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OZET

AMAC: Immiin sistem dogustan kusuru (ISDK) 6n tanisiyla basvuran hastalarda
uygulanan genetik tetkik sonuglarini inceleyerek, gelisen teknolojilerle birlikte genetik
test yontemlerinin hastalarin teshisinde sagladigi somut katkisini belirlemeyi ve yeni
nesil dizileme yontemlerinin, 6zellikle Tim Ekzom Sekanslamanin (Whole Exome
Sequencing, WES) hedef bir hastalik / gen tespit edilemedigi durumlarda etkinligini
degerlendirmeyi amacladik.

YONTEM: 2015 basi ve 2020 yili sonuna kadar ISDK 6n tanisiyla basvuran
hastalardan genetik testler yapilan toplam 255 hastaya ait analiz sonucglar1 geriye
doniik olarak ve literatiir verileriyle kiyaslanarak incelendi.

BULGULAR: Genetik analizleri yapilan 255 hastanin 155’1 erkek (%60), 100’1 kiz
(%40) hastaydi. Klinik olarak DiGeorge Sendromu (DGS) disiliniilen 9 hastada
yapilan FISH analizi sonucunda 3 hastada 22q11 bdlgesinde delesyon tespit edilerek
DGS tan1 koyuldu. Klinik 6zellikleriyle hedef genler belirlenen 206 hastada tek gen
analizleri yapilarak 29 hastada klinigi agikladig diigiiniilen sonuglara ulasilmisti. Tek
gen analizi yapilan 9 hastada nokta mutasyon saptanmazken es zamanli FANCA geni
MLPA analizi yapilarak 4 hastada delesyon tespit edilerek Fankoni anemisi tanisi
koyuldu. Tek gen analizleri sonucunda tani koyulamayan hastalardan sartlar1 saglayan
hasta ve dogrudan WES analizi yapilan 40 hasta olmak {izere toplam 71 hastada
uygulanan WES analizi sonucunda 22 hastaya tani koyulabilmisti.

SONUC: Klinik ve genetik heterojenitesi dikkate alindiginda, ISDK’l1 hastalarin
dogru takibi ve tedavisi i¢in molekiiler tanm1 koymak vazgegilmezdir. Klinik
ozellikleriyle iyi tanimlanabilen hastalarda hedef genlerin belirlenebilmesiyle kisa
stirede tan1 koyulabilirken fenotip ve genotip heterojenitesinden dolay1 hastalarin
biiyiik gogunlugunda ISDK ile iliskili tiim genleri kapsayan caligmalarin yapilmasi
gerekmektedir. Bilinen ve yeni tiim genlerdeki varyantlarinin degerlendirilmesini, elde
edilen panogromik bakis agis1 ile varyantlarin kiimiilatif yorumlanmasini,
giincellenmis bilgilerle yeniden analiz yapilabilmesini ve biyoinformatik araglarin
entegre edilmesiyle hastalikla iligkili genlerdeki yapisal varyasyonlarin tahmin
edilmesini saglayan 6zellikleri gdz oniine alindiginda tiim ekzom dizilime, ISDK

kuskusu olan hastalarin teshisinde etkili bir aractir.

Anahtar Kelimeler: immiin yetmezlik, yeni nesil dizileme, WES



SUMMARY

Aim: Evaluating the results of the genetic tests performed on patients with inborn
errors of immunity (IEI), we aimed to determine the tangible contribution of genetic
methods evolving with the devoloping technology, to diagnosis of IEI patients and to
evaluate the effectiveness of new generation sequencing methods, especially Whole
Exome Sequencing (WES), in the diagnosis of the cases where a target disease / gene
could not be detected.

Method: The genetic test results of a total of 255 patients who were admitted with a
pre-diagnosis of IEI until the beginning of 2015 and the end of 2020 were examined
retrospectively by comparing them with the literature data.

Results: Of the 255 patients whose genetic analyzes were made, 154 were male (60%)
and 101 were female (40%). As a result of the FISH analysis performed in 9 patients
with clinical suspicion of DiGeorge Syndrome (DGS), deletion in the 22911 region
was detected in 3 patients and DGS was diagnosed. By performing single gene
analyzes in 206 patients whose target genes were determined with their clinical
features, results that were thought to explain the clinic in 29 patients were obtained.
While no SNV was detected in 9 patients who underwent single gene analysis, FANCA
gene MLPA analysis was performed simultaneously and deletion was detected in 4
patients and a diagnosis of Fanconi anemia was made. A total of 71 patients, including
31 patients who met the conditions from patients who could not be diagnosed via single
gene analysis, and 40 patients who had direct WES analysis, were able to diagnose 22
patients as a result of WES analysis.

Conclusion: Considering the clinical and genetic heterogeneity, it is necessary to
establish a molecular diagnosis for the correct follow-up and treatment of patients with
IEl. Whole exome sequencing, in particular, is an effective tool in the diagnosis of
patients with IEI, as enabling the evaluation of variants in all known and new genes,
the cumulative interpretation of variants with the panogromic perspective obtained and
the re-analysis with updated information. Integrating the bioinformatics tools with
WES analysis could also provide a prediction of structural variations in disease-related

genes.

Key Words: immunodeficiency, next generation sequencing, WES
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1.GIRIS VE AMAC

Siklikla erken ¢ocukluk doneminde bulgu veren, enfeksiyon hastaliklarina
artan yatkinlikla birlikte klasik olarak primer immiin yetmezlikler seklinde ifade edilen
Immiin ~ Sistemin  Dogustan  Kusurlar1  (ISDK), immiin sistem gelisim
farklilagsmasindaki, hiicresel etkilesimdeki ve hiicresel fonksiyonlardaki bozukluklara
neden olan temelde genetik mutasyonla meydana gelen heterojen konjenital
hastaliklar1 tanimlar (1-4). Cesitli genetik mutasyonlar sonucunda enfeksiyona
yatkinlikla beraber otoimmiinite, otoinflamatuar hastaliklar, allerji ve malign tiimorler
gibi birbirinden ¢ok farkli fenotip ile klinikte karsilasilan ISDK, Uluslararasi
Immiinoloji Dernekleri Birligi (International Union of Immunological Societies, 1UIS)
tarafindan “fmmiin Sistemin Dogustan Kusurlar” olarak smiflandirilmaktadir (1).

Enfeksiyon hastaliklart halen goriilebilse de 20.yiizyilin ortalarindan itibaren
as1 ve antibiyotik gelistirme calismalar1 ve sosyal-cevresel alandaki iyilesmeler tim
diinyada enfeksiyon hastaliklarinin saglik sorunlari igerisindeki payini azaltmistir. Bu
durum yineleyen ve agir gegen veya beklenmedik ajanlarla meydana gelen enfeksiyon
hastaliklarinin altinda bagisiklik sistemi kusuru olabilecegi gercegini giin yiiziine
cikartmistir (5). Daha oncesinde immiin yetmezlik klinigi de bulunan bazi hastaliklar
tanimlanmis olsa da 1952’de Bruton’un bildirdigi X’e bagli hipogammaglobulinemi
ilk tanimlanan immiin yetmezlik olarak kabul edilmektedir (6-9). Giiniimiizde
sitometrik ve molekiiler genetik yontemlerdeki ileri diizey gelismelerle birlikte 400’1
asan dogustan immiinite Kusuru ve bunlarin etyolojisinde rol alan 400’#i askin genetik
kusur oldugu tespit edilmistir (1,10-11).

ISDK’nin biiyiikk béliimiinii baskin olarak antikor eksiklikleri olusturur.
Toplumda en sik rastlanan ISDK, Selektif IgA eksikligi olup goriilme siklig1 333-700
canli dogumda 1 dir (12,13). Immiin sistemin dogustan kusurlarinin prevalansi kesin
bir sekilde bilinememektedir. Tiirkiye gibi akraba evlilik orani nispeten yiiksek olan
iilkelerde ise otozomal resesif kalitim paterni olan ISDK sikliginin daha fazla oldugu
ongorilmektedir (14).

Immiin sistemin dogustan kusurlar1 nadir goriilen hastaliklar olmasina karsin,
etkilenen bireylerde tekrar eden enfeksiyonlar/hastaliklar yogun antibiyoterapi veya
diizenli antikor tedavisi gerektirmesi, hayat kalitesini bozmasi, fiziksel gelisimi

bozmasi ve nihayetinde bazi durumlarda hayati tehdit eden tablolar olusturmasi



nedeniyle sosyal alanda ve klinikte énemli bir problem olarak karsilasiimaktadir.
ISDK prognozu, genetik etiyolojiye bagl olarak degisir. Bununla birlikte enfeksiyon
tedavi yonetimindeki basarilar, antibiyotiklere erken erisim, kemik iligi nakli,
hematopoietik kok hiicre transferi gibi tekniklerdeki ilerlemeler ve gelismis yogun
bakim hizmetleri goz 6niine alindiginda, hasta prognozu ve uzun vadeli sagkalim son
50 yilda onemli 6lglide iyilesmistir (15-17). Ayrica rutin asilar, risk altinda olanlara
stiri bagisikligi saglayarak enfeksiyon hastaliklarin insidansini azaltmistir. Genellikle
nadir goriilen hastaliklar olmasma ragmen, terapotik yaklasimi uygun sekilde
belirlemek ve bdylece iyi bir yagam kalitesi ile en uzun vadeli sag kalim1 sunabilmek
icin dogru taniy1 koymak 6nemlidir (18-20).

Giiniimiizde yeni nesil dizileme teknolojisinin ISDK ve diger kalitsal
hastaliklarin molekiiler temellerini basariyla ortaya koymasiyla kullanimi giderek
yayginlasmaktadir. Genetik testler, 6zellikle de tiim ekzonik bolgeleri dizileyen Whole
Exome Sequencing (WES), ISDK’nin klinik tamisinda ayrilmaz bir bilesen haline
gelerek vaka yonetiminde onemli bir etkiye sahip olmustur. Bu ¢alismada Karadeniz
Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Boliimiinde ISDK &n tanis1 olan
hastalarda gergeklestirilen genetik analiz sonuglarini degerlendirerek, 6zellikle WES
uygulamasinin sagladigi tan1 orani avantajiyla mevcut ve potansiyel tedavilerin biran
once belirlenmesine katki saglanabileceginin, ailenin sonraki gebeliklerinde genetik
gecis riskini tanimlayip ve bu konuda ileriye yonelik onleyici rehberlik ve prognostik

bilgi saglanabileceginin farkindaligini somutlastirmay1 amagladik.



2. GENEL BILGILER
2.1 immiin Sistem Fizyolojisi

Latincede yasal bir terim olan “immunitas” kelimesinden kéken alan Immunite,
vergiler ve gorevlerden muaf tutulma veya “dokunulmazlik” anlamina gelir (21).
Hastaliklara karst koruyuculuk anlaminda yazili olarak ilk defa MS 60 civarinda
Kordobali Marcus Annaeus Lucanus’un, yilanlarla birlikte yasadiklari i¢in yilan
zehrine bagisikliklart olan Kuzey Afrikali bir kabileden bahsettigi epik siiri
Pharsalia'da kullanilmistir (22).

Fizyolojik olarak immunite, canlinin kendisine ait olmayan (non-self) ve
olasilikla da kendisine zararli olan etkenlerin kendisinden olandan (self) ayirt edilerek
ortadan  kaldirilmasi  niteligini  ifade eder. Temel hedefi enfeksiyoz
mikroorganizmalara karst savunmadir. Bu savunmadan sorumlu hiicreler ve molekiiler
yanitlar immun sistemi olusturur. Bunlarin yabancit maddelerin girisine hep birlikte ve
koordineli tepkileri immun yanit olarak adlandirilir. Bununla birlikte, enfeksiyoz
olmayan yabancit maddeler, canlinin kendisine ait hasarli hiicrelerinin iiriinleri ve
canliin kendi molekiilleri (otoimmunite) bile immun yanit1 ortaya ¢ikarabilir. Bazi
durumlarda bu reaksiyonlar doku zedelenmesine ve hasarina neden olabilir. Bu
nedenle, immun yanitin daha kapsayici bir tanimi, boyle bir reaksiyonun fizyolojik
veya patolojik sonucuna bakilmaksizin, mikroorganizmalara ve yabanci olarak taninan
molekiillere yani antijenlere verilen bir tepkidir (23,24).

Antijenler, immiin reseptorler tarafindan taninan temel birimler olan bir veya
daha fazla epitop veya antijenik determinant tasirlar. Immiin yaniti uyarabilen
antijenler immiinojen, yalnizca bir immiinojenik tastyici molekiile baglandiklarinda
bagisiklik yaniti baglatabilenler hapten veya yeniden maruz kalindiginda bagigiklik
sistemi hiicrelerinin se¢ici olarak tepkisiz hale gelmelerine neden olanlar tolerojen
olarak simiflandirilirlar (5).

Immiin yanitin baslayabilmesi icin &ncelikle enfeksiydz, toksik veya alerjen
molekiillerin taninmasi gerekmektedir. Bu tanima mekanizmalar1 2 genel kategori

olusturur (24).

1- Konak¢1 canlinin genlerinde germline kodlanmig olarak dogustan gelen,

birgok mikroorganizma ve toksin tarafindan paylasilan ortak molekiiler



kaliplar1 tantyan ve onlara ilk birka¢ saat iginde hizlica fakat spesifik
olmayan tepkileri baglatarak yabanci molekiilleri edinsel immun yanita
hazirlayan, dogal immun yanit mekanizmasi.

2- Ozgiin antijenleri yiiksek 6zgiilliikle baglayabilen T ve B hiicre yiizeyi
antijen spesifik reseptorlerini olusturan, germline genlerin somatik yeniden

diizenlenmesiyle saglanan edinsel-adaptif immun yanit mekanizmasi.
2.1.1 Dogal Bagisikhik

Patojenlere karsi birinci savunma hattini, hizli bir sekilde meydana gelen dogal
bagisiklik yanitlar1 olusturur. Notrofiller, makrofajlar, dendritik hiicreler, dogal
oldiirticti (natiirel killer, NK) hiicreler ve dogal bariyerlerin (¢ogunlukla deri ve
gastrointestinal ve solunum mukozasi) yani sira antimikrobiyal ajanlar, opsoninler
(komplemanlar gibi) ve sitokinleri igerir (25).

Yabanci ya da organizma i¢in olasilikla tehdit olusturan unsurlarin uygun
sekilde taninmasi ve inflamatuar siire¢lerin  tetiklenmesi, bu unsurlarin
uzaklagtirilmasinda temel basamaklardir. Fagositler canlinin sinirlarini ihlal eden
patojenlerin yutularak ortadan kaldirildig1 fagositozdan esas sorumlu hiicrelerdir.
Yabanci antijenleri tan1y1p onlar1 kaplayan (opsonize eden) ve fagositoza duyarli hale
getirerek tamamlayici rol iistlenen dogal bagisiklik yanit1 elemanlari ise kompleman
proteinleridir. Bu hiicre ve molekiiller birbiriyle uyumlu ¢alisarak, patojeni viicutta
yakalamay1 ve ortadan kaldirmayi amaglamaktadir. Dogal bagisiklik kusurlari, ilk
savunma reaksiyonunun tetiklenmesini geciktirerek enfeksiyonun prognozunu
kotiilestirebilir (15).

2.1.2 Edinsel Bagisikhik

Dogal bagisiklik sistemi patojeni yok edemezse edinsel-adaptif bagisiklik
sistemi devreye girer. Ozellikle enfeksiyona neden olan organizma tiiriinii hedefler.
Ancak bunu yapmak icin Once patojeni tanimlamasi gerekir. Bu dogal bagisiklik
sisteminden daha yavas yanit verdigi anlamina gelir. Patojenlere kars1 spesifik bir yanit
olusturmak i¢in birkag giin veya daha uzun siire gerektirir. Fakat sonunda immiinolojik
hafiza ile sonuglanan kalici immunite gelisir. Ayni ajan-patojen ile tekrar
karsilagildiginda, adaptif yanit immiinolojik hafiza sayesinde hizlica aktive olarak

patojeni ortadan kaldirir (26).



Edinsel bagisiklik sisteminin esas {iyeleri T ve B hiicreleridir. Hiicresel yanitta
T hiicreleri rol aldigindan, T hiicre gelisimi, farklilagmasi ve olgunlasmasinin herhangi
bir asamasinda meydana gelen kusurlar hiicresel yanitta bozulma ve buna bagl klinik
sorunlar ortaya cikarir. Antikor iiretimine aracilik eden B hiicre gelisimi veya
olgunlagmasindaki sorunlar ise humoral bagisiklik yanitindaki kusurlarin olusmasina
neden olur. B hiicresinin rol aldig1 antikor tiretimi, T hiicre fonksiyonunun saglikli
olmasii gerektirdiginden, bircok T hiicre kusuru hem hiicresel hem de humoral
immiin yanitta eksikliklerin olustugu kombine ISDK’ya yol agar (18,19). Aslinda

buradaki temel sorun, T hiicre fonksiyonunda bulunan konjenital kusurdur.

2.1.3 Humoral ve Hiicre Aracili Bagisikhik

Humoral bagisikhik, B hiicre etkinlik alaninda, antikorlar ve kompleman
proteinleri araciligiyla gergeklesir. Antijen (Ag) ile antikor (Ab) etkilesimi presipitin
reaksiyonudur. Ag-Ab komplekslerinin olusmasina neden olur. Antikorlar, hiicreleri
veya partikiilleri baglayarak agliitinasyon olarak bilinen bir reaksiyonla agregat
olusumuna da neden olabilir. Agliitinasyon, patojenleri bir molekiiler ag iginde
hapsederek hareket etmesini engeller. Antijende ve antikorda baglanma bdélgeleri
sirastyla Epitop ve Paratop olarak tanimlanir. Epitop antijen iizerinde bulunan spesifik
bir antijenik belirleyici bolge (determinant) iken, Paratope antikor iizerindeki antijeni
baglayan spesifik baglama bolgesidir. Notralizasyon ise antikorlarin epitoplara,
mikroorganizmalara veya toksinler gibi ¢oziiniir molekiillere, onlarin konakgi hiicre
yiizeylerine baglanma kabiliyetlerini inhibe edecek sekilde baglanmasidir (27).

Makrofajlar, dendritik hiicreler ve nétrofiller, epitopa baglanmis antikorun Fc
kismi i¢in yiizey reseptorleri (FcR) tasir. Serbest IgE'yi baglayan FcR haricindeki diger
FcR'ler yalnizca epitoplarina baglanmis olan antikorlar1 tanir ve baglar. Antijene
baglanmis antikorlarin FcR'lere baglanmasiyla “antijen-antikor kompleksi” fagositik
hiicreye sunulur. Fagositik hiicreler antikora bagli bulunan antijeni fagozite ederek yok
edilmesini saglarlar. Epitopa tutunmus antikorlar ve C3b gibi kompleman proteinleri,
fagositozu uyarmak i¢in opsonin olarak ¢alisirlar. (28)

Kompleman sistemi hem edinsel hem de dogal bagisikligin ¢ok énemli bir
bilesenidir. Kompleman (C) sistemi, karaciger tarafindan sentezlenen ve kanda
inaktif onciiller olarak dolasan bir dizi kiigiik proteinden olusur. Birkag tetikleyiciden

biri tarafindan uyarildiginda kopleman aktivasyonu olarak tanimlanan bir dizi
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reaksiyon gergeklesir. Kompleman aktivasyonu sonucu, yabanci veya hasarli doku
materyalini temizlemek icin fagositler uyarilir ve inflamasyon bdlgesine ilave
fagositlerin ¢ekilmesi gergeklesir. Kompleman sistemi, ¢oziilebilir ve zara bagh
modiile edici yollar1 igeren 25'in iizerinde plazma ve hiicre yiizeyi proteininden olusur
(29,30). Aktivasyon yolaklarindaki proteinlerin ¢ogu proteinazlardir ve aktivasyonlari
kademeli olarak meydana gelir. Aktivasyon yolaklariin ana amaci, yabanci antijenleri
ortadan kaldirmak i¢in isaretlemek ve onlarin tahribatini kolaylastiran diger proteinleri
ve hiicreleri devreye sokmak ve gerektiginde ozmotik parg¢alanma yoluyla yikici
siirece dogrudan katilmaktir (24).

Kompleman sistemi, {i¢ farkli yolakla aktive olabilir. Antijen-antikor
kompleksleri, klasik kompleman aktivasyon yolagi i¢in aktive edici sinyal saglar ve
kompleman sisteminin C1, C4 ve C2 bilesenlerinin sirali baglanmasini kolaylastirmak
icin epitopa baglanan antikorlarda (genellikle IgM ve 1gG) meydana gelen
konformasyonel degisikliklerle etkinlestirilir. Bu sirali baglanma C3b’nin olugmasini
saglayan anahtar enzim olan C3b konvertazi etkinlestirir. Kompleman sisteminin
alternatif aktivasyon yolagi, spontan kompleman aktivasyonunun inhibit6rlerini
notralize eden mikrobiyal yapilar tarafindan antikorlar olmadan aktive edilir. Bu
yolakla, bakteri tizerinde biriktirilen C3b daha sonra Membran Atak Kompleksi
(MAK) tetikler ve fagositozu artirir. Mannoz baglayan lektin yolag: ise, mannoz
baglayici lektinin (MBL) patojen yiizeyindeki mannoz kalintilarina baglanmasiyla
aktive edilir. Boylece aktif duruma gelen MBL ile iliskili serin proteazlar C4 ve C2'yi
aktive ederek C3 doniistiiriicti C4b2a'y1 olusturur (24,31).

Antikorlar ve kompleman sistemi, hiicre disinda yapistiklar1 patojenlere karsi
etkilidir. Fakat mikroorganizmalar antikorlarin ve komplemanlarin ulasamadigi
konakg1 hiicrelerde saklanmak dahil olmak tizere kaginma taktikleri de kullanirlar. Bu
durumda hiicre aracili yanit sistemleri devreye girer. Bu sistemler, CD4+ (Cluster of
Differentation, CD) Thl hiicrelerinin aracilik ettigi gecikmis tip asirt duyarlilik ve
CD8+ sitotoksik T lenfositlerinin aracilik ettigi hiicre aracil lizizi kapsar. Gecikmis
tip asir1 duyarlilik reaksiyonunda, CD4+ Thl hiicrelerinin dogrudan temasi (CD40 ve
CD154'in baglanmasi) ve T hiicrelerince salgilanan IFN-y (Interferon, INF) makrofaj
aktivasyonuna aracilik eder. Aktive olan makrofajlar, yok edici enzimlerin ve reaktif

oksijen ara Urilinlerinin iiretimini ve salimimim arttirarak fagositozu saglar. Hiicre



aracili lizizde ise aktive edilmis CD8+ sitotoksik T lenfositler, sitoplazmada patojen
mikroorganizmalari barindiran hiicreleri 6ldiirtir. Bu mikroorganizmalar, bir¢ok hiicre
tipini enfekte eden virlisler veya makrofajlar tarafindan sindirilen ancak fagositik
vezikiillerden sitoplazmaya kacan bakteriler olabilir. Sitotoksik T lenfositler enfekte
hiicreleri yok ederek enfeksiyon rezervuarlarini ortadan kaldirirlar. Bununla birlikte

timor hiicrelerini de 6ldiirerek ortadan kaldirdiklar da bilinmektedir (23,31).
2.1.4 immiin Sistem Hiicreleri
2.1.4.1 Dogal Bagisiklik Hiicreleri

Miyeloid seri hiicreleri yapisal olarak, sitoplazmik graniil iceren hiicreler
(eozinofiller, bazofiller ve notrofiller) ve graniil icermeyen agraniiler fagositik
hiicreler (monositler, makrofajlar ve dendritik hiicreler) olmak iizere 2 gruba ayrilir.
Ancak birlikte dogal bagisiklikta rol oynarlar. NK hiicreleri ve fagositler ise dogal
bagisiklik ve edinsel bagisiklik sistemi arasinda koprii olusturur (24).

Belirgin sitoplazmik graniiller igeren 16kositler graniilositler olarak bilinir. Bu
hiicreler, aminler (bazik boyalarla boyanmis: bazofil, mast hiicreler), bazik proteinler
(asidofilik veya eozinofilik boyalarla boyanmis: eozonofiller) veya her ikisini (notr
boyama: nétrofiller) iceren ¢ok loblu ¢ekirdeklere ve sitoplazmik graniillere sahiptir.
Periferik kan 16kositlerinin yiizde altmisi noétrofil graniilositlerdir. Bu hiicreler
bakterileri 6ldiirmede ¢ok etkilidir (32).

Mast hiicreleri, bazofillere benzer ancak bag dokularinda bulunurlar ve daha
cok adaptif immiin yanitin alerjik reaksiyonlarinda onemlidir. Mast hiicreleri ve
bazofiller, heniiz epitoplarina baglanmamis IgE molekiillerinin Fc parcasini baglayan
FcR’lere sahiptir. Bu nedenle bu hiicreler, epitopu taniyan yiizey reseptorleri olarak
islev goren bir dizi reseptore bagli immiinoglobiilin (Ig) yakalarlar. Yiizey IgE’si
uygun epitoplarla ¢apraz baglandiginda, mast hiicresi/bazofil degraniilasyonu
tetiklenir. Sitoplazmik graniillerin bu salinimi, ani asir1 duyarliliklar reaksiyonlarini
tetikler (31).

Eozinofiller, 16kositlerin parazitik istilalara kars1 savunma igin énemli olan
hiicre serisidir. Tip I asir1 duyarlilik ve eozinofil iltithab1 denilen siiregte rol alirlar.
Notrofillere benzer sekilde fagositoz ve NETosis yapabilir. NETosis 2004 yilinda

basta sadece ndtrofillere ait yeni bir antimikrobiyal siire¢ olarak tanimlansa da diger



graniilli I6kositlerin de gerceklestirebildigi anlasilan, hiicre kromatininin
graniillerdeki antibakteriyel proteinlerle birlikte extraseliiler ortama dagilmasidir (33-
35).

Dogal immun yanitta gérevli olan ve lenfoid seriden kéken alan Natural Killer
(NK) hiicreler anormal (enfekte veya malign) konake¢i hiicreleri oldiiren ve
dolagimdaki tiim lenfositlerin %5 ila %10'unu olusturan biiytik, fagositik olmayan,
graniiler (grantilositlerden farkli olarak daha az sayida graniil igerirler) lenfositlerdir
(31,35).

Monositler, makrofajlarin, dermal dentritik hiicrelerin ve Langerhans
hiicrelerinin onciileridir. Makrofajlar (M), hem dogal hem de adaptif bagisiklik i¢in
onemli olan biiyiik tek ¢ekirdekli hiicrelerdir. Protozoanlar ve enfekte hiicreler gibi
biiyiik nesneleri fagosit edebilirler ve sitokinler gibi bir¢ok aktif madde salgilarlar.
Antijen/MHC (Major histocompatibility complex) Class 1l komplekslerinin CD4+ T
lenfositlere sunumunu gerceklestirirler. Tip IV asirn duyarhilikta yer alirlar.
Inflamatuvar (M1) ve anti-inflamatuvar (M2) olmak iizere iki farkli makrofaj tiirii
vardir. Ayn1 zamanda, belirsiz aktivite modelleri ile karakterize edilen tiimorle iliskili

makrofajlar da tarif edilmektedir (35).
2.1.4.2 Edinsel Bagisiklik Hiicreleri

Lenfoid seri hiicreleri (lenfositler ve plazma hiicreleri) adaptif bagisiklik
yanitlarindan sorumludur (28).

Yiizeylerinde CD3 antijeni tasiyan T lenfositler (CD3+ T Lenfositleri),
fonksiyonel olarak farkli gorevleri olan, CD4 antijeni tasiyan yardimci T hiicreleri
(CD4+ T helper) ve CD8 antijeni tasiyan sitotoksik T lenfositlerini (CD8+ sitotoksik
T lenfositleri; STL) kapsar. MHC class II'yi taniyan yardimci T hiicrelerinin
islevlerine esas olarak salgilanan sitokinler aracilik ederken, MHC class I’1 taniyan
STL'ler diger hiicreleri oldiiren molekiiller iretir. Regiilatér T hiicreleri olarak
adlandirilan baz1 T lenfositleri, esas olarak bagisiklik reaksiyonlarini inhibe etme islevi
goriir. Olgun CD3+ T hiicrelerinin yaklasik %70’ini CD4+ T hiicreleri, yaklasik
%30’unu CD8+ T hiicreler olusturur (23,36).

B lenfositleri, viicutta humoral bagisikligin aracilari olan antikorlari tiretebilen
tek hiicrelerdir. Maturasyonunu tamamlamis her bir B hiicresi yalnizca bir epitopu

tantyan yalnizca bir antikor spesifisitesine sahip Ig tretir. Ig iireten ve salgilayan



hiicreler Plazma hiicreleri olup, farklilasmis B hiicreleridir (B cell maturasyonu). B
lenfositleri, kemik iligindeki Onciillerden gelisir. Olgun B hiicreleri, kandaki
lenfositlerin %10 ila %20'sini olusturur. Lenf diigiimleri, dalak ve mukozayla iligkili
lenfoid dokular gibi periferal lenfoid dokularda da bulunur. Antijeni B hiicresi antijen
reseptor kompleksi araciligiyla tanir. IgM ve IgD izotiplerini tagiyan tiim olgun naif B
hiicrelerinin yiizey antikorlari, B hiicresi reseptorii (BCR) kompleksinin antijen
baglama bilesenidir (28,31).

T ve B hiicrelerinin 6zelliklerini tagimayan lenfositler vardir. Tiim lenfositlerin
%5 ila %10unu olusturan null hiicreler (biiyiik graniiler lenfositler) olarak
bilinirler. Null hiicreler veya biiylik graniiler lenfositler, NK hiicreleri, antikora
bagimli hiicresel sitotoksisite (ADCC) hiicreleri ve lenfokinle aktive edilen Katil
hiicreler (LAK) olabilir. NK, ¢esitli hedef hiicrelere karsi spontan sitotoksisiteye
sahiptir ve timor hiicrelerini 6ldiirme yetenegi, arastirma ve terapotik denemelerin
odak noktasi olmustur. Bir diger rolii viriis, bakteri ve parazit gibi hiicre i¢i ajanlar
tarafindan olusturulan enfeksiyona karsi koymaktir. Sitotoksisitesi, sitotoksik T
lenfositleri gibi antikora bagimli degildir veya MHC ile sinirlandirilmaz. Eylemleri
icin ayrica antijenik temasla duyarlilasma gerektirmezler. T hiicrelerinin aksine, NK
hiicre yilizeyinde CD3 ve CD4 antijeni bulunmazken, NK hiicrelerinin yaklasik yarisi
CD8 antijeni eksprese eder. Ancak dogal 6ldiirme i¢in CD8 gerekli degildir. Cogu NK
hiicresi, CD16 antijeni (IgG'nin Fc kismi igin bir reseptor) ve CD56 antijenini (noral
hiicre yapisma molekiiliiniin bir varyant1) iiretir. Bu reseptorler de, dogal 6ldiirme i¢in
gerekli degildir. Sadece NK hiicrelerinin tanimlanmasi i¢in gereklidir, NK genellikle
CD16+, CD56+, CD3- iken ve T hiicreleri CD3+, CD16—, CD56- seklindedir (36,37).

2.1.5 Lenfoid Organlar ve Lenfosit Gelisimi

Lenfoid organlar primer veya sekonder olarak siniflandirilirlar. Lenfositler
primer lenfoid organlar olan timus ve kemik iliginde gelisir. Sekonder lenfoid organlar
(dalak, lenf diiglimleri, lenfoid birikimleri) immiinojenleri yakalar ve dolasimda
hareket eden ¢ok sayidaki immiin hiicrenin birbiriyle temas kurabilecegi bir alan
saglar. En biiyiik lenfoid organ olan dalak, immiinojenleri kandan temizler ve kanla
taginan antijenleri ve mikroorganizmalari toplar. Dalak ve lenf diiglimlerine ek olarak,

dolasimdaki l6kositler arasinda etkilesimi kolaylastiran diger bolgeler arasinda



nazofarenkste bulunan tonsilla ile ince bagirsagin submukozal yiizeylerindeki Peyer
plaklar1 bulunur. Lenf diiglimleri, hiicresel debris ve 16kositler iceren siv1 bir karigim
olan lenfi igeren lenfatik damarlar boyunca bulunur. Lenf diiglimleri, hiicresel artiklari
ve mikroorganizmalari, kardiyovaskiiler dolagim sistemine donmeden 6nce lenflerden
cikarmak igin filtre gérevi gorir (31).

Kemik iligindeki hematopoietik kok hiicrelerden kaynaklanan lenfositik seri
hiicrelerinin bir kismi kemik iliginde (B hiicreleri) kalirken bir kismi timusa (T
hiicreleri) gog¢ ederek burada farklilagir (23).

T hiicre reseptorleri (T Cell Reseptor, TCR) kompleksi, TCR reseptoriinde
antijen baglayan bdlge ve CD3 antijeninden olusur (Sekil 1). iki tiir T hiicresi antijen
reseptorii vardir: y/8 zincirlerinden olusan TCR1 ve o/f zincirlerinden olusan TCR2
(36,38).

TCR
!—1—1

Antigen binding site

Signal transduction

Sekil 1. TCR Kompleksi (38)

Lokositlerin ve bazi diger hiicrelerin fonksiyonel kapasitelerinin gdstergesi olan
‘Cluster of Differentiation” yani daha yaygin kullanimi ile CD antijenleri, ¢esitli hiicre
tiplerinin yiizeylerinde bulunur (31). CD3, CD4 veya CD8 molekiillerini eksprese
etmeyen ancak T hiicre farklilagmasina yonlendirilmis hematopoietik kok hiicreler,

kemik iliginden timik subkapsiiler bolgeye hareket eder. Orada TCR2 genlerini
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yeniden diizenlemeye baglarlar. Bir TCR2 B zinciri iretildikten sonra, TCR2 «
zincirinin yeniden diizenlenmesinin meydana geldigi ve CD3, CD4 ve CDS8
proteinlerinin yiizey ekspresyonunun indiiklendigi timik kortekse hareket ederler.
Korteksteki CD4+ CDS8+ (‘ift pozitif') hiicreler, Class | veya Class Il HLA self-
proteinlerini tanima yetenekleri olanlar kortikal epitel hiicreleri lizerinde pozitif
seleksiyonu gegerler. Gelismekte olan T hiicresi, Class | MHC proteinini tanimak i¢in
yeterli afiniteye sahipse, CD8 ekspresyonunu koruyarak CD4 ekspresyonunu
durdurur. Class Il MHC proteinini tanirsa, CD4 ekspresyonunu koruyarak CD8
ekspresyonunu sonlandirir. Pozitif seleksiyondan basariyla gecen CD4 / CDS8 tek
pozitif (TP) hiicreler daha sonra, HLA molekiillerinde sunulan kendi antijenlerine asir1
afiniteye sahip hiicreleri ortadan kaldirmak i¢in mediiller epitel hiicreleri lizerinde
negatif olarak seleksiyona ugradiklar1 timik medullaya hareket ederler.
Seleksiyonlardan gegebilen CD4 veya CD8 TP’ler daha sonra periferik dolasimina
birakilir. Pozitif veya negatif seleksiyonda basarisiz olan hiicreler apoptoz ile
uzaklastirilir. Kiigtik bir T hiicre fraksiyonu, TCR2 o ve B zincirleri yerine TCR1 y ve
d zincirleri igin farklilasir (24).

TCRI1 (y/d hiicreleri) eksprese eden T hiicreleri, daha ilkel T hiicreleridir.
Genellikle mukozal epitel ve diger doku konumlariyla siirli olup dogustan gelen
bagisikligi ve mukozal bagisikligi uyarmak i¢in 6nemlidir. /6 TCR, MHC proteinleri
tarafindan tanitilmasina gerek kalmadan peptitleri, lipitleri ve kii¢iik molekiilleri tanir.
v/6 T hiicreleri, deri, gastrointestinal ve tlirogenital yollarin mukozasi gibi epitel
ylizeylerinde toplanma egilimindedir. Bu hiicreler epitelden girmeye calisan
mikroplara karsi koruma saglayan noébetgilerdir (28,36).

T hiicrelerinin diger bir iiyesi olan NK T hiicreleri (CD4+ veya CD4+/CD8+
olabilir), dogal dldiiriicii (NK biiyiik graniiller iceren lenfositlerdir) hiicreler ile bazi
ozellikleri birbirine benzer. NK T hiicreler NK’dan farkli olarak timustaki gelisimsel
stireclerden gecerek kisitli repertuar: olan TCR’leri ve CD1d olarak bilinen nonklasik
MHC class 1 molekiilleri ile sunulan epitoplar1 (glikolipidleri) taniyabilirler (24,31).

B hiicreler tiim gelisim siire¢lerini kemik iligi i¢inde gecirir;

e Ortak bir lenfoid progenitérden ortaya ¢ikan, B hiicre soyuna ait en erken
tanimlanabilir hiicre pre-pro-B hiicresidir (Fraksiyon A). Iga ve IgP

ekspresyonu bu asamada baslar.
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e Immiinoglobulin DJ geni aranjmami ve “surrogate” hafif zincirin (SHZ)
sitoplazmik ekspresyonu erken pro-B hiicre (Fraksiyon B) asamasinda
meydana gelir. Sitoplazmik p agir zincir ekspresyonu baslar.

e Bunu VDIJ gen aranjmaninin gergeklestigi ge¢ pro-B hiicre (Fraksiyon C)
asamasi takip eder. Sitoplazmik ve ylizey p agir zincir ekspresyonu goriiliir.

e Erken pre-B hiicre (Fraksiyon C’) asamasi, hiicre yiizeyinde psédo IgM'nin
(yeniden diizenlenmis p agir zincir ve SHZ) ekspresyonuyla karakterize edilir.
Bu agamada hiicre proliferasyon patlamasi gerceklesir.

¢ Gec pre-B hiicre (Fraksiyon D) asamasinda Ig « veya A hafif zincirleri i¢in
rearanjmanlar gerceklesir ve ortayan ¢ikan k veya A hafif zincirleri SHZ ile yer
degistirir.

e Olgunlasmamis B hiicreler (Fraksiyon E) yiizeylerinde p agir zincirle
birlikte k veya A hafif zincirleri eksprese ederler. Bu asamada hiicreler kemik
iliginden ¢ikarak periferik dolasima katilmaya bagslarlar.

e Olgun B hiicrelerse (Fraksiyon F) yiizeylerinde 1gM ve IgD'yi birlikte
eksprese ederler. B hiicre progenitorleri gelisim asamalarinda, go¢ ve diger
hiicrelerle etkilesim igin gerekli molekiilleri ve reseptorleri eksprese ederler.
Gelismekte olan hiicreler tizerindeki IgM, kemik iliginde karsilastiklari
epitoplara baglanirsa, bu tiir hiicreler, otoreaktif B hiicrelerinin {iretimini

onlemek icin apoptotik 6liime ugrar.

Gelisimsel olarak farkli iki B hiicre yolu su anda taninmaktadir. Geleneksel B
hiicreleri (B-2 hiicre) viicutta genis bir sekilde dagilmistir. B-1 hiicreleri, dogustan
gelen ve uyarlanabilir bagisiklik sistemlerini birbirine baglayan bir gecis tipi lenfositi
temsil eder. B-1 hiicrelerinin dogustan gelen bagisiklik ve otoimmiin bozukluklardaki
onemi giderek daha fazla anlagilmaktadir. B hiicrelerinin major alt kiimeleri, her biri
lenfoid dokular icinde farkli anatomik konumlarda bulunan folikiiler B hiicreleri,
marjinal bolge B hiicreleri ve B-1 hiicreleridir. Viicuttaki en fazla bulunan folikiiler B
hiicreleridir. Folikiiler B hiicreleri, lenfoid dokularda ve kanda bulunur. Hiicre yiizeyi
antijen reseptorleri olarak ve adaptif humoral bagisikligin salgilanan anahtar
molekiilleri olarak goérev yaparlar ve ¢ok ¢esitli, klonal olarak dagilmis antikor
kiimelerini eksprese ederler. Folikiiler B hiicreleri, ayn1 mikroorganizmalar tarafindan

tekrarlanan enfeksiyonlardan koruyan yliksek afiniteli antikorlarin iiretiminde ve

12



hafiza B hiicrelerinin gelisimindeki esas hiicrelerdir. Buna karsilik, B-1 ve marjinal
bolge B hiicreleri tiim B hiicrelerinin az bir kismini olustururlar ve g¢ok smirli
cesitlilikte antikorlar tiretirler. B-1 hiicreleri esas olarak mukozal dokularda ve periton

ve plevral bosluklarda bulunurken, marjinal bolge B hiicreleri esas olarak dalakta
bulunur (23).

2.1.6 immiin Sistem Molekiilleri

2.1.6.1 Biiyiik Doku Uygunluk Kompleksi (Major Histokompatibilite
Kompleksi, MHC)

Ik olarak insan l6kosit hiicrelerinde tespit edilmesinden dolay1 Insan 16kosit
Antijeni (Human Leucocyte Antigen, HLA) olarak tanimlanmistir. Ancak 16kositlerin
disinda diger ¢ekirdekli hiicrelerin yiizeyinde de oldugu tespit edilmistir. Glintimiizde
HLA antijenlerinin de igerisinde yer aldig1 Biiyitk Doku Uygunluk Kompleksi (Major
Histokompatibilite Kompleksi, MHC) genis birgen ailesini igerisine alan

Immunoglobilin Superfamilyas: (Sekil 2) tarafindan kodlandig1 bilinmektedir (23).

ICAM-1

Class | MHC

Sekil 2. Immiinglobulin siiprefamilyasi (23)

MHC antijenleri, bagisiklik sisteminin temel hiicreleri olan 16kositler ile
bagisiklik sisteminin diger hiicreleri arasindaki etkilesimlere arabuluculuk eden
onemli hiicre yiizeyi antijenleridir. Dogustan gelen ve edinilmis bagisiklik yanitlarinda
yer alan molekiillerin ¢ogunu kodlayan HLA, 6. kromozomun kisa kolu iizerinde
sentromere yakin bolgede (6p21) MHC lokusiinde yer almaktadir (Sekil 3). Yaklagik
4 milyon baz ¢ifti uzunluguna sahiptir. Bu olduk¢a polimorfik DNA bolgesi
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Immunoglobilin siiperfamilyasi olarak adlandirilir. Biinyesinde yaklasik 130 gen ve
100 psodogen igerir. Yapilari oldukga birbirine benzeyen disiilfit baglar ile baglanmig
antijenleri olustururlar. Bu genlerin timii bagisiklik ile baglantili degildir. Ancak bu
lokusta bulunan iki gen kiimesi antijenin immun hiicrelere sunulmasi ve gerekli
immun yanitin olusmasinda merkezi rol oynar. MHC sinif I ve MHC sinif I {irtinlerini

ve antijen sunumunda yer alan diger birka¢ molekiilii kodlar (39,40).

Chr 6
Telomere Long arm Centromere  Short arm Telomere

HLA locus
6p 21.1-21.3

Class Il Class lll Class |

0 kb 1000 kb 2000 kb 4000 kb

[DPDNDMDODO DRIICABf C2 Hsp70 TNF II E AGFI

S o B

Sekil 3. Kromozom 6 iizerindeki HLA lokusu (40)

B2 mikroglobulin (B2-M) ile birlikte eksprese edilen MHC sinif I antijenleri
(HLA -A, -B ve -C) (Sekil 3) insan viicudundaki hemen hemen tiim ¢ekirdekli
hiicrelerin yilizeyinde bulunur. Viriis ile enfekte olmus hiicrede viriisa ait antijeni
bulunduklar1 hiicrelerin yiizeyinde immun sistemin diger hiicrelerine sunarak veya
tanitarak hiicre i¢i patojenlere karsi savunmaya yardimci olur. Benzer sekilde
onkojenik doniisiimiin bir sonucu olarak ortaya ¢ikan anormal hiicre i¢i proteinleri
hiicre yiizeyinde immun sistemin diger hiicrelerine sunarak onkojenik doniisiime
ugramis hiicrelerin saptanmasina yardimci olurlar. Ayrica organ nakil tanima ve
reddinde merkezi bir role sahiptir. MHC sinif I’in araci oldugu immun yanitta, genel
olarak bagisiklik sisteminin hiicresel bolimiinii aktive olmasi sonucu viral olarak
enfekte, kanserli veya red gelismis transplantasyonda immun sisteme antijen sunan
hiicrenin 6ldiirtiilmesi ile sonuglanir (31).

MHC sinif T antijenlerinin aksine, MHC sinif II antijenleri (HLA-DR, HLA-
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DP ve HLA-DQ) sinirh sayida profesyonel olarak tanimlanabilecek immun sistemin
antijen sunan hiicrelerinin ytizeyinde bulunur. MHC class Il antijenleri normalde
sadece dendritik hiicreler, makrofajlar, monositler, B hiicreleri ve dokuya 6zgii
antijen sunucular1 (6rn., Langerhans hiicreleri) yiizeylerinde, bazi aktive edilmis T
hiicrelerinde ve timus ve bagirsaktaki bazi 6zel epitel hiicrelerinde bulunur. MHC sinif
Il antijenleri, tipik olarak bakteriyel orijinli hiicre dis1 patojenlere kars1 savunmada son
derece 6nemlidir. Endosomal/lizozomal sistem yolu (endosomal-lysosomal system) ile
fagositozlanmis organizmalardan fretilen antijenleri sunarak immun yanitin

olusumunu saglarlar (40).
2.1.6.2 immunoglobilinler

Immiinoglobulin monomeri, disiilfid baglariyla baglanan 6zdes iki hafif ve iki agir
polipeptit zinciri igerir (Sekil 4). Hafif zincirler bir de§isken ve bir sabit alan igerir.
Agir zincirler ise, bir degisken ve li¢ ya da dort sabit alan igerir. Bunlarin olusturdugu
bir hafif ve bir agir zincir degisken bolge kombinasyonu, bir epitop baglanma sahasi

olusturur (41).
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Sekil 4. Immiinglobulin yapis1 (41)

Saglikli bireylerde bes Ig sinifi-izotipi vardir.
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1. IgM: En agir olan IgM, hiicre yiizeyine bagli bir monomer veya salgilanan bir
pentamer olarak bulunur.

2. IgD: Bir monomer olan IgD, neredeyse yalnizca B hiicresi yiizeylerinde
goriintlilenir.

3. 1gG: Bir monomer olan IgG dért alt tiptedir. 1gG1, 1gG2, 1gG3 ve 1gG4.

4. 1gA: Monomerik IgA serumda bulunur. Dimerik formunda mukozal yiizeyler
ve sekresyonlarla birlikte bulunur.

5. IgE, serumda nispeten diisiik konsantrasyonlarla bulunur. Cogu mast hiicreleri,

bazofiller ve eozinofillerin yilizeylerinde adsorbe edilir.

IgM veya IgG antikorunun antijene baglanmasi, Ig molekiiliiniin Fc bolgesinde
konformasyonel bir degisiklige neden olarak, klasik kompleman aktivasyon yolunu

baslatir (31).
2.1.6.3 Immiin sistemin diger molekiilleri

Protein, peptid veya glikoproteinlerden meydana gelen sitokinler, makrofajlar,
B lenfositleri, T lenfositleri ve mast hiicreleri gibi bagisiklik hiicrelerinin yani sira
endotelyal hiicreler, fibroblastlar ve ¢esitli stromal hiicreler de dahil olmak tizere genis
bir hiicre grubu tarafindan fretilir. Bir sitokin birden fazla hiicre tipi tarafindan
iiretilebilir. Hiicre yiizeyi reseptorleri araciligiyla hareket eden sitokinler 6zellikle
immiin sistemde 6nemli gorevler iistlenerek humoral ve hiicresel immiin yanitlar
arasindaki dengeyi diizenler. Aymi zamanda belirli hiicre popiilasyonlariin
olgunlagsmasini, bliylimesini ve yanit vermesini diizenler (23,42).

Adezyon molekiilleri, hiicreden hiicreye stabil temasi saglar. Integrinler,
cesitli 10kositlerin yiizeylerinde bulunurken selectinler ve adresinler 16kositlerin
dagilacag1 dokular ile sinirlidir ve belirli dokular1 tanimlayarak bu dokularla belirli

hiicre kombinasyonlarinin etkilesimlerini kolaylastirirlar (23).
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2.1.7 immiin Sistem Reseptorleri
2.1.7.1 Dogal Immunite Reseptorleri

Dogal bagisiklik sistemi hiicrelerinin germline eksprese olan ve patojene hizli
konakg1 tepkisini saglayan reseptorleri vardir (PRR, TLR, KAR, KIR, CR ve FcR vb.).
Bunlardan patern tanima (recognition) reseptdrlerinin (PRR), patojenler tizerindeki
sekerlerin, proteinlerin, lipitlerin ve niikleik asitlerin kombinasyonlari olan patojenle
iligkili molekiiler paternlere (PAMP) baglanmasi, patojeni ortadan kaldirmak i¢in
inflamasyonu tetikler (31).

Bir tir PRR olan Toll-like reseptérler (TLR) immiin sisteme ait cesitli
hiicrelerde bulunarak inflamasyonu ilerleterek bagisiklik hiicrelerinin inflamasyon
bolgesine hareketini kolaylagtirmak icin sitokin liretimine aracilik ederler. TLR
ozellikle makrofajlarda ve dendritik hiicrelerde bulunur. Ayn1 zamanda nétrofiller,

eozinofiller, epitel hiicreleri ve keratinositlerde de eksprese edilir (24).

Scavenger reseptorler ¢ogunlukla makrofajlar {izerinde bulunan o6zellikle
apoptotik hiicre fagositozunda, bakterinin iceri alinmasi ve fagositozunda rol alan bir
PRR’dir (43).

Opsoninler mikrobiyal ylizeylere baglanan ve onlar1 fagositik hiicrelere daha
cekici hale getiren ve boylece mikroplarin yok edilmesini kolaylastiran molekiillerdir.
Bu yolla artan fagositik yikim opsonizasyon olarak adlandirilir. Opsonin reseptorleri
fagositik hiicrelerde bulunan bir baska PRR’dir (23).

Dogal oldiiriicii (Natural Killer:NK) hiicreler, anormal konakg¢i hiicreleri
tanimlamak i¢in é/diiriicii aktivator reseptorleri (KAR) ve konaket hiicreler saglikl
oldugunda yok olmalarimi1 engellemek icin oldiiriicii inhibitor reseptorleri (KIR)
kullanirlar (36).

Bir¢ok hiicre, 06zellikle kan hiicreleri, mikroorganizmalarin ve immun
komplekslerinin yapismasini ve sindirilmesini destekleyen kompleman aktivasyon
fragmanlar1 icin reseptorlere sahiptir. Cogu enflamatuar ve immiinokompetan
hiicrelerde eksprese edilen bu reseptorlere angajman, enflamatuar ve immiin
reaksiyonlar tetikleyen hiicresel yanitlari indiikler (44,45).

Fc reseptorleri (FcR) ise fagositik hiicrelerin yiizeylerinde eksprese edilir. IgA,

lgG veya IgM antikorlar tarafindan epitop baglanmasi, antikorun Fc kisminda
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konformasyonel bir degisikligi tetikler. Epitop-antikor komplekslerini baglayarak

fagositozu uyarir (46).
2.1.7.2 Edinsel Immiinite Reseptérleri

Edinsel bagisiklik sistemi somatik olarak firetilen reseptorleri kullanir.
Monomerik immiinoglobulinler, epitopa 6zgii B hiicre reseptorleri (BCR) olarak gorev
yaparlar. B hiicreleri olgunlagarak, membranimna bagli BCR'ninkiyle &zdes
immiinoglobin salgilayan plazma hiicrelerine farklilasirlar. T hiicresi reseptorleri
(TCR) ise yalnizca membrana bagli formlarda bulunur ve major histokompatibilite
kompleksi (MHC) molekiilleri tarafindan baglanan epitoplari tanir (28).

B hiicre reseptorlerinin (immiinglobulinler) ve T hiicresi reseptorlerinin hem
agir hem de hafif zincirleri, ¢ok ¢esitli degisken bolgeler (VH, VL) ve sabit bolgeler
(CH, CL) igerir. Bu degisken bolgeler, daha sonra hem degisken hem de sabit bolgeleri
iceren tek bir mRNA transkriptine kopyalanan birden fazla genin yeniden
diizenlenmesiyle (DNA seviyesinde) olusturulur. TCR ve immiinoglobulin gen
yeniden diizenlenmesi, hiicreler antijene maruz kalmadan 6nce prekiirsér T ve B
hiicresi farklilasmasinin erken asamalarinda meydana gelir (23). DNA yeniden
diizenlemesi, T ve B hiicre reseptorleri i¢in epitopa 06zgii ¢esitliligin onemli bir
kismindan sorumludur. Yeniden diizenleme hem DNA hem de RNA seviyesinde
niikleotidlerin ¢ikarilmasi (delesyonlar) ve ardindan yeniden birlestirilmesi veya
belirli DNA sekanslarinin inversiyonu yoluyla gergeklesir. Varyasyonlar baglanti
cesitliliginden kaynaklanir. Rekombinasyon enzimleri veya rekombinazlar, TCR ve
immiinoglobiilin zincirlerinin degisken bolgelerini olusturan genetik yeniden
diizenleme ve rekombinasyona aracilik eder (31).

Epitoplara karst birincil antikor yanitinda, IgM izotipinin {iretimi esastir.
Hafiza B hiicreleri, antijen tarafindan miiteakip yeniden uyarilmaya ve T hiicreleri ile
etkilesime yanit olarak, yeniden diizenlenmis VDJ genlerini (Sekil 5) farkli agir zincir
C bolgesi genleriyle yan yana getirmek i¢in DNA yeniden diizenlemesine tabi tutulur.
Boylece immiinoglobulin izotipini (IgG, IgA veya lg E) degistirir (24). Somatik
hipermutasyon, bellek B hiicrelerinin ayni epitopa tekrar maruziyeti ile uyarildigi
stirecte gergeklesir (Sekil 5). Yeniden uyarilmayi izleyen hizli proliferasyon sirasinda
VL veya HL bolgelerini kodlayan DNA'da kii¢iik nokta mutasyonlar1 meydana gelir.

Bu mutasyonlarla antikorlarin belirli bir antijene baglanmasimin tekrar eden
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maruziyetlerle giderek giiglenmesi afinite matiirasyonu olarak tanimlanir. Antijen
baglanma bolgelerini etkileyebilecek kiiciik mutasyonlarin birikiminden ve daha siki
baglanma ile sonuglanan mutasyonlar1 tasiyan hiicrelerin pozitif se¢iminden

kaynaklanir. (24, 47-48).
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Sekil 5. Germline gen segmentlerinden immiinoglobulinin agir zincir (IgH) V(D)J
rekombinasyonu. Immiinoglobulin gen lokusu segmentleri: degisken (V), gesitlilik (D), birlestirme (J)
ve sabit (C) gen segmenti. V, D ve J gen segmentlerini igeren degisken (V) bolge, bu sekanslarin rastgele

rekombinasyonu ile iretilir. (48)
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2.1.8 Edinsel Immiin Yamit Regiilasyonu

Timus icinde negatif seleksiyon yoluyla konakg¢i hiicrelere zarar veren
timositlerin ortadan kaldirilmasi, tolerans olusturmak i¢in 6nemli bir mekanizmadir.
AIRE geni, timusta ifade edilen timik olmayan “self” antijenlerin sayisini arttirarak
negatif seleksiyonun etkinligini saglar. Adaptif bagisiklik sistemi kendisine ait
hiicreleri taniyarak organizmanin kendisine karsi reaksiyon baslatmaz. Bu durum
selektif yanitsizlik veya merkezi tolerans olarak adlandirilir. Ancak, tiim self antijenler
timusta sunulmaz ve baz self antijenler timik fonksiyonun azalmasindan sonra ortaya
cikar. Sonug olarak, potansiyel olarak otoreaktif olan bazi T hiicreleri pozitif ve negatif
seleksiyondan kacabilir (31,35).

Periferik tolerans mekanizmasi olan naif lenfosit tepkisizligi veya anerji, TCR
(MHC araciligiyla) veya tolerans’nin epitopla birlesmesinden sonra antijen sunan bir
hiicre (¢cogunlukla dentritik hiicre) veya CD4+ T hiicresinden ikinci sinyal talimati
olmamasiyla gelisir. T hiicreleri, APC'lerin tasidigi CD86 (B7.1) veya CD86 (B7.2)
kostimiilator molekiillerle birlestiren CD28'i yapisal olarak eksprese ederler. TCR’nin
uygun pMHC (ilk sinyal) + CD28:CD80/86 (ikinci sinyal) ile baglanmasi, T hiicresini
IL-2 ile IL-2 reseptorii (IL-2R) iiretmesi ve hiicre dongiisiine girmesi i¢in uyarir. T
hiicresinin aktivasyonundan ve islevinin tamamlanmasindan sonra, naif T hiicrelerinin
Golgi aparatinda bulunan CD152 (sitotoksik T lenfosit iliskili antijen 4 veya CTLA-
4), CD28'den 100 kat daha biiyiik bir istekle CD80/86 ile baglandig: dis hiicre zarina
hareket eder. CD152 (CTLA-4) baglantisi, T hiicresinin IL-2 mRNA ekspresyonunu
ve hiicre dongiisii inhibe eder (28).

T diizenleyici (Treg) hiicreler de periferik toleransta gorevlidir ve hem CD4
hem de CD25 (IL-2 reseptorii a zinciri) molekiillerini tasir. Treg’ler, otoimmiin
reaksiyonlarin 6nlenmesinde ve bazi yabanci antijenlere reaksiyonlarin 6nlenmesinde
rol oynamaktadir. Treg hiicreleri, timusta pozitif ve negatif seleksiyona ugrar (28).

CD8+ T hiicrelerinin siipresér T hiicre tipi bagisiklik reaksiyonlari
baskilayabilir. Stipresor T hiicreleri, CD28 yiizey molekiilii (CD8+ CD28-) tasimazlar.
Greft reddinin Onlenmesi ve bazi otoimmiin hastaliklarin inhibisyonu ile
iliskilendirilmislerdir. Etkilerinin bir kismmin APC'ler iizerindeki etkileri yoluyla
gerceklestirirler. Aktivasyonu, CD4+ T yardimci hiicreler ile etkilesim gerektirir.

Ayrica Treg hiicrelerinin farkli bir 6zelligi olan FOXP3 niikleer transkripsiyon
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faktoriinti de ekprese ederler (49).

Th17 (CD4+) hiicreler, IL-23 tarafindan uyarilirlar ve monositik hiicreler ve
notrofiller iizerinde etkili olan IL-17 salgilarlar. IL-17 salgilanmasi, onlar1
inflamasyon alanina ¢ekerek inflamatuar sitokinleri (IL-1, IL-6) ve kemokinleri (IL-

8) iiretmeye sevk eder (31).
2.2. Iimmiin Sistemin Dogustan Kusurlar1 (ISDK)
2.2.1 Tanimi ve Tarihsel Siire¢

Immiin sistemin dogustan bozukluklar1 geleneksel tabirle primer immiin
yetmezlikler, immiin yanitta bir eksiklik veya anormallikle karakterize edilen bir dizi
heterojen konjenital hastaliklar grubudur. Bu patolojilerin altinda yatan degisiklikler,
bagisiklik sistemi iginde farklilagsma siireglerini, fonksiyonel veya hiicresel etkilesim
dengelerini igerir. Enfeksiyon hastaliklarina, otoimmiiniteye, otoinflamatuvar
hastaliklara, alerji veya malignitelere kars1 artan duyarlilik olarak ortaya ¢ikar. ISDK,
immiinitede gorevli proteinlerin ekspresyon kaybi, fonksiyon kaybi veya kazanci ile
sonuglanan monojenik germline mutasyonlar sonucu ortaya ¢ikmaktadir (1,16-18).

Immiinite kusurlarin1 da iceren Ataksi teleanjiyektazi 1926°da Wiskott Aldrich
sendromu ise 1937’de kesfedilmistir (6,8). 1950'de Eduard Glanzmann ve Paul
Riniker, Candida albicans enfeksiyonlarinin lenfosit eksikligi ile iliskili oldugunu
rapor etmislerdir (9). Ancak 1952'de Ogden Bruton tarafindan X’e baglh
Agamaglobulinemi’nin kesfi ISDK’nin kavramsal déniim noktasi olmustur (7).
1958'de ise Bern ve Ziirih'ten iki Isvigreli arastirma grubu da (Hassig Cottier, R.Tobler
ve Walter Hitzig) bir immiin yetmezlik tablosu belirlediler. Baslangicta isvigre tipi
Agamaglobulinemi olarak adlandirilan bu tablo, 1970 yilinda diinya saglik orgiitii
(WHO) tarafindan Siddetli Kombine ZImmiin Yetmezlik (Severe Combined
Immunodeficiency, SCID) olarak yeniden adlandirilmistir (49). 1954'te Robert Good,
su anda Kronik Graniilomatoz Hastalik (Chronic granulomatous disease , CGD) olarak
bilinen 6liimciil seyri olan graniilomat6z hastaligi kesfetti (50). Yaklasik yarim asri
asan siirecte modern tan1 imkanlarindaki hizli gelismelere bagl olarak ISDK tanin
ve smiflandirmasi giderek genislemistir. Giiniimiizde molekiiler genetik
teknolojisindeki ilerlemelerin sonucu olarak ISDK igerisinde simiflandirilan, 430’u

asan immun yetmezlik ile giden hastalik tanimlanmustir (1).
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2.2.2 Prevalans ve Demografik Ozellikleri

Hastaligin 6n planinda baskin olarak antikor eksiklikleriyle ortaya cikan
bozukluklar, ISDK’larin ¢ogunlugunu olusturur. Bunlar igerisinde IgA eksikligi en
sik rastlananan dogustan immiinite kusuru olup sikligi1 333-700 dogumda 1 dir (12,13).
Toplumlar arasinda farklilik gostermekle birlikte prevalansi yaklagik 10.000 canli
dogumda 1 olarak kaydedilmis olsa da (10,11), daha Onceden tanimlanmamis
immiinite kusurlarimin devam eden kesfi ve klinik fenotiplerin tanimlanmasindaki
ilerlemeler, ISDK ’larin toplam sikligmin en az 2-10/10.000 oldugunu géstermektedir.
(1). Kilig ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada Tiirkiye i¢in tiim ISDK’larin prevalansi
30.5/100.000 olarak tespit edilmistir (51). Otozomal resesif olarak kalitilan ISDK
sikliginin Tiirkiye gibi akraba evliligi orani nispeten yiiksek iilkelerde daha fazla
olmasi1 beklenebilir (14).

ISDK’nin erkeklerde goriilme sikligi kadinlara gore 1.4 ila 2 kat daha fazla
oldugu degerlendirilmesine karsin, Avrupa Immiin Yetmezlik Dernegi (European
Society for Immunodeficiencies, ESID) kayitlarinda son yillarda kadinlarda giderek
artan goriilme sikligr oldugu gosterilmistir.  Erkeklerin kadinlara gore baskin
olmasinda X'e bagl hastaliklarin tanimlanmis ve tespit edilebiliyor olmasi sorumlu
oldugu diistiniiliirken, kadin hastalardaki sayisal ve oransal artis, otozomal resesif
kalittm modeliyle gecen yeni ISDK’larin ortaya c¢ikmasina bagli olabilecegi
ongoriilmektedir (52).

Kiiresel kayitlarda kadinlardaki goriilme sikliginda artis olmasina ragmen Asya
(Japonya) i¢in erkek kadin oran1 2.3/1°dir (53). Avustralya ve Yeni Zelanda verilerine
gore bu bolgelerde hala hastalarin yaridan fazlasim erkekler olusturmaktadir (54,55).

ISDK’nin baslama yas1, kusura bagli olarak degisir. Hafif klinik olusturan
genetik kusurlar1 olan hastalar yetiskinlik c¢agmna kadar asemptomatik olarak
yasayabilirken, ciddi klinik tablo olusturan hastalar erken yaslarda hayatini
kaybedebilir. Erken ¢alismalarda, ISDK’l1 hastalarin ancak %5 ila %10' unu yetiskin
hastalar olusturdugu bildirilirken (56), ESID ve Jeffrey Modell Vakfi’nin (JMF) son
donem kayitlarinda yeni tan1 konulan yetiskin hastalarin arttigi goriilmektedir (52).
Gelisen bakim hizmetleri ISDK’I1 hastalarin yasam beklentisini artirirken, ISDK’nin

daha iyi tanimlanabiliyor olmasi yetiskin prevalansinin artmasina da yol agmistir

(56,57).
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2.2.3 ISDK Siniflamasi

Bagisiklik sisteminin fizyolojisindeki 6ncelikle ve esas olarak etkilenen unsura
gore, ISDK dogal (spesifik olmayan) ve edinsel (adaptif ve spesifik) konjenital
immiinite bozukluklar1 seklinde gruplanabilir. ISDK simiflamasimin giincel cercevesi
artmig enfeksiyon riski ve sonuglarina ek olarak immiin sistem bilesenlerinin ¢alisma
ilkelerindeki regiilasyon sorunlarina bagli immiin disregiilasyon ve otoimmiinite
sendromlarin1 da kapsamaktadir (58). 1999'dan bu yana, Uluslararas: Immiinolojik
Dernekler Birligi (The International Union of Immunological Societies, 1UIS) ve bu
birligin alt komitesi olan Dogustan Immiinite Kusurlar: Komitesi uzman komitesi, her
iki yilda bir dogustan immunite kusurlarmin giincellestirilmis siniflandirmasim
yayinlamaktadir. Enfeksiyon, malignite, alerji, otoimmunite ve otoinflamasyon gibi
cesitli dogustan immunite kusuru fenotipinin altinda yatan 400’i asan tek gen
kusurunu iceren smiflama tablosu en son 2019 yilinda giincellenerek yaymlanmistir.
2017°de onerilen siniflamadan farkli olarak kemik iligi yetmezliklerine neden olan tek
gen bozukluklar1 da komite tarafindan ISDK alt grubu olarak siniflamaya dahil
edilmistir (1). 2021 yili subat ayinda ise, son bir yil igindeki ISDK ile yeni
iliskilendirilen genler de bildirilmistir (59).

2.2.3.1 Hiicresel ve Hiimoral immiiniteyi Etkileyen iSDK:
Kombine immiin yetmezlikler

1. T-B+ SCID

Siddetli Kombine  Immiin  Yetmezlikler (Severe Combined
Immunodeficiencies, SCID), hem T lenfosit hem de B lenfosit sayilarinin veya
islevinin birlikte azalmasiyla karakterize heterojen hastalik grubudur. SCID, etkilenen
hastalarda gozlenen periferik kan lenfosit popiilasyonlarinin kompozisyonuna gore
kategorize edilebilir. Hem T hiicresi hem de B hiicresi lenfopenisi ile birgok SCID
formu mevcutur. Bu tiir immun yetmezliklerin bir grubunda B hiicresi farklilasmasi
korunur ve normal veya hatta yiiksek sayida periferal kan B lenfositleri
gozlemlenebilir. Bu tiir immun yetmezlikler SCID T- B+ immun yetmezlik olarak
adlandirilir. X'e bagl SCID tipini (SCIDX-1), Janus kinaz aile iiyesi 3'iin eksikligini
(JAK3-SCID) ve IL7 reseptorii alfa zincirinin (IL7-Ro —SCID) ekspresyon kusurunu
igerir (60).
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2. T-B- SCID

DNA ¢ift sarmal kiriklar1 (dsb: double strain breaks), mayotik rekombinasyon,
B hiicre matiirasyonundaki V(D)J rekombinasyonuyla gerceklesen somatik
rearanjman ve immiinoglobulin sinif degistirme rekombinasyonu gibi programlanmis
belirli hiicresel mekanizmalarin bir pargasi olarak olusabilecegi gibi DNA
replikasyonu gibi fizyolojik siire¢lerde patolojik olarak veya malignite tedavileri
sirasinda kasith olarak olusturulabilir. V(D)J rekombinasyonu edinsel bagisiklik
sisteminde, ¢esitli gen birimlerinin  kombinasyonel birlesmesi ile hem
immiinoglobulinlerin (BCR) hem de T hiicresi reseptér (TCR) genlerinin degisken
bolgelerinin olusturulmasindan sorumludur. Rekombinasyonu aktive eden gen 1 ve 2
proteinleri (Ragl ve Rag2) tarafindan baslatilan bu somatik yeniden diizenleme siireci,
Ig ve TCR genlerinde lenfosit spesifik DNA-dsb ile ger¢eklesir. Bu mekanizmalardaki
kusurlar T-B- SCID tipi immun yetmezliklere neden olur (61).

Homolog olmayan ug¢ birlestirme (Non-Homologous End Joining: NHEJ)
yolunu izleyen hiicresel DNA onarim mekanizmasi, DNA sarmalindaki ¢ift zincir
kiriklarin1 tamirini  saglar. V(D)J rekombinasyonu, B hiicresi ve T hiicresi
immiinolojik repertuarlarinin ¢esitliligini olusturmada araci olmakla kalmaz, ayni
zamanda lenfoid serinin gelisiminde kritik bir kontrol noktasi olusturur. Ragl / Rag2
veya NHEJ faktor kusurlarindan kaynaklanan V(D)J rekombinasyon eksikligi,
sirastyla kemik iliginde ve timustaki pre-B ve pre-T hiicrelerinin olgunlagmasinin

blokajina neden olarak SCID’a yol agar (62).

3. SCID’a gore daha hafif seyreden Kombine immiin yetmezlikler
(Combined Immunodeficiencies: CID)

Kombine immiin yetmezlikler (Combined Immun Deficiency: CID), lenfosit
sayilarinin azaldig1 ve lenfosit fonksiyonlarinin bozuldugu bir grup kalitsal immiin
yetmezlik olusturur. Bu tip yetmezlikler, baslica T hiicrelerini etkiler. Immiinoglobulin
tretimi igin kritik rollerini ortadan kaldirir. Dolayli olarak immiinoglobulinlerin
azalmasina neden olur. Ayrica B hiicrelerini veya dogal 6ldiiriicii (NK) hiicreleri de
dogrudan etkileyebilir. SCID’a neden oldugu bilinen genlerden de kaynaklanabilse de
Kombine immiin yetmezlikler genellikle daha az siddetli bir klinik fenotipe sahiptir

(63).
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CD3+ T hiicre lenfopenisi ile tanimlanan SCID'e benzer sekilde, farkli lenfosit
poptilasyonlari etkilenir. CID’de, timustan kismi veya tam olgun T hiicresi ¢ikisina
izin veren daha az siddetli hipomorfik mutasyonlar nedeniyle, periferik T hiicreleri
SCID'dakine gore daha fazla sayida iiretilir (64). Tablo 1’de  hiicresel ve hiimoral
immiiniteyi etkileyen ISDK ve iliskili genler gosterilmistir (1).

Tablo 1 Hiicresel ve Hiimoral Immiiniteyi etkileyen ISDK: Kombine immiin yetmezlikler

1. T-B+ SCID

IL2RG (XL) e eksikligi: Cok diisiik T hiicre / Diigiik Ig ve NK

JAK3 JAKS3 eksikligi: Cok diisiik T hiicre / Diisiik Ig ve NK
LAT LAT eksikligi: T / B hiicre ve Ig normal-yiiksek. Tipik SCID veya adenopati,
splenomegali,rekiirren enf, otoimmiinite ile birlikte CID
IL7R IL7Ra eksikligi: Cok diisiik T hiicre / Diisiik Ig
PTPRC CD45 eksikligi: Cok diisiik T hiicre / Normal y/8 T hiicre/ Diisiik Ig
CD3D CD39 eksikligi: Cok diisiik T hiicre / y/0 T hiicre yok / Diisiik 19
CD3E CD3¢ eksikligi: Cok diisiik T hiicre / y/3 T hiicre yok / Diisiik Ig
CD3z CD3( eksikligi: Cok diisiik T hiicre / v/ T hiicre yok / Diisiik 19
2. T-B-SCID
RAG1 RAG eksikligi: T ve B hiicre ¢ok diisiik, Ig’ler azalmis. Normal NK hiicre sayisi,
RAG2 ancak muhtemelen aktive NK hiicrelerine bagli olarak artmis greft reddi riski

DCLRE1C DCLRELC eks.: T ve B hiicre ¢ok diisiik, Ig’ler azalmig. Radyasyon sensitivitesi,
Normal NK hiicre sayisi, ancak muhtemelen aktive NK hiicrelerine bagli olarak

artmis greft reddi riski

PRKDC DNA PKcs eks.: Normal NK, Radyasyon sensitivitesi, mikrosefali

NHEJ1 Cernunnos/XLF eks.: Normal NK, Radyasyon sensitivitesi, mikrosefali

LIG4 DNA ligase 1V eksikligi: Normal NK, Radyasyon sensitivitesi, mikrosefali

ADA Adenozin deaminaz eksikligi: Diisiik NK, kemik defektleri, biligsel defektleri,
pulmoner alveolar proteinosis olabilir

AK2 AK?2 eksikligi: Notropeni ile birlikte Retikiiler Disgenesis, sagirlik

RAC2 Aktive RAC2 bozuklugu : Rekiirren bakteriyel ve viral enfeksiyonlar,

lenfoproliferasyon, nétropeni
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3. SCID’a gore daha hafif seyreden Kombine immiin yetmezlikler

CXDSOLG CD40 ligand (CD154) eks. : sigM¥1gD* naive B hiicresi meveut, IgG* gAY 1gG*

(XL) IgAT IgE* hafiza B hiicresi yok. IgM normal/yiiksek, diger Ig'ler diisiik. Siddetli ve
firsatg1 enfeksiyonlar, idiyopatik nétropeni, hepatit ve kolanjit, Cryptosporidium
enfeksiyonlari, kolanjiyokarsinom, otoimmiin sitopeniler, periferik ndroektodermal
tiimorler

CD40 CDA40 eksikligi: Notropeni, firsat¢i enfeksiyonlar, gastrointestinal ve safra yollari ve
karaciger hastaligi, Cryptosporidium enfeksiyonlart

ICOS ICOS eksikligi: Diisiik Ig. Tekrarlayan enfeksiyonlar, otoimmiinite, gastroenterit,
graniilomlar

ICOSLG ICOSL eksikligi: Diisiik T ve B hiicre. Diisiik Ig. Tekrarlayan bakteriyel ve viral
enfeksiyonlar, ntropeni.

CD3G CD3y eksikligi: Normal sayida T hiicre fakat diisiik TCR ekspresyonu. Immiinite
eksikligi ve degisken siddette otoimmiinite

CDS8A CD8 eksikligi: Normal CD4 T hiicre fakat CD8 T hiicre yok. Rekiirren enfeksiyonlar
veya asemptomatik de olabilir.

ZAPT0 ZAP70 eksikligi: immiin disregiilasyon, otoimmiinite

RHOH RHOH eksikligi: Toplam T hiicre sayisi normal, kisitli repertuar, az sayida naif T
hiicre, CD3 angajmanina yetersiz proliferasyon. HPV enfeksiyonu, akciger
graniilomlart, molluscum contagiosum, lenfoma

TAP1 MHC Class 1 Eksikligi: Diisiik CD8, normal/azalmig CD4 T hiicresi. Vaskulit,

TAP? pyoderma gangrenozum

TAPBP

B2M MHC Class 1 Eksikligi: Sinopulmoner enfeksiyonlar, kutantz graniilom. p2m
iliskili proteinler olan MHUCRE-I, CD1a, CD1b, ve CD1c yoktur.

CIITA MHC Class 2 Eksikligi: Diisiik CD4 T hiicre, lenfositler tizerinde azalmig
MHUCRE 2 ekspresyonu. Normal/diisiik Ig. Biiyiime geriligi, solunum yolu ve

RFXANK . ; . . -
gastrointestinal enfeksiyonlar, karaciger / safra yollar1 hastaligi

RFX5

RFXAP

DOCK2 DOCK?2 eksikligi: Diisiik T hiicre. Zayif antikor yanitiyla birlikte normal/diisiik Ig.
Erken invaziv herpes ve bakteriyel enfeksiyonlar. Islev bozukluguyla birlikte normal
NK hiicre sayisi. Hematopoietik ve non-hematopoietik hiicrelerde azalmis interferon
yaniti

ZAPT70 ZAP70 kombine hipomorfik veya aktive edici mutasyonlar:

(LOF/GOF) Azalmig CD8, azalmig/normal CD4 T hiicre. Normal/azalmig B hiicre Normal IgA,

Diisiik IgM, normal/diisiik [gG. Asilara kars1 protektif antikor yaniti
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POLD1
POLD2

Polimeraz Eksikligi: CD4 T hiicreler diisiik. Maturasyonu normal diisiik B hiicreler.
Diisiik IgG. Tekrarlayan solunum yolu enfeksiyonlari, deri enfeksiyonlari, sigiller ve
molloskum, kisa boy, bilissel yetersizlik

STK4

STK4 eksikligi: CD4 lenfopeni, saf T hiicrelerinde azalma, TEM ve TEMRA
hiicrelerinde artis, zayif proliferasyon. Azalmig hafiza B hiicre ve IgM, artmis IgG,
IgA, IgE. Zayiflamis antikor yaniti. Aralikli ndtropeni, bakteriyel, viral (HPV, EBV,
molluskum), kandidal enfeksiyonlar, lenfoproliferasyon, otoimmiin sitopeniler,
lenfoma, konjenital kalp hastalig

TRAC

TCRa eksikligi: Az miktarda CD3 dim+ TCRaf popiilasyonu haricinde TCRof3
hiicre yoktur. T hiicre lerin ¢ogu yd: yetersiz proliferasyon. Tekrarlayan viral,
bakteriyel, fungal enfeksiyonlar, immiin disregiilasyon ve otoimmuinite, ishal

LCK

LCK Eksikligi : Diisiik CD4 ve Treg hiicre, kisith T hiicre repertuari, zayif TCR
sinyalizasyonyu. Yiiksek IgM ve normal IgG ve IgA. Tekrarlayan enfeksiyonlar,
immiin diizensizlik, otoimmiinite

ITK

ITK Eksikligi: Progresif CD4 T hiicre lenfopenisi; kisith T hiicre aktivasyonu.
Normal/diisiik Ig. EBV ile iliskili B hiicre lenfoproliferasyonu, lenfoma, immiin
diizensizlik

MALT1

MALT1 Eksikligi: Normal T hiicre sayis1; zayif proliferasyon. Ig diizeyleri normal
ama zay1f spesifik antikor yaniti. Bakteryel, fungal, viral enfeksiyonlar

CARD11
(AR LOF)

CARD11 Eksikligi: Normal T ve B hiicre diizeyi; baskin olarak naif T hiicre ve
transisyonel B hiicre Ig: yok/diigiik. Pneumocystis jirovecii pndmonisi, bakteriyel ve
viral enfeksiyonlar

BCL10

BCL10 Eksikligi: Normal T ve B hiicre diizeyi: az sayida hafiza T ve Treg hiicre,
azalmis hafiza ve donistiiriilmiis B hiicre. Diisiik Ig. Tekrarlayan bakteriyel ve viral
enfeksiyonlar, kandidiyazis, gastroenterit

IL21

IL-21 Eksikligi: Diisik B hiicre: azalmis hafiza ve doniistiriilmiis B hiicre
Hipogamma- globulinemi, zayif spesifik antikor yaniti, artmis IgE diizeyi

IL21R

IL-21R Eksikligi: Normal sayida T hiicre: diisiik sitokin iiretimi, antijene karsi
diisiik proliferasyon. Normal sayida B hiicre: azalmis hafiza ve doniistiiriilmiis B
hiicre Tekrarlayan enfeksiyonlar, Pneumocystis jiroveci, Cryptosporidium
enfeksiyonlari, karaciger hastalig

DOCK8

DOCKS Eksikligi: T hiicre lenfopenisi, naif CD8 T hiicre azalmis, bitkin CD8 TEM
artmis, MAIT ve NKT hiicreleri azalmuis, yd T hiicreleri artmus, fonksiyonlart azalmig
az sayida Treg. Total B hiicre artis1, azalmis bellek B hiicre, zayif B hiicre periferik
toleransi. Cok yiiksek IgE, diisiik I[gM, normal/ yiiksek IgG ve IgA, yetersiz antikor
yaniti. Zayif islevli diisiik NK. Eozinofili, tekrarlayan enfeksiyonlar, kutan6z viral,
fungal ve stafilokok enfeksiyonlari, siddetli atopi / alerjik hastalik, kanser diyatezi

TNFRSF4

OX40 Eksikligi: Normal sayida T ve B hiicre: antijen spesifik hafiza CD4 hiicre ve
hafiza B hiicre diizeyi diisiik. HHV8'e kars1 bozulmus bagisiklik, Kaposi sarkomu

IKBKB

IKBKB Eksikligi: Normal sayida T ve B hiicre: Treg ve y/6 T hiicre yok, bozuk
TCR aktivasyonu. Fonksiyonu yetersiz B hiicre Diigiik Ig diizeyi. Tekrarlayan
bakteriyel, viral, fungal enfeksiyonlar, firsat¢1 enfeksiyonlar
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MAP3K14 NIK Eksikligi: Normal sayida T hiicre: antijen kars1 yetersiz proliferasyon yaniti.
Diisiik sayida B hiicre: doniistiiriilmiis B hiicre sayis1 diigiik. Diisiik Ig. Diisiik NK
say1st ve islevi, tekrarlayan bakteriyel, viral ve Cryptosporidium enfeksiyonlari

RELB RelB Eksikligi: Normal sayida T hiicre: yetersiz ¢esitlili, mitojenlere azalmig
proliferasyon yaniti, antijen yaniti yok. B hiicre sayisinda 6nemli derecede artis.
Spesifik antikor yaniti bozulmus. Tekrar eden enfeksiyonlar.

RELA RelA haplo yetersizligi: T hiicre sayist normal / artmis. B hiicre ve Ig diizeyi normal
sayida. Kronik mukokutanoz iilserasyon, bozulmus NFkB aktivasyonu; azalmis

(OD) inflamatuar sitokin tiretimi

MSN Moesin Eksikligi: Normal sayida T hiicre: defektif migrasyon ve proliferasyon. B

(XL) hiicre sayisi diisiik. Zamanla azalan Ig’ler. Bakteri, sugigegi ile tekrarlayan
enfeksiyonlar, nétropeni

TFRC TFRC Eksikligi: Normal sayida T hiicre: yetersiz proliferasyon. Normal sayida B
hiicre: diigiik hafiza B hiicre Diisiik Ig’ler. Tekrarlayan enfeksiyonlar, nétropeni,
trombositopeni

REL c-Rel Eksikligi : Normal sayida T hiicre: azalmis hafiza CD T hiicre, yetersiz
proliferasyon Diisiik B hiicre sayisi: ¢ogunlugu naif B hiicre, az sayida
doniistiiriilmiis B hiicre, bozuk proliferasyon. Diisiik Ig sayisi, spesifik antikor yaniti
yetersiz. Bakteriler, mikobakteriler, salmonella ve firsatci etkenle tekrarlayan
enfeksiyonlar. Kusurlu dogal bagisiklik

FCHO1 FCHO1 Eksikligi: T hiicre sayisi diigiik: yetersiz proliferasyon. Tekrarlayan

enfeksiyonlar (viral, mikobakteriler, bakteriyel, fungal), lenfoproliferasyon, gelisme
bozuklugu, artan aktivasyon kaynakli T hiicre 6liimii, kusurlu klatrin aracili
endositoz

2.2.3.2 Sendromik ozelliklerle iliskili kombine immiin yetmezlikler

Sendromlarla birlikte goriilen immiin yetmezliklerde, immiinite kusurlari
genellikle sendrom tanis1 konduktan sonra tanimlanir ve major bir klinik problem
olarak ortaya c¢ikmayabilir. Bazi durumlardaysa immiinite kusurlar1 mevcut
olmayabilir (64). Wiskott-Aldrich sendromu ve ataksi telenjiektazi gibi hem primer
hem de sendromik immiin yetmezlik kategorilerine giren birgok genetik bozuklukta,
immiin sistem digindaki karakteristik bir organ fonksiyon bozuklugu ve dismorfolojik
ozelliklerle iyi tamimlanmis bir immiinite kusuru birlikte goriilebilir. Genetik
caligmalar, ilgili gendeki mutasyonlarla immiin yetmezligin siddetinin degisebildigi
ve tespit edilen anomalilerin saptanan mutasyona sahip bireylerin yalnizca bazilarinda
mevcut  olabildigini  gostermektedir.  Embriyojenez  hatalari, kromozomal

anormallikler, teratojenler, metabolik bozukluklar gibi mekanizmalarlar hem
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bagisiklik hem de diger organ sistemlerini etkileyebilecek sendromlara yol agabilir
(Tablo 2) (1,65).

Tablo 2 Sendromik ézelliklerle iliskili kombine immiin yetmezlikler

1.Konjenital trombositopeniyle birlikte olan ISDK

WAS
(XL, LOF)

Wiskott-Aldrich sendromu: T hiicrelerinde progresif azalma ve anti-CD3’e
anormal lenfosit yaniti, normal sayida B hiicre, diisiik IgM ve polisakkaritlere karsi
diisiik antikor yaniti. Mikrorombositopeni, egzama, tekrarlayan bakteriyel / viral
enfeksiyonlar, kanli diyare, lenfoma, otoimmiin hastalik, IgA nefropatisi.

WIPF1

WIP Eksikligi: T hiicre sayis1 azalmis. Anti-CD3’e kars1 kusurlu lenfosit yaniti. B
hiicre sayisi1 normal veya azalmis. Yiiksek IgE diizeyleri haricinde normal Ig
diizeyleri. Mikrotrombositopeni-normo trombositopeni, tekrarlayan bakteriyel ve
viral enfeksiyonlar, egzama, kanli ishal; WAS proteini yok.

ARPC1B

Arp2 / 3 aracih filaman dallanma hatasi: T ve B hiicre sayis1 normal. Yiiksek
IgA ve IgE diizeyleri. Iliml1 trombositopeni, tekrarlayan invaziv enfeksiyonlar;
kolit, vaskiilit, otoantikorlar (ANA, ANCA), eozinofili; defektif Arp2 / 3 filament
dallanmasi

2. Tablo 1'de listelenenler disindaki DNA onarim kusurlari

ATM

Ataksi-telenjiektazi: T hiicrelerde progresif azalma, mitojenlerle zayif
proliferasyon. Yenidogan tarama (YDT) testlerinde TREC ve T hiicre diizeyi diisiik
olabilir. B hiicre diizeyi normal. Siklikla IgA, IgE ve IgG alt grup diizeyleri diisiik.
IgM monomerleri artmis. Ataksi, Ozellikle sklerada telenjiektazi; akciger
enfeksiyonlar, lenforetikiiler ve diger maligniteler; alfa fetoprotein artisi,
radyosensitivite artisi, kromozom instabilitesi ve kromozomal translokasyonlar

NBS1

Nijmegen breakage sendromu: T hiicrelerinde progresif azalma, yenidogan
tarama testlerinde TREC ve T hiicre diizeyi diisiik olabilir. Siklikla IgA, IgE ve IgG
alt grup diizeyleri diisiik. [gM monomerleri artmis.

BLM

Bloom Sendromu: B hiicre diizeyi diisiik. Kisa boy, dismorfik yiiz, giinese duyarli
eritem; kemik iligi yetmezligi, I6semi, lenfoma; kromozom instabilitesi

*Sentromerik instabilitesi ve fasyal anomalilerle birlikte immiinite kusurlar: (Tip 1,2,3,4 ICF):

*DNMT3B

Azalmis veya normal T hiicre, PHAya yanit azalabilir. Hipo- gammaglobulinemi
veya agammaglobulinemi, ¢esitli diizeylerde antikor eksiklikleri. Fasyal dismorfik
Ozellikler, gelisimsel gecikme, makroglossi; bakteriyel/ firsatg1 enfeksiyonlar;
emilim bozuklugu, sitopeniler; maligniteler; 1, 9, 16. kromozom konfigiirasyonlar1.

*ZBTB24

Azalmis veya normal T hiicre sayisi.

*CDCATY

Azalmis veya normal T hiicre sayisi, PHA’ya yanit azalabilir. Fasyal dismorfik
ozellikler, makroglossi; bakteriyel / firsat¢i enfeksiyonlar; emilim bozuklugu,
sitopeniler; maligniteler. 1, 9, 16. kromozom konfigiirasyonlar1

*HELLS

Azalmis veya normal T hiicre sayisi. Fasyal dismorfik 6zellikler, makroglossi;
bakteriyel / firsat¢1 enfeksiyonlar; emilim bozuklugu, sitopeniler; maligniteler. 1,
9, 16. kromozom konfigiirasyonlari
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PMS2

PMS2 Eksikligi: Diisiik B hiicre sayisi. Diisiik IgG ve IgA, yiiksek IgM diizeyi.
Anormal antikor yanit1. Tekrarlayan enfeksiyonlar; café-au-lait lekeleri; lenfoma,
kolorektal karsinom, beyin timorii

RNF168

RNF168 eksikligi (Radyosensitivite, Immiin Yetmezlik, Dismorfik ozellikler,
Ogrenme giicliigii [RIDDLE] sendromu): Diisiik IgA ve IgG diizeyi. Kisa boy,
hafif motor kontrol kusurundan ataksiye; normal zekadan 6grenme zorluklarina,
hafif fasyal dismorfik 6zelliklerden mikrosefaliye kadar degisen klinik 6zellikler;
artmis radyosensitivite.

MCM4

MCM4 Eksikligi: Sayisal olarak diisiik ve fonksiyonel olarak yetersiz NK
hiicreler. Viral enfeksiyonlar (EBV, HSV, VZV); kisa boy; B hiicreli lenfoma;
stirrenal yetmezlik.

POLE1

POLE1 (Polimeraz ¢ subiinit 1) eksikligi (FILS sendromu): Azalmig T hiicre
proliferasyonu. Diisiikk hafiza B hiicre diizeyi. Diisiikk I1gG2 ve IgM. PPS’ye
(pnomokokal polisakkaritler) yetersiz antikor yaniti. Tekrarlayan solunum yolu
enfeksiyonlari, menenjit; fasyal dismorfizmi, kisa boy.

POLE2

POLE2 (Polimeraz ¢ subiinit 2) eksikligi: Lenfopeni, yenidogan taramalarinda
TRECS eksikligi, antijenlere yanitta proliferasyon yoklugu. Hipogamaglobulinemi.
Tekrarlayan enfeksiyonlar, disemine BCG enfeksiyonu; otoimmiinite (tip 1
diyabet), hipotiroidizm, fasyal dismorfizm.

LIG1

Ligaz 1 eksikligi: Lenfopeni, artmis y6 T hiicre diizeyi, mitojenlere azalmis yanit.
B hiicre sayis1 normal. Hipogamaglobulinemi, kisitli antikor yaniti. Tekrarlayan
bakteriyel ve viral enfeksiyonlar; biiylime geriligi, giines hassasiyeti, radyasyon
hassasiyeti; makrositik kirmizi kan hiicreleri

NSMCES3

NSMCES3 eksikligi: T hiicre say1s1 azalmig, mitojen ve antijenlere karsi zayif yanit.
Normal 19G, IgA. Normal/yiiksek IgM. PPS’ye azalmig antikor yaniti. Siddetli
akciger hastaligi (muhtemelen viral); timik hipoplazi; kromozomal breakage,
radyasyon hassasiyeti.

ERCC6L2

ERCC6L2 (Hebo Eksikligi): Lenfopeni. Ig diizeyleri normal. Fasyal dismorfizm,
mikrosefali; kemik iligi yetmezligi

GINS1

GINSI eksikligi: T ve B hiicre diizeyi normal-yiiksek. Diisiik IgG ve IGM, yiiksek
IgA diizeyi. Notropeni; IUGR, NK hiicreleri ¢ok diisiik

3. Ek konjenital anomalilerle birlikte timik kusurlar

(TBX1)
22q11.2

Genis
delesyon

(OD)

DiGeorge / velokardiyo-yiiz sendromu, 22q11.2 delesyon sendromu (DS): T
hiicre diizeyi normal-azalmis. Yenidogan taramalarinda %5 hastada diigiik TRECs
ve neonatal dsnemde CD3T hiicreleri <1500/puL. B hiicreler ve Ig diizeyleri normal.
Hipoparatiroidizm; konotrunkal kardiyak malformasyon, velopalatal yetersizlik;
anormal yiiz, zihinsel engel.

TBX1

TBX1 eksikligi (OD): T hiicre diizeyi azalmis veya normal. YDT da diistik
TRECs.

CHD7
SEMA3E

CHARGE Sendromu (OD): Azalmis veya normal T hiicre sayisi, YDT da diisiik
TRECs, PHA’ya yanit azalabilir. B hiicre ve Ig diizeyleri normal. G6z kolobomast;
kalp anomalisi, koanal atrezi; zihinsel engelli, genital ve kulak anomalileri, CNS
malformasyonu; bazilart SCID benzeri
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FOXN1

Kanath helix FOXN1 eksikligi: T hiicre sayis1 ¢ok diisiik. Ig diizeyleri azalmus.
Siddetli enfeksiyonlar; anormal timik epitel, immiin yetmezlik; konjenital alopesi,
tirnak distrofisi; noral tiip defekti.

FOXN1

(Haplo
yetersizlik)

FOXNL1 haplo-yetersizligi (OD): Dogumda agir olan yetiskinlikte normale dénen
T hiicre lenfopenisi. Normal-diisik B hiicre. Tekrarlayan viral ve bakteriyel
solunum yolu enfeksiyonlari; cilt tutulumu (egzama, dermatit), tirnak distrofisi.

Del10p13-p14

10p13-p14DS (OD): T hiicre sayist normal, nadiren lenfopeni ve mitojenler ve
antijenlere karst azalmis lenfoproliferasyon hipoplastik timus olabilir.
Hipoparatiroidizm; bobrek hastaligi, sagirlik; bitytime geriligi, fasyal dismorfizm;
kalp kusurlar1 olabilir, tekrarlayan enfeksiyonlar.

11q23del

Jacobsen sendromu (OD): Lemfopeni, disiik NK hiicre sayisi. B hiicre ve
switched hafiza B hiicre say1s1 azalmis. Hipo- gamaglobulinemi ve azalmig antikor
yanit1. Tekrarlayan solunum yolu enfeksiyonlari; ¢coklu sigiller, fasyal dismorfizmi,
biiyiime geriligi

4. immiin-osse6z displaziler

RMRP

Kartilaj sac hipoplazisi: T hiicre sayis1 SCID’daki kadar diisiik veya tamamen
normal olabilir. Lenfosit proliferasyonu azalmis. Ig diizeyleri normal veya diisiik.
Metafizyel dizostozisin oldugu uzuv kisaliklariyla birlikte boy kisaligy; seyrek sag;
kemik iligi yetmezligi; otoimmiinite; lenfomaya ve diger kanserlere yatkilik,
bozuk spermatogenez; intestinal ndronal displazi

SMARCAL1

Schimke immiino-osseoz displazi: T hiicreler azalmis. Kisa boy, spondilo-
epiphyseal displazi, intrauterin bilylime geriligi, nefropati. Bakteriyel, viral veya
mantar enfeksiyonlart; SCID olarak klinik bagvuru olabilir. Kemik iligi yetmezligi.

MYSM1

MYSMI1 eksikligi: T hiicre lenfopenisi, azalmis naif T hiicreleri, diisiik NK hiicre-
leri. B hiicre kusur ve hipogamaglobulinemi. Kisa boy; tekrarlayan enfeksiyonlar,
konjenital kemik iligi yetmezligi, miyelodisplazi. B hiicrelerini ve graniilositleri
etkileyen immiin yetmezlik; iskelet anomalileri, katarakt; gelisimsel gecikme

4. Immiin-osse6z displaziler (devamu)

RNU4ATAC

MOPDI1 eksikligi / Roifman sendromu: Azalmis NK hiicre fonksiyonu. Total ve
hafiza B hiicre diizeyi azalmis. Hipogamaglobulinemi ve farkli diizeylerde azalmig
spesifik antikorlar. Tekrarlayan bakteriyel enfeksiyonlar, lenfadenopati, Spondilo-
epifizal displazi, ciddi IUGR, retina distrofisi, fasyal dismorfizm; boy kisalig1 ve
mikrosefali olabilir.

EXTL3

Norogelisimsel anormalliklerle birlikte olan immiinoskeletal displazi

(EXTL3 eksikligi): T hiicreler azalmis. Ig’ler azalmig veya normal. Kisa boy,
servikal spinal stenoz, ndrogelisimsel bozukluk, eozinofili; erken infant 6limi
olabilir.

5. Hiper IgE sendromlar1 (HIES)

STAT3

(LOF) OD-HIES STATS3 eksikligi (Job sendromu): T hiicreler genel olarak
normal; Th17, T folikiiler helper, MAIT, NKT hiicreleri azalmis, Tregler artmis
olabilir. B hiicre sayisi normal, azalmig hafiza B hiicreler, artnus BAFF
ekspresyonu. STAT3 aktive eden sitokinlere karst bozuk yanit. Cok yiiksek IgE,
spesifik antikor iiretimi azalmig. Ayt edici fasyal ozellikler (genis nazal bridge);
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bakteriyel enfeksiyonlar (¢iban/folikiil, pulmoner apseler, pndmatoseller) S.
aureus'a bagli, pulmoner aspergillus, Pneumocystis jirovecii; egzama,
mukokutanéz kandidiyazis; hiperekstansibil eklemler, osteoporoz ve kemik
kiriklari, skolyoz, kalici siit digler; koroner ve serebral anevrizmalar.

IL6R

IL6 reseptor eksikligi: Normal veya artmis T hiicreler; mitojenlere normal yanit.
Total ve hafiza B hiicreler normal, azalmis switch hafiza B hiicreler. Cok yiiksek
IgE, normal veya diisik serum IgM, G, A. Spesifik antikor iiretim diisiik.
Tekrarlayan piyojenik enfeksiyonlar, soguk apseler; dolasimda yiiksek IL-6
seviyeleri.

IL6ST

IL6 sinyal doniistiiriicii (IL6ST) eksikligi: Azalmig Th17 hiicreleri. Azalmis
switch ve non-switch bellek B hiicreleri. Yiiksek IgE, spesifik antikor iiretim
degisken oranlarda etkilenmis. Bakteriyel enfeksiyonlar, ¢ibanlar, egzama,
pulmoner apseler, pnomatoseller; kemik kiriklari, skolyoz; kalici siit disler,
kraniyosinostoz

ZNF341

ZNF341 eksikligi / OR-HIES: Th17 ve NK azalmis. Normal veya azalmig bellek
B hiicreleri, STAT3 aktive eden sitokinlere karsi bozuk yanit. Yiiksek IgE ve IgG,
spesifik antikor tiretimi azalmig. OD-HIES Fenokopisi; hafif fasyal dismorfizm;
erken baslayan egzama, MCC, bakteriyel deri enfeksiyonlari, apseler, tekrarlayan
bakteriyel solunum yolu enfeksiyonlari (S. aureus), akciger apseleri ve
pnomatoseller; hiperekstansibil eklemler; kemik kiriklar1 ve kalicr siit disler.

ERBB2IP

(OD) ERBIN eksikligi: Dolagimda artmis Treg. Normal veya orta derecede artmis
IgE. Tekrarlayan solunum yolu enfeksiyonlari, S. aureus'a duyarlilik, egzama;
hiperekstansibil eklemler, skolyoz; bazi hastalarda arteriyel dilatasyon.

TGFBR1/2

(OD) Loeys-Dietz sendromu (TGFBR eksikligi): Yikselmis IgE diizeyi.
Tekrarlayan solunum yolu enfeksiyonlari; egzama, besin alerjisi; hiperekstansibil
eklemler, skolyoz, kalici siit disler; aort anevrizmalari.

SPINKS

Comel-Netherton sendromu: Diisiik switch ve non-switch bellek B hiicre diizeyi.
Yiiksek IgE ve IgA. Antikorlar degisken oranlarda azalmis. Konjenital iktiyoz,
bambu kili, atopi; artan bakteri enfeksiyonlari, gelisme geriligi.

PGM3

PGM3 eksikligi: CD8 ve CD4 T hiicreleri azalmis. Diisiik B ve hafiza B hiicreleri.
Normal veya yiiksek IgG ve IgA, cogu yiiksek IgE'li, eozinofili. Siddetli atopi;
otoimmiinite; bakteriyel ve viral enfeksiyonlar; iskelet anomalileri / displazisi: kisa
boy, brakidaktili, dismorfik fasyal ézellikler; zihinsel engel ve bilissel bozukluk,
gecikmis etkilenen baz1 bireylerde SSS’de miyelinizasyonda gecikme.

CARD11

(OD, LOF) CARD11 eksikligi (heterozigot): Genel olarak normal T hiicre sayist,
ancak kusurlu T hiicre aktivasyonu ve proliferasyonu; Th2'ye meyil. Yiiksek IgE,
zay1f spesifik antikor iiretimi; hem NF-kB hem de mTORC1 yolaklarinin bozulmus
aktivasyonu. Degisken atopi, egzama, besin alerjileri, eozinofili; kutandz viral
enfeksiyonlar, tekrarlayan solunum yolu enfeksiyonlari; lenfoma; kombine immiin
yetmezlik.

6. B12 vitamini ve folat metabolizmasinin kusurlari

TCN2

Transkobalamin 2 eksikligi: B hiicre diizeyi degisken. Azalmis Ig. Megaloblastik
anemi, pansitopeni; uzun siire tedavi edilmemisse (B12) zihinsel engel.
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SLC46A1 SLC46A1 / PCFT eksikligine neden olan kalitsal folat emilim bozuklugu: T
hiicre diizeyi ve aktivasyon profili, B hiicre diizeyi degisken. Ig azalmus.
Megaloblastik anemi, gelisme geriligi; uzun siire tedavi edilmemigse zihinsel engel.

MTHFD1 Metilen-tetrahidrofolat dehidrojenaz 1 (MTHFD1) eksikligi : Diigiik timik
output, normal in vitro proliferasyon. B hiicre sayis1 diisiik. Konjuge polisakkarit
antijenlere azalmis / zayif antikor yaniti. Tekrarlayan bakteriyel enfeksiyon,
Pneumocystis jirovecii; megaloblastik anemi; gelisme geriligi; ndtropeni; nbetler,
zihinsel engel; folata duyarlilik.

7. immiin yetmezlikli anhidrotik ektodermodisplazi (EDA-ID)

IKBKG (XL) NEMO / IKBKG eksikligi nedeniyle EDA-ID (ektodermal displazi,
bagisikhik eksiklik): T hiicre diizeyi normal veya azalmig, TCR aktivasyonu
bozuk. B hiicre diizeyi normal; diisiik hafiza ve izotip B switch hiicreler. Ig
diizeyleri azalmis, bazilarinda yiiksek IgA, IgM. Zayif spesifik antikor yanitlari,
polisakkarit antijenlere antikor yaniti yok. Anhidrotik ektodermal displazi
(bazilarinda); gesitli enfeksiyonlar (bakteri, mikobakteriler, viriisler, mantarlar);
kolit; konik disler, gesitli cilt, sa¢ ve dis kusurlari, monosit disfonksiyonu.

NFKBIA (OD GOF) IKBA GOF mutasyonu nedeniyle EDA-ID: T hiicre diizeyi normal
veya azalmig, TCR aktivasyonu bozuk. Normal B hiicre sayisi, bozuk BCR
aktivasyonu, diisiik bellek ve izotip switch B hiicre diizeyi. Azalmis I1gG ve IgA,
yiikselmis IgM. Zayif spesifik antikor yanitlari, polisakkarit antijenlere antikor
yaniti yok. Anhidrotik ektodermal displazi; ¢esitli enfeksiyonlar (bakteriler,
mikobakteriler, viriisler, mantarlar); kolit, ¢esitli cilt, sa¢ ve dis kusurlari, T hiicre
ve monosit disfonksiyonu.

IKBKB (OD GOF) IKBKB GOF mutasyonu nedeniyle EDA-ID: T h,cre sayisi azalmus,
TCR aktivasyonu bozuk. B hiicre sayis1 normal ama fonksiyonu yetersiz. Azalmis
Ig. Tekrarlayan bakteriyel, viral, fungal enfeksiyonlar; degisken ektodermal

kusurlar.
8. Kalsiyum kanal kusurlari
ORAI1 ORAI-1 eksikligi / STIM1 eksikligi: T hiicre diizeyi normal, TCR aracili
STIM1 aktivasyon kusuru. B hiicre ve Ig normal. Otoimmiinite, EDA, non-progresif
miyopati.
9. Diger kusurlar
EPG5 EPGS eksikligi (Vici sendromu): CD4+ T hiicrelerin ciddi deplesyonu, B hiicreler

defektif, Ig’ler (6zellikle IgG2) azalmis. Korpus kallozumun agenezi; katarakt,
kardiyomiyopati; cilt hipopigmentasyon; biligsel yetersizlik; mikrosefali;
tekrarlayan enfeksiyonlar, kronik mukokutanéz kandidiyaz

PNP Purin niikleosit fosforilaz (PNP) eksiklik: T hiicrelerde progresif azalma. B hiicre
ve Ig diizeyi normal. Otoimmiin hemolitik anemi; nérolojik bozukluk.

TTC7A Coklu bagirsakta immiin yetmezlik atreziler: T hiicre diizeyi degisken; yok veya
yenidogan taramalarinda TREC'ler diisiik, dogumda SCID fenotipi olabilir.

TTC37 Tricho-Hepato-Enterik Sendrom (THES) : IFNy tiretimi bozuk. Switch bellek B

SKIV2L hiicreler degisken oranlarda diisiik. Hipogamaglobulinemi, diisiik antikor yaniti
olabilir.
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SP110

Hepatik veno-okluziv hastalik immiin yetmezlik (VODI): Bellek T ve B
hiicreler, IgG, IgA, IgM azalmis. Germinal merkez ve doku plasma hiicreleri yok.
Hepatik veno-okluziv hastalik; Pneumocystis jirovecii pnomonisi, CMV,
kandidaya duyarlilik, trombositopeni, hepatosplenomegali, serebrospinal
16kodistrofi.

BCL11B

(OD) BCL11B eksikligi: T hiicreler diisiik ve zayif proliferasyon. Dogumsal
anormallikler, yenidogan disleri, dismorfik yiiz; korpus kallozum agenezisi,
norobilissel kusurlar.

RBCK1

HOIL1 eksikligi: Azalmis bellek B hiicreler. Polisakkaritlere azalmis antikor
yamt1. Bakteriyel enfeksiyonlar; otoinflamasyon; amilopektinoz.

RNF31

HOIP eksikligi: Azalmis bellek B hiicreler. Ig’ler diisiik. Bakteriyel enfeksiyonlar;
otoinflamasyon; amilopektinoz; lenfanjiektazi.

CCBE1 FAT4

Hennekam-lenfanjiektazi-lenfodem sendrom: T ve B hiicre sayist diigiik.
Lenfanjektazi ve lenfodem ile yiiz anormallikleri ve diger dismorfik 6zellikler.

NFE2L2

(OD) FEritroid 2- benzeri niikleer faktor’de (NFE2L2) novo mutasyonlari
aktiflesmesi: Switch bellek B hiicreler azalmis. Hipogamaglobulinemi, azalmis
antikor yaniti. Tekrarlayan solunum ve cilt enfeksiyonlari; biiyliime geriligi,
gelisimsel gecikme; serebral beyaz cevher lezyonlari, artan homosistein seviyesi;
stres yanit genlerinde ekspresyon artist

STATSB

(OR) STATS5D eksikligi: T hiicreler orta diizeyde diisiik, azalmig Treg sayisi ve
islevi. Hipergamaglobulinemi ve azalmis antikor yaniti. Biiylime hormonuna
duyarsiz ciicelik; dismorfik ozellikler, egzama; lenfositik interstisyel pndmoni;
belirgin otoimmiinite.

STATSB

(OD) STAT5b eksikligi: T ve B hiicre sayist normal. Artmig IgE. Biiylime
yetersizligi; egzama (OR STATS ile karsilastirildiginda immiinite kusuru yok).

(OD)KMT2D
(XL)KDMB6A

Kabuki sendromu (tip 1 ve 2): Disiik IgA ve bazen diisik IgG. Tipik yiiz
anormallikleri, yarik veya yiliksek kemerli damak, iskelet anormallikleri, kisa boy;
zihinsel engelli, dogustan kalp kusurlari; hastalarin %50'sinde tekrarlayan
enfeksiyonlarda (otitis media, pnémoni); otoimmiinite olabilir.

KMT2A

(OD) KMT?2A eksikligi (Wiedemann-Steiner sendrom): T hiicre sayist normal.
Switch ve non-switch bellek B hiicre sayisi diisiik. Hipogamaglobulinemi, azalmis
antikor yaniti. Solunum yolu enfeksiyonlari; kisa boy; hipertelorizm; killi dirsekler;
gelisimsel gecikme, biligsel yetersizlik.

2.2.3.3 Baskin olarak antikor yetmezlikleri

Enfeksiyonlara karsi savunmada rol alan antikor gruplarindan olusan

immiinglobulinler serum proteinlerinin yaklagik %20 sini olusturur (66). B hiicre

reseptorii (BCR) genlerinin zincirleme rekonfiglirasyonu ve bu siire¢ boyunca

otoreaktif B hiicrelerin eliminasyonu gibi bircok basamagin son {irlinii islevsel

antikorlardir (67). B hiicresi fizyolojisine iliskin ayrintili bilgiler normal B hiicresi

gelisimini engelleyen primer immiin yetmezlikler lizerine yapilan ¢alismalardan yola

34



cikarak ortaya konmustur (68). B hiicre gelisimi veya fonksiyonu bozukluklari,
400’den fazla ISDK arasinda en yaygin olamdir (1,19).

B hiicre kusurlar1 baslangi¢ yasi, klinik 6zellikleri ve siddet, kalitim sekli ile
diger immiin defektlerden ayrilirlar. Altta yatan bir B hiicre kusurunun yol agtig1
enfeksiyonlar, firsatg1 veya siddetli viral/bakteryel enfeksiyonlara neden olma ihtimali
daha yiiksek olan T hiicre kusurlar1 veya kombine immiin yetmezliklerden farkli
olarak, tipik olarak kapstillenmis bakterilerle gelisen tekrarlayan enfeksiyonlari igerir.
B hiicre kusurlar1 olduk¢a heterojendir ve immiinglobulinlerin (Ig) azalmasini ve/veya
bozulmus Ig tiretimini igerdiginden agirlikli olarak antikor eksiklikleriyle karakterize
edilirler. Bunlar, B hiicrelerine 6zgiil molekiiler kusurlardan, B ve T hiicreleri
arasindaki gerekli etkilesimlerin basarisizligindan, uygun kemik iligi veya germinal
merkez reaksiyonlarinin kaybindan ve immiin regiilasyon bozukluklarinda
kaynaklanir (68).

IgG, IgG alt simiflar1, IgA ve IgM seviyelerinin tiimii yasa gore normal araliklar
icinde olsa bile, spesifik antikor eksikligi (SAD) olarak adlandirilan immiinite kusuru
Klinik sonuglara neden olabilir. Bu hastalarda, asilamada veya dogal enfeksiyon
gecirildiginde, spesifik antijenlerin immiin uyarimina yanit olarak uygun antikorlar
olusmaz. Bu durum, immiinolojik arastirmalar sadece kandaki Ig seviyelerini
taramakla smirli oldugu silirece taninmayacaktir ve teshis etmek icin belirli bir antijen
ile temasin meydana geldigi kontrollii bir durumda spesifik antikorlarin Slgiilmesi
gerekmektedir (52) Tablo 3 baskin olarak antikor eksiklikleri ve iliskili genleri
gostermektedir (1).

Tablo 3 Baskin olarak antikor eksiklikleri

1. B hiicrelerinin tamamen azaldig1 veya olmadig: tiim serum immiinoglobulin izotiplerinde
siddetli azalma, agamaglobulinemi

BTK (XL) BTK eksikligi, X'e bagh agammaglobulinemi (XLA): Hastalarin ¢ogunda
tiim Ig izotipler azalmigken bazi hastalarda tespit erdilebilir diizeyde Ig varolabilir.
Siddetli bakteriyel enfeksiyonlar, normal pro-B hiicre sayisi.

IGHM p agir zincir eksikligi: Tim Ig izotipleri azalmis. Siddetli bakteriyel enfeksiyonlar,
normal pro-B hiicre sayisi.

IGLL1 AS eksikligi: Tiim Ig izotipleri azalmis. Siddetli bakteriyel enfeksiyonlar, normal
pro-B hiicre sayisi.
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CD79A

Iga eksikligi: Tiim Ig izotipleri azalmig. Siddetli bakteriyel enfeksiyonlar, normal
pro-B hiicre sayisi.

CD79B IgP eksikligi: Tiim Ig izotipleri azalmis. Siddetli bakteriyel enfeksiyonlar, normal
pro-B hiicre sayisi.

BLNK BLNK eksikligi: Tiim Ig izotipleri azalmis. Siddetli bakteriyel enfeksiyonlar,
normal pro-B hiicre sayisi.

PIK3CD p1106 eksikligi: Siddetli bakteriyel enfeksiyonlar; otoimmiin komplikasyonlar

PIK3R1 p85 eksikligi: Siddetli bakteriyel enfeksiyonlar, sitopeniler, pro-B hiicreleri
azalmis veya yok.

TCF3 (OR ve OD) E47 transkripsiyon faktorii eksikligi: OD; Tekrarlayan bakteriyel
enfeksiyonlar. OR; Siddetli, tekrarlayan bakteriyel enfeksiyonlar, gelisme geriligi

SLC39A7 SLC39A7 (ZIP7) eksikligi: Erken baslangicli enfeksiyonlar, blister olusumu,
dermatoz, gelisme geriligi, trombositopeni

TOP2B (OD) Hoffman sendromu / TOP2B eksikligi: Tekrarlayan enfeksiyonlar, fasyal

dismorfizmi, uzuv anormallikleri

2. Normal veya diisiik sayida B hiicresi, CVID fenotipi ile en az 2 serum immiinoglobulin

izotipinde ciddi azalma

Unknown Yaygin degisken bagisiklik yetersizligi gen kusuru tespit edilmemis (CVID):
Disiik IgG, IgA ve/veya IgM. Klinik fenotipler degisiklik gosterir: ¢ogu
tekrarlayan enfeksiyonlar, bazilari poliklonal Ilenfoproliferasyon, otoimmiin
sitopeniler ve / veya graniilomat6z hastalik

PIK3CD (OD; GOF) Aktive p1106 sendromu (APDS): Normal / artmis IgM, azalmis IgG

PIK3R1 ve IgA. Siddetli bakteriyel enfeksiyonlar; azalmig bellek B hiicreleri ve artan
tranzisyonel B hiicreleri, EBV £ CMV viremi, lenfadenopati / splenomegali,
otoimmiinite, lenfoproliferasyon, lenfoma , biiyiime gelisme geriligi

PTEN (OD) PTEN eksikligi (LOF): Tekrarlayan enfeksiyonlar, lenfoproliferasyon,
otoimmiinite; gelisimsel gecikme.

CD19 CD19 eksikligi / CD81 eksikligi: Diisiik 1gG, IgA ve/veya IgM. Tekrarlayan

cDsl enfeksiyonlar olabilir. Glomeriilonefrit (CD81 mutasyonu CD19 ekspresyonunu
bozar, boylece CD19 mutasyonlarim taklit eder.)

CD20 CD20 eksikligi: Diisiik IgG, normal veya yiiksek IgM ve IgA. Tekrarlayan
enfeksiyonlar

CD21 CD21 eksikligi: Diisiik IgG, bozulmus anti-pndmokok yaniti. Tekrarlayan
enfeksiyonlar

TNFRSF13B (OR / OD) TACI eksikligi: Diisiik 1gG ve IgA ve / veya IgM. Monoallelik
varyantlar i¢in degisken klinik ekspresyon ve penetrasyon

TNFRSF13C  BAFF reseptor eksikligi: Diisiik [gG ve IgM. Degisken klinik ekspresyon.
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TNFSF12 (OD) TWEAK eksikligi: Diisiik IgM ve A.Anti-pnomokokal antikor eksikligi
Pnomoni, bakteriyel enfeksiyonlar, sigiller, trombositopeni. Notropeni.

TRNT1 TRNT1 eksikligi: B hiicre eksikligi ve hipogammaglobulinemi. Dogustan
sideroblastik anemi, sagirlik, gelisimsel gecikme.

NFKB1 (OD) NFKBI1 eksikligi: Normal veya diisiik IgG, IgA, IgM, diisiik veya normal B
hiicreleri, diisiik bellek B hiicreleri. Tekrarlayan sinopulmoner enfeksiyonlar,
KOAH, EBYV proliferasyonu, otoimmiin sitopeniler, alopesi ve otoimmiin tiroidit

NFKB2 (OD) NFKB2 eksikligi: Diisiik serum IgG, A ve M; disiik B hiicre sayisi.
Tekrarlayan sinopulmoner enfeksiyonlar, alopesi ve endokrinopatiler.

IKZF1 (OD) IKAROS eksikligi: Diisiik IgG, IgA, IgM, diisiik/normal B hiicreleri; yagla
birlikte B hiicreleri ve Ig seviyeleri azalir. Azalmis pro-B hiicreler, tekrarlayan
sinopulmoner enfeksiyonlar; ALL riskinin artmasi, otoimmiinite, CVID fenotipi

IRF2BP2 (OD) IRF2BP2 eksikligi: Hipogammaglobulinemi, IgA yoklugu. Tekrarlayan
enfeksiyonlar, olas1 otoimmiinite ve inflamatuvar hastalik.

ATP6AP1 (XL) ATP6AP1 eksikligi: Degisken immiinoglobulin bulgulari. Hepatopati,
16kopeni, diisiik bakir

ARHGEF1 ARHGEF1 eksikligi: Hipogamaglobulinemi; antikor eksikligi. Tekrarlayan
enfeksiyonlar, brongektazi.

SH3KBP1 (XL) SH3KBP1 (CIN85) eksikligi: 1gM, 1gG eksikligi; antikor kaybi. Siddetli
bakteriyel enfeksiyonlar.

SEC61A1 (OD) SEC61A1 eksikligi: Hipogamaglobulinemi. Siddetli tekrarlayan solunum
yolu enfeksiyonlart

RAC?2 RAC2 eksikligi: Diisiik IgG, IgA, IgM, diisiik veya normal B hiicreleri; agilama
sonrasi zayif Ab yamtlar. Tekrarlayan sinopulmoner enfeksiyonlar, selektif IgA
eksikligi; poststreptococcal glomeriilonefrit; tirtiker.

MOGS Mannosyl-oligosakkarit glukozidaz eksikligi: Diisik IgG, IgA, IgM, artmis B

hiicreleri; asilama sonrasi zayif Ab yanitlari. Bakteriyel ve viral enfeksiyonlar;
siddetli norolojik hastalik, Dogustan glikozilasyon bozuklugu tip IIb (CDG-I1b).

3. Normal / yiiksek IgM ve normal sayida B hiicresi ile birlikte serum IgG ve IgA'da ciddi

azalma

AICD

(OR ve OD form) AID eksikligi: OR: IgG ve IgA azalmig, IgM artmis; somatik
hipermutasyonu azalmis normal bellek B hiicreleri. Bakteriyel enfeksiyonlar,
genislemis lenf nodlar1 ve germinal merkezler; otoimmiinite. OD: 1gG yok veya
azalmis, IgA saptanmamig, IgM artmig; normal somatik hipermutasyonlu normal
bellek B hiicreleri. Bakteriyel enfeksiyonlar, genislemis lenf nodlar1 ve germinal
merkezleri. Mutasyonlar niikleer export sinyallere lokalizedir.

UNG

UNG eksikligi: IgG ve IgA azalmis, [gM artmuis. Biiylimiis lenf nodlar1 ve germinal
merkezleri.

INO8O

INOS80 eksikligi: IgG ve IgA azalmig, IgM artmig. Siddetli bakteriyel
enfeksiyonlar
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MSH6 MSHG6 eksikligi: Degisken IgG, bazilarinda IgM artmis. B hiicre sayis1 normal,
diigiik switch bellek B hiicreleri, Ig class switch rekombinasyonu ve somatik
hipermutasyon kusurlari. Ailesel veya kisisel kanser dykiisii.

4. izotip, hafif zincir veya genellikle normal sayida B hiicresi olan fonksiyonel eksiklikler

14932 Bir veya daha fazla IgG ve / veya IgA alt sinifinin yani sira IgE olmayabilir.
mutasyon Asemptomatik olabilir.
veya delesyon

IGKC Kappa zinciri eksikligi: Tim immiinoglobulinler lambda hafif zinciri var.
Asemptomatik

Unknown izole IgG alt simf eksikligi: Bir veya daha fazla IgG alt simfinda azalma.
Genellikle asemptomatiktir, hastalarin az bir kisminda spesifik antijenlere zayif
antikor yanit1 ve tekrarlayan viral / bakteriyel enfeksiyonlar olabilir.

Unknown IgA eksikligi ile IgG altsimf eksikligi: Azalmis IgA, bir veya daha fazla IgG alt
smifinda diisiikliik. Tekrarlayan bakteriyel enfeksiyonlar. Asemptomatik olabilir.

Unknown Selektif IgA eksikligi: Diger izotipler normal iken IgA yok. Alt siniflar ve spesifik
antikorlar normal. Asemptomatik olabilir. Bakteriyel enfeksiyonlar

otoimmiinite orta derecede artmuis.

Unknown Normal Ig ve B hiicre diizeyleriyle birlikte spesifik antikor eksikligi

Unknown Gegcici hipogammaglobulinemi bebeklik: I1gG ve IgA azalmis. As1 antijenlerine
kars1 normal antikor iiretebilme yetenegi, genellikle ciddi enfeksiyonlarla birlikte
olmaz.

CARD11 (OD) CARD11 GOF: NF-kB aktivasyonu nedeniyle poliklonal B hiicre

lenfositozu. Splenomegali, lenfadenopati, zayif a1 yaniti.

Unknown Secici IgM eksikligi: Serum IgM yok. Pnomokok / bakteri enfeksiyonlari.

2.2.3.4 immun disregiilasyon hastaliklar

Organizma savunmasi i¢in patejenlere yanit olarak immiin sistemin uygun
sekilde aktivasyonu ve bu yanit1 takiben, gereksiz veya uzun siiren inflamasyonun ve
bunun neden olabilecegi sonuclarin ortaya ¢ikmasini Onlemek i¢in immiin
reaksiyonlarin azaltilmasi gerekmektedir. Immiin homeostaz kavrami self-reaktif
tepkileri onleyen ve ayrica immiin aktivasyonun kapsamini kontrol eden kontrol
mekanizmalarini igerir. Oto-reaktivitenin Onlenmesinin merkezinde, immiinolojik
tolerans vardir (28,31,35).

Enfeksiyona duyarliligin eslik edebildigi veya tek basina otoimmiinite ile
karakterize, immiin disregiilasyon bozukluklarina neden olan konjenital kusurlar,

immiin sistemin diizenleyici mekanizmalariyla ilgilidir. Immiin fonksiyon
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bozuklugunun diger belirtileri ile birlikte otoimmiiniteye de neden olur (69). Tablo

4’te, immiin disregiilasyon bozuklar1 6zetlenmistir (1).

Tablo 4 Immiin disregiilasyon bozukluklar

1. Ailevi hemofagositik lenfohistiyositoz (FHL sendromlari)

PRF1 Perforin eksikligi (FHL2): Artan aktif T hiicreleri. NK ve CTL aktivitesi-sitotoksisite
azalmis veya hi¢ yok. Ates, HSM, hemofagositik lenfohistiyositoz (HLH), sitopeniler

UNC13D  UNC13D/Muncl3—4 eksikligi (FHL3): Artan aktif T hiicreleri. NK ve CTL aktivitesi
(sitotoksisite / degraniilasyon) azalmis veya hi¢ yok. Ates, HSM, HLH, sitopeniler

STX11 Syntaxin 11 eksikligi (FHL4)

STXBP2 STXBP2 / Munc18-2 eksikligi (FHL5)

FAAP24 FAAP24 eksikligi: Artan aktif T hiicreleri. Otolog EBV transforme B hiicreleri
6ldiirmede yeteresizlik. Normal NK hiicre islevleri. EBV kaynakli lenfoproliferatif
hastalik

SLCTA7 SLC7A7 eksikligi: Makrofajlarda hiperinflamatuvar yanit. NK hiicre iglevi normal.

Liziniirik protein intoleransi, kanama egilimi, alveolar proteinoz

2. Hipopigmentasyonlu FHL sendromlari

LYST Chediak-Higashi sendrom: Artan aktif T hiicreleri. NK ve CTL aktivitesi
(sitotoksisite ve/veya degraniilasyon) azalmig. Kismi albinizm, tekrarlayan
enfeksiyonlar, ates, HSM, HLH, dev lizozomlar, nétropeni, sitopeniler, kanama
egilimi, ilerleyici norolojik islev bozuklugu.

RAB27A Griscelli sendromu, Tip 2: NK ve CTL aktivitesi (sitotoksisite ve/veya
degraniilasyon) azalmig. Kismi albinizm, ates, HSM, HLH, sitopeniler.

AP3B1 Hermansky-Pudlak sendrom, tip 2: NK ve CTL aktivitesi (sitotoksisite ve/veya
degraniilasyon) azalmis. Kismi albinizm, tekrarlayan enfeksiyonlar, pulmoner fibroz,
artmis kanama, nétropeni, HLH.

AP3D1 Hermansky-Pudlak sendrom, tip 10: NK ve CTL aktivitesi (sitotoksisite ve/veya
degraniilasyon) azalmis. Okiilokiitandz albinizm, siddetli notropeni, tekrarlayan
enfeksiyonlar, nobetler, isitme kayb1 ve nérogelisimsel gecikme.

3. Diizenleyici T hiicre kusurlari

FOXP3 (XL) IPEX, immiin disregiilasyon, poliendokrinopati, enteropati X'e bagh: CD4+
CD25+ FOXP3+ diizenleyici T Hiicre (Treg'ler) eksikligi (ve / veya islev bozuklugu).
Otoimmiin enteropati, erken baglangicli diyabet, tiroidit hemolitik anemi,
trombositopeni, egzama, yiiksek IgE ve I1gA.

IL2RA CD25 eksikligi: T hiicre diizeyi normal/azalmis. Tregs hiicre fonksiyonu bozuk, CD+4
CD25+ hiicreler yok. Lenfoproliferasyon, otoimmiinite, bozulmus in vitro T hiicresi
proliferasyonu.
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IL2RB

CD122 eksikligi: Artan bellek CD8 T hiicreleri, azalmig Treg'ler, artmuig bellek B
hiicreler. Azalmis IL2R ekspresyonu. IL-2 / IL-15¢ yanitta bozulmus sinyalizasyon;
artan immatiir NK hiicreleri. Lenfoproliferasyon, lenfadenopati, hepatosplenomegali,
otoimmiin hemolitik anemi, dermatit, enteropati,hipergammaglobulinemi, tekrarlayan
viral (EBV, CMV) enfeksiyonlart.

CTLA4

CTLA4 haplo yetmezligi (ALPS-V) : Dolagimdaki T ve B hiicreler azalmis. Tregs
fonksiyonlart bozulmus. Otoimmiin sitopeniler, enteropati, interstisyel akciger
hastalig1, lenfoid doku dist lenfosittik infiltrasyon, tekrarlayan enfeksiyonlar.

LRBA

LRBA eksikligi: CD4 hiicre sayis1 normal/azalmis. T hiicre disregiilasyonu. B hiicre
sayist normal/diisiik. Cogu hastada azalmis IgG ve IgA. Tekrarlayan enfeksiyonlar,
iltihapli bagirsak hastaligi, otoimmiinite

DEF6

DEF6 eksikligi: [limli CD4 ve CD8 lenfopenisi. B hiicre sayis1 normal/azalmis. Treg
fonksiyonu bozulmus. Enteropati, hepatosplenomegali, kardiyomiyopati, tekrarlayan
enfeksiyonlar

STAT3

(OD) STAT3 GOF mutasyonu: Dolagimdaki T ve B hiicre sayisi azalmig. Th17 hiicre
farklilasmasinda, lenfoproliferasyon ve otoimmiinite artisa neden olan artmig STAT3
sinyalizasyonu. Azalan Treg'ler ve bozulmus islevleri.

BACH2

(OD) BACH?2 eksikligi: Progresif T hiicre lenfopenisi. Bozulmus hafiza B hiicre
gelisimi. Kritik bir hiicre serisi dzellesmesi transkripsiyon faktorii haplo yetmezligi.
Lenfositik kolit, sinopulmoner enfeksiyonlar.

FERMT1

FERMT1 eksikligi: IgG, IgM, IgA ve C3Un kolloid sekilde bazal membran altinda
hiicre i¢i birikimi. Konjenital blisterler ile karakterize dermatoz, cilt atrofisi, 1s18a
duyarlilik, cilt kirllganlig1 ve pullanma.

4. Lenfoproliferasyonlu veya lenfoproliferasyonsuz otoimmiinite

AIRE

APECED (APS-1), otoimmiin poliendokrinopati, kandidiyazis ve ektodermal
distrofi: AIRE, otoreaktif T Hiicrelerinin negatif se¢imi ve Treg'lerin iiretimi i¢in
timusta kontrol noktasi1 gérevi goriir. Otoimmiinite: hipoparatiroidizm, hipotiroidizm,
adrenal yetmezlik, diyabet, gonadal disfonksiyon ve diger endokrin anormallikler; dis
minesi hipoplazisi, alopesi areata, enteropati, pernisiydz anemi; kronik mukokutantz
kandidiyaz

ITCH

ITCH Eksikligi: Itch eksikligi, hem oto-reaktif efektor T hiicrelerinde anerji
indiiksiyonunu hem de Treg olusumunu etkileyerek immiin diizensizlige neden olabilir.
Erken baslangi¢h kronik akciger hastaligi (interstisyel pndmoni), otoimmiinite (tiroidit,
tip I diyabet, kronik ishal / enteropati ve hepatit), gelisme geriligi, gelisimsel gecikme,
dismorfik yiiz 6zellikleri.

TPP2

Tripeptidil-peptidaz II eksikligi: Dolasimdaki T ve B hiicre sayis1 azalmis. TPP2
eksikligi, erken immiinosesans ve immiin diizensizlige neden olur. Degisken
lenfoproliferasyon, siddetli otoimmiin sitopeniler, hipergammaglobulinemi,
tekrarlayan enfeksiyonlar

JAK1

(OD) JAK1 GOF: Hiperaktif JAK1. HSM, eozinofili, eozinofilik enterit, tiroid
hastalik, zayif biiyiime, viral enfeksiyonlar.

PEPD

Prolidaz eksikligi: Peptidaz D. Otoantikorlar yaygin, kronik cilt iilserleri, egzama,
enfeksiyonlar
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5. Kolit ile immiin diizensizlik

IL10

IL-10 eksikligi: B hiicrelerinde fonksiyonel IL-10 sekresyonu yok. Inflamatuar
bagirsak hastaligi (IBD), folikiilit, tekrarlayan solunum yolu hastaliklari, artrit.

IL10RA

IL-10R eksikligi: Lokositler IL-10’a yanitsizdir. IBD, folikiilit, tekrarlayan solunum
yolu hastaliklari, artrit, lenfoma.

IL10RB

IL10RB: Lokositler IL-10'a ve IL-22, IL-26, IL-28A, IL-28B ve IL-29’a yanitsizdir.

NFAT5

(OD) NFATS5 haplo yetmezligi: Bellek B hiicreleri ve plazmablastlar azalmis. IBD,
tekrarlayan sinopulmoner enfeksiyonlar

TGFB1

TGFBI1 eksikligi: Anti-CD3'e yanitta T hiicre proliferasyonunda azalma. IBD, immiin
yetmezlik, tekrarlayan viral enfeksiyonlar, mikrosefali ve ensefalopati.

RIPK1

Dolasimdaki T ve B hiicreler azalmig. MAPK, NFkB yolaklarinin aktivasyonu azalmis.
Tekrarlayan enfeksiyonlar, erken baglangicli IBD, ilerleyici poliartrit.

. Otoimmiin lenfoproliferatif sendrom (ALPS, Canale-Smith sendromu)

TNFRSF6

(OD, OR) ALPS-FAS: Artmis TCR a./ 3 + CD4 — CD8— ¢ift negatif (DN) T hiicreleri.
Belllek B hiicreleri azalmis. FAS aracili apoptoz defekti. Splenomegali, adenopatiler,
otoimmiin sitopeniler, artmis lenfoma riski, IgG ve A normal veya artmis, yiikselmis
serum FasL, I1L-10, b12 vitamini.

TNFSF6

ALPS-FASLG: DN T hiicreler artmis. FASL aracili apoptoz kusuru. Splenomegali,
adenopatiler, otoimmiin sitopeniler, SLE, ¢6ziiniir FasL yiikselmemis.

CASP10

(OD) ALPS-Kaspaz10: DN T hiicreler artmis. Bozuk lenfosit apoptozu. Adenopatiler,
splenomegali, otoimmiinite.

CASP8

ALPS-Kaspaz 8: DN T hiicreler hafif artmis. Bozuk lenfosit apoptozu ve aktivasyon.
Adenopatiler, splenomegali, bakteriyel ve viral enfeksiyonlar, hipogamaglobulinemi.

FADD

FADD eksikligi: DN T hiicreler artmis. Bozuk lenfosit apoptozu. Fonksiyonel
hiposplenizm, bakteriyel ve viral enfeksiyonlar, tekrarlayan ensefalopati ataklari ve
karaciger disfonksiyonu.

7. EBV ve lenfoproliferatif kosullara duyarhhk

SH2D1A

(XL) SAP eksikligi (XLP1): Aktive T hiicreler normla veya artmis. Bellek B hiicreleri,
NK hiicresi ve CTL sitotoksik aktivite azalmis. Klinik ve immiinolojik 6zellikler EBV
enfeksiyonu ile tetiklenir: HLH, Lenfoproliferasyon, aplastik anemi, lenfoma.

XIAP

(XL) XIAP eksikligi (XLP2): Normal/artmis aktive T hiicreleri; diisiik/normal iNK T
hiicreleri. Bellek B hiicreleri normal/azalmig. CD95'le apoptoza karst T hiicrelerinin
artan duyarlilig1 ve artmig aktivasyon kaynakli hiicre 6liimii (AICD). EBV enfeksiyonu,
Splenomegali, lenfoproliferasyon HLH, Kolit, IBD, hepatit. Diisiik iNKT hiicreleri.

CD27

CD27 eksikligi: Bellek B hiicresi yok. hipogammaglobulinemi; bazi agilara /
enfeksiyonlara zayif Ab yamitlari. EBV enfeksiyonu, HLH, aplastik tarafindan
tetiklenen Ozellikler anemi, diisiik iNKT hiicreleri, B lenfoma.
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CD70

CD70 eksikligi: Normal T hiicre sayisi, diisiik Treg, zayif aktivasyon ve islev. Azalmis
bellek B hiicreleri. hipogammaglobulinemi; bazi asilara / enfeksiyonlara zayif Ab
yanitlari. EBV duyarliligi, Hodgkin lenfoma; bazi hastalarda otoimmiinite.

CTPS1

CTPS1 eksikligi: T hiicre sayis1 normal/diisiik, ancak azalmis aktivasyon, ¢ogalma.
Diisiik bellek B hiicreleri. Normal / yiiksek 1gG, antijene karsi zayif antikor
proliferasyonu. Tekrarlayan / kronik bakteriyel ve viral enfeksiyonlar (EBV, VZV),
EBV lenfoproliferasyonu, B hiicreli non-Hodgkin lenfoma.

TNFRSF9

CD137 eksikligi (41BB): Diisiik IgG, disik IgA, T hiicresine bagimli ve T
hiicresinden bagimsiz antijenlere zay1f yanitlar. Azalmis T hiicre proliferasyonu, IFNy
salgisi ve sitotoksisite. EBV lenfoproliferasyonu, B hiicreli lenfoma, kronik aktif EBV
enfeksiyonu.

RASGRP1

RASGRP1 eksikligi: T ve B hiicrelerinde zayif aktivasyon, proliferasyon ve
hareketlilik. Azalmig naif T hiicreleri. Normal IgM, IgG, artmis IgA. Tekrarlayan
pnomoni, herpesviriis enfeksiyonlari, EBV iliskili lenfoma. NK hiicre fonksiyonu
azalmis.

CARMIL2

RLTPR eksikligi: T ve B hiicre sayist normal. Yiiksek CD4, artmis naif CD4 + ve
CD8 + T hiicreleri, diisik Treg ve MAIT, zayif CD28 kaynakli fonksiyon. Bellek B
hiicreleri azalmis. T bagimli antikor yamti zayif. Tekrarlayan bakteri, mantar ve
mikobakteriyel enfeksiyonlar, viral sigiller, molluscum ve EBV lenfoproliferatif ve
diger maligniteler, atopi.

MAGT1

(XL) X'e bagh, magnezyum, EBV ve neoplazi (X MEN) : Diisiik CD4. Diisiik timik
gocmen hiicreler, ters CD4 / CDS8 orani, azalmis MAIT hiicreleri, CD3'e zayif
proliferasyon. Dolasimdaki B hiicreler normal fakat bellek B hiicreler azalmis.
Progresif hipogammaglobulinemi. NKG2D'nin bozulmus ekspresyonu nedeniyle
azalmis NK hiicresi ve CTL sitotoksik aktivite. EBV enfeksiyonu, lenfoma, viral
enfeksiyonlar, solunum ve GI enfeksiyonlart Glikosilasyon kusurlart.

PRKCD

PRKCD eksikligi: Diisiik bellek B hiicreleri, yiikksek CD5 B hiicreler. B hiicrelerde
apoptotik ~ kusur.  Tekrarlayan enfeksiyonlar, EBV  kronik enfeksiyonu,
lenfoproliferasyon, SLE benzeri otoimmiinite (nefrotik ve antifosfolipid sendromlar),
diisiik 1gG.

2.2.3.5 Fagosit sayis1 ve/veya fonksiyonu ile ilgili konjenital bozukluklar

Yetersiz sayida fagositik hiicrenin oldugu veya islev bozuklugu olan

hastaliklardir. Etkilenen bireylerde genellikle gecikmis yara iyilesmesine ve pily

olusumunun az oldugu enfeksiyoz graniilomlar gorilir (70). Erken c¢ocukluk

doneminde tekrarlayan ve siddetli bakteri ve mantar enfeksiyonlar1 ile basvururlar.

Solunum yolu ve deri, etkilenen temel organlardir. Bununla birlikte, derin yerlesimli

apseler ve oral stomatite siklikla rastlanir (71). Sik enfeksiyon nedenleri

Staphylococcus tiirleri, Pseudomonas tiirleri, Candida ve Aspergillus tiirleridir. Kronik

veya tekrarlayan oral iilserler, zayif yara iyilesmesi (gobek kordonunun gecikmis

ayrilmasi dahil) ve periodontal hastalik da fagositik hiicre fonksiyonu veya
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sayilarindaki eksikliklerin ayirt edici 6zelligidir (72).

Siddetli konjenital nétropeni, Kostmann hastaligi, kardiyak ve iirogenital
malformasyonlarla  birlikte  goriillen notropenide  oldugu  gibi  miyeloid
farklilasmasindaki sorunlarla ortaya ¢ikarlar. Shwachman-Diamond sendromunda
(pankreas yetmezligi), glikojen depo hastaligi tip Ib (bir glikojen depolama hastaligi),
B-Aktin eksikligi (zeka geriligi, kisa boy), pulmoner alveolar proteinoz (alveolar
proteinoz) ve pl4 eksikligi (kismi albinizm ve biiyiime geriligi) hastaliklarindaysa

belirli bir organ disfonksiyonu ile birlikte olabilir (73).

Tablo 5 Fagosit sayisi veya fonksiyonunun konjenital kusurlari

1. Dogustan notropeniler

ELANE (OD) Elastaz eksikligi (Ciddi konjenital nétropeni [SCN] 1): Myeloid
diferansiasyon ve nétrofiller etkilenmis. MDS / 16semiye duyarlilik. Siddetli
konjenital nétropeni veya siklik nétropeni.

GFI1 (OD) GFI 1 eksikligi (SCN2): Myeloid diferansiasyon ve nétrofiller etkilenmis. B
ve T lenfopenisi.

HAX1 HAX1 eksikligi (Kostmann Hastahik) (SCN3): Myeloid diferansiasyon ve
notrofiller etkilenmis. Her iki HAX1 izoformunda kusurlu hastalarda bilissel ve
norolojik kusurlar, MDS / 16semiye duyarlilik.

G6PC3 G6PC3 eksikligi (SCN4): Myeloid diferansiasyon, kemotaksis, O, iiretimi ve
notrofiller etkilenmis. Yapisal kalp kusurlari, {irogenital anormallikler, i¢ kulak
sagirhigl ve govde ve uzuvlarin vendz anjiyektazileri.

VPS45 VPS45 eksikligi (SCN5): Myeloid diferansiasyon, migrasyon ve nétrofiller
etkilenmis. Ekstramediiller hematopoez, kemik iligi fibrozu, nefromegali.

G6PT1 Glikojen depo hastalig: tip 1b: Myeloid diferansiasyon, kemotaksis, O, iiretimi,
notrofiller ve monositler etkilenmis. Aglik hipoglisemisi, laktik asidoz,
hiperlipidemi, hepatomegali.

WAS (XL) X'e bagh notropeni / miyelodisplazi: Farklilagma, mitoz ve nétrofiller
etkilenmis. WASp'nin GTPaz baglama alanindaki GOF mutasyonlar1 nedeniyle.
Notropeni, miyeloid maturasyon durmasi, monositopeni, degisken lenfoid
anormallikler.

LAMTOR2 P14 / LAMTOR?2 eksikligi: Endosomal biyogenez, monosit ve noétrofiller
etkilenmis. Notropeni, hipogammaglobulinemi, azalmig CD8 sitotoksisitesi, kismi
albinizm, biiylime geriligi.

TAZ (XL) Barth Sendromu (3-Metilglutakonik asidiiri tip II): Mitokondriyal
diferansiasyon, notrofil, melanosit ve lenfositler etkilenmis. Kardiyomiyopati,
miyopati, biiytime geriligi, nétropeni.
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VPS13B Cohen sendromu: Myeloid diferansiasyon ve nétrofiller etkilenmis. Dismorfizm,
zeka geriligi, obezite, sagirlik, nétropeni.

USB1 Clericuzio sendromu (Poikiloderma nétropeni ile): Myeloid diferansiasyon ve
nétrofiller etkilenmis. Retinopati, gelisimsel gecikme, fasyal dismorfizmleri,
poikiloderma.

JAGN1 JAGNI1 eksikligi: Myeloid diferansiasyon ve nétrofiller etkilenmis. Miyeloid
diferansiasyon durmasi, osteopeni.

CLPB 3-Metilglutakonik asidiiri: Myeloid diferansiasyon, mitokondriyal proteinler ve
notrofiller  etkilenmis. Norobiligsel —gelisimsel aberasyonlar, mikrosefali,
hipoglisemi, hipotoni, ataksi, nobetler, katarakt, [UGR.

CSF3R G-CSF reseptor eksikligi: Stres graniilopoezi bozuklugu. Noétrofiller etkilenmis.

SMARCD?2 SMARCD?2 eksikligi: Kromatinin yeniden sekillenmesi, myeloid farklilagmasi ve
notrofil  fonksiyonel kusuru. Notropeni, gelisimsel anormallikler, kemikler,
hematopoetik kok hiicreler, miyelodisplazi.

CEBPE Spesifik graniil eksikligi: Terminal matiirasyon ve global islev bozuklugu.
Notropeni, bilobiile ¢ekirdekli nétrofiller.

SBDS Shwachman-Diamond Sendromu: Nétrofil olgunlagsmasi, kemotaksis, ribozomal
biyogenez etkilenmis. Pansitopeni, ekzokrin pankreas yetersizligi, kondrodisplazi.

DNAJC21 Nétrofiller, hematopoietik kok hiicreler etkilenmis. Pansitopeni, eksokrin pankreatik
yetersizligi.

EFL1 Notrofiller, hematopoietik kok hiicreler etkilenmis. Pansitopeni, eksokrin pankreatik
yetersizligi.

HYOU1 HYOU1 eksikligi: Katlanmamis protein yaniti ve noétrofiller etkilenmis.
Hipoglisemi, enflamatuar komplikasyonlar.

SRP54 (OD) SRP54 eksikligi: ER'ye protein translokasyonu, miyeloid farklilasmasi ve
nétrofil fonksiyonu bozuk. Notropeni, ekzokrin pankreas yetmezligi.

2. HarekKetlilik kusurlari

ITGB2 Lokosit yapisma kusuru tip 1 (LAD1): Noétrofil, monosit, lenfosit, NK hiicreler
etkilenmis. Yapisma, kemotaksis, endositoz, T / NK sitotoksisite etkilenmis.
Gecikmis kordon ayrilmasi, deri iilserleri, periodontitis, 16kositoz.

SLC35C1 Lokosit yapisma kusuru tip 2 (LAD2): Notrofiller, monositler, rolling ve
kemotaksis etkilenmis. hh-kan grubu ile hafif tip 1 LAD &zellikleri, biiyiime geriligi,
gelisimsel gecikme.

FERMT3 Lokosit yapisma kusuru tip 3 (LAD3): Notrofil, monosit, lenfosit, NK; aderans ve
kemotaksis etkilenmis. LAD tip 1 6zellikleriyle birlikte kanama egilimi

RAC2 (OD LOF) Rac2 eksikligi: Notrofiller; aderans, kemotaksis ve O, iiretimi

etkilenmistir. Zayif yara iyilesmesi, 16kositoz.
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ACTB

(OD) P aktin eksikligi: Notrofil ve monositler; motilite etkilenmistir. Zihinsel
gerilik, kisa boy.

FPR1 Lokalize juvenil periodontitis: Notrofiller etkilenmis. Formilpeptid kaynakl
kemotaksis. Sadece periodontitis.

CTSC Papillon-Lefévre sendromu: Noétrofil ve monositler; kemotaksis etkilenmis.
Periodontitis, bazi hastalarda palmoplantar hiperkeratoz.

WDR1 WDRI eksikligi: Notrofiller; yayilma, hiicre 6mrii, kemotaksis etkilenmis. Hafif
ndtropeni, zayif yara iyilesmesi, siddetli stomatit.

CFTR Kistik fibrozis: Sadece monositler ve kemotaksis etkilenmig. Solunum yolu
enfeksiyonlari, pankreas yetersizlik, yiiksek ter klortir.

MKL1 Kombine nétropeni nedeniyle bagisiklik yetersizligi MKL1 eksikligi: Notrofil,
monosit, lenfosit ve NK etkilenmis. Bozulmus hiicre iskeleti gen ekspresyonu. Hafif
trombositopeni.

3. Solunum patlamasi bozukluklari

CYBB (XL) X'e bagh kronik graniilomatoz hastahk (CGD), gp91phox: Noétrofil ve
monositler; dldiirme fonksiyonu (O™ tiretimi hatasi). Enfeksiyonlar, otoinflamatuar
fenotip, bitisik Kell lokusuna uzanan delesyonu olan hastalarda IBD McLeod
fenotipi.

OR CGD CYBA, CYBC1, NCF1, NCF2, NCF4 : Enfeksiyonlar, otoinflamatuar fenotip.
G6PD (XL) G6PD eksikligi simifi I: Notrofil etklinemis. O, iiretimi azalmis. Enfeksiyon.
4. Diger lenfoid olmayan kusurlar
GATA2 GATA?2 eksikligi: Monosit ve periferik Dentritik hiicreler etkilenmis. Multiple
seride sitopeni. Mikobakterilere duyarlilik, HPV, histoplazmoz, alveolar proteinoz,

MDS / AML / CMML, lenfédem

CSF2RA, (XL, Psodo-otozomal gende bialelik mutasyonlar) Pulmoner alveolar

XL proteinoz: Alveolar makrofajlar etkilenmis. GM-CSF sinyali etkilenmis. Alveolar

CSFR2B, proteinoz.

OR

2.2.3.6 Dogal immunite defektleri

Klasik pimer immiin yetmezlikler, ¢oklu mikroorganizmalara veya tekrarlayan

enfeksiyonlara yatkinliga yol agar. Baz1 viriisler (HSV-1 ensefaliti), mikobakteriler

(mikobakteryel enfeksiyonlara Mendelyan yatkinlik), piyojenik bakteriler (invaziv

pnomokokal enfeksiyonlara monogenik yatkinlik) veya Candida (kronik mukokutanoz

kandidiyaz) gibi mantarlarin neden oldugu siddetli idiyopatik enfeksiyonlar iginse

molekiiler caligmalar son c¢eyrek ylizyillda etyopatogenezi aydinlatacak veriler
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saglamistir (74,75). Ilgili genin kusurlari, saglikli bireylerde bu spesifik patojen
gruplarindan biriyle enfeksiyonlara segici bir yatkinlik saglayabilir. Klasik primer
immiin yetmezliklerdeki daha genis kusurlarin aksine, tek bir mikroorganizma
ailesinin neden oldugu siddetli ve / veya tekrarlayan enfeksiyonlara neden olan
bozukluklardir (76).

Tablo 6 intrinsik ve dogal immiinite kusurlar

1. Mikobakteriyel hastaliga Mendelyen yatkinhk

IL12RB1 IL-12 ve 1L-23 reseptorii B1 zincir eksikligi: Lenfositler ve NK.
IL12B IL-12p40 (IL-12 ve 1L-23) eksikligi: Monositler etkilenmistir.
IL12RB2 IL-12RP2 eksikligi: Lenfositler ve NK etkilenmistir.

IL23R IL-23R eksikligi: Lenfositler ve NK etkilenmistir.

IFN-y salgis1 etkilenmistir. Mikobakteri ve Salmonella’ya yatkinlik.

IFNGR1 (OD ve OR) IFN-y reseptor 1 eksikligi: Monosit ve lenfositler; IFN-y baglama ve
sinyalizasyon etkilenmis. Mikobakteri ve Salmonella’ya yatkinlik.

IFNGR2 IFN-y reseptor 3 eksikligi: Monosit ve lenfositler; IFN-y sinyalizasyonu etkilenmis.
Mikobakteri ve Salmonella’ya yatkinlik.

STAT1 (OD LOF) STAT1 eksikligi: Monosit ve lenfositler etkilenmis.

CYBB (XL) Makrofaj gp91 phox eksikligi: Sadece makrofajlar etkilenmis. Oldiirme

(hatali O™ iiretimi) bozulmus. Mikobakterilere karsi izole duyarlilik.

IRF8 (OD ve OR) IRF8 eksikligi: OD: Monosit ve lenfositler etkilenmis. Dentritik
hiicreler (DH) ve Th1* hiicrelerin gelisimi bozuk. Mikobakterilere duyarlilik. OR:
Monositler etkilenmis. Dolasimdaki monositlerin ve DH'lerin eksikligi, bazi
hastalarda azalmis NK hiicre sayisi ve islevi bildirilmis. Mikobakterilere ve EBV
dahil diger birgok bulasici ajana duyarlilik.

SPPL2A SPPL2A eksikligi: Monosit ve lenfositler etkilenmis. Dentritik hiicreler (DH) ve
Th1* hiicrelerin gelisimi bozuk. Mikobakteri ve Salmonella ya duyarlilik.

TYK2 Tyk2 eksikligi: Monosit ve lenfositler etkilenmis. I1L-10, IL-12, IL-23 ve tip |
IFN'lere hiicresel yanitlar kusurlu. Hiicre i¢i bakterilere (mikobakteriler, Salmonella)
ve virlislere duyarlilik.

TYK2 P1104A TYK2 homozigotluk: Lenfositler etkilenmis. IL-23'e bozulmus hiicresel
yanitlar. Mikobakteryel hastalifa veya tiiberkiiloza yatkinlik.

ISG15 ISG15 eksikligi: IFNy iiretim kusuru. Mikobakterilere duyarlilik (BCG), beyin
kalsifikasyonu.
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RORC RORyt eksikligi: Lenfositler ve NK etkilenmis. Fonksiyonel RORyT proteini
eksikligi, IFNy iiretim bozuklugu, IL-17A / F {ireten T hiicrelerinin tam yoklugu.
Mikobakteri ve kandidaya duyarlilik.

JAK1 (OR LOF) JAK1 eksikligi: Notrofil ve NK etkilenmis. Sitokinlere kargt azalmis
JAK1 aktivasyonu. Azalmis IFNy iiretimi. Mikobakteri ve virlislere duyarlilik,
iirotelyal karsinom.

2. Epidermodisplazi verruciformis (HPV)

TMC6 EVERI eksikligi / EVER2 eksikligi / CIB1 eksikligi: Keratinositler etkilenmis.

TMCS8 EVER1, EVER2 ve CIB1, keratinositlerde bir kompleks olusturur. Insan papilloma

CiB1 viriisit (HPV B1) enfeksiyonlan ve deri kanseri (tipik EV).

3. Ciddi viral enfeksiyona yatkinhk

STAT1 (OR LOF) STAT1 eksikligi: Lokosit ve diger hiicreler etkilenmis. STAT1 bagimh
IFN-a / B, v ve A yanitlan etkilenmis. Siddetli viral enfeksiyonlar, mikobakteriyel
enfeksiyon.

STAT2 STAT?2 eksikligi: Lokosit ve diger hiicreler etkilenmis. STAT2 bagimli IFN-o./ 3 ve
A yamtlan etkilenmis. Siddetli viral enfeksiyonlar (yaygin as1 susu kizamik)

IRF9 IRF9 eksikligi: Lokosit ve diger hiicreler etkilenmis. IRF9 ve ISGF3 bagimli IFN-a
/ B ve A yanitlar1 etkilenmis. Siddetli influenza hastaligi.

IRF7 IRF7 eksikligi: Lokositler, plazmasitoid dentritik hiicreler ve non-hematopoietik
hiicreler; IFN-a, B ve y, IFN-A diretimi etkilenmis.

IFNAR1 IFNART1 eksikligi: Lokosit ve diger hiicreleri; IFNAR1 bagimli IFN-a./ B'ye yanitlar
etkilenmis. Sar1 humma asisinin ve Kizamik asisinin neden oldugu ciddi hastalik.

IFNAR2 IFNAR?2 eksikligi:; IFNAR2 bagimli IFN-a / f'ye yanitlar etkilenmis. Siddetli viral
enfeksiyonlar (yaygin as1 susu kizamik, HHV®6).

FCGR3A CD16 eksikligi: NK etkilenmis. Ozellikle siddetli herpes viral enfeksiyonlari
Ozellikle VZV, EBV ve HPV.

IFIH1 (OR LOF) MDAS eksikligi: Viral tanima ve IFN indiiksiyonu etkilenmis.
Rinoviriis ve diger RNA viriis enfeksiyonlart.

POLR3A (OD) RNA polimeraz I1I eksikligi: Lokositler ve diger hiicreler etkilenmis. VZV

POLR3C veya poli I: C’ye yanitta viral tamma ve IFN indiiksiyonu kusurlu. Siddetli VZV

POLR3F enfeksiyonu.

4. Herpes simpleks ensefaliti (HSE)

TLR3 (OD ve OR) TLR3, UNC93B1, (OD) TRAF3, (OD ve OR) TICAM1, (OD)

UNC93B1 TBK1, (OD) IRF3 Eksiklikleri: Merkezi sinir sistemi (CNS) yerlesik hiicreleri ve

TRAF3 fibroblastlar; TLR3/UNC93B1/TRAF3/TICAM1/TBK1 bagimli IFN-a, B ve y

TICAM1 yanitlar1 etkilenmis. Herpes simpleks viriisii 1 ensefaliti (HSE) (burada listelenen

TBK1 IRF3

tiim etiyolojiler i¢in eksik klinik penetrasyon); siddetli pulmoner influenza; VZV.
Azalmis IRF3 fosforilasyonu.
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DBR1 DBR1 eksikligi: Anti-viral IFN'lerin iiretimi bozulmus. Beyin sapinin HSE'si. Beyin
sapinin diger viral enfeksiyonlari.
5. invaziv mantar hastahklaria yatkinlik
CARDS9 CARD? eksikligi: Mononiikleer fagositler; CARD9 sinyal yolu etkilenmis. invazif

kandidiyaz enfeksiyonu, derin dermatofitozlar, diger invaziv mantar enfeksiyonlari.

6. Mukokutanéz kandidiyaza (KMK) yatkinhk

IL17RA IL-17RA eksikligi / IL-17RC eksikligi: Epitel hiicreleri, fibroblastlar, mononiikleer

IL17RC fagositler; IL-17RA / IL-17RC sinyal yolu etkilenmis. KMK, folikiilit.

IL17F (OD) IL-17F eksikligi: T hiicreleri; IL-17F iceren dimerler etkilenmis. KMK,
folikiilit.

STAT1 (OD) STAT1 GOF: T, B hiicreleri, monositler etkilenmis. IL-17 tireten T
hiicrelerinin gelisimi bozulmus. KMK, c¢esitli fungal, bakteriyel ve viral (HSV)
enfeksiyonlar, otoimmiinite (tiroidit, diyabet, sitopeniler), enteropati.

TRAF3IP2  ACT]1 eksikligi: Fibroblastlar IL-17A ve IL-17F'ye; T hiicreleri IL-17E'ye yanit
vermede basarisiz olur. KMK, blefarit, folikiilit ve makroglossi.

7. Bakteriyel duyarhhkla birlikte TLR sinyal yolu eksikligi

IRAK4 IRAK4, MYD88, (XL) IRAK1, TIRAP eksiklikleri: Lenfosit, graniilosit,

MYD88 monositler etkilenmis. TIR-IRAQ4 / TIR-MyD88 / TIR-IRAQ1 / TIRAP sinyal

IRAK1 yolaklar1 etkilenmis. Bakteriyel enfeksiyonlar. Hem MECP2 hem de IRAKL'

TIRAP kapsayan biiyiik bir de novo Xq28 kromozomal delesyonu: X'e bagli MECP2

eksikligine bagli sendrom. TIRAP eksikliginde ¢ocuklukta stafilokokal hastaliklar.

8. Non-Hematopoietik dokularla ilgili diger dogustan bagisiklik kusurlar:

RPSA (OD) izole konjenital aspleni (IKA): Dalak yok. RPSA, ribozomun kiiciik alt
biriminin bir bileseni olan ribozomal protein SA'yi kodlar. Bakteriyemi
(kapsiillenmis bakteri).

HMOX1 Makrofajlar etkilenir. HO-1, demir geri doniisiimiinii diizenler ve heme bagli hasar
olusur. Hemoliz, neftit, inflamasyon.

APOL1 (OD) Tripanozomiyaz: Somatik hiicreler ve por olusturan serum proteini
etkilenmistir.

NBAS NBAS eksikligine bagh akut karaciger yetmezligi: Somatik ve hematopoietik
hiicreler etkilenmistir. ER stresi. Ates, karaciger yetmezligi.

RANBP2 Akut nekrotizan ensefalopati: Niikleer por fonksiyonu etkilenmis. Ates, akut
ensefalopati.

Osteopetroz  CLCN7, SNX10, OSTM1, PLEKHM1, TCIRG1, TNFRSF11A, TNFSF11:

Osteoklastlar, sekratuvar lizozomlar ve osteoklastogenezis(TNFRSF11A, TNFSF11)
etkilenebilir. Hipokalsemiyle birlikte osteopetrozis, ndrolojik bozukluklar (goérme
bozuklugu), biiytime geriligi.
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Hidradeniti NCSTN, PSEN, PSENEN: Epidermis ve keratinizasyonu diizenleyen kil
s siipiirativa  folikiiliindeki Notch sinyalizasyonu/gama-sekretaz etkilenmistir. Verneuil hastaligi /
(OD) Hidradenit siipiirativa ile sivilce / kiitan6z hiperpigmentasyon.

9. Lokositlerle ilgili diger dogustan bagisiklik hatalar:

IRF4 IRF4 haplo yetmezligi: Lokosit ve monositler; pleiotropik transkripsiyon etkilenir.
Whipple hastalig.
IL18BP IL-18BP eksikligi: Lokosit ve diger hiicreler; salgilanan IL-18'" nétralize eden IL-

18BP fonskiyonu etkilenir. Fulminant viral hepatit.

2.2.3.7 Otoinflamatuvar hastaliklar

Otoinflamatuar bozukluklar, birden fazla organ sistemini igeren spontan
enflamasyon tablolarina yol agan abartili bir dogal bagisiklik tepkisi ile ortaya ¢ikar.
Edinsel immiinitedeki asiriliklar otoimmiin  bozukluklarla tanimlanmisken,
'otoinflamasyon' kavrami nispeten yakin zamanda ortaya ¢ikmistir ve Otoimmiin
bozukluklarin tipik belirtileri olmaksizin spontan sistemik inflamasyonla birlikte olan
Klinik bozukluklar: kapsamaktadir (77). Dogustan gelen bagisiklik mekanizmalarina
iliskin artan bilgi ve molekiiler genetikteki ilerlemeler dogrudan otoinflamatuar olarak
tanimlanan veya otoinflamatuvar bir bilesen i¢eren bozukluklarin tanimlanmasina yol
agcmustir (78). Otoinflamatuar bozukluklardaki temel sorun, normal veya énemsiz bir
uyarana karsi artan duyarlilik veya bagisiklik sisteminin normal yanitlarinin uygun
sekilde zamaninda azaltilmasindaki yetersizlige bagl olarak abartili bir enflamatuar
yanit olarak goriinmektedir. Bu bozukluklardaki mutasyona ugramis proteinlerin ¢ogu,
apoptoz, NF-kB aktivasyonu ve proinflamatuar sitokin liretimine dahil olan 6liim
bolgesi katlantist ailesinin tiyeleridir (79,80). Otoinflamatuar bozukluklar genellikle
ates ve ylikselen inflamatuar belirtegler (CRP, ESR, SAA) ile birlikte olan tekrarlayan
inflamatuar ataklarla kendini gosterir. Hastalar ataklar arasinda asemptomatiktir ancak
siddetli formlarda daha uzun siireli semptomlar ortaya ¢ikabilir (81,82). Hastalar
genellikle her atakta benzer semptomlar yasarlar. Her sendromda, farkli hastalar
arasinda ve hatta ayni ailenin etkilenen lyeleri arasinda ozelliklerin degiskenligi
goriiliir. Yorgunluk ve bas agris1 gibi spesifik olmayan ozelliklerin oldugu bir

prodromal donem olabilir (83).
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Tablo 7 Otoinflamatuvar hastahklar

1. Tip 1 interferonopatiler

TMEM173

STING ile iliskili vaskiilopati infantil baslangich: STING, IFN'nin ekspresyonunu
indiiklemek i¢in hem NF-kappa-B hem de IRF3 transkripsiyon yollarini aktive eder.
Deri vaskiilopatisi, inflamatuvar akciger hastaligi, sistemik otoinflamasyon ve
intrakraniyal kalsifikasyon (IKK), ailesel chilblain lupus (ACL).

ADA2

ADA2 eksikligi: ADA'lar hiicre dis1 adenosini devre dist birakir ve adenosin
reseptorleri araciligiyla gerceklesen sinyalizasyonu sonlandirir. Poliarteritis nodosa,
cocukluk ¢aginda baslayan, erken baslangigli tekrarlayan iskemik inme ve ates; bazi
hastalar hipogamaglobulinemi gelistirir.

TREX1

TREX1 eksikligi, Aicardi-Goutieres sendromu 1 (AGS1): Tip I IFN iiretiminin
artmasina yol agan anormal ss DNA tiirlerinin hiicre i¢i birikimi. SLE, ACL.

RNASEH2B
RNASEH2C
RNASEH2A

RNASEH2B eksikligi (AGS2), RNASEH2C eksikligi (AGS3), RNASEH2A
eksikligi (AGS4): Tip I IFN iiretiminin artmasina neden olan anormal RNA-DNA
hibrit tiirlerinin hiicre i¢i birikimi. Klasik AGS, spastik paraparezi (SP).

SAMHD1

SAMHD1 eksikligi (AGS5): SAMHDI1 sitozoldeki dNTP’leri kontrol eder.
Kusurunda tip 1 INF {iretimi artar. Klasik AGS, ACL.

ADAR1

ADARI1 eksikligi (AGS6): dsRNA substratlarinda adenozinin inosine
deaminasyonunu katalize eder, buradaki kusur tip I IFN {iretiminin artmasina neden
olur. Klasik AGS, SP, bilateral striatal nekroz (BSN).

IFIH1

Aicardi-Goutieres sendromu 7 (AGS7): IFIHI geni, MAVS adapt6ér molekiilii
araciligiyla tip I interferon sinyalizasyonunu etkinlestiren bir sitoplazmik viral RNA
reseptoriinii kodlar. AGS, Singleton-Merten sendromu (SMS), SLE, SP.

DNASE?2

DNAse II eksikligi: DNAse II, DNA'y1 bozar ve ortadan kaldirir. DNase 11
aktivitesinin kaybi, tip I interferon sinyallemesini indiikler. AGS.

DNASE1L3

DNASE1L3 eksikligi nedeniyle pediyatrik sistemik lupus eritematozus:
DNASEI1L3, hiicre disi DNA'y1 degrade eden bir endoniikleazdir. DNASE1L3
eksikligi, apoptotik hiicrelerin klirensini azaltir. Cok erken baslangicli SLE, azalmig
kompleman seviyeleri, otoantikorlar  (dSDNA, ANCA), lupus nefrit,
hipokomplementemik iirtikeryal vaskiilit sendromu.

ACP5

Immiin disregiilasyon ile birlikte spondiloenkondro-displazi: IFN'nin
muhtemelen plazmasitoid dendritik hiicrelerle (pDH) ilgili mekanizma yoluyla up-
regiilasyonu. Kisa boy, SP, IKK, SLE, trombositopeni ve otoimmiin hemolitik
anemi, muhtemelen tekrarlayan bakteriyel ve viral enfeksiyonlar.

POLA1

(XL) X'e bagh retikiilat pigment bozukluk: POLAL, sitozolik RNA / DNA sentezi
icin gereklidir ve eksikligi, tip I interferon iiretiminin artmasmna neden olur.
Hiperpigmentasyon, karakteristik yiiz, akciger ve GI tutulumu.

USP18

USP18 eksikligi: [SG15'in hatali negatif diizenlemesi, artan IFN'ye yol agar.
TORCH benzeri sendrom.
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OAS1

(OD GOF) OASI1 eksikligi: B hiicreler diisiik. RNA'nmn taninmasindan artan
interferon. Pulmoner alveolar proteinoz, deri dokiintiisi.

2. iltihaplanmay etkileyen kusurlar

MEFV

(OR LOF ve OD) Ailevi Akdeniz atesi: Olgun graniilositler, sitokinle aktive olan
monositler etkilenir. OR: IL1B'nin inflammasom aracili indiiksiyonunda artis.
Kolsisine yamit veren tekrarlayan ates, serozit ve iltihaplanma. Vaskiilit ve
inflamatuvar bagirsak hastaligina yatkinlik. OD: Genellikle M694del varyanti.

MVK

Mevalonat kinaz eksikligi (Hiper IgD sendromu): Somatik ve hemaotpoietik
hiicreler etkilenir. Kolesterol sentezini etkileyen hastaligin patogenezi net degil.
Yiiksek IgD seviyelerine sahip periyodik ates ve 16kositoz.

NLRP3

(OD GOF) Muckle-Wells sendromu: PMN'ler, monositler etkilenir. Lokosit
apoptozunda, NFkB sinyalizasyonunda ve IL-1 islemede rol oynayan kriyopirinde
kusur. Urtiker, sensorinoral isitme kaybi (SNIK), amiloidoz.

(1) NLRP3
(2) NLRP12

(OD GOF) Ailevi soguk otoinflamatuvar sendrom 1 ve 2: Soguga maruz kaldiktan
sonra kasintili olmayan firtiker, artrit, titreme, ates ve 16kositoz.

NLRP3

(OD GOF) Neonatal baslangich multisistem inflamatuar hastalik veya kronik
infantil norolojik kutanéz ve artikiiler sendrom: PMN'ler, kondrositler etkilenir.
Neonatal baslangich dokiintii, kronik menenjit ve ates ve iltihapla birlikte artropati.

NLRC4

(OD GOF) NLRC4-MAS (makrofaj aktivasyon sendromu) / Ailevi soguk
otoinflamatuvar sendrom 4: PMN'ler monositler makrofajlar etkilenir. NLRC4'teki
fonksiyon artigr, IL-1f ve IL-18'in yiiksek sekresyonunun yani sira makrofaj
aktivasyonuyla sonuglanir. Siddetli enterokolit ve makrofaj aktivasyon sendromu.

PLCG2

PLAID (PLCy2 iliskili antikor eksikligi ve bagisiklik diizensizlik) / Ailevi soguk
otoinflamatuvar sendrom 3 veya APLAID (c2120A> C): B hiicreleri, NK, mast
hiicreleri etkilenir. Mutasyonlar IL-1 yollarmi aktive eder. Soguk iirtiker
hipogammaglobulinemi, bozulmus humoral bagisiklik, otoinflamasyon.

NLRP1

NLRP1 eksikligi: Lokositler etkilenir. IL-18 ve kaspaz 1'in sistemik yiikselmesi,
NLRP1 inflammasomunun dahil oldugunu diisiindiiriir. Diskeratoz, otoimmiinite ve
artrit. NLRP1 GOF: Keratinositler. Artmig IL1p. Palmoplantar karsinom, kornea
skarlagmasi; tekrarlayan solunum papillomatozu.

3. inflamazoma bagh olmayan durumlar

TNFRSF1A

(OD) TNF reseptorii ile iliskili periyodik sendrom (TRAPS): PMN'ler,
monositler etkilenir. 55-kD TNF reseptér mutasyonlari, hiicre i¢i reseptor
tutulmasina veya TNF'yi baglamak i¢in mevcut olan ¢oziiniir sitokin reseptdriiniin
azalmasina yol acar. Tekrarlayan ates, serozit, dokiintii ve okiiler veya eklem iltihabu.

PSTPIP1

(OD) Piyojenik steril artrit, piyoderma gangrenozum, akne (PAPA) sendromu,
hiperzinkemi ve hiperkalprotektinemi: Upregiile aktive T hiicreleri. Enflamatuar
yanit sirasinda riskli fizyolojik sinyalizasyonuna yol acan diizensiz aktin yeniden
organizasyonu. Yikicr artrit, iltihapli deri dokiintiisii, miyozit.

NOD2

(OD) Blau sendromu: Monositler etkilenir. CARDI15'in niikleotid baglanma
bolgesindeki mutasyonlar, muhtemelen lipopolisakkaritler ve NF-kB sinyaliyle
etkilesimleri bozar. Uveit, graniilomatdz sinovit, kamptodaktili, dokiintii ve kraniyal
ndropatiler, %30 Crohn koliti gelistirir.
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ADAM17

ADAM17 eksikligi: Lokositler ve epitel hiicreleri etkilenir. Hatali TNFa iiretimi.
Erken baslayan ishal ve cilt lezyonlart.

LPIN2

Kronik tekrarlayan multifokal osteomiyelit ve konjenital dizeritropoietik anemi
(Majeed sendromu): Noétrofiller, kemik iligi hiicreleri etkilenir. Kronik tekrarlayan
multifokal osteomiyelit, transfiizyona bagli anemi, kiitandz inflamatuar bozukluklar.

ILIRN

DIRA (interlokin 1 Reseptorii antagonisti eksikligi): PMN ve monositler
etkilenir. IL1 reseptdor antagonistindeki mutasyonlar, Interleukin 1'in karst
konulmamis etkisine izin verir. Yenidogan baslangici, steril multifokal osteomiyelit,
periostitis ve piistiiloz.

IL36RN

DITRA (IL-36 reseptor antagonisti eksikligi): Keratinositler, 1okositler etkilenir.
IL-36RN'deki mutasyonlar, IL-8 iretiminin artmasina neden olur. Pistiiler
psoriyazis.

SLC29A3

SLC29A3 mutasyonu: Ldokositler, kemik hiicreleri etkilenir. Hiperpigmentasyon
hipertrikozu, histiyositoz-lenfadenopati plus sendromu.

CARD14

(OD) CAMPS (CARD14 aracili Sedef hastahigr): Esas olarak keratinositlerde.
CARD14'teki mutasyonlar, NF-kB yolunu ve IL-8 {iretimini etkinlestirir. Sedef
hastaligi.

SH3BP2

(OD) Kerubizm: Stroma hiicreleri, kemik hiicreleri. Hiperaktif makrofaj ve artmig
NF-kB. Cenelerde kemik dejenerasyonu.

PSMBS8 *

(OR veOD) CANDLE (kronik atipik nétrofilik dermatit ile lipodistrofi):
Keratinositler, B hiicresi ve adipoz hiicreleri etkilenir. Mutasyonlar, tanimlanmamis
bir mekanizma yoluyla IFN sinyalizasyonu artisina neden olur. Kontraktiirler,
pannikiilit, IKK, ates.

COPA

(OD) COPA kusuru: PMN ve dokuya 6zgii hiicreler etkilenir. Coat protein
kompleksi I (COPI) yoluyla hatali hiicre i¢i tasima. Otoimmiin inflamatuar artrit ve
Th17 ile interstisyel akciger hastaligi.

OTULIN

Otulipenia / ORAS: Lokositler etkilenir. Yiiksek proinflamatuar sitokin
seviyelerine yol acan NF-KB aktivasyonunun LUBAC indiiksiyonunu artirir. Ates,
ishal, dermatit.

TNFAIP3

(OD) A20 eksikligi: Lenfositler etkilenir. NF-KB sinyal yolunun kusurlu
inhibisyonu. Artralji, mukozal iilserler, goz iltihabi.

AP1S3

AP1S3 eksikligi: Keratinositler etkilenir. Bozulmus TLR3 translokasyonu. Piistiiler
sedef hastalig.

ALPS1

ALPS eksikligi: Bagirsak epitel hiicreleri etkilenir. Bagirsakta yetersiz LPS
inhibisyonu. Enflamatuar barsak hastalig.

TRIM22

TRIM22: Makrofajlar, bagirsak epitel hiicreleri etkilenir. Graniilomat6z kolit.
Enflamatuar barsak hastaligi

HAVCR2

Deri alti pannikiilit benzeri T hiicreli lenfoma (TIM3 eksikligi): Lokositler
etkilenir. Hatal1 kontrol noktasi sinyalizasyonu nedeniyle artan inflamasyon
aktivitesi. Panikiilit, HLH, poliklonal kutanéz T hiicre infiltratlar1 veya T hiicre
lenfomast.
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2.2.3.8 Kompleman eksiklikleri

En sik goriilen tip, C1-C9 ve Mannan baglayici lektin eksikliklerini igeren
otozomal resesif formdur (84). X'e bagl resesif kalitim paterni, properdin eksikligi
icin tanimlanmistir (85). C1, C4 ve C2 dahil klasik kompleman yolunun erken
bilesenlerinin eksiklikleri, streptococcus pneumoniae ve Haemophilus Influenza Tip b
gibi kapsiillenmis bakteriyel enfeksiyonlarla iligkilidir. C3 eksikligi, yasamin erken
donemlerinde siddetli tekrarlayan piyojenik enfeksiyonlarla iligkilidir (86-88).

Geg ortak yolun (C5, C6, C7, C8 ve C9) eksiklikleri, Neisseria meningitidis ve
Neisseria gonorrhoeae dahil olmak {lizere artan Neisseria enfeksiyonlar ile iligkilidir
(88). Erken alternatif yoldaki properdin eksikligi de tekrarlayan Neisseria enfeksiyonu
ile iliskilidir (84,85). Mannan baglayici lektin eksikligi, 6zellikle ¢ocuklarda ve
yenidoganlarda adaptif bagisiklik sistemi olgunlagsmadiginda artan piyojenik
enfeksiyon ve sepsis sikligiyla iliskilendirilmistir (88).

Artmig enfeksiyon insidansina ek olarak, erken klasik kompleman eksikligi
(C1, C4 veya C2) olan bir bireyde siklikla daha yiiksek bir otoimmiinite insidansi,
ozellikle de sistemik lupus eritematoz vardir. C1 gibi erken klasik tamamlayicilar
apoptoz geciren hiicrelere baglanir ve bu tiir hiicrelerin ortadan kaldirilmasini
kolaylastirir. Viicut, temizlenmemis hiicrelere karsi otoimmiin bozukluklara neden

olan otoantikorlar iiretir (87). Tablo 8’de kompleman eksiklikleri 6zetlenmistir (1).

Tablo 8 Kompleman eksiklikleri

C10QA Clq eksikligi: CH50 hemolitik aktivitesi yok, klasik yolun kusurlu aktivasyonu,

C10B apoptotik  hiicrelerin azalmig klirensi. SLE, kapsiillenmis organizmalarla
enfeksiyonlar.

Cc1QC

ClR/Cls Clr/Cl1seksikligi: CH50 hemolitik aktivitesi yok, klasik yolun kusurlu aktivasyonu.
SLE, kapsiillenmis organizmalarla enfeksiyonlar, Ehlers-Danlos fenotipi.

ClIR/C1S (OD GOF) Cir [/ Cils Periodontal Ehlers-Danlos: Normal CH50.
Hiperpigmentasyon, cilt kirilganligi.

C4A+C4B  Tam C4 eksikligi: CH50 hemolitik aktivitesi yok, klasik yolun kusurlu aktivasyonu,
tam eksiklik hem C4A hem de C4B'nin bialelik mutasyonlarini / delesyonlarin /
doniistimlerini gerektirir. SLE, kapsiillenmis organizmalarla enfeksiyonlar. Kismi
eksiklik yaygindir (ya C4A veya C4B) ve konak¢1 savunmast tizerinde 1himli bir etkiye
sahip gibi goriinmektedir.

53



C2

C2 eksikligi: CH50 hemolitik aktivitesi yok, klasik yolun kusurlu aktivasyonu. SLE,
kapsiillenmis organizmalarla enfeksiyonlar, ateroskleroz.

C3 C3 eksikligi (OR LOF): CH50 ve AH50 hemolitik aktivitesi yok, kusurlu
opsonizasyon, kusurlu humoral immiin yanit.

C3 (OD) C3 GOF: Kompleman aktivasyonunun artmasi. Atipik hemolitik tiremik
sendrom.

C5 C5 eksikligi: CH50 ve AH50 hemolitik aktivitesi yok. Kusurlu bakterisidal aktivite.
Disemine neisseria enfeksiyonlari.

C6/C7 C6 eksikligi / C7 eksikligi / C8a eksikligi / C8 y eksikligi / C8 p eksikligi: CH50 ve

C8A/G/B AH50 hemolitik aktivitesi yok, kusurlu bakterisidal aktivite.

C9 C9 eksikligi: Azalmig CH50 ve AP50 hemolitik aktivitesi, yetersiz bakterisidal
aktivite. Disemine neisseria enfeksiyonlarina hafif duyarlilik.

MASP2 MASP2 eksikligi: Lektin aktivasyon yolunun yetersiz aktivasyonu. Piyojenik
enfeksiyonlar, inflamatuar akciger hastaligi, otoimmiinite.

FCN3 Ficolin 3 eksikligi: Ficolin 3 yolu ile tamamlayic1 aktivasyonunun olmamasi.
Solunum yolu enfeksiyonlari, apseler.

SERPING1 C1 inhibitorii eksikligi: Kompleman yolunun C4 / C2 tiiketimi ile spontan
aktivasyonu, yiiksek molekiiler agirlikli kininojenden bradikinin iretimi ile temas
sisteminin spontan aktivasyonu. Kalitsal anjiyoddem

CFB (OD) Faktor B GOF: Artmis spontan AHS0 ile islev kazanimi mutasyonu. Atipik
hemolitik iiremik sendrom. (OR)Faktor B eksikligi: Alternatif yolun yetersiz
aktivasyonu. Kapsiillenmis organizmalarla enfeksiyonlar.

CFD Faktor D eksikligi: AH50 hemolitik aktivitesi yok. Neisseryal enfeksiyonlar.

CFP (XL) Properdin eksikligi: AH50 hemolitik aktivitesi yok. Neisseryal enfeksiyonlar.

CFl (OR) Faktor I / H eksikligi: Alternatif kompleman yolunun C3 tiiketimi ile spontan

CFH (OR aktivasyonu. Enfeksiyonlar, yaygin neisseryal enfeksiyonlar, atipik Hemolitik-tiremik

ve OD) sendrom,

CFHR1 (OR ve OD) Faktor H ile iliskili protein eksiklikleri: Normal CH50, AH50. Faktor

CEHR? H'ye kars1 otoantikorlar. Otoantikor aracili aHUS'e yatkinliga yol acan bir veya daha
fazla CFHR geninin iliskili delesyonlari. Geg yas baslangi¢l atipik hemolitik-tiremik

CFHR3 sendrom, yaygin neisseryal enfeksiyonlar.

CFHR4/5

THBD (OD) Trombomodiilin eksikligi: Normal CH50, AH50. aHUS.

CD46 Membran Kofaktor Proteini (CD46) eksikligi: Kompleman alternatif yolunun
inhibitdrii, C3b baglanmasim azalmis. aHUS, enfeksiyonlar, preeklampsi.

CD59 Membran Atak Kompleks Inhibitorii (CD59) eksikligi: Eritrositler, kompleman

aracili parcalanmaya oldukca duyarlidir. Hemolitik anemi, polindropati.
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CD55 CDS5S eksikligi (CHAPLE hastali@r): Komplemanin endotelde hiperaktivasyonu.
Protein kaybettiren enteropati, tromboz.

2.2.3.9 Kemik iligi yetmezlikleri (KIY)

Kalitsal kemik iligi yetmezligi hastaliklari, bir veya daha fazla hematopoietik
seriyi etkileyen kantitatif veya kalitatif anormalliklere sahip heterojen bir hastalik
grubudur. KIY sendromlari, yapisal proteinleri veya DNA onarimi, telomeraz
biyolojisi ve ribozomal biyosentez gibi temel hiicresel yollar1 etkileyen germline
mutasyonlardan kaynaklanir (89). Bu mutasyonlar, kemik iliginde bir veya daha fazla
hematopoietik progenitdr serinin yoklugundan veya bir veya daha fazla ilik progenitor
soyunun hiicre Oliimiiniin artmasindan kaynaklanan tekli veya ¢oklu periferal
sitopenilere yol agar. KIY sendromlarinin ¢ogu ¢ocuklukta ortaya cikar, ancak bazilari
semptomlarin ciddiyetine bagli olarak yasamin ilerleyen donemlerinde tani alir (90).

Fanconi anemisi (FA), diskeratozis konjenita (DC), Diamond — Blackfan
anemisi (DBA) ve Shwachman — Diamond sendromunu (SDS) kapsayan KIY’de
sitopeni disinda ayrica miyelodisplastik sendrom, akut 16semi ve spesifik solid timor
riskleri de artmistir (91). Bu sendromlar ve KIY’e neden olan diger genetik
bozukluklarin bazilarinda belirli immiinolojik anormallikler de goriiliir (92,93). Kemik

iligi yetmezligi ile iliskili siniflama tablosu Tablo 9 da gosterilmistir (1).

Tablo 9 Kemik iligi yetmezligi

*Fankoni anemisi: T / B hiicreleri ve NK normal/diisiik. SSS, iskelet, deri, kardiyak, GI, ve
iirogenital anomaliler. Artan kromozomal kiriklar. Immiin yetmezlikli kemik iligi yetmezligi. iliskili
genler:

FANCA BRCA2 FANCF BRIP PALB2 ERCC4 UBE2T RFWD3
FANCB- FANCD2 XRCC9 FANCL RAD51C RAD5 XRCC2

XLR) " EANCE  FANCI FANCM SLX4  BRCAL MAD2L2
FANCC

SAMDS9 (OD GOF) MIRAGE (miyelodisplazi, enfeksiyon, biiyiime geriligi, adrenal
hipoplazi, genital fenotipler, enteropati): Hematopoietik kok hiicre (HKH),
miyeloid hiicreler etkilenir. TUGR, gonadal anormallikler, adrenal yetmezlik,
kromozom 7 aberasyonlu MDS, enfeksiyonlara yatkinlik, enteropati, dalak yoklugu.

SAMDIL  (OD GOF) Ataksi pansitopeni sendromu: B hiicre sayisi diisik. HKH, miyeloid
hiicreler etkilenir. MDS, norolojik problemler.
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**Diskeratozis Konjenita:

(DKCX1, XL) DKC1 (DKCAG, OD) ACD T ve B hiicreler normal/diisiik. HKH

etkilenir. Kemik iligi yetmezligi,
(DKCAL, OD) TERC (DKCBI) NOLA3 pulmoner ve hepatik fibroz, tirnak
(DKCAZ2, OD) TERT (DKCB2) NOLA2 distrofisi, lokoplaki, retikiilat cilt

pigmentasyonu; mikrosefali, noro-

(DKCAS3, OD) TINF2 (DKCB3) WRAP53 gelisimsel gecikme

(DKCA4, OD)RTEL1  (DKCB4) TERT
(DKCAS, OD) TINF2

**RTEL1  DKCBS: B hiicreler normal/diisiik. Tirnak distrofisi, 16koplaki, kemik iligi yetmezligi,
siddetli B hiicre immiin yetmezligi, intrauterin biiyiime geriligi, bilylime geriligi,
mikrosefali, serebellar hipoplazi ve 6zofagus disfonksiyonu

**PARN DKCB7: B hiicreler normal/diisiik. Gelisimsel gecikme, mikrosefali ve serebellar
hipoplazi.

**ACD DKCB7: B hiicreler normal/diisiik. Kemik iligi yetmezligi, pulmoner ve hepatik
fibroz, tirnak distrofisi, 10koplaki, retikiilat cilt pigmentasyonu; mikrosefali,
norogelisimsel gecikme.

SRP72 BMFS1 (SRP72 eksikligi): Kemik iligi yetmezligi ve dogustan noral isitme kaybu.

TP53 BMFS5: Eritroid hipoplazisi, B hiicresi eksikligi.

STN1 Coats plus sendromu: IUGR, erken yaslanma, pansitopeni, hiposeliiler kemik iligi,

cTCl vaskiiler ektaziye bagh gastrointestinal kanama, intrakraniyal kalsifikasyon, anormal
telomerler.

2.2.3.10 Primer immiin yetmezlik fenokopileri (PIYF)

PIYF, bilinen genetik kusurlar1 olan ISDK’lara benzer Klinik belirtilerle
kendini gosterir. Ancak germline mutasyon tespit edilemez ya da somatik bir
mutasyona sahiptirler. Bu nedenle primer immiin yetmezliklerin fenokopileri olarak
adlandirilmiglardir. Bu hastaliklar ayrica somatik mutasyonlarla iliskili olanlar ve
cesitli sitokinlere karsi oto-antikorlarin varligi ile iligkili olanlar olarak alt béliimlere
ayrilmistir. Somatik mutasyonlar genellikle zigot olusumu siirecini takiben ortaya
cikar. TNFRSF6, KRAS, NRAS, NLRP3 ve STATS5B genlerinde fonksiyon
kaybettiren ya da kazandiran somatik mutasyonlarla immiinite kusuru fenotipleri
ortaya ¢ikabilir (94). Sitokinin biyolojik fonksiyonunu bloke eden otoantikorlar, ilgili
[SDK’ya benzer bir klinik fenotip ile kendini gdsterebilir. Simdiye kadar, interferon
IFN-y, GM-CSF, bir grup TH-17 sitokinine ve IL-6'ya otoantikorlarin klinik fenotiple
veya enfeksiyona yatkinlikla yakindan iliskili oldugu bulunmustur (95). Tablo 10’da
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bu hastalik grubuna neden olan somatik mutasyonlar ve otoantikorlar Uluslararasi

Immiinoloji Dernekleri Birligi (IUIS) ISDK siniflamas: kapsaminda 6zetlenmistir (1).

Tablo 10 Dogustan gelen immiinite kusurlarinin fenokopileri

Somatik mutasyonlarla (SM) iliskili olanlar

TNFRSF6 Otoimmiin lenfoproliferatif sendrom (ALPS-SFAS): CD4—CD8- ¢ift negatif

(SM) (DN) off T hiicreleri ve CDS5 + B hiicrelerinin sayisi artmustir. Ig’ler normal / artmus.
Splenomegali, lenfadenopati, otoimmiin sitopeniler, Kusurlu lenfosit apoptozu /
ALPS — FAS (= ALPS tip Im).

KRAS (GOF) RAS ile iliskili otoimmiin lokoproliferatif hastalik (RALD): B hiicreli

(SM) lenfositoz. Ig normal/artmis. Splenomegali, lenfadenopati, otoimmiin sitopeniler,
graniilositoz, monositoz / ALPS benzeri.

NRAS (GOF) RAS ile iliskili otoimmiin lokoproliferatif hastallk (RALD): Artmis

(SM) CD4— CD8- cift negatif (DN) af T hiicreleri. Lenfositoz. Normal veya artmus Ig.
Splenomegali, lenfadenopati, otoantikorlar / ALPS benzeri.

NLRP3 (SM)  Kriyoprinopati, (Muckle-Wells / CINCA / NOMID benzeri sendrom): Urtiker
benzeri dokiintii, artropati, ndrolojik isaretler.

STATSB (GOF) STAT5b'deki somatik mutasyonlara bagh hipereozinofilik sendrom:

(SM) Eozinofili, atopik dermatit, tirtiker dokiinti, ishal.
Otoantikorlarla (OA) iliskili olanlar:

IL17/1L22 Kronik mukokutanéz kandidiyaz (KMK): Endokrinopati, kronik mukokutanéz

OA kandidiyaz / KMK.

IFNy Yetiskinlikte baslayan mikobakterilere duyarhhkla olan immiin yetmezlik:

OA Naif T hiicreler azalmig. Mikobakteriyel, mantar, Salmonella,VZV enfeksiyonlari /
MSMD veya CID.

IL6 OA Tekrarlayan cilt enfeksiyonu: Stafilokok enfeksiyonlar1 / STAT3 eksikligi.

GM-CSF OA  Pulmoner alveolar proteinoz: Pulmoner alveolar proteinoz, kriptokokal menenijit,
yaygin nokardiyoz / CSF2RA eksikligi.

C1INH Edinilmis anjiyoodem: Anjiyoodem / C1 INH eksikligi (kalitsal anjiyoddem).

OA

CFH Atipik hemolitik iiremik sendrom: aHUS = alternatif kompleman yolun spontan

OA aktivasyonu.

Cesitli Timoma ile hipogammaglobulinemi (Good sendrom): Artmis CD8 + T hiicreleri.

sitokinlere B hiicresi yok. Azalmis Ig. invazif bakteriyel, viral veya firsatc1 enfeksiyonlar,

karst OA otoimmiinite, saf kirmiz1 hiicre aplazisi, liken planus, sitopeni, kolit, kronik ishal.
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2.2.4 Genetik Tan1 Yontemleri

Maliyetlerinin diismesiyle daha ulasilabilir olan dizileme metodlari, hastaligin
molekiiler temellerinin daha iyi anlasilmasini saglamistir. Boylelikle genetik testler
immiinoloji klinikleri i¢in kesin tani konulabilmesinde vazge¢ilmez araglar haline
gelmistir. Molekiiler ¢alismalar, ulasilan kesin tanilar sayesinde heterojen Klinik
ozelliklerle uzun silire tanisal gecikmeler yasayan hastalarin tani almasim
hizlandirirken ayn1 zamanda aile taramalartyla heniliz tam olarak semptomatik hale
gelmemis fakat ayni genetik bozukluga sahip olanlar1 6nceden tespit edilebilmesini
saglamaktadir. Hasta ve yakinlarina bilingli aile planlamasi kararlar1 verme firsati
vermesinin yaninda molekiiler yollardaki kusurlarin tespitiyle hastaligi kontrol etmede
ve tedavide etkili oldugu kanitlanmis 6zel hedefli tedavileri uygulama firsatlarina yol
agmustir. ISDK molekiiler tamisinin koyulmastyla birlikte daha iyi anlasilan Kritik
molekiiler mekanizmalarla immiin sistem hiicrelerinin gelisimi ve olgunlagmasi
stirecleri daha iyi bir sekilde incelenebilmistir. Boylece molekiiler genetik ¢alismalar
immtinoloji biliminin ilerlemesine de 6nemli bir katki saglamaktadir (63).

Sanger dizileme, 1977’den beri yapila gelen 1. Nesil dizileme metodudur ve
gen dizilemenin altin standard1 olarak kabul edilir. Sanger dizileme, tek gen dizileme,
belirli bir gende tanimlanmis bir mutasyon igin diger aile liyelerinin degerlendirilmesi
ve yeni nesil dizileme ile tanimlanan varyantlarin dogrulanmasi ic¢in giiniimiizde de
kullanilmaktadir. Bununla birlikte, cogunlukla, Sanger sekanslamanin yerini, ¢cok daha
diisiik bir maliyetle ayn1 anda birgok geni test etme yetenegi nedeniyle biiyiik 6lciide
paralel dizileme teknolojileri almistir (63).

Hiz ve maliyetleri nedeniyle giinlimiizde yaygin bir sekilde yeni nesil dizileme
yontemleri (Gen Panelleri, Whole Exome Sequencing: WES ve Whole Genome
Sequencing: WGS) kullanilmaktadir. Klinik uygulamalarda nadiren gergeklestirilen
WGS, yiiksek maliyeti ve biiyiik miktardaki veri analizinin daha karmagik olmasi
nedeniyle daha c¢ok arastirma laboratuvarlarinda kullaniimaktadir. Istisnalar disinda,
gen diizenleyici bolgeler, poliadenilasyon sinyalleri veya derin intronik bolgeler
yalnizca WGS tarafindan dizilenmektedir. Gen paneli dizileme ve ekzom dizileme,
genomik DNA'nin yalnizca dizilenecek olan genom boliimlerini zenginlestirmek igin
parcalanmasindan sonra bir yakalama (capture) adimini gerektirir. Bu yakalama adimu,

artefakt olusturma potansiyeline sahiptir ve amaglanan tiim alanlar1 etkin bir sekilde

58



yakalayamayabilir. Bu nedenle, bu yaklasimlar1 kullanirken, belirli bir hastada
hastalikla iligkili olabilecegi diisiiniilen genlerin dizileme tarafindan uygun sekilde
tamamen kapsandigindan emin olmak ¢ok énemlidir. Bu durum WGS'de daha az sorun
teskil eder ¢linkii genomik DNA parcalandiktan sonra bir yakalama adim1 olmaksizin
dogrudan dizilir. Somatik bir mutasyon disiiniiliiyorsa, periferik kan hiicresi
poplilasyonunun yalnizca %5'inde bulunabilen nadir olaylar tespit etmek igin
stiphelenilen genin dizilemesi igin derin kapsanmislik gerekmektedir. Kapsama
derinligi, bir varyantin gercekten somatik bir mutasyon oldugu ve sadece sekanslama
reaksiyonunun bir artefakti olmadigina dair istatistiksel giivenilirlige izin verecek

kadar yeterli degilse, mutasyonlar gézden kagabilir (63).
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Hasta Secimi

Karadeniz Teknik Universitesi (KTU) Tip Fakiiltesi, Tibbi Genetik Anabilim
Dali’na 2015-2020 yillar1 arasinda, dogustan immiinite kusuru klinik tanisiyla ve
enfeksiyonlara yatkinlik, atopi, otoimmiinite ve otoinflamasyon klinik ve laboratuvar
ozellikleriyle bagvurarak molekiiler sitogenetik, molekiiler dizi analizi ve MLPA
yontemiyle analizleri yapilan hastalar ¢alisma grubu olarak belirlendi. Uluslararasi
Immiinoloji Dernekleri Birligi (IUIS: International Union of Immunological Societies)
tarafindan olusturulan Immiin Sistemin Dogustan Kusurlar1 (ISDK) klasifikasyonu
kapsamindaki Ailevi Akdeniz Atesi ve Kistik Fibrozis hastalar1 ¢alismamiza dahil
edilmedi. Klinik olarak dogustan immiinite kusuru tanisi olan 154’1 erkek 101°i kiz,
tamami 18 yasinin altinda olan toplam 255 hasta ¢alismaya dahil edildi. Retrospektif
olarak planladigimiz bu ¢alisma i¢in KTU Tip Fakiiltesi Etik Kurulu’ndan onay alindu.

3.2. Molekiiler Sitogenetik (FISH) Analizi

Calismaya dahil edilen 255 hastadan, immiinite kusuru klinik 6zellikleriyle
birlikte iligkili anomalileri olan 9 hastaya DiGeorge Sendromuna yonelik 22ql1
delesyonunu degerlendiren FISH ¢alismasi yapilmaisti.

Periferik kan 6rnegi kullanilarak 72 saatlik standart lenfosit kiiltiirii yapildi.
Lenfosit kiiltiirii i¢in; RPMI-1640, Fitohemaglutinin, fetal bovine serum ve L-glutamin
ortaminda 37 °C de 72 saatlik lenfosit kiiltiirii yapildi. 48. Saatte Kolsisin eklendi. 72.
saatte ¢ikarim islemlerine gecildi. Cikarim islemlerin tiim asamalarinda 10 dk 1.000
rpm santrifiij islemi standart olarak uygulandi. 37 °C de 20 dk 0,056 M KCI hipotonik
solusyonuda (0,056 M KCI) inkiibe edilerek santrifiij edildi ve supernatan atild1.

Pelet iizerine, tespit amaciyla taze hazirlanmis 1/3 oraninda Asetik asit/metanol
(fiksatif) karisimi soguk olarak tatbik edildi. Sonrasinda siipernatan uzaklastirildi ve
pelletin rengi berraklasana kadar fiksatif eklenerek santrifiij edildi ve siipernatan kisim
atild1. Pellet rengi berraklastiginda fiksatif eklenerek +4 ‘C de saklandi. Elde edilen bu
hiicre peletleri FISH (Fluorescence In Situ Hybridization) igin kullanldi.

DiGeorge Sendromu FISH uygulamasi i¢in; hedef bolgesi (TUPLEL, 22q11.2,
Red, ve kontrol bolgesi (N85A3, 22q13.3, Green) olan DiGeorge/VCFS TUPLEI1 ve
22q13.3 Deletion Syndrome (Cytocell. Cambridge, UK) probu kullanildu.
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Hiicre kiiltiirlinden elde edilen ve yayilan metafaz alanlarini igeren lamlar

kurutulduktan sonra;

v Lam ve Problar, 10 dakika siireyle 75 ° C'de denatiire edildi.

Belirlenen bolgeye denatiire edilmis problar uygulandi.

Denatiire slaytlar, 37 © C'de 18 saat siireyle inkiibe edildi.

Ureticinin talimatlara gore hibridizasyon sonras1 yikamalar yapildi.

Slaytlar, DAPI Antifde ES ( Cytocell, Cambridge, UK) ile zit boyanda.
Mikroskop (Olympus BX53, Tokyo, J), filtreler (Olympus U-CBM, Tokyo, J),

AN NN N

cithaz kameras1 (Olympus DP72, Tokyo, J) ve FISH goriintiilenerek sinyaller
degerlendirildi.

3.3 Molekiiler Genetik Analiz

Toplamda 246 hastaya dizi analizi, MLPA ve WES analizi yapilmisti. 246
hastanin 40’inda klinik 6zelliklerini ortaya cikarabilecek birbirinden farkli genetik
etyolojiler olabilecegi diisiincesiyle dogrudan WES analizi planlanmigken geriye kalan
206 hastada klinik o6zellikleriyle belirlenebilmis tek genlere yonelik dizi analizi
yapilmisti. Hedeflenmis tek genlere yonelik dizi analizi yapilan 206 hastanin 9’unda
es zamanl olarak ayni1 gen (FANCA) i¢in MLPA analizi de yapilmisti.

Dogrudan WES planlanlanmis olan 40 hastayla birlikte tek genlere yonelik
yapilan 206 analiz sonucunda tani koyulamayan 177 hasta icin de WES planlanmusti.
Boylece WES planlanan toplam 217 hastamiz vardi.

WES uygulanmasi planlanan toplam 217 hastadan poliklinigimize tekrar
bagvurmayan, WES uygulamasi ic¢in gerekli olan hastane/SGK kurallar1 ve
prosediirlerini yerine getiremeyen, baska illere taginmis olan veya exitus olan toplam
146 hastaya WES yapilamamisken, bu sartlar1 saglayan toplam 71 hastaya WES

uygulanabilmisti.
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3.3.1. DNA izolasyonu

High Pure PCR Template Preparation Kit, Roche ticari kiti kullanilarak
periferik kandan gDNA izolasyonu asagidaki protokole uyularak elde edildi.

1. 1,5 ml’lik eppendorf tiiplere 200 pl hasta periferik kan numunesi, 200 pl
Binding Buffer ve 40 ul proteinaz K eklendi. Sonrasinda 70° C’de 10 dakika inkiibe
edildi.

2. Inkiibasyon sonrasinda Izopropanol (100 pl) eklenenerek filtreli tiiplere
aktarilan karistm 1 dk boyunca 8000 g’de santrifiij edildi.

3. Santrifiijden sonrasinra tiiplerin alt kism1 dikkatlice bosaltilarak her bir tiipe
Inhibitor Removal Buffer (500 ul) eklenip 8000 g’de 1 dk. santrifiij edildi.

4. (Bu asama pes pese 2 kez uygulandi) Yine santrifiij sonras tiiplerin alt kismi
bosaltildi. Akabinde 500 pl Wash Buffer eklenen tiipler 8000 g’de 1 dk. santrifiij edildi

ve tliplerin alt kism1 bosaltildi.
5. 13000 g’de 10 sn. santrifiij edildi ve tliplerin alt kismi1 bosaltildi.

6. Geriye kalan filtreler yeni tiiplere aktarilarak Elution Buffer (200 ul) eklendi
ve 8000 g’de 1 dk. santrifiij edilerek tiiplerin alt kisminda DNA elde edildi.

Izole edilen DNA &rneklerinin miktar ve saflik tayini, NanoDrop ND-2000c
spektrofotometrede dlgiilerek yapildi.

3.3.2 MLPA Teknigi

MLPA reaksiyonu i¢in MRC-Holland marka SALSA MLPA Probemixes
P031/P032 FANCA kit kullanilmistir. ABI 3500 cihaziyla Gene Mapper
programinda okutulduktan sonra g¢ikan sonuglar Coffalyser MLPA analiz

programiyla degerlendirildi.
Uygulanan MLPA protokolii asagidaki gibidir:

1.Denatiirasyon: iki DNA ipligi, 98 ° C'lik bir sicaklikta 1sitilarak ayrildi.
2.Hibridizasyon: MLPA problari, hedef dizileriyle karsilastiklart ve
baglandiklar1 denatiire DNA &rnegine eklenir. Iki yarim prob, DNA hedef
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dizisinin bitisik bolgelerine baglanmasiyla hibridizasyon gerceklesti.
3.Ligasyon: Hibridize problarla tamamlanan DNA hedef sekansi, ligaz adi
verilen bir enzim tarafindan baglandi (birlestirildi). Bu ligasyon adimi,
hibridizasyonun spesifik olup olmadigini kontrol etmenin bir yolunu saglar;
prob ve hedef dizi arasindaki herhangi bir uyumsuzluk, amplifikasyonun
meydana gelmesini engeller.

4. Amplifikasyon: Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), problarla baglanmis
hedeflenen sekanslart kopyalamak igin kullanildi. Bu, bir polimeraz,
niikleotidler ve bir ileri ve geri primerin eklenmesini gerektirir. ileri primer,
Olciilecek DNA kopya sayilarin1 degerlendirebilmek i¢in bir floresan prob ile
etiketlendi. Sadece baglanmis problar amplifiye edildi.

5.Fragman ayirma: Amplifiye edilmis fragmanlar, kapiler elektroforez
kullanilarak uzunluklarina gore ayrildi. Her parca, elektroferogram adi verilen
ayr1 bir tepe modeli olarak gorsellesti. Parcalarin tahmin edilen uzunluklari, her
bir prob tizerindeki kesik dizinin uzunluguna ve bitisik problar arasindaki araya
giren dizinin uzunluguna gore hesaplandi.

6.Analiz. DNA numunesinden elde edilen veriler, bir genin kopya sayisini
ortaya ¢ikaran bir prob oranini hesaplamak icin bir dizi referans numunesi ile
karsilastirildi. Ornegin, normal genlerin cogu, her kromozom ciftinden 1 kopya
orantyla sonuglanan iki kopya sayisina sahiptir. 1'in altindaki oran delesyonu

gosterirken birden biiyiik oran gen duplikasyonunu gdosterir.

3.3.3 Yeni Nesil Dizileme (NGS)

3.3.3.1 Tek gen dizi analizi

Uygun sekilde elde edilmis gDNA kullanilarak Illumina Miseq cihazinda
QlAseq™ Targeted DNA Panel ticari Kiti ile hedeflenmis tek genler i¢in NGS
asagidaki protokole gore gergeklestirilmistir.

1. Fragmantasyon: DNA o6rnegi, kontrollu bir multi-enzim reaksiyon ile
fragmante edilir, end repair yapilir ve A-tail eklenir. Hazir DNA fragmantleri;
kullanilacak dizi platformuna spesifik adaptorler (UMI ve sample index igeren)

ile 5’uclarindan baglanir.
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2. UMI assignment: Hedef zenginlestirme ve kitaplik olusturma
asamalarindan 6nce her bir DNA molekulu -UMI olarak bilinen- kendine 6zgii
bir sekans yada index ile kaydedilir. Bu tanimlama 12 bazlik random sekans
iceren adaptoriin (UMI) fragmente DNA ile baglanmasi ile gergeklesir.
Istatiksel olarak bu proses adaptor basina 412 farkli isaretlemeye imkan verir
ve drnekteki her bir DNA molekulu essiz bir UMI sekansi alir. Ayrica baglanan

bu adaptor ilk 6rnek indexini de igerir.

3. Hedef zenginlestirme ve final kitaphgi olusturma: Hedef zenginlestirme,
UMI iceren DNA molekullerinin yeteri kadar zengilestirildigi asamadir.
Zenginlestirme i¢in; UMI bagli DNA molekulleri; Adaptore complementer 1
bolge spesifik primer ve 1 universal primer ile Targeted PCR ile cogaltilir. Son
olarak; kitapligi cogaltmak ve platform spesifik adaptor sekans ve ekstra ornek

indice leri eklemek i¢in Universal PCR gerceklestirilir.

4. Yeni Nesil Sekanslama: Illumina MiSeq cihazinda QlAseq™ Targeted
DNA Panel marka kitle yapilda.

1.Ureticinin talimatlarma gore kiitiiphane denatiirasyonunu takiben,
florometre ile DNA kiitiiphanesi konsantrasyonunu 6l¢iildii.
2.Ureticinin talimatlarina gére uygun bir otomatik elektroforez sistemi
ve DNA kalite analiz kiti kullanarak DNA kitaplik kalitesini
dogrulandi. Ortalama kitaplik boyutu, kullanilan hedef zenginlestirme
kitine ozel olacaktir.
3.DNA konsantrasyonunu ng / pL.'den nM'ye doniistiirtldii.
4.Dizileme kitapligini, iireticinin talimatlaria goére uygun sekilde 6—20
pM nihai konsantrasyona ve 600 pL hacme diliie edildi.

5.Ureticinin talimatlarma gore, pozitif kontrol sekanslama kitaplig
diliie edildikten sonra denatiire edilerek ¢alismaya dahil edildi.
6.Yiiklenen DNA kitaplig1 konsantrasyonu (pM), eklenen pozitif
kontrol ylizdesi, reaktif kartusu barkodu, dizileme okuma sayisi,
kullanilan zenginlestirme kiti, okuma uzunlugu ( s) ve numune sayfasi
kaydedildi.

7.Dizileme sonunda dizileme verileri FASTQ dosya bi¢imi segilerek
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kaydedildi.

8. FASTQ dosyasindan biyoinformatik silireclerle anotasyonu
tamamlanmig varyant ¢cagirma dosyalariin (VCF: Variant Call Format)
olusturulmasi basamagindan itibaren klinik anotasyonla birlikte olasi
varyantlarin ~ belirlenmesi ve patojenitelerinin  degerlendirilmesi
stirecleri, WES NGS calisma protokolii ve ¢alisma sonuglarinin analizi
basligi altinda yer alan 14. Maddeden itibaren ayni sekilde
gerceklestirilmistir (bkz. sayfa 69).

3.3.3.2 Tiim ekzom dizileme (WES, Whole Exome Sequencing) ¢calismasi:
Tiim ekzom dizileme Potokolii
1. gDNA fragmentasyonu ve etiketlenmesi:
— Nextera transpozom adaptor diziler ile es zamanli olarak gDNA’ y1 fragmanlara
ayirir ve etiketler.
— 2 ml’lik PCR tiiplerine sirasiyla,
e TD (Tagment DNA) Buffer (25 pl),
e Normalize gDNA (10 pl),
e TDE2 (Tagment DNA Enzyme 2) (15 ul) eklenir.
— 1 dakika karistirildi ve santrifiij yapildi.
— Tiipler PCR cihazina koyularak 58°C"de 10 dk. inkiibe edildi.
— 15 ul ST (Stop Tagment Buffer) her tiipe eklenerek pipetaj yapilir.
— PCR cihazinda 60°C de 5 dk inkiibe edildi.

2. Etiketlenmis DNA fragmanlarinin temizlenmesi
— Tiiplere 52 pl SPB (Sample Purification Beads) eklendi ve 10 kez pipetaj
yapilarak karistirildi. 5 dk oda sicakliginda inkiibasyon i¢in birakildi.
— Manyetik stande yerlestirilerek sivi berraklagincaya kadar 2-5 dk beklendi.
— Yeni 0,2 ml tiiplere 98 pl siipernatant transfer edildi. Her birine 137 pl SPB
eklenerek pipetajla 10 kez karistirildi. Oda sicakliginda 5 dk inkiibe edildi.

— Manyetik stand iizerinde 2-5 dk inkiibe edildikten sonar siipernatant uzaklastirildi.
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200ul etanol her tiipe eklendi ve 30 sn manyetik standin iistiinde inkiibe edildi ve
stipernatant atildi. 5 dk hava ile kurumaya birakild.

Tiiplere 22,5 pl RSB (Resuspension Buffer) eklenerek 1 dk karistirildi. 2 dk oda
sicakliginda inkiibe edildikten sonra santrifiij edildi.

Manyetik standa siv1 berraklasincaya kadar beklendi.

Yeni tiiplere 20 pl stipernatant transfer edildi.

3. Etiketlenmis DNA fragmanlarinin amplifikasyonu
Orneklere 6zgii 5 pl indeks 1 (i7) adaptér tiiplere eklendi. i7 adaptor tiiplerinin
kapaklar1 turuncu kapaklarla degistirildi.
Sonrasinda her tiipteki indeks kombinasyonlarinin farkli olmasi i¢in indeks 2 (15)
adaptoriinden 5 pl tiiplere eklendi. 15 adaptor tiiplerinin kapaklar1 yeni beyaz
kapaklarla degistirildi.
20’ser ul LAM (Library Amplification Mix) tiiplere eklendikten sonra karistirildi
ve santrifiij yapildi.
72°C de 3 dk, 98°C de 30 sn. ve (98°C de 10 sn., 60°C de 30 sn., 720C de 30
sn)x 10 siklus olacak sekilde amplifiye edildi.

4. Amplifiye DNA Temizlenmesi
Tipler santrifiij edildi ve tliplere 90ul SPB eklendikten sonra karistirildi.
5 dk oda sicakliginda inkiibasyondan sonra santrifiij yapildi.
Tiipler manyetik standta sivi berraklasincaya kadar 2-5 dk beklendi ve siipernatan
uzaklastirildi.
200ul etanol eklendi.
30 sn manyetik stand iistiinde inkiibe edildi ve siipernatant uzaklastirildi. Tiipler
5 dk hava ile kurutuldu.
17°ser ul RSB eklendi ve karistirildi.
Oda sicakliginda 2 dk inkiibe edildikten sonra santrifiij yapildi.
S1v1 berraklagincaya kadar manyetik standta bekletildi.

15ul stipernatant yeni tiiplere transfer edildi.
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5. Prob Hibridizasyonu
0,2 ml PCR tiiplerine sirasiyla;
e DNA kiitiiphanesi (30 pl),
e BLR (Blocker) (10 ul),
e CEX (Coding Exone Oligos) (10 pl)
Eklenerek karistirild1 ve santrifiij edildi.
125 ul SPB eklendikten sonra karistirildi.
Oda sicakliginda 10 dakika inkiibe edildikten sonra santrifiij edildi.
Stvi  berraklasincaya kadar manyetik standta bekletildi ve siipernatant
uzaklastirildi.
200ul etanol ekleyip manyetik standda 30sn inkiibe edilerek siipernatant atild.
10 dakika manyetik standta kurutuldu.
7,7 ul EHB1 (Enrcihment Hybridization Buffer 1) eklenerek karistirildi. 2 dakika
oda sicakliginda inkiibe ve santrifiij yapildi.
Sivi berraklagincaya kadar manyetik standta bekletildikten sonra 7,5 pul
slipernatant yeni tiipe transfer edildi.
2,5 ul EHB2 (Enrichment Hybridization Buffer 2) siipernatantin iistiine eklenerek
karistirildiktan sonra santrifiij edildi.

95°C de 10 dk, 58°C de 30 dk. inkiibe edildi.

6. Hibridize Problarin Yakalanmasi
PCR cihazindan alindiktan sonar tiipler;
280xg’de 1 dakika santrifiij edilerek 0,5 ml tiipe 10ul 6rnek transfer edildi.
250ul SMB (Streptavidin Magnetic Beads) eklendikten sonra 5 dakika karistirildi.
Oda sicakliginda 25 dakika inkiibe edilerek santrifiij edildi.

S1v1 berraklagincaya kadar manyetik standta bekletilip siipernatant uzaklastirildi.
7. ikinci Hibridizasyon

0,2ml PCR tiiplerine sirastyla
e DNA kiitiiphanesi (30pl),
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e BLR (10ul),
e CEX (10ul)
eklenip 1200 rpm’de 1 dk. karistirildi ve santrifiij yapildu.

125ul SPB eklendikten sonra 1 dakika 1800 rpm’de karistirildi.
Oda sicakliginda 10 dakika inkiibe edilerek santrifiij edildi.
Siv1 berraklasincaya kadar manyetik standta bekletilip slipernatant uzaklastirildi.
200u etanol eklendi.
Manyetik stand tlizerinde 30sn inkiibe edildikten sonra siipernatant uzaklastirildi.
10 dakika manyetik standta kurutma sonrasinda 7,7 ul EHB1 eklendi.
2 dakika oda sicakliginda inkiibe edilerek santrifiij yapildu.
Sivi berraklasincaya kadar manyetik standta bekletildikten sonra 7,5 pul
slipernatant yeni tiipe transfer edildi.

Siipernatantin tstiine 2,5 pl EHB2 eklenerek karisim saglandiktan sonra santrifiij

edildi. 95°C de 10 dk, 58°C de 30 dk. inkiibe edildi.

8. Hibridize Problarin Yakalanmasi
Thermal cycler cihazindan alindiktan sonar tiipler santrifiij edilerek 0,5 ml’lik
tiipe 10ul 6rnek transfer edildi.
250ul SMB eklendikten sonra karistirildi.
Oda sicakliginda 25 dakika inkiibe edildikten sonar santrifiij edildi.
Siv1 berraklasincaya kadar manyetik standta bekletildikten sonra siipernatant
uzaklastirildi.
200ul EEW (Enhanced Enrichment Wash soliisyonu) eklendi. 4 dakika
karistirildiktan sonra pellet ¢oziinmediyse pipetaj yardimiyla ¢oziildii.
50°C’ye ayarlanmis 1s1 blogunda 30 dakika inkiibe edildi.

S1v1 berraklagincaya kadar manyetik standta bekletilip siipernatant uzaklastirildi.
9. Yakalanan Kiitiiphanenin Temizlenmesi

45ul SPB eklendikten sonra 1 dk karistirildi.

5 dk oda sicakliginda inkiibasyon sonrasi santrifiij yapildi.
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Siv1 berraklagincaya kadar manyetik standta 2-5 dk bekletilip silipernatant
uzaklagtirildu.

200ul etanol eklenerek manyetik stand iizerinde 30sn inkiibe edilip slipernatant
uzaklagtirildu.

5 dakika manyetik standta kurutulup 27,5u1 RSB eklendi ve 1 dk karistirildi.

2 dk oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra santrifiij yapildi.

Sivi1 berraklagincaya kadar manyetik standta bekletildi.

10. Zenginlestirilmis Kiitiiphanenin Amplifikasyonu
— Berraklagma sonrasi alinan sivi lizerine Sul PPC eklendi.
20ul EAM eklenip 1 dk karistirildiktan sonra santrifiij yapilda.
PCR cihazinda
e 72°C de 3 dk,
e 98°C de 30 sn.
e 10 x (98°C de 10 sn., 60°C de 30 sn., 720C de 30 sn) calistirildi.

11. Zenginlestirilmis Amplifiye Kiitiiphanenin Temizlenmesi
PCR cihazindan ¢ikarilan tiipe;
50ul SPB eklenerek 1 dk karistirildi.
5 dk oda sicakliginda inkiibasyon sonrasinda santrifiij yapildi.
Sivi berraklasincaya kadar manyetik standta 2-5 dk bekletilip siipernatant
uzaklastirildi.
200pu etanol eklenerek manyetik stand iizerinde 30sn inkiibe edilip slipernatant
uzaklastirildi.
5 dakika manyetik standta kurutulduktan sonra 32ul RSB eklendi ve 1 dk
karigtirildi.
2 dk oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra santrifiij yapilda.
Sivi berraklasincaya kadar manyetik standta 2-5 dk bekletildikten sonra 30ul

slipernatant yeni tiipe transfer edildi.
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12. Hazirlanan Kiitiiphanenin Denatiirasyonu
Qubit metodu kullanilarak, hazirlanan kiitiiphanenin konsantrasyonu ol¢iildii.
Stok kiitliphane konsantrasyonu Sng/ul olacak sekilde dilisyonu yapildiktan sonra
tekrar Qubit yapilarak olgiilen konsantrasyon “4.329” ile ¢arpild1 ve kiitliphanenin nM
cinsinden degeri bulundu. 4nM konsantrasyonda 50ul total hacimde kiitiiphane
alabilmek i¢in “200/nM kiitiiphane” islemi yapilarak, toplam hacim 50ul olacak
sekilde niikleaz igermeyen su eklendi.
0,2’lik tiipe;
e 4nM Kkiitiiphane (10ul) ve
e 0.2N NaOH (10ul)
eklenerek kisa siire vortekslendi ve sonugta 2nM kiitliiphane elde edildi.
Santrifiij yapildiktan sonra tiip 5 dk oda sicakliginda inkiibe edildi.
2ml tiip i¢ine
e HTI1 (990ul) ve
e 2nM Kkiitiiphane (10ul)
eklendi ve kisa siire vortekslendikten sonra santrifiij yapildi. i¢inden alinan 117ul
ornek farkli bir tiipte 1183ul HT1 ile kisa siire vortekslendi. Sonra 5Sul diliisyonu
yapilmis ve denatiire edilmis Phix ilave edilip kisa siire vortekslendikten sonra tiipiin

tamami, Reagent Cartidge’in 10 numarali boliimiine aktarildi.

13. Denatiire Kiitiiphanenin Cihaza Yiiklenmesi
NextSeq 500 cihazinin yaziliminda “Sequence” segilerek calismanin baslamasi
i¢cin kurulum agamalarina gecildi. Sisteme yiikleme yapildiktan sonra islem bitiminde

FASTQ formatinda dosya elde edildi.
14. Ham Verilerin Degerlendirilmesi
Yeni nesil dizileme yontemleri ile gergeklesitirilen tek gen dizi analizi ve tim

ekzon dizileme analizleri bu asamadan sonra ayni1 sekilde analiz edilmistir.

FASTQ (NGS dizileme cihazindan dizileme sonucunda elde edilerek

biyoinformatik yazilimlarla incelenebilir dosya tiirlerine doniistiiriilebilen ham
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veri dosya tiirii) dosyalarinin okuma kaliteleri QC (Quality Control) araglar ile
saglandig1 icin FASTQC araci kullanild1.

Trimomatic programi: Diislik kaliteli okumalar ve adaptor dizileri Trimomatic
programuyla filtrelendi.

Samtools: Referans genoma BWA (Burrows-Wheeler Aligner) ile hizalanmis kisa
okumalarin PCR fazlaliklar1 Samtools kullanilarak arindirildu.

GATK (GenomeAnalysisToolkit) kullanimi: GATK ile ¢ikti1 iizerinde tekrar
hizalama (realignment) yapildi.

GATK Unified Genotyper kullanimi: Varyasyon taramasina hazirlanmis bu veri
tizerinde tek baz degisiklikleri (SNV: single nucleotid variant) ve kiigiik boyuttaki
insersiyon ve delesyonlar tespit edilebildi.

GATK FilterVariants ve VQSR araglar1 kullanimi: Veri i¢indeki yaklasik %30
kadar yalanci okuma ve hizalama hatalarindan kaynaklanan varyasyonlar
temizlendi.

VCF (Variant Call Format)) kullanimi: GATK yazilimi varyasyonlart VCF
formatinda saklamaktadir. SnpEff yazilimi aracilifiyla, varyasyonlarin olasi
fonksiyonel etkileri, protein kodu iizerinde olusturduklar1 degisimler (missense,
frame-shift vb.) ve toplumsal veritabanlarindaki alel frekans bilgileri VCF

verisine eklendi.

15. Varyant Anotasyonu (Anlamlandirilmasi)

Anotasyon genomik varyasyonlarin anlamlandirilmasinda en Onemli

basamaktir. Bu basamak su asamalar1 icermektedir.

v
v
v

v

Etkilenmis gen ve transkriptlerin listesinin olusturulmasi,

Degisimin protein dizisinde olusturdugu degisikliklerin elde edilmesi,

Degisim bolgelerinin belirlenmesi (kodlayan dizi, intron bolgesi,non coding RNA
, regule edici bolge, splice varyant bolgesi gibi),

Varyantlarin belirlenmesi: OMIM, Clinvar gibi varyant veri bankalarinda bulunan
varyantlarin belirlenmesi ve raporlanmasi.

VCF dosyasi Annovar, SnpEFF, VEP annotasyon araglari, veritabanlar1 ve in

house olusturulmus veritabanlar1 kullanilarak varyantlar anlamlandirilarak gerekli

filtrelerden gecirilmesi.
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16.Varyant Analizi

Caligma sonucunda ulasilan veriler i¢in asagidaki veri tabanlar1 kullanilarak

analiz edildi.

BaseSpace Variant Interpreter (Illumina),

QIAGEN Bioinformatics ve Varsome (The Human Genomics Community)

Analiz kapsaminda,

v' Kodlama bélgeleri (SNV / kiigiik INDEL'ler (Insersiyon/Delesyon)),
v Kodlama bolgesini ¢evreleyen intronik bolgeler

v' Dizilemede kullanilan kitin primerlerini kapsadigi non-coding alanlardaki

Tespit edilen varyantlardan,

v" NCBI dbSNP (National Center for Biotechnology Information, Single
Nucleotide Polymorphism Database)
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/),

v' ExAC (Exome Aggregation Consortium) (http://exac.broadinstitute.org/)

v' The Genome Aggregation Database (gnomAD)

veritabanlarina gore % 1 'den az popiilasyon sikligina sahip olan varyantlar analiz

edilmistir. Hedef genler ve ekzonlar filtrelendikten sonra ilgili ve anlamli varyantlar

belirlendi. Varyant kalite degeri ve genotip kalite degerleri ¢alismanin derinligi ve

literatiirde gegerli olan degerler goz 6niine alinarak bir alt sinir secildi.

v Coverage orani genellikle 10X anlamli deger olarak alindi.
v Genotip kalite degerleri olarak ise %99 en yiiksek degerdir ve bu deger
diistiitk¢e genotip tayin belirleme tutarliligi azalmaktadir.

v Baz okuma kalitesi ise Q30 degerleri baz alind1.

Analizde oncelikle degerlendirilmesi gereken bolgeler yukardaki basamaklara gore

filtrelenerek derecelendirildikten sonra:

e Oncelikle Online Mendelian Inheritance in Man® (OMIM)’de kayith fenotip

ozelllikleri bulunan varyantlar secildi.
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e Bu varyantlar i¢cinde hastanin klinik 6zelliklerine, laboratuvar parametrelerine
ve varsa dismorfik ozelliklerine uygun olan varyantlar tespit edildi.

e Iliskili genlerin kalitim paterni gdz oniine aliarak tespit edilen varyantlardan
allel zigositesi hastalik yapici vasif tagiyan varyantlar se¢ildi.

e Secilen varyantlar karsiladigt ACMG (ACMG: American College of Medical
Genetics and Genomics) kriterlerine gore

v’ Patojenik
Olasilikla Patojenik

v

v" Onemi Bilinmeyen
v" Olasilikla Benign

v

Benign

Olarak siniflandirildi. Karsiladigit ACMG Kiriterlerine (Tablo 11) gore varyantlar
Tablo 12’ye gruplandirilmistir (20).

e Patojenitesine goére smiflandirilan  varyantlar Clinvar ve HGMD
veritabanlarinda arastirildi. Bu veritabanlarinda patojenik olarak kaydedilenler
hastalik agisindan anlamli kabul edildi.

e Yukardaki adimlarda hastaligi aciklayabilecek herhangi bir varyanta
ulagilamamas1 durumunda 6ncelikle varyant filtrelemede kullanilan veritabani
frekans oran1 %1’ e yiikseltildi.

e Veritabani frekans oranindaki degisiklige ragmen hastalikla iligkili herhangi
bir varyant bulunamayan durumlarda dizilemede kullanilan kitin kapsadigi
primerler 6l¢iisiinde kodlamayan (non-coding) bolgelerde analize dahil edildi.

e Analizler sonucunda hastalik yapici olarak degerlendirilen ve hasta klinigi ile
uygunluk gosteren varyantlar hastanin BAM (Binary Alignment Map) dosyasi
kullanilarak Integrative Genomics Viewer v2.3 (IGV, Broad Institute)
programu ile gorsel olarak dogrudan degerlendirildi.

e IGV’de referans genom olarak “Human hg19” calisildi. Analizler sonucunda
bulunan ve 6zellike hastanin patolojik klinik 6zellikleriyle ortlisen varyantlar

listelendi.
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Tespit Edilen Varyantlarin Patojenite Degerlendirmesi

Analizler sonucunda bulunan varyantlarin patojenite siniflandirmasi Amerikan

Tibbi Genetik ve Genomik Kolejinin (ACMG: American College of Medical Genetics

and Genomics) olusturmus oldugu varyantlarinin yorumlanmasi i¢in standartlar ve

yonergeler dogrultusunda yapilmistir. Tablo 11°de varyant patojenite siniflamasi igin

ACMG kriterlerini 6zetlemektedir (20).

Tablo 11. Patojenik ve Benign Varyantlarn Siniflandirilmasinda ACMG Kriterleri (20)

Patojenite Kategori
Kanit Diizeyi
Patojenik Varyantlar i¢in
Cok Giiglii PVS1: Protein islevinin azalmasina veya ortadan kalkmasmma neden olan
Patojenik mutasyonlarmnin (Loss-of-function: LOF) hastalik mekanizmasi oldugu bilinen bir
(Pathogenic,  gende null varyant (anlamsiz, ¢erceve kaymasi, kanonik = 1 veya 2 splicing bolgesi,
Very Strong) baslangi¢ kodonu, tek veya coklu ekzon delesyonu)
Uyarilar:
* LOF'un bilinen bir hastalik mekanizmasi olmadigi genlere dikkat edilmelidir
(6rnegin, GFAP, MYH?7)
* Genin 3 ' ucundaki LOF varyantlarin1 yorumlarken dikkatli olunmalidir
* Ekzon atlamasina yol acacagi tahmin edilen ancak proteinin geri kalanini oldugu
gibi birakacagi tahmin edilen splicing varyantlarinda dikkatli olunmalidir
* Birden fazla transkript varliginda dikkatli olunmalidir
Giicli ’ PS1: Niikleotid degisikliginden bagimsiz olarak 6nceden belirlenmis bir patojenik
Patojeni

(Pathogenic,
Strong)

varyantla ayn1 amino asit degisikligi

Ornek: Aym kodondaki G> C veya G> T'nin neden oldugu Val — Leu

Uyar1: Amino asit / protein seviyesinden ziyade splicingi etkileyen degisikliklere
dikkat edilmelidir

PS2: De novo (anne ve babanin biyolojik anne baba oldugu dogrulanmissa)
varyantin ortaya ¢ikardigi hastaligi olan ve aile 6ykiisli olmayan bir hastada

Not: Sadece babalik teyidi yeterli olmayabilir. Yumurta bagisi, tasiyici annelik,
embriyodaki hatalar, nakil vb. goz 6niinde bulundurulmalidir.

PS3: Gen veya gen lriinii lizerinde zararh bir etkiyi destekleyen in vitro veya in

vivo fonksiyonel ¢aligmalarin var olmasi
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Not: Dogrulanmis ve klinik tani laboratuvart ortaminda tekrarlanabilir ve giicli
oldugu gosterilen fonksiyonel ¢alismalar en iyi olusturulmus caligmalar olarak
kabul edilir.

PS4: Etkilenen bireylerde varyantin yayginligi, kontrollerdeki yayginliga kiyasla
o6nemli Ol¢iide artmistir.

Not 1: Vaka kontrol galigmalarindan elde edilen goreceli risk veya OR,> 5.0'dir ve
goreceli risk veya odd ratio tahmini etrafindaki giiven araligt 1.0'1 igermez.

Not 2: Vaka-kontrol ¢alismalarinin istatistiksel anlamliliga ulasamadigi ¢ok nadir
varyantlarda, varyantin ayni fenotipe sahip birden fazla ilgisiz hastada 6nceden

gozlemlenmesi ve kontrollerde yoklugu orta diizeyde kanit olarak kullanilabilir.

Orta Patojenik

(Pathogenic,
Moderate)

PM1: Varyantin mutasyonel bir hot spot ve / veya kritik ve iyi dengelenmis
fonksiyonel alanda (6rnegin, bir enzimin aktif bolgesi) bulunmasi

PM2: Varyant, Ekzom Sekanslama Projesi, 1000 Genom Projesi veya Ekzom
Toplama Konsorsiyumundaki kontrollerde yoksa (veya resesif ise son derece diisiik
frekansta)

Uyart: Insersiyon/delesyon varyantlarinin popiilasyon verileri NGS ile yetersiz
cagrilabilmis olabilir.

PM3: Resesif bozukluklar igin, trans olarak patojenik bir varyantla tespit edildi
Not: Bu, asamay1 belirlemek i¢in ebeveynlerin (veya gocuklarin) test edilmesini
gerektirir.

PM4: Yinelenmeyen bir bdlgedeki veya "stop-loss varyantlarinda" inframe
delesyon / insersiyonlarin bir sonucu olarak protein uzunlugu degisiklikleri

PM5: Daha 6ncesinde bir missense varyasyonun patojenik oldugu belirlendigi bir
amino asit kalintisinda novel missense varyasyon

Ornek: Argl56His patojeniktir; yeni analizdeyse Argl56Cys degisikligini
gozlemlemek

Uyari: Amino asit / protein seviyesinden ziyade splicingi etkileyen degisikliklere
dikkat edilmelidir.

PM6: De novo varsayilan varyantlar, ancak babalik ve annelik teyidi olmaksizin

Destekleyici
Nitelikte

(Pathogenic,
Supporting)

PP1: Hastaliga neden oldugu kesin olarak bilinen bir gende birden fazla etkilenen
aile liyesinde hastalikla birlikte varyasyon kiimelenmesi

Not: Segregasyon verilerinin artmasiyla daha giiglii kanit olarak kullanilabilir
PP2: Benign missense varyasyon oraninin diisiik oldugu ve missense varyantlarin
yaygin bir hastalik mekanizmasi oldugu bir gendeki missense varyant

PP3: Birden fazla in siliko kompiitasyonel aragla (korunmusluk, evrimsel, splicing
etkisi vb.) gen veya gen iirliinii {lizerinde zararli bir etkisinin desteklendigi

varyasyonlar
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Uyart: Birgok in silico algoritmasi tahminleri i¢in aym1 veya ¢ok benzer girdiyi
kullandigindan, her algoritma bagimsiz bir kriter olarak sayllmamalidir. PP3, bir
varyantin herhangi bir degerlendirmesinde yalnizca bir kez kullanilabilir.

PP4: Hastanin fenotipi veya aile Oykiisii, tek bir genetik etiyolojiye sahip bir
hastalik i¢in oldukga spesifiktir

PP5: Saygin kaynak yakin zamanda varyantin patojenik oldugunu bildiriyor, ancak

bagimsiz bir degerlendirme yapmak i¢in laboratuvarin kaniti mevcut degil

Benign Varyantlar I¢in

Tek Basina
Benign Kriteri

BA1l: Ekzom Dizileme Projesi, 1000 Genom Projesi veya Ekzom Toplama
Konsorsiyumunda alel frekansi>%5'tir

Giiglii Benign

(Benign,
Strong)

BS1: Alel frekansi hastalik i¢in beklenenden daha yiiksek

BS2: Erken yasta tam penetrasyon beklenen resesif (homozigot), dominant
(heterozigot) veya X'e bagl (hemizigot) bir bozukluk saglikli bir yetiskin bireyde
gozlendiyse

BS3: lyi yapilandirilmig in vitro veya in vivo fonksiyonel galismalar, varyasonun
protein fonksiyonu veya splicingi lizerinde higbir zarar verici etki gostermezse
BS4: Bir ailenin hastaliktan etkilenen bireyler arasinda beklenmedik segregasyon
dagilimi

Uyari: Yaygin fenotipler (yani kanser, epilepsi) icin fenokopilerin varligi, etkilenen
bireyler arasinda segregasyon eksikligini taklit edebilir. Ayrica ailelerde, otozomal
dominant bir bozukluga katkida bulunan birden fazla patojenik varyant bulunabilir,

bu da goriiniirde bir segregasyon eksikligini dogurabilir.

Destekleyici

(Benign,
Supporting)

BP1: Oncelikle truncating varyantlarin hastaliga neden oldugu bilinen bir gendeki
missense varyant

BP2: Tamamen penetran dominant gen / bozukluk i¢in patojenik bir varyantla trans
olarak gozlenmesi veya herhangi bir kalitim modelinde patojenik bir varyantla cis'te
gozlemlenmesi

BP3: Bilinen bir islevi olmayan tekrar eden bir bolgede inframe delesyon /
insersiyonlar

BP4: Birden fazla in siliko kompiitasyonel aragla (korunmusluk, evrimsel, splicing
etkisi vb.) gen veya gen dlriinli lizerinde zararli bir etkisinin olmadiginin
desteklendigi varyasyonlar

Uyart: Birgok in silico algoritmasi tahminleri i¢in ayni1 veya ¢ok benzer girdiyi
kullandigindan, her algoritma bagimsiz bir kriter olarak sayilamaz. BP4, bir
varyantin herhangi bir degerlendirmesinde yalnizca bir kez kullanilabilir.

BP5: Hastalik i¢in alternatif bir molekiiler temele sahip varyant
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BP6: Saygin kaynak yakin zamanda varyanti iyi huylu olarak bildiriyor, ancak
kanitlar laboratuvar tarafindan bagimsiz bir degerlendirme yapmak i¢in mevcut
degil

BP7: Splicing tahmin algoritmalarinin splice konsensiis sekansina veya yeni bir
splice sitesinin olusturulmasina higbir etkisinin tahmin edilmedigi ve niikleotidin

yiiksek oranda korunmadig esanlamli (sessiz: silent) bir varyant

Tablo 12. Karsilanan ACMG Kriterlerine Gore Varyant Siniflamasi (20)

Varyant
Simifi

Karsilanan ACMG Kriterleri

Patojenik

(i) 1 Cok giiclii (PVS1) ve
(a) >1 Gigli (PS1-PS4) VEYA
(b) >2 Orta (PM1-PM6) VEYA
(c) 1 Orta (PM1-PM6) ve 1 destekleyici (PP1-PP5) VEYA
(d) >2 Destekleyici (PP1-PP5)
(if) >2 Giglii (PS1-PS4) VEYA
(iii) 1 Gugli (PS1-PS4) VE
(a)>3 Orta (PM1-PM6) VEYA
(b) 2 Orta (PM1-PM6) VE >2 Destekleyici (PP1-PP5) VEYA
(c)1 Orta (PM1-PM6) AND >4 destekleyici (PP1-PP5)

Muhtemelen

Patojenik

0] 1 Cok giiclii (PVS1) VE 1 orta (PM1-PM6) VEYA

(i) 1 Giiglii (PS1-PS4) VE 1-2 orta (PM1-PM6) VEYA

(iii) 1 Giiglii (PS1-PS4) VE >2 destekleyici (PP1-PP5) VEYA
(iv) >3 Orta (PM1-PM6) VEYA

(V) 2 Orta (PM1-PM6) VE >2 destekleyici (PP1-PP5) VEYA
(vi) 1 Orta (PM1-PM6) VE >4 destekleyici (PP1-PP5)

Klinik Onemi

(i) Diger kriterler karsilanmadiysa VEYA
(if) Benign ve patojenik kriterleri gelisiyorsa

Belirsiz

Muhtemelen (i) 1 Gigli (BS1-BS4) vel destekleyici (BP1-BP7) VEYA
Benign (if) >2 destekleyici (BP1-BP7)

Benign (i) 1 Tek bagina benign kriteri (BA1) VEYA

(i) >2 Giiclii (BS1-BS4)
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3.3.4. Sanger Dizileme ve Analizi

Hastalarin klinik ozellikleriyle oOrtiisen, yeni nesil DNA dizileme analiz
basamaklarin1 gegerek anlamli olarak degerlendirilen varyantlar i¢in Thermofisher
ABI 3500 Scientific cihazi kullanilarak Sanger dizileme uygulandi. Ulasilabilen hasta
ebeveynleri ve diger aile iiyelerinden alinan orneklerde Sanger dizileme yapilarak

segregasyon analizleri yapildi.

NGS sonucu anlamli varyasyon bulunan 54 hastaya, ebeveynlerine ve
kardeslerinde sanger dizileme yapilarak varyantin dogrulamasi ve segregasyon analizi

yapildi.

1. Sanger Dizileme Protokolii

NGS ile tespit edilen varyantlarin 6ncesi ve sonrasini kapsayacak sekilde
primerler tasarlandiktan sonra PCR yapildi. PCR sonrasi olugan amplikonlar Sanger
dizileme cihaziyla dizilenerek olusan ham data FinchTv yazilimiyla gorsellere
dontstiiriilerek varyantlar teyit edildi. Bu siirecler asagidaki protokole gore

gergeklestirilmisti.

1- Primer tasarimi: UCSC (University of California, Santa Cruz) veritabani
baz alinarak hedef DNA bolgesini amplifiye edebilecek uygun primerler
dizayn edildi.

2- PCR i¢in;

- Hasta DNA’s1

- Taq DNA Polimeraz
- dNTPler

- Primer

- Su

0.2 ml ‘lik PCR tiipiinde karisim saglandi. Asagidaki PCR dongiisiiyle
cogaltild.

v 1 dongii
5 dakika 94°C’de Denatiirasyon
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v' 35 dongii
30 saniye 94°C’de Denatiirasyon
30 saniye 55°C’de Baglanma
45 saniye 72°C’de Uzama
v 1 dongii
7 dakika 72°C’de Son uzama
v Tamamlanma: 4°C’de bekleme.

Bu asamada elde edilen amplikonlar (PCR {iriinii) sanger dizileme icin kullanildi.
Dizileme i¢in ABI BigDye Terminator Kit asagidaki protokole gore kullanildi:
1. PCR tiiplerine buffer ve 8 ul Big Dye enziminden olusan karisim dagitildi.

2. Tiiplere 7,5 ul deiyonize su eklendi.
3. 10 uM forward/reverse primerler eklendi.

4. Toplamda 20 pl hacim olusacak sekilde 4 pl piirifiye PCR iiriinii eklendi.

Elde edilen PCR i¢n asagidaki reaksiyon baglatildi.

v' 1 dongii
1 dakika 96°C’de Denatiirasyon
v’ 25 dongii
10 saniye 96°C’de Denatiirasyon
5 saniye 50°C’de Baglanma
4 dakika 60°C’de Uzama

v Tamamlanma: 4°C’de bekleme.

PCR sonrasi florasan isaretli ddNTP’ler ve diger PCR artiklarinin uzaklastirilmasi i¢in
purifikasyon EX0SAP-IT™ PCR Product Cleanup Reagent kullanilarak
gerceklestirildi.

Arginin (A), sitozin (C), timin (T), guanin (G) niikleotitlerini igeren bir
deoksintikleotid trifosfat (ANTP) karisimi, her bir niikleotit i¢in floresan isaretli zincir
sonlandirict dideoksiniikleotid trifosfatlar (/dNTP'ler) ve oligoniikleotit primerlerinin
bulundugu ortamda yeni ¢ift sarmalli DNA olusturularak Sanger dizileme yapildi.
Genomik DNA’nin denatiirasyonuyla olusan tek iplik¢ikli DNA’da hedef bdlgeye
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spesifik tasarlanan oligoniikleotit primerlerinin tutunmasi sonrasinda ortamda bulunan
Taq DNA polimeraz enzimi ile deoksiniikleotid trifosfatlar eklenerek komplementer

zincirin uzamast saglandi.

Bu 06zel kamerasiyla Sanger cihazi dizileme ssiiresince algiladigi floresan

1simalardan bir kromotogram dosyast olusturur.

2. Sanger Dizileme Analizi

Sanger dizileme sonucu olusturulan. “abl” uzantili kromotogram dosyasi
varyantlarin dizileme uzamasi sirasinda yaydigi isimadan elde edilen kompleks
dizileme datasini gorsel olarak incelenmesini saglayan FinchTv ve CLC Genomics
WorkBench3 yazilimlariyla acildi. Kromotogram dosyasindaki dizileme datasini
otomatik olarak (RefSeq) referans diziye hizalan FinchTv ve CLC Genomics
WorkBench3 yazilimlariyla gorsel olarak tek niikleotit degisiklikleri heterozigotlukta
cift pik vermesiyle, homozigotluktaysa tepe sapmasi olarak goriilmesiyle teyit
edilirken frameshift varyantlar takip eden ¢ift tepelerin goriilmesi veya frameshift

noktasi sonrasindaki dizi sapmasiyla teyit edildi.
3.4.Istatistik

Calismamizin verileri Statistical Packed for the Social Sciences (SPSS) 23.0 paket

programinda analiz edilerek say1 ve yiizde degerleri kullanilmistir.
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4. BULGULAR

Calismamizda Ocak 2015 ile Ocak 2020 tarihleri arasinda Karadeniz Teknik
Universitesi T1p Fakiiltesi T1ibbi Genetik Poliklinigi’ne klinik olarak immun yetmezlik
On tanist alan 154’1 erkek 101’1 kiz 255 hastaya (yas ortalamasi 7,82) molekiiler
sitogenetik, molekiiler dizi analizi ve MLPA planlanmisti. Immun yetmezlik tanisi ile
gelen 255 hastadan 31 erkek 24 kiz toplam 55 hastada (yas ortalamasi 7,48) klinigi ile
uyumlu varyasyon ve delesyonlar tespit edildi (Tablo 13).

Tablo 13: Hastalarin cinsiyet ve yas dagilim ozellikleri

Analiz Edilen  Tani1 Konulamayan Tan1 Konulabilen

Hasta Sayis1 Hasta Sayis1 Hasta Sayisi
a Y (Yas Ort. +) (Yas Ort. +) (Yas Ort. +)
Erkek (n) 154 123 31
(%60) (7,26+4,92) (6,34+5,85)
Kiz (n) 101 78 23
(%40) (9,89+6,86) (9,07+6,42)
Toplam (n) 255 201 54
(%78,83) (%21,17)

Calismaya dahil edilen 255 hastadan, immiinite kusuru klinik 6zellikleriyle
birlikte iligkili anomalileri olan 9 hastaya DiGeorge Sendromuna yonelik 22ql1
delesyonunu degerlendiren FISH caligsmasi yapilmisti. Heterojen klinik 6zellikleriyle
hedef tek gen belirlenemeyen hastalardan test prosediirlerine uyum saglayabilen 40
hastaya dogrudan WES uygulanmasina karar verilerek klinige ilk gelisinde tiim ekzom
dizileme baglatilmisti. 206 hastada ise klinik &zelliklerinin belirli genlere
yonlendirmesiyle tek hedef genler dncelikle ¢alisilmisti. Hedeflenen tek gen ¢aligmasi
yapilan 206 hastanin analizi sonucunda klinik Ozelliklerini agiklayabilecek tani
koyulamayan 177 hastaya ise sonraki agamadan WES uygulanmaya karar verilmisti.
176 hastadan, poliklinigimize tekrar bagvurmamalari, WES uygulamasi i¢in gerekli
olan hastane/SGK kurallar1 ve prosediirlerini yerine getirememeleri, baska illere

tasinmis olmalar1 veya exitus olmalari gibi farkli nedenlerle toplam 146 hastaya WES
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yapilamamigken ulagilabilen ve sartlar1 saglayan 31 hastaya WES yapilmisti. Boylece
toplam WES uygulanan hasta sayis1 (40+31) toplamda 71 idi.

4.1. FISH sonuclar

DiGeorge sendromu 6n tanstyla 9 hastaya FISH yontemi ile ilgili 22q11 bdlgesinde
delesyon analizi yapilmistir. 22q11 (TUPLE1) bolge (kirimizi) delesyonunu gosteren
H15’e ait imaj Sekil DG’de gosterilmistir. 9 hastanin 5 tanesi erkek (%55) hasta ve 4
tanesi kiz (%45) hastaydi. Bu analiz sonucunda 3 hastanin klinigini agiklayan Di
George lokusunda delesyon tespit edilmistir. Delesyon tespit edilen hastalardan 2
tanesi erkek (%66) hasta ve 1 tanesi kiz (%33) hasta iken, tan1 koyulamayan 6 hastanin
3 tanesi erkek (%50) hasta ve 3 tanesi kiz (%50) idi. Bu yontem ile hastalarimizda tani
koyma basarimiz %33,3’tiir (Tablo 14).

Tablo 14: FISH yontemi ile analizleri yapilan hastalarin cinsiyet ve yas dagilimlarina gére

sonuglari
FISH Yontemi ile
Analiz edilen Tan1 konulamayan Tan1 konulabilen
hasta sayis1 hasta sayis1 hasta sayis1
R (Yas Ort, £) (Yas Ort. £) (Yas Ort, £)
Erkek (n) 5 3 2
(%55) (1,96+ 2,31) (0,97+1,17)
Kiz (n) 4 3 1
(%45) (1,2+1,41) 0,12)
Toplam (n) 9 6 3
(%66,7) (%33,3)

H15’e ait 22q11 TUPLEIl bolgesi delesyonu FISH mikroskop goriintiisii Sekil 6’da

gosterilmistir.
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Sekil 6. H15¢ ait 22q11 TUPLE1 Boélgesi Delesyonu FISH Mikroskop Goriintiisii

4.2 Tek gen dizi analizi sonuclar:

206 hastaya hedef gendeki mutasyonlarini ortaya koymak iizere tek gen analizi
yapildi. 206 hastanin 127 tanesi erkek (%62) hasta ve 79 tanesi kiz (%38) hastaydi. Bu
analiz sonucunda 29 hastanin immun yetmezlik klinik tablosunu agiklayan sonuglara
ulagilmistir. Tanist konulan 29 hastadan 13 tanesi erkek (%45) hasta ve 16 tanesi kiz
(%55) hasta iken, tan1 koyulamayan 177 hastanin 114 tanesi erkek (%64) hasta ve 63
tanesi kiz (%36) idi. Bu yontemi ile hastalarimizda tan1 koyma basarimiz %14,07°dir

(Tablo 15).

Tablo 15: Tek gen analiz yontemi ile analizleri yapilan hastalarin cinsiyet ve yas

dagilimlarina goére sonuglari

Tek Gen Analiz Yontemi ile

Analiz edilen Tan1 konulamayan Tan1 konulabilen
Hasta (n) hasta sayisi hasta sayisi hasta sayisi
(Yas Ort. £) (Yas Ort. +) (Yas Ort. £)
Erkek (n) 127 114 13
(%62) (5,82+5,62) (5,72+5,88)
Kiz (n) 79 63 16
(%38) (9,91+4,95) (11,02+5,73)
Toplam (n) 206 177 29
(%85,93) (%14,07)
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4.3 MLPA Analizi Sonuglari

Tek gen dizi analizi yapilan 206 hastanin Fankoni anemisi diisiiniilen 9’unda
FANCA tek dizi analiziyle es zamanli FANCA MLPA analizide yapilmisti. 9 hastanin
4 tanesi erkek (%55,6) hasta ve 5 tanesi kiz (%44.,4) hastaydi. Bu analiz sonucunda 4
hastanin immun yetmezlik klinik 06zellikleriyle iligkili Fankoni anemisi tanisi
koyulabilmisti. Tanis1 konulan 4 hastadan 1 tanesi erkek (%25) hasta ve 3 tanesi kiz
(%75) hasta iken, tan1 koyulamayan 5 hastanin 3 tanesi erkek (%60) hasta ve 2 tanesi
kiz (%40) idi. Bu yontemi ile hastalarimizda tan1 koyma basarimiz %44,4’tiir (Tablo
16).

Tablo 16: MLPA yontemi ile analizleri yapilan hastalarin cinsiyet ve yas dagilimlarina

gore sonuglari

MLPA Analiz Yontemi ile

Analiz edilen Tan1 konulamayan Tan1 konulabilen
Hasta (n) hasta sayisi hasta sayisi hasta sayi1si
(Yas Ort. £) (Yas Ort. £) (Yas Ort. £)
Erkek (n) 4 3 1
(%62) (6,90+0,74) (7,85)
Kiz (n) 5 2 3
(%38) (9,12+0,61) (11,65+3,20)
Toplam (n) 9 5 4
(%55,6) (%44,4)

4.4 WES analizi sonuclari

Dogrudan WES yapilmasina karar verilen 40 hasta ile tek gen analizi sonucunda
tan1 alamayan ve WES planlanan hastalardan WES analizi yapilabilen 31 hasta olmak
iizere toplamda 71 hastaya WES analizi yapildi. 71 hastanin 47 tanesi erkek (%66)
hasta ve 24 tanesi kiz (%34) hastaydi. Bu analiz sonucunda 22 hastada immun
yetmezlik klinik tablosunu agiklayan sonuclara ulasilmigtir. Tanist konulan 22
hastadan 16 tanesi erkek (%72) hasta ve 6 tanesi kiz (%28) hasta iken, tani
koyulamayan 49 hastanin 31 tanesi erkek (%63) hasta ve 28 tanesi kiz (%37) idi. Bu

yontemi ile hastalarimizda tam1 koyma basarimiz  %31°dir (Tablo 16).
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Tablo 17: WES analizi ile analizleri yapilan hastalarin cinsiyet ve yas dagilimlarina gore

sonuglari
WES Analizi Yontemi ile
Analiz Edilen  Tanmi Konulamayan Tan1 Konulabilen

Hasta (n) Hasta Sayis1 Hasta Sayis1 Hasta Sayis1
(Yas Ort. £) (Yas Ort. +) (Yas Ort. £)

Erkek (n) 47 31 16
(%66) (6,61+4,63) (6,97+5,36)

Kiz (n) 24 18 6
(%34) (8,76+4,30) (6,86+6,82)

Toplam (n) 71 49 22

(%69) (%31)

WES uygulanan 71 hastanin 33’1 akrabalig1 evliligi (%45) sonucu dogarken

38 hastanin anne ve babasi arasinda bilinen akrabalik iliskisi yoktu (%55). WES ile

tan1 konulan 22 hastanin 12’si akraba evliligi (%55) sonucu dogarken 10 hastanin anne

ve babasi arasinda bilinen akrabalik iligkisi yoktu (%45) (Tablo 18).

Tablo 18. WES Uygulanan Hastalarin Ebeveyn Akrabalik Durumu

WES Analizi Yontemi ile

Toplam Tan1 Konulamayan Tan1 Konulabilen
Ebeveyn (%) Hasta Sayis1 Hasta Sayis1
Akrabaligi (%)
Var 33 21 12
(%45) (%55)
Yok 38 28 10
(%55) (%45)

Analiz siirecinde tespit edilen anlamli varyasyonlarin teyit edilmesinde

inceledigimiz Integrative Genomics Viewer (IGV) goriintiisii ve Sanger dizileme

analiz goriintiileri 6rnegi olarak hasta H3’e ait RNU4ATAC genindeki varyasyonun

IGV gorintiisiiyle (Sekil 7) birlikte Sanger dizileme pikleri sirastyla Sekil 8 ve Sekil

9’da gosterilmistir.
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T AT TATAACTCA AIT|C C T T T TOCTT G G G G T T

RNU4ATAC

Sekil 7. H3’e ait RNU4ATAC Geni IGV Goriintiisii

NR_023343.1(RNU4ATAC):n.6T>A

{CTTTCTATTATAACCATCCTTTTCTTGGGGTTGCGCTACTGT!(

Conflict
uCTTTcTATTATAACCA&CCTTTTCTTGGGGTTGCGCTACTGTC

(CTTTCTATTATAACCABCCTTTTCTTGGGGTTGCGCTACTGT!

Sekil 8. H3’te tespit edilen RNU4ATAC n.6T>A varyasonu Sanger goriintiisii
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Anne : Heteroziot

I»
I
I
1=

Baba: Heterozigot

c c A w c c

Sekil 9. Hasta H3’iin anne ve babasina ait Sanger sekans goriintiisii

FISH, tek gen analizi ve tim ekzon dizileme ile mutasyon tespit ettigimiz
hastalara ait klinik ve laboratuvar bulgulari Tablo 19°da verilmistir. Bu hastalarda
tespit edilen varyasyonlarin tespit edildigi gen, zigositesi, tiirli, protein ilizerinde
meydana getirdigi aminoasit degisimi, HGMD ve ClinVar kayit numarasi, GnomAD
frekansi, CADD skoru, DANN skoru, ACMG siniflamasi ve karsiladigi ACMG

kriterleri Tablo 20°de verilmistir.
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Tablo 19. FISH, Tek Gen Analizi ve WES ile mutasyon tespit ettigimiz hastalara ait klinik ve laboratuvar bulgulari

Hasta H.

Yas (Desimal)
Test Tiirt
Kalitim Paterni

Cinsiyet

GEN Hastalik Ad1

H1 K 0,37 WES OR RFXANK Bare Lenfosit
Sendromu, Tip Il

H2 K 0,16 WES OR ADA Adenozin deaminaz
(ADA) eksikligi

H3 E 4,45 WES OR RNU4ATAC Roifman sendromu

H4 E 5,9 Tek OR ATM Ataksi-telenjiektazi
Gen

Laboratuvar Bulgular
T B ig Diger
Lenfosit Lenfosit

% CD4+T1 N IgG¢ BK?®

CD4/CD8 IgM{  Neu?t

ters donmiig Lenf. 1

HLA-DR

T hiicre B hiicre 9G4 Eoz. 1

Yok yok IgMY

% CD3+1  Bhiicre 119G

CD4/CD8  azalmis  |gn |

ters

donmis,

NK diizeyi

normal

Diisiik N N AFP 1

% CD8+ Lenf. !
Neu {

88

Klinik Bulgular

Gelisim geriligi, USYE, ASYE, KC ve safra yolu hastaliklar
(kolestaz), HSM, viral sepsis (CMV), GIS enfeksiyonar
(inatg1 ishal). Ates, takipne, burun akintisi, ishal ve dokiintii
ile bagvurdu.

Gelisme geriligi, pndmoni, ensefalit (buna bagli ndbetler).
Ates, pnémoni, hirtlitili solunum ile bagvurdu ve takipte
sepsis.

Sik enfeksiyon gecirme; otitis media / pndmoni Biligsel
yetersizlik, konugmasi gecikmis. Kisa govde (boy SDS: -
0,98), mikrosefali (bas ¢evresi SDS: -2,28), uzun filtrum,
uzun palpebral fissur, uzun ve belirgin Kirpikler, topuz burun,
ince list dudak. Proksimal femur epifiz displazisi, sol bacak
1 cm kisa, hiperkonveks tirnaklar. Egzama, besin alerjisi.

1 yasindan itibaren ataksik yiiriiyiis ve disartrik konusma,
konjonktivada ve kulakta telenjiektazi. Serebellar atrofi



10

11

12

H5

H8

H10

H12

H14

H15

H16

H17

9,3

5,33

10,3

7,22

55

18

0,12

0,14

Tek
Gen

Tek
Gen

Tek
Gen

Tek
Gen

WES

FISH

FISH

FISH

OR

OR

OR

OR

OR

oD

oD

oD

ATM

ATM

ATM

ATM

BLM

(22)(q11.21
q11.21)

(22)(q11.21
q11.21)

(22)(q11.21
q11.21)

Ataksi-telenjiektazi

Ataksi-telenjiektazi

Ataksi-telenjiektazi

Ataksi-telenjiektazi

Bloom Sendromu

DiGeorge Sendromu

DiGeorge Sendromu

DiGeorge Sendromu

Az

% CD3+ !

Az
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IgM 1

IgG ¢
IgA d
IgM |
IgE

IgA 4

IgG
IgM {

AFP 1
Hb !

PLT 1t
Neu 1t

AFP 1

AFP 1
Lenf. {
Neu {

AFP 1
Lenf.

Ca*2l
Hb{

Ca+2 l
PTH

Ataksik yliriiyiis, disartrik konusma, sklerada telenjiektazi, 2
yasindan itibaren ¢ok sik enfeksiyon ve ates. Serebellar atrofi

1 yasindan itibaren dengesiz yiiriiylis, disartrik konusma.
Konjonktival telen-jiektazi. Tiroglossal kist, tirnaklarda
hiper-keratoz. 9 yasinda; servikal LAP: Biiyiik B Hiicreli
Lenfoma. Serebellar atrofi

Ataksik yuriiylis, disartrik konugsma. Parmak uglarinda
hiperkeratinizasyon, onikolizis, kserozis Kkutis. Serebellar
atrofi

Ataksik yiiriiyiis. Stk enfeksiyon. ALL (8 yasinda tani almus.)
Serebellar atrofi

Boy kisaligi, gelisim geriligi, néromotor gelisim geriligi,
alinda hipopigment alan, viicutta hiperpigmente alanlar, cafe
au lait lekeleri, hiptiroidi, T hiicreli lenfoma (NHL)

Mikrognati, isitme kaybi, beyin MR’da ventrikiilomegali,
trunkus arteriyozus, VSD, konusmanin gecikmesi.

Timus aplazisi, paratiroid hipoplazisi, néromotor gelisim
geriligi, kemerli kiint burun. Nozokomiyal sepsis, takipte
rekiirrent siiptiratif otitits.

Boy kisaligi, (-2,39 SDS), isitme kaybi, hipertelorizm, kisa
palpebral fissiir, umblikal herni, bilateral inguinal herni.
Paratiroid hipoplazisi.



13

14

15

16

17

18

H18

H19

H20

H21

H22

H23

0,23

0,03

14,2

3,29

0,66

17,2

Tek
Gen

WES

WES

Tek
Gen

Tek
Gen

WES

OR

OR

oD

oD

oD

OR

EPG5

EPG5

STAT3

STAT3

STAT3

SPINK5

Vici Sendromu

Vici Sendromu

Otoimmiin hastalik,
multisistem, infantil
baslangic 1

Hiper IgE Sendromu /
Job Sendrom

Hiper IgE Sendromu /
Job Sendrom

Netherton sendromu

% CD4+ |

% CD4+ |

Double
Negatif T
Hiicre:
%8,981

N

N

N
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N

N

19G
9G24

IgG ¢
1gG2l

IgG
IgA 4
IgE 4

IgE 1

IgE

IgE 1

IGF-1¢

Anti-TG 1
Anti-TPO t
Direkt Coombs +

Diski kalprotektin
+

MR: Hipofizitis
Anti-Gliadin

IgA 1

Eoz. t

Eoz.t

Gelisim geriligi, hiptoni, korpus kallozum total agenezisi,
ndbet, sensdzrindral isitme kaybi, mikrognati, ciltte ve
saclarda hipopigmente alanlar, parsiyel albinizm, ciltte
kserotik yama alanlar. immunglobiilinlerde azalma ve tekrar
eden solunum yolu enfeksiyonlari.

Gelisim geriligi, hipotoni, mikrosefali (-2,91 SDS), korpus
kallozum agenezisi, pons hipoplazisi, serebral beyaz cevher
hacim kaybi, infantil spazm, nistagmus, yiiksek damak,
trakeomalazi, ciltte ve sagh deride deskuamatoz papiiller.

Boy kisalig1 (SDS: -5), otoimmiin lenfoproliferatif sendrom,
otoimmiin hemolitik anemi, trombositopeni ve tiroidit.
Colyak, otoimmiin enteropati, dermatit, hipotiroidizm, Tip 1
DM, besin allerjisi, supraklavikular LAP. Bilateral optik
ndropati, papil 6demi.

Sik sinopulmoner enfeksiyon; bronsiektazi, eozonofilik
pnémoni, pndmatosel ve bunun riiptiriine bagh
pnémotoraks.  Yiksek damak. Ekzema. Anti-HBS,
pnomokok ve tetanoz as1 yanitlarn zayif/yetersiz.

Kaba ve asimetrik yiiz, belirgin alin ve hipertelorizm. Yiiksek
damak. Kronik egzama. Bronsiyolit. Tekrar eden
moniliyazis. Siit, yumurta ve fistik alerjisi. Demir eksikligi
anemisi.

Dogustan beri var olan atopik dermatit, iktiyozis linearis
circumflexa. Tiim viicutta kserozis, egzamatize, likenifiye
lezyonlar, sirtta ve ensede eritroderma. Kag laterallerinde
kayip. Adenoid hiperplazi, dis eti hipertrofisi, hafif
jinekomasti.



19

20

21

22

23

24

H25

H26

H27

H29

H30

H31

K 16,7 Tek
Gen
E 5,13 WES
E 2,9 Tek
Gen
K 5,66 WES
E 0,16 Tek
Gen
K 0,55 Tek
Gen

oD

oD

XL

oD

OR

OR

PMS2

STATSB

BTK

TNFRSF13B

STXBP2

STXBP2

PMS?2 eksikligi

STATSB eksikligi

Agamaglobulinemi, X
iligkili 1

Immiin yetmezlik,
yaygin degisken, 2

Hemofagositik
lenfohistiyositoz,
ailesel, 5 (FHLS5)

Hemofagositik
lenfohistiyositoz,
ailesel, 5 (FHL5)

N N

N N

% CD3+1  CD19+
Yok.

N N

% CD8 1 N

% CD4 |

% NK {

CD4/CD8 |
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19G

IgE 1

IgG
IgA d
IgM {

IgGl
IgAl
IgM
az

IgG !
IgM ¢

Lenf. t

Neu 1

D. Coombs +
gl

-Kemik
dansitelerinde
difiiz azalma

Hb !

PLT{

Neu ¢

Lenf. t
Ferritin 1
AST t
ALT?
Trigliserit t
Fibrinojen {
Na+

Hb i
PLT{,
AST 1

Ig diisiikliigi, sik enfeksiyon gecirme. Cafe au lait lekleri.
Takipte 6nce Burkitt Lenfoma (Nazofarenks NHL) sonra
kolon adenokarsinoma teshis edildi.

Yiiksek damak. Kronik LAP. Atopik dermatit, alerjik rinit,
tim viicut sagh deride hiperemik, hiperkeratotik, seboreik
kasintil1 lezyonlar. Ayak tinaklarinda onikomikoz.

B hiicreler yok, anemi. 6 ayliktan itibaren ciltte kurutlu,
eritemli lezyonlar; pyoderma. Sik USYE+ates, ishal+ates.
As1 yanitlart zayif. Bozuk dis gelisimi. Enfeksiyona ragmen
LAP yok.

Tekrar eden direngli ates epizotlari.Pndmoni, tonsillit, otitis
medya, konjonktivit, seliilit ve lenfadenit. Gegirilmis
menenjit, otoimmiin hemolitik anemi ve febril konviilzyon
oykiisii.

Batin cildinde turuncu leke.Serebrotendinéz Ksantomatozis;
hafif ataksik yiiriiyiis. -CYP27A1 geninde homozigot
mutasyon

Ates (5 glindiir siiren atesle bagvurdu), HSM,
PY: blastik hiicre infiltrasyonu

Noromotor gelisme geriligi olan hasta; ates, HSM,
KI yaymas1: hemafagositoz. SSS HLH tutulumu



25

26

27

28

29

H32

H33

H34

H35

H36

0,12

15,6

16,7

7,91

0,44

Tek OR
Gen
Tek OR
Gen
Tek OR
Gen
WES XL
Tek XL
Gen

UNC13D

UNC13D

AIRE

FOXP3

FOXP3

Hemofagositik - - -
lenfohistiyositoz,
ailesel, 3 (FHL3)

Hemofagositik % CD8 1 N N
lenfohistiyositoz, % CD4 4

ailesel, 3 (FHL3) CD4/CD8 |

APECED (APS-1) N N -
Otoimmiin

Poliendokri-nopati

kandidiyazis ve

ektodermal distrofi

IPEX, N N IgE 1
Immiindisregiilasyon,

poliendokrinopati ve

enteropati, X

IPEX, N N IgE 1

Immiindisregiilasyon,
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ALT 1t

Neu {
Ferritin 1
Trigliserit
Fibrinojen {
Na+ J

Hb !

PLT

Neu {
Ferritin 1
Trigliserit t
Fibrinojen {
Na+

Hb |, PLT |
AST 1, ALT 1
Neu |

Ferritin 1
Trigliserit 1
Fibrinojen |
Na+ |

Anti-GAD +
dsDNA +

Anti-GAD+

Hb ! ve Ret. 1
D. Commbs +

Ates, HSM, AST1 ALT?
PT ve aPTT uzamus.
K1i yaymast: hemafagositoz.

Ates (3 haftadir siiren atesle bagvurdu), HSM,
KIi yaymast: hemafagositoz.

Tiroidit / hipotiroidi, hipoparatiroidi, hipogonadizm (puberte
tarda, primer amenore), adrenal yetmezlik. Bilateral okiiler
keratopati, kornea distrofisi, gérme kes-kinliginde azalma,
ptozis. Dental enamel bozukluk, dilde yariklanma. Sik
diyare. Vitiligo psoriyazisiform dermatit, kasinti, guttat
psoriyazis, tirnaklarda pitting. Epilepsi. Leptomeningeal
menejit ykiisii.

Tip 1 DM. Kronik karin agrisi, ishal / kabizlik, eklem agrisi.
Oral aft, eroziv gastrit, duodenit, kolit. Atopik dermatit.
Simian ¢izgisi.

Tip 1 DM.
Hipotiroidi.
Hemolitik anemi.



30

31

32

33

H38 E 6,65 WES

H40 E 2,82 WES

H42 E 8,1 WES

H44 K 17,8 Tek
Gen

oD

XL

XL

oD

SIAE

SH2D1A

MAGT1

ELANE

poliendokrinopati ve
enteropati, X

Otoimmiin hastalik,
yatkinlik, 6

Lenfoproliferatif
sendrom, X'e bagli, 1

X'e baglt immiin
yetmezlik, magnezyum
defekti, Epstein-Barr
viriis enfeksiyonu ve
neoplazi

(XMEN)

Elastaz eksikligi (Ciddi
konjenital
ndtropeni [SCN] 1)

N N
% CD3 %

% NK 4

CD4/CD8 4

% CD4+ | N

N N

93

IgG ¢
IgM {

IgG
IgG1l
1gG2l
IgG3!

IgG
IgG1l
19G2

IgA L
IgM 1

IgG 1

PLT !
Eoz. 1

JRA atakta:
-Sedim 1t
-CRP 1t

-Diz MR: JRA

uyumlu bulgular.

-ESR: 38
mm/saat

BK 1

Lenf.

Neu t

AST 1, ALT ?
Hb !

BK 1

Lenf. 1

Hb ! Ret. 1

D. Coombs+
AST 1, ALT*
CRP? ve ESR 1

-EBV VCA IgG
+++

BK |

Neu {
Monosit 1

Hb !

-PY: toksik
graniilasyon
-K1i Biyopsi:
graniilosit seri
matiirasyon
yetersizligi

Hipospadias.
Yaygin dokiintii; dermatit. Ishal, kolit.

Oligoartikiiler JRA; atakta diz eklemde sislik, hassasiyet agri
ve topallyarak yiirime. Servikal lenfadenit, adenoid
hipertrofisi.  Hipogammaglobulinemi; sik  enfeksiyon
gecirme. Allerjik dokiintiiler, dermatit, saglarda dokiilme.
Sag, kas ve kirpiklerde hipopigmentasyon. Fotosensitif cilt.
Dis gicirdatma, yemek sonrasi karin agrisi.

Sik enfeksiyon gegirme.
HSM.
Apendektomi sonrast sepsis ve septik sok ile ex.

Tekrar eden oral aft ve ates Oykiisli. Rekiirren respiratuvar
enfenksiyonlar, oral aft.

Asilama sonrasi ates.

HSM, sarilik. Otoimmiin hemolitik anemi.

Sik enfeksiyon, ates, oral mukozal lezyonlar. Miyoklonik
epilepsi.
Inatc1 anemi.



34

35

36

37

38

H48

H49

H50

H51

H52

17,8

11,5

5,67

4,42

14.9

Tek
Gen

WES

Tek
Gen

Tek
Gen

WES

OR

OR

oD

oD

OR

G6PC3

DNAJC21

RANBP2

RANBP2

NBAS

Notropeni, Ciddi N N
konjenital

ndtropeni 4, otozomal

resesif

Shwachman-Diamond
sendromu

Diisik Diistiik

(Bialelik DNAJC21
mutasyonuyla olusan)

{Akut enfeksiyonun
indiikledigi nekrotizan
ensefalopati, 3,
duyarlilik}

% NK %
CD19 !

{Akut enfeksiyonun - -
indiikledigi nekrotizan

ensefalopati, 3,

duyarlilik}

Boy kisaligi, optik sinir
atrofisi ve Pelger-Huet
anomalisi MIM:616483
/ Infantil karaciger
yetmezligi sendromu 2
MIM: 614800

% CD8 1 N
% NK J
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IgG* Neul
IgM 1t  BK
Hb

- BK{

Neu {
Lenf.
Hb !
HbF 1
PLT !

IgG ¢ HIN1PCR(+)
BOS proteini 1
Influenza A (+)

- Influenza A (+)

HIN1 PCR (+)
BOS proteini t

lgG! -
IgA 4
IgM ¢

Gelisme geriligi, boy kisaligi.

Atesle birlikte tekrarlayan respiratuvar enfeksiyonlar ve oral
mukozal lezyonlar. Hafif anemi.

Gingiva hiperplazisi.

On kolda varikéz ven.

Gecikmis ve yetersiz pubertal geligim.

Gelisme geriligi. Sik enfeksiyon ve ates. egzema ve dokiintii.
Pansitopeni. Konjenital kalca ¢ikigi. Puberte gecikmesi.
Ki Biyopsi: Hiposeliiler, graniilosit seri yok

Ates, aniden baslayan korkularla birlikte kasilmalar, ¢ift
gorme ve uykuya meyil ile bagvurdu. Kerning + ve ense
sertligi mevcut. Ex.

Beyin MR: Ensefalit; bilateral eksternal kapsiil,
talamuslarda, mamiller cisimcikler, pons lateralinde ve
mezensefalon posteriorunda simetrik fokal T2 sinyal artis1.

Ates sonrasi 5. giin ani gérme kaybi, yiiriime giicliigii, uyku
hali ve morarma.

Beyin MR: Akut nekrotizan ensefalit; eksternal kapsiil,
temporal lob ve talamus medial kesiminde, mamiller
cisimler, optik radyasyon mediali, pons laterali,
mezensefalion kruslart ve serebellar hemisferlerde difiizyon
kisitlanmast.

Normal zeka, postnatal gelisme geriligi, boy kisaligi,
osteopeni, tekrar eden kiriklar.

Brakisefali, dar alin, senil goriiniim. Kiiciik orbitalar,
bilateral ekzoftalmus, miyop. Kisa boyun, foramen magnum
dar. Kiiciik eklemlerde hipermobilite, gevsek cilt.

Uterin hipoplazi.

Kusma, ates. Akut KC yetmezligine bagh hepatik
ensefalit. Transaminaz yiiksekligi, koagiilopati.



39

40

41

42

43

HS53

H54

H55

H56

H57

E

3,51 WES

16 WES
17,1 WES
554 WES
16,1 WES

OD CXCR4
OR ADA2
OD TNFAIP3
OD NLRP1
OR  IL36RN

WHIM (sigiller,
hipogammaglobulinemi

enfeksiyonlar,
miyelokatexis)
sendromu

Vaskiilit,
Otoinflamasyon,
Immiin yetmezlik ve
hematolojik kusurlar
sendromu

Ailesel otoinflamatuar
sendrom, Behget
benzeri

Otoinflamasyon, artrit
ve diskeratoz

Psoriyazis 14, piistiiler

Azalmig

Diisiik.
C4/CD8
orant ters
donmiis

Azalmis G |

%

CD191!

- Igt

Disik  1gG 4
IgA L
IgM

- N

N IgE

95

BK{

Neul
Lenf.d

Hb !

K1 biyopsi:
hiperseliiler

Hbl

WBC!
Lenf.l
Neu {

Lenf.

Hb !

Total Demird
CRP 1
Albumin
Total Protein {

CRP 1

ESR t
Amiloid A 1
Lenf. 1

Neu 1t

Hb t

PLT 1

BK 1
Lenf. 1
Neu 1

Sik USYE. Hipogamaglobulinemi.
Inmemis testis.
Inguinal lenfadenit.

Halsizlik, yorgunluk, istahsizlik. Oral aftlar, analp apse.
HSM

Servikal ve submental yaygin LAP.

LAP Biyopsi: Interfolikiiler Hodgkin Lenfoma ve Plazma
Hiicreli varyant Castleman Hastalig1

Sik enfeksiyon, USYE ve ASYE. Oral iilserler, pangastrit,
IBH; kolit.
Direngli DEA.

Bilylime gelisme geriligi, boy kisaligi. Tekrar eden atesli
epizotlar.

Unilateral optik atrofi.

Hepatosplenomegali.

Diz ekleminde artrit.

Kronik iirtikelyal plaklar.

Kronik anemi. Yaygm LAP. Minimal aort yetmezligi.
Serebral parankim atrofisi. Ventrikiilomegali,
kallozum ince.

korpus

Yiiz, diz, popliteal bolge, dirsek, antekubital bdlge, koltuk
alt1 ve kasikta likenifiye dermatit, kagintili lezyonlar



44

45

46

47

48

49

H58

H59

H61

H62

H63

H64

6,05

13,4

3,98

14,8

17,1

0,52

Tek
Gen

Tek
Gen

Tek
Gen

Tek
Gen

Tek
Gen

WES

oD

OR

oD

oD

oD

OR

TNFRSF1A

CD46

SERPING1

SERPING1

SERPING1

CD59

TNF reseptortii ile
iliskili periyodik
sendrom (TNF
receptor-associated
periodic

syndrome: TRAPS)

Atipik hemolitik
tiremik sendrom,
duyarlilik, 2

Herediter Anjiyo6dem
tip L vetip 2 (C1
inhibitor eksikligi)

Herediter Anjiyoddem
tip Lvetip 2(C1
inhibitor eksikligi)

Herediter Anjiyoddem
tip1vetip 2 (C1
inhibitor eksikligi)

Membran Atak
Kompleks Inhibitérii
(CD59) eksikligi
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[o[€}
Az

BK 1

Neu 1t

Lenf. 1

CRP 1

ESR t
Amiloid A: 24
(bir kez)

BUN 1t
Kreatinin t
C3l

PLT !

Hb
Hematiiri
Proteiniiri
Aniiri

oz

Cal

Cal

Hb {

Ret. 1

Lenf. 1

CK1*

LDH 1

BOS protein 1

Boy kisalig1 (<3p)

Rekiirren periyodik ates, karin agrisi, ishal, gogiis agrisi
ataklari.

Atak sirasinda ayak bileklerinde sislik agri ve viicutta
dokiinti.

Karm bolgesinde vitiligo.

Atipik HUS.

Bocek sokmasi sonrasi epizodik, kasintisiz 6dem.
Dogumdan itibaren karin agrisi, kusma ve ishal. Sirtta,
kollarda, boyundada, kalgada ve genital bolgelerde vezikiiler
lezyonlar.

Ozefajit, gastrit. Hafif anemi

Epizodik anjiyoddem. Eritema marginatum.
Laringeal 6dem. Karm agris.

Epizodik kasintisiz anjiyoddem. Faringeal 6dem. Karin
agrist. Kusma.

Hipotoni. Alt ekstremitede kas gii¢siizliigii.
EMG: Polindropati.

Uzuv paralizisi, bilateral arefleksi.

DTR alinamadi.

Nistagmus, strabismus.



50

51

52

53

54

H65

H66

H67

H68

H69

15,2

10,4

9,19

7,85

0,72

Tek
Gen

Tek
Gen

Tek
Gen

Tek
Gen

WES

OR

OR

OR

OR

OR

FANCA

FANCA

FANCA

FANCA

TET2

Fanconi anemisi tip A

Fanconi anemisi tip A

Fanconi anemisi tip A

Fanconi anemisi tip A

Immiin yetmezlik 75

N

Double
Negatif T
Hiicre 1
(%2,5)

19G1
1gG3!
IgM ¢
IgA 4

Hb

Ret. {
BK{

Neu {
M'onosit !
KI biyopsi:

Hiposeliiler.

Hb

BK{

Neu {
PLT !
M.onosit 2
KI biyopsi:

Hiposeliiler.

Hb

BK !
Neu {
PLT !
Monosit ¢

Hb !
BK{
Neu {
PLT !

Neu
AST 1
ALT?

Sik enfeskiyon gecirme ve aplastik anemi.
Boy kisalig.

Mikrosefali, mikroftalmi, hipotelorizm.
Pelvik orta hat yerlesimli sol ektopik bobrek.
Anemic solukluk.

Siniis trombozu.

KC’de Sekonder hemakromatoz.

Boy kisalig1, miktosefali, diisiik kulak, diisiik dogum agirlig1.
Sik enfeksiyon gegirme. Aplastik anemi. At nali bobrek. Sol
ekstremitede radius ve bagparmak aplazisi. Sag elde tek
falanksli hipoplazik basparmak. Dogumsal kalca cikig1.
KC’de demir birikimi. Beyin MR: Ventrikiillerde genisleme
ve beyin myelinizasyonunda gerilik

Gelisme geriligi, biligsel yetersizlik. Aplastik anemi.
Meningomyelosel. Ventrikiiler septal defekt. Sol Radius ve
bilateral bagparmak aplazisi.

Aplastik anemi, sik enfeskiyon, ates. Diisiik dogum agirligi,
gelisim geriligi. Mikrosefali, mikroftalmi ve hipotelorizm,
klinodaktili. Sirtta cafe a lait lekeleri. Bilateral
kriptorsididizm.

Gelisme geriligi. Kanli ishal Oykiisii. Gazli, sulu ishal ve
kabizlik ataklari.

Hafif anemi.

Hipogammaglobulinemi

Ig: Immiinglobulin. N: Normal OR: Otozomal Resesif, OD: Otozomal Dominant. WES: Whole Exome Sequencing: Tiim ekzon dizileme. Beyaz Kiire: BK, Hemoglobin: Hb,
Platelet:PLT, Lenfosit:Lenf., Notrofil:Neu, Retikiilosit:Ret., Eozonofil:Eoz., Parathormon:PTH, Alfa Fetoprotein: AFP. HSM: Hepatosplenomegali, SSS: Santral Sinir Sistemi.
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Tablo 20: Mutasyon Tespit Edilen Gen Varyantlar1 ve Varyantlara Ait Ozellikler

Hasta

(H)

no

1 H1
2 H2
3 H3
4 H4
5 H5
6 H8
7 H10

Test
tiirt

WES

WES

WES

Tek
Gen

Tek
Gen

Tek
Gen

Tek
Gen

Gen

RFXANK

ADA

RNU4ATAC

ATM

ATM

ATM

ATM

Zigosite

Anne Genotipi

Baba Genotipi

Mutasyon ve
Transkript 1D

€.634C>T
NM_003721.3

c.736C>T
NM_000022.3

n.6T>A
NR_023343.1

€.7159_7160insAGCC
NM_000051.3

€.7159_7160insAGCC
NM_000051.3

C.7865C>T
NM_000051.3

C.7865C>T
NM_000051.3

¢.3626_3627delTT
NM_000051.3

Mutasyon tlirii

Nonsense

Nonsense

Splicing

Nonsense

Nonsense

Missense

Missense

Framesift

98

Aminoasit
Degisikligi

p.212*

p.Q246*

p.?

p.F2387*

p.F2387*

p.A2622V

p.A2622V

p.F1209Yfs*19

ClinVar
HGMD ID
DOl

10.1089/ped.
2019.1097

549915
CM1313319

Novel

641019
C1991970

641019
C1991970

449346
CM107470

449346
CM107470

187552

GnomAD
Frekansi

0,00000798

0,00000771

CADD
skoru
(Grch37
v1.6)

38

33

17,51

24,2

24,2

DANN ACMG
Skoru sinifi

0,9955 P
09504
0,9345
(rawC-  VUS
skoru:1,7)

- P

- P
0,9842 P
0,9842 P

- P

Karsilanan
ACMG
Kriterleri

PVS1 PM2
PP3 PP5

PVS1 PM2
PP5 BP4

PM2 BP4

PVS1 PM2
PP3 PP5

PVS1 PM2
PP3 PP5

PM1 PM2
PP5 BP4

PM1 PM2
PP5 BP4

PVS1 PM2
PP3 PP5



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

H12

H14

H15

H16

H17

H18

H19

H20

H21

H22

H23

H25

H26

H27

Tek
Gen

WES

FISH

FISH

FISH

Tek
Gen

WES

WES

Tek
Gen

Tek
Gen

WES

Tek
Gen

WES

Tek
Gen

ATM

BLM

22q11.2

22q11.2

22q11.2

EPG5

EPG5

STAT3

STAT3

STAT3

SPINKS

PMS2

STATSB

BTK

Xl

€.6579_6580delCA
NM_000051.3

C.2643G>A
NM_015202.4

(22)(q11.21q11.21)
(TUPLE1x1)

(22)(q11.21q11.21)
(TUPLE1x1)

(22)(q11.21q11.21)
(TUPLE1x1)

c.2653delA
NM_020964.2

€.3205T>G
NM_020964.3

€.2107G>A
NM_139276.2

€.2117T>C
NM_139276.2

c.1909G>A
NM_213662.1

€.1430+4A>G
NM_001127698.1

c.1164delT
NM_000535.7

c.804delC
NM_012448.3

€.839+5G>T
NM_000061.2

Nonsense

Nonsense

Delesyon

Delesyon

Delesyon

Framesift

Missense

Missense

Missense

Missense

Splicing

Framesift

Framesift

Splicing

p.H2195*

p.W881*

p.T885Qfs*3

p.Y1069D

p.A703T

p.L706P

p.V637M

p.?
p.H388Qfs*10

p.E269RTer60

p.?

99

Novel

42072

10.24953/tu

rkjped.2020.
03.015
Novel

224850

429592

18308

Novel

480324

Novel

Novel

52

25,5

22,3

31

23,6

24,2

26,5

0,9952

0,9921

0,8271

0.9989

0,9979

0.9313

0,9698

LP

LP

VUS

LP

LP

VUS

VUS

PVS1 PM2

PVS1 PM2
PM3 PP5

PVS1 PM2

PM2 PP3 BP1

PM1PM2
PP2 PP5 BP4

PM1 PM2
PP2 PP3 PP5

PM1 PM2
PM5 PP2 PP3
PP5

PM2 BP4

PVS1 PM2
PP5

PVS1 PM2
PP3

PM2



22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

H29

H30

H31

H32

H33

H34

H35

H36

H38

H40

H42

H44

WES

Tek
Gen

Tek
Gen

Tek
Gen

Tek
Gen

Tek
Gen

WES

Tek
Gen

WES

WES

WES

Tek
Gen

TNFRSF13B

STXBP2

STXBP2

UNC13D

UNC13D

AIRE

FOXP3

FOXP3

SIAE

SH2D1A

MAGT1

ELANE

Xl

Xl

Xl

Xl

€.515G>A
NM_012452.3

€.736G>T
NM_006949.3

€.1463C>T
NM_001272034.2

€.902+5G>A
NM_006949.3

€.1208T>C
NM_199242.2

c.1240C>T
NM_199242.2

€.931delT
NM_000383.3

c.1190G>A
NM_014009.3

C.748_750del AAG
NM_014009.3

c.3G>A
NM_001199922.1

C.137+5G>A
NM_002351.4

€.991C>T
NM_032121.5

¢.377C>G
NM_001972.3

Missense

Nonsense

Missense

Splicing

Missense

Missense

Framesift

Missense

Inframe

Baslatict
Kodon

Splicing

Nonsense

Missense

100

p.C172Y

p.D255Y

p.PATTL

p.?

p.L403P

p.R414C

p.C311Vfs*67

p.R397Q

p.250delK

p.Met?

p.?

p.R331*

p.S126W

CMO077983

Novel

77858.4
CM096296

CS106817

2002
CMO050750

533094
CM066255

554933

379222
CM109691

499890

Novel

CS1413673

6258372

16745
CMO097552

0.000183

0,00000419

0,0000359

0,00000399

0,0000199

23,1

41

25,4

22,9

251

21,8

32

259

27

37

23,2

0,7465

0,9979

0,9988

0,795

0,9987

0,9994

0,99950

0,9956

0,9755

0,9969

0,9885

LP

VUS

LP

VUS

LP

LP

VUS

VUS

LP

PM1 PM2
PP3 PP5

PVS1 PM2
PP3

PS3 PM2 PP2
PP3 PP5

PM2 PP5 BP4

PS3 PM2 PP3

PM2 PP3

PVS1 PM2
PP3 PP5

PM1 PM2
PM5 PP2 PP3
PP5
PM1PM3
PM4 PP3 PP5

PVS1 PP3

PM2 BP4

PVS1 PM2
PP3 PP5

PM1 PM2
PMS5 PP2 PP3



34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

47

48

H49

H48

H50

H51

H52

H53

H54

H55

H56

H57

H58

H59

H61

H62

WES

Tek
Gen

Tek
Gen

Tek
Gen

WES

WES

WES

WES

WES

WES

Tek
Gen

Tek
Gen

Tek
Gen

Tek
Gen

DNAJC21

G6PC3

RANBP2

RANBP2

NBAS

CXCR4

ADA2

TNFAIP3

NLRP1

IL36RN

TNFRSF1A

CD46

SERPING1

SERPING1

C.983+1G>A
NM_194283.3

¢.230G>A
NM_138387.3

€.2000C>T
NM_006267.4

c.1754C>T
NM_006267.5

c.1556 T>A
NM_015909.3

¢.1000C>T
NM_003467.3

¢.144dupG
NM_001282225.2

€.259C>T
NM_001270507

c.4175G>A
NM_03004.3

€.338C>T
NM_173170.1

C.434A>G
NM_001065.3

€.535G>C
NM_172359.2

€.1378T>C
NM_000062.2

€.1095dupT
NM_000062.3

Splicing

Missense

Missense

Missense

Missense

Nonsense

Frameshift

Nonsense

Missense

Missense

Missense

Missense

Missense

Framesift

p.?
p.G77E

p.AB67V

p.T585M

p.V519E

p.R334*

p.R49fs*13

p.R87*

p.R1392Q

p.S113L

p.N145S

p.E179Q

p.S460P

p.R366SfsTer3

222066

Novel

Novel

8363
CM0901488

Novel

CMO030831

Cl1614108
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4.5 Varyant tespit edilen genlerin IUIS simifi ve kalitim paternleri

Calismamizda toplam 54 hastada 35 gen ve 22ql1 DG delesyon bolgesinde
birbirinden farkli 50 varyasyon tespit edilmisti. Anlamli varyasyon tespit ettigimiz
genler en fazla sendromik ozelliklerle iliskili veya birlikte kombine immiin yetmezlik
ile immin disregiilasyon bozukluklar1 baghigi altindaydi. Dogustan gelen immiin
kusurlarin fenokopileri baslig1 altindaysa tan1 alan hastamiz yoktu. Bu siniflamanin
kapsami diginda olan fakat MIM:619126 numarasi ile OMIM®- Online Mendelian
Inheritance in Man® veritabaninda “Immiin yetmezlik 75" fenotip ismiyle kayitli olan
TET2 geninde bir hastamizda ACMG kriterlerine gore klinik 6nemi belirsiz varyasyon
tespit edildi. ACMG kriterlerine gore, tespit edilen toplam 50 varyantin 20’si (%40)
patojenik, 13’1 (%26) olasilikl1 patojenik, 15’1 (%30) klinik 6nemi belirsiz ve 2’ (%4)
olasilikla benign idi. Varyasyon tespit edilen bu genlerin IUIS simiflamasina gore

dagilimlar1 Tablo 21°da gosterilmistir.

Tablo 21. Varyasyon Tespit Edilen Genlerin IUSI ISDK Siniflamasina Gére Dagilimlar

Tespit Edilen varyantlar

IUIS ISDK Sinifi:Varyant Tespit Edilen Genler Patojenik | Olasihkli | Klinik | Olasihikl

patojenik o6nemi | a Benign
belirsiz

Hiicresel ve humoral bagisikligi etkileyen immiin 2 - - -

yetmezlikler: ADA, RFXANK

Sendromik 6zelliklerle iliskili veya birlikte kombine 8 4 3 =

immiin yetmezlikler: ATM, BLM, EPG5, PMS2,

RNU4ATAC, SPINK5, STAT3, STAT5B, 22q11

Agirlikli olarak antikor eksiklikleri: BTK, TNFRSF13B - 1 1 -

Immiin disregiilasyon bozukluklari: STXBP2, UNC13D, 4 3 4 -

AIRE, FOXP3, SIAE, SH2D1A, MAGT1

Fagosit sayisinin veya islevinin dogustan kusurlari: - 1 2 -

ELANE, G6PC3, DNAJC21

Intrinsik ve innate bagisiklik kusurlari: RANBP2, NBAS, 1 - 3 -

CXCR4

Otoinflamatuar bozukluklar: ADA2, TNFAIP3, IL36RN, 2 1 1 1

TNFRSF1A, NLRP1

Kompleman Eksiklikleri: CD46, CD59, SERPING1 1 3 = 1

Kemik iligi yetmezligi: FANCA 2 - - -
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10 Dogustan gelen immiinite kusurlarinin fenokopileri:

Toplam (n: 50) 20 13 15 2
(%40) (%26) (%30) (%4)

Calismamizda tespit edilen varyasyonlar, 19°u otozomal resesif (OR), 13’
otozomal dominant (OD) ve 4’ii X kromozomu iligkili resesif kalitim (XLR) paternine
sahip olan toplamda 35 gen ve (22) (g11.21q11.21) DiGeorge delesyon bolgesinde
meydana gelmisti. Varyasyon tespit edilen genler ve DiGeorge bolgesine ait kalitim
paterni oransal dagilimi Sekil 10 da gosterilmistir.

XLR (n:4)
11%

OR (n: 19)

oD (n: 13) 53%

36%

Sekil 10. Varyasyon Tespit Edilen Genlerin Kalitim Paterni Dagilim1

4.6. Tespit Edilen Varyantlara Ait Ozellikler
1. Segregasyon Ozellikleri

Tespit edilen 50 varyasyon icin ebeveyn taramasi planlanmisti. RANBP2
geninde birbirinden farkli varyantlar tespit edilen 2 hastadan birisinin exitus olmasi
sonrasinda ailenin tekrar bagvurmamasit nedeniyle, digerinin poliklinigimze
Gircistan’dan gelerek bagvurmasi fakat sonrasinda tekrar merkezimize bagvurmamasi
nedeniyle bu 2 hasta i¢in segregasyon analizi yapilamamisti. Boylece toplamda 48
varyant i¢in segregasyon analizi yapilabilmisti. Segregasyon analizi yapilan 48
varyantin 37’si ilgili hastanin anne ve babasindan en az birisinde tespit edilmisti.

Geriye kalan 11 varyant ise ilgili hastanin annesinde ya da babasinda tespit
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edilmemisti. De novo olarak tanimlanan bu varyantlarin oransal dagilimi Sekil 11 de
gosterilmistir. Yapilan aile taramalarinda benzer klinik 6zellikleri olan 14 hastaya da

tan1 konulabilmistir.

Segregasyon
Yapilamayan
4%

De Novo
Kalitilan Mutasyon
Mutasyon 20%
76%

Sekil 11. De Novo Varyasyonlarin Tim Varyasyonlar Arasindaki Oransal Dagihmi
2. ACMG kriterlerine gore patojenite 6zellikleri

Bu calismada ACMG kriterlerine gore patojenik, olasilikla patojenik, klinik
onemi belirsiz ve klinikle uyumlu oldugu diisiiniilen olasilikla benign varyantlar tespit
edilmistir. ACMG kriterleri Tablo 11°de gosterilmisti. Calismada 35 gen ve bir
kromozomal bolgede (22q11) birbirinden farkli 50 varyant tespit edilmistir. Bunlarin
19°s1 patojenik, 13’si olasilikla patojenik, 15°1 klinik 6nemi belirsiz ve 3 tanesi ise
olasilikla benign varyasyonlardir. Bu varyasyonlarin oransal dagilimi Sekil 12 de

gosterilmistir.
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Olasilikla
Benign
4%

Klinik
Onemi
Belirsiz

30%

Patojenik
40%

Olasilikla
Patojenik
26%

Sekil 12. Tespit Edilen Varyasyonlarin ACMG Kriterlerine Gore Oransal Dagilimi

3. Varyantlarn literatiir taramasi sonuglari

Tespit edilen birbirinden farkli 50 varyasyon igin literatiir, HGMD ve ClinVar
veritabanlarinda tarama yapildi. Toplam 50 varyantin 34’ii bu veritabanlarinda daha
once benzer klinik 6zelliklerle bildirilmisti. Geriye kalan 16 tanesi daha 6nce rapor

edilmemis novel varyasyondu. Novel ve taniml1 varyasyonlarin oransal dagilimi Sekil

de gosterilmistir.

Novel Mutasyon
28%

Tanimh Mutasyon

72%

Sekil 13. Tanimli/Novel varyasyon dagilimi

106



5. TARTISMA

Daha ¢ok erken ¢ocukluk doneminde enfeksiyonlara yatkinlik seklinde bulgu
vermesiyle klasik olarak primer immiin yetmezlikler olarak adlandirila gelen immiin
sistemin dogustan kusurlari, immiin sistemin gelisim- farklilagmasindaki hiicresel
etkilesim ve hiicresel fonksiyonlardaki bozukluklardan kaynaklanir. Geleneksel olarak
primer immiin yetmezlikler olarak adlandirilsa da son yirmi yilda molekiiler genetik
tan1 yontemlerinde kaydedilen bas dondiiriicii gelismelere paralel olarak, fonksiyon
kaybettirerek enfeksiyonlara yatkinlik meydana getirenlerle birlikte immiin sistemin
disregiilasyonu ile ilgili belirtiler iceren c¢ok sayida yeni immiinite kusuru
tanimlanmasi nedeniyle, bu hastalik grubu i¢in daha kapsayici olan immiin sistemin
dogustan kusurlar1 (ISDK) isimlendirmesi daha yaygin olarak kullanilmaya
baslanmistir.

ISDK’nin prevalansi kesin bir sekilde bilinememektedir. Toplumlar arasinda
farklilik gosterdigi ongoriilmekle birlikte yaklasik 10.000 canli dogumda 1 oldugu
degerlendirilse de (10,11), daha o6nceden tanimlanmamis immiinite kusurlarinin
devam eden yeni kesfi ve klinik fenotiplerin tanimlanmasindaki ilerlemeler,
ISDK’larm toplam sikliginm en az 10.000 canli dogumda 2-10 (2-10/10.000)
oldugunu gostermektedir (1). Bat1 toplumlarina gére akraba evlilik orani nispeten
yiiksek olan iilkemizde ise otozomal resesif kalitim paterni olan iISDK sikliginin daha
fazla oldugu ongoriilebilir.

ISDK tekrar eden enfeksiyonlar sonucu yogun antibiyoterapi veya diizenli
antikor tedavisi gerektirmesi, fiziksel gelisimi ve hayat kalitesini bozmasi, bazen de
erken donemde agir klinik tablolarla hayati tehlike olusturmasi nedeniyle klinik ve
sosyal olarak 6nemli bir problem olarak karsilasilmaktadir. Terapotik yaklagimi uygun
sekilde belirleyerek yasam kalitesi ve sag kalimi en iyi seviyede saglayabilmek icin
hizl1 bir sekilde dogru taniy1 koymak 6nemlidir (18-20).

Klinikte ¢ok cesitli semptomlarla birlikte olabilen ISDK, immiin sisteminin
farklr boliimlerini etkileyen germline mutasyonlar sonucunda ortaya ¢ikar. Heterojen
klinik goriinlimii, farkli genlerdeki varyasyonlarin benzer klinik fenotipe yol
acabilmesi ve ayni gen igerisindeki farkli pozisyon ve mekanizmalara sahip
varyasyonlarin farkli klinik fenotipler ortaya ¢ikarabilmesi ISDK tanismm

karmasiklastiran durumlardir. Giderek yayginlasan kullanimi ve azalan maliyetiyle
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aragtirma ve klinik laboratuvarlarinda NGS teknolojisinin  rutin = olarak
kullanilabilmesiyle klinik ve genetik heterojenitesi yiiksek olan hastaliklarin hizli ve
dogru tanisinda ¢ok 6nemli bir avantaj saglanmistir (96-98).

Aday genlerin belirlenmesinin yani sira ISDK tanis1 koymada, protein
kodlayan tiim ekzonlar1 dizileyen NGS temelli WES analizinin giderek artan kullanimi
kisiye 0zgili tedavi seceneklerinin degerlendirilmesini olanakli hale getirerek klinik
uygulamalarda degisikliklere bile yol agabilmesiyle molekiiler tanida devrim
yaratmustir (99-101). Ozellikle son yillarda tiim diinyada, klinik laboratuvarlarda
hedefe yonelik panellerin yam sira ISDK tanisinda giderek artan oranda WES
uygulanmaktadir (96, 102-109).

Poliklinigimize 2015-2020 yillar1 arasinda immiin sistemin dogustan
kusurlarrm (ISDK) akla getiren klinik 6zelliklerle bagvuran ve lenfosit
immiinfenotipleme basta olmak {izere immiinolojik ve temel labaratuvar
parametrelerinin immiinite kusurunu destekledigi 255 hastada ¢ogunlugunu NGS
temelli dizilemelerin olusturdugu genetik testler yapilmisti. Tiim testler sonucunda
tan1 alan toplam 54 hastanin 22’sine WES analizi, 29’una hedef tek gen analizi ve 3
tanesine ise del22q11.2 (TUPLE1) FISH analizi ile tan1 konmustu.

Bu c¢alismada, molekiiler taninin ISDK hastalarinda sagladigi sonuglarin
bilinciyle, heterojen klinik 6zelliklerle bagvuran hastalarda saptadigimiz birbirinden
farkl1 genetik etyolojilerden ©ne c¢ikan bazi varyasyonlart ve WES analizi
sonuglarimizi, ISDK tanisinda uygulanan genetik test sonuglarmi bildiren literatiir
verileriyle kiyasladik. NGS calisma siireglerini, sonuglarini ve analiz siireclerini
etkileyebilecek tiim olasiliklar1 degerlendirebilen genetik bakis agisiyla, ISDK
tanisinda ilk segenek olarak hedeflenmis gen panellerini ele alan bildirimlerin aksine,
NGS teknolojisinin son 10 yilda sagladigi ve boylece vadettigi yeniliklerle dinamik
bir veri ortaya g¢ikaran WES uygulamasmin daha makul oldugunu tartismay1
amacladik.

ISDK klinik tanistyla genetik testler yapilan 255 hastamizdan 206’sinda Klinik
ve dismorfik bulgulari, laboratuvar parametreleri veya goriintiileme bulgular: birlikte
diistintildliglinde etyolojide yer alabilecegi Ongoriilen hedef genler ve 22ql1.2
(TUPLE1) DiGeorge Sendromu (DG) delesyon bolgesi oncelikle analiz edilmisti. DG
FISH analiziyle 3 hasta tani alirken, hedef tek gen caligilan 206 hastanin 29’unda
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ongoriilen genlerde varyasyonlar tespit edilmisti. Tek gen analizi yapilan hastalarda

tan1 koyma oranimiz %14,07 idi.

Hedef gen dizileme ¢alismalariyla tan1 koyulabilen hastalar

Tek genler hedeflenerek tan1 koyulabilen hastalardan, ilk ve en sik karsilasilan
monogenik ISDK olan X’e bagl agamablobulinemi (XLA) iliskili Bruton'un tirozin
kinaz (BTK) geninde mutasyon tespit edilen H27 ve patogenezinde farklh
mekanizmalar One siiriilen 6zellikle viral enfeksiyonlarla indiiklenen akut nekrotizan
ensefalopati (ANEI: acute necrotizing encephalopathy, induced) yatkinlig: iligkili
RANBP2 geninde mutasyon tespit edilen H36 ve H37’yi monogenik ISDK’larin
heterojen genotip yelpazesini drneklendirmek i¢in burada ayrintilariyla ele aliyoruz.

Tek gen analiziyle tan1 koyulabilen hastalardan; 6.ayindan itibaren kronik
krutlu eritemli cilt lezyonlar1 olan ve as1 yanitlar1 zayif olan fakat bilinen aile oykiisii
olmayan H27’ye, miikerrer ve siddetli gegen solunum yolu ve gastrointestinal sistem
enfeksiyonlar1 ve hipogamaglobulinemisi olmasi nedeniyle 2,5 yas civarinda IVIG
tedavisi baglanmisti. Gegirdigi siddetli enfeksiyonlara ragmen lenfadenopati
gelismemesi, lenfosit immiinfenotiplemede asikar B hiicre eksikliginin goriilmesiyle
XLA ontanisiyla BTK geni dizilenerek daha 6nce literatiire bildirilmemis ¢.839+5G>T
novel varyasyonu tespit edildi. Karsiladigi ACMG kriterleriyle klinik 6nemi belirsiz
degisiklik olarak goriinse de hasta klinik ve immiinfenotipleme 6zellikleriyle XLA
klinigine tamamen uymaktaydi.

Tespit ettigimiz novel varyantin yakin genomik bdlgelerinde bildirilen
varyantlar acisindan literatiire bakildiginda Esenboga ve ark nin ayni1 genomik bolgede
fakat farkli bir baz degisimiyle (BTK: ¢.839+5G>A) XLA’l1 bir hasta bildirdikleri
goriilmiistiir (110). Splicing boélge varyasyonlarinin proteinin primer yapist lizerine
olan etkisini tahmin etmek i¢in kompiitasyonel bir modelleme gelistiren Xiong ve ark
ise, Esenbogan’nin bildirdigi CS951364 numarasiyla HGMD veritabaninda kayith
olan ¢.839+5G>A varyasyonunu splicingi biiyiikk ¢apta etkileyecek bir mutasyon
olarak tahmin etmislerdir (111). Bu bilgiler saptadigimiz novel varyantin da patojenik
oldugunu diistindiirtmektedir. Aile taramasinda, immiinfenotipleme sonucunda
CD19+ lenfositleri olmayan ve Ig diizeyleri 6nemli dl¢lide azalmis olan 0,74 yasindaki

erkek kardesinde de ayni varyanti tespit etmemiz varyantin hastalik yapici
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potansiyelini belirginlestirmistir.

Esenboga ve ark.’nin bildirdigi 32 hastalik XL A hasta serisinde sadece 2000
yili ve sonrasinda dogmus olan ve bizim hastamizdaki gibi aile 6ykiisii olmayan
hastalar tespit edilip ortalama tan1 yas1 hesaplandiginda 3,64 oldugunu gordiik (110).
Genetik testler yapildiginda 2,9 yasinda olan H27 ig¢in molekiiler tanit yast bu
ortalamanin altinda olsa da asikar klinik-muayene bulgulari, temel immiinolojik
parametreler ve varsa aile Oykiisii birlikte degerlendirilerek daha erken aylarda
molekiiler taninin miimkiin oldugu diisiiniilebilir. Giiniimiizde uygulanabilir
tedavilerin sinirlar1 Olcilisiinde yaklasildiginda klinik olarak tani olgunlastirilip
behemehal 1VIg tedavisi baglanmasi hastalar i¢in 6nemli olsa da, bu vakamizda
oldugu gibi aile taramasinda diger hastalarin erken tanis1 ve tedavisinin baglanmasinin
yaninda annedeki tastyiciligin tespit edilerek sonraki gebeliklerine yonelik onleyici
preimplantasyon genetik tan1 yontemleri hakkinda danigsma verilebilmesi ve kiiratif
potansiyeli olan yeni tedavi ¢aligmalarinin var olmasi molekiiler taninin da bir an 6nce
koyulmasinin 6nemini ortaya ¢ikarmaktadir (112).

Basvuru oOykiisii, klinik o6zellikleri, laboratuvar bulgular1 ve goriintiileme
bulgular1 biitlinciil yaklasimla ele alimarak H36 ve H37’de, o6zellikle wviral
enfeksiyonlarla indiiklenen akut nekrotizan ensefalopati (ANEL1: acute necrotizing
encephalopathy, tip 1) yatkinlig: iliskili RANBP2 hedef gen dizi analiziyle Kklinik
ozellikleri agiklayan mutasyonlar saptanmuistir.

RANBP2 proteini, niikleer por kompleksinin bir bilesenidir ve protein import
ve eksportunun kolaylastirilmasinda, kargo protein toplanmasinda, hiicre igi trafikte
ve enerji liretiminde rol oynar. RANBP2 mutasyonlarinin klinik 6zelliklere nasil yol
actig1 asikar olmasa da virlisiin hiicreye invazyonu, antijen sunumu, sitokin
sinyalizasyonu ve kan-beyin bariyerinin siirdiiriilebilmesi ile iligkili oldugu
diisiiniilmektedir (113). RANBP2 proteini birkag¢ tane yapisal domain icerir. ANEI
klinigi ile sik bildirilen varyantlar (T585M (H37), T6531 ve [656V) proteinin primer
yapisindaki ilk 830 aminoasitin olusturdugu N-terminal 16sin zengini (LZ) bolgede
bulunmaktadir. LZ bdlgesi RANBP2 nin niikleer por komplekse (NPK) tutunmasini
saglarken ayni1 zamanda interfazda mikrotiibiillerin tutundugu ve onlarin hareketini
diizenleyen bolgedir (114). Bu bolge, tek sarmalli RNA'y1 baglayabilmesi ile NPK'nin

sitoplazmik yiiziinde messenger riboniikleoprotein (mRNP) yeniden sekillenmesine

110



katkida bulundugu diisiliniilen ii¢c merkezi tetratrikopeptit tekrarini barindiran bir alfa-
sarmal alani olusturmaktadir (115).

Literatiire bakildiginda hastalarin ¢ogunlugunda, H36 ve H37’de oldugu gibi,
ANE]1 kliniginin ortaya c¢ikmasindan once basta influenza A olmak iizere, herpes
simpleks virlisi ve insan herpesviriis-6 gibi enfeksiyonlar oldugu ve etkilenen
cocuklarin daha ¢ok 2 yasin altindaki ¢ocuklar oldugu goriilse de (116-118), H36 ve
H37 (desimal yaslar1 sirasiyla 5,67 ve 4,42) gibi daha biiyiik c¢ocuklarda da
bildirilmistir (119).

Calismamizda tek gen analizi ile tam1 koyulan H37, basit iist solunum yolu
enfeksiyonu gegirdikten sonra devam eden atesin 5.giinlinde ortaya ¢ikan ani gérme
kaybi, yiirime gicliigli, uyku hali ve morarmayla basvurdugunda beyin MR
goriintiileme bulgular1 akut nekrotizan ensefalit ile uyumluydu. BOS proteini artmas,
Influenza A (HIN1) PCR testi de pozitif olan H37’de dizilenen RANBP2 geninde
c.1754 C>T (p.T585M) varyasyonu tespit edilmisti. RANBP2 geninde ANEL ile
iliskilendirilmis ilk varyant olan c¢.1754 C>T protein yapisindaki l6sin agisindan
zengin domainde Thr585Met doniisiimiine neden olmaktadir. Literatiire bakildiginda
ANE1 hastalarinda bildirilen varyantlarin biiyiik c¢ogunlugunun T585M oldugu
goriilmektedir. Bu missense mutasyonu hastalarda ilk defa otozomal dominant akut
nekrotizan ensefalopati tipi ile iliskilendiren Neilson ve ark, mutasyonu tasiyan tek
yumurta ikizi 2 hastada enfeksiyonlarin her zaman benzer sekilde ataklara yol
acmadigin1 yani mutasyonun eksik penetransla oldugunu bildirmistir (120).

RANBP2 geninde mutasyon tespit ettigimiz diger hasta H36 idi. Son birkag giin
icinde gecirilmis iist solunum yolu enfeksiyonu sonrasinda ates, aniden baslayan
korkularla birlikte kasilmalar, ¢ift gorme ve uykuya meyil ile bagvurmustu. Noérolojik
muayenesinde kerning bulgusu pozitif ve ense sertligi oldugu saptanan hastanin artmis
BOS proteini ile birlikte beyin MR goriintiileme sonucu ensefalit ile uyumluydu.
Influenza A /HIN1 PCR testi de pozitif olan hasta H36’da dizilenen RANBP2 geninde
heterozigot novel ¢.2000 C>T varyasyonu tespit edildi. Mutasyon proteinin primer
yapisinda p. Ala667Val degisikligine neden olmaktadir. A667V degisimi proteinin
niikleus ve mikrotiibiillerle olan etkilesim agisinda dneme sahip olan LZ bolgesinde
bulunmaktadir. Bildirilen diger varyantlarla benzer sekilde A667V evrimsel korunmus

bolgede yer almaktadir. PolyPhen-2 in siliko tahmin arac1 1.00 skoru ile A667V
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degisimini “muhtemelen patojenik” olarak degerlendirmistir.

Son olarak ANEI klinigiyle bildirilen sik varyantlarin CADD skorlari
hesaplandiginda T585M igin 21.4, T6531 i¢in 22,8 ve 1656V igin 11,52 hesaplanirken
A667V (c.2000 C>T) novel varyantimiz i¢in CADD skoru 26,8 olarak tespit
edilmistir. Bu bilgiler 1s1¢inda hasta klinigini agiklayabilecegi diisiiniilen bu novel
varyant, ¢cocukluk caginda akut ensefalopatinin ayirici tanisinda 6nemli bir yer tutan
ANE1'i hastalarinda RNABP2'nin hotspot noktalar1 disinda da anlamli varyantlarinin
tespit edilebilecegini gostermektedir. Bu hastalarda molekiiler tan1 koyulabilmesi,
etkilenen bireyler i¢in koruyucu asilama, profilaktik antibiyoterapi, hastaligin erken
evresinde hizl1 miidahale ve ¢ocuk planlamada onleyici genetik danisma verilmesi

olanagimi dogurmustur.

Hedef gen dizileme ¢alismalariyla tam1 koyulamayan hastalar

Hedeflenen genler klinik ve laboratuvar bulgularinin gosterdigi yonde
belirlenmeye caligilsa da uyguladigimiz diger testlere gore tek gen analizi ile tani
koyma oran1 daha diisiiktii. Yeni nesil dizileme ¢aginda ornekleri giderek artan, farkl
genlerdeki varyasyonlarin benzer klinik 6zellikleri ortaya ¢ikarabilmesi gercegi tek
gen analizi ile tam1 koyulamayan bazi hastalardaki duruma 1s1k tutmaktadir. Tek gen
analizleriyle tan1 alamayan hastalardan H3, H20, H53, H55 ve H57’nin tanisal
stirecleri bu durumu acgik bir sekilde 6rneklendirebilir.

H3; gelisim geriligi, sik enfeksiyon gec¢irme Oykiisiiyle ve aktif sikayetlerle
basvuran hastanin yapilan lenfosit alt grubu incelemesi sonucu diisilk B hiicre
kaydedilmesi, Ig’lerinin diisiik olmasi ¢ergevesinde BTK geni analizi yapilmis fakat
mutasyon tespit edilmemisti. Sonrasinda WES uygulanan hastada yine diisiik B hiicre
ve Ig diizeyinin tabloda oldugu Roifman Sendromu iliskili RNU4ATAC geninde
homozigot novel bir varyant tespit edilmisti. Bu hasta WES analiz sonuglar1 altinda
ayrintisiyla tartisilacaktir.

H53; Sik enfeksiyon gegirme Oykiisli, 10kopeni, ndtropeni ve
hipogammaglobulinemisi olmasi nedeniyle dncelikle konjenital nétropeni genleri olan
ELANE ve HAX1 ¢alisilmis olmasina ragmen tan1 koyulamayinca hastaya uygulanan
WES analizi sonucunda, ndtropeni, hipogamaglobulinemi ve yaygin insan papilloma
virlisii (HPV) enfeksiyonu ile karakterize bir immiin yetmezlik hastaligi olan WHIM

(The syndrome of warts, hypogammaglobulinemia, immunodeficiency, and
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myelokathexis) sendromu iligkili CXCR4 geninde klinik 6zelliklerini agiklayabilen
fonksiyon kazandiran heterozigot GOF ¢.1000C>T mutasyonu tespit edilmisti. Klinik
ozelliklerinin fonksiyon kazandiran GOF bir mutasyonla ortaya ¢ikmasi ve ndtrofil
matiirasyon siirecinde negatif bir etkilenme olmadan nétrofil mobilizasyonunun
etkilenmesiyle olusan periferik notropenisi ile H53, “farkli gen-benzer klinik”
tablosunu dikkat ¢ekici sekilde Orneklendirmektedir. CXCR4 mutasyonlari, klasik
familyal nétropeni genlerinin (ELANE, HAX1, WAS vb.) aksine, nétrofillerin kemik
iligindeki matiirasyonunda aksama olmaksizin periferik dolasima ¢ikmasindaki
bozuklukla olusan periferik ndtropeniye ragmen, etkilenen bireylerden alinan kemik
iligi aspiratlarinda miyelokateksis olarak adlandirilan ¢ok miktarda olgun miyeloid
hiicre icermesiyle karakterize klinige neden olmaktadir (121).

H55; sik enfeksiyon gecirme, oral iilserler, pangastrit, kolit ve direngli anemi
sikayetleri ile bagvuran hastada immiin disregiilasyon tablosu oncelikle diisiiniilerek
tekrarlayan enfeksiyonlar, inflamatuar bagirsak hastaligi ve otoimmiinite ile iligkili
LRBA geni caligilmis, test sonucunun negatif gelmesi sonrasi yapilan WES analizinde
mutasyonlart mukozal iilserler ve otoinflamatuvar klinik o6zelliklere neden olan
TNFAIP3 (OD) geninde heterozigot mutasyon tespit edilmisti.

H20; lenfoproliferatif sendrom (LS) klinik bulgulariyla bagvuran hastaya
sirastyla LS iligkili CASP8 ve CASP10 gen analizleri yapilmisti. Bu genlerde
mutasyon tespit edilemeyen hastaya yapilan WES sonucunda hastanin LS klinigini
aciklayan STAT3 geninde GOF (gain of function: fonksiyon kazandirici) mutasyon
tespit edildi. STAT3 genindeki aktive edici (GOF) germline mutasyonlarin
lenfoproliferasyon, solid organ otoimmiinitesi ve sik enfeksiyonlarin oldugu erken
baslangicli ve birgok organi etkileyebilecek otoimmiin hastaliga neden oldugu
Flanagan ve ark tarafindan bildirilmistir (122).

Klinik 6zelliklerin  diigiiniilenden farkli molekiiler temellerle ortaya
cikabilmesi hedef gen belirlemeyi karmasiklagtirmaktadir. Geciken molekiiler taniyla
birlikte tedavi yonetiminin ve prognoz belirlemenin giiglesmesi molekiiler taninin
koyulmasinin zorunlulugunu ortaya ¢ikarmaktadir. Ayni fenotipin farkli genotiplerle
ortaya ¢ikabilmesi gibi ayn1 gende meydana gelen farkli mutasyonlar birbirinden ¢ok
farkli klinik 6zelliklere yol acabilmektedir. Bu bakimdan genotip-fenotip eslesmesi

matematiksel olarak birebir fonksiyon seklinde tanimlanamaz. STAT3 gen aktivitesini
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artirict GOF’a neden olarak lenfoproliferasyon ve otoimmiiniteye neden olan H20’de
tespit edilen c¢.2107G>A varyantindan farkli olarak, ayni gende H21 ve H22’de
fonksiyon kaybettiren, sirasiyla ¢.2117T>C ve ¢.1909G>A LOF mutasyonlari
saptanmistir. H21 ve H22; sik enfeksiyon gecirme, bazi dismorfik bulgular ve egzama
ile IgE ve eozonofil diizeyi artis1 bulgulartyla poliklinigimize basvururken H20’de
tiroidit, otoimmiin enteropati, dermatit, tip 1 DM, supraklavikular LAP gibi baskin
olarak solid organ otoimmiinitesi, lenfoproliferasyonla bagvurmasi ayni gen-farkli
fenotip tablosunu acikca 6rneklendirmektedir.

LOF ve GOF mutasyonlar1 olabilen genler i¢in tespit edilen varyantin hangi
yonde etki edecegini kesin bir sekilde belirlemek ancak fonksiyonel c¢alismalar
yapilarak ortaya konabilmektedir. H20’de tespit edilen ¢.2107G>A ile H21 de tespit
edilen ¢.2117T>C varyantlarinin genomik lokasyonlarimin 10 baz kadar yakin
olmasia ragmen etkilerinin bu denli farkli olmas1 dikkat c¢ekicidir. Fonksiyonel
caligmalarla protein fonksiyonuna ne yonde etki ettigi bildirilmis varyantlarin genomik
pozisyonu, neden olduklari aminoasit degisimi ve mutasyon tiirii gibi bilgileri
kullanilarak varyantin ne yonde etki edecegini belirlemeye yonelik yapilan bir ¢alisma
da bu modelleme ile %70 civarinda dogrulukla fonksiyon etkisi tahmin edilebilecegi
bildirilmistir (123). In siliko tahmin araglarinin 6tesinde, daha énce GOF olarak
bildirilmis olmasi ve bizim hastamizdaki klinigin de agik bir sekilde o yonde olmasi
nedeniyle calismamizda WES analizi ile tan1 konan H20’de tespit edilen STAT3
¢.2107G>A varyantini fonksiyon artiricit yonde oldugu goriilmektedir.

FANCA MLPA c¢ahsmalariyla Fankoni Anemisi tamis1 koyulan

hastalarimiz

Tek gen analizi yapilan hastalarin 9°unda FANCA dizi analiziyle birlikte es
zamanli olarak MLPA analizi de yapilmisti. FANCA analizi yapilan hastalardan 4
tanesinde klinigi agiklayan homozigot mutasyonlar tespit edildi. Fankoni anemisi
cogunlukla FANCA genindeki nokta mutasyonlar, indeller ve splicing bdlge
mutasyonlar1 ile ortaya c¢ikmaktadir (124). Calismamizdaysa tespit edilen tiim
mutasyonlar homozigot genis delesyonlardi. Tiim gen dizi analiziyle tan1 koyulan
hasta yoktu. Toksoy ve ark Fankoni anemili hasta serisinden olusan ¢alismalarinda,
FANCA mutasyonu saptanan 15 hastanin sadece 3’linde genis delesyon tespit ederken

hastalarin %80’inde tiim gen dizi analizi ile tespit edilebilen varyantlar bildirmislerdi
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(125). Sonuglarimiz, heterojen mutasyonlarla Fankoni anemisi klinigine yol agtig1
bilinen FANCA geni igin yapisal mutasyonlar agisindan MLPA analizinin de tim

hastalarda dizileme ile birlikte diigiiniilmesi gerekliligini vurgulamaktadir.
WES Analizi Yapilan Hastalar

ISDK tamisi, klinik 6zelliklerin ve genetik etyolojilerin heterojenitesi altinda
saklanmaktadir. Dizileme teknolojileri alaninda yeni bir ¢ag baslatan NGS giderek
azalan maliyetine paralel olarak yaygin kullanimi ile hem klinik hem de arastirma
laboratuvarlarinda yiiksek verimli dizilemeyi olanakli hale getirmistir. Ozellikle
protein kodlayan tiim ekzonlarin dizilendigi, kalitsal bozukluklarin teshisinde yaygin
olarak kullanilan WES uygulamas: ile ISDK iliskili yeni genler tespit edilebilmistir
(96-98). ISDK nin molekiiler temellerini ortaya koyarak tedavi secenekleri ve prognoz
hakkinda 6nemli bilgiler saglamaktadir (99,100,126).

Bu galismada dogustan immiinite kusuru olan toplam 71 hastaya WES
uygulanmis olup analizler sonucunda 22 hastada klinigi agiklayan varyasyonlar tespit
edilmistir. WES analiziyle hastalarin %31’inde tam1 koyulabilmistir. Literatiire
bakildiginda, ISDK hastalarindaki WES tan1 oranlarinin %15 ile %70 arasinda
degistigi goriilmektedir (127-128). Vorsteveld ve ark, bu hasta grubu i¢in 2021 yilina
kadar bildirilmis tiim NGS ¢alismalarin1 derledikleri calismalarinda iISDK klinigi olan
hastalarda uygulanan WES analizlerinin tani orani ortalamasimin %38 oldugunu
belirtmislerdir (129). Ortalamadan diislik goriinen %3 1°1ik tan1 oranimizin anlasilabilir
ve bazi acilardan iyilestirilebilir oldugunu ortaya koymak i¢in yiiksek tani orani

bildirmis birkag¢ ¢alismaya yakindan bakmak yararli olacaktir.
WES analiziyle ISDK tanis1 koyma oranimzin literatiirle kiyaslanmasi

Simon ve ark, yas ortalamasi 3,4 olan, 6’s1 18 yasindan biiyiik toplam 106
ISDK 6n tanili hastada yapilan WES analizleri sonucunda %70 tani orani
bildirmislerdir. Ebeveyn akrabalik oran1 %80 olan hasta grubunun %74 {inde ISDK
diisiindiiren aile &ykiisii de vardir (104). ISDK patogenezinde rol alan genlerin
yaklasik %70’1 otozomal resesif kalitim paternine sahiptir (1). Bu a¢idan bakildiginda,
aile Oykiisiiniin ¢cok az oldugu c¢aligmamizdaki akrabalik oranina (%45) kiyasla
Simon’un ¢alismasinda daha fazla akrabalik oran1 ve aile 6ykiisii bulunmasinin ve bazi

hastalar i¢in saglikli aile bireylerinde es zamanlt WES uygulamis olmalarimin tani
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oranlarinin yiiksek olmasina katki sagladigini diistindiirtmektedir.

Hasta popiilasyonunun spesifik karakteristiklerinin neden oldugu farkli tani
oranlarint Orneklendiren bir baska calismada Mukda ve ark, hemafagositik
lenfohistiyositozlu (HLH) hasta grubunda gergeklestirdikleri WES analizi ile
hastalarin %50’sine (12/24) tan1 koyulabildigini bildirmislerdir (130). Klinik ve
ozellikle bazi laboratuvar parametrelerle iyi tanimlanabilen bir tablo olusturan ve
patogenezinde sinirlt sayida gen oldugu bilinen HLH hasta grubunda WES yapmalari
Mukda’nin g¢alismasinda tanit oranmi yiikseltmistir. Calismamizda karakteristik
ozellikleriyle molekiiler testler dncesi iyi tanimlanan HLH hastalarimizda, HLH
etyolojisinde 6ne ¢ikan STXBP2 (H30 ve H31) ve UNC13D (H32 ve H33) genlerinin
dizilenmesiyle tan1 konulabilmistir. HLH 6n tanis1 olan bu hastalardaki gibi klinik
olarak iyi tanimlanabilen hastalarimizda belirlenen tek genlerle (ATM, BTK, RANBP2
ve AIRE gibi) tan1 konulabilmis olmasi ve fenotip-genotip heterojenitesinin daha fazla
oldugu diisiiniilen hastalarda WES uygulamis olmamiz %31’lik WES tan1 oranimizin
“saflig1” olctlistinde makul oldugunu gdosterebilir.

WES ile dizilenen genomik bdlgelerin dizilenebilme kapsaminin ve
derinliginin biyoinformatik araglarla kiyaslanmasiyla gergeklestirilen CNV (Copy
Number Variant) analizi WES datasiyla ulasilabilen tan1 sayisini artirmaktadir. Stray-
Pedersen ve ark., yas ortalamasi 14,7 olan pediatrik ve yetiskin toplam 278
ISDK 11 hasta grubunda gergeklestirdikleri WES analizi sonucunda 110 (%40) hastaya
tan1 koyuldugunu bildirmislerdir. Tan1 koyulan toplam 110 hastanin 98’inde dizi
analizi ile tan1 koyulurken, 12 hastada WES datasinin biyoinformatik yontemlerle
islenmesiyle gerceklestirilebilen kopya sayisi degisikligi; CNV analiziyle tam
koyuldugu bildirilmistir (103). Stray-Pedersen’in ¢alismasinda sadece WES analiziyle
hastalarin %35’ine tan1 koyulurken, CNV analiziyle de hastalarin yaklagik %5’ine
daha tan1 koyulabilmistir (103). Hasta se¢im kriterleri ve 6zellikleri agik¢a belirtilmis
olmasa da yas ortalamasi (desima: 14,7) bizim hasta grubumuzun yas ortalamasinin
(desimal: 7,4) 6nemli olgiide iistiinde olan Stray-Pedersen ve ark’nin ISDK hasta
grubunda, WES tan1 koyma oranin daha yiiksek olmasindan c¢alisgmamizda CNV
analizi yapilmamasinin sorumlu oldugunu diisiindiik. Nitekim bir baska calismada
ISDK 6n tanisi olan 254 hastada yapilan tanisal caligmalariyla Arts ve ark, 62 (%24)
hastada taninin WES analiziyle, ilave 10 (%4) hastada ise aynt WES datasindan
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gerceklestirilen CNV analizleriyle koyulmasiyla toplam 72 (%28) hastaya tani
koyulabildigini bildirmislerdir (96). Literatiirdeki bu bildirimler 1s1ginda, hasta
karakteristikleri diginda teknik bazi yaklasgimlarin da WES tani1 oranimiza etki
edebilecegini ve bu teknik yaklagimlarin planlanmasiyla tant oranimizin
artirilabilecegini diistindiik.

Son olarak, Rudilla ve ark, yaklasik 4000 genden olusan klinik ekzom paneli
uygulanan ISDK hastalarinda, tan1 koyulamayan hastalardan array CGH yapilan
hastalardan birinde haplo-yetersizlikle klinige yol agabilen TNFAIP3 genini de igine
alan 13 Mb’lik bir delesyon tespit etmislerdir (102). Bu veriler 151ginda
calismamizdaki WES tani1 oranimizin temel olarak kopya sayist degisikliklerine
yonelik c¢alismalarin yapilmamasi nedeni ile literatiirdeki bazi bildirimlerden diisiik
oldugu ve ISDK patogenezinde yapisal mutasyonlarinda olabilecegi farkindaligiyla
kopya sayis1 degisikliklerine yonelik calismalarla (WES verisiyle CNV analizi ve
array CGH) ISDK hastalarinda molekiiler tan1 oranlarmin artirilabilecegi sonucuna

vartlmistir (131).

Klinik olarak iyi tammmlanamayan hastalarda WES analizini tercih

etmemiz

ISDK 6n tanis1 olan hastalarda belirlenmis genlerden olusan panellerle de
tanisal caligmalar yapilmaktadir. WES analizi kapsaminda tartisilan akrabalik yiizdesi,
aile Oykiisiiniin olmasi, hastaligin klinik siddeti gibi hasta karakteristikleri yaninda
yapisal mutasyonlar agisindan ek olarak uygulanan CNV analizleri 6l¢iisiinde, WES’te
oldugu gibi, gen paneli tan1 oranlar1 %14- %70 gibi genis bir aralikta bildirilmistir
(132,133). Panel ¢aligmalarindaki tani oranlarmin heterojen dagilimina, WES’teki
gerekcelere ek olarak, dahil edilen genlerin birbirinden farkli olabilmesi ve farklh
sayida genler icermeleri de katki saglamaktadir. Tan1 oranlarinin 6tesinde, literatiir
verileri ve bu calismadaki ISDK molekiiler tanisi koyulabilmis hasta sonuglari
biitiinciil klinik yaklasim ve genetik bakis agisiyla irdelenerek, ISDK 6n tanili
hastalarin tanisinda WES analizinin kisitli gen panellerine tercih edilmesi akla uygun

bir sekilde gerekgelendirilebilir.
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WES / Panel Maliyetleri

Maliyetleri agisindan panel galismalariyla kiyaslanabilse de giderek azalan
maliyetiyle WES analizi klinik tan1 uygulamalarinda yaygin olarak kullanima
girmistir. Yeni nesil dizileme teknolojileriyle tan1 alan hasta sayisi hizla artsa da
literatlir verileri ve g¢alisma sonuclarimiz hastalarin yarisindan fazlasinin, WES
analizlerine ilave edilen CNV analizleri, array CGH yoOntemlerine ragmen hala tani
almamis oldugunu gostermektedir. Bu durum kisith gen panelleriyle daha
belirginlesirken tan1 alamayan %70 hasta grubu i¢in maliyetler 6ne siiriilerek ilk etapta
uygulanmamis olan WES analizi yapma gerekliligi toplam maliyeti artiran bir sonug
dogurmaktadir. Biyoinfomatik islemelerle NGS datasindan elde edilebilen CNV
analizi ve mozaiklik tespit edilmesinin gerektirdigi okuma sayist ve derinligi
panellerde daha fazla saglanabilse de diger tiim avantajlarinin yaninda WES ile elde
edilen okuma sayilar1 ve kapsanmislik oranlar1 da CNV analizi yapma olanagi
vermektedir.

WES analizinde giincel literatiir verilerinin goz oniine alinabilmesi

Erisilebilirligi  ve maliyetindeki diistislerle, tek gen kusurlarindan
kaynaklandig1 6n goriilen tam koyulamamis ISDK vakalarinin molekiiler etiyolojisini
acikliga kavusturmak i¢in NGS teknolojisinin verimli bir sekilde uygulanmasiyla
ozellikle son on yilda ISDK iliskili bilinen gen sayisi1 ikiye katlanmistir (1, 134).
Calismamizda oldugu kadar literatiirdeki bildirimlerde de ISDK 6n tanil1 hastalarin
yaridan fazlasinin heniiz tan1 alamamis olmasi, ileri dizileme teknolojileriyle novel
genlerin ve bilinen genlerle iliskilendirilecek yeni ISDK’larin artisgin1 hizla devam
ettirecegini diisiindiirtmektedir. Heterojen fenotip ve genotip Ozellikleriyle birlikte
patogenezdeki novel genlerin bu non-lineer artisi, kesin tan1 koymada esas teskil eden
dinamik bir molekiiler analizi de zorunlu kilmaktadir. Bu acidan, yapilan analizlerle
[SDK tanismin miimkiin olan en fazla sayida hastada konulabilmesi literatiirdeki
giincel calismalardan kaydedilen yeni tanimlanmis iligkili tiim novel genlerin de
degerlendirilmesiyle saglanabilir.

IUIS basta olmak iizere baz1 kuruluslar ISDK ile iliskilendirilmis genlerin
fenotip ve genotip Ozelliklerini belirli araliklarla yayinlamaktadir. Son kapsamli
bildirimini 2019’da yapan IUIS, 2021 Subat ayinda son 2 yil iginde yeni kesfedilen

gen veya mutasyon mekanizmalarmi yaymlamistir (134). Paneller bu bildirimler
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kapsaminda giincellenmeye c¢alisilsa da NGS sayesinde giin be giin kesfedilen
yenilikler karsisinda benzer hastalik gruplari i¢in bile birbirinden farkli icerik ve
sayidaki bilinen genlerden olusturulan panellerinin bu dinamizmi yakalayamayacagi

on gortilebilir.
Giincel literatiir verileri 15181Inda WES analiziyle tam koyulan Hasta H69

Giincel bilimsel verileri analiz siireclerinde degerlendirebilme firsat1 veren
protein kodlayan tiim bolgeleri hedefleyen yaklasimla, benzer klinik sonuglar
dogurabilen genotiplerin tamaminin ayni zamanda kiyaslanarak
degerlendirilebilmesiyle hasta klinigini en fazla agiklayici olanin digerlerinden ayrit
edilmesi yani dogru molekiiler taninin koyulmasi da saglanabilmektedir. Bu ¢aligmada
H69’da WES analizinde ¢.3350A>C novel varyasyonu tespit edilen TET2 geni WES
uygulamasinin bu avantajlarin1 agik bir sekilde orneklendirebilir. 2020 yilinda
Spegarova ve ark tarafindan Immiin Yetmezlik 75 ile iliskilendirilen TET2 geni 2021
[IUSI kisith glincellemesinde de yer almistir (134,135). Ticari olarak sunulan ve heniiz
TET2 genini igermeyen panellerle tespit edilemeyecek olan missense ¢.3350A>C
mutasyonu WES uygulamasinin kapsam alani1 avantaj1 ve giincel literatiir verilerinin
takip edilmesiyle tespit edilebilmistir.

Uzamis sarilik, sik enfeksiyon gegirme, ates, kanli ishal oykiisii olan 0,72
yasindaki H69’un kilo aliminin yetersiz olmasi ve 6.ay sonrasi tekraren bakilan antikor
diizeylerinde hipogamaglobulinemi tespit edilmesiyle ISDK &n tanisiyla uygulanan
WES sonucunda Spegarova’nin tanimlamis oldugu lenfoproliferatif hastalik iliskili
TET2 geninde homozigot novel ¢.3350A>C missense mutasyonu tespit edilmistir.
Sanger dizileme ile dogrulanan varyasyon, segregasyon analizi yapilarak hastanin
anne ve babasinda tasiyicilik tespit edilmistir.

Epigenetik diizenleyiciler ailesinin {iyesi olan TET2’nin dahil oldugu TET
(Ten-Eleven Translocation metilsitozin dioksijenaz) proteinleri genomda 6nemli bir
epigenetik modifikasyon gergeklestirir. Aktif DNA metilasyonu siirecinde 5-
metilsitozini (5mC) 5-hidroksimetilsitozine (5hmC) ve oksidasyon iiriinlerine
doniistiirtir. Histon modifiye edici enzimler ve transkripsiyon faktorleriyle etkilesime
girerek farkli epigenetik etkiler de olusturur. TET2 proteini bdylece yerel kromatin
ortamin1 sekillendirerek Ozellikle aktif “enhancer” ve hiicre tipine 6zgii regiilator

bolgelere, hematopoezde yer alan ana transkripsiyon faktdrlerinin erigimini etkiler
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(136) Hematopoietik kok hiicrelerde yiiksek ekspresyon diizeyiyle kok hiicrelerin
kendini yenilemesi, doniisimii ve monositlerin farklilasmasiin diizenlenmesinde
gorev alir (137). Hayvan deneylerinde bu proteinin inaktivasyonunun
miyeloproliferasyon, monositoz, splenomegali, miyeloproliferatif hastaliklar ve
lenfomaya neden olabilecegi ongoriilmiistiir (138-139). Spegarova ve ark 2020°de
yayinladiklari ¢caligsmalarinda ise farkli 2 aileden 3 hastada (P1-P3) uyguladiklar1t WES
analizi sonucunda bir missense ve bir nonsense varyasyon tespit ettikleri epigenetik
diizenleyici TET2 geninde otozomal resesif kalitim paterniyle lenfoproliferatif bir
hastalik tanimlamiglardir. Daha 6nce myeloproliferatif hastaliklarla iligkisi bildirilen
TET2 geninde meydana gelen fonksiyon kaybettiren biallelik mutasyonlarin
hastalarindaki kombine immiin yetmezlik, otoimmiinite ve ¢ocukluk lenfomasi ile
iliskisini yaptiklar1 fonksiyonel ¢alismalarla belirlemislerdir (135).

Spegarova’nin bildirdigi hastalara (P1, P2, P3) benzer sekilde sik {ist solunum
yolu enfeksiyonu oykiisii olan H69, yiiksek ates ve kanli ishal sikayetiyle ilk defa
klinik basvurusunu yaptiginda oncelikle Meckel divertikiilii dislandiktan sonra tiim
viicut sivilarindan alman kiiltiir sonuglar1 negatif gelmesiyle ampirik antibiyotik
tedavisi uygulanmistir. Taburculuk sonrasi, Spegarova’nin hastalarinda da bildirilen
kilo aliminda yetersizlik nedeniyle baslanan takviye edici mamalarin kullanimi
sonrasi, P3’te bildirilmis olan yumusak gayta ¢ikarma sikayetleriyle ara ara
basvurmustur. 6.ay1 sonrasinda yapilan aralikli tetkiklerinde hipogamaglobulinemisi
nedeniyle IVIg baglanmistir. Spegarova’nin hasta grubuna benzer sekilde H69°da 6.ay
sonras1 IgM disiikliigii basta olmak iizere IgG ve IgA diizeyleri de diisiik tespit
edilmistir. Lenfosit alt gruplarina yonelik incelemeleri genel olarak normal goériinen
hastada genetik testler sonrasinda tekrar bakilan lenfosit immiinfenotiplemede,
Spegarova’nin hastalarinda da bildirilen, lenfoproliferatif hastaliklarda izlenen double
negatif (CD3+CD4-CD8-) T hiicre (%2,5) orani artig1 goriilmistiir.

H69’un, Spegarova’nin calismasindan farkli olarak, nétropenisi de varken
hepatosplenomegali (HSM) ve lenfadenopati (LAP) gibi lenfoproliferasyoni gosteren
bulgular heniiz yoktu. Spegarova otoimmiin ve lenfoproliferatif o6zelliklerin
hastalarinda yaklasik 18.aydan itibaren basladigimi bildirmistir. H69’un su anda 10
aylik olmasi bu bulgularin heniiz ortaya ¢ikmamis olabilecegini diisiindiirmektedir

(135). TET2 proteinin fonksiyonu, primer yapisi, tespit edilen varyantin yapi
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iizerindeki lokalizasyonu, amino asit degisimiyle olusan sekonder ve tersiyer yapidaki
farklilar agisindan, H69’a ait klinik 6zellikler literatiir verileriyle birlikte tartisilarak
varyantin klinik 6zelliklerle nedenselligi belirlenmeye c¢aligilacaktir.

TET?2 proteini enzimatik olarak aktif olan katalitik bolge ve enzim fonksiyonu
olmayan non-katalitik bolgelerden olusur (Sekil 14). C-terminal katalitik alan1 1129.
ve 1936. amino asit rezidiileri arasinda yer alir ve sistein agisindan zengin ¢ift sarmalli
bir f sarmal, Fe (II) ve a-ketoglutarat i¢in baglanma alanlar1 ve daha az karmasik

yapida baglayici bolgelerden olusur (140,141).

| Non-Katalitik Bolge ‘ ‘ Katalitik Bolge

Inserted|loop (LCR)

K1117Y H1382R Q1682*

Sekil 14. TET2 Protein Yapis1 (141)

Proteinin DNA’ya baglanmasini saglayan katalitik bélge SmC'den ShmC'ye
oksidasyonu saglamaktadir (142,143). Tespit edilen missense mutasyonlar ve inframe
delesyonlar proteinin daha ¢ok katalitik alaninda, nonsense ve frameshift mutasyonlar
ise daha ¢ok non-katalitik alanda olmakla birlikte, tiim kodlama bdlgesi boyunca
meydana geldigi tespit edilmistir (142,144-145).

Spegarova, P1 ve P2 hastalarinda bildirmis oldugu c. 4145A>G missense
varyantiyla ortaya ¢ikan p.H1382R degisimi ve P3’te tespit ettikleri erken stop kodon
olusturan nonsense ¢.4894C>T mutasyonuyla olusan p.Q1632* degisiminin TET2
proteinin yaklasik olarak belirlenen katalitik bolgesinde gerceklesmis olmasiyla bu
varyasyonlarin hastaliga neden oldugunu 6ngdrmiistiir. Bu 6ngoriisiinii yaptiklar
fonksiyonel calismalarla da dogrulandigini bildirmislerdir (135). Calismamizda
H69°da tespit edilen K1117Y degisimi, TET2'nin enzimatik etkinligi olmayan fakat
onemli islevlere sahip oldugu Ongoriilen non-katalitik alanda tespit edilmistir.
Literatiire bakildiginda bu 6ngoriiyli makul sekilde 6rneklendiren ¢aligmalarin oldugu
goriilmiistiir.

Bussaglia ve ark TET2 proteinin yapisal ve fonksiyonel 6zellikleriyle ilgili
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caligmalarinda, enzimatik aktif bolgeyi olusturan katalitik alanin hemen Oncesinde
K1117 bolgesini de igeren, evrimsel olarak nispeten korunmus Alal045-Prol131
bolgesi ile katalitik alan sonrasini olusturan Lys1924-11e2002 non-katalitik protein
bolgelerinin  enzimatik aktiviteyle ilgili olabilecegini Ongdérmislerdir (169).
Calismalarinda E.coli bakterisinden yiiksek verimlilikle rekombinant olarak tirettikleri
bu bolgelerin fizyolojik sartlarda ¢oziinebilir oldugunu tespit ederek bu bolgeleri
degradasyona ugramadan biitlinliik i¢inde piirifiye edebilmislerdir. Bu 6zellikleriyle
Alal1045-Pro1131 ile Lys1924-11e2002 bdlgelerinin, proteinin 3 boyutlu yapisinda
gorev alan 1iyi katlanmis globuler yapilar olusturabildikleri ve bdylece protein
fonksiyonlarinda etkin olabilecekleri degerlendirilmistir (141). Bussaglia’nin
caligmasiyla, H69’da tespit edilen K1117Y gibi nispeten korunmus bolgelerin tersiyer

protein yapisina etki ederek fonksiyonel sonuglara neden olabilecegi diistiniilmiistiir.

Ito ve ark, TET2 katalitik bolge mutasyonu olan farelerde enzimatik fonksiyon
kayb1 sonucunda genellikle myeloid hiicre serisi aberasyonlarinin ortaya ¢iktigini,
katalitik ve non-katalitik tiim bolgelerle protein ekspresyonunu kaybeden knockout
farelerdeyse myeloid hiicrelerle birlikte lenfoid hiicre serisi bozukluklarinin da
olustugunu bildirdikleri ¢alismalarinda, non-katalitik bdlgenin lenfopoezis
regiilasyonu ve lenfomagenezis siipresyonundaki muhtemel fonksiyonunu &ne
stirmiislerdir. Normal TET2 yap1 ve fonksiyonlari olan farelerde ortalama yasam
stiresinin 2 yildan fazla oldugu calismalarinda, splenomegali ve lenfadenomegali gibi
organomegali  bulgularinin  yasamin  10.ayindan itibaren belirginlestigini
bildirmislerdir (146). Bu veriler, Spegarova’nin ¢alismasindaki hastalarda 18. ayindan
sonra belirginlesen hepatosplenomegali  ve lenfadenopati mevcutken son
degerlendirilmesinde 10 aylik olan H69’da heniiz organomegali olmamasin
anlamlandirmistir. Ito’nun ¢alismasinda daha ¢ok non-katalitik bolge mutasyonlarina
atfedilen lenfoma ve lenforoliferatif hastaliklarin H69’da heniliz gelismemesine
ragmen Spegarova’nin katalitik bdlge mutasyonlu hastalarinda takiplerde tespit
edilmesi hayvan ¢alismalar1 sonuglartyla dogrudan analoji kurulamayabilecegini ama
hastamizin lenfomagenez riski acisindan yine de siki takip edilmesi gerektigini
diistindtirtmiistiir (135,141).

Ito caligmasinda hematopoietik hiicrelerle iliskili gen ekspresyonu diizeylerini
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de karsilastirmistir. Katalitik bolge mutasyonlulara kiyasla TET2 proteinin hig
iiretilmedigi grupta, notropeni dahil olmak {izere hematolojik hastaliklarla iliskili
GATA2 gen ekspreyonu disiikliiglinii non-katalitik bolge fonksiyonu kaybiyla
iliskilendirmistir. GATA2 ekspresyon kaybinin fenotipik 6zelliklerin ortaya ¢ikmasina
olasilikla katk1 sagladigini da bildirmistir (141). Ortaya ¢ikan bu sonug, Spegarova’nin
katalitik bolge mutasyonlu hastalarinda notropeni yokken, TET2 non-katalitik bolge
mutasyonlu H69’da notropeni olmasiyla korelasyon gostermektedir. H69’da
notropeniye neden olabilecek bagka bir gende mutasyon olmamasi bu korelasyonun
nedensellik igerebilecegini diisiindiirtmektedir. Bu ¢aligmanin, katalitik alan digsinda
kalan bolgelerin yoklugunda farkli fenotipik 6zelliklerin meydana geldigini ortaya
koymasi, proteinin tim primer yapist boyunca olusacak mutasyonlarin hastalik
yapabilecegini diistindiirtmiistiir.

H69’da saptanan p.K1117T doniisiimiinde, alfa heliks yapis1 olusturan ve beta
sarmal kirici etkisi olan polar bazik lizin aminoasitinin yerini alfa yapiya kars1 kayitsiz
olmakla birlikte aksine beta sarmal yapisina katilma egilimindeki notral bir aminoasit
olan tirozine birakmis olmasiyla meydana gelebilecek sekonder yapi farkliliklarinin
da protein fonksiyonunu etkileyebilecegi diisiiniilebilir. CADD skoru 24,5 olan novel
¢.3350A>C missense mutasyonunin neden oldugu K1117T degisimi in siliko tahmin
araglarindan Polyphen-2 ile 0,997 ve HumVar ile 0,91 skoru ile muhtemelen patojenik
olarak degerlendirilmistir. H69’da saptanan ¢.3350A>C varyant1 karsiladigit ACMG
kriterleriyle klinik ©nemi belirsiz degisiklik olarak degerlendirilmisse de
miyeloproliferatif hastaliklarda daha uzun siiredir g¢alisilmakta olan TET2 geni
kodlayict alanlarindaki bildirilmis mutasyonlarin tiirii ve pozisyonuna bakilmaksizin
inaktive edici mutasyonlar olabildigi goriilmektedir (142,144-145). Amino asit
degisiminin olusturdugu biyokimyasal farkliliklar ve in siliko tahmin araglarinin
skorlariyla hastalik yapici potansiyeli olabilecegi anlasilan novel K1117Y varyantinin
H69’un klinik 6zellikleriyle nedensellik durumu, Spegarova’nin bildirdigi hastalara ait
klinik Ozellikler ve Ito’nun ¢alisma verileriyle birlikte degerlendirildiginde,
belirginlesmektedir.

Allojenik hematopoietik kok hiicre nakli sonrasi, Spegarova tiim hastalarda
otolog T lenfosit rekonstiitisyonu saglandigini bildirmistir. Takipleri boyunca, P1’de
EBV+ Hodgkin lenfoma benzeri polimorfik B hiicreli lenfoproliferasyon, P2’de T
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hiicreli lenfoma ve P3’te ise mediastinal biiyiik B hiicreli lenfoma tespit edilmis olan
Spegarova’nin hastalarindan (135) farkli olarak heniiz lenfoproliferasyon ve lenfoma
tablolar1 gelismemis olan H69’da ISDK iliskisi yeni tanimlanmis TET2 genindeki
novel bir mutasyonun WES analizi sayesinde tespit edilebilmesiyle gerekli tedavi ve
takipler planlamalarin  yapilabilmistir. Ayn1 zamanda monoalelik TET2
degisikliklerinin siklikla miyeloproliferatif hastalarda pozitif korelasyonla ¢alisilmis
olmasi nedeniyle tasiyici olan ebeveynler de gerekli takipler agisindan bilgilendirilerek

ilgili kliniklere yonlendirilmesi saglanmistir.

Akraba evlilik oram yiiksek olan toplumlardaki hastalarda WES
analizinin avantaji

NGS analizi sonuglarin1 derleyen bir c¢alismada, kohort verileri
birlestirildiginde, tiim NGS yontemleriyle tani orani, akrabalik orani yiiksek olan
topluluklarda %355 civarindayken, akrabalik orami diisiik topluluklarda yapilan
calismalarda %20 civarinda oldugu bulunmustur (147). Cahsmamzda ebeveyn
akrabalig1 olan hastalardaki WES tan1 oraninin %37, ebeveyn akrabaligi olmayan
hastalardaki tan1 oraninin %26 olmasi ve derleme sonuglar akrabalik oraninin ytiksek
oldugu toplumlarda daha yiikksek WES tan1 oranlarinin elde edilebilecegini
gostermektedir (1). Akraba ailelerde ulasilan daha yiiksek tan1 oraninin yani sira, WES
ve WGS’nin tiim genom boyunca veri olusturabilmeleri sayesinde homozigotluk
haritalamas1 da yapilarak resesif paternli aday genlerin potansiyel lokasyonun
belirlenebilmesi de saglanabilmektedir. Tiim varyasyonlarin her iki alelde de es oldugu
bolgelerin tespit edilmesiyle bu bdlgelerin homozigot oldugu tahminine dayanan
homozigotluk haritalamasi ile tiim genom boyunca resesif kalitim paterniyle olan
hastalik yapici aday bolgeler tespit edilebilmektedir (148). Bu bakis ac¢isiyla 6zellikle
akrabalik oranlar yiiksek popiilasyonlarda tan1 koyma ve bilimsel arastirmalar i¢in
kisith biitceler ayirabilen iilkemizde aday gen bulma ¢alismalarina yon verebilme
potansiyeliyle, klinik tani1 laboratuvarlarinda genom boyu veri saglayan ¢alismalari
One cikartmaktadir.

WES verilerinin tekrar analiz edilebilirligi ve kodlamayan genomik
bolgelerin hastalik yapici potansiyeli; Hasta H3

Tan1 koyulamayan hastalarda WES verilerinin, giincellenmis bir planla

yeniden analiz edilmesiyle yeni tanilarin koyulabilmesini saglanabilmektedir. Wright
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ve ark norogelisimsel bozukluklari olan ¢ocuklarda uygulamis olduklart WES’in
olusturdugu verileri, gelistirilmis varyant ¢agirma metodolojileri, yeni varyant
algilama algoritmalari, giincellenmis varyant anotasyonu, kanita dayali filtreleme
stratejileri ve yeni kesfedilen hastaliklarla iligkili genleri kullanarak yeniden analiz
etmeleri sonucunda %27 olan tani oraninin %40°’a yiikseldigini bildirmiglerdir (149).
Yeni tan1 alan 182 (%13) hastada tespit edilen mutasyonlarn %69’unun yeni
tanimlanmis genlerde, %23’linlin ise giincellenmis anotasyon ve varyant filtreleme
esikleri gibi iyilestirilmis metodoloji sayesinde bilinen genlerde tespit edildigini
bildirmislerdir (149). Bildirilen hasta grubu ISDK’dan farkli olsa da ISDK ile
iliskilendirilen novel genlerin de son on yilda yaklasik 2 katina ¢ikarak 400°{ agmasi
ve yeni bildirilen genlerin 6zellikle son 5 yilda tespit edilmis olmasi tiim ekzonik
alanlar1 dizileyerek tiim genom cercevesinde analiz yapmanin saglayacagi avantaji
belirginlestirmektedir (1, 129).

WES uygulamasi hastalarda molekiiler tan1 koyulma siirecini uygulama
zamanindan bagimsiz umut veren prospektif bir siirece doniistiirmektedir. Tani
koyulamayan bir grup hastada yeniden analizler yaparak tani1 koyulabilmesi WES’in
Klinik tan1 laboratuvarlarindaki potansiyelini gosterirken hala tan1 koyulamayan
hastalarin ¢gogunlugu olusturmasi 6niimiizdeki yillarda novel genlerin tespit edilmeye
devam edecegini diisiindiirtmektedir. Ote yandan protein kodlamadig1 icin WES
uygulamasinin siirlar1 disinda kalan fakat regiilator etkileri olabilmesiyle monogenik
hastaliklara yol acabilecek bazi genomik bolgelerin son yillarda bildirilmesi (RNU12,
RNU4ATAC vb.), maliyeti, analizini zorlastiran veri miktarinin fazlaligi ve WES’e
gore simdilik agikar tanisal oran artis1 saglamamis olmasimin golgesinde kalan, tiim
genomik bolgeyi dizileyen WGS’nin klinik tani1 laboratuvarlarinda uygulanabilmesi
beklentisi giderek artmaktadir (150).

Calismamizda WES verilerinin tekrar analizi edilmesiyle tanist koyulan H3,
mevcut WES verisinin yeniden analiz edilmesi ve kodlamayan regiilator bolgelerin
monogenik hastaliklar acisindan degerlendirilmesi hedeflerini ¢arpici bir sekilde
orneklendirmektedir. Hedeflenmis gen panellerinin ve WES Kkitlerinin énemli bir
kismmin H3’te saptanan RNU4ATAC gibi protein kodlamayan istisnai genomik
bolgeleri igermemesine ragmen kullandigimiz WES kitinin bu bdlgeyi kapsamasiyla

%54 genotip kalitesiyle varyasyon tespit edilebilmistir. Literatiire baktigimizda
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bildirilen vakalarin ¢ogunun WGS analizi sonucunda geriye kalanlarinsa long-read
dizileme ve bizim vakamizda oldugu gibi WES analizi sonucunda ortaya kondugu
goriilmiistiir (150).

Hipogamaglobulinemisi ve B hiicre diisiikliigli olmasi nedeniyle dizilenen BTK
geni analizi normal sonuglanan H3’te, IVIg tedavisiyle takipteyken sik enfeksiyon
gecirmesi ve hipogamaglobulinemisinde diizelme olmamasi nedeniyle ISDK &n
tamistyla WES analizi yapilmusti. Ik analiz sonucunda klinigini aciklayabilecek
varyant tespit edilemeyen hastanin immiinolojik 6zelliklerine eslik eden dismorfik
bulgularinin ve konugma geriliginin belirginlesmesiyle mevcut verilerle WES
analizinin tekrar yapilmasi planlanmisti.

Baz1 genlerdeki heterozigot nadir varyantlarlarin bilesik heterozigotluk
olusturdugu daha sik goriilen bir diger heterozigot varyantla klinik ortaya
cikarabilmesi nedeniyle (151), oncelikle popiilasyon frekans esikleri 0,01°den 0,1°e
yiikseltilerek belirlenen gen heterozigotluklar1 aragtirilmis fakat anlamli varyantalara
ulagilamamasiyla popiilasyon frekans esigi tekrar 0,01°e getirilerek, nadir UTR
bolgeleri ve noncoding ekzonik bolgeler analiz kapsamina dahil edilmisti. Noncoding
ekzonik bolgeler de dahil edilerek yapilan analizde, klinik, immiinolojik ve dismorfik
ozellikleriyle klinik anotasyonu yapilarak, Roifman Sendromu ile iliskili RNU4ATAC
geninde daha once bildirilmemis homozigot novel n.6T>A (NR 023343.1) varyanti
tespit edilmistir.

Sik enfeksiyon gegirme (otitis media/pnémoni), egzama, besin alerjisi ile
basvuran ve bilissel yetersizlik, gecikmis konusma, mikrosefali (bas ¢evre SDS:-2,28),
retina distrofisi, kisa gévde (boy SDS: -0,98), uzun filtrum, uzun palpebral fissur,
uzun ve belirgin kirpikler, topuz burun, ince ist dudak, hiperkonveks tirnaklar,
proksimal femur displazisi, 1 cm sol bacak kisaligi ile arada sirada topallayarak
yiirlime Oykiisii olan hastada uyguladigimiz WES analizi sonucunda tespit edilen
n.6T>A homozigot varyanti igin hasta, anne-baba ve bir kiz kardesine Sanger dizileme
yapilarak hastadaki varyant teyit edilirken anne, baba ve kardesteki tastyicilik ortaya
konmustu.

Biiytik boliimiinii protein kodlamayan intronik alanlarin olusturdugu genomik
bilginin fonksiyonel etki gosteren proteinlere doniisiimii sirasinda DNA’dan ilk etapta

transkribe olan pre-mRNA’nin protein kodlamayan intronik bdlgelerinin kesilerek
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kodlayan ekzonik bolgelerin birlestirilmesi asamasini tanimlayan splicing islemi
fonksiyonel agidan biiylik 6nem arz etmektedir. Protein kodlayan 20.000°den fazla
genin yaklasik olarak %97'sinin en az bir intron igermesi bunun kaniti olarak
diisiiniilebilir. Dogru yerden kesme isleminin yapilabilmesi i¢in bir¢ok proteinle
birlikte intron-ekzon bileskelerindeki splicing bolgeleriyle komplementer olmasiyla
bu bolgeleri tantyan 200 niikleotitten daha kisa diziye sahip RNA molekiilleri
gorevlidir. Bu molekiiller snRNA (small nuclear RNA; kiiciik niikleer RNA) olarak
bilinirler ve U1, U2, U4, U5, U6, U1l ve Ul2 seklinde isimlendirilen tipleri vardir.
snRNA molekiilleri en az 7 protein subiinitle birleserek splicing araci diyebilecegimiz
splicezom kompleksinin ¢ekirdegi olan snRNP’leri (small niiclear ribonucleoprotein)
olustururlar (152-155).

Pre-mRNA intronlarinin biiylik ¢ogunlugu (majoér grup) 5° ve 3’ uclar i¢in
sirastyla GT-AG niikleotid kuralina uyarken intronlarin ¢ok az bir kismi (mindr grup)
bu uglar i¢in splice hattinda sirasiyla AT ve AC niikleotitlerini bulundurur. Aslinda
olduk¢a homolog olan, 6zgiinliiklerini splicing bdlgelerindeki bu dizi farkliliklarindan
ve farkli snRNA gruplariyla calismasindan alan iki tiir splicezom vardir. Bunlar Ul,
U2, U4 ve U6 snRNA ile calisan ve Ul-tip major intronlar i¢in olan major
spliceozomlar ve U11, U12, Udatac ve Ubatac snRNA ile ¢alisan ve U-12 tip mindr
intronlar i¢in ¢alisan mindr splicezomlardir. Toplam intron sayisinin %1 ’inden daha
azininin splicinginde yer alan minor splicezomlar, yaklasik 700 gendeki 800
civarindaki minor intronunun splicinginde gorevlidir (152,156).

Bazi1 snRNA molekiileri karsilikli baz eslesmesiyle sekonder yap1 olusturarak
fonksiyonel splicezom yapisinda bulunurlar. Vakamizda varyasyon tespit ettigimiz
RNU4ATAC geninin transkribe oldugu U4atac snRNA molekiilii ile RNUGATAC
geninden transkribe olan U6atac snRNA molekiilii baz eslesmesiyle bimolekiiler
sekonder yap1 olusturarak splicezom yapisinda bulunurlar. Bu yap1 olusurken U4atac
snRNA bazlarinin kendi i¢inde eslesmesiyle 3’Stem loop ve 5’Stem Loop seklinde 3’
ve 5° uglarinda U4atac kivrimlari meydana gelir. Bu iki i¢ kivrim U4atac yapisini 3
bolgeye ayirir (Sekil 15); Sm protein baglayan bolge, Stem I ve Stem II bolgesi (157-
158).
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Sekil 15. U4atac ve Ubatac molekiillerinin olusturdugu bimolekiiler splicesome yapisi (158)

Protein kodlamayan tek ekzonunun transkribe olmasiyla mindr splicezom
bileseni olan U4atac snRNA’y1 olusturan RNU4ATAC geni varyasyonlart hem toplum
frekanslar1 agisindan nadir hem de kodlamayan bir genle ortaya ¢ikmasi agisindan
istisnai olan otozomal resesif kalitim paternine sahip monogenik hastaliklara yol agar.
Bunlar farkl: klinik 6zellikleri ve siddetiyle birbirinden ayrilan MOPD1 (Mikrosefalik
osteodisplastik primoriyal dwarfizm tip 1), Lowry-Wood Sendromu ve Roifman
Sendromu’dur.

Literatiire bakildiginda U4atac/U6ataca snRNP bimolekiil yapisinin esas
olarak 3 onemli bolgesindeki varyantlarin burada bahsedilen hastaliklara yol actigi
goriilmektedir. Simdiye dek hastalarda tespit edilen birbirinden farkli toplam 30
varyant (homozigot veya heterozigot) vardir. Bunlar, 5> Stem loop boélgesinde 12
varyant, Stem II bolgesinde 7 varyant, Sm protein baglayan bolgede 7 varyant, Stem I
bolgesinin 3’tarafinda 3 varyant ve aslinda herhangi bir proteinle etkilesime girdigi
bilinmeyen 3* Stem loop bolgesinde 1 varyant olacak sekilde dagilmistir. Bildirilen
vakalarmin klinik fenotipleriyle genotip lokasyonlar: karsilastirildiginda 5°Stem Loop
bolgesindeki varyasyonlarin esas olarak norolojik bulgu ve sikayetlerin daha fazla ve
agir seyretmesiyle RS ve LWS’den ayrilan MOPD1’ e neden oldugu, Stem Il
bolgesindeki varyasyonlarin, bizim vakamizda da oldugu iizere immiinolojik
kusurlarin, dismorfik fasyal bulgularin siklikla bulundugu ve literatiirde bildirilen
vakalarla kiyaslandiginda diger bolgelerdeki varyantlarin ortaya cikardigi klinikten
daha hafif bir klinikle iligkili oldugu goériinen Roifman Sendromuna yol agtigi
goriilmektedir (150).

128



Sendrom ilk olarak 1999 yilinda Roifman tarafindan bildirilmistir (159).
Merico ve ark., 2015 yilinda RNU4ATAC'daki patojenik tek niikleotid varyantlarinin
(SNV'ler) bilesik heterozigotlugunun Roifman Sendromuna neden oldugunu
belirlemistir (160). Bugiine kadar toplam 11 aileden 15 RS’li hasta bildirilmistir (160-
165). Bizim vakamizda oldugu gibi homozigot olarak bildirilen sadece 2 hasta oldugu
ve onlarin da Stem II bolgesindeki birbiriyle ayni varyasyona (n.16 G>A) sahip oldugu
goriilmektedir (161-162). 16. vaka olarak tip literatiiriine bildirdigimiz hastamizda RS
hastalarinin tamaminda bildirilen fakat MOPDI1 vakalarinda neredeyse hig
bildirilmedigi goriilen immiinolojik kusurlarin yani sira RS hastalarinda siklikla
bildirilen gelisim geriligi, mikrosefali (-2,28 SDS), govde kisaligi (boy SDS:-0,98),
uzun palpebral fissiir, uzun belirgin kirpikler, dar burun, kalkik burun, uzun filtrum,
ince iist dudak, hiperkonveks tirnaklar, brakidaktili, proksimal femur epifizer
displazinin yaninda dnceki vakalarin bazilarinda bildirilmemis olan retinal distrofi,
egzama ve atopik dermatit mevcutken daha once bildirilmis vakalarin yarisina
yakininda bildirilen hepatosplenomegali hastamizda mevcut degildi (160-165).
Giliniimlize kadar homozigot olarak birbirinden farklt merkezlerce n.16 G>A
pozisyonuyla bildirilen bagimsiz iki hastadan Schejter’in bildirdigi hastada HSM
yokken, Heremans’in ayni varyantla bildirdigi hastada HSM olmasit HSM’nin primer
bulgulara sekonder olarak bazi hastalarda ortaya cikabilen bir bulgu oldugunu
diistindiirtebilir (161-162).

Protein kodlayan genler i¢in varyant siniflandirmasi klasik olarak varyant tiirt,
in siliko degerlendirme araglarinin tahminleri veya tiirler aras1 korunmusluk gibi temel
kriterlerle degerlendirilirken, RNU4ATAC gibi protein kodlamayan genlerdeki
ozellikle novel varyantlar i¢in bu yaklagim yetersiz kalmaktadir. Bu agidan hastamizda
saptanan novel varyantin hastalik yapici olup olmadigini degerlendirmek igin
literatiirdeki yakin genomik lokasyonda bildirilen vakalar incelendiginde, Stem II
bolgesindeki homozigot n.16 G>A varyantinin RS klinigiyle bildirildigi goriillmektedir
(161-162). Schejter ve ark Stem II bolgesinde, birinde homozigot digerinde bilesik
heterozigot olarak bildirdikleri 2 vakada RNA sekanslamayla min6r intron
retansiyonunu (birikmesi) degerlendirmislerdir. Bu degerlendirme sonucunda ulasilan
veriler i¢in kiimele analizi yaparak Stem II bolgesindeki homozigot veya bilesik

heterozigot olarak gerceklesecek tiim varyantlarin klasik RS klinigine yol agacagini
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ongormiisleridir (161) Stem II bolgesinde homozigot novel n.6 T>A varyanti saptanan
H3’iin fenotipik 6zelliklerinin de RS klinigiyle uygunluk gdstermesi Schejter’in 6n
goriisiinii desteklemektedir.

RNU4ATAC varyantlarinin yorumlanmasiyla ilgili ¢aligmalarinda Benoit-
Pilven ve ark, protein eksenli ve sinonim olmayan varyantlarin degerlendirilmesinde
uygulanan diger in siliko araglarin aksine, hem protein kodlayan hem de kodlamayan
varyantlar1 degerlendirebilecek sekilde yapilandirilmis CADD (Combined Annotation
Dependent Depletion) sisteminin, varyant gruplar1 arasinda puan dagilimlarinin
karsilagtirilmasinda daha anlamli sonuglar saglayan CADD raw C-skorlamasiyla
hastalarda tespit edilen 30 varyantin skorlarinin 1.60 ve 2.39 araliginda oldugunu
gostermiglerdir (150). Hastamizda tespit edilen n.6T>A varyanti i¢in CADD raw C-
skoru 1.70 (>1.60) idi. Bu degerin tiim hasta varyantlarinin raw C-skorlar1 araliginda
olmasi da hastalik yapict oldugunu pekistirmektedir.

Biitiinciil klinik ve genomik bakis acgisiyla, infant doneminden itibaren farkli
kliniklerde heterojen bulgularla takip edilen 4 yasindaki hastaya WES analiziyle
kodlamayan bir bolgede tespit edilen mutasyonla tan1 koyulabilmesi, hastanin takibi
ve tedavi planinin dogru sekilde yonetilmesini saglamistir. Hastamizda tespit edilen
bu sonug¢ genom ¢apinda bilgi saglayan dizileme yontemlerinin hem tan1 koymada hem
de aday genlerin belirlenmesindeki potansiyelini vurgulayarak, WES ve tiim genom
bolgelerini dizilemesiyle o6zellikle WGS’nin mevcut tedavilerin, dnleyici genetik
danismanligin ve giderek artan olasilikla gen terapilerinin uygulanabilmesi agisindan

insan sagligina hi¢ olmadigi kadar biiyiik katki saglayacagini diisindiirtmektedir.
WES analizinde “sekonder bulgu” “riski” ya da “avantaji”: Hasta H29

Rastlantisal bulgularla karsilasma riskinin daha az olmasi ve daha kolay
analiz edilebilir miktarlarda veri olusturmalariyla klinik tani merkezlerinde gen
panelleri uygulanabilmektedir. WES uygulamasiysa, genom cercevesinde sagladigi
kapsamli veriyle tanm1 alan hasta sayisini artirmaktadir. Tiim ekzonik alanlarin
dizilenmesiyle tespit edilen klinik 6nemi belirsiz varyantlarinin sayisi1 ve basvuru
nedeniyle iliskisi olmayan ancak hastalik yapici etkileri olan rastlantisal bulgularin
tespit edilme riski de artmaktadir. Bu bulgularin hastaya bildirilmesi ve raporlanmasi,
etik, sosyal ve yasal olarak baglayici baz1 sorumluluklar da getirmektedir. American

College of Medical Genetics and Genomics (ACMG), testin birincil tibbi nedeni ile
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ilgisi olmayan fakat tedavilerin ve koruyucu uygulamalarin klinik prognozu 6nemli
Olciide etkileyebilecegi belirlenebilen hastaliklarla iligkili genlerde tespit edilen
sekonder varyantlardan patojenik ve muhtemelen patojenik olanlarin rapor edilmesini
onermektedir (166). Calismamizda da ISDK &n tanistyla basvuran bazi hastalarda
sekonder bulgular tespit edilmistir. Bu hastalardan, yaygin degisken immiin yetmezlik
(CVID) 6n tanisiyla bagvuran H29’da yapilan analizler sonucunda basvuru nedeniyle
iliskili oldugu diistinlilen TNFRSF13B geni varyantiyla birlikte serebrotendindz
ksantomatozis (Cerebrotendinous xanthomatosis: CTX) hastaligiyla iliskili CYP27A1
geninde ACMG kriterlerine gore patojenik €.646G>C varyant1 saptanmistir.
ACMG’nin 2016 yilinda giincelledigi raporlanmasi 6nerilen genler listesinde olmayan
CYP27A1 genindeki mutasyonlarin serebrotendinéz ksantomatozis vakalarmin
muhtemelen tamamindan sorumlu oldugu bildirilmistir (166,167).

Serebrotendindz ksantoomatoz (CTX), otozomal resesif kaltim paterniyle
CYP27A1 genindeki hastalik yapici mutasyonlarla olusan lipid metabolizmasi
bozuklugudur. Hastaligin ilerlemesi safra asidi replasman tedavisi ile dnlenebilir ancak
ilerlemis hastalig1 olan hastalar tedaviye ragmen klinik progresyon gosterebilmektedir.
Tedavi etkinliginin oniindeki en biiyiik engel tanisal gecikmelerdir. Klinik 6zelliklerin
ortaya ¢ikmasini engelleyen ve eriskin donem oOncesinde ortaya ¢ikan norolojik
semptomlarin bazilarinin iyilesmesini saglayabilen tedavisinin olmasi nedeniyle CTX
icin farkli yontemlerle toplum taramalar1 onerilmektedir (168). Onleyici tedavi
olanaklari, WES analizinde rastlantisal olarak CTX’e neden oldugu daha oOnce
bildirilmis bir mutasyonun tespit edilmesi sonucunda bildirilmesini gerekli kilmistir.
Klinik tablo erken ¢ocukluk dénemindeki neredeyse asemptomatik evre ve ilerleyen
yaslardaki énemli ndrolojik problemlerin goriildiigii evreden olusmaktadir. Infantil
baslangicli ishal ve juvenil baslangicli katarakt c¢ocukluk c¢aginin en erken
semptomlaridir (168). CTX hastlarinin yaklasik %50°sinde bildirilen kronik ishal 5,7
yasindaki H29’da mevcutken, daha ¢ok 10 yasindan sonra belirginlesen katarakt
mevcut degildi. Tedavisine baglanan H29’un WES analizi sonuglari, genom boyu bilgi
saglayan dizileme yontemlerinin gen panellerine tercih edilmesini bir kez daha
savunulabilir kilmastir.

Kusurlu immiinoglobulin {iretimi ile karakterize olan CVID, otoimmiin,

lenfoproliferatif ve graniilomatéz hastaliklarin  eslik  edebildigi  immiinite
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kusurlarindan olusur. Calismamizda H29 klinigimize CVID 6n tanisiyla bagvurmustu.
IgG ve IgA’smin diisiikk olmasi sonucu tekrar eden tonsillit, konjonktivit, otit,
pnomoni, diare; bir kez gecirilmis aseptik menenjit ve enfeksiyonlar1 esnasinda gelisen
direncli ateslerine sekonder sik febril konviilzyon dykiisiiyle birlikte antibiyoterapi ve
IVIg tedavisine ragmen kaybolmayan servikal ve mandibular lenfadenopati ve
gecirilmis otoimmiin hemolitik anemi (antikorlu, komplemanl ve direk coombs +)
gibi otoimmiinite diisiindiiren sikayetleri ve bulgulariyla basvurmustu. Uygulanan
WES analizi sonucunda transmembran aktivator, kalsiyum modiilatér ve siklofilin
ligand intrektor (TACI) proteinini kodyalan TNFRSF13B geninde c¢.515G>A
varyanti tespit edilmistir. ACMG Kriterlerine gére muhtemelen patojenik olarak
degerlendirilen varyant protein primer dizisinde C172Y degisikligine neden
olmaktadir.  TACI defekti olan hasta drneklerinden elde edilen B hiicrelerinin izotip
dontistimiinii gergeklestiremedigi igin TNFRSF13B genindeki mutasyonlarin CVID ve
IgA eksikliginin patogenezinde rol oynayabilecegi diisiiniilmektedir (169). TACI
proteini, tiim periferik B hiicreler ve aktive T hiicre yiizeyinde bulunur. Proteinin hiicre
dis1 bolgesi CRD1 (cysteine-rich domain:CRD) (34-66 aa) ve CRD2'den (69-109 aa)
olusur. Hiicre i¢i sinyal molekiilii CAML baglanma bdlgesi olan transmemebran (TM)
bolge ise 162 ila 212. aminoasitler arasinda bulunur. CVID klinigiyle en sik bildirilen
degisimler olan C104R ligand baglayan CRD2’de, A181E ise TM’de bulunmaktadir
(170-172). H29’daki C172Y degisikligi proteinin TM bolgesinde bulunmaktadir
(173). TNFRSF13B genindeki C172Y varyant1 Zhang ve ark tarafindan CVID’l1 bir
hastada monoalelik olarak bildirilmigsse de hastanin CVID iliskili diger genlerdeki
varyantlar i¢in taranip taranmadigi bilinmemektedir (173). Benzer sekilde ayni
varyantla literatiire monoalelik TNFRSF13B ile iligkili hastalar bildirilmis olmakla
birlikte, en az bir homozigot birey dahil olmak {izere popiilasyon veritabanlarinda
(rs751216929) oldugu goriilmiistiir. Fonksiyonel ¢aligmalar C172Y varyantinin hiicre
dis1 ligandlarin baglanmasini engellememesine veya protein yapisini kesintiye
ugratmamasina ragmen TM bdlgede sinyalizasyonu bozmasiyla C172Y varyantinin
NF-kB ve NFAT transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonunu 6nemli 6l¢iide azalttigin
gostermektedir (174). Sinyalizasyonu bozulmast sistein (C) ve tirozin (Y)
aminoasitlerinin polarite, yiik ve boyut farkliliklariyla meydana gelen sekonder protein

yapist degisikliklerine bagli olabilir.
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Yapilan bir ¢caligmada, monoalelik TNFRSF13B mutasyonu olan hastalarin
normal genotipe sahip CVID hastlarina gore daha fazla lenadenopati, ozellikle
sitopeniler olmak iizere otoimmiinite klinik 6zellikleri tasidiklart degerlendirilmistir.
Sitopenilerin, C104R heterozigotlugu icin daha ¢ok ITP, C104R disinda kalan
TNFRSF13B heterozigot varyantlar1 i¢cin 6n planda otoimmiin hemolitik anemi oldugu
goriilmektedir (175). Calismamizda H29’da tespit edilen kronik lenfadenopati ve
otoimmiin hemolitik anemi literatiirdeki verilerle uygunluk gostermekle birlikte
saglikli insanlarda da hastalarda tespit edilen bazi heterozigot varyantlarin bildirilmesi,
TNFRSF'13B nin hastalik mekanizmasinda heniiz tam olarak bilinmeyen bir “nedenler
biitliniiniin” bir par¢ast oldugunu diisiindiirtmektedir. CVID molekiiler temelleri ve
tanisi, genom boyu yiiksek verimli dizileme yapan yontemlerin avantajiyla yapilacak
daha ¢ok ¢alismaya ihtiya¢ duymaktadir.

H29’da rastlantisal olarak tespit edilen CYP27A1 varyanti ve basvuru
nedeniyle uyumluluk gosteren TNFRSF13B varyantinin literatiir bilgileri 1s18inda
tartisilmasi, beklenen ve beklenmeyen fakat bildirilmesi gereken molekiiler sonuglari

doguran WES analizinin avantajini a¢iga vurmaktadir.

ISDK tamisinda Genetik testlerin 6nemi ve fenotip-genotip karmasasi olan
hastalarda WES tercih etmemezin savunulabilirligi

ISDK’lar, immiin yanit molekiiler mekanizmalarmin daha iyi anlasilmasimi
saglayarak immiinite ve tolerans arasindaki denge ve c¢alisma prensipleriyle ilgili
yollara 1s1ik  tutmustur. Yeni nesil dizileme stratejileri ve verilerinin
yorumlanmasindaki gelismelerse, hastalarin molekiiler tanilarla dogru tanimlanmasini
ve tedavi edilmesini saglamasinin yaninda belirledigi genomik hedeflere yonelik
potansiyel tedavilerin de gelistirilmesini saglamasi agisindan hastalarin tetkik ve
tedavisinde benzersiz bir olanak saglamaktadir. Maliyetleri, genom ¢ergevesinde bilgi
saglamasi, sagladig bilgilerin gerektiginde glincel verilerle yorumlanabilmesi ve ayni
zamanda olasi tiim varyasyonlar1 degerlendirebilmeyi saglayarak en cok iligkili olan
secebilmeyi kolaylastirabilmesiyle WES analizinin, klinik 6zelliklerin hedef bir gen
belirlemeye yetmedigi ISDK hastalarinda uygulanmas: biitiinciil ve giincel bir tanisal

yaklasim saglamistir.
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6. SONUC

ISDK 6n tanistyla bagvuran hastalarda yapilan genetik test sonuglarinin ele
alindig1 calismamizda toplam 255 hastaya ait genetik analiz sonuglar1 incelenmistir.
Hastaligin patogenezini ortaya koymasiyla dogru tani, takip ve tedaviyi miimkiin kilan
genetik yontemlerden 6zellikle yeni nesil dizileme prensibiyle ¢calisan WES bagta
olmak tizere, yapilan testler sonucunda elde edilen tani oranlari literatiire bildirilmis

oranlarla kiyaslanarak asagidaki sonuglar ve ¢ikarimlar elde edilmistir.

1. Immiinite kusurlariyla birlikte sendromik/dismorfik bulgulariyla DiGeorge
Sendromu diisiindiiren 9 hastada yapilan FISH analizi ile 3 (%33) hastada ilgili bolgede
delesyon tespit edilerek DiGeorge Sendromu tamis1 koyulmustur.

-Yeni nesil dizileme ¢aginda, oncelikle yapisal mutasyonlarla ortaya ¢ikan ISDK
fenotipi de bulunan ve 6zellikle orta hat defektleri olan hastalarda DiGeorge Sendromu

akilda tutularak, taniya yonelik FISH veya array CGH yontemi g6z ardi edilmemelidir.

2. 206 hastada uygulanan tek gen dizi ve MLPA analizleri sonucunda 29 hastaya
(%014) tam konabilmistir.

a. 29 hastamin 25’inde hedef genlerin dizilenmesiyle tespit edilen mutasyonlar
sonucunda tam kKonmustur.

-Farkli genlerdeki mutasyonlarin benzer klinik sonug¢lar dogurmasi ve bazen
de aym gendeki mutasyonlarin farkli klinik sonuglara neden olabilmesi ISDK’nin
klinik tanisin1 giiglestirmektedir. Bu caligmalardaki tani oranlariin nispeten diisiik
olmas1 fenotip-genotip iliskisinin birebir fonksiyon 06zelligi tasimamasiyla
aciklanabilir. Bu sebeple hedef genlere yonelik analiz c¢alismalari, ancak klinik
Ozellikleri ve immiinolojik parametreleriyle iyi tanimlanabilen immiinite kusuru
diistiniilen hastalarda planlanmalidir.

b. FANCA geni dizi analizi yapilan 9 hastada mutasyon tespit edilemezken, tani
konulan toplam 29 hastadan 4’iinde FANCA geninde MLPA analiziyle delesyonlar tespit

edilerek Fankoni anemisi tamis1t konmustur.

-Cogunlukla tiim gen dizi analizi sonucunda tespit edilen mutasyonlarla klinik
ozellikler ortaya ¢ikardigi bilinen FANCA geninde MLPA ¢alismalartyla delesyon

tespit ederek Fankoni anemisi tanis1 koymamiz, Fankoni patogenezinde yapisal
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mutasyonlarin ve bunlari tespit eden MLPA yonteminin goz ardi edilmemesini bir kez

daha vurgulamustir.

3. Tek gen analizleriyle tam1 koyulamayan 31 hasta ve dogrudan WES yapmaya
karar verilen 40 hasta olmak iizere toplam 71 hastada uygulanan WES analizlerinde 71

hastanin 22’sinde (%31) klinik o6zelliklerini agiklayan ilgili genlerde mutasyon tespit
edildi.

-WES analizi tan1 oranimiz %31 ken literatiire bildirilen oranlarin ortalamasi yaklasik
%38 idi. Tan1 oranimizin ortalamadan diisiik olmasini, daha yiiksek tani orani bildiren
caligmalarda WES uygulama verileri kullanilarak gerceklestirilen CNV analizleriyle
saglanan ilave tanilara ve klinik olarak iyi tanimlanmis hasta gruplariyla yapilan
caligmalardaki yiiksek tani1 oranlaria bagl oldugunu diistindiik. %5 civarinda ek tani
avantaji saglayan CNV analizinin, ISDK veya diger kalitsal hastaliklar icin uygulanan
WES analiziyle birlikte yapilmasi gerektigi goriilmektedir.

-Literatiire bakildiginda, ISDK &n tanisi olan hastalarda WES veya diger NGS temelli
uygulamalarin yani sira yapilan CNV analizleri disinda SNP array calismalariyla da
yapisal mutasyonlar tespit edilerek tani kondugu goriilmektedir. Bu agidan bu
caligmadaki tam1 koyulamayan hastalar ve bundan sonra basvuracak hastalarinda
yapisal mutasyonlara yonelik olarak WES analizi verilerinden CNV analizi ve array

CGH yapmay1 planladik.

4. ISDK hastalarinda, protein kodlayan tiim ekzonlarin analiz edildigi WES’i
tercih etmemizle, 2019°daki son IUIS simflamasinda yer almayan, 2020 yilinda “immiin
Yetmezlik 75” ile iliskilendirilen TET2 geninde Klinikle iliskili oldugunu diisiindiigiimiiz
bir varyant tespit ettik.

-Genom boyu veri saglayan WES/WGS uygulamalar1 sayesinde her gegen giin ISDK
ve diger kalitsal hastaliklarla iliskili yeni genlerin kesfedilmesi, bu hastaliklarin
molekiiler tanisini test uygulanan donemle kisitli statik bir uygulama olmaktan
cikartarak biitlinciil klinik bakis agis1 ve giincel literatiir bilgilerinin takibini gerektiren
dinamik ve prospektif bir siire¢ haline getirmistir.

-Her gecen giin novel genlerin eklendigi ISDK patogenezi diisiiniildiigiinde, kisith
panellerin bu dinamizmi saglayabilmesi miimkiin goriinmemektedir. Ote yandan

maliyetleri agisindan tercih edilebilen kisitli gen panelleriyle daha az oranda tani
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saglanmasi1 sonucu tani alamayan hastalar icin WES planlaniyor olmas: ve giderek
WES maliyetlerinin azalmasi da diisiintildiglinde hedef genlerin belirlenemedigi
ISDK hastalarinda WES analizi yapmamizi makul sekilde gerekgelendirmistir.
-Aragtirma calismalarina kisitli biitgeler ayrilabilen iilkemizde, klinik tani yaninda
yine biyoinformatik yazilimlarla homozigotluk haritalamast ve benzer klinik
ozellikleri olan hastalarin verilerinin karsilastirilmasi gibi analizlerin yapilabilmesini
saglayarak aday gen bulma g¢alismalari i¢in genom boyu veri saglayabilen WES
uygulamasi tercih edilmelidir.

-Varyant analizi dizileme analizlerinin hiz kisitlayict basamagini olusturmaktadir.
Klinigi agikladigi diisliniilen bir varyantin hastalik yapict  potansiyeli
degerlendirilirken ayn1 zamanda hastalik acgisindan diger tiim olas1 varyasyonlarin
degerlendirilerek ekarte edilmesi genom boyu veri saglayan WES/WGS gibi
uygulamalarla saglanabileceginden, klinik tani laboratuvarlarinda kisitli paneller

yerine WES uygulamasinin segilmesi daha makul goriinmektedir.

5. WES analizi sonucunda, sasirtici bir sekilde, protein kodlamayan fakat baz
genlerin splicing asamasinda onemli fonksiyonu bulunan RNU4ATAC geninde

homozigot patojenik bir mutasyon tespit ettik.

- Kodlamayan bolgede Roifman sendromu ile iligkili varyant tespit etmemiz,
monogenik hastaliklara neden olabilecek daha baska kodlamayan genlerin de
olabilecegini diistindiirmiistir. WGS uygulamasimin bu boélgelerde de monogenik
hastaliklarla iliskili aberasyonlar1 kesfedebilme potansiyeli, heniiz tan1 koyulamayan
hastalar icin molekiiler tan1 beklentisini somutlastirmaktadir. Bildirilen ilave tam
oranlar1 ¢ok yiiksek olmayan ve yiiksek maliyetleri agisindan daha ¢ok arastirma
calismalarinda tercih edilen WGS yerine, analiz edilebilir boyutta veri saglayan ve
daha diisiik maliyetli olan WES uygulamasinin giincel kodlamayan boélge primerleriyle

genisletilerek klinik tani laboratuvarlarinda kullanilmasi daha makul gériinmektedir.

6. WES analizi sonucunda bir hastamizda klinigi ile iliskili TNFRSF13B geninde
varyant tespit edilirken aym1 zamanda basvuru nedeniyle iliskili olmayan,
Serebrotendinoz Ksantomatoz (CTX) iliskili CYP27A1 geninde patojenik bir mutasyon
tespit ettik. CTX’in erken tani sonrasi etkin ve onleyici tedavisinin olmasi1 nedeniyle

hastaya ve ailesine genetik damisma verilerek tespit edilen mutasyon bildirildi.
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-Sagladig1 verinin ¢oklugu olgiisiinde tani oranini artiran WES uygulamasi, ayni
zamanda ACMG tarafindan “‘sekonder bulgu” olarak adlandirilan esas klinik
basvurusu ile iligkisi 0lmayan varyantlarin tespit edilme “riskini” de artirmaktadir. Bu
“sekonder bulgularn” ACMG Onerileri  dogrultusunda  degerlendirilmesi
gerekmektedir. ACMG’nin 2016 yilinda yayinladigi 6neri listesinde bulunmayan fakat
son birkag yildir etkin tedavisi bulunmasi nedeniyle, Serebrotendinéz Ksantomatozis
ile iliskili CYP27A1 geninde tespit edilen patojenik varyanti raporladik. Son donemde
sosyoekonomik parametreler ve ulasilabilir tedavileri oOlgiisiinde yenidogan
taramalarina alinmas1 degerlendirilen genetik hastaliklar diisiiniildiigiinde, WES
uygulanmasiyla tespit edilme olasiligi artan sekonder bulgularin, etik tartigmalarin
Otesinde Onleyici saglik hizmetleri kapsaminda ‘“avantaja” dontstiiriilebilecegi

savunulabilir.

Sonug: Yeni nesil dizileme stratejileri ve verilerinin yorumlanmasindaki
gelismeler, hastalarin molekiiler tanilarla dogru tanimlanmasini ve tedavi edilmesini
saglamasinin yaninda belirledigi genomik hedeflere yonelik potansiyel tedavilerin de
gelistirilmesini saglamasi agisindan hastalarin tetkik ve tedavisinde benzersiz bir
olanak saglamaktadir. Maliyetleri, genom c¢ercevesinde bilgi saglamasi, sagladig
bilgilerin gerektiginde giincel verilerle yorumlanabilmesi ve ayn1 zamanda olasi tiim
varyasyonlar1 degerlendirebilmeyi saglayarak en c¢ok iliskili olan1 segebilmeyi
kolaylastirabilmesiyle WES analizi, klinik 6zellikleriyle hedef bir gen belirlenemeyen

ISDK hastalarinda uygulanmast biitiinciil ve giincel bir tanisal yaklasim saglayacaktir.

137



KAYNAKLAR

1. Tangye SG, Al-Herz W, Bousfiha A, Chatila T, Cunningham-Rundles C,
Etzioni A, vd. Human Inborn Errors of Immunity: 2019 Update on the Classification
from the International Union of Immunological Societies Expert Committee. J Clin
Immunol. 17 Ocak 2020;40(1):24-64.

2. Altare F, Durandy A, Lammas D, Emile JF, Lamhamedi S, Le Deist F, vd.
Impairment of mycobacterial immunity in human interleukin-12 receptor deficiency.
Science. 29 Mayis 1998;280(5368):1432-5.

3. Bonilla FA, Geha RS. 12. Primary immunodeficiency diseases. J Allergy Clin
Immunol [Internet]. Subat 2003;111(2 Suppl): S571-81.

4. Cooper MD, Lanier LL, Conley ME, Puck JM. Immunodeficiency disorders.
Hematol Am Soc Hematol Educ Progr [Internet]. 2003;314-30.

o. Roberts 1. Nelson’s textbook of pediatrics (20th edn.), by R. Kliegman, B.
Stanton, J. St. Geme, N. Schor (eds). Pediatr Radiol [Internet]. 11 Eyliil
2017;47(10):1364-5.

6. Syllaba L, Henner K. Contribution a I’independence de 1’athetose double
idiopathique et congenitale: atteinte familiale, syndrome dystrophique, signe du reseau
vasculaire conjonctival, integrite psychique. Rev Neurol (Paris). 1926; 1:541-62

7. Corbellini G, Ribatti D. [History of immunologic deficiency]. Recenti Prog
Med [Internet]. Kasim 1991;82(11):611-7.

8. Wiskott A. Familiarer, angeborener Morbus Werihofii? Aschr Kinderheilk.
1937; 68:212-6

9. Glanzmann E, Riniker P. [Essential lymphocytophthisis; new clinical aspect of
infant pathology]. Ann Paediatr [Internet]. 175(1-2):1-32.

10.  Bousfiha AA, Jeddane L, Ailal F, Benhsaien I, Mahlaoui N, Casanova J-L, vd.
Primary Immunodeficiency Diseases Worldwide: More Common than Generally

Thought. J Clin Immunol [Internet]. 31 Ocak 2013;33(1):1-7.

11.  van Zelm MC, Condino-Neto A, Barbouche M-R. Editorial: Primary
Immunodeficiencies Worldwide. Front Immunol [Internet]. 22 Ocak 2020;10.

138



12. Geha RS, Notarangelo LD, Casanova J-L, Chapel H, Conley ME, Fischer A,
vd. Primary immunodeficiency diseases: an update from the International Union of
Immunological Societies Primary Immunodeficiency Diseases Classification
Committee. J Allergy Clin Immunol [Internet]. EKim 2007;120(4):776-94.

13.  Bonilla FA, Bernstein IL, Khan DA et al. Practice parameter for the diagnosis
and management of primary immunodeficiency. Ann Allergy Asthma Immunol 2005;
94: 1-63.

14.  A. Yorulmaz, H. Artag, R. Kara, S. Keles, 1. Reisli. Primer Immiin Yetmezlikli

1054 Olgunun Retrospektif Degerlendirilmesi. Astim  Allerji Immiinoloji
2008;6(3):127-134

15. McCusker C, Upton J, Warrington R. Primary immunodeficiency. Allergy,
Asthma Clin Immunol. 12 Eyliil 2018;14(S2):61.

16.  Chinn IK, Chan AY, Chen K, Chou J, Dorsey MJ, Hajjar J, vd. Diagnostic
interpretation of genetic studies in patients with primary immunodeficiency diseases:
A working group report of the Primary Immunodeficiency Diseases Committee of the
American Academy of Allergy, Asthma & Immunology. J Allergy Clin Immunol
[Internet]. 2020;145(1):46-69.

17.  Picard C, Bobby Gaspar H, Al-Herz W, Bousfiha A, Casanova J-L, Chatila T,
vd. International Union of Immunological Societies: 2017 Primary Immunodeficiency
Diseases Committee Report on Inborn Errors of Immunity. J Clin Immunol [Internet].
2018;38(1):96-128.

18.  Notarangelo LD. Primary immunodeficiencies. J Allergy Clin Immunol
[Internet]. Subat 2010;125(2 Suppl 2): S182-94.

19.  Bonilla FA, Khan DA Ballas ZK, Chinen J, Frank MM, Hsu JT, vd. Practice
parameter for the diagnosis and management of primary immunodeficiency. J Allergy
Clin Immunol [Internet]. Kasim 2015;136(5):1186-1205.e78.

20. Richards S, Aziz N, Bale S, Bick D, Das S, Gastier-Foster J, vd. Standards and
guidelines for the interpretation of sequence variants: a joint consensus
recommendation of the American College of Medical Genetics and Genomics and the
Association for Molecular Pathology. Genet Med. 05 Mayis 2015;17(5):405-23.

21. Smith W. A Dictionary of Greek and Roman Antiquities. London: John Murray
1875; p. 628.

139



22. lgea J. From the Old Immunitas to the Modern Immunity: Do We Need a New
Name for the Immune System? Curr Immunol Rev [Internet]. 17 Nisan 2015;11(1):55—
65.

23.  Abbas A, Lichtman A, Pillai S. Cellular and Molecular Immunology. 9th ed.
Philadelphia, PA: Elsevier; 2018.

24.  Chaplin DD. Overview of the immune response. J Allergy Clin Immunol. 2010
Feb;125(2): S3-23.

25.  Rosenzweig SD, Holland SM. Recent Insights into the Pathobiology of Innate
Immune Deficiencies. Curr Allergy Asthma Rep. 2011 Oct 4;11(5):369-77.

26. O’Keefe A, Halbrich M, Ben-Shoshan M, McCusker C. Primary
immunodeficiency for the primary care provider. Paediatr Child Health. 2016
Mar;21(2): e10-4.

27.  Deshmukh A, Deshmukh AS, Dighe PR, Tiwari KJ, Garud ST. Precipitation
Reactions in Immunology. Precip React Immunol Artic Eur J Pharm Med Res.
2020;214(June).

28.  Kumar V, Abbas AK, Aster JC. Robbins & Cotran Pathologic Basis of D.
Diseases of the Immune System. 10th ed. Philadelphia: Elsevier; 2020. Chapter 6: In
Pathologic Basis of Disease; p. 189-266.

29.  Carroll MC. The complement system in regulation of adaptive immunity. Nat
Immunol 2004; 5:981-986. [PubMed: 15454921]

30.  Longhi MP, Harris CL, Morgan BP, Gallimore A. Holding T cells in check--a
new role for complement regulators? Trends Immunol 2006; 27:102—-108. [PubMed:
16406700]

31. Doan T, Melvold R, Viselli S, Waltenbaugh C. Lippincott’s Illustrated
Reviews: Immunology. 2nd ed. Edited by Susan Rhyner. Lippincott Williams &
Wilkins;2013

32.  Rich RR, Fleisher TA, Shearer WT, Schroeder HW, Frew AJ, Weyand CM.
Clinical Immunology: Principles and Practice. 5th ed. Edited by Robert R. Rich.
Amsterdam: Elsevier; 2019

33. de Bont CM, Boelens WC, Pruijn GJM. NETosis, complement, and
coagulation: a triangular relationship. Cell Mol Immunol. 2019 Jan 23;16(1):19-27.

34.  Brinkmann V. Neutrophil Extracellular Traps Kill Bacteria. Science (80- ).
2004 Mar 5;303(5663):1532-5.

140



35.  Klimov VV. From Basic to Clinical Immunology. The Netherlands: Springer;
2019

36.  Mohanty SK, Leela KS. Textbook of Immunology. 2nd ed. New Delhi: Jaypee
Brothers Medical Publishers; 2014

37.  Li Y, Sun R. Tumor immunotherapy: New aspects of natural killer cells.
Chinese J Cancer Res. 2018;30(2):173-96.

38.  Franco R, Martinez-Pinilla E, Lanciego JL, Navarro G. Basic Pharmacological
and Structural Evidence for Class A G-Protein-Coupled Receptor Heteromerization.
Front Pharmacol. 31 Mart 2016;7.

39.  Moutsianas L, Gutierrez-Achury J. Genetic Association in the HLA Region.
Methods Mol Biol. 2018; 1793:111-34.

40.  Zakharova MY, Belyanina TA, Sokolov A V., Kiselev IS, Mamedov AE. The
Contribution of Major Histocompatibility Complex Class Il Genes to an Association
with Autoimmune Diseases. Acta Naturae [Internet]. 15 Aralik 2019;11(4):4-12.

41.  Actor JK. Introductory Immunology Basic Concepts for Interdisciplinary
Applications. 2nd ed. Edited by Jeffrey K. Actor. Cambridge: Academic Press; 2019.

42.  Dinarello CA. Proinflammatory cytokines. Agustos 2000;118(2):503-8.

43.  Peiser L, de Winther MPJ, Makepeace K, Hollinshead M, Coull P, Plested J, et
al. The Class A Macrophage Scavenger Receptor Is a Major Pattern Recognition
Receptor for Neisseria meningitidis Which Is Independent of Lipopolysaccharide and
Not Required for Secretory Responses. Infect Immun. 2002 Oct;70(10):5346-54.

44.  Holers VM. Complement and Its Receptors: New Insights into Human Disease.
Annu Rev Immunol. 2014 Mar 21;32(1):433-59.

45.  Ricklin D, Hajishengallis G, Yang K, Lambris JD, Complement: a key system
for immune surveillance and homeostasis. Nat Immunol. 2010;11(9):785-797.

46.  Sun P. Structural Recognition of Immunoglobulins by Fcy Receptors. In:
Ackerman ME, Nimmerjahn F, eds. Antibody Fc: Linking Adaptive and Innate
Immunity. 1st ed. Cambridge: Academic Press, 2014. P 131-144.

47.  Virella G. Immunoglobulins: Structure and diversity. In: Virella G ed. Medical
Immunology. 7th ed. Boca Raton: CRC Press,2020. p.55-64

48.  Backhaus O. Generation of Antibody Diversity. I¢cinde: Antibody Engineering.
InTech; 2018.

49.  McHugh RS, Shevach EM. The role of suppressor T cells in regulation of
immune responses. J Allergy Clin Immunol. 2002 Nov;110(5):693-702.

141



50. Holland SM. Chronic Granulomatous Disease. Hematol Oncol Clin North Am.
2013 Feb;27(1):89-99.

51.  Kilic SS, Ozel M, Hafizoglu D, Karaca NE, Aksu G, Kutukculer N. The
prevalances and patient characteristics of primary immunodeficiency diseases in
Turkey two centers study. J Clin Immunol. 2013;33(1):74-83.

52.  Rezaei N, de Vries E, Gambineri E, Meyts I, Haddad E. Common presentations
and diagnostic approaches. In: Sullivan KE, Stiechm ER. Stiechm’s Immune
Deficiencies Inborn Errors of Immunity.2nd ed. Cambridge: Academic Publisher;
2020. p. 3-59.

53.  Ishimura M, Takada H, Doi T, Imai K, Sasahara Y, Kanegane H, et al.
Nationwide Survey of Patients with Primary Immunodeficiency Diseases in Japan. J
Clin Immunol. 2011 Dec 29;31(6):968-76.

54.  Abolhassani H, Kiaee F, Tavakol M, Chavoshzadeh Z, Mahdaviani SA,
Momen T, et al. Fourth Update on the Iranian National Registry of Primary
Immunodeficiencies: Integration of Molecular Diagnosis. J Clin Immunol. 2018 Oct
9;38(7):816-32.

55.  Kirkpatrick P, Riminton S. Primary Immunodeficiency Diseases in Australia
and New Zealand. J Clin Immunol. 2007 Aug 23;27(5):517-24.

56.  Seidel MG, Kindle G, Gathmann B, Quinti I, Buckland M, van Montfrans J, et
al. The European Society for Immunodeficiencies (ESID) Registry Working
Definitions for the Clinical Diagnosis of Inborn Errors of Immunity. J Allergy Clin
Immunol Pract. 2019 Jul;7(6):1763-70.

57.  Ryser O, Morell A, Hitzig WH. Primary immunodeficiencies in Switzerland:
First report of the national registry in adults and children. J Clin Immunol. 1988
Nov;8(6):479-85.

58.  Seidel MG. Autoimmune and other cytopenias in primary immunodeficiencies:
pathomechanisms, novel differential diagnoses, and treatment. Blood. 2014 Oct
9;124(15):2337-44.

59.  Tangye SG, Al-Herz W, Bousfiha A, Cunningham-Rundles C, Franco JL,
Holland SM, et al. The Ever-Increasing Array of Novel Inborn Errors of Immunity: an
Interim Update by the IUIS Committee. J Clin Immunol. 2021 Apr 18;41(3):666—79.

60.  Candotti F. Immune Deficiency: Combined T Cell and B Cell Deficiency —
SCID Forms: T-B+. In: Cavazzana M, Cooke A, Ratcliffe MJH eds. Encyclopedia of
Immunology Volume 5 Physiology and Immune System Dysfunction. Oxford:
Academic Press; 2016. p.360-368.

142



61. de Villartay J-P, Moshous D. Immune Deficiency: Severe Combined Immune
Deficiency with Absence of B and T Lymphocytes (T-B-NK-SCIDs): The Key
Function of V(D)J Recombination for Lymphocyte Development: T-B+. In:
Cavazzana M, Cooke A, Ratcliffe MJH eds. Encyclopedia of Immunology Volume 5
Physiology and Immune System Dysfunction. Oxford: Academic Press; 2016. p.369-
377

62.  Schatz DG, Swanson PC. V(D)J Recombination: Mechanisms of Initiation.
Annu Rev Genet. 2011 Dec 15;45(1):167-202.

63. Sullivan KE, Stiehm ER. Stiehm's immune deficiencies inborn errors of
immunity. London: Elsevier, Academic Press; 2020.

64.  Sleasman JW, Virella G. Primary immune deficiency diseases. In: Virella G
ed. Medical Immunology. 7th ed. Boca Raton: CRC Press,2020. p.401-415

65.  Jyonouchi S, Jr Graham JM, Ming JE. Genetic syndromes with evidence of
Immune deficiency. In: Sullivan KE, Stiehm ER. Stiehm’s Immune Deficiencies
Inborn Errors of Immunity.2nd ed. Cambridge: Academic Publisher; 2020. p. 61-97.

66. Park JH, Resnick ES, Cunningham-Rundles C. Perspectives on common
variable immune deficiency. Ann N Y Acad Sci. 2011 Dec;1246(1):41-9

67.  Grimaldi CM, Hicks R, Diamond B. B Cell Selection and Susceptibility to
Autoimmunity. J Immunol. 2005 Feb 15;174(4):1775-81.

68.  Smith T, Cunningham-Rundles C. Primary B-cell immunodeficiencies. Hum
Immunol. 2019 Jun;80(6):351-62.

69.  Fleisher TA. Immune Dysregulation Disorders. In: Elzouki AY, Harfi HA,
Nazer HM, Stapleton FB, Oh W, Whitley RJ eds. Textbook of Clinical Pediatrics. 2nd
ed. Berlin Heidelberg: Springer-Verlag; 2012. p. 1307-1313

70. Raje N, Dinakar C. Overview of Immunodeficiency Disorders. Immunol
Allergy Clin North Am . 2015 Nov;35(4):599-623.

71.  EIl Solh H, Al-Nasser A, Al-Muhsen S. The Phagocytic System. In: Elzouki
AY, Harfi HA, Nazer HM, Stapleton FB, Oh W, Whitley RJ eds. Textbook of Clinical
Pediatrics. 2nd ed. Verlag Berlin Heidelberg: Springer; 2012. p. 3079-3089

72.  a-Himes JA, Gallin JI. Immunodeficiency Diseases Caused by Defects in
Phagocytes. Mackay IR, Rosen FS, editors. N Engl J Med. 2000 Dec 7;343(23):1703—
14.

73.  Errante PR, Condino-Neto A. Congenital defects of phagocytes. In: Henderson

Gl, Adams PM eds. Leukocytes: Biology, Classification and Role in Disease.
Hauppauge, New York:Nova Science Publisher; 2013. p. 49-70.

143


https://en.wikipedia.org/wiki/Hauppauge,_New_York

74.  Fischer A, Rausell A. Primary immunodeficiencies suggest redundancy within
the human immune system. Sci Immunol. 2016 Dec 23;1(6):eaah5861.

75.  Casanova J-L. Severe infectious diseases of childhood as monogenic inborn
errors of immunity. Proc Natl Acad Sci. 2015 Dec 22;112(51): E7128-37.

76.  Picard C, Bustamante J, Puel A, Zhang SY. Immune Deficiency: Mendelian
Susceptibility to Infections with Viruses, Mycobacteria, Bacteria, and Candida. In:
Cavazzana M, Cooke A, Ratcliffe MJH eds. Encyclopedia of Immunology Volume 5
Physiology and Immune System Dysfunction. Oxford: Academic Press; 2016. p.407-
415.

77. McDermott MF, Aksentijevich I, Galon J, McDermott EM, Ogunkolade BW,
Centola M, et al. Germline Mutations in the Extracellular Domains of the 55 kDa TNF
Receptor, TNFR1, Define a Family of Dominantly Inherited Autoinflammatory
Syndromes. Cell. 1999 Apr;97(1):133-44.

78.  Havnaer A, Han G. Autoinflammatory Disorders: A Review and Update on
Pathogenesis and Treatment. Am J Clin Dermatol. 2019 Aug 17;20(4):539-64.

79. Masters SL, Simon A, Aksentijevich |, Kastner DL. Horror
Autoinflammaticus: The Molecular Pathophysiology of Autoinflammatory Disease.
Annu Rev Immunol . 2009 Apr;27(1):621-68.

80.  Ryan JG, Kastner DI. Fevers, Genes, and Innate Immunity. In: Beutler B ed.
Immunology, Phenotype First: How Mutations Have Established New Principles and
Pathways in Immunology. Berlin/Heidelberg: Springer-Verlag; 2008. p.169-184

81.  Touitou I, Koné-Paut I. Autoinflammatory diseases. Best Pract Res Clin
Rheumatol. 2008 Oct;22(5):811-29.

82.  Bodar EJ, Drenth JPH, van der Meer JWM, Simon A. Dysregulation of innate
immunity: hereditary periodic fever syndromes. Br J Haematol . 2009
Feb;144(3):279-302.

83.  Dedeoglu F, Kim S. Autoinflammatory Disorders. In: Leung DYM, Akdis CA,
Szefler SJ, Bonilla FA, Sampson HA eds. Pediatric Allergy: Principles and Practice.
3th ed. New York: Elsevier; 2016. p. 133-142.

84.  Schroder-Braunstein J, Kirschfink M. Complement deficiencies and
dysregulation: Pathophysiological consequences, modern analysis, and clinical
management. Mol Immunol. 2019 Oct;114(July):299-311.

85.  Sjoholm AG, Kuijper EJ, Tijssen CC, Jansz A, Bol P, Spanjaard L, et al.

Dysfunctional Properdin in a Dutch Family with Meningococcal Disease. N Engl J
Med. 1988 Jul 7;319(1):33-7.

144



86. Liesmaa I, Paakkanen R, Jarvinen A, Valtonen V, Lokki M-L. Clinical features
of patients with homozygous complement C4A or C4B deficiency. Garcia de Frutos
P, editor. PL0oS One. 2018 Jun 21;13(6): e0199305.

87.  Lipsker D, Hauptmann G. Cutaneous manifestations of complement
deficiencies. Lupus. 2010;19(9):1096-106.

88.  Truedsson L. Classical pathway deficiencies — A short analytical review. Mol
Immunol. 2015 Nov;68(1):14-9.

89. Cantu C, Proytcheva MA. Bone marrow failure syndromes, a practical
approach to diagnosis. J Hematop. 2015 Sep 6;8(3):101-12.

90.  Giri N, Alter BP, Penrose K, Falk RT, Pan Y, Savage SA, et al. Immune status
of patients with inherited bone marrow failure syndromes. Am J Hematol. 2015
Aug;90(8):702-8.

91.  Shimamura A, Alter BP. Pathophysiology and management of inherited bone
marrow failure syndromes. Blood Rev. 2010 May;24(3):101-22.

92.  Dokal I. Dyskeratosis congenita in all its forms. Br J Haematol. 2000
Sep;110(4):768-79.

93.  Fagerlie SR, Bagby GC. Immune Defects in Fanconi Anemia. Crit Rev
Immunol. 2006;26(1):81-96.

94.  Singh A, lJindal AK, Joshi V, Anjani G, Rawat A. An updated review on
phenocopies of primary immunodeficiency diseases. Genes Dis. 2020 Mar;7(1):12—
25.

95. Ku C-L, Chi C-Y, von Bernuth H, Doffinger R. Autoantibodies against
cytokines: phenocopies of primary immunodeficiencies? Hum Genet. 2020 Jun
17;139(6-7):783-94.

96.  Arts P, Simons A, AlZahrani MS, Yilmaz E, Alldrissi E, van Aerde KJ, et al.
Exome sequencing in routine diagnostics: a generic test for 254 patients with primary
immunodeficiencies. Genome Med. 2019 Dec 17;11(1):38.

97.  Gilissen C, Hoischen A, Brunner HG, Veltman JA. Disease gene identification
strategies for exome sequencing. Eur J Hum Genet. 2012 May 18;20(5):490-7.

98. Ameratunga R, Lehnert K, Woon S-T, Gillis D, Bryant VL, Slade CA, et al.
Review: Diagnosing Common Variable Immunodeficiency Disorder in the Era of
Genome Sequencing. Clin Rev Allergy Immunol. 2018 Apr 14;54(2):261-8.

99.  Rabbani B, Tekin M, Mahdieh N. The promise of whole-exome sequencing in
medical genetics. J Hum Genet. 2014;59(1):5-15.

145



100. Yska HAF, Elsink K, Kuijpers TW, Frederix GWJ, van Gijn ME, van
Montfrans JM. Diagnostic Yield of Next Generation Sequencing in Genetically
Undiagnosed Patients with Primary Immunodeficiencies: a Systematic Review. J Clin
Immunol. 2019 Aug 28;39(6):577-91.

101. Picard C, Fischer A. Contribution of high-throughput DNA sequencing to the
study of primary immunodeficiencies. Eur J Immunol. 2014 Oct;44(10):2854-61.

102. Rudilla F, Franco-Jarava C, Martinez-Gallo M, Garcia-Prat M, Martin-Nalda
A, Riviére J, et al. Expanding the Clinical and Genetic Spectra of Primary
Immunodeficiency-Related Disorders With Clinical Exome Sequencing: Expected and
Unexpected Findings. Front Immunol . 2019 Oct 1;10(October).

103. Stray-Pedersen A, Sorte HS, Samarakoon P, Gambin T, Chinn IK, Coban
Akdemir ZH, et al. Primary immunodeficiency diseases: Genomic approaches
delineate heterogeneous Mendelian disorders. J Allergy Clin Immunol. 2017
Jan;139(1):232-45.

104. Simon AJ, Golan AC, Lev A, Stauber T, Barel O, Somekh I, et al. Whole
exome sequencing (WES) approach for diagnosing primary immunodeficiencies
(PIDs) in a highly consanguineous community. Clin Immunol. 2020 May;214(October
2019):108376.

105. Bucciol G, Van Nieuwenhove E, Moens L, Itan Y, Meyts I. Whole exome
sequencing in inborn errors of immunity: use the power but mind the limits. Curr Opin
Allergy Clin Immunol [Internet]. Aralik 2017;17(6):421-30.

106. Okano T, Imai K, Naruto T, Okada S, Yamashita M, Yeh T wen, et al. Whole-
Exome Sequencing-Based Approach for Germline Mutations in Patients with Inborn
Errors of Immunity. J Clin Immunol. 2020;40(5):729-40.

107. Maffucci P, Filion CA, Boisson B, Itan Y, Shang L, Casanova JL, et al. Genetic
diagnosis using whole exomesequencing in common variable immunodeficiency.
Front Immunol. 2016;7(JUN).

108. Borghesi A, Triick J, Asgari S, Sancho-Shimizu V, Agyeman PKA, Bellos E,
et al. Whole-exome Sequencing for the Identification of Rare Variants in Primary
Immunodeficiency Genes in Children With Sepsis: A Prospective, Population-based
Cohort Study. Clin Infect Dis. 2020 Dec 17;71(10): e614-23.

109. de Valles-Ibafiez G, Esteve-Solé A, Piquer M, Gonzalez-Navarro EA,
Hernandez-Rodriguez J, Laayouni H, et al. Evaluating the Genetics of Common
Variable Immunodeficiency: Monogenetic Model and Beyond. Front Immunol. 2018
May 14;9(MAY):1-15.

110. Esenboga S, Cagdas D, Ozgur TT, Gur Cetinkaya P, Turkdemir LM, Sanal O,
vd. Clinical and genetic features of the patients with X-Linked agammaglobulinemia

146



from Turkey: Single-centre experience. Scand J Immunol [Internet]. Mart
2018;87(3):e12647.

111. Xiong HY, Alipanahi B, Lee LJ, Bretschneider H, Merico D, Yuen RKC, vd.
The human splicing code reveals new insights into the genetic determinants of disease.
Science (80- ) [Internet]. 09 Ocak 2015;347(6218):1254806—1254806.

112. Bestas B, Turunen JJ, Blomberg KEM, Wang Q, Mansson R, EL Andaloussi
S, et al. Splice-Correction Strategies for Treatment of X-Linked
Agammaglobulinemia. Curr Allergy Asthma Rep. 2015 Mar 1;15(3):4.

113. Singh RR, Sedani S, Lim M, et al. RanBP2 mutation and acute necrotizing
encephalopathy: 2 cases and a literature review of the expanding clinico-radiological
phenotype. Eur J Paediatr Neurol 2015; 19:106-13.

114. Joseph J, Dasso M. The nucleoporin Nup358 associates with and regulates
interphase microtubules. FEBS Lett. 2008 Jan 23;582(2):190-6.

115. Kassube SA, Stuwe T, Lin DH, Antonuk CD, Napetschnig J, Blobel G, et al.
Crystal structure of the N-terminal domain of Nup358/RanBP2. J Mol Biol. 2012 Nov
9;423(5):752-65.

116. Skelton BW, Hollingshead MC, Sledd AT, Phillips CD, Castillo M. Acute
necrotizing encephalopathy of childhood: typical findings in an atypical disease.
Pediatr Radiol. 2008 Jul 16;38(7):810-3

117. Anand G, Visagan R, Chandratre S, Segal S, Nemeth AH, Squier W, et al.
HIN1 Triggered Recurrent Acute Necrotizing Encephalopathy in a Family With a
T6531 Mutation in the RANBP2 Gene. Pediatr Infect Dis J. 2015 Mar;34(3):318-20.

118. Huang S-M, Chen C-C, Chiu P-C, Cheng M-F, Lai P-H, Hsieh K-S. Acute
Necrotizing Encephalopathy of Childhood Associated With Influenza Type B Virus
Infection in a 3-Year-Old Girl. J Child Neurol. 2004 Jan 2;19(1):64-7.

119. Bashiri FA, Al Johani S, Hamad MH, Kentab AY, Alwadei AH, Hundallah K,
et al. Acute Necrotizing Encephalopathy of Childhood: A Multicenter Experience in
Saudi Arabia. Front Pediatr. 2020 Oct 9;8.

120. Neilson DE, Adams MD, Orr CMD, Schelling DK, Eiben RM, Kerr DS, et al.
Infection-triggered familial or recurrent cases of acute necrotizing encephalopathy
caused by mutations in a component of the nuclear pore, RANBP2. Am J Hum Genet.
2009 Jan;84(1):44-51.

121. Heusinkveld LE, Majumdar S, Gao J-L, McDermott DH, Murphy PM. WHIM

Syndrome: from Pathogenesis Towards Personalized Medicine and Cure. J Clin
Immunol. 16 Agustos 2019;39(6):532-56.

147



122. Flanagan, S. E., Haapaniemi, E., Russell, M. A., Caswell, R., Allen, H. L., De
Franco, E., McDonald, T. J., Rajala, H., Ramelius, A., Barton, J., Heiskanen, K.,
Heiskanen-Kosma, T., and 11 others. Activating germline mutations in STAT3 cause
early-onset multi-organ autoimmune disease. Nature Genet. 46: 812-814, 2014.
[PubMed: 25038750, related citations]

123. Jung S, Lee S, Kim S, Nam H. ldentification of genomic features in the
classification of loss- and gain-of-function mutation. BMC Med Inform Decis Mak.
2015 Dec 20;15(S1): S6.

124. Castella M, Pujol R, Callén E, Trujillo JP, Casado JA, Gille H, et al. Origin,
functional role, and clinical impact of Fanconi anemia FANCA mutations. Blood. 2011
Apr 7;117(14):3759-69.

125. Toksoy G, Uludag Alkaya D, Bagirova G, Avci S, Aghayev A, Giines N, et al.
Clinical and Molecular Characterization of Fanconi Anemia Patients in Turkey. Mol
Syndromol. 2020;11(4):183-96.

126. Seleman M, Hoyos-Bachiloglu R, Geha RS, Chou J. Uses of next-generation
sequencing technologies for the diagnosis of primary immunodeficiencies. Front
Immunol. 2017;8(JUL):1-8.

127. Thaventhiran JED, Lango Allen H, Burren OS, Rae W, Greene D, Staples E,
et al. Whole-genome sequencing of a sporadic primary immunodeficiency cohort.
Nature. 2020 Jul 2;583(7814):90-5.

128. Abolhassani H, Chou J, Bainter W, Platt CD, Tavassoli M, Momen T, et al.
Clinical, immunologic, and genetic spectrum of 696 patients with combined
immunodeficiency. J Allergy Clin Immunol. 2018 Apr;141(4):1450-8.

129. Vorsteveld EE, Hoischen A, van der Made CI. Next-Generation Sequencing in
the Field of Primary Immunodeficiencies: Current Yield, Challenges, and Future
Perspectives. Clin Rev Allergy Immunol. 2021 Mar 5;(0123456789).

130. Mukda E, Trachoo O, Pasomsub E, Tiyasirichokchai R, lemwimangsa N,
Sosothikul D, et al. Exome sequencing for simultaneous mutation screening in children
with hemophagocytic lymphohistiocytosis. Int J Hematol. 2017 Aug 28;106(2):282—
90.

131. Pfundt R, del Rosario M, Vissers LELM, Kwint MP, Janssen IM de Leeuw N,
et al. Detection of clinically relevant copy-number variants by exome sequencing in a
large cohort of genetic disorders. Genet Med. 2017 Jun 27;19(6):667—75.

132. Kojima D, Wang X, Muramatsu H, Okuno Y, Nishio N, Hama A, et al.

Application of extensively targeted next-generation sequencing for the diagnosis of
primary immunodeficiencies. J Allergy Clin Immunol. 2016 Jul;138(1):303-305.e3

148



133.  Yu H, Zhang VW, Stray-Pedersen A, Hanson IC, Forbes LR, de la Morena
MT, et al. Rapid molecular diagnostics of severe primary immunodeficiency
determined by using targeted next-generation sequencing. J Allergy Clin Immunol.
2016;138(4):1142-1151.e2.

134. Turro E, Astle WJ, Megy K, Graf S, Greene D, Shamardina O, vd. Whole-
genome sequencing of patients with rare diseases in a national health system. Nature
[Internet]. 02 Temmuz 2020;583(7814):96-102.

135. Stremenova Spegarova J, Lawless D, Mohamad SMB, Engelhardt KR, Doody
G, Shrimpton J, et al. Germline TET2 loss of function causes childhood
immunodeficiency and lymphoma. Blood. 2020 Aug 27;136(9):1055-66.

136. 1to S, Shen L, Dai Q, Wu SC, Collins LB, Swenberg JA, et al. Tet Proteins Can
Convert 5-Methylcytosine to 5-Formylcytosine and 5-Carboxylcytosine. Science (80-
). 2011 Sep 2;333(6047):1300-3.

137. Pronier E, Almire C, Mokrani H, Vasanthakumar A, Simon A, da Costa Reis
Monte Mor B, et al. Inhibition of TET2-mediated conversion of 5-methylcytosine to
5-hydroxymethylcytosine disturbs erythroid and granulomonocytic differentiation of
human hematopoietic progenitors. Blood. 2011 Sep 1;118(9):2551-5.

138. Cimmino L, Dolgalev I, Wang Y, Yoshimi A, Mart’in GH, Wang J, et al.
Restoration of TET2 Function Blocks Aberrant Self-Renewal and Leukemia
Progression. Cell. 2017 Sep;170(6):1079-1095.€20.

139. Pan F, Wingo TS, Zhao Z, Gao R, Makishima H, Qu G, et al. Tet2 loss leads
to hypermutagenicity in haematopoietic stem/progenitor cells. Nat Commun. 2017 Apr
25;8(1):15102.

140. Ferrone CK, Blydt-Hansen M, Rauh MJ. Age-Associated TET2 Mutations:
Common Drivers of Myeloid Dysfunction, Cancer and Cardiovascular Disease. Int J
Mol Sci. 2020 Jan 17;21(2):626.

141. Bussaglia E, Anton R, Nomdedéu JF, Fuentes-Prior P. TET2 missense variants
in human neoplasia. A proposal of structural and functional classification. Mol Genet
Genomic Med. 11 Temmuz 2019;7(7).

142. Hul, Li Z, ChengJ, Rao Q, Gong W, Liu M, et al. Crystal Structure of TET2-
DNA Complex: Insight into TET-Mediated 5mC Oxidation. Cell. 2013
Dec;155(7):1545-55.

143. Feng S, Jacobsen SE, Reik W. Epigenetic reprogramming in plant and animal
development. Science. 2010 Oct;330(6004):622—7.

149



144,  Delhommeau F, Dupont S, Valle V Della, James C, Trannoy S, Massé A, et al.
Mutation in TET2 in Myeloid Cancers. N Engl J Med. 2009 May 28;360(22):2289—
301.

145. Langemeijer SMC, Kuiper RP, Berends M, Knops R, Aslanyan MG, Massop
M, et al. Acquired mutations in TET2 are common in myelodysplastic syndromes. Nat
Genet. 2009 Jul 31;41(7):838-42.

146. Ito K, Lee J, Chrysanthou S, Zhao Y, Josephs K, Sato H, vd. Non-catalytic
Roles of Tet2 Are Essential to Regulate Hematopoietic Stem and Progenitor Cell
Homeostasis. Cell Rep. Eyliil 2019;28(10):2480-2490.e4.

147.  Chinn IK, Orange JS. A 2020 update on the use of genetic testing for patients
with primary immunodeficiency. Expert Rev Clin Immunol. 2020 Sep 1;16(9):897—
909.

148. Wakeling MN, Laver TW, Wright CF, De Franco E, Stals KL, Patch A-M, et
al. Homozygosity mapping provides supporting evidence of pathogenicity in recessive
Mendelian disease. Genet Med. 2019 Apr 3;21(4):982-6.

149.  Wright CF, McRae JF, Clayton S, Gallone G, Aitken S, FitzGerald TW, et al.
Making new genetic diagnoses with old data: iterative reanalysis and reporting from
genome-wide data in 1,133 families with developmental disorders. Genet Med. 2018
Oct 11;20(10):1216-23

150. Benoit-Pilven C, Besson A, Putoux A, Benetollo C, Saccaro C, Guguin J, vd.
Clinical interpretation of variants identified in RNU4ATAC, a non-coding
spliceosomal gene. Brusgaard K, editér. PLoS One. 06 Temmuz 2020;15(7):
e0235655.

151  Runbart EH, Sangermano R, Cornelis SS, Verheij JBGM, Plomp AS, Boon
CJF, et al. The Common ABCA4 Variant p. Asn1868lle Shows Nonpenetrance and
Variable Expression of Stargardt Disease When Present in trans With Severe Variants.
Investig Opthalmology Vis Sci. 2018 Jul 2;59(8):3220.

152. Turunen JJ, Niemeld EH, Verma B, Frilander MJ. The significant other:
splicing by the minor spliceosome. Wiley Interdiscip Rev RNA. 4(1):61-76.

153. Alioto TS. U12DB: a database of orthologous U12-type spliceosomal introns.
Nucleic Acids Res. Ocak 2007;35(Database issue): D110-5.

154. Cologne A, Benoit-Pilven C, Besson A, Putoux A, Campan-Fournier A, Bober
MB, vd. New insights into minor splicing-a transcriptomic analysis of cells derived
from TALS patients. RNA. 2019;25(9):1130-49.

155. Olthof AM, Hyatt KC, Kanadia RN. Minor intron splicing revisited:

identification of new minor intron-containing genes and tissue-dependent retention
and alternative splicing of minor introns. BMC Genomics. 30 Aralik 2019;20(1):686.

150



156. Jafarifar F, Dietrich RC, Hiznay JM, Padgett RA. Biochemical defects in minor
spliceosome function in the developmental disorder MOPD I. RNA [Internet].
Temmuz 2014;20(7):1078-89.

157. Schneider C, Will CL, Makarova O V, Makarov EM, Liihrmann R. Human
U4/U6.U5 and Udatac/U6atac.U5 tri-snRNPs exhibit similar protein compositions.
Mol Cell Biol [Internet]. Mayis 2002;22(10):3219-29.

158. Liu S, Ghalei H, Lithrmann R, Wahl MC. Structural basis for the dual U4 and
Udatac snRNA-binding specificity of spliceosomal protein hPrp31. RNA [Internet].
Eyliil 2011;17(9):1655-63.

159. Roifman CM. Antibody deficiency, growth retardation, spondyloepiphyseal
dysplasia and retinal dystrophy: a novel syndrome. Clin Genet. Subat 1999;55(2):103—
9.

160. Merico D, Roifman M, Braunschweig U, Yuen RKC, Alexandrova R, Bates A,
vd. Compound heterozygous mutations in the noncoding RNU4ATAC cause Roifman

Syndrome by disrupting minor intron splicing. Nat Commun. 02 Aralik
2015;6(1):8718.

161. Dinur Schejter Y, Ovadia A, Alexandrova R, Thiruvahindrapuram B, Pereira
SL, Manson DE, vd. A homozygous mutation in the stem Il domain of RNU4ATAC
causes typical Roifman syndrome. npj Genomic Med . 10 Aralik 2017;2(1):23.

162. Heremans J, Garcia-Perez JE, Turro E, Schlenner SM, Casteels I, Collin R, vd.
Abnormal differentiation of B cells and megakaryocytes in patients with Roifman
syndrome. J Allergy Clin Immunol. Agustos 2018;142(2):630-46.

163.  Lionel AC, Costain G, Monfared N, Walker S, Reuter MS, Hosseini SM, vd.
Improved diagnostic yield compared with targeted gene sequencing panels suggests a
role for whole-genome sequencing as a first-tier genetic test. Genet Med. 03 Nisan
2018;20(4):435-43.

164. Bogaert DJ, Dullaers M, Kuehn HS, Leroy BP, Niemela JE De Wilde H, vd.
Early-onset primary antibody deficiency resembling common variable
immunodeficiency challenges the diagnosis of Wiedeman-Steiner and Roifman
syndromes. Sci Rep. 16 Aralik 2017;7(1):3702.

165. Hallermayr A, Graf J, Koehler U, Laner A, Schonfeld B, Benet-Pages A, vd.
Extending the critical regions for mutations in the non-coding gene RNU4ATAC in
another patient with Roifman Syndrome. Clin Case Reports. Kasim 2018;6(11):2224—
8.

166. Kalia SS, Adelman K, Bale SJ, Chung WK, Eng C, Evans JP, et al.
Recommendations for reporting of secondary findings in clinical exome and genome

151



sequencing, 2016 update (ACMG SF v2.0): a policy statement of the American
College of Medical Genetics and Genomics. Genet Med. 2017 Feb 17;19(2):249-55.

167. Jiao H, Olin M, Hansson M, Eggertsen G, Eriksson M, Angelin B, et al. Unique
case of cerebrotendinous xanthomatosis revisited: All the mutations responsible for
this disease are present in the CYP27A1 gene. J Intern Med. 2018 Jun;283(6):604—6.

168. DeBarber AE, Duell PB. Update on cerebrotendinous xanthomatosis. Curr
Opin Lipidol. Nisan 2021;32(2):123-31.

169. Castigli E, Wilson SA, Garibyan L, Rachid R, Bonilla F, Schneider L, et al.
TACI is mutant in common variable immunodeficiency and IgA deficiency. Nat
Genet. 2005 Aug;37(8):829-34.

170. Castigli E, Wilson SA, Garibyan L, Rachid R, Bonilla F, Schneider L, et al.
TACI is mutant in common variable immunodeficiency and IgA deficiency. Nat
Genet. 2005 Aug 10;37(8):829-34.

171. Salzer U, Chapel HM, Webster ADB, Pan-Hammarstrom Q, Schmitt-Graeff A,
Schlesier M, et al. Mutations in TNFRSF13B encoding TACI are associated with
common variable immunodeficiency in humans. Nat Genet. 2005 Aug;37(8):820-8.

172. Salzer U, Bacchelli C, Buckridge S, Pan-Hammarstrom Q, Jennings S,
Lougaris V, et al. Relevance of biallelic versus monoallelic TNFRSF13B mutations in
distinguishing disease-causing from risk-increasing TNFRSF13B variants in antibody
deficiency syndromes. Blood. 2009 Feb 26;113(9):1967-76.

173. Zhang L, Radigan L, Salzer U, Behrens TW, Grimbacher B, Diaz G, et al.
Transmembrane activator and calcium-modulating cyclophilin ligand interactor
mutations in common variable immunodeficiency: clinical and immunologic
outcomes in heterozygotes. J Allergy Clin Immunol. 2007 Nov;120(5):1178-85.

174. Fried AJ, Rauter I, Dillon SR, Jabara HH, Geha RS. Functional analysis of
transmembrane activator and calcium-modulating cyclophilin ligand interactor
(TACI) mutations associated with common variable immunodeficiency. J Allergy Clin
Immunol. 2011 Jul;128(1):226-228.e1.

175. Pulvirenti F, Zuntini R, Milito C, Specchia F, Spadaro G, Danieli MG, et al.

Clinical Associations of Biallelic and Monoallelic TNFRSF13B Variants in Italian
Primary Antibody Deficiency Syndromes. J Immunol Res. 2016; 2016:1-14.

152



