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OZET

Baran, E. Klinik ve laboratuvar ozellikleri ile otoimmiin lenfoproliferatif
sendrom (ALPS) diisiiniilen hasta ve aile bireylerinde apoptozun
incelenmesi.Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisi Immiinoloji
Programm Yiiksek Lisans Tezi, Ankara, 2010. Otoimmiin lenfoproliferatif sendrom
ilk olarak 1967 yilinda Canale ve Smith tarafindan tanimlanmistir. Hastalik
lenfodenopati, splenomegali, TCR alfa+ betat+ CD4- CD8- T hiicre (DNT-double

negative T cells) diizeylerinde artis ve otoimmiiniteyle karakterizedir.

Hastalikla ilgili ilk molekiiler defekt, Fas aracili lenfosit apoptozisi bozuk
olan bir hastada, ilgili gendeki mutasyonun gosterilmesiyle tanimlanmstir.
Molekiiler tan1 koyulan hastalarin ¢ogunda TNF reseptor siiper protein ailesinin
altinci tiyesi olan Fas geninde heterozigot mutasyonlar mevcuttur, fakat Fas-ligand,
kaspaz 8, kaspaz 10 gibi Fas aracili apoptozis mekanizmasinda gorev alan diger

molekiillerdeki mutasyonlar da gdsterilmistir.

Fas aracili in vitro apoptozis testiyle gosterilen fonksiyonel defekt ve DNT
hiicre diizeylerindeki artis ALPS tanisi igin kullanilmaktadir. Ayrica daha dnce
yapilan calismalarda ALPS hastalarinin plazma Fas-ligand diizeylerinde artis da
gosterilmistir. Calismamizda hastanemizde ALPS siiphesiyle izlenen hastalarda in
vitro Fas aracili apoptozis mekanizmast ve plazma Fas-ligand diizeyleri

arastirilmastir.

Lenfodenopati, splenomegali ve otoimmiin hastaliklara sahip ve ALPS
sliphesiyle izlenen toplam 27 hasta, heterozigot Fas mutasyonu saptanmis 4 ALPS tip
Ia grubundan hasta ve 30 saglikli kontrol ¢alismaya dahil edilmistir.

Calisma sonunda tip Ia grubundan 4 hastada in vitro fonksiyonel lenfosit
apoptozis testi ile Fas aracili apoptozis mekanizmasinda bozukluk saptandi. ALPS
sliphesiyle izlenen hastalarda ve kontrol grubunda ise Fas aracili apoptozis normal
olarak saptandi. Calismaya katilan tiim hastalar ile saglikli kontrol grubunun Fas-
ligand diizeyleri arasinda ise istatiksel olarak bir farklilik saptanmadi. Elde ettigimiz

tiim konsantrasyon diizeyleri normal deger araliginda saptandi.

Anahtar Kelimeler: ALPS, apoptozis, DNT cells, Fas
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ABSTRACT

Baran, E. Searching apoptosis in suspected ALPS patients with clinical and
laboratuary findings and their relatives.Hacettepe University Institute of Health
Sciences, MD Thesis in Immunology, Ankara, 2005.Autoimmune
lymphoproliferative syndrome (ALPS), first described in 1967 by Canale and Smith.
The  disease is  characterized by  splenomegaly, lymphodenopathy
hypergammaglobulinemia, accumulation of double-negative TCR alfa+ beta+ CD4-

CD8- T cells (DNT cells) and autoimmunity.

The molecular basis of ALPS was identified in 1995 via the demonstration of
mutations in the Fas gene in patients with lymphocyte apoptosis defects. The
majority of patients have heterozygot mutations in the Fas (TNFRSF6) gene, but
mutations in Fas ligand, caspase 8 and caspase 10 and the other molecules which are

involved in Fas mediated signaling, have also been identified.

Previously, DNT cell detection and a functional defect of T cells in a Fas-
induced apoptosis test in vitro used for ALPS diagnosis. Also elevated levels of
soluble Fas-ligand in the plasma of ALPS patients have been previously reported. In
our study, we investigated Fas-induced apoptosis in ALPS suspected patients and we
also assassed the soluble Fas-Ligand concentrations in the plasma of suspected

patients.

A total of 27 ALPS suspected patients with lymphodenopathy, splenomegaly
and autoimmune conditions, 4 ALPS type la patients having heterozygot Fas

mutations and 30 healthy controls were included in our study.

Overall, we also showed that in 4 ALPS type la patients, Fas-induced
lymphocyte apoptosis was defective but no Fas-induced apoptosis defect neither in
suspected patients nor controls. We couldn’t detect any statistically significant
differences between soluble Fas-ligand concentrations of patients and controls. All

detected concentrations are in normal values.

Key words: ALPS, apoptosis, DNT cells, Fas
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1. GIRIS

Otoimmiin lenfoproliferatif sendrom (ALPS-Autoimmune lymphoproliferative
syndrome) nadir goriilen ve malign olmayan lenfoproliferasyon ve otoimmiin
belirtiler ile karakterize olup, diger bazi hastaliklarla (yaygin degisken immiin
yetmezlik, Evans Sendromu, Rosai-Dorfman hastaligi, otoimmiin hastaliklar
gibi)ortak klinik o6zellikler gosterir. Normal kosullarda, olusan immiinolojik yanit
sonlanmakta ve bu durumda apoptozis mekanizmasi Onemli yer tutmaktadir.
Otoimmiin lenfoproliferatif sendromu olan hastalarda apoptozis mekanizmalarinda

yer alan ¢esitli molekiillere ait defektler saptanmaistir.

Bu hastalarda klinikte lenfodenopati, splenomegali ve otoimmiin sitopeni
goriilebilir. Bugiline kadar tam1 koyulan tiim hastalarda lenfodenopati ve/veya
splenomegali goriiliirken, hastalarin  yaklasik  %350’sinde  hepatomegali  de

goriilmiistir.

Hastaligin en 6nemli laboratuvar bulgusu TCR alfat+ beta + CD4- CD8- T
lenfosit (DNT-double negative T-cells) sayisinda artistir. Ancak her zaman belirgin
sekilde yiiksek olmayabildigi gibi tani i¢in tek basina yeterli degildir. Ayrica ALPS
hastalarinda yapilan c¢aligmalarda serum ya da plazma Fas-ligand ve IL-10

diizeylerinin de yiiksek oldugu saptanmaistir.

Hastalarda goriilen lenfoproliferasyonun nedeni 6liim reseptor (Fas) aracili
apoptozis mekanizmasindaki bozukluktur. Apoptozis mekanizmasinda yer alan Fas

reseptorii ve diger molekiillerde ¢esitli molekiiler bozukluklar saptanmaistir.

Hastaliga kesin tani koyabilmek i¢in defektif molekiildeki mutasyonun
gosterilmesi gerekmektedir. Fakat pahali ve zaman alici molekiiler tetkiklerin

uygulanmasi i¢in sec¢ilecek hastalarin, c¢esitli laboratuvar testleriyle belirlenmesi



oldukca 6nemlidir. In vitro fonksiyonel apoptozis testi ALPS tanis1 koyulmasinda

yardimci bir laboratuvar yontemi olabilir.

Bu c¢alismada klinik olarak ALPS tanist disiiniilen 27 hasta, saglikli
kontroller ve heterozigot Fas eksikligi olan bireylerde in vitro fonksiyonel apoptozis
testinin degerlendirilmesi amaglanmis ve laboratuarimizda bu yontem kurularak
hastalarda uygulanmasi yapilmistir. Ayrica yine ayni hasta ve saglikli bireylerin

plazma Fas ligand diizeyleri dl¢iilmiistiir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Hiicre 6liimii ve apoptozis
2.1.1.Tanim

Genel olarak memelilerde hiicre Olimiiniin 2 tipi vardir. Apoptozis ve
nekrozis.Son yillarda yapilan ¢alismalarda otofaji de bir hiicre 6lim mekanizmasi

olarak tanimlanmustir (1).

Apoptozis enerji harcanan programli bir hiicre 6limiidiir ve genetik olarak
kontrol edilmektedir. Apoptozis terimi eski Yunancada ge¢mektedir ve anlami
agaglardan kuru yapraklarin diismesidir. Tipta kullanimi ise 2000 yil Oncesine
dayanmaktadir. Ilk olarak Hipokrat bu terimi kemiklerin azalmasi anlaminda
kullanmigtir. Modern tipta ise programli hiicre 6liimii ilk olarak 1972 yilinda Kerr,
Wylie ve Currie tarafindan tanimlanmistir (2). Bu bilim adamlarinin gosterdigi
mekanizmanin “apoptozis” olarak tanimlanmasini ise Prof. James Cormack dnermistir.
1992 yilinda ise Cohen, timus hiicrelerinin direkt olarak apoptozisi se¢medigini,
hiicreyi apoptoza gotiirecek proteinlerin genler tarafindan kodlanarak sentezlendigini

gostererek bunun programli bir hiicre 6liimii oldugunu kanitlamistir (3).

2.1.2. Apoptozis mekanizmalari

Viicutta apoptozis, embriyogenez sirasinda, siirekli ¢cogalan hiicre gruplarinda
(6zellikle barsak epiteli), immiin sistem hiicrelerinde, sinir sisteminde ve

mensturasyon doneminde gozlenmektedir.

Apoptozis ¢esitli uyarilarla baglatilan ve genetik olarak kontrol edilen

programlt hiicre 6liimiidiir. Apoptotik uyarilar1 alan hiicrede ¢esitli biyokimyasal



mekanizmalar devreye girmekte ve DNA (Deoksiriboniikleikasit) kiriklarinin

olugmasiyla hiicre apoptotik cisimciklere donlismektedir.

Apoptoza giden hiicrelerde morfolojik olarak goriilen degisiklikler sunlardir (4):

e Hiicre yiizeyindeki mikrovilluslar kaybolur

e Sitoplazma yogunlasir.

e (Cekirdek biiziisiir ve kromatin yogunlasir.

e Hiicrede yilizeye dogru tomurcuklanmalar olusur ve hiicre biiziislir (cell
shrinkage).

Genel olarak apoptozis mekanizmalari ikiye ayrilir.

1. Ekstrinsik (6liim reseptorii aracili) yolak

2. Intrinsik (mitokondriyel) yolak

Oliim Mitokondriyel Yolak
Reseptor YOlaQI radyasyon toksinler v.b.

dliim reseptior e
ve ligand -~
/ adaptir proteinler mitokondrivel degigiklikler

MSC olugumu hcl-2 protein ailesi

\ i

kaspaz 3 aktivasyonu \ kaspaz % aktivasyonu

kaspaz 3 aktiv_asyqnu

(B10m sf.fhasn

endonukleaz aktivasyonu-kromozal DHAmin pargalanmasi-proteaz aktivasyonu

.

sitomorfoloiik-(leﬂigikIikler

apoptotik cisimciklerin olugumu

(Elmore S:Apoptosis: a review of programmed cell death. Toxicol Pathol. 2007;35(4):495- 516.)

Sekil 2.1.Genel apoptozis semasi

Her iki mekanizmada da hiicre disindan alinan ¢esitli apoptotik sinyallerle
baslatilan hiicre i¢i biyokimyasal olaylar hiicreyi apoptoza gotiirlir. Burada kaspaz
olarak adlandirilan proteinler 6nemli rol oynarlar (caspase-cysteinyl aspartic asid

protease). Kaspazlar hiicre i¢inde bulunan ve birbirlerini aktive ederek kaspaz



kaskad1 olusturan molekiillerdir. Bazilar1 (kaspaz 2,8,9,10) tetikleyici olarak gorev
yaparken, bazilar1 ise efektor (kaspaz 3,6,7) molekiillerdir. Her iki yolakta da g¢esitli
sinyal iletimleriyle olusturulan kaspaz kaskadi, efektor kaspazlarin uyarilmasiyla

hiicreyi 6liime gotiiriir (5).

Tablo 2.1. Apoptozda yer alan kaspaz molekiilleri

Molekiil Diger Adi Gorevi
Kaspaz-2 ICH-1 Aktivator
Kaspaz-8 MACH Aktivator
Kaspaz-9 ICE_LAP6 Aktivator
Kaspaz-10 Mch4 Aktivator
Kaspaz-3 CPP32 Efektor
Kaspaz-6 Mch2 Efektor
Kaspaz-7 Mch3 Efektor

2.1.2.1. Oliim reseptor aracih apoptozis

Hiicre transmembran reseptorler aracili etkilesimlerle apoptotik uyariyt alir ve
hiicreyi apoptoza gotiirecek cesitli biyokimyasal olaylar baglar. Bu reseptorler timor
nekroz faktor reseptor siiper ailesinin (TNFRSF) iiyesi molekiillerdir (6). Bu protein
ailesinin iiyeleri birbirine benzer, sisteince zengin hiicre dis1 bolgelere ve Sliim
bolgesi denen sitoplazmik dizilere sahiptirler. Oliim domeyni hiicre disindan gelen
sinyallerin, hiicre i¢inde gergeklesecek olan mekanizmalar i¢in iletiminde 6nemli rol
oynamaktadir. Giiniimiizde en iyi tanimlanan Oliim reseptorleri ve ligandlar

sunlardir (7,8,9).
‘FasL-FasR
‘TNFalfa-TNFR1
‘Apo3L-DR3
‘Apo2L-DR4

‘Apo2L-DR5



Bugiin i¢in en iyi bilinen apoptozis mekanizmasi Fas-FasL aracili yolaktir.
Ozellikle immiin sistem hiicrelerinde gbriiliir ve lenfosit homeostazinin
saglanmasindaki 6nemi biiytiktiir. Fas molekiilii (Apo-1,CD95) 10g24.1°de kodlanir
ve 319 aminoasit biiyiikliigiinde, tip1 transmembran glikoproteinidir. Bu glikoprotein
3 adet sisteince zengin ekstraselliiler bolgeye ve 80 aminoasit biiyiikliigiinde
intraselliiler bolgeye sahiptir. Immiin sistem hiicrelerinde (CD4 + T hiicreler, CDS8 +
T hiicreler ve NK hiicreleri), karaciger, baz1 kardiyak ve akciger hiicrelerinde

eksprese edilir (10).

(A)

479Ics’traselluler > < intraselliiler )

CONA 225 9] 520 639 700 763 Bsu o
ekzonlar | 2 3 4 5 6 7 8 Q
PLAD CRD2 CRD3 élilm domeyni
;Y_}
CRD 1 (B)
7} PLAD

} dliilm domeyni

monomerik Fas trimerik Fas
A : Fas geni
B : Fas proteini
PLAD : Pre-ligand assembly domain,
CRD : Cystein rich domain
(Worth A, Thrasher AJ, Gaspar HB. Autoimmune lymphoproliferative syndrome:Moleculer Basis of
disease and clinical phenotype.Br J Haematol 2006;2:124-40)

Sekil 2.2. Fas geni ve Fas molekiiliiniin yapisi

Immiin sistemde mikroorganizmalara kars: verilen cevap sirasinda lenfosit
ekspansiyonu olur ve aktive olan lenfositler Fas-ligand molekiiliinii eksprese ederler.
Homeostazin saglanmasi i¢in ¢ogalan bu lenfositlerin Fas-FasL. baglantisiyla

apoptoza gitmesi gerekmektedir. Bu baglantinin saglanmasiyla hiicre yilizeyinde



protein oligomerizasyonu olur ve trimerik Fas yapist olusur. Apoptozun devam

etmesi i¢in bu trimerik yapinin olusmasi ¢ok énemlidir.

Fas ligandin trimerik Fas’a baglanmasiyla baslatilan sinyal iletimi
sitoplazmada bulunan adaptor protein FADD’in (Fas associated death domain-Fas
iligkili 6liim bolgesi) bu komplekse baglanmasini saglar. Yine sitoplazmada bulunan
ve inaktif durumda olan prokaspaz 8 ya da 10 FADD’a baglanmaktadir ve DISC
(Death inducing signaling complex-Oliim indiikleyici sinyal kompleksi) formasyonu
olusur. Bu formasyonun olugsmasiyla prokaspaz 8 ya da 10 otoproleotik aktivasyonla
pargalanir ve tetramer yapidaki kaspaz 8 ya da 10 olusarak kaspaz kaskadi baslatilir.
Oliim reseptor araciligi yolagin son mekanizmasi ise kaspaz 8 ya da 10’nun

sitoplazmada bulunan prokaspaz 3 ya da 7 (efektor kaspazlar)’yi aktive etmesidir

(11).

Fas L \

”UU FADD

DISC
Proka=paz 8,10

Aktivasyon l
l. Kaspaz§,10

=5
L

Efektor kaspaz 3,7

FADD : Fas associated death domain

DISC : Death inducing signaling complex

(Worth A, Thrasher AJ, Gaspar HB. Autoimmune lymphoproliferative syndrome:Moleculer Basis of
disease and clinical phenotype.Br J Haematol 2006;2:124-40)

Sekil 2.3. Oliim reseptdr aracili apoptozis



2.1.2.2. Mitokondriyel apoptozis

Hiicre disindan alinan ¢esitli uyarilar (radyasyon, toksinler, biiylime hormonu
eksikligi v.b.) hiicreyi mitokondriyal yolla apoptoza gotiirmektedir. Mitokondriyal
apoptozda gorev alan en dnemli molekiiller Bcl-2 protein ailesidir. Bu ailenin bazi
tiyeleri proapoptotikken bazilart apoptoz inhibitdrii olarak gorev yapmaktadirlar

(12,13).

Tablo 2.2. Bcl-2 protein ailesi

Protein Apoptozdaki rolii Bcl-2 domeyni

Bcl-2

Bel-XL antiapoptotik BH1,BH2,BH3,BH4
Mcl-1

Al

Bcl-W

antiapoptotik BH1,BH2,BH3,BH4

Bax
Bak proapoptotik BH1,BH2,BH3
Bok
Bcl-XS proapoptotik BH3,BH4
BIK
Hrk
BH3
Bim
Blk
Bad

Bid

proapoptotik
BH3

Apoptotik sinyallerin alinmasiyla sitoplazmada bulunan proapoptotik Bcl
proteinleri (Bim, Bad, Bid) antiapoptotik olan ve mitokondri membran biitiinliigiini
saglayan molekiilleri (Bcl-2, Bcl-X) inhibe etmektedir. Yine ayni proapoptotik
proteinler mitokondri membran kanallarini olusturan Bax ve Bak’i aktive ederek
kanallarin acilmasini saglarlar. Membran biitlinliigliniin bozulmasi1 ve kanallarin
acilmasiyla mitokondride bulunan sitokrom ¢ molekiilleri sitoplazmaya cikarlar ve

Apaf-1(dpoptosis activating factor-1-Apoptozis aktive edici faktor-1)- sitokrom c-



prokaspaz 9 kompleksi olusur. Bu yapimnin olugmasiyla aktive olan kaspaz 9 efektor

kaspazlara baglanarak hiicreyi 6liim agamasina gotiirtir (14,15).

Hiicre disi sinyaller

Bax,Bak kanal

YV
-B|m,BatI y) &I}_\akﬁww‘mu
o ;!

- -
Bel-2,Bel-X 4 f ;
inhibisyonu e
e I/_;

Bax-Bak
kanalt

* Kaspaz kaskad
» Efektér kaspazlann aktivasyonu
Endoniikleazlarin aktivasyonu

« DNA frag*mentasyonu B Kaspaz 9 Lot

Apaf-1:Apoptosis activating factor-1
(Abul K.Abbas, Andrew H. Litchtman, Shiv Pillai. Cellular and Molecular Immunology.6th edition)

Sekil 2.4. Mitokondriyal apoptozis

2.1.2.3. Oliim Yolag: (Execution Pathway)

Efektor kaspazlarin aktive olmasiyla sitoplazmada bulunan ¢esitli
endoniikleazlar da bu kaspazlar tarafindan aktive edilir. Efektor kaspaz 3 molekiilii
CAD (caspase aktivated DNAse) denen endoniikleaz proteinini aktive ederek, bu
enzimin g¢ekirdege girerek DNA’y1 parcalamasini saglar. DNA fragmentasyonunun

gerceklesmesiyle hiicre morfolojik degisikliklere gider ve apoptotik cisimcikler
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olusur. Daha sonra bu apoptotik yapilar cevrede bulunan fagositer hiicreler tarafindan

temizlenmektedirler (16,17,18).

2.2. Nekrozis

Nekroz, hiicrelerin geri doniilemez sekilde zarar gordiigii patolojik hiicre

olimiidiir. Kanser, iskemi, sicaklik, sogukluk, mekanik siddet gibi fiziksel durumlar

ve membran biitiinliigiinli bozan toksinler nekroza yol agmaktadirlar.

Nekrozda apoptozisten farkli olarak hiicre sismekte ve membran yikilarak

hiicre icerigi dis ortama ¢ikarak inflamasyona neden olmaktadir (19,20).

Tablo 2.3. Apoptoz ve nekroz

Ozellik Nekrozis Apoptozis
iskemi Hiicre yaslanmasi(senesens)
hipertermi biiytime faktorii eksikligi
hipoksi kanser ilaglar1

Yol acan nedenler

Morfolojik 6zellikler

Biyokimyasal ozellikler

Diger ozellikler

litik viral enfeksiyon

toksik maddeler

siddetli oksidatif stres

Hiicre membraninin yikimi
Hiicre sismesi(swelling)
Organellerin disintegrasyonu
Biiyiik vakuollerin olusumu

Hiicre lizisi

Bozulmus iyon dengesi
Postlitik DNA pargalanmasi
ATP gerekmez

Hiicrelerin gruplar halinde 6lmesi
Patolojik etkilerle olugum
Lizozomal enzimlerin salinmasi

Inflamasyon olusumu

radrasyon
6liim reseptor aktivasyonu
sitotoksik T lenfositler

Apoptotik yapilarin olusumu
Kromatin yogunlagmasi

Hiicre biiziismesi

Enzimatik basamaklar
ATP ihtiyact

DNA kiriklar

Prelitik DNA pargalanmasi

Programli hiicre 6liim
mekanizmasi

Inflamasyonun olusmamast

Glinlimiizde nekrozun diisiiniilenden daha kontrollii gerceklesen bir hiicre

O6lim mekanizmast oldugu anlasilmistir. Nekroz sirasinda ¢esitli proteinlerin
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(DAMP-damage associated moleculer pattern) sirkulasyona girerek dogal
immiinitede gorev yapan hiicreleri aktive ettigi gosterilmistir (21). Bunun yaninda
cesitli hiicre yiizey reseptorlerinin aktivasyonunun nekroza yol actig1 bilinmektedir.

Ornegin yiiksek konsantrasyonda TNF hepatosit nekrozunu tetikler (22).

2.3. Otofaji

Otofaji eski yunanca bir kelime olup, kendi kendini (oto) yeme (faji)
anlamina gelmektedir. Ilk olarak elektron mikroskobuyla gozlenen, igerisinde cesitli
sitoplazmik partikiillerin bulundugu, tek ya da cift zar yapisina sahip lizozomal
vezikiiller i¢in bu terim kullanilmistir. Glinlimiizde otofajinin, hiicrelerin gereginden
fazla, kullanilmayan ya da zarar gormiis organel veya makromolekiiler

komponentlerini yok etmek icin kullandiklar1 bir mekanizma oldugu bilinmektedir.

Otofaji, hiicrenin enerji elde etmek ic¢in kullandigi besin kaynaklarinin
yokluguna kars1 gelistirdigi adaptif bir cevaptir. Aynit zamanda tiimor gelisiminin
baskilanmasinda, toksik proteinlerin yok edilmesinde, intaselliiler

mikroorganizmalarin eliminasyonunda ve antijen sunumunda da rol oynamaktadir.

Otofajinin lizozomlarda yikilan materyalin biiyiikliigiine ve tasinmasina gore
tanimlanan 3 formu bulunmaktadir. Makrootofajide cift zar yapisinda bulunan
otofagozomlar yikilacak materyali tasimakta ve lizozomlarla birlesmektedirler.
Mikrootofajide lizozomal membran materyali i¢ine alarak tagimakta ve yikim
lizozomlarda gergeklesmektedir. Saperon aracili otofajide ise heat-shock proteinleri

substratlar1 lizozomlara tagimaktadirlar (23,24).

Giliniimiizde otofajinin hiicre Sliimiindeki rolii tartismaya agik bir konudur.
Otofajinin asir1 diizeyde olmasinin hiicrenin yasamini devam ettirebilmesi igin
gerekli protein ve organellerin yikimina yol agtig1 ve kaspaz bagimsiz apoptozisi
tetikledigi diisiiniilmektedir. Oliime giden bazi hiicrelerde otofagozomlarin sayinin
arttig1 gosterilmistir. Bunun yaninda otofajik genlerin delesyonunun hiicre 6liimiinii

artirdig1 da kanitlanmistir. Sonug olarak otofajinin baskin olarak hiicre 6liimiinii mii
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tetikledigi yoksa besin yokluguna karsi hiicreyi hayatta tutabilmek i¢in gelistirilen

adaptif bir yanit m1 oldugu tam olarak anlagilamamistir (24,25).

2.4. Otoimmiin lenfoproliferatif sendrom

ALPS, programlanmig hiicre Olimiinde (apoptozis) gorev alan ¢esitli
molekiillerdeki  bozukluklarla ortaya ¢ikan kronik, malign olmayan bir

lenfoproliferatif hastaliktir.

Hastalik ilk olarak 1967 yilinda Virginia Canale ve Carl Henry Smith
tarafindan tanimlanmistir ve Canale-Smith sendromu olarak da bilinir (26).
Genellikle yasamin erken yillarinda ortaya c¢ikmaktadir. Bugiine kadar diinya

genelinde 400 den fazla hasta tanimlanmistir (27).

Hastaligin en sik klinik bulgular kronik seyirli lenfodenopati, splenomegali
ve rekiiren otoimmiin sitopenidir. Bugiine kadar tanimlanan hastalarin hepsinde
lenfodenopati ve/veya splenomegali goriilmiistiir. Lenfodenopati tipik olarak yillar
boyunca devam edebilir. Hastalarin bilgisayarli tomografi ve ultrason goriintiilerinde

bliylimiis olarak bulunan torasik ve abdominal lenf nodlar1 mevcuttur (28,29).

Hastalarda klinik bulgular erken ¢cocukluk doneminde ortaya ¢ikmaktadir. Bu
semptomlarin baslama yasi tipik olarak yaklasik 24 aydir. Fakat bazi cocuklarda
hemolitik anemi ve trombositopeniyle beraber daha erken donemde de
goriilebilmektedir. Kronik splenomegali tanimlanan vakalarin  biiylik bir
cogunlugunda gozlemlenmistir. Hepatomegali ise tanimlanan hastalarin yaklasik

%350’sinde goriilmektedir.

ALPS’de gorillen en sik otoimmiin bozukluklar hemolitik anemi,
trombositopeni ve notropenidir. Bazi hastalarda Guillian-Barre sendromu,

glomerulonefrit ve iiveit gibi otoimmiin hastaliklar da goriilmiistiir (30,31).

Otoimmiiniteye ek olarak, ALPS tanis1 almis hastalarda hematolojik

malignansi gelisme riski de tasirlar. Genel populasyona gore, ALPS hastalarinda
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Hodgkin lenfoma goriilme riski 50 kat, non-Hodgkin lenfoma riski ise 14 kat

fazladir. Lenfoma gelisimi genellikle adelosan donemden sonra ortaya ¢ikmaktadir

(29,32).

Tablo 2.4. ALPS tanis1 almis hastalarda goriilen klinik bulgular

KLINIiK BULGULAR
Lenfoproliferasyon Otoimmiinite Malignite Diger
Lenfoid hiicre OHA Lenfoma Urtiker
proliferasyonu ) ) )
Otoimmiin Karsinom Vaskiilit
LAP trombositopeni ) -
Cok sayida neoplazik Panniikilit
Splenomegali Otoimmiin nétropeni lezyon ) 3
Artrit-artralji
Hepatomegali Glomeriilonefrit

Otoimmiin hepatit

Guillian-Barre
sendromu

Uveit

Aplastik anemi
Pulmoner infiltrasyon

Prematiir ovaryan
yetmezligi

Hidrops fotalis

Mental durum
degisikligi

Nobet,bagagrisi

LAP : Lenfodenopati

OHA : Otoimmiin hemolitik anemi

Literatiirde bulunan, Amerika Birlesik Devletlerinde ALPS tanis1 alan 62

hastayr kapsayan bir calismada goriilen klinik bulgularin ylizdesi su sekilde

saptanmugstir (33).
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Tablo 2.5. Calismada elde edilen sonuglar

Klinik bulgular Vaka ve goriilme sayisi Yiizdesi(%)
Splenomegali 56/62 90
Lenfodenopati 54/62 87
Otoimmiin hemolitik anemi 33/62 53
Hepatomegali 28/62 45
Otoimmiin trombositopeni 27/62 44
Otoimmiin nétropeni 19/62 31
Lenfoma 9/62 14
Karsinom 6/62 10
Glomerulonefrit 5/62 8
Otoimmiin hepatit 4/62 6
Gullian-Barr sendromu 3/62 5
Uveit 3/62 5
Splenektomi 20/62 32

2.4.1. Laboratuvar Bulgular

Hastalarda goriilen en onemli laboratuvar bulgusu DNT (double negative T
cell) hiicrelerindeki artistir. Bu hiicreler alfa, beta T lenfosit reseptor zinciri eksprese
eden fakat CD4 ve CDS8 koreseptor ekspresyonu yapmayan hiicrelerdir (CD3+ TCR
alfat+ betat+ CD4- CDS8- T hiicreler). Saglikli bireylerde dolasimdaki DNT hiicreleri
%1’in altindayken, bu oranin ALPS tanis1 almis hastalarda %60°a kadar ¢ikabildigi
gbzlemlenmistir. Bu hiicrelerin ALPS patogenezindeki rolii heniiz bilinmemektedir.
DNT hiicreleri CD27, CD57, HLA-DR ve CD45 gibi diger hiicre markirlarimi
eksprese ederler. Bunun yaninda DNT hiicreleri yliksek oranda IL-10 salgilarlar ve
yapilan ¢alismalarda ALPS’li hastalarin serum ve plazma IL-10 diizeylerinin saglikli

bireylere gore yiiksek oldugu saptanmistir (34,35,36).

DNT hiicrelerindeki artisin yani sira CDS + B hiicre, CD57 + T hiicre ve TCR
gama+ delta + lenfositlerin sayisinda da artig gortilebilir. Sasirtict olarak bazi

hastalarda ise CD4 + CD25 + T hiicrelerde ve CD27 + B hicrelerde azalma
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goriilmiustiir. Yiiksek euzonofil sayisi ve artan mortalite iliskisi de ALPS hastalarinda

tanimlanmustir (37).

Anti-platelet ve anti-notrofil antikorlar1 hastalarin  yaklasik %40’1inda
saptanmistir. Fakat bu otoantikorlarin varliginin ndtropeni ya da trombositopeniyle
iliskisi yoktur. Antikardiyolipin antikorlar1 da siklikla goriilmektedir, fakat bunun da
trombositopeniyle iligkisi saptanmamistir. Antiniikleer ve anti-DNA antikorlar1 ise

genellikle negatiftir (38).

Fas aracilt apoptozis mekanizmasindaki bozukluk in vitro fonksiyonel

apoptozis testiyle tespit edilebilir.

Tablo 2.6. ALPS hastalarinin laboratuvar bulgulari

LABORATUVAR BULGULARI

Hematolojik Biyokimya Immiinolojik
Lenfositoz Karaciger fonksiyon testlerinde IgG ve IgA seviyesinde artig
bozukluk
Lenfopeni IgM seviyesinde azalma
Proteintiri
Anemi DNT hiicre diizeylerinde artis
Vitamin B12 seviyesinde artis
Retikiilositoz CD8+ T hiicrelerde artig
Notropeni CD8+/CD57+ T hiicrelerde artis
Eozinofili HLADR+ T hiicrelerde artis
Trombositopeni CD5+ B hiicrelerde artis
Diseritropoezis CD4+/CD25+ T hiicrelerde azalma

B hiicre CD27 ekspresyonunda azalma
Serum IL-10 diizeyinde artis
Serum Fas-L diizeyinde artig

Otoantikorlar(ANA,RF gibi)
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2.4.2. ALPS’ye neden olan mutasyonlar ve hastaligin siniflandirilmasi
2.4.2.1. Mutasyonlar

Apoptozis mekanizmalarinda goérev yapan cesitli molekiilleri kodlayan
genlerdeki mutasyonlar ALPS’ye neden olabilir. Tanimlanan hastalarin ¢ogunda Fas
proteinini kodlayan gende mutasyonlar saptanmustir. ilk olarak 1992 yilinda fare
modelinde Fas proteininin 6liim bolgesini etkileyen bir mutasyon gosterilmistir (39).
Insanlarda ise 1995 yilinda Fas geninde saptanan bir mutasyonun ALPS’ye neden
oldugu gosterilmistir (40,41). Bugiine kadar yaklasik 70 farkli Fas gen mutasyonu
saptanmistir. Bu mutasyonlarin ¢ogu heterozigot, missens, tek ya da ¢ift niikleotid
insersiyon ya da delesyon mutasyonlaridir. Fas geninin dokuzuncu ekzonunda,
molekiiliin intraselliiler kisminin kodlandig1 dizilerdeki mutasyonlarin oran1 yaklagik

%65°dir (42,43).

Fas proteini disinda apoptozis mekanizmalarinda goérev yapan diger
molekiilleri etkileyen mutasyonlar da gosterilmistir ve bu genetik bozukluklarin

lokalizasyonuna gore hastalik ¢esitli alt gruplara ayrilir.

Tablo 2.7. ALPS alt gruplari

Simiflandirma Genetik defekt

Tip 0 Fas(TNFRSF6)

Tip Ia Fas(TNFRSF6)

Tip Ib Fas-Ligand(TNFRSF6)
Tip Im Somatik Fas mutasyonlari
Tip Ila Kaspaz 10

Tip b Kaspaz 8

Tip III Bilinmeyen mutasyonlar
Tip IV NRAS (intrinsik yolak)

NRAS:Neuroblastoma Rat sarcoma
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2.4.2.2. ALPS alt gruplarn

2.4.2.2.1. ALPS Tip 0

Homozigot Fas mutasyonlarina sahip hastalar Tip 0 olarak
gruplandirilmaktadir. Giiniimiize kadar yalnizca 4 vaka saptanmistir (44,45,46). Bu
hastalarda klinik penetrasyon daha siddetlidir ve dogumdan itibaren agir sitopeni
goriiliir. Mutasyonlar Fas protein ekspresyonunun olmamasina ya da eksprese edilse
bile afonksiyonel olmasina yol agabilir. Tanimlanan hastalarin ikisinde molekiiliin
olim bolgesini etkileyen mutasyonlar, birinde ekstraselliiler bolgeyi etkileyen bir
defekt ve bir hastada ise hiicre ylizeyinde Fas ekspresyonunu azaltan bir mutasyon

gosterilmistir.

2.4.2.2.2. ALPS Tip Ia

Otozomal dominant gecisli, heterozigot Fas mutasyonlar1 olan hastalar bu
gruptandir. Bugiine kadar tanimlanan hastalarin yaklasik %70’1 bu tipte
siiflandirilmiglardir. Fas molekiiliiniin yapisindan dolayr (bkz sekil 2.1), mutasyon
heterozigot gecisli olmasina ragmen genetik bozukluk dominant etkiye sahiptir.
Bilindigi gibi Fas molekiilleri, hiicre yilizeyinde sinyal iletiminin saglanmasi igin
trimerik bir yap1 olusturur ve yalnizca bir mutant Fas molekiilii bile sinyalizasyonun
bozuk olmasma yol acar. Buna Fas molekiiliiniin dominant negatif etkisi denir

(47,48).

Klinik semptomlarin goriilmesine yol agan en 6nemli etki, Fas molekiiliiniin
intraselliiler kismindaki o©lim bolgesinin eksik olmasina neden olan misens
mutasyonlardir. Bu gruptaki hastalarda hiicre yiizeyinde Fas ekspresyonu normal

olmasina ragmen molekiil afonksiyoneldir (49).
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Normal tip Tek bagina yetersiz Dominant negatif
mutasyon mutasyon
gy 0!
DISC
Glgld Zayif Aktivasyon yok
aktivasyon aktivasyon

(Worth A, Thrasher AJ, Gaspar HB. Autoimmune lymphoproliferative syndrome:Moleculer Basis of
disease and clinical phenotype.Br J Haematol 2006;2:124-40)

Sekil 2.5. Fas molekiiliinii etkileyen mutasyonlar

2.4.2.2.3.ALPS Tip Ib

Bu gruptaki hastalarin Fas-Ligand molekiiliinii kodlayan gende mutasyonlari

vardir. Fas-L geni birinci kromozomun uzun kolunda bulunur (1q.23) ve 4 ekzona

sahiptir.
<Intragelliler domeyn Ekstraselliler domeyn
1 | ]
1 17 21 45 65 81 102 137 183 281

NOT 22 B "*T}C

Reseptor baglanan
kisim

(Worth A, Thrasher AJ, Gaspar HB. Autoimmune lymphoproliferative syndrome:Moleculer Basis of
disease and clinical phenotype.Br J Haematol 2006;2:124-40)

Sekil 2.6. Fas-ligand geni
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Giiniimiize kadar 3 hasta tanimlanmustir. ilk olarak 1996 yilinda Wu ve
arkadaglar tarafindan tipik SLE sendromlariyla izlenen 52 yasinda bir erkek hastada
Fas-L geninde heterozigot bir mutasyon gosterilmistir (50). Ikinci olarak tanimlanan
hastada ise Fas-L geninde homozigot olan ve molekiiliin intraselliiler kismini
etkileyerek, ekspresyonun bozuk olmasina yol acan bir mutasyon saptanmistir (51).
Son olarak ise 2007 yilinda lenfodenopati, splenomegali, artmig DNT hiicreleri ve
otoimmiin trombositopeniyle izlenen bir hastada heterozigot A539G mutasyonu
saptanmistir (52). Sonu¢ olarak Fas-L genindeki mutasyonlar homozigot ya da

heterozigot olabilir ve bozuk protein ekpresyonuna yol acarlar.

2.4.2.2.4. ALPS Tip lla

Kaspaz 10 geninde defekt mevcuttur. Bu gen 2q23°de lokalizedir. Kaspaz 10
molekiili ekstirinsik apoptozis yolaginda hem kaspaz 8’in hem de efektor

kaspazlarin aktivasyonunu saglar (53,54).

Giiniimiize kadar 3 vaka tamimlanmistir. ilk olarak Wang ve arkadaslari
tarafindan 1999 yilinda 2 hastada gosterilmistir (55). Hastalardan birinde
asemptomatik anneden kalitilan homozigot kaspaz 10 mutasyonu, digerinde ise her
iki aleli mutant olan homozigot defekt gosterilmistir. Her iki hasta da yasamin ilk
yilindan itibaren lenfoproliferasyon, otoimmiin bozukluklar, yiiksek DNT hiicre
diizeyleri ile izlenmistir. Hastalarda Fas aracili apoptoziste bozuklukla beraber, TNF
aracili apoptoziste de bozukluk gosterilmistir. Ayrica dendritik hiicre apoptozunun da
bozuk oldugu saptanmistir ve bu hastalarda goriilen otoimmiin semptomlarin bundan

kaynaklandig: diistintilmektedir.

2.4.2.2.5. ALPS Tip IIb

Kaspaz 10 molekiiliine homolog yapida olan kaspaz 8 molekiiliinii kodlayan
gende mutasyonlar mevcuttur. 2002  yilinda CVID(common  variable

immunodeficiency-sik goriilen degisken immiin yetmezlik) tanisiyla izlenen 2
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hastada gosterilmistir (56). Klasik ALPS bulgulariin yaninda ¢ok siddetli olmayan
rekiiren herpes simplex viriis enfeksiyonlar1 ve defektif asi1 cevaplart gibi klinik

semptomlar s6z konusudur.

2.4.2.2.6. ALPS Tip Im

Son yillarda ALPS benzeri klinik fenotip gosteren, DNT hiicreleri artmis
fakat normal Fas aracili apoptozise sahip hastalar tanimlanmistir. Bu hasta grubunda
(10 vaka) belli hiicre populasyonlarinda (6zellikle DNT hiicreleri, az sayida olmak
tizere CD4 + ve CDS8 + lenfositler, monositler ve CD34 + hematopoietik hiicre

oncilleri) somatik heterozigot Fas mutasyonlari saptanmaistir (57).

Normal in vitro lenfosit apoptozis gosteren ve sporadik forma sahip
hastalardan DNT hiicreleri izole edilerek, somatik mutasyonlarin gosterilebilmesi

icin sekans analizleri yapilmalidir.

2.4.2.2.7.ALPS Tip 111

Klasik ALPS bulgular1 gosteren, apoptozis mekanizmasinda bozukluk olan

fakat sinyal yolaklarindaki mutasyonlarin gosterilemedigi hastalar bu gruba dahildir.

Ilk olarak Dianzani 1997 yilinda, klasik ALPS klinik bulgular1 gdsteren,
lenfosit apoptozunda bozukluk olan, normal DNT hiicre diizeylerine sahip ve Fas,
Fas-L mutasyonu olmayan bir hasta grubu tanimlamistir (58). Bu hastalarda DISC
formasyonunun olugsmasindan sonraki apoptozis basamaklarinda defekt olabilecegi

diistiniilmektedir.
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2.4.2.2.8. ALPS Tip IV

2007 yilinda, kronik lenfodenopati ve splenomegalisi olan, DNT hiicre
diizeyleri yiiksek 49 yasinda bir erkek hastada intrinsik apoptozis yolaginda
bozukluk oldugu saptanmistir (IL-2 geri ¢ekilmesiyle olugan mitokondriyel apoptozis
mekanizmasinin defektif olmasi) (59). Yapilan molekiiler calismalarda hastada bir
onkogen olan NRAS geninde (RAS gen ailesinin ii¢ iiyesinden biri) Glyl3Asp
mutasyonu gosterilmistir. Bu mutasyona sahip kisilerde sitoplazmada bulunan
proapoptotoik Bim proteini siirekli inaktif kalmakta ve hiicre apoptoza

gidememektedir.

Amerikan Ulusal Saglik Enstitlisii’niin tiim diinyada cesitli merkezlerde
yapilan ortak c¢alismalar sonunda yayimladig1 rapora gore hastalik alt gruplarinin

siiflandirilmasi su sekilde revize edilmistir (66).

Tablo 2.8. ALPS alt gruplari

Onceki smiflandirma Degistirilen siniflandirma
ALPS tip 0 ALPS-Fas

ALPS tip Ia ALPS-Fas

ALPS tip Im ALPS-sFas

ALPS Ib ALPS-Fas-ligand

ALPS Ila ALPS-CASP10

ALPS III ALPS-U (ALPS unknown)
ALPS tip IIb CEDS

ALPS tip IV RALD

CEDS:Caspase 8 deficiency state

RALD:Ras associated autoimmune leukoproliferative disease
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2.4.3.Tanm ve Tedavi

Hastalik i¢in tan1 kriterleri arasinda malign olmayan lenfodenopati, 6 aydan
fazla siiren splenomegali, defektif lenfosit apoptozis ve DNT hiicre diizeyinin artisi
sayilabilir. Bunlarin yaninda destekleyici kriterler ise aile hikayesi, tipik lenf nodu
histopatalojisi ve otoimmiin hastaliklardir. Fakat kesin taninin koyulabilmesi icin

defektif olan gendeki mutasyonun gosterilmesi gerekir.

Tablo 2.9. Yukarida belirtilen 06zelliklerle ilgili Amerikan Ulusal Saglik
Enstitiisti’niin (NIH) ALPS hastalarin1 tanimlamak i¢in kullandig1 tani
kriterleri

NIH Kkriterleri

Lenfadenopati veya hepatosplenomegali ile belirlenen ve malign olmayan lenfoid hiicrelerin kronik

proliferasyonu
In vitro Fas aracili lenfosit apoptozis defekti

Periferik kanda CD4- CD8- alfa+ beta + T hiicre oraninin %1 den fazla olmasi

2010 yilinda yapilan cesitli revizyonlarla bu tant kriterleri su sekilde
degistirilmigtir.

Tablo 2.10. NiH’in 6nerdigi tam kriterleri

Gerekli kriterler Yardimeci Kriterler

Birincil yardimci kriterler  Ikincil yardimer kriterler

Kronik, malign olmayan Bozuk lenfosit apoptozis  Artmis plazma Fas-ligand,
lenfodenopati ve/veya IL-10, vitamin B12 ya da
splenomegali IL-18 miktarlar

Artmig DNT hiicre miktar1 Fas, Fas-ligand ya da Tipik  immiin-histolojik
kaspaz 10 mutasyonu bulgular

Otoimmiin sitopeni ve
artmis IgG miktar1

Aile hikayesi (malign
olmayan
lenfoproliferasyon)
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ALPS hastalarinin tedavisinde ise, hastalarin klinik durumuna gore (6zellikle
sitopeniler icin) tedaviler uygulanmalidir. Otoimmiin sitopeniler i¢in(otoimmiin
hemolitik anemi, immiin trombositopeni, otoimmiin ndtropeni), diger immiinolojik
sitopenilerin tedavisine benzer yontemler kullanilmaktadir. Kortikosteroidler ile
immiin supresyonun saglanmast miimkiindiir. Yiiksek doz (5-30 mg/kg/giin)
intraven0z metilprednizolon ve bunu takiben diisiik doz (1-2 mg/kg/giin) oral
prednizolon tedavisi uygundur. Yiiksek doz metil prednizolon ile birlikte IVIG
(intravendz immiinglobulin-1-2 gr/kg/giin) kullanimi otoimmiin hemolitik anemisi
olan hastalar i¢in faydalidir. Kronik ndtropenisi olan hastalar i¢in enfeksiyon
sirasinda haftada 3 kez diisiik doz (1-2 pg/kg) G-CSF (graniilosit koloni stimiile edici
faktor) kullanilabilir. Anti CD-20 (Rituximab) kullanimi ise refraktor sitopenisi olan
5 hastada uygulanmis ve ikisinde tam cevap alinmistir. Kronik refrakter sitopenisi
olan ALPS’li 13 hastaya Mycophenolate mofetil tedavisi uygunlanmis ve sitopeninin
uzun siireli diizelmesi saglanmigtir. Steroide refrakter otoimmiin sitopenisi olan

hastalarda kullanim1 6nerilmektedir (60,61,62,63).

Hepatosplenomegali ve lenfodenopati ise  kortikosteroidler — veya
kemoterapoétikler ile tedavi edilebilmektedir. Fakat bu ilaglarin yan etkileri
bulundugundan ve tedavi kesildikten sonra semptomlarin devam etmesinden dolay1

lenfodenopatinin tek basina tedavisinin gerekmedigi belirtilmektedir.

Splenektomi ise kronik, tedavilere direncli ve hayati tehdit eden sitopeniler

gelismedikce Onerilmemektedir.

Homozigot Fas mutasyonuna sahip, direngli sitopenisi olan iki hastaya kemik

iligi nakli yapilmis ve basarili oldugu gozlemlenmistir (64,65).
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3. HASTALAR ve YONTEM

3.1. Hastalar

Calismaya olast ALPS tanis1 ile Hacettepe Universitesi Cocuk Hastanesi
Immiinoloji Unitesin’de izlenen 27 hasta ile Fas geni ekzon dokuzda bulunan

heterozigot 1259 mutasyonu gosterilmis 4 hasta ve 30 saglikli kontrol alindi.

Calismaya katilan hastalarin yas ortalamasi 11.9 yil (3-45), ortanca yas ise 10
olarak saptandi. ALPS tip la grubundan hastalarin yas ortalamasi ise 12 idi (8-21)
(bkz. tablo 3.1.).

Tablo 3.1. Calismaya katilan hastalarin yas ve cinsiyetleri

Hasta sayisi Yiizde (%) Yas ortalamasi
Erkek 15 48 13,9
Kiz 16 52 10,1
Toplam 31 11,9

Tiim hasta grubunda lenfodenopati, hepatosplenomegali, ITP ve OHA

goriilme yiizdeleri tablo 3.2°de verilmistir.

Tablo 3.2. Calismaya kailan hastalarin klinik 6zellikleri

Klinik bulgular Vaka ve goriilme sayisi Yiizde(%)
LAP 31/31 100
SM 31/24 77
HM 31/13 41
ITP 31/18 58
OHA 31/6 19

LAP:Lonfodenopati
SM:Splenomegali
HM:Hepatomegali
ITP:Immiin trombositopeni

OHA:Otoimmiin hemolitik anemi



25

Ayrica 5 hastada otoimmiin tiroidit, pitriazis rosasea, otoimmiin ndtropeni,
otoimmiin hepatit gibi ¢esitli otoimmiin bulgular saptanmistir, 2 hastaya ise

splenektomi yapilmistir ( Tablo 3.3).

Tablo 3.3. Calismaya katilan hastalarin klinik 6zellikleri

ALPS siiphesi olan Otoimmiin bulgular

hastalar

Hasta numarasi Yasvilk SM HM  LAP ITP OHA Diger
sikayet yasi (siiresi)

1 5/3 ay +(4 yil) 3 + - - -

2 8/5 +(3 y1l) + + + Otoimmiin tiroidit

3 9/4 +(3 yil) 4 + = = =

4 71 +(6 y1l) + + + - -

5 14/4 - - 3 < = =

6 45/38 * +(7 y1l) + + + + -

7 10/8 - - 4 - - -

8 19/7 +(12 y1l) + + + - -

9 11/7 - - 4 - - -

10 9/5 +(4 y1l) + + + - -

11 15/10 - - A < - -

12 9/2 +(7 y1l) + + + - -

13 14/4 - - + + - Pitriazis rosea

14 22/15 - - + + - -

15 12/7 +(1 yil) 3 + - Otoimmiin ndtropeni

16 8/2 +(6 y1l) + - + -

17 4/3 +(1 yil) - < + - -

18 14/4 +(10 y1l) + + - - Otoimmiin hepaptit

19 12/12 - - + - -

20 19/1 +(18 yil) - + - Colyak hastaligs

21 9/6 +(3 yil) - 3 - + -

22 10/8 +(1 y1l) - + + - -

23 17/8 +(9 yil) A + =

24 5/1* +(3 y1l) + + -

25 4/3 +(1 yil) - 3 + - -

26 5/2 +(3 y1l) - + - - -

27 7/3 +(3 y1l) - I I + =

ALPS tip Ia

1 27/5 +(?) - 4 - - -

2 3/1 +(2 Y1l) - + - - -

3 4/1 +(3 yil) - + - - =

4 14/3 +(8 yil) - + - - -

*

: 6 ve 24 numarali hastalara splenektomi yapilmustir.
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Calismaya katilan hastalarin laboratuvar bulgular ise tablo 3.4’de verilmistir.

Tablo 3.4. Calismaya katilan hastalarin laboratuvar bulgulari

ALPS diisiiniilen hastalar

Hasta numarasi DNT (%) ALS(x1000/ul) Ig’ler(mg/dl) Vitamin B12 Otoantikorlar

1 4 2.6 A:94 G811 M:19 >2000 Anti-ds-DNA+

2 2 438 A:50 G:1180 M:128 760 D.Coombs+
Anti-TPO+

3 3 2.1 A:154 G:5720 M:45 RF+

4 2 2.2 A:875 G:6450 M:184 418 -

5 5 34 A:18 G:340 M:24 -

6 2 2.3 A:33 G:640 M:19 393 D.Coombs+

7 8 2.1 A:114 G:2360 M:368 RF+

8 3 1.4 A:46 G:858 M:19 227

9 3 1.8 A:91 G:2330 M:248 572 -

10 1 1.5 A:149 G:1180 M:37 >2000 -

11 2 1 A:88 G:1210 M:65 363 -

12 4 1.2 A:46 G:620 M:79 604 -

13 2 2.5 A:80 G:500 M:36 -

14 3 1.8 A:77 G:1540 M:221 363 D.Coombs+

15 3 1.3 A:98 G:1770 M:158 1451 D.Coombs+

16 1 2.6 A:187 G:2210 M:165 -

17 3 1.9 A:76 G:630 M:99 -

18 2 3.2 A:60 G:4710 M:86 627 ANA+

19 4 11.9 A:44 G:544 M43 D.Coombs+

20 3 1.2 A:45 G480 M:23 561 -

21 1 5.7 A:154 G:1430 M:165 604 -

22 2 1.8 A:109 G:560 M:84 856 -

23 2 2.5 A:292 G:1140 M:135 604 -

24 3 2.8 A:23 G:1020 M:116 -

25 3 1.3 A:43 G:876 M:79 475 -

26 1 1.7 A:56 G:776 M:65 -

27 2 2.3 A:97 G:1230 M:210 D.Coombs+

ALPS TiP Ia

1 6.5 >10 A:94 G:2160 M:103 -

2 11 >10 A:65 G:2220 M:79 -

3 12 8.5 A:82 G:2490 M:116 -

4 21 >10 A:102 G:2950 M:112 >800 -

ANA : Anti nuklear antikor

D.Coombs : Direkt coombs

Anti-TPO : Anti-tiroid peroksidaz

RF : Romatoid Faktor

Not: Kalin olarak yazilan IgG ve vitamin B12 diizeyleri normal degerlerden

yiiksektir.
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3.2. Yontem

In vitro apoptozis testi icin hasta ve saglikli gruptan prezervatifsiz heparinli

(anti-koagiilan) enjektorlere 5’er cc kan alind1 ve hiicre kiiltiirii su sekilde yapildi:

1. Toplanan kanlardan Ficoll-hystopaque 1ile yayma dansite gradient

yontemiyle lenfositler izole edildi.

2. Hiicrelerden kiiltiir plaklarina son konsantrasyon 10%ml olacak sekilde

ekim yapildi ve bir mitojen olan PHA (Phytohemaglutinin) ile uyarildi.
3. 48 saat bekleyen hiicreler IL-2 i¢eren medium ile tekrar kiiltiire birakildi.

4. Her 48 saatte bir medium degistirildi ve 4 degisimden sonra (192 saat)
hiicrelerde apoptoz mekanizmasinin baslamasi i¢in anti- Fas monoklonal

antikoru eklendi.

5. 48 saatin sonunda hiicreler Trypan blue (tripan mavisi) ile boyanarak

mikroskopta 6lii hiicre sayimi yapildi.

Hiicre kiiltiirii sirasinda kullandigimiz medium su sekilde hazirlandi:

82 ml RPMI-1640 (Roswell Park Memorial Institute)
15 ml (%15) FCS (Fetal calf serum)
2 ml (%2) Hepes buffer

1 ml (%]1) penicillin streptomycin

Apoptozu indiiklemek icin yaptiimiz hiicre kiiltlirlinde amag, bir mitojen
olan PHA ile lenfositleri uyararak bu hiicrelerden IL-2 salimimini ve Fas
ekspresyonunu artirmaktir. Aktive olarak ¢ogalan bu hiicrelerin apoptoza gitmeleri
icin anti-Fas monoklonal antikoru ortama eklenmistir. Lenfozit apoptozisinde
bozukluk olmayan bireylerin hiicrelerinin 48 saat sonunda biiyiilk oranda dlmeleri
beklenmektedir. Bu siire sonunda o6li hiicrelerin belirlenebilmesi i¢in, membran
biitiinliigli bozulmus olan apoptotik hiicrelerin sitoplazmasina girerek DNA’y1

boyayan bir kimyasal olan trypan blue kullanilmistir. Isik mikroskobunda hasta ve
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saglikli kontrol hiicreleri (200 hiicre) ayr1 ayr1 sayilarak olii hiicre yiizdesi

belirlenmistir.

Hasta ve kontrol grubunun plazma Fas-ligand diizeylerinin ¢aligilmasi i¢in ise:

1. EDTA’] tiiplere 3 cc periferik vendz kan alindi.
2. Kanlar 15 dakika 2000 rpm’de santrifuj edilerek plazmalar ayrildi.
3. Calisma ELISA yontemiyle Fas-ligand kiti (Bender-Med Systems)

kullanilarak, firmanin belirtmis oldugu protokole gore yapildu.
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4. BULGULAR

In vitro fonksiyonel apoptozis testi uygulanan hasta ve kontrol grubunda 48

saat sonunda hiicrelerin 6liim yiizdeleri su sekilde hesaplandi:

Hastada g6zlenen o6lii hiicre sayis1
x 100

Ayni1 deneydeki kontrolde gbzlenen 6lil hiicre sayisi

Testlerin tiimiinde saglikli bireylerden izole edilen kontrol grubu hiicrelerinde

oliim yiizdeleri %80 ve lizeri olarak saptandi.

Hesaplamalar yapildiktan sonra olast ALPS tanisi ile izlenen hastalarda ve tip

Ia grubundan olan hastalarda 6liim yiizdeleri su sekildeydi (Tablo 4.1).

Tablo 4.1. Calisma sonunda saptanan 6liim yiizdeleri

Olas1 ALPS tanisi ile izlenen Oliim yiizdeleri ALPS tip Ia grubu Oliim yiizdeleri
hastalar hastalar

1 95 1 26
2 90 2 27
3 91 3 22
4 100 4 20
5 100

6 100

7 100

8 97

9 97

10 100

11 98

12 100

13 88

14 95

15 88

16 96

17 94

18 96

19 97

20 89

21 96

22 96

23 97

24 98

25 90

26 96

N~
=2

96
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Amerika Ulusal Saglik Enstitiisii’niin 2010 y1l1 kriterlerine gore,in vitro apoptozis testinde
hastalardan elde edilen hiicrelerin 6liim oranlarimin saglikli kontrol hiicrelerinin 6liim oranlarinin en az
%50’si oraninda diisiik olmasi apoptozis mekanizmasinin bozuk olarak kabul edilmesi i¢in gereklidir

(66).

In vitro fonksiyonel apoptozis testi sonucunda 48 saat sonunda hasta ve
saglikli kontrol hiicrelerinin 6liim oranlarinin ortalamalart ayr1 ayr1 heaplandiginda

su bulgular elde edilmistir (Sekil 4.1).

Oliim yiizdeleri

100

?  E

80

40

20 é

0~

I I |
Olasi ALPS diigiiniilen hasta grubu Saglikh kontrel grubu ALPS tip la grubu

Sekil 4.1. Calisma sonunda saptanan 6liim ytizdeleri

Deney sonuglarina gore olast ALPS tanisi alan hastalar ve saglikli kontrol
grubu 6liim oranlar1 ortalamalari arasinda fark saptanmazken (p=0.9), bu iki grup ile

tip la grubu arasinda belirgin bir fark saptanmistir (p=0,001).

Istatiksel hesaplamalar SPSS.15 paket programi kullanilarak yapilmustir.
Gruplar aras1 degerlendirmeler non-parametrik Kruskal Wallis testi ile yapilmis, ikili

gruplar arasinda Benforini diizeltmesi uygulanmistir.
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Yine ayni gruplarin plazma Fas-ligand miktarlar1 Eliza yontemiyle saptanmis

ve su bulgular elde edilmistir (Tablo 4.2 ve sekil 4.2).

Tablo 4.2. Calisma sonunda saptanan Fas-ligand miktarlar1 (ng/ml)

Olas1 ALPS tanisi ile izlenen hastalar Saghkh kontrol grubu
0.15 0.14
0.16 0.16
0.11 0.10
0.13 0.14
0.12 0.12
0.10 0.11
0.14 0.10
0.16 0.12
0.14 0.16
0.12 0.14
0.11 0.10
0.10 0.12
0.12 0.18
0.12 0.12
0.12
0.18
0.19
0.20
0.12
0.14
0.10

0.16
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0,850
0,60
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=
=
0,40 —
0,20 & —
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n=27 n=14

Sekil 4.2. Calisma sonunda saptanan plazma Fas-ligand diizeyleri

Biitiin gruplarda Fas ligand oranlar1 normal deger kabul edilen 0,2 ng/ml’nin

altinda bulunmustur (p=0.522).

Hesaplamalar SPSS.15 paket programi kullanilarak non-parametrik Kruskal

Wallis testi uygulanarak saptanmustir.
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5. TARTISMA

Otoimmiin lenfoproliferatif sendrom (ALPS) lenfodenopati, splenomegali,
DNT hiicre diizeylerinde artis ve otoimmiiniteyle karakterizedir. ALPS tanis1 almis
hastalarda goriilen lenfoproliferasyonun nedeni apoptozis mekanizmasindaki
bozukluktur. Ozellikle o6liim reseptdr (Fas-Fas ligand) aracili apoptozis
mekanizmasindaki bozukluk nedeniyle aktive olan lenfositler apoptoza gidememekte
ve lenfoproliferasyon ortaya c¢ikmaktadir (29,35). Fas molekiiniin lenfosit
homeostazindaki rolii ilk olarak 1992 yilinda Nagata ve arkadaslar tarafindan fare
modelinde tanimlanmistir (67). Caligmada Fas molekiiliinii kodlayan gende resesif
bir mutasyon saptanmis ve bu mutasyona sahip farelerde lenfosit apoptozunun
defektif oldugu gosterilmistir. Yine aymi yil iki farkli grup tarafindan ALPS’li
hastalarda Fas molekiiliinii kodlayan gende mutasyonlar saptanmis ve defektif Fas
molekiiliiniin ALPS’ye neden oldugu gdsterilmistir. Rieux-Laucat ve arkadaglari (41)
tarafindan yapilan calismada lenfoproliferatif sendrom ve otoimmiin bozukluklar
goriilen iki kardeste, Fas moliikiiliinii kodlayan gende genis bir delesyon saptanmis
ve mutant gen nedeniyle hiicre ylizeyinde Fas ekspresyonunun olmadigi
gosterilmistir. Fisher ve arkadaslari (40) tarafindan ise aralarinda akrabalik olmayan,
ALPS klinik 6zellikleri gosteren bes cocukta heterozigot dominant Fas mutasyonlari
saptanmigtir. Bu ¢alismalarla beraber ALPS’de tarama testi olarak kullanilabilecek in
vitro fonksiyonel apoptozis testi gelistirilmistir. Bu testin temeli, aktive olan
lenfositlerde Fas-fas ligand aracili yolagin uyarilmasiyla, hiicrelerin apoptoz
mekanizmasinda bozukluk olup olmadiginin saptanmasina dayanmaktadir. Biz de
son yillarda klinik o6zellikleri ALPS’yi disiindiiren hastalarimizda bu testi
uygulayarak Fas, Fas ligand yoniinden genetik calisma yapilmasi gereken hastalari
secmek ve negatif bulunan hastalarin muhtemel yeni molekiiler defektler yoniinden

incelenmesini saglamak i¢in bu yontemin uygulamasini baslattik.
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Otoimmiin lenfoproliferatif sendromun en o©nemli laboratuvar bulgusu
dolagimdaki DNT hiicre diizeyindeki artigtir. Normalde %1’in altinda bulunmasi
gerekirken ALPS’1i hastalarda bu oran %60’a kadar ¢ikabilmektedir (37). Amerikan
Ulusal Saglik Enstitiisii’niin 2010 y1l1 kriterlerine gére ALPS tanis1 koyabilmek i¢in
gerekli iki ana kriter kronik lenfodenopati ve/veya splenomegali ve DNT hiicre
diizeylerinde artistir. Bunlarla beraber primer yardimci kriterlerden lenfosit
apoptozunda bozukluk veya Fas, Fas-ligand ya da kazpaz 10 molekiillerini kodlayan
genlerdeki patojenik mutasyonun gosterilmesi gerekmektedir (66). Bu bilgilerin
dogrultusunda calismamiza Hacettepe Universitesi Ihsan Dogramact Cocuk
Hastanesi Immiinoloji Unitesinde olast ALPS tanisi ile izlenen 27 hasta, pozitif
kontrol olarak Fas geninde heterozigot 1259 mutasyonu saptanmis 4 ALPS tip la
grubundan hasta ve 30 saglikli kontrol katilmistir. Hastalarin tamaminda DNT hiicre
diizeyleri normalden yiiksek olup, kronik lenfodenopati ve/veya splenomegali
bulunmaktadir. Hastalarda in vitro fonksiyonel apoptozis testi yapilmis ve her
deneyde kontrol olarak sagliklt bir bireyden elde edilen lenfositlerde apoptozis
degerlendirilmistir. Deneylerde, hasta ve kontrollerden elde edilen lenfosit 6lim
yiizdeleri karsilagtirilmistir. Amerikan Ulusal Saglik Enstitlisii’niin apoptozisin
bozuk kabul edilebilmesi i¢in Onerdigi kriter, hastalardan elde edilen hiicrelerin 6liim
oranlarinin saglikli bireylerden elde edilen lenfositlerin 6liim oranlarindan en az %50
daha az olmasidir (66). Bizim c¢alismamizda saglikli bireylerden izole edilen
hiicrelerin 6liim oranlar1 ise en az %80 olarak saptanmigtir. Olas1 ALPS tanisi ile
izlenen hastalarin tiimiinde bu oran yine %80 ve daha fazla olarak saptanmistir. Fas
geninde heterozigot dominant mutasyonu gosterilmis 4 hastada ise bu oran %20 ila
%27 arasinda bulunmustur. Calismada elde edilen bulgular sonucunda, teknik olarak,
uygulanan in vitro apoptozis testinin giivenilir oldugu kabul edilebilir. Boylece
mutasyonu gosterilmis ve kesin olarak Fas aracili apoptozis yolaginda bozukluk
oldugu bilinen hastalarin 6liim yiizdeleri saglikli hiicrelere gore ortalama %75

oraninda daha diisiik bulunmustur.

Diinya genelinde bugiine kadar ALPS tanist almis ve mutasyonu gosterilmis
hastalarin yaklasik %70‘inde Fas aracili apoptozis yolaginda bozukluk oldugu
bilinmektedir (37). Bu yiizden laboratuvarlarda teknik olarak daha basit ve daha ucuz

olan in vitro fonksiyonel apoptozis testinin uygulanmasi énemlidir. Daha kapsaml
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ve daha pahali olan molekiiler tan1 yontemlerinin uygulanacagi hastalar bu sekilde

belirlenebilir.

Calismamiza katilan, olast ALPS tanisi ile izlenen hastalarda Fas aracili
lenfosit apoptozisinde bir bozukluk saptanmamistir. Bu hastalarin klinik bulgulari
ALPS tan1 kriterlerine uygun ve DNT hiicre diizeyleri artmis olmasina ragmen Fas
aracili lenfosit apoptozisinde bozukluk olmamasi diger apoptozis mekanizmalarinda
bozukluk olabilecegini diisiindiirmektedir. Bu hastalarin bazilarinda somatik Fas
mutasyonu olabilecegi gibi apoptozis mekanizmalarinda yer alan diger molekiillerde
de bir defekt bulunabilir. Nitekim 2007 yilinda Oliveira ve arkadaslar1 tarafindan
yapilan ¢alismada (59) NRAS molekiiliinii kodlayan gende bir mutasyon saptanmis
ve bunun ALPS’ye neden oldugu gosterilmistir. ALPS klinik 6zelliklerini tasiyan
hastalarin 6nemli bir kisminda bilinen molekiillerde defekt saptanmamis olmasi,
O0lim reseptor aracili veya mitokondriyel apoptozis yolaklarinda gorev alan
molekiillerde heniiz gdsterilmemis genetik bozukluklar bulunabilecegine isaret

etmektedir.

Amerikan Ulusal Saglik Enstitiisii'niin ALPS tanisi i¢in Onerdigi ikincil
yardimci kriterleri arasinda plazma Fas-ligand diizeylerinde artis da yer almaktadir.
Bu oran saglikli bireylerde 0.2 ng/ml’nin altindayken ALPS’li hastalarda 170
ng/ml’ye kadar c¢ikabilmektedir (66). 2009 yilinda Magerus-Chatinet ve
arkadaglarinin  yaptigi calismada (68) ALPS’li hastalarda plazma Fas-ligand
diizeyleri Ol¢lilmiis ve 6zellikle mutasyonu belli olan hastalarda bu oran saglikli
bireylere gore oldukca yiiksek ¢ikmistir. Mutasyonu gosterilemeyen ALPS tip III
grubundan hastalarda ise bu oran normal ya da normale yakin saptanmistir.
Calismamizda olast ALPS tanisi ile izlenen ve in vitro apoptozis testi uyguladigimiz
hastalarda ELISA yontemiyle Fas-ligand diizeyleri 6l¢iilmiistiir. Calismaya hastalarin
yant sira 14 goniillii, saglikli birey de katilmistir. Calisma sonucunda tiim hastalarin
ve saglikli bireylerin plazma Fas-ligand diizeyleri normal deger olan 0,2 ng/ml’nin
altinda c¢ikmistir. Bu sonug¢ Fas aracili apoptozis testinin normal bulundugu

hastalarimizda beklenebilecek bir durumdur.
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Sonug¢ olarak, uyguladigimiz bu yontem Fas aracili apoptozis testi ile
gosterilemeyen, bilinen diger defektler yoniinden taranmasi gereken hastalarin
belirlenmesi i¢in ve bir ileri basamakta da yeni molekiiler defektlerin bulunmasi
yoniinden yararli olacaktir. Yaptigimiz bu calismayla in vitro fonksiyonel apoptozis
testinin olast ALPS tanist ile izlenen hastalarda efektif olarak uygulanabilecegi
gosterilmistir. Ileride daha kapsamli olarak yapilacak bir calismayla bu hastalarda
plazma Fas-ligand diizeyleri de tekrar incelendiginde daha saglikli sonuclar elde

edilebilecegi diistiniilmektedir.
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6. SONUCLAR

Laboratuvarimizda kurdugumuz in vitro fonksiyonel apoptozis testinin
uygulanabilirligi, pozitif kontrol olarak kullandigimiz ALPS tip la grubu

hastalarin sonuglarina gore giivenilir olarak kabul edilmistir.

In vitro fonksiyonel apopstozis testi uyguladigimiz hastalarin hicbirinde lenfosit

apoptozunda bozukluk saptanmamustir.

ALPS tip Ia grubundan hastalarin Fas ile indiiklenen lenfosit apoptozunda

bozukluk oldugu gosterilmistir.

Hasta ve saglikli kontrol grubunun plazma Fas ligand miktarlari normal

degerlerde saptanmustir.

Saptanan degerler olasi ALPS tanisi ile izlenen hastalar i¢in beklenen bir

durumdur.
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