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1. OZET

Amag: Primer immiin yetmezlikler (PIY), bagisiklik sisteminin farkli bilesenlerini etkileyen,
enfeksiyon, otoimmiinite, otoinflamasyon, alerji ve malignite ile karakterize klinik,
immiinolojik ve genetik olarak cesitlilik gosteren bir grup kalitsal hastaliktir. Klinik bulgular
ve fizik muayene, PIY siiphesi uyandirdiginda yapilan temel laboratuvar testler hastalig
tammlamada her zaman yeterli olmayabilir. Immiin sistemin detayli incelemesi akim
sitometrisi araciligiyla periferik kan lenfositlerinin hem sayisal hem de fonksiyonel olarak
degerlendirilmesi ve spesifik molekiil ekspresyon analizi ile yapilir. PIY tamisinda genetik
analizde biiyiik gelismelere ragmen, akim sitometrisi, immiin yetmezliklerin hizli tanist ve
yeni tanimlanmis genetik kusurlarin fenotipik bulgularmin belirlenmesi i¢in ana dayanak
olmaya devam etmektedir. Bu ¢alismada, akim sitometrisinin PIY’lerin erken ve dogru tanis
ile genetik taniya katkisinin belirlenmesinin yani sira, tanisal yolakta ne kadar zaman

kazandirdiginin saptanmasi amaglanmistir.

Gere¢ ve yontem: Bu calismada, 2010-2020 tarihleri arasinda Ankara Universitesi Tip
Fakiiltesi Cocuk Sagligi ve Hastaliklar1 Anabilim Dali, Cocuk Immiinolojisi ve Alerji
Hastaliklar1 Bilim Dali’nda PIY tanis1 alarak izlenmis ve/veya izlenmekte olan; dosya, boliim
ve/veya hastane kayit sistemleri taranarak ulasilan PIY tanili hastalarin klinik ve akim
sitometrik verileri retrospektif olarak degerlendirildi. Tiim hastalarin akim sitometrisi
incelemeleri Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Immiinoloji Laboratuvari’nda

yapilmisti.

Bulgular: Calismaya dahil edilen 1407 hastada en sik saptanan PIY alt grubu 954 (%67,8)
hasta ile antikor eksiklikleri oldugu bulundu. Bunu sirastyla 171 hasta (%12,2) ile kombine T
ve B hiicre yetmezlikleri, 106 hasta (%7,5) ile sendromik 6zellik gdsteren kombine immiin
yetmezlikler izledi. Hastalarin 9%85,6’sinda enfeksiyon, %?24,2’sinde alerji, %06,1’inde
lenfoproliferasyon veya malignite, %5,5’inde otoimmiinite ve %3,4’linde enflamasyon
bulgularina rastlandi. Hastalarin 996’sina (%70,8) akim sitometrisi analizi yapildi ve 229
hastaya (%23,0) tani1 konuldu. Akim sitometrisi ile kesin tan1 konulma oranlar1 agir kombine
immiin yetmezlik (AKIY) (%100), fagositer sistem fonksiyon bozukluklari (%95,6) ve AKIY
dist KIY’lerde (%82,8) en yiiksek iken; sendromik KiY’ler, dogal immiin sistem defektleri,
kompleman eksiklikleri, otoinflamatuvar hastaliklar ve kemik iligi yetmezliklerinde ¢ok
diisiik ve sadece olasi tanisal yonlendirmeler seklinde idi. Fenotipik sitometri yapilan
hastalarin  %16,2’sine  (162/996), spesifik protein ekspresyon incelemesi yapilanlarin
%50,9’una (79/155) ve fonksiyonel inceleme yapilan hastalarin %12’sine (101/836) bu
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yontemlerle kesin tan1 konuldugu goriildii. Hasta basvurusu ile akim sitometrik tani1 arasinda
gecen ortanca siire 4 giin idi. Antikor eksiklikleri grubundaki hastalar hari¢ neredeyse tim
hastalik alt gruplarinin bagvuru ile akim sitometrik tan1 arasindaki siire ortancasi birkag¢ giin
ile sinirli iken; antikor eksiklikleri grubunda bu siire yaklasik 8 aydi. Calismamizda akim
sitometri ile genetik tan1 arasindaki ortanca siirenin 48,6 ay ile en uzun AKIY grubunda; 3 ay
ile en kisa olacak sekilde sendromik KIY grubunda oldugu hesaplandi. Hastalarm akim
sitometrik tani tarihi ve genetik analiz sonuglanma tarihi arasindaki ortanca siire ise 12,4 (0,3-

152,8) ay idi.

Sonug¢: Bu retrospektif ¢alismada, 2010-2020 donemini i¢eren 10 yillik siirede, klinigimizde
PiY tanis1 alan 1407 hastadan yaklasik 1/4’{iniin akim sitometrisi uygulamalar1 sayesinde
erken ve dogru taniya, genetik inceleme oOncesinde hizlica ulastirildigi belirlendi. Akim
sitometrisinin erken tanminmn kiiratif tedavi ve prognozda en onemli faktdr oldugu PIY
hastaliklarinda ¢ok degerli bir tanisal ara¢ oldugu objektif veriler ile ortaya konuldu. Daha
detayli ve ileri akim sitometrisi uygulamalarinin rutin PIY degerlendirme protokollerine

eklenmesi, tan1 ve prognozda iyilesmeya katki saglayacaktir.

Anahtar Sozciikler: akim sitometrisi, erken tani, primer immiin yetmezlik



2. ABSTRACT

Aim: Primary immunodeficiencies (PIDs) are a group of inherited diseases that affect
different components of the immune system and are characterized by infection, autoimmunity,
autoinflammation, allergy, and malignancy and showing clinical, immunological, and genetic
diversity. Clinical findings and physical examination can raise the suspicion of PID, however
basic laboratory tests are not always be sufficient to identify the disease. In these cases,
detailed examination of the immune system is measured by both quantitative and functional
evaluation of peripheral blood lymphocytes by means of flow cytometry and specific
molecule expression analysis. Despite major advances in genetic analysis in the diagnosis of
PIDs, flow cytometry remains the mainstay for rapid diagnosis of immunodeficiencies and the
identification of phenotypic manifestations of newly identified genetic defects. In this study, it
was aimed to determine the contribution of flow cytometry to the early and accurate diagnosis
of PIDs and genetic diagnosis, as well as to determine how much time it saves in the

diagnostic pathway.

Materials and methods: In this study, clinical and flow cytometric data of patients with PID
who were diagnosed and/or followed-up in Ankara University School of Medicine,
Department of Pediatrics, Division of Pediatric Immunology and Allergy Diseases between
2010 and 2020, collected from patients’ hospital records, department and/or hospital registry
systems, were evaluated retrospectively. Flow cytometric analysis of patients were performed

in Ankara University School of Medicine Pediatric Immunology Laboratory.

Results: Antibody deficiencies were found to be the most common PID subgroup in 1407
patients included in the study, with 954 (67.8%) patients. This was followed by combined T
and B cell deficiencies in 171 patients (12.2%), and combined immunodeficiencies with
syndromic features in 106 patients (7.5%). Infection were found in 85.6% of the patients,
allergy in 24.2%, lymphoproliferation or malignancy in 6.1%, autoimmunity in 5.5% and
inflammation in 3.4%. Flow cytometric analysis was performed in 996 (70.8%) of the
patients, and a definitive diagnosis was made in 229 (23.0%) patients. While the rates of
definitive diagnosis by flow cytometry are higher in severe combined immunodeficiency
(SCID) (100%), defects of phagocyte function (95.6%), and other CIDs (82.8%); in CID with
associated or syndromic features, defects in intrinsic and innate immunity, complement
deficiencies, autoinflammatory disorders, and bone marrow failures, the diagnostic value of
flow cytometry was very low and it provided only guide for the diagnosis. Definitive

diagnosis was made in 16.2% (162/996) of patients who underwent phenotypic cytometry,
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50.9% (79/155) of those who underwent specific protein expression analysis, and 12%
(101/836) of patients who underwent functional analysis. The median time between patient
admission and flow cytometric diagnosis was 4 days. The median time between admission
and flow cytometric diagnosis in almost all disease subgroups, except the patients in the
antibody deficiencies group, is limited to a few days; in the antibody deficiencies group, this
period was approximately 8 months. In this study, the longest time interval between flow
cytometry and genetic diagnosis was in the SCID group with 48.6 months and the shortest
time interwal was in the combined immunodeficiencies with syndromic features, with 3
months. The median time interval between the patients’ flow cytometric diagnosis and the

genetic analysis results was 12.4 (0.3-152.8) months.

Conclusions: In this retrospective study, it was determined that approximately one-fourth of
1407 patients diagnosed with PID in the 10-year period of 2010-2020 and patients were
quickly provided early and accurate diagnosis before genetic analysis thanks to current
cytometry applications. It was revealed with objective data that flow cytometry is an
invaluable diagnostic tool in PID diseases, where early diagnosis is the most important factor
in curative treatment and prognosis. Adding more detailed and advanced flow cytometry
assays to routine PID evaluation protocols will contribute to the improvement in diagnosis

and prognosis.

Key Words: early diagnosis, flow cytometry, primary immunodeficiency



3. GIRIS VE AMAC

Primer immiin yetmezlikler (P1Y), ya da yeni terminoloji ile dogustan bagisiklik
hatalar1; dogal ve kazanilmis bagisiklik sisteminin farkli bilesenlerini etkileyen, enfeksiyon,
otoimmiinite, otoinflamasyon, alerji ve malignite ile karakterize olabilen klinik, immiinolojik
ve genetik olarak cesitlilik gosteren bir grup kalitsal hastaliktir (1). Gliniimiizde artan
farkindalik ve teknolojik gelismeler sayesinde tanimlanan PIY sayis1 456 olarak bildirilmekte
olup her yil tanimlanan 20 kadar yeni gen defekti listeye eklenmektedir. Uluslararasi
Immiinoloji Dernekler Birligi (International Union of Immunological Societies; IUIS)
tarafindan yapilan en son simiflamada PIY ler on ayr1 kategoride ele alinmaktadir (2, 3). Genel
popiilasyondaki PIY prevalansi 1:2.000-1:10.000 olarak bildirilmektedir (4-6). Ulkemizdeki
PIY prevelansi ise sadece iki merkez verilerine gore bile ¢ok daha sik olarak;
30.5:100.000°dir (7). Tiim diinyada PIY’ler arasinda en sik goriilen ve 1:300-700 olarak
bildirilen selektif IgA eksikligi ve prognozu en agir olup bir pediatrik acil tablo olarak kabul
edilen, Amerika Birlesik Devletleri’'nde (ABD) 1:58.000 olarak raporlanmis olan, agir
kombine immiin yetmezlik (AKIY) insidanslar1 iilkemizde siras1 ile 1:188 ve 1:10.000’dir (8-
11).

Hastalar asemptomatik veya gecici klinik tablodan ciddi semptomatik klinik tabloya
kadar ¢ok genis bir yelpazede karsimiza gelebilir. Tan1 ve tedavi sorunu yaygin olup 6zellikle
agir prognoza sahip PIY hastaliklarinda yasamsaldir. Erken ve dogru tan ile etkin tedavi,
hemen tiim PIY’lerde yasam kalitesini olumlu etkileyen en &nemli kriter ve hatta hayat
kurtarict dzelliktir. Bu nedenle PIY hastalarinda erken taniya ulasmak ilk ve en degerli
hedefimizdir. Erken taninin 6n kosulu ise hastaliktan sliphe etmektir. Hastaliktan
siiphelenerek ayrintili 6ykii almak, 6z ve soy gecmis ozellikleri ve tam bir fizik muayene ile

hastay1 bir biitiin olarak degerlendirmek en 6nemli asamadir.

Tan1 i¢in kullanilan laboratuvar testleri ise gilinliik pratikte ¢ok sik kullandigimiz tam
kan sayimindan genetik ve fonksiyonel analizlere kadar uzanmaktadir (12). Birinci basamak
tarama testleri tam kan sayimi, izohemagliitinin titresi, immiinglobulin diizeyleri gibi
tetkikleri igerirken; immiin sistemin detayli incelemesi akim sitometrisi araciligiyla periferik
kan lenfositlerinin hem sayisal hem de fonksiyonel olarak degerlendirilmesi ve spesifik
molekiil ekspresyon analizi ile yapilir. Giiniimiizde c¢ok c¢esitli yontemlerle ulasilabilen
genetik tani sayesinde hatali genler tanimlanabilmekte ve bu sayede de etkin ve kiiratif tedavi
yontemleri ile hastalar sagaltilabilmektedir. Ancak genetik tant bazen uzun zaman

gerektirmekte ve yiiksek maliyetli olmaktadir.



Akim sitometrisi PIY lerin tanis1 icin olduk¢a hassas bir yéntemdir (12, 13). Hiicreleri
tek tek degerlendirerek birgok hiicrenin biyofiziksel ve biyokimyasal yonleri ile hizli, ¢cok
parametreli ve korele sekilde incelenmesine imkéan veren bir tekniktir. Hiicrelerin yiizeyindeki
veya intraseliiler yerlesimli antijenik yapilarin florokrom isaretli monoklonal antikorlar
kullanilarak tanimlanmasi ve kantitatif olarak olgiilmesi esasina dayanir (14). Genel olarak
akim sitometrisi, hiicrelerin yiizey antijenlerinin belirlenmesi, B ve T hiicre alt gruplarinin
tayini, notrofil fonksiyonlar1 (fagositoz, solunumsal patlama ve kemotaksi), hiicrelerin
fonksiyonel o6zelliklerinin belirlenmesi (hiicre aktivasyonu, proliferasyonu) ve hiicre igi

sitokin tayini gibi ¢ok genis bir alanda kullanilmaktadir (15).

PIY tanisinda genetik analizlerdeki biiyiik gelismelere ragmen, akim sitometrisi, immiin
yetmezliklerin hizli tanist ve yeni tanimlanmis genetik kusurlarin fenotipik bulgularinin
belirlenmesi igin ana dayanak olmaya devam etmektedir. PIY’lerin erken tami ve tedavisi,
O0lim ve komplikasyon riskinin azaltilabilmesi icin ¢ok Onemlidir. Bu nedenle akim

sitometrisi araciligiryla konulacak erken tani hayati 6nem tasimaktadir (16).

Bu ¢aligmada Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Saglhigi ve Hastaliklar1 Anabilim
Dal1, Cocuk Immiinoloji ve Alerji Bilim Dali’nda, Ocak 2010-Ocak 2020 tarihleri arasinda
PIY tanis1 ve tedavisi alarak izlenmis ve/veya izlenmekte olan hastalarda akim sitometrisinin
tamidaki yerinin ve oneminin degerlendirilmesi amaglanmistir. PIY 6n tanisiyla basvuran
hastalarda, klinige basvuru ile tan1 arasinda gecen siirenin belirlenmesi, akim sitometrisi ile
elde edilen sonuglarin genetigi ne Glgiide dogru yansittigr ve akim sitometrisinin tanida ne
kadar zaman kazandirdiginin saptanmasi hedeflenmistir. Ayrica bu hasta kohortuna ait
demografik verilerin ve klinik Ozelliklerin retrospektif olarak goézden gegirilmesi ile
iilkemizde bir PIY referans merkezi olan klinigimiz hastalarinin PIY altgruplar1 bakimidan

tagidiklar1 6zelliklerin belirlenmesi de hedeflenmistir.



PiY’ler, notrofil, makrofaj, dentritik hiicre, kompleman proteinleri, NK hiicresi, T ve B
lenfositleri gibi dogal ve kazanilmis bagisiklik sisteminin farkli bilesenlerini etkileyen,
enfeksiyonlara yatkinligin arttig1, otoimmiin hastaliklar ile otoinflamasyon, alerji ve malignite
olusumuna yatkinlikla karakterize klinik, immiinolojik ve genetik olarak heterojen bir grup

kalitsal hastaliktir (1).

4.2.2. Tarih¢e-Epidemiyoloji

PiY lerin tanimladig1 ilk hasta raporlari 20. yiizyilin baslarina dayanmakta olup 1922°de
agraniilositoz, 1926’da ataksi-telenjektazi (AT), 1937°de Wiskott-Aldrich Sendromu (WAS)
olan hasta raporlari yazilmistir (20, 21). Ancak 1952 yilinda Ogden Bruton’un, 8 yasinda
tekrarlayan pnomokok sepsisi geciren bir hastada gammaglobiilin yoklugunu gdstererek
tammladig X e bagl agammaglobulinemi (Bruton hastalig1) tarihteki ilk PIY hastalig1 olarak
kabul gérmektedir (22). Giiniimiizde ise tanimlanmis 450°den fazla PIY mevcuttur (2).

PiY, sanildiginin aksine son derece sik karsilasilan bir hastalik grubudur. Son yillarda
artan farkindalik ve tan1 yontemlerindeki teknolojik gelismelerin de katkisiyla nadir
hastaliklar olmadigi daha da iyi kanitlanmistir. 2007 yilinda Boyle ve ark. (6) tarafindan
yapilan prevalans c¢alismasinda PIY siklign yaklasik 1:2.000 olarak rapor edilmistir.
Tiirkiye’de ise 20042010 yillar1 arasinda iki merkezin ortak yiiriittiigii bir ¢alismada PIY
prevalansinin 30,5:100.000 oldugu gosterilmistir (7). Ancak iilkemizde PIY hastalarinin
ulusal kayit sistemi bulunmadig1 i¢in veriler merkez kliniklerin yayinladiklar rapor diizeyinde
kalmakta, iilkedeki gercek prevalansi tam anlamiyla yansitamamaktadir. Cogu otozomal
resesif (OR) gecis gosteren tek gen hastaligi olup, iilkemizde akraba evliliginin fazla olmasi
nedeniyle goriilme siklig1 oldukga yiiksektir. Ayrica lilkemizde kombine immiin yetmezlik
(KIY) oram bati iilkelerine kiyasla oldukea fazladir. Tiirkiye’deki bélgesel bir pilot ¢alismada
AKIY insidansmmin 1:10.000 oldugu bulunmustur. ABD’de bu oran 1:58.000 olarak
raporlanmustir. Tiim diinyada PIY’ler arasinda en sik goriilen ve 1:300-700 olarak bildirilen
selektif IgA eksikliginin insidansi ise {ilkemizde 1:188°dir (8-11).

4.2.3. Siniflandirma

Giiniimiizde 450°den fazla PIY ve bu gesitli fenotiplerin altinda yatan 456 farkli genetik
defekt tanimlanmistir (Sekil 4.3). Bu hizli artis tan1 koymada birtakim zorluklar1 beraberinde

getirmistir. Bu karmasanin oniine gegmek, kesin tani ve tedaviyi kolaylastirmak amaciyla



smiflandirma gereksinimleri ortaya ¢ikmustir. Diinya Saghk Orgiitii, 1970 yilinda PiY’i
tanimlamak ve siniflandirmak i¢in uzmanlar komitesi olusturmus ve ¢esitli toplantilarda
hastalik smiflandirmasi gilincellenmistir. 1996 yilindan sonra yapilan toplantilar IUIS ile
birlikte diizenlenmistir ve yapilan en son siniflamada PIY, on ayr kategori altinda ele

alinmistir (2, 3). Bu kategoriler sunlardir:

Kombine T ve B hiicre yetmezlikleri

Sendromik veya ek 6zelliklerle birlikte olan kombine immiin yetmezlikler
Antikor eksiklikleri

Immiindisregiilasyon hastaliklar

Fagositer sistem say1 ve/veya fonksiyon bozukluklari

Dogal immiin sistem defektleri

Otoinflamatuvar hastaliklar

Kompleman eksiklikleri

© © N o g k~ 0 =

Kemik iligi yetmezlikleri

10. P1Y fenokopyalari

500 +
450 -
400 -
350 -
300 -
250 -
200 -

150+

Raporlanan genetik defekt sayisi

100+
50 -

IUIS rapor yillarn

Sekil 4.3. IUIS raporlarina gore tanimlanan genetik defekt sayisinin yillara gore dagilimi (2)
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Avrupa Immiin Yetmezlikler Birligi (European Society for Immunodeficiencies; ESID)
en son verilerine gdre Avrupa genelinde en sik goriilen PIY alt grubunu %50,6 oran ile
antikor eksiklikleridir. Diger iyi tanimlanmis immiin yetmezlikler %15,1, KiY’ler %10,3,
fagositer sistem say1 ve/veya fonksiyon bozukluklart %8,2 ve immiindisregiilasyon

hastaliklar1 %5,7 oraninda goriilmektedir (23).

Klinigimizde 20022012 yillar1 arasinda yapilan bir ¢alismada PIY tanis1 konulan 821
hasta, PIY alt gruplarma gére simflandirildiginda; antikor eksiklikleri %56,3, KiY’ler %17,3,
sendromik KIY’ler %11,3, fagositer sistem say1 ve/veya fonksiyon bozukluklar1 %6,7 ve

immiindisregiilasyon bozukluklar1 %4,2 olarak saptanmistir (24).

4.2.4. Klinik

PIY tanisinda enfeksiyonlar en sik bulgu olup, dykiide en dénemli kismi olusturur.
Hastalarda ciddi ve tekrarlayan enfeksiyonlar heniiz ortaya ¢ikmadan morbidite ve
mortalitenin onlenmesi ve aileye erken genetik danisma verilebilmesi adina erken tani ¢ok
onemlidir. Bu nedenle hastaliktan erken donemde siiphelenmek ve etrafli anamnez alarak
hastanin dykiisiinii, 6z ve soy ge¢misini degerlendirmek PIY tanisinda en 6nemli asamadir.
Elde edilen bu bilgileri hastalarin fizik muayene bulgulariyla birlikte ele alarak taniy:
netlestirecek laboratuvar tetkiklerini planlamak hekimi dogru PIY tamisina ulastirir. Bu
ylizden giinliik pratikte immiin yetmezlikten siiphelenmemizi gerektiren 10 uyarici isaret 1993

yilinda ile Jeffrey Modell Vakfi tarafindan tanimlanmistir (25). Bunlar:

Yilda 4 veya daha fazla otit

Yilda 2 veya daha fazla siniizit

2 ay veya daha fazla siiren antibiyotik ila¢ kullanimi
Yilda 2 veya daha fazla pnomoni

Biiyiime ve gelisme geriligi

Tekrarlayan doku ve organ apseleri

Uzun siire devam eden oral moniliazis ve ciltte mantar enfeksiyonu

L N o g B~ W Dd e

Enfeksiyonu iyilestirmek i¢in intravendz antibiyotik kullanimi
2 veya daha fazla derin doku yerlesimli enfeksiyon

10. Ailede primer immiin yetmezlik oykiisii
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Bu 10 uyarict isaretten en az ikisi varsa PIY agisindan hasta mutlaka
degerlendirilmelidir. Ayrica, enfeksiyonlarin erken baslangiclhi veya agir seyirli olmasi,
tedaviye iyi yanit vermemesi ve komplikasyonlarla seyretmesi, firsatgr mikroorganizmalarin
sebep oldugu enfeksiyonlarm goriilmesi de PIY tanisi icin dnemlidir. Enfeksiyona neden olan
mikroorganizmanin tipi, PIY alt grubu hakkinda ipucu saglayabilir. Ornegin, tekrarlayan
viral, fungal, mikobakteriyel ya da protozoal enfeksiyonlar, T hiicre defektlerini desteklerken;
B hiicre defektlerinde kapsiillii bakteriler iliskili enfeksiyonlara, fagositer sistem defekterinde
ise katalaz pozitif mikroorganizmalar kaynakli enfeksiyonlara sik rastlanir. Ayrica son
yillarda, etkene spesifik immiin yetmezlikler olarak adlandirilan, genelikle bir
mikroorganizma ile tekrarlayan enfeksiyonlarin goriildiigi (6rnegin; EBV’ye yatkinlikla
seyreden X’e bagh lenfoproliferatif hastalik, kandida enfeksiyonuna yatkinla giden kronik
mukokiitanoz kandidiazis) hastalik alt gruplari da tanimlanmistir. Enfeksiyonun baslangi¢
zamani da tanida dnemli ipuglari saglar. Ornegin, AKIY’li olgularda enfeksiyonlar yasamin
erken doneminde ortaya cikarken; agamaglobulinemi, tipik olarak anneden gegen pasif

antikorlarin kaybolmaya basladigi, altinci aydan sonra semptom vermeye baslar (26).

Ancak unutulmamalidir ki tekrarlayan enfeksiyonlar her zaman klinik seyrin bir parcasi
olmayabilir. Hastalik, enfeksiyona yatkinlik olmaksizin alerji, otoimmiinite, otoinflamasyon
veya malignite ile seyreden bir Kklinikle prezente olabilir. Bu gibi durumlarda sadece 10
uyarici igaretin kullanilmas1 tanty1 geciktirebilir. Bu nedenle PIY tanisinda bazi ek uyarici
isaretlere gereksinim duyulduguna ait veriler artmaktadir. Dur ve ark. (27) tarafindan sik
hastalanma sikayetiyle basvuran hastalarin 10 uyarict isaret sorgulanarak degerlendirildigi
calismada biiyiime ve gelisme geriligi ve aile oykiisii varligi PIY hastalarinda anlaml
derecede yiiksek bulunmus; ancak PIY tanis1 konulan hastalarm %46,3’iinde 10 uyarici
isaretin bulunmadigi saptanmistir. Yine bu ¢alismada, ishal, otoimmiinite, organomegali gibi
ek uyarici isaretlerin de PIY tanisi konulan hasta grubunda yiiksek saptandigi vurgulanmistir.
Bu nedenle, canli as1 sonras1 komplikasyonlar (BCGitis), kronik ishal, nedeni bilinmeyen ve
uzun siiren egzama, otoimmiin hastaliklar, sitopeni, atipik mikobakterilere ikincil olusan
hastaliklar, P. jirovecii pndmonisi, agiklanamayan bronsektazi, hemofagositik sendrom,
lenfoproliferatif hastaliklar, baz1 maligniteler, graniilomat6z hastaliklar, ebeveyn akrabalig1 ve
kardes oliim Oykiisli gibi immiin yetmezlikten sliphe etmemizi saglayacak 10 uyarici isaret

disindaki bulgular da mutlaka 6ykiide sorgulanmali ve gézden kagirilmamalidir (28).

Otoimmiin ve otoinflamatuvar belirtiler, PIY hastalarmin énemli bir kisminda immiin
sistemin anormal bir sekilde diizenlenmesine bagl olarak ortaya ¢ikar. Ornegin; X’e baglh

immiindisregiilasyon enteropati poliendokrinopati (IPEX) sendromu, diizenleyici T hiicrelerin
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eksikliginden kaynaklanir ve siddetli otoimmiin enteropati, tiroid hastaligi ve diyabet gibi
endokrinopatiler, otoimmiin sitopeniler ve egzama ile seyreder. Kaplan ve ark.’nin (29) 1036
PIY hastasinda yaptif1 caligmada hastalarin %10,1’inde otoimmiin ve otoinflamatuvar
bulgular gbzlenmis olup, en sik otoimmiin hematolojik (%51,8) ve endokrin hastaliklar
(%26,5) goriilmistiir. Fischer ve ark. (30) tarafindan yapilan bir ¢alismada ise bu oranin
%26,2° ye kadar arttig1 saptanmaistir.

Yaygin alerjik reaksiyonlar, altta yatan bir PIY’in belirtisi olabilen asir1 immiin
yamitlardir. Ornegin; egzama, WAS, 6zellikle agir oldugunda DOCKS eksikligi ve hiper IgE
sendromlar1 agisindan uyaric1 bulgulardir. Selektif IgA eksikligi, astim, alerjik rinit, atopik
dermatit, konjunktivit, trtiker ve egzama gibi alerjik hastaliklarin siklikla ilk basvuru
yakinmasi oldugu bir PIY hastalik alt grubu olup; alerjinin gercek prevalansi ve alerjinin bir
komorbidite mi yoksa hastaligin bir sonucu mu oldugu konusunda tartismalar hala devam
etmektedir. Calismalarda %13-84 arasinda degisen bir prevalans goriilmiistir (31). Aytekin
ve ark.’nin (32) selektif IgA eksikligi tanisiyla izledigi 118 Tiirk ¢ocugunda yaptig1 ¢alismada
en sik klinik bulgularin enfeksiyon (%83,9), alerji (%43,2) ve otoimmiinite (%17) oldugu

saptanmigtir.

Ozellikle erken yasta gelisen, ailevi ve agir seyirli, tedaviye direngli malignitelerde,
EBV enfeksiyonu birlikteliginde, eslik eden lenfoproliferasyon ve otoimmiinite varliginda
hastalar PIY agisindan degerlendirilmelidir. PIY’lerde goriilen malignitelerin 2/3’{inii
lenfomalar olusturmakta, siklikla da nonHodgkin lenfomalar gériilmektedir. En sik malignite
iliskili PIY’ler arasinda ataksi-telenjiektazi, AKIY, yaygin degisken immiin yetmezlik
(YDIY) ve WAS gelmektedir (33). Tanyildiz ve ark.’nin (34) klinigimizde daha dnce yaptigi
bir ¢alismada, lenfoma gelisen PIY’li 17 hasta degerlendirilmis olup hastalardan 7’sine ataksi-
telenjiektazi, 2’sine YDIY, 2’sine selektif IgA eksikligi, 1’ine X’e bagli lenfoproliferatif
sendrom (XLP), 1’ine WAS, 1’ine EBV iliskili lenfoproliferatif hastalik, 1’ine interlokin-2 ile
indiiklenebilir T-hiicre kinaz (ITK) eksikligi ve 1’ine otoimmiin lenfoproliferatif sendrom

(ALPS) tanist konulmustur.

Hastalarin fizik muayenesinde bir¢ok bulgu immiin yetmezlikten siiphelenmemizi
saglayabilir ve hatta immiin yetmezligin tipi hakkinda ipuglar1 verebilir. Ornegin biiyiime
gelisme geriligi 6zellikle T hiicre yetmezliklerinde, lenfoid doku veya tonsil yoklugu B hiicre
yetmezliklerinde uyarici muayene bulgular1 olabilir. Hastalia 6zel bazi fizik muayene

bulgular1 Tablo 4.1’de gosterilmistir (35-38).
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Tablo 4.1. Primer immiin yetmezligi olan hastalarda fizik muayene bulgulari (39)

Klinik 6zellik Hastahk

Egzama WAS, IPEX, IgA eksikligi, HIGM, HIES

o Kikirdak-sa¢ hipoplazisi, Griscelli sendromu, Chediak-Higashi
Seyrek veya hipopigmente sag

sendromu
Okiiler ve dermal telenjiektazi Ataksi-telenjiektazi
Okiilokiitan6z albinizm Chediak-Higashi sendromu
Siddetli dermatit Omenn sendromu, HIES
Eritrodermi Omenn sendromu, AKIY, GvHH, Netherton sendromu

Tekrarlayan cilt ve organ apseleri | KGH, 16kosit adezyon defekti

Kiitanoz graniilomlar Ataksi-telenjiektazi, AKIY, YDIY
Oral {ilserler KGH, AKIY, konjenital nétropeni
Periodontit, gingivit, stomatit Kronik nétropeniler
Oral veya tirnak kandidiyazisi K1Y, AKIY, mukokiitandz kandidiyazis, HIES
Vitiligo, alopesi B-hiicre immiin defektleri, mukokiitanz kandidiyazis
Antikor eksiklikleri, KGH, KIY gibi tiim ciddi PIY’lerde
Comak parmak
geligebilen kronik akciger hastalig1 veya bronsiektazi
Artrit Antikor eksiklikleri, WAS, HIGM

o _ T veya B hiicre immiin defektleriyle beraber olan kisa
Kisa ekstremiteli ciicelik o .
ekstremiteli clicelik

Kemik displazisi ADA eksikligi, kikirdak-sag¢ hipoplazisi

ADA, adenozin deaminaz; AKIY, agir kombine immiin yetmezlik; GVHH, graft versus host hastaligi; HIES,
hiper-lgE sendromu; HIGM, hiper-IgM sendromu; IPEX, X’e bagl immiindisregiilasyon enteropati
poliendokrinopati; KGH, kronik graniilomatdz hastalik; WAS, Wiskott-Aldrich sendromu; YDIY, yaygmn
degisken immiin yetmezlik

4.2 5. Laboratuvar incelemeleri

PIY tanisinda kullanilmakta olan laboratuvar incelemelerini 3 grup altinda toplamaktay1z:

e Tarama testleri
e Immiinolojik incelemeler

e Genetik incelemeler
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4.2.5.1. Tarama testleri

Oykii ve fizik muayene bulgulariyla immiin yetmezlikten siiphelenildiginde yapilmasi
gereken ilk inceleme tam kan sayimidir. Periferik kanda bulunan ii¢ hiicre serisine ait tiim
parametrelerin dikkatle degerlendirilmesi, hiicre absolil sayilarinin normal dis1 degerlerinin
varliginin saptanmasi hekimi hemen daima ¢ok degerli sonuclara ulastirir. Lenfosit degeri
yasa gore normal (1 yas alt1 >3000/mm?, 1 yas iistii >1500/mm?®) olmalidir. Onun disinda
ornegin WAS’da goriilen mikrotrombositopeni, 16kosit adezyon defektinde (LAD) goriilen
enfeksiyon olmadigi halde yiiksek notrofil sayilari, hiper IgE sendromlarinda eozinofili bizi
tantya gotiiren dnemli ipuclaridir (38). T hiicre defekti veya KIY’lerde yasamin ilk aylarinda
akciger grafisinde timus goélgesinin goriilmemesi, B hiicre yetmezliklerinde immiinglobulin
diizeylerindeki yasa gore diisiikliik saptanmasi ve izohemagliitinin yanitinin (1 yas {izerinde
ve AB kan grubu disinda kan grubuna sahip bireylerde bakilmali, antikor titresinin 1/8 ve
tizerinde olmas1 normal kabul edilmelidir) ve spesifik antikor yanitlariin (difteri, tetanoz,
Hib, pnémokok as1 yamitr) olmamasi, kompleman defektlerinde gériilen CH50 diisiikliigii P1Y
tanisi i¢in hemen daima uyaricidir Ancak bu testler genellikle tan1 koymak i¢in tek basina
yeterli degildir. ileri immiin testlere ihtiya¢ vardir. Immiin sisteminin anlasilmasindaki son
gelismeler, bu bozukluklarin teshisine yardimci olmak i¢in yeni immiinolojik tetkiklerin

gelistirilmesine yol agmistir (Tablo 4.2) (40).

4.2.5.2. ileri immiinolojik incelemeler

Akim sitometrisi, son birka¢ on yilda kaydettigi ilerlemelerle beraber immiin sistemin
hem sayisal hem de fonksiyonel olarak degerlendirilmesinde dnemli bir ara¢ olarak ortaya
cikmistir. Klasik olarak lenfosit alt gruplarini degerlendirmek i¢in kullanilan akim sitometrik
testler, immiin hiicre fonksiyonunu (6rnegin, notrofil oksidatif patlamasi), hiicre i¢i sitokin
tiretimini (6rnegin, Th17 iretimi), hiicresel sinyal yollarini (6rnegin, STAT fosforilasyon
yolagi) ve spesifik molekiil ekspresyonunu (6rnegin, BTK, MHC smif I ve Il, LRBA,
DOCKS, FOXP3) degerlendirmek icin de kullanilmaktadir. PIY’lerin bu tiir immiinofenotipik
ve fonksiyonel degerlendirmesi, sadece teshis icin degil, ayn1 zamanda PIY’lerin
siniflandirilmasi, hastalarin izlenmesi ve monitorizasyonu, tedavi yanitinin degerlendirilmesi
(kok hiicre nakli sonrasi immiin yapilanma ve hedeflenmis tedavilere yanit gibi) ve yeni
tanimlanmig genetik kusurlarin immiinolojik éneminin belirlenmesi igin de yararhdir (16, 40,

41).
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4.2.5.3. Genetik incelemeler

PiY’lerin kesin tanisi igin altta yatan genetik kusurun tamimlanmas: gerekir. Genetik
testler giin gectikce genislemekte; teknolojik gelismeler, yeni bozukluklarin tanimlanmasina
olanak saglamaktadir. Tek gen dizi analizi, yeni nesil dizi analizi, tim ekzom dizi analizi veya
tim genom dizi analizi gibi genetik yontemlerin kullanimi son yillarda katlanarak artmistir.
Genetik kusurlar1 belirlemek i¢in molekiiler testlerin hizla ilerleme kaydetmesine ragmen, bu
kusurlarin fenotipik sonuglari, PIY’lerde klinik tablonun ¢esitliligi gz 6niine alindiginda,
hastanin klinigi ve immiinolojik testlerle birlikte degerlendirilmelidir. Ayrica genetik testlerin
uzun zaman gerektirdigi ve maliyetinin yiiksek oldugu dikkate alindiginda, hizli ve hassas bir

yontem olan akim sitometrisinin PIY tanisindaki énemi daha net anlasilmaktadir (13, 16, 40).

Tablo 4.2. PIY tanisinda laboratuvar incelemeleri (40)

Tarama testleri Immiinolojik incelemeler

B hiicre eksikligi

) T/B hiicre (CD19 veya CD20)
IgG, IgM, IgA ve IgE diizeyleri d
B lenfosit alt gruplar

Izohemagliitinin (Anti-A, Anti-B) titreleri

Gegirilmis mikroorganizma ve ast
antijenlerine antikor yanit1 (tetanoz, polio, Rapeller veya yeni asilar ile antikor yamtlar
pnémokok, difteri, H. influenzae)

T hiicre eksikligi
Tam kan sayimu, total lenfosit, notrofil, T/B/NK hiicre ve alt gruplar1 (CD3, CD4, CDS,
eozinofil, monosit sayilari, trombosit sayist ve | CD45R0O, CD16/56, CD19/20), T ve B lenfosit alt
ortalama trombosit voliimii gruplari

Mitojen ve antijenlere aktivasyon yaniti ve

Timus boyutu i¢in akciger grafisi (infantlarda) i i e )
lenfoproliferatif yanitlar (in-vitro fonksiyon)

Timopoezin degerlendirilmesi (RTE)

(CD4+CD45RA+CD31+) o
22011.2 delesyon analizi

BCG gibi deri testlerine 48-72. saatte
endiirasyon yaniti (in-vivo T lenfosit fonks.)

Fagositer defekt
Tam kan sayimi, 16kosit sayist, total ndtrofil Adezyon molekiil ekspresyonlari (6rn;
say1s1, morfoloji CD11b/CD18, CD15)
NBT DHR123 testi ile fafositoz ve oksidatif patlama
Kompleman eksikligi
CHso ve AHsg aktivitesi Kompleman proteinleri

DHR123, dihidrorodamin-123; NBT, nitroblue tetrazolium; RTE, recent tymic emigrants (yeni timik gégmenler)
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4.3. AKkim Sitometrisi

4.3.1. Tarihge

1968 yilinda, floresan boya kullanarak ol¢iim yapan ilk akim sitometrisini (ICPII)
Alman bilim insan1 Wolfgang Gohde gelistirmistir. ABD’de ise Lou Kamentsky ve Myron
Melamed kanser hiicrelerini normal hiicrelerden ayirmak {izere absorpsiyon ve 151k sagilimi
degisikliklerini baz alarak ¢alisan niikleik asit igerigi ve hiicre boyutunu olgen “rapid cell
spectrophotometer (RCS)” adin verdikleri bir sistem geligtirmistir. Simdi kullandigimiz BD
BioSciences sistemlerinin oOnciillerini gelistiren Leo Herzenberg ise RCS sistemini temel
alarak floresan ve rodaminle isaretlenmis hiicrelerin argon lazerle gosterdikleri floresansa
gore ayristirilabilecegini gostermis ve bu sisteme “fluorescence activated cell sorter (FACS)”
adin1 vermistir. Bu terim gliniimiizde akim sitometrisi sistemleri i¢in genel bir isim olarak

kullanilmaktadir (42).

4.3.2. Genel bilgiler

Akim sitometrisi, siispansiyon halinde bulunan hiicreleri, bir akis kanali boyunca lazer
onlinden gegerken yansiyan foton enerjisinin elektrik enerjisine ¢evrilmesi ile; tek tek,
blyiikliik (0.2-150 um), graniilarite ve floresans 6zelliklerine gore kantitatif olarak 6lgen ve
aragtirma olanag1 saglayan bir cihazdir (15). Bu cihaz {i¢ ana sistemden olusmaktadir (Sekil

4.4):

— Hidrolitik sistem: Akis sistemidir, partikiillerin lazer 6niinden gegisi i¢in tasiyici sistem

olarak gorev yapar.

— Optik sistem: Lazer oniinden gegen hiicrelerden agiga ¢ikan sagilimin g¢apraz ve

silindirik filtreler ile toplanarak fotodedektdre aktarilmasinda rol alir.

— Elektronik sistem: Elde edilen optik sinyalin “photo multiplier tubes (PMT)” ile

amplifiye edilerek elektrik sinyaline gevrilmesini ve analiz yapilmasi i¢in bilgisayara

aktarilmasini saglar.
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4.3.3. Primer immiin yetmezliklerde akim sitometrisinin kullanim alanlar

Akim sitometrisi, immiin sistemin giivenilir bir sekilde incelenmesine olanak taniyan ve
birgok PIY hastaliginin hizli tanisina katki saglayan bir yontemdir (13, 44). PIY’li hastalarda
kesin tan1 genetik analize dayanmasina ragmen, slipheli hastalarin immiinolojik olarak
degerlendirilmesi de 6nemlidir ve ¢ogu zaman daha segici ve verimli bir genetik inceleme
konusunda yol gostericidir. Rutin immiinfenotiplendirme ile immiin sistem hiicrelerinin say1
ve fonksiyonlarindaki anormalikler belirlenir. Ayrica yeni genetik varyantlarin fonksiyonel
olarak dogrulanmasina ve immiin sisteminin karmagik bozukluklarinin haritalanmasina olanak
tanir (41, 44). Bu nedenle, genetik bir kusur, klinik fenotip veya aile Oykiisiinden agikca
ongoriilse dahi, hastanin immiin durumunu belirlemek i¢in akim sitometrisi ile immiinolojik
degerlendirme yapilmalidir (45). PIY’de akim sitometrisi temel olarak hastalara tan1 koymak,
hastaligi smiflamak, izlemek ve prenatal tani olusturmak amagli kullanilir. Fenotipik

sitometri, spesifik antijenlerin tayini ve fonksiyonel sitometri basliklar1 altinda toplanabilir.

Periferik kan I0kositlerinde genetik hatalara bagli olarak ortaya ¢ikan ve akim
sitometrisi ile saptanan anormallikler baglica; spesifik hiicre grup veya altgruplarda rolatif ya
da mutlak azalma, spesifik molekiillerin kayb1 ya da anormal ifadesi, fonksiyon kayb1 ya da

bozuklugu seklindedir (Tablo 4.4).

Tablo 4.4. Baz1 PIY lerin degerlendirilmesinde akim sitometrisi uygulamalar1 (13)

PiY’ler ve Akim Sitometrisi Uygulamalari

Spesifik hiicre grup ve alt gruplarinin degerlendirilmesi

X’e bagli agamaglobulinemi B hiicrelerinin yoklugu

AKIY T hiicrelerinin yoklugu, B ve NK hiicreleri {izerinde
degisken etki (defekte bagh olarak)

XLP1 Belirgin olarak azalmis iNKT hiicreleri

ALPS Artmis o/ TCR ¢ift negatif (CD4~ CD8") T hiicreleri

HIES ve KMKK Azalmis Th17 hiicreleri

Spesifik hiicre yiizeyi proteinlerinin degerlendirilmesi

YDIY CD19 (B hiicreleri), BAFF (B hiicreleri)

X’e bagli HIGM CDA40L (aktive T hiicreleri)

Otozomal resesif HIGM CD40 (B hiicreleri)

MSMD IFN-yR1 (monositler), IL-12RB1 (aktive T hiicreleri)
LAD-I CD18 (graniilositler)
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X’e bagh AKIY (IL2RG defekti)
OR AKIY (IL7R defekti)

CD132 (lenfositler)
CD127 (lenfositler)

gp91-phox ve p22-phox eksikligi olan KGH

Sitokrom b558 (grantilositler ve B hiicreleri)

Spesifik hiicre ici proteinlerin degerlendirilmesi

X’e bagli agamaglobulinemi

BTK (monositler ve trombositler)

WAS ve X’e bagli trombositopeni

WASp (lenfositler ve miyeloid hiicreler)

XLP1

SAP (CD8" T hiicreleri ve NK hiicreler)

XLP2 XIAP (lenfositler)

FHL2 Perforin (CD8" T hiicreler ve NK hiicreler)
FHL3 Munc13-4 (trombositler)

ZAP70 eksikligi ZAP70 (T hiicreleri)

p47-phox ve p67-phox eksikligi olan KGH

p47-phox ve p67-phox protein (graniilositler)

DOCKS eksikligi

DOCKS8 (lenfositler)

CTLA-4 eksikligi

CTLA-4 (CD4* FOXP3" T hiicreleri)

LRBA eksikligi

LRBA (lenfositler)

Spesifik niikleer proteinlerin degerlendirilmesi

IPEX

FOXP3 (CD4* CD25" T hiicreleri)

Biyolojik etkilerin degerlendirilmesi

YDIY

Izotip déniisiimii yapan hafiza B hiicrelerinde azalma

Omenn sendromu

Matrenal engrafmanli AKIY

Sinirh T hiicre repertuari, spontan aktive T hiicreler
(HLA-DR+)

T hiicre diskordansi, bellek T hiicre artis1 (CD45R0+)

X’e bagl HIGM

Azalmus hafiza B ve hafiza CD4" T hiicreleri

Fonksiyonel degerlendirme

MSMD

IFN-y’ya yanit olarak STAT1 fosforilasyonu
(monositler)

KMKK (STAT1’de fonk. kazanimi)

IFN-y’ya yanit olarak STAT1 fosforilasyonu
(monositler)

FHL3/4/5, Chediak Higashi sendromu ve
Griscelli sendromu

CD107a ekspresyonu (NK hiicreler ve sitotoksik T
lenfositler)

XLP2

Muramil dipeptitlere yanit olarak TNF-a (monositler)

KGH

DHR123 testi (graniilositler, monositler ve B
hiicreleri)

X’e bagh AKIY ve JAK3 eksikligi olan
AKIY

Sitokin stimiilasyonuna yanit olarak STAT
fosforilasyonu (lenfositler)

X’e bagh HIGM

CDA40L ve CDA40-Ig baglanma olmamast

IRAK4 ve MyDS88 eksikligi

Lipopolisakkaritlere yanit olarak TNF-o (monositler)

IL-10R eksikligi

IL-10’a yanit olarak STAT3 fosforilasyonu
(lenfositler)
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Infantil baslangich multisistemik otoimmiin
hastalik 1 (STAT 3’te fonksiyon kazandirict | Artmis STAT3 fosforilasyonu
heterozigot mutasyon)

AKIY, agir kombine immiin yetmezlik; ALPS, otoimmiin lenfoproliferatif sendrom; BAFF-R, B hiicresi aktive
edici faktor reseptorii;, BTK, Bruton tirozin kinaz; CTLA-4, sitotoksik T-lenfosit iligkili protein 4; DHR123,
dihidrorodamin-123; DOCKS, dedicator of cytokinesis-8; FHL, familyal hemofagositik lenfohistiyositoz; HIiES,
hiper-IgE sendromu; HIGM, hiper-IgM sendromu; ICOS, indiiklenebilir ko-stimiilatér; IPEX, X’e bagh
immiindisregiilasyon enteropati poliendokrinopati; IRAK4, interlokin-1 reseptorle iliskili kinaz 4; iNKT,
invaryant natural killer T; JAK3, Janus kinaz 3; KGH, kronik graniilomatéz hastalik; KMKK, kronik
mukokutandz kandidiyazis; LAD, 16kosit adezyon defekti; MSMD, mikobakteriyel enfeksiyonlara Mendelyen
yatkinlik; NK, natural killer (dogal oldiiriicii); OR, otozomal resesif; SAP, sinyal aktivasyon molekiil iligkili
protein; STAT, sinyal dondstiiriicti ve transkripsiyon aktivatorii;, TCR, T hiicre reseptorii; WASp, Wiskott-
Aldrich sendrom proteini; XIAP, X’e bagl apoptozis inhibitorii; XLP, X’e bagli lenfoproliferatif sendrom;
YDIY, yaygin degisken immiin yetmezlik; ZAP70, {-zinciri iliskili protein kinaz-70

4.3.3.1. Lenfosit alt gruplar (Fenotipik sitometri)

Hiicre yiizeyindeki antijenik yapilar CD (cluster of differentiation) molekiilleri olarak
isimlendirilmekte, bu nomenklatiir farkli 6zelliklere sahip hiicrelerin periferik kan ve viicut
sivilarinda tanimlanmasinda kullanilmaktadir. Akim sitometrisi ile bu molekiillere 6zgiin
olarak gelistirilmis monoklonal antikorlar sayesinde bu antijeni tasiyan hiicreler oransal ve
sayisal olarak belirlenebilir. Esasen periferik kan lenfosit subgruplarinin sayisal ve oransal
olarak degerlendirilmesi amaglanir. Bu parametreler yasla birlikte fizyolojik anlamda
degisiklik gosterdiginden; sonuglar yasa uygun referans degerleri ile kiyaslanmalidir.

Fenotipik sitometri ile incelenen hiicreler ve tan1 alabilen PIY’ler Tablo 4.5’te gdsterilmstir.

Tablo 4.5. Fenotipik sitometri ve olasi tanilar

Fenotipik sitometri (Lenfosit alt gruplar)

T /B /NK hiicreleri (AKIY /K1Y tan1 ve fenotip)

Timopoezis (RTE)

Tregs (IPEX)

Th17 T hiicreleri (HIES ve KMKK)

DNT hiicreleri (ALPS)

NKT hiicreleri (XLP)

B lenfosit alt grup analizi

T lenfosit alt grup analizi

AKIY, agir kombine immiin yetmezlik; ALPS, otoimmiin lenfoproliferatif sendrom; HIES, hiper-IgE sendromu;
IPEX, X’e bagh immiindisregiilasyon enteropati poliendokrinopati; KIY, kombine immiin yetmezlik; KMKK,
kronik mukokutanoz kandidiyazis; RTE, recent tymic emigrants; XLP, X’e bagli lenfoproliferatif sendrom
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YDIY olan hastalarin siniflandirma ve prognostik degerlendirmesinde ise B hiicre alt
kiimesi fenotiplemesi biiyilkk énem tasir. B hiicresi alt kiime analizi, ozellikle bellek B
hiicrelerinin ve izotip déniisiimii yapmis bellek B hiicrelerinin degerlendirilmesi, YDIY
tanisinda dnemli olup, izotip doniisiimii yapmis hafiza B hiicre (IgM-, IgD-, CD27+) sayisinin

diisiik olmasi hastaligin yeni tani kriterlerine dahil edilmistir (13, 16, 45, 47).

Immiinfenotipleme kandaki hemen hemen her hiicre alt kiimesinde akim sitometrisi ile
gerceklestirilebilir. Ornegin, IPEX periferik toleranstan sorumlu timus kaynakl diizenleyici T
hiicresi (Treg) gelisimi ve fonksiyonu i¢in gerekli olan FOXP3 genindeki mutasyonlarin
neden oldugu, X’e bagli bir hastaliktir. Siddetli enteropati, endokrinopatiler (diyabet, tiroidit
gibi) ve egzama ile karakterize bir PIY dir. IPEX hastalarinin ¢ogunda CD4+CD25+FOXP3+
veya CD4+CD25+CD127"% Treg hiicreleri yoktur veya sayilar1 azalmstir (13, 44, 48, 49).

Immiinfenotipik incelemeyle tan1 alan bir bagka hastalik alt grubu olan ALPS, lenfosit
homeostazindaki defekt sonucu ortaya ¢ikan kronik ve malign olmayan lenfoproliferasyon,
bozulmus lenfosit apoptozisi, lenfoma riskinde artig ve otoimmiin sitopenilerle seyreden bir
PiY’dir. Normal veya artmis lenfosit saysi ile birlikte CD3+TCRof+CD4-CD8- ¢ift negatif
T (DNT) hiicrelerinin sayisinda artisla karakterizedir. DNT ler, immiinfenotipleme ile tespit

edilebilir. (16, 50, 51).

4.3.3.2. Spesifik antijenlerin (proteinlerin/molekiillerin) tayini

Ileri immiinolojik bir test olarak spesifik protein ekspresyonunu degerlendirmenin
miimkiin oldugu bir¢cok PIY vardir. Bir¢ok hiicre proteini, florokrom ile etiketlenmis ilgili bir
antikor kullanilarak akim sitometrisi ile incelenebilir. Protein mevcut oldugunda, floresan
emisyonu ile pozitif bir sinyal elde edilir ve protein olmadiginda floresan sinyali goriilmez.
Yiizey proteinlerinin gosterilmesi, hiicre gecirgenligi siirecini gerektiren intrasitoplazmik
proteinlerden daha kolaydir. Dogru yorumlama igin, 6zellikle intrasitoplazmik proteinleri
gosterirken izotopik bir kontrol kullanilmasi onerilir (52). Spesifik protein ekspresyon analizi

yapilarak akim sitometrisi ile kesin tan1 konulabilen hastalik 6rnekleri;

e AKIY’de CD132 ve CD127 ekspresyonu

e XILA’da Bruton tirozin kinaz (BTK) ekspresyonu (Sekil 4.9) (13, 16)

e DOCKS eksikliginde DOCKS8 ekspresyonu (13, 16)

e Major histocompatibility complex (MHC) sinif 11 eksikliginde HLA-DR ekspresyonu
(16, 41)
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IFN-y/IL-12 sinyal yolaklarini etkileyen genlerdeki kusurlar, dzellikle BCG as1 susu ve
diger mikobakteriyel tiirlere kars1 artmig duyarliliga neden olur. IFNyR1, IFNyR2 ve IL12Rf1
kusurlarinin hizli analizi, periferik kan monositleri iizerinde IFNyR’nin ve PHA ile
indiiklenen T hiicreleri patlamalar1 tizerinde IL-12RB1’in akim sitometrisiyle tespiti ile
gerceklestirilir. IFNyR nin fenotipik analizi, hiicre yiizeyinde ¢ok az proteinin saptandigi veya
hi¢ saptanamadigi durumlarda OR tam kusurlarinin teshisi i¢in yararlidir. Bununla birlikte,
OD kismi IFNyR1 eksikliginde, IFNyR1, reseptoriin kusurlu geri doniisiimii nedeniyle asiri
eksprese edilebilir ve hiicre ylizeyinde saptanabilir. Bu nedenle, hiicreleri IFN-y ile uyararak
ve ardindan fosforile STAT! ig¢in hiicre i¢i boyama yaparak IFNyR’nin islevselligini
degerlendirmek onemlidir. IL-12Rp1’in fonksiyonelligi ise, STAT-4’iin IL-12 ile indiiklenen
fosforilasyonu ile degerlendirilir (13, 16). Viral ve hiicre i¢i bakteriyel enfeksiyonlara karsi
artan yatkinlik ile karakterize STAT1 fonksiyon kaybettirici mutasyonlar1 ise, IFN-y ile
stimiilasyonun ardindan STAT!’in fosforilasyonunun olmadiginin veya azaldiginin

gosterilmesiyle degerlendirilir (16).

STAT1 fonksiyon kazanimi ve IL-17RA eksikligi mukokutandéz kandidiyazis
enfeksiyonlarina karsi artan yatkinlikla sonuglanir. Alinan periferik kan mononiikleer
hiicrelerinde, STAT1 fonksiyon kazanimi, IFN-y ve IFN-a ile uyarilmasinin ardindan
STAT!’in diisiik fosforilasyonuyla ve IL-17RA eksikligi, IL-17RA ekspresyonunun

azalmasinin akim sitometrisi araciligtyla gosterilmesiyle degerlendirilir (13, 16).

Otozomal dominant hiper-IgE sendromunda (OD-HIES) STAT3 fosforilasyonunun
degerlendirilmesi tanida Onemli ipuglart saglar. Ancak sadece STAT3 proteini
ekspresyonunda degil, ayn1 zamanda JAK-STAT3 sinyal yolu araciligryla Th17 gelisiminde
de bozulma vardir. HIES hastalarinda genellikle, hiicre ici sitokin boyamasi ile tespit
edilebilen IL-17 dreten T hiicrelerinin (Th17 hiicreleri) sayist azalmistir. Yani
immiinfenotiplemeyle gosterilen azalmig Th17 hiicreleri de ilgili klinik 6zellikler mevcut

oldugunda taniya yardimci olur (13, 16, 50, 58).

Sonug olarak; PIY’lerin spektrumu genisledikge, sadece klinik ve temel laboratuvar
yontemlere dayanarak tan1 koymak olanaksiz hale gelmistir. Genetik analiz ile PIY kesin
tanist konulabilir, ancak bu pahali ve zaman alicidir. Akim sitometrisi ise son yillarda
meydana gelen gelismelerle birlikte, PIY tan1 ve dntanisi icin ¢ok dnemli ve immiin sistemin

degerlendirilmesi i¢in vazgeg¢ilmez bir arag olmaya devam etmektedir (13, 41).
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5. GEREC VE YONTEM

5.1. Calismada yer alan hastalar

Bu calismada, Ocak 2010 ile Ocak 2020 tarihleri arasinda Ankara Universitesi Tip
Fakiiltesi Cocuk Saglhigi ve Hastaliklart Anabilim Dali, Cocuk Immiinolojisi ve Alerji
Hastaliklar1 Bilim Dali’nda PIY tanisi alarak izlenmis ve/veya izlenmekte olan; dosya, boliim
ve/veya hastane kayit sistemleri taranarak ulasilan 1407 PIY tamili hastanin verileri

retrospektif olarak degerlendirildi.

PIY tamsi, ESID kriterlerine gore konulan hastalar (51), IUIS’in 2019 yilinda
giincelledigi kilavuza gore PIY alt gruplarina dahil edildi (2, 3). Calismanin gerceklestirildigi
zaman diliminde kayitlarina ulasilan toplam 1567 hastadan parsiyel IgA eksikligi tanisi ile

izlenen 160 hasta, giincel siniflandirmada bu taninin yer almamasi nedeniyle ¢alisma disinda
birakildu.

5.2. Calismanin yontemi

Hastalarin yas, cinsiyet, yasadig1 sehir gibi demografik 6zellikleri; ebeveyn akrabaligi,
ailede benzer hastalik ve kardes Oliimii Oykiisii gibi soy gecmis verileri; semptomlarinin
basladig1 yas, bagvuru yakinmalari, fizik muayene bulgular1 dikkate alindi. Bunlarin yani sira,
hasta ilk basvuru kayitlarindan elde edilen temel ve ileri immiinolojik incelemelerden (tam
kan sayimi, immiinglobulin diizeyleri, kan grubu, izohemagliitinin titreleri gecirilmis
hastaliklara ve asilara antikor yanitlari; akim sitometrisi ile dlgiilen periferik kan lenfosit alt
gruplari, B ve T lenfosit alt gruplari, in-vitro lenfosit aktivasyon testleri ve fagositer hiicre
fonksiyonlar1 ile spesifik molekiil ekspresyon analizleri) elde edilmis olan laboratuvar
sonuglar1 ve hastalarin klini§imize bagvurusundan akim sitometrisi aracilifi ile tani
koyulmasina kadar gecen siire veri toplama formlarina kaydedildi. Ayrica bagvuru

zamanindan genetik taniya kadar gecen siireler de kayit altina alindu.

Akim sitometrisi incelemeleri tiim hastalarda Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk
Immiinoloji Laboratuvari’nda NAVIOS (Beckman Coulter, Marsille, France) ya da FACS
Canto Il (Beckton Dickinson, Miami, ABD) cihazlarinda en az 2, en ¢ok 10 renkli; siklikla 8
renkli ylizey ve hiicre ici boyama yapilarak gerceklestirildi. Tim akim sitometrisi

analizlerinde Kaluza 1,3 Software (BeckmanCoulter) veya FACS Diva Software (Beckton
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Dickinson) analiz programlari kullanildi. Periferik kan lenfosit alt gruplarinin yasa gore

normal degerleri i¢in Ikinciogullar1 ve ark.’nin (60) ¢alismasi temel alindi.

5.3. Verilerin degerlendirilmesi ve sunumu

Hastalardan elde edilen tiim veriler iki temel baslik altinda incelenerek sunulmaktadir:

1. Tim hastalarin (n=1407) demografik 6zellikleri, bagvuru yakinmalari, fizik muayene
bulgular1 ve PIY alt gruplarina gére dagilima,

2. Akim sitometrisi incelemeleri yapilan (n=996) ve bu sayede tami alan hastalarda
(n=229) belirlenen ozellikler (immiinfenotip, fonksiyonel sitometri ve spesifik
molekiil ekspresyonlar1) ile akim sitometrisi verilerinin tan1 ve tedaviye sagladigi

katki.

Bu ¢alismada hastalara uygulanan akim sitometrisi incelemeleri:

a) Fenotipik sitometri (immiin fenotipik incelemeler: periferik kanda T, B, NK hiicreler

ile detayl: hiicre altgrup incelemeleri)
b) Fonksiyonel sitometri

* PHA’ya ve anti-CD3’¢ in-vitro T lenfosit aktivasyon yanitlar
» Fagositer hiicre fonksiyonlar1 (DHR123 testi ile fagositoz ve oksidatif patlama)

c¢) Hastaliga 6zgii molekiil (protein) ekspresyonlart olmak iizere 3 grupta ele alinmistir.

5.4. Etik kurul onay1

Calisma Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu tarafindan onayland: (basvuru

numarasi: 11-62-20).

5.5, Istatistik analiz

Verilerin analizi SPSS (Statistical Package for the Social Sciences) 16.0 paket
programinda yapildi. Tanimlayicr istatistikler dagilimi normal olan degiskenler igin ortalama
+ standart sapma, dagilimi1 normal olmayan degiskenler i¢in ortanca (minimum — maksimum)

ve nominal degiskenler i¢in vaka sayis1 ve frekans (%) olarak gosterildi.
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6. BULGULAR

Ocak 2010 ile Ocak 2020 tarihleri arasinda Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk
Saghigr ve Hastaliklar1 Anabilim Dali, Cocuk Immiinolojisi ve Alerji Hastaliklar1 Bilim
Dalr’'nda PIY tanisi alarak izlenmis ve/veya izlenmekte olan; dosya, boliim ve/veya hastane
kayit sistemleri taranarak ulasilan 1407 PIY tamili hastanin verileri retrospektif olarak

degerlendirildi.

Hastalardan elde edilen veriler iki temel baslik altinda incelenerek sunuldu. Ilk olarak
tiim hastalarm (n=1407) PIY alt gruplarma gore dagilimi, demografik ozellikleri, basvuru
yakinmalar1 ve fizik muayene bulgulari incelendi; ardindan akim sitometrisi incelemeleri

yapilan (n=996) ve bu sayede tan1 alan hastalar (n=229) ayrintilari ile paylasildi.
Akim sitometrisi incelemeleri ise 3 grupta ele alindu:

- Fenotipik sitometri (immiin fenotipik incelemeler: periferik kanda T, B, NK hiicreler
ile detayli hiicre altgrup incelemeleri)

- Hastaliga 6zgili molekiil (protein) ekspresyonlari

- Fonksiyonel sitometri (PHA’ya ve anti-CD3’e in-vitro T lenfosit aktivasyon yanitlar
ve fagositer hiicre fonksiyonlart (DHR123 testi ile fagositoz ve oksidatif patlama))

6.1. Hastalarin genel 6zellikleri ve klinik bulgular:

Hastalarin 906°s1 (%64,4) erkek olup, 501°1 (%35,6) kizdi. Hastalarin semptomlarinin
baslama yas1 ortanca 8 (0-378) ay olup; hastanemize bagvuru yasi ortanca 2,6 yas (3 giin—35
yas) idi. Hastalar IUIS smiflamasina gore gruplandirildiginda en sik goriilen alt grubun %67,8
orantyla antikor eksikliginin 6n planda oldugu immiin yetmezlikler oldugu, bunu %12,2
oraniyla KIY’lerin izledigi goriildii (Tablo 6.1). Hastalarin %32,8’inde ebeveyn akrabalig1,

%13’iinde ailede benzer hastalik ve %8,3’linde ise kardes 6liim Oykiisii mevcuttu (Tablo 6.2).

Hastalarin %85,6’sinda enfeksiyon, %24,2’sinde alerji, %6,1’inde lenfoproliferasyon
veya malignite, %5,5’inde otoimmdiinite ve %3,4’linde enflamasyon bulgularina rastlandi.
Hastalarda en sik goriilen basvuru yakinmalarn sirasiyla tekrarlayan alt solunum yolu
enfeksiyonu (ASYE) (%54,4), tekrarlayan st solunum yolu enfeksiyonu (%49,2),
egzama/dermatit (%18,9), gastroenterit (%15,5) ve biiyiime/gelisme geriligi (%12,4) idi
(Tablo 6.3).
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Tablo 6.1. Hastalarin IUIS PIY siniflamasina gore gruplandiriimasi

PIY Gruplan n (%)
Antikor eksiklikleri 954 (%67,8)
Kombine T ve B hiicre yetmezlikleri 171 (%12,2)
Sendromik veya ek ozelliklerle birlikte olan kombine immiin yetmezlikler 106 (%7,5)
Fagositer sistem say1 ve/veya fonksiyon bozukluklari 89 (%6,3)
Immiindisregiilasyon hastaliklar 60 (%4,3)
Dogal immiin sistem defektleri 12 (%0,9)
Kompleman eksiklikleri 7 (%0,5)
Otoinflamatuvar hastaliklar 6 (%0,4)
Kemik iligi yetmezlikleri 2 (%0,1)

Primer immiin yetmezlik fenokopyalari

Hastalarin ilk bagvuru anindaki fizik muayene bulgular1 degerlendirildiginde en sik

rastlanan bulgularin sirasiyla biiylime gelisme geriligi (%16,6), egzama/dermatit (%13,1),

hepatomegali (%8,9), lenfadenopati (%6,8) ve dismorfik bulgular (%5,3) ve solunum sistemi

bulgular1 (%5,3) oldugu goriildii. Hastalarin PIY alt gruplaria gére fizik muayene bulgulari

Tablo 6.4’te gosterilmistir.
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Tablo 6.2. Hastalarin demografik 6zellikleri

PiY alt gruplar Cinsiyet (Kiz/Erkek) Ebeveyn akrabahigi  Ailede benzer hastalik Kardes oliimii
n (%) n (%) n (%) n (%)

Antikor eksiklikleri 322/632 (33,8/66,2) 188 (19,7) 48 (5,0) 20 (2,1)
Kombine T ve B hiicre yetmezlikleri

- AKIY 37/47 (44,0/56,0) 58 (69,0) 24 (28,6) 28 (33,3)

- AKIY dis1 KIY 33/54 (37,9/62,1) 70 (80,5) 37 (42,5) 27 (31,0)
Sendromik dzellik gosteren KIY 30/76 (28,3/71,7) 44 (41,9) 23 (21,9) 10 (9,4)
Immiindisregiilasyon hastaliklar 20/40 (33,3/66,7) 36 (60,0) 19 (31,7) 12 (20,0)
Fagositer sistem bozukluklari 46/43 (51,7/48,3) 41 (46,1) 25 (28,1) 16 (18,0)
Dogal immiin sistem bozukluklar1 4/8 (33,3/66,7) 7 (58,3) 2 (16,7) 1(8,3)
Kompleman eksiklikleri 4/3 (57,1/42,9) 3(42,9) 1(14,3) 1(14,3)
Otoinflamatuvar hastaliklar 5/1 (83,3/16,7) 2 (33,3) 1(16,7) 2 (33,3)
Kemik iligi yetmezlikleri 0/2 (0/100) 2 (100) 2 (100) -
Tiim hastalar 501/906 (35,6/64,4) 451 (32,8) 182 (13,0) 117 (8,3)

AKIY, agir kombine immiin yetmezlik; KIY, kombine immiin yetmezlik
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Tablo 6.3. Hastalarin bagvuru yakinmalar1

PIY alt gruplar Enfeksiyon Alerji LP / Malignite  Otoimmiinite = Enflamasyon BGG
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)

Antikor eksiklikleri 831 (87,6) 228 (24,1) 20 (2,1) 32 (3,4) 27 (2,8) 78 (8,2)
Kombine T ve B hiicre yetmezlikleri

- AKIY 79 (95,2) 12 (14,4) 2(2,4) 2(2,4) 1(1,2) 13 (15,6)

- AKIY dis1 KIY 74 (89,2) 25 (30,1) 7(8,4) 8 (9,6) 4 (4,8) 23 (27,7)
Sendromik &zellik gosteren KIY 67 (67,0) 34 (34,0) 6 (6,0) 7(7,0) 2 (2,0) 30 (28,3)
Immiindisregiilasyon hastaliklar: 37 (63,8) 13 (22,4) 30 (51,3) 15 (25,9) 7(12,1) 7(12,1)
Fagositer sistem bozukluklari 78 (87,7) 15 (16,9) 16 (18,0) 7(7,9) 3(3,4) 15 (16,9)
Dogal immiin sistem bozukluklar1 11 (91,6) 2 (16,6) 2 (16,6) 1(8,3) - 2 (16,6)
Kompleman eksiklikleri 6 (85,7) 2 (28,6) - 1(14,3) - 1(14,3)
Otoenflamatuar hastaliklar 4 (66,7) 4 (66,7) 1(16,7) 3 (50,0) 3 (50,0) 1(16,7)
Kemik iligi yetmezlikleri 1(50,0) - - - - 2 (100)
Tiim hastalar 1188 (85,6) 335 (24,2) 84 (6,1) 76 (5,5) 47 (3,4) 172 (12,4)

AKIY, agir kombine immiin yetmezlik; BGG, biiyiime gelisme geriligi; KIY, kombine immiin yetmezlik; LP, lenfoproliferasyon
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Tablo 6.4. Hastalarin bagvuru anindaki en sik fizik muayene bulgulari

PIY alt gruplan B pgmae MM LA Tl S8 SM w0
n (%) n (%) n (%)

Antikor eksiklikleri 98 (10,3) 91 (9,6) 17(1,8) 32(34) 21(22) 32(3,4) 3(0,3) 20 (2,1) 6 (0,6)
Kombine T ve B hiicre yetmezlikleri

- AKIY 24(29,2)  17(210) 27(33,3) 1(1,2) 1(1,2) 17(21,0) 10(123) 21(259) 17 (21,0)

- AKIY dist KiYy 30 (36,1) 24 (28,9) 27 (32,5 10(12,0) 2(2,4) 10 (12,0) 13 (15,7) 5 (6,0) 1(1,2)
Sendromik ozellik gdsteren KIY 42 (415)  27(26,7) 15(149) 11(10,9) 34(337)  6(59) 7 (6,9) 4 (4,0) 2 (2,0)
Immiindisregiilasyon hastaliklar: 10 (17,2) 5 (8,6) 20 (34,5 29(50,00 7(12,1) 1(1,7) 18 (31,0) 3(5,2) -
Fagositer sistem bozukluklar 20 (22,7) 15 (17,0) 15(17,0)  9(10,2) 6 (6,8) 7 (8,0) 11 (12,5) 6 (6,8) -
Dogal immiin sistem bozukluklari 4 (33,3) 2 (16,7) 2 (16,7) - 1(8,3) - 1(8,3) 3(25,0) 1(8,3)
Kompleman eksiklikleri 1(14,3) - - 1(14,3) - - - - -
Otoenflamatuar hastaliklar 1(16,7) 1(16,7) - 1(16,7) 1(16,7) - - - -
Kemik iligi yetmezlikleri 1(50,0) - - 1(50,0) - - - - 1 (50,0)
Tiim hastalar 231(16,6) 182 (13,1) 123(8,9) 95(68) 73(53) 73(53) 63(45) 62 (45) 28 (2)

AKIY, agir kombine immiin yetmezlik; BGG, biiyiime gelisme geriligi; HM, hepatomegali; KIY, kombine immiin yetmezlik; LAP, lenfadenopati; SSB, solunum sistemi bulgulari
(takipne, retraksiyon, hipoksi, ral, ronkiis vb.); SM, splenomegali
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6.2. PiY’de akim sitometrisi kullanimi ve taniya katkisi

Calismamiza dahil edilen 1407 hastadan 996’sina akim sitometrisi incelemeleri yapildi.

Hastalardan 229’una akim sitometrisi ile kesin tan1 konuldu (Sekil 6.1).

(2010-2020 - AUTF Gocuk immiinolojisi ve Allerji)
1567 hasta retrospektif olarak degerlendirildi

Y

1407 hasta IUIS kilavuzuna
gore PIY alt gruplarina ayrildi

¥

996 hastada

(%70,8) akim
sitometrik inceleme yapildi

¥

229 hasta (%23) akim sitometri

ile kesin tani aldi

5| Parsiyel IgA tanisi alan
1160 hasta galisma disi birakildi

|

|

l

Y

!

!

|

T-B+NK- (n=17)
T-B+NK+ (n=16)
T-B-NK- (n=3)

MHC-I eks. (n=9)
CD40L eks. (n=4)
CDA40 eks. (n=2)
Diger KiY'ler (n=30)

Sekil 6.1. Akim sitometrisiyle tan1 alan hastalarin gruplandirilmasi

CD25 eks. (n=3)
LRBA eks. (n=2)
IPEX (n=1)

; ; ; £ Antikor immiindisreg. Fagositer sist. Dogal immiin
(ﬁf{lgz) AKI(T,‘ S'7$2')KIY Szr;d(r:g;l)k eksiklikleri hastaliklari boz. sist. boz.
(n=18) (n=9) (n=44) (n=1)
A y 4 \ \ \ 4
MHC-I eks. (n=15) KGH (n=31 IL-12 res. B1
T-B-NK+ (n=48) DOCK8 eks. (n=12) WAS (n=1) Agamaglob. (n=18)| || PS (n=3) LAD-I((n=1%) ek o)

Hastalarin akim sitometrisi incelemeleri sonuclar1 fenotipik sitometri, hastaliga 6zgii

molekiil (protein) ekspresyonlar1 ve fonksiyonel sitometri olmak iizere 3 ana baglik altinda

sunulacaktir.

6.2.1. Fenotipik sitometri

Calismamizda 996 hastaya fenotipik sitometrik degerlendirme yapilmis olup; 162
hastaya (%16,2) kesin tam1 konuldu. Hastalardan 108’1 (%10,8) ise PIY tanisiyla takibe

alinarak kesin tani i¢in ileri incelemelere yonlendirildi.

Calismamizda AKIY hastalarmin hepsi periferik lenfosit alt grup analizi ile T, B, NK

hiicrelerinin detayli incelenmesiyle tani almistir. Toplamda 84 hasta AKIY tanis1 almis olup
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Agamaglobulinemi tanis1 alan 20 hastanin 18’inde immiinfenotipik incelemeyle CD19
ve CD20 diisiikliigii gosterildi. Ortanca CD19 yiizdesi %0,22 (0-3) ve CD20 yiizdesi %0,05
(0-3) olarak sonuglandi. Hastalarin 8’inde akim sitometrisiyle BTK ekspresyonu
degerlendirilmis olup 7’sinde molekiil ekspresyonu diisiik saptanarak XLA tanisi
kesinlestirildi. Calismamizda YDIY ile izlenen 39 hasta mevcut olup B lenfosit alt grup
analizi yapilan 35 hastanin %68,6’sinda izotip doniisiimii yapmis hafiza B hiicrelerinde (IgM-,
IgD-, CD27+) dusiiklik saptandi. ALPS tanist almis olan 3 hastanin ise tanisi yine
immiinfenotipik incelemeyle CD3+TCRof+CD4-CD8- DNT hiicre sayisinda artis oldugu
saptanarak konuldu.

6.2.2. Spesifik antijenlerin (proteinlerin/molekiillerin) tayini

Hastalardan 155’ine spesifik protein ekspresyon incelemeleri yapildi ve %350,9’una
(n=79) kesin tan1 konuldu. Bu y6ntemle tani alan hastalik alt gruplarina 6rnek olarak DOCK8
eksikligi, MHC smf II ve simif I eksikligi, CD40L ve CD40 eksikligi, WAS, XLA, LRBA
eksikligi, CD25 eksikligi, LAD-I ve IL12RB1 zincir defektinden bahsedilecektir.

En sik goriilen AKIY dis1 KIY alt grubu DOCKS eksikligi idi (n=20). Bu hastalardan
13’line akim sitometrisi ile spesifik molekiil ekspresyon analizi yapildi ve 12 hastanin
DOCKS ekspresyonu diisiik oldugu gosterilerek tani konuldu. Ayrica hastalarin %50’sinde
(10/20) CD3+ T hiicre sayisinda ve %55’inde (11/20) CD4+ T hiicre sayisinda diistikliik
saptand1. ikinci siklikla goriilen AKIY dist KIY alt grubu MHC sinif 11 eksikligi idi (n=15).
Hastalardan hepsinin akim sitometrisi ile periferik kan lenfosit alt grup analizinde CD4+ T
hiicre sayisinin diisiikk, CD8+ T hiicre sayisinin normal veya yiiksek oldugu goriildii. Tiim
hastalarda HLA DR yoklugu/diisiikliigii goriilerek akim sitometrisi araciligiyla hastalarin
tanis1t konuldu. Dokuz hastada MHC simif I eksikligi tanist1 konuldu. Tiim hastalara akim
sitometrisi ile periferik kan lenfosit alt gruplar1 degerlendirildi ve hastalarin CD8+ T hiicre
sayisinin %66,6 hastada diisiik oldugu, tiim hastalarin CD4+ T hiicre sayisinin normal veya
yuksek oldugu goriildii. Hastalarin hepsinde akim sitometrisi araciligityla HLA ABC
diisiikligli gosterilerek tant konuldu. CD40L eksikligi tanis1 alan 5 hasta mevcuttu.
Hastalardan hepsine akim sitometrisi ile CD40L ekspresyonu galisilmis olup 4’tine CD40L
ekspresyonu diisiik oldugu gosterilerek tani konuldu. Hastalardan 2’sine genetik analiz
yapilmis olup CD40L gen defekti saptandi. Dort hasta CD40 eksikligi tanis1 aldi. Hastalardan

2’sine akim sitometrisi ile CD40 ekspresyonu caligilmis olup her ikisine de diisiik oldugu
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gosterilerek tanit konuldu. Hastalarin hepsinde de genetik analiz yapilarak CD40 gen

mutasyonu gosterildi.

WAS tanisiyla izlenen 20 hasta vardi. 4 hastada akim sitometrisi ile WASp ekspresyonu
degerlendirildi; 3 hastada normal, yalnizca bir hasta diisiik saptandi. Tiim hastalarda genetik

analiz yapilmis olup hepsinde WAS gen mutasyonu gosterildi.

XLA tanisi alan 15 hasta olup hastalarin 8’ine akim sitometrisiyle BTK ekspresyonu

degerlendirildi ve 7’sinde molekiil ekspresyonu diisiik saptanarak tani konuldu.

LRBA eksikligi tanis1 alan 8 hastadan 5’inde akim sitometrisiyle spesifik molekiil
ekspresyonu degerlendirilmis olup hastalarin 2’sinde LRBA ekspresyonu diisiik saptanarak
tant konuldu. CD25 eksikligi olan 3 hastanin tanis1 akim sitometrisi ile diizenleyici T (Treg)

hiicrelerinde CD 25 ekspresyonu yoklugu gosterilerek konuldu.

Toplamda 15 hasta LAD tanis1 aldi. 14 hastanin gobegin gec¢ diismesi, 12 hastada
omfalit Oykiisii vardi. Tiim hastalarda tam kan sayimmi analizinde 16kositoz saptandi.
Hastalarin hepsinde akim sitometrisi analizi yapildi. On hastanin CD18 ekspresyonu %2’nin
altinda saptand1 ve hastalara agir LAD-I tamsi konuldu. Ug hastanin ise CD18 ekspresyonu
%2-30 arasinda saptandi ve hafif-orta agirlikta LAD-I olarak degerlendirildi. CD18
ekspresyonu normal olan 2 hasta ise genetik analiz sonucu FERMIT3 mutasyonu saptanarak
LAD-III tanisi aldu.

IL12RB1 zincir defekti tanisi olan 2 hastaya akim sitometrisi ile CD212 ekspresyon
analizi yapilmis olup hastalardan birinin tanist T hiicresi aktivasyonunu takiben CD212

ekspresyon diisiikliigii gosterilerek genetik tan1 6ncesi konuldu.

6.2.3. Fonksiyonel sitometri

Hastalardan 836’sina ise fonksiyonel incelemeler yapildi ve %12’sine (n=101) kesin
tan1 konuldu. %7,7°sine (n=64) ise bu yontemle PIY tamsi alarak kesin tani igin ileri

incelemelere yonlendirildi.

Fonksiyonel sitometrinin tanida 6nemli oldugu hastaliklarin basinda yine AKIY
gelmektedir. Calismamizda da mitojen ve antijenlere lenfosit aktivasyon yanitinda hastalarin
%90,5’inde PHA yanit1 ve %91,5’inde anti CD3 yanit1 diisiik saptanmis ve 69 AKIY hastasi

bu yontemle tani almigtir.
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Fonksiyonel sitometrinin tanisal oldugu bir diger hasta grubu KGH’dir. Caligmamizda
KGH tanis1 almig 31 hasta degerlendirildi. Tan1 tiim hastalara DHR123 oksidasyon testi ile
konuldu. Tan1 sonras1 15 hastanin genetik analizi yapilmis olup; 6 hastada CYBA gen defekti
(OR), 4 hastada CYBB gen defekti (X’e bagli) ve 2 hastada NCF2 gen defekti (OR) saptandi.

Toplamda hastalarin 996’sina (%70,8) akim sitometrisi analizi yapildi. Bu oran siklikla
Klinik ve laboratuvarla tani alan antikor eksikliklerini ¢ikardigimizda %96,7’ye ulagsmaktaydi.
Kombine T ve B hiicre yetmezlikleri, immiindisregiilasyon hastaliklari, dogal immiin sistem
defektleri, otoinflamatuvar hastaliklar ve kemik iligi yetmezlikleri grubundaki hastalarin
timiine akim sitometrik degerlendirme yapildi. 229/996 (%23,0) hastaya akim sitometrisi ile
kesin tan1 konuldu (Tablo 6.5). Fenotipik sitometri ile 162/996 hastaya (%16,2), spesifik
protein ekspresyon incelemeleri ile 79/155 hastaya (%50,9) ve fonksiyonel incelemeler ile
101/836 hastaya (%12) kesin tam1 konuldu. Hastalarin PIY alt gruplarma gére fenotipik
sitometri, proteine 6zgii testler ve fonksiyonel sitometri yapilma ve tan1 alma oranlar1 Tablo

6.6°da gosterilmistir.

Hastalarin akim sitometrik tani tarihi ve genetik analiz sonuc¢lanma tarihi arasindaki
siire ortanca 12,4 (0,3-152,8) ay idi. Hastalarin PIY alt gruplara gére akim sitometri analizi
ve genetik analiz yapilma durumlari, bu yontemlerle tan1 alma oranlari ile akim sitometrik

tani tarihi ve genetik analiz sonuglanma tarihi arasindaki siire Tablo 6.7°de gosterilmistir.
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Tablo 6.5. Hasta alt gruplarina gore semptom baslangi¢ yasi, tan1 yasi ve akim sitometrik tani 6zelliklerinin degerlendirilmesi

Basvuru ile akim

PIY alt gruplari bassf;lngle;;::l;;y) Tam anmd(zl;; hasta yast Al;llglns::;?;::ﬁnﬂ(i/gm sitometrik tam arasinda

' gecen siire (ay)
Antikor eksiklikleri 12 (0,1-192) 51,6 (1-217) 18/557 (3,2) 8 ay (0-169,6)
Kombine T ve B hiicre yetmezlikleri

- AKIY 1,5 (0-60) 4,0 (0-84) 84/84 (100) 0 giin (0-5,8)

- AKIY dis1 KiY 5(0,1-120) 37,9 (0,3-419) 72/87 (82,8) 7 glin (0-125,9)
Sendromik &zellik gosteren KIY 2 (0-86) 35,6 (0,7-258) 1/98 (1,0) -
Immiindisregiilasyon hastaliklar1 21 (0,2-168) 51,2 (2,2-222) 9/60 (15,0) 6 giin (0-119,7)
Fagositer sistem bozukluklari 2 (0,1-240) 9,2 (0,3-239) 44/89 (51,1) 4 giin (0-55,6)
Dogal immiin sistem bozukluklari 5 (1-96) 122 (63-203) 1/12 (8,3) -
Kompleman eksiklikleri 12 (4-72) 104,8 (50-151) - -
Otoinflamatuvar hastaliklar 13,5 (1-378) 122,5 (97-168) - -

Kemik iligi yetmezlikleri 75 (54-96) 1445 (124-162) - -
Tiim hastalar 8 ay (0 giin—31,5 yas) 4,1 yas (0,1 ay—34,9 yas) 229 (23,0) 4 giin (0-169,6 ay)

AKIY, agir kombine immiin yetmezlik; KIY, kombine immiin yetmezlik
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Tablo 6.7. Hastalarin akim sitometri ve genetik analiz sayilar1 ile akim sitometri tan1 tarihi ve genetik analiz sonug tarihi arasindaki zaman farki

AKim sitometrisi analizi

Genetik analiz

. Akim sitometri ile genetik tani
PIY gruplan hiansct:,:z:;?s 1 (Ke;l;?nlll(l)zllzll:ll;lﬁr(%) hi;izl(se:;:ls 1 Tam alanlar n (%) arasindaki siire (ay)

Antikor eksiklikleri (n = 954) 557 18 (3,2) /13 (2,3) 59 19 (32,2) 26,1 (1,2-122,6)
Kombine T ve B hiicre yetmezlikleri

AKIY (n = 84) 84 84 (100) / - 62 58 (93,5) 48,6 (0,8-152,8)

AKIY dis1 KIY (n=87) 87 72 (82,8) /3 (3,4) 69 58 (84,1) 11,0 (0,3-125,0)
Sendromik KiY (n = 106) 98 1(1,0) /48 (49,0) 94 89 (94,7) 3,0(0,7-92,4)
Immiindisregiilasyon hastaliklar1 (n = 60) 60 9 (15) /25 (41,6) 54 39 (72,2) 11,5 (0,8-42,9)
Fagositer sistem bozukluklari (n = 89) 86 44 (51,1) /17 (19,7) 57 41 (71,9) 9,9 (0,5-118,0)
Dogal immiin sistem defektleri (n = 12) 12 1(8,3)/5 (41,6) 12 11 (91,7) 38,2 (2,2-115,8)
Kompleman eksiklikleri (n = 7) 4 - 12 (50,0) 2 2 (100) -
Otoinflamatuvar hastaliklar (n = 6) 6 -12(33,3) 6 6 (100) -
Kemik iligi yetmezlikleri (n = 2) 2 -11(50,0) 2 2 (100) -

AKIY, agir kombine immiin yetmezlikler; KIY, kombine immiin yetmezlikler; PIY, primer immiin yetmezlik

“Bu gruplardaki tiim hastalar kesin tanry1 genetik analizle aldig1 i¢in akim sitometrik tani tarihi ile genetik analiz sonuglanma tarihi arasindaki zaman fark hesaplanmamigtir
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Tablo 6.8’de hastalik alt gruplarinin akim sitometri ile tan1 alma, akim sitometri ile tani

aldiktan sonra genetik analizle dogrulanma ve akim sitometri Oncesi genetikle tani alma

sayilar1 verilmistir. Tablo 6.9°da ise hastalik alt gruplarina gore akim sitometrik inceleme ile

tan1 alan hastalar ve tan1 yontemleri gosterilmistir.

Tablo 6.8. Hastalik alt gruplarina gore akim sitometrisi ile tan1 alan hasta gruplari

Genetik AS sonrasi e
Hastahk calismadan once genetik tani ile AS’.den once
AS ile tan1 alan dogrulanan genetik tani alan

AKIY 84 58 =
AKIY dis1 KIY

DOCKS eksikligi (n = 20) 12 10 7

MHC sinif IT eksikligi (n = 15) 15 2 -

MHC smif I eksikligi (n = 9) 9 8 -

CDA40L eksikligi (n =5) 4 1 1

CDA40 eksikligi (n =4) 2 2 2
Sendromik KiY’ler

WAS (n = 20) 1 1 19
Antikor eksiklikleri

Agamaglobulinemi (n = 20) 18 12 -
Immiindisregiilasyon hastaliklar

LRBA eksikligi (n = 8) 2 2 6

CD25 eksikligi (n = 3) 3 2 -

IPEX (n=1) 1 - -

ALPS (n=3) 3 1 -
Fagositer sistem bozukluklar:

KGH (n =31) 31 15 -

LAD-I (n=13) 13 6 -
Dogal immiin sistem defektleri

IL12RB1 zincir defekti (n =2) 1 1 1

AKIY, agir kombine immiin yetmezlikler; ALPS, otoimmiin lenfoproliferatif sendrom; CD40L, CD40 ligand;
DOCKS, Dedicator of cytokinesis-8; IPEX, X’e bagli immiindisregiilasyon enteropati poliendokrinopati; KGH,
kronik graniilomatdz hastalik; KIY, kombine immiin yetmezlikler; LAD, 18kosit adezyon defekti; LRBA, LPS-
responsive beige-like anchor protein; MHC, Major histocompatibility complex; PIY, primer immiin yetmezlik;
WAS, Wiskott-Aldrich sendromu; XLA, X’e bagl agamaglobulinemi
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Tablo 6.9. Hastalik alt gruplarina gore akim sitometrik inceleme ile tan1 alan hastalar ve tani

yontemleri
Hastalk ‘s | Tmdmben | Yoen
sayisi
AKIY 84 84 (%100) 84/7/69
AKIY dis1 KIY
DOCKS eksikligi (n = 20) 20 12 (%60) -1121-
MHC smuif II eksikligi (n = 15) 15 15 (%100) -115/-
MHC smif I eksikligi (n = 9) 9 9 (%100) -19/-
CDA40L eksikligi (n =5) 5 4 (%80) -141]-
CDA40 eksikligi (n = 4) 2 2 (%100) -121/-
Diger KiY’ler (n = 34) 34 30 (%88,2) 30/-1/-
Sendromik KiY’ler
WAS (n = 20) 4 1 (%25) -117/-
Antikor eksiklikleri
Agamaglobulinemi (n = 20) 18 18 (%100) 18/7/-
Immiindisregiilasyon hastaliklar
LRBA eksikligi (n = 8) 5 2 (%40) -121-
CD25 eksikligi (n = 3) 3 3 (%100) -131/-
IPEX (n=1) 1 1 (%100) 1/-1-
ALPS (n=3) 3 3 (%100) -131/-
Fagositer sistem bozukluklar:
KGH (n = 31) 31 31 (%100) -/-131
LAD-I (n=13) 13 13 (%100) -113/-
Dogal immiin sistem defektleri
IL12RB1 zincir defekti (n =2) 2 1 -111/-

AKIY, agir kombine immiin yetmezlikler; ALPS, otoimmiin lenfoproliferatif sendrom; CD40L, CD40 ligand;
DOCKS, Dedicator of cytokinesis-8; Feno, Fenotipik sitometri; Fonk, Fonksiyonel sitometri; IPEX, X’e bagh
immiindisregiilasyon enteropati poliendokrinopati; KGH, kronik graniilomatdz hastalik; KIY, kombine immiin
yetmezlikler; LAD, 16kosit adezyon defekti; LRBA, LPS-responsive beige-like anchor protein; MHC, Major
histocompatibility complex; PIY, primer immiin yetmezlik; Prot, Protein ekspresyonu; WAS, Wiskott-Aldrich
sendromu; XLA, X’e bagli agamaglobulinemi
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7. TARTISMA

PiY’ler, immiin sistemin cesitli bilesenlerini etkileyen 456 farkli genetik bozuklugu
igerir. Klinik, immiinolojik ve genetik olarak heterojen bir hastalik grubudur. Her yil,
PiY’lerle iliskili en az 20 yeni genetik kusur tanimlanmaktadir (2, 45); bu da bagisiklik
sistemini kantitatif ve islevsel olarak analiz etmek, yeni genetik bulgulari dogrulamak ve
klinik fenotip ve genotip ile korelasyon igin ileri immiinolojik testlerin yapilmasini zorunlu
kilmaktadir. Bir hastanin klinik sunumu her zaman tek bir genetik kusurdan
kaynaklanmamaktadir ve bu nedenle, potansiyel genetik kusurlari ortaya koyabilmek i¢in
siklikla temel tanisal bir immiinolojik degerlendirme sarttir. Klinik fenotip veya aile
Oykiisiinden genetik bir kusur asikar olsa bile, hastanin immiinfenotipini belirlemek i¢in
neredeyse her zaman immiinolojik bir degerlendirme yapilmasi gerekmektedir (13, 45). Akim
sitometrisi, PIY’lerin teshisi ve siniflandirilmasi i¢in hizli ve hassas bir tetkik olmakla
birlikte; bu grup hastaliklarin degerlendirilmesinde ilk asamada veya sonraki yOnetiminde
uygulanabilir. Bu hastaliklarin patogenezi ve yonetimi konusundaki bilgilerimiz arttik¢a, bu

testler tan1 laboratuvarinda kolaylikla yapilabilmektedir.

Yapilan en son siniflamada PIY on ayr1 kategori altinda ele alinmaktadir (2, 3). Bu
hastaliklarin ¢ogu i¢in laboratuvar diizeyindeki teshis, standart biyokimyasal testler ve genetik
analizin yani sira, genellikle ya hastalifa 6zgii bir degerlendirmede ya da daha genis olarak
immiinfenotip ve fonksiyonun Olgiilmesinde akim sitometrisi ile yapilan degerlendirmeleri
icerir. Genetik arastirmalar, PIY’lerin tanis1 igin kullamilan tetkiklerdir; ancak, genetik analiz
zaman alir ve pahalidir. Buna karsilik, lazerlerden gecirilen sivi fazda floresan etiketli
parcaciklarin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerini kullanan teknolojiler, deneyimli ve yetenekli
arastirmacilara ihtiya¢ duymalarmma ragmen gen analizinden daha ucuzdur. Boylece akim
sitometrisi, tek hiicre analizine dayali multiparametrik degerlendirmeyle hizli ve dogru
sonuglar sunarak temel laboratuvar testler ile genetik analiz arasinda bir koprii gorevi
gorebilir (13, 61). Calismamizin amaci {iglincii basamak saglik hizmeti sunan bir Giniversite
hastanesinin tek merkez verilerine dayanarak PIY hastaliginin tanisinda immiinfenotipleme,
spesifik molekiil ekspresyonu ve fonksiyonel testler i¢cin hizli bir tani araci olan akim

sitometrisinin tanidaki yeri ve dnemini retrospektif olarak incelemektir.

Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Saghigi ve Hastaliklart Anabilim Dali, Cocuk
Immiinoloji ve Alerji Bilim Dali’'nda 2010-2020 yillar1 arasinda PIY tanisiyla izlenen toplam
1407 hasta IUIS kilavuzu ile hastalik alt gruplarina ayrildiginda (2, 3); en sik goriilen grubun
antikor eksiklikleri (n=954, %67,8) oldugu goriildii. Bu grubu, siklik sirasina gore, kombine T
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ve B hiicre yetmezlikleri (n=171, %12,2), sendromik 6zelliklerle birlikte olan kombine immiin
yetmezlikler (n=106, %?7,5), fagositer sistem say1 ve/veya fonksiyon bozukluklar1 (n=89,
%06,3), immiindisregiilasyon hastaliklar1 (n=60, %#4,3), dogal immiin sistem defektleri (n=12,
%0,9), kompleman eksiklikleri (n=7, %0,5), otoinflamatuvar hastaliklar (n=6, %0,4) ve kemik
iligi yetmezliklerinin (n=2, %0,1) takip ettigi saptandi.

ESID’m stirekli giincellenen son verilerine gére Avrupa genelinde de en sik goriilen
PIY alt grubu, calismamizdakine benzer sekilde, antikor eksiklikleri (%50,6) olup; bunu
sirastyla diger iyi tanmimlanmis immiin yetmezlikler (%15,1), kombine T ve B hiicre
yetmezlikleri (%10,3) ve fagositer sistem bozukluklar1 (%8,2) izlemektedir (23). Italya ve
Almanya’dan yayinlanan iilke raporlarinda da en sik goriilen grup sirasiyla %63 ve %57
oraniyla antikor eksiklikleri iken (62, 63); Kuveyt ve Tunus gibi Afrika ve Ortadogu
tilkelerinde yayinlanan genis 6lgekli ¢alismalarda ise kombine B ve T hiicre yetmezlikleri en
sik goriilen PIY alt grubu idi (sirastyla, %31,8 ve %28,6) (64, 65). Ulkemizde daha &nce
Yorulmaz ve ark.’nin (9) ve Kilig ve ark.’nin (7) yapmis oldugu ¢alismalarda da, yine mevcut
calismamiza paralel sekilde, sirasiyla %92,8 ve %73,9 oranlarinda en sik goriilen PIY alt
grubunun antikor eksiklikleri oldugu saptanmistir. Calismamizda saptanan antikor eksiklikleri
oran1 Avrupa ile benzer sekilde olup, kombine B ve T hiicre defektleri Avrupa iilkelerine gore
daha yiiksek, Ortadogu iilkelerine kiyasla ise daha diisiik orandadir (64). Ulkelere gore PIY alt
gruplarindaki bu dagilim farkliligi toplumlarin sosyokiiltiirel 6zellikleri, 6zellikle de akraba

evliligi oranlari ile agiklanabilir.

Immiin sistemin temel fizyolojik gdérevi, enfeksiyonlarin 6niine gecmek ve olusan
enfeksiyonlar1 sonlandirmak oldugundan, en sik goriilmesi beklenen PIY bulgusu
enfeksiyondur. Calismamizda da beklenildigi iizere tiim PIY hastalarimizin basvuru
yakinmalar1 i¢inde enfeksiyon %485,6 ile ilk sirada yer almaktaydi. Bunu takiben sirasiyla
hastalarin %24,2’sinde alerji, %6,1’inde lenfoproliferasyon ve/veya malignite, %5,5’inde
otoimmiinite ve %3,4’linde enflamasyon bulgularina rastlandi. Almanya’da yapilan bir
calismada da en sik klinik bulgu %74 oraniyla enfeksiyon olup bunu %22 oraniyla
immiindisregiilasyon izlemekteydi (63). Ingiltere’den yaymlanan iilke raporunda ise %76,8
hastada en sik basvuru yakimasinin enfeksiyon oldugu; PIY alt gruplarina gore
degerlendirildiginde ise en sik %94,3 oraniyla antikor eksikliklerinin, ikinci siklikla da %88,1
oraniyla dogal immiin sistem defektlerinin enfeksiyonla bagvurdugu goriildii (66).
Calimamizda hastalar PIY alt gruplarina gore degerlendirildiginde %95,2 oraniyla AKIY ve
bunu takiben %91,6 oraniyla dogal immiin sistem defektleri, en sik enfeksiyon ile bagvuran

iki alt gruptu. Calismamizda alerjinin en sik basvuru yakinmalarindan biri olmasinin
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muhtemelen nedenleri antikor eksikliklerinin en sik gériilen PIY alt grubu olmasi, dzellikle
siit ¢ocugunun gegici hipogamaglobulinemisi (SCGH) ve selektif IgA eksikligi gibi hastalik
gruplarinin siklikla alerjik semptomlar1 taklit etmesi ya da bunlara eslik etmesidir. Ayrica
merkezimizin immiinolojinin yani sira alerji hastaliklarina da bakan bir kurum olmasinin da
bu durumun sebeplerinden biri olabilecegi kanaatindeyiz (31, 32, 67). Altun ve ark.’nin (67)
2013-2016 yillarinda yaptigi calismada ise alerji semptomlarinin orant SCGH’de %64,9,
selektif IgA eksikliginde ise %67 olarak saptanmustir.

Calismamizda hastalarin ortanca semptom baslama yas1 8 ay (0 giin—31,5 yas) iken; bu
siire AKIY grubundaki hastalarda 1,5 ay, kemik iligi yetmezligi goriinen hastalarda ise 75
aydi. Tan1 anindaki hasta yaslar1 da semptom yaslariyla orantili olup ortanca 4,1 yas (0,1 ay-
34,9 yas) idi. Bu siire en erken AKIY, en geg ise otoinflamatuvar hastaliklar ve kemik iligi
yetmezligi alt grubundaki hastalarda hesaplandi. Yunanistan’dan bildirilen iilke raporunda
semptomlarin baslangicinda ve tan1 aninda hastalarin ortanca yasi sirasiyla 0,5 yas ve 2 yas
olarak bulunmustu (68). Yirmi iki Orta Dogu ve Kuzey Afrika iilkesinin degerlendirildigi
bagka bir caligmada (69) semptomlarin baslangicinda ortanca hasta yasi 36 ay olup
Almanya’da yapilan bir ¢alismada ise yas aralig1 0-88 yas arasinda degismekteydi (63).

PiY’lerin asamali immiinolojik tan1 prosediirii klinik, laboratuvar ve genetik tan1 olmak
tizere U¢ Onemli asamadan olusur. Tami i¢in kullanilan laboratuvar testleri ise tam kan
sayimindan ileri immiinolojik testlere kadar uzanmaktadir (12). Akim sitometrisi, aradan
gecen on yillarda 6nemli teknolojik gelismeler ile yarim yiizy1l onceki kesfinden bu yana
stirekli olarak gelisen bir metodolojiyi temsil eder ve kan, viicut sivisi, doku ve kemik iligi
gibi herhangi bir hiicresel kaynak iizerinde kullanilabilir. Bu testler, kalitatif veya kantitatif
olabilecegi gibi spesifik hiicre popiilasyonlarini hem fenotipik hem de fonksiyonel olarak
tanimlayabilir. Ayrica sitometrik inceleme ile spesifik protein ekspresyonu, hiicre canliligi,
apoptoz ve hiicresel etkilesimler degerlendirilebilmektedir. Bu 6zellikler akim sitometrisi ile
yapilan incelemeleri PIY’lerin tarama ve teshisinde kullanilan ideal ve hassas bir arag haline
getirir (45). Genetik analiz, PIY ler icin kesin bir tan1 saglasa da yine bir gen mutasyonunun
immiinfenotipini dogrulamak icin akim sitometrisi gereklidir. Ayrica, akim sitometrisi,
calisgmamizda da goriildiigii tizere heniiz genetik test yapilmadan 6nce, ¢ok daha kolay ve hizli
bir sekilde birgok PIY tamisinin konulmasinda veya taniya ydnlendirilmesinde rol oynar (16,
50).

Periferik kan lenfosit alt kiimelerinin fenotipik analizinin bircok PIY i¢in tanisal ve
prognostik agidan yararl oldugu gosterilmistir. Bu hastaliklarin basinda AKIY gelmektedir.

Immiinfenotipleme kandaki hemen hemen her hiicre alt grubunda akim sitometrisi ile
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gerceklestirilebilir. Temel olarak fenotipin belirlenmesi ve izleminde AKiY’de T, B, NK
hiicreleri, YDIY’de izotip déniisiimii yapmis hafiza B hiicreleri, IPEX sendromunda Treg
hiicreleri ve ALPS’te DNT hiicrelerinin ol¢timii kullanilir (45). Calismamizda fenotipik
sitometrik degerlendirme yapilan 996 hastanin 162’sine (%16,2) kesin tani konuldu.
Hastalardan 108’1 (%10,8) ise PIY tanisiyla takibe alarak kesin tani icin ileri incelemelere

yonlendirildi.

Calismamizda AKIY hastalarinin hepsi fenotipik sitometri ile tan1 almistir. AKIY erken
donemde tan1 konulmazsa mortalite ve agir morbidite ile seyreden bir hastalik olup, erken tani
prognozda en Onemli asamadir. Bu da olduk¢a hizli tam1 konulmasimi saglayan akim
sitometrisinin hastalik tanisindaki Onemini artirmaktadir. Hastalik, ciddi lenfopeni ve
fonksiyon eksikligi ile karakterize olup tani i¢in akim sitometrisi ile periferik kan T lenfosit
ve alt gruplari ile B lenfosit ve NK hiicre diizeyleri dl¢lilmeli, naif ve hafiza T hiicrelerinin
fenotipleri bakilmalidir. Calismamizda tiim hastalara periferik kan lenfosit alt grup analizi
yapildi ve hastalarin hepsinde T lenfosit yoklugu veya diisiikliigii saptandi. Tiim hastalarin
CD3+ T lenfosit degerleri diisiik saptandi. Ayrica tiim hastalarin CD4+CD45RA+CD31+
(RTE) hiicre diizeyinde diistikliik mevcuttu (ortanca %3).

Fenotipik sitometrinin yaninda fonksiyonel sitometrinin de AKIY tanisinda 6nemi
biiyiiktiir. Calismamizda da mitojen ve antijenlere lenfosit aktivasyon yanitinda hastalarin
%90,5’inde PHA yanit1 ve %91,5’inde anti CD3 yanit1 diisiik saptandi. Maternal engraftman
olan bazi hastalarda aktivasyon yanitinin normal oldugu goriildii. Ayrica 9 hastada spesifik
molekiil ekspresyon analizi ile CD127 ve CDI132 ekspresyonu degerlendirilmis olup 7
hastanin CD127 ekspresyonu diisiik saptandi. Calismamizda da goriildiigii gibi AKIY
tanisinda hem fenotipik ve fonksiyonel sitometrinin hem de spesifik molekiil ekspresyon

analizinin yeri 6nemlidir.

Vignesh ve ark.’min (70) 2020 yilinda Hindistan’da yaptiklart ¢ok merkezli bir
calismada akim sitometrisi yapilan 254 AKIY hastasinda immiinofenotipleme ile 84 hastaya
T-B-NK+ AKIY, 67 hastaya T-B+NK— AKIY, 33 hastaya T-B+NK+ AKIY ve 32 hastaya
T-B-NK- AKIY tanis1 koyduklari; 20 hastanin Omenn sendromu tanist aldig1 ve 2 hastada
ise transplasental edinilmis anne T-hiicresi engraftmani gelistigi gosterilmistir. Ayrica X’e
baghh AKiY’den siiphelenilen 8 cocukta akim sitometrisi ile lenfosit veya monositlerde
CD132 ekspresyonunda azalma saptanmistir. Genetik tan1 konulan 162 hastada en sik

saptanan defektler; IL2RG (%22,2), RAG1 (%16,0) ve ADA (%11,7) mutasyonlaridir.
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AKIY kalitim paterni bolgelere ve irklara gore farklilik géstermektedir. Diinyada en
yaygin fenotip T-B+NK- iken {ilkemizde en yaygin fenotipin T-B-NK+ oldugu
bilinmektedir (8). Bu durumun altinda yatan neden ise bati toplumlarinda X’e bagh gecis
gosteren fenotiplerin daha sik olmasina karsin iilkemiz gibi akraba evliliginin yiiksek oldugu
iilkelerde OR gegis gosteren AKIY tiplerinin daha sik goriilmesidir. Iran’da 242 AKIY
hastasinda yapilan bir ¢alismada hastalarin ¢cogunda T-B-NK+ fenotipi (%34,3) oldugu ve
genetik analiz yapilan hastalarda en stk RAG1 ve RAG2 gen defektleri (%32,0) saptandigi
goriildii (71). Ikinciogullari ve ark.’min (8) 2019 yilinda iilkemizde yaptigi genis capli bir
calismada, %42,3 hastada AKIY’in genetik nedeni saptanirken; en sik olarak RAG1 (%9,8),
RAG2 (%5,6), Artemis (%5,6) ve JAK3’te (%6,8) OR mutasyonlari tespit edildi. Bayram ve
ark.’nin (72) 2007-2017 yillar1 arasinda klinigimizde 72 AKIY hastasinda yapmis olduklari
calismada ise AKIY’in genetik nedeni %41,6 hastada tanimlanmis ve en sik RAG1/RAG2
(n=7; %9,7) ve ADA (n=6; %38,3) gen defektleri saptanmistir. Calismamizda da literatiirle
uyumlu sekilde en yaygim fenotipin %57,1 oramyla T-B-NK+ AKIY oldugu ve en sik
goriilen gen defektlerinin ise bu immiinfenotipe yol agan RAG1 ve RAG2 (%24,2) ve Artemis
(DCLRE1C) (%19,4) oldugu goriildii. Bunu ise X’e bagl gegis IL2RG gen defekti (%14,5)
izlemekteydi.

Akim sitometrisi ayrica, AKIY hastalarindan gonderilmesi planlanan genetik analiz
konusunda da yol gostericidir. B ve NK hiicresi durumuna gore T-B-NK—, T-B-NK+, T—
B+NK-, T-B+NK+ olmak iizere 4 immiinfenotipe ayrilan hastalarda, heniiz genetik analiz
sonuglanmadan genetik sonuglar hakkinda tahmin yiiriitme imkani saglanmis olur. Ancak
calismamizda genetik taninin akim sitometrisi ile dngoriilen alt gruptan fakli oldugu birtakim
ornekler mevcuttur. ADA gen defekti normalde T-B-NK- AKIY grubundadir. Ancak
caligmamizda ADA gen defekti tanis1 alan 6 hastanin 3’linde akim sitometrik analiz sonucu T—
B-NK+ AKIY ile uyumlu saptandi. IL2RG gen defekti normalde T-B+NK— AKIY olmasina
ragmen 9 hastadan 5’inde akim sitometrik analiz sonucu T-B+NK+ AKIY ile uyumluydu.
AK2 eksikligi ise T-B-NK- AKIY grubunda olmasina ragmen ¢alismamizdaki hastanmn akim
sitometrisi T-B+NK— AKIY ile uyumlu sonuglandu.

Hastalarin semptomlarinin baslangi¢ yast 1,5 (0-60) ay olup tani1 anindaki hasta yasi
ortanca 4,0 (0-84) ay idi. Hastalarin akim sitometrik tan1 tarihi ve genetik analiz sonu¢lanma
tarihi arasindaki siire ortanca 48,6 (0,8-152,8) ay idi. Bu siire tiim PIY alt gruplar1 arasindaki
en uzun siire olup bu durumun altinda yatan nedenin tiim AKIY hastalarinin akim sitometrisi

ile tan1 almis olmasi1 oldugunu diistinmekteyiz.
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AKIY pediatrik acil bir durum oldugundan bu hastaliktan siiphelenmek ve yiiksek
farkindalik ile hastalarin heniiz ciddi enfeksiyon ge¢irmeden ve organ hasar1 gelismeden once
tan1 almas1 ve tedavinin genel sonucunun optimal oldugu bir zamanda uygun immiin yeniden
yapilandirma tedavisinin hemen baslatilmasi, prognozda en onemli faktordiir. Bu nedenle
akim sitometrisi araciliiyla konulan erken tani hayati 6nem tasimaktadir. Calismamizda da
hastalarin %84,6’s1na hentiz genetik analiz sonuglanmadan 6nce akim sitometrisi sonuglari ile

AKIY tanis1 konularak nakil yapildig: goriildii.

Akim sitometik incelemeler ayni zamanda tarama amagcli olarak da kullanilabilmektedir.
AKIY igin yenidogan taramasi su anda ABD’deki ¢ogu eyalette gergeklestirilmektedir (11,
73).

Diisiik immiinoglobulin seviyeleri olan hastalar, fenotipik sitometriyle B hiicre sayilari
acisindan degerlendirilmeli ve bebeklik veya erken ¢ocukluk ¢aginda B hiicre sayis1 diisiikse
(< %2), XLA veya OR konjenital agamaglobulinemiden siiphelenilmelidir. Bu durumda kesin
tan1 spesifik molekiil ekspresyon analizi ile BTK ekspresyonundaki disiikligiin
gosterilmesine veya tipik olarak agamaglobulinemi ve B hiicreli lenfopeni ile iligkili bir
genetik mutasyonun tamimlanmasina bagli olacaktir. B hiicre sayisi, daha ileri yaslarda
hipogamaglobulinemi ile basvuran hastalarda hala faydali olabilir, ancak genellikle tanty1
koymada dogrudan etkisi simirlidir. Daha geg baslangigh hipogamaglobulineminin, YDIY ile
iligkili oldugu ve hastalarda B hiicre alt gruplarindaki &zellikle izotip doniisimi yapmis
hafiza B hiicrelerinin diisiik olmasiyla baglantili oldugu bulunmustur. Akim sitometrisi ile B
lenfosit analizi tek basina YDIY igin tanisal olmasa da hastaligin ciddiyetini ve graniilomatoz
hastalik, splenomegali ve lenfoproliferatif hastalik gibi komplikasyonlara ilerleme olasiligini
belirlemeye yardimc olabilir, boylece hastaligin yonetimine veya izlenmesine yardimer olur
(73). Calismamizda akim sitometri analizlerinde B lenfosit alt grup analizi degerlendirilen 35
YDIY tanili hastanin %68,6’sinda izotip doniisiimii yapmis hafiza B hiicrelerinde (IgM-, IgD-
, CD27+) diisiikliik saptandi. Warnatz ve ark.’nm (74) 30 YDIY hastasinda yapmis olduklar
calismada da hastalarin %77 sinde izotip doniisiimii yapmis hafiza B hiicrelerinde diisiikliik
goriilmiistii. Ayrica, CD19 ve B hiicresi aktive edici faktor reseptorii (BAFF-R) kodlayan
genlerdeki mutasyonlar, YDIY hastalarnin alt grubunda yer alir ve bu molekiillerin B
hiicrelerinin ylizeyinde ekspresyonunun azalmasma neden olabilir. Bu hastalar akim
sitometrisi ile taranabilir (13, 16). Calismamizda da bir hastada akim sitometrisinde BAFF-R
ekspresyon analizi yapilmis, ancak normal saptanmistir. Yani YDIY tanisinda hem fenotipik

sitometri hem de spesifik molekiil ekspresyon analizi yol gostericidir.
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Akim sitometrisi ile CD4+CD25+FOXP3+ veya CD4+CD25+CDI127"% Treg
hiicrelerinin yoklugu/diisiikliigliniin gosterilmesi tanida IPEX diislindiiriir. Ayrica FOXP3,
IPEX’li hastalarda islevsel degildir. Yani hem fenotipik hem de fonksiyonel sitometri IPEX
tanisinda onemli yer tutar (13, 16, 44, 49, 75). Calismamizda IPEX tanisi ile izlenen bir hasta
olup, hasta baska bir merkezde nakil yapildiktan sonra takip amaciyla tarafimiza bagvurdugu

i¢in nakil 6ncesi akim sitometrisi sonuglarina ulasilamadi.

Periferik kan ve lenfoid dokularda CD3+TCRof+CD4-CD8- DNT hiicrelerinin
sayisinin yiikselmesi (CD3+ lenfosit sayisinin >%6’s1), ALPS diislindiiriir (51). DNT’ler,
akim sitometrisi analiziyle kolayca tespit edilebilir ve diger klinik kriterler karsilandiginda
ALPS’in hizli teshisi saglanir (16, 50, 76). Calismamizda ALPS tanisi ile izlenen 3 hastanin
da akim sitometrik analizinde CD3+TCRap+CD4-CD8- DNT hiicre sayisinda artis mevcuttu.
Cerinic ve ark.’nin (77) yaptig1 otoimmiin ve otoinflamatuvar bulgulari olan 475 hastanin
degerlendirildigi bir calismada hastalarin  %3,3’line akim sitometrisi ile DNT artist

gosterilerek ALPS tanisi konuldugu saptandi.

Akim sitometrisi, hiicre yiizeyi ve hiicre i¢i proteinlerinin ekspresyonundaki kusurlarla
iligkili immiin yetmezliklerin tanisinda faydali olabilir. Calismamizda hastalardan 155’ine
spesifik protein ekspresyon incelemeleri yapildi ve %50,9’una (n=79) kesin tani konuldu.
Hiicre yiizeyi proteinlerinin ekspresyonundaki kusurlarla iligkili immiin yetmezliklere 6rnek
CD40L ve CDA40 eksikligi verilebilir. Bu hastaliklarda sirasiyla aktive edilmis T
lenfositlerinde CD40L ekspresyonunda ve B hiicrelerinde CD40 ekspresyonunda defekt
vardir. Hastalara akim sitometrisi ile protein ekspresyonunun olmadigi gosterilerek kesin tani
konulabilir (13, 16, 73). Calismamizda da 9 hastadan 6’sinda spesifik molekiil ekspresyon
analizinde diisiiklik oldugu goriilmistiir. Unutulmamalidir ki akim sitometrisi ile CD40L
veya CD40 ekspresyonunda diisiikliigiin gosterilmesi tanisaldir. Ancak normal saptanmasi
fonksiyonel defekti dislayamayacagi i¢in hastalig1 ekarte ettirmez. Bu nedenle klinik olarak

hastaliktan siiphe edilen durumlarda mutlaka genetik analiz yapilmalidir.

Yiizey protein ekspresyon analizinin tamda faydali olabilecegi diger PIY &6rnekleri
MHC sinif II ve simif T eksikligidir (73). Calismamizdaki MHC simif II eksikligi (n=15) ve
MHC smif T eksikligi (n=9) tanilariyla takip edilen tiim hastalarin kesin tanilar1 akim
sitometrisiyle konuldu. Periferik kan lenfosit alt grup analizinde MHC siif II eksikliginde
CD4+ T hiicre sayisi1 diisiikliigi, MHC sinif I eksikliginde ise CD8+ T hiicre sayis1 diistikligt
onemli tanisal ipuglar1 olmakla birlikte HLA DR yoklugu/diistikliigi ve HLA ABC diistikligi
gosterilerek tiim hastalarin kesin tanist konuldu. Aluri ve ark.’nin (78) MHC sinif II eksikligi

tanist olan 5 hastalik vaka serisinde hastalarin hepsinde HLA DR ekspresyonu yoklugu
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gosterilerek tani konulmustur. Ouederni ve ark.’nin (79) MHC smif 11 eksikligi olan 35
hastada yapmis olduklar1 c¢alismada ise hastalarin hepsinde HLA DR ekspresyonu
saptanmadig1 raporlanmustir. Ozellikle klinik olarak siiphelenilen hastalarda (MHC sinif 11
eksikligi AKIY klinigi ile basvururken; MHC smif I eksikligi siklikla ASYE ve cillte
graniilomlar ile bagvurur) akim sitometrisi panelinde HLA DR ve HLA ABC’nin

degerlendirilmesi hastaligin tanisinin gézden kagirilmamasi i¢in biiyiik 6nem tasimaktadir.

LAD-I, hiicre yiizeyi proteinlerinden CD18'in varligi degerlendirilerek, LAD-II ise
CD15’lerin (Sialyl Lewis X antijeni) ekspresyonunun basarisizliginin gosterilmesiyle teshis
edilebilir (73). Calismamizda LAD-II tanis1 alan hasta olmayip, 13 hasta LAD-I ve 2 hasta
LAD-III tanis1 almistt. LAD-1 en sik goriilen form olup Wolach ve ark.’nin (80) 29 hastada
yaptig1 ¢ok merkezli ¢alismada 18 hastada LAD-I, 6 hastada LAD-II, 5 hastada ise LAD-III
tanist konulmustur. LAD’da OR kalitim paterni olmasi nedeniyle beklendigi gibi
calismamizda tiim hastalarda ebeveyn akrabaligi mevcuttu. Calismamizda LAD-I tanisi alan
tim hastalarin tanisi1 akim sitometrisi ile periferik kanda CD18 molekiil ekspresyonun
yoklugu/diistikliigli gosterilerek konuldu. Kwon ve ark.’nin (50) yaptigi calismada da LAD-I
tanis1 olan yalnizca 3 hasta olmakla birlikte hastalarin hepsinin akim sitometrisi ile CD18
molekiil ekspresyonun yoklugu gosterilerek tanilar1 konulmustu. Ancak klinik bulgular1 LAD
ile uyumlu olup CD18 molekiil ekspresyonun normal oldugu hastalarin, CD18’in fonksiyonel
olamadigi LAD-I veya ozellikle kanama oykiisii olan hastalarda LAD-III olabilecegi
unutulmamalhidir (50, 56, 81). Calismamizda da gobegin ge¢ diismesi, omfalit, erken yasta
baslayan enfeksiyon Oykiisii olup, tam kan sayimi analizinde I6kositozu olan, hatta
hastalardan birinde kanama diyatezi dykiisii olan 2 hastaya genetik analiz yapilarak FERMIT3

mutasyonu gosterilmis ve hastalara LAD-III tanis1 konulmustur.

Kusurlu hiicre i¢i protein ekspresyonu ile seyreden birkag PIY vardir ve secilmis
bozukluklarda spesifik molekiil ekspresyon analizi ile tan1 konulabilir. Bu grup hastaliklara
ornek olarak XLA verilebilir. Yukarida bahsedildigi gibi, XLA’da, BTK’y1 saptamak i¢in bir
monoklonal antikor kullanilir, ancak hastalarda B hiicresi bulunmadigindan hedef ya
monositler ya da trombositler olmalidir. Bu tetkik ayn1 zamanda XLA tastyicilarinin tespiti
icin de kullanilabilir. BTK ekspresyonunun azalmasi gii¢lii bir sekilde XLA tanist koydurur
ancak XLA’ll bazi hastalar normal miktarda ancak fonksiyonel olmayan BTK proteini
eksprese ettiginden normal BTK miktar1 taniyr dislamaz. Bu nedenle Klinik olarak
stiphelenilen ancak BTK ekspresyonu normal olan hastalarda genetik analiz yapilmalidir (13,
16). Calismamizda akim sitometrisiyle BTK ekspresyonu degerlendirilen 8 hastadan 7’sinde

diisiikliik gosterilerek tan1 konulmus olup; normal saptanan hastanin ise klinik ve laboratuvar
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ozellikleri XLA tanisin1 destekledigi i¢cin fonksiyon defekti olabilecegi diistiniilerek yapilan
genetik analizle BTK gen defekti gosterilerek tani dogrulanmistir. Kwon ve ark.’nin (50)
yaptif1 ¢alismada BTK mutasyonu gosterilerek XLA tanist konmus; 11 hastadan 5’ine
oncesinde lenfosit alt grup analizi yapilarak hepsinde neredeyse hi¢ CD19+ B hiicresi

olmadig1 ve 2’sinde BTK protein ekspresyonun azaldig gosterilerek tani1 konulmustur.

Kusurlu hiicre i¢i protein ekspresyonu ile seyreden bir bagka hastalik 6rnegi olarak
WAS verilebilir. WAS tanisinda akim sitometrisiyle WASp ekspresyonu diisiikliigiiniin
gosterilmesi tanisal olmakla birlikte, normal saptanmasi fonksiyonel olmayan WASp
ekspresyonunu diglayamayacagindan taniniy1 ekarte ettirmez (73). Calismamizda 4 hastada
akim sitometrisi ile WASp ekspresyonu degerlendirilmis; 3 hastada normal, yalnizca bir hasta
diisiik saptanmistir. Tiim hastalarda genetik analiz yapilmis olup hepsinde WAS gen
mutasyonu gosterilerek kesin taniya ulasilmistir. X’e bagli gecisli bir hastalik olmast
nedeniyle calismamizdaki WAS tanisiyla izlenen 20 hastanin hepsi erkekti. Beklendigi {izere
en sik basvuru yakinmalar1 egzama/dermatit (%85) ve tekrarlayan enfeksiyonlar (%55) idi.
Tiim hastalarda trombositopeni olup hastalarin yaklasik iigte ikisinde mikrotrombositopeni
mevcuttu. Chiang ve ark.’nin (54) genetik tanisi olan 49 WAS hastasinda yapmis oldugu
degerlendirmede, hastalardan 41’inde WASp ekspresyonunda diisiikliikk oldugu tespit

edilmistir. Bu oran ¢alismamizdakine oranla oldukga yiiksektir.

DOCKS8 eksikliginde, akim sitometrisiyle hiicre i¢ci DOCKS8 ekspresyonunun
degerlendirilmesi, bu hastalarin ¢ogunda proteinin olmadigini veya azaldigini gosterir (73).
Literatiirde, AKIY dis1 KIY hastalarinda en sik alt grubun DOCKS eksikligi oldugu saptanmus
olup calismamizda da benzer sekilde DOCKS8 eksikligi (n=20, %23) en sik goriilen gruptu
(82). Akim sitometrisi ile spesifik molekiil ekspresyon analizi yapilan 13 hastadan 12’sinde
DOCKS ekspresyonu diisiik, 1 hastada ise normal saptandi. Ancak bazi hastalar normal
miktarda ancak fonksiyonel olmayan DOCKS8 molekiilii eksprese edebileceginden, klinigi
DOCKS eksikligi ile uyumlu olan hastanin tanis1 genetik analiz ile dogrulandi. Daha 6nce
klinigimizda Haskologlu ve ark.’nin (83) DOCKS eksikligi tanist olan 20 hastada yapmis
olduklar1 ¢calismada, 4 hastanin DOCKS8 ekspresyonu hem nakil 6ncesi hem de sonrasi akim
sitometrisi ile incelenerek tiim hastalarda nakilden sonra T hiicrelerinde DOCKS
ekspresyonunda onemli bir artis oldugu tespit edilmisti. Bu da akim sitometrisinin sadece

tanida degil, tedavi sonrasi izlemde de yol gosterici oldugunu gostermektedir.

Treg bozukluklugu ile seyreden hastaliklardan IPEX’in tamisimin fenotipik veya
fonksiyonel sitometri araciligiyla Treg hiicrelerinin yoklugu/diisiikligiiniin veya FOXP3 teki

fonksiyon defektinin gosterilmesiyle konulabileceginden daha 6nce bahsetmistik. Bu gruptaki
54



diger 3 hastaligin (LRBA eksikligi, CD25 eksikligi, CTLA-4 eksikligi) tanisinda ise spesifik
molekiil ekspresyon analizi biiylik rol oynar. (16). Calismamizda LRBA eksikligi tanisi alan 8
hastadan 5’ine akim sitometrisiyle spesifik molekiil ekspresyonu 6l¢iilmiis olup 2’sinin LRBA
ekspresyonu diisiik sonuglandi. Ancak klinik olarak LRBA eksikligi diisiiniilen diger
hastalarda da fonksiyonel bozukluk olma ihtimali géz oniinde bulundurularak hastalarin
tanilar1 genetik analizle dogrulandi. CD25 eksikligi olan hastalarda T hiicre proliferasyonunda
bozukluk vardir, Treg hiicre sayis1 normal veya hafif diisiik olabilir (13, 16). Calismamizda da
CD25 eksikligi olan 3 hastanin tiimiinde IPEX 6n tanisiyla CD4+CD25+FOXP3+ analizi
yapildi ve tesadiifen CD25 diisiikliigli saptanan hastalara spesifik molekiil ekspresyon analizi
yapilarak Treg hiicrelerinde CD 25 ekspresyonu yoklugu gosterilerek hastalarin kesin tanilari
konuldu. Sitotoksik T-lenfosit iliskili protein 4 (CTLA-4) cksikligi olan hastalarda ise,
CD4+FOXP3+ T hiicrelerinde CTLA-4 ekspresyonu azalmistir (13, 16). Calismamizda
CTLA-4 eksikligi tanisi alan bir hasta olup merkezimizde akim sitometrisiyle CTLA-4
ekspresyonu degerlendirilemediginden hastaya klinik tani konulmus ve genetik ile tani

dogrulanmustir.

Son olarak, XLP1 ve XLP2 kusurlu hiicre i¢i protein ekspresyonu ile seyreden
hastaliklara ornek verilebilir. Hem XLP1 (SAP eksikligi) hem de XLP2 (XIAP eksikligi)’nin
klinik o6zellikleri, hemofagositik lenfohistiyositoz (HLH) ve hipogamaglobulinemi ile
sonuglanan EBV enfeksiyonuna karsi uygun olmayan immiin yanitt icerir. XLP1 hastalar
lenfoma dahil olmak iizere lenfoproliferatif hastalik ile bagvurabilirken, XLP2 hastalar
siklikla inflamatuvar bagirsak hastaligi ile kendini gosterir. Hiicre ici SAP ve XIAP
proteinlerindeki azalmanin akim sitometrisi ile gosterilmesi, klinik kriterleri karsilayan
hastalarda tanisaldir (13, 16, 44). Calismamizda XIAP eksikligi tanis1 olan bir hasta vardi.
Merkezimizde akim sitometrisi ile lenfositlerde XIAP ekspresyonu degerlendirilemedigi igin
klinik bulgular1 EBV iliskili lenfoproliferatif hastalik ile uyumlu olan hastanin kesin tanisi

genetik analiz ile konuldu.

Tiim bu yiizey ve hiicre i¢i protein degerlendirmelerinde, protein ekspresyonunun diisiik
saptanmast hastalik tanisin1 koydururken; normal saptanmasi fonksiyonel olmayan protein
ekspresyonunu dislayamayacagindan taniy1 ekarte ettirmez. Ayrica bir gendeki fonksiyon
kaybina neden olan mutasyon amorfik ise protein sentezini tamamen engellerken; hipomorfik

mutasyon proteinin kismi sentezine izin verebilir.

Belirli fonksiyonel 6zellikleri degerlendirmek i¢in kullanilan akim sitometrik testler,
PiY’lerin teshisinde faydali uygulamalardir. Caliymamizda 836 hastaya fonksiyonel

incelemeler yapildi ve %12’sine (n=101) kesin tan1 konuldu. Hastalardan %7,7’sine (n=64)
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ise bu yontemle PIY tanisi alarak kesin tani igin ileri incelemelere yonlendirildi. Daha énce de
belirttigimiz gibi fonksiyonel sitometrinin tanida 6nemli oldugu hastaliklarin basinda bir
pediatrik acil olan AKIY gelir. Calismamizda da 84 AKIY hastasindan %93,2’sine PHA

yanitt ve/veya anti CD3 yanitinda diigiiklikk saptanarak tan1 konulmustu.

Yaygin olarak kullanilan fonksiyonel testlerden bir digeri, DHR123 ile graniilosit
aktivasyonunu takiben oksidatif patlamanin degerlendirilmesidir. DHR123 oksidasyon testi,
KGH’nin X’e bagli veya OR formlarinin ve ayrica X’e bagl formunun tasiyicilarinin ayirt
edilmesini saglayabilmesi nedeniyle tanida altin standart yontemdir. Calismamizda KGH
tanistyla izlenen 31 hastanin hepsine akim sitometrisi araciligiyla DHR123 oksidasyon
testinde diisiikliik gosterilerek tani konulmustur. Kwon ve ark.’nin (50) yaptig1 ¢alismada da
calismamiza benzer sekilde hastalarin hespisine (n=11) DHR123 oksidasyon testinde
neredeyse hi¢ solunum patlamasi aktivitesi olmadigir gosterilerek tani konulmustu. OR
formlar, X’e bagl forma kiyasla biraz daha yiiksek miktarlarda artik siiperoksit aktivitesine
sahip olabilir. Bu nedenle OR kusurlarinin dogrulanmasi, NADPH oksidaz kompleksinin
membranla iliskili gp22 veya hiicre i¢i gp47 ve gp67 alt birimlerinin akim sitometrisi

araciligiyla tespiti ile de gergeklestirilebilir (41, 58, 84).

Familyal hemofagositik lenfohistiyositoz (FHL) ile iligkili kusurlar genellikle anormal
NK hiicre fonksiyonu ile iliskilidir. FHL2, CD56+CD16+NK hiicreleri ve CD8+T
hiicrelerinde perforin ekspresyonu ve FHL3, trombositlerde Muncl13-4 ekspresyonu
degerlendirilerek taranabilir. Ayrica, CD107a’nin NK veya sitotoksik T hiicreleri tarafindan
ylzey ekspresyonunun Olgiilmesiyle sitolitik graniillerin salimiminin  degerlendirilmesi,
FHL3’lin tanisinda yardimcidir. Bu testin ayn1 zamanda graniil aracili sitotoksik yollarda
ortak kusurlara sahip olan FHL4, FHL5, Chediak-Higashi sendromu ve Griscelli
sendromunun tanisinda kullanimi da 6nerilmektedir (13, 16, 50). Calismamizda FHL tanisiyla
izlenen 4 hasta olup klinik olarak FHL tanisi alan hastalardan 3’iinde genetik analizde
UNC13D gen defekti saptanarak FHL3 tanilari konuldu. FHL3 tanisinda yol gosterici olan,
akim sitometrisi ile trombositlerde Munc13-4 ve CD107a ekspresyon analizi merkezimizde
degerlendirilemedigi igin hastalara akim sitometrik kesin tani konulamadi. Shabrish ve
ark.’nin (85) 2021 yilinda yaptigi ve 101 FHL hastanin degerlendirildigi ¢alismada perforin
ekspresyonu, 50 FHL2 hastasindan 40’inda ve 51 FHL3, FHL4 ve FHLS hastalarindan
30’unda akim sitometrisi ile degerlendirilmis ve FHL2 hastalarindan 38’inde (%95) NK
hiicrelerinde 6nemli 6l¢iide daha diisiik perforin ekspresyonu oldugu saptanmistir. CD107a
degraniilasyon testi ise 50 FHL2 hastasinin 20’sinde, 35 FHL3 hastasinin 18’inde, 7 FHL4
hastasinin 5’inde ve 9 FHLS5 hastasinin 4’iinde gerceklestirilmis olup FHL4 ve FHLS
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hastalarinin tiimiinde (%100) ve FHL3 hastalarinin %79’unda degraniilasyon testi bozuk
saptanmistir. Bu da gostermektedir ki literatiirde FHL, ¢alismamizin aksine, akim sitometrisi

araciligryla yiiksek tan1 alma oranlarina sahiptir.

Mikobakteriyel enfeksiyonlara yatkinlikla seyreden I1L-12 RB1 zincirini etkileyen defekt
akim sitometrisi ile degerlendirilebilir, ancak bu protein T hiicreleri tarafindan yapisal olarak
eksprese edilmediginden sadece T hiicresi aktivasyonunu takiben degerlendirilebilir (73).
Caligmamizda IL12RB1 gen defekti tanist olan hastalardan birinin tanis1 genetik tani dncesi

akim sitometrisiyle CD212 ekspresyon diisiikligii gosterilerek konulmustur.

Calismamizda literatiirdeki mevcut calismalardan farkli olarak, baz1 PIY alt gruplarinin
tani, takip ve tedavisinde avantaj sagladigina inandigimiz akim sitometrik tani tarihi ile
genetik analiz sonug tarihi arasindaki zaman farki incelenmistir. Akim sitometri ile genetik
tan1 arasindaki siirenin 48,6 (0,8-152,8) ay ile en uzun AKIY grubunda ve 3 (0,7-92,4) ay ile
en kisa olacak sekilde sendromik KIY grubunda oldugu hesaplandi. Bunun altinda yatan
nedenin ise genetik analizin rutin olarak yapilmamasi, AKIY hastalarinin tamamina akim
sitometrisiyle tan1 konulabilmesi ve sendromik KIY tanisinda akim sitometrisinin katkisinin
sinirlt olmast ile bu hastalarin tanimlayici klinik bulgularinin olmasi nedeniyle spesifik olarak

genetik analize yonlendirilmesi oldugunu diisiinmekteyiz.

Antikor eksiklikleri grubundaki hastalar hari¢ neredeyse tiim hastalik alt gruplarinin
basvuru ile akim sitometrik tani1 arasindaki siire ortancasi birkag¢ giin ile sinirhi iken; antikor
eksiklikleri grubunda bu siire yaklasik 8 aydi. Akim sitometrik incelemelerin kesin taniya
gotiirme oranlar1 AKIY (%100), AKIY dis1 KIY (%82,8) ve fagositer sistem fonksiyon
bozukluklarinda (%95,6) oldukca yiiksek iken; sendromik KiY’ler, dogal immiin sistem
defektleri, kompleman eksiklikleri, otoinflamatuvar hastaliklar ve kemik iligi
yetmezliklerinde ¢ok diisiikk ve sadece olasi tanisal yonlendirmeler seklinde idi. Madkaikar ve
ark.’nin (41) yapmis oldugu degerlendirmede, son 10 yilda, immiinofenotipleme, spesifik
protein analizi ve fonksiyonel incelemeler dahil olmak iizere akim sitometrik testler
kullanarak 753 PIY hastas1 teshis edilmis ve bu hastalarin 319°u molekiiler olarak karakterize
edilebilmistir. FHL-2, LAD-I ve KGH’yi akim sitometrisine dayali analizlerin altta yatan
genetik kusur igin dogrudan bir ipucu sagladigi PIY ler olarak saptanmistir. Ayrica lenfosit alt
kiimesi analizi, T hiicresi proliferasyonu ve naif T hiicresi belirtecleri AKIY hastalarinm
tanisin1 koymaya yardimci olsa da bozukluga neden olan spesifik genleri tanimlamak i¢in

yeterli olmadig1 vurgulanmaistir.
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Akim sitometrisi PIY tanisindaki éneminin yami sira tedavi yanitini izlemek igin de
kullanilabilir. HKHN’den sonra immiin yapilanmanin degerlendirilmesinde son derece
onemlidir. Belirli bir hiicre alt kiimesinin veya fonksiyonel molekiillerin restorasyonu, basarili
tedavinin kamit1 olabilir (50). Ayrica, dzellikle pozitif aile Sykiisiine sahip hastalarda, AKIY,
LAD, MHC sinif II eksikligi ve KGH gibi belirgin ve iyi karakterize edilmis birgok PIY, 18.
gebelik haftasinda alinan kordosentez oOrnekleriyle dogum oncesi teshis edilebilir. Akim

sitometrisi bu hastaliklarin dogum oncesi teshisi igin hizli ve hassas bir tekniktir (86).

Akim sitometrisi, klinik kullanima girmesinden bu yana ¢ok yol kat etmistir. Tek renkli
analizlerden ¢ok renkli analizlere geg¢ilmis; maliyet ve verimlilik agisindan daha uygun hale
getirilmistir. Oyle ki akim sitometrisi artik tiim diinyada hem klinik hem de arastirma
alanlarinda siklikla kullanilmaktadir. Inceleme sirasinda kullanilan belirteg sayilarindaki artis
ile laboratuvarlarda neredeyse her tiirlii Dbelirte¢ kombinasyonu ayn1 anda
kullanilabileceginden, bu durum biiyiik standartlastirilmis paneller olusturmak i¢in yeni bir

potansiyel saglayacaktir (45).
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8. SONUC VE ONERILER

PIY hastalarinin tamsinda akim sitometrisinin yerini ve ©nemini degerlendirmeyi
amaglayan bu c¢alismada; 2010-2020 tarihleri arasinda Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi
Cocuk Sagligi ve Hastaliklar1 Anabilim Dali, Cocuk Immiinolojisi ve Alerji Bilim Dali’nda
PIY tanisi alarak takip edilmis 1407 hastanin verileri retrospektif olarak degerlendirilmis ve

asagidaki sonuglar elde edilmistir.

1. Tip alamindaki gelismeler ile PIY’lerin spektrumu her gecen giin genislemekte; bu
yiizden yalnmzca klinik ve geleneksel laboratuvar bulgularina dayanarak PIY tanisi
koymak giderek zorlasmaktadir. Genetik analizler molekiiler bir taninin ayirt edilmesini
kolaylagtirabilse de patolojik tabloyu immiinolojik olarak karakterize etmeye ve
molekiiler etiyolojiyi klinik fenotipin yani sira fonksiyon ve immiinofenotipteki
anormalliklerle iliskilendirmeye siliphesiz ihtiyag vardir. Akim sitometrisi, son yillarda
kaydettigi ilerlemelerle birlikte, bagisiklik hiicrelerinin analizi ve karakterizasyonu i¢in
vazgecilmez bir ara¢ haline gelmistir. Bazi durumlarda, spesifik bir taniyr koymaya
yardimer olurken, bazen de altta yatan immiinolojik kusur hakkinda klinik kararlari

destekleyerek klinik sonucu iyilestirecek faydali bilgiler saglamaktadir.

2. Bu calismada, 1407 hastanin 996’sina akim sitometrisi incelemeleri yapilmig olup bu
hastalardan 229°una (%23) akim sitometrisi ile kesin tan1 konuldu. Hasta basvurusu ile
akim sitometrik tani arasinda gecen ortanca siire 4 giin olarak hesaplandi. Antikor
eksiklikleri grubundaki hastalar hari¢ neredeyse tiim hastalik alt gruplarinin basgvuru ile
akim sitometrik tani arasindaki ortanca siiresi birkag giin ile sinirli iken; antikor
eksiklikleri grubunda bu siire yaklasik 8 aydi. Akim sitometri ile genetik tan1 arasindaki
siirenin ortanca 48,6 ay ile en uzun AKIY grubunda; 3 ay ile en kisa olacak sekilde
sendromik KIY grubunda oldugu hesaplandi. Pediatrik bir acil olan AKIY’de, hastalarin
%84,6’s1na heniiz genetik analiz sonu¢lanmadan 6nce akim sitometrisi sonuglari ile tani
konularak nakil yapildig1 goriildii. Tiim bu veriler gostermektedir ki, akim sitometrisi
PIY tamisinda oldukga hizl1 bir yontemdir. Erken tan1 ve heniiz morbiditeler gelismeden
yapilan tedavinin prognozda en énemli faktor oldugu bu hastalarda, akim sitometrisi ile

konulan erken tan1 hayati neme sahiptir.

3. Akim sitometrisi ile kesin tan1 konulma oranlari AKIY (%100), fagositer sistem
fonksiyon bozukluklar1 (%95,6) ve AKIY dis1 KiY’de (%82,8) oldukca yiiksek iken;

sendromik KIY’ler, dogal immiin sistem defektleri, kompleman eksiklikleri,
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otoinflamatuvar hastaliklar ve kemik iligi yetmezliklerinde ¢ok diisiik ve sadece olasi
tanisal yonlendirmeler seklinde idi. Akim sitometri teknolojisindeki gelismeler ve artan
caligmalar ile birlikte akim sitometrisinin tanida sinirli oldugu hastalik gruplarinda da

tan1 koyma yeteneginde artma olacagi inancindayiz.

Ozetle, bu retrospektif calismada, 10 yillik siirede, klinigimizde PIY tanis1 alan
hastalarin yaklasik 1/4’linlin akim sitometrisi uygulamalar1 sayesinde erken ve dogru
taniya, genetik inceleme Oncesinde hizlica ulastirildigi  belirlendi. Akim
sitometrisinin, erken taninin kiiratif tedavi ve prognozda en énemli faktér oldugu PIY
hastaliklarinda ¢cok degerli bir tanisal arag oldugu objektif veriler ile ortaya konuldu.
Daha detayli ve ileri akim sitometrisi uygulamalarinin rutin PIY degerlendirme

protokollerine eklenmesi, tan1 ve prognozda iyilesmeya katki saglayacaktir.
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