taklit eden metabolik
hastaliklar olmamasi hastaliklar olmamasi
Tani igin
gerekli L BUROTRICE lve2,1ve3yada4d TUm 4 kriter L BURAE G
. 3ved 1,3ve4d
kriterler

PHA: Fitohemaglutinin, TREC: T hiicre reseptér eksizyon halkalari, AKiY: Agir kombine immiin yetersizlik, HIV: insan immiin yetersizlik viriisi

- Diger
* Canli asilara bagh komplikasyonlar (BCGitis, Polio)
* Blyume ve gelisme geriligi

* Jeneralize lenfoproliferasyon

T hiicre yetersizlikleri igin:
- 2-6 ay arasl! baslangig¢
- Klinik Bulgular:

En sik; Yaygin mukokutanoz candidiasis, gelisme geriligi,
uzamis diyare

Daha nadir; Maternal engrafmana ya da isinlanmamis
kan UrlinG verilmesine baglh greft versus host hastalig, asi
sonrasi dissemine BCG, varicella, slit cocugu déoneminde
hipokalsemik tetani

- Olasi enfeksiyoz etkenler; Gram (-) ve Gram (+) bak-
teriler, mikobakteriler, CMV, Epstein-Barr virlis (EBV),
adenoviris, parainfluenza 3, varicella, enterovirus gibi
viruslar ve Candia ve Pneumocystis jiroveci gibi firsatgl
enfeksiyonlar

- T hicre yetersizlikleri igin testler;

T hicre testleri
antijenlerle

Fonksiyonel
testleri): in vivo;

(Lenfosit proliferasyon
intradermal deri tes-

ti (ppd, candidin, tetanus toxoid), in vitro; mitojenlere
(Fitohemaglitinin-PHA, anti CD3 gibi) T hticre stimilasyon
ve proliferasyon yaniti

B hiicre yetersizlikleri:

- Maternal antikorlar azaldiktan sonra, 5-7 ay arasi bas-
langi¢
- Klinik bulgular:

En sik; Tekrarlayan sinopulmoner enfeksiyonlar, kronik
gastrointestinal semptomlar, artrit, enteroviral meningo-
ensefalit

Daha nadir; Otoimminite, lenfoproliferasyon, asi sonrasi
paralitik polio

- Olasi enfeksiyoz etkenler; Pneumococcus, Spretococ-
cus, Staphilococcus, Hemophilus influenza, Campylo-
bacter jejuni, Mycoplasma, enterovirus, parazitler (Gi-
ardia lamblia, Cryptosporodium parvum)

- B hiicre yetersizlikleri igin testler;
Serum 1gG, IgA, IgM, IgE diizeyleri

izohemagliitinin titresi (anti A/B): AB kan grubunda bulun-
maz. iki yasindan sonra olusur ve 1/8’in {izeri (+), normal
olarak kabul edilir.
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Spesifik antikor titreleri (bilinen gegcirilmis hastaliklar ya
da yapilan asilara karsi IgG ve IgM tipi antikorlar)

2. TETKIKLER VE TANISAL ALGORITMA

Tanisal adimlar mutlaka aile 6ykdsu, hastanin klinik bulgu-
lar, fizik muayenesi ve siiphelenilen PiY tipine gére belir-
lenmelidir ve dncelikle temel testlerden baslanarak testle-
rin detaylandiriimasi 6nerilen tanisal yaklasimdir.

ilk sirada nerilen testler:

- Tam kan sayimi:

- 1gG, IgA, 1gM, IgE diizeyleri

ikinci sirada dnerilen testler:
- Fonksiyonel T hiicre testleri: in vivo/in vitro

- Duslnilen hastaliga yonelik testler: Molekiler ya da
genetik testler olabilir. Uzman bir doktor tarafindan
belirlenmelidir.

- Diger testler:
Kan testleri: karaciger ve bébrek fonksiyon testleri, otoan-

tikorlar, eritrosit sedimentasyon hizi, CRP, tiroid fonksiyon
testleri, viral testler (CMV, EBV, RSV)

Solunum fonksiyon testleri, diflizyon kapasitesi 6l¢limi,
ylksek ¢ozlnrlikli akciger tomografisi

Bu testlerin bir kismi takip sirasinda belli araliklarla tekrar
edilmelidir.
Genetik testler ise,

- Eger belli bir hastalik kuvvetle distnullyorsa: hedef-
lenmis gen testi

- Eger belli bir grup hastalik diisiiniliiyorsa (antikor ek-
sikligi, kombine PiY gibi) genetik panel testleri

- Eger birbiri icine gecebilecek hastaliklarin sliphesi var-
sa tlim ekzom ya da genom testleri 6nerilmektedir (6).

AKiY disi kombine immiin yetersizlikler igin istenmesi ge-

reken tetkikler (7);

* IgG, A, M,E

¢ Lenfosit alt gruplari

* Lenfosit proliferasyon testleri

* Maternal engrafman testleri

e CMV PCR/HIV DNA

* 22ql1 delesyon sendromu igin genetik test

* Sendromik 6zellikler eslik ediyorsa: tiim ekzom analizi
istenir.

* Lenfopenik olan hastaya yaklasim sekilde 6zetlenmistir
(Sekil 1) (4).

Lendopeni
ALSIS00 mm"

A5 1500 mam®

!

e

AL%=1 500 mm’

| Lerfosit alt grup analizi |

/\

'F._,.--"'" \"‘-\ Klindk olarak Klinik elarak
A iy Endinen diiginddren
Anprmal | Mogmal | bulgular veys bulgular veya
i 5 I pozitif aile Gykisd pozith alle dykl=i
22 Ll s WArsa VArEE
KEnik clarak Klimik olarak
digindiren digandiren l [
bulgular veya buldgubar veya
paritil sile Sykiil pozitif alle Syklsd ALS< 15000 mim® Gaghem we bir ay
vars VAFED olan bazamaklar sanrs hemagram
i 1 irle tedoran
Detayh Gozlern ve bir ay Sekil 1. Lenfopenik
limidisalajik e B i G &ir hastaya yaklasim
bestler tekran

ALS: Absoli lenfosit sayisi
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diireyleri

l

Lenfosit alt gruplan ve immibnoglobualin

T hilkcre sayss <200 fmem®

|

wa da ANDST

Agwr kombineg bmendn yetersiclih?

o]

T hilkcre fonbkehyon testler

|

T hiscrederi: Normal
lmmdimogiobulinler: Mormal
T hikcre fonksiyonlam: Ddgdk

| T hicreteri: Dikgik

I immiinogiobulinker;: Mormal
| Thécre fanksiyoniar: Defijiken

1

T hidcreleri: Narmal
immdinoglobulinker: Mormal
T hicre fonksiyonkar: Mormal

Sekil 2. Kombine immiin yetersizlik bulgulari olan hastaya temel yaklagim

AIDS: Kazanilmig immiin yetersizlik sendromu

Kombine immiin yetersizlik bulgulari olan hastaya temel
yaklasim sekilde 6zetlenmistir (Sekil 2) (8-10).
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Fagositer Sistem Kusurlari Iliskili Primer Immun Yetersizlikler

Dog. Dr. Ayca KIYKIM

1. GiRiS

Uluslararasi immiinoloji Dernekleri 2022 siniflamasina
gore fagositer sistem bozukluklari; konjenital nétropeni-
ler, hareket kusurlari, solunumsal patlama bozukluklari
ve non-lenfoid degisikler olmak Uzere dort ana baslkta
incelenmektedir (1). Bu basliklar altinda toplanan fago-
siter sistem bozukluklari, mantarlar (Candida, Aspergillus
vb) ve bakterilerle (Staphylococcus aureus, Pseudomonas
sp., Nocardia vb) tekrarlayan ve/veya agir enfeksiyonlara
neden olmaktadirlar (2). Gobek kordonunun diismesinde
gecikme, periodontal hastalik, abseler, agiz ici Glserler ve
yara iyilesmesinde gecikme fagositer sistem bozukluklari-
ni diistindtrmelidir (3).

2. NOTROPENILER TANIMLAMA; KONJENITAL/
KAZANILMIS, SENDROMIiK/SENDROMIiK OLMAYAN

Eriskin ve ¢ocuklarda nétrofil sayisinin 1500/mm?3, yeni
doganlarda 2500/mm?3 altinda olmasi notropeni olarak
isimlendirilmektedir. Asemptomatik olabilmekte veya
agir enfeksiyonlarla glirliltili seyredebilmektedir. Not-
ropeniler konjenital ve kazanilmis olarak iki alt baslikta
toplanmaktadir. Konjenital nétropeniler immiin sistemin
dogumsal hastaliklari igerisinde yer almakta, enfeksiyon-
lar, ilaglar, otoimmunite, maligniteler ve beslenme bo-
zukluklari kazanilmis nétropeniye neden olabilmektedir
(4). Agir konjenital noétropenilerde mutlak notrofil sayisi
¢ogunlukla 200/mm*iin altinda kalmakta ve dogumdan
itibaren bulgu verebilmektedir. Kemik iligi incelemesinde
promyelosit-myelosit evresinde gelisimde duraksama go-
rilmektedir. Siklik nétropenide ise, 21 glinde bir tekrarla-
yan, yaklasik 4-6 giin stiren nétropeni donemleri tipiktir.
Siklik nétropeni tanisi koyabilmek icin 4-6 hafta siireyle,
haftada 2-3 giin kan nétrofil sayisi izlemi gerekmektedir.

Notropenik donemlerde hastalar klasik klinik bulgulari
gosterirler. Otozomal dominant kalitilan ELANE gen mu-
tasyonlari siklik noétropeniye yol acabilmektedir. Diger
agir konjenital nétropenilerin tersine miyelodisplazi veya
[6semik donilstim siklik ndtropenide nadirdir (4, 5). Not-
ropenilerde mukozalarda, oral kavite ve deriye lokalize,
tekrarlayan agir bakteriyel enfeksiyonlar goriilebilmekte-
dir. Periodontit, aftdz stomatit, abse olusumu ve tekrarla-
yan gingivite bagl olarak dislerde hasar ve dokilmeler en
sik gorilen klinik bulgulardir. Yara iyilesmesinde gecikme
eslik edebilmektedir (6-8).

Konjenital nétropeniler igerisinde bazi genler izole nétro-
peniye neden olabilirken bazilarinda sendromik o6zellik-
ler eslik eder; bu ayirici 6zellikleri tanimak tani yolunda
yardimci olacaktir (Tablo 1) (1). Saptanan mutasyonun
ozelligine gore degismekle birlikte bazi olgularda norolo-
jik bulgular, gelisme geriligi, bilissel islevlerde bozulma,
kardiyak anomaliler, ylizeyel venlerde belirginlesme gori-
lebilmektedir (9, 10). Notropeni ile basvuran bir hastada
oncelikle ayrintil bir 6yki sorgulanmalidir. Agir konjenital
notropenilerde nétropeni dogustan itibaren mevcuttur.
Sonradan gelisen nétropenilerde altta yatan baska ne-
denler bulunmaktadir. Ancak nétropeni ile uyumlu klinik
bulgu varliginda sendromik nétropeniler agisindan eslik
eden diger ipuglari aranmali ve gerektiginde kemik iligi
incelemesi yapiimaldir.

Notropeni baska primer immiin yetersizliklere de eslik
edebilmektedir. Bunlar arasinda X’e bagl hiperlgM send-
romu ve X'e bagli agammaglobulinemi (Bruton hastaligi)
yer almaktadir. HiperlgM sendromunda laboratuvar ince-
lemesinde IgM diizeyleri normal veya artmis, diger Ig’ler
(IgA, 1gG ve IgE) duslktir. X’'e bagh hiperlgM sendromu
CD40 ligandi kodlayan gende hatanin neden oldugu has-
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taliktir. CD40 ligand (CD154) varligi akan hiicre olger ile
degerlendirilebilmektedir. Periferik kan mononikleer
hlcrelerin ayrimi sonrasi forbol miristat asetat (PMA) ve
ionomisin ile uyarilmis CD4* T lenfositlerde 6nce aktivas-
yon belirteci CD69 ifadesi bakilip ardindan bu aktive T len-
fositlerde CD154 proteininin ifade edilememesi ile akan
hicre 6lcerde gosterilmektedir (Sekil 1). Tim hastalarda
protein eksik olmasa da saptanamamasi tanida yardimci
olabilmektedir (11).

Bruton hastaliginda ise, Bruton tirozin kinaz (BTK) gen
mutasyonlarina bagh B lenfosit gelisim duraksamasi go-
raldaginden periferik B lenfosit sayisi cogunlukla %2’nin
altindadir. Hastalarda tim immiinoglobulin tiplerinin
dusik olmasi beklenir. Notropeniyle beraber agir B len-
fopenisinin varligi tanida yardimcidir. Bu olgularda da
monositlerde BTK protein ifadesi akan hiicre 6lger ile de-
gerlendirilebilir ancak BTK proteininin gosterilmesi taniyi
dislamamaktadir (12).
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Sekil 1. Akan hiicre dlgerde CD4OL ifadesi
US: Unstimule, SK: Saglikh kontrol

*Kullanilan akan hiicre 6lger gériintiisi, Aziz Sancar Deneysel Tip ve Arastirma Enstitiisi’'nde ¢alisiimis olup, Prof. Dr Giinnur Deniz ve Dog. Dr.

Yusuf Metin GelmeZz’in izniyle paylasiimistir.
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Tablo 1. Konjenital nétropeniler (1)

Hastalik

Genetik bozukluk Kalitim tipi

Klinik bulgular

Elastaz eksikligi

(Agir konjenital nétropeni 1) ELANE 20
GFI 1 eksikligi
(Agir konjenital nétropeni 2) GFi1 op
HAX1 eksikligi
(Agir konjenital notropeni 3) A i
G6PC3 eksikligi
(Agir konjenital nétropeni 4) G6PC3 OR
VPS45
(Agir konjenital nétropeni 5) VPS45 OR
Glikojen depo tip1 b G6PT1 OR
Xebagh WAS X’L GOF
nétropeni/miyelodisplazi
P14/LAMTOR?2 eksikligi LAMTOR2 OR
Barth sendromu .
(3-Metilglutakonik asid{iri tip I1) TAZ XL
Cohen sendromu VPS13B OR
Clericuzio sendromu
(Poikiloderma ve nétropeni) CEEER U
JAGN1 eksikligi JAGN1 OR
3-metil glutakonik asidiri CLPB OR
G-CSF reseptor eksikligi CSF3R OR
SMARCD2 SMARCD2 OR
Spesifik grandl eksikligi CEBPE OR
SBDS OR
Schwachman-Diamond sendromu DNAJC21 OR
EFL1 OR
HYOU1 eksikligi HYOU1 OR
SRP54 eksikligi SRP54 oD
CXCR2 eksikligi CXCR2 OR

MDS/I6semiye yatkinhk
Agir konjenital notropeni
Siklik nétropeni

B/T lenfopeni
Kognitif ve norolojik bozukluklar

MDS/I6semiye yatkinlk

Yapisal kalp bozukluklari, Grogenital anomaliler, sagirlk, gévde
ve bacaklarda ven6z damarlarda genisleme

Ekstramediiller hematopoez, kemik iligi fibrozisi, nefromegali

Aclik hipoglisemisi, laktik asidoz, hiperlipidemi, hepatomegali

Notropeni, miyeloid matiirasyon bozuklugu, monositopeni,
degisken lenfosit sayisi

Notropeni, hipogamaglobulinemi, azalmis CD8 sitotoksisitesi,
parsiyel albinizm, biylime gelisme geriligi

Kardiyomyopati, myopati, gelisme geriligi, n6tropeni

Dismorfik bulgular, mental gerilik, obezite, sagirlik

Retinopati, gelisme geriligi, tirnak distrofisi, orta yiiz
hipoplazisi, poikiloderma

Myeloid gelisimde duraksama, osteopeni

Norokognitif gelisim bozukluklari, mikrosefali, hipoglisemi,
hipotoni, ataksi, ndbet, katarakt, IUGG

Gelisimsel bozukluklar, myelodisplazi
Bilobe g¢ekirdekli nétrofiller

Pansitopeni,ekzokrin pankreas yetmezligi, kondrodisplazi
Pansitopeni, ekzokrin pankreas yetmezligi

Hipoglisemi, enflamatuvar komplikasyonlar
Ekzokrin pankreas yetmezligi

Agir nétropeni, myelokateksis, rekiirren gingivit, oral llserler,
hipergammaglobulinemi

OD: Otozomal dominant, OR: Otozomal resesif, GOF: Fonksiyon kazandiran mutasyon (gain of function), IUGG: intrauterin gelisme geriligi,

MDS: Myelodisplastik sendrom, G-CSF: Graniilosit koloni uyarici faktor

Otoimmin nétropeniler, primer immin yetersizlikler ve
romatolojik hastaliklarin seyri gibi pek ¢cok durumda goéru-
lebilmektedir. Anti nétrofil antikorlarin 6lgiimi (no6trofil
ylzeyine baglh antikorlarin saptanmasi icin) yanhs negatif-
lik ve pozitiflik oranlarinin yliksek olmasi nedeniyle tanida
yardimci degildir. Notrofillerin antijenik yapilarina karsi
gelismis antikorlarin plazmada arastirilmasi daha yararli-
dir (13).

Tedavide graniilosit koloni uyarici faktor (G-CSF) olgular-
da nétrofil sayilarinin ve islevlerinin artirilmasinda yar-
dimci olabilmektedir. Kemik iligi incelemesinden sonra
baslanmalidir. Myelodisplazi ve akut myeloid I6semiye
donldsim agir konjenital notropenilerde goriilebilmek-
tedir. Bu nedenle izlemde gerekirse aralikli kemik iligi bi-
yopsisi yapilmali ve G-CSF reseptdr mutasyonu agisindan
dikkatle incelenmelidir (14).
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Notropeniyle gelen hastada asagidaki sorular sorulmahdir
(14).

* Hastanin eslik eden klinik bulgulari var mi? Ates, gin-
givit, oral Ulser, pndmoni, abse, perianal hastalik eslik
ediyor mu?

* Daha 6nceki notrofil sayilari nasil (akut/kronik)?

* Ailede benzer olgu varligi?

Fizik bakida tim sistemler, 6zellikle agiz ici ve perianal
bolge incelenmelidir. Eslik eden deri dokintileri (poiki-
lodermi), tirnak distrofisi, ylizeyel venlerde belirginlesme
(G6PC3 gen mutasyonu) gibi bulgular tanida yardimci ola-
bilmektedir.

Laboratuvar incelemede kemik iligi baskilanmasi veya hi-
persplenizm disindirecek eslik eden diger sitopeniler,
trombositopeni varligr arastiriimalidir.

Kemik iligi incelemesinde olgunlasmada duraksama ola-
bilecegi gibi WHIM (sigiller, hipogamaglobulinemi, mye-
lokateksis sendromu) sendromunda myelokateksis goril-
mektedir.

e QOzetle nétrofil defekti diisiiniilen hastalarda éncelikle
kan sayimi ve periferik yayma degerlendirilmelidir.

* Agir konjenital nétropenilerde hipergammaglobuline-
mi ve monositoz gorilebilmektedir (15).

* Otoimmin noétropenilerde notrofil ylizeyinde antikor-
larin taranmasina yonelik anti nétrofil antikor testle-
ri istenebilir ancak yanhs negatiflik ve pozitiflik orani
ylksektir.

* Agir konjenital nétropenilerde dogumdan itibaren co-
gunlukla 200-500/mm? altinda degerler goérilmekte-
dir. Kemik iliginde gelisimde duraksamanin goriilmesi
tanida yardimcidir.

* Siklik nétropenilerde tani icin 4-6 hafta sireyle, hafta-
da 2-3 kez notrofil sayimi yapilmahdir.

e ikincil nétropeniye neden olan Bruton agammaglobu-
linemisi ve X’e bagl hiperigM sendromunda BTK ve
CD40L protein ifadeleri akan hiicre olgerde ¢alisilabilir.

3. FAGOSITER SiSTEMIN HAREKET (MOTILITE)
KUSURLARI

Hareket bozukluklari arasinda en 6nemli grup l6kosit
adezyon bozukluklaridir (LAD). Lokositlerin patojenlere
karsi savunma islevlerini yerine getirebilmeleri icin enf-
lamasyonun oldugu bélgeye go¢ etmeleri gerekmekte-

dir. Periferik dolasimdan olay yerine gogleri sirasinda pek
¢ok farkli adezyon molekiilii gérev alir ve dort basamakta
gerceklesir: 1) 6nce damar duvarina gevsek baglantilarla
I6kositlerin yuvarlanma evresi baslar (rolling). Burada ara-
c1 molekdl aktif endotelde bulunan selektinler ve onlarin
I6kositler tizerine karsilik gelen siyalize ligandlaridir, 2) bu
evreyi endotel duvarina yaklasan I6kositlerin kemokin ve
sitokinlerle etkilesimi ve integrinlerin aktif hale gelisi izler
(aktivasyon), 3) ardindan aktiflesmis integrinlerin ICAM
ligandlariyla baglanmasi sonucu siki baglanti gergeklesir
ve 4) kemoatraktif faktorlerle 16kositlerin iltihaph dokuya
gecisi saglanir (transmigrasyon) (16). Yuvarlanma fazinda-
ki bozukluk LAD-II'ye neden olurken LAD lII'te l6kositlerin
aktivasyonu, yani ikinci evre bozuktur. LAD tip I'de ise 16-
kositlerin endotele siki baglantisi (3. evre) gerceklesmez.
Klinik olarak hastalarda noétrofilik 16kositoz ve enfeksiyon
bolgesinde piy yoklugu gorilmektedir. Gobek baginin
dismesinde gecikme en tipik bulgularindandir. Tekrarla-
yan bakteriyel ve mantar enfeksiyonlari, deriyi, derin do-
kulari, gastrointestinal ve solunum yollarini, oral-genital
mukozay! tutabilmektedir (16). Enfeksiyon LAD tip 2’'de
daha az gorilirken, bu hastalarda mental gerilik belir-
gindir. H antijeni yokluguna bagli Bombay tipi kan grubu
tipiktir. Bombay tipi kan grubunda kanda antijenik yapi
goriilmez, Rh ve AB kan gruplarina karsi antikor icerirler.
LAD tip 3'te trombosit agregasyonu da bozuk oldugundan
kanama diyatezi eslik edebilmektedir. Kemik rezorbsiyo-
nu yapan osteoklastlarda da adezyon kusurlu oldugundan
osteopetrozis benzeri kemik tutulumu gorilebilmektedir.
Hepatosplenomegali eslik ettiginden juvenil myeloid mo-
nositik I16semi ile karisabilmektedir (16).

LAD tip 1'de integrin beta 2 zincir (CD18) akan hiicre
olgerde gosterilebilir. CD18, CD11a, CD11b, CD11c ve
CD11d’ye baglanabilir. En iyi degerlendirme granilosit-
ler Gizerinde CD18 ve CD11a, CD11b, CD11c protein ifa-
delerine bakmaktir. CD18 ifadesinin <%2 oldugu hastalar
agir, %2-30 arasinda gorilenler orta siddette degerlendi-
rilmektedir (17). LAD Il'de sialyl-Lewis X'e karsilik gelen
CD15a dizeyine akan hiicre 6lgerde bakilabilir (16). Tip |
ve tip Il tanisinda akan hiicre 6lcer yardimcidir (Tablo 2).

4. SOLUNUMSAL PATLAMA BOZUKLUKLARI

Notrofiller konak savunmasi sirasinda oksijen bagimli ve
bagimli olmayan mikrobisidal mekanizmalar kullanmakta-
dirlar. Oksijen bagimli olanlar reaktif oksijen radikallerinin
(ROS) olusumunu icerir ve mikrobisidal etkiye sahiptir.
Oksijen bagimsiz olanlar; kemotaksis, fagositoz, degrani-
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Tablo 2. Lokosit adezyon bozukluklari 6zellikleri

LAD-1 LAD-2 LAD-3
Kalitim ve gen  Otozomal resesif Otozomal resesif Otozomal resesif
ITGB2 SLC35C1 FERMT3
Patogenez B2 integrin CD18 islevi bozuk Postranslasyonel Integrin adaptor molekil kindlin- 3 islev kaybi
fukozilasyonda bozukluk
Klinik Umblikal kordun diismesinde gecikme Tekrarlayan enfeksiyon ~ Umblikal kordun diismesinde gecikme
Tekrarlayan enfeksiyon Pnémoni Tekrarlayan enfeksiyon
Yara iyilesmesinde gecikme Yara iyilesmesinde gecikme
Laboratuvar Notrofili Notrofili Notrofili
Diger Mental retardasyon Glanzman trombastenisi gibi
Boy kisaligi trombosit islev bozuklugu
Dismorfik yiiz Kanama diyatezi
Bombay kan grubu Osteopetroz benzeri kemik bulgulari
Tedavi Enfeksiyonlarin tedavisi Fukoz Enfeksiyonlarin tedavisi
Ustekinumab Faktor Vlla
KHN KHN
Sagkalim %75 %50 %40
14.6+1.9 yil 14.316.5 yil 4.4+1.6 yil

KHN: Kok hiicre nakli, LAD: Lokosit adezyon defekti, ITBG2: Intergin altlinite beta 2, SLC35C1: Solit tasiyici aile 35 Gye C1, FERMT3: FERM

domani igeren Kidlin 3

lasyon ve bakterisidal peptidlerin salinimi gibi mekaniz-
malari icermektedir (18).

Kronik graniilomatéz hastalik (KGH) nikotinamid adenin
dintkleotid fosfat (NADPH) oksidaz enzim sistemindeki
kusurlardan kaynaklanmaktadir. Fagositer hiicrelerin ROS
Uretmek icin kullandiklari NADPH oksidaz enzim komp-
leksinin bilesenlerinden herhangi birinin eksikligi KGH’a
neden olabilmektedir (19). Hastalarda katalaz pozitif mik-
roorganizmalarla tekrarlayan ve agir enfeksiyonlar goriil-
mektedir. En sik akciger, lenf nodlari, deri ve karaciger
tutulmaktadir. Graniilom olusumuyla giden enflamatuvar
komplikasyonlar akcigerler, gastrointestinal ve Urogenital
sistemde gorulebilmektedir (19). En sik goriilen etkenler;
Staphylococcus aureus, Burkholderia cepacia, Serratia
marcescens gibi katalaz pozitif bakteriler, Nocardia ve As-
pergillus gibi mantarlardir (20, 21). Tekrarlayan lenfade-
nit, akciger enfeksiyonu, deri ve/veya organ abselerinin
varliginda, uzamis ates ve hemofagositik lenfohistiositoz
durumlarinda KGH disinilimelidir.

Enzim kompleksi esas olarak 5 bilesenden olusur; memb-
rana bagh gp91lphox ve p22phox, sitozolde bulunan
p47phox, p67phox ve p40phox. Her bir bilesenin kod-
landigl gendeki patojenik varyant KGH klinigine neden
olabilmektedir (gp91phox->CYBB, p22phox->CYBA, si-
tozolde bulunan p47phox-»NCF1, p67phox->NCF2 ve
p40phox->NCF4). Sitokromun bir araya gelmesi, diger bes

bilesenin endoplazmik retikulum membraninda stabilize
olmasi igin altinci bir protein olan EROS’a ihtiya¢ duymak-
tadir (CYBC1 geni kodlar). Oksidazin islevsel olmasi igin
ayni zamanda Rac2’nin katilimi gerekmektedir. CYBB geni
X'e bagh KGH’a neden olurken diger gen mutasyonlari
otozomal resesif kalitilmaktadir. NADPH oksidaz olusu-
mundan sonra bir elektron koparilmakta ve oksijene ek-
lenerek stiperoksit olusmakta. Daha sonra kendiliginden
veya stiperoksit dismutaz araciliglyla enzimatik olarak hid-
rojen peroksite donismektedir. Hidrojen peroksit siipe-
roksit anyon ile reaksiyona girdiginde hidroksil radikalleri
olusmakta, miyeloperoksit ve klorin varliginda hipoklorik
asite dontsmektedir. Oksijenin kullanilarak stperoksit ve
metabolitlerinin olusumu “solunumsal patlama” olarak
isimlendirilmektedir. Reaktif oksijen radikallerinin olusu-
mu fagolizozoma potasyum ve proton akimina neden olur
boylece elastaz ve katepsin G gibi granil proteazlarin ak-
tivasyonu saglanmaktadir. Bu proteazlar fagosite edilmis
mikroorganizmanin ortadan kaldirilmasina yol agmakta-
dir (22).

Kronik graniilomat6z hastalikta kan sayimi, lenfosit alt
gruplari, immaunglobulinler ve asi antikor yanitlari cogun-
lukla normaldir. Kronik enflamasyona bagh hipergam-
maglobulinemi gorilebilmektedir. Notrofil fonksiyonlari-
na yonelik testler tanida kullanilmaktadir. Bu amagla en
sik nitroblue tetrazolium (NBT) testi ve dihidrorodamin
(DHR) 123 testi kullanilmaktadir. DHR testi CYBB gen de-
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fekti tasiyicilarinin belirlenebilmesi, enzim aktivitesinin
daha objektif olctilmesi ve kullanim kolayligi nedeniyle
daha cok tercih edilmektedir. NBT ile daha ¢ok semi-kan-
titatif sonuglar elde edilmektedir. In vitro yolla bir uyaran
aracihgiyla nétrofillerdeki sari boya, mavi-siyah formaza-
na dondsir ve 151k mikroskobunda boyali hiicreler sayilir.
DHR testi benzer ilkelerle akan hiicre o6lgerde ¢alisilan
yontemdir. Dihidrorodamin oksitlendiginde rodamine do6-
nisdr, uyarilmis ve uyarilmamis rodaminin ortalama flo-
resan yogunlugu orani degerlendirilir (stimulasyon indek-
si). Olclim ile elde edilen oran ROS iretimini yansitir, rezi-
diel oksidaz aktivitesi hastalarin uzun dénem sag kalimiy-
la koreledir (23). Akan hiicre 6lger ayni zamanda NADPH
oksidaz bilesenlerinin islevlerini de gostererek molekiler
tanidan daha hizli sonug verebilir (24). Kan orneklerinin
ge¢ ¢alisiimasi gibi bazi durumlarda DHR yanlis sonuglara
yol acabilmektedir. In vitro ¢alismalarda asetaminofenin
stperoksiti uzaklastirma ve miyeloperoksidaz aktivitesini
inhibe ederek notrofil islevlerini bozdugu gosterilmistir
(25). In vivo calismalarda da asetaminofen kullanimi sira-
sinda %22’'ye varan oranda DHR testinin KGH hastalari ile
karisacak kadar yanhs pozitiflige yol agtigl gosterilmistir
(26).

Miyeloperoksidaz (MPO) enziminde tam eksiklik varligin-
da DHR sonucu yaniltici olabilmektedir. Bu nedenle DHR
testinde stimilasyon indeksi disik saptandiginda akan
hiicre o6lcer ile graniilositlerde hiicre i¢i boyama ile MPO
ifadesi calisiimasi gerekebilmektedir (27).

5. NON-LENFOID BOZUKLUKLAR

Bu grup icerisinde otozomal dominant kalitilan GATA2
eksikligi ve pulmoner alveoler proteinozis (PAP) yer al-
maktadir. X’e bagh kalitilan CSF2RA ve otozomal resesif
kalitilan CSFR2B mutasyonlari PAP’a neden olmaktadir.
GATA2 hematopoetik sistem gelisiminde 6nemli rol oy-
namaktadir. Eksiklig§i monositopeni ve mikobakteriyel
enfeksiyonlar sendromu (monoMAC), dendritik hiicre,
monosit, B ve NK hiicre eksikligi (DCML eksikligi), familyal
myelodisplastik sendromlar (MDS)/akut myeloid |6semi
(AML), Emberger sendromu (MDS ile beraber primer len-
fodem) gibi farkh klinik tiplerle karsimiza ¢ikabilmektedir.
Pulmoner alveoler proteinozis gorilen hastalar immin
yetersizlikler agisindan arastirilmahdir. Adenozin deami-
naz eksikligi, STAT5B eksikligi de ayni tabloya neden ola-
bilmektedir (28).
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Boliim 7

Dogal Olduriici ya da Sitotoksik T Huicre Eksikligi Iliskili

Primer iImmuin Yetersizlikler

Doc. Dr. Saliha ESENBOGA
Prof. Dr. Deniz N. CAGDAS AYVAZ

1. SITOTOKSIK T LENFOSIT VE DOGAL OLDURUCU
HUCRELER

Sitotoksik T lenfositler (Tc) ve dogal oldurici (natural
killer - NK) htcreler anti-viral ve anti-timoér immunite
ve sitotoksisiteden sorumlu immiin hicrelerdir. Perforin
ve granzim igeren litik graniller salarak hedef hiicreler-
de apoptozu indiiklemektedirler. Yizeylerinde Fas ligand
(FasL) ve tiimor nekroz faktor iliskili apoptozisi indikle-
yen ligand (TRAIL) eksprese etmekte interferon-gamma
(IFN-y) ve timor nekroz faktor alfa (TNF-a) salgilamak-
tadirlar (Sekil 1). IFN-y, hicre i¢i mikroorganizmalara
karsl yanitta 6nemli olup antijen sunumunu ve hiicre igi
oldirmeyi artiran 6nemli bir sitokindir. TNF-a ise proenf-
lamatuvar ozellik géstermektedir. Sitotoksik hiicrelerin
aktivasyonu, IL-12, IL-18 ve IL-15 gibi sitokinler tarafindan
kolaylastiriimaktadir (1).

Sitotoksik hiicrelerin fonksiyonlarini diizenleyen en
onemli transkripsiyon faktorleri Eomesodermin (Eomes)
ve T-bet’tir. Eomes ve T-bet hem Tc hem de NK hiicre ge-
lisiminde 6nemli rol oynamaktadirlar. Ancak bu faktorler,
farkh hicre tiplerinde farkhlik gdstermektedirler. Eomes
NK hiicre gelisimi igin kritik 6neme sahipken, T-bet dogal
(innate) lenfoid hiicre 1 (ILC1) gelisimi icin gereklidir ve
Tc hiicre islevinde rol oynamaktadir. Eomes, perforin ve
granzim B ekspresyonunu uyarirken NK hiicreleri igin kri-
tik Sneme sahiptir, T-bet ise IFN-y ve IL-12RB2 ekspresyo-
nunu uyarmaktadir (1).

Sitotoksik hicreler (Sitotoksik T lenfositler ve NK hiicre-
leri) hiicre ici patojenlere (Salmonella, Listeria, M. tuber-
culosis gibi hiicre ici bakterilere ve virUslere) karsi savun-

mada 6nemli rol oynamakta, sitotoksik ve sitolitik fonksi-
yonlar gdstermektedirler. Sitotoksik graniil olusumu, FasL
aracih 6liim, IFN-y ve TNF-a gibi sitokinleri salgilamak gibi
pek cok ortak 6zellik ve fonksiyona sahiptirler. Bu hiicre-
ler viicuttaki enfekte olmus, donlsiime ugramis ve stres
altindaki hiicreleri hedef almaktadirlar. Bu sekilde, sadece
istenmeyen hiicreleri ortadan kaldirmakla kalmamakta,
ayni zamanda hiicresel homeostaza da katkida bulunmak-
tadirlar.

Sitotoksik T Ienfositler gelisim siireglerini timusta tamam-
lamaktadirlar. CD8 eksprese eden ve yliksek oranda anti-
jene 6zgli T hiicre reseptori tagimaktadirlar. Sitotoksik T
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Sekil 1. Sitotoksik 6zellik gésteren hiicrelerle (sitotoksik T len-
fosit ve NK hiicresi) mikroorganizmayla enfekte hiicre iliskisi
(2

NK: Dogal éldiricl, TRAIL: Tumor nekroz faktor iliskili apoptozisi
indlkleyen ligand
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lenfositler, naif CD8*T hiicrelerinin farklilasmasiyla ortaya
cikmaktadirlar. Antijen sunan hiicrelerle etkilesime girdik-
lerinde aktive olurlar. Antijenleri taniyabilmeleri igin 6zel
kosullar gerekli olup, konagin kendi hiicrelerinde bulunan
protein yapidaki ana doku-uyumluluk yapisinin yani major
histokompatabilite kompleksi (MHC) sinif | molekullerine
baglanan ve bu molekiiller tarafindan sunulan 6zgiil pep-
tidleri tanirlar. Bu 6zgiilliik sonucunda belirli bir antijenle
karsilasildiginda hafiza olusumu ve uzun sireli bagisikhk
saglanmaktadir. Ozellikle mikroorganizmalar ile enfekte
olmus hiicrelerin veya tiimor hiicrelerinin dogrudan 6ldi-
rilmesi saglanir.

Dogal oldiirici hiicre gelisiminde kemik iligi kritik yerdir;
ancak NK hiicre gelisiminin mikro cevre tarafindan se-
killendigi soylenebilir. Ortak lenfoid 6ncllden gelisen ve
dogal immin sisteme ait bir lenfosit tird olan NK hiicre-
lerinin T ve B hiicrelerinin aksine somatik olarak yeniden
diizenlenmis antijene 6zgi reseptorleri yoktur; bunun ye-
rine, hedef hiicreleri tanimak icin farkli reseptérleri vardir
(2, 3). Antijen 6zgullugiinden yoksun olup antijene 6zgli
uyarima, antijen sunumuna ihtiya¢ duymaz, hafiza yanit-
lari sergilemez, klonal segilime ihtiya¢ duymazlar (1, 3, 4).
Hicre-ici patojenlerin, 6zellikle virislerin kontroliinde ve
timoral bliyimenin baskilanmasinda énemli bir rol oy-
narlar. NK hicreleri, ILC'ler ile ayni aileye Gyedirler. Sito-
toksik T lenfosit ve ILC1 hiicrelere benzer gesitli 6zellikler
gosterirler. ILC1 hiicrelere benzer sekilde TBX21 eksprese
eder, IFN-y Uretirler, sitotoksik ve sitolitik fonksiyonlar
gosterirler. Sitotoksik T lenfositlerden farkh olarak anti-
timor etki géstermek igin antijen sunumuna ihtiyag duy-
mazlar (5, 6). NK hiicreler, immiinomodiilator etkilerini,
iki kritik efektor fonksiyon araciligi ile gerceklestirirler. NK
hicreleri, malign transformasyon gésteren veya hiicre-igi
patojenle enfekte hiicreleri degraniilasyon veya 6lim re-
septoriniin baglanmasiile dogrudan yikima ugratirlar. NK

Tablo 1. Sitotoksik T lenfosit ve dogal 6ldiiriicii hiicre 6zellikleri

hiicreler, bol miktarda proenflamatuvar ve immiinsipre-
sif sitokin Uretebilirler. Bu sitokinler enflamatuvar mikro
cevreye gore belirlense de NK hiicreler temel olarak Thl
tipi sitokin Uretirler. NK hiicreler, ayni zamanda kemotak-
tik sitokinler de Uretirler. Bu kemokinler efektér lenfosit
ve miyeloid hicreleri enflamasyonun bulundugu doku-
ya cagirmada etkindirler (5, 6). insanlarda NK hiicrelerin
CD56 (noral hiicre adezyon molekiilii) ekspresyon diizeyi,
NK hicrelerin fonksiyonel olarak siniflandiriimasini sagla-
maktadir. Periferik dolasimdaki NK hiicrelerin %10 kadari
CD56 molekilini distik diizeyde (CD56) eksprese eder-
ler. Bu hiicreler graniillerinde perforin, granzim gibi litik
proteinleri iceren ve sitolitik fonksiyonlar gosteren hiic-
relerdir. CD56 molekiliint yiksek diizeyde (%90) ekspre-
se eden (CD56"%) NK hiicreler ise daha az olgunlasmis
hiicrelerdir ve sekonder lenfoid organlarda kalirlar, enf-
lamatuvar sitokin Uretim potansiyeli bu hiicrelerde daha
fazladir. NK hiicre aktivasyonu aktive edici ve inhibe edici
ylzey reseptorlerinin dengesine dayanmaktadir (5-7).

Sitotoksik T lenfosit (Tc) ve dogal 6ldiriict (NK) hiicrelerin
ozellikleri Tablo 1'de 6zetlenmistir.

2. DOGAL (INNATE) LENFOID HUCRELER

ILC’ler, ortak lenfoid 6nci hiicrelerden kdken alan ve ge-
lisimi icin interlokin-2 reseptdrinin ortak gama zincirine
(IL-2RG, yc) ihtiyag duyan hicrelerdir. ILC ve T hicreleri-
nin gelisim ve farklilasmasi igin temel transkripsiyon fak-
torleri ortak olup, bu hiicrelerin benzer olan islevlerini
yonlendirirler (8).

Geleneksel T ve B hiicrelerinin aksine ILC'ler ve dogal 6l-
dirtcl T (NKT) hiicrelerin VDJ rekombinasyonuyla olus-
mus olan antijene 6zgl reseptorleri yoktur, antijene 6zgi
reseptor sinyaline ihtiya¢ duymadan mikro cevredeki si-

Sitotoksik T Lenfosit (Tc)

Dogal Oldiiriicii Hiicre (NK)

Timus
CD3, CD8, TCR, CD28

Gelisim

Reseptorler

Kemik iligi

Oldiiriicii hiicre immiinoglobulin benzeri reseptérii (KIR), Dogal

sitotoksisite reseptérii (NCR) (NKp30, NKp44, NKp46)
CD16 (FcyRllI), NKG2D, CD56

islev Antijen spesifik tanima, hiicre aracili
sitotoksisite, immun hafiza

Sitokinler IFN-y, TNF-a, IL-2
Antijen Spesifik tanima,
tanima Antijen-MHC sinif | kompleksini tanir

Dogal immiin yanit, nonspesifik tanima, sitotoksisite, antijen bagimli
hiicresel sitotoksisite, immiinregilasyon

IFN-y, TNF-a, I1L-10, GM-CSF

Nonspesifik tanima, malign transformasyon gosteren veya virisle, hiicre
ici patojenle enfekte hiicreleri tanir

TCR: T hiicre reseptori, GM-CSF: Grantlosit makrofaj koloni uyarici faktor
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tokin sinyallerine dogrudan yanit verir ve epitel ile capraz
konusma yoluyla immiin homeostazda énemli rol oynar-
lar.

ILC alt gruplari, CD4* T yardimci (Th) hiicre alt gruplarina
benzer islevleri ve gelisim asamalari vardir. ILC1, ILC2 ve
ILC3 alt gruplarinin, Thl, Th2 ve Th17’nin dogal immin
sistemdeki muadilleri oldugu kabul edilmektedir. Benzer
sekilde NK hicreleri CD8* Tc hiicrelerin muadilleridirler
(Sekil 2) (8, 9).

ILC1 alt grubu, IFN-y ve TNF-a Ureterek tip 1 immiin yanit-
lara katkida bulunan bir grup hicredir (Sekil 2). Hem ILC1
hem de NK hiicreleri tip 1 immiin yaniti destekler, ancak
gelisimleri farkh evrimsel iliskili transkripsiyon faktorleri-
ne (T-box TF) baghdir. NK hicreleri hem Eomes hem de
T-bet ifade eder ve gelisimleri icin Eomes gereklidir, ILC1
tipi hiicreler ise T-bet ifade eder, ancak Eomes ifade et-
mezler (8, 9).

ILC2 alt grubu hiicrelerin gelisimi icin GATA-3 ve BCL11B
gerekmekte, tip 2 sitokinleri (IL-5, IL-9, IL-13) ve diger
efektdér molekdilleri Ureterek paraziter enfeksiyonlara
yaniti ve dokularin yeniden sekillenmesi ile ilgili yanitlari
desteklemektedirler (8, 9).

ILC3 alt grubu ise fetal lenfoid doku tetikleyici (LTi) htic-
reler de dahil olmak lizere, RORyt bagimli CCR6* ILC3 ve
CCR6ILC3 olarak ikiye ayrilirlar. Epitel bariyerini gliclen-
dirmek igin IL-22 Uretirler. CCR6* ILC3 grubu hiicreler ay-
rica IL-17 Uretir ve mantar enfeksiyonlarina karsi koruma
saglarken, CCR6™ ILC3 grubu hiicreler ILC1 benzeri hiicre-
lere donusebilirler (4, 8, 9).

3. SITOTOKSIK T LENFOSIT VE DOGAL OLDURUCU

HUCRE EKSIKLiGi iLiSKiLi PRIMER iMMUN
YETERSIZLIKLER
Sitotoksik T lenfositler ve NK hiicreler gibi immiin hiicre-
ler tarafindan diizenlenen sitotoksisite, immiin gozetim
ve savunma i¢in ¢ok dnemlidir. Sitotoksisitede bozulmaya
yol acan genetik bozukluklar, 6zellikle hiicre i¢i patojen-
ler tarafindan tekrarlayan ve siddetli enfeksiyonlar olarak
kendini gosterirler. Kronik enfeksiyonlar, enfekte hiicrele-
ri ortadan kaldirma yeteneginin etkilendigini gdsteren bir
bulgudur. Bunun yani sira yasami tehdit eden hiperenf-
lamatuvar bir sendrom olan hemofagositik lenfohistiyosi-
toza (HLH) yatkinlk ortaya ¢ikmakta ve immin sistemin
kontrolsiiz aktivasyonu organ hasarina ve sistemik komp-
likasyonlara yol agmaktadir.

D.-r-"‘"'ﬂf#'\k\h"""-m
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L2 Tin 2 i Th . - .
ml.!! P= iL q} 1 J! aracili immiin yanitin iig
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Tablo 2. Sitotoksisitenin etkilendigi primer immiin yetersizlikler

Kalhitim .
Gen sekli Fonksiyonu

Graniil Aracili Sitotoksisitede Molekiiler Kusurlar

Perforin, hedef hiicre membraninda porlar olusturmak, granzimlerin girisini kolaylastirmak ve
Granzim B, hedef hiicre iginde apoptotik yollarin baslatiimasindan sorumlu kilit bir efektor

STXBP2 genindeki mutasyonlar sitotoksik granillerin plazma membrani ile diizglin flizyonunu

bozar. Bu da sitotoksik molekullerin salinimini bozarak etkili hedef hiicre yikimini engeller.

UNC13D genindeki mutasyonlar sitotoksik granllerin plazma membraniile diizglin flizyonunu

Gl oL apoptozu indiiklemek igin gereklidir.
GZMB OR molekaldar.

STXBP2 OR

UNC13D OR

bozar. Bu da sitotoksik molekdllerin salinimini bozarak etkili hedef hiicre yikimini engeller.

Sinyal Yollaklarinda Molekiiler Kusurlar

IL-2/IL-15 Sinyalizasyon
Eksiklikleri (IL2, IL2RA,
IL2RB, IL2RG, IL15, IL15RA)

ve olgunlasmasini bozar.

SH2D1A X'e bagh

IL-2 veya IL-15 sinyal yollariyla iliskili genlerdeki mutasyonlar Tc ve NK hiicre aktivasyonunu

Bu kritik sitokinlere verilen yanitin azalmasi, fonksiyonel sitotoksik hiicrelerin gelisimini bozar.

XLP-1 hastalari, SLAM ailesi reseptorlerinin aracilik ettigi sinyal yollarindaki kusurlar nedeniyle
sitotoksisitede bozulmaya yol agar.

PRF1: Perforin 1, GZMB: Granzim B, OR: Otozomal resesif, STXBP2: Synaxtin baglayan protein 2, IL: Interlokin, NK: Dogal oldirict, XLP: X'e
bagh lenfoproliferasyon, SLAM: Sinyal veren lenfositik aktivasyon molekiilii

Tablo 2'de sitotoksisitenin etkilendigi yani NK ve Tc hiicre
islevlerinin bozuldugu primer immin yetersizlikler 6zet-
lenmistir.

3.1. Sitotoksik T Lenfosit Eksiklikleri ile iliskili Primer
immiin Yetersizlikler

Sitotoksik T lenfositleri etkileyen primer immin yeter-
sizlikler, temel sinyal molekillerindeki eksikliklerden si-
totoksik mekanizmanin kendisindeki anormalliklere ka-
dar farkl bir spektrumda karsimiza c¢ikabilmektedirler.
Tc hicrelerin etkilendigi primer immin yetersizlikler,
genellikle T hicresi gelisimi, aktivasyonu veya sitotoksik
islevi icin 6nemli olan genlerdeki mutasyonlardan kay-
naklanmaktadirlar. PRF1 (perforin), GZMB (granzim B),
IL-2-indUklenebilir T-hiicre kinaz (ITK) vb. genlerdeki mu-
tasyonlar, sitotoksisitede ve immin yanitta bozulmaya
neden olmaktadir. CD8 ko-reseptér aktivasyon yolu gibi
T hiicresi aktivasyonu ve islevi i¢in gerekli sinyal yollarin-
daki kusurlar Tc hiicre eksikliklerine yol agabilmektedir.
Bu bozukluklar genellikle hedef hiicrenin taninmasinin ve
sitotoksisitenin bozulmasi ile sonuglanmaktadir.

Sitotoksik T lenfosit eksikligi olan hastalarda tipik olarak
virUsler, bakteriler ve mantarlar dahil olmak Gzere hiicre
ici patojenlerle tekrarlayan, agir enfeksiyonlar gelismek-
tedir. Bu enfeksiyonlar ¢ok cesitli organlarda genis bir kli-
nik yelpazede gorilmektedir. Tc hiicre eksiklikleri sikhkla,

immun hiicrelerin kontrolsiiz aktivasyonu ve organ hasari
ile birliktelik gbosteren yasami tehdit eden hiperenflama-
tuvar bir sendrom olan HLH ile iligkilidir.

Sitotoksik T lenfosit eksikliklerinin ayirt edici ozelligi,
enfekte veya donistlrilmis hicreleri etkili bir sekilde
ortadan kaldirma yeteneginin bozulmasidir. Bu durum,
perforin aracili hiicre lizisinde, granzim aracili apoptoz-
da veya sitotoksik granil ekzositozundaki aksakliklardan
kaynaklanmaktadir. Tc hicrelerin diizenleyici islevlerinin
etkilenmesine baglh olarak asiri enflamasyon veya enfek-
siyonlarin yetersiz kontrolli gibi immuin yanitlarin diizen-
sizligi ortaya ¢tkmaktadir (10).

3.2. Dogal Oldiiriicii Hiicre Eksiklikleri ile iligkili Primer
immiin Yetersizlikler

NK hiicre eksiklikleri, NK hiicrelerinin bulunmadigi ya da
¢ok az sayida bulundugu klasik NK hiicre eksikligi ve nor-
mal sayida bulunduklari, ancak islevlerini yerine getire-
medikleri fonksiyonel NK eksikligi olarak siniflandiriimak-
tadir. NK hiicreleri etkileyen PiY’ler genellikle NK hiicre
gelisimi, olgunlasmasi ve islevi icin kritik olan genlerdeki
mutasyonlardan kaynaklanmaktadir. NK hiicre sitotoksi-
sitesinde rol oynayan GATA2, PRF1 ve UNC13D gibi gen-
lerde, fonksiyonel bozukluklara yol agan mutasyonlar
olabilmektedir. NK hiicre aktivasyonu ve sitotoksisite icin
gerekli sinyal yollarindaki kusurlar NK hiicre eksiklikleri-
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ne katkida bulunmaktadir. IL-2, IL-15 gibi sitokinleri ve
bunlarin reseptorlerini iceren yollardaki anormallikler NK
hicrelerinin olgunlasmasini ve aktivasyonunu bozmakta-
dir. Klasik NK hticre eksikliklerinde, NK hiicre gelisimini,
olgunlasmasini veya hayatta kalmasini engelleyen bir gen
kusuru vardir. Periferik kanda NK hiicreleri yoktur veya
¢ok az sayidadir. Fonksiyonel NK hiicre eksikliklerinde, NK
hiicreleri periferik kanda normal sayida ve normal feno-
tipte bulunur, ancak NK hiicre fonksiyonlari bozulmustur
(11). NK hucre eksikliginin monogenik nedenleri Tablo 3’
te sunulmustur.

NK hiicre eksikliginde klinik bulgular degiskendir. VZV,
HSV, EBV, CMV gibi Herpes virlslerle viral enfeksiyon-
lar siklikla gorilmektedir. Raporlanan NK eksikliklerinin
%60'Inda viral enfeksiyonlar mevcuttur. Malignitelere
yatkinlik NK eksikliklerinde nadiren tanimlanmistir ve
tanimlananlar arasinda en sik EBV iliskili timorler goril-
mektedir. GATA2 eksikliginde lenfoma, klasik NK eksik-
liklerinde EBV iliskili diiz kas tiiméri, fonksiyonel NK ek-
sikliklerinde EBV iliskili Castleman hastaligi, EBV kaynakl
kanserler tanimlanmistir. Bunun disinda GATA2 eksikligi
olan hastalarin %35’inde HPV iliskili displazi ve HPV-iliskili
bas ve boyun kanserleri bildirilmistir.

Fonksiyonel NK hicre eksikliginde, NK hiicre olgunlasma,
gelisim ve fenotipleri etkilenmeksizin, hedef hiicreler ta-
rafindan indiklenen dogal sitotoksisite icin sinyaller aza-
lir, boylece NK hiicre 6ldiirme yetenegi azalir ve NK hiicre
sitotoksisitesi bozulur, ancak antikor bagimli hicresel si-
totoksisite normaldir. Simdiye dek birbiri ile akraba olma-
yan 3 hastada tekrarlayan HSV ve HPV enfeksiyonlari ve
bir hastada EBV iliskili Castleman hastaligi tanimlanmistir.

Tablo 2’de yer alan bozukluklarin disinda pek cok PiY’'de
NK - agir kombine immiin yetersizlik (T-NK-AKIY) Wis-
kott-Aldrich sendromu gibi hiicre iskeleti bozukluklari,
fosfatidil inositol 3 kinaz (PI3K) sinyal yolagini etkileyen
bozukluklar gibi lipid sinyal yolak bozukluklarinda, NK
hicrelerinin etkilenmesi s6z konusudur. Ancak bu kom-
bine bozukluklarda immiin sistemdeki diger kusurlu bile-
senler primer klinik belirtilere yol agmaktadir. Bu durum,
NK hiicre sitotoksisitesinin bozulmasinin yani sira CD8* Tc
hiicrelerin de 6ldiirme yeteneginin bozuldugu, agir bir kli-
nik fenotip gésteren HLH de gorilmektedir. Bu baglamda,
molekiiler olarak tanimlanmis her alti PiY tanisinin yakla-
sik birinde NK hiicrelerinin de etkilendigi soylenebilir (11).

Tablo 3. Dogal 6ldiiriicii hiicreleri etkileyen primer immiin yetersizlikler (11)

Gen Kalitim sekli  Yatkinlik olan enfeksiyonlar Klinik bulgular Laboratuvar bulgulari
Klasik NK hiicre eksikligi
GATA2 oD VZV, HSV, CMV, HPV, Bazi hastalarda izole NK hiicre  NK hiicre sayisi az, CD56P"# alt grubu
Mikobakteri eksikligi; digerlerinde AML/ azalmis, sitotoksisite azalmis; Bazi
MDS’ye yatkinlik, lenfodem, hastalarda monositopeni, B hiicre eksikligi,
PAP, sagirlik, AML dendiritik hiicre eksikligi
MCM4  OR EBV, HSV, VZV, tekrarlayan  Boy kisaligl, adrenal yetmezlik, NK hicre sayisi az, CD56%"*alt grubu
solunum yolu enfeksiyonlari mikrosefali azalmig
MCM10 OR (LOF) cMV MCM4 ve GINS1 eksikligine NK hiicre sayisi az, hafif T hlicre lenfopenisi,
benzer HLH belirtegleri
RTEL1 OR vzv Diskeratozis konjenita, Ki NK hiicresi yok
yetmezligi, serebellar hipoplazi,
gelisim geriligi, telomer kisalig
GINS1 OR cMV Boy kisaligi, dismorfik bulgular, NK hticre sayisi az, CD56%° alt grubu
intrauterin buyume geriligi azalmis, nétropeni, hafif T hiicre lenfopenisi
IRF8 OR, OD EBV BCG enfeksiyonu, tekrarlayan ~ NK hiicre sayisi az, CD56%°" alt grubu

akciger enfeksiyonu

azalmis, sitotoksisite azalmis

Fonksiyonel NK hiicre eksikligi

FCGR3A EBV, HSV, HPV

NK hiicre sayilari normal, sitotoksisite azalmis

AML: Akut miyeloid I6semi, Ki: Kemik iligi, LOF: Fonksiyon kaybi (loss of function), MDS: Miyelodisplastik sendrom, NK: Dogal éldiriic,
OD: Otozomal dominant, OR: Otozomal resesif, PAP: Pulmoner alveolar proteinozis, HLH: Hemofagositik lenfohistiyositoz
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4. TANISAL TESTLER VE ALGORITMALAR

Mutlak lenfosit sayilarinin degisken olabilecegi géz 6ni-
ne alindiginda, klasik NK hiicre eksikliginde NK hiicreleri-
nin periferik kan lenfositlerinin <%1’ini olusturdugu veya
CD56%" NK huicrelerinin eksik oldugu durumlardir. Yiik-
sek ¢ozlinlirlikli akan hiicre dlger sistemi ile fenotipik de-
gerlendirme sonucunda NK hiicrelerin olgunlasmasinda
ve gelisimindeki bozukluklara dair bulgular saptanabilir.
Periferik kan popiilasyonu iginde NK hiicre alt kiimeleri-
nin olagan disi dagilimi olabilmekte, bu da NK hiicre ge-
lisimi veya homeostazindaki problemi gostermektedir.
NK hiicreleri normal sayilarda olsa bile, klasik NK hiicre
eksikliginde olusan gelisimsel kusur, NK hiicre gelisimsel
alt kime calismasiyla degerlendirilebilinir. NK hiicre sito-

toksisitesinde gorilen bozulma hiicrenin islevsel olgun-
lasmasinin bozuldugunu gostermektedir.

Fonksiyonel NK hiicre eksikliklerinde, NK hiicreleri perife-
rik kanda normal sayida ve normal fenotiptedir (standart
klinik laboratuvar NK hiicre fenotiplemesi kullanilarak),
ancak NK hicre islevleri bozulmustur (12, 13). NK hiicre
eksikliklerinde kullanilabilecek algoritma Sekil 3’de, NK
hicre eksikliklerinde kullanilabilecek testler ise Tablo 4’te
sunulmustur.

Sitotoksisite testi NK hiicrelerinin oldugu gibi, Tc hiicre-
lerin de hiicre 6ldiirme yeteneginin degerlendirilmesinde
kullaniimaktadir. Bu testte genellikle isaretlenmis hedef
hicreler kullanilmakta ve hiicresel sitotoksitenin goster-
gesi olan perforin ve granzimler gibi sitotoksik grandllerin

Tablo 4. NK hiicreler ve fonksiyonlarini degerlendirmeye yonelik testler ve kullanildiklari durumlar (13)

Klasik NK hiicre Fonksiyonel NK hiicre

Metot eksikligi icin faydali  eksikligi igin faydal
Standart lenfosit alt grup analizi (akan hicre 6lger) Evet Hayir
NK hicre alt grup analizi (akan hiicre dlger) Evet Evet
NK hiicre degraniilasyonu- CD107a upregilasyonu (akan hiicre 6lger) Bazilarinda Evet
NK hiicre sitotoksisitesi - K562 hedef hiicre 6ldiirme (*1Cr salinimi veya akan hticre 6lger) Evet Evet
Antikor bagimli hiicre aracili sitotoksisite (ADCC) (**Cr salinimi veya akan hticre 6lger) Evet Evet
NK hcre sitokin tretimi (hiicre igi akan hiicre dlger) Bazilarinda Evet
Sitokin ile indliiklenen NK hiicresi fonksiyonu (sitotoksisite veya akan hiicre dlger) Evet Evet

NK: Dogal éldiriict

Digar asirics tasnilas ve
i iRl el iRl a
dlipien

Boauk|¥ oex
Tedorasial)

Fonksiyone
MK eksikligi

Sekil 3. Klasik ve fonksiyonel
NK hiicre eksikliklerinde tanisal
yaklagim algoritmasi (12)

NK: Dogal 6ldiriicu
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salinimi 6lglilmektedir. Akan hiicre dlger, degrantilasyon
sirasinda hiicre ylizeyinde ifade edilen CD107a gibi temel
sitotoksik belirteglerin ve CD8 ifadesinin degerlendirilme-
sinde ¢ok 8nemli bir yer almaktadir. immiinofenotipleme,
immin hicre gruplarinin bilesimini ve dagilimini deger-
lendirmeye yardimci olarak lenfositlerdeki herhangi bir
sayisal veya islevsel anormalligin tanimlanmasina yardim-
ci olmaktadir. Ayrica sitokin 6l¢imi ve sinyal yolak analiz-
leri kullanilabilmektedir (13).

Genetik testler, PRF1, GZMB, synaxtin baglayan protein 2
(STXBP2) ve UNC13D gibi sitotoksisite ile iliskili genler ve
Tc hiicre aktivasyonu icin cok dnemli olan sinyal yollarini
etkileyenler gibi sitotoksik T lenfosit isleviyle iliskili genler-
deki mutasyonlari tanimlamak igin kullanilabilmektedir.
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Boliim 8

Kronik Mukokutandz Kandidiyazis Iliskili

Primer immuin Yetersizlikler

Dog. Dr. Ceyda TUNAKAN DALGIC
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1. GiRiS

Kronik mukokutan6z kandidiyazis (KMK), otoimmdiniteye
ek olarak; deri, tirnaklar ve mukozalarda goériilen ve esas
olarak Candida albicans’a bagh kronik ve/veya tekrarla-
yan non-invaziv enfeksiyon tablosudur. Temel immin
defekt, sinyal donustlirlich ve transkripsiyon 1 (STAT1)
geninin fonksiyon kazandiran (gain of function:GOF) mu-
tasyonlari sonucunda ortaya ¢ikan IL-17'de gorilen bo-
zukluklardir. Mantar enfeksiyonlarinin ilk uygun tedavisi
azollerdir. Ancak ilag direnci etkinligi sinirlamaktadir. Bu
nedenle, KMK’deki altta yatan defektin tanimlanmasi,
hedefe yonelik tedavi seceneklerinin genisletilmesine
izin verebilmektedir. Tip | ve 1l Janus kinaz inhibitorlerinin
(JAK1/2), STAT1 GOF ile iliskili vakalarda KMK’yi kontrol
ettigi gosterilmistir. Bu boélimde KMK’nin patogenezini,
altta yatan bagisikhk mekanizmalari ve ilgili genetik de-
fektlerden bahsedilecek ve devaminda yaklasimlar sunu-
lacaktir.

2. KLINiK BULGULAR

KMK, basta Candida albicans’in ve daha az siklikla C. glab-
rata, C. tropikalis ve ciltteki dermatofit mantarlar gibi di-
ger tirlerin neden oldugu, tirnaklar ve mukozalarda geli-
sen kronik, non-invazif heterojen bir klinik fenotip sergile-
yen bir enfeksiyon hastaligidir (1).

ilk klinik kanit genellikle dili, yumusak damagi ve yanak
mukozasini kaplayan bir veya daha fazla beyaz psédo-
membranla karakterize kalici pamukguktur. Tirnaklarda
renklenme, onikoliz ve distrofi gorilebilmektedir. Candi-

da ve diger dermatofitler esas olarak tirnaklarin proksimal
kismini ve yan/serbest kenarini etkilemektedir. Ayrica cilt,
sa¢ ve mukoza da genellikle tutulmaktadir (1, 2).

KMK, tek basina/bakteriyel ve viral enfeksiyonlarla iliski-
li olarak veya endokrinopatiler, otoimmiin sitopeniler ve
romatoid artrit gibi otoimmin hastaliklarla birlikte go-
rilebilmektedir. Candida enfeksiyonunun neden oldugu
kronik lokal enflamasyon, 6zofagus ve agiz bélgesinde
skuamoz hiicreli karsinom gelismesine zemin hazirlayabil-
mektedir (1, 2).

izole KMK, dogustan immiin defektlerden kaynaklanabil-
mekte ve primer immin yetersizlikler (P1Y) siniflandirma-
sina dahil edilmektedir (3).

3. CANDIDAYA KARSI DOGAL iIMMUNITE

Candida albicans sindirim sisteminde, agiz boslugu ve va-
jina gibi viicudun diger mukus yiizeylerinde bulunan poli-
morfik bir mantardir. Mikrobiyotanin normal bir bileseni
olarak kabul edilmektedir. Candida albicans ile normal
flora dengesi, konagin immiin yanitindan oldukc¢a etki-
lenmektedir. Candida enfeksiyonlarina karsi immin ya-
nit; mukokutandz koruyucu bariyerler, dogal bagisiklik ve
edinsel bagisikligi kapsamaktadir (4).

Candida albicans viicuda girdiginde makrofajlar, notrofil-
ler ve dendritik hiicreler tarafindan Dectin-1 reseptori ve
toll benzeri reseptorler (toll-like receptor:TLR) gibi patern
tanima reseptorleri (patern recognition reseptori - PRR)
araciligiyla taninmaktadir (5).
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TLR4, mannoz reseptori ve beta-glukan reseptér komp-
leksi (Dectin 1/TLR2), Candida hiicre duvarinin ana bile-
senleri olan mannanlari tanimaktadir. Bu reseptérler hep
birlikte sitokin Giretiminin uyarilmasina katilirlar. Dectin-1,
timor nekroz faktoért (TNF) gibi TLR2 ve TLR4 kaynakl si-
tokinlerin Gretimini artirmaktadir. Fare modellerinde bu
reseptorlerin yoklugunun Candida albicans ve Pneumocy-
stis jirovecii enfeksiyonlarina karsi daha fazla duyarliliga
yol actig gosterilmistir (6).

Bu hiicreler, T yardimci 17 (Th17) (temel olarak IL-17 ve
IL-22 Uretimi) ve Th1 (IFN-y lretimi) gibi CD4* T lenfosit
(naif) polarizasyonunu tesvik eden sinyaller iretirler. ilk
tanimanin ardindan, Th17 ve Th1 hiicrelerinin aracilik et-
tigi edinsel bagisiklik tepkisi etkinlestirilmektedir. Dogus-
tan ve edinsel bagisiklik arasindaki siirekli retro-aktivas-
yon, mantarin tamamen yok edilmesini saglamaktadir (6).

11-17’nin Anti-fungal Etkisi

IL-17 anti-fungal savunmada merkezi bir rol oynamak-
tadir. Notrofillerin iltihap bdlgesine toplanmasini tesvik
etmekte ve keratinositler tarafindan Uretilen defensin
seviyelerini artirmaktadir. IL-17 sitokin ailesi 6 Gyeden (IL-
17A, IL-17B, IL-17C, IL-17D, IL-17E, IL-17F) ve IL-17 resep-
tor ailesiise 5 Uyeden (IL-17RA, IL-17RB, IL-17RC, IL-17RD,
IL-17RE) olusmaktadir. IL-17A ve IL-17RA, sirasiyla sitokin
ve reseptor ailelerinin orijinal Gyeleridir ve bu nedenle
yaygin olarak IL-17 ve IL-17R olarak bilinmektedirler. IL-
17A ve IL-17F, Th17 hicreleri tarafindan Gretilmektedir.
Nikleer faktor kappa-beta aktivatoéri 1'i (ACT1) hiicre igi
sinyalleme icin aktive etmektedir (7). Bu asamalardaki
herhangi bir unsurun bozulmasi Candida bliyiimesinin za-
yif kontrolliine neden olabilmektedir.

4. KMK iLE iLiSKiLi IMMUN KUSURLAR

KMK hastalarinin ortak bir 6zelligi, in vitro olarak Candida
antijenleri ile uyarildiginda T lenfositlerinin anerjisik sap-
tanmasidir. IL-17 kusuru gesitli nedenlerden kaynaklana-
bilmektedir. Bunlar icerisinde;

1. Lenfosit fonksiyonunda genel bir kusur (dogal/edinsel
T lenfosit bozukluklari olan hastalarda daha genis bir en-
feksiyon spektrumu igcinde KMK gelisir)

2. Th17 lenfositlere yonelik selektif defekt veya

3. IL-17 sentezinde/sinyallemesinde defekt varligi sayil-
maktadir.

Bu kusurlar konjenital oldugunda PiY’ler grubuna dahil
edilmektedirler (8).

Genetik temelli KMK vakalarinin ¢ogu erken baslangic yasi
gosterse de, yetiskin hastalarda da baslangi¢ rapor edil-
mistir. Th17 lenfosit fonksiyonunu ve/veya IL-17 sinyalini
secici olarak etkileyen KMK ile tanimlanan PIY’ler anlatila-
caktir. Bunlar arasinda otoimmin duzenleyici (AIRE) gen
defekti, STAT1 gen aktivatoriindeki GOF mutasyonlari,
STAT3 ve ZNF341 genlerindeki mutasyonlar ve daha az
siklikla IL-17RA ve IL-17RC mutasyonlari, IL-17F eksikligi
ve ACT1 eksikligi tanimlanmistir. Yazinin devaminda, bu
genetik defektler ayri ayri ele alinacaktir (9).

5. BASKIN BiR TH17 LENFOSIT DEFEKTINE NEDEN
OLAN PRIMER iMMUN YETERSIZLiKLER

5.1. STAT3 Geninde Fonksiyon Kaybi Mutasyonu
(STAT3 LOF - Loss of function)

STAT3 genindeki fonksiyon kaybi mutasyonu, otozomal
dominant (OD) hiper- immiinoglobulin E sendromu (HIES)
(OMIM 147060) vakalarinin %60-70’inin genetik nedenini
olusturmaktadir (10). STATS3, IL-6, IL-10, IL-17, IL-22, IL-23
ve IL-27 gibi gesitli IL’lerin sinyal iletiminde énemli bir rol
oynayarak yara iyilesmesi, anjiyogenez ve bagisiklk streg-
lerine katilmaktadir.

OD HIES, yiiksek serum IgE dlzeyleri, dokiinti/dermatit ve
ciltte ve solunum yollarinda tekrarlayan bakteriyel ve/veya
mantar enfeksiyonlariyla karakterize bir PIY’dir. Bu send-
rom, tekrarlayan stafilokokkal apselerin varligi nedeniyle
ilk kez 1966 yilinda Job Sendromu olarak tanimlanmistir
(10). Etkilenen hastalarda karakteristik olarak STAT3 gen
mutasyonunun neden oldugu fonksiyon kaybina bagl ola-
rak Th17 hiicrelerinin sayisi azalmaktadir. Bu durum, IL-6,
IL-17 ve IL-22 kusurlariyla ve dolayisiyla mantar enfeksi-
yonlarina karsi duyarlilikla iliskilidir. Kapsilli organizmala-
ra karsi spesifik antikor tepkileri bozulabilmektedir. Th17
sitokin Uretiminde ve nétrofil kemotaksisinde azalma goz-
lenmektedir (11). OD HIES sendromundan etkilenen has-
talarin %80 kadarinda oral, kutantz, genital ve tirnak bol-
gelerinde kronik mukokutanoz kandidiyaz goriilmektedir.
Dokintiler ve pustiller cocukluk donemindeki erken be-
lirtilerdir ve genellikle yasamin ilk aylarinda ortaya ¢ikarlar.
Hastaligin bir baska 6zelligi de Streptococcus pneumoniae,
Haemophilus influenzae ve Staphylococcus aureus mikro-
organizmalarina bagli enfeksiyonlar gelisebilmesidir. Bu
enfeksiydz etmenler bronsektazi ve pndmatosel ile komp-
like olabilen pnémoniye yol agabilmektedir (12).
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5.2. ZNF341 Genindeki Fonksiyon Kaybi Mutasyonlari

ZNF341 genindeki fonksiyon kaybi mutasyonlarina bag-
Il olarak otozomal resesif (OR) HIES formuna sahip has-
talar rapor edilmistir. ZNF341, cekirdekte yapisal olarak
eksprese edilen bir transkripsiyon faktortdir. ZNF341
eksikligi, STAT3 transkripsiyonunun indiklenmesini dnle-
mektedir. OD STAT3 mutasyonlari olan hastalara benzer
sekilde, ZNF341 eksikligi olan hastalarda Th17 hicreleri
yoktur, Th2 polarizasyonu gorilir ve hafiza B hiicreleri
azalmigtir (13).

Klinik olarak, hafif yiz dismorfisi, erken baslangicl eg-
zama, KMK, tekrarlayan bakteriyel cilt ve solunum yolu
enfeksiyonlari, eklem hiperekstansibilitesi, kemik kiriklari
ve st dislerinin uzun sireli kalmasi gibi HIES benzeri bir
fenotipe sahiptirler (13).

5.3. Fonksiyon Kazanimi ile Birlikte STAT1 Gen
Mutasyonu

STAT1, mantarlara, virtslere ve bakterilere karsi hem
dogal hem de edinsel immin yanitta rol oynamaktadir.
IFN-a, IFN-y, epidermal biytime faktori (EGF), trombosit
turevli blylme faktori (PDGF) ve IL-6 gibi cesitli ligandlar
tarafindan aktive edilebilmektedir.

STAT1 genindeki (OMIM 614162) fonksiyon kazandiran
(GOF) mutasyonlar fosforilasyonda artisa yol agarak IL-6,
IFN-a ve B, IFN-y ve IL-27 gibi STAT1’e bagiml sitokinler-
de artisa neden olmaktadirlar. I1L-27, Th17 yanitlarinda,
IL-17 ve IL-22 sitokinlerinin azalmasiyla sonuglanan bir
IL-17 inhibitéridir. Sonug olarak, STAT1 genetik kusuru,
Th1 yanitlarinin artmasina ve Th17 yanitlarinin azalmasi-
na yol agmaktadir. GOF STAT1 mutasyonlari, KMK’in en
yaygin genetik etiyolojisi olarak kabul edilmektedir (14).
Hastalarda ayrica Pneumocystis jiroveci, Aspergillus spp
ve Cryptococcus neoformans gibi baska mantar enfeksi-
yonlari da gelisebilmektedir (14).

KMK’i iceren diger PiY’lerde oldugu gibi, bu hastalarin T
hiicreleri de PMA-ionomisin/Candida ile ex vivo uyarim-
dan sonra disik IL-17 Gretimi gostermektedir. Bu etkiler,
Ruxolitinib tedavisiyle in vitro ve in vivo olarak kismen ter-
sine ¢evrilebilmektedir.

Bunun yaninda, memory B lenfositleri, CD4* T ve CD19*
B hiicrelerinde azalma, folikliler Th lenfositlerinde diizen-
sizlik, 1gG2 ve 4 altgruplarinda azalma ve PD-L1 artisi da
gozlenebilmektedir.

Streptococcus pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa,
Haemophilus influenza ve Staphylococcus aureus’un ne-
den oldugu sinopulmoner enfeksiyonlar da gorilebilmek-
tedir. Esas olarak Mycobacterium tuberculosis’e bagli
mikobakteriyel enfeksiyonlara ek olarak Staphylococcus
aureus’a bagh folikilit de yaygin olarak gorilmektedir.
Herpes simpleks virtsi (HSV), Varisella Zoster virlsi
(VzV), Cytomegalovirus (CMV), Epstein-Barr virlisi (EBV)
ve insan Papilloma virisi (HPV) ile viral enfeksiyonlar da
bildirilmistir (15).

Bu hastalarda otoimmdiinite de gelisebilmektedir. Hipo ve
hipertiroidizm en sik olmakla beraber, bunu, tip 1 diyabet
(DM), vitiligo, alopesi, sedef hastaligi, lupus eritematoz,
pernisiydz anemi, ¢olyak hastaligl, otoimmiin hepatit ve
enflamatuvar bagirsak hastaligi takip etmektedir. Otoim-
mnite ile olan bu iliski, rekombinant IFN-a ve IFN-§ ile
tedavi edilen hastalarda ve interferonopatili hastalarda
gozlemlendigi gibi artmis IFN-a ve IFN-B sinyallemesi ile
aciklanabilir (16).

Olgularin ortalama %5 kadarinda hem serebral hem de
ekstraserebral anevrizmalar gelismektedir. Ozellikle tip |
DM olmak lizere otoimmdiinite bulgulari olan hastalarda
serebral anevrizmalara daha sik rastlanmaktadir (5, 16).
Bu hastalarda, NK hiicrelerinin olgunlasmasinda bozulma,
perforin ekspresyonunda azalma ve sitolitik fonksiyon-
da azalmanin yani sira IL-15’e yanit olarak daha az IFN-y
salgilandigi ve IL-2/IL-15’e yanit olarak kontrollere goére
daha az ¢ogaldigi gosterilmistir. Ayrica sitolitik aktivite de
azalmakta bu da GOF STAT1 mutasyonu olan hastalardaki
HSV, VZV, CMV ve HPV dahil olmak tzere viral enfeksi-
yonlarda gorilen artisi agiklamaktadir (17). GOF STAT1
gen mutasyonlarina sahip hastalarin prognozu, esas ola-
rak tekrarlayan enfeksiyonlara bagli olarak, ayni zamanda
anevrizmalar, maligniteler ve otoimmin bulgular nede-
niyle kétudar.

5.4. IL-17 Kusuruna Neden Olan Primer immiin
Yetersizlikler

IL-17F Eksikligi

Etkilenen bireyler IL-17F geninde heterozigot bir mutas-
yon tasimaktadirlar ve KMK rapor edilmistir (3).

AIRE Gen Eksikligi (Otoimmiin Regiilatuvar Gen - AIRE)

Otoimmiin diizenleyici gen (AIRE) ilk olarak 1994 yilinda
tanimlandi. AIRE geni 21. kromozomun uzun kolunda bu-
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lunmakta ve timik epitel hiicreleri de dahil olmak Uzere
lenfoid dokularin stromal hiicrelerinde eksprese edilen
bir proteini kodlamaktadir. Merkezi immiin toleranstan
sorumludur. AIRE geninde bir bozukluk oldugunda, mer-
kezi tolerans mekanizmalari basarisiz olmakta ve otoan-
tikorlar treten, kendiliginden tepkimeye giren B hiicreleri
cevreye salinmaktadir. Bu otoantikorlar cogunlukla en-
dokrin bezlere yonelik olmakla birlikte ayni zamanda IL-
17F ve IL-17A’ya karsi antikorlar da mevcuttur (18).

AIRE gen defekti, ektodermal distrofi-kandidiyaz otoim-
miin poliendokrinopati (APECED; OMIM 240300) olarak
da bilinen Tip | otoimm{in poliglandiiler sendroma (APS1)
yol agmaktadir. Tip | otoimmin poliglandiler sendrom,
OR kalitilir ve sikligi yaklasik 1:100.000°dir. KMK, hipopa-
ratiroidizm ve primer adrenal yetmezlik (Addison hastali-
g1) ile karakterizedir (19).

Son zamanlarda, hepatit, pndmoni, nefrit gibi otoimmiin
organ tutulumlarinin yani sira, dis minesi hipoplazisi, kro-
nik enteropati, primer ovaryan yetmezlik, bilateral keratit
ve dokiinti ile birlikte periyodik ates, ekzokrin pankreatit
ve fonksiyonel aspleni gibi baska klinik tablolar da tanim-
lanmistir (20). Paratiroid bezlerde bulunan NACHT I6sin
acisindan zengin tekrar proteini 5’e (NALP5) karsi anti-
korlar hiperparatiroidizmli APS-1 hastalarinda mevcuttur.
Anti-tip 1 IFN (IFN-a ve IFN-B) antikorlari, timoma ile bir-
likte miyastenia gravis'te ve rekombinasyon aktivasyon
geninde (RAG) mutasyon bulunan hastalarda gozlendigin-
den APS-1’e spesifik degildirler (19).

IL-17 Sinyalinde Defekte Sebep Olan PiY

IL-17 sinyallesmesindeki bir kusurun neden oldugu
PiY’lerde Ui gende mutasyonlar tanimlanmistir. Bunlar;
IL-17RA, IL-17RC ve TRAF3IP2 (ACT1 proteinini kodlayan).
Bu genler, IL-17RA/C aracili sinyalle iliskilidir ve IL-17A ve
IL-17F tarafindan indiiklenirler. Benzer sekilde, IL-17RA ve
TRAF3IP2 mutasyonlari da IL-17E tarafindan indiklenen
IL-17RA/B aracil sinyali etkilemektedirler.

IL-17A Reseptériinde (I117ra) Otozomal Resesif
Mutasyon

IL-17RA geninde saptanan mutasyon, ilk kez 2011 yilinda
KMK’nin genetik etiyolojisi olarak bildirilmistir. Bu gende-
ki defekt IL17RA’da eksiklige neden olmaktadir. ilk tanim-
landigi donemlerde ailesel kandidiyazis 5 (CANDF5) olarak
adlandirilan bu hastalik glinimizde ‘immin yetersizlik
51’ (IMD51) olarak bilinmektedir. Tanimlanan hastalarin

cogunda klinik 6 ayliktan 6nce baslamakta ve KMK ve tek-
rarlayan stafilokok enfeksiyonlari goriilmektedir (9).

IL-17 C Reseptér Eksikligi (IL17RC)

Bazi Turk kokenli hastalarin IL17RC geninde homozigot
mutasyon rapor edilmistir. Bu hastalarda erken baslangic-
I bir oral kandidiyaziz tablosu gériulmustur (21).

5.5. Niikleer Faktor Kappa-Beta Aktivator 1 (Actl)
Eksikligi

ACT1 geninde ortaya ¢ikan OR mutasyonlar sonucu
KMK’ye ek olarak, dermatit ve blefarit gibi ylizeysel stafi-
lokok enfeksiyonlari gorilmektedir (22).

6. KRONiK MUKOKUTANOZ KANDIDIiAZiSLi
HASTALARDA TANISAL YAKLASIM

Kronik (>6 ay) ve/veya tekrarlayan tirnaklari, deriyi ve
mukozalari tutan, esas olarak Candida ve/veya diger der-
matofitlerden kaynaklanan mantar enfeksiyonlari olan
hastalarda KMK tanisi distintlmelidir (23). Bu hastalarda
ilk olarak, uzun sireli antibiyotik, inhale steroid, sistemik
steroid ve/veya diger immunsipresif ilaglarin kullanimi,
diabetes mellitus ve HIV gibi imminsiipresyona neden
olabilen ya da yatkinlik olusturabilen komorbiditelerin
varligi) gibi ikincil nedenler dislanmahdir.

KMK tablosu klinik ve mikrobiyolojik olarak dogrulandik-
tan sonra altta yatan PIY’yi tanimlamak igin immiunolojik
ve genetik calismalar yapiimahdir.

imminolojik ¢calismalar lenfosit popiilasyonlarinin (T, B,
NK hiicreleri) belirlenmesini, T lenfositlerinin mitojenlere
karsi cogalmasini (T hiicre in vitro proliferasyon yanitlari)
ve Th1/Th2/Th17 dahil olmak lizere T ve B hiicrelerinin
lenfosit alt popllasyon analizini, IgG, IgA, I1gM ve IgE se-
viyelerive polisakkarit antijenlerine karsi asi yanitini icer-
mektedir. Th17 lenfosit calismalari genellikle sadece refe-
rans merkezlerde yapilmaktadir (24).

immiinolojik calismalarin ardindan KMK ile iliskili mutas-
yonlara yonelik genetik ¢alismalar yapilmalidir. Bu amagla
tim KMK ile iliskili PIY genleri analiz edilebilir ya da 6nce
spesifik olarak STAT1 gen dizilimi yapilabilir. izole KMK
ve Th17 hicrelerinde azalma durumunda (yas referans
araligl normaline gore gore), genetik calismalardan 6nce
bir STAT1 fosforilasyon/defosforilasyon analizi yapiimasi
onerilebilir. Bu analizler STAT1 GOF mutasyonunun dog-
rulanmasina yardimci olabilmektedir (25).
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Sekil 1’de KMK olgularinin tanisinda kullanilabilecek algo-
ritmik yaklasim ve Tablo 1’de ayirici tanida ilk arastirilmasi
gerekli olan genetik defektler verilmistir.

Sonug olarak, IL-17 defektinin temel rol oynadigi KMK'li
hastalarin fenotipleri, izole mukokutandz mantar tutulu-
mundan otoimmin belirtilere ek olarak viral/bakteriyel
enfeksiyonlara kadar gesitli olabilmektedir. KMK, immu-
noloji disinda i¢ hastaliklari ve ilgili yandal uzmanlik alan-

larini ilgilendiren bir klinik tablo olmasi sebebi ile ileri in-
celeme yapilmasi gereken klinik bulgularin toplamindan
olusmaktadir. Farkh genlerdeki defektlere bagh gelisebi-
lecegi gibi KMK’'nin en yaygin genetik etiyolojisi STAT 1
GOF mutasyonudur. Altta yatan farkli PiY tiirlerinin tanisi
onemlidir. Genetik mutasyon tespit edilmesi durumunda
hedefe yonelik tedaviler uygulanabilmekte, genetik da-
nismanlik ve uzun vadeli komplikasyonlarin 6nlenmesi
saglanabilmektedir.

Ciltte, tirnaklarda, mukozalarda
kranik [=6 ay) veya tekrarlagan
mantar enfeksiyonlan [Candida veya
Dermatafitier)

HiIY, antibiyotikler, kortikosteroidler,
diger imminosdpresifler, divabet
giti predispozan faktdrler
VAR MI?

EVET: Sekonder KMK

HAYIR: PIY giphesi

. |

immidnabojik degerlendirme

- IgS we g6 alt gruplar, Iga, Igh, IgE

= Polisakkarit antijenlerine karp ag yanit

- T, B, MK lenfasit populasyonlan

= Thif2/17 dahil clmak lzers T va B lenfosit

mlt gruplan
Sonuglarda farkhlik | Sadece KMK meveut ve
ve/veya diger PiY uyan | Tha7 azalmg ise
isaretheri var se i
!
mrf:;:::::zm:ﬂ STAT1 fosforilasyon/
{panel] defosforilasyon analizi

Sekil 1. Kronik mukokutan6z kandidiyazisde tanisal algoritma. Candida/dermatofitlerle kronik/tekrarlayan enfeksiyonu olan
hastalarda HIV, antibiyotikler, kortikosteroidler ve diger imminosipresif ilaglar ve diyabetes mellitus gibi ikincil nedenler dislanmalidir.
Bu nedenlerin yoklugunda, KMK’'nin birincil nedenlerini (PiY) arastirmak igin immiinolojik ¢alismalar ve bunu takip eden genetik

galismalar yapilmalidir (25, 26).

PiY: Primer immiin yetersizlik, KMK: Kronik mukokutanéz kandidiyazsi, NK: Dogal éldiiriicii, STAT: Sinyal transdiiser ve transkripsiyon aktivatéri
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Tablo 1: Kronik mukokutanoz kandidiyazis ile iliskili primer immiin yetersizliklerin genetik ve klinik 6zellikleri

Katihm KMK Klinik Ana immiin
Hastalik Gen paterni sikhg  bulgular defekt Kaynaklar
Dokiintu veya pustiller, pnédmoni, yiz ve dis IL-17 Greten T
HIES STAT3 oD %83 anomalileri, skolyoz, eklem hiperekstensibilitesi hiicrelerinde 9-11, 27
(asir esnekligi) azalma
Hafif dis ve yliz anomalileri, egzama, bakteriyel IL-17 Greten T
HIES ZNF341 OR - cilt ve solunum yolu enfeksiyonlari, eklemlerin htcrelerinde 13,28
asiri esnekligi, kemik kiriklari azalma
izole KMK (ve kutandz ve 6zofagus karsinomlari)
STAT1 GOF STATL 0D %98  veya bakteriyel, viral enfeksiyonlar, otoimmiin SOl Ity &) 7,
. . hicre gelisimi 29, 30
hastaliklar, kranial anevrizmalar
Notralize edici
APS-1 AIRE OR %70-98 Hipoparatiroidizm, primer adrenal yetmezlik anti-IL-17A, IL-17F,  4-8, 31
IL-22 antikorlar
IL-17F defekti  IL-17F  OD %70 izole KMK seilinls 32
IL-17 sinyali
IL-17RA defekti IL-17RA  OR %100 Tekrarlayan stafilokok enfeksiyonlari Bozulmus . 5
IL-17 sinyali
IL-17RC defekti IL-17RC  OR %100  izole KMK SIS 12
IL-17 sinyali
ACT1 defekti ACT1 OR %100 Yuzeysel stafilokok enfeksiyonlari 13,32

APS-1: Otoimmiin poliglandiler sendrom tip 1, HIES: Hiperimminoglobulin E sendromu, ACT1: Nikleer faktor kappa-beta aktivatora 1,

GOF: Fonksiyon kazanci, OD: Otozomal dominant, OR: Otozomal resesif
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Boliim 9

Tekrarlayan Mikobakteriyel Enfeksiyon Iliskili

Primer iImmuin Yetersizlikler

Docg. Dr. Dilara F. KOCACIK UYGUN
Prof. Dr. Aysen BINGOL

1. KLINiK BULGULAR NELERDIR?
NE ZAMAN SUPHELENMELIYizZ?

Mikobakteriyel hastaliklara mendelian yatkinlik (MSMD),
yapilan imminolojik testlerde belirgin anormallikleri sap-
tanamayan hastalarda, Bacillus Calmette-Guerin (BCG)
asilan ve tlberkiloz disi mikobakteriler (NTM) gibi mi-
kobakterilerin neden oldugu klinik hastaliga yatkinlikla
karakterize, kahtsal bir grup immiin yetersizliktir (Online
Mendelian Inheritance in Man - insanda cevrimici men-
delyen kalitim [OMIM 209950]) (1). Bu hastalar Mycobac-
terium tuberculosis’e karsi da hassastirlar. Hastalik siklikla
cocukluk caginda baslamakta, nadir olarak adélesan ya da
eriskin donemde gorilebilmektedir (2). Hastalar ayrica
Salmonella ya da Listeria gibi makrofajlar tarafindan fago-
site edilen bazi bakteriler, mantarlar veya parazitlerle de
gelisen enfeksiyonlara yatkindirlar. Bazi invaziv Salmonel-
la vakalarinda l6kositoklastik vaskulit gorilebilmektedir.
Viral enfeksiyonlar cytomegalovirus (CMV), insan herpes
virlis 8 (HHV8), parainfluenza virls tip 3 (PRV-3), respi-
ratuar sinsisyal virlis (RSV) ve varicella zoster virlis (VZV)
bildirilmistir. B hiicreli lenfoma, 6zofagus karsinomu, ku-
tanoz skuamoz hiicreli karsinom, kaposi sarkomu, karaci-
ger kanseri ve pineal germinoma gibi malignite vakalari da
bildirilmistir (1, 3-7).

BCG, NTM, Mycobacterium tuberculosis veya Salmonella’
nin tek basina ve/veya diger hiicre ici patojenler veya vi-
rislerle birlikte neden oldugu tekrarlayan veya siddetli/
dissemine mikobakteriyel enfeksiyon hastaligi gelisen ve
baska bir hemato-immiinolojik durumu olmayan ¢ocuklar
veya yetiskinler MSMD agcisindan degerlendirilmelidirler.

MSMD’ye neden olan genetik mutasyonlar ve MSMD d{i-
sindiren bulgular Tablo 1 ve 2'de verilmistir (8, 9).

IFN-y yolagindaki kusurlar (Sekil 1) disinda mikobakteriyel
hastaliga yatkinlik yaratan durumlar MSMD arastirilirken
ekarte edilmelidir. Bunlar;

1) Agir kombine immin yetersizlik, kombine immiin ye-
tersizlik ve kronik granilomat6dz hastalik mikobakte-
riyel hastaliga yatkinlk yaratan durumlar arasindadir
ve MSMD’den daha sik goriilmesi nedeniyle dncelikle
ekarte edilmesi gereken hastalik grubudur (8).

2) X'e bagli NF-kB eksikligi (immiin yetersizlikli anhidrotik
ektodermal displazi - XR-EDA-ID). Bu hastalar miko-
bakteriler de dahil olmak lzere ¢ok gesitli patojenlere
(piyojenik bakteriler, viriisler) karsi duyarlidirlar. im-
minolojik olarak, bu hastalar degismis dogal oldiri-
cli hiicre (NK) sitotoksisitesi ve Toll benzeri reseptor
(TLR)-4 lipopolisakkarit (LPS) uyarimi sonrasi TNF-a
iretimi gosterirler (1).

3) GATA2 eksikligi, yaygin NTM enfeksiyonlari olan sag-
likli yetiskinlerde akla gelmelidir. GATA2 eksikligi olan
hastalar ayni zamanda viral enfeksiyonlara duyarlidir-
lar, ciddi monositopeni, B hiicre ve NK hiicre lenfo-
penisi ile basvururlar. Karakteristik olarak, GATA2 ek-
sikligi olan hastalarda CD56P*"% alt kiimesinin spesifik
kaybi goriilmektedir (10, 11).

4) Mikobakteri ve viriislere yatkinlik gésteren OR STAT1,
OR STAT2, OR JAK1 ve OR interferon diizenleyici faktor
8 (IRF8) eksiklikleri veya mikobakteri ve mantarlara OR
RAR ile iliskili orphan reseptér C (RORC) eksikligi gibi
diger PiY’ler (9).
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Tablo 1: MSMD neden olan genetik defektler (8)

Siddetli Fenotip

Komplet IFN-yR1 ve Komplet IFN-yR2 eksikligi. IFN-yR1 IFN-yR2 OR

Ciddi dissemine BCG ve NTM enfeksiyonlari (yumusak doku, kemik iligi, akciger, deri, kemik ve lenf nodu). Salmonella spp., Listeria
monocytogenes ve virlsler

IFN-y eksikligi. IFN-y OR LOF

Orta Fenotip

Salmonella’ya yatkinlikla birlikte

IL-12 ve IL-23 reseptor b1 zincir eksikligi. IL-12RB1 OR

IL-12p40 (IL-12 ve IL-23) eksikligi. IL-12B OR

IL-12Rb2 eksikligi. IL12RB2 OR

IL-23R eksikligi. 1L23R OR

STAT1 LOF. STAT1(OD)

Parsiyel IFN-yR1. IFNYR1 OR

Parsiyel IFN-yR2. IFNYR2 OR

OD IFN-yR1. IFN-yRI OD. Mikobakteriyel osteomyelit

SPPL2a eksikligi. SPPL2A OR

Tyk2 eksikligi. TYK2 OR. VirUslere yatkinlik + artmis IgE. Multiple sitokin sinyal defekti
P1104A TYK2 homozigot. MSMD ya da tiiberkiiloz

Makrofaj gp91 phox defekti. CYBB XL

IRF8 eksikligi. IRF8 OD

ISG15 eksikligi. 1SG15 OR. Serebral kalsifikasyon. IFN-y Gretim defekti

IRF8 eksikligi. IRF8 OR. Multiple enfeksiyon ajanlari, Myeloproliferasyon

RORgd eksikligi. RORC OR. Candida’ya yatkinlik. IFN-y Uretim defekti, IL-17A/F-Ureten T hiicrelerinin yoklugu
JAK1 (LOF)eksikligi. JAK1 OR. VirUslere yatkinlk, Uretral karsinoma. IFN-y Giretiminde azalma
T-bet eksikligi. TBX21 OR LOF. Ust havayolu enflamasyonu

OR: Otozomal resesif, OD: Otozomal dominant, LOF: Fonksiyon kaybi (loss of function), BCG: Bacillus Calmette-Guerin, NTM: Tuberkiloz disi
mikobakter

Tablo 2: MSMD diisiindiiren bulgular (9)

Bulgu Tanim

Yas Siklikla gocukluk, nadiren addlesan ve eriskin
Genel durum  Saghkl bireyler

Enfeksiyon invazif ve tekrarlayan enfeksiyonlar

durumu Mycobacteria:

e BCG enfeksiyonu (Mycobacterium bovis asi susu)
e Cevresel mikobakteriler (M. chelonae, M. fortuitum, M. mageritense, M. peregrinum, M. smegmatis, M.
scrofulaceum vb.)
e Mycobacterium tuberculosis
Makrofaj ici bakteriler (tek basina veya mikobakterilerle birlikte):
e Salmonella spp.
e Listeria monocytogenes/Nocardia spp./Klebsiella spp.
Mantarlar (mikobakterilerle birlikte):
e Candida spp.
e Histoplasma capsulatum/Paracoccides brasilensis/coccicoides spp.
Parazitler (tek basina veya mikobakterilerle birlikte, nadir):
e Leishmania spp.
e Toxoplasma gondii
Virus (mikobakteri ile birlikte, nadir):
e Sitomegalovirls, insan herpes virlisl 8, parainfluenza virlsu tip 3, solunum sinsityal virlisti ve varisella zoster
virlsu
Diger Ailede invazif veya tekrarlayan mikobakteriyel enfeksiyon éykdsii
IFN-y salinim testlerinde (IGRA) tespit edilemeyen veya ¢ok diisiik IFN-y Gretimi (6rn. QuantiFERON-TB)

BCG: Bacillus calmette-guerin, TB: Tiberkiloz
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Sekil 1. IFN-y yolag: (1, 9, 15). Mikobakteri enfeksiyonu sonrasinda, patojenle iliskili molekiler orgiiler fagositler tarafindan ifade
edilen 6rgl tanima reseptorleri araciligiyla taninir ve efektor T hiicreleri Gzerindeki reseptorlerine (ILRB1/ILRB2/IL-23R) baglanir. IL-12
ve IL-23 Uretimine yol agarak TYK2/JAK2 sinyalinin aktivasyonu ve ardindan STAT4 ve STAT3 fosforilasyonu ve dimerizasyonu gerceklesir.
gp91phox (CYBB), NADPH oksidaz kompleksinin toplanmasi igin gereklidir. Bu sinyal yolaklari, RORy’nin aracilik ettigi IFN-y ve IL-17’nin
transkripsiyonunu indukler. IFN-y salgilanir ve fagositler Gzerindeki reseptdriine baglanarak JAK1/JAK2 ve STAT1’in aktivasyonu ve
konak savunma genlerinin transkripsiyonu ile sonuglanir. Bu sirada, CD40 ve CD40 ligandin etkilesimi NEMO’nun aktivasyonu ve NF-kB

aracili enflamasyon ile sonuglanir.

GAS: y-IFN aktivasyon bolgesi, GAF: y-aktivasyon faktorl, NK: Dogal 6ldUriict

5) Ayrica, anti-TNFa antikorlari, azatioprin, siklofosfamid,
mikofenolat, siklosporin ve uzun siireli oral steroid gibi
immunosupresif ila¢ kullanimi gibi diger sekonder ne-
denlerin ekarte edilmesi gereklidir (12, 13).

6) insan immiinyetersizlik viriisii (HIV) enfeksiyonu ne-
deniyle edinilmis immiin yetersizlik ve malignitelerin
arastirilmasi dislanmasi gerekmektedir (14).

7) Notralize edici anti-IFN-y otoantikorlari olan hastalar
MSMD benzeri klinik belirtiler gelistirebilir; bu hastalar
PiY fenokopileri olarak adlandirilan hastalik grubunda-
dir, bozulmus IFN-y Uretimine ve STAT1 fosforilasyo-
nuna sahiptirler (8).

2. HANGI TESTLER iSTENMELi?
ilk Basamakta istenecek Tetkikler

Oncelikle ayrintili bir 6ykii ve fizik muayenenin yani sira
bazi temel laboratuvar testleri istenmelidir. Hemogram
ve periferik yayma (I6kosit, notrofil, lenfosit, monosit,
eozinofil, trombosit sayilarl), immunoglobulin seviyeleri

(IgG, IgA, IgM, IgE), lenfosit alt gruplar (T, B, NK hiicre
saylilari) ve HIV gibi rutin laboratuvar tarama testleri dik-
katle incelenmelidir. Gerekirse lenfositlerin fonksiyonel
testleri planlanmalidir (16).

ikinci Basamakta istenecek Tetkikler
(Tablo 3A-B, Tablo 4)

* Bazal Plazma IFN-y diizeyi

Bazal plazma IFN-y seviyesinin enzim bagl imminosor-
bent test (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay; ELISA) ile
saptanmasi, komplet IFN-yR eksikligi olan hastalarin hizla
belirlenmesinde yardimcidir. Bu hastalarin plazmalarinda
IFN-y seviyeleri artmistir; IFN-yR eksikliginin parsiyel re-
sesif formlarinda tespit edilebilir diizeyde IFN-y seviyeleri
bulunmakta, diger MSMD formlarinda ve saglikli kontrol-
lerde ise tespit edilememektedir. Parsiyel OR IFN-yR1 de-
fekti olan hastalardaki ortalama IFN-y seviyesinin 2 stan-
dart sapma ustt (>80 pg/mL), komplet defekti olan bir
hastayr hematopoetik kék hiicre nakli (HKHN) adayi olarak
degerlendirmek icin esik deger olarak kabul edilmektedir.
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Komplet IFN-yR eksikliginde 150-1700 pg/mL arasinda
IFN-y seviyeleri gbzlenmistir. Parsiyel OR IFN- yR1 defekt-
leri ile ilgili yayimlanan vaka serisinde bazal IFN-y diizeyi-
nin 51-222 pg/mLl arasinda degistigi ve ug¢ degerin 925 pg/
mL oldugu goézlemlenmistir. Cok yuksek bazal IFN-y kon-
santrasyonunun akut bir mikobakteriyel hastaligi yansita-
bilecegini akilda tutulmalidir. Bu nedenle, bazal IFN-y di-
zeyinin akut enfeksiyonun tedavisinden en az bir ay sonra
Olclilmesi 6nerilmektedir. ELISA calisilirken, fibrinojen gibi
diger proteinlerin interferansini (karisim) onlemek igin
plazma 6rneklerinin en az 1:2 oraninda diliie edilmesi ge-
rektigi akilda tutulmahdir (9, 17, 18).

* Sitokin liretimi

IFN-y yolaginin degerlendirilmesinde altin standart sito-
kin Gretiminin o6l¢lilmesidir. Tam kan veya periferik kan
mononikleer hicrelerinin (PBMC) uyarimini takiben
IL-12p40, IL- 12p70 ve IFN-y Olglimine dayanmaktadir.
Freinberg ve ark. (19)'nin gelistirmis oldugu bu 6lgimde
stimilasyon kosullari, 18 saat (IL-12 6l¢iimdi icin) veya 48
saat (IFN-y ve IL-12 6lgumleri igin) boyunca hrlL-12p70
(20 ng/mL) veya hrIFN-y (5000 IU/mL) ile canh BCG ortak
stimiilasyonu veya bunlar olmadan 20 BCG/I6kosit enfek-
siyonu ile stimiilasyonunu icermektedir. Ancak 1SO15189
Avrupa yonetmeliklerine tabi saglik uygulamalari ve labo-
ratuvarlar icin, uyarici olarak BCG kullanimi 6nerilmemek-
tedir.

BCG alternatifi olarak kullanilan mitojenler, hriL-12p70
veya hrlFN-y (102, 103 ve 104 IU/mL) ile birlikte fitohe-
maglutinin (PHA; %1) veya LPS (Salmonella minesotta,
100 ng/mL)’dir. BCG yerine kullanilan bu mitojenlerin tam
kan veya PBMC stimilasyonu sonrasi IL-12p40, IL-12p70
ve IFN-y yanitlari benzerdir. Salgilanan sitokinler ELISA ile,
hiicre ici sitokin seviyeleri ise akan hiicre 6lger sistemi ile
veya sitometrik boncuk dizisi gibi multipleks analizlerle
gerceklestirilebilir (9, 18).

Sitokin Uretimlerinin degerlendirilmesinden elde edilen
sonuglar, IFN-y yanit kusurlari ile IFN-y Uretim kusurlari
arasinda ayrim yapilmasina yardimci olmaktadir. IFN-yR1,
IFN-yR2’'nin komplet eksiklikleri, IL-12RB1 veya IL-12p40
mutasyonlari tespit edilebilir; ancak CYBB veya OD IRF8
eksikligi gibi MSMD’nin bazi genetik etiyolojileri uyarimla-
ra normal yanit gosterirler (9, 20). IFN-y Gretim defektleri,
BCG stimulasyonundan sonra IFN-y Gretiminin olmama-
st veya distk olmasi ile karakterizedir, hriL-12p70 ko-

stimilasyonundan sonra IFN-y Uretimi olmazsa, ilk olarak
IL-12RB1 eksikligi, sonrasinda ISG15 veya TYK2 eksiklikleri
incelenmelidir (21, 22). IL-12p40 eksikligi olan hastalar
BCG stimulasyonuna yanit olarak ¢ok disik seviyelerde
IFN-y Uretirler ve eksojen hrIL-12p70 ile az da olsa uyarim
saptanabilir. Komplet IFN-y yanit defektlerinde (komplet
IFN-yR1 ve IFN-yR2 eksiklikleri), hrIFN-y ile uyarim sonrasi
IL-12 Uretimi izlenmez (9, 19, 23). Parsiyel IFN-y eksiklikle-
rinde (parsiyel OR IFN- yR1/IFN- yR2 ve parsiyel OD STAT1
LOF eksikligi), hrIFN-y yaniti doza bagl bir sekilde bozul-
makta, ancak ortadan kalkmamaktadir (9, 18, 23).

NEMO eksikligi olan hastalarda, PBMC’lerin BCG ile stimi-
lasyonundan sonra IL-12 {retimi normaldir ancak PHA/
CD3 ile stimllasyonundan sonra bozulmustur (9, 24-26).

Laboratuvarlardaki ve kullanilan tekniklerdeki farkliliklar
nedeniyle tani icin kesim degerleri belirlemek zordur. Bu
nedenle her laboratuvarin kendi optimizasyonunu yap-
mas! gerekmektedir. IFN-y yolagindaki farkl genetik mu-
tasyonlarin sitokin yanitlarinda beklenen sonuglar Tablo
3A ve 3B’de 6zetlenmistir (9).

* Hiicre Disi Reseptorlerin Akan Hiicre Olger ile Tespiti
IFN-yR1/IFN-yR2 ekspresyonu

Akan hiicre olger sistemi monositlerin membraninda IFN-
YR protein ekspresyonu olmamasi nedeniyle, komplet OR
IFN-yR1 ve komplet OR IFN-yR2 eksikliginin tespitinde
kullanilabilen hizli bir tekniktir. IFN-yR1 ve IFN-yR2’deki
farkh mutasyonlar farkh ekspresyona neden olabilmek-
tedir. Parsiyel OR IFN-yR1 defektlerinde genellikle resep-
torun zayif ifadesi vardir ve parsiyel OD IFN-yR1 eksikligi,
geri donlisiim motifindeki mutasyonlar ise artmis protein
ifadesine yol agmaktadir (9, 18). Parsiyel OD/OR IFN-yR2
defektlerinde monositlerin membraninda disiik ancak
tespit edilebilir diizeyde ekspresyon saptanabilmektedir,
IFN-yR2 ekspresyonunun degerlendirilmesi icin kullanilan
antikorlar optimal degildir. Reseptdriin ekspresyonunun,
test sirasinda kullanilan antikordan etkilenebilecegi akilda
tutulmalidir.

IFN-yR’nin normal ekspresyonu hastali§in olmayacagi an-
lamina gelmemektedir. Normal reseptorlerin ifade edildi-
gi ancak MSMD’den sliphelenilen durumlarda, IFN-y’ya
hicresel yanitlari degerlendiren diger teknikler, 6rnegin
IL-12p70 Uretimi, artan IFN-y dozlarina STAT1 fosforilas-
yon yaniti veya IFN-y baglanma ¢alismalari kullanilmalidir.
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IL-12RB1 ekspresyonu

IL-12RB1 eksikligi MSMD’nin en yaygin genetik formu-
dur. Akan hiicre olger sistemi ile IL-12RB1 ekspresyonu
degerlendirilir. IL-12RB1 defektlerinde aktive lenfositle-
rin membraninda IL-12RB1 bulunmaz ancak bazi mutas-
yonlarda membranda IL-12RB1 proteininin saptanabilir ki
bu da islevsel olmayan bir ifadeye yol agmaktadir. Akti-
ve lenfositlerin membraninda proteinin yoklugunda, IL-
12RB1’in genetik calismalarinin yapilmasi gerekir, ancak
varligi dislamaz. Bu durumda, IL-12’ye karsi hiicresel ya-
nitlarin degerlendirilmesi gerekmektedir (9, 21).

IFN-y Baglanma Calismalar

IFN-yR’deki bazi defektler membran ekspresyonlarini
etkilemediginden, IFN-y baglanma calismalari fonksi-
yonlari degerlendirmede yardimci olmaktadir. Ozellikle
IFN-yR1’deki belirli bir mutasyonun parsiyel resesif veya
komplet resesif eksikligini analiz etmek icin gelistirilmis-
tir. Radyoaktif isaretli *IFN-y ile veya akan hiicre dlger
ile test edilmektedir. Akan hiicre olger sistemi ile IFN-y
baglanma deneyleri Epstein- Barr virlsi ile transforme
edilmis B hcreleri (EBV-B hiicreleri) ile net sonuglar ver-
memekte ve PBMC kullanildiginda monositler zerinde
kapilama yapilmasi gerekmektedir. OD IFN-yR1 eksikligi
gibi bazi MSMD’ler bu test ile degerlendirilememektedir
(9, 18, 27, 28).

Ortalama floresan yogunlugu (MFI, anti-IFN-y antikoru-
nun monositlere baglanmasi), ayni IFN-y konsantrasyon-
larinda parsiyel OR IFN-yR1 eksikligi olan hastalardan
alinan hicrelerde gézlenmez veya ¢ok disiktir. Yiksek
IFN-y konsantrasyonlarinda, baglanma saglkh kontroller-
den alinan hiicrelere kiyasla parsiyel OR IFN-yR1 eksikligi
olan hastalardan alinan hiicrelerde benzerdir veya ¢ok az
azalmistir.

* Fosforile STAT Molekiillerinin Akan Hiicre Olger
Sistemi ile Tespiti

STAT proteinleri sitokin sinyalizasyonunda ¢ok 6nemli
bir rol oynamaktadir. IFN-y yolaginda rol alan en etkili iki
STAT molekilt, IFN-y/IFN-a stimilasyonu sonrasi aktive
olan STAT1 ve IL-12p70 stimilasyonu sonrasi aktive olan
STATA4’tir. STAT1 fosforilasyonunun akan hiicre 6lcer ile
tespiti hem tam kanda hem de izole PBMC’lerde gercek-
lestirilebilirken, 1L-12p70’e yanit olarak STAT4 fosforilas-
yonunun aktive lenfositlerde gergeklestirilmesi gerek-
mektedir. Miimkiinse sonuglar western blot gibi baska bir

teknikle dogrulanmalidir. STAT4 fosforilasyonunun deger-
lendirmesi, uygun bir antikorun bulunmamasi nedeniyle
sinirlidir.

STAT1 fosforilasyonu; IFN-y’ya yaniti test etmek igin kul-
lanilabilen yararli bir tekniktir, clinkii IFN-yR mutasyonlari
monositlerin ylzeyinde reseptor ekspresyonunun orta-
dan kalkmasina neden olabilir veya olmayabilir (9, 18, 27).
IFN-yR1 ve IFN-yR2 genlerindeki komplet kusurlar sirasiyla
hrlFN-y’ya yanit olarak STAT1 fosforilasyonunun ortadan
kalkmasina ve hrIFN-a’ya yanit olarak normal fosforilas-
yona yol agarken (9, 28, 29), parsiyel kusurlar doza bagli
bir sekilde STAT1 fosforilasyonunun bozulmasina, ancak
ortadan kalkmamasina ve yiiksek dozlarda ise normal
yanitlara yol agmaktadir (9, 18, 29). STAT1 fosforilasyon
analizi icin hicreler uyarilirken, IFN-y dozaji dikkate alin-
malidir; 10-10° IU/mL hrIFN-y veya hrlFN-a araligi kullani-
lir, 10° IU/mL ve 10° IU/mL en yaygin konsantrasyonlardir
(9).

islev kaybina neden olan sadece STAT1 fosforilasyonu-
nu etkileyen mutasyonlar degildir. Tyr701 fosforilasyonu
STAT1 islevi igin ilk adim olmasina ragmen, daha sonraki
olaylarda rol oynayan diger STAT1 alanlarindaki mutas-
yonlar da islevini bozabilmektedir. Kuyruk segmenti ala-
nindaki veya SH2 alanindaki OD STAT1 LOF mutasyonlari
(M654K mutasyonu harig) hrIFN-y’ya yanit olarak STAT1
fosforilasyonunun bozulmasina yol agar ancak hriFN-a’ya
yol agmaz (9, 30). Bunun aksine, DNA baglayici alandaki
mutasyonlar hem normal hem de degismis STAT1 fosfori-
lasyonuna yol agabilmektedir. Hem hrlFN-y hem de hrIFN-
a’ya karsi bozulmus veya ortadan kalkmis fosforilasyon,
STAT1 eksikligini (OR ise kombine immiin yetersizlik veya
OD ise MSMD olarak kabul edilir) diisindirirken, normal
fosforilasyon ise bunu diglamaz. Disik doz IFN-y stimi-
lasyonundan sonra STAT1 fosforilasyonu hemen hemen
tiim IFN-yR defektlerini ve STAT1 defektlerinin ise yaklasik
%70’ini tespit edebilmektedir.

STAT4 fosforilasyonu; IL-12 uyarimindan sonra ortaya ¢i-
kan sinyal kaskatinin 6nemli bir parcasidir. STAT4 fosfo-
rilasyonunun akan hiicre 6lger sistemi ile IL-2 ile kiltlre
edilmis ve daha sonra IL-2 ile uyarilmis PBMC’lerde ger-
ceklestirilmektedir. Hem IL-12RB1 hem de TYK2 eksikligi
olan hastalarda rhiL-12p70’e yanit olarak ortadan kalkmis
STAT4 fosforilasyonu gozlenmektedir (31). IFN-a sonra-
sinda ise STAT4 fosforilasyonu IL-12RB1 eksikligi olan has-
talarda normal ve TYK2 eksikligi olan hastalarda ise bozul-
mustur (9, 22, 31).
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* Anti-IFN-y Otoantikorlarinin Tespiti

Mikobakterilere karst MSMD benzeri duyarhligin bir bas-
ka sekli de etkilenen hastalarin kaninda nétralize edici
anti-IFN-y otoantikorlarinin varligindan kaynaklanmak-
tadir. Bu durum MSMD’nin bir fenokopisi olmasi nede-
niyle akilda tutulmahdir. IFN-y otoantikorlarini tespit et-
mek i¢in en uygun yaklasim bir ELISA yontemidir. Hasta
serumuna eksojen IFN-y eklenmesinden sonra IFN-y se-
viyesindeki iyilesmenin gézlemlenmesi gereklidir. Ayrica,
QuantiFERON-TB Gold testinde (Quiagen, Hilden, Alman-
ya) tespit edilemeyen veya ¢ok diisiik IFN-y Gretiminin
anti-IFN-y antikorlarinin varhigi igin bir uyari isareti oldugu
gosterilmistir (9).

MSMD’lerde Ozel Durumlar

MSMD’nin bazi genetik formlarinda karakteristik immu-
nolojik dzellikler gérilmektedir. Ornegin, parsiyel OD IRF8
eksikliginde, CD11c*CD1c* kan miyeloid dendritik hiicre
kaybi vardir (20). Sitokrom B-245 beta zinciri (CYBB) eksik-
ligi olan MSMD hastalarinda, plrifiye protein tirevi (PPD)
veya BCG’ye yanit olarak monosit tiirevi makrofajlarda
ve EBV-B hiicrelerinde oksidatif patlama gorulir, ancak,
monositler, nétrofiller ve monosit tirevi dendritik hiicre-
ler normal yanitlara sahip oldugundan, rutin bir dihidror-
hodamin testinde tespit edilemez (9, 32, 33). Bu testler
MSMD tanisi i¢in yaygin olmamakla birlikte, siiphelenilen
hastalarda akilda tutulmalidir.

Genetik Yaklagimlar

Tam bir tani ve genetik danismanlik igin genetik ¢alismala-
ra ihtiyag vardir. Fonksiyonel testler spesifik aday genleri
tanimlamigsa Sanger sekanslama iyi bir secenektir. Aksi
takdirde, yeni nesil dizileme (NGS) daha az zaman alici
olacaktir ve daha az maliyetli olabilir. Ancak, MSMD'yi
disundiren klinik belirtileri olan hastalarin biyuk bir kis-
mi, bilinen hastaliga neden olan genlerde mutasyon gos-
termemektedir, bu durumlarda, tim ekzom sekanslama
(WES) veya tiim genom sekanslama (WGS) gerekebilmek-
tedir (1, 9). WGS, WES ile tespit edilemeyen kodlamayan
dizenleyici bolgelerdeki mutasyonlari ortaya c¢ikarabilir,
ancak WGS, WES’e gore daha pahali, yorumlanmasi daha
zor ve uzman personel gerektirmektedir. Yeni saptanan
mutasyonlari dogrulamak icin fonksiyonel testler yapil-
malidir. Hastalarin genetik tanisina ulasilmasi, tedavi pla-
niicin son derece 6nemlidir.
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1. GIiRI$

Gegtigimiz son yirmi yilda interferon (IFN)-y, IFNo/B-A,
Toll benzeri reseptorler (TLR) ve NF-kB yolagi ile ilgili mo-
lekiilleri ilgilendiren hastaliklar tanimlanmistir. Bu genetik
kusurlardan bazilari genis bir klinik yelpazede bulgu veren
immunitenin dogustan kusurlari ve daha 6nce idiyopatik
oldugu dusinilen pediatrik enfeksiyon hastaliklari igin
molekuler bir agiklama saglayabilmektedir (1). Bu has-
taliklarin alt gruplarindan IFN-y- ve IFN-a/B-A-molekiiler
defektler mikobakteriyel hastaliklara mendeliyen yatkin-
Itk (MSMD) ve viral hastaliklara yatkinlik ile sonuglanirken
TLR-3 defektine sahip hastalarin enfeksiyoz fenotipi her-
pes simpleks virtis (HSV)-1 ensefaliti (HSE) olarak tanim-
lanmustir (2-4). interferon diizenleyici faktér 7 (IRF7) mu-
tasyonu agir influenza gegirilmesi ile iliskili iken interl®-
kin-1 reseptor iligkili kinaz 4 (IRAK4), myeloid farklilasma
birincil yanit proteini 88 (MYD88), nikleer faktor kappa
B1 (NFkB1A) ve NF-kappa-B essential modulator (NEMO)
mutasyonlarinin bir sonucu olarak kanonik yolak bozul-
maktadir (5-8). Bu hastalarda baslica piyojenik bakteriyel
enfeksiyonlar ile NEMO eksikliginde tlberkiiloz yatkinhg
gorilmektedir.

2. IFN-y DONGUSUNE AiT MOLEKULER KUSURLAR

IFN-y donglsiine ait molekiler kusurlar MSMD ile seyre-
den klinik durumlara neden olmaktadir. Mikobakterilere
ve intraseliler patojenlere etkili bir bagisiklik yanit olus-
turmak igin interferon IFN-y Uretimi ve IFN-y yanitinin
devamhhgl gerekmektedir. Basil fagosite edildikten sonra
makrofajlar ve antijen sunan hucreler aktive edilir ve T

yardimci (Th) hicrelerini IFN-y Gretmeye ve Th1l yoniine
farkhlasmaya tesvik eden tiimér nekroz faktori (TNF)-a.,
interferonla uyarilmis gen (ISG) 15 ve interldkin (IL)-12
Uretirler. IL-12 (IL-12p70) IL-23 ile ortak bir p40 alt birimin-
den ve p35 alt biriminden olusan bir heterodimerdir. IL-
12RB1 ve IL-12RB2’ye baglanarak sirasiyla NK ve Th hiicre-
lerini aktive ederler. Janus-iliskili kinaz 2 (JAK2), IL-12RB2
alt birimine ve tirozin kinaz 2 (TYK2) ile IL-12RB1 alt biri-
mine baglanir. IL-12p70, IL-12 reseptorine baglandiktan
sonra TYK2 ve JAK2 yakinlasir ve reseptor zincirleri fosfo-
rile olur. Sinyal donUstirici ve aktivator transkripsiyon 4
(STAT4) fosforile IL-12RB2’ye baglanir, otofosforile olur ve
dimerlesir. STAT4 homodimerleri ¢ekirdege yer degistirip
burada IFNG promotoériine baglanarak transkripsiyonunu
indikler. Antijen sunan hiicreler salgilanan serbest ISG15
de T hicreleri ve NK hiicreleri tarafindan IFN-y Gretimini
tesvik eder. Makrofajlar basta olmak zere antijen sunan
hicrelerde IFN-y yaniti, IFN-y’'nin reseptor (IFN-yR) 1 ve
IFN-yYR2'ye baglanmasi yoluyla gergeklesir. IFN-y resep-
torine baglandiktan sonra hem reseptoriin iki alt birimi
hem de JAK1 (IFN-yR1’e bagh) ve JAK2 (IFN-yR2’ye bagh)
birbirine yaklasip fosforile olur ve IFN-yR2’yi fosforile ede-
rek STAT1 icin bir kenetlenme bélgesi olustururlar. STAT1
fosforilasyon ile aktive olup dimerleserek nukleusa yer
degistirir ve burada y-aktive faktorid (GAF) olusturur ve
ISG’nin y-interferonla aktive edilen bolgesine (GAS) bag-
lanir. T hiicresi ve antijen sunan hiicreler arasinda olusan
bu pozitif bir dongii ile artan oksijen radikalleri sayesinde
mikobakterisidal etkiyi saglamaktadir (Sekil 1) (9-11).

Bu dongiide yer alan farkh basamaklarda olusan mono-
genik kusurlar (IFN-yR1, IFN-yR2, IL12RB1, IL12B, ISG15,
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NEMO, IRF8, TYK2, STAT1 ve CYBB genleri) IFN-y retimi
ya da IFN-y yanitini etkileyerek 6n planda mikobakteriyel
hastaliklara yatkinlik yaratan immuin sistemin dogustan
kusurlarina neden olmaktadirlar. MSMD olarak adlandi-
rilan bu hastaliklarin kiresel sikhginin 1/50.000 civarin-
da oldugu disunulmektedir (9, 10). Bu hastalar Bacille
Calmette-Guérin (BCG) asi susu basta olmak Uzere ve ¢ev-
resel mikobakteriler, M. Tuberculosis, daha nadiren de
Salmonella, Candida ve diger makrofaj i¢i patojenlerle ge-
lisen enfeksiyonlara karsi segici bir duyarlilik géstermek-
tedirler. interferon yanitinin timden bozuldugu IFN-yR1,
IFN-yR2 komplet defektlerde cytomegalovirus (CMV),
respiratuvar sinsisyal virs (RSV) ve varisella zoster virls
(VzV) enfeksiyonlari da gorilebilmektedir (9, 10, 12).

MSMD, tekrarlayan mikobakteriyel enfeksiyonlar ile ilis-
kili primer immiin yetersizlikler béliminde detayh anla-
tilmistir.

3. HERPES ENSEFALITINE YATKINLIK iLE SEYREDEN
iIMMUN SiSTEMIN DOGUSTAN KUSURLARI

Herpes simpleks ensefaliti sporadik viral ensefalitin din-
yanin ¢ogu Ulkesinde en sik gorilen seklidir. Son yillarda
yapilan calismalar HSE olgularinin bir kismi ile otozomal
resesif (OR) gecisli hastaliklar arasinda nedensel bir ilis-
ki oldugunu ortaya koymustur. Otozomal dominant (OD)
ve/veya OR TLR3 yolaginda yer alan UNC93B1, TRAF3,
TRIF, TBK1 ve IRF3, IFNAR1 ve STAT1 dahil olmak Gzere
Tip 1 IFN yanitlarini indiikleyen veya bunlara aracilik eden
molekillerdeki genetik defektler ¢ocuklarda ve yetiskin-
lerde herpes simpleks ensefaliti ile iliskilidir (13). Bu has-
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Sekil 1. IFN-y dongiisti (11)

taliklar icin 6zglin testler bulunmamakla birlikte, bir ¢alis-
mada IFN imzasi calisilabilecegi ve yiiksek ekspresyonun
komplikasyonlar ile iligkili olabilecegini gostermistir (14).
Kesin molekiler defektin saptanmasi ise ancak genetik in-
celeme ile mimkundur (13, 14).

4. NF-kB YOLAGI iLE iLGiLi MOLEKULER KUSURLAR

NEMO, NFkBIA, IRAK4, MYD88 molekillerine ait defekt-
ler 6n planda piyojenik bakteriyel enfeksiyonlar ile karak-
terizedir. Ektodermal displazi, immin yetersizlik ve X'e
bagh resesif kalitim XR-EDA-ID IKK-y/NEMO'yu kodlayan
IKBKG mutasyonlari sonucu olusan iliskili nadir bir PiY’dir.
NEMO eksikligi olan hastalarda karbonhidratlara karsi an-
tikor yaniti yetersizdir, hastalarda hiper-lgM sendromu
benzeri tablo ve NK hiicre anormallikleri saptanabilmek-
tedir. Cogu hastada TNF-a ile aktivasyona yanit olarak IL-
10 Uretilemez. Fenotipik olarak hastalarda hipohidrozis,
hipotrikosiz ve birbirinden ayrik koni sekilde disler gorul-
mektedir. Hastalarda H. influenzae ve S. pnemonia enfek-
siyonlarinin yani sira M. avium ve M. kansasii gibi zayif
patojenik mikroorganizmalarin neden oldugu enfeksiyon-
lar da gorilebilmektedir. Pneumocystis jiroveji pndmonisi
ve CMV, HSV’nin neden oldugu viral hastaliklar da bildiril-
mistir (15). Genetik defektin ortaya koyulmasi ve NF-kB
aktivitesinin lusiferaz gibi dl¢ulebilir bir reporter gen ile
analizi, western blot ile protein ifadesi ya da floresan an-
tikor boyama ile gosterilmesi gibi fonksiyonel analizler ile
taniya gidilebilir (16).

IRAK4 eksikligi ve MYD88 eksikligi Toll benzeri reseptorler
(TLR3 harig) uyarim ile Uretilen basta IL-1B olmak lzere
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proenflamatuvar sitokinlerin Gretilememesi ile karakteri-
zedir. Ayrica pnomokok ve glikan spesifik antikor (izohe-
maglutinin) de yetersiz Uretildiginden hastalarda basta S.
pnemonia, S. aureus ve P. aeroginosa enfeksiyonlari go-
rilmektedir. Bu hastalarda C-reaktif protein (CRP) diizey-
leri ciddi enfeksiyona ragmen yiikselmemektedir (17, 18).
Molekiler defektin genetik olarak saptanmasinin yani sira
protein ifadesinin imminblotting ile arastiriimasi, PMA,
ionomisin ile uyarim sonrasi TNF-a artisinin gézlenip TLR7
aktivatori olan imiquimod ile uyarim sonrasi TNF-a Ureti-
minin olmamasi ayni yolakta yer alan IRAK4 ve MYD88 ek-
sikligi icin yapilabilecek tanisal fonksiyonel testlerdendir.
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Boliim 11

Kompleman Eksikligi lliskili Primer Immin Yetersizlikler

Prof. Dr. Ahmet OZEN

1. GiRiS

Kompleman sistemi, 50’den fazla ¢ozliniir ve membrana
bagl proteinden olusan, dogal immiin sistemin 6nemli
bir pargasidir (1-4). ilk tretildiklerinde inaktif halde olan
kompleman sistem proteinleri kompleks bir proteaz kas-
kadi tarafindan enzimatik olarak parcalanarak aktif hale
gelmektedirler. Aktivasyon sonrasinda immiin siirveyansa
ve homeostazise 6nemli 6lctide katkida bulunmaktadirlar
(1,5, 6).

Kompleman sisteminin baslica fonksiyonlari su sekilde si-
ralanabilir (7-11):

1. Bakteriyel hiicre duvarlarinin sitolitik membran atak
kompleks (MAK) atagi ile pargalanmasi ile mikrobiyal
patojenlerin sitoksik yikimi

2. Kompleman aracil antijen opsonizasyonu ile fagosito-
zun desteklenmesi

3. Makrofaj ve nétrofiller gibi enflamatuvar hiicrelerin
kemotaksisi ve aktivasyonu, proenflamatuvar etki

4. B hiicresi aktivasyonu ve antikor liretiminin uyariima-
siyla dogustan gelen ve kazanilmis immin cevap ara-
sinda kopri kurulmasi ve

5 Apoptotik hiicreler, debris, 6z antijen ve immiin komp-
lekslerin temizlenmesi. Boylece, immiin homeostazi-
sin saglanmasi, otoimmdiinite riskinin azaltilmasidir.

Normal konakgi hiicreleri, ifade ettikleri diizenleyici pro-
teinler sayesinde kompleman aracili immin hasara karsi
korunmaktadirlar (12). Ayrica, kompleman sistemi ve ko-
aglilasyon ve fibrinolitik sistem arasinda ¢oklu enzimatik
etkilesimler mevcuttur (13-16). Bu sayede kompleman
aracil hastaliklarda (6rnegin PNH, aHUS, CHAPLE sendro-

mu) sik¢a goriilen tromboza yatkinlik durumu agiklanabil-
mektedir (17, 18). Kompleman sisteminin aktive edilmesi-
ni saglayan baslica yolaklar, efektér fonksiyon gosteren ve
kaskadin ilerlemesinde aracilik eden kompleman faktorle-
ri ve diizenleyici proteinler Sekil 1’de 6zetlenmistir.

2. KOMPLEMAN SiSTEM HASTALIKLARI

Kompleman sistem hastaliklari konjenital ya da akkiz ola-
bilir. Konjenital kompleman eksiklikleri, eksik olan spesifik
kompleman proteinine bagl olarak cesitli klinik tablolar-
la iliskili durumlar olup bunlar immiin sistemin dogustan
kusurlari (inborn errors of immunity) bashgi altinda ele
alinan hastaliklardir (19). Bu kompleman bozukluklari en-
feksiyonlara yatkinligin yani sira artmis lokal veya sistemik
enflamatuvar yanit, otoimmiinite ve sistemik tromboz ris-
ki ile iligkilidir (20-22).

Konjenital kompleman eksikliginin sikliginin %0,03 oldu-
gu tahmin edilmekte ancak net oranlar bilinmemektedir
(7). Primer immiin yetersizlikler (PiY) iginde sikhigi Gilkeden
ilkeye degismekle beraber %5-30 arasindadir (ESID Re-
gistry https://cci-reporting.uniklinik-freiburg.de/#/) (23,
24). En sik gorilen kompleman eksiklikleri, genellikle
klinik olarak asemptomatik olan, membrana bagh lektin
(MBL) ve C2 eksikligidir (25, 26). Bunlarin digsinda primer
kompleman eksiklikleri arasinda klinik olarak ciddi bulgu-
lar veren herediter anjiyoddem (HAQO) toplumda 1:10000
ila 1:50000 siklikta gozlenmektedir. Spesifik akkiz hasta-
liklarda, kompleman proteinlerinin eksiklikleri anlamli de-
recede daha sik gorilmektedir. Sistemik lupus eritemato-
zus (SLE) hastalarinin %30 kadarinda 6nceden mevcut bir
kompleman eksikligi gbzlenebilmektedir. Benzer sekilde
disemine Neisseria enfeksiyonlari geciren bireylerin yak-
lasik %20’sinde ge¢c kompleman bilesenlerinde veya pro-
perdin molekiliinde eksiklik saptanabilmektedir (21, 27).
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Sekil 1. Kompleman sistemine ve diizenleyici proteinlere genel bakis. Kompleman aktivasyonu klasik, lektin ve alternatif yol olmak
Uzere 3 farkli yoldan gergeklesir. Klasik yol, antijen antikor kompleksinin C1’i aktive etmesiyle, lektin yolu ise MBL ve MASP benzeri
proteinlerin aktivasyonu ile baslar. Alternatif yol, C3’Un spontan hidrolizi ile veya klasik ve lektin yollariyla olusturulan C3 tarafindan
baslatilir. Komplemanin aktivasyonu sonucunda, C3 igin proteolitik aktiviteye sahip olan ve C5 konvertaz olusumunu saglayan C3
konvertaz Uretilir. C5’in yikimi ile sitolitik MAK'in Gretimi ile sonuglanan ortak terminal yol baslar. Regulator proteinler hem soluble

fazda hem de hiicre ylizeyine bagl olarak bulunabilir.

MBL: Membrana bagli lektin, MASP: MBL iliskili serin proteaz, MAK: Membran atak kompleks

Kompleman sisteminin kalitsal bozukluklari dért ana gru-
ba ayrilmaktadir (11);

1) Klasik yolak yetersizlikleri

2) Alternatif yolak yetersizlikleri
3) Lektin yolag yetersizlikleri

4) Regulator protein yetersizlikleri

Kompleman sistem hastaliklari, genetik, klinik ve labora-
tuvar ozellikleri Tablo 1 de 6zetlenmistir.

2.1. Klinik Ozellikler

Kompleman bozukluklarinin iki temel sonucu enfeksi-
yonlara yatkinlk ve otoimmuinitedir. Ayrica eksik olan ya
da ¢ok c¢alisan proteinin yol actigl patolojik degisikliklere
0zgii klinik bulgular da gorilebilmektedir (28).

2.1.1. Enfeksiyona Yatkinhk

Kompleman sistemi her tiirlii patojene (bakteri, virls, pa-
razit ve mantar) karsi konak savunmasinda kritik rol oyna-
maktadir. Bu nedenle, kompleman sistemi eksikligi olan
hastalarin ¢ogunda artmis enfeksiyon yatkinhgi en belir-
gin bulgudur (29). Hastalarin yaklasik %65’inde kapsulli
bakterilerle tekrarlayan, siddetli ve invaziv enfeksiyonlar
gorulmektedir (30). Bakteriyemi/sepsis ve menenijit gibi
sistemik enfeksiyonlar hastalarda en sik goriilen enfeksi-
yonlar olmasina ragmen siniizit, pndmoni ve osteomyelit
gibi lokalize enfeksiyonlar da goriilebilmektedir (22). En-
feksiyonlara neden olan en sik iki ajan (29, 31);

- Neisseria meningitidis

- Streptococcus pneumoniae’dir.

Bu iki ana ajan disinda Hemophilus influenza ve/veya
Staphylococcus aureus gibi diger kapsulli bakteriyal en-
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feksiyonlarin riski de belirgin olarak artmistir (32, 33). Lek-
tin yolagl yetmezliklerinde, tekrarlayan kapsilli bakteri-
yal enfeksiyonlarin yani sira viral, mantar ve protozoan
enfeksiyonlari da gorilmektedir (34, 35).

2.1.2. Otoimmiinite

Kompleman sistem defektlerinin, konak savunmasinda ve
enflamatuvar yanitta neden oldugu dengesizlik otoimmu-
niteye yol agmaktadir (36). Klasik yolagin erken bilesen-
lerinde defekti olan hastalar SLE’ye karsi belirgin olarak

artmis bir yatkinhiga sahiptir (37). SLE’nin yani sira derma-
tomiyozit, Henoch-Schonlein purpurasi, jivenil romatoid
artrit ve glomerilonefrit gibi otoimmin hastaliklar da go-
rilebilmektedir (36, 38, 39).

SLE siklikla hipokomplementemi ile iliskilidir, C3 ve C4 du-
stkligu aktif hastalik doneminde sik gorilen laboratuvar
bulgusudur. Erken baslangich SLE ile basvuran bireyler,
ozellikle de anti-dsDNA antikorlari negatifse, kompleman
sistem defektleri agisindan taranmalidir (40).

Tablo 1. Kompleman sistemi bozukluklarinin genetik, klinik ve laboratuvar ozellikleri

Et\fe_kswon Kompone"nt/ Fenotip Kalitim Genetik Gen Klinik Ozellikler Laboratuvar oMIM
Riski Regulator Lokus Bulgulari
c6 C6 Eksikligi ~ OR/LOF  5p13.1  C6 psRuiiE MR G AL s
enfeksiyonlari c6
Dissemine Neisseria
Cc7 C7 Eksikligi OR/LOF  5pi13.1 c7 enfeksiyonlari CH501, AHS0! 610102
e c7l
Vaskiilit
C8 Eksikligi Tip 1 C8A Dissemine Neisseria CH501, AH50! 613790
C8AG,B C8 Eksikligi Tip 2 Sl dea C8B enfeksiyonlari csl 613789
S Dissemine neisseria CH501, AH50!
c9 C9 Eksikligi OR/LOF 5p13.1 C9 enfeksiyonlari col 613825
. . o e. XLR/ Dissemine Neisseria  CH50 N, AH501,
Properdin  Properdin Eksikligi LOF Xp11.23 PFC S e ] 312060
. . S Dissemine Neisseria  CH50 N, AH501,
Faktoér D Faktor D Eksikligi OR/LOF  19p13.3 CFD enfeksiyonlari Faktdr DL 613912
FakiorBl FakiorBEsikligih GR/LOF Ep2133  cFe |DieemineNeisseriai e 0N ARSOL NG or gy
enfeksiyonlari Faktor B
c3 CIEksikiigi  OR/LOF 19p13.3  c3  [ckmrlavanpiyojenik  Cho01, AHSOL o) o00g
enfeksiyonlar c3l
Yiiksek Tekrarlayan piyojenik
enfeksiyonlar Lektin Yolagi
MASP2 MASP2 Eksikligi OR/LOF 1p36.22 MASP2  Enflamatuvar akciger Fonskiyonu!, 613791
hastalig MBL!
Otoimmunite
Tekrarlayan akciger
enfeksiyonlari
Nekrotizan enterekolit
Fikolin 3 Fikolin 3 Eksikligi OR/LOF 1p36.11 FCN3 Pnénomokok Fikolind 613860
polisakkarid
antijenlerine selektif
antikor defekti
PLE; 6dem,
malabsorpsyon, CD551,
karin agrisi, ishal, Hipogama-
CD55 CHAPLE Hastaligi OR/LOF  1g32.2 CD55 enfeksiyonlar, globulinemi, 226300
sistemik trombozis, ciddi hipoal-
enfeksiyonlar (ASYE, buminemi

USYE, GiS enfeksiyonu)
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Tablo 1 devam

SLE-benzeri sendrom

Clq Eksikligi 1 C1QA N 613652
Clq ClqEksikligi2 OR/LOF 1p36.12 ciqe 7000 a@irhastalik), CHSOf'AHS? N, 620321
Clq Eksikligi 3 c10c Kapsullt mo ile €13, Clq 620322
enfeksiyonlar
Cir/C1s SLE-benzeri sendrom
k(cs)'rfé'ﬂi C1r/Cls Eksikligi OR/LOF 12p13.31 CCllRS/ C°g‘;:’ut|‘|’l.'jmm'2”””e'te CHggi"AcHlf? N: 216950
defekt) enfeksiyonlar
Periodontal Ehler
gig Danlos.Sendromu gg{: 12p13.31 CcllRS/ Periodontal Ehler Danlos 213132
Tip1/2
ca KompletCa (o) oc o133 CAA/ SkEA'tl’g:S%rl'l gem”gricl’em CH50!,AH50 N, 614380
(C4A+C4B) eksikligi ’ C4B ’ . cal 614379
enfeksiyonlar
SLE-benzeri sendrom,
Kapsilli mo ile CH50!,AH50 N
Cc2 C2 Eksikligi OR/LOF  6p21.33 Cc2 enfeksiyonlar, C2!l, Hipogama- 217000
Vaskiilit, Polimiyozit, globulinemi
Ateroskleroz
aHUS
c3 aHUS Tip 5 ggﬁ 19p133 €3 Aft';':;ekr:r:’;‘jggn C3lveyaN 120700
aktivasyonu
) oD/ ) C3!/N, Faktor
Faktor B aHUS Tip 4 GOF 6p21.33 CFB aHUS Bl/N 612924
Dusuk ) AH50
aHUS,
Enfeksiyonlar (sepsis,
menenjit, pnémoni) CH501/N
FaktorH  Faktor Heksikligi O2/O%  1q313  cpy  Dissemine neisseria AH50L/N 609814
LOF enfeksiyonlari,
. C3Ll/N, FHL/N
Preeklampsi,
C3 Glomerolopatisi,
MPGN
. .. - aHUS, CH50N, AH50 N,
it I opjony oML ekl Fotr e | 23500
LOF ’ 5 dissemine Neisseria karsi oto 614809
1-5 1-5 . .
enfeksiyonlari antikorlar+
aHUS
Enfeksiyonlar (sepsis,
Faktor | Faktor | Eksikligi OR/LOF  4q25 cp meneniit,pnomoni), - CH501, AH50L o, g0,
dissemine neisseria c3l
enfeksiyonlari,
preeklampsi
aHUS, glomerulonefrit
MCP/CD46 aHUS Tip 2 OIID-/O?:R/ 1g32.2 MCP enfeksiyonlar (sepsis, CDa6l 612922
menenjit, pnémoni)
CD59 Eksikligi
iliskili Hemolitik Hemolitik anemi,
CD59 Anemi ve/ OR/LOF 11p13 CD59 Guillian-Barre sendromu CD59! 612300
veya immiin benzeri tablo, tromboz
Polin6ropati

AHS50: Alternatif yolak hemolitik aktivite, aHUS: Atipik hemolitik tiremik sendrom, CH50: Kompleman hemolitik aktivite, MASP: MBL iliskili serin
proteaz, MBL: Membrana bagli lektin, MPGN: Membranoproliferatif glomerulonefrit, mo: Mikroorganizma, N: Normal, OD: Otozomal dominant,
OR: Otozomal resesif, LOF: Fonksiyon kaybi, RA: Romatoid artrit, SLE: Sistemik lupus eritamatosis, XLR: X'e bagh resesif, MCP: Membran kofaktor
proteini
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Kompleman sistemi defektlerinin iyi tanimlanmis klasik
bulgularinin yani sira, klasik bulgularin eslik ettigi ya da
etmedigi, spesifik genetik defektin sonucunda ¢oklu or-
gan veya sistem tutulumu ile giden birtakim hastaliklar
tanimlanmistir. Genetik analizlerde yeni nesil dizileme
tekniklerinin gelismesi, bu yeni kompleman kusurlarinin
tanimlanmasini ve fizyopatolojinin daha iyi anlagiimasini
saglamistir.

2.2. CHAPLE Sendromu

Hematopoietik, stromal, endotelyal ve epitelyal hiicre-
lerde genis capta eksprese edilen CD55 (bozunmayi hiz-
landiran faktor, DAF), klasik ve alternatif yolagin C3 ve C5
konvertazlarinin bozunmasini hizlandirarak, kompleman
aktivasyonuna karsi konakgi hiicrelere koruma saglar (5).

CD55 genindeki homozigot LOF mutasyonlari;
* Kompleman hiperaktivasyonu
* Anjiyopatik tromboz

* Protein kaybettiren enteropati (PKE) ile karakterize
otozomal resesif gecisli CHAPLE sendromuna neden
olurlar (18).

CD55 proteinin eksikligi, dolasimdaki l[6kositler ve submu-
kozal arteriyoller Gzerinde kompleman hiperaktivasyonu-
na neden olur. PKE, primer intestinal lenfanjiektaziden
kaynaklanir ve bazi hastalarda mukozal enflamasyon ve
Ulserlere neden olur. PKE iliskili gastrointestinal semp-
tomlar (ishal, karin agrisi, kusma), hipoalbuminemiye bag-
Il 6dem, hipogamaglobulinemi ve lenfopeniye bagh art-
mis enfeksiyon sikhgi, blylime geriligi ve anemi gibi ma-
labsorbsiyon bulgulari ile karakterizedir (41, 42) . Ayrica
coklu siddetli trombotik olaylar gérulebilir. CD55 eksikligi
olan hastalarda eculizumab tedauvisi ile klinik semptom-
larda ve laboratuvar parametrelerinde dramatik iyilesme
gorulmektedir (43). Bir kompleman inhibitori olan Veo-
poz (pozelimab-bbfg) tedavisi, CHAPLE hastaliginda, 1 yas
ve lzeri pediatrik ve yetiskin hastalarin tedavisi icin FDA
tarafindan 2023 yilinda onaylanmistir. Veopoz, CHAPLE
hastaligi icin FDA onayl ilk tedavi yontemidir (44).

2.3. Atipik Hemolitik Uremik Sendrom (aHUS)

Vaskiler endotelde lokal kompleman aktivasyonuna se-
bep olan genetik defektler veya otoantikorlar sonucu olu-
san mikroanjiyopatik hemolitik anemi, trombositopeni ve

akut bobrek yetmezligi tablosudur. Klasik HUS’e kiyasla
daha kotl prognoza sahiptir (45).

2.4. C3 Glomerulopati (C3G)

C3G, dense depozit hastaligi ve C3 glomerulonefrit (C3GN)
dahil olmak lzere birkag¢ nadir glomerulonefrit tipini ige-
ren yeni bir hastalik siniflandirmasidir. C3GN, sivi fazda
veya spesifik glomeriler yizeylerde alternatif komple-
man yolagi disregulasyonundan kaynaklanmaktadir (45).

2.5. Yasa Bagli Makuler Dejenerasyon

ileri yasta baslayan santral gérme kaybi ile karakterize
multifaktoriyel bir retina hastaligidir. Kompleman siste-
minin alternatif yolaginda gorev alan gen mutasyonlarina
bagliimmin disregulasyon, retinada kompleman hiperak-
tivasyonuna neden olup hastaliga zemin hazirlayabilmek-
tedir (46).

2.6. Paroksismal Nokturnal Hemoglobiniiria (PNH)

PNH, kompleman aracili hemoliz ile karakterize, klinik ola-
rak anemi, tromboz, dispne, gogls ve karin agrisi, kronik
bodbrek hastaligi ve kemik iligi yetersizligi ile iliskili nadir go-
rilen bir hemolitik hastaliktir. Bir veya daha fazla hemoto-
poetik kok hiicre klonunda fosfatidilinositol glikan ankor
biyosentezi sinif A (PIGA) genindeki somatik mutasyon-
lardan kaynaklanmaktadir. PIGA, membran kompleman
inhibitorleri olan CD55 ve CD59 dahil olmak Gzere cesitli
molekullerin ankoraj yapisi olan glikosilfosfatidilinositolin
(GPI) biyosentezinde yer almaktadir (47). Tedavide, eculi-
zumab veya ravulizumab gibi anti-kompleman ajanlar kul-
laniimaktadir. Yeni kompleman diizenleyici ajanlar PNH
tedavisinde test edilmektedir. Ornegin eculizumaba na-
zaran kompleman sistemini daha proksimal bir basamak
olan C3 noktasinda durduran Pegcetacoplan intravaskuler
hemoliz yani sira ekstavaskiler hemolizi de durdurma po-
tansiyeline sahiptir (48).

2.7. Konjenital CD59 eksikligi

Konjenital izole CD59 eksikligi nadir gorilen bir hastalk-
tir. Erken bebeklik doneminden itibaren kronik hemoliz,
tekrarlayan inme ataklari ve Guillain-Barré sendromu
benzeri hastalik ataklari gorilmektedir. CD59 genindeki
mutasyonlardan kaynaklanmaktadir. Eculizumab tedavisi
ile hem hemolitik anemi hem de noérolojik semptomlar da
iyilesme gorilmektedir (49).
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3. NE ZAMAN SUPHELENMELIYiz?

Kompleman eksikligi distindlrecek uyarici bulgular (7,
20):

1)
2)

Meningokokkal menenijit (>5 yas)

Kapsullli bakterilerle tekrarlayan sistemik enfeksiyon-
lar (6zellikle pndmokok)

3) Olagandisi enfeksiyonlar, 6érnegin Haemophilus influ-

enzae tip b asilamasina ragmen epiglottit
4)
5)
6)
7)

Otoimmin bulgular (6zellikle SLE)
Renal ve oftalmik enflammatuvar hastaliklar
Urtiker olmaksizin anjiiyoddem

Protein-kaybettirici enteropati

Bunlara ek olarak hastada ailede otoimmiin (nefrit, lupus
benzeri lezyonlar, alopesi, fotosensitivite, aHUS vb.) has-
talik ve/veya tekrarlayan kapsiilli bakteriyel (S. pneumo-
niae ve N. meningitides) enfeksiyon hikayesi varliginda
kompleman sistem hastaliklari mutlaka akla getirilmelidir.

4. LABORATUVAR ANALIiZi-iSTENILECEK TETKiKLER

Kompleman sistem defekti distinilen hastalarda kap-
samli laboratuvar analizleri yapiimahldir. Bu analizler ka-
baca 5 gruba ayrilir (50, 51):

1) Kompleman yolaklarinin fonksiyonlarinin él¢lim

2) Kompleman sistem faktorlerinin ve regiilatorlerinin
konsantrasyonun Olglimu

3) Kompleman faktorlerine karsi oto antikorlarin dlgimii

4) Kompleman yolaklarinin aktivasyon Uriinlerinin 6l¢i-
mi

5) Kompleman genlerin molekiler analizi

Hastanin semptomlari, bulgulari ve aile hikayesine gore
belirli bir algoritmayla siiphelenilen kompleman sistem
hastaligina yonelik tetkikler istenmelidir (Sekil 2, Tablo 2)
(52). Kompleman sistemi hastaliklarinin tanisinda kullani-
lan ana laboratuvar testleri Tablo 3'te verilmistir.

Protein Exghemien Espriily Bakierieds Duslmamaine (S, sHls,
vl erppani (Lt et PR LR o ke, vl |
i CHH-AH W
Alcan hvgcre Hoer) TS5 - —=
rru:m o ——— = S— _
|
CHSE 50 N
i Akl AN CHEF %10
A0 N AN W %10 -
Fﬂlhl
AR C1la Cis, €t Fakiée O =
\ MASF Y (-] Froperdn
\ Falis o Faknds H A E Gl N, BN
\ Faknis 1
| ik hoenpomank nayv
\ B —
._‘ ._ 4 —
Bir Birdén izls ol
- v
Hoantikaris [C3 nefriti . Aty ko ivadman
> Geanetil degeuilams takifle, i Che, Aitarpen balirieghrt sk
k Eaktir W, anti bkt ) ;
= - Far=idl

Sekil 2. Kompleman sistem hastaligi siiphesinde tanisal algoritma
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Tablo 2. Kompleman sistem hastaligi diisiindiiren klinik durumlarda istenilecek spesifik testler

Klinik

istenilecek Tetkikler

Tekrarlayan bakteriyel
enfeksiyonlar

CH50, AH50, C3, C3a/C3d

C5-C9 (6zellikle Neisserial enfeksiyonlarda)

Properdin (6zellikle Neisserial enfeksiyonlarda)

MBL (6zellikle Neisserial enfeksiyonlarda)

Genetik inceleme (hedeflenmis gen dizileme, panel sekanslama ya da egzom/genom dizileme)

SLE CH50
C4 (C4A/B)
C3a/C3d

aHUS CH50, AH50
C3
C3a/C3da
Faktoér H
Faktor |
Faktor B
Anti-faktor H antikorlari

Genetik inceleme (hedeflenmis gen dizileme, panel sekanslama ya da egzom/genom dizileme)

Genetik inceleme (hedeflenmis gen dizileme, panel sekanslama ya da egzom/genom dizileme)

MPGN CH50, AH50
c3
C3a/C3da
Faktor H
Faktor |
Anti-faktor H antikorlari
PNH CD55, CD59 (Akan hiicre 6lger)
Klinik duruma 6zgi tesler (PIGA gen dizileme, kemik iligi incelemesi)
Asit lizis testi (gecmiste daha sik kullanilirdi)
CHAPLE CDS55 (Akan hiicre 6lger)

Genetik inceleme (hedeflenmis gen dizileme, panel sekanslama ya da egzom/genom dizileme)

AHS0: Alternatif yolak hemolitik aktivite, aHUS: Atipik hemolitik iremik sendrom, CH50: Kompleman hemolitik aktivite, MBL: Membrana
bagli lektin, MPGN: Membranoproliferatif glomerulonefrit, PNH: Paroksismal nokturnal hemoglobindiri, SLE: Sistemik lupus eritamatosis

4.1. Kompleman Yolaklarinin Fonksiyonel Ol¢iimii

Kompleman sistem hastaliklari ayirici tani olarak diistinl-
diginde, ilk olarak, her bir aktivasyon yolagina 6zgil fonk-
siyonel analizler yapiimalidir. Klasik, alternatif ve lektin
yolaklarin fonksiyonu sirasiyla CH50 (Kompleman Hemoli-
tik Aktivite), AH50 (Alternatif-yolak Hemolitik Aktivite) ve
MBL 6lgimd ile degerlendirilmektedir (53, 54). Komple-
man vyolaklarinin gesitli bilesenlerinin azalmasi, yoklugu
ve/veya etkisizligi hemolitik aktivitenin azalmasina neden
olmaktadir (53, 55).

4.2. Kompleman Sistem Faktérlerinin ve Diizenleyici
Molekiillerin Kantifikasyonu

Kompleman yolu fonksiyonuna yonelik tarama testlerinin
sonuglari birincil kompleman eksikligi veya kompleman

dizensizligini gosteriyorsa eksik faktorli tanimlamak igin
kompleman faktorlerinin ve diizenleyicilerin konsantras-
yonlari 6l¢tilmelidir (55). Kompleman faktérlerinin ¢ogu
akut faz proteinleri oldugundan, aktivasyona bagl azal-
malarin, enflamatuvar bir olay sirasinda sentezdeki artis-
larla maskelenebilecegi akilda tutulmaldir. Ayrica karaci-
ger sentez bozukluguna baglh Gretimin azalmasi ya da vi-
cuttan protein kaybina neden olan nefrotik sendrom, PKE
sendromlari, plazma proteinlerini olan komplemen prote-
inlerinin, primer kompleman defekti olmaksizin komple-
man dizeylerinin azalmasina neden olmaktadirlar.

Hiicre ylzeyindeki kompleman dizenleyicilerin veya re-
septorlerin ifade edilmesi akan hiicre dlger yontem ile
gerceklestirilebilir (CD55, CD59) (56).
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Tablo 3. Kompleman sistemi hastaliklarinin tanisinda kullanilan temel laboratuvar testler

Fonksiyonel

Total kompleman aktivitesi (kompleman sistem defektleri icin tarama testleri):

Analizler — CH50 ve AH50; KY ve AY fonksiyonlarinin degerlendirilmesi
— ElAile C5-C9 6lgim; KY, LY ve AY aktivitesinin degerlendirilmesi

Kompleman faktorlerinin fonksiyonel aktivitesi:

— Hemolitik analizlerle kompleman faktorlerinin 6lgimi (6rn:C3)
— EAlile C4 birikimi 6lgimu; MBL/MASP fonksiyonel aktivitesinin degerlendirilmesi

Protein Olglimleri

Kompleman faktorlerinin immunopresipitasyon (nefelometri), EIA veya WB ile konsantrasyonlarinin 6l¢lilmesi:

— “Hipokomplementemiyi” saptamak igin C3 ve C4
— Toplam kompleman aktivitesi taramasinda tespit edilen duslik aktivitenin takibi (herhangi bir bilesen)
— Tekrarlayan neisseria enfeksiyonu igin Properdin, MBL

Aktivasyon ElA ile aktivasyon Urilinlerinde selektif olarak ifade edilen neoepitoplara karsi antikorlar 6lgtimu:
Uriinleri — Proteolitik bolliinmeden sonra olusan Griinlerin 6lcimi (6rnegin C3a, C4a, C5a)
— Aktive edilmis bilesen ile inhibitoru arasindaki komplekslerin 6lgimu (6rn. Clrs-C1 inhibitori)
— Makromolekiler komplekslerin 6lgimi (6rnegin AY konvertaz C3bBbP ve terminal SC5b-9 kompleksi)
Oto-antikor EIA
Analizi — Anti-Clqg - SLE; anti-Clinh — anjiyo6dem; anti-fH — aHUS

Fonksiyonel analiz
— C3 nefrit faktorid — MPGN

Yiizey proteinleri

Genetik Analiz Hastaliga spesifik genetik defektin tespiti

Aile taramasi

CD55/DAF ve CD59 akan hiicre olger ile 6lgimt (CHAPLE, PNH)

AH50: Alternatif yolak hemolitik aktivite, aHUS: Atipik hemolitik Gremik sendrom, AY: Alternatif yolak, CH50: Kompleman hemolitik
aktivite, EIA: Enzim immunoassay, KY: Klasik yolak, LY: Lektin yolagi, MASP: MBL iliskili serin proteaz, MBL: Membrana bagh lektin, MPGN:
Membranoproliferatif glomerulonefrit, PNH: Paroksismal nokturnal hemoglobiniiri, SLE: Sistemik lupus eritamatosus, WB: Western blot

4.3. Kompleman Faktoérlerine Karsi Oto Antikorlarin
Olgtimii

Otoimmiin ve otoenflamatuvar hastaliklarin patojene-
zinde primer kompleman sistem defektlerinin yani sira
komplemanlara karsi olusan oto antikorlar da onemli
rol oynamaktadir (57). Ornegin anti-C1q antikoru, hipo-
komplementemik urtikeryal vaskiilit ve/veya proliferatif
SLE nefriti ile iliskilidir. Ozellikle C1g, C1 inhibitdri, Faktdr
H oto antikorlari, C3 konvertaz’a karsi olusan C3 nefritik
faktoér (C3NeF) 6nemli tanisal parametrelerdir (58).

4.4. Kompleman Yolaklarinin Aktivasyon Uriinlerinin
Olgiimii

Kompleman yolagindaki hemolitik aktivitenin yani fonksi-
yonun azalmasi, genetik bir Gretim defektinden ya da asiri
aktivasyon sonucu artan tiketimden (kompleman regi-
lasyon defektleri) kaynaklanabilmektedir. Bu iki durumun
ayrimi icin; kompleman aktivasyonu sirasinda enzimatik
bollinmeyle lretilen C4a, C4d, C3a, C3c, C3d ve C5a, pro-
perdin iceren alternatif yol konvertazi (C3bBbP) ve ayrica
soluable MAK (sC5b-9) gibi proteinlerin 6lgimu ile komp-
leman sisteminin aktivasyon durumu degerlendirilebilir
(Tablo 4) (21). Ancak, bu rinlerin dlgtimleri, yari d6miirle-

rinin kisa olmasi, in vitro ortamda kolayca aktive olmalari
gibi nedenlerden dolayi zordur (51).

- Klasik yolun ve lektin yolunun aktivasyon belirtegler;
C4ave C4d

- Alternatif yolun aktivasyonu icin belirteg; Bb

- Terminal yolunun aktivasyonuna iliskin belirteg; C3a,
iC3bve C

4.5. Kompleman Genlerinin Molekiiler Analizi

Genetik analizler, tanimlanan veya sliphelenilen komple-
man kusurunun altinda yatan gen varyantlarini tespit et-
memize olanak saglamaktadir. Kompleman faktérlerinin
konsantrasyonlarinin normal aralikta oldugu ve fonksiyo-
nel analizlerin mevcut olmadigi siipheli kompleman eksik-
likleri vakalarinda 6zellikle tanisal Gneme sahiptirler. Yeni
nesil dizileme (NGS), hastaliklarla iliskili olan kompleman
genlerindeki bilinen ve yeni mutasyonlari tespit etmek
icin artik rutin olarak uygulanmaktadir ve hem tani hem
de hedefe yonelik tedavi sansi agisindan énemlidir (30).
Son olarak, tim genom ve tim ekzom dizilimindeki hizl
gelismelerle birlikte, diger PiY’ler de oldugu gibi komple-
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Tablo 4: Kompleman yolaklarini degerlendirmede laboratuvar ipuglari

Laboratuvar ipuglari
® Klasik yolu degerlendirmek igin:
- CH50
— Clq, C2, C4 ayri bilesenleri (Fonksiyonel ve Antijen)
— Clq esteraz inhibit6ri (Fonksiyonel ve Antijen)
® Alternatif yolu degerlendirmek igin:
- AH50

— Faktor H (Antijen) ve Faktor H'ye karsi oto antikorlar
— Faktor B (Antijen) ve enzimatik boliinme Grtnleri (Bb)

® Terminal yolu degerlendirmek igin:
— C3 (Fonksiyonel ve Antijen)
— (C5-C9 (Fonksiyonel ve Antijen)
— COzunlr MAK (sC5b-9 veya sMAK)

— C3 Nefritik Faktorler (C3 konvertaza karsi oto antikorlar)

® |ektin yolunu degerlendirmek igin:
— Mannoz Baglayici Lektin (Fonksiyonel ve Antijen)

® (CH50 ve AH50, kompleman anormallikleri icin tarama yontemi olarak kullanilirlar. Birinde veya digerinde veya her ikisinde
anormal sonuglar, daha ileri testlerin yonlendirilmesine yardimci olacaktir.

— Sifira yakin CH50 ve AH50: C3, C5, C6, C7, C8 eksiklikleri
Normal AH50 ile sifira yakin CH50: C1, C4, C2 eksiklikleri

— Normal CH50 ile sifira yakin AH50: Faktor B, Faktor D, Properdin eksiklikleri
— Orta derecede diisiik CH50: immatiirite, karaciger hastalig), nefritik faktérler, C9 eksikligi

MAK: Membran atak kompleksi

man eksikliklerinin tanisinda kullanimlari giderek artmak-
tadir (7, 20, 59).

Sonug olarak, son yillarda gelisen laboratuvar tetkikleri ve
genetik analizler sayesinde kompleman eksiklikleri ve dis-
regulasyonlari ile iliskili hastaliklarin yelpazesi giderek art-
maktadir. Bunlarin patofizyolojisi, klinik fenotipleri ve ta-
nisal degerlendirmesi hakkinda derinlemesine bilgi sahibi
olmak, kompleman eksikligi olan hastalari tanimlamak icin
klinisyenlere yardimci olacaktir. Tani olanaklarinin ve ge-
netik analiz imkanlarinin artmasi ayrica bu hastalarda he-
defe yonelik tedavi sansi sunarak, morbiditeyi azaltmakta
ve yasam kalitesini belirgin olarak artirmaktadir. Ornegin,
CHAPLE hastahgi gibi kompleman eksiklikleri, organa 6zgii
ciddi enflamatuvar bozukluklarda ve hatta gelisimsel si-
reclerde komplemanin dnemine yeni bir 1sik tutmaktadir.
Yakin zamanda kompleman diizenleyici ajanlar klinik kul-
lanima girmis bulunmakta ve zaman igerisinde yeni nesil
ilaglar kullanima girmeye devam edecektir.
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Boliim 12

Immin Disregilasyon lliskili Primer Immuin Yetersizlikler

Prof. Dr. Safa BARIS

1. GiRiS

Primer immin disregiilasyon bozukluklari (PIDB), diger
ismi ile primer immin disregilasyon hastaliklari hetero-
jen klinik 6zelliklere sahiptirler. Bu hastaliklar immin sis-
temin dogustan kusurlari (IEl) icinde yer almakta ve 6n-
celikle otoimmdinite, lenfoproliferasyon, otoenflamasyon
ve malignite ile karsimiza ¢tkmaktadirlar (1-3). Bu bozuk-
luklar, bagisikhk sistemindeki ¢esitli tolerans basamaklari-
nin bozulmasi ile tetiklenebilmektedir. Bunun sonucunda
T ve B hiicre yetersizliklerinde, fagositer ve kompleman
sistem bozukluklarinda immiin disregiilasyon ortaya ¢i-

kabilmektedir (Tablo 1). Bu grupta ilk tanimlanan genetik
hastalik Forkhead Box P3 (FOXP3) geninde olusan mutas-
yonlar sonucu meydana gelen immiin disregullasyon, poli-
endokrinopati, enteropati, X baglantili - IPEX hastahigidir.
Erken baslangi¢li dermatit, ishal ve tip 1 diyabet mellitus
ile karsimiza g¢ikan bu hastalik ilk defa 1982 yilinda klinik
olarak tarif edilmistir (4). Daha sonraki ¢alismalar, kombi-
ne immiin yetersizlik (KiY) veya yaygin degisken immiin
yetersizlik (CVID) olarak tanimlanan hastalarin bazilarin-
da PIDB ile iliskili olabilecek birgok farkh hastaligi ortaya
cikarmistir (5, 6). Yeni siniflamaya gore bu hastaliklar he-
mofagositik lenfohistositozis (HLH), EBV yatkinlik hasta-

Tablo 1. Primer immiin yetersizlik hastalarinda immiin disregiilasyonun olasi mekanizmalari

Olasi model Gen Hastalik
T ve B hiicre gelisimi ve toleransi RAG1, RAG2, DCLRE1C, AIRE, FOXP3 AKIY, KiY, Omenn, APECED, IPEX
T hiicresi sinyal iletimi ZAP70, JAK3, IL2RG, PI3K, DOCK8 KiY, APDS, HIES

Duzenleyici T hiicreleri
STAT5B, BACH2, HEM1

interferon yolagi sinyalizasyonu

TMEMZ173, ACP5, STAT1, JAK1

FOXP3, CD25, CTLA4, LRBA, DEF6, IL2RB, STAT3-GOF, IPEX/IPEX-like, LRBA ve CTLA4 eksikligi

SAVI, SPENCD, STAT1 GOF, JAK1 GOF

Kompleman sistemi-kalintilarin Clg, C2 SLE
uzaklastirilmasi

Apoptozun kontrolii FAS, FASL, CASP8 ve 10 ALPS
Hiperenflamasyon PRF1, UNC13D, STX11, STXBP2, FAAP24, SLC7A7 HLH

Enflamatuvar bagirsak hastaligi

Romatolojik hastaliklar TNFAIP3

IL10, IL10RA, IL10RB, NFAT5, TGFB1, RIPK1

IL-10 ve IL-10R eksiklikleri,
NFATS5 GOF, TGFB1 eksikligi,
RIPK1 eksikligi

A20 eksikligi (Behget benzeri hastalik)

AKiY: Agir kombine immiin yetersizlik, ALPS: Otoimmiin lenfoproliferatif sendrom, APDS: Aktive PI3K delta sendromu, APECED: Otoimmiin
poliendokrinopati, kandidiyaz, ektodermal distrofi, CTLA4: Cytotoxic T lymphocyte antigen 4 (Sitotoksik T lenfosit antijeni 4), GOF: Gain-of-
function (fonksiyon kazanimi), HLH: Hemofagositik lenfohistiositoz, HIES: Hiper IgE sendromu, IPEX: immiin disregiilasyon, poliendokrino-
pati, enteropati, X’e bagli kalitim, KiY: Kombine immiin yetersizlik, LRBA: Lipopolysaccharide-responsive and beige-like anchor, SAVI: STING-
iliskili vaskiilopati, infantil baglangigli, SLE: Sistemik lupus eritematozus, SPENCD: immiin disregiilasyonlu spondiloenkondroplazi
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liklari, regllator T (Treg) hiicre bozuklugu ile giden Tre-
gopatiler, otoimmin lenfoproliferatif sendrom ile iliskili
hastaliklar, immiin disreglilasyon ve kolit ile giden hasta-
liklar olarak degerlendirilmektedir (Boliim 1, Tablo 4) (1,
7). Bu degerlendirmeler icerisinde karsilagilan siniflama
zorluklarini azaltmak igin giincel literatiir revizyonlari hala
devam edilmektedir. Ornegin otoimmiin lenfoproliferatif
sendrom (ALPS) benzeri fenotipler (ALPS-like), otoimmin
lenfoproliferatif immin yetersizlikler (ALPID), IPEX ben-
zeri fenotipler (IPEX-like) ile giden yeni klinik siniflamalar
glinimizde kullanilmaya baslanmistir. Buradaki klinik
siniflamanin gereksinimi saptanan molekiler kusurlarin
orijinal siniflamaya uymamasi nedeniyle ortaya ¢ikmistir
(Sekil 1).

2. PRIMER iMMUN DiSREGULASYON
BOZUKLUKLARIN SINIFLAMASI VE KLiNiK
BULGULAR

Hastaliklara kompleks immiin patogenez penceresin-
den bakildiginda, bilinen en eski PIDB olan HLH’nin olu-
sumunda sitotoksik T lenfositleri ve dogal 6ldiriict (NK)
hicrelerin asiri aktivasyonu s6z konusudur. Bu kontrolsiiz
aktivasyon, interferon-gama, interleukin-6 ve timor nek-
roz faktor-a gibi proenflamatuvar sitokinlerin artmis se-
viyeleri ile karakterizedir. Ardindan gelisen enflamatuvar
ortam, doku hasarina neden olarak ates, hepatospleno-
megali ve sitopeni gibi klinik tablolara neden olmaktadir
(8). Hemofagositik lenfohistositozis’in genetik temeli ol-
dukca karmasiktir ve genellikle sitotoksisite ile iliskili Per-
forin (PRF1), Munc13-4 (UNC13D) ve Syntaxin 11 (STX11)

gibi genlerdeki patojenik varyantlara bagh olarak ortaya
¢ikmaktadir (9). Hipopigmentasyon ile iliskilendirilen olgu-
larda, RAB27A ve LYST gibi genlerdeki ek mutasyonlar lizo-
zomal tasimayi ve hem pigmantasyonu hem de sitotoksik
hiicre fonksiyonunu etkilemektedir. Son yillarda sayilari
giderek artan tregopatiler de PIDB'lerin 6nemli bir grubu
olarak karsimiza ¢ctkmaktadir. Bu hastaliklar bagisiklik tole-
ransini sirdiirmede énemli olan Treg hicre bozuklugun-
dan kaynaklanmaktadirlar. Bozulmus Treg fonksiyonlari
otoimmuniteyi baslatan otoreaktif T hiicrelerinin baskilan-
masini engelleyerek hastaliklarin ortaya ¢ikmasina sebep
olurlar. Yukarida bahsedildigi gibi, FOXP3 genindeki fonk-
siyon kaybi mutasyonlari IPEX hastaligina neden olurken,
bu gurubun icerisinde CD25, CD122, LRBA, CTLA4, DEF6 ve
BATCH2 eksiklikleri gibi hastaliklar da bulunmaktadir (1,
6, 10). Bir diger PIDB sinifi olan Epstein-Barr virtisi (EBV)
ile iliskili hastaliklar bagisikhgin zayif olmasi durumunda
kontrolsiiz viral replikasyon ile ortaya ¢ikmaktadir. Bu
durum, hemofagositik sendromlar, disgamaglobulinemi,
lenfoma ve agir enfeksiy6z mononiikleoz gibi ciddi komp-
likasyonlara yol agmaktadir. Ozellikle X’e bagli lenfoproli-
feratif sendrom (XLP) gibi durumlar olan SH2D1A (XLP-1)
ve XIAP (XLP-2) genlerindeki mutasyonlar bu hastaliklarin
en yaygin bilinenlerindendir (11, 12). Lenfoproliferasyon
ile giden diger hastalik grubu ALPS sendromu olup, len-
fositlerin normalden uzun sireli hayatta kalmasina neden
olan bozuk apoptozis ile karakterize bir hastalik grubudur.
Bu durum, artmis lenfosit sayisi, otoimminite ve lenfoid
organlarda benign lenfoid hiperplazi ve bazen de lenfoid
maligniteler ile karsimiza ¢gikmaktadir. ALPS sendromu ge-
nellikle Fas apoptozis sinyal yoluyla iliskilidir.

Hemafsgositozis

Otoimmidniteler

Lenfoprolifeasyon Enteropati
[mmin trembesitopen Tipg 1 DM
Hemaolitik anemi Dwrmatit
Ctolmmdn ndtropani Tircidit
Lenfoid maligniteler ALPS & IPEX & Artrit
ALPS-banzeri IPEX bBenzer Vaskilit
(ALPID)
. ﬂ-“l
L
Lenfoproliferasyon HLH Lenfoprolifarasyon
Disgarmmaglabulinermi EBV-Ilgkili Hemafagasitazis

Tekrariayan enfekahronlar

Hipagammaglobulinemi

Sekil 1. Primer immiin disregiilatuvar hastaliklarin siniflamasi
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FAS, FASL, FADD, CASP8 ve CASP10 gibi genlerdeki mu-
tasyonlar, lenfositlerin normal apoptozisini engeller ve
boylece lenfoid hiperplazi ve otoimmiiniteye yol acarlar
(13). Son olarak, erken baslangich kolit ile iliskili PIDB’ler
genellikle direncli enflamatuvar bagirsak hastaligi, sino-
pulmoner enfeksiyonlar ve nadiren lenfoma gelisimine
neden olan bir hastalik grubudur. /L-10, IL-10RA, IL-10RB,
NFAT5, TGFB1, RIPK1 ve ELF4 genlerindeki mutasyonlar
bu siniflama icerisinde degerlendirilmektedir (14). Bu has-
taliklarin ayrintili siniflamasi Sekil 2’de sunulmaktadir.

3. PRIMER iMMUN DiSREGULASYON
BOZUKLUKLARINDA iSTENILECEK TESTLER VE
TANISAL ALGORITMALAR

Konunun daha kolay anlasiimasi agisindan istenecek test-
ler Gilkemizdeki var olan laboratuvar sartlari géz 6niinde
bulundurularak olusturulmaya calisiimistir. Buna gore
istenecek tetkikler birinci ve ikinci basamak olarak sinif-
landiriimistir (2). Ayrica 6zellikli bazi hastaliklarin tanisi
icin gerekli olan tanisal basamaklar ve 6zellikli testler Se-
kil 3'"de sunulmaktadir. Bu grup hastaliklar icerisinde yer
alan HLH ve ALPS hastaliklarinin erken tanisi icin bilinen
ve revize tanisal kriterler Sekil 4’de ayrintili olarak veril-
mektedir (13, 15, 16).
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Boliim 13

Otoenflamatuvar Hastaliklar

Prof. Dr. Hasibe ARTAC
Doc. Dr. ilknur KULHAS CELIK

1. GiRi$

Otoenflamatuvar terimi, otoimmiin hastaliklarda karak-
teristik olarak bulunan otoantikorlarin veya otoreaktif
T hicrelerin bulunmadigl ve enfeksiyon gibi bir tetik-
leyicinin olmadigi enflamasyon ataklari ile karakterize
bir grup hastaligi tanimlamak igin kullaniimaktadir. Pro-
enflamatuvar sitokinlerin tGretiminin bozulmasindan kay-
naklanan otoenflamatuvar hastaliklarda immin sistem
tepkisinin gecikmeli olarak sonlanmasi, tekrarlayan ates
ataklarina ve bazi durumlarda belirli organlarla sinirli enf-
lamasyona neden olmaktadir (1).

Bilinen ilk sistemik otoenflamatuvar hastalik olan ailevi
akdeniz atesi (FMF), ilk kez 1945’te tanimlanmis ve oto-
enflamatuvar terimi, edinsel immin sistemden bagimsiz
olarak dogal immiin sistem tepkisinin diizensizligi ile ka-
rakterize edilen enflamatuvar hastalik ailesini ayirt etmek
icin 1999’da kullanilmaya baslanmistir (2, 3). Primer im-
miin yetersizlikler, Uluslararasi immiinoloji Dernekler Bir-
ligi (IUIS- International Union of Immunological Societies)
tarafindan 2022 yilinda yapilan glincellemedeki fenotipik
siniflandirmaya gére 10 alt gruba ayrilmis olup bu grup-
lardan biri de ‘Otoenflamatuvar Bozukluklar’ dir. Bu sinif-
lamaya gore otoenflamatuvar bozukluklar kendi icinde (i¢
alt gruba ayrilmistir (4). Bu gruplardaki hastaliklar, kalitim
sekilleri ve iliskili genler Tablo 1’de verilmistir. Bu gruplar
asagidaki gibi siniflanmistir:

1. Tip 1 interferonopatiler: interferon yolagi araciligiyla
kontrolsiiz sinyallesmeye yol acan hastaliklardan olusan
bir gruptur. Sistemik enflamasyon, inflamazomopatilerle
karsilastirildiginda genellikle daha hafiftir.

2. inflamazomu Etkileyen Bozukluklar: Bu bozukluklar,
inflamazomlarin asir ve uygunsuz aktivasyonundan kay-
naklanmakta olup en ¢ok etkilenen inflamazomlar sira-
siyla: pirin, NLR ailesi pirin alani igeren 3 (NLRP3), NLRC4
ve NLRP1'dir. Ailevi akdeniz atesi ve kriyopirinopatiler bu
gruba girmektedir. Kaspaz-1 aktivitesinin artmasi sonucu
interlokinler (IL)-1, 6 ve 18 asiri Uiretimi mevcuttur.

3. inflamazom ile iliskisiz Durumlar: Bu hastaliklarda ge-
lisen enflamasyon ataklarinin gelisiminde gesitli mekaniz-
malar rol oynamakta olup, protein katlanma bozukluklari
[TGmor nekroz faktor reseptorii ile iliskili periyodik send-
rom (TRAPS)], niikleer faktoér kappa b (NF-kB) aktivasyon
bozukluklari (Blau sendromu) bu gruba girmektedir.

2. KLINiK BULGULAR

Son 20 yildaki gelismelerle birlikte genetik analizlerle bir-
¢ok yeni otoenflamatuvar hastalik kesfedilmistir. Bu has-
taliklarin bazilarinda tekrarlayan ates, bazilarinda ise cilt
semptomlari daha baskin olup, immin sistem ve birgok
organ etkilenebilmektedir (5, 6). IUIS siniflamasinda yer
alan otoenflamatuvar bozukluklarin klinik bulgular Tablo
2’de 6zetlenmistir (4).

Bu bozukluklarin klinik bulgulari spesifik olmadigindan,
enfeksiyon hastaliklari veya malign hastaliklar ile karisa-
bilmektedirler. Sistemik otoenflamatuvar hastaliklarin kli-
nik yansimasi asagidaki 3 durumda 6zetlenmistir (6):

1. Bu grup sistemik otoenflamatuvar hastaliklar, ani ates
ylkselmesiyle ortaya c¢ikan tekrarlayan sistemik enfla-
masyon alevlenmeleri, akut faz reaktanlarinda drama-
tik yukselme, dokintl, serozit (peritonit, plorit, peri-
kardit ve artrit) ve lenfadenopati gibi gesitli klinik be-
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lirtilerle karakterizedir. Genellikle, bu alevlenmelerin
arasinda degisken siireli semptomsuz araliklar vardir.
Ataklar; stres, uykusuzluk, asilama ve viral hastaliklar
gibi antijenik uyarim ile tetiklenebilmektedirler.

2. Bazi sistemik otoenflamatuvar hastaliklarda ise, temel
ozellik olarak sistemik enflamasyon daha kronik bir
seyir gostermektedir. Bu vakalarda psddo-irtikeryal
dokiintl ve granilomat6z dermatit gibi dermatolojik
bulgular taniya yonelik ipuglari saglayabilmektedir.

Tablo 1. Otoenflamatuvar hastaliklar, kalitim sekilleri ve iligkili genler

Deriyi, eklemleri ve kemikleri etkileyen kronik steril
piyojenik apselerin varligi da olduk¢a anlamhdir.

. Daha yakin zamanda kesfedilen bir grup hastalik ise,

sistemik enflamasyonun degisken derecelerde immiin
yetersizlik ile iliskili oldugu, otoenflamasyon ve immiin
yetersizlik arasinda yer almaktadir. Klinik gériniimleri
tipik olmasa da aile 6ykiisu siklikla pozitiftir ve semp-
tomlar standart tedavilere yetersiz yanit verme egili-
mindedir.

Tip 1 interferonopatiler

Hastalik Kalitim Sekli iliskili Gen
OD STING-iliskili vasktlopati, infantil baslangich (SAVI) oD TMEM173 (STING)
OR STING-iliskili vaskiilopati, infantil baslangich (SAVI) OR GOF TMEM173 (STING)
ADA2 eksikligi OR ADA2
TREX1 eksikligi, Aicardi-Goutiéres sendromu 1 (AGS1) OR/OD TREX1
RNASEH2B eksikligi, AGS2 OR RNASEH2B
RNASEH2C eksikligi, AGS3 OR RNASEH2C
RNASEH2A eksikligi, AGS4 OR RNASEH2A
SAMHD1 eksikligi, AGS5 OR SAMHD1
ADAR1 eksikligi, AGS6 OR ADAR1
Aicardi-Goutiéres sendromu 7 (AGS7) OD/GOF IFIH1
DNAse Il eksikligi OR DNASE2
LSM11 eksikligi OR LSmM11
RNU7-1 eksiligi OR RNU7-1
DNASE1L3 eksikligine bagl pediatrik sistemik lupus eritematozus OR DNASE1L3
immun disregiilasyonlu spondiloenkondrodisplazi (SPENCD) OR ACP5
X'e bagli retikulat pigmenter bozukluk X'e bagh POLA1
USP18 eksikligi OR USP18
OAS1 eksikligi OD/GOF OAS1
CDC42 eksikligi oD CDC42
STAT2 R148 LOF/regtilasyon OR STAT2
ATAD3A eksikligi OD/OR ATAD3A
inflamazomu Etkileyen Hastaliklar
Ailevi Akdeniz Atesi OR LOF, OD MEFV
Mevalonat kinaz eksikligi (Hiper IgD sendromu) OR MVK
Muckle-Wells sendromu OD GOF NLRP3
Ailesel soguk otoenflamatuvar sendrom 1 (FCAS) OD GOF NLRP3
Neonatal baslangich multisistemik enflamatuvar hastalik (NOMID) veya kronik OD GOF NLRP3
infantil nérolojik kiitanoz artikiiler sendrom (CINCA)
Ailesel soguk otoenflamatuvar sendrom 2 (FCAS) OD GOF NLRP12
NLRC4-MAS (makrofaj aktivasyon sendromu) OD GOF NLRC4
Ailesel soguk otoenflamatuvar sendrom 4 (FCAS) OD GOF NLRC4
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Tablo 1 devam

PLAID (PLC2 iliskili antikor eksikligi ve immin disregllasyon ) OD GOF PLCG2
Ailesel soguk otoenflamatuvar sendrom 3 veya APLAID (c2120A>C) OD GOF PLCG2
NLRP1 eksikligi OR NLRP1
NLRP1 GOF OD GOF NLRP1
RIPK1 eksikligi oD RIPK1
inflamazom iliskisiz Durumlar
Tumor nekroz faktor reseptord ile iliskili periyodik sendrom (TRAPS) oD TNFRSF1A
Piyojenik steril artrit, piyoderma gangrenozum, akne (PAPA) sendromu, oD PSTPIP1
hiperginkonemi ve hiperkalprotektinemi
Blau sendromu oD NOD2
ADAM17 eksikligi OR ADAM17
Kronik rekiirren multifokal osteomiyelit ve konjenital diseritropoietik anemi OR LPIN2
(Majeed sendromu)
DIRA (interldkin 1 reseptdrii antagonistnin eksikligi) OR ILIRN
DITRA (IL-36 reseptor antagonistinin eksikligi) OR IL36RN
SLC29A3 mutasyonu OR SLC29A3
CAMPS (CARD14 aracili psoriazis) oD CARD14
Cherubizm oD SH3BP2
CANDLE (lipodistrofilinin eslik ettigi kronik atipik notrofilik dermatit) OR/OD, OR PSMB8, PSMG2
COPA defekti oD COPA
Otulipeni/ORAS OR OTULIN
A20 eksikligi oD TNFAIP3
AP1S3 eksikligi OR AP1S3
ALPI eksikligi OR ALPI
TRIM 22 OR TRIM22
Subkutan pannikiilit benzeri T hiicreli lenfoma (TIM3 eksikligi) OR HAVCR2
C20rf69 eksikligi (28 hasta) OR C2orf69
NCKAP1L eksikligi OR NCKAP1L
SYK GOF OD GOF SYK
HCK GOF OD GOF HCK
PSMB9 GOF OD GOF PSMB9
IKBKG (NEMO exon 5 delesyonu ) X'e bagli IKBKG
TBK1 eksikligi (4 hasta) OR TBK1

*0OD: Otozomal dominant, OR: Otozomal resesif, GOF: Gain of function (fonksiyon kazandiran), LOF: Loss of function (fonksiyon
kaybettiren)

Tablo 2. Otoenflamatuvar hastaliklarda goriilen klinik belirtiler

Tip 1 interferonopatiler

Hastalik Klinik Belirtiler
OD STING-iligkili vaskiilopati, infantil baslangich Deri vaskulopatisi, enflamatuvar akciger hastaligi, sistemik otoenflamasyon ve
(SAVI) intrakraniyal kalsifikasyon, ailesel chilblain lupus
OR STING-iligkili vaskiilopati, infantil baslangich Gelisme geriligi, erken baslangich dokinti, ates, dispne, interstisyel akciger
(SAVI) hastaligi/pnémoni, poliartrit, otoantikorlar, enflamatuvar belirteglerde artis,

IFN gen imzasi
OD GOF TMEM173 nedeniyle SAVI'nin fenokopisi
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Tablo 2 devam

ADA2 eksikligi

TREX1 eksikligi, Aicardi-Goutiéres sendromu 1 (AGS1)

RNASEH2B eksikligi, AGS2

RNASEH2C eksikligi, AGS3

RNASEH2A eksikligi, AGS4

SAMHD1 eksikligi, AGS5

ADAR1 eksikligi, AGS6
Aicardi-Goutiéres sendromu 7 (AGS7)
DNAse Il eksikligi

LSM11 eksikligi

RNU7-1 eksiligi

DNASE1L3 eksikligine bagl pediatrik sistemik lupus

eritematozus

immun disregiilasyonlu spondiloenkondrodisplazi
(SPENCD)

X'e bagli retikulat pigmenter bozukluk
USP18 eksikligi

OAS1 eksikligi

CDC42 eksikligi

STAT2 R148 LOF/regiilasyon

ATAD3A eksikligi

Poliarteritis nodosa, ¢cocuklukta baslayan, erken baslangigli, tekrarlayan iskemik
inme ve ates; bazi hastalarda hipogamaglobulinemi gelisir

Klasik AGS, SLE, ailesel chilblain lupus

Klasik AGS, spastik paraparezi

Klasik AGS

Klasik AGS

Klasik AGS, ailesel chilblain lupus

Klasik AGS, spastik paraparezi, bilateral striatal nekroz

Klasik AGS, SLE, spastik paraparezi, Singleton-Merten Sendromu
AGS

AGS, Tipl interferonopati

AGS, Tip1l interferonopati

Cok erken baslangigli SLE, kompleman seviyelerinde diistiklik, otoantikorlar
(dsDNA, ANCA), lupus nefriti, hipokomplementemik trtikeryal vaskiilit sendromu

Boy kisaligl, spastik paraparezi, intrakraniyal kalsifikasyon, SLE, trombositopeni
ve otoimmiin hemolitik anemi, tekrarlayan bakteriyel ve viral enfeksiyonlar

Hiperpigmentasyon, karakteristik ylz, akciger ve gastrointestinal tutulum
TORCH benzeri sendrom
Pulmoner alveolar proteinozis, cilt dokiintisi

Yenidogan doneminde baslangig: pansitopeni, ates, dokiintl, hepatosplenom
egali,multisistemik inflamasyon, miyelofibrozis/proliferasyon, hemofagositik
lenfohistiyositoz, enterokolit; tekrarlayan gastrointestinal /Uriner sistem
enfeksiyonlari; nérogelisimsel gecikme, biylime geriligi

Agir fatal erken baslangich otoinflamasyon, serum IFN-a, IL6,

TNF diizeylerinde artis, USP18 eksikliginin fenokopisi

Agirlikli olarak norolojik bozukluklar (gelisme geriligi, spastisite)

inflazomu Etkileyen Hastaliklar

Ailevi Akdeniz Atesi

Mevalonat kinaz eksikligi (Hiper 1gD sendromu)
Muckle-Wells sendromu
Ailesel soguk otoenflamatuvar sendrom 1 (FCAS)

Neonatal baslangich multisistemik enflamatuvar
hastalik (NOMID) veya kronik infantil nérolojik
kitanoz artikiler sendrom (CINCA)

Ailesel soguk otoenflamatuvar sendrom 2 (FCAS)
NLRC4-MAS (makrofaj aktivasyon sendromu)
Ailesel soguk otoenflamatuvar sendrom 4 (FCAS)

PLAID (PLC2 iliskili antikor eksikligi ve immin
disregilasyon )

Ailesel soguk otoenflamatuvar sendrom 3 veya
APLAID (c2120A>C)

NLRP1 eksikligi
NLRP1 GOF

RIPK1 eksikligi

Tekrarlayan ates, serozit ve kolsisine yanit veren inflamasyon. Vaskiilit ve
enflamatuvar bagirsak hastaligina yatkinhk

Yiuksek IgD seviyeleri ile beraber periyodik ates ve |6kositoz
Urtiker, sensorindral isitme kaybi, amiloidoz
Soguga maruz kalma sonrasi kasintisiz Urtiker, artrit, titreme, ates ve 16kositoz

Yenidogan dénemi baslangigl dékiinti, kronik menenijit ve ates ve
enflamasyonla birlikte artropati

Soguga maruz kalma sonrasi kasintisiz Urtiker, artrit, titreme, ates ve 16kositoz
Agir enterokolit ve makrofaj aktivasyon sendromu
Agir enterokolit ve makrofaj aktivasyon sendromu

Soguk urtikeri, hipogamaglobulinemi, bozulmus
humoral immiinite, otoenflamasyon

Soguk urtikeri, hipogamaglobulinemi, bozulmus
humoral immiinite, otoinflamasyon

Diskeratoz, otoimminite ve artrit

Palmoplantar karsinom, kornea skarlasmasi; tekrarlayan solunum yolu
papillomatozisi

Otoenflamatuvar bozukluk: diizenli/uzun siireli ates, lenfadenopati, spleno/
hepatomegali, lilserler, artralji, gastrointestinal bulgular
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Tablo 2 devam

inflamazom iliskisiz Durumlar

Tumor nekroz faktor reseptord ile iliskili periyodik
sendrom (TRAPS)

Piyojenik steril artrit, piyoderma gangrenozum,
akne (PAPA) sendromu, hiperginkonemi ve
hiperkalprotektinemi

Blau sendromu

ADAM17 eksikligi

Kronik rekiirren multifokal osteomiyelit ve
konjenital diseritropoietik anemi (Majeed
sendromu)

DIRA (interldkin 1 reseptérii antagonistnin
eksikligi)

DITRA (IL-36 reseptor antagonistinin eksikligi)
SLC29A3 mutasyonu

CAMPS (CARD14 aracili psoriazis)

Cherubizm

CANDLE (lipodistrofilinin eslik ettigi kronik atipik
notrofilik dermatit)

COPA defekti

Otulipeni/ORAS
A20 eksikligi
AP1S3 eksikligi
ALPI eksikligi
TRIM22

T-cell ymphoma subcutaneous panniculitis-like
(TIM3 eksikligi)

C20rf69 eksikligi
NCKAP1L eksikligi
SYK GOF

HCK GOF

PSMB9 GOF

IKBKG (NEMO exon 5 delesyonu )

TBK1 eksikligi

Tekrarlayan ates, serozit, dokiintti, goz veya eklem enflamasyonu

Destruktif artrit, enflamatuvar cilt doklintlsl, miyozit

Uveit, graniilomat®éz sinovit, kamptodaktili, dékiintii ve kraniyal néropatiler,
%30’unda Crohn koliti gelisir

Erken baslangigh ishal ve cilt lezyonlari

Kronik tekrarlayan multifokal osteomiyelit, transfiizyon bagimli anemi, kutanoz
inflamatuvar bozukluklar

Yenidogan doneminde baslayan steril multifokal osteomiyelit, periostit ve
pustilozis

Pistller psoriazis

Hiperpigmentasyon hipertrikoz, histiyositoz-lenfadenopati plus sendromu
Psdriazis

Cene kemiginde dejenerasyon

Kontraktirler, pannikdlit, intrakraniyal kalsisikasyon, ates, pannikdilit,
lipodistrofi, otoimmiin hemolitik anemi

Th17 disreglilasyonu ve otoantikor tretimi ile birlikte olan otoimmiin
enflamatuvar artrit ve interstisyel akciger hastalig

Ates, ishal, dermatit

Artralji, mukozal Ulserler, okiler enflamasyon
Pistller psoriazis

Enflamatuvar bagirsak hastaligi

Enflamatuvar bagirsak hastaligi

Pannikdlit, hemofagositik lenfohistiyositoz, poliklonal kutandz T hiicre
infiltrasyonu veya T hiicreli lenfoma

Erken baslangich siddetli otoenflamasyon bozuklugu, sikhkla 6limcdl.
Tekrarlayan ndbetlerle birlikte global gelisme geriligi, kas gligstizligl, karaciger
fonksiyon bozuklugu,

Tekrarlayan USYE, deri dékiintiileri/apseler/atopi, llserler, lenfoproliferasyon/
lenfadenopati, hiperenflamasyon, anti dsDNA antikorlari, ates, gelisme geriligi

Tekrarlayan enfeksiyonlar, coklu organ enflamasyonu/enflamatuvar hastalk
(bagirsak, deri, santral sinir sistemi, akciger, karaciger), B hiicreli lenfoma

Kutanoéz vaskiilit, akcigerlerin (pulmoner fibroz) ve cildin enflamatuvar l6kosit
infiltrasyonu, anemi, hepatosplenomegali

Siddetli otoenflamatuvar fenotip (yenidogan baslangigl ates, cilt doklntis,
miyozit, siddetli pulmoner hipertansiyon, bazal gangliyon kalsifikasyonu),
periyodik enflamatuvar alevlenme; immin yetersizlik. PRAAS’In kismi
fenokopisi

Ates, cilt dokiintist, sistemik otoenflamasyon, enfeksiyonlar, santral sinir
sistemi tutulumu panniklit, Gveit, hepatosplenomegali, ektodermal displazi

Kronik sistemik otoenflamasyon (poliartrit, vaskulit, dokiinti); nérobilissel
gelisim geriligi

OR: Otozomal rezesif, OD: Otozomal dominant, GOF: Gain of function (fonksiyon kazandiran), LOF: Loss of function (fonksiyon kaybettiren),
NLRP: NLR ailesi pirin alani iceren
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3. NE ZAMAN SUPHELENMELIYiz?

Otoenflamatuvar hastaliklarin klinik ve laboratuvar bul-
gulari bircok hastalik ile karisabilmektedir. Hastalar de-
gerlendirilirken ilk olarak maligniteler, enfeksiyonlar,
otoimmunite, immiin yetersizlik ve immin disregilasyo-
nun dislanmasi gerekmektedir. Sistemik otoenflamatuvar
hastaliklardan siiphelenilen hastanin degerlendirme algo-
ritmasi Sekil 1'de verilmistir (7). Tekrarlayan enflamasyon
ataklari olan hastalarin bazi klinik 6zellikleri otoenflama-
tuvar hastaliklar agisindan klinisyenleri uyarmalidir. Ozel-
likle yasamin erken dénemlerinde baslayan enflamasyon
ataklari olan hastalarda otoenflamatuvar hastaliklardan
siphelenilmelidir. Otoinflamatuvar hastaliklarda goriilebi-
lecek tekrarlayan cilt bulgular (vaskiilit, trtiker), coklu or-
gan (gastrointestinal sistem, akciger, eklemler) tutulumu
ve enflamasyon ataklari olan hastalarda otoenflamatuvar
hastaliklar diistiintlmelidir. Bu ataklar esnasinda tiim has-
talarda gorilmese de ¢ogunlukla ates ve artmis akut faz
yaniti (c-reaktif protein (CRP) ve eritrosit sedimantasyon
hizinda artis) olmaktadir. Bazi klinik belirtiler de belirli oto-
enflamatuvar hastaliklari disiindirtebilmektedir. Orne-
gin, Orta Dogu kokenli bir hastada 48 saatten kisa sliren
tekrarlayan ates ve karin agrisi ataklari ailevi akdeniz atesi-
ni distindurirken, akral vaskdlitik dékinti ve bazal gang-
liyon kalsifikasyonlari interferonopatiyi, livedo ile birlikte
olan ¢ocukluk caginda baslayan inme adenin deaminaz 2
eksikligini (DADA2) akla getirmektedir. Hastadan anamnez
alinirken hastanin soy gecmisi; akrabalik, ailedeki 6lim-
ler, ailede malign, immiinolojik, otoimmiin ve romatolojik

hastalik 6ykiisi agisindan detayl sorgulanarak aile agaci
cizilmelidir. Ailede benzer hastalik 6ykisi olmasi otoenf-
lamatuvar hastaliklar icin uyarici olmahdir (8).

4. HANGIi TESTLERi iSTEMELiYiz?

Otoenflamatuvar hastalik stiphesi olan hastalardan atak
ve atak disi zamanda enflamasyona yonelik laboratuvar
tetkikleri (tam kan sayimi, CRP, ertirosit sedimantasyon
hizi) istenmelidir. Genel olarak interferonopatiler disinda
diger otoenflamatuvar hastaliklarda atak aninda yiksek
olan CRP diizeyi atak disi zamanlarda normaldir. Uzamis ve
tekrarlayan atesi olan ve 6zellikle enflamatuvar belirteg-
leri alevlenmelerle tutarli olmayan hastalarda diger olasi
nedenleri (enfeksiyonlar ve malignite) dislamak igin gere-
kirse kiltiirler, serolojik testler ve goriintiileme istenebilir.
Otoimmdiinite icin otoantikorlar degerlendirilebilir. Diger
primer immin yetersizliklerden stpheleniliyorsa (antikor
eksikleri, kombine immin yetersizlik veya immundisre-
gllasyon gibi) immunoglobulin dlzeyleri, asilara antikor
yanitlari, periferik kan lenfosit alt gruplari ve fonksiyonlari
iceren imminolojik degerlendirme yapiimalidir (7).

Klinik testler bazi durumlarda tani koydurabilir. Bunlar
arasinda; serum IL-6 ve IL-18 diizeyleri, serum IgD ve IgA,
mevalonat kinaz eksikligindeki idrar organik asitleri ve
ADA?2 aktivitesi yer almaktadir (8).

Otoenflamatuvar hastaligl olan hastalarda, klinik fenoti-
pin altinda molekdler bir kusurun bulunup bulunmadigini
belirlemek; hastalara dogru tani konulmasini saglayarak

Py Droenflamasyon
blalignit
p— =1 e i g
=1 Enflamatiprar sempiomiles Slemik -
Enflanasyan - Immiin yebersizlin

CEan spesifik Imenandesregilasyon

Alta yatan nedans

Argtormdk Tankimanal

- Erfeks hyonlar

Otoenflamatuvar Hastalik
Slphesi

almayaniar horutluklar
Primae immiin
AlELE yilan mesdend alanlar vetersiziiider

Sekorsdior imimiba
yetersialibder

Sekil 1. Otoenflamatuvar hastalik siiphesi olan hastada degerlendirme algoritmasi
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tedaviyi belirlemekte ve ciddi enflamasyon ataklarinin
neden oldugu sekellerin dnlenmesine yardimci olabil-
mektedir. Bu ylzden otoenflamatuvar hastaliklarda di-
sinilen hastalarda dogru taninin konmasi i¢in genetik
testler 6nerilmektedir. Otoenflamatuvar hastaliklarda ge-
netik calismalarin segimine ve yorumlanmasina rehberlik
etmek amaciyla, Uluslararasi Sistemik Otoenflamatuvar
Hastaliklar Dernegi (ISSAID) ve Avrupa Molekiler Genetik
Kalite Agi tarafindan onerilen genetik test endikasyonlari
Tablo 3’te verilmistir (9). Genetik ¢alismalarin secimi ve
dogru yorumlanmasi igin mevcut test yontemlerinin segi-
mi 6nemlidir. Belirli bir otoenflamatuvar hastalikta karsi
gicll klinik siiphe olan hastalarda tek veya hedefli gen di-
zilimi kullanilabilir. Bu hastalar da ucuz ve hizli bir yontem
Sanger dizilimi istenebilir. Sanger dizilemenin dezavantaj-
lari; somatik mozaikligi, kopya sayisi varyasyonlari (CNV)
ve yapisal degiskenleri tespit etme potansiyelinin zayif
olmasidir. Hastada klinik olarak belirli bir otoenflamatu-
var hastaliktan siiphelenilmemesi ve tek veya hedefli gen
diziliminden sonra teshis konulamamasi durumunda; yeni

nesil dizileme (NGS) ile gen panelleri, tim ekzom dizile-
me (WES) veya tim genom dizileme (WGS) kullanilarak
daha genis bir gen agi incelenebilir. Panel dizilimi, taninin
dogrulanmasinda Sanger’den daha iyi bir verime sahiptir
(10). Tim ekzom dizileme, alternatif tanilarin (otoimmu-
nite veya immiin yetersizlik) saptanmasinda veya yeni
otoenflamatuvar hastalik genlerinin arastiriimasinda en
uygun yontemdir. Ancak genomun intronik boélgelerindeki
varyantlari tespit etmesi sinirlidir. Bu yiizden, tim ekzom
diziliminin kapsamadigi bozukluklardan slphelenildigin-
de veya diger yontemler kullanildiktan sonra tani konul-
mamis hastalarda tim genom dizileme yapiimalidir (11).
Tim genom dizileme kopya sayisi varyasyonlarini daha
iyi tespit etmesinin yani sira intronik degisiklikleri de tes-
pit edebilmektedir. Ancak maliyeti ylksek, erisilebilirligi
zor, depolama kapasitesi gereksinimi fazla ve islem siiresi
uzun oldugu icin yaygin kullanilmamaktadir (11). Genetik
dizileme yontemlerinin karsilastirilmasi Tablo 4’te veril-
mistir (6).

Tablo 3. Sistemik otoenflamatuvar hastaliklarda genetik testler igin endikasyonlar

Bireysel Genetik Test i¢in Endikasyonlar

® Bilinen bir monogenik otoenflamatuvar hastalik icin klinik kriterleri karsilayan hastalar
Kismi klinik prezantasyonu olan ancak ailesinde monogenik otoenflamatuvar hastalik éykisi olan hastalar
® Geri donlisiimsiiz hasara neden olan otoenflamatuvar hastaliklara (ciddi NLRP3 ile iligkili otoenflamatuvar hastalik ve DADA2

gibi) yonelik stiiphe olan hastalar

® Spesifik bozukluklara yonelik klinik kriterlerin karsilanmamasi ancak otoenflamatuvar hastaliklardan stiphelenilmesi
durumunda genisletilmis bir panel yapilip eger bu test dogrulayici degilse WES veya WGS istenebilir
® Erken tani bebegin prognozunu degistirmekle birlikte, kuvvetli aile 6ykusi veya hastalik stiphesi olmadigi siirece prenatal

veya yeni dogan déneminde testler endike degildir

Asemptomatik Akrabalarin Test Edilmesi icin Endikasyonlar

® NLRP3 ile iligkili otoenflamatuvar hastalikta santral sinir sistemi tutulumu veya DADA2’de inme gibi yliksek riskli hastaliklarin
ongorilebilirligini belirlemek igin bilinen kalitsal periyodik ates sendromuna sahip etkilenen bir kisinin birinci derece akrabalari
® Hastada saptanan varyantin ailesel mi yoksa de nova mi oldugunu dogrulamak icin hastanin ebeveynlerinden test istenebilir

OH: Otoenflamatuvar hastalik, NLRP3: NLR ailesi pirin alani iceren 3, DADA2: Adenin deaminaz 2 eksikligi, WES: Tiim ekzom dizileme, WGS:

Tim genom dizileme

Tablo 4. Otoenflamatuvar hastaliklarin tanisinda kullanilan genetik dizileme yéntemlerinin karsilastiriimasi

Sanger NGS Panel NGS WES NGS WGS

Analiz edilen gen sayisi - ++ +++ +++
Zaman gereksinimi +++ + - -

Mozaizim tespiti* - +++ +/- +/-
Kopya sayisi varyasyonlari tespiti* 0/- ++ +/- +++
Yapisal varyant tespiti 0/- = +/- 4+
Biyoinformatik gereksinimi 0 + ++ +++
Maliyet +/- + ++ o+

NGS: Yeni nesil dizileme, WES: Tiim ekzom dizileme, WGS: Tiim genom dizileme. * Degerlendirme, okuma derinligine bagh degisebilir
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Bolim 14

Kemik Iligi Nakilli Hasta Takibi

Doc. Dr. Z. Sule HASKOLOGLU
Prof. Dr. Figen DOGU

1. GiRi$

Allojenik hematopoetik kok hiicre nakli (HKHN), malign
ve malign olmayan (immin sistemin dogumsal hatalari,
metabolik hastaliklar) birgok hastalik icin kiir saglayan
bir tedavidir. insan I8kosit antijen (HLA) doku tiplendir-
mesinin daha iyi yapilabilmesi, yeni donor seceneklerine
ulasma imkani (akraba disi, kordon kani ve haploidentik
donorler), T hicreleri azaltilmis greft hazirlama prose-
dirlerindeki gelismeler, yogunlugu azaltiimis hazirlama
rejimleri ve graft versus host hastaligi (GVHD) profilaksi
rejimlerinin gelistirilmesi, saglk hizmeti teknolojilerindeki
gelismeler ve primer immiin yetersizlik (PiY) hastaliklari-
nin dogal seyirlerinin de daha iyi anlagilmasi HKHN sonra-
st sag kalim oranlarini artirmistir. Sag kalim oranlarindaki
bu artis uzun dénem yan etkilerinin taninmasi ve takibini
daha ¢ok giindeme getirmistir. Ayrica HKHN ile diizeltile-
meyen hematopoetik sistem disi bulgularin varligi devam
ettigi icin bu durumlarin da izlemi gerekmektedir (1, 2).

HKHN siireci nakil hekimleri tarafindan yénetilir. PiY has-
talarin nakil 6ncesi ve nakil sonrasi dénemde kompleks
sorunlari olmaktadir. Genellikle HKHN’den sonraki ilk 100
glin boyunca, hastalar nakil merkezlerinde giinliik muaye-
nelerle izlenirler.

HKHN sonrasi erken dénemde goriilen en baslica komp-
likasyonlar; kemik iligi aplazisi, transplant iliskili endotel
hastaliklari (sintizoidal obstriiksiyon sendromu-SOS, nakil
iliskili mikroanjiyopati- TRMA, akut GVHD, idiyopatik pno-
monitis ve engrafman sendromu), hemorajik sistit, muko-
zit ve enfeksiyonlardir (1). Bunlarin tedavi ve izlemi nakil
hekimleri tarafindan yapilmaktadir. ilk 100 giinden sonra-
ki stirecin izlemi hastadan hastaya ve merkezden merkeze

degisiklikler gdstermektedir. Ozellikle yasadiklari sehirle
nakil olduklari merkezler arasinda ¢ok mesafe olan has-
talarin bundan sonraki izleminde, yasadiklari ildeki uzman
hekimler de yer almaktadir. HKHN sonrasi izlemde nakil
hekimlerinin, gocuk/eriskin immdinoloji allerji uzmanlari,
cocuk hematoloji ve diger branslarin uzmanlari ile yakin is
birliginde olmasi gereklidir.

Erken donemden sonra HKHN yapilan hastalarin;
e immiin rekonsititlisyon

e Enfeksiyonlar

¢ Kronik GVHD

¢ Organ ve dokulardaki nakil iligkili uzun dénem yan et-
kileri agisindan izlemi gereklidir. Biz bu bélimde bu
alanlardaki izlemden bahsedecegiz.

2. iMMUN REKONSITITUSYONUN iZLEMI

HKHN giinimizde PiY hastaliklarinda yaygin olarak uy-
gulanan kuratif bir tedavi yaklasimidir. Nitekim 1968’den
bu yana allojenik HKHN agir kombine immin yetersizlik-
te (AKIY) standart bir tedavi halini almistir. Glinimiizde
HKHN ile iyilesebilen PiY’ler arasinda AKiY’den baska di-
ger kombine immiin yetersizlikler (KiY: omenn sendromu,
MHC sinif Il eksikligi, CD40L eksikligi, PNP eksikligi gibi),
immin disregllasyon bozukluklari ve diger pek ¢ok yasa-
mi tehdit eden ciddi PiY (WAS, LAD, KGH, HLH, IPEX gibi)
yer almaktadir (3).

PiY hastaliklarinda HKHN sonrasi fonksiyonel bir immiin
sistemin olusmasi uzun siireli basari icin gereklidir. Bu ba-
sarinin 6n kosulu ise optimal immin rekonstitlisyon; ye-
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niden immin ve hematopoetik yapilanmanin saglanmasi-
dir. PiY’lerin bazilarinda hastaligin tedavisini saglamak icin
tam dondr kimerizmi gerekli olmayabilir. immiin sistemin
yeniden vyapilanmasi multifaktoriyel o6zellik gosteren
kompleks bir durumdur. Dondr tipi, nakilde greftin tam
veya T huicresi depleted (azaltiimis) olmasi, T hiicre dep-
lesyonu igin kullanilan metotlar, inflize edilen kék hiicre
dozu (hticre sayisi / kg), GVHD profilaksisi kullanimi, GVHD
gelisip gelismemesi ve viral enfeksiyonlar bu faktérlerin
basinda gelmektedir. immiin yeniden yapilanmanin tam
anlamiyla gergeklesmesi (donér tipine bagh olmak lzere)
1-2 yili bulmaktadir. HKHN’ni takiben immiin sistemin ye-
niden yapilanmasina ait dinamikler de hiicreden hicreye
farkhlik géstermektedir (3-5).

Nétrofil engrafmani: HKHN sonrasi engrafman hazirlama
rejimi kullanilmissa; nétrofil sayisinin 500/mm?3 (0,5x10°/L)
oldugu ve en az 3 ardisik giin boyunca bu sekilde kaldig
veya 1000/mm? (1x10°/L) oldugu ilk glin notrofil engraft-
mani olarak kabul edilmektedir. Notrofil engrafmanini
trombosit engrafmani takip etmektedir.

Trombosit engrafmani: Ardisik 3 glin boyunca trombosit
sayisinin desteksiz olarak >20.000/mm?3 (20x10°/L) veya
50.000/mm?3 (50x10°/L) géruldugu ilk glin trombosit eng-
rafmani olarak tanimlanmaktadir (1).

Tablo 1. HKHN sonrasi immiin yeniden yapilanmanin izlenmesi (1)

Lenfosit engrafmani: HKHN sonrasi lenfositlerin engraf-
mani bir yila kadar stirebilmektedir. Lenfositlerin engraf-
mani ve islevsel hale gelmesinde iki mekanizma vardir:

1. Periferik sag kalim ve donér T hiicrelerinin genislemesi
(timus bagimsiz)

2. Timusta dondr hematopoetik dncillerinden donoér T
hicrelerinin de novo Uretimi (timus bagimli)

HKHN sonrasi ilk ay boyunca, bu mekanizma dondr T hiic-
relerinin periferik hayatta kalmasi ve genislemesini sagla-
maktadir.

Lenfosit engrafmani ve fonksiyon kazanimi igin gereken
sire; kullanilan hazirlama rejimi, alicinin timik involiisyo-
nu, dondr yasi, nakil tipi, kok hiicre miktari, ex vivo veya
in vivo T hiicre deplesyonu yapilip yapilmadigi, GVHD pro-
filaksisinin kullanilip kullaniimadigi ve GVHD’nin mevcut
olup olmamasina gore degismektedir (1-5).

Kemik iligi ve periferik kok hiicre kaynakli nakillerde 10 ila
25 giin arasinda engrafman gerceklesmektedir. Kord kani
nakillerinde ise hiicre sayilari daha disiik oldugu icin daha
gec engrafman olmaktadir. HKHN sonrasinda immin sis-
tem hiicrelerinin sayilarinin artmasi yaninda fonksiyonla-
rinin da izlenmesi gereklidir (4, 5). immiin rekonstitiisyon
izleminde kullanilan testler Tablo 1’de verilmistir (1).

immiin sistem bilesenleri Zaman Testler

ve fonksiyonlari

Notrofil Notrofil sayisinin 500/mm?3(0,5x10°/L) ® Donér miyeloid kimerizmi
oldugu ve en az 3 ardisik glin boyunca bu @ Notrofil oksidatif patlama testi (KGH)
sekilde kaldigi donem ® (D18 ekspresyonu (LAD-1)

Lenfosit Hastaligin tipi ve hazirlama rejimi alip ® |enfoid engrafmani

almamasina bagl olarak degisir

Lenfosit aktivasyon yaniti Timopoez gorildiikten 4 ay sonra

Hiimoral immiin sistem +6. aydan sonra

Asi antijenlerine yanit
replasmani kesilmis olmali

Polisakkarit antikoru yaniti  Nakilden en az 2 yil sonra

Asilamaya baslamadan 3 ay 6nce IVIG

® Periferik kan lenfosit analizi (CD3, CD4, CD8, NK, CD19)
® Timopoezin kaniti

RTE (CD4*CD45*CD31%)
® Hastaliga spesifik molekdller

(HLA-DR, CD40L, FOXP3, ZAP70, vd)

® PHA'ya proliferatif yanit

® immiinoglobiilin diizeyi

® |gM seviyesinde ylikselme, izohemaglutinin tiresinin
>1/8 tire olmasi, sinif donlisimi tamamlanmis hafiza
B hticre artisi endojen B hiicre fonksiyonlarini gosterir

Spesifik antijen yanitlari
® Canli asilar, PHA yaniti ve inaktif agilara karsi antikor
yaniti kanitlanana kadar ertelenmelidir

® Polisakkarit bazli asi antijenine antikor yaniti

KGH: Kronik graniilomatoz hastalik, LAD: Lokosit adezyon defekti, RTE: Yeni timik gocmen, PHA: Fitohemaglutinin
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Kemik iligi kaynakli nakillerde, CD56* dogal oldlriici (NK)
hiicre yapilanmasi en erken gelismektedir. CD8* T hiicre-
leri yeniden yapilanmasi +6. ay civarinda olurken CD4* T
hicrelerinde 1 yildan daha uzun bir stirede gergeklesmek-
tedir. Timopoez bebeklerde ve ¢ocuklarda HKHN’den yak-
lastk 120 giin sonra belirgin hale gelmektedir. Timopoezin
gostergesi olan T hiicre reseptor eksizyon halkalari (T-cell
Receptor Excision Circles-TREC) iceren ve aktive olmayan
naif CD4*CD45RA* T hiicreleri periferik kandan ol¢lilmek-
tedir. Zamanla T hiicresi reseptor repertuvarinin gelisimi
ve genislemesi de timopoezin gostergesidir. Timopoezi en
fazla etkileyen faktorler yas ve GVHD'dir. Kiiglik yastaki
hastalarda TREC yuksektir. Buna karsin yas buyudikge,
ciddi firsatci enfeksiyonlar, immiin siipresif ilaglar ve kro-
nik GVHD varliginda TREC'ler azalir (6).

T lenfosit gelisiminin en ciddi sekilde bozuldugu agir kom-
bine immin yetersizlikte asagidaki 3 kriterden ikisinin
varligi T lenfosit engrafmani olarak tanimlanmaktadir (7).

e CD3*T hiicre > %50/ 1000/mm?3
e (CD3*CD4*T hiicre >%25 / 500/mm?

* Fitohemaglutinin (PHA) ile aktivasyon yaniti normalin
> %50

HKHN sonrasi B hiicreleri tipik olarak 2. aydan sonra orta-
ya cikar, ancak normal sayilari ulasmasi 6-9 ayi bulabilir.
Adenozin deaminaz eksikligi (ADA) disindaki genetik ku-
surlarin neden oldugu AKiY’lerde nakil dncesi hazirlama
rejimi verilmemigse donér B hiicresi kimerizminin saglan-
ma olasiligl disiktir. Yine hazirlama rejimi verilmeden
nakil yapilan, interlokin-2 (IL-2) reseptor gama zinciri veya
Janus kinaz-3 eksikligi olan B+ AKIY hastalarinda islevsel
olmayan alici B hiicreleri bulunur. Lenfosit reseptor re-
kombinasyon defekti olan T-B- AKiY’lerde (RAG1/RAG2,
Artemis defekteleri) donér B hiicresi kimerizmi olmadan

fonksiyonel B hiicresi gelistiremezler. Bu hastalar émir
boyu imminoglobulin (Ig) G replasmani almak durumun-
dadirlar. HKHN sonrasinda hastalarda dlcllen Ig diizeyleri
de B hiicre yeniden yapilanmasi ile paralellik géstermek-
tedir (8). HKHN sonrasi donemde periferik kanda once
gecis donemi (transitional) B hiicreleri ortaya ¢ikmakta-
dir. Bu hiicreler nakil sonrasi ilk yilda yerlerini daha son-
ra bellek B ve plazma hiicrelere farklilasacak olan olgun
naif B hiicrelere birakirlar. Nakil sonrasinda B hiicre re-
septorl repertuvarinin da gesitlilik kazanmasi gereklidir.
Bu anlamda kappa silen rekombinasyon eksizyon halkalari
(KREC) kopya sayisi 6l¢im bir belirteg olarak fayda sag-
layabilmektedir (8). B hiicre yapilanmasi B hiicre kime-
rizmi ile yakindan iliskilidir. HKHN sonrasinda B lenfosit
yapilanmasini etkileyen ve dolayisi ile Ig replasman teda-
visinin kullanimi gerekli kilan temel faktorler: Kok hiicre
kaynagi, hazirlama rejimi, dondr tipi, akut/kronik GVHD
varligidir. Ornegin, miyeloablatif hazirlama protokolleri
tam kimerizm ve yeterli T/ B lenfosit engrafmani saglan-
masina olanak tanirken, nakil dncesinde organ hasarlari
gelismis veya ciddi komorbiditesi olan hastalarda daha az
toksik olmasi nedeniyle tercih edilen yogunlugu azaltilmis
hazirlama rejimleri ile her zaman optimal T/ B hiicre ya-
pilanmasi elde edilememekte ve hastalarin Ig replasman
gereksinimi sirmektedir.

AKIY nakillerinde B hiicre engrafmani;
* (CD20*B hiicre > %10 / > 400/mm?3
* Serum IgA diizeyinin normale yakin degerlere ulas-

mas! ve IVIG replasman ihtiyacinin olmamasi olarak
tanimlanmaktadir (7).

AKiY’de hazirlama rejimi verilip verilmemesine bagl ola-
rak T ve B hiicre engrafmanlarinin gelisme durumlari Tab-
lo 2'de verilmistir (5).

Tablo 2. AKiY’de hazirlama rejimi verilen ve verilmeyen hastalarda T ve B hiicre engrafmanlari (5)

Genotip immiin fenotip Hazirlama rejimi CD8' T hiicre CD4'T hiicre B hiicre
IL2RG/JAK3 T-B+NK- Yok + + -
Var + + +
ADA T-B-NK- Yok + + +
Var + + +
RAG1/RAG2 T-B-NK+ Yok +/- +/- -
Var + + +
IL7R T-B+NK+ Yok + + +
Var + + +

L2RG: IL-2 reseptdr gama zinciri, JAK3: Janus kinaz-3, ADA: Adenin deaminaz, RAG: Rekombinasyon aktive edici gen, IL7R: IL-7 reseptord,

NK: Dogal 6ldirici (natural killer)
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HKHN sonrasi herhangi bir zamanda, alicinin hematopoetik
dokularinda verici kaynakl hiicrelerin >%95 bulunmasi tam
kimerizm (full chimerism), alicida verici kaynakli hiicrelerin
%5-95 arasinda bulunmasi miks kimerizm (mix chiremism)
olarak tanimlanmaktadir. Kimerizmi degerlendirmek igin
ilk 6rneklemenin HKHN sonrasi +3. haftada alinmasi 6ne-
rilmektedir. Naklin ilk yilinda donér tipi, hazirlama rejimi,
GVHD gibi faktorler de géz 6niine alinarak yakin araliklarla
(1-2 ay) kimerizm 6lcimu 6nerilmektedir. Kimerizm takibi
greft kaybini erkenden tespit etmek icin de 6nemlidir (1).

Ayrica nakil sonrasi immiin yapilanma, PiY tipi, hastanin
nakilden onceki durumu veya hastaliktan sorumlu olan
genetik bozuklukla iliskili olarak da yetersiz kalabilmekte-
dir. Sonug olarak HKHN sonrasi immiin yapilanmanin ta-
kibi, 6zellikle de T ve B hiicrelerinin sayisal ve fonksiyonel
kapasitelerinin izlenmesi, engrafman yetmezligi, GVHD,
enfeksiyonlar gibi komplikasyonlarin anlasiimasini kolay-
lastirmakta, hastalarin asi takvimleri ile Ig replasmani ve
koruyucu antibiyotikler gibi desteklere gereksinimleri ve
sureleri konusunda yol gosterici olmaktadir (1-5).

3. HEMATOPOETIK KOK HUCRE NAKLI
SONRASINDA KOMPLiKASYONLARIN TAKiBi

3.1. Enfeksiyonlar

HKHN sonrasi enfeksiyonlar en 6nemli komplikasyonlar-
dandir. PIY hastalarinda hasta hijyeni (cilt, agiz-mukozla-
rin temizligi, kateter bakimi) ve bakim veren personelin el
temizligi, ziyaretgilerin sinirlandirilmasi, havadaki mantar
ve virlslerden kaynaklanan enfeksiyonlari en aza indir-
mek i¢in HEPA filtrasyonlu veya laminer hava akisli kabin-
lerde koruyucu izolasyon, disiik bakterili diyet, profilaktik
antimikrobiyal ilaglar ve Ig replasman destegi enfeksiyon-
lardan korunmada kullanilan temel koruyucu 6nlemlerdir.
PiY hastalarinda enfeksiyonlar 6zel bir sorun teskil etmek-
tedirler. Bircok PiY hastasinda HKHN siirecinden énce var
olan ve immun yetersizligi diizeltilene kadar temizlenme-
yecek olan enfeksiyonlarla nakile alinmaktadirlar. HKHN
doénemi boyunca spesifik patojenlere bagh enfeksiyonla-
rin géruldiigu Gic dénem tanimlanabilir (1, 9, 10).

1. Erken evre, onceden var olan immin yetersizligin
getirdigi enfeksiyon riskinin yaninda eger hazirlama
rejimi verilmisse anatomik bariyerlerin bozulmasi ve
agranilositoz ile T ve B hiicre eksikligiyle birlestigi na-
kil sonrasi ilk ayl kapsar. Gram-negatif ve pozitif bak-
teriler, Candida turlerine bagh enfeksiyonlar ve herpes
virUsleri baskindir.

2. ikinci evre, engraftmani takiben yaklasik 100 giine
kadar, kalici vendz santral kateterler 6zellikle Gram-
pozitif bakterilerle kolonize olabilmektedir. Herpes
virUsleri ve adenoviriis enfeksiyonu, dnceden var olan
veya yeni edinilen g¢evresel enfeksiyonlar, donérden
transfer edilen enfeksiyonlar veya latent enfeksiyonun
reaktivasyonu gelismesi agisindan riskli bir donemdir.
Mantar enfeksiyonu da bu siire zarfinda sorunlara ne-
den olabilmektedir. GVHD profilaksisi veya tedavisi
icin imminosupresyon uygulanmasi enfeksiyon riskini
daha da artirabilmektedir.

3. Geg evre, bu donemde 6zellikle kapsulli bakteri en-
feksiyonlarina rastlanmaktadir. Bu asamada devam
eden akut veya kronik GVHD ve immiinosiipresyon
veya yetersizimmiin yeniden yapilanma viral ve fungal
enfeksiyonlara yatkinliga neden olmaktadir.

Agranilositoz evresinde ozellikle fagositer sistem defekti
olan hastalar mantar enfeksiyonlarina yatkindir. Grani-
losit koloni uyarici faktér (G-CSF) kullanimi agraniilositoz
suresini kisaltir. Ciddi mantar enfeksiyonu olan hastalarda
agranilositoz evresinde granilosit inflizyonu kullanilabil-
mektedir. Antiviral profilaksiye ragmen T hiicre immiin
yapilanmasi olana kadar viral enfeksiyonlar gorilebilmek-
tedir. Uglincii kisilerden hazirlanan viriis spesifik sitotok-
sik T hiicrelerle ilgili calismalar devam etmektedir.

PiY hastalarinda enfeksiyon ajanlarina karsi antikor tiretimi
olamayabilecegi icin enfeksiyon ajanlarinin varligini dogru-
dan gosterecek antijen, mikroskopi, PCR, kiltiir ve gerekir-
se doku ornekleri ile taniya ulasilmaya ¢ahsilmalidir.

HKHN hastasinda nedeni bilinmeyen ates

Ates, aksi kanitlanana kadar enfeksiyon belirtisi olarak
kabul edilmelidir. Atesi olan tiim hastalarda asagidaki de-
gerlendirmeler acilen yapilmalidir:

* Kateter yeri, perine-anal bolge dahil tam fizik muaye-
ne

e Kan kaltdra

* idrar kiltiri

¢ Enfeksiyondan siphelenilen bolgeden kultir alinmasi
* Akciger grafisi

* Solunum semptomlari varsa, akciger grafisi normal
olsa bile toraks BT gekilmelidir.
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e Kilturler ahindiktan sonra ampirik antibiyotik tedaviler
baslanir. Hastanin risk faktérleri gz online alinarak
anti-psddomonal monobaktam ila¢ yaninda aminogli-
kozit/glikopeptit eklenir (11).

3.2. Graft versus Host Hastaligi

GVHD, allojenik HKHN’den sonra, donérin (greft) immiin
hiicrelerinin bagisikligi baskilanmis alicinin  dokularini
yabanci olarak taniyarak bu dokulara karsi immin yanit
gelistirmesi ile ortaya ¢ikan kompleks bir klinik tablodur.
GVHD en sik cilt, gastrointestinal sistem, karaciger ve
akcigerleri tutulmakla birlikte neredeyse tiim organlari
tutabilmektedir. GVHD klasik olarak 100 gunlik bir kes-
me noktasi kullanilarak baslangi¢c zamanina gore akut ve
kronik olarak ikiye ayrilmistir. Ancak bu geleneksel ayrim,
akut ve kronik GVHD belirtilerinin bu belirlenen sirelerin
disinda da ortaya ¢ikabileceginin fark edilmesiyle sorgu-
lanmaya baglanmigtir. Bu durum, akut ve kronik GVHD
arasinda ayrim yapmak igin belirli bir zaman diliminden
ziyade klinik ve/veya patolojik 6zelliklerin kullaniminin
artmasina yol agmistir (1, 2). GVHD tanisi koymak igin kul-
lanilan ve yaygin olarak kabul géren National Institutes of
Health (NIH) konsensis kriterlerine gore siniflandirmakta-
dir (Tablo 3) (12).

Akut klasik GVHD: HKHN’den sonraki 100 giin iginde akut
GVHD’nin klasik klinik 6zellikleriyle ortaya ¢ikmaktadir.

Persistan, tekrarlayan veya ge¢ baslangich akut GVHD:
Klasik akut GVHD’nin klinik 6zellikleriyle ancak nakilden
100 giin sonra ortaya ¢cikmaktadir.

Klasik kronik GVHD: HKHN’den 100 giin sonra kronik
GVHD'nin klasik klinik 6zellikleriyle ortaya ¢ikmaktadir.

Overlap sendromu: HKHN’den sonra herhangi bir zaman-
da hem akut hem de kronik GVHD 6zellikleriyle ortaya ¢iI-
kabilmektedir.

Tablo 3. NIH’e gére GVHD siniflamasi

Akut GVHD (aGVHD) deride eritematoz dokiintd, kolesta-
tik tipte hepatit ve gastroenterit bulgularindan biri veya
birden fazlasi bir arada olacak sekilde karsimiza ¢cikmak-
tadir. Donor oOzellikleri ve GVHD profilaksisine bagh ola-
rak insidansi degismekle birlikte orta ila siddetli aGVHD,
HKHN alicilarinin yaklasik olarak %40’inda gorilmektedir.

Kronik GVHD (kGVHD), HKHN sonrasi en 6nemli mortalite
nedenidir. Kronik GVHD insidansi yaklasik %50’dir. Semp-
tomlar genellikle HKHN’den sonraki (g yil icinde ortaya
¢ikmaktadir. Cogunlukla 6ncesinde aGVHD vardir. Hasta-
larin yaklasik %50’sine HKHN’den sonraki ilk 6 ay icinde
tani konulmaktadir. Son yirmi yilda daha biiyik yasta has-
talara da nakil yapilmasi, akraba disi ve/veya HLA uyum-
suz dondrlerin kullanimi, yogunlugu azaltilmis hazirlama
rejimlerinin ve periferik kok hiicrenin kullanimindaki artis
kGVHD insidansini artmistir. kGVHD, otoimmiin ve diger
imminolojik hastaliklara (6rn. skleroderma, Sjogren has-
taligi, primer biliyer siroz, immin sitopeniler) benzeyen
degisken klinik 6zelliklere sahip bir sendromdur. Baslica
klinik 6zellikler arasinda liken planus veya kutandz skle-
rodermaya benzeyen deri tutulumu, kuru agiz mukozasi,
gastrointestinal sistem (lserasyonlari ve skleroz, yiksek
serum bilirubini ve bronsiolitis obliterans yer almaktadir
(13). kGVHD patofizyolojisi aGHD’dan farklidir ve temel
olarak hem dogustan gelen hem de adaptif bagisikligi et-
kileyen bozulmus immiin tolerans mekanizmalari ile ka-
rakterizedir. Engrafman sonrasi Uretilen hem otoreaktif
hem de alloreaktif donor T ve B hiicreleri kGVHD geligimi-
ne katkida bulunmaktadirlar. Diger patofizyolojik faktor-
ler arasinda alloantijenlerin antijen sunan dondr hiicreler
aracihigiyla dolayh olarak sunulmasinin yani sira skar olu-
sumu ve fibrozise yol agan kronik enflamasyon mekaniz-
malardir (14).

kGVHD ile ilgili bir bulgu veya semptom oldugunda nakil
hekimi ile hemen iletisime gegmek ve hastayi sevk etmek

Kategori HKHN sonrasi semptomlarin Akut GVHD Kronik GVHD
baslama zamani ozellikleri ozellikleri

Akut GVHD

® Klasik <100 gilin Var Yok

® Persistan, tekrarlayan veya gec baslangiclh >100 gilin Var Yok
Kronik GVHD

® Klasik Zaman siniri yok Yok Var

® Qverlap Zaman siniri yok Var Var
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gerekmektedir. kGVHD’nin dokulari etkileme oranlari cilt
%70, oral mukoza %60, karaciger %52, goz % 48, eklem
ve fasiyalar %48, gastrointestinal sistem %30, genital bol-
ge %12 olarak bildirilmistir. kGVHD ile iliskili semptom
ve bulgulari tanimak ve siniflandirmak igin NIH’in GVHD
Konsensiis Calisma Grubu tarafindan gelistirilen kriterler
kullanilmaktadir (12). Bunlar Tablo 4’te verilmektedir.

kGVHD agisindan hastalari sorgularken;
1. Cildinizde herhangi bir degisiklik fark ettiniz mi?

2. Agzinizda kuruluk veya yiyeceklere karsi duyarlilik his-
settiniz mi?

3. Gozlerinizde kuruluk, batma veya baska bir degisiklik
hissettiniz mi?

4. Mide bulantiniz, tat degisikliginiz, istah kaybiniz, ba-
girsak aliskanhklarinizda degisiklik, yutma zorlugu oldu
mu?

5. Oksiriik, hisilti veya nefes darliginiz oldu mu? sorulari
sorulmalidir (15, 16).

kGVHD tanisi i¢in kriterler sunlardir:
¢ Akut GVHD’dan ayirt edilmesi (Tablo 4)

* En az bir tanisal klinik belirtinin varhgl veya en az bir
biyopsi veya diger ilgili testlerle dogrulanmasi (Tablo
5)

e Klinik bulgu icin diger olasi tanilarin dislanmasi (6rn.
enfeksiyon, ilag etkisi, digerleri)

kGVHD, ortalama 2-3.5 yil sistemik immiinosipresif teda-
vi kullanmayi gerektirir.

4. UZUN DONEM YAN ETKILER ACISINDAN iZLEM

HKHN cok sayida PiY hastaligi igin kiiratif bir tedavidir.
HKHN alaninda 6zellikle son yillarda yasanan gelismeler
nakil sonrasi hayatta kalma oranlarinda artisa neden ol-
mustur. Ancak erken dénem risklerini atlatan hastalar
bile ge¢ donem yan etkileri gelisme riski altindadir (1, 2).
PiY’lerin timii icin kronik ve ge¢ dénem yan etki goriilme
oranlari konusunda net bilgilerimiz yoktur. Ancak AKiY’de
kiimdlatif kronik ve ge¢ donem yan etki insidansi +2. yilda
%24,8'den +15. yilda %41,5’e yiikseldigi bildirilmistir (17).

Nakil sonrasi geg yan etkilerin tipi ve gelisme riskini etkile-
yen faktorler sunlardir:

1. Hastaya ait faktorler

a) Tani

b) Yas, cinsiyet

¢) Komorbiditeler ve nakil 6ncesi organ hasarlari

d) Fonksiyonel durum

e) Kronik GVHD olup olmadigi

f) Sosyal glivence

2. HKHN iliskili faktorler

a) Verici tipi, kok hiicre kaynagi

b) Kemoterapi

c) imminsipresyon

d) immiinrekonsititiisyon

e) Nakil sonrasi siire

f) Nakil iliskili komplikasyonlar (Enfeksiyonlar, GVHD
gibi)

HKHN sonrasi ge¢ donemde cilt, gbz, oral mukoza, gast-
rointestinal sistem/karaciger, solunum sistemi, endokrin
sistemi, kardiyovaskiler, renal, norolojik ve kas iskelet
gibi bircok sistem ve organ tutulumu goérilebilmektedir.
Yakin ve dikkatli bir takip 6nem arz etmektedir. Takipte
onerilen degerlendirme ve tetkikler Tablo 5’de verilmek-
tedir (1, 12, 15, 18, 19).

Sonug olarak HKHN yapilan hastalarda beklenen yasam
slireleri, son yillarda giderek artsa da uzun dénem yan et-
kiler nedeniyle saglkli yasitlarina gore hala daha kisadir.
Nakil sonrasi uzun dénem yan etkilerin, nakli yapan mer-
kez, hastayi nakile yénlendiren ¢ocuk/eriskin immunoloji
allerji uzmani ve ilgili diger uzmanhk alanlari tarafindan
multidisipliner yaklasimlarla takip edilerek 6nlenmesi, ge-
lisen yan etkilerin erken tanimasi ve etkin tedavisi morbi-
dite ve mortalitelerin azaltilmasi saglayarak, yasam kalite-
sini ve yasam siiresini artiracaktir.
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Tablo 4. NIH’e gére kronik GVHD semptom ve bulgulari (12)

Organ / Bolge

Tanisal
(Kronik GVHD tanisi
koymak igin yeterli)

Ayirt ettirici

(kGVHD’de gériiliir,
kronik GVHD tanisi koymak
igin tek basina yeterli degildir)

Diger Yaygin
(Tani dogrulanirsa kGVHD
semptomatolojisinin bir pargasi

olarak kabul edilebilir)

Deri

Tirnak

Sagli deri ve
viicut killan

Agiz

Gozler

Genitalya

GIS sistem

® Karaciger

® Akciger

® liken planus benzeri

® Hiperkeratotik plaklar
® Skleroz nedeniyle agiz
acikliginin kisitlanmasi

® liken planus benzeri

e (Ozofagus iist veya

Poikiloderma

Liken-planus benzeri
Sklerotik 6zellikler

Morfea benzeri

Lien sklerozis benzeri

Ozofagusta web

orta Ugte birlik

kisminda darliklar

veya stenoz

Akciger biyopsisi
ile tani konulmus

bronsiolitis obliterans

Depigmentasyon

Distrofi

Boyuna cikintilar, yariima
veya kirilgan ozellikler

® Onikoliz
® Pterygium unguis

® Tirnak kaybi (genellikle

simetriktir)

Skarli veya skarsiz sagl

deri alopesisi
Pullanma ve

paptliloskuaméz lezyonlar

Agiz kurulugu
Mukosel
Mukozal Atrofi

Pseudomembranlar

Ulserler

Yeni baslangich kuru,
paturli veya agrili gozler
Sikatrisyel konjonktivit
Keratokonjonktivit sicca
Birlesen punktat alanlari

olan keratopati

® Erozyonlar
® Fisslrler
o Ulserler

® Solunum fonksiyon testleri
ve radyoloji kullanilarak
tani konulmus bronsiolitis

obliterans

® Terlemede bozulma ® Eritem

® ktiyozis ® Makiilopapiiler
® Kertozis pilaris dokiintu

® Hipo/Hiper pigmentasyon ® Kasinti

® Sacl deride incelme, yamali,
kaba veya donuk gérinim
® Erken beyazlayan saclar

® Dis eti iltihabi
® Mukozit
® Eritem
® Agri
® Fotofobi
® Periorbital
hiperpigmentasyon
® Blefarit (g6z kapaklari 6demi
ile eritem)
® Ekzokrin pankreas e jstahsizlik
yetmezligi ® Mide bulantisi
® Kusma
® jshal
® Kilo kaybi
® Blyume geriligi
® Total bilirubin,
ALP’nin normal
Ust sinirinin 2
katindan yuksek
olmasi
® ALT veya

AST’nin normal
Ust sinirinin 2
katindan yliksek
olmasi

® Bronsiyolitis
Obliterans Or-
ganize Pnémoni
(BOOP)
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Tablo 4 devam

® Kas-Eklem- ® Fasiit

Fasya

® Skleroza bagh
eklem sertligi veya

kontrakttrler

® Hematopoetik-
immiin Sistem

® Diger

® Mpyozit veya polimyozit

Odem
Kas kramplari
Artralji veya artrit

Trombositopeni

Eozinofili

Lenfopeni

Otoantikorlar (ITP, OIHA)
Hipo/hipergamaglobilinemi

Perikardiyal veya plevral
eflizyonlar

Asit

Periferik néropati

Nefrotik sendrom
Myastenia gravis

Kardiyak iletim anormallik-
leri veya kardiyomiyopati

ITP: immiin trombositopenik purpura, OIHA: Otoimmiin hemolitik anemi

Tablo 5. HKHN sonrasi uzun dénem yan etkiler agisindan izlemde kullanilacak degerlendirme ve tetkikler

3. 6. 12. 10 yila Dikkat edilecekler
ay ay ay kadaryillk
Genel saglik
® Blylime-gelisme + o+ + + Blyume
® Tam kan sayimi + o+ + +
® Biyokimya + o+ + +
immiin sistem
® [gGAM + + + +
® izohemag. titresi -+t +
® PKL + o+ o+ +
® RTE + o+ o+ +
e AT - + + +
® B hiicre alt gruplari - + + +
® Kimerizm + o+ + + Kimerizmdeki diismeler greft kaybi agisindan dikkatle takip
edilmelidir
Enfeksiyon
e CMV PCR i + + =
® EBV PCR i + + =
® Galaktomannan antijeni + o+ + -
® Kateter kiltlira + o+ + - Kateter giris ve cilt alti seyri muayene edilemeli
® Asilama Tablo.3’teki asi planlari takip edilmeli
Cilt, sag ve tirnak
® (Cilt, sach deri ve tirnakla- + o+ + + Hastanin kendisinin de cilt, sagl deri ve tirnaklarini muayene etmesi,
rin muayenesi giinese uzun siire maruz kalmamasi, gines kremi kullanimi onerilir
Dis ve oral mukozalar + o+ + + Agiz hijyeni ile ilgili yapilacaklar her muayene hatirlatiimali,

seker tiketimi azaltilmali, displastik goriinimli lezyonlar hizla

degerlendirilmeli
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Tablo 5 devam
Goz

® GOz muayenesi

Karaciger ve gastrointestinal sistem

® Transaminazlar
® Serum ferritin
® Abdominal USG
Solunum

® Solunum fonksiyon testi

® Akciger grafisi

® Sigara kullanimi ve temasi
Endokrin

® Tiroid testleri

® Hipoadrenalizm

® Hipoganodizm

® Blyume geriligi

® Aclk kan sekeri

Kardiyovaskiiler sistem

® Kan basinci 6lgim

® |ipid duzeyleri (total.
kolesterol, HDL, trigliserit)

® Ekokardiyografi

® NT-proBNP

Renal

® Serum Ure, kreatinin
® Tam idrar tetkiki

Nérolojik ve nérogelisimsel

® Norogelisimsel
degerlendirme

® jsitme

Psikiyatrik

® Psikiyatrik muayene
Kas- Iskelet

® DEXA

® Avaskiler nekroz agisin-
dan agri degerlendirmesi

kGVHD degerlendirmesi

+

+ 4+ 4+ o+ o+

+ 4+ 4+ + o+

Kuru goz, katarak ve kGVHD agisindan muayene edilmeli
Kuru g6z varsa Schirmer’s testi

Transaminaz yuksekligi varsa USG kontrolii
Demir birikimi varsa USG, MRI, selator tedavi gereksinimini degerlendir
Semptomlara gore gerekirse endo-kolonoskopi

ilk 24 ayda her akciger enfeksiyonundan sonra degerlendir. kKGVHD
varsa her 6 ayda ve klinikte bozulma oldugunda degerlendir.
Restriktif degisiklikler varsa DLCO

GOgus rehabilitasyonu gerekliligini degerlendir.

Enfeksiyon sliphesinde mutlaka degerlendir

Tiroid kanseri riski olanlarda USG

Puberte gecikmesi varsa hormon replasman ihtiyacini degerlendir
Blyiime hormon replasman gerekliligini degerlendir

HbA1lc, otoantikorlarin 6lgimu
Diyabet varsa diyet kisitlamalari, kilo kontroll, medikal tedavi

BMI degerlendirmesi,
Hipertansiyon varsa medikal tedavi

Gerekirse gecikmeden antilipid tedavi, diyet kisitlamasi, kilo kontroli

Kan basinci 6l¢limii

Ciddi proteiniri varsa arastir, gerekirse biyopsi ile degerlendir
Nefrotoksik ilaglardan kagin

2 yas bitene kadar her 3 ayda bir degerlendir
Destek ihtiyaci varsa hizli ol

Riskli ve semptomatik hastalari psikiyatriye danis

Osteopeni varsa kalsiyum, D vitamini profilaksisi ve bifosfonat
ihtiyacini degerlendir
Fizyoterapi ve egzersiz programi

MR inceleme ve ortopedi danisimi

Her muayene kGVHD ydniinden semptom ve bulgular
degerlendirilmeli, gerekli taramalar yapiimalidir

PKL: Periferik kan lenfositleri, RTE: Yeni timik gocmen, LAT: Lenfosit aktivasyon testi, CMV: Cytomegalo virus, EBV: Epstein-barr virus,
USG: Ultrasonografi, MRI: Menyetik rezonans gorintiileme, DLCO: CO diflizyon testi, BMI: Viicut kitle indeksi
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Boliim 1

Primer Immuin Yetersizlik Tanisinda Kullanilan Tarama Testleri

Prof. Dr. Sevket ARSLAN
Doc. Dr. Fatih COLKESEN

1. GiRIi$

immiinolojik testler istenmeden &nce yapilacak ayrin-
tih klinik 6yki ve fizik muayene ile primer immin ye-
tersizlik (PiY) klinik fenotipi belirlenmelidir.

Belirlenen klinik fenotip daha ileri immiinolojik labora-
tuvar degerlendirmelere 6ncl olacaktir.

immiin sistemin bir ya da daha fazla komponentindeki
kusur arastiriirken immdanolojik testler kademeli bir
sekilde istenmelidir (1).

2. TAM KAN SAYIMI VE PERIFERIK YAYMA

Tam Kan Sayimi

Tum yas gruplarinda PiY siiphesi varliginda ilk yapila-
cak tarama testi olarak kabul edilmektedir.

Lokopeni, nétropeni, I6kositoz, eozinofili, trombosito-
peni varlig PiY’i destekleyen parametrelerdir.

Lenfopeni (mutlak lenfosit sayisinin yetiskinlerde
<1500 hicre/uL veya bebeklerde <2500 hicre/uL ol-
masi olarak tanimlanir) énemli bir bulgudur. Mutlak
lenfosit sayisi 6zellikle T lenfosit sayisi hakkinda bilgi
vermektedir.

Lenfopeni erken ¢ocukluk doneminde agir kombine
immun yetersizligin 6nemli bir bulgusudur.

Sitopeniler PiY tanisinda ilk laboratuvar bulgusu olabil-
mektedir. Antikor eksikligi ile seyreden PiY hastalarin-
da trombositopeni ilk bulgu olabilir.

Otoimmin hemolitik ataklar, derin anemi dabhil erit-
rosit parametrelerindeki degisiklikler bununla birlikte
atopi ile seyreden eozinofili PiY bulgusu olabilir.

Bunlarin aksine cogu hastada PiY tanisini ekarte ettir-
meyen tamamen normal tam kan sayimi da goérilebil-
mektedir (2-4).

Periferik Yayma

Sekonder ve primer nedenlerin ayriminda 6nemlidir.

Notrofil sayisi ve morfolojisi, trombosit sayisi-biyik-
[Ggl, anemi-hemoliz varhgl, lenfosit sayimi degerlen-
dirilmelidir (3).

.IMMUNOGLOBULINLER

PiY hastaliklarinin énemli bir kismini antikor eksiklik-
leri olusturdugu icin immunoglobulin (Ig) A, 1gG, IgM,
IgE antikor seviyelerinin 6l¢limi temel testler arasinda
yer almaktadir. Stiphelenilen her hastada mutlaka ba-
kilmalidir.

Ig diizeyleri saglikh yas referanslarina gore degerlen-
dirilmelidir. Degerlendirme yapilirken total protein ve
alblimin diizeylerine bakilarak Ig diizeylerini etkileye-
bilecek sekonder nedenler gézden gegirilmelidir.

Hipogammaglobulinemi, 1gG seviyesinin normalin iki
standart sapmanin altinda olmasi, agammaglobuline-
mi ise genellikle 1IgG <100 mg/dL olarak tanimlanmak-
tadir.

Panhipogammaglobulinemi tanisinda disuk IgA, 1gG
ve IgM seviyeleri belirleyicidir.
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Ig diizeylerinin sadece duslklGgi degil ayni zamanda
yiksekligi de PiY ile iliskili olabilmektedir.

Selektif IgA eksikligi, selektif IgM eksikligi ve hiper IgM
immin yetersizlikleri gibi Ig izotiplerinin profilindeki
degisiklikler hiimoral oldugu kadar hicresel immiin
yetersizliklerin de bir isareti olabilir.

IgE degerinin >2000 IU/ml olmasi hiper IgE dahil birgok
PiY ile iliskili olabilmektedir.

Yiiksek IgE seviyeleri, sinyal transdiser ve transkrip-
siyon aktivatori 3 (STAT3), interlokin-21 reseptori
(IL-21R), interlokin-6 reseptori (IL-6R) ve interldkin-6
sinyal transdseri (IL-6ST) gibi antikor eksikligi ile sey-
reden PiY’lerin tanimlanmasinda faydalidir.

Yaygin degisken immiin yetersizlik (CVID) fenotipinde
siklikla cok disiik veya saptanamayan serum IgE <2 U/
ML gorilmektedir. Bu durum CVID tanisinda diger hi-
pogammaglobulinemi nedenlerinden ayirmak igin kul-
lanilabilir (5-10).

I1gG Alt gruplari

IgG alt gruplari tarama testleri arasinda degildir. 1gG alt
gruplarinin seviyelerinde diisiikliik olmasi durumunda

klinik olarak 6nemli bir IgG alt sinif eksikligi tanisi igin,
tekrarlayan enfeksiyonlar ve asiya karsi yetersiz yanit
seklinde antikor fonksiyon bozukluguna ait bulgular
gereklidir.

Sadece IgG alt grup eksikligi olan hastalarin ¢ogu
asemptomatiktir.

Semptomatik olanlarin ¢ogu sinopulmoner enfeksi-
yonlar ile basvurmaktadir ancak osteomiyelit, menen-
jit, sepsis gibi ciddi durumlar da goérilebilmektedir.

Tekrarlayan enfeksiyon oykisi olanlarda, asi yaniti
bozulmus hastalarda mutlaka 1gG1, 1gG2, 1gG3, 1gG4
seviyeleri degerlendirilmelidir.

IgA eksikligi 1gG2 ve G4 eksikligi ile birlikteligi sik goril-
mektedir.

1gG1 eksikligi hipogammaglobulinemi ile daha ¢ok ilis-
kili olup, CVID komponenti olarak karsimiza ¢ikmakta-
dir.

1gG2 eksikligi cocuklarda, IgG3 eksikligi ise erigkinlerde
daha sik gorilmektedir.

1gG4 eksikligi siklikla asemptomatik (7, 11).

v ¥ Lenfopenl, mbtropend, |8kositor, eozinofilll ve trombaositopeni gibl kan saysma
Tam kan sayim ancrmallikder Pivler Be iligkili olabilecegi gikd kan sayiems tamamen rormal olabiie,
ve prriferik * Perilerik yayma ile PIY ile Bighili hilcrelerde yaprial bogullullsr wplanabilis,
vay i tirnegin Wishott-Aldrch sendromunda trombositopeni Be birlikie kil trombositler
2 irtemebilic
. "
InGi, Igh, * Hipogammaglobullneml ke seyreden antibor elksikiibder] en ik girliben PIY' lerdie
Tghd, IgE * Bazi hicresel immin yetersiclikbers de antiker ehsiklikberi eglik edebilis,

* Tekrarlayan enfeksivon we agp yanstinen booulduu durumlards istenmelidis,

.,

Tt alt :
kG * immdinclofik deferlendirmenin llk basamagmnda [stenmesi gerektifine yonelik
gruplary gibrilgler de bulunmaktadr
B Piysjenik ve nelsserla enfekshyonlannda ya da PiY siiphesi olup difer immiin sistem
CHSD, parametrelerinde patoboji yok ise istenmelidir,
AHSD * CHEO taraena testi alarak kullandabilic. Spesilik tanya ulagmak igin AHS0 ya da

| Lektin yolag deferendinilir

Sekil 1. PiY siiphesi olan hastanin degerlendirmesinde ilk basamakta istenecek test
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4. CH50, AH50

Kompleman eksikliklerinde tarama testi olarak klasik
yolak icin hemolitik kompleman aktivite testi (CH50),
alternatif yol icin alternatif yolak aktivite testi (AH50)
ve manoz baglayici lektin yolagi degerlendirilmelidir.

Dulsukligu ya da yoklugu kompleman halkasinin her-
hangi bir noktasindaki defekti gostermektedir.

Asagidakilerden herhangi birine sahip hastalarda kla-
sik kompleman yolu defekti taramasi endikedir:

v/ Tam kan sayimi, immuinoglobulin dizeyleri ve spe-
sifik antikor yanitlarinin normal oldugu durumlarda
tekrarlayan, aciklanamayan piyojenik enfeksiyon-
lar

v Her yasta tekrarlayan Neisseria enfeksiyonlari

v Neisseria enfeksiyonu gecirmis birden fazla aile
Uyesi

Kompleman kusurlari igin ilk tarama testi, klasik yol
fonksiyonunu degerlendiren total hemolitik komple-
man (CH50) degerlendirilmelidir.

CH50 degeri 6nemli Olglide azalirsa veya sifir olursa,
ayri ayri tamamlayici bilesenlerin seviyeleri olg¢lilme-
lidir. Coklu bilesenlerin disik seviyeleri, 6zellikle di-
siik C3 ve C4, primer kompleman eksikliginden ziyade
kompleman tiiketimini gostermektedir.

CH50 degeri normalse ve hala bir kompleman defek-
tinden siipheleniliyorsa, alternatif yol kusurlari igin bir
tarama testi olan AH50 kullanilmalidir (12-14).
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Asi Yaniti ve Izohemaglutininler

Dog. Dr. Sengul BEYAZ
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1. ASI YANITI

Bagisikhgin dogustan kusurlari/Primer immiin yetersiz-
likler (PiY) en yaygin belirtiler enfeksiyonlar olsa da son
yillarda, PiY’in yalnizca sik veya ciddi enfeksiyonlarla degil,
ayni zamanda bazi bulasici ajanlara karsi spesifik duyarli-
likla da iliskili oldugu bildirilmistir (1). PiY ayni zamanda
enfeksiydz olmayan belirtilerle de (otoimmiinite, otoenf-
lamasyon, siddetli allerjiler, lenfoproliferasyon, maligni-
te) ortaya cikabildiginden hastaliklarin hepsi bozulmus
antikor Uretimiyle iliskili degildir (1, 2). Klinik belirtilerin
gesitliligi nedeniyle, PiY tanisinda laboratuvar testlerinin
hastanin klinik fenotipi ve baslangi¢c degerlendirmesine
uygun sekilde yonlendirilmesi 6nem arz etmektedir (3).
Bu agidan, taniigin testler; tarama testleri, ileri diizey test-
ler ve molekiiler tani testleri olarak siniflanmaktadir. Basit
bir kan sayimi ve immunoglobulin (Ig) dizeylerinin 6lgu-
mi ile baslayarak, yeni nesil dizileme teknigi ile ekzom
veya tiim genom dizilemesine dogru bir sira takip edilerek
taniya gidilmektedir (3, 4).

Antikor eksiklikleri en sik karsilasilan PiY olarak karsimiza
¢ikmaktadir (1, 5). Himoral bagisikligin degerlendirilmesi,
immiunolojik testlerin yapilabildigi merkezlerde kolaylikla
yapilabilmektedir.

Antikor eksikliklerinde Ug bilesen degerlendirilmelidir (5):
- 1gA, 1gG, 1gM ve IgE serum seviyeleri

- Protein ve polisakkarit antijenlerine karsi asi yanitlari,
izohemaglutininler ve

- B hiicre sayimi ve B hiicre alt gruplarinin belirlenmesi-
dir.

immiinoglobulin seviyeleri antikorlarin genel kantitatif
miktarini dlgerken, asilara antikor yaniti her antijene ve-
rilen kantitatif spesifik antikor yanitini géstermektedir.
Ozellikle tekrarlayan bakteriyel enfeksiyonlari iceren bir
tibbi 6yka varliginda ve/veya normal ve/veya azalmisg
imminoglobulin seviyeleri saptandiginda hem birincil
B hiicre kusurlari hem de kombine hiicresel ve hiimoral
bozukluklarin tespiti icin spesifik antikor Gretiminin de-
gerlendirilmesi son derece yararlidir (5-7). in vivo spesi-
fik antikor yanitlarinin 6l¢imu, kusurlu antikor Gretimini
dogrulamanin yaninda yaygin degisken immin yetersizlik
(CVID) de dahil olmak {izere belirli PiY’lerin tanisini koya-
bilmek icin bir kriterdir (6).

Spesifik antikor yanitlarini degerlendirmenin en basit yolu,

- Dogal/spontan spesifik antikorlarin (izohemaglutinin-
ler) 6lgiminin yani sira

- Hastanin asilama ve enfeksiyon ge¢misi de dikkate ali-
narak asilama oncesi ve asilamadan 4-8 hafta sonra
serum antikor tretiminin 6lglilmesidir (6-10).

Hlmoral immiin yanitin olusmasina neden olan antijenler
T hiicresine bagimli (tetanoz ve difteri gibi) ve bagimsiz
(saf pnémokok polisakkarit gibi) olarak siniflanmaktadir
(2). Bu nedenle, polisakkarit antijenleri, protein antijenleri
ve polisakkarit-konjuge-protein antijenlerini igeren asilar
ayri ayri ele alinmalidir. Clink ilk tipte yalnizca B lenfo-
sit yaniti yer alirken (T-bagimsiz), kombine B ve T hiicre-
si yanitlari son iki tipte yer alir (8). T-bagimli ve bagimsiz
antijenlere antikor yanitlarini ayiran bir diger ozellik ise
immunolojik hafizadir (2). T-bagimli antijenlere ¢ok glic-
10 bir immiunolojik hafiza gelisirken T-bagimsiz antijen-
lere daha zayif bir hafiza gelismektedir. Hatta T-bagimsiz
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antijenlere karsi gelisen hafiza kisinin yasina ve genetik
yapisina bagli olarak 6 ay - 5 yil sonra 6nemli dl¢clide azal-
maktadir (2). T-bagimli antijenler bebeklerde immiinoje-
nik iken T-bagimsiz antijenler 6 aydan kiigliklerde immdiin
yanit olusturamaz ve 6-12 aylik bebeklerde ise tutarl bir
yanit sdz konusu degildir (2, 11, 12). immiin yetersizligi
olan bir hastada T-bagimli ve/veya T-bagimsiz antijenler-
den biri veya her ikisine karsi antikor yaniti etkilenebilir
bu nedenle olasi immin yetersizlik taramasinda her iki
antijen tipine karsi yanitin degerlendirilmesi 6nemlidir (9,
10). Unutulmamasi gereken bir diger nokta da klinik uygu-
lamada T-bagiml yanitta segici bir eksikligin bulunmasi sik
karsilasilan bir durum degildir (2).

Klinik uygulamada asilama sonrasi antikor lretimi deger-
lendirilirken yalnizca 1gG dikkate alinmaktadir. IgM esas
olarak birincil yanitta Uretilirken asi antijenlerine yanit
olarak uretilen IgA, konakginin korunmasinda énemli olsa
da popilasyon diizeyindeki calismalar azdir ve asilama
sonrasi IgA 6l¢iml henliz herhangi bir antijen igin rutin
degildir (2, 13). Asi yanitlarini degerlendirirken dikkate
alinmasi gereken durumlardan bazilari Tablo 1'de 6zetlen-
mistir.

Tutarhhk agisindan miimkiinse asilama dncesi ve sonrasi
Olgiimler ayni laboratuvarda yapilmalidir (14). Bir diger
onemli durum ise yastir, ¢clinkii sadece antikor yanitinin
yeterliligi agisindan degil daha 6nceki maruziyetler agisin-
dan da 6nemlidir ve ilk tarama icin kisinin daha dnce almis
oldugu asilarda bulunan antijenlere yonelik antikor kon-
santrasyonlarinin degerlendirilmesi en dogru yol olacaktir
(9, 10). Asilama kayitlari asi yanitlarinin yorumlanmasinda
onemlidir. Uzun yillardir asilanmamis bir yetiskinde rapel
sonrasi yanit daha dusik iken yakin zamanda rutin asisi
yapilmis cocuklarda belirgin bir yanit goézlenmektedir.
Ayrica Ulkedeki rutin asilama takvimini bilmek sonuclari
yorumlamada 6nemlidir (Tablo 2). Serokonversiyon, bagi-
siklama veya dogal enfeksiyon sonrasi laboratuvar testiyle
tespit edilebilecek kadar yeterli ya da koruyucu bir seviye-
ye ulasan antikor Uretimidir. Tarama sirasinda bir hastada
ylksek serokonversiyon oranina sahip bir aslya karsi diislik
antikor konsantrasyonu saptanirsa hiimoral immunitede
bozukluk olasihgi daha yiiksektir (2). Himoral tepkinin bir
diger onemli unsuru da asilamadan 6nce ve sonra kon-
santrasyondaki veya titredeki “kat artis” durumudur (15).
Siklikla asilamadan 4-8 hafta sonra saptanan 2-4 katlik bir
artis pozitif asi yaniti olarak kabul edilmektedir (16, 17).

1.1. Protein Yapidaki Antijenlere (Tetanoz Toksoidi, Difteri
Toksoidi ve Kizamik/Kabakulak Serolojileri vb.) Yanit

Proteinlere karsi spesifik antikor Gretimi eksikligi, genellik-
le tetanoz ve difteri toksoidleri olmak tizere iki veya daha
fazla (bogmaca, kizamik, kabakulak ve kizamikgik asilari)
T-bagimli asiya karsi koruyucu IgG yanitlarinin olmama-
siyla gosterilmektedir (10, 18). Bu iki asinin tercih edilme-
sinin sebebi, gl¢li immiinojeniteleri ve klasik ¢ dozluk
asllama programiyla diinya ¢apinda tiim bebeklere alti
aya kadar uygulanmalarinin degerlendirmeyi ideal kilma-
sidir (19).

Tablo 1: Antikor 6l¢iimiiniin yorumlanmasinda dikkate
alinmasi gereken 6nemli unsurlar (2)

Asl tipi T-bagimli, T-bagimsiz, Konjuge

Yas Cok geng ve yaslilarda azalmis yanit
Asilama Doz sayisi, “booster” etkisi, asilar arasindaki
oykusu etkilesim, neoantijenler

immiinojenite S?ghkh.blr popiilasyonda serokonversiyon
ylzdesi
Asl Oncesi ve

sl o Titre veya konsantrasyondaki kat artis
sonrasli Olgim

Tablo 2: TC. Saglik Bakanhgi cocukluk donemi agi takvimi,
2020 giincellemesi

Zaman Asi

Dogumda Hepatit B

1. ayin sonu Hepatit B

2. ayin sonu BCG (verem), DaBT-iPA-Hib, KPA
4. ayin sonu DaBT-iPA-Hib, KPA

6. ayin sonu Hepatit B, DaBT-iPA-Hib, OPA

9. ayin sonu KKK (id)

12. ayin sonu KPA (r), Su gicegi

DaBT-iPA-Hib (r), OPA, Hepatit A
Hepatit A

48. ayin sonu KKK, DaBT-iPA (r)

13 yas Td (r)

18. ayin sonu

24. ayin sonu

DaBT-iPA-Hib: Difteri, Bogmaca, Tetanoz, Cocuk Felci, H. influen-
za tip B asisi, KPA: Konjuge pndmokok asisi, OPA: oral polio asisi,
KKK: kizamik, kizamikgik, kabakulak asisi, id: ilave doz (salgin riski
olan bolgelerde 9. ve 11. aylarda ilave doz kizamik veya KKK uygula-
masi), r: rapel, Td: eriskin tipi difteri-tetanoz asisi (as1 takvimi giin-
cellemeleri https://asi.saglik.gov.tr/asi/ adresinden takip edilebilir)
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« Tetanoz ve difteri icin 0.1 ila 0.2 IU/mlin Uzerindeki
titreler koruyucu kabul edilmekte ve serokonversiyon
oranlari ikinci veya Uglincli dozdan bir ay sonra %100’e
yaklagsmaktadir (2, 5).

« Tamamen bagisiklanmis oldugu bilinen bir bireyde ta-
rama sirasinda tetanoz veya difteriye yetersiz yanit,
bozulmus antikor yanitinin muhtemel bir isaretidir, bir
rapel dozu uygulanmali ve yanit yukarida anlatildigi
gibi belirlenmelidir (8).

Bazi diger protein antijenlere karsi asi yanitlari net belir-
lenmis koruyucu dizeyleri bilindigi icin immin yetersizlik
tani testleri icin uygundur. Ornegin, Hepatit A, inaktif co-
cuk felci ve influenza gibi inaktif canh virlslerle veya he-
patit B gibi rekombinant antijenlerle asilama daha glivenli
oldugundan immiin yetersizlik taramasinda tim hastalar
icin kullanilabilir (8). Bunun aksine, kizamik, kabakulak,
cocuk felci (oral) ve kizamikgik gibi canl antijenlere sahip,
zayiflatilmis virtslerle yapilan asilar konusunda daha dik-
katli olunmalidir (8).

o Kizamik ve kabakulak asisi sonrasi antikor yanitlari da
immin yetersizlik arastirmasinda yaygin olarak kulla-
nilmaktadir ve >1.1 enzim uluslararasi birim/mL (EIU/

mL) dizeyleri yeterli kabul edilmekte olup, ikinci doz-
dan sonra %100 serokonversiyon oranlari sunmaktadir

(2).

Protein kaybi s6z konusu olmadiginda ¢ok disiik serum
IgG seviyeleri (2 g/L veya daha az) saptanan kisiler igin
kapsamli spesifik antikor testi gerekli degildir. Bu hasta-
larda ciddi bir himoral imm{in yetersizlik halihazirda gos-
terilmistir ve koruyucu antikor yaniti saptanma olasiligi
distiktiir (9, 20). immiin yetersizlik arastirmasinda kul-
lanimlari onerilen protein antijenlerine karsi antikorlarin
koruyucu seviyeleri Tablo 3’de gosterilmistir (2).

1.2. Polisakkarit Yapidaki Antijenlere (S. Pneumoniae,
H. influenza tip B) Yanit

Pnomokok asi yanitlarinin yorumlanmasi biraz karmasiktir
ctinkd asilar polivalandir ve birden fazla serotip veya sus-
tan kapsiiler polisakkaritler icermektedir.

« Polisakkarit antijenlere karsi antikor yaniti, genellikle
konjuge olmayan pnémokok polisakkarit asisina (PPV)
verilen yanitlarin test edilmesi ve asilamadan 6nceki
ve asilamadan 4-8 hafta sonraki seviyelerin karsilasti-
rilmasi yoluyla gosterilmektedir (3, 7, 10).

Tablo 3: Rutin kullanimdaki agi antijenleri ve koruyucu seviyeleri (2, 10)

Antijen Asi tipi T-Bagimh veya bagimsiz Koruyucu seviye
Tetanoz toksoid Protein T-bagimli 0.1 IU/mL
Asellller pertussis Protein T-bagimli BY

Difteri toksoid Protein T-bagimli 0.1 1U/mL
Hepatit A inaktive viris T-bagimli 20 miU/mL
Hepatit B Rekombinant protein T-bagimli >10 mIU/mL
Hib Poliskkarit konjugat T-bagimli 1 pg/mL
HPV Rekombinant protein T-bagimli BY
influenza inaktive viriis T-bagimli BY
Meningokok kapsuler polisakkarit 4 valanli konjuge polisakkarit (tip A, C, W, Y) T-bagimli >1:8 (2 ug/mL)
Meningokok kapsuler polisakkarit 2 valanli konjuge polisakkarit (tip B) T-bagimli >1:8 (2 ug/mL)
Pnomokokal kapsuler polisakkarit 13 valanli konjuge polisakkarit (Prevnar®) T-bagimli 30.35 ug/mL
Pnomokokal kapsiler polisakkarit 23 valanh saf polisakkarit (Penumovax 23®) T-bagimsiz >1.3 pug/mL
Polioviris inaktive viriis T-bagimli >1:4
Kizamik Atenle virls T-bagimli >1.1 ElU/mL
Kabakulak Atenue virls T-bagimli >1.1 EIU/mL
Rota virlis AtenUe virUs T-bagimli Rotavirts IgA>20U/mL
Varisella Atendlie virls T-bagimli 5 gpELISA U/mL

BY: bilgi yok. Koruyucu seviye tanimlanmamis veya antijen immiin yetersizlik tanisi veya terapétik izleme igin kullanilmamaktadir.
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Saf polisakkarit pndmokok asisi (Penumovax 23®) kulla-
nimda olan 23 farkl serotip iceren T-bagimsiz bir asidir.

o Bu aslya yanitin degerlendirilme kriterleri (10, 17);

- 2-5 yas arasi g¢ocuklarda test edilen serotiplerin
%50 veya daha fazlasina ve

- 6-65 yas arasi kisiler icin test edilen serotiplerin en
az %70’ine karsi

titrelerde en az 2 kat artis (bu seviyeler >1.3 pg/mL gibi
koruyucu bir degerin Uzerinde olmak kosulu ile) seklinde
belirtilmistir.

iki yas altinda polisakkarit antijenlere antikor yanrtinin
degerlendirilmesi glvenilir olmadigindan yetersiz yanit
durumunda hasta bliylduginde testin tekrarlanmasi di-
suntlebilir (5).

Spesifik antikor eksikligi (SAE) tanisi genel olarak PPV asi-
sina yetersiz yanitin gosterilmesine dayanmaktadir (9, 21,
22). Yani, PPV asisina yanit yetersizse ancak protein anti-
jenlere, konjuge asilara veya her ikisine birden yanit var
ve immiinoglobulin diizeyleri normalse spesifik antikor
eksikligi tanisi konulabilir (10).

SAE tanisinda polisakarit yanitsizliginin derecesi 4 fenotip-
te siniflandinimaktadir (10);

1- Hafiza fenotip: Bu kisiler PPV’ye karsi yeterli bir yanita
sahiptir ancak bu yaniti 6 ay icinde kaybederler. Bir yil
sonra ikinci bir PPV uygulamasina yanit verebilirler.

2- Hafif fenotip: Coklu serotiplere karsi koruyucu titrele-
rin olusturulamamasi (>1.3 pg/mL) veya serotiplerin
%50-%70’'inde (yasa gore) 2 kat artis saglanamamasi
durumudur.

3- Orta fenotip: Ug veya daha fazla serotipe karsi korucu-
yu titreler vardir ancak yasa gore beklenenin altindadir
(6-65 yas icin <%70, <6 yas icin %50).

4- Agir fenotip: Bu hastalarin en fazla 2 serotipe karsi
koruyucu titreleri vardir ve varsa da titre disik olma
egilimindedir (<1.3-2.0 mg/mL).

Ote yandan, polisakkarit asilarin immiinojenitelerinin di-
stk olmasi nedeni ile antikor Uretimini artirmak igin bir
protein veya glikoprotein taslyiclya konjuge edilirler. Bu
yapidaki bir asi olan, onayli ve rutin kullanimda olan 13
valanli pndmokok asisi (Prevnar®) T-bagimli yanit olustu-
rur ve koruyucu serotip spesifik antikor diizeyi >0.35 pg/

mLdir (2). Serokonversiyon oranlari serotipe baghdir ve
konsantrasyon artisi serotipe gore 2 ila 35 kat arasinda ge-
nis bir dlctide degisiklik gostermektedir ve ayrica saglikh
¢ocuklarin ¢ogu 13 tipin tamamina da yanit vermemek-
tedir (23, 24). Iimmiin yetersizlik tanisinda konjuge pné-
mokok asilara karsi antikor yanitlarinin élgilmesinin roli
belirlenmemistir (9, 10). Ek olarak, daha 6nce konjuge bir
preparatla asilanan bir kiside saf polisakkarit asi yaniti ya-
pilmis olan konjuge asinin icinde olmayan serotiplere ya-
nitin degerlendirmesini gerektirir (5, 25).

Yine konjuge bir asi olan poliribosil ribitol fosfata (PRP,
Hib’nin kapsller polisakkariti) yonelik antikorlar, pno-
mokok serotiplerine karsi antikorlarla birlikte degerlen-
dirilebilir (2). T-bagimli yanit veren konjuge Hib PRP’de
serokonversiyon orani yiiksek olsa da bazi ¢ocuklarda ya-
nit gézlenmeyebilir. Taramada distk titre saptandiginda
booster doz yapilmali ve 4 hafta sonra titre yeniden de-
gerlendirilmeli, serokonversiyon saptanmazsa bagisiklik
yetersizligi géz oniinde bulundurulmalidir. Ancak PRP’ye
karsi antikorlarin 6l¢iimi yalnizca 2 yasa kadar 6nemlidir
¢link ek asilama endike degildir ve taramada kullanilabi-
lecek diger asilar vardir (2, 9, 10). Bir diger olumsuz yani
ise asilanmamis gruplar ile rutin asilarinin bir pargasi ola-
rak Hib yaptiran gruplar arasinda antikor titreleri agisin-
dan buyuk farkliliklar vardir (10).

immiin yetersizlik arastirmasinda kullanimlari &nerilen
polisakkarit antijenlerine karsi antikorlarin koruyucu sevi-
yeleri Tablo 3’de gosterilmistir (2).

1.3. Neoantijenlere Yanit

Neoantijenler, insanlarin enfeksiyon, rutin asilama, cev-
resel temas veya sindirim yoluyla maruz kalmadig im-
minojenik molekdllerdir. Bir neoantijenin bir bireye
uygulanmasi, ayni antijene verilen birincil, ikincil, G¢lin-
clil vb. yanitlarin 6l¢lilmesine olanak saglamaktadir (2).
Bu durum klinik pratikte pek kullanilmasa da neoantijen
antikoru terapotik IgG’de bulunmadigindan, immiinoglo-
bilin replasman tedavisi almakta olan hastalarda antikor
yanitlarini degerlendirmek icin neoantijen immdunizasyo-
nu kullanilabilir (10, 26). Neoantijen asilamasi esas ola-
rak immun yetersizlik arastirma c¢alismalarinda hiimoral
tepkinin fonksiyonel bozuklugunu tam olarak karakterize
etmek i¢in kullanilmistir (10, 26).

Bakteriyofaj PhiX174 veya anahtar deligi deniz salyangozu
hemosiyanin gibi neoantijenlerle asilar veya daha yaygin
olarak bulunabilen kuduz virlisii veya Salmonella typhi
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asilari cogunlukla arastirma protokollerinde kullaniimistir
(6, 10, 26-29). Salmonella typhi kapstler polisakkarit asisi
yakin zamanda immiinoglobulin replasman drilnlerinde
bu asiya karsi genel olarak antikor bulunmamasi nedeni
ile imminoglobulin replasmani alan hastalarda antikor
eksikligini degerlendirmede alternatif bir arag olarak 6ne-
rilmistir (25, 26). S. typhi Vi asisina normal yanit, asila-
ma sonrasi anti-S. typhi Vi 1gG 211,2 U/ml ve >2 kat artis
olarak tanimlanmaktadir (asilama 6ncesi titre 2100 U/ml
olmadigi slirece) (30). Kuduz virlsi asisi da imminoglo-
bulin replasman tedavisi alan hastalarda hiimoral bagisik-
lig1 degerlendirmek i¢in bir neoantijen olarak kullanilabilir
(koruyucu seviye 0.5 IU/mLl’dir) ancak tanisal degerlen-
dirmede rollinlin kuvvetlenmesi i¢cin daha ¢ok calismaya
ihtiyac vardir (10).

1.4 Asi Yanitlarinin Degerlendirmesinde Kullanilan
Yontemler

PiY tanisinda asi yanitlarinin degerlendirilmesi 6nemli bir
bilesen olup bu yanitlari degerlendirmede kullanilan farkli
ydntemler mevcuttur. Diinya Saglik Orgiiti (WHO), asi ya-
nitini degerlendirmek igin gesitli standartlastirilmis Enzi-
me Bagli immiinosorbent Testleri (ELISA) Giretmektedir ve
bunlar, antijene spesifik yanitlar igin altin standart olarak
kabul edilmektedir (31). Ayrica Luminex xMap™ teknolo-
jisi (Luminex boncuk-bazli analizler), radyoimmiinoanaliz-
ler (RIA), opsonofagositoz analizleri ve kemiliiminesans
analizlerini iceren multipleks teknolojiler de mevcut ELISA
yontemine alternatif saglanmaktadir (32-35).

2. iZOHEMAGLUTININLER

Allohemaglutinin olarak da bilinen izohemaglutininler
eritrositlerin ylizeyinde bulunan, kan grubu olarak bilinen
A ve/veya B antijenlerine karsi dogal olarak gelisen anti-
korladir. Bu antijenleri eritrositlerinin ylizeyinde tasima-
yan bireylerde gelismektedirler. Yani, B kan grubu birinde
anti-A, A kan grubu bireyde anti-B, O kan grubu bir birey-
de anti-A, anti-B ve anti A, B antikorlari Giretilmektedir. AB
kan grubu bireylerin kaninda ise bu antikorlar bulunma-
maktadir. H antijenine sahip olmayan Bombay fenotipi
(AB negatiftir ayni zamanda) bireylerde anti-A, anti-B, anti
A, B ve anti-H antikoru bulunmaktadir (36). Dr. Karl Land-
steiner tarafindan 1900’lerin basinda tanimlanmistir ve
Landsteiner yasasi olarak literatlire gegmistir (37).

izohemaglutininler yeni doganda bulunmaz, bebekler 3-6
ayhk iken kanda tespit edilebilmektedir ve maksimum
diizeye 5-10 yaslarinda ulasmaktadir (38). izohemaglu-

tininler polisakkarid yapilara karsi yanit olusturabilme
kapasitesinin bir gostergesi olarak kullanilabilmektedir
(5). Ozellikle, infantlarda ve asilamanin reddedilmesi gibi
pnoémokok asi yanitinin bakilamadig durumlarda alter-
natif olarak yol gosterici olabilmektedir (5). Cogunlukla
IgM tipinde olan izohemaglutininlerin IgG ve IgA tipleri de
uretilebilmektedir (36). izohemaglutininlerin olusum me-
kanizmasi heniiz net olarak bilinmemektedir (5). Farkli iki
mekanizma tizerinde durulmaktadir. ilki, bagirsaktaki bak-
teriyel antijenlere yanit olarak adaptif immiin mekaniz-
malarla gelistigi yonindedir. Springer ve ark. tavuklarda
bakteriyel maruziyet ile bakteri ylzeyindeki ¢capraz-reaktif
antijene karsi anti-A ve anti-B Uretilerek yanit gelistigini
gostermislerdir (39). Diger taraftan, bircok calismada da
yeni doganlarda maternal kaynakli olmayan izohemaglu-
tininlerin varligi gésterilmistir (36). Oncesinde antijen ile
uyarilma gerektirmeyen ve T hiicreden bagimsiz gelisen
dogal antikorlarin tretiminden sorumlu B lenfositlerin alt
tipi olan B1 hiicrelerinin izohemaglutinin tretiminde rol
aldig1 dustinilmektedir (36).

Polisakkarid spesifik IgG tiretiminde bozukluktan sliphele-
nildigi durumlardaizohemaglutininlerin varligiarastirilabil-
mektedir (5). CVID tani kriterlerinde izohemaglutininlerin
yoklugunun gosterilmesi destekleyici laboratuvar bulgusu
olarak gecmektedir (40). Pratik, ucuz ve noninvaziv bir
teknik olmakla beraber retrospektif bir analizde polisak-
karit antikor Gretim bozuklugu olanlarda izohemaglutinin-
lerin test edilmesinin tanisal dogrulugunun diisik oldugu
gosterilmistir. Anti-A 1gG ve anti-B 1gG 1/32 titre esik de-
gerlerinin sensitivitesi sirasiyla %58 ve %68, 1/16 tire de
ise %41 ve %43 bulunmustur (41). Baska bir ¢calismada,
180 hastada izohemaglutinin ve pndmokok asi yaniti bir-
likte degerlendirilmis ve yine sensitivite ve spesifite dlistik
bulunmustur. Yazarlar, immiin yetersizlikten stiphelenilen
hastada izohemaglutininlerin polisakkarid antikor yanitin
degerlendirmede yetersiz oldugu sonucuna varmislardir
(41). Bununla birlikte, hangi tip izohemaglutinin (IgM?,
IgG?) daha 6nemli olduguna dair bir konsensus da bulun-
mamaktadir (41).

izohemaglutininlerin yetersiz oldugunu saptayacak cut-
off degeri tam olarak bilinmemektedir. Bir¢cok laboratuvar
1/32 ya da 1/16 olarak kabul ederken immdinologlar 3 yas
alti cocuklarda 1/8, 3 yas Ustlinde ise 1/16 degerinin altini
immn yetersizlik icin anlamli kabul etmektedir (8, 41).

izohemaglutininler antikor titrasyonu teknikleri olan jel
kart ya da tlip aglitinasyon teknikleri kullanilarak sapta-
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nabilmektedir (42). Bu teknikler Ureticiye bagli olarak tam
ya da yari otomatik olarak uygulanabilmektedir. Anti-A
IgM ya da IgG titrasyonlarini belirlemek igin jel kart agli-
tinasyon (Bio-Rad DiaMed) yontemi yaygin olarak tercih
edilmektedir. Serumlu ya da serumsuz eritrositlerin por-
lu dekstran ya da poliakrilamid jel tGzerinden belirlenmis
inkiibasyon setlerinde kontrollli santriflij esasina dayan-
maktadir. Jel bir slizge¢ gorevi gorerek agliitine olmayan
hiicrelerin alta gegcmesini saglarken agliitine olmus hiic-
reler kolon boyunca farkli alanlarda kalirlar. %0.8'lik erit-
rosit ve dislk iyonik glicte sollisyon (LISS) slispansiyonu
reaksiyon odaciklarina dagitildiktan sonra Uzerine hasta-
nin serum o6rneginden eklenmekte ve inkiibe (37°C, 15 dk)
edildikten sonra santrifiij edilmektedir (1000 rpmi, 10 dk).
Sonugta ortaya ¢ikan reaksiyonlar kaydedilmektedir. Seri
diltisyonlar yapilarak titrasyon belirlenmektedir (43).
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Boliim 3

Gecikmis Tip Asirt Duyarlilik Reaksiyonlari

Prof. Dr. Neslihan EDEER KARACA

1. GiRiS

Gecikmis tip hipersensitivite (asiri duyarhlik) reaksiyonlari
ilk olarak 1882 yilinda Robert Koch tarafindan, Mycobac-
terium tuberculosis ile enfekte kobaylarda canh tiberki-
loz basillerinin deri igine enjekte edilmesinden 24 saat
sonra enjeksiyon bolgesinde sislik ve kizariklik saptanma-
siyla tanimlanmistir. Landsteiner, 1940’ yillarda reaksi-
yonun hiimoral immiin sistemin roli olmadan hiicresel
immin sistem araciligiyla olustugunu gostermistir (1, 2).

2. GECIKMI$ TiP ASIRI DUYARLILIK REAKSIYONU

Gecikmis tip asiri duyarhhk reaksiyonlari, belli bir antijene
karsi duyarlastirilmis T lenfositlerin ayni antijenle tekrar-
layan veya uzun siireli karsilasmasi sonucu gelisen, temel
olarak CD4* T lenfositlerden Uretilen mediyatorlerin tetik-
ledigi ve ¢ok sayida mononiikleer hiicrenin infiltrasyonu
ile karakterize, koruyucu hiicresel immunitenin bir gos-

tergesi olup, ayni zamanda konakta doku hasarina neden
olabilen enflamatuvar bir olaydir (1, 3-5). Doku hasarinin
mekanizmalari altinda CD4* T hiicreler tarafindan Ureti-
len sitokinlerin tetikledigi enflamasyon ve/veya konak
hicrelerinin CD8* T hiicreleri tarafindan éldirilmesi yat-
maktadir (Sekil 1). Deri bir immiin organ olarak dendritik
hiicreler gibi antijen sunan hicreler araciligiyla antijenin
tutulmasi ve sunulmasinda goérev almaktadir. Aktive olan
antijen sunucu hicre bolgeyi drene eden lenf noduna gi-
derek antijeni CD4* ve CD8" T lenfositlere sunar. Duyar-
lanma sonrasi tekrar ayni antijen ile maruziyet gercekles-
tiginde gecikmis tip deri reaksiyonunu tetiklenmektedir.
CD4* T lenfositler, MHC sinif 1l egliginde sunulan antijeni
tanidiklarinda aktifleserek, prolifere ve diferansiye olur-
lar. Aktive T lenfositlerin sekrete ettigi sitokinler ve kemo-
kinler daha fazla immiin sistem hiicresini (makrofajlar, ba-
zen notrofiller, bazofiller, ilerleyen donemde fibroblast-
lar) lezyon bolgesine gagirip etkin kilarak o bolgede hiicre
yiginlarinin olusmasina yol agmaktadir. Diferansiye olan

intradermal uygulama

48-72 saat

2. CD8*T lenfositler (hiicre aracil lizis)

1. CD4*T lenfositler (sitokin aracili enflamasyon)

Endurasyon ¢apinin olgiilmesi (mm)

N0 10 20 30

Sekil 1. T hiicre aracili gecikmis tip asiri duyarhlik reaksiyonlarinin temel 6zellikleri

147



Primer immiin Yetersizlikler Tani ve Taramada Kullanilan Laboratuvar Testleri Ulusal Rehberi

Thl lenfositler IL-2, monosit kemotaktik faktér (MCF),
interferon-gamma (IFN-y) ve timor nekrozis faktor-alfa
(TNF-a) salgilar. interlokin-2 (IL-2) diger lenfositleri uya-
rarak parakrin mekanizmalarla immiin yanitin amplifikas-
yonunu saglar. MCF ve IFN-y monositleri bélgeye ¢ekerek
aktive ederler. Th17 hiicreleri nétrofiller dahil I6kositlerin
bolgeye kemotaksisinden sorumludur. Sitotoksik T lenfo-
sitler (CD8* T lenfositler) ise kimyasal degisiklige ugrayan
konak hicrelerinin ve farkli MHC molekdllerini ylizeyde
ifade eden hiicrelerin lizisine neden olarak dogrudan ha-
sara yol acabilmektedirler. Geg tip olan bu tepki, daha 6n-
ceden karsilagilan protein antijenle karsilagsma sonrasinda
48-72 saat icinde olugsmaktadir. Bu gecikme dolasimdaki
aktif T lenfositlerin antijen uyarimi yapilan bélgeye birkag
saatte gelmeleri, antijene yanit vermeleri ve monositlerin
dokuya infiltre olmasina baglidir.

Gecikmis tip asiri duyarlilik reaksiyonlari, diger adiyla Tip
IV asirt duyarhlik reaksiyonlari hiicre ici bakteriler (Myco-
bacterium tuberculosis, Mycobacterium leprae, Listeria
monocytogenes gibi), mantarlar (Candida albicans gibi),
parazitler (Schistosoma spp. gibi) ve virlsler (Kabakulak,
paramiksoviriis gibi) tarafindan uyarilir ve uyarici antije-
ne tekrar maruz kalinmasiyla ortaya ¢ikar. Antijenle tekrar
temas genellikle ilk antijenle karsilasmadan bir haftadan
daha uzun bir siire sonunda olmalidir. Hiicre aracili asiri
duyarlilik reaksiyonlari kontakt dermatit, tiiberkiloz, sar-
koidoz ve kronik graft reddi gibi hastaliklarin patogenezin-
de yer almaktadir.

Hicresel bagisikligin ana elemani olan T hiicrelerinin sayi-
sal ve/veya fonksiyonel eksiklikleri kombine immiin yeter-
sizliklere neden olmaktadir (6, 7). Etkilenen primer hiicre
grubu T lenfositler olmakla beraber, humoral bagisiklik-
ta gorevli B hiicrelerinin antikor tretimi icin T hiicre sayi
ve fonksiyonlarinin yeterli olmasi gerektigi icin humoral
bagisiklik yaniti da bozulmustur (3, 7). Hiicre aracili im-
minitenin fonksiyonel degerlendirilmesinde in vivo ve in
vitro metodlar kullanilabilmektedir. T hiicre fonksiyonlari
in vivo olarak kutanoz gecikmis asiri duyarlilik testleriyle
analiz edilebilmektedir (3, 4). Antijenin intradermal ino-
kilasyonunu takiben deride gézlenen tepki, antijene spe-
sifik hafiza T hiicrelerine bagldir ve mononiikleer hiicre-
lerin (lenfositler, monositler) ve noétrofillerin toplanmasi
nedeniyle 48-72 saat sonra lokal inflamasyonla sonuglan-
maktadir. Ayni anda tek bir antijenle test gerceklestirilebi-
lecegi gibi, farkli antijenlerin ayni anda bir panel seklinde
uygulanmasi seklinde de yapilabilir.

3. GECIKMIi$ TiP ASIRI DUYARLILIK DERi TESTi
3.1. Testin Uygulanmasi

Daha once karsilagilan mikroorganizmanin antijeni 25-27
gauge kalinliginda igne ile 0.1 mL intradermal enjeksiyon
yoluyla verilir. Tercihen sol 6n kolun 2/3 ust kisminda ko-
lun volar ylziine, brakioradialis kasi seyri boyunca ve kan
damarlarindan uzak, acik yara, tahris, skar dokusu bulun-
mayan temiz bir deri bdlgesine uygulama yapilir. Test igin
iki kol da kullanilamiyorsa omzun arkasina uygulanabilir.
Deri testi icin kullanilan antijenler hi¢bir zaman intrave-
n6z uygulanmamalidir. Deri ylizeyinin hemen altinda ig-
nenin oblik u¢ kismi Ust tarafta olacak sekilde 5-15° agiyla
igne ucu deri icinde 3 mm ilerletilmelidir. Antijenlerin int-
radermal enjeksiyonundan sonra 6-10 mm ¢apinda deri
renginde kabarti (papul) olusur. Hastaya uygulama yapi-
lan boélgeye mesaj veya ovalama yapmamasi, gizmemesi,
Uzerine bandaj, merhem, krem uygulamamasi, temiz ve
kuru tutmasi onerilir. Uygulama sirasinda anaflaksi gibi
allerjik reaksiyon gorilebilmesi riski nedeniyle islem es-
nasinda hazirda adrenalin, kortikosteroid, antihistaminik
gibi ilaglar ve endotrakeal tlip hazir bulundurulmalidir.

3.2. Testin Yorumlanmasi

Daha 6nceden duyarli lenfositlerin bolgeye gelmeleri ve
sitokin Gretmeleriyle baslayan siire¢ sonucunda biiyliyen
eritemli bir reaksiyon olusur. 48-72 saat sonra iyi isik al-
tinda gelisen endurasyon boyutu olclliir. Endurasyon
her zaman net gorinir olmayabilir ve varhgini anlamak
icin parmak uglariyla palpasyon yapilmasi gerekebilir. Bir
tikenmez kalem ucu ile de kabartinin basladigi noktalar
daha hassas olarak saptanabilir (pen-ball method). Endu-
rasyonun en genis kenarlarindan isaretleme yapilmahdir.
On kolun uzun eksenine dik olan ¢ap 6l¢iim icin kullanil-
malidir. Endurasyon sinirlari diizensiz ise, en uzun gap isa-
retlenmeli ve seffaf bir cetvelle milimetrik olarak dlgtlme-
lidir. Endurasyon yoklugunu not ederken “negatif” degil
“0 mm” olarak yazmak dogrudur.

Geleneksel olarak 5 mm’lik endurasyon gapi pozitif sonug
olarak kabul edilmektedir. Endurasyon boyutunun major
belirleyicisi CD4* T lenfositler olup, testin pozitif olmasi T
hicrelerin proliferatif yanitinin varligini ve T hiicre fonksi-
yonlarinin normal oldugunu géstermektedir. Gecikmis tip
asiri duyarlilik reaksiyonu degerlendirmesi en sik tiberkd-
lin, kandida (Candida albicans), trikofiton (Trichophyton
mentagrophytes), streptokinaz, tetanus toksoidi veya ka-
bakulak antijenleriyle yapiimaktadir (Tablo 1) (8-10).
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Tablo 1: Gecikmis tip asiri duyarhlik deri testlerinde kullanilan bazi antijenler (8, 12)

Antijen Uriiniin konsantrasyonu Enjekte edilen miktar Pozitif yanit
Purifiye protein derivesi- Tiiberkiilin (PPD) 5-tliberkdlin tnitesi (5 TU) 0.1ml >5 mm
Candida Albicans (Candin) 100 mg/ml 0.1ml >2-5mm
Tetanus Toksoid 1: 100 diltsyon (100 mg/ml) 0.1 ml >2-5mm
Trichophyton mentagrophytes 1:100-1:1000 (degisken, saghkli bireyde gozlenen 0.1ml >2-5mm

yanita gére doz ve dillisyon hazirlanmaldir)

3.3. Tuberkiilin Deri Testi

Mantoux testi de olarak bilinen tiiberkilin deri testinde
Mycobacterium tuberculosis’in hlicre duvari polipeptitle-
rinden amonyum siilfatla presipitasyon yontemiyle prote-
inlerin saflastirilmasi ve polisakkarid, niikleik asid ve lipid
iceriginin azaltilmasiyla elde edilen saflastiriimis protein
tirevi (purifiye protein derivesi=PPD) kullanilir (8). PPD so-
lGsyonu 15181 gegirmeyen amber renkli cam sisede ve sicak-
l1g1 monitorize edilebilen buzdolabinda +2-8°C’'de saklan-
malidir. Flakon agildiktan sonra 1 ay kullanilabilir. Mantoux
testinde, deri icine uygulanan 5 tiberkilin Gnitesi (0.1 ml)
antijene verilen yanit 6l¢llir. Hastanin bu etkene karsi ba-
gisiklik durumu, hastaliga karsi duyarliligi gésterilmis olur.
BCG aslili bir bireyde primer immin yetersizlik tanisinda in
vivo T hiicre fonksiyonu degerlendirilmesi amaciyla uygu-
lanan PPD testinde =5 mm yanit pozitif, yani kabaca in vivo
T hiicre fonksiyonel yaniti normal kabul edilir. Tiberkiloz
tani ve tarama amaciyla test yapildiginda endurasyon ¢api
>15 mm kesin pozitif; 5 mm altindakiler ise negatif kabul
edilir. 5-15 mm arasindaki degerler HIV pozitifligi, stero-
id kullanimi, kronik hastalik, yakin zamanda tiiberkiiloz
hastasi ile temas Oykiisti, BCG asl sonrasi ve ¢evresel non-
tiberkiloz mikobakteriyel enfeksiyon varligi gibi durumlar
acisindan arastirmayi gerektirir. Maln(trisyon, aktif viral
enfeksiyon durumu, agir ve kronik hastalik tablolari gibi
durumlarda test yalanci negatif olabilmektedir.

3.4. Kandida Deri Testi

Saglikli insan viicudunun dogal florasinda kandida tirleri
normal sartlarda kommensal olarak bulunmakta olup, kan-
dida ile pozitif deri testi yaniti saptanma olasiligi genel po-
pllasyonuda %50-74 arasinda bildirilmektedir (11-13). Bir
yasindan kigilik cocuklarda kandida deri testi ile hiicresel
imm{nitenin in vivo fonksiyonel degerlendirilmesi glivenilir
degildir. Standardize edilmis C. albicans deri testi antijeni-
nin ticari formu (Candin) 1995 yilindan itibaren kullanima
hazir formilasyon seklinde temin edilebilmektedir (12).

3.5. Tetanoz Toksoid Deri Testi

Hicresel immiunitenin degerlendirilmesinde; 1:100 sulan-
dirilan Tetanus toksoid ve 1:30 sulandirilan Trikofiton ile
yapilan deri testleri de kullanilabilir (11-14). Bu testler de
cocuk hastalarda 2 mm kadar, eriskinlerde 5 mm civarin-
da meydana gelen endurasyon pozitiflik icin yeterli kabul
edilmektedir.

4. ANERJIK YANIT

Deri testi uygulamasi sonucu gozlenen anerjik yanit, ortak
antijenlerden olusan bir panele karsi bozulmus kutanoz
asiri duyarhlik yaniti olarak tanimlanmakta ve hicresel
immin fonksiyon bozuklugunun bir géstergesi olabilmek-
tedir. Kombine immiin yetersizlikler, Di George sendro-
mu, kronik mukokiitandz kandidiasis bozulmus gecikmis
tip asiri duyarlilik reaksiyonuna neden olan immiin siste-
min dogustan bozukluklari arasindadir. Gecikmis tip asiri
duyarlilik deri testlerinde yanhs negatif sonuglarla da sik-
likla karsilasilabilmektedir. Primer immiin yetersizlik digi
diger anerji nedenleri Tablo 2’de yer almaktadir (15-17).
Alti aydan, ozellikle 3 aydan kiiglik cocuklarda pozitif deri
testi icin bolgesel enflamatuvar yanit olmayabilir. Can-
I kizamik asisi ya da sugicegi, kizamik gibi enfeksiyonlar
sonrasi 2-3 ay slreyle deri testlerine karsi cevapsizlik goz-
lenebilmektedir.

Sonug olarak, gecikmis tip asiri duyarhlik deri testi, paha-
Il ve uygulamasi zor olan, modern teknoloji gerektiren,
belirli laboratuvarlarda yapilabilen in vitro testlere gore
kolay uygulanabilen maliyet etkin bir yéntemdir. Primer
immin yetersizliklerde T hicre fonksiyonlarinin deger-
lendirilmesi igin kullanilabilir. Es zamanli olarak farkh
antijenlerle deri testinin yapilmasi onerilmekle beraber,
ayni anda tiim antijenlere ticari olarak gelistirilmis form-
lasyonlarin hazir olmamasi, ulasim ve saklama kosullari-
nin zorlugu, flakonun agilmasi ve 1s18a maruz kalmasi gibi
faktorlerle proteinin antijenik oOzelliklerinin kisa slirede
bozulabilme potansiyellerinin olmasi nedeniyle T hiicre
fonksiyonlarinin daha net ve detayli degerlendirilmesi igin
Onerilen in vitro mitojen/antijen ile indiklenen T lenfosit
proliferasyon analizleridir (18, 19).
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Tablo 2: Kiitan6z anerji nedenleri

ilaglar Kortikosteroidler (yliksek doz, 14 glinden uzun
sureli kullanim)

Siklosporin

Mikofenolat mofetil

Kemoterapotikler

Rifampin

Primer
immun
yetersizlikler

Agir kombine ve kombine immiin yetersizlikler
Wiskott-Aldrich sendromu

Di George sendromu

Kronik mukokiitano6z kandidiasis
Ataksi-telenjiektazi

Enfeksiyonlar Kizamik

Sugicegi

Kabakulak

influenza

HIV

Aktif tuberkiloz / miliyer tiberkiloz
Lepra

Bruselloz

Dissemine mantar enfeksiyonu
Lenfoma

Akut lenfoblastik I6semi

Kronik lenfositer [6semi

Maligniteler

Diger Kronik boébrek yetersizligi
Sarkoidoz

Kronik karaciger yetersizligi
Biliyer siroz

inflamatuar bagirsak hastaligi
Bag dokusu hastaliklari
Yaslilk

Teknik Yanlis uygulama, derine enjeksiyon

nedenler Bozulmus test (iriinii (antijen)

HIV: insan immiin yetersizlik viriisii
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1. AKAN HUCRE OLCER TEMEL iMMUNFENOTIPLEME

Floresan isaretli antikorlarla isaretli hiicrelerin bir lazer
1stk 6niinden gecerken yaydiklari sinyallerin fotodedek-
torler ile tespit edilmesi prensibine dayanan akan hiicre
Olger, diger adiyla flow sitometri, glinimiizde imm{inoloji,
hematoloji, patoloji, biyokimya gibi bir¢cok bilim dalinda
rutin ve arastirma c¢alismalarinda yaygin olarak kullanil-
maktadir. Akan hicre 6lger sistemi ile hiicrelerin sayisi ve
dagilimlari yaninda ylzeyinde veya ic yapilarinda bulunan
proteinlerin tespiti, sitokin igerikleri, proliferasyon kapasi-
tesi ve sitotoksik aktivitesi gibi bircok fonksiyonel 6zelligi
belirlemek mimkundr.

immiin sistemin esas fonksiyonu bireyi enfeksiyonlara ve
kansere karsi korumaktir. Enfeksiyon etmeni ya da timor
hicresine karsi etkin bir yanit olusturmak igin immdan sis-
tem hiicrelerinin sayi ve fonksiyonun degistigi bilinmekte-
dir. Ayrica primer immiin yetersizlik hastaliklarinda immiin
sistem hicrelerinin sayi ya da fonksiyonel olarak dogustan
kusurlu oldugu bilinmektedir. Bu nedenle akan hiicre 6lger
ile immin sistem hcrelerinin sayi, dagilim ve fonksiyon-
larinin belirlenmesi hastaliklarin tanisinin konulmasinda
oldukg¢a 6nemli bir yer tutmaktadir. Bu teknik, 6zellikle
bagisiklik hiicrelerinin gesitliligini analiz etmek ve cesitli
hastaliklarin teshisi ile bagisiklik sisteminin fonksiyonel du-
rumu hakkinda bilgi saglamak igin kullaniimaktadir.

Hicre yuzey/ici antijenik yapilar CD (Cluster of differenti-
ation- farkhlasma kiimesi) molekdlleri ile tanimlanmakta-
dir. Her yeni tanimlanan molekdl igin ayri bir CD numarasi
verilmektedir. B lenfosit diger lenfositlerden farkl olarak
ylzeyinde CD19 molekili ifade ederken, bir T hiicresi yi-

zeyinde farkli olarak CD3 ifade eder. Farkl hiicre gruplari
birbirinden farkli CD molekullerini ifade etmekte bdylece
farkh CD molekiillerine 6zgl uretilen floresan isaretli an-
tikorlar kullanilarak akan hiicre olger sistemi ile immiin
sistem hiicreleri hakkinda bilgi edinilmektedir. Asagidaki
bélimde B ve T lenfositler ile bu hiicrelerin alt gruplarinin
belirlenmesinde kullanilan belirtegler hakkinda bilgi veril-
mistir. Ayrica akan hiicre 6lger ile calisma prosedir, ka-
pilama stratejisi, alt gruplari degerlendirme grafikleri ile
saglikli bireylerdeki dagilimlari paylasilarak konu detaylica
ele alinmistir.

2. B HUCRE ALT GRUP ANALIZLERi

Patojenlere karsi uzun siireli ve etkin yanitlarin olustu-
rulmasinda rol alan edinsel immiin sistem hiimoral ve
hicresel imminite olmak Gzere iki farkli yanit olusturur.
Hidmoral imminite B lenfositler ve onlarin sekrete ettik-
leri antikor molekullerinden olusmaktadir. Kemik iliginde
hematopoetik kék hiicreden farklilasan B lenfositler geli-
simlerini kemik ilig§inde tamamlayarak kana ve oradan da-
laga yonelirler. Olgunlagmalarinin son asamasini dalakta
tamamlayan B lenfositler spesifik olduklari antijeni tani-
mak icin lenf nodlarina go¢ ederler (1).

Olgunlasmasini tamamlamis B lenfositler CD45, CD19,
CD20 gibi yiizey belirteclerini ifade ederler. B lenfositleri
spesifik antijeni B hiicre reseptort (BCR) araciligi ile ta-
nirlar. Antijen ile karsilasmamis naif B lenfositleri ylzey-
lerinde BCR olarak IgM ifade ederler ve ayni zamanda IgD
pozitiftir. B lenfositler CXCR5 kemokin reseptorleri ara-
cihgiyla CXCL13 kemokinine yanit olarak lenf nodunda B
hiicre bolgesi olarak da bilinen folikiiler alana go¢ ederler.
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Burada spesifik olduklari antijeni taniyan B lenfositler ilk
olarak klonal ekspansiyon olarak da adlandirilan ¢ogalma
asamasina girerler ve bu asamada ylzeylerinde CD27 ifa-
de etmeye baslarlar. Henliz izotip dontsimi ve afinite
olgunlasmasini gergeklestirmemis olan bu hiicreler “non-
switched/sinif déniistiimi yapmamis hafiza B lenfosit” ola-
rak tanimlanir ve fenotipik olarak CD19*CD27*IgD*IgM*dir

(1).

Bu hiicrelerin bir kismi, dendritik hiicreler tarafindan ken-
dilerine sunulan ayni antijeni taniyarak aktive olan CD4*
yardimci T lenfositleri ile etkilesmek (izere T hiicre bolge-
sine dogru goc¢ ederler. Bu etkilesim sonrasi tekrar B hiicre
bolgesine go¢ eden hiicreler germinal merkez olusturarak
once karanlik bélgede hizla ¢ogalirlar ve antijene afinitesi
yiksek klonlarin olusumu igin afinite olgunlagsmasini ger-
ceklestirirler. Antijene yiksek afinite ile baglanan klonlar
germinal merkez aydinlik bolgeye go¢ ederler. Bu bolge-
de CD3*CD4*CXCR5" folikiler yardimei T (T,,) hiicreler ile
etkileserek izotip dontsimini gergeklestirir ve IgM’den
IgA, 1gG ve IgE tipi antikorlar olusur. Germinal merkez re-
aksiyonlari sonucu izotip dénlsimu geciren “switched/
sinif déniisiimii yapmis hafiza B lenfositler” plazmablast
ve plazma hicreleri olusur (2). Sinif donisimi yapmis ha-
fiza B lenfositler CD19*CD27*1gD’IgM", plazmablast hiicre-
ler CD19*CD27vkse|gD"CD38Y"**CD24 ve plazma hiicreleri
CD19*CD27vkse|gD"CD38¥"**CD138"* olarak tanimlanirlar.

Primer immiin yetersizlik (PiY) basta olmak lizere, otoim-
miin hastaliklar, kanser gibi bir¢cok hastalikta B lenfosit
alt grup dagiliminin degistigi bilinmektedir. B lenfositlerin
olgunlasma sirecinde roli olan hiicre igi sinyal molekili
Bruton’s Tirozin Kinaz (BTK) geninde gelisen mutasyonlar
sonucu olusan BTK eksikligi, B lenfositlerinde ve immu-
noglobulin seviyelerinde azalmaya neden olarak, X'e bagh
agammaglobulinemiye (XLA) neden olur (3). Yaygin de-
gisken immin yetersizlik (CVID) hastalarinda sinif dénu-
simi yapmis ve yapmamis hafiza B lenfosit seviyelerinde
azalma gozlenir (4). insan immiin yetersizlik virtisii (HIV)
ve rotavirlis enfeksiyonlarinda, gesitli otoimmiin hasta-
liklarda ve Alzheimer hastaliginda CD27 ve IgD eksprese
etmeyen B lenfosit oranlarinin arttigi bildirilmistir (5). Bu
hicrelerin ayni zamanda yasla birlikte de azaldigi gosteril-
mistir. Glincel ¢alismalar yiksek CD24 ve CD38 eksprese
eden transisyonel B lenfositlerinin IL-10 sekresyonu ara-
cihgiyla regilator ozelliklerinin oldugunu ve otoimmiin
hastaliklarla iliskisi olabilecegini ortaya koymaktadir (6).

immiin sistem hiicrelerinin sayr ve alt grup dagilimlar
Uzerine yas, cinsiyet, etnik ve cografi farkhliklarin etkisi
oldugu bilinmektedir. Literatirde farkh tlke ve merkez-
lerde saglikh bireylerden elde edilen B lenfosit alt grup
dagihmlarinin referans degerleri bulunmaktadir. Ulke-
mizde saglikh bireylerde CD4* T, CD8* T, B ve NK hiicre
oranlarini gosteren calismalar olmakla birlikte B lenfosit
alt gruplarini inceleyen c¢alismalar daha azdir. Ducham
ve ark. farkli yas grubundaki saglikli gocuklardan, Turgut
Kaynak ve ark. saglikli eriskin bireylerden elde edilen pe-
riferik kan 6rneklerinde B lenfosit alt grup dagilimlari in-
celemistir (7, 8). Dogumdan 16-18 yasa kadar CD19* B ve
CD19*IgD*CD27 naif B lenfosit oranlarinda azalma, sinif
donlistimi yapmis ve yapmamis hafiza B lenfosit alt grup-
larinda ise artis oldugu gosterilirken, eriskin donemde yas
ve cinsiyet farkhliklarinin ise B lenfosit alt grup dagilimlari
Gzerine etkisinin olmadigi belirtilmektedir.

Antikor ve floresans cesitliligindeki artis, diisiik maliyet ve
hizli sonug alma gibi 6zellikleri ile akan hiicre 6lger, PiY
basta olmak Uzere ¢esitli hastaliklarin tanisinda yaygin
olarak kullanilmaya baglanmistir. Asagida B lenfosit alt
grup analizi i¢in 6rnek ¢alisma prosediri ve panel tasari-
mi Tablo 1’de, 6rnek akan hiicre Olger ciktisi Sekil 1’de ve
saglikh cocuk ve eriskinlerde B hiicre alt grup dagilimlari
siraslyla Tablo 2 ve 3’te verilmistir.

Tablo 1: B hiicre alt grup analizi igin kullanilan antikorlar ve
belirtegler

Kullanilan Antikorlar

CD45 CD38 IgM
CcD19 CD24 IgD
CD20 CD138 CD27

B Lenfosit Alt Grup Degerlendirmesi

CD19* Total B lenfosit

CD19*CD27* Total hafiza B lenfosit

CD19°CD27"IgD" Sinif dor'lusumu yapmamis hafiza
B lenfosit

CD19°CD27"1gD Sinif dontsima yapmis hafiza B

lenfosit
CD19*CD27'1gD* Naif B lenfosit
CD19*CD24viksekCcD38viksek  Transisyonel B lenfosit
CD19*CD38iksekCD24-
CD19*CD38YikekCD138*

Plazmablast

Plazma hiicresi
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2.1. Calisma Prosedirii 3. inkiibasyon sonrasi tiiplere 2 ml “Lysing Buffer” ekle-
nir. Tipler vortekslenir, 15 dakika oda isisinda karan-

1. Akan hiicre 6lger tlipine uygun antikorlar (Tablo 1) ek- Iikta inkiibe edilir.

lenir ve lizerine hasta kani ilave edilir, tiipler vorteksle-

nir 4. inkiibasyon sonrasi tiiplerin {zerlerine 3 ml fosfat
' tampon ¢ozeltisi (PBS) ilave edilir, 1800 rpm x 5 dakika
2. Tupler 15 dakika oda isisinda karanlkta inkibe edilir. santrifij edilir.
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5. Supernatant dokiilir, tiplerin Gzerine 3 ml PBS tekrar
eklenir. 1800 rpm x 5 dakika santrifdj edilir.

6. Slpernatant dokdlir, tlplerin Gzerine 300ul “flow
sheat” eklenir.

7. Akan hiicre o6lcer cihazinda tiipler okutulur.

3. THUCRE ALT GRUP ANALIZzi

Hicresel immunitenin kilit oyunculari olan T lenfositleri,
imm{n yanitlarin ve homeostazin olusturulmasi ve stirdi-
riilmesinde 6nemli rollere sahiptir. T hiicreleri reseptorle-
ri araciligiyla patojenik, timoral veya cevresel antijenleri
tanima ve ayni zamanda immiin hafizayi ve 6z-toleransi
koruma potansiyeli gosterirler. Diger taraftan bir¢ok oto-
immin ve enflamatuvar hastaligin patogenezinde T hiicre
fonksiyonlarindaki dengesizligin temel rol oynadigi diisi-
nilmektedir (9). T hiicre gelisim ve olgunlasmasi karmasik
suregleri icermekte olup, bu sireglerdeki kaltsal anor-
mallikler neticesinde T hiicre sayi veya fonksiyonlarindaki
yetersizlige bagl olarak spesifik T hiicre bozukluklari mey-
dana gelmektedir. T hiicre gelisim ve fonksiyonlarini etki-
leyen gen mutasyonlari neticesinde ortaya gikan primer T
hiicre yetersizlikleri, PiY’in yaklasik %11’ini olusturmakta-

dir (10). Primer T hiicre yetersizliklerinde klinik belirtiler
genellikle bebeklik veya erken ¢ocukluk déneminde go-
rilmekle birlikte, altta yatan genetik kusura bagli olarak
semptomlarin baslangi¢ yasi degiskenlik géstermektedir.
Primer T hiicre yetersizliklerinde hiicresel immiin yanit-
larin yani sira, T hiicresine bagimh antikor Gretimindeki
yetersizlik sonucu B hiicre fonksiyonlarinda da bozukluk
ortaya ¢ikabilmektedir (11).

Primer T hiicre yetersizlikleri, periferik kandaki T hiicre
sayllarinda dusliklik veya T hiicre fonksiyonlarinda bo-
zukluk ile kendini gostermektedir. Bu nedenle primer T
hiicre yetersizliklerinin tanisinda periferik kandaki T hiicre
sayl ve fonksiyonlarinin tespit edilmesi blyiik 6nem tasi-
maktadir. Primer immiin yetersizliklerde tanisal yaklagim
klasik olarak klinik muayene lizerine sekillenirken, lenfo-
sit alt popdlasyonlarinin imminfenotipik analizi T hiicre
imm{n yetersizliklerini de kapsayan PIY gruplari arasinda
ayrim yapmak icin degerli bir arag olarak kullaniimaktadir
(Tablo 4) (12).

PiY’e neden olan genetik kusurlarin heterojenligine bag-
Il olarak, hastalarda periferik kan immiinfenotipleme
onemli olglide farklihk gostermektedir. Agir kombine im-
miin yetersizliklerde (AKiY) T, B ve/veya NK hiicre eksikli-

Tablo 4. Primer T hiicre yetersizliklerinde laboratuvar bulgular (11)

Fenotip
Periferik Kan Lenfositleri Serum immiinoglobulinleri
immiin Defekt Total T Ccb4 CD8 B NK IgG IgM IgA IgE
AKIY
X'e baglh veya JAK3 yetersizligi - - - - - - -
IL-7Ra yetersizligi - - = + - - -
RAG-1 veya RAG-2 yetersizligi - - - - + - - - -
Omenn sendromu - + - -
ADA yetersizligi - - - - - - - - -
ZAP-70 + + + - + + - + + -
Tip Il ¢iplak lenfosit sendromu + + + + + +
Kombine T- ve B-Hiicre defektleri
PNP yetersizligi - - - + - * + + -
Ataksi-telanjiektazi + + + 1gG2 +
Wiskott-Aldrich sendromu + + +
Segici T-Hiicre defekti
DiGeorge sendromu + + + + + +

AKiY: Agir kombine immiin yetersizlik, RAG: Rekombinasyon aktive edici gen, ADA: Adenin deaminaz, JAK: Janus kinaz, ZAP: T hiicre zeta

zinciri iligkili protein, PNP: Pirin nikleosid fosforilaz
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gi, Bruton hastaliginda ise spesifik olarak B hiicre eksikligi
s6z konusudur. Benzer sekilde, CD8-a zincir eksikligi veya
ZAP-70 eksikligi olan hastalar, disik CD8" T hiicreleriyle
karakterize edilmektedir. Major doku uyumluluk komp-
leksi (MHC) sinif 1l eksikligi veya magnezyum transporter
1 (MAGT1) kusuru bulunan hastalarda segici olarak CD4* T
hiicre duslisi meydana gelirken (13, 14), DiGeorge send-
romu bulunan hastalarda (22q11.2 delesyon sendromlari)
timik yetersizligin bir sonucu olarak CD4* ve CD8* T hiicre
sayllarinda azalma goriilmektedir (15).

immin yetersizligin tipine bagh olarak tiim bu immiinfe-
notipik degiskenler g6z online alindiginda, lenfosit ana-
lizine dayali teshis igin etkili yaklagim, farkl lenfosit alt
kiimeleriicin kapsamli bir tarama yapilmasidir. Bu amagla
tercihen T, B ve NK hiicreleri ile bu hicrelerin farkh alt
popdlasyonlarinin (naif veya hafiza hiicreleri, olgunlasma-
mis progenitor hiicreler ve spesifik alt gruplar) oranlari
analiz edilmelidir. Lenfosit alt gruplarinin karakterizasyo-
nu ile slipheli gen sayisi azaltilarak genetik arastirmalara
yon verilebilecegi gibi T, B veya NK hiicre yetersizligi ile
kendini gdsteren PiY’lerde net tani koyulmasi da mimkiin
olabilmektedir. Bazi durumlarda T, B ve NK hiicre oranlari
spesifik PiY’leri teshis etmek icin yeterli olmaktadir (12).

Tanisal degerlendirmeler i¢cin immiinfenotiplemede hizli,
tekrarlanabilir ve hassas bir teknoloji sunmasi nedeniyle
akan hiicre olgcer metodu tercih edilmektedir. Akan hiicre
Olger siispansiyon halindeki hiicrelerin kapsamli ve ayrin-
tili olarak analizini mimkiin kilmasi nedeniyle, lenfosit alt
gruplarinin tanimlanmasinda yaygin olarak kullanilan bir
metottur. Ozellikle fonksiyonel ¢alismalarla birlikte kulla-
nildiginda, T hiicre yetersizlikleri de dahil olmak lizere ge-
nis bir klinik ve genetik heterojeniteye sahip olan primer
immin yetersizliklerin tespitinde lenfosit alt gruplarinin
ayrintili karakterizasyonuna olanak tanimaktadir (16).

Akan hiicre olcer temelli immiinfenotipleme, bir hiicre
popilasyonu igerisinde tespit edilmek istenen antijen-
lerin, floresan boya ile konjuge edilmis spesifik antikor-
larla eslestirilmesi prensibine dayanmaktadir. Antijen/
antikor reaksiyonuna dayanan bu yéntemle antijen eks-
presyon profili belirlenen hiicreler tanimlanarak katego-
rize edilebilmektedir. Akan hiicre 6lger ile hiicre yiizey
belirteclerinin varliginin veya yoklugunun belirlenmesi,
immiinfenotiplemenin temelini olusturmaktadir. immiin-
fenotiplemede amaca yonelik olarak T, B veya NK hiicre
seviyelerini tespit etmek gibi genel hedefler belirlene-
bilecegi gibi, immin yetersizlik kategorilerini daraltmak

amaciyla T hiicre alt gruplarini tespit etmeye yonelik daha
spesifik hedefler belirlenebilir (17).

Akan hiicre olger ile immiinfenotiplemede en sik kullani-
lan yontem tam kan lizis yontemidir. Bu yontemde, an-
ti-koagiilan olarak etilen diamin tetraasetat (EDTA) veya
heparin iceren tlp icerisine alinan periferik kan veya ke-
mik iligi aspirasyon ornekleri kullanilir (18). Toplanan nu-
muneler 20-24°C oda sicakhiginda muhafaza edilmeli ve
24 saat icinde isleme tabi tutulmalidir (19). Bu kosullarda
alinan numuneler, hedeflenen antijenlere spesifik flore-
san isaretli monoklonal antikorlar ile muamele edilerek
karanlkta ve oda sicakhginda inkiibe edilir. Akan hiicre
Olger analizinde temiz bir gorintl elde etmek ve Once-
likle I6kositlere odaklanmak igin eritrositlerin ortamdan
uzaklastirilmasi dnemlidir. Bu amagla uygulanan tam kan
lizis metoduna gore antikorlarla inkiibasyonun ardindan
orneklerin Gzerine eritrositleri patlatarak uzaklastirmak
amaclyla lizis ¢ozeltisi eklenerek yeniden karanlkta ve
oda sicakliginda inkiibasyon gergeklestirilir. Yikama igin
izotonik bir sivi olarak PBS eklenen ornekler santrifiij e-
dilerek hiicreler ¢okturalir ve Ust sivilar uzaklastirilarak
akan hiicre olgerde degerlendirilir.

Akan hiicre olcerde lazer kaynagindan hicreler (izerine
¢arpan isinlar 6nden (FSC) ve yandan (SSC) sacihm gos-
tererek hiicre gruplarinin diyagram Uzerinde granlarite
ve buyukliklerine gore ayirt edilmesine olanak saglar.
Lenfositler, boyutlarina ve kismen agraniiler sitoplazma-
larina bagl olarak disik FSC ve SSC ozelliklerine sahip
olmalariyla granilositlerden ve monositlerden ayrilirlar.
Bununla birlikte CD45/CD14 oranlari degerlendirilerek
daha saf bir lenfosit kapisi almak mimkindir. Tim [6-
kositler CD45 eksprese etmekle birlikte lenfosit, monosit
ve granilositlerin CD45 ekspresyon dizeyleri degiskenlik
gostermektedir. Bu hiicre gruplari igerisinde en yiksek
CD45 yogunluguna sahip olan lenfositler, monositlerde
bulunan CD14 molekilinl eksprese etmezler. Bu neden-
le FSC/SSC grafiginde kapilanan lenfositler, CD45*/parak ye
CD14 fenotipe sahip olmalariyla monositlerden net bir
sekilde ayrilarak dogrulanabilmektedir (20). Akan hiicre
oOlgerde lenfosit popilasyonu kapilama stratejisi Sekil 2’'de
gosterilmistir.

Lenfosit kapisi icinde T, B ve NK hicreleri sirasiyla CD3,
CD19 ve CD16+CD56 ekspresyonlarina gore belirlenebil-
mektedir. T lenfositlerinin tespitinde temel olarak T hiicre
reseptor kompleksi (TCR) ile iliskili ylizey molekiili olan
CD3 ekspresyonu degerlendirilmektedir. Bununla birlikte
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Sekil 2. Akan hiicre dlger lenfosit popiilasyonu kapilama stratejisi. FSC/SSC grafiginde alinan lenfosit kapisi icerisinde CD45*/7r2k ye

CD14 fenotipteki hiicreler gérilmektedir.

saglikh bireylerde CD3* T hiicreleri, olgunlasma asamasini
timusta tamamlarken CD4"* (yardimci) veya CD8* (sitotok-
sik) T hicre alt gruplarina ayrilarak dolasima katilir (Se-
kil 3), klasik immunfenotiplemede CD4/CD8 ekspresyon
seviyelerinin belirlenmesi 6nemlidir. Akan hiicre 6lger ile
immiunfenotip analizinde, CD4* ve CD8* T hiicre alt grup
ekspresyonlari CD3* hiicre popilasyonu icinde degerlen-
dirilir (Sekil 4).

CD3, CD4, CD8, CD19 ve CD16/CD56 ekspresyon seviyele-
rinin tespitiyle yapilan klasik immiinfenotiplemeile T, B ve
NK hiicre oranlari hakkinda fikir edinilmekle birlikte, kimi
durumlarda daha spesifik degerlendirmeye ihtiya¢ duyul-
maktadir. Ornegin; bu belirtegler {izerinden gerceklesti-
rilen bir temel imminfenotipleme, T-/B/NK-, T-/B~/NK?,
T-/B*/NK- ve T-/B*/NK* olmak Uzere dort farkli fenotipte
gruplanan AKIY icin muhtemel taniyi mimkin kilar (22).
Diger taraftan, AKiY siipheli hastalarda T hiicre CD45RA,
CD45R0 izoformlarinin ekspresyonu da c¢alismaya dahil
edilmelidir. Sekil 5’de saglikh ve AKiY’li bireylere ait CD4*
ve CD8* T hiicre alt gruplarindaki CD45RA/CD45R0 eks-
presyon profilleri gdsterilmistir.

T hiicre immiinfenotiplemesi ¢ergevesinde daha genis bir
alt populasyon incelemesi icin; farkl fazlardaki T hicre
gruplari, yeni timik go¢menler (RTE), regilator T hiicreleri
(Treg) ve Th1/Th2/Th17 hiicreleri degerlendirilebilir.

T lenfositleri, ikincil lenfoid organlara go¢ etmeden 6nce
pozitif ve negatif secim siireclerinden gecerek timusta ol-
gunlasir. Dogum sirasinda immiin sistemde biyik oranda

66
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Sekil 3. T hiicrelerinin olgunlasarak periferik kan dolagimina
katilma siirecinde CD4* ve CD8" hiicre gruplarina farklilagsma
asamalan (21)

TCR: T hiicre reseptorii, DNT: Cift negatif, NK-T: dogal oldurtci T

naif T hiicreleri baskin durumdayken, ¢ok sinirli miktar-
da hafiza hiicresi ve kismen daha yiksek oranda RTE'ler
bulunmaktadir. Bu hiicreler, timustan yakin zamanda
¢ikarak dolasima katilmis, heniiz proliferasyona ugrama-
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Sekil 4. CD3* hiicre popiilasyonu icinde CD4* ve CD8* T hiicre gruplarinin kapilanma stratejisi

Sekil 5. Saglikh bireyde ve agir kombine immiin yetersizlik
(AKiY) hastasinda CD4* ve CD8' T hiicrelerinde CD45RA/
CDA45RO ekspresyonlarinin karsilagtiriimasi (23)

mis ve daha olgun naif T hiicrelerinden farkh fenotipik ve
fonksiyonel 6zellikler sergileyen T hiicreleridir (24). Timik
fonksiyon CD3, CD4, CD27, CD31 ve CD45RA ekspresyon-
lariile saptanan RTE’ler incelenerek belirlenebilir (Sekil 6).

Timus fonksiyonunun immiunfenotipik degerlendirmesi
ayrica AKIY, DiGeorge sendromu ve diger T hiicre yetersiz-
likleri stiphesi bulundugunda da yapilmaktadir.

Olgun naif T lenfositleri, sekonder lenfoid organlar ve kan
arasinda dolasim halindedir. Naif T hicreleri CCR7, CD27,
CD127 (IL-7Ra), CD62L, CD132 ve CD45RA’yI eksprese e-
derken CD25 ve CD45R0 ekspresyonu bulunmamaktadir
(25). CD45RA* hiicreler naif ve CD45R0O* hiicreler hafiza T
hiicrelerini tanimlamaktadir. CCR7 ve CD62L, T hicrele-
rinin sekonder lenfoid organlara yerlesiminde rol oynar-
ken, CD45RA ve CD45R0, TCR’lerden sinyal iletiminde rol
oynamaktadir (26).

Spesifik antijenlerin taninmasini takiben naif CD4* T hiic-
releri prolifere olarak efektor T hiicrelerine farkhlasmak-
tadir. Antijene 6zgli bu T hicrelerinin bir kismi oliirken,
bir kismi hafiza T hiicreleri olarak dolasimda kalmaktadir
(27). Daha az efektor fonksiyona sahip olan hiicreler mer-
kezi hafiza T hiicrelerini (TCM), hizla dokulara go¢ edip
efektor fonksiyon gosterebilen hiicreler efektor hafiza T
hicrelerini (TEM) olustururlar. Hafiza hiicrelerinin bir gru-
bunu ise dokuya yerlesik hafiza hiicrelerini (TEMRA) olus-
turmaktadir.

CD4* ve CD8* T hiicre kapilarn kullanilarak yapilan
CD45RA ve CCR7 ekspresyon analizi ile CD45RA*/CCR7*
(naif), CD45RA-/CCR7* (TCM), CD45RA~/CCR7- (TEM) ve
CDA45RA*/CCR7- (TEMRA) T hiicre popdilasyonlarini belir-
lemek mumkinddr (Sekil 7). Ayrica, CD4*CD45RA™ TCM ve
TEM hiicre kapisi icinde CCR6 ve CXCR3 ekspresyonlarina
gore CD4* T hiicre gruplari (Th1, Th2, Th17) fenotipik ola-
rak saptanabilmektedir.
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Sekil 6. Yeni timik gé¢men (RTE) hiicrelerin
kapilanma stratejisi (23)

Sekil 7. CCR7 ve CD45RA

ekspresyonlarina gore T
hiicre alt gruplarinin analizi

159



Primer immiin Yetersizlikler Tani ve Taramada Kullanilan Laboratuvar Testleri Ulusal Rehberi

T hicrelerinin bir baska fonksiyonel grubu olan Treg
hiicreler ise transkripsiyon faktorii - Foxp3 ekspresyo-
nu ile karakterize olup, periferik toleransin korunmasin-
da rol oynamaktadir. IPEX hastalarinda meydana gelen
Treg fonksiyon bozuklugu 6z-toleransin bozulmasina yol
acmaktadir (28). Treg immiinfenotiplemesinde yaygin
olarak kullanilan belirtegler CD25, FoxP3 ve CD127 olup,
CCR4 degerlendirmesi ile daha net bir karakterizasyon

gerceklestirilebilmektedir.

Efektor Treg hicreler icin

CD3*CD4*CD25%, CD127-, CCR4* ve CD45R0O" hiicre grupla-
ri izerinden analiz yapmak mimkindar (23).
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Boliim 5

Hastalik Iliskili Proteinlerin Akan Hicre Olcer ile Analizi

Dr. Ogretim Uyesi Tolga SUTLU

1. GiRiS

Primer immiin yetersizlikler (PiY), bagisiklik sistemi hiic-
relerinde meydana gelen bozukluklarla karakterize edi-
len ve tekrarlayan enfeksiyonlar, otoimmiin hastaliklar
ve malignitelere karsi savunmasizlik ile sonuglanabilen,
250’den fazla genetik bozuklugu iceren karmasik bir has-
talik grubudur. Bu hastaliklarin hizli ve dogru bir sekilde
teshis edilmesi, uygun tedavi yaklasimlarinin erken do-
nemde baslatilmasi, tedavi yanitlarinin iyilestiriimesi ve
olasi ciddi komplikasyonlarin 6nlenmesi agisindan kritik
bir 5neme sahiptir.

Akan hiicre 6lcer (AHO), periferik kan gibi farkli immin
hiicre tiplerini bir arada barindiran karmasik érneklerde,
hicreleri tek tek ve hizl bir sekilde analiz etme yetenegi
sayesinde PIY tani ve ydnetiminde temel bir ara¢ haline
gelmistir (1). AHO, floresan molekiillerle isaretlenmis
spesifik antikorlar kullanarak, farkh bagisiklik hiicrelerinin
tanimlanmasini, sayilarinin belirlenmesini ve hem hiicre
yuzeyinde hem de hiicre iginde spesifik protein belirtegle-
rin tespit edilmesini mimkan kilar (2).

AHO sisteminin sagladigi cok yonliliik, sistemi PiY tanisin-
da glcli ve esnek bir teknoloji olarak konumlandirmak-
tadir. Bu teknoloji, lenfosit alt popilasyonlarinin varhigini
ve miktarini analiz ederken hiicre ylzeyi ve hiicre igindeki
proteinleri tespit etmek ve farkli uyaranlara verilen pro-
liferasyon, sitokin salimi veya apoptoz gibi farkli efektor
cevaplar degerlendirmek i¢in kullanilabilmektedir (3).
AHO ile yapilan testler, klinisyenlerin gesitli PiY tiirlerini
ayirt etmelerine, hastaligin seyrini izlemelerine ve tedavi
etkinligini degerlendirmelerine olanak tanimaktadir.

2. LENFOSIT ALT POPULASYONLARININ ANALIZi

T hiicreleri, B hiicreleri ve dogal 6ldirlici (NK) hlcreler
gibi lenfosit alt popdlasyonlari, bagisiklik sisteminin temel
bilesenleridir ve bu hiicrelerde gézlemlenen anomaliler
belirli PiY tiirlerinin isaretgisi olabilmektedir. Onceki bo-
limde detaylariyla anlatildigi Gizere, AHO ile immiinfeno-
tipleme, ylizey belirteglerini kullanarak her bir hiicre tipini
tanimlamak ve bu hiicrelerin dolasimdaki miktarini belir-
lemek igin yaygin bir sekilde kullaniimaktadir (4).

T hcreleri tipik olarak CD3, B hiicreleri CD19 veya CD20
ve NK hiicreleri CD56 ile tanimlanir. AHO, immiin hiicre-
lerin ve daha detayl alt kiimelerinin oranlarini ve mutlak
sayilarini dlcerek agir kombine immiin yetersizlik (AKiY)
gibi hastaliklarin tanisinda énemli bir rol oynamaktadir.
AKiY, genetik bozukluk nedeniyle T hiicrelerinin (CD3*)
ciddi Olclide azalmasi veya tamamen yoklugunun yani
sira degisen diizeylerde B hiicreleri (CD19*) ve NK hiic-
releri (CD56") ile karakterize edilmektedir (5). Yaygin de-
gisken immiun yetersizlik (CVID) vakalarinda ise hafiza B
hicrelerinin (CD27*) azalmasinin, diisiik immunoglobulin
seviyeleri ve tekrarlayan enfeksiyonlarla iligkili oldugu
gosterilmistir (6). Benzer sekilde, DiGeorge sendromun-
da timus gelisimindeki yetersizligi yansitacak sekilde do-
lasimdaki CD3* T hiicrelerinde azalma goriilmektedir (7).
Bu temel hiicre gruplarini tespit etmek icin AHO ile ya-
pilan immiinfenotipleme, lenfosit alt popilasyonlarinin
ayrintili analizini mimkiin kilarak cesitli PiY’lerin tanisina
yardimci olmakta ve tedavi stratejilerinin belirlemesinde
etkin bir yol oynamaktadir.
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3. SPESIFiK HUCRE YUZEY PROTEINLERININ
ANALizi

PiY’lerin teshisinde en kritik AHO uygulamalarindan biri,
immin hiicrelerdeki hiicre ylizey proteinlerini tespit etme
ve 6lcme yetenegidir. Bu proteinler, hiicreler arasi ileti-
simde, hiicre aktivasyonunda ve bagisiklik fonksiyonlari-
nin diizenlenmesinde énemli rol oynarlar. Dolayisiyla, bu
proteinlerde meydana gelen kusurlar, hiicreler arasi ileti-
simi etkileyerek bagisiklik yanitinda diizensizliklere veya
eksikliklere yol acabilir ve bu durum genellikle AHO ile
dogrudan gozlemlenebilir.

AHO sistemi ile hiicre yiizeyi proteinlerinin tespiti, hiic-
relerin hedef proteinlere 6zgil antikorlarla boyanmasini
gerektirir. Bu antikorlar, lazerle uyarildiklarinda isik yayan
floresan molekiillerle etiketlenir ve bu sayede hedef pro-
teinlerin tespiti ve miktarinin belirlenmesi saglanabilir.
Analiz sireci genellikle kan 6rneklerinden hiicrelerin izo-
le edilmesi ve bu hiicrelerin spesifik antikorlarla inkiibe
edilmesiyle baslar. inkiibasyondan sonra fazla antikorlar
yikanarak uzaklastirilir ve numuneler AHO cihazinda ana-
liz edilir.

Dogru ve glvenilir sonuglar elde edebilmek igin, 6rnek-
lerin uygun sekilde hazirlanmasi biyik énem tasimakta-
dir. Antikorlarin baglanacagi floresan isaretlerin segimi
sirasinda, kullanilan AHO cihazinin lazer ve filtre kurulu-
mu dikkate alinarak spektral 6rtisme onlenmeli ve sin-
yal tespiti optimize edilmelidir. Dogru protein tespiti igin
yuksek kaliteli, spesifik monoklonal antikorlarin secgilmesi
ve antikor spesifisitesini bozmayacak sartlarda boyama
yapilmasi énemlidir. izotip kontroller, yéntemden kay-
naklanabilecek spesifik olmayan baglanma aktivitesini ve
arka plan floresansini 6lgmek igin kullanilir ve sonuglarin
sadece spesifik antijen-antikor etkilesimlerinden kaynak-
landigini dogrulamaya yardimci olmaktadir.

3.1. PiY Tanisinda Onemli Hiicre Yiizey Proteinleri

immin hicrelerin yiizeyindeki proteinler, reseptér, ya-
pisma molekild veya sinyal iletici olarak gérev yaparak
hicrelerin iletisimi ve fonksiyonlari igin kritik roller stle-
nirler. Bu proteinlerdeki mutasyonlar veya anormallikler,
bagisiklik fonksiyonunu bozarak enfeksiyonlara karsi sa-
vunmanin zayiflamasina ve immin disfonksiyona yol aga-
bilir. AHO sistemi bu proteinlerin hiicre yiizeyindeki ifade
miktarini analiz ederek cesitli PiY’lerin tanisini saptama-
da kullaniimaktadir. PIY tanisinda kullanilan temel hiicre
ylzeyi proteinlerinin hangi hiicre tiplerinde ve hangi olasi

endikasyonlarda analiz edilmesi gerektigi Tablo 1'de su-
nulmustur. Bunlardan onde gelen bazi érnekler su sekil-
dedir:

« CD40 Ligandi (CD154)

CD154, aktive olmus yardimci CD4* T hiicrelerinde ifade
edilen ve T hiicreleri ile B hiicreleri arasindaki etkilesim-
de kritik rol oynayan bir proteindir (8). CD40L genindeki
mutasyonlar, CD154’(n eksikligine veya fonksiyon bozuk-
luguna yol acgarak, yardimci T hiicreleriyle B hcreleri
arasindaki iletisimin kopmasina, dolayisiyla da immiinog-
lobulin sinif gegisinin defektif olmasindan kaynaklanan
hiper IgM sendromuna neden olur. AHO, uyarilmis has-
ta T hiicrelerinde CD154’(in varligini analiz ederek taniyi
dogrulamak icin kullanilir (9). Uyarilma sonrasi CD154’(in
yoklugu veya disiik seviyede ifadesi taniyr destekler ve
ileri genetik testlerle dogrulanabilir.

o IL-7 Reseptér Alfa Zinciri (IL-7Ra)

IL-7Ra, timusta T hicrelerinin gelisimi igin kritik 5neme sa-
hip bir reseptor zinciridir. IL-7Ra genindeki mutasyonlar,
T hiicrelerinin eksikligi ile karakterize edilen AKiY’e neden
olabilirken, B hiicreleri ve NK hiicreleri etkilenmeyebilir
(T-B+NK+ fenotipi) (10). Lenfositlerde IL-7Ra ekspresyo-
nu AHO sistemi ile saptanarak, bu reseptér zincirinin ek-
sikliginin tespiti AKIY tanisini desteklemektedir. Bu bilgi,
hematopoetik kdk hiicre nakli gibi bagisiklik sistemini ye-
niden yapilandirici tedavi se¢ceneklerinin planlanmasinda
kritik rol oynar.

« integrinler (6rn. CD18)

Lokosit adhezyon eksikligi (LAD tip 1), I6kosit yapismasi ve
gocl icin gerekli olan CD18 integrin alt birimini kodlayan
ITGB2 genindeki mutasyonlardan kaynaklanir (11). LAD1
hastalarinda I6kosit fonksiyonunda gorilen bozukluklar-
dan dolay tekrarlayan enfeksiyonlar ve yara iyilesmesin-
de sorunlar goériilmektedir. AHO ile nétrofiller Gizerinde
analiz edilen CD18 ifadesinin disiik veya tamamen ol-
mamas! LAD1 tanisini dogrulamaktadir (12). Bu teshis,
enfeksiyonlari yonetmek ve tedavi segeneklerini deger-
lendirmek icin 6nem tasir.

« B Hiicre Aktivasyon Faktérii Reseptérii (BAFF-R)

BAFF-R, B hiicrelerinin hayatta kalmasi ve olgunlagsmasi
icin gerekli olan B hiicre aktivasyon faktorine (BAFF) bag-
lanan bir reseptordir (13). BAFF-R’de meydana gelen mu-
tasyonlar, B hiicrelerinin hayatta kalma sinyallerini bozar
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Tablo 1: PiY tanisinda kullanilan baslica hiicre yiizeyi proteinleri

Protein immiin Hiicre Tipi

Olasi Tani

BAFF-R (CD268) B hticreleri

CCR6 (CD196) Th17 hiicreleri

CD11a, CD11b, CD11c Notrofiller, Monositler

CD132 (Ortak y-zinciri) Lenfositler
CD15s (Sialyl Lewis X) Notrofiller
CD18 (integrin B2) Nétrofiller

CD25 Diizenleyici T hiicreleri (Treg)
CD27 B hiicreleri
CD40 B hiicreleri

CDA40 Ligand (CD154) Aktive CD4* T hicreleri

DAF (CD55) T, B hicreleri, Monositler
HLA-ABC Lenfositler
HLA-DR B hicreleri

ICOS (CD278)
IFN-y Reseptor 1 (CD119)
IL-12RP1 (CD212)

Aktive T hicreleri
Monositler
Aktive T hicreleri

IL-7 Reseptor Alfa (CD127) Lenfositler ve monositler

MCP (CD46) T, B hiicreleri, Monositler

SLAM T, NK hicreleri

Yaygin Degisken immiin Yetersizlik (CVID)

Hiper IgE Sendromu (HIES)
Kronik Mukokutandz Kandidiyazis (KMK)

Lokosit Adezyon Defekti (LAD1)

X’e bagli Agir Kombine immiin Yetersizlik (X-AKiY)
Lokosit Adezyon Defekti Tip 2 (LAD2)

Lokosit Adezyon Defekti Tip 1 (LAD1)

immiin Disregiilasyon, Poliendokrinopait, Enteropati, X‘e bagli
Sendrom (IPEX)

Yaygin Degisken immiin Yetersizlik (CVID)
X'e bagli Agammaglobulinemi (XLA)

Hiper IgM Sendromu (Otozomal Resesif)
Hiper IgM Sendromu (X'e bagl)

Atipik Hemolitik Uremik Sendrom (aHUS)
Protein Kaybettiren Enteropati (PKE)

Kombine immiin Yetersizlik (MHC-I Eksikligi)

Kombine immiin Yetersizlik (MHC-II Eksikligi)

Yaygin Degisken immiin Yetersizlik (CVID)

Mikobakteriyel Hastaliklara Mendelian Duyarlilik (MSMD)
Mikobakteriyel Hastaliklara Mendelian Duyarhlik (MSMD)

IL-17RA eksikligi
AKIY (T-B+NK+)

Atipik Hemolitik Uremik Sendrom (aHUS)
Protein Kaybettiren Enteropati (PKE)

X'e bagli Lenfoproliferatif Hastalik (XLP)

ve CVID ile sonuglanir, bu da disiik immiinoglobulin sevi-
yeleri ve tekrarlayan enfeksiyonlarla karakterizedir. AHO
sistemi ile B hiicrelerinde BAFF-R ekspresyonu analizi ile
CVID tanisi desteklenebilmektedir (14). BAFF-R ekspres-
yonundaki azalma veya eksiklik, immun yetersizligi isaret
etmekte ve CVID teshisinin konulmasinda kritik rol oyna-
maktadir.

« Interferon-Gamma Reseptérii 1 (IFN-yR1)

IFN-yR1, interferon-gamma sinyal iletiminde 6nemli rol
oynayan bir reseptordir ve makrofajlar gibi immin hiic-
relerde patojenlerin kontrol edilmesinde kritik bir 6neme
sahiptir (15). IFN-yR1 genindeki mutasyonlar, hiicrelerin
interferon-gamma sinyaline yanit verememesine yol aga-
rak, mikobakteriyel enfeksiyonlarin sikhkla gorilmesiyle
karakterize mikobakteriyel hastaliklara mendelyen du-
yarlilik sendromu’na (MSMD) sebep olabilir (16). AHO

sistemi ile immudn hiicrelerde IFN-yR1 ekspresyonu ana-
liz edilerek bu reseptoriin eksikligi veya islevselligi de-
gerlendirebilmektedir (17). IFN-yR1 ifadesinin azalmasi
veya yoklugu, MSMD tanisini destekler ve enfeksiyonlarin
yonetimi icin uygun tedavi stratejilerinin belirlenmesine
rehberlik eder.

Multiparametrik AHO analizi, birden fazla hiicre yiizeyi
proteininin ayni anda analiz edilmesini saglayarak bagi-
siklik hiicrelerinin kapsamli bir profilini olusturur. Bu, bir-
den fazla immin hiicre tipinin etkilenebilecegi karmasik
veya atipik PIY’lerin teshisinde 6zellikle degerlidir. Ancak,
givenilir sonuglar elde edebilmek i¢cin numune isleme,
antikor spesifikligi ve boyama protokollerindeki degisken-
liklerin kontrol altina alinmasi gereklidir. Ayrica, antikor-
larin spesifik olmayan baglanmasi yanlis pozitif sonugclara
yol acabilir, bu nedenle uygun kontrollerin ve bloklama
reaktiflerinin kullanilmasi 6nemlidir. Bu noktalara dikkat
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edildigi miiddetce, AHO ile hiicre yiizeyi protein analizinin
PiY teshisi ve ydnetimindeki faydalari biyiiktiir. Bagisikhk
sistemi islevi hakkinda kritik bilgiler saglar ve klinik karar
alma sirecini destekler.

4. SPESiFiK HUCRE iCi PROTEINLERIN ANALizi

Hicre igi proteinler, hiicre sinyal iletimi, hiicre déngisu-
nln diizenlenmesi ve bagisiklik yanitlarinin modulasyonu
dahil olmak Uzere gesitli islevlerin temel bilesenleridir.
AHO teknolojisinin bu proteinleri hiicre icinde tespit etme
yetenegi, hiicre ici yolaklarda bozukluklar iceren PiY’lerin
teshisinde 6nemli rol oynamaktadir.

Hiicre ici proteinlerin AHO ile analiz edilmesi, hiicre zari-
nin gecirgen hale getirilmesiyle antikorlarin hiicre iginde-
ki hedef proteinlere baglanmasini miimkin kilan bir dizi
islem gerektirir. Hicre ici proteinlerin analizi genellikle
formaldehit veya paraformaldehit gibi kimyasallarla hiic-
relerin fikse edilmesi ile baslar. Fiksasyon islemi, hiicre-
lerin yapisini korur ve proteinleri hareketsiz hale getirir.
Ardindan, hiicre zar alkol bazli (metanol, etanol) veya
deterjan bazli (saponin, Triton X-100) tampon ¢6zeltilerle
gecirgen hale getirilir (permeabilizasyon), bu da antikorla-
rin hiicre icine nifuz edebilmesini saglar.

Hiicre i¢i proteinlerin dogru tespiti icin ylksek 6zgillige
sahip monoklonal antikorlarin secilmesi esastir. Dogru
sonuglar elde edebilmek igin, arka plan floresansini ve
spesifik olmayan baglanmayi hesaba katmak Uzere izotip
kontrolleri kullanilmalidir. Hiicre i¢i proteinlerin glivenilir
bir sekilde tespit edilebilmesi igin fiksasyon siiresi, per-
meabilizasyon kosullari, antikor konsantrasyonu ve inki-
basyon siresi gibi protokol parametrelerinin dikkatlice
optimize edilmesi gereklidir (18). Fiksasyon veya perme-
abilizasyon kosullarinin uygun sekilde optimize edilmedigi
durumlar, proteinlerin veya kullanilan antikorun yapisinin
veya floresan isaret molekillerinin bozulmasina neden
olarak sinyal giliciini ve 6zgllligina azaltabilir. Bu gibi
hatalarin yapilmadigindan emin olmak icin sadece opti-
mizasyon sirasinda degil, rutin testler sirasinda da uygun
pozitif ve negatif kontrollerin kullanildigindan emin olmak
ve sonuglari kontrollerle birlikte degerlendirmek énemli-
dir.

4.1. PiY Tanisinda Onemli Hiicre igi Proteinler

Hicre ici proteinler, hiicresel sinyal iletimi, gen ifadesinin
dizenlenmesi, apoptoz ve bagisiklik hiicrelerinin efektor
islevleri gibi 6nemli slireglerde rol oynarlar. Bu proteinle-

rin ifade miktarindaki veya islevlerindeki anomaliler, ciddi
bagisiklik disfonksiyonlarina yol acabileceginden, bunlarin
tespiti ve analizi PIY tanisi agisindan biiyiik 5nem tasimak-
tadir. immiin hiicrelerdeki kilit hiicre ii proteinlerin varli-
gini, eksikligini veya degisimini inceleyerek cesitli PiY’lerin
altinda yatan molekiiler mekanizmalar anlasilabilir. PiY ta-
nisinda kullanilan temel hiicre ici proteinlerin hangi hiicre
tiplerinde ve hangi olasi endikasyonlarda analiz edilmesi
gerektigi Tablo 2’de sunulmustur. Bunlardan 6nde gelen
bazi 6rnekler su sekildedir:

» Wiskott-Aldrich Sendromu Proteini (WASP)

WASP, immin hiicrelerin hareketliligi, fagositoz ve immiin
sinaps olusumu icin gerekli olan aktin hiicre iskeletinin
dizenlenmesinde kritik bir rol oynar (19). WAS genindeki
mutasyonlar, trombositopeni, egzama ve immiin yeter-
sizlikle karakterize Wiskott-Aldrich sendromu’na (WAS)
neden olur. AHO, lenfositlerde ve trombositlerde WASP
ifadesi miktarini tespit etmek icin kullaniimaktadir (20).
Ancak, bazi hastalar islevsiz ancak tespit edilebilen mu-
tant WASP formlarini ifade edebilir; bu durumda, protei-
nin aktivitesini degerlendirmek igin ek fonksiyonel testler
gerekmektedir (21).

« Bruton Tirozin Kinaz (BTK)

BTK, B hiicre reseptor sinyal iletiminde kritik rol oynayan
bir enzimdir ve B hiicrelerinin gelisimi ve olgunlagmasi igin
vazgecilmezdir. X'e bagli agammaglobulinemi (XLA), BTK
genindeki mutasyonlar sonucu gelisir ve olgun B hiicrele-
rinin eksikligine, dolayisiyla da ciddi hipogamaglobuline-
miye yol agar (22). AHO monositler ve trombositler gibi B
hicresi disi hiicrelerde BTK ekspresyonu degerlendirilerek
XLA tanisini koymada yardimcidir (23). BTK ekspresyonu-
nun azalmasi veya eksikligi, genetik testlerle dogrulanarak
XLA tanisi giglendirilebilmektedir (24).

 Forkhead box P3 (FOXP3)

FOXP3, dizenleyici T hicrelerinin (Treg) gelisimi ve isle-
vi igin kritik bir transkripsiyon faktoridir. FOXP3 genin-
deki mutasyonlar, siddetli otoimminite ve enflamatuvar
bozukluklarla karakterize IPEX sendromuna yol agar (25).
CD4* T hiicrelerinde FOXP3 ekspresyonu AHO sistemi ile
degerlendirilerek Treg islevindeki kusurlarin saptanma-
sinda yardimcidir (26). FOXP3 ekspresyonunun azalmasi
veya eksikligi, IPEX tanisini desteklemekte ve genetik test-
lerle daha ileri dogrulama saglanmaktadir.
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Tablo 2: PiY tanisinda kullanilan baslica hiicre igi proteinler

Protein

immiin Hiicre Tipi

Olasi Tani

Adenosine Deaminase (ADA)
Bruton Tyrosine Kinase (BTK)
CTLA4

Dedicator of Cytokinesis 8 (DOCK8)

Forkhead Box P3 (FOXP3)
Muncl13-4

Nukleer Faktor kB (NF-kB)

Perforin
Sinyal DonUstlrlic ve Transkripsiyon
Aktivatéri 1 (STAT1)

Sinyal DonUstirlicl ve Transkripsiyon
Aktivatori 3 (STAT3)

SLAM- iligkili Protein (SAP)

T, NK hicreleri
Monositler, Plateletler
Duzenleyici T hiicreleri (Treg)

Lenfositler

Duzenleyici T hiicreleri (Treg)
Trombositler

T, NK hicreleri, Monositler

NK hicreleri, Sitotoksik T
hicreleri

Lenfositler

Lenfositler

CD8* T hiicreleri, NK hiicreleri

Agir Kombine immiin Yetersizlik (ADA-AKIY)
X'e bagh Agammaglobulinemi (XLA)

CTLA4 Eksikligi

DOCKS Eksikligi

immiin Disregiilasyon, Poliendokrinopait, Enteropati,
X‘e bagli Sendrom (IPEX)

Ailesel Hemofagositik Lenfohistiyositoz 3 (FHL3)

Hiper IgM yiksekligi ile immin yetersizlik, Yaygin
Degisken immiin Yetersizlik (CVID)

Ailesel Hemofagositik Lenfohistiyositoz 2 (FHL2), X’e
bagli Lenfoproliferatif Hastalik (XLP)

Kronik Mukokutanéz Kandidiyazis (KMK), Hiper IgE
sendromu (HIES)

Hiper IgE Sendromu (HIES)

X'e bagl Lenfoproliferatif Hastalik 1 (XLP1)
Wiskott-Aldrich Sendromu (WAS), X'e bagli

Wiskott-Aldrich Sendrom Proteini (WASP) Lenfositler, Trombositler

X’e bagli Apoptoz inhibitér Proteini (XIAP) Lenfositler

ZAP70 T hiicreleri

Trombositeopeni (XLT)
X’e baglh Lenfoproliferatif Hastalik type 2 (XLP2)
ZAP70 Eksikligi

« LPS-Responsive Beige-Like Anchor Protein (LRBA)

LRBA, T hiicrelerinde CTLA-4 (Sitotoksik T-Lenfosit Antijen
4) adli 6nemli bir bagisiklik kontrol noktasi molekiliinin
hiicre ici tasinmasini ve ylzeyde ifadesini diizenleyen kri-
tik bir proteindir. LRBA genindeki mutasyonlar, bu prote-
inin eksikligine veya islev bozukluguna yol agarak CTLA-4
proteininin geri donlisimini bozar ve immin yanitlar
diizenlenememesine neden olur (27). CTLA-4 ylzey ifade
miktari azalir, bu da T hiicre aktivasyonunun kontrolsiiz
artisina ve otoimm{initeye yol agcar. LRBA eksikligi, otoim-
miin hastaliklar, lenfoproliferasyon ve enfeksiyonlara kar-
st artmis duyarlilikla karakterize edilen bir primer immin
yetersizlik tablosuna yol agar (28). LRBA eksikligi olan has-
talarda, bu hiicre i¢i proteinin ekspresyonu azalmis veya
tamamen yok olmus olabileceginden, AHO, T hiicrelerin-
de LRBA proteininin ekspresyonunu degerlendirmek icin
kullanilabilir (29).

Hiicre ici protein analizinin ylzey belirtec analizleri ile bir-
lestirilmesi, bagisiklik hiicrelerinin islevleri ve diizenleyici
mekanizmalari hakkinda kapsaml bir anlayis saglamak-
tadir. Hicre igi protein analizindeki zorluklar arasinda,
yanlis sonuglari 6nlemek igin boyama kosullarinin opti-

mize edilmesi, fiksasyon ve permeabilizasyon sirasinda
orneklerdeki proteinlerin bozulmasinin énlenmesi ve bu
kosullar altinda antikor 6zgullGginln yani sira optimum
sinyalin saglanmasi yer alir. AHO birgcok durumda siiphe-
lenilen endikasyona dair hizli bir teshis olanagi sunsa da
elde edilen bulgularinin klinik veriler ve diger tanisal test-
lerle entegre edilmesi gerekmektedir. AHO siteminin yeni
nesil dizileme ve diger molekiler tekniklerle entegrasyo-
nu, PiY’lerin daha biitlinsel bir sekilde anlasiimasini sagla-
yarak daha dogru teshislere ve hedefe yonelik tedavilere
imkan saglayabilir.

5. BAGISIKLIK HUCRESi FONKSiYONLARININ
ANALIZi

Bagisiklik hiicrelerinin fonksiyonel kapasitesinin degerlen-
dirilmesi, PiY’lere sebebiyet veren mutasyonlarin bagisik-
ik yaniti Gzerindeki etkilerini anlamak icin hayati 6neme
sahiptir (30). AHO, bagisiklik hiicrelerinin gesitli temel is-
levsel yonlerini degerlendirmek icin de uygun bir yontem-
dir. Bu gibi yaklasimlar genellikle periferik kandan izole
edilmis olan hiicre gruplarinin, hiicre kiltlirid ortaminda
belirli muamelelere tabi tutulmasinin ardindan AHO ile
analiz edilmesi seklinde ilerlemektedir.
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Ornegin, kronik graniilomatdz hastalik (KGH) tanisinda
kullanilan dihidrorhodamin (DHR) testinde, noétrofillerin
oksidatif patlama kapasitesini degerlendirmek icin AHO
kullanilir. KGH’da NADPH oksidaz kompleksinin bilesen-
lerindeki mutasyonlar reaktif oksijen tirlerinin (ROS) ku-
surlu Gretimine yol acar. AHO sistemi DHR ile yiiklenmis
notrofillerin uyarilmadan 6nce ve sonra floresan yogunlu-
gunu Olcer. DHR’In NADPH oksidaz kompleksinin normal
fonksiyonu ile floresan 6zellikteki Rhodamine-123 mole-
kiiline donlismesi sayesinde uyarilmis notrofillerde yiik-
sek dlzeyde floresan sinyal artisi kaydedilir (31). Yetersiz
artmis floresan sinyali, KGH tanisini destekleyen kusurlu
bir oksidatif patlamayi gosterir.

Benzer sekilde, T ve NK hicrelerinin sitotoksik aktivite-
lerinin degerlendiriimesi AHO yardimiyla yiizey CD107a
molekdllerinin 6lcimiyle saglanabilir. CD107a, hedef
hiicreyle karsilasan ve sitotoksik grantllerini hedef hiicre
Uzerine salgilayarak (degranilasyon) oldirme aktivitesi
ylriten NK hicrelerinin ylizeyine bu grantllerle birlikte
¢ikan bir belirteg proteindir (32). NK hicre sitotoksisitesi-
ni AHO ile degerlendirmek igin hedef hiicreyle karsilasma
sonrasi ylzeyde biriken CD107a miktari ol¢llmektedir.
Bu test, 6rnegin hemofagositik lenfohistiyositozda (HLH)
gorilen NK hiicre islev bozukluklarinin teshisinde oldukga
faydalidir (33, 34).

Sitokin sinyalleri ile ilgili fonksiyonel bozukluklarin tespiti
icin ise sitokin sinyal iletiminde kilit rol oynayan hiicre igi
STAT molekiillerinin fosforilasyonu AHO kullanarak yiiri-
tulen testlerle analiz edilebilir. STAT fosforilasyonundaki
bozukluklar, gesitli PiY’lerle iliskilendirilmistir (35). AHO,
sitokin stimiilasyonundan sonra fosforile STAT proteinle-
rini (6rnegin, fosfo-STAT1, fosfo-STAT4) tespit ederek ta-
niya biylk katki sunabilir (36).

Fonksiyonel testler, ylizey ve hiicre ici protein analizle-
rinden elde edilen statik fenotip bilgilerini tamamlayarak
bagisiklik yaniti hakkinda dinamik bilgiler sunmaktadir. Bu
testlerin diger tani verileriyle entegrasyonu, klinisyenlerin
PiY’lerde mevcut olan bagisiklik kusurlari hakkinda kap-
samli bir anlayis kazanmalarina yardimci olmakta ve daha
hedefli, etkili tedavi stratejilerinin belirlenmesine rehber-
lik etmektedir.

Sonug olarak, AHO siteminin primer immiin yetersizlikle-
rin teshis ve yonetiminde kritik bir ara¢ oldugu kanitlan-
mistir. Lenfosit alt gruplarini analiz etme, spesifik hiicre
ylzeyi ve hicre ici proteinleri tespit etme ve bagisiklik
hiicre islevlerini degerlendirme kabiliyeti, karmasik im-

miinolojik bozukluklarin kapsamli bir sekilde anlasiimasini
saglar. AHO, fenotipik ve fonksiyonel verileri bir araya ge-
tirerek klinisyenlerin PiY’lerin altinda yatan mekanizmala-
ri ortaya ¢ikarmasini, dogru teshis koymasini ve kisiye 6zel
tedavi stratejileri gelistirmesini miimkdn kilar.

immiinoloji alanindaki ilerlemeler ve AHO teknolojisinin
yeteneklerinin artmasi, tanisal potansiyelin sirekli ola-
rak genislemesine olanak tanimaktadir. ilerleyen yillar-
da, yeni belirteglerin gelistirilmesi ve analitik tekniklerin
ivilestirilmesi ile PiY tanisinda daha da etkili bir yaklasim
sunulmasi miimkiindiir. AHO sisteminin gelecekteki yo-
nelimleri arasinda, yeni nesil dizileme ve diger molekiler
araglarla entegrasyon yer alir, bu da hasta bakimini iyiles-
tirmek ve PiY’lerin daha kapsamli bir sekilde anlagilmasini
saglamak icin 6nemli firsatlar sunar.

Sonug olarak, AHO, primer immiin yetersizliklerin tanisin-
da klinik immiinoloji alaninda vazgecilmez bir teknoloji ol-
maya devam etmektedir. Bagisiklik hiicresi islevselliginin
yani sira hiicre ylzeyi ve hicre ici protein ifadesi hakkinda
ayrintih bilgi sunma kapasitesi, bu teknolojiyi bagisiklik sis-
temi bozukluklarini anlamada paha bigilmez kilmaktadir.
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1. LENFOSIT PROLIFERASYON ANALizi

Bagisikhk sistemi, viicut savunmamizda yer alan, organiz-
may!i bakteri, virlis, mantar ve parazitler gibi patojenlere
kargi korumanin yani sira, organizmanin kendi hiicrele-
rinin kontrolden ¢ikmis boliinmesi sonucu ortaya ¢ikan
kanserlere karsi da savunan karmasik yapidir. Dogal ve
edinsel olarak iki kola ayrilabilen bagisiklik sisteminde
salgisal ve hicreler bilesenler bulunmakta, bu karmasik
sistem elemanlarinin denge icerisindeki etkilesimi ise,
normal savunmanin saglanmasi kadar asiri immiin yanit-
larin 6nlenmesi agisindan da 6nem tasimaktadir (1).

Bagisikhk sisteminde bulunan hiicrelerin oranlari ve si-
tokinler, kompleman gibi salgisal faktérlerin degerleri,
saghkli bir immin yanit icin 6nem tasimakla beraber, gi-
nimiizde hiicre fonksiyonlarinin incelenmesi daha fazla
6nem kazanmaktadir (2). Savunma sisteminin asiri ¢alis-
masi, otoimmudinite ve asiri duyarlilik reaksiyonlarina ne-
den olabilirken, sistemdeki eksiklikler veya bozukluklar ise
immiin yetersizlikler ve kanserlerle sonuglanabilmektedir.
Saglikh bir immin yanit ise tehditleri ortadan kaldirirken
organizmanin batinltgina de korumalidir (3).

Hicre aktivasyon belirtegleri, lenfosit proliferasyonu,
hicre igi sitokinler ve sitotoksik aktivitenin belirlenmesine
yonelik laboratuvar uygulamalari, dnemli immun fonksi-
yon c¢alismalari olarak dikkat cekmektedir.

1.1. Lenfosit Proliferasyon Testleri

Hicre proliferasyonu veya lenfosit transformasyonu
adiyla bilinen galismalarda temel amag, hicre kiltlrd or-

taminda, cesitli uyaranlara cevaben boliinen hiicrelerin
tespitine dayanmaktadir. immiin yanitlarin gelisimi es-
nasinda, antijeni taniyan naif lenfositlerin cevaplari; ak-
tivasyon, klonal ¢ogalma (proliferasyon) ve fonksiyonel
farklilasma olarak dikkat ¢ekmektedir. Glinimizde, pro-
liferasyon calismalari, temelde, T ve B lenfositlerin anti-
jenler, sitokinler ve mitojenler gibi uyaranlara cevabini
degerlendirmek igin kullanilmaktadir. CD4* T lenfosit
fonksiyonlari, enfeksiyonlarin 6nlenmesi, ayni zamanda,
protein antijenlere B hiicre yanitlarinda, antikor izotip
seciminde yardim saglanmasi acisindan olduk¢a 6nem-
lidir (4, 5). Adaptif imminite hicreleri, antijenleri 6zgdl
reseptorlerle taniyarak, klonal olarak ¢ogalirlar ve hizlica
efektor hiicrelere farklilagirlar. Mitojenler in vitro yanit-
hligr uyararak, hiicre ici sinyalizasyon yoluyla hiicre bo-
[inmesini baslatabilen molekillerdir. Fitohemaglutinin
(phytohemagglutinin - PHA) fitomitojen olarak adlan-
dirilan bir lektin olup ginimizde genis kullanim alani
bulunmaktadir (6, 7). PHA’'nin sadece T hicrelerini uya-
rabilme glici bilinmesine karsin, aktive T hiicrelerinin
sitokin salgilariile B hiicrelerini de aktive edebildigi goste-
rilmistir. Bunun yani sira, pokeweed mitojen (PWM) hem
T hem B hiicrelerini uyarabilirken, lipopolisakkaritlerin
(LPS) ise B hiicre proliferasyonunu tetikledigi bilinmek-
tedir. Yine uyarici olarak kullanilabilen CD2, CD3 ve CD28
molekiillerine yonelik monoklonal antikor kokteyli (CD-
Mix) glicli T hiicre yanitlarini uyarmakla beraber, PHA gibi
B hiicre proliferasyonunu da indirekt olarak uyarabilmek-
tedir (5, 8, 9). Bu mitojenler haricinde, cesitli antijenler
(tetanoz toksoidi, kandida antijeni, asi antijenleri), uyarici
sitokinler, konkanavalin A gibi farkli molekiiller de prolife-
rasyon tetikleyici olarak kullanilabilir.
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Lenfosit proliferasyonu calismalarinda temel yontem
(H3)-timidin inkorporasyonudur. Bu yéntemde, timin bazi
analogu olarak kullanilan radyoaktif (H3)-timidin, yeni
bolinmekte olan hiicrelerin DNA’sina baglanir ve olusan
radyoaktivitenin beta sayicisi araciligi ile olglilmesi saye-
sinde hiicre boéliinme hizi hakkinda bilgi elde edilmektedir
(10). Ancak, radyoaktivite kullaniminin gerektirdigi 6zel
kosullar, teknik zorluklar ve en 6nemlisi, cogalan hiicre alt
grubu hakkinda bilgi eksikligi nedeniyle bu yontem yerini
akan hicre olger kullanimi ile gergeklestirilen proliferas-
yon analiz yontemlerine birakmistir (11).

Akan hiicre 6lcer ile proliferasyon analizinin gerceklesebil-
mesi i¢in, florokrom 6zelligine sahip, hiicre membranin-
dan serbestge gecerek hiicre i¢i molekdllere baglanabilen
maddelere ihtiya¢ duyulmaktadir. Karboksifloresein siik-
sinimidil ester (CFSE) floresan &zellige sahip olan, hiicre
icerisine kolayca girebilen ve hiicre yapilari ile glicli bag-
lantilar kurabilen bir madde olarak proliferasyon analizle-
rinde genis kullanim alanina sahiptir. Hiicre proteinlerine
kovalent baglarla baglanan CFSE, her bir mitoz béliinme
sonucu, olusan kardes hiicrelere esit olarak (%50) dagitil-
makta, es zamanli olarak floresan siddeti yariya inmekte-
dir (Sekil 1). Bu sayede, akan hiicre 6lcer cihazinda hiicre
bolinmelerini takip etmek mimkin olmaktadir (12, 13).
Akan hiicre o6lger ile T lenfosit proliferasyon tayininin, im-
miin yetersizliklerin tani ve takibinde énemi bildirilmistir
(14-16).

1.1.1. Calisma Prosediirii

CFSE analizi icin, 6ncelikle lenfositlerin izolasyonu gerek-
mektedir. Periferik kan mononiikleer hiicreler (PBMC),
taze alinmis heparinli vendz kan orneklerinden, fikol yo-
gunluk gradyan yontemi ile saflastirilabilir. Tim asama-
larda sterilite ve hijyene dikkat edilmelidir. Bu amagla,
taze heparinize vendz kan 1:1 oraninda fosfat tampon
¢ozeltisi ile seyreltilir, daha sonra bu karigim, fikol ¢ozel-
tisi lizerine 2:1 oraninda yayilarak 800G’de, 20dk siireyle
santrifdj edilir. Stirenin sonunda fikol ve plazmanin kesi-
sim noktasinda bulunan (interfaz) PBMC’ler toplanarak
bir baska falkon tlipline aktarilarak 2 defa, fosfat tampon
tuz (PBS) ¢ozeltisi ile 300G’de, 5’er dakika sireyle yika-
nir. Sipernatantin uzaklastirilmasinin ardindan pelet, yani
PBMC tabakasi, penisilin, streptomisin, L-glutamin, non-
esansiyel amino asitler, vitaminler, sodyum piruvat ve
fetal sigir serumu ile zenginlestirilmis RPMI (C-RPMI) ile
re-siispanse edilerek 15tk mikropkopunda, tripan dislama
yontemi ile PBMC sayisi belirlenir. PBMC sayimindan son-

ra, hiicre stispansiyonu igerisine, final konsantrasyonu 5
mikro molar olacak sekilde CFSE ¢ozeltisi eklenip birkag
kere pipetleme ile iyice karistirildiktan sonra, 6 dk sirey-
le karanlikta ve sogukta inkiibasyon gergeklestirilmelidir.
Bu asamanin ardindan, hiicreler 2 defa, PBS ile yikanir ve
C-RPMl ile re-siispanse edildikten sonra, tripan mavisi ile
1stk mikroskopu altinda canli hiicre sayisi saptanir. CFSE ile
isaretlenmis PBMC konsantrasyonu, 1 mL RPMl igerisinde
1 x 108 hiicre olacak sekilde ayarlanir ve deney planina

G2 G3

Hiicre Sayisi

CFSE (FL-1)

e

Sekil 1. Karboksifloresein siiksinimidil ester (CFSE) diliisyon
yonteminin sematik gésterimi. Hiicre kiltiriinin baslangicindaki
hiicreler (G0), uyaricilarin etkisiyle, mitoz bolinme gegirirken, her
nesilde, hiicre igerisindeki CFSE boyasi kardeslere yari yariya pay-
lastirilir. Bu sekilde, her bir boélinmede CFSE boyasinin floresan
siddeti %50 oraninda azalmaktadir. Hiicre sayisi mitoz bolinme ile
artarken, her bir hiicre neslinde (G1, G2, G3) floresan siddeti ters
orantili olarak azalmaktadir. Akan hiicre 6lger histogram grafiginde,
en glicli floresan siddetine sahip GO hicreleri en sagda (en glglu
floresan) yer alirken, her bir boliinme ile boya miktari kardes hicre-
lere paylastirildikga, grafikteki hiicre topluluklar sola (distk flore-
san siddetine) dogru kaymaktadir. Baslangigta kullanilan CFSE kon-
santrasyonu oraninda hiicre neslinin goriintilenmesi mimkindur
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gore hicre kiltiirii asamalarina gegilir (8). Bu asamalarda,
deney amacina gore, hiicre mitozunu tetiklemek i¢in uy-
gun uyaranlar secilmelidir. Arastirmaci, incelemek istedi-
gi hiicre grubuna ve arastirmak istedigi patogeneze gore
farkh proliferasyon uyaranlarini, galismasina gore secerek
ve uygun dozlari 6n deneylerle belirleyerek ¢alisma tasa-
rimini yapmahdir. Hiicre kaltiird icin uygun sire, zayif mi-
tojenler ve antijenler i¢in 120 saat, gli¢li mitojenler igin
ise 72 saat olarak 6nerilmekle beraber, yapilan ¢alismanin
Ozelligine gore siire optimizasyonu gereklidir.

Kaltlir asamasindan sonra, PBMC toplanarak, gerekiyor-
sa, incelenecek ylizey molekdllerinin (CD4 - yardimci T,
CD8 - sitotoksik T, CD19 - B, ya da NK hiicre gruplarina
y6nelik CD3, CD16, CD56 gibi) boyanmasindan sonra akan
hiicre o6lger cihazi ile inceleme asamalarina gegilir (Sekil
2). Bu yiizey molekil boyalarinin secilmesinde en 6nemli
nokta, CFSE’nin floresein izotiyosiyanat (FITC) (fl-1) kana-
lindan okunmasi nedeniyle, diger ylizey isaretgilerinin bu
florokrom disindakilerden secilmesidir. Ayrica, CFSE ile
fikoeritrin (PE) kompensasyonunda cesitli zorluklarin ol-
dugu akilda tutulmalidir.

Analiz asamalarinda, eger total proliferasyon incelene-
cekse histogram grafigi, ylizey belirtecleriyle beraber
inceleme yapilacaksa dot plot ya da dansite plot grafik-
leri kullanilabilir. Analizde, 6ncelikle 6nden sagilim (FSC) -
yandan sacihm (SSC) grafiginde lenfositler kapilanmalidir.
Mitoz asamalarinda olan hiicrelerin boyut ve icerigindeki
artislar nedeniyle, daha genis kapi kullaniminin gereklili-
gi akilda tutulmahdir. Grafiklerde, uyarimsiz (US) kosullar
icin yapilan kadranlama sayesinde spontan ¢ogalma sap-
tanirken, bu kadran, mitojen uyarimli kosullara kopyala-
narak degerlendirme yapilabilir (Sekil 3).

Akan hiicre olger ile proliferasyon degerleri, béliinen hiic-
relerin ylzdesi olarak ifade edilmektedir. Ayrica, uyarimh
kosul/uyarimsiz kosul formili ile uyarim indeksi (stimu-
lation index: Sl) olarak elde edilebilen SI degeri, uyarim
glclni gostermektedir. Sl 22, genel anlamda uyarim esi-
gi olarak kabul gérmekle beraber, gliclii mitojenlerin ¢ok
ylksek Sl degerlerini uyarabildigi, bununla beraber anti-
jenik uyarimlarda ise daha diisiik degerlerin dahi pozitif
olarak degerlendirilebilecegi bilinmelidir.
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Sekil 2. Akan hiicre dlger araciligi ile, CFSE boyasi kullanilarak gergeklestirilen proliferasyon galismalari igin yontem ozeti
PBS: Fosfat tampon tuz, PBMC: Periferik kan mononikleer hiicre, CFSE: Karboksifloresein siiksinimidil ester
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Sekil 3. CD4* T hiicre proliferasyonu incelemesine yonelik 6rnek cikti A) Sekilde fitohemaglutinin (PHA) mitojenine cevaben proliferasyon
gorilmektedir. Uyarilmamis kosulda (US), FSC/SSC grafiginde yapilan kapilamanin ardindan, histogram grafiginde total PBMC proliferasyonu
gorilmektedir. CD4 ile ylizey boyamasi yapildigindan, density plot grafiginde CD4* T lenfositlerinin proliferasyonu gorilmektedir. PHA varligin-
da, FSC/SSC grafiginde, mitoz bolinme nedeniyle artmig hiicre yogunlugu ve boyutu gézlenmekte, her bir bélinme ile yari yariya azalan CFSE
sayesinde ise histogram ve dot plot grafiklerinde lenfositlerin prolifere olmalari degerlendirilebilmektedir. Bu analizde, proliferasyon, boliin-
mus hticre ylzdesi olarak ifade edilmistir. B) Jenerasyon analizini gésteren bu figlirde, uyarilmamis kosulda bazal proliferasyon gézlenmekte,
PHA'nin neden oldugu giigli proliferasyona bagh ortaya ¢ikan hiicre nesilleri ise sagdaki temsili grafikte gézlenebilmektedir. Bu analiz, bazi
yazilimlar tarafindan otomatik olarak yapilabilmektedir.

US: Unstimile, PHA: Fitohemaglutinin, PBMC: Periferik kan monontikleer hiicre
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Sonug olarak, lenfositlerin bolinme hizlarinin degerlen-
dirildigi proliferasyon testleri gerek imminolojik aras-
tirmalar gerekse klinik tanida kendisine kullanim alani
bulmaktadir. Akan hiicre o6lger sistemlerinin gelisimine
paralel olarak, proliferasyon testleri de hem kolaylasmis
hem daha fazla bilgi verir hale gelmistir. Cok renkli akan
hiicre olger sistemleri sayesinde pek ¢ok hiicre grubunun
ayni anda incelenmesi mimkindir. Ancak, basarili bir
laboratuvar calismasi icin deneyim gerekmektedir. Farkl
tanilara yonelik farkli hiicre gruplarinin arastirilmasi igin,
ilgili hticre gruplarinin dogru karakterize edilmesi, uygun
mitojenlerle uygun uyarim sirelerinin segilmesi gerekli-
dir. Klinik ile laboratuvarlarin is birliginin ise, en giglii ve
dogru sonuglarin 6n sarti oldugu unutulmamalidir.

2. HUCRE iCi SITOKiN OLCUMU

Sitokinler, dogal ve edinsel immiin yanitta 6nemli gérev-
leri olan araci molekdller olarak fizyolojik streclerin di-
zenlenmesinde kritik roller oynamaktadirlar. Bu ¢éziinir
faktorler, dokuda bulunan hicreler dahil olmak Uzere
cok farkh hiicre alt gruplarinin géciind, aktivasyonunu ve
proliferatif yanitlarini diizenleyerek immiin sistemin re-
glilasyonunda gorev almaktadirlar. Sitokinlerin dogru bir
sekilde tespit edilmesi ve tanimlanmasi saglkta ve has-
talikta bagisikhk sistemi dinamiklerinin anlasiimasi igin
temel 6neme sahiptir. Bu nedenle, biyolojik sivilardaki
tek bir sitokinden ziyade farkh sitokinlerin birlikte deger-
lendirilmesi, gesitli fizyolojik ve/veya patolojik durumlarin
daha iyi arastirilmasi icin optimal bir strateji olabilmek-
tedir (17). Uzun vyillardir sitokin Uretiminin hicresel ve
molekiler diizeyde degerlendirilmesi igin yeni teknikler
gelistiriimeye devam etmekte, insan ve hayvan modelle-
rinde sitokin saptama ydntemleri yogun bir sekilde aras-
tirlmaktadir.

Akan hiicre 6lger cihazi hizh bir sekilde hiicre igi sitokinleri
Olgcen gicli bir analitik tekniktir. Bu teknik sadece sitokin
eksprese eden hicre oranlarini belirlemekle kalmamak-
ta ayni zamanda sitokin salgilayan hicre alt gruplarinin
belirlenmesine de olanak saglamaktadir. Hiicrelerin dis
zarlari antikorlar gibi bylik molekdler yapilara karsi gegir-
gen degildir. Bu nedenle boyama yonteminde hem hiicre
morfolojisinin hem de hiicre i¢i antijenitesinin korunmasi
amaciyla fiksasyon ve permeabilizasyon asamalari mev-
cuttur. Hicre igi sitokin boyama yodnteminde uyarim
sonrasl! hiicreler protein salinim inhibitori ile kisa sireli
inkiibe edilmektedir. Bu asama salgilanan sitokinlerin an-

tijen-spesifik hiicrelerin icinde tutulmasina izin vermekte
ve sonrasinda sitokinlerin ve florokrom isaretli monoklo-
nal antikorlar ile boyanmasini saglamaktadir. Glinimizde
sofistike akan hiicre 6lger cihazlarinin bulunmasi ve cok
saylda hiicre yizey ve hiicre ici molekillerine spesifik
Uretilen florokrom isaretli antikorlarin kullanimi ile ayni
anda farkli hiicre alt gruplarindan salgilanan sitokinlerin
¢ok parametli analizleri yapilabilmektedir. Farkh hiicre alt
gruplarinda hiicrelerin sitokin Gretimi ile ayni anda hiicre
canliliklari ve proliferasyon oranlari eszamanli olarak de-
gerlendirilebilmektedir (18-21).

Sitokin seviyelerinin belirlenmesinde enzime bagh immii-
nosorbent analizi (ELISA), sitokinlerin tek hiicre diizeyinde
belirlenmesini saglayan SPOT olusturan hicre (ELISPOT)
analizi, sinirlayici dilisyon analizi, in situ hibridizasyon ve
semikantitatif polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) teknikleri
kullanilmaktadir. Multipleks boncuk tabanh immiinolojik
testlerin kesfi biyolojik sivilar ve kiltlr Gst sivilarinda si-
tokinler ve ¢oziiniir faktorlerin analiz yaklagimini 6nemli
Olglide degistirmistir. Bu yontemin temel prensibi, ELISA
tekniginin bir versiyonu gibi “kati” bir destek olarak goérev
yapan spesifik antikor kapli mikroboncuklarin kullanimi-
dir. Mikroboncuklar, florokrom ile isaretlendiginden akan
hiicre 6lcer cihazlari tarafindan tespit edilebilmektedir.
Ornekle mikroboncuklarin inkiibasyonu sonrasi bakilma-
st hedeflenen sitokin mikroboncuk {izerindeki antikoruna
baglanir. Farkli bir florokrom ile konjuge sekonder anti-
korun eklenmesi sitokin-mikroboncuk kompleksinin akan
hicre o6lger cihazinda tespitine olanak saglamaktadir.
Sitokin dizeylerinin konsantrasyon dozlari bilinen stan-
dartlarla hazirlanan standart egrilerin kullanimi yoluyla
belirlenmektedir. Farkli boyuttaki ve/veya farkli floresan
yogunluguna sahip boncuklarin bir arada kullanimi, bu
yontemin kullanilabilirligini artirmakta ve bu 6zellik sa-
yesinde ayni 6rnekte es zamanli olarak 100 analiti deger-
lendirmek miimkiin olabilmektedir. Farkl ticari saticilar
tarafindan uretilen gesitli multipleks boncuk tabanli test
kitleri bulunmaktadir. Bu kitlerin her biri kullanilacak o6r-
negin hacmi (genellikle 15-50 plL arasinda degisen), test
suresi (inkiibasyon ve yikama adimlarinin siiresine bagl
olarak ortalama olarak sadece birkag saat), mikroboncuk-
larin yapisi ve testin duyarhligi gibi farkli 6zelliklere sahip-
tir. Multiboncuk tabanli kitler insan, fare ve sigan kaynakli
¢Ozinebilir proteinlerin, immiinoglobulinlerin ve sinyal
iletiminde rol oynayan faktorlerin analizlerine olanak sag-
lamaktadir (22, 23).
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2.1. Periferik Kan Mononiikleer Hiicre izolasyonu

Hicre igi sitokin analizlerinde siklikla periferik venoz kan
kullanilmaktadir. Periferik kan heparin iceren tiplere
alinmakta ve 8 saat oda isisinda islem oncesi gerekirse
muhafaza edilebilmektedir (19). Taze izole edilmis PBMC
deneysel asamalarda ¢ok sik kullanilan hiicrelerdir. PBMC
izolasyonunda Ficoll-Histopaqu (Fikol) gradiyent santrifj
yontemi kullanilmaktadir. Bu yontemde fosfat tuz ¢ozelti-
si (PBS) ile dillie edilen veya dillie edilemeyen heparinize
kan 1:2 (Fikol:Periferik kan) oraninda fikol ¢ozeltisi lize-
rine yayilarak oda isisinda 1800 rpm’de 20 dakika sant-
rifiij sonrasi PBMC tabakasi dikkatlice toplanarak canlilik
analizleri ve hiicre sayimlarinin ardindan deneysel asama-
larda kullanima hazir hale gelmektedir. Fikol ile santrifij
yonteminde PBMC disinda plazma 6rnekleri de izole edi-
lebilmekte ve plazma sitokin diizeyleri ELISA ve boncuk
tabanlh akan hiicre dlcer yontemleri gibi farkh yontemler-
le analiz edilebilmektedir (24, 25). PBMC'ler taze olarak
¢alisiimak istenmedigi durumlarda %90 fetal sigir serumu
ve %10 dimetilsilfoksit (DMSO) icinde polipropilen 6zel
kriyotiplerde dondurulabilir (26). Hicreler kisa siirede
kullanilacak ise -80°C derin dondurucu veya uzun sireler-
de likit sivi nitrojen tanklarinda donmus halde muhafaza
edilebilmekte ve deneysel asamalarda kullanilacaklari
zaman uygun metotlarla ¢ozdirilip kullanilabilmektedir
(27).

2.2. Lenfositlerin in vitro Kisa Siireli Kiiltiir Asamalari

Hicrelerin in vitro aktivasyon asamasinda Stafilokok en-
terotoksin B, forbol esterleri/kalsiyum iyonoforlari ve fito-
hemaglitininler gibi poliklonal aktivatorler sitokin Greten
hiicrelerin uyarilmasi ve karakterizasyonu icin kullanil-
maktadir. Lenfositlerin kisa sireli in vitro kiltlir asama-
larinda negatif kontrol olarak uyaran eklenmemis hiicre
slispansiyonu, pozitif kontrol olarakta antijen, kostimdla-
tor molekdller (anti-CD28 ve anti-CD49d antikorlari) veya
sitokin salinim uyaranlari ile spesifik veya non-spesifik
olarak uyarilmis hiicreler kullaniimaktadir. CD80 (B7-1)
ve CD86 (B7-2)'nin ligandi olan CD28 molekill T hiicre-
leri icin etkili bir kostimilator molekildir (28). Pozitif
uyaran olarak en sik olarak forbol 12-miristat 13 asetat
(PMA) / ionomisin kullaniimakta ve béylece kostimulator
molekile ihtiya¢ duyulmadan T lenfositlerinin uyarimi
saglanmaktadir. Bununla birlikte PMA/ionomisinin opti-
mal uyarim dozlari (50 ng/ml ve 250 ng/ml, sirasiyla) bile
hicreler igin toksik etki olusturabilmekte ve bu nedenle
deney sartlarina gore farkli uyaran doz ve siresinin belir-
lenmesi gerekmektedir. Stafilokokal enterotoksin A veya

Stafilokokal enterotoksin B enterotoksinleri T hiicre uyari-
mi igin 100-1000 ng/ml’lik optimal dozlarda kullaniimakta
ve sliper antijen gorevi gorerek T hiicre reseptoriniin de-
gisken beta (VB) zincirleri yoluyla T lenfosit aktivasyonu-
nu saglamaktadir (29). Pokeweed mitojeni gibi mitojenler
veya saflastiriimis anti-CD3 monoklonal antikoru da T
lenfosit uyarimi igin kullanilmaktadir (30). Bakilmasi he-
deflenen sitokinlere spesifik pozitif kontrol olabilecek uy-
gun uyaranlarin segilmesi 6nemlidir. Yukarida bahsedilen
uyaranlar bircok sitokinin salinimini uyarmakla beraber
lipopolisakkarit veya farkh ajanlar da bakilmasi hedefle-
nen sitokin tirlerine spesifik olabilmektedir. Ornegin hem
interferon-gamma (IFN-y) hem de LPS’in birlikte kullanimi
insan PBMC'lerden interlokin-12 (IL-12) salinimini uyar-
maktadir. Antikorlarin satin alindigi ticari firmalarda farkh
hiicre alt gruplarinda hangi tip uyarimlarin hangi sitokin
salinimi artirdigi ile ilgili web sitelerinde glincel kilavuz-
lar bulunmaktadir. Uyaranlar eklendikten sonra hiicre
siispansiyonu deney prosediriine gore farkl sirelerde
37°C’'de %5 CO,’li ortamda inkiibe edilmektedir. inkiibas-
yon siresi kiltlir sartlarinda farkh uyaranlarin hiicrelere
etki etmesine veya bakilmasi hedeflenen antijen uyarimi
ise antijen sunumunun gerceklesmesine olanak sagla-
maktadir.

2.3. Sitokinlerin Hiicre ici Depolanmasi

Hicrelerin uygun ajanlarla inklibasyonun ardindan, Bre-
feldin A (BFA) 10 pg/ml son konsantrasyon olacak sekilde
hiicre plaklarina eklenir. Bir mantar metaboliti olan Bre-
feldin A (BFA), Golgi aygitinin yapisini ve islevini bozan bir
etki gostererek sitokinlerin sekresyonu engellemekte ve
hiicre iginde tutulmasina olanak saglamaktadir. Alterna-
tif olarak, monensin’de ayni amagla kullanilabilmekte ve
bazi durumlarda BFA’ya gore avantajlar sunabilmektedir.
BFA’nin lenfositlerde CD69 ekspresyonunu inhibe ettigini
gosteren c¢alismalar bulunmakta ve BFA yerine monensin
kullanimi tercih edilebilmektedir (31, 32). Hiicre ici sitokin
dizeylerinin belirlenmesinde timor nekroze edici faktor
(TNF)-aigin 4 saat, 8 saat (IFN-y ve IL-2) ve hatta 12 saat
(IL-12) inkGbasyon sureleri gerekebilmektedir (33). Farkli
sitokinler icin inkiibasyon sireleri ve metodolojik degis-
kenler konusunda antikor firma Ureticilerinden ve litera-
tur calismalarindan 6neri alinabilmektedir.

2.4. Hiicre igi Sitokin Boyama Asamalari

Hicrelerin uyariimasini takiben hiicrelerin ylizey boyama
asamalarina gegilir. Bakilmasi hedeflenen hiicrelerin yu-
zey belirtegleri eger fiksasyon asamasindan etkilenmiyor-
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sa hicre sispansiyonuna fiksasyon sollisyonu eklenerek
kullanilan ticari kitin markasina gore hiicreler oda isisi
veya buz lzerinde inkibe edilir. Monoklonal antikorlarin
¢ogunlugu hiicre yizeyinde fikse edilmemis epitoplara
daha iyi baglanabildiginden deney planlanirken bu duru-
mun dikkate alinmasi gerekmektedir. Cogu arastirmaci
fikse edilmemis hiicreleri ilk asamada yiizey molekiille-
rine spesifik antikorla boyamakta, ardindan fiksasyon ve
permeabilizasyon sonrasi hiicre ici antijenlere spesifik
antikorlarla boyamay tercih etmektedir. Hiicrelerin fik-
sasyon ve permeabilizasyon asamalariyla sitokinin hiic-
re icine immobilizasyonu saglanmaktadir. Bu asamada
saponin iceren deterjanlar hiicre zarlarinin permeabilize
edilmesinde kullanilmakta ve anti-sitokin monoklonal an-
tikorlar kullanilarak hiicrelerin boyanma asamalarina ge-
cilmektedir (34). Fiksasyon ve permeabilizasyon asamalari
bakilmasi hedeflenen sitokinlere spesifik monoklonal an-
tikorlarin hiicre zari, sitosol ve endoplazmik retikulum ile
golgi aygitina penetrasyonuna olanak saglamaktadir. Bir-
cok antikor tedarikgisi tarafindan tescilli fiksasyon ve per-
meabilizasyon kitleri bulunmaktadir. Bu kitler kullanima
hazir ve basit protokoller saglamakla beraber arastirmak
istenilen hiicre alt gruplari, hedef sitokinler i¢in optimal
kitlerin secilmesi 6nemlidir. Akan hiicre o6lger sistemi ile
hiicre ici sitokin tayini teknik olarak zorlayici olabilmekte
ve her bir deney dizenegi icin arastirmacilar tarafindan
optimize edilmesi gerekebilmektedir. Yapilacak deney di-
zenegine gore ve laboratuvarinizda bulunan akan hiicre
Olger cihazinin lazer opsiyonlari géz oniine alinarak uy-
gun florokrom isaretli monoklonal antikorlarin secilmesi
gerekmektedir. Bakilmasi hedeflenen hiicre alt gruplarin-
daki ylizey molekiilleri ve salgiladiklari sitokinlere yonelik
piyasada bulunan florokrom isaretli monoklonal antikor-
lar ile kag renkli boyamalarin yapilabilecegi planlanma-
lidir. Tek lazerli akan hiicre oOlger cihazlarinda sadece 3
farkh florokrom isaretli antikor kullanilirken glinlimizde
cok lazerli teknolojik akan hiicre élger cihazlarinin Giretimi
ile ayni 6rnekte 50 veya daha fazla farkh antikor kullani-
larak ¢cok renkli analizler yapilabilmektedir (29, 35). PBMC
orneklerinde sitotoksik CD3*CD8* T ve yardimci CD3*CD4*
T lenfositlerinde hiicre igi IFN-y ve TNF-a sitokin tayini
tespitinde kullanilan temel deney protokoli asagida mad-
deler halinde 6zetlenmistir.

Akan hiicre Olger cihazinda hiicre i¢i boyama teknikleri
kullanilarak birgok protein ve molekiller tespit edilebil-
mektedir. Bu yontem hiicresel fonksiyonlar ve sinyal yo-
laklarinin ayrintilh analizlerine de imkan saglamaktadir.

Hiicre ici boyama yonteminin hassasiyeti ve ayni érnekte
akan hiicre cihaziile ¢ok farkl analizlerin yapilabilmesi im-
minoloji, onkoloji ve gelisim biyolojisi gibi cok farkl alan-
larda hiicresel dinamiklerin karmasik diinyasina dair ¢ok
degerli perspektifler sunmaya devam etmektedir.

Materyaller
1. Kimyasal ¢ozeltiler ve maddeler

- Heparinize tam kan: Periferik venoz kan (10 ml) sod-
yum heparinli vakumlu tiplere alinir.

- Zenginlestirilmis RPMI-1640 (zRPMI-1640) kiiltiir be-
siyeri: %10 fetal sigir serumu, 1 mM sodyum piriivat,
%1 MEM (Minimal esansiyel medium) non-esansiyel
aminoasit ve vitamin solusyonu, 2 mM L-glutamin, 100
U/ml penisilin, 100 pug/ml streptomisin, 50 UM 2 mer-
kaptoetanol iceren RPMI-1640 kiiltlr besiyeri.

- Aktivasyon antijenleri (Opsiyonel): Antijenlerin her
biri (Stafilokok enterotoksin B, sitomegaloviriis pp65
proteini, HIV p55 gag peptid karisimi vb. kullanim doz-
lari kiltir sartlarina gore belirlenir) ve kostimulator
molekuller (anti-CD28, CDmix vb) PBS icinde hazirla-
nir.

- PMA: 200 mg/ml %100 ethanolde ¢oéziindurilerek ve
son kullanim konsantrasyonu 50 ng/ml’ye ayarlanir
(-20°C’de saklanir).

- lonomisin (Ca% tuzu): 10 mM ionomisin dimetilstlfok-
sitte (DMSO) c¢oziindirilerek son kullanim konsant-
rasyonu 250 ng/ml’ye ayarlanir (-20°C’de saklanir).

- BFA: 5 mg/ml DMSO’da ¢6ziindirtilerek son kullanim
konsantrasyonu 3 mg/ml’ye ayarlanir (-20°C’de sakla-
nir).

- Florokrom isaretli monoklonal antikorlar: insana spe-
sifik anti-CD45-BvV421™, -CD3-BV785™, -CD4-APC,
-CD8-FITC, -IFN-y-PE-Cy7 ve -TNF-a-APC-Cy7 antikor-
lari.

- Hiicre fiksasyon soliisyonu: Ticari firmalardan temin
edilir.

- Hiicre permeabilizasyon yikama soliisyonu: Ticari fir-
malardan temin edilir.

- Fiksasyon tampon ¢ozeltisi: %1 paraformaldehitli PBS
¢Ozeltisi
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- Yikama tampon g¢ozeltisi: %1 sigir serum alblmin ice-
ren PBS ¢ozeltisi

2. Ekipmanlar

- 24 kuyucuklu kaltar plag

- 37°C, %5 CO, inkubator

- Akan hiicre 6lcer cihazi (En az 6 parametreli)
Metod

1. Ornek toplanmasi

- Taze alinmis periferik kandan fikol gradiyent yontemi
ile PBMC ayirimi

- zRPMI-1640 medium icinde PBMC’lerin siispanse edil-
mesi, canhlik tayininin yapilmasi ve 2x10° hiicre/ml
olacak sekilde hiicrelerin hazirlanmasi

2. Hiicrelerin aktivasyonu

- Antijen veya uyaranlarin derin dondurucudan alinip
¢ozlindirilmesi

- Kisa sireli kiiltiir: Hiicrelerin (bakilmasi istenen sito-
kinlere gére uyarim suresi degiskenlik gosterir) PMA
(50 ng/ml), iyonomisin (250 ng/ml) ve BFA (3 pg/ml)
ile uyarim asamasi hiicre igi sitokin salinimi i¢in gicli
bir uyari ve sitokinlerin Golgi cisimciginde toplanmasi-
na neden olur. PBMC'’ler 4 saatlik PMA, iyonomisin ve
BFA ile 37°C’de 4 saat inkibe edilir.

- Uzunssiireli kiiltiir: Spesifik antijenlerle T hiicre (M. tu-
berculosis spesifik sitokin salinimi icin ESAT-6 ve CFP-
10 antijen uyarimi vb.) uyariminin saglanmasi PMA ve
iyonomisine gore daha fizyolojik bir uyarim olusturur.
BFA varligl antijen sunum slrecini etkileyeceginden
BFA’nin kiltiirlin son 18 saatinde kullanimi tercih edil-
mektedir.

Notlar

- BFA veya monensin bazi antijenlerin hiicre ylizey eks-
presyonunu etkileyebilmektedir. Monensinin hiicre
olimlnl daha fazla tetikledigi gosterilmistir ve bu
ylzden uzun inklibasyon siirelerinde BFA tercih edile-
bilir.

- PMA’nin olgunlagsmamis fare timositleri, insan PBMC
ve CD4 pozitif insan timor hiicre hatlarinda CD4 mo-
lekil ekspresyonunu azalttigina dair ¢alismalar bulun-

maktadir (36). Arastirmacilarin transport inhibitérle-
rinin hicre yizey molekil ekspresyonuna etkilerini
bilmeleri gerekmektedir.

- Bazi durumlarda klonal popiilasyonlarda bile hiicrele-
rin timi senkronize olarak sitokin salgilamamaktadir.
Stimiilasyon ve fiksasyon asamalari arasindaki siireler
sonuglar agisindan ¢ok dnemlidir.

2.5. Hiicrelerin Boyanma Agsamalari

Fc reseptorlerinin blokasyonu

a. Fc reseptorlerini bloke eden reaktifler, spesifik olma-
yan immiinofloresan boyamanin azaltilmasinda fay-
dal olabilmektedir. Fc reseptorleri, immuiinofloresan
boyama icin kullanilan ayni izotip antikorlarla veya PBS
icinde %10 fetal sigir serumun ile +4°C’'de 15 dakika
inkibasyonla bloke edilebilir (37).

« Hiicre yiizey boyamasi

a. Stimile edilmis hiicreler PBS ile 300g 5 dakika santri-
fj edildikten sonra PBS veya zRPMI-1640 besiyerinde
sispanse edilir.

b. 100 ml hiicre siispansiyonuna (5x10* hiuicre/tup) bakil-
masi istenen hiicre yilizey molekiillerine spesifik flo-
rokrom isaretli monoklonal antikorlar (insana spesifik
anti-CD45-Bv421™, -CD3-BV785™, -CD4-APC ve -CD8-
FITC antikorlari) pipetlenerek 30 dakika +4°C veya oda
Isisinda inktbe edilir.

c. Inkiibasyon sonrasi hiicrelere 2 kez yikama tampon
¢oOzeltisi ile 300g 5 dakika santrifij edilir.

« Fiksasyon ve permeabilizasyon asamasi

. Stspanse edilmis hiicrelere 250 ml fiksasyon/perme-
abilizasyon soliisyonu varliginda 20 dakika 4°C’'de 15
dakika inkiibe edilir.

Q

Not: Hiicrelerin birbirlerine yapismasi fiksasyon/perme-
abilizasyon sollisyonunun eklenmesinden sonra vorteks
yaparak onlenebilir.

b. Hiicreler 2 kez permeabilizasyon yikama sollisyonu ile
300g 5 dakika santrifj edilir.

Not: Hiicreler permeabilize olduklarindan o6zelliklerinin
korunmasi amaciyla yikama tampon ¢ozeltisi yerine per-
meabilizasyon yikama sollisyonun kullanilmasi gerekmek-
tedir.
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c. Hicrelere 50 ml permeabilizasyon yikama sollisyonu
eklenir.

d. Sispanse edilmis hiicrelere florokrom isaretli insana
spesifik IFN-y-PE-Cy7 ve TNF-a-APC-Cy7 antikorlari ek-
lenir. Spesifik olmayan baglanmalarin 6nlenmesi ama-
ciyla anti-sitokin antikorlari ile ayni konsantrasyonda
incelenecek antikor ile ayni immiinoglobulin alt tipi ve
florokrom isaretli sican kaynakli antikorlar olan izoti-
pik kontrol antikorlari veya boyasiz hiicre siispansiyo-
nu kullanilabilir.

e. 20 dakika +4°C’de inkiibasyon asamasi

f. Permeabilizasyon yikama sollisyonu konularak 300g’
de 5 dakika santrifiij edilir.

g. Hucreler 500 ml of fiksasyon tampon ¢ozeltisinde fikse
edilir. Tipler akan hiicre dlger cihazinda analiz yapila-
na kadar +4°C karanlikta saklanir. Orneklerin 24 saat
icinde okunmasi énerilmektedir.

o Akan hiicre dlger analiz agamasi

a. Akan hiicre cihazinin boncuk ve kalibrasyon yazilimlari
ile ayarlari yapilr.

b. Hiicre slispansiyonunda debrilerin eliminasyonu igin
onden sacilim (FSCH) dedektoriinde esik deger ayarla-
nir.

c. Hucreler cihazdan gecerken 6nden (FSC) ve yandan sa-
¢ihm (SSC) deketorleri yardimiyla cihaz yaziliminda uy-
gun hiicreler kapilama stratejisiyle segilir ve bakilmasi
hedeflenen sitokin ve hiicre alt gruplarina gére analiz
histogramlari hazirlanir. Sekil 4’'de PBMC'lerin 4 saat
PMA, iyonomisin ve BFA uyarimindan sonra CD4 eks-
prese eden yardimci ve CD8 eksprese eden sitotoksik
T lenfositlerinde hticre igi IFN-y ve TNF-a. ekspresyon
analizi gorilmektedir. Akan hiicre o6lger cihazlarinda
bulunan farkli yazilimlar her bir érnegin ¢ok paramet-
reli analizine olanak vermektedir. Antijene 6zgi yanit-
larin analizinde uyarilmamis bir numunedeki pozitif
ylzdeyi, antijenle uyarilmis sonuglardan farki alinarak
tespit edilmektedir.

3. DOGAL OLDURUCU HUCRELER - SITOTOKSISITE
ANALizi

3.1. Dogal Oldiiriicii Hiicreler

Dogal oldurtcl (NK) hiicreler, kemik iligi kokenli olup, en-
fekte hiicreleri ve timor hiicrelerini direkt sitotoksik etki

ile 6ldurebilen blyilik grantlli lenfositlerdir. NK hiicrele-
ri tasidiklari aktive ve inhibe edici reseptorler araciligiyla
timor veya virlsle enfekte hiicreleri 6ldariirken ayni za-
manda olusturduklari inhibitor sinyaller ile saglikh otolog
hicrelere karsi tolerans olusturmaktadirlar (38). Periferik
kan NK hiicreler yizeylerinde, T hiicre belirteci olan CD3
antijenini ifade etmeyen, CD16 (FcyRIIIA) ve CD56 (noral
hicre adezyon molekili) molekillerini ifade eden hiicre-
ler olarak tanimlanmakta ve saglikl insanda periferik kan
lenfositlerinin yaklagik %5-15"ini olusturmaktadirlar (39).
Periferik kan NK hiicreleri, gli¢li sitokin salgilama yetene-
gine sahip CD169%%CD56Y%s¢k (%10) ve dogal sitotoksisite-
den sorumlu CD16¥¥ekCD56%%% (%90) NK hicreleri olmak
Uzere iki alt gruba ayrilmaktadir (40-42). Ayni zamanda
NK hticreleri son yillarda dogal lenfoid hicrelerin (ILC) bir
alt grubu olan ILC1 hiicre alt grubunun sitotoksik hiicre
grubunda siniflandiriimaktadir (43).

3.1.1. Dogal Oldiiriicii Hiicrelerinin Sitotoksik
Fonksiyonlari

NK hicreleri herhangi bir uyaridan bagimsiz olarak hedef
hiicreyi taniyip hicresel sitotoksik mekanizma araciligiyla
oldirme yetenegine sahiptir. Antikora bagimli hicresel
sitotoksisite araciligl ile hiimoral bagisiklik sistemiyle is-
birligi yaparak imminoglobulin G (IgG) antikorlari ile kaph
hedef hiicreyi ortadan kaldirirlar (44, 45). NK hiicreleri re-
septorleri ile hedef hiicre ylizeyinde bulunan ligandlari ile
etkilesimi sonucunda “dogal” veya “spontan” sitotoksisi-
te mekanizmasiyla hedef hicreyi 6ldurebilmektedir (45).
Sitotoksik T lenfositleri de NK hiicrelerine benzer sekilde,
virls ve timor antijenlerinin MHC sinif | molekdlleri araci-
hgiyla hedef hiicreyi sitotoksik aktivite ile 6ldiirme kapasi-
tesine sahip olan hiicrelerdir. NK hiicreleri MHC sinif | den
bagimsiz olarak enfekte hiicreleri tanir ve sahip oldugu li-
zozamal enzimler yardimi ile sitotoksik aktivite gosterirler
(44, 46). NK hicrelerinin hedef hicre ile temasina bagli
olarak o6ldiirme programi tetiklendiginde lizozomlarda
bulunan ve ekzositoz ile salgilanan sitotoksik proteinler
olan perforin ve granzimler salgilanir (47, 48). Perforin
hedef hiicre ylizeyinde gozenek olusturarak granzim en-
ziminin hiicre igine girisini saglar ve kaspaz aktivasyonunu
baslatarak hedef hiicrenin lizizine neden olur (49). Grandl
aracili hedef hiicrenin apoptozisi disinda, NK hiicrelerinin
yuzeylerin de bulunan TNF (timor nekroze faktor) iliski-
li apoptoz indiikleyen ligand (TRAIL) ve Fas ligand (FaslL)
gibi molekdllerle, hedef hiicre zarinda bulunan Fas ve
TNF benzeri hiicre 6lim reseptorleri ile etkilesime girerek
apoptozisi tetiklemektedir. NK hiicreleri hem anti-viral
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Sekil 4. Yardimci ve sitotoksik T lenfositlerinde hiicre igi sitokin saliniminin akan hiicre 6lger sisteminde degerlendirilmesi

A) PBMC'lerin kisa stireli uyarim asamasini takiben hiicre yiizey molekdlleri (CD45, CD3 ve CD4), fiksasyon ve permeabilizasyon agamalar
sonrasi sitokin (IFN-y ve TNF-a) spesifik florokrom isaretli monoklonal antikorlarla boyama asamalari gérilmektedir. B) PBMC akan hicre
cihazindaki analizlerinde CD45 eksprese eden |6kosit kapisinda CD45*CD3*CD4* yardimci ve CD45'CD3*CD8* sitotoksik T hiicrelerinde IFN-y ve
TNF-a salgilayan hiicre dot plot analiz sonuglari verilmistir.

hem de bagisikligi artirici 6zelliklere sahip olan interferon
gamma (IFN-vy) sitokinini salgilar. IFN-y uyarisi ile NK hiicre
ylzeyinde FasL ve TRAIL reseptorlerinin ifadesi artmakta
ve hedef hiicre NK hiicreleri tarafindan yok edilmektedir
(Sekil 5) (50, 51). NK hicrelerinin diger bir sitotoksik fonk-
siyonu antikor bagimli hiicresel sitotoksisitedir. Bu meka-

nizmada, virUs ile enfekte olmus hiicrelere ya da timor
hicresine baglanan IgG1 ve IgG3 yapidaki antikorlarin Fc
bolgesine NK hiicre ylizeyinde eksprese olan ylksek afini-
teli FcyRIIIA (CD16) reseptorl baglanarak hedef hiicrenin
ortadan kaldirilmasi saglanmaktadir (52).
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Sekil 5. NK hiicre aracili hiicre éliimiine
ait yolaklar. Granil aracili hiicre 8limu ve
TRAIL ve FasL aracili hiicre 6limi

NK: Dogal 6ldirlci, TRAIL: Tumor nekroze
faktor iliskili apoptoz indikleyen ligand,
FASL: Fas ligand
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Sekil 6. NK hiicre yetersizligi icin tanisal
algoritma (51)

3.1.2. Dogal Oldiiriicii Hiicre Yetersizlikleri ve
Siniflandirilmasi

Bircok hastalik, ilag, enfeksiyon ve bazi fizyolojik durumlar
NK htcre sayilarini ve/veya islevini etkileyebilmektedir.
Bundan dolayi izole NK hiicre yetersizlik tanisini distine-
bilmek i¢in, hastanin NK hiicre sayisi ve fonksiyonunun
bozuk olmasi ve ayni zamanda hastanin klinigi ile de bu
durumun uyumlu olmasi gerekmektedir (51). NK hiicre
yetersizligi, periferik kanda NK hiicrelerinin bulunup bu-
lunmamasina bagh olarak iki ana tipe ayrilabilir. Klasik NK
hicre yetersizliginde periferik kan lenfosit popilasyonun-
da NK hiicreleri olmadigindan fonksiyonlari da saptana-
mamaktadir. Fonksiyonel NK hiicre yetersizliginde ise,

NK: Dogal éldiricu

periferik kan populasyonunda NK hiicreleri bulunmakta
fakat fonksiyonel aktivite gostermemektedirler. NK hiicre
yetersizligi konjenital olan veya olmayan, ciddi ve siklikla
olimcdl viral enfeksiyonlarla birlikte maligniteye yatkin-
lik ile seyreden bir primer immiin yetersizlik (PiY) olarak
bilinmektedir (Sekil 6) (51, 53). NK hiicre fonksiyonunun
bozukluguna bagl en iyi bilinen PiY drnegi perforin ek-
sikligi olup fonksiyonel testler akan hiicre 6lger cihazinda
saptanabilmektedir.

3.2. Sitotoksik Aktivite Tayininde Kullanilan Yontemler

NK hicrelerinin sitotoksik aktivitelerinin saptanmasinda
cesitli yontemler kullanilmaktadir. 1Cr salinim y6ntemi,
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akan hiicre 6lger cihazinda NK bagimli litik kapasiteyi Ol¢-
mek icin CFSE isaretli K562 hedef hiicre lizisine dayali yon-
tem ve son yillarda NK hiicre degranilasyonu igin iyi bir
belirte¢ olan CD107a ekspresyonu gibi yontemler kullanil-
maktadir (Sekil 7) (54, 55).

3.2.1. **Chromium Salinim Deneyi

NK hiicre sitotoksik aktivitesinin belirlenmesinde yaygin
olarak kullanilan *!*Chromium deneyi ilk kez 1964 yilinda
5IChromium salinim deneyi olarak tanimlanmistir (56).
Bu yontemde kullanilan hedef hiicre, genellikle kronik
myeloid I6semi hastalarindan elde edilmis, MHC sinif |
molekiliinii ylzeyinde ifade etmeyen K562 hicreleridir
ve radyoaktif >'Cr ile inkiibe edilmektedir. Radyoaktif 5'Cr
isaretli hiicrelere efektor hiicreler (NK) eklenerek farkli in-
kiibasyon suresi (genellikle 4 saat) sonrasinda, hiicre lizisi
ile ortama salinan radyoaktif prob (*'Cr) 6l¢im yapilmak-

tadir. Hedef hiicrelerden salinan >'Cr orani, NK hicreler
tarafindan oldarilen hedef hiicreler ile dogru orantili
olup 6lgiilen *Cr miktarina gére NK hiicre sitotoksik orani
belirlenmektedir. Ancak kullanilan molekilin radyoaktif
olmasi ve °!Cr yarilanma siresinin kisa olmasi nedeniyle
yeni teknikler tercih edilmeye baslanmistir (Sekil 8) (57).

3.2.2. K562 Hiicre Lizisine Bagh Sitotoksik Aktivite Tayini

NK hiicrelerin sitotoksik aktivitesinin degerlendirilmesin-
de kullanilan diger bir yontem CFSE isaretli K652 hiicrele-
rinin, efektor hiicreler tarafindan lizisine dayanmaktadir.
Efektor hiicre olarak kullanilan PBMC, fikol-histopak yon-
temi ile izole edilir. izole PBMC’ler disinda manyetik hiic-
re ayirimi gibi yontemlerle saflastirilan NK hiicreleri de
efektdr hiicre olarak kullanilabilmektedir. ikinci asamada,
hedef olarak kullanilan K562 hiicreleri yesil floresan renk
veren CFSE (5 mM) ile +4°C de 10 dk inkiibe edilerek isa-

&

Sekil 7. NK Hiicre
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Sekil 8. XChromium
salinim deney agsamalan
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retlenir. CFSE isaretli K562 hedef hiicreler ile saflastiriimis
NK hicreleri veya PBMC'ler ile farkli E:T (efektor:target)
oranlarinda(1:1, 5:1, 12.5:1, 25:1) 4 saat boyunca 37°C'de
inkiibe edilirler. inkiibasyonu takiben 6lii hiicrelerin belir-
lenmesi amaciyla kirmizi floresan veren propidyum iyodir
(PI) eklenerek +4°C’de 15 dk inkiibe edilir ve akan hiicre
Olger cihazindan gegirilerek analiz yapilir. Canh K562 hiic-
releri sadece yesil floresan renk verirken, 6l K562 hiicre-
leri hem yesil hem de kirmizi floresan renk vermektedir.
Akan hiicre olger cihazinda iki parametreli logaritmik his-
togramlar kullanilarak 6li ve canli hiicrelerin ylizdesi be-
lirlenmektedir (Sekil 9) (54).

3.2.3. Dogal Oldiiriicii Hiicre Degraniilasyon Belirteci -
CD107a Tayini

NK hicrelerinin sitotoksik aktivitelerinin tespitinde kulla-
nilan diger yéntem akan hiicre o6lger sisteminde CD107a
(LAMP-1, lizozom bagh membran proteini-1) belirtecinin
Olgllmesidir. Calismalar, CD107a’nin NK ve aktive CD8*
T hiicrelerinin degranilasyon belirteci oldugunu gos-

termektedir (54, 55). Daha 6nce de belirtigimiz gibi NK
hiicrelerin sitoplazmasinda perforin ve granzim gibi litik
graniller bulunmaktadir. Hedef hiicre ile karsilastiklarin-
da gerekli reseptor etkilesimleri sonrasi litik grandl igerik-
lerini hedef hiicre zarina bosaltirlar (42). Degraniilasyon
gerceklestiginde sekretuar lizozomlar da ortama salinir ve
lizozomla iliskili membran proteini olan CD107a NK hiic-
resinin ylzeyine tasinir ve antikorla tespit edilebilir (55).
Bu yontemde ilk olarak, NK hicreleri ylzeyindeki bazal
CD107a degeri floresan isaretli anti-CD107a antikoru ile
boyanarak belirlenir. Uyarim asamasinda NK hiicreleri flo-
resan isaretli anti-CD107a antikoru varliginda hedef hiic-
reler (K562) ile 10:1 (E:T) oraninda IL-2/IL-10 ile yaklasik
5 saat 37°C’'de inkiibe edilir. Ayni zamanda pozitif kontrol
olarak NK hucreleri, phorbol-12-miristat-13-asetat/iyono-
for (PMA/I) ile de inkiibe edilir. inkiibasyon sonrasi hiicre-
ler %1'lik paraformaldehit ile fiske edilir ve CD3, CD16 ve
CD56 monoklonal antikorlar kullanilarak NK hiicrelerinde
ifade edilen CD107a akan hiicre 6lger cihazinda analiz edi-
lir (Sekil 10) (54, 55).
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Sekil 9. Akan hiicre dlger cihazinda K562 hiicre lizisine bagh sitotoksik aktivite tayini

PBMC: Periferik kan mononikleer hiicreler, CFSE: Karboksifloresein siksinimidil ester, E:T: Efektor:Target, Pl: Propidyum iyodr
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Sekil 10. Akan hiicre 6lcer cihazinda CD107a belirtecine bagh sitotoksik aktivite tayini
PBMC: Periferik kan mononikleer hiicreleri, E:T: Efektor:Target, PMA: Forbol miristat asetat
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Boliim 7

Kronik Granilomatdz Hastalikta Tanisal Yaklasim

Prof. Dr. Mustafa Yavuz KOKER

1. KRONiK GRANULOMATOZ HASTALIK

Nadir hastaliklar grubunda yer alan kronik graniilomatoz
hastalik (KGH) notrofil NADPH oksidaz enzim fonksiyon
bozuklugu ile seyreden ve 6zellikle gocukluk déneminde
gorilen bir primer immin yetersizlik (PiY) hastaligidir.
KGH, etkilenen NADPH-oksidaz Unitesine bagl olarak
X-bagh veya otozomal resesif (OR) gecis gosterebilir. En
yaygin gorilen genotip X kromozomunda yerlesik olan
sitokrom b-245 beta (CYBB) geninde olusan mutasyon
sonucu gp91-phox protein defektinin gorildigi X-bagh
(X-KGH) formdur. KGH diinya genelinde ozellikle bati
toplumlarinda yayginhg X-KGH (%60) ve OR KGH %40
seklindedir. KGH’in OR formu ise nétrofil sitozol faktori
1 (NCF1), NCF2 ya da sitokrom b-245 alfa (CYBA) genle-
rindeki mutasyonlar sonucu olusmakta ve sirasi ile p47-
phox, p67-phox ve p22-phox olarak isimlendirilen NADPH
oksidaz bilesenleri etkilenmektedir (Sekil 1) (1-3). Nadiren
sitokrom b-245 saperon 1 (CYBC1) ve Ras ile iliskili C3 bo-
tulinyum toksini substrati 2 (Rac2) mutasyonu olan olgu-
lar da bildirilmistir (3).

Basta gelen noétrofil fonksiyon bozukluklarindan biri olan
KGH, daha ziyade tekrarlayan cilt, derin organ apsele-
ri veya solunum yolu enfeksiyonlari ile kendini gosterir.
Bununla beraber, normalde rastlanmayan firsatgi bakteri
ve mantarlarin neden oldugu firsatgi enfeksiyonlar siklik-
la gozlenebilir. KGH’In en yaygin tipi olan X’e bagh form
(X-KGH) bati tlkelerinde yaygin olarak gorilmektedir. OR
(OR-KGH) formlar (p22phox, p47phox veya p67phox de-
fektleri) daha ¢ok akraba evliligi oranlarinin yiiksek oldu-
gu Akdeniz ve Orta Dogu bolgelerinde gorilmektedir (1,
3).

2. TANI TESTLERI
2.1. Nitroblue Tetrazolium Testi

KGH laboratuvar tanisinda bilinen baslica test nitroblue
tetrazolium testidir (NBT). NBT testi notrofil oksijen radi-
kali (hidrojen peroksit (H,0,) Uretebilme kabiliyeti élgcen
kalitatif bir testtir (Sekil 2). Tam kan veya noétrofil izolat
NBT boyasi ile karistirilir ve forbol miristal asetat (PMA)

Sekil 1. NADPH oksidaz kompleksi ve uriinleri
SOD: Superoksit dismutaz, MPO: Miyeloperoksidaz
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Sekil 2. Nitroblue tetrazolium testi, forbol miristat asetat (PMA) uyarimi sonrasinda boyanan nétrofil goriintiileri A) KGH da notrofil
de NBT rediikte olmaz mor boyanma olusmaz. B) X’e bagli KGH tasiyicilarinda iki grup (hasta ve saglikli) notrofil mevcuttur. C) Saglikh
kiside NBT rediikte (indirgenir) olur ve mor grandiller isik mikroskopu ile gézlenir.

ile 15-30 dakika 37 derecede stimile edilir. Cam yayma
Gizerine 6rnek konularak kurutulur ve %0,1’lik safranin-
le tekrar boyama yapilarak i1sik mikroskobunda incelenir.
Saglikli nétrofillerde NBT indirgenerek hiicre iginde mavi-
mor formazan grandlleri gozlenir (Sekil 2). Ancak KGH
hastalarinda mavi graniller gorilmez. X'e bagh KGH'da
random inaktivasyon nedeniyle NBT pozitif ve NBT negatif
iki grup notrofil mevcuttur (Sekil 2). NBT pozitif notrofille-
rin orani %5-95’e kadar olabilmektedir, mikroskop bakida
sayarak sonug elde edilir. Ayrica deneyimli personel gerek-
tirmektedir (4). Son 20 yilda mikroskobik degerlendirme
gerektiren NBT testi yerini akan hiicre olger ile uygulanan
dihidrorodamin-1,2,3 (DHR) testi almistir.

2.2. Dihidrorodamin Testi

KGH tanisinda fagositer hiicre fonksiyon gostergesi olarak
DHR-123 testi kullanimi bitiin diinyada yaygin olarak ka-
bul gérmistiir. DHR testinde tepkime ol¢iimii akan hiicre
Olcer ile yapiimaktadir. Ortalama 20 bin hicre saydirilarak
sonug verilir. Temel mekanizma, NADPH oksidaz enzimi
tarafindan Uretilen stiper oksitten stiperoksit dismutaz
enzim reaksiyonu ile hidrojen peroksit (H,0,) olusmasidir
(Sekil 1). DHR testinde; dihidrorodamin normalde flore-
san Isima yapmaz, hiicre igine serbestce gecebilir ve hiicre
icinde PMA uyarimi sonrasi indirgenerek rodamin 1,2,3 i
olusturur. Bu reaksiyon peroksidaz bagimhdir ve reaksi-
yona katalaz eklenerek hiicre digi ortamdaki H,O,’nin
uyarim sirecine etkisi elimine edilir ve PMA uyarimi son-
rasinda olusabilen oksidatif etki tam olarak olgilebilir.
Uyarim sonrasi rodamin 585nm de floresan isima yapar
ve bu etki akan hiicre 6lcerde FITC kanalinda okunabilir
(4). Fagositlerdeki miyeloperoksidaz (MPO) veya eozino-
fil peroksidaz H,0, yi hipokloréz asite (HOCL) déntgturdr
(Sekil 1) ve olusan dusuk pH da mikroorganizmalarin yiki-

mi gerceklesir. MPO eksikligi olan kisilerde DHR testinde
yanhs negatiflik gorilebilir. Bu nedenle DHR de uyarim
olusmayan her 6rnekte hiicre ici MPO ekspresyonu kont-
rol edilerek MPO eksikligi ayirici tanisi yapilmahdir (4).
DHR testi ile X-KGH’da kadin tasiyicilarina 6zgli bimodal
notrofil grubunun izlenmesi X-KGH ve OR-KGH ayriminda
katki sunabilir.

DHR testinde hasta ve kontroliin stimile olmamis ve sti-
mile olmus 6rnekleri calisilarak Mean Floresan Intensity
(MFI) degerleri tzerinden stimulasyon indeksi (SI) hesap-
lanir. Akan hiicre 6lger cihazinda okuma sonrasi FITC ka-
nalindan geometrik mean alinarak Sl hesaplanir. Saglkh
kisilerde notrofil kapilanarak PMA ile stimilasyonda MFI
degerinde uyarilmamis ornege gore (en az 50 kat) artis
gozlenir. Hasta kisilerde bu oran genellikle 1-5 araliginda
beklenir, nadiren (p47-phox defect) 10’un altinda kalir ve
Sl olarak ifade edilir.

KGH tanisal stirecinde klinik 6n taniy1 destekleyen iki farkli
laboratuvar bulgusu (biri DHR / NBT testi) olmasi beklenir.
ikinci dogrulamanin akan hiicre élcer ya da western blot
ile NADPH oksidaz subgrup bilesenlerinin ekspresyon kay-
binin gosterilmesi ya da ilgili mutasyonun gosterilmesi ile

yapilir.

KGH tanisina ek olarak X-KGH’nin kadin tasiyicilarina 6zgii
bimodal nétrofil grubunun DHR testi gosterilmesi, X-KGH
ve OR-KGH ayrimina 6nemli katki sunabilir (4). Ancak de
novo mutasyon gibi nadir durumlarda X-KGH 6n tanisi igin
DHR testi yetersiz kalabilir. Ayrica, X-KGH tasiyicilarinin
klinik bulgu ve iyonizasyon (X-kromozom inaktivasyon)
sapmasl yoniinden DHR testi ile izlenmesi 6nerilir. Normal
durumda, somatik hiicrelerde tasiyici anne ya da kiz kar-
deste bulunan her iki X kromozomunun her birinin %50’si
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Sekil 3. DHR-123 testinde saglikli, hasta ve tasiyicinin akan hiicre dlger histogram goriintiileri Forbol miristat asetat (PMA) uyarimi
sonrasinda X-KGH da taslyici annelerde hastalik tasiyici ve saghkh fagositer hiicre (notrofil, monosit) gériinttsu izlenir.
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rastgele inaktive olmasi beklenir (5). Tasiyici kadinlarda
iyonizasyonun KGH hastalikli-X-ch’a dogru sapmasi duru-
munda, asemptomatik X-KGH olusabilir veya enfeksiyon,
apse, egzema ve fotosensitivite gibi klinik belirtiler ortaya
¢ikabilir (6). Ayrica tam miyeloperoksidaz (cMPO) eksikligi
olan hastalarda, DHR testinde KGH benzeri stimilasyon
kaybina rastlanabilir. Bu nedenle KGH hastalarinda MPO
eksikliginin dislanmasi icin MPO ekspresyonunun akan
hlcre olger ile kontrol edilmesi gereklidir (Sekil 4) (7).

Ayrica saglikli sonug elde etmek icin notrofil CD15/CD16
ekspresyonu kontrol edilerek notrofil maturasyon duru-
mu da belirlenmelidir. Bazi immatlr notrofillerin (blast)
KGH da oldugu gibi oksidaz aktiviteleri bozuktur ve PMA
ile uyarim gerceklesmez. Sonug olarak, PiY’lerin heterojen
klinik belirtiler gosterdigi ve bu nedenle nadir semptom-
lari olan hastalarda ipuglarini tanimak icin multidisipliner
bir bakis acisi ile tanisal slirecin yonetilmesi gerektirdigi
unutulmamalidir.

KGH on tanili hastada

J

MPD ekspresyonu
ile MPO eksikligi

diglanir

DHR testi sonucu
natrofil yarm yok
(KGH ile uyumilu)

Erkek
KGH hastasi

DHR testi ile
annede ikl pikdi

tagryc gordnimi

Ep91-phox
defekti igin
CYBE gen
analizi

Anne Brnegi YOK
va da iki pikli
gortindim YOK

Sanger analizinde
mutasyon YOK ise NGS
analizi ve MLPA ile

delesyon konfirmasyonu

Kiz
KGH hastasi
Adgen hellore Bhpev ibe
HADPH akiidar sl
Erup gpal/pd2-phox
eksprevyonu bakiler
gp91/p22-phox GENSCAN ile
ekspresyonu [~ Ex2GT del
VAR YO
p67phox | [ pE7-phox pa7-phox
ekspresyonu | | ekspresyonu ekspresyonu
VAR YOK
NCF2 gen
nalizi NCF1 gen diger
M ekzonlan
- analizi

Sekil 4. Kronik graniilomat6z hastalik (KGH) alt gruplari ve molekiiler tanisinda laboratuvar islem akigi
DHR: Dihidrorodamin, MPO: Miyeloperoksidaz, CYBB: Sitokrom b-450 beta, CYBA: Sitokrom b-450 alfa, GENSCAN: Biyoinformatikte DNA'daki
gen vyapilarini tanimlayan program, NCF: Notrofil sitozol faktéri, NGS: Yeni nesil sekanslama, MLPA: Multipleks ligasyon bagimli prob

amplifikasyonu
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2.3. Kronik Graniilomat6z Hastalikta Klinik Tani ve
Laboratuvar Tanisinin Onemi

Avrupa immiin Yetersizlik Dernegi (ESID) 2019 yilinda PiY
tani kriterleri kapsaminda kronik granlilomatoz hastalk
tanisi icin asagidaki kriterleri yayinlamistir. Buna gore
KGH tanisi igin;

o Bakteri veya mantar etkeni olan derin doku enfeksiyo-
nu (apse, osteomiyelit, lenfadenit)

o Tekrarlayan pnémoni
« Lenfadenopati, hepatomegali veya splenomegali

o Obstriiktif veya yaygin granllom (gastrointestinal sis-
temde veya lirogenital yolakta)

« Kronik enflamatuvar bulgular (kolit, karaciger apsesi,
fisttil formasyonu)

o Biliyime gelisme geriligi

« Benzer semptomlara sahip etkilenmis bir aile bireyi ol-
masi

Yukaridakilerden en az biri ve oksidaz aktivitesinin olma-
yisi veya az olusu gosterilmelidir (NBT veya DHR ile iki kez
Olcllmesi 6nerilir).

Enfeksiyon kliniklerinde, oOzellikle firsat¢ci patojenlerin
neden oldugu ciddi enfeksiyonlarda KGH’nin ayirici tani-
sinin hizl bir sekilde yapilabilmesi tedavi planlamasi igin
olduk¢a 6nemlidir. Bununla beraber klinik bulgulari 6ne
¢ikmayan sessiz KGH olgularina da rastlamak mumkdn-
diir. Bu nedenle KGH ile benzesen olgularda anne-baba
akrabaligl, kardes olim oykiist ve yliksek imminoglobu-
lin G (IgG) duzeyleri kontrol edilmelidir. Son yillarda birgok
merkez, kargo ile kan 6rnegi gonderim hizmetleriyle tani
veya sonuglarini dogrulamak icin Erciyes Universitesinde
bulunan referans laboratuvarlara erisim saglayabilmek-
tedir. Tekrarlayan enfeksiyon hastaliklari, invaziv mantar
enfeksiyonlari, firsatgi patojenler, Bacille de Calmette
Guerin (BCG) asisina bagh komplikasyonlar, aciklanama-
yan lenfadenit veya osteomiyelit ve kronik enflamasyon
varliginda fagositer bozukluklar KGH ydniinden kontrol
edilmelidir (2). Aile Uyelerinden herhangi birinde KGH
olgusu durumunda, DHR testi ile diger kardesler asemp-

tomatik KGH olgusu yoninden kontrol edilmeli ve KGH
sliphesinde BCG asisI ertelenmelidir. KGH’a yaygin degis-
ken immin vyetersizlik (CVID), tuberkiloz, hipogam-
maglobulinemi veya Kabuki sendromu gibi diger nadir
hastaliklar da eslik edebilir (1, 8-11). Benzer klinik bulgu
veren hastaliklar ydoniinden ayirici tani yapilmalidir.

Genel olarak, X-KGH hastalari ve bazi OR-KGH (p22phox
veya p67phox defekti) olan hastalar DHR testinde %1 gibi
¢ok disiik oksidaz aktivite ve agir klinik tablo ile seyre-
debilmektedir (1). KGH ¢ogunlukla ¢ocukluk déneminde
tanimlanir. Bununla beraber, tani olanaklarinin gelismesi,
takip ve farkindalik nedeniyle, ge¢ ve nadir klinik bulgu
veren KGH olgularina daha ileri yaslarda, ikinci veya Uglin-
cli dekatlarda tani konulabilmektedir (1, 10, 11). Geg tani
alan KGH hastalarinda genellikle %5-7 rezidiel oksidaz
aktivite ve diger bir OR-KGH alt tipi olan p47phox eksikligi
one ¢ikmaktadir (1, 3, 11). Klinik deneyim ve degerlendir-
me, aile 6yklisii ve DHR testi gibi laboratuvar olanaklari
asemptomatik hastalarin belirlenmesine yardimci ola-
bilmektedir. Bu hastalarda noétrofil rezidiel oksidaz akti-
vitesi olmasi klinik tabloyu geciktirebilir. Ancak residiel
oksidaz aktivite, klinik destek olmadan ciddi enfeksiyon-
larin atlatiimasi igin yeterli degildir (12). Rezidiel oksidaz
aktivitesi olan hastalarda altta yatan neden siklikla NCF1
geninin (p47phox) ekzon 2 baslangi¢ bolgesinde olusan
hotspot mutasyondur. Bu mutasyon su ana kadar yaklasik
bin hastada tespit edilmistir. Ek olarak CYBA (p22phox)
geninde, NCF2 (p67phox) geninde, NCF4 (p40phox) ve
X-KGH formlarinda nadir hipomorfik mutasyon noktasina
sahip bazi hastada da rezidiiel oksidaz aktivitesi tanimlan-
mistir (1, 12). KGH'in laboratuvar tanisi, 6zellikle ileri yas-
larda ve noétrofil rezidlel oksidaz aktivitesi olan olgularda
ek dogrulama testi gerektirebilir (4).

Tanisal siphesi olan ve dogrulamasi yapilan hastalarin an-
tibakteriyel ve antifungal ajanla proflaksiye alinmasi klinik-
te ilk asamada yapilmasi gerekendir. Uygun tam uyumlu
bir allogenik dondr olmasi kemik iligi nakli KGH igin altin
standart tedavi secenegidir. Transplantasyon oncesi not-
rofil fonksiyonu DHR testi ile dondrde kontrol edilmeli ve
normal sinirlarda oldugu gosterilmelidir. Transplantasyon
uygulanan hastalarda nétrofil kimerizm durumu DHR testi
ile transplantasyon sonrasinda izlenebilir. OR-KGH duru-
munda, notrofil fonksiyonu normal sinirlarda olan tasiyici
kardeslerden ve akrabadan nakil yapilabilir.
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Boliim 8

Genetik Testler

Dog. Dr. Baran ERMAN

1. DiZILEME YONTEMLERI

Dizileme ydntemlerinin gecmisi 60°li yillara dayanmak-
tadir. 1964 yilinda Robert Holley S. Cerevisiae’den izole
ettigi Alanin tRNA molekillni dizilemistir (1). Walter Gil-
bert ve Allan Maxam ise 1970’lerde gelistirdikleri kimya-
sal degredasyon yontemi ile PhiX174 bakteriyofajinin tim
genomunu dizilemiglerdir (2). Dizileme tekniklerinde gigir
acan yontem ise Frederick Sanger tarafindan gelistirilen
zincir sonlandirma tabanli dizileme yontemidir ki glni-
miizde hala kullanilmakta olup, yeni nesil yontemler igin
de bir temel teskil etmektedir (3). Bu teknik DNA sente-
zinin serbest dideoksinukleotidlerle sonlandirilmasina
dayanmaktadir. 1987’de ise ilk kapiller elektroforez dizile-
me cihazinin lretilmesi ile Sanger yontemi endistri stan-
darti olarak glinimiize kadar kullanilmigtir. Teknolojinin
ilerlemesi ile birlikte 2000'li yillardan itibaren yeni nesil
dizileme yontemleri (NGS) gelistiriimeye baslanmistir ve
glinimizde dizileme teknolojileri 3 nesil olarak siniflandi-

rilmaktadir. Ug nesil dizileme yéntemlerinin teknolojileri
farkh olup genel dzellikleri Sekil 1’de verilmistir. Ozellikle
primer immiin yetersizlikler (PiY) ya da son terminolojiye
gore immiin sistemin dogustan kusurlari gibi konjenital
hastaliklarin tanisi ve arastirmalarinda hangi yontemlerin
kullanilabilecegi bu bdlim asil konusu olup asagida ayrin-
tilariile agiklanmistir.

2. BiRINCi NESIL DiZILEME YONTEMLERI

Dizileme yontemlerinden 6zellikle Sanger dizileme genel
olarak birinci nesil teknolojiler olarak siniflandiriimakta-
dir. Sanger yonteminde polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)
ile amplifiye edilen niikleik asitlerde ortalama 1000 baza
kadar dizileme yapilabilmektedir. Yukarida da belirtildigi
izere bu yontem 40 yildan uzun siredir molekiiler biyo-
loji calismalarinda standart dizileme yontemi olarak kul-
laniimaktadir. Nitekim 2003 yilinda tamamlanan insan
genom projesinde, DNA dizileri Sanger tabanli “shotgun”
genom dizileme yontemi ile belirlenmistir (4).

Birinci nesil dizilemea licinsci nasil dizileme Uglincl nesd dizileme
Sangar dizileme Blyilk hacimll paralel diziamea SMAT ve Nancpore dizileme
YUksek dogruiuk ¥ Uksek dogrulul orani Tek molakdl dizilema
1000 baza kadar dizilems Senlez aracih dizileme Yiksek hacirmii ver
Kigdk hacimll verl Kisa ckurmall dizieme Lizun okumah dizilems . .
Blyik hacimli veri Sekil 1. Dizileme
yontemleri
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Primer immiin yetersizliklerde hastaliga neden olan ilk
genetik kusurlar, BTK ve IL2RG gen defektleri, 1993 yilinda
tanimlanmustir (5-7). Bunlari yine 90’h yillarin ilk yarisinda
tanimlanan CD40L, WAS, AK2, RAG1 ve RAG2 genlerindeki
mutasyonlar takip etmistir (8). S6zi edilen arastirmalarda
gen sekanslari Sanger dizileme ve pozisyonal klonlama
gibi yontemler kullanilarak elde edilmistir. Teknolojinin
gelismesi ile birlikte gen klonlama, baglanti analizleri ve
homozigotluk haritalamasi gibi yéntemler de Sanger dizi-
leme ile birlikte PIY genlerinin kesfinde kullanilmistir.

Sanger dizileme yontemi sinirli blyiklikte bir niikleik asit
dizisinin haritalamasini saglamaktadir. Bu nedenle yeni
nesil dizileme yéntemlerinin kesfinden énce PiY’lere neden
olan yeni genlerin tanimlanmasi icin haritalama ve baglant
analizleri ile belirlenen kromozomal bolgelerdeki aday gen-
ler Sanger yéntemi ile dizilenmistir. Tanimlanan PiY genle-
rindekivaryantlar ise klinisyen ve arastirmacilarin hastalarin
fenotipik 6zelliklerine gore belirledigi bir ya da birkag aday
genin dizilenmesi ile belirlenmeye calisilmistir. Nitekim
Uluslararasi immiinoloji Dernekleri Birligi’nin (IUIS) 2 yilda
bir yayimladigi PiY hastaliklari siniflandirmasina gére yeni
nesil dizileme kullanimindan 6nce kesfedilen 200’den fazla
PiY geni Sanger dizileme ile tanimlanmistir (9). Glinimiizde
Sanger yontemi siklikla NGS ile saptanan varyantlarin dog-
rulanmasi i¢in kullanilmaktadir. Eskisi kadar yaygin olmasa
da cok tipik fenotipik 6zellikleri olan hastalarda bilinen gen
varyantlari icin ya da daha 6nce gen defekti tanimlanan
hastalarin aile lyelerinde ayni varyantin olup olmadiginin
arastirilmasi icin Sanger dizileme kullaniimaktadir.

3. iKiNCi NESIL DiZiLEME YONTEMLERI

GUnUmuzde 2. nesil yéntemler, yeni nesil dizileme yon-
temlerini ifade etmektedir. NGS 2000'li yillarin basindan
itibaren gelistiriimeye baslanmis ve ilk olarak 2009’da Ng.
ve ark. tarafindan 12 insan ekzom dizisi yayimlanmistir
(10). ilk baslarda birkag farkh ticari firma tarafindan (re-
tilen, teknolojisi farkh platformlarda uygulanabilen NGS
yontemleri su an icin blylk oranda tek bir teknolojik
yontem ile calisiimaktadir. Bliylik hacimli paralel dizileme
(massive parallel sequencing) ya da blyuk hacimli dizile-
me (highturoughput sequencing) olarak adlandirilan bu
ybntemde sentez aracil dizileme (sequencing by synthe-
sis) teknolojisi kullaniimaktadir. Kisaca, amplifiye edilen
hedef niikleik asit bolgeleri DNA sentezi sirasinda, San-
ger yonteminde oldugu gibi zincir sonlandirma ile tespit
edilmektedir. Burada fark DNA ya da RNA’nin enzimatik
olarak milyonlarca kiiglik pargaya ayrilip, her bir nikleik

asit parcasinin ayri ayri amplifiye edilip dizilenmesidir ki
bu sekilde tim genoma kadar dizileme yapilabilmekte-
dir. GliniimUz teknolojisi ile her bir reaksiyonda 600 baz,
paralel olarak dizilenebilmektedir. Teorik olarak 1000
baza kadar yapilan nikleik asit sentezi kisa okumal dizi-
leme (short read sequencing) olarak adlandirilmaktadir.
Uc nesil dizileme teknolojisi arasinda en biiyiik hacimli ve
hatasiz dizileme bu yontemle elde edilmektedir (11).

Yeni nesil dizileme ydntemlerinin genetik hastaliklarin
tanisi icin kullanimi genel olarak DNA dizilemesini icer-
mektedir. Fakat son yillarda genetik taninin yani sira
hastaliklarin dogasinin incelendigi genis ¢aph arastirma-
larin 6n plana ¢ikmasiyla, omik teknolojilerin kullanimi da
giderek yayginlasmaktadir. Omik teknolojilerin dizileme
tabanli uygulamalari, genomik, transkriptomik, epige-
nomik ya da transkriptomik, farkli yontemlerle ve farkh
amaclar i¢in kullanilsa da tim bu uygulamalarda DNA ve
RNA dizisinin belirlenmesi biyik hacimli paralel dizileme
ile yapilmaktadir. Ozellikle transkriptomik ve epitrans-
kriptomik ¢alismalarda RNA dizilemesi hastalik tanisinin
yani sira hastaliklarin biyokimyasal mekanizmalarinin
arastiriimasi icin yol gosterici olmustur. Bunlarla birlikte
yeni nesil yontemler, miRNA, siRNA, snoRNA, IncRNA gibi
protein kodlamayan ve genetik diizenleyici gorevleri olan
RNA’larin dizilemeleri igin de siklikla kullanilmaktadir (12).

Genomik calismalarda kullanilan yeni nesil yontemler,
dizileme icin hedeflenen DNA boélgelerinin buyuklugi-
ne gore siniflandiriimaktadirlar. Bu siniflandirmada yon-
temler hedeflenmis ekzom veya panel dizileme (targeted
exome sequencing), tim ekzom dizileme (whole exome
sequencing) ve tim genom dizileme (whole genome
sequencing) olarak adlandiriimaktadir.

3.1. Hedeflenmis Dizileme

Bu yontem belirli sayida hedeflenmis kodlayan DNA bolge-
sinin (genin) dizilenmesini ifade etmektedir. Kullanilacak
paneller farkli sayida geni hedefleyen primerler icermek-
tedir. Hedeflenmis dizileme ile birka¢ genden, binlerle
ifade edilen sayilarda gene kadar dizileme yapilabilmek-
tedir. PiY’de hedeflenmis gen panellerinin kullanimi, NGS
yontemlerinin ortaya ¢iktigi ilk yillarda en yaygin yontem
olarak karsimiza g¢ikmaktadir. Blyilk hacimli yontemle-
rin fiyatlandiriimasi dusindldtugiande ilk yillarda oldukga
masrafli olan bu yontemler gen panellerinin kullanimi
ile PIY tani ve arastirma laboratuvarlarinda rutin halinde
kullanilmaya baslanmistir (13). PiY’ler icin en sik kullani-
lan gen paneli ornekleri agir kombine immiin yetersizlik

191



Primer immiin Yetersizlikler Tani ve Taramada Kullanilan Laboratuvar Testleri Ulusal Rehberi

paneli, yaygin degisken immin yetersizlik paneli, immiin-
disregiilasyon paneli ve kombine immiin yetersizlik pane-
li olarak verilebilir. Bilinen yaklasik 500 PiY genini iceren
paneller ve PiY ile birlikte diger genetik hastalik genlerini
iceren, klinik ekzom olarak adlandirilan paneller de son
zamanlarda siklikla kullanilmaktadir. NGS yontemlerinde
hedeflenen bolgelerin DNA kitlphanelerinin dogru ve
etkin bir sekilde dizilendigini gosteren kapsama (covera-
ge) kavrami, en ylksek olarak hedeflenmis gen panelleri
ile elde edilmektedir ve bu, yliksek hacimli dizilemelerde
teknik olarak en dogru dizilemenin gen panelleri ile yapi-
labildigini gostermektedir (14).

3.2. Tim Ekzom Dizileme

Ekzom kavrami DNA’nin protein kodlayan bdlgelerini ifa-
de etmektedir. Tiim ekzom yontemi ile protein kodlayan
tim DNA boélgeleri dizilenmektedir. Son yillarda NGS yon-
temlerinin maliyetlerinin diismesi ile ekzom dizileme PiY
laboratuvarlarinda en yaygin kullanilan yontem haline
gelmistir. Nitekim IUIS siniflandirmasina gore 2023 itiba-
riyle PiY’lere neden oldugu gosterilen genlerin sayisi yak-
lasik 500 olmustur (9). Bu genlerin 250’den fazlasi NGS,
ozellikle ekzom dizileme ile tanimlanmistir. Son zamanlar-
da yapilan arastirmalar yilda yaklasik 30 yeni PiY geninin
tanimlandigini géstermektedir (Sekil 2) (9).

Tim ekzom dizileme en yaygin NGS yontemi olmasina
ragmen cesitli kisitlamalari mevcuttur. Oncelikle sade-
ce kodlayan bdlgelerin dizilenmesi yapildigi icin DNA’da
bulunan diizenleyici bolgelerde bulunan varyantlar sapta-
namamaktadir. Bununla birlikte blyik delesyon ve inser-
siyonlar, inversiyonlar ve tekrarlayan diziler gibi kompleks
yapisal varyasyonlarin tim ekzom ydntemi ile saptanmasi
oldukga zordur. Nikleer faktoér kappa B kinaz subiinit beta
inhibitor (/IKBKB) ve notrofil sitozolik faktor 1 (NCF1) gibi
benzer dizilerin bulundugu psédogen bolgelerine yakin
konumda yerlesik genler icin haritalama hatalari ortaya
¢ikabilmektedir (8). Bu kisitlamalardan dolayi akrabalk
orani yiiksek PIY hasta kohortlarinda bile tiim ekzom dizi-
leme ile genetik tani orani %30-%60 arasinda degismek-
tedir (14).

3.3. Tim Genom Dizileme

Tam genom yontemi DNA’da yer alan tim bazlarin (yaklasik
3 milyar) dizilenmesidir. Boylece sadece kodlayan bolgeler
degil, regilator, intronik DNA bolgelerindeki tek nikleotit
varyantlar ve kompleks yapisal degisiklikler de genom dizi-
leme ile saptanabilmektedir. Baslangicta olduk¢a maliyetli
olan tim genom dizileme, Uretici firmalarin oldukga biyik
dizileme kapasiteli cihazlari gelistirmesi ile glinlimizde
daha diisiik maliyetler ile uygulanabilmektedir.
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Sekil 2. Primer immiin yetersizlige neden
olan yeni gen defektlerinin yillara gére
tanimlanma oranlari (9)
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PiY gibi kompleks hastaliklarin tanisinda yukarida bahse-
dilen teknik kisitlamalar nedeni ile tim ekzom dizileme
yerine tim genom dizilemenin bu hastalik grubunda daha
etkin kullanilabilecegi distintilmektedir. 2020 yilinda Tha-
venthiran ve ark.nin yaptigi calismada, 1318 yetiskin PiY
hastasi genom dizileme ile arastirilmis ve en az 2 yeni
aday PiY geni ile, bilinen genlerde bir¢ok yapisal varyant
tespit edilmistir (15). Belkadi ve ark.nin yaptigi calismada
ise 6 PIY hastasinda varyantlar ekzom ve genom dizileme
ile arastirilmis, genom dizilemenin hem yapisal varyant-
larin hem de ekzonik varyantlarin saptanmasinda daha
etkili oldugu gosterilmistir (16).

Yeni nesil dizileme yontemlerinde elde edilen verinin
biyoinformatik analizleri ve degerlendirilmesi en énemli
basamaktir. Elde edilen varyantlarin yorumlanabilmesi i¢in
ham verinin islenmesi gerekmektedir. Genel olarak ham
verinin islenmesi elde edilen verinin referans bir genoma
hizalanmasi (haritalama), PCR hatalarinin ve duplikasyon-
larin eliminasyonu ve varyantlarin belirlenmesi seklindedir
(23). Son yillarda bu isleyisin tiim basamaklari retici fir-
malarin ya da arastirma gruplarinin gelistirdigi biyoinfor-
matik yazilimlar tarafindan kolaylikla yapilabilmektedir.
Dizileme sonucu saptanan varyantlarin degerlendirilmesi
ise yine ayni yazilimlarin varyant anotasyon ozellikleri ve
genetik veri tabanlarindaki bilginin (verinin) kullaniimasi
ile yapilabilmektedir. Varyant verilerinin en etkin sekilde
yorumlanabilmesi icin, degerlendirmenin temel bilimci
arastirmacilar, klinisyenler ve biyoinformatikgiler tarafin-
dan bir takim halinde yapilmasi gerekmektedir. PiY hasta-
liklarinda degerlendirme, saptanan ¢ok sayida varyantin
farkh stratejiler ile filtrelenmeleri ve filtrelenen varyantla-
rin yorumlanmasi seklinde yapilmaktadir (Sekil 3).

Primer immin yetersizliklerin genetik tanisi igin han-
gi dizileme yonteminin kullanilacagl hastalarin fenotipik
ozellikleri, laboratuvar bulgulari, akrabalik ve aile hikayesi
gibi faktorler goz 6niinde bulundurularak ya da planlanan
arastirmanin icerigine gére belirlenmelidir. Ornegin klinik
ve laboratuvar bulgulariile agir kombine immiin yetersizlik

tanisi almis hastalar icin 20-30 geni hedefleyen bir immin
yetersizlik paneli kullanilabilir. Ayni sekilde yaygin degis-
ken immin yetersizlik ya da primer immiin disregilasyon
bozuklugu tanisi alan hastalar icin de farkli paneller tasarla-
nip kullanilabilmektedir. Fakat son yillarda tim ekzom dizi-
leme maliyeti hedeflenmis dizileme panelleri ile neredeyse
ayni seviyelere diismustiir ve genel olarak ekzom dizileme
PiY arastirmalarinda standart haline gelmistir. Fakat PiY
hastaliklarinin dogasi diistiinildigiinde fenotipik heteroje-
nite kavrami 6n plana ¢ikmaktadir. Yani ayni gendeki farklh
varyantlar protein fonksiyonunu farkli sekilde etkilemekte
ve hastalik fenotipi farkli 6zellikler ile ortaya ¢ikmaktadir.
Bu hastalik grubunun bir diger 6zelligi ise farkl genlerde-
ki varyantlarin benzer klinik fenotiplere yol agmasidir. Bu
heterojenik oOzellikler ekzom ve genom dizilemenin bu
hastalik grubunda daha etkin oldugunu ortaya ¢ikarmis-
tir. Uygun yontemin belirlenmesi icin hastalarin fenotipik
ve ailevi Ozelliklerinin bir arada degerlendirilmesi gerek-
mektedir. Burada 3 farkli hasta grubundan behsedilebilir.
Birinci grup akrabalik bulunan, tipik, tanimlanmis immin
yetersizlik bulgulari gosteren ve biyilk ihtimalle homozigot
PiY gen varyantlari bulunan hastalik grubudur. Bu grup has-
talarin tanisi igin bilinen tiim PiY genlerini iceren paneller
ya da ekzom dizileme ilk tercihler olmalidir. ikinci grup has-
talar akrabalik bulunmayan, ayirici ya da nadir bir immin
yetersizlik fenotipi bulunan hastalardir. Bu hastalar birlikte
degerlendirilerek benzer fenotipik 6zellikleri olan hastalar-
da ortak genler arastirimalidir. Ugiincii grup ise akraba-
ik ve aile hikayesi bulunmayan, tipik fenotipik ozellikleri
bulunmayan hastalardir. Bu hastalar potansiyel olarak “de
novo” gegisli heterozigot hastalik yapisi varyantlara sahip
olabilmektedir ve genetik tani koyulmasi en zor hasta gru-
budur (17). Bu grupta regilatér DNA bolgelerinde bulunan
varyantlar da g6z 6niinde bulundurulmalidir ve genom dizi-
leme ilk se¢enek olarak dusiniilebilir.

Yukarida da belirtildigi gibi PiY gibi ¢ok farkli immino-
lojik mekanizmalarla ve klinik 6zelliklerle ortaya cikan
hastaliklarda hangi dizilemenin kullanilacagi karmasik ve

\

Ham verinin islenmesi

/

\

Varyantlarin belirlenmesi

/

\

Sinonim varyantlarin ve polimorfizmlerin elenmesi

/

Oncelikli varyantlarin belirlenmesi (6rnedin homozigot) /

\

Varyant anotasyonu

/

\ PiY ile iliskli bilinen varyantlarin degerlendirilmesi /

Varyant-gen-protein iliskisinin degerlendirilmesi

Sekil 3. Yeni nesil dizileme ile elde edilen

varyantlarin biyoinformatik filtreleme stratejisi
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onemli bir slirectir. Genom dizileme bir hastada var olan
tiim varyantlarin saptanabilecegi bir uygulama oldugun-
dan son yillarda arastirmacilar bu dizileme ydnteminin
tim PiY’ler icin kullanilabilecegini énermektedir. Fakat
hem maliyet hem de ¢ok biyik bir verinin biyoinformatik
olarak degerlendirilmesi gerekliligi bu yontemin onemli
zorluklandir. Giinimiizde yaklasik 500 PiY geni tanimlan-
mistir fakat yapilan in sliko analizler 3000’den fazla genin
PiY’'lere neden olabilecegini gostermektedir (18). Bu
rakam baz alindiginda potansiyel PiY genlerinin heniiz yal-
nizca %15-20’sinin tanimlandigi diisiinilebilir. Bu nedenle
hastalarda sadece bilinen genlere bakarak tani koymak
yerine yeni bir immin yetersizlik tanisinin konulabilecegi
daima goz onlnde bulundurulmalidir. Tabii bu durumda
sadece dizileme yontemleri ile genetik taninin konulmasi
beklenmemektedir. Ozellikle son yillarda tanimlanan gen-
lerin sadece immin sistem hiicre ve dokularinda degil,
diger sistemlerde de bozukluga yol acabildigi gosteril-
mistir. Bu da yeni tanimlanacak PiY gen arastirmalarinda
dizileme ile birlikte birgok fonksiyonel testin ve biyoinfor-
matik analizin birlikte yapilmasini gerektirmektedir. Diger
bir deyisle omik yéntemlerin bir arada kullanilmasi, yani
multi-omik arastirmalarin zorunlulugu ortaya ¢ikmistir.

4. UCUNCU NESIL DiZiLEME YONTEMLERI

Ugiincii nesil dizileme ydntemlerinin teknolojisi 2. nesil
yontemlerden farklidir. Burada iki farkl teknik 6n plana
¢ikmaktadir. Birincisi gergek zamanli tek molekil dizileme-
si (SMRT, single molecule real time sequencing), ikincisi
ise Nanopor dizileme yontemidir. Bu dizileme yontemleri
tek molekdil dizilemesi olarak da adlandiriimaktadir (single
molecular sequencing). Daha uzun okumal dizilemelerin
yapilabildigi bu yontemler son yillarda kullanilmaya bas-
lanmistir fakat PiY hastaliklari alaninda kullanimi yaygin
degildir. Bu teknikler uzun okumali dizilemelere olanak
saglasa da ikinci nesil dizilemeler kadar etkin kullanim ve
biyik hacimli ¢iktilar saglamamaktadir (11).

Sonug olarak dizileme yontemleri glinimlzde diger yeni
nesil teknikler ve omik yéntemlerle birlikte PiY arastirma-
larinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Elde edilen veriler-
den anlasilacagi gibi PiY tanilari ve yeni genlerin kesfi NGS
yontemleri sayesinde oldukga hiz kazanmistir.
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Boliim 9

Gelecekte Kullanilabilecek Testler: Proteomikler

Prof. Dr. . Cagatay KARAASLAN

Primer immiin yetersizlikler (PiY), bagisiklik sistemini etki-
leyen ve islevsel calismasina engel olan genetik bozukluk-
lar olup toplumdaki frekanslarinin diisiik olmasi nedeniyle
nadir hastaliklar olarak siniflandirilirlar. PiY’li bireyler ba-
gisikhik sistemlerinin zayif olmasi ve dizgiin ¢alismamasi
nedeniyle bakteri, virlis, mantar ve protozoalarin yol ag-
t1g1 enfeksiyonlara karsi savunmasiz kalirlar. Bu enfeksi-
yonlar zamaninda ve yeterince yonetilmezlerse sonuglari
dltimecdl olabilir. PiY’li bireyler ayrica kanser, allerji ve oto-
imman hastaliklara karsi yatkinhk gosterirler (1).

PiY tanisi, hastaligin ciddiyetine bagli olarak bebeklik, co-
cukluk veya yetiskinlik gibi herhangi bir yasta konulabil-
mektedir. PiY’lerin genis klinik yelpazesi, bazi formlarin
yillarca teshis edilememesi ile sonuglanabilir. Semptom-
lar, hastaligin tiriine goére degismesine karsin potansiyel
bagisikhk yetersizligini isaret eden ortak belirtiler vardir.
Bu belirtiler; enfeksiyona karsi artan duyarlilik, persistan
hastalik durumu, deri, kalp ve iskelet problemleri seklinde
olabilir (1, 2).

1. PROTEOMIK CALISMALAR

Proteinler hiicrede fizyolojik metabolik yollarin ana bi-
lesenleri olup hiicresel fonksiyonlarin yiritilmesinde
hayati 6neme sahiptirler (3). Bir organizma, bir doku ve
hiicre tarafindan ifade edilen proteinlerin timi o orga-
nizma, doku ya da hlicrenin proteomu olarak adlandirilir-
ken; proteomik ise organizmanin ya da belirli doku, hiicre
ya da biyolojik sividaki proteinlerini ¢alisan disiplin olarak
adlandiriimaktadir (4). Proteomik galismalar, proteinlerin
tanimlanmasi ve 6lglilmesinin yani sira kompozisyonlari,
yaplilari, islevleri, diger protein ve molekiillerle etkilesim-
leri, ifade profilleri ve modifikasyonlarinin belirlenmesini

saglamaktadir (5). Proteomik calismalar saglk ve tip ala-
ninda, 6zellikle hastaliklarin patogenezini ve prognozunu
anlamada, hastaliklari teshis etmede ve biyolojik ilaglarin
kesfine zemin hazirlamada yaygin olarak kullanilmaktadir
(6, 7). Proteomik ¢alismalarin kullanim alanlari igerisinde
terapotik ya da ilag arastirmalari icin hedef proteinleri
tanimlama ve hastaliklarin etiyolojilerini ortaya koymak
amaclyla biyo-belirteg tayini 6nemli bir yer tutmaktadir

(8).
1.1. Proteomik Calismalarinda Kullanilan Teknikler

Proteomik ¢alismalarinda kullanilan yontemleri diisiik ve
yiksek islem hacimli ydontemler olarak iki ana baslk altin-
da toplamak mimkiindir (Sekil 1).

1.1.1. Diisiik islem Hacimli Yontemler
« Antikor temelli yéntemler

Dusik islem hacmine sahip antikor temelli yontemler ige-
risinde iki geleneksel yontem ELISA (Enzyme-Linked Im-
munoSorbent Assay) ve westernblot yer almaktadir. Bu
iki yontem proteinleri tanimlamak ve ifade dizeylerini
olgmek icin hedef protein ya da bu proteinin epitoplarina
baglanabilen antikorlari kullanir.

« ELISA

Oldukga hassas immiinolojik bir testtir ve yaygin olarak
protein calismalarinda kullanilir. Yontemin temelinde
kati ylzey lzerine baglanmis antijen ya da antikorlar ile
bunlari goriintilenmesinde kullanilan enzim-konjuge an-
tikorlardan olusur. Biyolojik érnekteki antikor ve antijen
konsantrasyonuyla orantili olarak enzim aktivitesi sonu-
cunda ortaya ¢ikan degisiklik 6lgtlur.
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Proteomik
gahigmalarda
kullanilan yéntemler

Dllgiik tglem hacimll filksek iglem hacimili
yéntemler yontember
Antikor temelli yantember | Kromatografi temelli yGntemler
ELISA - hyon degistirici kromotografi
Westernhlot - el elemesl kromotografisi
Afinite kromotografisl
Protein mikroarray Kiithe I
Mﬂ: . Analitik protein spektrofometre | | Nilkiser manyetik
90 adektrofonss mikroarray tabanh yortember Rezonans
= Fonksivonel protein | | . pALDETOF
mikroarray ME/MS
Ters faz protein - LE-MS
mikroarray

Sekil 1. Proteomik calismalarinda kullanilan yéntemler

ELISA: Enzim isaretli immunosorbent asay, MALDI-TOF: Matriks yardimli lazer desopsiyon/iyonlastirmali-ugus zamanli kiitle spektrometrisi,
MS/MS: Tandom kiitle spektrometrisi, LC-MS: Sivi kromotografisi- kiitle spektrometrisi

« Westernblot

Proteinlerin poliakrilamid jel elektroforezi (PAGE) kullani-
larak ayrilmasi, nitroselliloz membrana transferi, birincil
ve ikincil antikorlar (enzim-konjuge antikorlar) tarafindan
tespit edilmesini iceren antikor temelli gliglli bir tekniktir

(9).
« Kromatografi Temelli Yontemler

Kromatografik yontemler, proteinleri hiicre lizatlan gibi
karmasik biyolojik karisimlardan ayirmak ve saflastirmak
icin kullanilir.

- lyon Degistirici Kromatografi

Bu yontemde proteinler ylizeyindeki yikli gruplar teme-
linde saflastirilir. Proteinler, sahip olduklari anyonik ve
katyonik amino asit dizileri agisindan birbirlerinden fark-
lilik gosterirler. Fizyolojik pH’ta bir proteinin icerdigi net
ylk, icerdigi anyonik ve katyonik amino asitler arasinda-
ki denge ile degerlendirilir. Bu kromatografi ydonteminde
proteinler 6ncelikle ylk yapisina (anyonik ve katyonik) ve
daha sonra karsilastirmali yiik kuvvetine gére ayirilir (10).

- Jel Elemesi Kromatografisi

Yaygin olarak jel filtrasyonu olarak da bilinen jel eleme-
si kromatografisi, proteinleri gecirgenlik temelinde farkl
gozenek boyutuna sahip gozenekli bir tasiyici matriks kul-
lanarak boyutlarina gore ayiran bir tiir sivi kromatografisi-
dir. Bunun icin protein ¢ozeltisi agaroz ya da sefadeks gibi
gozenekli malzeme ile doldurulmus kolan icerisine akta-
rilr ve ardindan bir tamponla elliye edilir. Blylk boyutlu
proteinler gbzenekli dolgu materyalinin gézeneklerine ta-
kilp kalmadan hizlica elliye edilerek kolandan kiigiik mo-
leklllere gore daha 6nce gikar (11) .

- Afinite Kromatografisi

Afinite kromatografisi, peptidleri ve proteinleri ligand
baglanma afinitelerine gore ayirarak protein degradas-
yonu, translasyon sonrasi modifikasyonlari ve protein-
protein etkilesimini tanimlamaya olanak saglayan bir
kromatografik yontemdir. Afinite kolonlarinda kullanilan
matriks proteinleri ya da protein gruplarini 6zgiin olarak
taniyan ligandlari igerir (12).
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1.1.2. Yiiksek islem Hacimli Yontemler
« Jel Temelli Yontemler

Tek boyutlu (1D) PAGE sistemleri denatire edici olan ve
olmayan jel elektroforezi olarak iki temel kisimda incele-
nebilir. Denatiire poliakrilamid icerisinde sodyum dodesil
sulfat (SDS) varhigi proteinlerin denatiirasyonunu saglaya-
rak proteinlerin alt birimlerine ayrilip incelenebilmesine
olanak tanir. Jel Gzerinde kitle biyukliklerine gére ayri-
lan proteinler/protein alt birimleri daha sonra amino asit
dizilerinin ve translasyon sonrasi protein modifikasyonla-
rinin belirlenmesi gibi daha ileri karakterizasyon icin jel-
den izole edilerek kiitle spektrofotometrisi (MS) gibi ileri
tekniklerle analiz edilebilir. 1D jel elektroforez yontemi
sinirli ayirma glci nedeniyle, 6zellikle hicre lizatlari gibi
¢ok sayida proteinin yer aldigi érnekler igin yetersiz ayri-
ma glicline sahiptir. Kompleks ve karmasik yapinin analizi
icin iki boyutlu (2D) jel elektroforez yontemi tercih edile-
bilir (13).

2D-PAGE yontemi, proteinleri yik ve kitleye gore ayiran
yiksek ¢ozinirlikli bir tekniktir. Proteinler ilk olarak
ylklerine gore ayrilirken, ikinci olarak ise kitle biyuk-
lUkleri arasindaki farka gore ayrilir. Jel Gzerinde ylriime
sonucunda, her biri tek bir proteine karsilik gelen kiiglik
noktalara sahip iki boyutlu bir jel haritasi elde edilir. 2D
jel elektroforezi iki 6rnek arasinda farkl 6zgiin protein/
proteinleri karsilastirmak icin kullanilmakla birlikte trans-
lasyon sonrasi modifikasyonlarin, mutant proteinlerin
karakterizasyonun ve metabolik yollarin degerlendirilme-
sinde de basariyla kullanilir.

Kompleks 6rneklerin icindeki protein igerigini arastirmada
2D jel elektroforezi etkin olmakla birlikte; sonuglarin tek-
rarlanabilirligi, dislik miktarda ve hidrofobik karakterdeki
proteinlerin tespiti, cok diistik ya da ¢ok yliksek pH deger-
lerine sahip proteinlerin tanimlanmasinda 2D jel elektro-
forezin hassasiyeti sinirhdir (9, 13).

« Protein Mikroarray

imminanalitik mikroarray teknolojisi kavrami 1980’lerin
sonlarinda ortaya ¢ikmistir. Bu donemde yaygin olarak
kullanilan radyoizotopik etiketleme yontemi yerini flore-
sans imminolojik analizlere birakmistir (14).

Protein mikroarrayler ayni anda binlerce proteini ayri ayri
tanimlanmasi, incelenmesi ve karakterizasyonuna olanak
saglayan yiksek verimlilikte calisan 6nemli araclardir.

GilnlUmiuzde protein array ¢alismalari, proteom ¢apinda
molekiiler etkilesimlerin incelenmesi, translasyon sonrasi
modifikasyonlarin analizi, yeni ilag hedeflerinin tanimlan-
masi ve patojen-konakgl etkilesimlerinin incelenmesi gibi
alanlarda yaygin olarak kullaniimaktadir. Bunlara ek ola-
rak bu teknolojinin kanser ve otoimmiin hastaliklar gibi
bircok kronik hastalk icin yeni biyobelirte¢ belirlenmesi
amaciyla da kullanildigi bilinmektedir (15).

Protein mikroarraylerini Gi¢c ana sinifa ayirmak mimkiin-
dir.

- Analitik Protein Mikroarray (Antikor Mikroarray)

Bu teknikte, bir antikor veya aptamer kitliphanesi bir cam
slayt Gizerine immobilize edilir ve hedeflenen protein ya
dogrudan etiketleme yoluyla ya da sandvi¢ analiz forma-
tinda bir raportér antikorla tespit edilir. Biyolojik 6rnek-
lerdeki proteinlerin baglanma afiniteleri, sentez diizeyleri
ve protein profillerinin belirlenmesinde kullanilir (9, 16).

- Fonksiyonel Protein Mikroarray (Rekombinant Protein
Array)

Fonksiyonel tim bir protein ya da protein domainleri
kullanilarak olusturulan mikroarray tipidir. Bu mikroar-
ray sinifl proteinlerle DNA, peptidler, lipitler, ilaglar diger
proteinler, kiicik molekdller gibi farkli molekiillerin et-
kilesimlerinin arastiriimasina olanak tanidigi gibi enzim
substrat iliskilerini arastirmada da kullanilir (9, 16).

- Ters Faz Protein Mikroarray (TFA)

Bircok farkh lizat ornegi (farkli doku ve hiicre lizatlari)
nitrosellloz slayt Uzerine yerlestirilebilir. Bu lizat 6rnek-
lerinde hedef proteinleri tanimlamak igin birgok farkh
prob test edilebilir. Ol¢iim icin kullanilan antikorlar uygun
floresan, kemiliiminesans ve kolorimetrik yontemlerden
biri ile tespit edilir. Protein miktarinin belirlenmesi igin
referans peptidleri kullanilir. Bu mikroarrayler, belirli bir
hastalikla iliskilendirilmis olan islevsiz ya da islevi degismis
protein/proteinleri belirlemek icin kullanihr (9, 16).

« Kiitle Spektrometresi Tabanl Yontemler

Kitle spektrometrisi (Mass spectrometry-MS), proteinle-
rin, peptidlerin, karbonhidratlarin, oligonikleotitlerin ve
metabolitlerin molekiiler agirliklarini ve kimyasal yapilari-
ni belirleyebilen, yliksek verimlilikte ¢alisan bir analitik ta-
yin yontemidir. MS yontemi molekdlleri kiitle-yik oranina
(m/z) gére ayirma temeline dayanmaktadir. Analiz islemi
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lic ana basamakta gerceklestirilmektedir. ilk basamak sivi
veya kati fazdaki biyomolekiillerin gaz fazindaki iyonlara
dénistirilmesidir. ikinci basamakta ise manyetik veya
elektrik alanlarin etkisinde bir kitle analizéri igerisinde
m/z (kutle/yuk) degerlerine gore bu iyonlarin ayrimi ger-
ceklestirilmektedir. Uglincii ve son basamakta ise ayriimis
iyonlarin sinyallerinin 6lgtilmesi ve her bir iyonun m/z de-
gerlerinin belirlenmesidir.

Matris destekli lazer desorpsiyon iyonizasyonunu (MAL-
DI) ve elektrosprey iyonizasyonunu (ESI) yaygin olarak
kullanilan iyonizasyon yontemleridir (17, 18).

- Matriks Yardimli Lazer Desorpsiyon/iyonlastirmali-
Ucus Zamanlh Kiitle Spektrometresi (MALDI-TOF)

MALDI-TOF kuitle spektrofotometerisinde, MALDI cihazi
iyonlastirma kaynagi olarak gorev yaparken TOF (time-of-
flight) ise kitle analizorii olarak islev goriir. MALDI tek-
nolojisi, proteomik, lipidomik, metabolomik ve glikomik
gibi farkh omik alanlarinda yaygin olarak kullanilmakta-
dir. Hicre ve doku homejenatlari gibi karisik ve karma-
stk protein karisimlarini analiz edebilen bir teknik olan
MALDI-TOF kiitle spektrometrisi, 6zellikle protein mole-
kil agirhiginin belirlenmesinde, protein dizilerinin tanim-
lanmasinda, protein yapilarinin taninmasinda ve protein
iceriginin olctilmesinde faydahdir (19-21).

- Tandem Kiitle Spektrometrisi (MS/MS)

Tandem kitle spektrometrisi yaygin olarak MS/MS ola-
rak adlandirilir ve bu spektrometrik yéntem iki adimda
orneklerin analizini gergeklestirir. Bu, arka arkaya yerles-
tirilmis birden fazla kiitle analizoérline sahip tek bir kiitle
spektrometresini icerir. MS/MS’in ilk adiminda, 6nceden
belirlenmis bir dizi iyon, iyon kaynaginda elde edilen diger
iyonlardan ayrilir ve inert bir gaz atomlari ya da molekail-
leri yardimiyla pargalanir. Daha sonra ikinci asamada bu
parcalar diger bir kitle analizéri ile tekrar ayristirilir ve
kltle/yiik oranlari tayin edilir (13).

- Sivi Kromatografi - Kiitle Spektrometresi (LC-MS)

LC-MS, sivi kromatografinin ayirma yeteneklerini kitle
spektrometrisinin essiz nitel ve nicel analiz yetenekleriyle
birlestiren analitik bir tekniktir (22). Bu teknik, farkh biyo-
molekdllerin yliksek verimlilikte nitel ve nicel analizlerine
olanak saglayarak sistem biyolojisi arastirmalarinda ve
biyo-belirte¢ ¢alismalarinda 6nemli ilerlemelere olanak
saglamistir (23). ilk olarak incelenecek érnek igerisindeki
molekiller 6ncelikle kolon icerisindeki hareketli ve sabit

fazlarla etkilesime girerek ayristirilmaktadir. Bu etkile-
simler, yik ve boyut gibi analitin 6zellikleri ile iliskilidir.
LC asamasini takiben 6rnekler MS ile molekdllerin agirhgi
ve iyonik yiikleri temelinde analiz edilmektedir. ikinci asa-
ma sonrasinda ornek icerisinde hangi analitin/analitlerin
bulundugu ve her bir analitin miktari belirlenebilmektedir
(24) .

LC-MS, biyofarmasoétik ilag gelistirme, ilag metabolizmasi,
toksikoloji calismalari, biyolojik sivilarda ilag kantifikasyo-
nu, farmakokinetik calismalar, biyoyararlanim ¢alismalari,
doping kontroli, biyojenik aminlerin kantifikasyonu ve te-
rapotik ilag izleme gibi ¢esitli uygulama alanlarinda prote-
inlerin kantitatif analizi i¢in biyoanalitik bir ydontem olarak
sikhkla hizmet vermektedir (13).

« Niikleer Manyetik Rezonans (NMR)

NMR spektrometrisinin temelini atomlarin ¢ekirdek-
lerinin manyetik Ozellikleri olusturur. Cekirdeklerinde
anormal (unusual) proton ya da notron iceren atomlarin
donlsi miknatis gibi davranmalarina yol agar. Sonug ola-
rak, hidrojenler (H?) veya ¢ekirdeginde alisiimadik proton-
lar veya noétronlar (H?, C'3, N5, P3 ve F* ) bulunan baz
sabit izotoplar miknatis gibi davranir. Bu tlr parcaciklar,
disaridan uygulanan bir manyetik alanda belirli frekans-
lardaki radyo sinyallerine maruz kaldiklarinda, doénis-
leriyle ayni hizda radyo sinyallerini toplar; bu teknige
“rezonans” denir. Atomun durumundaki bu degisiklik,
atomun kimyasal 6zelliklerini tanimlamak igin kullanilan
“kimyasal kayma” olarak bilinmektedir. Radyo sinyalleri-
nin alinmasinin ardindan atomlar enerjilenir, ancak daha
sonra alinan miktara esdeger radyasyon Uretirler. Salinan
radyasyonun miktari ve bunun salinmasi icin gereken siire
hem izlenebilir hem de atomun yapisi hakkinda bilgi edin-
mek icin kullanilabilir (25). NMR, proteinlerin molekiler
yapisi, katlanmasi ve davranisinin arastiriimasinda yaygin
kullanilan bir aragtir. Protein yapisi, yapiya dayali ilag ta-
sarimi, homoloji modelleme ve fonksiyonel genomik gibi
cesitli arastirma alanlarinda kullanilan temel tekniklerden
biridir (26).

2. PROTEOMIiK TEKNiKLER: PRIMER iMMUN
YETERSIZLiK KLiNiK UYGULAMALARI

PiY hastaliklarinin molekiiler ve hiicresel mekanizmalari-
nin aydinlatilmasi ya da hastaliklarla iliskili protein belir-
teglerinin belirlenmesine yonelik proteomik calismalari
sonyillarda hiz kazanmistir. CVID hastalarinda plazma pro-
tein profili ile hastaligin klinik 6zellikleri ve lenfosit spot
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anormallikleri arasindaki iliski arastirilan bir calismada 29
CVID’li hastada 145 plazma proteini Olink (Proximity Ex-
tension Assay teknolojisi) yontemi ile belirlenmistir. Calis-
ma sonucunda CVID’li hastalarda sagliklilara gore plazma
protein profili anlaml olarak farkli bulunmustur. IFN-y ve
IFN-v ile dlizenlenen 24 proteinin diizeyleri CVID ile iliskili
immin diizensizlik ile baglantili oldugu gosterilmistir (27).
Proteomiks yontemlerin kullanildigi farkh bir ¢alismada
iki bagimsiz kohortta CVID’de immin dizensizligin altin-
da yatan sitokin ve kemokin sinyal yolaklarinin yani sira
hastalarin siniflandiriimasinda serum proteom profilleri
arastinlmistir. Her iki kohortta IL-10, IL-12RB1 ve CD83
protein diizeylerinin anlamli bir sekilde CVID’de arttigi
gosterilmistir (28).

PiY hastaliklarinin erken dénem teshisi son derece énem-
lidir. Dogru teshis ve tedavi sonrasi hastalar nispeten
normal yasamlarini slirdlrebilmektedirler. Bu nedenle
erken teshis; potansiyel olarak yasami tehdit eden en-
feksiyonlarin ve kronik sekellerin kontrol edilmesi ve on-
lenmesinde son derece 6nemlidir. Erken teshis igin klinik
tani koymadaki zorluklarin yani sira basit ve ekonomik
popilasyon tarama yontemlerinin sinirhligi en énemli ki-
sitlayici faktorler olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Glinlim{iz-
de immiino-SRM ile birlestirilmis peptid immunoafinite
zenginlestirme yontemiyle LC-MS/MS analizi kullanilarak
klinik ve genis populasyon taramalarinin gergeklestiriime-
si mimkiindiir. Bu yaklasimin temelinde hastalikla iliskili
proteini tanimlayacak peptit/peptidler, bu peptide 6zgin
antikor/antikorlar ve isotip isaretli internal standart pep-
tid kullanimi yer almaktadir. Bu yontem kanda disik pi-
komolar konsantrasyonlarda bulunan proteinlerin yiksek
tekrarlanabilirlikle miktarinin belirlenmesine olanak tani-
maktadir (29, 30). Ginlimizde immiino-SRM analizi filtre
kagidina emdirilmis kuru kan &rneklerinde BTK, WASP,
WAS, XLA , AKIY gibi PiY hastaliklarin tanisinda basarih bir
sekilde kullanilabilecegi literatirde gosterilmistir (31).
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