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OZET

Gayretli Aydin, ZG., Streptococcus pneumonia, Staphylococcus aureus ve
Pseudomonas aeruginosa ile Invaziv Bakteriyel Enfeksiyon Gegiren Cocuklarda
IRAK4 ve MYDS88 Genlerinde Mutasyon Varh@min Arastirilmasi, Hacettepe
Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Immiinoloji Program Yiiksek Lisans
Tezi, Ankara, 2023. Invaziv bakteriyel enfeksiyonlar steril viicut sivilarinin bakteri
ile enfekte olmasidir. Menenijit, bakteriyemi, sepsis, septik artrit, osteomyelit, plevral
ampiyem, derin doku ve organ abseleri invaziv bakteriyel enfeksiyonlar arasinda yer
almaktadir. IRAK4 ve MyD88 eksikligi olan hastalarda, Streptococcus pneumoniae
ve Staphylococcus aureus ile invazif bakteriyel enfeksiyonlara karsi segici yatkinlik
olusmaktadir. Bu calismada Streptococcus pneumonia, Staphylococcus aureus ile
invaziv bakteriyel enfeksiyon geciren hastalarda primer immiin yetmezlik tarama
testlerine ek olarak IRAK-4 ve MyD88 genlerinde mutasyon varligininin arastirilmasi
amaclanmistir. Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Enfeksiyon
Servisinde izlenen 15 hasta ¢aligmaya dahil edildi. Hastalarin yedisi (% 46,7) kizdi.
Hastalarin ortanca yas degeri 48 ay (min-maks:2,5-130 ay) idi. Hastalarin altis1 (% 40)
komplike parapndmonik efiizyon, dordii (% 26,7) septik artrit, dordii (% 26,7) kan
akim enfeksiyonu, biri (% 6,7) akut bakteriyel menenjit idi. izole edilen etkenlerin
10’u (%66,7) S. pneumonia, besi (%33,3) S. aureus idi. Calismaya dahil edilen
hastalarin yedisinde IRAK-4 geninde heterozigot varyant tespit edildi (c.1282 G>A
heterozigot, rs4251545 exon 11 Ala428Thr; biri ¢.1172 G>A heterozigot rs55944915
exon 10 Arg391His), MyD 88 geninde herhangi bir varyant saptanmadi. IRAK-4
varyantlari polimorfizm olarak degerlendirildi. IRAK-4 eksikligi OR gecisli olmasina
ragmen; heterozigot IRAK4 polimorfizminin klinikle korelasyonunu ortaya koymak
i¢in daha ileri fonksiyonel ve genetik galismalara ihtiyag vardir. Invaziv pndmokokal
ve stafilokokkal hastalig1 olan gocuklar, altta yatan bir PIY i¢in degerlendirilmelidir.
Bu ¢ocuklarin ayirici tanisinda ozellikle IRAK-4 ve MyD88 eksiklikleri gibi etkene

spesifik immun yetmezlikler g6z 6niinde bulundurulmalidir.

Anahtar Kelimeler: invaziv bakteriyel enfeksiyon, IRAK-4 eksikligi, MyD88
eksikligi
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ABSTRACT

Gayretli Aydin, ZG., Investigation of IRAK4 and MYD88 Gen Mutation in
Children with Invasive Bacterial Infection with Streptococcus pneumonia,
Staphylococcus aureus and Pseudomonas aeruginosa, Hacettepe University
Graduate School of Health Sciences Immunology Master Thesis, Ankara, 2023.
Invasive bacterial infections are bacterial infections of sterile body fluids. Invasive
bacterial infections include meningitis, bacteremia, sepsis, septic arthritis,
osteomyelitis, pleural empyema, deep tissue and organ abscesses. Patients with IRAK4
and MyD@88 deficiency are selectively predisposed to invasive bacterial infections with
Streptococcus pneumoniae and Staphylococcus aureus. This study aimed to
investigate the presence of mutations in IRAK-4 and MyD88 genes in addition to
primary immunodeficiency screening tests in patients with invasive bacterial
infections with Streptococcus pneumonia, Staphylococcus aureus. Fifteen patients
who had invasive bacterial infections with Streptococcus pneumoniae and
Staphylococcus aureus in Karadeniz Technical University Faculty of Medicine,
Department of Pediatric Infection Disease were included in the study. Seven of the
patients (46.7%) were girls. The median age of the patients was 48 months (min-max:
2.5-130 months). Six (40%) of the patients were complicated parapneumonic effusion,
four (26.7%) septic arthritis, four (26.7%) bloodstream infection, one (6.7%) acute
bacterial meningitis. Of the isolated agents, 10 (66.7%) were S. pneumonia and five
(33.3%) were S. aureus. Heterozygous variant in the IRAK-4 gene were detected in
seven of the patients included in the study (c.1282 G>A heterozygous, rs4251545 exon
11 Ala428Thr; one ¢.1172 G>A heterozygous rs55944915 exon 10 Arg391His), no
mutation was detected in the MyD 88 gene. The variants in the IRAK-4 gene is
accepted as polymorphism. Although IRAK-4 deficiency is inherited in an autosomal
recessive trait; further functional and genetic studies are needed to understand the
correlation of the heterozygous IRAK4 polymporphisms defined here with clinical
situation . Children with invasive pneumococcal and staphylococcal disease should be
evaluated for an underlying PID. Especially agent specific immunodeficiency
diseases, such as IRAK-4 and MyD88 deficiencies, should be considered in the
differential diagnosis of these children.

Keywords: invasive bacterial infection, IRAK-4 deficiency, MyD88 deficiency
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1. GIRIS

Dogal bagisiklik, enfeksiyonlara karsi konagin savunmasindaki ilk kritik
basamagi olusturur. Giiglii bir bicimde mikroorganizmalar1 hedef alan bu sistem,
enfeksiyonu denetlemek ve yok etmek i¢in yapilanmistir (1). Dogal bagisiklik
sisteminde yer alan Toll benzeri reseptorler (TLR), homodimer veya heterodimer
olarak islev goren tip 1 transmembran proteinleridir. Bakteriyel, viral ve fungal
patojenleri; ortak yapidaki bilesenlerine baglanarak tanirlar. Mikrobiyal patojenlerin
taninmasindan sonra, TLR'ler, enflamatuar sitokinlerin ve tip I interferonlarin (IFN)
uyarilmasiyla sonuglanan hiicre i¢i sinyal yollarin tetikler (1, 2). TLR'ler, interlokin-
1 (IL) reseptdr ailesinin iiyeleriyle Toll-interlokin-1 reseptorii (TIR) alani adi verilen
intraseliiler alan1 paylasirlar. Klasik TLR aracili hiicre i¢i sinyallesme, TIR igeren
sitozolik adaptor molekiil miyeloid farklilagsma faktorii-88 (MyD88) ve adaptdr protein
iceren Toll-interlokin-1 reseptor alani (TIRAP) igerir. MyD88, 2 aktif kinaz olan
Interlokin-1 reseptor-iliskili kinaz (IRAK)-1, IRAK-4 ve 2 katalitik olmayan alt
birimden, TLR'ler ve IL-1R'ler IRAK kompleksine koprii gorevi géren anahtar bir
sitozolik adaptor molekiiliidiir (1, 3). MyD88, Toll ve IL-1R domaini araciligiyla TLR'
ler ve IL-1R' ler ile etkilesime girer. MyD88 ve IRAK-4'e bagimli TIR yolu, TLR7,
TLRS8 ve TLR9 uyarilarindan sonra; IL-1, IL-6, IL-8, tiimor nekroz faktorii (TNF) - a,
interferon (IFN) — o / B gibi inflamatuar sitokinlerin sentezine yol agar. MyD88 ve
IRAK-4 eksikligi olan hastalardan elde edilen kan lokositleri, TLR ve IL-1R
agonistleri ile uyarildiklarinda gogunlukla bozuk yanit verirler. Insanda TLR3
disindaki tim TLR’ ler MyD88 ve IRAK-4 molekiiliinii kullanirlar (4). Bu yolak
ayrica, IL-1R, IL-18R ve IL-33Ra dahil olmak iizere bircok IL-IR tarafindan da
kullanilir. IL-1 o ve IL-33 ayrica, transkripsiyonel diizenlemeye yol acan alternatif
hiicre i¢i etkiler de gosterebilir. Bilindigi kadariyla, MyD88'den bagimsiz IL-1R
yolunu etkileyen herhangi bir mutasyon heniiz tanimlanmamustir (5-7).

IRAK-4 ve MyD88 eksiklikleri, homozigot veya bilesik heterozigot IRAK4 ve
MyD88 gen mutasyonlarinin neden oldugu otozomal resesif gecisli primer immiin
yetmezlikler olarak tanimlanmigtir. IRAK4 ve MYDS88, dogal immiin yanitta gérev
yapan molekiillerdir. IRAK4, TLR'lerin sinyal iletiminde 6nemli rol oynayan bir
protein kinazdir. MyD88 ile etkilesime girer ve IRAK1'1 etkinlestirir. Hiperfosforile
edildikten sonra IRAK1, niikleer faktor kappa B (NF-Kb) ve Mitojenle aktive edilen



protein kinaz (MAPK) yolaklarinin aktivasyonunu tetikleyen TNF reseptorii ile iligkili
faktor 6 (TRAFO6) ile birlesir (7, 8). IRAK4 ve MyD88 eksikligi olan hastalar, invazif
piyojenik bakteriyel enfeksiyonlara karsi se¢ici yatkinlik gosterirken; mantar, parazit,
virlis ve diger bircok bakteriye karsi normal direng gosterirler. MyD88 ve IRAK-4
eksiklikleri olan hastalarda 6zellikle Streptococcus pneumoniae ve Staphylococcus
aureus gibi gram pozitif bakterilerin neden oldugu invaziv bakteriyel enfeksiyonlar,
ve nadiren de Pseudomonas aeruginosa ve Shigella sonnei gibi gram-negatif
bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlar ortaya ¢ikabilmektedir (9). invaziv bakteriyel
enfeksiyonlar steril viicut sivilarinin bakteri ile enfekte olmasidir. Menenyjit,
bakteriyemi, sepsis, septik artrit, osteomyelit, plevral ampiyem, derin doku ve organ
abseleri invaziv bakteriyel enfeksiyonlar arasinda yer almaktadir. Bu enfeksiyonlar
tekrarlayabilir. IRAK4 ve MyD88 eksikligi olan hastalarda ayrica deri ve iist solunum
yolllarint etkileyen invaziv olmayan yaygin, nekrotizan, piyojenik bakteriyel
enfeksiyonlar da goriilebilir. Enfeksiyonlar tipik olarak akuttur fakat inflamatuar
belirtilerin zayif olmasi nedeniyle tan1 koymak giictiir. Enfeksiyonlar siklikla bebeklik
ve erken ¢ocukluk déneminde ortaya ¢ikarlar. Bu hastalarin %40’ 1 invaziv bakteriyel
enfeksiyonlar (6zellikle de invaziv pndmokokkal enfeksiyonlar ile) ile
kaybedilmektedir. Dogal immiin sistemi etkileyen her iki gen defektinde de Tve B
hiicre immiinitesinin kazanilmasi nedeni ile, ilerleyen yaslarda fazla klinik bulgu
goriilmeyebilir. Bu hasta grubunda 14 yasindan sonra invaziv bakteriyel enfeksiyon
ve 8 yasindan sonra da 6liim bildirilmemistir (10, 11).

Bu hastalarla ilgili klinik bilgiler daha ¢ok vaka sunumlarindan elde
edilmektedir. Biz de bu nedenlerle hastanemizde Streptococcus pneumonia,
Staphylococcus aureus ve Pseudomonas aeruginosa ile invaziv bakteriyel enfeksiyon
nedeni ile tedavi ve takip ettigimiz hastalarda primer immiin yetmezlik tarama
testlerine ek olarak IRAK-4 ve MyD88 genlerinde mutasyon varligini arastirmayi

amagladik.



2. GENEL BILGILER
2.1. immiin Sistem

Immiinite, dokunulmazlik, dzgiirliik, bagimsizlik anlamlaria gelen Latince
“immunitas” sozciiglinden koken almaktadir. Tarihsel olarak immiinite, hastaliktan ve
daha 6zel olarak enfeksiyon hastaliklarindan korunma anlamina geliyordu. imiiniteden
sorumlu hiicreler ve molekiiller immiin sistemi olustururken; bu hiicre ve
molekiillerin konaga giren yabanci antijenlere karsi olusturduklari toplu ve diizenli
yanita immiin yamit denilmektedir (1).

Immiin sistemin en 6nemli fizyolojik islevi, kona@ enfeksiyonlara kars
korumaktir. Bununla birlikte enfeksiydz olmayan yabancit maddeler, konagin kendi
hasarli tirlinleri ve malign tlimoral hiicreler immiin yanit olustururlar. Ayrica,
normalde bireyleri enfeksiyondan koruyan ve yabanci maddeleri ortadan kaldiran
immiin mekanizmalar bazi durumlarda doku hasarina ve hastaliga neden olabilir. Bazi
durumlarda, konagin kendi molekiilleri bile immiin yanita yol acarak otoimmiin yanit
olusturabilirler. Bu nedenle immiin yanitin daha kapsamli tanimi; yabanci ve anormal
olarak tanimlanan molekiil ve mikroorganizmalara kars1 fizyolojik veya patolojik
sonucuna bakilmaksizin verilen yanittir. Immiinoloji, daha genis anlamda
organizmanin mikroplar ve diger yabanci makromolekiillerle karsilagsmasindan sonra

immiin yanit olarak meydana gelen hiicresel ve molekiiler olaylarin incelenmesidir (1).
2.2. Dogal ve Edinsel immiin Sistem

Mikroplara karst savunma mekanizmast; sirali ve diizenli bir sekilde “dogal ve
edinsel immiinite” ile olusturulmaktadir. Dogal immiinite, enfeksiyonlara karsi
konagin savunmasindaki ilk kritik basamagi olustururken, mikroplarin konak
dokularina girigini engellemeye ve konak dokularina girmeyi bagaran mikroplar1 hizla
yok etmeye hazirdir. Dogal immiinite, edinsel immiin yanit gelismeden Once,
enfeksiyondan sonraki ilk birkag¢ saat veya giin iginde mikroplara karsi savunma igin
gereklidir. Dogal immiinite, “dogustan immiinite” veya ‘“zaten organizmada var olan
immiinite” olarak da adlandirilir. Mikroplarin konak dokularina girisini engellemeye

ve konak dokularina girmeyi basaran mikroplar1 hizla yok etmeye hazirdir. Bunlart



gerceklestirmek i¢in dogal immiin sistem; dokularda ve kanda birgok tipte hiicre ve

¢oziinlir molekiilden olusur (1).
2.3. Dogal Immiin Sistem Elemanlari

Dogal immiin sisteminin ana bilesenlerini, mikroplarin girisini fiziksel olarak
engelleyen bariyer gérevi yapan epitel; epitel engelini agan mikroorganizmalari tespit
edip konake¢1 yanitini baglatan dokularda yer alan makrofajlar, mast hiicreleri ve
dendritik hiicreler (DH); kandan dokulara gecen veya epiteli asip dokulara gecen
mikroorganizmalar1 ortadan kaldiran ve ayrica hasarli konak hiicrelerini ortadan
kaldiran nétrofil, monosit (dokuda makrofaj), dogal 6ldiiriicti hiicreler (Natural Killer-
NK) ve diger hiicrelerin yer aldigi 16kositler ve kan akiminda mikroorganizmalara
kars1 harekete geg¢ip onlarla savasan kompleman proteinlerine ek olarak plazma
proteinleri olusturmaktadir (2).

Dogal immiin sistem mikroorganizmalar1 ve hiicresel stresle ilgili molekiilleri;
orgii tanima reseptorleri (PRR) ad1 verilen dzel proteinler tarafindan tanir. Orgii tanima
reseptorleri mikroorganizmalara ait lipopolisakkaritler, lipoteikoik asit, diagil gliserol,
triagil gliserol, peptidoglikan yapidaki toksinleri ve bakteri hiicre duvari
komponentleri veya mannoz, niikleik asitler (bakteriyal ya da viral DNA veya RNA)
gibi eksojen patojen iliskili molekiiler 6rgiileri (PAMPS) tanimada gorevlidir. PRR’ler
sadece eksojen ligandlarla degil ayn1 zamanda endojen tiimor hiicreleri, 6lii veya
Olmekte olan konakgi hiicrelerden veya hipoksi gibi endojen strese yanit olarak
konaker hiicrelerden iiretilen hasar iliskili molekiiler 6rgiileri (DAMPS) de tanir. Orgii
tanima reseptorleri farkli PAMPs ve DAMPs ligandlarina baglaninca dogal immiin
yanit1 ve inflamatuar yanit1 diizenleyen 6zgiil sinyal ileti yolaklarin1 aktive ederek
farkli genlerin ekspresyonunu diizenlemektedirler (3, 5, 6). Bu PAMPs ve DAMPs’
lar1 tantyan PRR; TLR, NOD-benzeri reseptorler (NLR), RIG-I benzeri reseptorler
(RLR), C tipi lektin reseptorler (CLR) ve Copgii reseptorler olmak tizere bes protein

ailesinden olusmaktadir (5, 7).
2.4. Dogal Immiin Yamitin Diizenlenmesi

Toll benzeri reseptorler meyve sinegi olan Drosophila’nin dorsal-ventral

akslarinin embriyogenezinde rol alan ve enfeksiyonlara karsi savunmada rolii olan



Toll ad1 verilen proteinlerin homologudur (5, 12-14). Biitiin TLR’ler, PAMPs ve
DAMPs’ lari tantyan at nali bigimindeki proteinlerdir. Molekiiler agirliklar: 90 ila 115
kDa arasinda degisen ve 16-28 hiicre dis1 16sinden zengin tekrarlardan (LRR) olusan
bir ektodomain ile IL-1 reseptoriine benzer oldugu i¢in TIR (toll like/Interleukin 1)
ismini alan sinyal iletiminde gorevli bir transmembran kisma sahiptirler. TLR’lerin
transmembran a-heliks kismi ve korunmus i¢ bolgesi insanlardaki IL-1R ve IL-18R in
homologudur (15). Insanlarda TLR1-10 olarak adlandirilan 10 farkli fonksiyonel TLR
vardir. Farelerde, insan TLR1-9' a homolog TLR ve ayrica ii¢ tane daha TLR11-13
toplamda 12 TLR vardir, ancak TLR10 yoktur (16). Baz1 TLR’ler hiicre yiizeyinde yer
alip hiicre dis1 mikroorganizmalar1 tanirken; bazi TLR’ ler de endozom, lizozom,
endolizozom gibi hiicre i¢i kompartmanlarda yer alip hiicre icine giren
mikroorganizmalar1 tanirlar. TLR1, 2,4, 5, 6 ve 10 hiicre ylizeyinde lokalize olurken;
TLR3, 7, 8,9, 11 ve 12 hiicre i¢inde endozomlarda bulunurlar (17). TLR1 veya TLR6
ile heterodimer olusturan TLR2 glikosilfosfatidilinositol (tGPI)-baglantili miisinler
lipoprotein, peptidoglikan, mannan, zimozan, lipoteikoik asit gibi bir ¢ok bakteri
lipoglikanlarin1 tanirken; TLR-4 bakteri lipopolisakkaritini (endotoksin), TLR-5
bakteriyal flagellini tanir. intraseliiler yerlesimli TLR 3, 7 ve 8 viral niikleik asitleri,
TLR-9 metillenmemis CpG motiflerinden zengin viral ve bakteriyel DNA’y1, ayni
zamanda Plasmodium falciparum enfeksiyonlarinda ortaya ¢ikan ¢éziinmez kristal
ozellige sahip homozoin maddesini tanir. TLR-11 flagellin, iiropatojenik Escherichia
coli’ nin bilinmeyen protein komponenti ve Toxoplasma gondii kokenli profilin
benzeri molekiilleri tanir (18). TLR-12, PAMP’lar1 tanima agisindan TLR11 biyiik
benzerlik gosterip Toxoplasma gondii kdkenli profilin benzeri molekiilleri tanir (19).

Toll benzeri reseptdrlerin, memelilerde mikroorganizmalar ile karsilastiktan
sonra inflamatuar hiicreleri aktive etmek igin birlestigi ana sinyal iletim yolu, NF-xB
yolagidir (Sekil 2.1.). TLR'ler tarafindan baslatilan sinyalin iletilmesi i¢in MyD88,
TIR bolgesi iceren adaptor molekiill (TIRAP) veya MyD88 adaptdr benzeri
(MAL)TIRAP / MAL, TRIF, TRAM (TRIF ile iligkili adaptor molekiil) ve Steril a ve
HEAT/Armadillo motifi igeren protein (SARM) gibi adaptor proteinlere ihtiyag¢ vardir
(6, 20).
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Sekil 2.1. Toll benzeri reseptorlerin inflamatuar hiicreleri aktive eden sinyal yolaklari

(20)

Adaptor proteinlerden biri olan miyeloid diferansiyasyon faktor 88 (MyD88),
kisa bir baglayici dizisi ve karboksil (C)- terminal TIR bolgesini takip eden amino (N)-
terminal death domaine (DD) sahiptir. Ayrica MyD88’ in IL-1R iliskili kinaz (IRAK)
4 1ile etkilesime giren dolayisiyla TLR sinyalizasyonu i¢in gerekli olan bir
“intermediate alan1 (ID) da bulunur (8, 21). Bir ligand TLR’ iin LRR alanina
baglandiginda; TLR sinyal kaskadi, TLR' lerin (TLR3 hari¢) ve MyD88' in TIR
alanlarmin homotipik etkilesimi yoluyla iletilir ve aktive olur. MyD88' in DD daha
sonra altt MyD88, dort IRAK-4 ve dort IRAK-2 molekiiliinden olusan bir “mydozom
kompleksi olusturmak i¢in IRAK ailesi iyelerini toplar (12). Aktivasyon ve
modifikasyonlardan sonra, IRAK' lar mydozom kompleksinden ayrilir ve ardindan
TRAF6 ile etkilesime girer. Bir dizi sinyal aktivasyonu yoluyla, TLR sinyali
proinflamatuar sitokinlerin ve tip | interferonun ekspresyonunu arttirir (Sekil 2.2)
(22,23). Sinyal kaskatinda kritik 6nemi olan IRAK molekiilleri, IRAK-1, IRAK-2,

IRAK-M ve IRAK-4 serin-treonin kinaz yapisinda dort aile tiyesinden olusmaktadir



(Sekil 2.3) (8, 24). Bu proteinler, C-terminal alanindan yoksun olan IRAK-4 disinda
bir N-terminal DD, bir proST alani, korunmus bir merkezi kinaz alani1 ve bir C-
terminal alani olmak iizere benzer yapisal 6zelliklere sahiptirler. IRAK molekiilleri

arasinda sadece IRAK-1 ve IRAK-4 kinaz aktivitesine sahiptir (24).
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Sekil 2.3. Sinyal kaskatinda kritik 6nemi olan interlokin reseptor iligkili kinaz
(IRAK) molekiilleri (24)

TLR’ lerin uyarilmasiyla baslayan sinyal kaskatinda adaptor proteinlerin ve
sinyal ara {Uriinlerinin farkl1 kombinasyonlar1 yer alir. Hiicre yiizeyinde bulunan TLR
1, 5 ve 6, MyD88 adaptor proteinine baglanarak esas olarak NF-kB yolagini aktive
edip inflamatuar yaniti baglatir, ancak IRF aktivasyonu veya tip I IFN yanitini
uyarmazlar. Endosomal yerlesimli TLR 7, 8 ve 9 MyD88 adaptor proteinine
baglanarak hem NF-xB hem de IRF7 yolaginin aktivasyonuna neden olur. NF-«B,
inflamatuar yaniti indiikler ve IRF7, antiviral yanitlara aracilik eden IFN-a
ekspresyonunu indiikler (20).

Hiicre yiizeyinde bulunan TLR4, hem MyD88 hem de TRIF (TIR alani1 i¢eren
adaptor IFN-B'yi indiikleyen adaptor) adaptor proteinine baglanarak NF-kB yolagini



aktive ederken; TRIF tek basina IRF3 aktivasyonunu uyararak IFN-B ekspresyonuna
aracilik eder. Endosomal TLR3 TRIF adaptor proteini araciligr ile NF-kB and IRF3
sinyal yolagini aktive eder. Boylece TLR3 ve TLR4 sinyalleri hem inflamatuar hem
de IFN-B aracili yanitlar1 uyarir (19,20, 24).

Bakteriyel mikroorganizmalar TLR'ler tarafindan tanimir ve MyD88 adaptor
proteini ile baglanarak proinflamatuar sitokinlerin iiretimine yol acan bir sinyal
yolagini aktive ederler (20, 25). TLR2 lipoprotein, peptidoglikan ve lipoteikoik asit
gibi bakteriyel yapilari tanir (26,27). In vitro olarak, L. monocytogenes hiicre duvari
bilesenleri, TLR2 tarafindan CD14 ve TLR6 yardimiyla tanimir (28-30); TLR2
yoklugunda, bakteriyel klirenste azalma ve S. agalactiae enfeksiyonuna karsi konak
yanitinda bozulma saptanmigtir (31). LPS, TLR4 tarafindan taninan E. coli gibi gram
negatif bakterilerin dig zarinin 6nemli bilesenidir; ancak HMGBI1, HSP, hyaluronik
asit, fibronektin ve fibrinojen de TLR4 tarafindan tanimir (32, 33). Bir preklinik
calisma, TLR4'lin 6nceden uyarilmasi, murin mikroglial hiicreleri tarafindan E. coli
susglarinin fagositozunu arttirdigini gosterdi (34). Benzer sekilde, E. coli'nin neden
oldugu beyin apsesi gelisen ikiz bir ¢ift yenidogan hastada, bir TLR4 gen mutasyonu
tespit edildi (35). S. pneumoniae tarafindan iiretilen 6nemli ekzotoksin pnomolizin
TLR4 tarafindan taninir ve pndmokok enfeksiyonuna direng saglar (36). Gram pozitif
ve gram negatif bakterilerin flagellin proteini TLRS tarafindan taninir (37). E. coli, S.
pneumoniae ve N. meningitidis TLR4 tarafindan taninir ve MyD88, TIRAP, TRIF,
TRAM gibi adaptor proteinler araciligi ile giiglii bir immiinolojik yanit baglar. Hizl
ve gli¢lii baglayan bu immiinolojik yanit N. meningitidis, S. pneumoniae ve E. coli fatal
olabilen septik soka yol agabilir (38, 39). TLR'lere baglanan, MyD88 adaptor
molekiilii, IRAK-1 ve IRAK-2'yi fosforile eden bir serin/treonin kinaz olan IL-1
reseptori ile iliskili kinaz-4 (IRAK-4) ile birlesir (40). TLR2 ve TLR4
sinyallesmesinde, MyD88'in TLR'lere baglanmasi i¢in bagka bir adaptor olan TIRAP
(TIR alani igeren adaptdr proteini) gereklidir. TIRAP, fosfatidilinositol 4, 5-bifosfata
(PIP2) bagh sekilde plazma zarina yerlesir ve bu baglanma MyD88 ile TLR
baglanmasin1  giiclendirir. MyD88, IRAK-4, IRAK-1 ve TRAF6'nin siral
aktivasyonunu baglatir. UBC13 ve UEV1A'dan olusan bir ubikitinasyon E2 enzim
kompleksi ile birlikte, TRAF6, kendi iizerinde ve IKK-g/NF-kB esansiyel

modiilatériinde (NEMO) K63'e bagl bir poliubikitin zincirinin olusumunu katalize
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eder (41). TRAF6 ayrica IKK-b ve MAP kinaz kinaz 6'y1 fosforile eden TGF-b ile
aktive olan kinaz 1'i (TAK1) aktive eder; bunlar da inflamatuar yanitlarda yer alan
genleri indiikleyen NF-kB ve MAP kinazlarin aktivasyonunu diizenler (20).
Uluslararas1 Immiinoloji Dernekler Birligi'nin (UIDB) 2022 yilinda
yayinladigi raporla birlikte PIY’e neden olan genetik defektlerin sayisi 485’e
yiikselmis olup 10 baslik altinda incelenmektedir. UIDB’nin 2022 y1l1 PIY siniflamasi
Tablo 2.1’ de sunulmustur. Dogal immiin sistemi etkileyen genetik defektler de

mevcuttur ve bu siniflama iginde altinci baslik altinda incelenmektedir (42).

Tablo 2.1. Uluslararas1 immiinoloji dernekler birligi 2022 primer immiin yetmezlik
siiflamasi (42)

Hiicresel ve Humoral immiiniteyi Etkileyen immiin Yetmezlikler
Sendromik ve Ek Ozeliklere Sahip Kombine Immiin Yetmezlikler
. Baskin Olarak Antikor Eksiklikleri

. Immiin Disregiilasyon Hastaliklar1

1.
2
3
4
5. Fagositer Sistem Say1 ve/veya Fonksiyon Bozukluklari
6. Yapisal ve Dogal immiinite Bozukluklar

7. Otoinflamatuar hastaliklar

8. Kompleman Eksiklikleri

9. Kemik Iligi Yetmezlikleri

10. PIY Fenokopileri (Somatik mutasyonlar, otoantikorlarla kazanilmis bozukluklar)

Yapisal ve dogal immiin sistem bozukluklari ile ilgili hastaliklar Tablo 2.2°de
gosterilmistir (42). Biz 6zellikle piyojenik bakteriyel enfeksiyonlara neden olabilecegi
icin dogal immiin sistemi etkileyen IRAK-4 ve MyD88 iki geni ¢aligmamizda
inceledik.



Tablo 2.2. Yapisal ve dogal immiin sistem bozukluklar ile ilgili hastaliklar (42)

11

Yapisal ve Dogal Imminite Bozukluklari

Viral enfeksiyonlara yatkinlk olusturan

Bakteriyel, fungal ve parazitik enfeksiyonlara yatkinlik olusturan

a. Herpes simpleks ensefalitine yatkinlik olusturan:
UNC93B1 eksikligi

TRAF3 eksikligi

TICAM1 eksikligi

TBK1 eksikligi

IRF3 eksikligi

SNORA31 eksikligi

TLR3 eksikligi

DBR1 eksikligi

ATG4A eksikligi

b. HPV enfeksiyonuna yatkinlik olugturan:
EVER1 eksikligi

EVER2 eksikligi

CIB1 eksikligi

WHIM (sigil, hipogammaglobiilinemi, enfeksiyonlar,
myelokatezis) sendromu

RHOH eksikligi

c. Agir viral enfeksiyonlara yatkinlik olusturan:
STAT1 eksikligi

STAT2 eksikligi

MDAS eksikligi

IFNAR1 eksikligi

IFNAR2 eksikligi

RNA polimeraz 3 eksikligi

IRF 7 eksikligi

IRF 9 eksikligi

IL18BP eksikligi

ZNFX1 eksikligi

CD16 eksikligi

Agir COVID-19 (TLR7, TLR3, UNC93B1, TICAM1, TBK1,
IRF3,IRF7, IFNART, IFNAR2)

CD16 eksikligi

CD28 eksikligi

NOS2 eksikligi

a. Piyojenik bakteriyel enfeksiyonlara yatkinlik (6zellikle S.
pneumoniave S. aureus):
IRAK- 4 eksikligi
MyD 88 eksikligi
izole konjenital aspleni
RPSA eksikligi
HMOX eksikligi
IRAK-1 eksikligi
TIRAP eksikligi

b. Parazitik ve fungal enfeksiyonlara yatkinhk:
Kronik mukokltanéz kandidiyazise yatkinlik:

STAT 1 ( GOF ) eksikligi

IL17RA eksikligi

IL17RC eksikligi

IL17RF eksikligi

ACT1 eksikligi

JNK1 haployetmezligi

CARD9 eksikligi

Tripanczomiyazis (APOL1 eksikligi)

c. Mikobakteriyel hastaliklara Mendeliyen duyarlilik:

« Agir fenotipler
Komplet IFNGR1 ve IFNGR2 eksikligi
IFNG eksikligi

« Orta siddette fenotipler (Salmonella yatkinligi da olanlar)
IL12 ve IL23 reseptor b1 zincir eksikligi
I1L12p40 (IL12 ve IL23) eksikligi
IL12Rb2 eksikligi

IL23R eksikligi

STAT1 ( LOF ) eksikligi

Parsiyel IFNyR1 eksikligi

Parsiyel IFNyR2 eksikligi

OD IFNGR1 eksikligi

SPPL2a eksikligi

Tyk2 eksikligi

Makrofaj gp91 phox eksikligi

IRF8 eksikligi

ISG15 eksikligi

IRF8 eksikligi

RORyt eksikligi
JAK1 (LOF) eksikligi

T-bet eksikligi

d. Digerleri:

Hidradenitis stipiirativa

BAS eksikligine badli akut karaciger yetmezligi
RANBP2 eksikligine bagl akut nekrotizan ensefalopati
IRF4 haplo yetmezligi

MyD88 veya IRAK-4 eksikligi olan hastalarin %68'i invaziv pndmokok

hastaligi ve %45'i menenjit ile bagvurdugu bilinmektedir (9, 10). IRAK-4 ve MyD88
eksikligi olan hastalar bebeklik ve erken ¢cocukluk doneminde tekrarlayan hayati tehdit
eden bakteriyel enfeksiyonlara yatkin hale gelirler ve invaziv bakteriyel enfeksiyona
ragmen klinik belirtileri azdir (43, 44). Bununla birlikte, MyD88 eksikligi siddetli
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bakteriyemi ile iligkili bulundugunu bildiren ¢alismalar mevcuttur (45). Benzer
sekilde, MyD88 eksikligi olan fareler neonatal E. coli menenjiti kontrol altina
alamadiklar1 bir calismada gosterildi. Bir diger ¢alismada MyD88 ve IRAK-4 eksikligi
olan hastalardan elde edilen kan I6kositleri, TLR ve IL-1R agonistleri ile
uyarildiklarinda uygun immiin yanit vermedikleri goriilmistiir. Bu durum MyD88'in

erken konak savunmasindaki kritik roliinii gostermektedir (46).
2.5. IRAK-4 eksikligi

Ik olarak 2003'te tanimlanan IRAK-4 eksikligi (OMIM 607676), otozomal
resesif gecisli genetik bir hastaliktir. Sekil 2.4‘te glinimiize kadar tanimlanan IRAK-

4 gen mutasyonlari gosterilmistir (46).
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Sekil 2.4. Tanimlanan tiim mutasyonlarla birlikte IRAK4'iin sematik gosterimi.
IRAK-4 geni ekzon 1 ve ekzon 12'nin bir kism1 kodlamayan olmak iizere
12 ekzondan olugur. N-terminal 6li alan1 (DD) ve C-terminal kinaz alani
(KD) agik gri renkte gosterilmistir (45).

IRAK-4 ve MyD88 eksiklikleri, interlokin 1 reseptorii ve TLR sinyal iletimini
bozarak invaziv bakteriyel enfeksiyonlara karsi artan duyarlilifa yol agar. Yapilan
fonksiyonel ¢caligmalarda TLR ve IL-1R agonistlerinin ¢ogu ile aktivasyonun ardindan
tam kanda IL-6 iiretiminde eksiklik ve graniilositlerden CD62L saliniminda bozukluk
gozlenir. Bugiine kadar tanimlanmis 32 akrabadan 49 hasta tanimlanmistir. IRAK-4
eksikligi olan hastalar, iki 6nemli istisna diginda, rutin immiinolojik arastirmalarda
gosterildigi gibi, antijene 6zgii T ve B hiicre yamitlar1 normaldir (47). ilk olarak,
pnomokok ve AB glikanlarina (ABO sisteminin allohemagglutininleri) glikan spesifik
IgG ve IgM antikor yanitlari, aragtirilan vakalarin {igte birine yakininda bozuktur.

Ikincisi, serum IgE ve IgG4 konsantrasyonlar, test edilen hastalarin bir kisminda
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yiiksektir. IRAK-4 eksikligi olan hastalarda, cogunlukla S. pneumoniae, S. aureus ve
P. aeruginosa olmak iizere piyojenik bakterilerin neden oldugu tekrarlayan
enfeksiyonlar goriiliir ve bu hastalarda ¢ok az ates veya inflamatuar yanit ortaya ¢ikar
(9). Kanitlanmis invaziv enfeksiyon vakalarmin (sepsis, menenjit, abse veya artrit)
yarisinda enfeksiyonlardan sorumlu patojen, S. pneumoniae iken, vakalarin %14 {inde
S. aureus ve %19’unda P. aeruginosa idi. Ayrica IRAK-4 eksikligi olan hastalarda,
cogunlukla deriyi ve iist solunum yollarinmi etkileyen, 6zellikle nekrotizan seyreden,
invaziv olmayan piyojenik bakteriyel enfeksiyonlar da goriiliir. IRAK-4 eksikligi olan
hastalarda invaziv olmayan enfeksiyonlarda hastalarin %43'inde etken S. aureus,
%22'sinde P. aeruginosa ve %16'sinda S. pneumonia’dir. Ani gelisen bu invaziv
enfeksiyonlar 14 yasindan kiiciiklerde bildirilmistir. IRAK 4 eksikligi hayati tehdit
eden, 49 hastanin 20’sinde 6liim ile sonuclanan bir hastaliktir. Olen vakalarin hepsi 8
yasindan kiicliktii. Bu 6len hastalarin 11°1 invaziv pndmokok hastaligindan kaybedildi.
18 ila 37 yaslar arasinda tedavi gormeyen yedi yetiskin hastada gorildiigii gibi, yas
ilerledikge iyilesme yoniinde genel bir egilim vardir (9, 10).

Konjenital ndétropeni, 16kosit adezyon eksikligi ve kronik graniilomat6z
hastalik dahil olmak iizere fagosit kusurlarmni igeren ¢ogu PIiY hastalarinda, P.
aeruginosa ve S. aureus'un neden oldugu ciddi enfeksiyonlar goriilebilir fakat bu
hastaliklarda o6zellikle invaziv pnomokokkal hastaliga yatkinlik gozlenmez (9).
Tekrarlayan piyojenik enfeksiyon ve zayif inflamatuar yanitlarla bagvuran ¢ocuklarda
IRAK-4 eksikligi tanis1 diigiiniilmelidir

Bazi IRAK-4 eksikligi olan hastalarda (n=10) gébek kordonunun ge¢ diismesi
ve/veya omfalit vardi. GoObek kordonunun ge¢ diismesi ve/veya omfalit ile
iligskilendirilmis 16kosit adezyon defekti tip 1 ve Rac2 eksikligi gibi hastaliklarda
klasik olarak goriilen dolasimdaki ¢ok yiliksek notrofil seviyeleri ve periferik
dokularda piiy yoklugu IRAK-4 eksikligi olan hastalarda gozlenmemektedir. Buna
karsin, IRAK-4- ve MyD88-eksikligi olan hastalarda, belki de IL-8 iiretiminin
eksikligine ikincil olarak, enfeksiyonun baglangicindan itibaren polimorfoniikleer
ndtrofil mobilizasyonunda bozulma ve/veya belirgin nétropeni meydana gelir. Bu
ndtropeniye ragmen, IRAK-4- ve MyD88-eksikligi olan hastalarda piiy olusumu
normaldir. Gobek kordonunun diisme mekanizmasi kesin olarak bilinmemektedir,

ancak MyD88- ve IRAK-4'e bagli sinyallerin yani sira CD18 eksprese eden 16kositlere
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de gerek vardir. Tersine, kronik graniilomat6z hastalik gibi cesitli fagosit kusurlar
olan hastalardan farkli olarak, IRAK-4 ve MyD88 eksikligi olan hastalarin hi¢birinde
inflamatuar barsak hastalig1 gézlenen hasta olmadi (9).

Yeni dogan farelerde neonatal bakteriyel sepsis iizerine yapilan son ¢alismalar,
yasla birlikte giderek azalan dogal immiin sisteme yasamin erken déneminde giivenilir
oldugunu gostermektedir. Alternatif bir tamamlayici hipotez ise, dogustan gelen
bagisiklik yanitinin da yasla birlikte olgunlasabilecegidir. RIG-1 benzeri helikazlar ve
NOD benzeri reseptorler gibi diger sensorler, kademeli olarak kompanzatuar bir rol
oynayabilir. Ozellikle TLR yanitlar1 dahil olmak iizere TIR yolu, yasla birlikte IRAK-
4/MyD88'e bagimli kalir, ancak diger yolaklarin olgunlagsmasi, TIR sinyali eksikligini
kademeli olarak telafi edebilir (9).

IRAK-4 ve MyD88 eksikliklerinin prognozunun bebeklik ve erken ¢ocukluk
doneminde siddetli oldugunu, ancak ergenlikte 6nemli Sl¢iide diizeldigini gosteren
caligmalar mevcuttur. I1L-12p40 ve IL-12Rp1 eksiklikleri olan g¢ocuklarda da benzer
ancak daha az ¢arpici olarak yasla kendiliginden iyilesme bildirilmistir (9, 47, 48).

2.6. MyD88 Eksikligi

MyDS88 eksikligi OR geg¢isli bir immiin yetmezliktir. MyD88 eksikligi olan
hastalar, MyD88'den bagimsiz bir yoldan sinyal veren TLR3 harig, test edilen TLR ve
IL-1R agonistlerinin ¢ogu ile aktivasyonun ardindan tam kanda IL-6 iiretiminde
eksiklik ve graniilositlerden CD62L saliniminda bozukluk gézlenir (49). Bu nedenle
MyD88 eksikligi olan hastalarda 16kosit gelisiminde belirgin bir kusur yok gibi
goriinmektedir ve cogu vakada rutin immiinolojik analizlerde gosterildigi gibi antijene
0zgii T ve B hiicre yanitlar1 normaldir (10). Hastalarin yarisinda serum IgE ve ticte
birinde IgG4 konsantrasyonlar yiiksektir (9). Bazi hastalarda karbonhidrat antijenlere
kars1 diisiik seviyelerde antikor {iretimi gibi gbzlemlenen B-hiicre yanitlarinin bazi
hafif, subklinik anormallikleri, bozulmus TLR ve IL-1R yanitlarindan ziyade
bozulmus TACI yanitlarin1 yansitabilir. IRAK-4 eksikligi gibi MyD88 eksikliginde
de, plazma C-reaktif protein (CRP) konsantrasyonunda artis ve enfeksiyonun
baslangicinda yiiksek ates olmadan ciddi bakteriyel enfeksiyona yatkinlik gozlenir.
Bununla birlikte, ¢esitli enfeksiyon bolgelerinde piiy olusumu gézlenmistir. MyD88

eksikligi olan hastalar, invaziv piyojenik bakteriyel enfeksiyonlara kars1 duyarhdirlar
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(10). MyD8S8 eksikligi olan hastalarda dokiimente edilen invaziv ataklarin %41'inde S.
pneumoniae, %20’sinde S. aureus ve %16'sinda P. aeruginosa gosterilmistir. MyD88
eksikligi olan hastalarin gogu, ilk bakteriyel enfeksiyonu iki yasindan dnce gegirmistir.
Invaziv bakteriyel enfeksiyondan kaybedilen dokuz hastanin tiimii dort yasindan
kiiglikken, ¢ogu bir yasindan kiiciiktii (10). Bu dokuz hastanin yedisi invaziv
pnomokok hastaligindan kaybedildi. Bununla birlikte, MyD88 eksikligi olan hastalar
yasla birlikte diizeliyor gibi goériinmektedir ve hastalarin ergenlikten sonra invaziv
bakteriyel enfeksiyon gecgirmedigi gozlemlenmistir (9). MyDS88 ¢ksikligi olan
hastalarda ayrica, cogunlukla cildi ve {ist solunum yollarimi etkileyen, invaziv olmayan
piyojenik bakteriyel enfeksiyonlara yatkinlik gériiliir. Invaziv olmayan enfeksiyon
etkenlerini, hastalarin %53'tinde S. aureus, hastalarin %20'sinde S. pneumoniae ve
hastalarin %13'inde P. aeruginosa olusturmakta idi. MyD88 eksikligi olan hastalarin
¢ogu, invaziv olmayan bakteriyel enfeksiyon gegirirler ve hastalarin yarisi, ilk invaziv
olmayan bakteriyel enfeksiyonu 2 yasindan Once gegirirler. MyD88 eksikligi olan
hastalar, ergenlikten sonra bile cilt enfeksiyonlari, siniizit veya pndmoni gegirmeye
devam ederler. Zayif inflamatuar yanitlari olan tekrarlayan piyojenik enfeksiyon ile

bagvuran ¢ocuklarda MyD88 eksikligi tanisi diigiiniilmelidir (50).
2.7. IRAK-4 ve MyD Eksikliginde Tam

Tekrarlayan bakteriyel enfeksiyonu olan hastalar PIY agisindan tetkik
edilmelidir. Bu hastalar Sekil 2.5’ te gosterilen algoritmaya gore adim adim incelenir.
Oncelikle birinci basamak PIY testleri olarak tam kan sayimi, mutlak notrofil sayist,
mutlak lenfosit sayisi, serum IgG, IgM, IgA ve total IgE, as1 antikor yanitlar,
izohemagliitinin titreleri, serum kompleman diizeyleri bakilir. IRAK-4 ve MyD88
eksikliklerinde birinci basamak testleri normal olabilir. Bu hastalarda fonksiyonel
testler planlanir. TLR yollarindaki IRAK-4 ve MyD88'deki fonksiyonel kusurlar
tespit eden CD62 sagilim (shedding) testi adinda fonksiyonel testler yapilir. Bu test,
TLR yolunun uyarilmasindan 6nce ve sonra nétrofillerin yiizeyinden sacgilan L-
Selectin (CD62L) miktari 6l¢gmek i¢in kullanilir. Test, IRAK-4, MyD88 eksikligi
gibi TLR sinyal yollarinda kusurlar1 olan hastalarin belirlenmesine yardimer olabilir.
Ancak bu fonksiyonel testler her zaman dogru sonu¢ vermeyebilir. Dogru sonuglansa

bile tiim yapilan testlerin normal olmas1 IRAK-4 ve MyD88 eksikligi tanisin1 ekarte
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ettirmez. Dogal immiin sistem eksikliklerinin tanisi diger nedenlerin ekartasyonuna
dayanir. Bu nedenle SANGER dizileme ve tiim ekzom dizileme yontemi gibi genetik

testlere gerek duyulur (49,51).

{—{ TEKRARLAYAN ENFEKSIYONLAR H:

Komplaman sistemi
Notrofil oksidatif index
Silier biyopsi

Sekil 2.5. Tekrarlayan enfeksiyonlarla ortaya ¢ikan immiin yetmezliklerin
degerlendirilmesi (51)

2.8. Tedavi ve Korunma

IRAK-4 eksikligi olan hastalar S. pneumoniae, H. influenzae, N. meningitidis
ile invaziv bakteriyel enfeksiyonlara yatkin olduklari i¢in bu hastaliklardan korunmak
icin S. pneumoniae, H. influenzae, N. meningitidis konjuge asilart (ve temin
edildiginde konjuge olmayan asilar) ile asilanmalidir. Hastalara yasam boyu bu
bakteriler ile gelisebilecek enfeksiyonlardan korumak igin kotrimoksazol veya
penisilin V ile antibiyotik profilaksisi 6nerilmelidir. Cocukluk déneminde bakteriyel
enfeksiyonun siddeti ve IRAK-4 eksikligi olan baz1 hastalarda antikor liretiminin

kusurlu olmasi goz oniine alindiginda, hastalaara en az 10 yasina gelene kadar ampirik
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IgG replasmani yapilmasi Onerilmektedir. Bu profilaksinin, invaziv bakteriyel
enfeksiyonlarin insidansini azalttigina dair goriisler mevcuttur (9, 50). S. pneumoniae,
S. aureus ve P. aeruginosa' ya karsi bir enfeksiyondan siiphelenildigi anda veya
hastanin orta dereceli atesi varsa, inflamatuar parametreler dikkate alinmadan ampirik
parenteral antibiyotik tedavisine hizlica baslanmasi 6nemlidir. Ciinkii hastalar uygun
antibiyotik profilaksisine ragmen hizli invaziv bakteriyel enfeksiyonlardan
kaybedilebilir (50).
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Olgularin Secimi ve Arastirmaya Dahil Edilmesi

Yapilan arastirma klinik vaka arastirmasidir. Arastirmaya Karadeniz Teknik
Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Saglign ve Hastaliklari Anabilim Dali Cocuk
Enfeksiyon Boliimiinde toplum kokenli Streptococcus pneumonia, Staphylococcus
aureus ile invaziv bakteriyel enfeksiyon (IBE) tanis1 alip yatirilarak izlenen 15 hasta
dahil edildi. Teknik nedenlerden dolay1 on hastanin DNA izolasyonu yapildabildigi
icin bu hastalarda MyD88 geninde mutasyon calisilabildi. IBE, normalde steril bir
alandan (kan, beyin omurilik sivisi, sinovyal sivi, plevra sivisi) S. pneumoniae ve S.
aureus kiiltiirde tireme veya polimerz zincir reaksiyonu ile bakteri DNA izolasyonu ile
teyit edilen, hastaneye yatis gerektiren bir enfeksiyon olarak tanimlandi. Toplum
kokenli enfeksiyon hastaneye yatista veya yatisin ilk 48 saatinde steril alanlardan
alinan alman kiiltiirde S. pneumonia, S. aureus iireme olmasi olarak tanimlandi.
Arastirma igin tiim goniillii ebeveyn ve/veya ¢ocuklardan “Klinik Arastirma Igin
Bilgilendirilmis Goniilli Olur Formu” alindi. Arastirma i¢in 16969557-1024 sayili
Hacettepe Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu onayi
alindi. Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirmalar Birimi tarafindan 10.08.2021

tarihinde TYL-2021-19330 numarali proje olarak desteklendi.
Arastirmaya Dahil Edilme Kriterleri

1-0-18 yas arasindaki ¢ocuk hastalar,

2-Herhangi bir steril alandan (kan, beyin omurilik sivisi, plevral sivi, eklem
S1V1s1)

S. pneumonia ve S. aureus izole edilen hastalar,

3-Toplum ké&kenli S. pneumonia ve S. aureus ile IBE gegiren hastalar

caligmaya dahil edildi.
Arastirmaya Dahil Edilmeme Kriterleri

1- 18 yasindan biiyiik hastalar,
2- Steril olmayan alandan S. pneumonia ve S. aureus iireyen hastalar,

3- Daha 6nceden primer veya sekonder immiin yetmezlik tanisi alan hastalar,
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4- Herhangi bir kronik hastalik nedeniyle takip edilen hastalar,

5- Herhangi bir hastalik nedeniyle siirekli ila¢ kullanan hastalar,

6- Nozokomiyal S. pneumonia ve S. aureus ile invaziv bakteriyel enfeksiyon

geciren hastalar arastirma dis1 birakilmistir.

(Nozokomiyal enfeksiyon hastaneye yatistan 48 saat sonra steril alanlarda
tireme olmasi olarak tanimlandi.)

Hastalarin yasi, cinsiyeti, sikayeti, hikayesi, 6z ge¢misi, as1 Oykiisii, soy
gecmisi (anne-baba akrabalik durumu, enfeksiyon nedeniyle kayip Oykiisii), fizik
muayene bulgular1 ve klinik izlem bilgileri kaydedildi. Hastalara aspleni

degerlendirilmesi i¢in abdominal ultrasonografi ¢ekildi ve sonuglari kaydedildi.

3.2. Hastalardan Kan Orneklerinin Alinmasi ve Analizlerinin

Gergeklestirilmesi

Tam kan saymmi ve periferik yayma (mutlak nétrofil, lenfosit, eozinofil ve
monosit diizeyleri), serum kantitatif immiinglobulin (Ig) diizeyleri, Ig G alt gruplari,
kompleman hemolitik aktivitesi, pndmokok ve tetanoz antikor yanitlari, anti HBs,
izohemaglutinin diizeyleri ve lenfosit altgruplar i¢in kan 6rnekleri alind1 ve sonuglari
kaydedildi. Hastalardan rutin kan 6rnekleri alinirken IRAK-4 ve MyD88 gen analizi
i¢in ek hemogram tiiptine 2 cc kan 6rnegi alindi1 ve buzdolabinda +4° C’ de saklandi.
Lenfosit alt gruplar1 rutin flow sitometri ile belirlendi. IgM, IgA, 1gG, IgG alt
smiflarive total Ig E serum seviyeleri, standart nefelometri teknikleriyle
degerlendirildi. Coklu pnomokokal serotiplere (23 serotip) karsi toplam IgG antikor
seviyeleri, tetanoz toksoidine ve Hepatit B antijenine kars1 IgG seviyeleri, standart
ELISA teknikleri ile degerlendirildi. Kompleman hemolitik aktivite testi, enzime bagl
immiinosorbent testi (ELISA; Wielisa-kit, Lund, Isve¢) veya nefelometri (Dade

Behring, Paris La Defense, Fransa) kullanilarak standart tekniklerle gerceklestirildi.
3.3. DNA izolasyonu

DNA izolasyonu, aydinlatilmis onam alinan hastalarin kan o6rneklerinden
iiretici firmanin protokolii dogrultusunda gergeklestirilmistir. Tiim hastalardan
EDTA’l1 tiipler igerisinde 5 cc kan 6rnegi alinmistir. DNA izolasyonu QIAGEN EZ1
DNA Blood 200puL KIT kullanilarak gergeklestirilmistir. Kit protokoliine gore, 2
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ml’lik ornek tiipleri icine 200 pL kan pipetlenir. Kan 6rnekleri, pipetlemeden 6nce
iyice yeniden siispanse edilmelidir. Uygun EZ1 DNA Kan Kartuslari, DNA izolasyon
kart yuvasina yerlestirilir. 1,5 ml’lik DNA eliisyon tiipleri kapaklar1 agilarak cihazda
bulunan uygun yerlerine konur. Filtre uglarii igeren ug tutucular yerlestirilir. EZ1
cihaz1 calistirilarak “Protocols” meniisiinden uygun protokol secilerek “START”
tusuna basilir. DNA izolasyonu yaklasik 18 dakika siirmektedir. Saflagtirilmig DNA'y1
iceren ellisyon tiipleri, IRAK-4 gen analizi yapilana kadar -20° C derecede

saklanmustir.
3.4. IRAK-4 ve MyD88 Gen Analizi

IRAK-4 geni 8 exonu olan bir gendir. MyD88 geni bes exonlu bir gendir.
Hastalardan izole edilen DNA o6rnekleri PZR amplifikasyonu ile ¢ogaltildi.
Amplifikasyon i¢in asagidaki malzemeler kullanildi (Tablo 3).

Tablo 3.1. PZR protokoliinde kullanilan malzemeler

Forward primer 1 ul
Reverse primer 1 ul
DNA 1 ul
Taq buffer 2,5 ul
MgClI 2,5 ul
dNTP 0,2 pl
Taq polimeraz 0,3 ul
Distile su 16,5 ul

Her ekzon i¢in yukardaki malzemeler 25 pl olacak sekilde tiip i¢ine konuldu.
Tiim tiiplere dnce forward ve reverse primerler konulup ependorf tiip sayis1 kadar
hazirlandi. Amplifikasyon sonrasi kiiciik kutucuklara 2 pl mavi boya, 2 pul PZR firiinii
konulup agaroz jele yiiklendi. Agaroz jelde yliriitiilme sonucunda piirifikasyon islemi
icin Zymo Research kiti kullanildi. Her PZR {iriinii i¢in kit i¢cinde olan bir ependorf
tipli ¢ikarild1 ve lizerine siyah kolonlardan takildi. PZR iriinlerinin igine 240 pl
Sequencing Binding Buffer eklendi. Icindekiler siyah kolonlara aktarildi. 10 000
rpm’de 30 sn. santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi i¢lerine 300 ul "Wash Buffer eklendi.
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Tekrar santrifiij edildi. Santrifiijdeki siyah kolonlar ¢ikarilan yeni ependorfa aktarildi
tizerine 21 pl distile su eklenip santrifiij edildi. Siyah kolonlar ¢ikarilarak ependorfta
kalan iriinler Applied biosystems 3130 genetic analizer marka cihaza yiiklendi.

Analizler Chromas version 2.6.6 programda yapildi.
3.5. Sonuclarin Analizi ve Degerlendirilmesi

Tim istatistiksel analizler SPSS 28.0 yazilimi kullanilarak yapildi.
Degerlendirme sonuglariin tanimlayicr istatistikleri; kategorik degiskenler icin say1
(n) ve yiizde (%) olarak verildi. Kolmogorov-Smirnov ve/veya Shapiro-Wilk tesleri
kullanilarak verilerin normal olarak dagilim gosterip gostermedigi hesaplandi. Bu
testlerden elde edilecek bulgulara dayanarak parametrik ve parametrik olmayan
analizler yapildi. Veriler normal dagiliyorsa ortalama + SD, normal dagilmiyorsa
ortanca ve ¢eyrekler arasi aralik verildi. Normal dagilmayan ¢ok u¢ degerler igin
ortanca ve minimum-maksimum degerler kullamldi. ikili gruplar arasinda normal
dagilima uymayan diger verilerin analizinde Mann Whitney U testi kullanildi. p<0,05

olanlar anlamli olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

Calismaya KTU Tip Fakiiltesi Cocuk Enfeksiyon Servisinde izlenen toplum
kokenli Streptococcus pneumonia, Staphylococcus aureus ile invaziv bakteriyel
enfeksiyon (IBE) tanist alip yatirilarak izlenen 15 hasta dahil edildi. Calisma
doneminde toplum kdkenli Pseudomonas aeruginosa ile IBE gegiren hasta olmadig
icin ¢aligmaya alinamadi. Hastalarin anne baba arasinda akrabalik yoktu.

Calismaya dahil edilen hastalarin yedisi (% 46,7) kiz, sekizi (% 53,3) erkekti.
Hastalarin ortanca yas degeri 48 ay (min-maks:2,5-130 ay) idi. Hastalarin altis1 (% 40)
komplike parapnomonik efiizyon, dordi (% 26,7) septik artrit, biri (% 6,7) akut
bakteriyel menenjit, dordii (% 26,7) kan akimi enfeksiyonu idi. Izole edilen etkenlerin
10’ u (%66,7) S. pneumonia, besi (%33,3) S. aureus idi. Etkenler ve hastaliklar Tablo
4.1°de gosterilmistir. Hastalarin %93.3 i sekiz yasindan kiiciiktii. En biiyiik hastamiz
130 aylik idi.

Calismaya dahil edilen hastalarin yedisinde IRAK-4 geninde heterozigot
varyant tespit edildi, Hastalarin doérdiinde ¢.1282 G>A heterozigot, rs4251545 ekzon
11 Ala428Thr, ticiinde ¢.1172 G>A heterozigot rs55944915 ekzon 10 Arg391His
saptandi. Genetik analizler sonucu bu varyantlarin polimorfizm olduguna karar verildi.
MyD88 geninde varyant saptanmadi.

IRAK-4 geni ilizerinde cDNA gosterimi ve varyantlar Sekil 4.1°de, IRAK-4
protein domainleri ve varyantlar Sekil 4.2 de gosterilmistir. Sekil 4.3° te varyant

saptanan hastalarin elektroferogram goriintiileri gosterilmistir.

€. 1282G>A

Ex-10

Ex-1 Ex-11 Ex-12

c.1172G>A

Sekil 4.1. IRAK-4 geni cDNA gosterimi ve varyantlarin gosterilmesi
(NM_016123.4)
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p.Arg391His

DD

PKc

p.Ala428Thr

Sekil 4.2. IRAK4 protein domainleri ve varyantlarin gosterilmesi (NM_016123.4)

(DD: N-terminal death domain, PKc: central kinase domain)

Sekil 4.3. A-c.1172 G>A heterozigot rs55944915 ekzon 10 Arg391His
elektroferogram goriintiisii, B- €.1282 G>A heterozigot, rs4251545 ekzon

11 Ala428Thr elektroferogram goriintiisii
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Tablo 4.1. Invazif bakteriyel enfeksiyonlar ve etken mikroorganizmalarin dagilimi

S. pneumonia S. aureus
Say1 (Yiizde) Sayi1 (Yiizde)
Akut bakteriyel menenjit 1(6,7) 0
Komplike parapnémonik efiizyon 6 (40) 0
Septik artrit 0 4 (26,7)
Kan akimi enfeksiyonu 3 (20) 1(6,7)

Immiinolojik arastirmalar

Calismamizda ise bir hastamizin IgG diizeyi yasina gore diisiiktii. Hasta
grubumuzda bes hastada Ig E diizeyi yiiksekti. IgE diizeyleri IRAK-4 geninde
heterozigot varyant saptanan hastalarin ii¢iinde yiiksekti. Staphylococcus aureus ile
kan akimi enfeksiyonu olan bir hastada Ig E diizeyi 5552 idi. Bu hastada IRAK-4
mutasyonu yoktu. Ancak STAT3 ve DOCKS eksikligi igin takip edildi. Takibinde IgE
diizeyi geriledi ve STAT3 ve DOCKS tanilar1 diglandi. Diger Ig E yiiksekligi olan
hastalardaki Ig E diizeyi STAT3 ve DOCKS8 diisiindiirecek kadar yiiksek degildi.
IRAK-4 heterozigot variant olan ve olmayan grup arasinda serum Ig M (p=0,32), Ig G
(p=0,2), Ig A (p=0,48) ve Total IgE (p=0,29) seviyeleri agisindan istatistiksel olarak
anlamli bir fark yoktu. Hastalarin Ig G alt gruplari Ig G1, Ig G2, Ig G3, Ig G4 seviyeleri
yas gruplarina gore normaldi. IRAK-4 heterozigot varyant olan ve olmayan grup
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktu (p=0,96, p=0,21, p=0,81, p=0,77).

Hastalarin lenfosit alt gruplar1 incelendiginde CD 3, CD 4, CD 8, CD 16-56,
CD 19-20, HLA-DR diizeyleri yas gruplarina gore normaldi. IRAK-4 heterozigot
varyant olan ve olmayan grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktu
(p=0,77, p=0,64, p=0,69, p=0,89, p=0,72, p=0,53).

Hastalarin pndmokok ve Hepatit B agilarina kars1 Ig G antikor yanitlari
normaldi. IRAK-4 heterozigot varyant olan ve olmayan grup arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark yoktu (p=0,95, p=0,56).

Hastalarin CH50 diizeyleri normaldi. IRAK-4 heterozigot varyant olan ve
olmayan grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktu (p=0,74).

Tiim hastalarin abdominal ultrasonografik incelemesinde dalak varligi tespit
edildi.
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Hastalarin hemogram ve immiinolojik test sonuglar1 Tablo 4.2° de
gosterilmistir. Hastalarin dordiinde ALS disiiktli, bu hastalarin tigiinde heterozigot
IRAK-4 varyanti vardi. Tiim hastalara abdominal ultrasonografi ¢ekildi ve hastalarin
tiimiinde dalak izlendi. invazif bakteriyel enfeksiyon geciren hastalarin yedisinde (%
46,7) IRAK 4 geninde heterozigot varyant tespit edildi. Tespit edilen varyantlarin
dordii ¢.1282 G>A heterozigot, rs4251545 ekzon 11 Ala428Thr; iigii c.1172 G>A
heterozigot rs55944915 ekzon 10 Arg391His idi. Varyant olan ve olmayan hastalarin

hemogram ve immiinolojik test sonuglar1 karsilastirmali olarak Tablo 4.3’te

gosterilmistir.

Tablo 4.2. Hastalarin hemogram ve immiinolojik test sonuglari

Ortanca (minimum-maksimum) Normal degerler
Hemoglobin (g/dL) 10,8 (8,9-12,2) 11.33-14,56
Beyaz kiire (10°/uL) 13,7 (4,8-32,83) 3,71-10,19
MLS (10%/uL) 1,960 (0,76-6,1) 1,2-3,6
MNS (10°/uL) 10,8(2,82-28,76) 1,91-7,08
Trombosit (10%/uL) 250 (138-597) 130-400
Ig G (g/L) 9,39 (1,94-12,2) 5,98-22,50
Ig G1 (g/L) 6,4 (1,8-10,2) 3,62-12,28
Ig G2 (g/L) 1,62 (0,95-4,2) 0,57-2,9
Ig G3 (g/L) 0,43 (0,09-1,2) 0,129-0,789
Ig G4 (g/L) 0,49 (0,06-6,06) 0,013-1,446
Ig M (g/L) 1,37(0,54-1,93) 0,2-2
Ig A (g/L) 1,2 (0,1-3,74) 0,38-4,21
Total Ig E (g/L) 36,7 (12,3-5552) <100
CD3 % 64 (56-72) 58-74
CD3 4200(1260-7556) 1656-3841
CD4 % 36 (26-46) 28-47
CDA4 2680 (564-4953) 871-2379
CD8% 24 (8,5-38) 16-32
CD8 1516 (392-3190) 518-1433
CD 16-56 % 14 (7-19,4) 3-19
CD16-56 844 (312-1648) 123-785
CD 19-20 % 18 (10-24,7) 13-31
CD19-20 1146 (352-2368) 421-1397
HLA DR% 12 (8-19,6) -
HLA DR 864 (260-1660) -
CH50 33,57 (13,80-122) 51-150
Anti-pnéomokok antikor 800,3(46,1-12733) >250
Anti-HBs 98,95(2-474) >10
Anti-Tetanoz antikor 0,59(0,13-2,69) 0,11-0,50

MLS: Mutlaklenfosit sayisi; MNS: Mutlak nétrofil sayst; Ig: Immiinoglobiilin; CH50: Hemolitik

kompleman aktivite testi




Tablo 4.3. Hastalarin hemogram ve immiinolojik test sonuglarinin varyantin
varligina gore karsilastirilmasi
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Varyant yok Varyant var p
Ortanca(minimum-maksimum) | Ortanca(minimum-maksimum) | degeri

Hemoglobin (g/dL) 10,65 (8,9-12,2) 11,3(9,4-11,6) 0,64
Beyaz kiire (10°/uL) 13,035 (4,8-32,83) 13,7(7,48-21,53) 0,65
MLS (10%/uL) 1,92(0,98-6,1) 2,1(0,76-2,54) 0,15
MNS (10%/uL) 9,43 (2,82-28,76) 10,8(4,2-20,04) 0,81
Trombosit (10°/uL) 261 (138-597) 232(184-401) 0,90
Ig G (g/L) 9,39 (1,94-12,2) 9,36(4,02-+14,49) 0,43
Ig G1 (g/L) 5,87(1,8-10,2) 6,4(2,89-8,6) 0,96
Ig G2 (g/L) 1,61(0,95-3,2) 2,4(1,2-4,2) 0,21
Ig G3 (g/L) 0,5(0,09-0,88) 0,4(0,14-1,2) 0,82
Ig G4 (g/L) 0,29(0,06-6,06) 0,83(0,08-2,4) 0,77
Ig M (g/L) 1,62(0,74-1,93) 1,2(0,54-1,63) 0,33
Ig A (g/L) 0,75(0,1-1,93) 1,61(0,29-3,74) 0,07
Total Ig E (g/L) 32,75(12,3-5552) 55,9(25-901,2) 0,29
CD3 % 64(58-72) 60(56-71,7) 0,52
CD3 4146 (2876-7556) 4656(1260-7120) 0,77
CD4 % 36,1(32-46) 36(26-41,5) 0,43
CD4 2598(1484-4953) 2884(564-3774) 0,64
CD8% 24(8,5-38) 22,8(18-27) 0,86
CD8 1338(560-3190) 1625(392-2316) 0,7

CD 16-56 % 13(7,60-18) 14(7-19,4) 0,92
CD16-56 847(586-1247) 700(312-1648) 0,90
CD 19-20 % 18,4(14-24,7) 18(10,1-24) 0,84
CD19-20 1228(782-2368) 1146(352-1950) 0,72
HLA DR% 12,2(8-16,5) 12(10,3-19,6) 0,33
HLA DR 866(468-1224) 864(260-1660) 0,53
Anti-pnomokok antikor | 700,69(46,1-12733) 803(135,65-1857,69) 0,95
Anti-HBs 27,07(2-474) 108,4(18,96-347,9) 0,56
Anti-Tetanoz antikor 0,16(0,13-0,21) 1,05(0,96-2,69) 0,58
CH50 25,37(13,8-122) 46,78(15,01-66,86) 0,75

MLS: Mutlak lenfosit sayis;; MNS: Mutlak nétrofil sayist;

kompleman aktivite testi; Ak: Antikor

Ig: immiinoglobiilin; CH50: Hemolitik

Streptococcus pneumonia ile IBE gegiren 10 hastanin besi (% 50) kiz idi.

Hastalarin yas ortancasi 46 ay (min-maks:2,5-65 ay) idi. Streptococcus pneumonia ile
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IBE geciren hastalarin biri akut bakteriyel menenjit (% 10), altis1 (% 60) komplike
parapnomonik efiizyon, ti¢ii (% 30) kan akimi enfeksiyonu gegirdi. Menenjit geciren
hasta ve kan akimi enfeksiyonu gegiren hastanin birinde tireyen S. pneumonia serogrup
19A idi. Streptococcus pneumonia ile IBE geciren hastalarm iiciinde IRAK 4 (%30)
geninde heterozigot varyant tespit edildi. Tespit edilen varyantlarin ikisi ¢.1282 G>A
heterozigot, rs4251545 ekzon 11 Ala428Thr; biri c.1172 G>A heterozigot rs55944915
ekzon 10 Arg391His idi. Hastalarin higbirinde MyD88 geninde mutasyon saptanmadi.

Staphylococcus aureus ile IBE gegiren hastalarin ikisi (% 40) kiz idi, hastalarin
yas ortancasi 96 ay (min-maks:3-130 ay) idi. Staphylococcus aureus ile IBE geciren
hastalarin biri kan akimi enfeksiyonu (% 20), dordi (% 80) septik artrit idi.
Staphylococcus aureus ile IBE gegiren hastalarin dérdiinde (%80) IRAK 4 geninde
heterozigot varyant (polimorfizm) tespit edildi. Saptanan varyantlarin ikisi ¢.1172
G>A heterozigot rs55944915 ekzon 10 Arg391His, diger ikisi c.1282 G>A
heterozigot, rs4251545 ekzon 11 Ala428Thr idi.

Hastalarin tanisi, IRAK4 ve MyDS88 varyant sonucglar1 Tablo 4.4’ te

gosterilmistir.



Tablo 4.4. Hastalarin tanisi, IRAK4 ve MyD88 gen varyant sonuglari
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Yas | Tam IRAK4 Geni MyD88 Geni
(ay) - e, =
H1 48 S. pneumonia menenjiti c.1282 G>A HETEROZIGOT 12:44180295 Calisilmadi
rs4251545 ekzon 11 Ala428Thr
Gnomad'a géore MAF:0,11
33052 kiside heterozigot;2405 kiside homozigot
Clinvar:Benign, SIFT/Polyphen:Bening,
Polimorfizm: mutation taster
H2 2.5 | S. pneumonia kan akimi | Varyant saptanmadi Calisilmadi
enfeksiyonu
H3 48 | S. pneumonia ampiyemi | Varyant saptanmadi Calisilmadi
H4 | 48 | S. pneumonia kan akimt | ¢ 1282 G>A HETEROZIGOT 12:44180295 | Calisimadi
enfeksiyonu rs4251545 ekzon 11 Ala428Thr
Gnomad'a gére MAF:0,11
33052 kiside heterozigot, 2405 kiside homozigpt
Clinvar:Benign, SIFT/Polyphen:Bening,
Polimorfizm:mutation taster
H5 96 S. aureus septik artriti c.1172 G>A HETEROZIGOT 12:44177511 Calisilmadi
rs55944915 ekzon 10 Arg391His
MAF:0,01
3134 kiside heterozigot, 29 kiside homozigot
Clinvar: Benign, SIFT; deleterious, Polyphen:
possibly damaging
H6 36 | S. pneumonia ampiyemi | Varyant saptanmadi Varyant
saptanmadi
H7 | 30 | S.pneumoniaampiyemi | ¢ 1172 G>A HETEROZIGOT 12:44177511 | Varyant
rs55944915 ekzon 10 Arg391His saptanmad:
MAF:0,01
3134 kiside heterozigot, 29 kiside homozigot
Clinvar:Bening, SIFT; deleterioys,
Polyphen:possibly damaging
H8 29 | S. pneumonia ampiyemi | Varyant saptanmadi Varyant
saptanmadi
H9 3 S. pneumonia kan akimi | Varyant saptanmadi Varyant
enfeksiyonu saptanmadi
H10 S. aureus kan akim | Varyant saptanmadi Varyant
enfeksiyonu saptanmadi
H11 120 | S. aureus septik artriti c.1172 G>A HETEROZIGOT 12:44177511 | Varyant
rs55944915 ekzon 10 Arg391His saptanmads
MAF:0,01
3134 kiside heterozigot, 29 kiside homozigot
Clinvar:Benign, SIFT; deleterious, Polyphen:
possibly damaging
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Tablo 4.4. (Devam) Hastalarin tanisi, IRAK4 ve MyD88 gen varyant sonuglari

Yas | Tani IRAK4 Geni MyD88 Geni
(ay)
H12 130 | S. aureus septik artriti c.1282 G>A HETEROZIGOT 12:44180295 | Varyant
rs4251545 ekzon 11 Ala428Thr saptanmadi
Gnomad'a gore MAF:0,11
33052 kiside heterozigot, 2405 kiside homozigpt
Clinvar:Bening,  SIFT/Polyphen; Benign,
Polimorfizm:mutation taster
H13 44 | S. pneumonia kan akimi | Varyant saptanmadi Varyant
enfeksiyonu saptanmadi
H14 77 | S. aureus septik artriti c.1282 G>A HETEROZIGOT 12:44180295 | Varyant
rs4251545 ekzon 11 Ala428Thr saptanmadi
Gnomad'a gére MAF:0,11
33052 kiside heterozigot, 2405 kiside homozigpt
Clinvar:Benign; SIFT/Polyphen:Benign;
Polimorfizm: mutation taster
H15 65 | S. pneumonia ampiyemi | Varyant saptanmadi Varyant
saptanmadi
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5. TARTISMA

IRAK-4 ve MyD88 eksiklikleri, TLR ve IL-1R sinyal iletiminde derin ve
selektif bir defekt ile karakterize yeni bir primer immiin yetmezlik grubunu
olusturmaktadir. Bu iki hastalik S. pneumoniae, S. aureus, P. aeruginosa ile IBE
neden olabilir. Yapilan bir ¢alismada IRAK-4 eksikligi olan hastalarda kanitlanmig
IBE’ larm yarisinda enfeksiyonlardan sorumlu patojen S. pneumoniae iken, vakalarin
%14’tinde S. aureus ve %19’unda P. aeruginosa etken olarak gosterilmistir (48). Biz
de bu calismada S. pneumoniae, S. aureus ve P. aeruginosa ile IBE gegiren hastalarda
IRAK-4 gen mutasyon varligini arastirdik. Calismamizda S. pneumoniae, S. aureus ile
IBE geciren hastalarin yedisinde (%46,6) heterozigot varyant tespit edildi. Higbir
hastamizda homozigot mutasyon yoktu. Calismamizda IRAK-4 geninde ¢.1282 G>A
ve €.1172 G>A olmak iizere iki farkli varyant tanimlanmistir. IRAK-4 eksikligi ile
iligkili primer immiin yetmezligin otozomal resesif oldugu bilinmekle birlikte
calismamizda saptanan iki varyant, heterozigot bireyleri temsil etmektedir. Bu hasarli
degiskenlerin heterozigot olarak tasinmasinin kismi bir IRAK-4 eksikligi ile
sonuclanabilecegi ve bu iki heterozigot mutasyonun IBE duyarhiligina katkida
bulunabilecegi olasiligr goz ardi edilemez, ancak bunu gostermek igin genis capli
islevsel calismalar gereklidir.

Otozomal resesif gecisli olarak bilinen bazi hastaliklarda heterozigot mutasyon
varhig1 hastaliga neden olabilmektedir. Ornegin MEFV heterozigot hastalarinin dnemli
bir kisminda hastalik fenotipi goriilebilir. Caligmalarda heterozigot mutasyon ile
Ailevi Akdeniz Atesi (AAA) hastalig1 tanis1 alan hastalar bildirilmistir. Yapilan bir
calismada AAA hastalarmin %43'i heterozigot, %51'i bilesik heterozigot (%91'i
M694V mutasyonlu) ve %6'st E148Q mutasyonu igin homozigottu (52). MEFV
varyant1 heterozigot hastalarin 6nemli bir oran1 da hastalik fenotipini gostermekteydi.
Calismamizda IBE geciren yedi hastada IRAK-4 geninde ¢.1282 G>A heterozigot,
rs4251545 exon 11 Ala428Thr (dort hastada); c.1172 G>A heterozigot rs55944915
exon 10 Arg391His (li¢ hastada) varyant saptandi, hastalarin hi¢ birinde Myd88
geninde mutasyon saptanmadi. Heterozigot mutasyon olan hastalarda AAA
fenotipinin ortaya ¢ikmasini agiklayan agiklamalardan biri de, diger modifiye edici

genlerin hastalik tizerinde etkili olabilecegidir (53). Calismamizda sadece IRAK-4 ve
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Myd88 genleri incelendigi icin diger genlerin bu hastaliklar iizerindeki etkisi
gosterilemedi.

Otozomal resesif gegisli hastaliklardan olan otoimmiin poliendokrinopati,
kandidiyazis, ektodermal distrofi (APECED) hastalifinda da heterozigot
mutasyonlarin hastalik ile iliskili olabilecegini belirten caligmalar vardir. Dort
APECED tanili hastanin heterozigot kardesleri ve ebeveynlerinin arastirildigi bir
calismada patolojik immiinolojik bulgular bulundu. Hastaligin prevalansinin diisiik
olmas1 nedeniyle hasta sayisinin az olmasina ve bunun sonucunda kesin genotip-
fenotip korelasyonlarinin kurulmasindaki zorluklara ragmen, diisiik IFNy tiretimi ve
yiiksek IgM seviyeleri ile karakterize APECED hastaligindaki patolojik bulgulara ¢ok
benzer bir fenotip bulundu. Aile bireylerindeki patolojik immiinolojik bulgular
hastaligin heterozigot bireylerde de ortaya g¢ikabilecegini diisiindiirmektedir (54).
Yakin zamanda yayinlanan bir ¢alismada otoimmiin regiilatuar (AIRE) genin nadir bir
mutasyonu i¢in heterozigot olan APECED'in hafif klinik belirtilerini gdsteren, Italyan
bir anne ve iki ¢ocugu olan ii¢ iiyeli bir aile tanimlandi. Bu calisma AIRE
varyantlarinin daha 6nce tahmin edilenden daha yaygin oldugunu ve hastaligin daha
hafif kliniklere neden olabilecegini dogrulamaktadir (55). Bu bulgular 1s18inda;
calismamizdaki S. pneumonia ve S. aureus ile IBE geciren hastalarin yedisinde
heterozigot mutasyon saptanmasi; hastaligin OR geg¢isli olmasina ragmen; heterozigot
bireylerin de hastalik bulgulari ortaya ¢ikarabilecegini diisiindiirmektedir.

Bazi genlerdeki polimorfizmlerin de hastaliklarla iliskili oldugu yaymnlarda
bildirilmistir. 5,10-Metilentetrahidrofolat rediiktaz (MTHFR) geninde tanimlanan
polimorfizm enzim aktivitesini azaltan bir polimorfizm olarak tanimlanmistir.
MTHFR enzim aktivitesinin azalmasi, ¢esitli metabolik sorunlar ile iliskilendirilmistir.
MTHEFR polimorfizmi acisindan degerlendirilen 188 kisinin arastirildigi calismada
MTHFR C677T ve A1298C polimorfizmleri artan vaskiiler tromboemboli riskiyle
iliskili bulunmustur (56). Hastalik fenotipine neden olabildigi gosterilen bir baska gen
polimorfizmi ise plazminojen aktivator inhibitor-1 (PAI-1) gen polimorfizmidir.
Trombozdaki roli nedeniyle PAI-1 4G/4G  polimorfizminin  gebelik
komplikasyonlarina ve derin ven trombozlarina neden olabildigini gosteren ¢aligmalar
mevcuttur. PAI-1 4G/5G genotipinin dagilimini ve akraba olmayan, derin ven

trombozu olan 70 hastada fibrinolitik kapasite ile genotip iliskisinin incelendigi bir
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calismada, PAI-1 4G polimorfizminin, PAI-1 ekspresyonunu etkileyebilecegi, diger
cevresel ve genetik faktorlerle birlikte patolojik fibrinolizi kolaylagtirabilecek bir
durum olabilecegi sonucuna varilmistir (57). Calismamizda yedi hastada IRAK4
geninde saptanan heterozigot varyant (polimorfizm) de bu gende fonksiyon
bozukluguna yol acarak invaziv bakteriyel enfeksiyona yatkinlik saglamis olabilir.

IRAK-4 geninde heterozigot varyant (polimorfizm) 6nemli olabilir. IRAK-4
birlesik heterozigot olan hastalar tanimlanmissa da; IRAK-4 heterozigot mutasyon
saptanan hastalardaki klinik bulgular ile ilgili veriye literatiirde rastlanmamistir. Tek
alleldeki bu varyant gen sonucu iiretilen proteinde de fonksiyon bozuklugu olusabilir.
Bu hastalarda S. pneumonia ve S. aureus’ un IBE’ye yatkinlik olusturup
olusturmayacagini aciklayabilmek icin; bu genin protein ekspresyonu ile ilgili
fonksiyonel ¢alismalara ihtiya¢ vardir. Fonksiyonel ¢alismalar ile bu durumun hastalik
gelisimine katkisi olup olmadigi aydinlatilabilir. Ayrica biz ¢aligmamizda sadece
IRAK4 ve MyD 88 genlerini inceledik. Farkli genlerdeki mutasyonlara bakmadik. Bu
yolagi etkileyebilecek farkli varyantlar da hastalarin S. pneumonia ve S. aureus ile IBE
gecirmesine katki saglamis olabilir. Heterozigot mutasyon siipheli bir patojenik role
sahip olabilir. Invaziv bakteriyel enfeksiyon gegiren hastalarda mutasyon calismalari
ile fonksiyonel ¢alismalar yapilirsa heterozigot varyantlarn da IBE'a neden
olabilecegi gosterilebilir. Bu durumu aydinlatmak i¢in daha fazla sayida hastanin dahil
edildigi daha ileri caligsmalara ihtiya¢ vardir.

Streptococcus pneumoniae, diinya ¢apinda toplum kokenli pnémoninin 6nde
gelen nedenidir ve bes yasin altindaki ¢cocuklarda baglica 6liim nedeni olmaya devam
etmektedir. Streptococcus pneumonia ve S. aureus enfeksiyonlarinin baslica 6liim
nedeni, normalde steril bir bolgeden bakteri izolasyonu olarak tanimlanan IBE’ lardur.
Konak genetiginin, S. pneumonia ve S. aureus ile bireyin enfeksiyon riskini
belirlemede 6nemli bir rol oynadig: artik yaygin olarak kabul edilmektedir. Nadir
genetik varyantlarin {PH'deki roliinii agiklayan c¢alismalar, oncelikle ¢ocuklarda
tekrarlayan hastaligi arasgtirmis ve bu fenotip ile iliskili bir dizi gen varyantini
tanimlamistir. Gergekten de, IPH'li 163 ¢ocukta immiinolojik eksiklikleri arastiran
yakin tarihli bir ¢alisma, vakalarin %26' sinda altta yatan bir primer immiin yetmezlik
oldugunu, bir ¢ocukta ise belirgin bir TLR-NF-kB yolu kusuru (MyD88 eksikligi)
oldugunu bildirdi (58). Pnémokok enfeksiyonuna duyarlilikta TLR sinyal yolaginin
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roliinii degerlendirmek amaciyla yapilan bir caligmada bir dizi TLR ligand: ile
uyarilma sonucu tretilen sitokinler analiz edildi. IPH' 1i 50 ¢ocuktan olusan hasta
grubunda TLR kusuruna ait bulgu saptanmadi (59). IPH' de MyD88, IRAK4
genlerindeki nadir varyantlarin 6nemli bir rolii olduguna dair saptanan bulgular,
tekrarlayan hastaligin aksine tek IBE epizotunun da o6nemli olabilecegini
gostermektedir. Yakin zamana kadar, PIY'lerin yalnizca tekrarlayan ve cesitli
cocukluk cagi enfeksiyonlarma yol acan c¢ok vakali ailelerdeki mutasyonlardan
olustugu diisiiniiliirken, simdi bu terim ayn1 zamanda saglikli yetigkinlerde sporadik,
yaygin ve bazen sec¢ici bulasici hastaliklara yol acan eksik penetrans ile yeni
tanimlanmis mutasyonlar1 da kapsamaktadir (59,60). Calismamizdaki hastalar S.
pneumonia ve S. aureus ile ilk kez IBE geciren hastalardi. Calisma grubundaki
hastalarin %46,7” sinde heterozigot varyant tespit edildi. Bu durum S. pneumonia ve
S. aureus ile IBE’lara yatkinlik olusturmus olabilir. Bunu ortaya koyabilmek i¢in daha
fazla arastirmaya gerek vardir. Ozellikle genlerin protein diizeylerinde degisiklik olup
olmadigina bakilmasi 6nemlidir. CD62L shedding testi de varyant bulunan hastalarda
yapilabilir. IRAK4 heterozigot varyant olan yedi hastamizda fonksiyonel calisma
planlanabilir.

IRAK-4 ve MyD88 eksikligi olan hastalarin klinik ve laboratuvar 6zelliklerinin
incelendigi bir calismada, 28 IRAK-4 eksikligi olan hastanin 15’inde ve sekiz MyD88
eksikligi olan hastanin ti¢iinde IgM, IgG ve IgA seviyeleri yasa gére normal, 12 IRAK-
4 eksikligi ve 4 MyD88 eksikligi olan hastada ise yliksek bulundu. IRAK-4 eksikligi
olan hastalarin besinde ve MyD88 eksikligi olan hastalarin ikisinde IgG4 diizeyleri
oldukga yiiksekti (9). Sekiz IRAK-4 eksikligi, ic MyD88 eksikligi olan hastalarin
incelendigi bagka bir ¢alismada da IgG ve M diizeyleri normalken; S. aureus ve S.
pneumoniae tarafindan eksprese edilen karbohidrat antijenleri gibi T hiicre bagimsiz
antijenlere karsi IgG normal fakat [gM’de azalma tespit edildi (11). IRAK- 4 eksikligi
olan hastalarin incelendigi bir diger calismada ise Ig G yedi hastada normal diizeyde,
dort hastada ise ytiksekti; IgA bes hastada normal, iki hastada yiiksek ve dort hastada
yasa gore diisiiktii; [gM yedi hastada normal, {i¢ hastada yiiksek, bir hastada diisiiktii
(61). Calismamizda ise bir hastamizin IgG diizeyi yasina gore disiikti . Diger
hastalarimizin IgG, IgM, IgA diizeyleri ve IgG alt gruplar1 yaslarina gore normaldi. 26
hastanin degerlendirildigi ¢aligmada, IRAK-4 eksikligi olan hastalarin 14’ {inde ve
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MyDS88 eksikligi olan hastalarin {igiinde IgE seviyeleri yiiksekti. IRAK- 4 eksikligi
olan 11 hastanin incelendigi bir diger calismada ise IgE diizeyi sekiz hastada yiiksekti
(61). Hiper IgE sendromlarindaki STAT3 ve TYK2 eksiklikleri gibi diger primer
immiin yetmezlikler, stafilokokal enfeksiyonlarla iliskilidir, ancak bu primer immiin
yetmezlikli hastalarda invaziv pnoémokok hastalifi ve Pseudomonas enfeksiyonu
beklenen bulgu degildir. Hasta grubumuzda bes hastada Ig E diizeyi yiiksekti. Bu
seviyeler, STAT-3 eksikligi olan hastalarda tanimlanan ¢ok yiiksek IgE seviyelerine
kiyasla daha 1liml yiiksekti. Sadece bir hastamizda total Ig E diizeyi 5550 idi. Fakat
onun da izlemde total IgE diizeyi geriledi ve Hiper IgE diisiindiirecek ek klinik
bulgular1 yoktu. Bu hastalarin iigiinde heterozigot varyant vardi. Ancak STAT3 veya
DOCKS diisiindiirecek kadar yiiksek Ig E diizeyi ve benzer klinik bulgular yoktu.

IRAK-4 ve MyD88 eksikligi olan hastalarin incelendigi bir calismada
hastalarin T hiicre, NK hiicre, B hiicre sayilarinin ve lenfosit alt gruplarinin yasa gore
normal degerlerde oldugu bildirildi (9). IRAK-4 eksikligi olan 28 hastanin
degerlendirildigi bir diger calismada yine lenfosit alt gruplari normal degerlerde
bulunuldu (61). Calismamizda da lenfosit alt gruplar1 yasa gére normaldi.

On bes iilkeden IRAK-4 eksikligi olan 48 hastanin ve MyD88 eksikligi olan 12
hastanin klinik oOzelliklerinin ve sonuglarinin incelendigi bir calismada, IRAK-4
eksikligi olan hastalarda pnomokok spesifik Ig G ve AB glikanlarina (ABO sisteminin
allohemagglutininleri) spesifik IgM antikor yanitlari, hastalarin {igte birine yakininda
bozuktu (9). Tetanoz toksoidi ve difteri antijenine karsi antikor yanitlari, IRAK-4
eksikligi olan hastalarin 17’sinde normaldi. Ayni1 ¢alismada, antipnémokokal
antikorlarin varlig1 veya yoklugu ile invaziv pndmokok hastaliginin olusumu arasinda
herhangi bir iligki bulunamadi. Benzer sekilde IRAK-4 eksikligi olan hastalarin
incelendigi bir bagka ¢aligmada protein antijenlerine kars1 gelisen antikor yanitlari
normaldi (61). Bizim hastalarimizin tamaminda pndmokok as1 antikor yanitlart normal
degerler arasinda idi. Heterozigot varyant saptanan hastalar ile saptanmayan hastalar
arasinda ortalama serum pndmokok antikor diizey farki istatistiksel olarak anlamli
degildi. Ayrica calismamiza alinan hastalarin tetanoz ve difteri dahil olmak {izere as1
antijenlerine kars1 antikor yanitlari normaldi.

IRAK-4 ve MyD88 eksiklikleri olan hastalarda total Ig seviyeleri azalmamakla
birlikte, bazi hastalarda pnomokokal spesifik IgG'de bozulma bildirilmistir (62, 63).
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Benzer sekilde IRAK-4 eksikligi olan hastalarin incelendigi bir diger ¢alismada da
glikanlara kars1 antikor yaniti, pnomokokal ve eritrosit AB antijenlerine yanit
hastalarin bazilarda bozulmustu (61). Calismamizdaki hastalarin total Ig ortalamalari
da diisiik degildi. Ayrica heterozigot varyant olan ve olmayan hasta gruplarinda da
istatistiksel anlaml1 fark yoktu.

Bakteriyel opsonizasyonu ve dalak fagositozunu etkileyen PIY’ ler, S.
pneumonia ve S. aureus ile IBE ile iliskilidir. Bu PIY ler, hiicresel immiin yetmezlik,
konjenital aspleni, klasik ve alternatif kompleman yolunun erken bileseni olan C3
eksiklikleridir (9). Bu nedenle tiim hastalarimizda abdominal ultrasonografi ile dalak
varligi gosterildi. Kompleman aktivasyonu i¢in CH 50 bakild1 ve tiim hastalarda
normal degerlerde idi.

Fransa’da 28 cocuk kliniginden 2005-2011 yillar1 arasinda hastaneye yatis
gerektiren invazif pnémokok hastaligi (IPH) olan 163 hastanin incelendigi bir
calismada bir MyD88 eksikligi, i kompleman fraksiyonu C2 veya C3 eksikligi, 1
izole konjenital aspleni ve 2 Bruton hastaligi (X'e bagli agamaglobulinemi) vakasi olan
17 hastaya (10%) primer immiin yetmezlik tanis1 konuldu (58). Calismamizda IPH’ 1
olan 10 hastanin igiinde IRAK-4 geninde heterozigot varyant (c.1282 G>A ve ¢.1172
G>A) saptandi.

IRAK-4 eksikligi olan hastalarin ¢ogu, ilk bakteriyel enfeksiyonlarim
yasamlarinin erken donemlerinde, vakalarin %87,5'inde (n = 42) 2 yasindan dnce
gecirdiler. ilk IBE, bu hastalarin %79,2'sinde (n = 38) 2 yasindan 6nce, %35,4'linde (n
= 17) 6 ayliktan once, %14,5’ inde (7) neonatal donemde meydana gelmistir (9).
Calismamizda iki hastamiz 6 aydan kiigiiktii ve hastalarda IRAK-4 mutasyonu
saptanmadi. Yine ayni ¢alismada IRAK-4 eksikligi olan hastalarda 14 yasindan sonra
IBE goriilmedi. En biiyiik hasta ise 35 yasinda olup tekrarlayan cilt enfeksiyonlart
vardi. IRAK-4 eksikligi olan 48 hastanin 18’ 1 kaybedildi. Kaybedilen hastalarin hepsi
sekiz yagindan kiiciiktli ¢ogu ise iki yagindan kiigiiktii (9). Yasla birlikte bu hastalikta
iyilesme beklenmektedir. Calismamizda kaybedilen hasta olmadi. Hastalarin %93.3 i
sekiz yasindan kii¢liktli. En biiylik hastamiz 130 aylik idi.

Bu ¢alisma tek merkezli bir ¢alismadir ve bu nedenle yerel/bolgesel genetik
arka planin, genotip/fenotip korelasyonunu degistirebilecek hastalik fenotipi

tizerindeki etkisini gz ardi edemeyiz.
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Calismadaki vaka sayisinin az olmasi ¢alismamizin sinirlayicr faktorleridir.
Kompleks hastaliklarla iliskili nadir varyantlarin tanimlanmasini amaglayan ekzom
dizileme ¢alismalar i¢in daha biiyiik 6rneklem boyutlar1 énerilmektedir. Ancak IBE
ile bagvuran popiilasyon insidansi diisiik olmasi ve vakalarin farkli merkezlerde
bulunusu nedeniyle bu durumun gegerliligi pek miimkiin goziikmemektedir.
Literatiirde iilkemizde IRAK4 ve MyD88 tani alan toplam bes hasta bildirilmis olup,
calismamiz bu sekilde tan1 alan az sayida hasta oldugunu desteklemektedir. Bu hastalar
cogunlukla yasla birlikte Klinik bulgular: diizelen hasstalar oldugu i¢in ekzom analizi
gibi ayrintil: genetik testlerin yapilmas: maliyet-etkin olmayabilir.

Sonug olarak, hem IRAK4 eksikligi hem de MyDS88 eksikligi, ¢ogunlukla
S.pneumoniae, S. aureus ve P. aeruginosa'nin neden oldugu IBE'ye yatkinlik saglar.
Invaziv pnémokokal ve stafilokokkal hastalig1 olan ¢ocuklar, altta yatan bir PIY igin
degerlendirilmelidir ve bu ¢ocuklarin ayirici tanisinda IRAK4 ve MyD88 eksiklikleri

g0z onilinde bulundurulmalidir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Calismamiza dahil edilen Streptococcus pneumonia, Staphylococcus aureus ile
invaziv bakteriyel enfeksiyon tanisi ile izlenen hastalarin yedisinde (%46,6)
IRAK-4 geninde heterozigot varyant tespit edildi, MyD 88 geninde varyant
saptanmadi.

Calismamizda IRAK-4 geninde ¢.1282 G>A ve c.1172 G>A olmak iizere iki
farkli varyant tanimlanmastir.

H1,H4, H5, H7, H11, H12, H14 hastalarda IRAK-4 geninde heterozigot varyant
saptanmasi otozomal resesif gegisli olarak bilinen bazi hastaliklarda (AAA ve
APECED gibi) oldugu gibi heterozigot mutasyon varliginin hastaliga neden
olabilecegini diistindiirmektedir.

IRAK-4 heterozigot mutasyon saptanan hastalardaki klinik bulgular ile ilgili
veriye literatlirde rastlanmamistir. Tek alleldeki gen mutasyonu sonucu iiretilen
proteinde de fonksiyon kaybi olusabilir. Bu hastalarda S. pneumonia ve S.
aureus’ un IBE’ye yatkinlik olusturup olusturmayacagini aciklayabilmek icin;
bu genin protein ekspresyonu ve proteinin islevi ile ilgili calismalara ihtiyag
vardir.

Ayrica biz ¢alismamizda sadece IRAK4 ve MyD 88 genlerini inceledik. Bu
hastalarin bu yolag etkileyebilecek farkli genlerde de varyantlarinin olabilmesi
miimkiindiir.

Calismamizda hastalarimizin birinci basamak PIY testleri normaldi ve hastalarin
yedisinde (%46,6) IRAK-4 geninde heterozigot varyant tespit edildi.
Heterozigot varyantlarin fenotip lizerindeki etkisini anlayabilmek i¢in daha ileri
calismalara ihtiyag vardir. Bu sekilde tani konulan hastalara uygulanacak

profilaksi tedavileri hayat kurtarici olacaktir.
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