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OZET

PRIMER iMMUN YETMEZLIGE SAHiP HASTALARIN KLIiNiK, IMMUNOLOJIK VE
MOLEKULER GENETIK DEGERLENDIRILMESIi VE YENi TANIMLANAN
VARYANTLAR

DR. AHMET BURAK ARSLAN, UZMANLIK TEZI, KONYA, 2022

Amag: Primer immiin Yetmezlik Hastalig1 (PIYH), bagisiklik sisteminde gorev alan unsurlarm,
dogumsal ya da primer gelisim ve olgunlagsma basamaklarini ilgilendiren bozukluklar nedeniyle
meydana gelen, otoimmunite, immundisregtlasyon ve kronik ve/veya yineleyen enfeksiyonlarla
sonuc¢lanan bir hastalik grubudur. Molekiiler taninin zorlugu ve fenotipik smiflandirmadaki
degisiklikler nedeniyle 6zellikle farkli popiilasyonlara ait genomik veri bugiine degin smirl
kalmistir. Bu calismada merkezimizce incelenen tiim hastalarin fenotipik 6zellikleri ve genotipik
altyapilar1 birlikte degerlendirilerek, Tiirk toplumunda goriilen degisimlere dair fikir edinmek,
insidental verilere ulasmak, genotip-fenotip korelasyonuna dair i¢goriimiizii gelistirmek ve daha
once tanimlanmamig varyantlar1 inceleyerek klinik veri ile korrelasyonlarini degerlendirmek

amaclanmustir.

Yéntem: Calismamizda, 2017 ile 2021 yillar1 arasinda Necmettin Erbakan Universitesi Meram
Tip Fakiiltesi Hastanesi Tibbi Genetik Boliimii’ne immiin yetmezlik 6n tanisi ve/veya ilintili
sikayetleriyle bagvurmus ve on degerlendirmeden gecirdikten sonra, DNA izole edilmis, ve
immiin yetmezliklerin tan1 ve takibinde yeri oldugu gosterilmis 64 adet geni igeren bir panel,
NGS (Next Generation Sequencing — Yeni Nesil Dizileme) yontemi ile genetik agidan analiz
edilmis, ve nihayetinde hastalarin fenotipik ve genotipik verileri degerlendirilmistir. Buna ek
olarak ebeveyn caligsmalar1 i¢in belirlenen bdlgelere Sanger dizi analizi ¢alisilmis ve analiz

edilmistir.

Bulgular: Bazi hastalarda birden ¢ok gen degisimi raporlandigindan, 224 hastada olas1 benign,
onemi bilinmeyen varyant, olas1 patojenik ve patojenik smiflarina dahil olan toplam 354 varyant
raporlandi. En sik raporlanan gen DOCKS idi (36 hasta, 10,2%), bunu LRBA (25 hasta, 7.2%),
ATM (24 hasta, 6.9%), TNFRSF13B (20 hasta, 5.8%) ve PRF1 (17 hasta, 4.9%) izlendi.



Sonug: Calismamizda, immiin sistem bozukluklari ile iliskili genlerdeki degisimlerin kapsamli

bir degerlendirmesi yapilmis, patojenitesi bugiine degin netlesmemis veya literatiirde daha 6nce
hi¢ bildirilmemis varyantlar tartisilarak yeni genotip fenotip iligskilendirmeleri yapilmstir. Elde

edilen veriler, literatiire saglayacagi katkinin yaninda bu alanda gelecekte planlanacak

arastirmalar ve hastalara yaklasm i¢in yol gosterici olabilir.
Anahtar Kelimeler: Genetik, Genotip-Fenotip Korelasyonu, Primer Immiin Yetmezlik, Varyant

N.E.U. BAP Proje No: 221518017



ABSTRACT

CLINICAL, IMMUNOLOGICAL AND GENETIC EVALUATION OF PATIENTS WITH
PRIMARY IMMUNODEFICIENCY, WITH IDENTIFICATION OF NOVEL VARIANTS

Background/Aim: Primary Immunodeficiency defines a group of disorders that occur due to
congenital, developmental and/or maturational disruptions of immune system elements; resulting
in autoimmunity, immune dysregulation, and chronic/recurrent infections. Diseases in this group
occur as a result of inherited gene defects that damage the production or structure of the
components involved in the functioning of the immune system. The significance of genetic tests
has been increasingly understood in regard with many aspects of primary immunodeficiencies;
including making a definitive diagnosis, overseeing the prognosis, choosing the treatment
procedure and determining the subtype and finally, genetics has become an indispensable
mainstay in the evaluation of this group of patients in recent years. In this study, by concurrently
evaluating the phenotypic features and the genotypic backgrounds of all patients we aimed to
gain an idea about the changes seen in the Turkish population, to access incidental data, and also
to improve our insight into the genotype-phenotype correlation by reviewing the previously

undefined variants with their clinical data.

Methods: Patients that have applied to Necmettin Erbakan University Meram Medical Faculty
Hospital, Department of Medical Genetics between 2017 and 2021 with pre-diagnosis of
immunodeficiency and/or related complaints were included. After pre-evaluation step consisting
of history and physical examination, patient DNAs were isolated using a previously defined DNA
isolation method from at least 3cc blood in an EDTA tubes. After the isolation, NGS analysis was
performed with the "Primary Immunodeficiency - Celemics Target Capture Kit" containing 64
genes that have been shown to be related with immunodeficiencies. The phenotypic and
genotypic data of the patients were evaluated and were classified according to ACMG (American
College of Medical Genetics) guidelines based on database searches and in-silico analyzes

simulating protein function.

Results: As multiple gene alterations were reported in some samples, a total of 354 variants were

reported in 224 patients, falling into the classes of likely benign, variants of unknown



significance, likely pathogenic, and pathogenic. The most frequently reported gene was DOCK8
(36 patients, 10.2%), followed by LRBA (25 patients, 7.2%), ATM (24 patients, 6.9%),
TNFRSF13B (20 patients, 5.8%) and PRF1 (17 patients, 4.9%).

Conclusion: A comprehensive evaluation of the changes in the genes associated with immune
system disorders was made, and new genotype phenotype associations were established by
discussing the variants whose pathogenicity has not been clarified until now or have never been
reported in the literature before. The data obtained can be a guide for future research and

approach to patients in this field, in addition to its contribution to the literature.

Keywords: Genetics, Genotype-Phenotype Correlation, Primary Immune Deficiency, Variant
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1. GIRIS VE AMAC

Bagisiklik sistemi, insan viicudunu enfeksiyonlardan koruyan, 1800°den fazla gen
tarafindan kontrol edilen kompleks bircok mekanizmanin tamamina verilen addir (Fischer A. Ve
ark., 2016). Primer immiin Yetmezlik Hastaligi (PIYH), bagisiklik sisteminde gorev alan bu
unsurlarin, dogumsal ya da primer gelisim ve olgunlagsma basamaklarini ilgilendiren bozukluklar
nedeniyle meydana gelen, otoimmdinite, immindisregiilasyon ve kronik ve/veya yineleyen
enfeksiyonlarla sonuclanan bir hastalik grubudur. Bu gruptaki hastaliklar, kalitsal gen
defektlerinin, immiin sistemin isleyisinde gorevli yapilarin iiretim veya yapisini bozmasi sonucu

gergeklesir ve biiyiik cogunlugunun sorumlu gen degisimi tanimlanmistir.

Son yillarda hem siniflandirmanin genislemesi ve yeni hastalik tanimlamalarmin bu
spektruma eklenmesi, hem de molekiiler genetik tetkiklerin yaygmlasmasi ve bu hastaliklarla
iligkili oldugu gosterilmis genlerin sayisinin artmasiyla, primer immiin yetmezliklerin sanilanin

aksine nadir bir hastalik grubu olmadigi ortaya ¢ikmistir.

2022 yilinda yapilan son siniflandirmada primer immiinyetmezlikler, fenotipik olarak 10
smifa ayrilmis bulunmaktadir (Tablo 2.1). 1970’den bugiine kadar siniflandirmanin gegirdigi
degisimler, tanimlanan gen sayisindaki masif artis, gruplandirma niteliginin degisimi ve ayrmnti
seviyesi dikkate degerdir. Son siniflandirmada kemik iligi yetmezligine sebep olan hastaliklar ve
genler ayr1 bir tablo olarak yaymlanmistir. Bu siniflandirmada, ¢ogu ¢ok nadir izlenmekle

birlikte, bu hastaliklarla iliskisi gosterilmis 500°e yakin gen tanimlanmustir.

Primer immiin yetmezliklerin tanisinin konulmasindan baslayarak, prognoz tayini, tedavi
stirecinin belirlenmesi ve alt tip belirlenmesinde genetik tetkiklerin 6nemi git gide artmis (Raje N
ve ark., 2014; Picard C, Fischer A., 2014) ve nihayetinde bu grup hastalarin degerlendirilmesinde
genetik vazgecilmez bir yer almistir. Bu hastalik grubuyla iliskilendirilmis genetik defektlerin
biiylik cogunlugunu niikleotit degisimleri olusturmaktadir ve niikleotit degisimlerini gostermede
en sik kullanilan ve degisimleri gosterme sansi en yiiksek olan yontem Yeni Nesil Dizileme
(Next Generation Sequencing - NGS) teknigidir. Ote yandan, NGS teknolojisinin yaygimn olarak

kullanimmin yalnizca son birka¢ senedir miimkiin olmasi, ve fenotipik siniflandirmadaki



degisiklikler nedeniyle ozellikle farkli popiilasyonlara ait genomik veri bugiine degin sinirh
kalmistir. Bu c¢alismada, immiin yetmezlikle iliskili genler arasindan Klinikte en c¢ok
karsilastigimiz genlerin biiylik ¢ogunlugunun, tiim ekzon ve intronlarmin en az 20x derinlikte
analiz edilmesini igeren 64 genlik bir panel kullanilmistir. (Tablo 2.2). Bu sayede primer immun
yetmezlik klinigi olan hastalarin fenotipik o6zellikleri ve genotipik altyapilar1 birlikte
degerlendirilerek, Tiirk toplumunda goriilen degisimlere dair fikir edinmek, insidental verilere
ulagmak, genotip-fenotip korelasyonuna dair i¢gorimuzu gelistirmek ve daha Once
tanimlanmamis varyantlar1 inceleyerek klinik veri ile korelasyonlarint degerlendirmek
amacglanmistir. Ek olarak, genetik yapi toplumlar arasinda 6nemli farklar gosterdiginden, Tiirk
toplumunda yapilmis boylesi bir caligmanin, Anadolu’da yasayan niifusun primer immiin
yetmezlikle iliskisi gosterilmis genleri, bu genlerde en sik karsilasilan degisimler ve diger

popiilasyonlardan klinik iligskilendirme agisindan farklar1 anlaminda 6nemli bir yeri olacaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Immiin Sistem

Immiinite kelimesi, kokenini latince “immunitas” sdzciigiinden alir (“im” (olumsuzluk
onciilii) ve “munis” (sorumlu olma); immunitas: sorumlu olmama hali, muaf olma durumu). Bu
kelime milattan onceleri, Roma Imparatorlugu’nda yasayan bir kimsenin, vergi ve diger
yuktumlultklerden muaf olma halini betimlemek i¢in kullanilirken, tip literatiiriindeki karsiligima
yakin olan ilk kullaniisgina MS (milattan sonra) 60 yilinda Romali sair Marcus Annaeus
Lucanus’un, Jiil Sezar ile Gnaeus Pompeius Magnus arasinda yasanan savaslari anlattigi
“Pharsalius” eserinde rastlanmaktadir; Lucanus burada; goriiniise gore yilan zehirlerine
bagisikligi oldugunu diisiindiigii bir kuzey Afrika kabilesini anlatmaktadir.

Tip terimi olarak kullanilmaya devam eden bu kelime ile olusturulan “immiin sistem”
tabiri, guniimizde vicudun enfeksiyonlar ve viicut i¢in “yabanci” olarak algilanan antijenik
etmenlerle olan etkilesimine aracilik eden hiicre, doku, organ ve bunlarin iirettikleri maddelerin
toplaminin olusturdugu kompleks bir ag1 tanimlar. Fizyolojik olarak; bir antijene immin sistemin
yanit verme durumunun Onciilii; bu yapinin viicudun kendinden olan ile kendinden olmayan
ayrimmin yapilmasidir; bu ayrim her zaman kusursuzolmadigindan ve kimi zaman immin sistem
self antijenlere yanit vererek otoimmiinite cevabi olusturdugundan, immiin sistem taniminin
yalnizca enfeksiyonlara verilen cevap ile smirli kalmadigma dikkat edilmelidir. Bu sistem, beyaz
kan hiicreleri, timus, dalak, tonsiller, lenf diiglimleri, lenf damarlar1 ve kemik iligi gibi lenf
sisteminin organlarini ve dokularinin tamamini igerir ve bu organ, yapi ve sistemler arasinda
karmagsik bir ag bulunmaktadir. Bu ag, temelde dogal ve edinsel bagisiklik sistemi olarak ikiye

ayrilmaktadir.

2.1.1 Dogal Bagisiklik Sistemi

Canlinin hiicrelerinde germline olarak kodlanmis, ve bir enfeksiyon veya antijen

varligindan bagimsiz olarak siirekli eksprese edilen, enfeksiyon daha meydana gelmeden var
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oldugu i¢in bu sayede yabanci ajanin viicut i¢erisine girisini takiben hizli fakat spesifik olmayan
bir sekilde yanit verilebilmesini olanakli kilan, non-klonal ve gesitliligi sinirli hiicre ve sitokinler
biitiinlinii tanimlar. Bu sistemin, tam sayis1 bilinmemekle birlikte 1000 kadar antijenik yapiy1
tanidig1 distiniilmektedir. Dogal bagisiklik, temelde 1) Epitel ve epitel tarafindan salgilanan
antimikrobiyal kimyasallar, 2) Hiicre elemanlar1 ( makrofaj, nétrofil, dendritik hiicreler, mast
hiicreleri, natural killer (NK) hiicreler ve lenfoid serinin dogal bagisiklik elemanlar) 3)
Kompleman sistem ve inflamasyonun diger mediatorlerini kapsayan kan proteinleri olarak
ayrilmaktadir. Patojenler tarafindan iiretilen molekiilleri ve doku hasarindan sonra ortaya ¢ikan
yikim Uriinlerini, bir¢cok reseptdr vasitasi ile taniyarak, sitokinler, enzimler ve hiicre fonksiyonlar1
aracilifi ile cevap verir. Dogal bagisiklik sisteminin primer yanit1 akut inflamasyondur; bu yantt,
cevapta gorevli lokositlerin ve plazma proteinlerinin ekstravazasyonu sonrasi, sozkonusu dokuda
birikmesi, ve doku yikimi, diizenlenmesi, fagosit aracilikli patojen yikimi gibi lokal etkilerinin
yaninda, viicut sicakliginin ytikselmesi gibi sistemik efektor fonksiyonlarmi gostermesi anlamina
gelir [Sonnenberg GF, Artis D, 2015]. Dogal bagisiklik sisteminde gorev alan proteinleri
kodlayan bir¢ok gen tanimlanmistir; 6rnegin, calismamizin gen setinde de var olan ELANE geni,
notrofil ve diger dogal hiicrelerin yapisinda bulunan nétrofil elastaz enzimini kodlar, bu enzim

non spesifik doku diizenlenmesinde 6nemli gérevler Ustlenmektedir.

2.1.2 Edinsel Bagisiklik Sistemi

Adaptif immiin sistem olarak da adlandirilan bu alt grup; lenfosit ad1 verilen hiicrelerden
ve bu hiicrelerden salgilanan protein ve sitokinlerden olusan dogal bagisiklik sistemine kiyasla
yavas fakat etkene spesifik yanit olusturan bir immiin elemanlar biitiiniidiir. Kompleks yapidaki
sayisiz antijenin determinant (epitop) adi verilen yapilarini taniyan farkli klonal hiicreler,
antijenlerin taninmasindan sonra ¢ogalarak (klonal ekspansiyon) bu antijene kars1 gii¢lii bir yanit
olusturabilmenin yolunu acarlar. S6zkonusu klonal se¢ilim ve ekspansiyon siiregleri tiim
antijenler icin tekrarlanabilir, bu da antijenlere 6zgii yanitin olusmasmm temelini olusturur.
Edinsel (adaptif) bagisikligin bir diger temel ve kritik ozelligi de hafiza fonksiyonu
gosterebilmesidir. Dogal bagisiklik sisteminin aksine, uzun 6miirlii hafiza B hiicreleri sayesinde
daha dnceden karsilasilmig bir antijene hizli ve daha kuvvetli bir yanit verilebilir. Edinsel immun

sistem, yabanci antijenlere yanit verirken, vicudun kendi antijenlerine kars1 tepkisiz kalmalidir
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(tolerans), bu tolerans mekanizmasinda yasanabilecek her tiirli aksaklik ve anormallik,
otoimmiin hastaliklar ad1 verilen ve viicudunkendinden olana yanit vermesi esasina dayanan bir
grup rahatsizligin gelisimi ile sonuglanabilir. Bu nedenle otoimmiin hastaliklar immiin sistem

bozukluklari igerisinde tanimlanmaktadir.

2.2 Primer immiin Yetmezlik Hastaligi1 (P1YH)

2.2.1 PIYH Tanmmi ve Insidansi

Insan immiin cevabinda herhangi bir basamakta gdrevi oldugu bilinen 2000 kadar gen
bulunmaktadir. 1970 yilinda baslayan, ve en sonuncusu 2022’de yaymlanan Uluslararasi
Immiinoloji Dernekleri Birligi raporuna gore, (IUIS-PID Classification Committee) giinimiizde
bu grupta yer alan 485 farkli hastalik mevcuttur (Tangye SG ve ark., 2022). Yeni hastaliklarin
tanimlanmasi, genetik dizileme teknolojilerinin yayginlagmasi ve immiinoloji alaninda yapilan
calismalarin say1 ve niteliginin de artmasiyla birlikte, daha 6nce nadir hastaliklar olarak bilinen
immiin yetmezliklerin diinyadaki esas sikliklarinin 1/1000- 1/5000 kadar yiiksek olabilecegi
gosterilmistir (Zhang Q, ve ark., 2017) Cogunlugu resesif kalitimli hastaliklar oldugundan,
akraba evliliklerinin yaygin oldugu toplumlardaki goriilme sikliklarinin 6zellikle yiiksek olmasi
beklenmektedir. Tiirkiye’de akraba evlilik orami hakkinda kapsayici bir veri bulunmamakla
birlikte, daha Once bildirilen yaymlarda evliliklerin 35% kadarmin akraba evliligi oldugu
gosterilmistir (Alper OM. Ve ark., 2004). Tiirkiye’de, genetik tetkiklerin heniiz yaygmlasmadigi
yillarda yapilan bir ¢calismada primer immiin yetmezlik sikliginin 3/10.000 oldugu gdsterilmis,

(Kilic SS. Ve ark., 2013) ve aktiiel oranin bunun {izerinde oldugu tahmin edilmektedir.

Smiflandirmanin esasinin genetik degisimlere gore olusturuldugu, ve erken tani ile erken
baslangich tedavinin siirviyi arttirdigi géz oniine alindiginda (Modell ve ark.2016) ,tanida en

onemli yere sahip olan genetik tetkiklerin kritik dnemi 6zellikle 6n plana ¢ikmaktadir.



2.2.2 Primer Immiin Yetmezlik Kategorileri ve Alt Siniflar

A. Kombine Immiin Yetmezlikler

1. T-B+ Agir Kombine Immiin Yetmezlik
2. T-B- Agir Kombine Immiin Yetmezlik

3. Kombine Immiin Yetmezlik, hafif seyirli

B. Sendromik Bulgularin Eslik Ettigi Kombine immiin Yetmezlikler

1. Konjenital Trombositopeni Eslikli Immiin Yetmezlikler
DNA Tamir Defektleri (A bendi kapsaminda olmayanlar)
Konjenital Anomali Eslikli Timik Defektler
Immiino-osse6z Displaziler

Hiper-IgE Sendromlari

Vitamin B21 ve Folat Metabolizmasi1 Defektleri
Immiinyetmezlik ve Anhidrotik Ektodermoplazi (EDA-ID)

© N o g bk~ D

Kalsiyum Kanal Defektleri
9. Diger Defektler

C. Antikor Eksikliginin On Planda Oldugu Immiinyetmezlikler

1. B hiicrelerinin 6nemli 6l¢iide azaldig1 veya olmadigi, tiim serum
immiinoglobulin izotiplerinde siddetli azalma, agamaglobulinemi

2. En az 2 serum immunoglobulin izotipinde ciddi azalma, normal
veya diislik sayida B hiicresi, CVID fenotipi

3. Normal sayida B hiicresi ile birlikte serum IgG ve IgA
seviyelerinde ciddi azalma, normal / ylksek IgM seviyeleri

4. Normal sayida B hiicresi ile birlikte izotip, hafif zincir veya

fonksiyon kusurlar1

D. Immiindisregiilasyon Hastaliklar

1. Ailesel Hemofagositik Lenfohistiositoz (FHL) sendromu

2. Hipopigmentasyon eslikli FHL sendromlar1

3. Regulatuar T hiicre defektleri

4. Lenfoproliferasyon Eglikli & Lenfoproliferasyon Esliksiz




Otoimmiinite Bozukluklar1

5. Kolit ile birlikte immdin disregiilasyon

6. Otoimmin Lenfoproliferatif Sendrom (ALPS, Canale- Smith
Sendromu)

7. EBYV enfeksiyonuna ve Lenfoproliferasyona Yatkmlik

E. Konjenital Fagosit Say1 ve Fonksiyon Bozukluklar1

1. Konjenital Notropeniler
2. Motilite Defektleri
3. Respiratuar Patlama Defektleri

4. Diger Lenfoid olmayan defektler

F. Intrensek ve Dogustan Immiinite Kusurlar1

Myobakteriyel enfeksiyonlara mendelyan yatkinlik
Epidermodisplazi Verriikiformis

Agir Viral enfeksiyonlara yatkinlik

Herpes Simpleks Ensefaliti

Invazif Fungal enfeksiyonlara yatkmlik

Mikokitan6z Kandidiasis Yatkinligi

N o g s~ e

Bakteriyel Enfeksiyonlara Duyarlilik, Toll-Like Reseptdr Sinyal
Yolag1 Defektleri

8. Non-Hematopoietik Dokularla ilintili diger dogustan immiinite
kusurlar1

9. Lenfositlerle alakali diger dogustan immiinite kusurlar1

G. Otoinflamatuar Hastaliklar

1. Tip 1 Interferonopatiler
2. Inflammasome kompleksi ile alakali bozukluklar

3. Inflamasome dis1 bozukluklar

H. Kompleman Defektleri

I. Kemik ligi Yetmezlikleri

J. Dogustan Immiinyetmezlikleri taklit eden fenokopiler

Tablo 2.1: Primer Immiinyetmezlikler 2022 TUIS Siniflandirmasi (Tangye SG ve ark., 2022)



2.2.2.1 Kombine Immiinyetmezlikler

Kombine immiinyetmezlikler, B hiicre say1 ve fonksiyonlarina gore ikiye ayrilir: Agir

Kombine immiinyetmezikler ve Daha hafif seyirli kombine immiinyetmezlikler.

Agir kombine immiin yetmezlikler (SCID'ler), bozulmus T lenfosit farklilagmasi ile
karakterize edilen bir grup kalitsal hastalik igerir. Bu hastaliklar, DiGeorge sendromunda
yasandig1 gibi, timus organogenezindeki basarisizligin aksine, lenfosit farklilagma siirecindeki
intrensek bozukluklardan kaynaklanir. T yardimci hiicrelerinin yoklugu, B hiicrelerinin normal
antikor yanitlar1 olusturmasini Onleyerek, duruma adini veren hiicresel ve hiimoral, yani
"kombine™ defekte yol acar. Buna ek olarak B hiicreleri de intrensek olarak etkilenebilir. Son 30
yilda, SCID'lerin genetik ve molekiiler heterojenitesi giderek daha iyi karakterize edilmistir.
Tipik vakalar, gen kusuruna bagl olarak diger lenfosit alt gruplarinda kusurlarla birlikte kan ve
lenfoid organlarda T lenfositlerinin tamamen yoklugu ile karakterizedir. Hipomorfik

mutasyonlara sahip bazi varyantlarda, T hiicre farklilasmasi kismen korunur. (Fischer A. ve ark,
2015)

Hafif Seyirli Kombine Immiinyetmezlikler ise, bazi gen degisimleri, gercek SCID
kusurlarindan farkli olarak, T hiicrelerinin hayatta kalmasina ve sistemik dolasimina izin verir,
ancak T hiicresi islevini bozar (B hiicreleri i¢cin yardimci islevleri dahil); ve nihayetinde ortaya

¢ikan bozukluklar kombine immiin yetmezlikler olarak siniflandirilir (Fischer A. ve ark, 2015).

2.2.2.2 Sendromik Bulgularin Eslik Ettigi Kombine Immiinyetmezlikler

Sendromik immiin yetmezliklerde, immiin anormallikler genellikle sendrom teshis
edildikten sonra tanimlanir. immiin yetmezlik baslica klinik problemi temsil etmeyebilir ve
immin defektler hepsinde mevcut olmayabilir. Wiskott-Aldrich sendromu ve ataksi telenjiektazi
gibi cesitli genetik bozukluklar, hem birincil hem de sendromik immiin yetmezlik kategorilerine

girebilecek bozukluklar olarak nitelendirilebilir. Bu sendromlarda, hem Kkarakteristik organ



disfonksiyon bulgulari, hem de belirgin iyi tanimlanmig bir immiinyetmezlik fenotipi bir arada
goriilir. Bu hastaliklar genelde bir klinik belirtiler spektrumu olarak tanimlanir; ve molekiiler
olarak patojenik bir varyant saptanan her birey sézkonusu hastaligi tiim belirtilerini bir arada
gostermeyebilir; belirtiler bu hastalarin varyanta ve diger genetik degisimlere bagli olarak
degismekle birlikte, yalnizca bir kisminda gdzlenir. Bu fenotiplerdeki immiinyetmezlik klinigi,
hatali embriyogenez, metabolik siire¢ dahil olmak iizere bir¢ok farkli siirecteki bozukluga bagli

olarak ortaya ¢ikabilir (Jyonouchi S ve ark, 2020)

2.2.2.3 Antikor Eksikliklerinin Baskin Oldugu Immiinyetmezlikler

Serum proteinlerinin yaklasik %20's1, enfeksiyon ajanlarmna karsi yanitta dnemli yere
sahip olan imminoglobulinlerdir. Bu fonksiyonel antikorlar, B hiicrelerden salgilanir, ve B
hiicrelerinin gelisimi, B hiicre uyaranlari, B hiicre reseptorii ve tiim bunlarin geri kalan immun
sistem elemanlar1 ile saglikli etkilesimi sonucu iretilebilirler; dolayisiyla immiinglobiilin
eksiklikleri ile B hiicre defektleri i¢ icedir. Bu kusurlar, degisken derecelerde B-hiicre kaybu,
serum immiinoglobulinlerinin azalmasi veya yoklugu ve/veya antikor fonksiyonunun kaybi ile
sonuglanir. Tiim immiinglobiilin seviyeleri diisiik saptanabilecegi gibi, yalnizca bazi alt tiplerin
yoklugu veya diisiikliigii ile karakterize sendromlar da mevcuttur ve bu parametre degisimleri
ayririct tamida Onemli yer tutar. Primer olarak B-hicreleri ve imminglobulinlerle ilintili
immiinyetmezlikler, genellikle baslangi¢ yasi, klinik parametreler, siddet ve kalitim sekli ile diger
immiin defektlerden ayirt edilebilir. Bu grup vakalarda tekrarlama egilimi gosteren ve siklikla
gbzlenen enfeksiyonlar, daha ¢ok firsat¢1 bakteriler ve siddetli viral enfeksiyonlarla karakterize T
hiicre ve / veya kombine immiin yetmezliklerin aksine, kapsiillii bakteri enfeksiyonlaridir (Smith
T, Cunningham-Rundles C, 2019)

2.2.2.4 Immiin-disregilasyonlar

Immiin disregiilasyon olarak adlandirilan bu alt grupta, immiin “yetmezlik” lerden farkl1
olarak, tekrarlayan enfeksiyonlar ve bunlarin olusturdugu morbiditelerin aksine, immin sistemin

isleyigsindeki kusurlar ve direkt olarak bunlarla iligkili bulgular 6n plandadir. Bu, sézkonusu



hastaliklarda tekrarlayan enfeksiyon ve agir kombine immiin yetmezlik bulgularinin tamamen
olmadig1 anlamima gelmemekle birlikte, bunlar izlense dahi siddeti veya prognozu daha hafiftir.
En bagta da bahsedildigi gibi, ektrensek antijen yapilarini intrensek olanlardan ayirrmak immiin
sistemin en temel regiilasyon basamaklarindan biri oldugundan, bu ayrimin bozulmasi sonucu
ortaya ¢ikan otoimmiin hadiseler immiindisregiilasyonlara temel bir 6rnek teskil eder. Bir diger
mekanizma olan T-regilatuar hiicre kusurlar1 da, birden ¢ok sistemde izlenebilecek muhtelif
bulgular ortaya c¢ikarabilir. T-regiilatuar hiicre disfonksiyonu ile karakterize hastaliklara
“tregopati”ler de denmektedir (Cepika AM ve ark, 2018). Bazi otoinflamatuar ve
hiperenflamatuar tablolar da immiindisregiilasyon kapsamina girer. Kimi vakalar atopik yanitta
artig ile karakterize iken, bazi immiindisregiilasyonlarda temel hadise, “debrisopati” olarak da
adlandirilmalarma yol agan, hiicresel artiklarin (debris) fagositer sitem elemanlar1 tarafindan
ortadan kaldirilmasindaki kusurlardan kaynaklanir. Otoimmiin lenfopoliferatif hastalik (ALPS)
spektrumunda oldugu gibi, malign olmayan lenfosit sayisal artiglar1 ve buna bagl olarak ortaya
cikan bulgular da immiindisregiilasyon ¢atis1 altindaki bir diger grubu teskil eder. ALPS’lerde
malign olmayan transformasyon sdzkonusudur, ama bazi immiindisregiilasyonlar hematolojik
malinitelere de zemin hazirlayabilir ve bunlar acgisindan risk teskil edebilir (Chandrakasan S ve
ark, 2019) Bolgesel immiin disregiilasyonlar da kendilerine ait bir fenotipik Oriintii olusturabilir,
intestinal immin disregiilasyon sonucu ortaya ¢ikan monogenik inflamatuar bagirsak hastaliklar1
bu grup i¢in iyi bir Ornektir. Son olarak, birden ¢ok immiindisregiilasyon yolaginda ortaya
cikabilecek ¢oklu anomaliler, veya farkli regiilasyon yolaklarinin kesisiminde oldugundan tek
basina multiple klinik bulgular ortaya ¢ikarabilecek defektler de bu alt grup igerisinde tanimlanan

hastaliklarda izlenebilir (Chan AY ve ark, 2020).

2.2.2.5 Fagosit sayist velveya fonksiyonu ile ilgili konjenital bozukluklar

Notrofil ve makrofajlarin dahil oldugu immiin sistem elemanlar1 fagositler olarak
isimlendirilir. Bu kelime, fago (antik yunancada “yemek” ) ve sit (hiicre) kelimelerinin
birlestirilmesinden tiiretilmistir. Bu yanlis bir tanimlama da degildir, ¢iinkii fagositlerin primer
gorevi, mikroplarin ve hasarli dokularin ingesyonu ve ortadan kaldirilmasidir. Bu sureg,
fagositlerin enfeksiyon ve doku hasar1 olan bolgeye toplanmalari ile baglar, daha sonra s6zkonusu

ajanlarin fagositozuna degin siirer. Fagositoza ek olarak, fagositler salgiladiklar sitokinlerle hem

10



diger fagositlerin, hem de fagositer sistem diginda kalan diger immiin sistem elemanlarinin
yanitlarin1 da diizenler (Abbas ve ark, 2018). Bu sistemin 2 temel bileseni, notrofiller ve
monositlerdir. Her ikisi de kemik iliginde iiretilen, kana salinan ve nihayetinde inflamasyon
bolgelerinde izlenen bu 2 hucre, bu benzerliklerinin yanisira 6nemli farklara da sahiptir.
Notrofillerin yanitlar1 hizlidir ve yasam siireleri kisadir, bu hizli yanitlarda temel olarak
sitoskeletal yeniden diizenlenmeler ve enzimler iglev goriir. Buna karsilik monositler, dokulara
ekstravaze olup makrofajlara doniismeleri gerektiginden yanit siireleri daha uzundur, fakat
dokudaki farklilanmis makrofajlarm yasam siireleri de nétrofillere gore belirgin derecede
uzundur. Makrofajlar konaga yanitta nétrofillerde oldugu gibi var olan hiicre elemanlarinin
kombinasyonlarmni degil, temel olarak gen diizeyinde kontrol edilen ve sézkonusu duruma 0zel
olarak isleyebilen gen ifadelerini kullanirlar(Dale DC ve ark, 2008).

Fagosit kusurlarinin en temel alt tipini, konjenital nétropeniler olusturur. Bu hastalik,
genetik kusurlardan kaynaklanan, ikincil bir sebebe bagimli olmaksizin notrofil sayisinin
periferik kanda 1500/mm®iin altma diismesi olarak tanimlanir. 1000/ mm®’iin altindaki nétrofil
sayis1 orta siddetli ndtropeni olarak adlandirilirken, 500/ mm® ve alt1 agir ndtropeni olarak
tanimlanmaktadir. Hastalar siklikla, genel olarak mukozal yiizeylerde izlenen tekrarlayan
bakteriyel enfeksiyon klinigi ile basvurur. Periodontit, aftéz stomatit, gingivit ve abseler de
siklikla izlenme egilimi gosterir. Solunum yolu hastaliklar1 ve otit gibi komplikasyonlar da
azimsanmayacak derecede sik gozlenebilir. Bazi konjenital ndtropenilere ndérolojik bulgular,
gelisme geriligi ve intelektiiel disabilite gibi sendromik bulgular da eslik eder. Kimi ndtropeniler
kronik ve sabit bir seyir izlerken, bazilar1 relaps ve remisyonlarla ilerleyen siklik notropeni

fenotipi gosterebilirler (Sporr J ve ark, 2019).

2.2.2.6 Dogal Bagisiklik Sistemi Bozukluklari

Plasmodium Vivax, sitma adiyla bilinen, ve insanlik tarihi boyunca en ¢ok 6liime sebep
olan Malaria hastaliginin etkenidir. Bu parazit, eritrositler igerisinde gec¢irdigi yasam dongiisii
boyunca, onlara hasar vererek hastaligin atesli nobetleri basta olmak tizere karakteristik seyrine
neden olur. Insanlik tarihi boyunca onunla birlikte evrimlesen bu hastaligin etkeninin bir parazit
oldugu ise ancak 20. yiizyilda tanimlanabilmistir. Bu doneme kadar digaridan bakildiginda ¢ok

iyi bilinen ger¢eklerden biri de, kimi insanlarin malaria enfeksiyonuna kars1 direngli oldugu, veya
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cok hafif atlattig1 idi. Bunun molekiiler sebebi ile ilgili ilk agiklama ise, 1976 yilinda, Miller ve
arkadaslar1 tarafindan yapilan ¢aligmada ortaya konmustur, buna gore insan eritrositlerinde bir
antijen olarak yer alan Duffy antijeninin determinanlar1 eksprese edildiklerinde Plasmodium
Vivax eritrosite penetre olabilmektedir, fakat bu antijenlerin sunulmadigi durumlarda
Plasmodium Vivax enfeksiyonuna dogal bir direng gosterilmektedir (Miller LH ve ark., 1976).
Bu ve benzeri ¢aligmalarin Onciiliik etmesiyle, gecen yillar i¢inde bir¢ok tek gen degisiminin
yarattig1 antijenik, molekiiler ve proteomik farkliliklar nedeniyle kimi hastaliklara karsi direng,
kimi hastaliklara karsi da duyarlilik olusturdugu gésterilmis, ve nihayetinde bu ve benzeri dogal
bagisiklik sistem kusurlari,immiinolojinin onemli alt basliklarindan biri haline gelmistir

(Casanova JL ve ark, 2015).

2.2.2.7 Otoinflamatuvar Hastaliklar

Dogal bagisiklik sistemi, organizmayi distan gelen tehditlere karsi koruyacak sekilde
evrimlesmistir. Tehdidin tanimlanmasi, ayristirilmasi, ona karsi tepki olusturulmasi ve elenmesi
gibi birbiri ardina gelen ve bir¢ok farkli mekanizmayla kontrol edilen bu siirecin dogru baslamasi
icin ilk adim, ekzojen ile endojen olanin, yani yabanci olan ile organizmanin kendisine ait olanin
ayirt edilmesidir. Iste bu ayirt etme noktasindan baslayarak, inflamasyon yanitmnm nihai olarak
verilmesi arasinda gecen siire¢ boyunca, primer olarak adaptif immiin sistem basamaklarinda
degil, dogal immiinite basamaklarinda gelisen ve sonu¢ olarak provoke edilmemis bir oto-
inflamasyon yanitia yol agan kusurlarin tamamina otoinflamatuvar hastalik adi verilmistir (Ben-
Cherit E ve ark, 2018). Primer kusurun dogal bagisiklik sistemi igerisinde olmasi kosulu
onemlidir, ¢iinkii adaptif immiinitede olusan ve benzer tablolarla sonuglanan kusurlara
otoimmiinite terimi Steden beri kullanilmaktadir. Bu noktada otoimmiinite ve otoinflamatuvar
tabirlerinin ayrilmasinda temel unsurun dogal-adaptif sistem ayrimi oldugu akilda tutulmalidir.
Klinik, “sebepsiz bir tepki” ile 6zetlenir, bu tepkinin en temel bileseni, hastaliklarmn ¢ogunda
goriilen, ve degisen dereceler ve sikliklarda ortaya g¢ikan atestir. Abdominal bulgular, eklem
sikayetleri ve kiitanoz manifestasyonlar genel tablonun diger karakteristik bilesenlerini 6zetler,
bunlar bu grup hastalarin ¢ogunda benzer sekilde izlenebildiginden taniy1 zorlastirabilir ve kafa
karistirict olabilir. Bu nedenle molekdiler analiz vazgegilmez bir 6neme sahiptir. Cogu durumda,

otoinflamatuvar hastaliklar monogenik bir arka plana sahiptir ve son yillarda gittikce daha da
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fazla tanimlanan patojenik mekanizmalarin bilinirliginin de artmasiyla molekiiler taniya
gidilebilir, fakat bunun yaninda bazi otoinflamatuvar tablolarin multigenik veya multifaktoriyel
oldugu, her ne kadar provokasyondan bagimsiz olarak tanimlansalar da siirecin ekzojen uyarilarla

baslayabildigi veya prognozunun degisebildigi unutulmamalidir.

2.2.2.8 Kompleman Sistemi Bozukluklart

“Kompleman sistemi” tabiri, patojenleri opsonize etmek (isaretlemek) i¢in, direkt olarak
veya antikorlar tarafindan uyarildiktan sonra, bir dizi reaksiyona girip inflamasyonu indiikte
ederek enfeksiyonla savagsmaya yardimci olan ¢ok sayida farkli plazma proteininin olusturdugu
kompleks bir ag1 tanimlar. Bu sistem, dogal bagisikligin temel elemanlarindan biri olmasinin
yanisira, adaptif bagisikliga momentum kazandirmak suretiyle, biitiinciil bir islev edinir. Bakteri,
virus, fungi gibi patojen organizmalarin, veya apoptotik & nekrotik hiicrelerin fragmanlarmin
opsonizasyonu, bu materyallerin fagositer sistem elemanlar1 tarafindan uzaklastirilmasi igin bir
mihenk gorevi gorerek, sireci spesifiklestirmenin yaninda, hizlandirir. T ve B hiicrelerin
aktivitelerini de diizenleyerek, dogal ve adaptif immiin sistem arasinda bir koprii gérevi gortir.

Hasarli dokularin yeniden insas1 ve diizenlenmesinde de rol alir (Mayilyan KR ve ark, 2012).

Kompleman sistemi, mekanizma itibariyle tige ayrilir. Bunlardan ilki olan klasik
kompleman sistemi, bazi bakteri ve viriislerin viicuda girisiyle uyarilir. C1q kompleman proteini
isaret¢i olarak gorev goriir ve bir dizi kompleman protein aktivasyonunu tetikler. Bu sireg,
membran atak kompleksinin olusumu, ve nihayetinde patojenin ortadan kaldirilmas: ile
sonuclanir. ikinci kompleman mekanizmasi, sonu itibariyle birincisiyle aymi iken, baslangici ile
ayrilir, bu kez tanima molekiilii C1q degil, fikolin grubu molekiillerdir: Bu molekiller kompleks
pattern tanima parcaciklaridir ve genis bir bakteri alt tiirii yelpazesinin hiicre zarinda karbonhidrat
yapilarma baglanmalar1 sonucu kompleman kaskadi baslatilmis olur. Ugiincii ve son mekanizma
—alternatif kompleman yolagi olarak da adlandirilir-, bakteri, virus ve fungilere ek olarak 1gG
depozitleri tarafindan da uyarilir, ve C3b proteininin akkiimiilasyonu sonucu baslatilir. Tiim bu
stirecler kompleman kaskadinin birgok molekiil ve 40’tan fazla gen tarafindan kontrol edilen

yolaklarmi olusturur.
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2.2.2.9 Kemik Iligi Yetmezlikleri

Primer immiin yetmezliklerin bu sinifi hematopoietik defektlerden kaynaklanan immiin

sistem elemanlarinin say1 ve iglev azliklarmi tanimlar.

2.2.2.10  Primer Immiinyetmezliklerin Fenokopileri

Immiin yetmezlik benzeri klinik yapmasina ragmen immiin sistemde molekiiler kusur

bulunmayan durumlari tanimlar. Bu ¢alismanin kapsamu igerisinde degildir.

2.3 Primer iImmiin Yetmezlikler ve Genetik iliskisi

Primer Immiin Yetmezlikler, tanimlanmis 400°den fazla gen iliskilendirmesi ile birlikte,
biiyiik bir genetik hastalik ailesini olusturur, ve ¢ogunlukla, hastalarin net tanisi i¢in genetik
yontemlerle sorumlu gen degisiminin gosterilmesi gerekir. Saptanan genetik degisimin niteliginin
belirlenmesi, klinik yonetiminde de 6nemli bir rol oynar. 10 farkli gruba ayrilan primer immiin
yetmezlik hastalik ailesinin, her alt tipi icerisinde, birbirinden tani, tedavi, prognoz ve takip
anlaminda onemli farkliliklar gosteren onlarca farkli klinik tablo mevcuttur, ve neredeyse her
zaman bu spesifik fenotiplerin ayriminda yegane yol genetik mekanizmanin tanimlanmasidir.

Genetik degisimler temelde 2’ye ayrilir: Dizi degisimleri, ve kopya sayist degisimleri.
Dizi degisimleri “genin niteligindeki” degisimleri tanimlar: gen dizisi igerisindeki her koordinat
pozisyonunda referans genoma gore bulunmasi gereken bir niikleotidin bagka bir niikleotide
doniisii dizi degisimi olarak tanimlanir. Kopya sayist varyantlar1 ise “genin niceligindeki
degisimler” dir. Otozomlar iizerindeki her bdlgeden 2 allel, cinsiyet kromozomlarinda ise
cinsiyete gore 1 veya 2 allel bulunmalidir ve bu normdan sapmalar kopya sayisi degisimi olarak
isimlendirilir.

Kopya sayist degisimleri, primer immiin yetmezliklerin tanisinda birinci basamak, ya da
en degerli tetkik olmasalar da, baz1 hastaliklarin tanisinda kritiktir, 6rnegin siklikla karsilagilan ve
immun yetmezliklerin en bilinen sebeplerinden biri olan DiGeorge sendromunun tanisi igin

gereklidir. Yalnizca bununla da kalmaz, 6rnegin IL25 (interleukin-25) geninde yasanan kopya
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sayis1 degisimlerinin de primer immiin yetmezlik fenotipine yol actig1 gosterilmistir (Green MR
ve ark, 2011). Fakat bu az sayidaki 6rnek ne kadar Oonemli olursa olsun, primer immiin
yetmezliklerin nedeni olan gen degisimlerinin, kopya sayis1 degisimlerinden ziyade, ¢ok biiyiik
oranda dizi degisimi oldugu goéz Oniine alindiginda, hastalarin incelenmesinde esas kritik
basamagin farkli dizi analizleri arasinda se¢im yapma geregi oldugu ortaya ¢ikar.

DNA’nin dizi degisimlerinin incelenmesinde 3 temel yontem akist s6z konusudur.
Bunlardan ilki olan Sanger dizileme, genomda spesifik olarak incelenmesi istenen ve PCR
kosullarinda stabil kalabilecek uzunlukta (geleneksel olarak 300-600 nt arasi) bir bdlgenin
incelenmesi olanagini saglar. Bu teknikte, polimerizasyon sirasinda ortamda 4 temel element
bulunur: izole DNA fragmentleri, arastirilacak bdlgeye uygun primerler, florofor isaretli di-
deoksiniiklotidler (ddNTP) ve deoksiniikleotidler (dANTP). ddNTP’lerin yapisinda, dNTP’lere
kiyasla, riboz alt birimlerinin 3 karbonundaki hidroksil grubu eksiktir. Bu eksiklik sonucu, zincir
uzamast sirasinda ddNTP baglanmis bir zincire, DNA polimeraz bir sonraki nikleotidi
baglayacagi sozkonusu hidroksil grubunu bulamayacagindan bu zincirin uzamasi durur.
Ortamdaki farkli zincirler, ANTP baglanirken uzamaya devam eder, rastgele bir noktada ddNTP
baglandiginda ise uzamalar1 bitecektir. Bu prensipten faydalanarak, yeterli sayida siklus ve DNA
fragman1 varlhiginda, her zincirin sonunda bir ddNTP molekiilii olacak sekilde farkli uzunlukta
zincirler elde edilir. Her ddNTP molekiilii iizerinde, icerdigi baza (adenin, timin, guanin ve
sitozin) gore degiskenlik gosteren bir florofor isaret bulunmaktadir. Bu, s6zkonusu zincirin hangi
niikleotidle bittigini anlamaya yarar. Takip eden bir kapiller elektroforez basamagi ile zincir
uzunluklarmin da ayrilabilmesi sonucu, hangi uzunluk diizeyinde hangi niikleotidin oldugu
anlasilir, ve bunlarin uygun siraya dizilmesi sonucu ortaya arastirilan bolgenin dizisi ¢ikmis olur.
(Mullikin JC, McMurragy AA, 1999). Sanger dizileme, neredeyse 40 senelik tarihinde hep
kullanilagelmistir, en basta tiim dizi analizlerinin temeli olmakla birlikte, tek seferde yalnizca
kisith bir bolgeyi dizileyebilmesi, emek-yogun olmasi ve kisitliliklar1 nedeniyle son yillarda
yalnizca saptanan bolgelerin dogrulanmasinda ve ebeveyn calismalarinda kullanilmaktadir; bu
calismalarda spesifik bolge belirli oldugundan ve koordinat aralig1 itibariyle daha genis bir alanin
analizi gerekmediginden bu yontemi kullanmak akla yatkindir.

Fakat insan viicudundaki genler, binlerce niikleotid uzunlugunda olabilir, ve genetik
hekiminin giinliik pratiginde arastirilan hastaliklarin biiyilik bir kismi, bir genin tek bir bolgesine

bakilarak tani koyulabilecek hastaliklar degildir. Bir genin tamami, bir gen ailesi, belli bir
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hastaliktan sorumlu bircok gen, veya bilinen fonksiyonel genlerin tamaminin dizilenmesi
gerektiginde, sanger sekansin yetersizligi ortaya cikar; bu nedenle dizileri elde etmede hem
maliyeti, hem zamani, hem de emegi azaltacak yeni teknolojilere ihtiya¢ duyulmustur. Iste tam da
bu sebeple, dizileme isleminin paralellestirilmesine dayanarak binlerce hatta milyonlarca dizinin
ayni anda okunmasina olanak taniyan yiiksek performansli “Yeni Nesil Dizileme” (NGS) ortaya
cikmistir. (Garrido-Cardenas JA ve ark, 2017). Gilinliimiizde, kiitliphane tasarimi, sekans
reaksiyonu, sinyal tespit metodolojisi, performans, okuma uzunlugu ve derinligi, kapsam,
iniformite ve kullanilan ekipmanlar gibi pek cok acidan farkliliklar arzeden bir¢ok NGS
platformu bulunmaktadir. Hepsinin ortak noktasi ayni anda birden ¢ok koordinat araliginin
incelenmesine izin vermek oldugundan, hangi NGS teknolojisi kullanilirsa kulanilsin, bir¢ok gen
ayn1 anda dizilenebilir. Bu prensip 2 temel sekilde pragmatize edilebilir, bunlardan ilki ve
nispeten geleneksel olani, 6n taniya gore hazirlanan “gen setleri” (panel, kit, set dizayni gibi
isimlerle de adlandirilir) nin ¢alisilmasidir. Calismamiza sézkonusu hastalik grubu ele alinacak
olursa, tekrarlayan enfeksiyon sikayeti olan bir hastada, immiinyetmezliklerden sorumlu genlerin
ayni ¢alismada dizilenerek hastanin molekiiler mekanizmasmin arastirilmas: buna 6rnek olarak
verilebilir. Boylesi bir metod hedefe yonelik genleri igerip digerlerini icermediginden maliyet-
etkinlik acisindan basarili olmakla birlikte, gen setine dahil edilecek olan genlerin se¢imi,
bunlarin sdzkonusu hastalikla uyum saglayip saglamayacagi ve gen setinde olmayan bir
degisimin goriilememesi gibi onemli dezavantajlara da sahiptir. Bu noktada iyi calisilmis bir
genetik hastalik ailesi olmasi, hakkinda diizenli yaymlanan uzlagma raporlar1 ile sorumlu genlerin
olduk¢a net bir sekilde ortaya konmasi ve bunlarin disinda kalan genlerle immiinyetmezlikler
arasinda iliski kurulmamasi sebebiyle harici genlerin ithmal edilebilirliginin yiiksek olusundan
dolay1 bu tip ¢alismalar immiinyetmezlik hastalar1 i¢in uygun olarak kabul edilebilir. Fakat
kompleks sendromik olgular, net bir fenotiple ortiismeyen dismorfolojik tablolar ve literatiirde
yeterince iyi tamimlanmadig1 diisiiniilen hastaliklarda, NGS tabanli ikinci temel bakis agis1 olan
genis ¢apl dizileme analizleri 6nemli yararlar saglayabilir. Bu analizler de kendi iginde 3 temel
smifa ayrilmaktadir: Genotip fenotip korelasyonu nispeten daha iyi olan genlerin secilerek
(yaygin olarak 3000-6000 gen arasi) bunlarin ekzonlarinin incelenmesi prensibine dayanan CES
(Clinical Exome Sequencing — Klinik Ekzom Sekanslama), tlim genlerin ekzonik kisimlarinin
incelenmesine olanak taniyan WES (Whole Exome Sequencing / Biitiin Ekzom Dizileme) ve tiim

genlerin ekzonik ve intronik kisimlarinin incelenmesi anlamima gelen WGS (Whole Genome
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Sequencing, Butiin Genom Dizileme). Bu metotlar, nispeten maliyeti yikselmekle birlikte,
bahsedilen dezavantajlarin asilmasi noktasinda kiymet arz eder. Bazi arastirmacilar, immiin
yetmezlikli olgularda da CES/WES/WGS temelli yaklagimlar benimsemistir, ve yaygin pratik
kullanimda da karsilik gérmiistiir.

Yukarida sayilan, proband 6zelindeki tiim bu kazanimlari1 saglamasinin yaninda genetik
yontemler, dogasi geregi, kalitimin anlagilmasina giden yolda anahtar rol iistlenir. Saptanan bir
genetik degisimin kalitim goziiyle degerlendirilmesi olduk¢a 6nemlidir; oncelikle ve en basit
olarak, bu degisime sahip baska bir aile bireyi varsa onun da tani alabilmesine yarar. Yalnizca
bununla da kalmaz, var olandegisimin nasil bir kalitim desenine sahip oldugunu bilmek,
degisimin kendi dogasi hakkindaki fikirleri de etkiler. Bir cocukta izlenen monoallelik bir
degisimin, ailenin bagka saglikli bireylerinde de izlendigini gérmek, bu varyantin monoallelik
durumda hastalik ortaya c¢ikarmayabilecegi ile alakali kiymetli bir veri sunabilir. Veya
monoallelik formda hastalik ortaya ¢ikarmadigi ve bu durumdaki birgok bireyin saglikli oldugu
izlenen bir varyantin 3. Dereceden akraba ebeveynlerin benzer fenotip gosteren 2 ¢ocugunda
homozigot olarak izlenmesi, kuvvetli bir tantya yardimci olabilir. Calismamiza sanger analizinin
dahiledilmesi ve bireylerin ebeveynlerinin sozkonusu varyant agisindan incelenmesi, bu ve buna
benzer niteliklerin géz ardi edilmemesine katkida bulunmustur.

Tim bu veriler 1s5181nda, immiinyetmezliklerin dogasmin anlasilmasinda genotip
verisinin en O6nemli parametre oldugu goriilmektedir. Bu amagla ¢alismamizda, toplumda
goriilme sikliklari, takip ve prognoz parametrelerinde degiskenlik olusturabilme potansiyelleri,
ayirici tanilarin kritik basamaklarimda rol oynayabilmeleri ve tedaviye giden yolda yol
gostericilik saglamalar1 gibi pragmatik 6zellikleri nedeniyle secilen 64 genlik bir panel

kullanilmistir. S6zkonusu genler ve 6zellikleri asagidaki gibidir.

2.4 Calisilan Genler

Caligmamiza dahil olan genlerden RAG1 ve RAG2 genleri, V(D)J rekombinasyonunda
kilit rol oynar, dolayistyla immunoglobulin ve T-hicre reseptdr iiretiminde rol alirlar. (Schatz
DG, Oettinger MA, Baltimore D., 1989). RAG1, rekombinasyon surecinde direkt ve aktif bir

gorev lstlenir. Hem c¢ift zincir kirig1 olusumu ve neticesinde siiregiden rekombinasyon ¢atalina
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izin verilmesi, hem de bu rekombinasyon siirecinde kritik oldugu gosterilmis H3K4
trimetilasyonuna, kromatin 3 boyutlu yapisini degistirerek zemin hazirlamasi, onu bu siirecin
vazgegilmez bir komponenti yapar. RAG2 bu aksiyona direkt katilmamakla birlikte, RAG1 ile bir
kompleksolusturur ve varligi tiim katalitik aktiviteler i¢in gereklidir. Iste bu sekilde olusan
sozkonusu Rag kompleksi yalnizca VDJ rekombinasyonunda gorev almakla kalmayip, ayni
zamanda B hcre allelik eksklizyon slrecine dahil olarak, B hiicre olgunlagmasi sirasinda tek bir
immiinglobiilin eksprese edilmesi ve nihayetinde monoklonalite olusumu siirecinde de 6nemli bir
rol alir, bu, literatiirde B hiicre ilintili fenotiplerle iliskilendirilmesinin de temelini olusturur.Bu
genler literatirde Omenn Sendromu, B hiicre negatif Agir Kombine Immiin Yetmezlik,
granilomlarla ilerleyen kombine immin yetmezlik ve otoimmiinite ile iliskilendirilmistir
(Corneo, B ve ark. 2001; De Ravin, S ve ark., 2010). Omenn sendromu, Klinikte 6nemli kabul
edilen, ve hipereozinofili ile ilerlemesi bakimindan, kan parametreleri ile ayirici taniya
gidilebilen 6nemli bir fenotip olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bu kompleks defektlerinde goriilen
otoimmiiniteye, agir sitomegaloviriis enfeksiyonlarinin da eslik edebildiginin gosterilmesi, not
diisiilmesi gereken bir diger onemli klinik o6zelliktir. Clinvar ve Uniprot gibi veritabanlari
incelendiginde, bu gendeki patojenik varyantlarin biiyilk ¢ogunlugunun missense varyantlar

oldugu izlenmektedir.

Bir diger ¢alisilan gen olan ATM geni, fosfatidilinositol-3 kinaz ailesine mensup DNA
tamiri ve hicre siklus kontrolinde gorevli bir protein olan “Ataksi Telenjicktazide Mutant
Protein” ikodlar. Bu protein esasinda, giines 15181, apoptoz, ve muhtelif genotoksik streslere yanit
olarak TP53 gibi tumar stpresor proteinleri harekete gecirerek bir nevi DNA hasar sensori gibi
gOrev yapan bir serin-treonin kinazdir. DNA’da bir ¢ift zincir kirig1 saptadiginda, histon H2AX’I
fosforile edip, BRCA, MRN kompleks ve TP53 gibi proteinleri sozkonusu bdélgeye intikal
ettirmek suretiyle ¢ift zincir tamir siirecini baglatir. Buna ek olarak fosforile ederek diizenledigi
20’den fazla gen iizerinden, vezikiil tasinimi, T hiicre gelisimi, ndrolojik fonksiyonlar, histon
mRNA degredasyonu ve kromatin yeniden diizenlenmesinde de gorev almaktadir. Ayrica, her bir
B-lenfosit (zerinde eksprese edilen B-hicresi antijen reseptori (BCR) klonalitesini ve
neticesinde monospesifik tanima siirecini gerceklestirmek i¢in tek bir immiinoglobulin agir zincir
alelinin ekspresyonunu gerektiren bir stre¢ olan B hiicre alelik ekskliizyonunda da rol oynar.
ATM geninin homozigot germline patojenik varyantlar: ataksi telenjiektazi klinigine yol acar.

Ataksi-telanjiektazi klinigi, esas olarak merkezi sinir ve bagisiklik sistemlerini etkileyen bir
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tablodur. Bu bozukluk, erken ¢ocukluk doneminde, genellikle 5 yasindan Once baslayan
koordinasyon hareketlerinde ilerleyici zorluk (ataksi) ile karakterize edilir. Etkilenen g¢ocuklar
tipik olarak yirime guchigii, denge ve el koordinasyonunda sorunlar, istemsiz sarsintili
hareketler (kore), kas segirmeleri (myoklonus), ve sinir fonksiyonlarinda bozukluklaryasarlar.
Buna ek olarak ataksi-telanjiektazili kisilerde genellikle zayiflamis bir bagisiklik sistemi vardir ve
cogu kronik akciger enfeksiyonu gelistirir. Ayrica, neoplazilere, 6zellikle de hematopoietik hiicre
neoplazilerine yakalanma riskleri de yiiksektir. Etkilenen bireyler, tibbi rontgenler de dahil olmak
izere radyasyona maruz kalmanim etkilerine karsi ¢ok hassastir. (Vorechovsky ve ark., 1997;
Stredrick ve ark., 2006). Clinvar ve Uniprot gibi veritabanlar1 incelendiginde, bu gende klinikle
iligkilendirilmis varyantlarin biiyiik ¢ogunlugunun fonksiyon kaybi yaratan varyantlar oldugu

gorulmektedir, bircok missense varyant da tanimlanmistir.

MREI11/RADS50 ¢ift zincir kirigr tamir kompleksi iinitelerinden biri olan p95-nibrin
proteinini kodlayan NBN geni de ¢alismamizda incelenmistir (Carney J. ve ark., 1998).NBN,
MRE11 veRADS50 genleri, birlikte bas harflerinin akronimi olan MRN kompleksini olusturur; bu
kompleks, tek zincir endonikleaz ve 3-5’ spesifik ekzonlkleaz aktivitesi gostererek, cift zincir
kirik tamiri, DNA rekombinasyon diizenlenmesi, telomer biitiinliiglinlin korunmasi ve hiicre
siklus kontroliinde kritik gorevler tistlenir. NBN genindeki patojenik varyantlarn 3 farkl
fenotiple iliskisi gosterilmistir. Bunlardan en kritik ve kapsamli olani Nijmegen Breakage
Sendromudur (NBS) (Varon R ve ark., 1998), bu sendrom kisa boy, mikrosefali, intelektiiel
disabilite, baz1 dismorfik bulgular ve immiinyetmezlik ile karakterizedir. Immiin sistemdeki
defekt, kan parametrelerine bakildiginda kendini 6zellikle IgG ve IgA seviyelerinde diisiikliik ile
belli eder. Etkilenmis bireylerin T hiicre sayilar1 da diisiik olabilir. Tiim bunlarin nihai klinik
yansimast en sik tekrarlayan iist solunum yolu enfeksiyonlari1 olarak viicut bulur. Bunlara ek
olarak, nibrin proteininindefektif oldugu boylesi bir sendromda DNA tamir mekanizmasinda da
bozukluklar olmas1 neticesinde, bu hastalarin neoplazilerle karsilasma ihtimalleri de belirgin bir
bicimde artmustir (r6latif risk 50 olarak bildirilmektedir). Hastalarin yarisina yakini, genelde 15
yasindan da dnce non-hodgkin lenfoma tanist alirlar. Bunun disinda medulloblastom, gliom ve
rabdomyosarkom gelisimine kars1 da tetikte olunmalidir. Kadin hastalarda primer amenore
gelisimi de beklenmektedir. NBN geni ayn1 zamanda aplastik anemi (Shimada H ve ark. 2004) ve
Akut Lenfoblastik Lésemi (Varon R. ve ark.,, 2001) fenotipleri ile de Klinik olarak
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iliskilendirilmistir. Bu gende tanimli varyantlarin neredeyse tamami fonksiyon kaybi yaratan

frameshift gibi varyantlardir.

TBX1 geni, ortak bir DNA baglayici domain paylastiklari i¢in bu adla isimlendirilen T-
box genlerinden biridir. Sozkonusu T-box genleri, gelisimsel siireclerin diizenlenmesinde yer
alan 6nemli baz1 transkripsiyon faktorlerini kodlar. Embryolojik gelisimin erken basamaklarmdan
itibaren farengeal arkus gelisiminde, 6zellikle de bu bolgedeki kan damarlariin dogru 3 boyutlu
konumlandirilmasinda kritik yeri vardir. Onemli bir sendromik immiin yetmezlik sebebi olan
DiGeorge sendromu ile iligkilendirilmistir. Bu sendrom temelde farengeal arkus gelisiminin
bozulmasinin sonuglarmin bir kombinasyonudur: bunlar arasindan paratiroit hipoplazisi, buna
bagl gelisen hipokalsemi, timik gelisim defekti ve kalp ¢ikis yolu anomalileri hastaligin temel
ozniteliklerini tammlar (Chieffo C ve ark., 1997). Ik ve en iyi tanimlanan fenotipik gdsterim
bahsedilen Di George sendromu olmakla birlikte, TBX1 gen defektleri esasen farengeal arkus
gelisim defekti neticesinde ortaya c¢ikan bir spektrum olusturur ve bu nedenle bu genin klinigi
tanimlanirken, son yillarda ortaya ¢ikabilecek klinik 6zelliklerin akroniminden olusan CATCH22
ifadesi literatiirde siklikla yer bulmustur (ingilizce karsiliklar1 ile CATCH22: kardiyak defektler,
anormal yiiz 6zellikleri, timik hipoplazi, yarik damak, hipokalsemi ve 22.kromozom ilintisi).
TBX1 geninin tizerinde bulundugu 22. Kromozom koordinat araligi, proksimal ve distal
uclarinda igerdigi lokus kontrol bdlgeleri kombinasyonlar1 nedeniyle non-allelik homolog
rekombinasyon gelisimine nisbi 6l¢lide yatkin oldugundan delete olabilir, ve TBX1 delesyonu ile
benzer bir klinik kombinasyon ortaya ¢ikabilir. Bu nedenle NGS yontemiyle TBX1 geninde
defekt saptanmamasinim, CATCH22 kisaltmasinda verilen fenotipleri karsilayan hastalarda
klinigi dislayict olmadigi, ve boylesi bir senaryoda mikro dizinleme gibi kopya sayisi

degisimlerini gosterebilen bir tetkikin endike oldugu akilda tutulmalidir.

Sitokin aktivasyonunu takiben, tiim STAT ailesi iiyelerinde oldugu gibi g¢ekirdege
migrasyon gostererek spesifik DNA elementleriyle etkilesime giren ve sitokin aracili
degisikliklerdekritik rol oynayan 7transkripsiyon faktériinden birini kodlayan STAT3 geni de
klinikle siklikla karsilasildigindan dolay1 ¢alismamizda dahil edilmistir (Milner JD et al., 2015).
Bu transkripsiyon faktor ailesi (STAT lar: sinyal transdiiserleri ve transkripsiyon aktivatorleri),
birgok sitokin reseptori igin sinyal iletim mekanizmasmim temelini olugturan JAK-STAT sinyal
zincirinin parcasidir. Bu ailedeki proteinler, IFN'ler, EGF, ILS, IL6, HGF, LIF ve BMP2 dahil
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olmak {lizere cesitli sitokinlere ve biiyiime faktorlerine yanit olarak, JAK’lar tarafindan
fosforilasyon yoluyla aktive edilir. Literatirde 2 fenotip ile iliskilendirilmistir. Bunlardan ilki
olan “infantil baslangi¢li multisistemik otoimmiin hastalik”, insiiline bagimli diabetes mellitus,
otoimmiin enteropati ve ¢olyak hastaligi dahil olmak iizere birgok organi etkileyen bir otoimmin
belirtiler spektrumunun erken ¢ocuklukta baslamasi ile karakterizedir. Etkilenmis bireylerde kisa
boy, spesifik olmayan dermatit, hipotiroidizm, otoimmin artrit ve puberte tarda da izlenebilir.
(Flanagan, S ve ark., 2014). Bu genin sebep oldugu bir diger klinik ise Hiper Immunglobulin E
tekrarlayan enfeksiyon sendromu” dur. Bu tablo, immiin yetmezlik, kronik eozinofili, kaba yiiz
goriiniimii, anormal dis gelisimi, eklem esnekliginde artis ve tekrarlayan kemik fraktiirleri ile
karakterize nadir bir bagisiklik ve bag dokusu bozuklugudur. (Minegishi Y ve ark., 2007). Bu

gende tanimli varyantlarin neredeyse tamamini missense varyantlar olugturmaktadir.

PGM3 geni, bir glikozilasyon enzimi olan ve insan viicudundaki proteoglikanlarin
olusumunda Onemli gorevler iistlenen fosfoglukomutaz -3 enzimini kodlar.Bu enzim hem
glikojen olusumu, hem de onun metabolik yolaklarda kullanilmasini saglar. Bu gendeki
defektlerle birlikte olusan proteoglikan defekti sonucu viicuttaki birgok sistemin etkilendigi, ve
immiin sistem hiicrelerinin maturasyon ve fonksiyonunun da altere oldugu gdsterilmistir. Iliskili
fenotiplerden ilki,imminyetmezlik-23 fenotipidir. Bu tablo, kombine bir immiinyetmezligin
yanisira, lokopeni, kemik iligi yetmezligi, iskelet sistemi defektleri, biiylime gelisme geriligi, bazi
dismorfik yuz &zellikleri, ve persistan enfeksiyonlar ile karakterizedir. Bu hastalarda ayni
zamanda IgE ve IgA seviye artiglari, bunlara bagli atopik dermatit ve egzema gibi bulgular, ve
notrofil kemotaksis bozukluklar1 da gosterilmistir (Stray-Pedersen A. Ve ark., 2014). Literaturde
olduk¢a az sayida tanimli varyant mevcuttur, ve bunlar fonksiyon kaybi yaratan varyantlar ile

missense varyantlardir.

BTK geni, B lenfosit gelisimi, farklilagsmasi ve sinyal yolaklar1 i¢in vazgecilmez bir non-
reseptdr tirozin kinaz olan Bruton Tirozin Kinazi kodlar. Antijenlerin B hiicresi antijen
reseptoriine (BCR) baglanmasi sonrasi, fosfolipaz-C'yi gesitli bolgelerde fosforile eder, ve nihai
olarak kalsiyum mobilizasyonu yoluyla protein kinaz-c ailesi proteinlerinin aktivasyonuyla
sonuglanacak bir sinyal yolagini baglatir. BTK, ayni1 zamanda, Toll benzeri reseptér (TLR)
yolagmin bir bileseni olarak bagisiklik hiicrelerinin islevinde 6énemli bir rol oynar. TLR yolu,

patojenlerin tespiti ve konak savunmasmin aktivasyonu i¢in ¢ok onemlidir. Ozellikle dalak B

21



hiicrelerinde TLR9 aktivasyonunun diizenlenmesinde kritik bir molekiildiir. BTK’nin immiin
sistem i¢in bir diger 6nemi de, yuzlerce genin ekspresyonunu diizenlemede rol alan NF-kappa-B
transkripsiyonunu da regiile etmesidir. X’e bagimli agammaglobiilinemi klinigi ile
iliskilendirilmistir (Vetrie D ve ark., 1993). Literatiir incelendiginde, tanimli varyantlar arasinda

hem missense, hem de fonksiyon kayb1 varyantlar1 bulundugu goriilmektedir.

TNFRSF13B (Tumor necrosis factor receptor superfamily, member 13b) diger adiyla
TACI (Transmembrane activator and caml interactor) geni, timor nekrosis faktor reseptor
ailesinin bir Uyesidir. NF-kappa-B ve AP-1'in aktivasyonuna aracilik eder. B ve T hiicre
fonksiyonunun uyarilmasi ve humoral bagisikligin diizenlenmesinde rol oynar. (Wu Y ve ark.,
2000). Hipogamaglobulinemi, tekrarlayan bakteriyel enfeksiyonlar ve antikor yanit1 olusturmada
eksiklik ile karakterize bir primer immiin yetmezlik olan yaygin degisken immiinyetmezlik 2
(Castigli E ve ark., 2005) ile iligskilendirilmistir. Fenotip, B hiicresi farklilagsmasinin
basarisizligindan ve immiinoglobulinlerin salgilanmasinin  bozulmasindan kaynaklanir;
dolasimdaki B hiicrelerinin sayis1 genellikle normal araliktadir, ancak diisiik de olabilir. Ayni
zamanda IgA eksikligi-2 fenotipi ile de iliskisi mevcuttur (Castigli E ve ark., 2005).
Veritabanlarinda tanimli az sayida varyant mevcuttur, daha once hi¢cbir kodlanmayan varyantin
saptanmamasi dikkate deger olmakla birlikte, en sik varyantlarin da fonksiyon kaybi yaratan

varyantlar oldugu izlenmistir.

FOXP3 geni, bir transkripsiyon regilatorii olan Forkhead Box Protein B3’ii kodlar.
Duzenleyici T hucrelerinin (Treg) gelisimi ve inhibe edici islevi i¢in ¢ok Onemli bir
modiilatordiir. (Bettelli E ve ark., 2005) Treg hiicrelerinin tam baskilayici iglevi ve stabilitesinin
yani sira, diger T hiicrelerinin gelisimi ve islevini dogrudan modiile ederek bagisiklik sisteminin
homeostazinin siirdiiriilmesinde énemli bir rol oynar. (McMurchy AN ve ark., 2013). Diger
transkripsiyon faktdrleri, histon asetilazlar ve deasetilazlar ile etkilesimlerine bagli olarak bazen
transkripsiyon inhibitor, bazen de transkripsiyonel aktivator olarak hareket edebilir (Li B. ve ark.,
2007). Bu gendeki biallelik patojenik varyantlarm, yenidogan baslangigli insiiline bagimli
diabetes mellitus, tekrarlayan enfeksiyonlar, sekretuar diyare, trombositopeni, anemi ve egzama
bulgular1 ile karakterize “Immunodysregulation, polyendocrinopathy, and enteropathy, X-linked
(IPEX)” fenotipine neden oldugu gosterilmistir (Kobayashi I ve ark., 2001). Bu gende tanimh

varyantlari 6nemli bir boliimiinii missense varyantlarin olusturmasi dikkate degerdir.
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CTLA4 geni, T hiicre yanitlarmin ana negatif diizenleyicisi olarak islev goren inhibe
edici bir reseptor olan Sitotoksik T-lenfosit protein 4’ti kodlar (Teft WA ve ark., 2006). Bu
reseptoriin ligandlariyla olan etkilesimi, T hiicre fonksiyonlarini sinirlandirici, ve bir inflamasyon
durumunu bu mekanizma sayesinde regile edici bir fonksiyon gosterir. Literatiirde Diabetes
mellitus, ¢olyak, hashimoto tiroiditi ve sistemik lupus eritematosusa yatkinlik gibi birgok
fenotiple iliskilendirilmesinin yani sira, immunolojik olarak, bu gendeki monoallelik patojenik
varyantlarin otoimmdinite, immin yetmezlik, lenfoproliferasyon ve immin dizensizlik (IDAIL)
’e neden olabildigi de gosterilmistir (Schubert D ve ark., 2014). Immunolojik fenotip olan IDAIL,
oldukea degisken prezentasyon ve Klinik belirtileri olan otozomal dominant kompleks bir immin
bozukluktur. One ¢ikan 6zellikler arasinda siklikla hipogamaglobulinemi ile iliskili tekrarlayan
enfeksiyonlar, otoimmiin sitopeniler gibi otoimmiin bulgular, akcigerler, beyin ve gastrointestinal
sistem dahil olmak iizere lenfoid olmayan organlarin anormal lenfositik infiltrasyonu yer alir.
Laboratuvar calismalar1 siklikla lenfopeni ve anormal T veya B hiicre alt gruplar1 varligini
gosterir. Sozkonusu tiim bu degisken Ozellikler, immiin homeostazda rol oynayan Treg
hiicrelerinin islev bozuklugunun nihai bir sonucudur. Fonksiyon kaybi yaratan varyantlar, bu
gende tanimli patojenik varyantlarn biiyiik boliimiini olusturur; missense ve kodlanmayan

varyantlar da tanimlanmaistir.

LRBA geni, bagisiklik sisteminde gorevli effektér proteinlerin polarize sekresyonunu ve
/ veya membran birikimini saglamak i¢in sinyal transdiiksiyonu ve vezikiil trafigini koordine
etmede rol alan bir protein olan “Lipopolisakkarite duyarli beige benzeri Protein”i kodlar (Wang
JW ve ark., 2001). Ekspresyonu B hiicrelerinde ve makrofajlarda bakteriyel lipopolisakkaritler
tarafindan indiiklenir. Kodlanan protein, protein kinaz A ile birlesir ve hiicre i¢i vezikiillerin,
immiin efektdor molekiillerin salgilanmasina ve/veya zarda birikmesine yardimci olan aktive
edilmis reseptdr komplekslerine ydnlendirilmesinde yer alir.Bu gendeki biallelik patojenik
degisimler, otoimmiinite eslikli yaygin degisken immiin yetmezlik — 8 klinigi ile
iliskilendirilmistir.Etkilenen kisilerde erken c¢ocukluk ddneminde tekrarlayan enfeksiyonlar,
ozellikle de solunum yolu enfeksiyonlar1 goriiliir ve ayrica idiyopatik trombositopenik purpura,
otoimmiin hemolitik anemi ve inflamatuar barsak hastaligi dahil olmak {izere gesitli otoimmiin
bozukluklar gelisir. Fenotip, aileler icinde bile olduk¢a degiskendir. Laboratuvar caligmalar1
CD4+ T diizenleyici hiicre eksikligi, azalmis B hiicreleri ve hipogamaglobulineminin de

aralarinda yer aldigi degisken bulgular gosterir. (Lopez-Herrera G ve ark., 2012). Bu gende
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tanimli varyantlarin ¢ok biliylik bir ¢ogunlugu fonksiyon kaybi yaratict olmakla birlikte,

kodlanmayan varyant sikligimin missense varyantlara gore daha fazla olusu dikkate degerdir.

F12 geni, kan pihtilagmasi, fibrinoliz, bradikinin {iretimi ve anjiyotensin olusumunun
baglatilmasina katilan bir serum glikoproteini olan faktor 12’yi (Hageman Faktorii) kodlar (Cool
DE.ve ark., 1987).. Pihtilagma faktorleri VII ve XI'i aktive eder.Bu gendeki monoallelik patojenik
degisimlerin herediter anjiyoddem tip 3’e neden oldugu bildirilmistir. Bu tablo, sadece kadinlarda
goriilen kalitsal bir anjiyoddem tablosudur. Ust solunum yolu ve gastrointestinal traktm, yiiziin,
ekstremitelerin ve genital organlarm subkiitan veya submukoz dokusunu tutan epizodik lokal
siglik ile karakterize otozomal dominant bir hastaliktir. Kalitsal anjiyoddem tip 3, C1 esteraz
inhibitoriiniin hem konsantrasyonunun hem de fonksiyonunun normal olmasi bakimindan tip 1 ve
2'den farklidir. Bu tablo, yiiksek Ostrojen seviyeleri ile hizlandirilir veya kotiilestirilir. F12
degisimleri, s6zkonusu bu tablo ile otozomal dominant olarak iliskilendirilmistir (Dewald G,

Bork K., 2006).Bu gende taniml1 varyantlarin 6nemli bir cogunlugu missense varyanttir.

SERPING1 geni, plazma protez C1 inhibitér proteinini kodlar. C1 kompleksinin
aktivasyonu, Cl-inhibitoriiniin kontrolii altindadir. Clr veya Cls proteazlari ile proteolitik olarak
inaktif bir stokiyometrik kompleks olusturur. Kompleman aktivasyonu, kan pihtilagmasi,
fibrinoliz ve kinin olusumu dahil olmak iizere 6nemli fizyolojik yolaklarin diizenlenmesinde
onemli bir rol oynar. Ayn1 zamanda FXIIa, kimotripsin ve kallikreini inhibe eder (Aulak KS ve
ark. 1993). Literatiirde 2 farkl klinik ile iliskilendirilmistir. Bunlardan ilki, st solunum yolu ve
gastrointestinal yolagin, yiiziin, ekstremitelerin ve genital organlarin subkiitan veya submukoz
dokusunda, epizodik lokal sislikler ile karakterize otozomal dominant bir bozukluk olan herediter
anjioddem tablosudur. C1 esteraz inhibitorii eksikligine bagh bu kalitsal anjiyoodem klinigi,
bulgular itibariyle aymrt edilemeyen iki formdan olusur. Kalitsal anjioddem tip 1'de C1 esteraz
inhibitoriiniin serum seviyeleri azalirken, tip 2'de seviyeler normal veya yiiksektir, ancak protein
fonksiyonel degildir (Davis AE 3 ve ark, 1993). Tanimli patojenik varyantlar missense ve

fonksiyon kayb1 yaratici olabilmektedir.

GFI1 geni, histon deasetilazlarm aktivasyonu yoluyla hematopoietik sistemde gorev alan
bircok genin regiilasyonu vasitasiyla bu hiicrelerin gelisim ve farklilasmasmi denetleyen, bir
transkripsiyon repressorudir (Zweidler-Mckay PA ve ark., 1996). Notrofil farklilagsmasini
diizenler, lenfoid hiicrelerin ¢ogalmasi ve graniilosit gelisimi i¢in gereklidir. RELA (RELA
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Proto-Oncogene, NF-KB Subunit) 'y1 antagonize ederek endotoksin aracili Toll like reseptor
(TLR) enflamatuar yanitini diizenler (Sharif-Askari E ve ark., 2010). Bu gendeki monoallelik
veya biallelik patojenik varyantlar, periferik kan nétrofil sayilarmnda diisiis (< 0.5 x 10° ),
graniilopoezde promiyelosit seviyesinde olgunlagsma arresti ve erken baglangicli siddetli
bakteriyel enfeksiyonlar ile karakterize bir hematopoez hastaligi olan “Otozomal dominant agir
konjenital notropeni” klinigi ile iliskilendirilmistir (Person RE ve ark., 2003). Yine bu genin
patojenik varyantlari ile yetiskinlerde izlenen, ilkine nazaran daha hafif bir nétropeni klinigi ile
seyreden, ancak bazi hastalarda 16semi riskini arttirdigi tespit edilen “Yetiskin baslangigh
dominant non-immiin kronik noétropeni” klinigi ile iliski de bildirilmistir (Person RE ve ark.,
2003). Veritabanlarinda olduk¢a az sayida varyant tanimlanmis bu gende, tanimlanan

varyantlarm tamaminin missense varyantlardan olustugu goriilmektedir.

2

JAGNI geni “protein jagunal homolog —1” ad verilen bir endoplazmik retikulum
transmembran proteinini kodlar. Notrofil islevi igin gerekli olan vezikiil aracili tasinmada rol
oynar. Vezikiil aracili transporttaki rolii nedeniyle ndtrofil fonksiyonunun bir diizenleyicisi olarak
hareket eder. Glikozilasyon ve / veya notrofillerin yasayabilirli§ine ve gocline katkida bulunan
proteinlerin hedeflenmesini diizenler, bu fonksiyonu nedeniyle fungal patojenlere karsi
savunmada ve graniilosit koloni uyarici faktéore (GM-CSF) cevapta rol alan sinyal yolaginda
onemlidir. Literatiirde, erken baslangicli bakteriyel enfeksiyonlar ve diisiik absoliit notrofil
sayilar1 ile karakterize edilmis “Otozomal resesif agir konjenital nodtropeni — 6 klinigi ile

iliskilendirilmistir (Boztug K ve ark., 2014). Missense varyantlar ve fonksiyon kaybi yaratici

varyantlar, bu gende tanimlanmis patojenik varyant tipleridir.

USB1 geni, pre-U6 snRNA molekiiliindeki son niikleotidlerin poli (U) traktinin
kesilerek ¢ikartilmasindan sorumlu olan bir ekzoriboniikleaz (RNaz) gibi davranir ve 2 ', 3'-siklik
fosfat ile sonlandirilmis olgun U6 snRNA 3' olusumunu saglar (Mroczek S ve ark., 2012)
Poikiloderma, pachyonychia ve kronik notropeni ile karakterize bir genodermatoz olan
“Poikiloderma eslikli notropeni” klinigi ile iligkilendirilmistir (Volpi L ve ark., 2010). Bozukluk,
yasamin ilk yilinda uzuvlarda papiiler eritemli bir dokiintii olarak baslar. Yavas yavas merkezcil
olarak yayilir ve papiiler dokiintii diizeldikce hipo ve hiperpigmentasyon, telanjiektazilerin

gelismesiyle sonuglanir. Bagka bir cilt bulgusu tirnak distrofisidir, ancak alopesi ve lokoplaki
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belirgin bir sekilde yoktur. Hastalarda genellikle reaktif hava yolu hastaligi ve / veya kronik
oOksiiriik ile sonuglanan tekrarlayan pndmoniler vardir. En 6nemli ekstrakiitan semptomlardan biri
enfeksiyonlara duyarliligin artmasidir, bu da baslica olarak kronik n&tropeni ve notrofil
fonksiyonel kusurlarina bagli olarak solunum sistemini etkiler. Kemik iligi anormallikleri
notropeniden sorumludur ve nihayetinde miyelodisplaziye doniisebilir. Rothmund-Thomson
sendromu ile fenotipik Ortiisme gosterir. Tanimmlanmis patojenik varyantlarin Onemli bir
cogunlugunu fonksiyon kayb1 yaratan varyantlar olusturmaktadir ve oldukca az sayida missense

varyant tanimlanmustir.

CSF3R geni, granulosit koloni stimile edici faktor reseptdr proteinini kodlar.
Graniilositik olgunlagma igin, 6zellikle promyelosit evresinde gereklidir. Notrofil hicrelerinin
cogalmasinda, farklilasmasinda ve hayatta kalmasinda ¢ok 6nemli bir rol oynar. Ek olarak, hiicre
ylizeyindeki bazi adezyon veya tanima olaylarinda islev gormektedir (Dong F ve ark., 1994). Bu
gendeki biallelik patojenik varyantlarin, notrofil sayisinda azlikla karakterize “Agir konjenital
nétropeni — 7 klinigine neden oldugu gosterilmistir. Bu hastalarda, karakteristik olarak kemik
iligi biyopsisi normal graniilosit olgunlagmasi gostermesine ragmen, promyelosit seviyesinde
notrofil olgunlasma defekti yarattigindan, periferik nétropeni vardir. Notropeni G-CSF ile
tedaviye yanitsizdir, ancak GM-CSF'ye yanit verebilir (Triot A ve ark., 2014). Tanimlanmis
patojenik  varyantlarm Onemli bir c¢ogunlugunu fonksiyon kaybi1 yaratan varyantlar

olusturmaktadir ve oldukc¢a az sayida missense varyant tanimlanmaistir.

WAS geni, aktin filament polimerizasyonu ve reorganizasyonunu denetleyen bir protein
oldugu gosterilmis olan “Wiskott-Aldrich sendromu proteini”ni kodlar (Symons M ve ark.,
1996). Bu protein ayn1 zamanda lenfosit ve platelet fonksiyonlarmin da énemli bir regiilatoriidiir
(Ramesh N ve ark., 1997). Patojenik bakterilerin yaptig1 enfeksiyon sonrasinda bu hiicrelerde
yasanmasi gereken hiicre i¢i iskelet degisimlerini aktin zerinden kontrol eder (Cheng HC. Ve
ark, 2008). Sitoplazmik hcre iskeletindeki roliine ek olarak, cekirdekte aktin polimerizasyonunu
da diizenleyerek, hasarli DNA'nin gen transkripsiyonunu ve onariminda etkiler olusturur. (Taylor
MD. Et al, 2010). Tekrarlayan enfeksiyonlara sahne oldugu bilinen Wiskott-Aldrich sendromuna
neden oldugunun gosterilmesine (Kwan SP ve ark., 1995) ek olarak, bu gendeki hemizigot ve

homozigot patojenik degisimler “X’e bagimli agr konjenital ndtropeni”ye de neden

26



olabilmektedir (Devriendt K. Ve ark., 2001). Missense varyantlar ve fonksiyon kayb1 yaratici

varyantlar, bu gende tanimlanmis patojenik varyant tipleridir.

G6PC3 geni, Glukoz-6 fosfataz 3 enzimini kodlar. Endoplazmik retikulum ltimeninde
yerlesik olan bu enzim, glukoz-6 fosfatin glukoza doniisiimiinii katalizler. (Martin CC ve ark,
2002). Bu gen literatiirde 2 farkli klinik ile iliskilendirilmistir. Bunlardan ilki, aralikli tekrarlayan
nétropeni, lenfopeni, monositoz ve anemi bulgulari ile giden Dursun sendromudur. Periferik kan
mutlak nétrofil sayis1 0,5 x 10(9)/L'min altinda olan, promyelositer seviyede graniilopoez
olgunlasmasinin durmas1 ile karakterize bir hematopoez bozuklugudur. Hastalarda ciddi
tekrarlayict bakteriyel enfeksiyonlar, pulmoner arterial hipertansiyon, sekundum tipi atrial septal
defekt basta olmak iizere kardiak anomaliler, aralikli tekrarlayan ndtropeni, lenfopeni, monositoz
ve anemi izlenir (Banka S ve ark., 2010). ikincisi ise esasen nétrofil bozuklugu ile karakterize
“Otozomal resesif agir konjenital ndtropeni-4” klinigidir. Periferik kan ve kemik iliginde tipik
olarak siddetli notropeni belirgin bir yiizeyel ven paterni ile birlikte tekrarlayan, yasami tehdit
eden bakteriyel enfeksiyonlara karsi artan duyarlilik ile karakterize edilir. Kardiyak
malformasyonlar (6rn. atriyal septal defektler, patent duktus arteriozus, kapak kusurlari),
tirogenital anomaliler (kriptorsidizm dahil), biiylime ve gelisme geriligi, fasiyal dismorfizm (6rn.
frontal ¢ikint1, kalkik burun, malar hipoplazi) ve aralikli trombositopeni siklikla izlenen diger
bulgular arasindadir. Missense varyantlar ve fonksiyon kaybi yaratici varyantlar, bu gende
tanimlanmis patojenik varyantlar igerisinde benzer oranlarda izlenmektedir ve diger varyant

tipleri daha 6nce hi¢ tanimlanmamustir.

VPS45, trans-golgi aginda gorev alan ve vezikiil aracili transportta islev géren “Vakiiol
iligkili segici protein -45”1 kodlar. Vezikiil aracili protein sekresyonu ve hiicre i¢i molekiillerin
farkli organellere tagmniminda onemli bir rol oynar. Mayadaki genetik ¢aligmalar, vezikiillerin
vakuollere tasinmasinda yer alan 40'tan fazla vakuolar protein sekresyon (VPS) geninin
tanimlanmasi ile sonuglanmistir. S6zkonusu VPS45 geni, Secl ailesinin bir tiyesidir ve fare, sican
ve maya Vps4S'lerine yiiksek derecede dizi benzerligi gdsterir. Bu genlerin islevleri bir grup
olarak nispeten daha iyi tanimlanmis olmakla birlikte, bu genin bireysel islevi tam olarak
bilinmemektedir, ancak periferik kan mononukleer hicrelerindeki yuksek ekspresyonu,
enflamatuar mediatorler de dahil olmak {izere protein trafiginde kritik bir rolii oldugunu

diistindiirmektedir. Bu gendeki biallelik patojenik varyantlar, baslica notropeni ve notrofil
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disfonksiyonu, G-CSF'ye yanitsizlik, yasami tehdit eden enfeksiyonlar, kemik iligi fibrozu ve
renal ekstramediiller hematopoez ile karakterize edilen “Otozomal resesif konjenital ndtropeni —
5” klinigi ile iliskilendirilmistir (Vilboux T ve ark., 2013). Veritabanlarinda olduk¢a az sayida
varyant tanimlanmis bu gende, tanimlanan varyantlarin tamammin missense varyantlardan

olustugu goriilmektedir.

ELANE geni, Onemli bir viicut savunma enzimi olan nétrofil elastazi kodlar. Dogal
Oldiricu hiicrelerin, monositlerin ve graniilositlerin yapisinda bulunur. CS5a'ya bagimli nétrofil
enzim salimmi ve kemotaksisi inhibe eder. Aktivasyonun ardindan bu proteaz, azurofil graniilleri
olarak adlandirilan 6zel notrofil lizozomlar: i¢indeki proteinleri ve ayrica hiicre dis1 matrisin
proteinlerini  hidrolize eder. Enzim, kollajen-IV ve elastinin proteolizi yoluyla konak
savunmasina katkida bulunur. Bu protein ayn1 zamanda E. coli'nin dis zar proteini A'y1 (OmpA)
ve Shigella, Salmonella ve Yersinia gibi bakterilerin viriilans faktorlerini de yikar. (Belaouaj ve
ark., 2000). Literatiirde siklik notropeni (Duan Z ve ark., 2004) ve “Otozomal resesif agir
konjenital nétropeni-1 “ klinigi ile iliskilendirilmistir. (Dale DC. Ve ark., 2000). Siklik n6tropeni
tablosunda, notropeni ataklar1 dogumda veya hemen sonrasinda baslar. Etkilenen bireylerin
cogunda, ndtropeni her 21 giinde bir tekrar eder ve yaklasik 3 ila 5 giin siirer. Notropeni, viicudun
bakteri ve viriisler gibi patojenlerle savasmasini zorlastirir, bu nedenle siklik nétropenisi olan
kisilerde tipik olarak tekrarlayan siniis, solunum yolu enfeksiyonlar1 gelisir. Ek olarak, bu
rahatsizlig1 olan kisilerde siklikla agizda ve kolonda iilserler, farenjit, dis eti iltihabi, tekrarlayan
ates veya karin agris1 gelisir. Siklik notropenisi olan kisilerde bu saglik sorunlar1 yalnizca
notropeni epizotlar1 sirasinda goriiliir. Notrofil seviyelerinin normal oldugu zamanlarda,
enfeksiyon ve iltihaplanma riskinde artis yoktur. Bu genin iligkilendirildigi bir diger fenotip olan
otozomal resesif agir konjenital ndtropeni-1, periferik kan mutlak nétrofil sayisi 0,5 x 10(9)/I'nin
altinda olan ve erken baslangicli ciddi bakteriyel enfeksiyonlarn oldugu, promyelositler
seviyesinde graniilopoezi olgunlagmasinin durmasi ile karakterize heterojen bir hematopoez
bozuklugudur. Etkilenen Avrupa ve Orta Dogu kokenli bireylerin yaklasik %60'mmda, dominant
ELANE varyantlar1 vardir. Missense varyantlar tanimli patojenik varyantlarin biiyiik
cogunlugunun olustururken, bunu sirasiyla fonksiyon kaybi yaratici varyantlar ve kodlanmayan

varyantlar takip etmektedir.
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HAX1 geni, bir tirozin kinaz substrati olan HCLS1 assosiye proteini kodlar. Bu protein
hiicre i¢i aktin iskeletinin dilizenlenmesinde, klatrin kapli vezikiiler transportta, hiicre
migrasyonunda ve bazi 6nemli sinyal yolaklarinda gorev almaktadir (Suzuki Y ve ark., 1997). Bu
gendeki biallelik varyantlar, ndtropeniye ve tekrarlayan enfeksiyonlara ek olarak bazi hastalarda
norolojik bulgularin da eslik etmesiyle karakterize edilen “Otozomal resesif agir konjenital
notropeni —3” klinigi ile iliskilendirilmistir [Germeshausen M ve ark. 2008). Bu gende tanimli

patojenik varyantlarin biiyiikk ¢ogunlugunu fonksiyon kaybi1 yaratan varyantlar olusturmaktadir.

CYBA geni, fagositlerdeki respiratuvar patlamadan sorumlu olan membrana bagimli
NOX kompleksinin igindeki dnemli bir komponent olan sitokrom-B enziminin alfa subuniti (hafif
zincir olarak da tamimlanmstir) kodlar (Ueno N ve ark., 2005). Bu gen defektleri, bu enzimin
eksikligine bagli olarak, fagositlerin respiratuvar patlamalarinda eksiklik sonucu tekrarlayan
bakteriyel ve fungal enfeksiyonlar ve kronik graniilom olusumlar1 ile sonuglanan “Kronik
graniilomatoz hastalik — 4 “ fenotipi ile sonuglanir (Dinauer MC ve ark., 1990). Bu gende

sinonim varyantlar hari¢ tim varyant tipleri patojenik olarak tanimlanmustir.

CYBB geni, yukarida bahsedilen sitokrom-B’nin beta subunitini (agir zincir olarak da
tanimlanmaktadir) kodlar. Fagosit membranlarinin polarizasyonu ve siiperoksit tiretimi igin kritik
rol Gstlenir. Superoksit Oreten fagositlerin zara bagl oksidazi yapisinda, tek elektronlar
sitoplazmik NADPH'den plazma zar1 boyunca dis taraftaki molekiiler oksijene aktaran bir
solunum zincirinin u¢ bilesenidir. Ayrica, dinlenme halindeki fagositlerin H(+) akimlarma
aracilik eden voltaj kapili bir proton kanali olarak islev goriir. Hiicresel pH'!n diizenlenmesine
katilir ve ¢inko tarafindan bloke edilir. Bu gen X kromozomu iizerinde yerlesik oldugu igin, bu
sekilde adlandirilan, “X’e baglh kronik graniilomatoz hastalik” fenotipi ile iliskilendirilmistir
(Royer-Pokora B. Ve ark., 1986).Bu, yasamin ilk aylarinda veya yillarinda semptomlarin
baslamasiyla karakterize edilen bir primer immiin yetmezlik tablosudur. Hastalar tekrarlayan
enfeksiyonlar, lenfadenopati, enflamatuar barsak hastali§i, graniilomatdz kolit, ates, cilt
enfeksiyonlari, osteomiyelit ve/veya apseler ile basvurur. Enfeksiy6z organizmalar genellikle
Staphylococcus aureus, Burkholderia cepacia, Serrata, Salmonella, mikobakteriler ve muhtelif
mantar tlrleridir. Bu gende sinonm varyantlar hari¢ tim varyant tipleri patojenik olarak

tanimlanmustir.
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NCF1 geni, fagosit siiperoksit iiretiminde rol alan bir diger komponent olan “nétrofil
sitozol faktor-11 kodlar. Latent NADPH oksidazin aktivasyonu i¢in oldukga kritik dnem arzeder
(Volpp BD. Ve ark, 1989). Bu gendeki biallelik patojenik varyantlar, literatirde, tekrarlayan
bakteriyel enfeksiyonlar ve graniilom olusumlar1 ile karakterize “otozomal resesif kronik
graniilomat6z hastalik -1 klinigi ile iliskilendirilmistir. (Noack D. Ve ark, 2001). Bu gende az
sayida varyant tanimlanmistir ve bunlar benzer oranlarda missense ila fonksiyon kaybi1 yaratan

varyantlardir.

NCF2, yukarida bahsedilen NCF1 geni gibi, fagosit membranlarinda latent durumda
bulunan NADPH oksidazin aktivasyonunda gorev alir. Notrofillerde bulunan ok proteinli
NADPH oksidaz kompleksinin 67 kilodaltonluk sitozolik alt birimi olan notrofil sitozolik faktor
2'yi kodlar. Bu oksidaz, notrofil fagozomunun liimenine iletilen bir siiperoksit patlamasi {iretir.
(Yoshida L ve ark., 2003). Kronik graniilomatéz inflamasyon belirtileri ile birlikte siddetli
tekrarlayan bakteriyel ve fungal enfeksiyonlar ile karakterize, fagositlerin patojenlere tepki olarak
bir reaktif oksijen tiirii patlamasi olusturma yeteneginin bozulmasmdan kaynaklanan “Otozomal
Resesif Kronik Graniilomatoz hastalik tip-2” klinigi ile iliskilendirilmistir (de Boer M ve ark.,
1994). Bu gende az sayida varyant tanimlanmistir ve bunlar benzer oranlarda missense ila

fonksiyon kaybi1 yaratan varyantlardir.

XK geni, nétral aminoasit ve peptidlerin membrandan tasmmminda rol aldig1 gosterilmis
bir protein olan XK membran transport proteinin kodlar. Kirmizi kan hiicrelerinin membraninda
Kell kompleksi yapisinda da yer aldig1 bildirilmistir. (Ho M ve ark., 1994). Bu gendeki patojenik
varyantlarin, Kell antijeni yoklugu, akantosis, kompanse hemoliz ve noérolojik bulgularla
karakterize McLeod sendromuna neden oldugu gosterilmistir. Bazi hastalarda bu fenotipe kronik
graniilomat6z hastalik kliniginin de eslik ettigi yoniinde vaka raporlar1 mevcuttur (Marsh W ve
ark., 1978). Tamiml az sayidaki patojenik varyantlarin biiyiik bir ¢ogunlugunu fonksiyon kayb1

yaratan varyantlar olusturmaktadir.

NOD2 geni, niikleotid baglayic1 oligomerizasyon bolgesi igeren protein-2’yi kodlar.
Ozellikle gastrointestinal konak yanitinda énemli bir protein olan bu yapi, bakteri duvarinda
bulunan bir proteogliikan olan muramil dipeptit ile uyarildiktan sonra, NF-Kappa-B sinyal
yolagini aktive eder, ve bu suretle immiin sistemde gorevli yiizlerce geni aktive etmis olur (Hsu

LC ve ark., 2008). Ayni zamanda viral ss-RNA taninmasinda da onemli roli oldugu
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bilinmektedir (Sabbah A ve ark., 2009). Bu gendeki patojenik varyantlar, grantlomlarla ilerleyen
inflamatuar bir sendrom olan Blau Sendromu (Miceli-Ricard C ve ark., 2001), periyodik ates,
poliartrit, dermatit ve bacaklarda inflamatuar sislikler ile giden bir otoinflamatuar sendrom olan
Yao Sendromu (Yao Q ve ark., 2011) ve Inflamatuar Bagwsak Hastahg: klinigi ile
iliskilendirilmistir. (Hugot CP ve ark., 2001). Gende tanimli az sayida patojenik varyant

bulunmaktadir, ve neredeyse tamami missense olarak izlenmektedir.

NCF4 geni, fagosit oksidasyonunda gorevli bir diger protein olan notrofil sitosol faktor-
4 proteinini kodlar (Wientjes FB ve ark., 1993). Bu gen tarafindan kodlanan protein, konak
savunmasi i¢in Oonemli olan ¢ok bilesenli bir enzim sistemi olan siiperoksit iireten fagosit
NADPH-oksidazin sitosolik diizenleyici bir bilesenidir. Bu protein agirlikli olarak miyeloid
kokenli hiicrelerde eksprese edilir. Kugiuk G proteini RAC1 ile daha fazla etkilesime giren ve
hiicre uyarimi iizerine zara dogru yer degistiren notrofil sitozolik faktor 1 (NCF1/p47-phox) ile
bir kompleks olusturmak i¢in 6ncelikle notrofil sitozolik faktor 2 (NCF2/p67-phox) ile etkilesime
girer. Bu kompleks daha sonra enzim sisteminin zara entegre Kkatalitik ¢ekirdegi olan
flavositokrom b'yi aktive eder. Bu proteinin fosforilasyonunun enzim aktivitesini negatif olarak
diizenledigi gosterilmistir. Farkli izoformlar1 kodlayan alternatif transkript varyantlar
gbzlemlenmistir. Bir diger kronik groniilomat6z hastalik klinigi olan Otozomal Resesif Kronik
Sitokrom B3 pozitif granilomatéz hastalik ile iliskilidir (Matute JD ve ark, 2009). Genellikle
yasamimn ilk on yilinda baslayan tekrarlayan piyojenik enfeksiyonlar ve granilomat6z
inflamasyon ile karakterizedir. Cogu hasta kolit ve inflamatuar barsak hastalig1 6zellikleri ile
basvurur. Diger yaygin belirtiler arasinda lupus benzeri deri lezyonlari, deri graniilomlari,
Stafilokokal apseler, oral (lserler ve periodontitis bulunur. Hastalar genellikle invaziv
enfeksiyonlara sahip degildir ve mantar enfeksiyonlarma belirgin sekilde duyarli degildir.
Bozukluk, NADPH oksidaz islev bozukluguna bagl olarak degisen fagosit siiperoksit iiretimi
kaybindan kaynaklanir; genellikle diger genetik CGD tiirlerinden daha az siddetlidir. Gende

tanimli az sayida patojenik varyantin neredeyse tamami fonksiyon kaybi yaratan varyantlardir.

FAS, Fas ligand reseptoriinii kodlar. Membran yapisinda aktive oldugunda kaspaz-8’i
aktive ederek, ekstrensek apoptoz yolagini baslatir (Cascino I ve ark., 1995). Bu gendeki
patojenik varyantlar ile otoreaktif lenfositlerin akkimilasyonu, non-malign lenfadenopati,

hepatosplenomegali, otoimmun hemolitik anemi, trombositopeni ve notropeni ile karakterize
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“Otoimmiin lenfoproliferatif sendrom tip 1A” fenotipi arasinda iligki kurulmustur (Del-Rey MJ
ve ark., 2007). Veritabanlarinda tanimli varyantlara bakildiginda, patojenik varyantlar igerisinde

missense ve fonksiyon kaybi yaratici varyantlarin benzer oranlarda dagildigi izlenmektedir.

FASLG, Thiicre sitotoksik yaniti, NK-hiicre aracili sitotoksik yanit, T hiicre gelisimi ve
en Onemlisi de tiim bunlar sirasinda FAS reseptoriine baglanarak ekstrensek apoptoz yolagini
baglatan, Fas-Ligand sitokin proteinin kodlar (Alderson MR ve ark., 1995). FASLG aracili
apoptoz, periferik toleransin indiiklenmesinde de role sahiptir. Bu gendeki patojenik varyantlar
ile “otoimmiin lenfoproliferatif sendrom tip 1B” arasinda iliski gosterilmistir (Wu J ve ark.,
1996). Lenfoproliferasyon, lenfadenopati, hepatomegali ve splenomegali hastaligin kardinal
bulgularidir. ALPS'de otoimmiin bozukluklar da yaygindir, bu bozukluklarin ¢ogu hematopoietik
sistem elemanlarmni hedef alici niteliktedir, otoimmiin hemolitik anemi, otoimmiin nétropeni ve
otoimmiin trombositopeni bunlara 6rnek verilebilir. Daha az siklikla, glomeriilonefrit, otoimmiin
hepatit, Uveit ve Guillain-Barre gibi diger organlar1 ve dokular1 etkileyen otoimmiin bozukluklar
da beklenebilir. Longitudinal olarak incelendiginde, lenfoproliferasyon siklikla ¢ocukluk
doneminde belirginlesirken, otoimmiin bozukluklar tipik olarak birka¢ yil sonra gelisir ve en sik
olarak Evans sendromu olarak da adlandirilan hemolitik anemi ve trombositopeninin bir
kombinasyonu olarak ortaya ¢ikar. ALPS'nin bu klasik formuna sahip kisiler genellikle normale
yakin bir yasam siiresine sahiptir, ancak genel popiilasyona kiyasla lenfoma gelisimi riskleri
oldukca yuksektir. Veritabanlarinda ¢ok az sayida tanimli varyant bulunmaktadir ve bunlarin

cogunlugu fonksiyon kayb1 yaraticidir.

CASP10 apoptoz aktivasyonu ve regiilasyonunda ¢ok énemli bir yeri olan, kaspaz 3, 6,
7,8 ve 9’u aktive etmek suretiyle apoptozda kilit rol oynayan kaspaz-10 proteinini kodlar (Wang J
ve ark., 2001). Bazi izoformlarinin NF-Kappa-B aktivitesini de arttirdig1 gosterilmistir (Wang H
ve ark., 2007). Kaspazlar, aktif enzimi olusturmak i¢in dimerize olan biiyiik ve kiigiik 2 alt birim
bilesinceye degin inaktif proenzimler olarak bulunur; inflamasyon, septik sok ve yara iyilesmesi
gibi sireclerde bu inaktif kaspazlarin ardisik aktivasyonu, hiicre apoptozunun yiiriitiillmesinde
merkezi bir rol oynar. Sozkonusu ardigik siire¢ icerisinde CASP10, kaspaz 8 tarafindan aktive
edildikten sonra kaspaz 3 ve 7'yi aktive eder. Bu gendeki patojenik varyantlar, erken cocukluk
doéneminde ortaya ¢ikan ve otoreaktif lenfositlerin birikmesiyle sonuglanan, hepatosplenomegali,

non-malign lenfadenopati, otoimmin hemolitik anemi, trombositopeni ve noétropeni ile
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karakterize “Otoimmiin Lenfoproliferatif Sendrom tip 2A”ya neden olur (Wang J ve ark., 1999).
Veritabanlarinda tanimli varyanlara bakildiginda, az sayida tanimli varyant oldugu ve patojenik
varyantlar icerisinde missense ve fonksiyon kaybi yaratici varyantlarin benzer oranlarda dagildigi

izlenmektedir

PRKCD geni, kalsiyumdan bagimsiz, “fosfolipid- ve diasilgliserol (DAG) -bagimli serin
/ treonin-protein kinaz”1 kodlar. DNA hasarina bagl apoptoz sirasinda pro-apoptotik,, bir anti-
sitokin reseptorii tarafindan baslatilan hiicre 6liimii sirasinda apoptotik bir rol iistlenir. Timor
supresyonunda ve birkagc NADPH oksidaz tarafindan oksijen radikali iiretiminde rol oynar.
Trombosit fonksiyonel yanitlarinda pozitif veya negatif diizenleyici olarak islev goriir. B hiicresi
proliferasyonunu negatif olarak dizenler ve B hicresi tolerans indliksiyonunda 6nemli bir isleve
sahiptir Bu gendeki patojenik varyantlar, antikor yanitlarinda defekt, hipogammaglobiilinemi,
dolasimdaki B hiicre sayisinda azalma ve B hiicre gelisim defekti ile karakterize edilen
“Otoimmiin Lenfopoliferatif Sendrom tip 3” klinigi ile sonuglanir (Salzer E ve ark., 2013). Bu
gende tanimh az sayidaki patojenik varyanta bakildiginda biiylik cogunlugunun fonksiyon kaybi1

yaratan varyantlar oldugu izlenmektedir.

IRAK4, Toll-Like-Reseptdr ve IL-1B yolaklarinda gérev alan bir serin-treonin protein
Kinaz olan “Interleukin-1 resept6r assosiye kinaz-4” adli proteini kodlar (Li S ve ark., 2002).
Infant veya c¢ok erken cocukluk donemlerinden baslayarak agir ve tekrarlayic1 bakteriyel
enfeksiyonlara sahip olan ve &liimciil seyreden Immiinyetmezlik-67 fenotipi ile iliskisi
mevcuttur. Etkilenen bireylerde ajan olarak saptanan en yaygin organizmalar Streptococcus
pneumoniae ve Staphylococcus aureus'tur; Pseudomonas ve atipik Mikobakteriler de gorulebilir.
[Ik invaziv enfeksiyon tipik olarak 2 yasindan Once ortaya cikar ve menenjit, bakteriyel
enfeksiyonlarm %41'ini olusturur. Erken ¢ocukluk doneminde 6liim orani yiiksektir ve ¢ogu 6liim
8 yasindan Once meydana gelir. Eritrosit sedimantasyon hizi (ESR) ve C-reaktif protein
yiikselebilse de, etkilenen bireylerde ates yanitinda bozulma ve nétropeni basta olmak iizere
enfeksiyona karst bozulmug bir inflamatuar yanit vardir. Genel immiinolojik inceleme, normal
seviyelerde B hiicreleri, T hiicreleri ve NK hiicreleri gosterme egilimindedir. Bununla birlikte,
daha ayrmtili ¢aligmalar, lipopolisakarit (LPS) ve ILIB wuyarisina karsi1 bozuk sitokin yaniti
oldugunu ortaya koyar. Pnomokok asis1 disinda, as1 yanit1 normaldir. Viral, fungal ve parazitik

enfeksiyonlar genellikle goriilmez. IVIg veya bazi antibiyotiklerle profilaktik tedavi etkili
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oldugundan, erken ¢ocukluk doneminde erken teshis cok 6nemlidir; bozukluk adolesan donemde
dogal seyri ig¢inde dahi iyilesme egilimindedir. (Medvedev AE ve ark., 2003). Literatiirde

bildirilmil patojenik varyantlarin biiyiik cogunlugu fonksiyon kayb1 yaratan varyantlardir.

DOCKS8 geni, GDP-GTP doniisiimiinii saglayarak GTPase’1 aktive eden bir guanin
degisim faktoriidiir. Immiin sistemde interstisyel dendritik hiicrelerin ve CD4+ T hiicrelerin
migrasyonlarint saglar, ayni zamanda NK hiicrelerin mikrotiibiil polimerizasyonu ve
polarizasyonu lizerine de dnemli etkileri vardir (Harada Y ve akr. 2012; Ham H ve ark. 2015;Xu
X ve ark, 2017). Bu gendeki biallelik patojenik varyantlar, immin yetmezlik, tekrarlayan
enfeksiyonlar, egzama, serum IgE artisi, eozinofili, bag dokusu defektleri ve iskelet tutulumu ile
karakterize nadir bir bozukluk olan Hiper IgE sendromu ile iligkilendirilmistir (Zhang Q ve ark,
2009). Tanimli patojenik varyantlarin neredeyse tamamini fonksiyon kaybi yaratan varyantlar

olusturmaktadir.

IL10 geni, inflamasyonun neden oldugu doku bozulmasimi sinirlayan, ileri derecede anti-
enflamatuar fonksiyonlara sahip bagisiklik sisteminin bir¢ok hiicresine etki eden major immiin
dizenleyici bir sitokin olan interleukin-1 proteinini kodlar. ILIORA ve IL10RB adi verilen
subiinitlerden olusan reseptoriine baglanmasi, STAT3 aktivasyonu ve STAT3’ilin cekirdekte
gosterdigi transkripsiyonel bazi baskilamalar ile anti-enflamatuar bir etki ile sonuglanir.
Makrofajlar gibi antijen salgilayan hiicreleri hedefler ve proinflamatuar molekiillerin salinimini
inhibe eder. Saliimlarini inhibe etmenin yani sira MHC sinif 2 molekiillerinin ekspresyonunu ve
onlarin ko-stimdlatorlerini de bloklayarak T-hiicre aracili yanitin azalmasinda da rol oynar.
mTOR sinyal yolagini da regiile ettigi ve bu yolak iizerinden de immiin sisteme etkileri oldugu
bildirilmistir. Genin promotoru birgok varyasyon gosterebilir, farkli diizeyde salinimlarindan
sorumlu oldugu ifade edilmistir. (de Waal Malefyt R, 1991; Frei K ve ark, 1994). Klinik
iliskilendirilmeleri farkli baz1 ¢aligmalar tizerinden olmustur; bu gendeki bazi varyantlarin immiin
baskilanmay1 arttirmak suretiyle graft versus host reaksiyon olusumunu riskini azalttigi, bazi
varyantlarm HIV enfeksiyonu progresyonunu arttirict etki gosterdigi, ve Romatoid Artrit gibi
otoimmiin hastaliklarin prognozunda etkili oldugu bildirilmistir (Shin HD ve ark, 2000; Lard LR
ve ark, 2003). Clinvar ve Uniprot gibi veritabanlar1 incelendiginde, bu gende net bir sekilde

klinikle iligkilendirilmis bir varyantin heniliz tanimlanmadig1 goriilmektedir, bu durum
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calismamizda yapilabilecek genotip fenotip iliskilendirilmelerini literatiire katkisi itibariyle daha

kiymetli bir hale getirmektedir.

IL10Ra ve IL10RDb genleri, yukarida bahsedilen IL10 sitokininin hiicre yiizeyi reseptor
kompleksinin pargalaridirlar (sirasiyla alfa ve beta subunit) (Usacheva A ve ark, 2002). Bu
kompleks, IL10’un anti-inflamatuar etkilerinin hiicre diizeyinde ortaya ¢ikisindan sorumludur. Bu
genlerde mevcut patojenik varyantlar, inflamatuar Barsak hastalig1 patogenezinde gdsterilmistir
(Glocker EO ve ark, 2009). Bildirilmis patojenik varyantlar incelendiginde, en sik missense
varyantlar goze carpmakla birlikte, fonksiyon kaybi yaratan varyantlarin ve kodlanmayan

degisimlerin de veritabanlarinda yer aldig1 goriilmektedir.

STXBP2 geni; hiicre i¢1 vezikiil trafigine ve membranlarla vezikiil fiizyonunda etkili,
“soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein receptor (SNARE)” proteinleri ile
etkilesim yoluyla graniil ekzositoz mekanizmasina katkida bulunan, ve dogal 6ldiiriicii (NK)
hiicrelerde sitotoksik graniil ekzositozunu diizenlemeye yardimci olan “Syntaxin-baglayici
protein-2”yi kodlar. Hipersitokinemi ile giden bir immiin disregiilasyon, dogal Sldiiriicii hiicre
islevlerinde defekt, aktive lenfositler ve makrofajlar tarafindan c¢esitli organlarin kitlesel
infiltrasyonu 1ile karakterize nadir goriilen bozukluk olan “Hemafagositik Lenfohistiositoz”
klinigi ile iligskilendirilmistir. Hastaligin seyrinde ates, hepatosplenomegali, sitopeniler, sinirlilik
hali, hipotoni, nobetler, kraniyal sinir defisitleri ve ataksi gibi daha nadir gorilen nérolojik ve
biyokimyasal bulgular da izlenebilir (zur Stadt U ve ark, 2009). Patojenik varyantlarin
veritabanlarindaki dagilimi incelendiginde fonksiyon kaybi yaratan ve missense varyantlarin

benzer oranlarda oldugu goriilmektedir.

STX11 geni, endozomlarda ve trans-golgi aginda gorevli bir protein olan “Syntaxin-11""i
kodlar. Bu gen, sintaksin ailesinin bir {iyesidir, sintaksinler hiicre i¢i vezikiillerinin tagmmast,
hedeflenmesi ve flizyonunda rol alan SNARE proteinleridir. Bu karmasik ag iginde STXI11
spesifik olarak incelendiginde, ge¢ endozomlar ve trans-Golgi ag1 arasindaki protein tagmmasini
diizenledigi ortaya c¢ikmustir (Miller ML ve ark, 2014). Literatirde Hemofagositik
lenfohistiosistoz-4 klinigi ile iliskilendmrilmistir (zur Stadt U ve ark., 2005). Ates, splenomegali,
bisitopeni, hipertrigliseridemi ve/veya hipofibrinojenemi, hemofagositoz, diisiik veya hig
olmayan NK hicre aktivitesi, hiperferritinemi ve yuksek ¢oziinir IL2 reseptor seviyeleri (IL2R)

olarak listelenen 8 0Olglt en az S'inin varliginda klinik olarak tani alabilen hiperinflamatuar bir

35



bozukluktur. Tipik olarak bebeklik veya erken ¢ocukluk doneminde ortaya ¢ikar. Kemoterapi
veya immiinoterapi ile kalici remisyon nadiren saglanir; hematopoietik kok hiicre nakli tek
tedavidir. Tanimli patojenik varyantlarin neredeyse tamamini fonksiyon kaybi yaratan varyantlar

olusturmaktadir.

PRF1, hiicre 6liimiinde ve viriis bulasmis / neoplastik hiicrelere karsi savunmada anahtar
rol oynayan, salgi graniilleri ile hedef hiicreye salgilanarak bu hiicrede gozenek olusturmak
suretiyle hiicre 6liimii saglayan, bu nedenle konak savunmasiin en énemli enzimlerinden biri
olan “Perforin-1” enzimini kodlar. Bu enzim kalsiyuma bagli hali ile hedef hiicre membranina
tutunur ve bliylik gozenekler agar, bu sayede sitoliz yaratir (Vergelli M ve ark,1997). Yapilan
calismalar (Stepp SE ve ark., 1999) , bu gendeki patojenik varyantlarin hemofagositik
lenfohistiositoz -2 klinigine neden oldugunu gostermistir. Missense ve fonksiyon kaybi yaratan
bazi1 varyantlar benzer oranlarda veritabanlarinda yer almakla birlikte, daha Once hicbir

kodlanmayan ve sinonim varyant bu gende tanimlanmamustir.

UNC13D geni, lenfositlerin sitotoksik granillerinin ekzositozu igin, bu grantllerin
salgilanmadan hemen 6nce immiinolojik sinaps zarma yapisma ve yerlesmelerini kontrol eden bir
kompleksin pargasidir. Endozomlarin perforin Kapli vezikiillerle birleserek ekzositoz icin
isaretlenmelerinde rol oynar. Ayni zamanda mast hiicrelerinde de kalsiyum bagimli ekzositozu
regiile ettigi bildirilmistir (Neeft M ve ark, 2004). Bu gendeki biallelik patojenik varyantlarin,
hipersitokinemi, immin disregiilasyon, dogal 6ldiiriicii hiicrenin kusurlu islevi, aktive edilmis
lenfositler ve makrofajlar tarafindan birgcok organin  yogun infiltrasyonu, ates,
hepatosplenomegali, nébetler, kraniyal sinir kusurlari ve ataksiye gibi bulgularm izlendigi
“Ailesel hemofagositik lenfohistiositoz -3” klinigine neden oldugu gosterilmistir (Feldmann J ve
ark, 2003). Bildirilmis patojenik varyantlar incelendiginde, en sik fonksiyon kaybi yaratan
varyantlar goze c¢arpmakla birlikte, missense varyantlarm ve kodlanmayan degisimlerin de

veritabanlarinda yer aldig1 gériilmektedir.

[112B geni, aktive edilmis T ve NK hiicreleri i¢in bir biiyiime faktorii gérevi gorebilen,
NK hiicrelerin litik aktivitesini arttiran ve IFN-gama iiretimini uyaran bir sitokin olan Interleukin-
12°nin beta alt iinitesini kodlar. Bu alt {inite, ayn1 zamanda, IL23A ile kompleks olusturarak, yine
proinflamatuar yanitla sonuglanan kaskadlar1 harekete geciren bir diger interleukin olan IL-23"1

olusturur (Gubler U ve ark, 1991; Oppmann B ve ark, 2000). Bu gendeki patojenik varyantlar,
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Interferon-gama aracili bagisikligin bozulmasmin neden oldugu, hem diger mikobakteri tiirleri
hem den mycobacterium tuberculosis’e yatkinlik ile karakterize “Immiinyetmezlik -29”
fenotipine yol agabilir (Picard C ve ark, 2002). Veritabanlarindaki patojenik varyant dagilimi
incelendiginde hi¢ missense varyant izlenmedigi, en sik fonksiyon kaybi yaratan varyantlarn

tanimlandig1 ve bunu kodlanmayan varyantlarin takip ettigi goriilmektedir.

ISG15 geni, interferon alfa ve beta tarafindan aktive edildikten sonra, 6zellikle antiviral
cevapta gorev alan bir¢ok protein ve yolagin harekete gegirilmesine aracilik eden bir protein olan
“Ubikitin benzeri protein ~ISG15”1 kodlar (Zhao C ve ark, 2005). Interferon etkilerine aracilik
etmesini bozmasi nedeniyle, bu gende meydana gelen patojenik varyantlarin, mikobakteri
enfeksiyonlarma artmis yatkinhk, bazal ganglia kalsifikasyonlar1 ve lenfadenopatilerle
karakterize bir hastalik olan “Immiinyetmezlik — 38”e neden oldugu gosterilmistir (Bogunovic D
ve ark, 2012). Tanimh az sayidaki patojenik varyantlarin tamamini fonksiyon kaybi yaratan

varyantlar olusturmaktadir.

IKBKG geni, islevi NF-Kappa-B inhibitorlerinin fosforile edilmesi ve nihayetinde
degredasyonunu saglamak olan ikB Kinase (IKK) kompleksinin diizenleyici bir altbirimi olan
“Nf-Kappa-B-Esansiyel modiilator” proteinini kodlar. Bu proteinin bu komplekse katilimimnin,
kompleksi farkli yolaklar iizerinden aktive ettigi literatiirde gosterilmistir. Toll-Like Resept6r-3
aracil1 viral yanitta da 6nemli oldugu anlasilmistir. (Zhou H ve ark, 2004, Zeng W ve ark, 2009).
Bu gendeki varyantlar, immiinolojik klinik ile iligkili 3 farkli fenotip ile iliskilendirilmistir.
Bunlardan ilki, ter bezlerinin gelisim bozuklugu, seyrek saclar, konik disler ve agir tekrarlayan
enfeksiyonlarla karakterize bir ektodermal gelisim bozuklugu olan “Ektodermal Displazi ve
Immiinyetmezlik (EDAID)” hastaligidir (Zonana J ve ark, 2000). Yine bu gen, erken baslangigl,
Ozellikle streptococcus pneumonia, Haemaphilus Influenza ve atipik mikobakteri enfeksiyonlari
ile karakterize “Immiinyetmezlik — 33” klinigi ile de iliskilendirilmistir. Bu hastalarm biiyiik
cogunlugunda agir ektodermal bozukluklar izlenmemekle birlikte bazilarinda konik dis gibi
bulgularin goriildigii de raporlanmistir (Orange JS ve ark, 2004). Ek olarak, 6zellikle erkeklerde
letal seyreden, perinatal inflamatuar vezikiller, verrik6z yamalar, hiperpigmentasyon ve
skarlagmalar ile karakterize “Incontinentia Pigmenti” kliniginin de sorumlu geni olarak
tanimlanmistir (Aradhya S ve ark, 2001). Literatiirde, her tipte varyantin degisken oranlarda

patojenik olarak tanimlandigi izlenmistir.

37



IFNGR1 ve IFNGR2 genleri, immin sistemin en kritik sitokinlerinden biri olan
interferon gama’nin reseptoriinii olusturan 2 protein altbirimini kodlarlar. Bu sitokinin
baglanmasini takiben JAK-STAT yolagini harekete gecirmek suretiyle immiin sistemi harekete
gecirirler (Aguet M ve ark, 1988). Literatirde IFNGR1 geni, “Immiinyetmezlik-27a ve
Immiinyetmezlik 27b” klinikleri ile iliskilendirilmistir (Levin M ve ark, 1995; Jouanguy E ve ark,
1999). Ayni1 zamanda bu gendeki patojenik varyantlarin Helicobacterium Pylori enfeksiyonlarina
duyarlilig: arttirdig1 (Thye T ve ark, 2003), ve tiiberkiiloz enfeksiyonu riskini yiikselttigi (Cooke
GS ve ark, 2006) de gosterilmistir. IFNGR2 geni ise, yine benzer Ozelliklere sahip bir
immiinyetmezlik fenotipi olan “Immiinyetmezlik — 28" klinigi ile iliskilendirilmistir (Dorman SE
ve ark, 1998). Patojenik varyantlarin veritabanlarindaki dagilimi incelendiginde fonksiyon kaybi1

yaratan ve missense varyantlarin benzer oranlarda oldugu goriilmektedir.

STATTI geni, bir¢ok sitokin, interferon ve biiylime faktoriine cevapta kullanilan bir hiicre
ici sinyal yolagi olan JAK-STAT yolaginda, sinyal iletici ve transkripsiyonel aktivator olarak
gorev yapan “Signal transducer and activator of transcription-1 (STAT1)” proteinini kodlar.
Nikleusa migrasyon gosterip direkt olarak transkripsiyonel dizenleme yaptigi bilinmektedir
(Rosenzweig ve ark, 2005). Kompleks immiinolojik klinikler olan Immiinyetmezlik 31A (Dupuis
S ve ark, 2001), 31B (Dupuis S ve ark, 2003) ve 31C (van de Veerdonk FL ve ark, 2011)
fenotipleri ile iligkili oldugu gosterilmistir. Tanimli patojenik varyantlarin biiylik cogunlugunu

missense varyantlar olustururken, bunu fonksiyon kaybi yaratan varyantlar takip etmektedir.

IL6 geni, Interleukin-6 proteinini Uretir. Interleukin-6, akut faz reaksiyonunun guclu bir
indiikleyicisidir. Enfeksiyon ve doku hasar1 sirasinda hizli bir sekilde iiretilen 1L6, konak
savunmasima katkida bulunur, ancak asir1 IL6 sentezi fazladan doku hasar1 olusumunda da rol
oynar. Dogal bagisiklik yanitinda, Toll-like reseptdrler (TLR'ler) yoluyla patojenlerin taninmasi
sonrasi, makrofajlar ve dendritik hiicreler gibi miyeloid hiicreler tarafindan sentezlenir. Adaptif
immun sistemde ise, B hiicrelerinin immiinoglobulin salgilayan hiicrelere farklilasmasi i¢in
gereklidir. CD4 + T hiicre alt kiimelerinin farklilasmasinda 6nemli bir rol oynar, germinal merkez
olusumunun indiiksiyonu i¢in gerekli olan T folikiiler yardimei (Tth) hiicrelerinin geligsimi i¢in de
vazgeg¢ilmez 6nemi olan bir faktordiir (Kang S ve ark, 2019). Literatiirde birka¢ farkl klinik ile
iliskilendirilmistir. Crohn Hastaligina bagli biiylime ve gelisme geriliginin bir prediktorii olarak
gosterilmistir (Sawczenko ve ark, 2005). Sistemik Jivenil Romatoid Artrit ile de iligkisi
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saptanmistir (Rooney M ve ark, 1995). Bunun disinda tipl ve tip2 diyabet patogenezinde de rol
alabildigi ifade edilmistir (Kristiansen OP ve ark, 2003; Mohlig M ve ark, 2004). Clinvar ve
Uniprot gibi veritabanlar1 incelendiginde, bu gende net bir sekilde klinikle iliskilendirilmis bir
varyantin heniiz tanimlanmadig1 goriilmektedir, bu durum ¢alismamizda yapilabilecek genotip

fenotip iligkilendirilmelerini literatiire katkisi itibariyle daha kiymetli bir hale getirmektedir.

RECQL3 (diger adiyla BLM) geni, DNA ¢ift zincir hasar1 onariminda gorevli oldugu
gosterilmis bir protein olan Bloom Sendromu Proteini”ni kodlar. DNA’da holliday-kavsagi
dissoliisyonu, kardes kromatid eslenmesi, replikasyon catalinin devami gibi birgok rol iistlendigi
de bildirilmistir (Newman JA ve ark, 2015; Kim YM ve ark, 2010; Langland G ve ark, 2002).
Patojenik varyantlar1 sonucu, giines sensitif hipo-ve hiperpigmente lezyonlar, pre ve postnatal
biyume gecikmesi, kromozomal instabilite ve bu nedenle maliniteye predispozisyon ile
karakterize edilen “Bloom Sendromu” ile iligkilendirilmistir (Ellis NA ve ark,1995).
Tanimlanmis patojenik varyantlarin 6nemli bir cogunlugunu fonksiyon kayb1 yaratan varyantlar

olusturmaktadir, ve olduk¢a az sayida missense varyant tanimlanmaistir.

MYD88; dogal bagisiklik yanitinda Toll benzeri reseptér ve IL-1 reseptori sinyal
yolaginda yer alan adaptor proteinidir (Von Bernuth ve ark, 2008). IL-18 aracili sinyal yolaginda
yer alir. IFN-beta, NOS2/INOS ve IL12A genlerinin indiklenmesine aracilik etmek i¢in IRF1
proteininin g¢ekirdege gogiinii saglar (Campbell GR ve ark, 2021). Bunlara ek olarak, bagirsak
epitel hiicrelerinde MyD88 aracili sinyaller, bagirsak homeostazinin korunmasi i¢in c¢ok
onemlidir ve ince bagirsakta antimikrobiyal lektin REG3G ekspresyonunu kontrol eder.

Literatiirde, her tipte varyantin degisken oranlarda patojenik olarak tanimlandigi izlenmistir.

IRAK1, yabanci patojenlere kars1 dogustan gelen bagisiklik tepkisini baslatmada kritik
bir rol oynayan bir serin/treonin-protein kinazi kodlar. Toll benzeri reseptor (TLR) ve IL-1R
sinyal yollarinda yer alir. TLR aktivasyonu sonrasi, MYD88 aracilig1 ile hizli bir sekilde reseptor
sinyal kompleksine almir. MYDS88 ile olan bu etkilesimi, TRAK4 aracilikli IRAKI
fosforilasyonuna ve ardindan otofosforilasyon ve kinaz aktivasyonuna yol agar. Aktivasyonunu ve
cekirdege translokasyonunu indiiklemek icin interferon diizenleyici faktdr 7'yi (IRF7) fosforile
eder, bu durum IFN genlerinin transkripsiyonel aktivasyonu ile sonuglanir, ve nihayetinde

hiicreyi antiviral yanita hazir hale getirir (Jensen LE, ve ark, 2001; Aisling Dunne ve ark, 2010).
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Clinvar ve Uniprot gibi veritabanlar1 incelendiginde, bu gende net bir sekilde klinikle

iliskilendirilmis bir varyantin heniiz tanimlanmadig1 goriilmektedir.

IL7, lenfoid progenitorlerin proliferasyonunu uyarabilen hematopoietik biytime faktori
olan interleukin-7’yi kodlar. T ve B hicresi proliferasyonu ve olgunlasmasmin belirli
asamalarinda Kritik 6neme sahiptir (Goodwin RG ve ark, 1989).Kritik bir 6rnek olarak, Pre-pro-B
hicrelerinin pro-B hiicrelerine farklilagmasi, IL7 ve bir 30-kD proteinden olusan pre-pro-B hiicre
biliylime uyarici faktoriin (PPBSF) araciligi ile olur (Lai L ve ark, 2001).HPV enfeksiyonu ile
iliskili sigiller, verriikoz veya plak benzeri cilt lezyonlari, CD4+ T hiicre lenfopenisi, deride
malignite riski artis1 ve immiin disfonksiyon bulgularinin goriildiigi ve otozomal resesif gec¢isli
oldugu gosterilmis “Epidermodisplazi verruciformis-5 klinigi ile iliskilendirilmistir (Liran
Horev ve ark, 2015). Clinvar ve Uniprot gibi veritabanlar1 incelendiginde, bu gende net bir

sekilde klinikle iligkilendirilmis bir varyantin heniiz tanimlanmadig1 goriilmektedir.

IL7R, interleukin-7 proteininin reseptoridir (Goodwin RG ve ark, 1990). Ayrica timik
stromal lenfopoietin (TSLP) icin bir reseptor gorevi gorir. TSLP, monositlerden. T hiicrelerin o
bolgeye gociinli hizlandiran kemokinlerin salinimimi indiikleyen ve 6zellikle CD11c+ dendritik
hiicrelerin olgunlagsmasini artiran bir sitokindir. Mast hiicrelerini dogrudan aktive ederek alerjik
inflamasyonu indiikleyebilir. Bu a¢idan, IL7R’nin dolayli olarak bu islevlerle de ilintili oldugu
sonucu ¢ikmaktadir. IL7R genindeki patojenik varyantlar, “immiin yetmezlik-104 (IMD104)”
fenotipi ile iliskilendirilmistir. Bu sendrom, erken bebeklik doneminde tekrarlayan
enfeksiyonlarin baslamasi ile karakterize otozomal resesif gegisli bir hastaliktir. Belirtiler
arasinda oral pamukcuk, ates ve gelisme geriligi sayilabilir. Bazi hastalarda lenfadenopati ve
hepatosplenomegali bulunurken, digerlerinde lenf diigiimleri ve timik golge izlenmez. Laboratuar
calismalari, belirgin olarak azalmis T hiicre, normal veya artmis B hiicresi seviyeleri, degisken
hipogamaglobulinemi ve normal NK hicreleri gosterir. Patojenik varyantlarin veritabanlarindaki
dagilimi incelendiginde fonksiyon kaybi yaratan ve missense varyantlarin benzer oranlarda

oldugu goriilmektedir.

MCM2 geni (CDCL1 ve BM28 olarak da adlandirilir), hiicre dongiisiiniin 2 6nemli
adiminda; DNA replikasyonunun baslamasinda (S fazina giris) ve boliinme asamasinda (boliinme
stirecinin inisiasyonu), 6nemli rol oynayan bir insan nukleer proteinidir (Mincheva ve ark, 1994).

Erken S-faz proteinleri ailesinin iiyelerine benzer.Okaryotik hiicrelerde 'hiicre dongiisii basina bir
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kez' DNA replikasyonunun baslatilmasi ve uzamasi i¢in gerekli temel replikatif helikaz olan
MCM2-7 kompleksinin (MCM kompleksi) bileseni olarak islev goriir. Kokleada yerlesik sil
hiicrelerinin gelisiminde , Ozellikle terminal farklilanma asamasinda rol oynar ve ayrica
hiicrelerin apoptozisini indiiklemekte gorev alir (Todorov IT ve ark, 1994). Bu gendeki patojenik
degisimler, postlingual baslangi¢ gésteren yavas progresif bir sensorindral isitme kaybi sendromu
“Otozomal dominant isitme kaybi-70” klinigi ile iligkilendirilmistir. Yasanan bu sensorindral
isitme kaybi, i¢ kulaktaki ndral reseptorlerin, buradan kortekse ulasan sinir yolaklarmin veya
isitme korteksinin hasar1 sonucu ortaya ¢ikar(Gao J ve ark., 2015). Olduk¢a az sayida tanimlanan

patojenik varyantlarda, missense varyantlar nispeten 6n plana ¢ikmaktadir.

ZNF341, immiin homeostazin merkezi bir diizenleyicisi olan STAT3'lUin ekspresyonunu
dizenleyen bir niikleer ¢inko parmak transkripsiyon faktorudur (Frey-Jakobs S ve ark, 2018).
Ozellikle Staphylococcus aureus kokenli cilt bakteriyel enfeksiyonlari, kronik mukokutandz
kandidiyazis gibi fungal enfeksiyonlara duyarlilik, atopik dermatit, tekrarlayan solunum yolu
enfeksiyonlari, bronsektazi ve artmis serum IgE ve IgG ile karakterize, erken ¢ocukluk cagi
baslangic egilimi gosteren immiinolojik bir bozukluk olan “Otozomal resesif hiper-IgE
tekrarlayan enfeksiyon sendromu 3” ile iliskisi gosterilmistir. Hastalarda siklikla CD4+ T
hlcrelerinin T-helper-17 hiicrelerine farklilasmasinin bozuldugu, hafiza B hiicrelerinin azaldigi
ve NK hiicrelerinin azaldig1 gdosterilmistir. Bazi hastalarda dismorfizm, anormal dis yapisi,
alopesi, eklem hipermobilitesi ve tekrarlayan fraktirler gibi ekstrahemapoietik Ozellikler de
goriiliir. Hastalik baslangici erken gocukluktadir (Béziat V ve ark, 2018).Veritabanlarindaki az
sayidaki patojenik varyant incelendiginde en sik karsilasilanin fonksiyon kaybi1 yaratan varyantlar

oldugu izlenmektedir.

STK4, kaspaz tarafindan indiikte edildikten sonra, hiicre cekirdegine girip kromatin
kondenzasyonu sireclerinde histon H2B Uzerindeki serin-14’1 fosforile ederek, epigenetik olarak
programlanmis hiicre 6liimii yolaginda gérev alan bir pro-apopitotik serin-protein kinazdir. Organ
biiylikliigiiniin smirlandirilmasmda ve timdr siipresyonunda rol alan “hippo” sinyal yolaginin
anahtar bir bilesenidir. Bu gendeki patojenik varyantlar, progresif naive T hiicre kaybu,
tekrarlayan bakteriyel, viral ve fungal enfeksiyonlar, abseler, otoimmin manifestasyonlar ve
kardiak malformasyonlar ile karakterize “Tekrarlayan enfeksiyon, otoimmiinite ve kardiak

malformasyon eslikli T hiicre immiinyetmezligi” fenotipi ile iliskilendirilmistir.
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Veritabanlarindaki az sayidaki patojenik varyant incelendiginde en sik karsilagilanin fonksiyon

kayb1 yaratan varyantlar oldugu izlenmektedir.

ADA (Adenozin Deaminaz), adenozinin 2-hidroksideadenozine yikilmasini katalizleyen
enzim olan adenozin deaminazi kodlar (Lindley ER, Pisoni RL, 1993) Adenozin homeostazi, ve
dolayistyla purin metabolizmasinda kritik oneme sahiptir. Hiicresel sinyal yolaklarina, hiicre dis1
adenozin sinyalini de regiile edecegi i¢in, indirekt ama Onemli etkilerde bulunur. DPP4’e
baglanarak, T hiicre koaktivasyonunun pozitif bir diizenleyicisi gorevini tistlenir (Ginés S, ve ark,
2002) Bu baglanma ayni zamanda lenfosit-epitel adezyonunu da diizenler. Dendritik hiicrelerin
sitokin sekresyonunu arttirir, CD4+ T hiicre proliferasyonunu ve farklilanmasini arttirict yonde
etki gosterir. Ayn1 zamanda, plazminojen aktivasyonunu da uyarir. Parsiyel eksikligi daha hafif
bir klinikle iligkili olmak iizere; bu genin fonksiyonunu bozan varyantlarm, “T, B ve NK hiicre
negative Agir Kombine Immiin Yetmezlik” tablosuna yol actig1 gosterilmistir (Arredondo-Vega
FX ve ark, 1994). Veritabanlarindaki patojenik varyantlar incelendiginde en sik karsilagilanin

fonksiyon kaybi yaratan varyantlar oldugu izlenmektedir.

IL2RG, 6 farkli interlokin reseptOriiniin alfa subuniti ile heterodimer yapisi olusturarak
(IL2RA, ILARA, IL7RA, IL9RA, IL15RA, and IL21RA) bu reseptorlerin fonksiyonunda gorevler
iistlenen “interlokin reseptdr 2/ortak gama zinciri” proteinini kodlar. Interldkinler immiin
sistemin igleyisinde major gorevler iistlenen sitokinler oldugundan, bu yapilarin bozuklugundan
agir kombine immun yetmezlik gorilmesi beklenir. Nitekim IL2RG genindeki patojenik
varyantlar “T hiicre negatif B hiicre pozitif NK hiicre negatif X bagiml1 Agir Kombine Immiin
Yetmezlik “ klinigine yol agtig1 gosterilmistir (Jones AM, ve ark, 1997). Literatiirde, her tipte
varyantin degisken oranlarda patojenik olarak tanimlandig1 izlenmistir, en sik olarak karsilagilan

ise fonksiyon kayb1 yaratan varyantlardir.

DCLREIC geni, “Artemis” olarak da adlandirilan, DNA onariminda 6nemli bir siire¢
olan “non-homologous end joining (NHEJ)” mekanizmasinda kritik bir niikleaz1 kodlar.
(Moshous D ve ark, 2001). Bu DNA onarim modalitesi, ¢ift zincir hasarlarinm onarmmi ve V(D)J
rekombinasyonu icin gereklidir (Ma Y ve ark, 2002). V(D)J rekombinasyonu, bdlgeye 6zgi
DNA c¢ift zincir kiriklar1 (DSB'ler) olusturan lenfoid spesifik RAG endoniikleaz kompleksi
tarafindan baslatilir,bu DSB'ler iki tip DNA u¢ yapisi sunar: hairpin yapilar1 ile kapatilmis

kodlama uglar1 ve fosforile sinyal uglari. Bu ugclar, sirasiyla kodlama ve sinyal baglantilari
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olusturmak i¢in homolog olmayan uc¢ birlestirme (NHEJ) yolu tarafindan bagimsiz olarak
onarilir. V(D)J rekombinasyon sureci, imminoglobulin ve T hiicre antijen reseptorlerini kodlayan
genlerin somatik cesitlenmesini sagladigindan, bu mekanizma bozukluklarmda immiin sistem
onemli bir bicimde etkilenir. Bu gendeki degisimler, 2 farkli fenotip ile iliskilendirilmistir.
Bunlardan ilki, Omenn sendromudur; bu hastalik eritrodermi, hepatosplenomegali, lenfadenopati
ve alopesi bulgular1 izlenebilen, otozomal resesif bir agir kombine immiin yetmezlik (SCID)
tablosudur. B hiicreleri ¢ogunlukla yoktur, T-hiicre sayilari normalden daha fazladir fakat kisitli
bir T-hiicre reseptorii (TCR) repertuarmi eksprese ederler. Bu gendeki bozukluklar ile
iliskilendirilmis bir diger entite “Athabascan tipi agir kombine immiin yetmezliktir. Athabascan
dili konusan yerli Amerikalilarda bir “founder varyant” gerceklesmesi sonrasi nesilden nesile
kalhtildig1r disliniildigi icin bu isim verilmistir. Hastaligin karakteristik o6zelli§i iyonize
radyasyona kars1 radyo-sensitivitedir. Veritabanlarindaki az sayidaki patojenik varyant
incelendiginde en sik karsilagilanin fonksiyon kaybi yaratan varyantlar oldugu izlenmektedir,

bunu missense varyantlar takip etmektedir.

FCHO1, hicre yizeyi proteinlerinin ve molekillerinin endositozunda ve takip eden
hicre ici transportunda temel mekanizma olan klatrin kapli vezikillerin olusumunda ve
olgunlasmasinda yer alan bir proteini kodlar (Calzoni ve ark, 2019). Hiicre membranina yapisma
ve membrani vezikiil olusumu sirasinda bilkkme aktivitesine ek olarak, fonksiyonel klatrin kapl
cukurlarin olusumu i¢in gerekli proteinleri ortama c¢ekme gorevine de sahiptir. Bmp
reseptorlerinin klatrin kapli vezikiil aracili endositozunu diizenleyerek Bmp sinyal yolagini
dizenleyici etki de gdsterir. T-hiicre poliferasyonu ve aktivasyonunun diizenlenmesinde rol alir.
TCR (T hiicre reseptor)lerinin de internalizasyonunu diizenlediginden, reseptor aktivasyonu
sonrast TCR fonksiyonlarina dolayli olarak etkide bulunur (Lyszkiewicz M ve ark, 2020). Bu
genle iliskilendirilmis olan“Immiin yetmezlik-76 (IMD76) sendromu”, erken cocukluk
doneminde tekrarlayan bakteriyel, viral ve fungal enfeksiyonlar ile karakterize otozomal resesif
gecisli bir primer immiinolojik hastaliktir. Laboratuvar ¢aligmalari, T hiicre lenfopenisine ek
olarak, degisken B hiicre ve immiinoglobulin anormallikleri gdsterebilir. Bazi hastalarda lenfoma
ve norolojik bulgular da izlenebilir. Hastalik otozomal resesif kalitim patternine uygun olarak
kalitilmaktadir. Veritabanlarindaki az sayidaki patojenik varyant incelendiginde en sik
karsilagilanin fonksiyon kayb1 yaratan varyantlar oldugu izlenmektedir, bunu missense varyantlar
takip etmektedir.
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CD3G, T-lenfosit hiicre yiizeyinde bulunan ve adaptif immiin yanitta 6nemli bir rol
oynayan TCR-CD3 kompleksinin pargasidir. Antijen sunan hiicreler (APC'ler) T hiicre
reseptoriinii (TCR) aktive ettiginde, TCR aracili sinyaller hiicre zar1 boyunca CD3 zincirleri
(CD3D, CD3E, CD3G ve CD3Z) tarafindan iletilir. Tim CD3 zincirleri, sitoplazmik alanlarinda
immiinoreseptor tirozin bazli aktivasyon motifleri (ITAM'ler) igerir. TCR baglanmasi {izerine, bu
motifler, Src ailesi protein tirozin kinazlar tarafindan fosforile olur ve bu da takip eden hiicre igi
sinyal yolaklarinin aktivasyonu ile sonuglanir (Barber EK ve ark, 1989). T hucresi
aktivasyonunda sinyal iletiminin bu roline ek olarak, CD3G, hucre vyiizeyinde TCR
ekspresyonunun dinamik dizenlenmesinde 6nemli bir rol oynar (Dietrich J ve ark, 1994).
Tanimh az sayidaki varyantlarin tamamini fonksiyon kaybi yaratan varyantlar olusturuyor gibi

gOziikmektedir.

IL2 geni, interleukin-2 proteinini kodlar. Literatiirde daha onceleri “T-hlicre buyime
faktorii” olarak da gegen Interlokin-2 (IL2), aktive olmus T hiicreleri tarafindan tiretilen giiclii bir
bagisiklik diizenleyici lenfokindir (Lowenthal ve ark, 1985; Smith, 1988). T-hiicre
farklilasmasmin molekiiler dogasinin arastirilmasinda siklikla kullanilmistir. Ayn1 zamanda, tipki
interferonlar gibi, NK hiicre aktivitesini arttirir. Kendisinin hedef reseptorii (IL2R) ile etkilesimi
sonrasi, IL2R alt birimlerinde oligomerizasyona ve konformasyon degisikliklerine yol acarak,
nihayetinde JAK1 ve JAK3'Uin fosforilasyonu ile baslayan hiicre i¢i sinyal yolaklarmin
aktivasyonuna neden olur (Miyazaki T ve ark, 1994). Tanimli az sayidaki varyantlarin tamamini

fonksiyon kaybi1 yaratan varyantlar olusturuyor gibi goziikmektedir.

Tablo 2.2: Calismadaki analize dahil edilecek primer immiin yetmezlik klinigi ile

iliskilendirilmis genler

RAG1, RAG2, ATM, NBN, TBX1, STAT3, PGM3, BTK, TACI (TNFRSF13B), FOXP3,
CTLA4, LRBA, F12, SERPING1 (C1INH), GFI1, JAGN1, USB1, CSF3R, WAS, G6PC3,
VPS45A (VPS45), ELANE, HAX1, CYBA, CYBB, NCF1, NCF2, XK, NOD2, NCF4, FAS,
FASLG, CASP10 PRKCD, IRAK4, MYD88, IRAK1, DOCKS, IL10, IL10Ra, IL10RD,
STXBP2, STX11, PRF1, UNC13D, IL12B1 (IL12B), ISG15, IKBKG, IFNGR2, IFNGR1,
STAT1, IL6, RECQL3 (BLM), IL7, IL7R, MCM2, ZNF341, STK4, ADA, IL2RG,
DCLREI1C, FCHO1, CD3G, 1L.2

44



Primer Immiinyetmezlikler biitiin diinyada énemli bir morbidite ve mortalite sebebidir.
Sik goriilmeleri ve neredeyse tiim enfeksiyonlarla iliskili olmalar1 nedeniyle erken ve efektif tani
ve takipleri ¢cok biylk 6nem arz etmektedir. Son yillarda yayinlanan konsensiis bildirilerinde
immiin yetmezlik tani ve siniflandirilmalart tamamen genetik tetkikler {izerinden tarif
edilmektedir. Fakat 400°den fazla tanimlanmig gende ortaya ¢ikabilecek sayisiz genetik degisim

ile fenotip arasinda kapsayici bir iligki kurulmasi giinlimiize degin miimkiin olmamuistir.

Yeni nesil dizileme teknolojisi, tek bir 6rnekten alinan milyonlarca pargaya ayrilmis bir
DNA molekiliiniin her bir pargasinin ayni anda ve uyum igerisinde paralel olarak islenmesini
temel alan bir dizileme yontemidir. Beraberinde getirdigi avantajlar ile pek ¢cok alanda yiiriitiilen
biyolojik arastirmalarin vazgeg¢ilmez bir pargasi haline gelmistir. Daha onceki genetik dizileme
tekniklerden farkli olarak, paralel bircok dizileme reaksiyonu ayni anda yapilarak yiiksek
hacimde ve hizli sonu¢ almmaktadir. Yiiksek hacimli bir analiz yontemi olmasinin yani sira
barkod yontemi ile DNA pargalarinin hangi 6rnege ait oldugu kolayca takip edilmekte ve bu
sayede ayni reaksiyonda onlarca oOrnek bir arada c¢alisilip birim zamanda aliman verim
arttirilabilmektedir (Behjati S. Ve ark., 2013). Primer Immiin Yetmezlikli Hastalarda, bu
hastaliklar i¢in tanimlanmig genler icin dizayn edilmis paneller olusturularak yapilan klinik
calismalarda, tanm1 basarisinin Onceki tetkiklere ve gecmis yillara oranla belirgin bir bigimde
arttig1 gosterilmistir (Rae W. Ve ark. 2018). Farkli yayin ve ¢alismalarda, 15%’ten %70’e kadar
degiskenlik gosteren tani1 basarilar1 elde edilmistir (Abolhassani H. Ve ark., 2018). Ulkemizde
immiinyetmezliklerin genotip fenotip korelasyonu ile ilgili yeterli veri olmadiginin goriilmesi,
immiin sistemle alakali fenotiplerin tanimlanmasinda en 6nemli basamagin genotip verisi olmasi,
immiinyetmezliklerle iliskilendirilmis ve ¢aligmamiza dahil edilen genlerde saptanan varyantlarin
biiylikk ¢ogunlugunun giinlimiize degin iizerinde konsenslis olusacak bir gekilde
tanimlanamamalarindan dolayr 6nemi bilinmeyen varyant olarak kabul edilmeleri ve bu grup
hastaliklarin genotip fenotip iliskilendirilmesinde en basarili yontemin, yukarida bahsedildigi
iizere NGS olusu verileri géz Oniinde bulundurularak, klinigi immiinyetmezlikle uyumlu
hastalarin immiinyetmezlikle ilintili se¢ilen genleri yeni nesil dizileme ydntemi ile analiz edilmis

ve sonuglar tartisilmistir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1 Arastirmanin Tipi

Aragtirma retrospektif sekilde dizayn edilmis klinik bir ¢aligmadir.

3.2 Arastirma Bolgesi ve Zamani

Aragtirma 2017-2021 yillar1 arasinda Konya bolgesi ve ¢evre illerden Necmettin
Erbakan Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Hastanesi (NEUMTF) ’ne basvuran hastalar1

icermektedir.

3.3 Arastirma Evreni ve Yeri

Aragtrma NEUMTF Pediatrik Allerji ve immiinoloji Klinigi ve Dahiliye Anabilim Dal1
Allerji Immiinoloji bilim dali birimlerinde Primer Immiinyetmezlik tanis1 ile takip edilen ve bu
klinik tablonun molekiiler nedeninin anlasilabilmesi ve net tami koyulabilmesi amaciyla
NEUMTF tibbi genetik boliimiine yonlendirilen hastalardan olugsmaktadir. Caligma basamaklari,
NEUMTF Tibbi Genetik Anabilim Dali Laboratuvarlari’nda gergeklestirilmistir.

3.4 Orneklem Segme Kriterleri

Calismamizda, 2017 ile 2021 yillar1 arasmmda Necmettin Erbakan Universitesi Meram
Tip Fakiiltesi Hastanesi Tibbi Genetik BoOliimii’ne immiin yetmezlik 6n tanis1 ve/veya ilintili
sikdyetleriyle basvurmus ve on degerlendirmeden gecirildikten sonra Primer Immiin
Yetmezliklere yonelik genetik arastirma gerekli goriilen 224 hasta degerlendirilmistir. Bunlar
arasindan, asagida belirtilen dahil etme ve diglama kistaslarina gore secilen 48 genotip fenotip
korelasyonu, bu hastalarda tespit edilen varyantlar ve hastalarin klinigi bir arada degerlendirilerek
yapilmistir. Buna ek olarak, bu hastalarin varyantlarinin aile igindeki segregasyonunun
degerlendirilmesi ve varyantlarin de novo olup olmadiklarina bakilabilmesi i¢in bu hastalarin
anne ve babalarma Sanger dizileme yontemiyle hastada belirlenen varyant agisindan tarama

yapilmustir.
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3.5 Calismanin Parcalar1

Calisma, esasta 2 parcadan olugsmaktadir.

1) 2017 ile 2021 yillar1 arasinda, genetik agidan tablo 2.2°de belirtilen genleri
dizilenerek ¢alisilmig tiim hastalarin degerlendirilmesi yapilmistir. Bu grup “kohort grubu” olarak

adlandirilmistir

2) 3.6 ve 3.7 bolimlerinde belirtilen kriterlere gore secilen hastalar igcin genotip-

fenotip iliskilendirilmesi yapilmistir. Bu grup “arastirma grubu” olarak adlandirilmistir

Genotip-fenotip iliskilendirmesine yardimci olmasi agisindan, ¢alismaya katilmaya
istekli olan ve analiz icin kan vermek maksadiyla boliimiimiize gelebilen ailelerden de,

sozkonusu varyantlarin analizi i¢cin sanger analizi yapilmistir.

3.6 Arastirma Grubuna Dahil Etme Kriterleri

a. Hastada saptanan (en az bir) varyant, literatlir verilerine gore daha 6nce net bir
sekilde patojenik veya benign olarak smiflandirilmamis olmalidir. Bu varyantlara “Onemi

Bilinmeyen Varyant” ad1 verilmektedir.

b.  Her hasta icin, bireyde saptanan “Onemi Bilinmeyen Varyant”m i¢inde bulundugu
gen ile hastanm klinigi arasinda ilinti olmalidir. Immiinyetmezliklerin degisken dogas1 ve genetik
degisimlerin fenotipe yansimasi ile alakali degiskenlikler g6z 6niinde bulunduruldugunda, hasta
kliniginin gen ile ilintili hastalikla “birebir” Ortiisme gdstermesi degil, genel bir klinik

korelasyona sahip olmas1 6l¢iit olarak alinmistir.

c. Onemi bilinmeyen varyanta sahip bu hastalarda, immiin yetmezlikle iliskili

caligilan bagka bir gende patojenik bir varyant bulunmamalidir.
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3.7 Arastirma Grubu Dislama Kriterleri

a.  Herhangi bir varyant tespit edilmeyen hastalar ¢alismaya dahil edilmemistir.

b.  Patojenik oldugu literatiir bilgileriyle net bir sekilde belirlenmis olan varyantlari
tasiyan hastalar arastirma grubunadahil edilmemistir.

C. Saptanan varyantlar ile klinik arasinda korelasyon gézlenmeyen hastalar arastirma
grubunadahil edilmemistir.

d.  Klinigi hakkinda net veri elde edilemeyen hastalar ¢alismaya dahil edilmemistir.

3.8 Calisma Oncesi Bilgilendirme

Orneklem secme kriterlerini karsilayan hastalara arastrmanin konusu ile ilgili genel
bilgiler ve arastirma ile ilgili ayrmtili bilgi verilmistir. Arastrmada segregasyon analizi i¢in
saptanan varyantlar agisindan anne ve babaya ayni gen bolgesi i¢in Sanger dizileme yapilacagi,
yapilacak analizde periferik kandan izole edilecek olan hasta DNA’smin kullanilacagi ve
arastirma i¢in hastaya herhangi bir ek medikal islem uygulanmayacagi anlatilmistir. Aragtirmanin
uzmanlik tezi olarak projelendirildigi ve Necmettin Erbakan Universitesi Bilimsel Arastirma
Projeleri Koordinatorliigiince finanse edildigi anlatilmistir. Yapilan bilgilendirme sonrasi
arastirmaya katilmaya goniillii olan hastalara bilgilendirilmis goniillii onam formu okutulmus ve

onayladiklarina dair imzalar1 alimmustir (Ek-1).

3.9 Arastirmanin izni ve Etik Durum

NEUMTF etik kuruluna arastirma dncesinde gerekli belgeler sunulmus ve arastirmamiz

05.11.2021 tarihli 2021/3472 sayili kararla etik kurul onay1 almistir (Ek-2).

3.10 Kullanilan Cihazlar ve Kimyasallar

3.10.1 Kullanilan Cihazlar
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. Yeni Nesil Dizileme cihazi (Illumina Miniseq)
. PZR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) cihazi (Thermo Fisher Scientific SimpliAmp
Thermal Cycler)

. Mikrosantriflij (Biosan)

. 4°C buzdolab1 (Beko)

. -20°C sogutucu (Regal®)

. -80°C sogutucu (New Brunswick U570)

. Spektrofotometre (Thermo Scientific NanoDrop 2000)
. Otomatik mikropipetler

. Vorteks karistirict

. Kuru 1s1 blogu

. Rotator

3.10.2 Kullanilan Kimyasallar ve Gerecler

. DNA izolasyon kiti (Roche Diagnostics High Pure PCR Template Preparation Kit)

. Yeni nesil dizileme kiti (Celemics Primary Immunodeficiencies Kit)

. KAPA kiitiiphane amplifikasyon karigimi (Roche Molecular Systems, Pleasanton,
Kaliforniya, ABD)

. Izopropanol

. %80’lik etanol

. PZR kartusu

. Steril, filtreli pipet uglar1
. Filtre tlpl

. Toplama tipleri

. Eppendorf tupleri

. ddH20, niikleaz icermeyen saf, steril su

3.10.3 DNA izolasyonu
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Periferik kandan DNA izolasyonu, High Pure PZR Template Preparation Kit (Tablo 3.1)
(Roche, ABD) ticari kiti kullanilarak asagidaki protokol ile elde edildi.

1. 200 pl hasta periferik kan numunesi, 200 pl Binding Buffer ve 40 pl proteinaz K;
1,5 mI’lik eppendorf tiiplere eklendi. Sonrasinda 70 santigrat derecede 10 dakika inkiibe edildi.

2. Inkiibasyon sonrasinda karisima izopropanol (100 ul) eklendi. Bu karisim fltreli
tiplere aktarildi ve 1 dk boyunca 8000 g’de santrifiije tabi tutuldu.

3. Santrifiijii takiben, tliplerin alt kismu yavasca bosaltildi. Her tiipe “Inhibitor
Removal Buffer” (500 pl) eklenip 8000 g’de 1 dk. santrifiije tabi tutuldu. Bu asama 2 kez

tekrarlandi.

4.  Santriftji takiben tiiplerin alt kismi bosaltildi, sonrasinda 500 ul Wash Buffer
eklenen tiipler 8000 g’de 1 dk. Santrifiije tabi tutuldu ve tiiplerin alt kismi1 bosaltild:.

5. 13000 g’de 10 sn. santrifiije tabi tutuldu ve tiiplerin alt kismi1 bosaltildi.
6.  Geriye kalan filtreler yeni tiiplere aktarilarak iizerlerine Elution Buffer (200 ul)

eklendi ve 8000 g’de 1 dk. Santrifiije tabi tutularak nihai DNA, tiiplerin alt kisminda elde edildi.
Izole edilen DNA &rneklerinin miktar ve saflik tayini, NanoDrop ND-2000c spektrofotometrede

Olciilerek yapildi.
) Kullanilan Miktar
Kit icerigi (Her Bir Ornek
fcin)
Yikama tamponu 1000 pl
Proteinaz K 40 ul
Baglama tamponu 200 pl
Inhibitdr uzaklastirma tamponu 500
Lizis tamponu 200 pl
Ellisyon tamponu 200 pl
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Tablo 3.1: DNA izolasyon Kiti Icerigi

3.10.4 Yeni Nesil DNA Dizi Analizi

DNA Fragmentasyonu

Niikleik asit saflik oranlar1 yeterli goriilen DNA’dan 8 pL almarak tizerine, 1 pLdsDNA
fragmentaz (Celemics, Seul, Gliney Kore) ve 1 uL fragmentaz tamponu (Celemics, Seul, Gliney
Kore) eklendi. 37°C’da 25 dakika inkiibe edildi.

Saflastirma

Celemics DNA saflastirma boncuklar1 (Celemics, Seul, Giiney Kore) ile fragmente
edilen DNA 1.8:1 oraninda 1,5 mI’lik mikrosantrifilj tlplne konuldu. Vorteks ve spin edildikten
sonra 5 dakika oda isisinda inkiibe edildi. Tiipler manyetik ayristirictya alindi ve 5 dakika
bekletildi. Manyetik ayristiricidaki tiiplerden siipernatan alinarak atildi. Tiiplere 500uL %80°lik
etanol eklendi. 30 saniye oda 1sisinda inkiibasyon sonrasi siipernatan atildi. Etanol yikamasi
(onceki iki basamak) tekrar edildi. Spin edildi ve etanoliin kalani atildi. 2 dakika boyunca oda
is1sinda bekletildi. 37 pL niikleaz igcermeyen saf su eklendi. Tiipler manyetik ayristiricidan alindi
vorteks ve spin sonrasinda oda sicakliginda 2 dakika inkiibe edildi. Tipler tekrar manyetik

ayristiriciya yerlestirildi ve 2 dakika bekletildi. Stipernatan ¢ekilerek PZR tiipiine alind1.
Uc¢ Tamiri ve A- Tailing
5 pl 10x ERA tampon (Celemics, Seul, Giiney Kore) ve 35 ul saflagtirilmis DNA PZR

tipiine alindi. 10uL 5x ER/A-Tailing enzim karigimi (Celemics, Seul, Giiney Kore) tiiplere
eklendi. Tiipler spin edildi ve 4°C deki termal cycler a alind1 ve 4 derecede 1 dakika, 20 derecede
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30 dakika ve 65 derecede 30 dk’dan olusan bir dongii uygulandi. PZR bittiginde tiipler buz

tamponu tizerine alind1.

Adaptor Ligasyonu

10 pL Adaptor (Celemics, Seul, Gliney Kore), PZR tiplerindeki ug tamiri ve A-tailing
yapilmigs DNA iizerine eklendi. 40 pL ligasyon reaksiyon karisimi (Celemics, Seul, Giiney Kore)
eklendi. 20°C’de 15 dakika boyunca inkiibe edildi. 3 pLL. USER enzimi (Celemics, Seul, Giiney
Kore) eklendi. 15 dakika boyunca 37°C’de inkiibe edildi.

Saflastirma

Adaptor ligasyonu yapilan DNA {izerine 100 uL Celemics DNA saflagtirma boncuklar1
(Celemics, Seul, Giliney Kore) eklendi. Vorteks ve spin sonrasinda 5 dakika oda 1sisinda inkiibe
edildi. Tipler manyetik ayristiriciya alindi ve 5 dakika bekletildi. Manyetik ayristiricidaki
tiiplerden siipernatan atildi. Tiplere 500puL %80’lik etanol eklendi. 30 saniye oda i1sisinda
inkiibasyon sonrasi siipernatan atildi. Etanol yikamasi (6nceki iki basamak) tekrar edildi. Spin
yapild1 ve etanoliin kalan1 atildi. 2 dakika oda 1s1sinda bekletildi. 32 pL niikleaz icermeyen saf su
eklendi. Tipler manyetik ayristiricidan alindi vorteks ve spin sonrasinda oda sicakliginda 2
dakika inkiibe edildi. Tiipler manyetik ayristiriciya yerlestirildi ve 2 dakika bekletildi. Siipernatan
cekilerek PZR tiiplerine alind1.

Amplifikasyon

15 pL Adaptor ligasyonu yapilmis DNA iizerine, 5 uL PZR Indeks Primer (Celemics,
Seul, Giliney Kore) ve 30 pL Master karisimi (Celemics, Seul, Giliney Kore) eklendi ve spin
edildi. PZR tiipleri PZR cihazina (Thermo Fisher Scientific, SimpliAmp Thermal Cycler)
yerlestirildi ve Tablo 3.2°deki protokol uygulanarak amplifikasyon yapild.
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Sicakhk
islem oc Sdre Dongii sayis1 | Analiz modu
Denattrasyon | 98 45 sn 1 Polimeraz aktivasyonu
98 15 sn Denatirasyon
Amplifikasyon | 65 30 sn 10 Baglanma
72 60 sn Uzama
Erime Egrisi 72 10 dk 1 Ozgulluk kontroli
Sogutma 4 1dk 1

Tablo 3.2 : Amplifikasyon PZR Protokolu

Saflastirma

Amplifiye edilen DNA’dan 50 pL 1.5 mL’lik tiipe alind1 ve iizerine 50 pL Celemics
DNA saflastirma boncuklar1 (Celemics, Seul, Giiney Kore) eklendi. Vorteks ve spin sonrasinda 5
dakika oda 1sisinda inkiibe edildi. Tiipler manyetik ayristirictya alindi ve 5 dakika bekletildi.
Manyetik ayristiricidaki tiiplerden siipernatan atildi. Tiiplere 500uL %80’lik etanol eklendi. 30
saniye oda 1sisinda inkiibasyon sonrasi siipernatan atildi. Etanol yikamasi (6nceki iki basamak)
tekrar edildi. Spin yapildi ve etanoliin kalani atildi. 2 dakika oda isisinda bekletildi. 32 pL
niikleaz icermeyen saf su eklendi. Tiipler manyetik ayristiricidan alindi vorteks ve spin
sonrasinda oda sicakliginda 2 dakika inkiibe edildi. Tiipler manyetik ayristirictya yerlestirildi ve 2
dakika bekletildi. Siipernatan c¢ekilerek PZR tiiplerine alindi.

DNA Saflik Kontrolii

Saflastirma isleminden sonra DNA’nin kalitesi Thermo Scientific Nanodrop 2000
Spektrofotometre (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, Amerika Birlesik
Devletleri) cihazi ile degerlendirildi. 260/280 ve 260/230 nm niikleik asit saflik oranlari normal
sinirlarda saptandi (sirasiyla 1.7-2.0 ve 2.0-2.2). Bahsedilen saflik kontrol oran parametreleri
dahilinde olmayan ornekler elimine edilerek, sozkonusu hastalardaki DNA izolasyonu bastan

itibaren tekrarlandi.
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Hibridizasyon ve Yikama

Her bir kolonda 8 kuyucuk bulunan PZR kartusunun ilk kolonundaki her bir kuyucuga
5.6 uL Block karigimi (Celemics, Seul, Giiney Kore) eklendi. Block karigimi eklenen
kuyucuklara hazirlik basamaklar1 tamamlanan ve kalite kontrolden gegen DNA’dan 3.4 pL
eklendi ve pipetaj yapildi. PZR kartusu kapatildi ve santrifiij edildi. Termal dongli cihazina
konuldu ve 95°C sicaklikta 5 dakika bekletildikten sonra 65°C’ye getirildi. PZR kartusunun ikinci
kolonunun her bir kuyucuga 65°C’de 5 dakika bekletilmis Hibridizasyon Tamponundan
(Celemics, Seul, Giiney Kore) 25 pL eklendi. Kartusun kapagi kapatilarak 65°C’de 5 dakika
inkiibe edildi. PZR kartusunun ikinci kolonunun her bir kuyucuga 7 pL Capture kiitliiphane
karisimi (Celemics, Seul, Giiney Kore) eklendi. Kartusun kapagi kapatilarak 65°C’de 2 dakika
inkiibe edildi. Kartusun ikinci kolonundaki Hibridizasyon Tamponundan 16’sar uL ¢ekilerek
ticlincii kolondaki kuyucuklara eklendi ve pipetaj yapildi. PZR kartusunun birinci kolonundaki
DNA’dan 9’ar pL c¢ekilerek tigiincii kolondaki kuyucuklara eklendi ve pipetaj yapildi. Kartusun
kapagi kapatilarak 65°C’de 24 saat inkiibe edildi.

Streptavidin Boncuk Soliisyonunun Hazirlanmast

1,5 mL’lik tiipe 50 pL streptavidin boncuk (Celemics, Seul, Giliney Kore) eklendi. Tlpe,
200 pL yikama tamponu -1 (Celemics, Seul, Guney Kore) eklendi. Vortekslendikten sonra tiip
manyetik ayristirictya konuldu ve siipernatan atildi. Onceki iki basamak islem iki kez tekrar

edildi. Tiipe, 200 pL yikama tamponu -1 eklenerek 250 uL’ye tamamlanda.

Target Captured Kutlphanenin Secilmesi

Hibridizasyon basamagindan elde edilen DNA’y1 iceren karisim 65°C’ye getirildi ve
hazirlanan 250 pL streptavidin boncuk soliisyonu igeren 1,5 mL’lik tiiplerin iizerine eklendi. Elde
edilen soliisyon 30 dakika rotatorde karistirildi ve sonrasinda spin edildi. Tupler, manyetik
ayristiricitya konuldu ve siipernatan atildi. Manyetik ayristiricidan alman tiiplere 500 uL yikama

tamponu -2 (Celemics, Seul, Guney Kore) eklendi. Vorteklendikten sonra spin edildi. 15 dakika
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boyunca oda sicakliginda inkiibe edildi. Tipler, manyetik ayristirictya konuldu ve siipernatan
atildi. 500 puL 70°C’ye 1sitilmig yikama tamponu -3 (Celemics, Seul, Giiney Kore) eklendi.
Vortekslendi ve spin edildi. 10 dakika boyunca 70°C’deki 1s1 blogunda inkiibe edildi. Tiipler,
manyetik ayristirictya konuldu ve siipernatan atildi. Yikama tamponu -3 ile yikama islemi
(6nceki dort basamak) i kez tekrarlandi. Tiplere 30 pL niikleaz icermeyen saf su eklendi.

Vortekslendi ve spin edildi.

Captured Kutiphanenin Amplifikasyonu

0.2 mL’lik PZR tiipiine 15 uLL On-beads Captured DNA, 5 L niikleaz icermeyen saf su,
2.5 uL Capture sonrast PZR forward primeri (Celemics, Seul, Giiney Kore), 2.5 puL Capture
sonrast PZR reverse primeri (Celemics, Seul, Giiney Kore), ve 25 puL KAPA Kkiitiiphane
amplifikasyon karisimi (Roche Molecular Systems, Pleasanton, Kaliforniya, ABD) eklendi. PZR
tipleri PZR cihazma (SimpliAmp Thermal Cycler, Thermo Fisher Scientific Waltham,
Massachusetts, ABD) yerlestirildi ve amplifikasyon yapildi.

Saflastirma

Amplifiye edilen DNA’dan 50 pL 1.5 mL’lik tiipe alind1 ve tizerine 90 pL Celemics
DNA saflastirma boncuklar1 (Celemics, Seul, Giiney Kore) eklendi. Vorteks ve spin sonrasinda 5
dakika oda 1sisinda inkiibe edildi. Tiipler manyetik ayristiriciya alind1 ve 5 dakika bekletildi.
Manyetik ayristiricidaki tiiplerden silipernatan atildi. Tiiplere 500pL %80’lik etanol eklendi. 30
saniye oda 1sisinda inkiibasyon sonrasi siipernatan atildi. Etanol yikamasi (6nceki iki basamak)
tekrar edildi. Spin yapild1 ve etanoliin kalani atildi. 2 dakika oda 1sisinda bekletildi. 32 pL
niikleaz icermeyen saf su eklendi. Tipler manyetik ayristiricidan alindi vorteks ve spin
sonrasinda oda sicakliginda 2 dakika inkiibe edildi. Tiipler manyetik ayristiriciya yerlestirildi ve 2
dakika bekletildi. Supernatan gekilerek PZR tiiplerine alind1.
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DNA Saflik Kontrolii

Saflagtirma isleminden sonra DNA’nin kalitesi Thermo Scientific Nanodrop 2000
Spektrofotometre (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, ABD) cihaz1 ile
degerlendirildi. 260/280 ve 260/230 nm niikleik asit saflik oranlar1 normal smirlarda saptandi
(swrasiyla 1.7-2.0 ve 2.0-2.2).

Kutlphanenin Dizilenmesi

Kalite kontrolii yapilan amplifiye edilmis kiitiiphane, koprii PZR tabanli yeni nesil
dizileme yontemiyle calisgan Illumina Miniseq Platformu (Illumina, San Diego, Kaliforniya,
ABD)’na yiiklendi. Dizileme esnasinda ortaya ¢ikan optik goriintiilerden doniistiiriilen FASTQ

formatindaki veri setleri elde edildi.

3.11 Veri Analizi

FASTQ formatindaki veri setlerine GRCh37(h19) referans genomu {izerinden SEQ
(Genomize, Istanbul, Tiirkiye) platformu kullanilarak hizalama yapildi. Bu islem sonrasinda elde
edilen BAM formatindaki dizi verileri Integrative Genomics Viewer (IGV) 2.8.6 programi
kullanilarak degerlendirildi. Okumalarm, genlerin tiim ekzonlarin1 ve ekzon-intron bileskelerini
x20 okuma derinliginde kapladigi kontrol edilerek dogrulandi. Referans genomdan farkli olan
varyantlar IGV 2.8.6. programi iizerinden kontrol edilerek dogrulandi. Germline degisimler i¢in
allel fraksiyonu %35-65 arasi olan varyantlar heterozigot, >%65 olan varyantlar homozigot
olarak kabul edildi. Tespit edilen varyantlar, Insan Genom Varyasyon Cemiyeti (HGVS) Dizi

Varyant1 Adlandirma kurallarina uygun olarak isimlendirildi.

3.12 Varyant Siniflandirma

Belirlenen varyantlarin popiilasyon frekanslar,, gnomAD (Karczewski vd., 2020),
TOPMed Bravo, GME Variome (Scott vd., 2016) popiilasyon veritabanlar1 iizerinden
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degerlendirildi. Ayrica Clinvar ve COSMIC veritabanlarindan tespit edilen varyantlar ile ilgili
daha Onceden bildirilmis klinik bilgiler tarandi. Bu veri tabanlarinda herhangi bir klinik veri
bulunmayan varyantlar i¢in olasi klinik ve/veya fonksiyonel yaymlar agisindan varyanta 6zel
literatiir taramast yapildi. Ayrica, tespit edilen varyantlar in-siliko analiz algoritmalarinda
degerlendirildi. Missense degisimler igin: SIFT (Sim vd., 2012), PolyPhen2 (Adzhubei vd.,
2010), FATHMM (Shibab vd., 2013), DANN (Quang vd., 2015), REVEL (loannidis vd., 2016);
splicing varyantlar1 i¢in SpliceAl (Jaganathan vd., 2019), ve dbscSNV (Jian ve Liu, 2017)
kullanildi. Elde edilen veriler esliginde tespit edilen varyantlar, Amerikan Tibbi Genetik ve
Genomik Toplulugu (ACMGQG) tarafindan belirlenen standartlara (Richards vd., 2015) uygun

sekilde “benign”, “muhtemel benign”, “6nemi bilinmeyen varyant”, “muhtemel patojenik” veya

“patojenik” olarak siniflandirild.

3.13 Sanger Sekanslama

3.13.1 PZR Protokolii

3.10.3’te belirtilen protokole gore izole edilen hasta DNA’sindan 1 mikrolitre alinarak,
uzerine:

o 6 mikrolitre PCR Master Mix (AmpliTag Gold, Applied Biosystems)

. 1 mikrolitre distile su

o 1 mikrolitre Enhancer (TuneUp Solution, Nanohelix)

. 1 mikrolitre bolgeye 6zgiin kullanilacak PCR primerleri eklenerek;95 santigrad
derece x 10 dakika PZR protokoliine tabi tutuldu. Elde, 35 dongl boyunca, 95 santigrad derece X
40 saniye, 60 santigrad derece x 1 dakika ve 72 santigrad derece x 50 saniyelik PZR protokoliine

tabi tutuldu. Bu 3 asamadan olusan 35 dongii bittiginde, elde, 72 santigrad derecede 7 dakika
daha bekletildi.

3.13.2 ExoSAP Protokoli
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PZR protokolii sonrasi elde edilen karigima, 2 mikrolitre ExoSAP (Nanohelix ExoSAP

solution) karisimi eklenmistir. Bu karisim, exoSAP eklendikten sonra, 37 santigrad derece x 30

dk ve 80 santigrad derece x 15 dakikalik PZR protokoliine tabi tutulmustur. Nihai elde 4 derecede

kullanilana degin saklanabilme 6zelligine sahiptir.

3.13.3 Sekans Protokoli

Elde edilen PCR iiriiniinden 2 mikrolitre alinarak, tizerine

2 mikrolitre distile su eklendi

2 mikrolitre 5x Boya (Applied Biosystems) eklendi

2 mikrolitre 1x dilution buffer (Applied Biosystems) eklendi
1 mikrolitre Big Dye (Nanohelix) eklendi.

1 mikrolitre Bright Dye (Nanohelix) eklendi

1 mikrolitre kullanilacak ve bolgeye 6zgii sekans primerleri eklendi

Bu karisim sirasiyla; 95 santigrad derece x1 dakika, 96 santigrad derece x 10 saniye, 50

santigrad derece x 5 saniye ve 60 santigrad derece x 4 dakika stiren PZR protokolline tabi tutuldu.

Bu karisim nihai haliyle bir sonraki basamak yapilana degin +4 derecede saklanabilmektedir.

3.13.4 Saflastirma Protokolii

Sekans PZR protokolii biten karigimlarin tizerine, 180 mikrolitre Sequencing Binding

Buffer (Zymo Research) eklendi

Ornekler filtreli atik tiiplerine aktarild1 ve bu tupler icerisinde iken 10000 rpm X 1

dakika santrifiije tabi tutuldu

Filtredeki kisim alip, baska bir koleksiyon tiipiine aktarildiktan sonra, iizerine 180

mikrolitre “Sequencing Wash Buffer” (ZymoResearch) eklendi. Bu haldeyken 2 kez 10000 rpm
X 1 dk’lik santrifiijlere tabi tutuldu.
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Daha sonra filtre kolonu alinarak, 1.5 mL’lik ependorflara yerlestirildi. Bunu takiben
uzerlerine 25 mikrolitre distile su eklendi. Bu halde tekrar 10000 rpm X 1 dakika santriftje
edildi.

Nihayetinde ependorfta kalan kisim alinarak, 3130x1 kapiller elektroforez cihazi
(Applied Biosystems, Hitachi) cihaz plate diizlemi iizerine aktarilarak, cihaz talimatlarma gore

performe edilen kapiller elektroforez sireci yiratuldi.

4. BULGULAR
Bulgular, 2 grupta 6zetlenmistir.
Grup 1: Hastalarin tamami (Kohort)

Grup 2: Saptanan varyantlarla genotip fenotip iliskisi kurulmaya calisilan

hastalar (Arastirma)

4.1 Kohort Grubu

Kohort grubu, immiin yetmezlik saptanmasi nedeniyle tarafimiza yonlendirilen 224

hastadan olusmaktadir.

411 Yas

Hasta yaglar1 2-74 arasinda olup (Sekil 4.1) , ortalama yas 14,7 olarak hesaplandi. En sik
basvuru yas1 6, hasta yaslarmin standart sapma degeri ise 13.7 idi. Hastalarm 167 tanesi 18 yasin

altinda idi (74.5%), 57 hasta ise 18 yas ve tizerinde bagvurmustu (25.5%) (Sekil 4.2).

59



25

20

15

10

YAS DAGILIM GRAFIGI

40 50

60

70

Sekil4.1: Hasta yas dagilim grafigi. X ekseni hasta yaslarini, Y ekseni ise hasta sayisini

gostermektedir. Bu grafikten de anlasildigi gibi, geng yasta bagvurular, ileri yaslara gore belirgin

olarak daha fazladir.
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Sekil4.2:Hastalarin 167 tanesi 18 yasm altinda idi (74.5%), 57 hasta ise 18 yas ve

iizerinde basvurmustu (25.5%)

GEN (>18 YAS)

SAYI

GEN (<18 YAS)

SAYI
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80



DOCK8 16 YOK 39
YOK 11 DOCKS8 20
LRBA 10 ATM 19
PRF1 9 LRBA 16
TNFRSF13B 8 TNFRSF13B 12
PRKCD 5 UNC13D 11
NOD2 5 BLM 10
ATM 5 NOD2 9
PGM3 4 CSF3R 8
IL10RB 4 PRKCD 8
CASP10 4 STAT1 8
SERPING1 3 IRAK1 7
IFNGR1 3 NCF1 7
UNC13D 2 PRF1 7
TBX1 2 NBN 6
STAT3 2 SERPING 5
RAG1 2 ILI0RA 4
NBN 2 NCF4 4
IRAK1 2 VPS45 4
ILI0RA 2 BTK 3
IFNGR2 2 CASP10 3
FOXP3 2 CD3G 3
BLM 2 CYBA 3
ZNF341 1 IRAK4 3
WAS 1 MYD88 3
VPS45 1 PGM3 3
USB1 1 RAG1 3
STXBP2 1 RAG2 3

61



STX11 1 STXBP2 3
RAG2 1 ZNF341 3
PGM 1 F12 2
NCF2 1 FOXP3 2
NCF1 1 G6PC3 2
MYO88 1 GFI1 2
IRAK4 1 IFNGR2 2
IL7 1 IL10 2
IL2RG 1 NCF2 2
IL10 1 POLD1 2
IKBKG 1 TBX1 2
F12 1 USB1 2
ELANE 1 WAS 2
CSF3R 1 CTLA4 1
BTK 1 ELANE 1
FAS 1
HAX1 1
IFNGR1 1
IKBKG 1
IL10RB 1
IL12B 1
IL7R 1
JAGN1 1
MCM2 1
STAT3 1
STX11 1

Tablo 23: 18 yasin altinda ve iistiinde bagvuran hastalarda saptanan gen degisimlerinin

sayilari. Buna gore her iki grupta da en sik DOCKS8 gen degisimlerinin raporlanmasi dikkat
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cekicidir. Ek olarak TNFRSF13B ve LRBA varyantlar1 her 2 grupta siktir. ATM gen varyantlar1

18 yas alt1 grupta daha 6nemli bir miktarda izlenirken, PRF1 varyantlar1 da 18 yas {lizeri grupta,

18 yas alt1 gruba gore daha 6nemli bir oranda izlenmektedir.

4.1.2 Cinsiyet

Klinigimizde degerlendirilen 224 hastanin 123’1 erkek (55%), 101 tanesi ise kadindi

(45%) (Sekil4.3)

HASTALARIN CINSIYET DAGILIM YUZDESI

60%

50%

405

30%

205

10%

0%

ERKEK

Sekild.3: Hastalarin cinsiyet dagilim ytlizdesi

4.1.3 Basvuru Nedeni

KADIN

Klinigimize yonlendirilen hastalar icerisinde, en sik bagvuru nedeni tekrarlayan

enfeksiyon oOykisu idi (128 hasta, 57,1%). Bunu hipogamaglobilinemi (22 hasta, 9,8%),
tekrarlayan ates (13 hasta, 5,8%), kronik akciger (12 hasta, 5,3%), ve bronsiolit izledi (11 hasta,

4,9%). (Sekil 4.4, Tablo 4.1)

BASVURU NEDENI SAYI

YUZDE

TEKRARLAYAN ENFEKSIYONLAR 128

57.1%
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HIPOGAMAGLOBULINEMI 22 9.8%
TEKRARLAYAN ATES 13 5.8%
KRONIK AKCIGER 12 5.4%
BRONSIOLIT / BRONSIT 11 4.9%
EGZEMA 8 3.6%
TEKRARLAY AN ISHALLER 5 2.2%
NOTROPENI 4 1.8%
LENFADENOPATILER 4 1.8%
COKLU ALLERJILER 4 1.8%
BRONSEKTAZI 4 1.8%
ABSELER 4 1.8%
TUBERKULOZ 3 1.3%
LENFOPENI 3 1.3%
HIPER IGE 3 1.3%
OSTEOMYELIT 2 0.9%
ENSEFALIT 2 0.9%
DUSUK IGA SEVIYESI 2 0.9%
DIGEORGE 2 0.9%
UK 1 0.4%
TEKRARLAYAN YUMUSAK DOKU

ENFEKSIYONLARI 1 0.4%
SARI-GRI RENKLI SACLAR 1 0.4%
PRIMER SILIYER DiSKINEZI 1 0.4%
PNOMONI 1 0.4%
NK EKSIKLIGI 1 0.4%
LARENIJIT 1 0.4%
KRONIK OKSURUK 1 0.4%
IKTIYOSIS 1 0.4%
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HUS 1 0.4%
HEREDITER ANJIOODEM 1 0.4%
CROHN HASTALIGI 1 0.4%
BRONKOJENIK KiST 1 0.4%
BiSITOPENI 1 0.4%
ATAKSI TELENJIEKTAZI 1 0.4%
ALBINiZM 1 0.4%
AGAMAGLOBULINEMI 1 0.4%

Tablo 4.1: Hastalarin bagvuru nedenleri, sayilar1 ve yiizdeleri

ASVURU SIKAYETLERI KARSILASTIRMALI GRAFIGI
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Sekil4.4:  Hastalarin  bagvuru  sikayetlerini  gorsellestiren — grafik.  Grafigin
anlagilabilirliginin artmasi igin, 2 veya daha fazla kez izlenen bagvuru nedenleri dahil edilmistir.
Bu grafige dahil edilmeyen, ama tablo 19°da listelenen bagvuru nedenleri toplamda 1 hastada

izlenmistir.

4.1.4 Genler
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Bazi hastalarda birden ¢ok gen degisimi raporlandigindan, 224 hastada olast benign,
onemi bilinmeyen varyant, olas1 patojenik ve patojenik siniflarina dahil olan toplam 354 varyant

raporlandi.

En sik raporlanan gen DOCKS idi (36 hasta, 10,2%), bunu LRBA (25 hasta, 7.2%),
ATM (24 hasta, 6.9%), TNFRSF13B (20 hasta, 5.8%) ve PRF1 (17 hasta, 4.9%) izledi. Saptanan

genlerin say1 ve ylizdelerinin tamamu tablo 4.2°de ve sekil 4.5’te 6zetlenmistir.

GEN SAYI YUZDE
DOCK8 36 %10
LRBA 25 %7
ATM 24 %7
TNFRSF13B 20 % 6
PRF1 17 % 5
NOD2 14 % 4
PRKCD 13 % 4
UNC13D 13 % 4
BLM 12 % 3
CSF3R 9 % 3
IRAK1 8 % 2
NBN 8 % 2
NCF1 8 % 2
STAT1 8 % 2
CASP10 7 % 2
PGM3 7 % 2
SERPING1 7 % 2
IFNGR1 6 % 2
ILI0RA 6 % 2
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IL10RB

%1

5
RAG1 5) %1
STXBP2 5 %1
VPS45 5 %1
ZNF341 4 %1
BTK 4 %1
FOXP3 4 %1
IFNGR2 4 %1
IRAK4 4 %1
NCF4 4 %1
RAG2 4 %1
TBX1 4 %1
CD3G 3 <%1
CYBA 3 <%l
F12 3 <%l
IL10 3 <%l
MYD88 3 <%l
NCF2 3 <%l
STAT3 3 <%1
USB1 3 <%1
WAS 3 <%1
ELANE 2 <% 1
G6PC3 2 <% 1
GFI1 2 <% 1
HAX1 2 <% 1
IKBKG 2 <% 1
IL7R 2 <% 1
POLD1 2 <% 1
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STX11 2 <1
CTLA4 1 <1
FAS 1 <1
IL12B 1 <1
IL2RG 1 <1
IL7 1 <1
JAGN1 1 <%1
MCM2 1 <%1
PGM 1 <%1

Tablo 4.2: Tiim hastalarda saptanan varyantlarin gen dagilimina ait say1 ve ytizdeler.

Saptanan Tum Varyantlarin Dagihmi

hy
K 4

n DOCKB = LREA n ATM TMFR5F13B » PRF1 m NOD2 n PRKCD m UNC13D  » BLM m C5F3R

n [RAK1 u NBN n NCF1 m 5TAT1 CASP10 PGM3 n SERPING1 = IFNGR1 n IL10RA m [L10RB

n RAGI m STXEP2 n VP545 m TMF341 n BTK FOXP3 IFNGR2 IRAK4 MCF4 RAG2

n TBX1 m CD3G n CYBA m F12 n IL10 u MYDEE n NCF2 STAT3 usB1 WAS
ELANE GEPC3 n GFI1 m HAXL n IKBKG u IL7R » POLD1 m 5TX11 CTLAS FAS
IL126 L2RG IL7 JAGNL n MCM2 u PGM

Sekil 4.5: Saptanan varyantlarm gen dagilimini gorsellestiren grafik.
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<18 YAS GEN DAGILIMI

il

u DOCKE u YOK m LREA = PRF1 m TNFRSF13B w PRKCD m NODZ u ATM u PGM3

u [L10RE m CASP10 m SERPING1 w IFNGR1 m UNC13D = TEX1 STAT3 n RAGL = NBN

m [RAKL m [L10RA m IFNGR2 u FOXP3 = BLM w ZNF341 w WAS WP345 UsB1
STXBP2 w 5TH11 = RAG2 n PGM u NCF2 u NCF1 u MYOBE u [RAK4 ull7

u [L2RG u [L10 IKEKG F12 m ELANE u CSF3R m BTK

Sekil 4.6: 18 yas altindaki hasta grubunda saptanan genlerin dagilimini gosteren grafik.

>18 YAS GEN DAGILIMI

E

m YOK m DOCKS n ATM = LRBA n TNFRSF136 m UNC13D  » BLM u NOD2 n C5F3R

m FRECD m 5TAT1 n [RAK1 m NCF1 » PRF1 u NBN S5ERFING  wIL10RA n MCF4

m VP545 m BTK n CASP1D m CD3G n CYBA m [RAKS n MYDEE PGM3 RAGL
RAG2 u 5TXBEP2 n ZNF341 m Fl2 n FOXP3 m GEPC3 n GFI1 n IFNGR2 n IL10

m MCF2 = POLD1 TEX1 usBe1 n WAS w CTLAS n ELANE m FAS n HAX1

m IFNGR1 n [KBKG n IL10RB u IL12B ILFR JAGNL MCh2 STAT3 5TX11

Sekil 4.7: 18 yas lizerindeki hastalarin raporlanan gen dagilimini gosteren grafik.
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4.1.5 Varyant Tipleri

Saptanan 354 varyanttan biiyiik ¢ogunlugu missense (yanlis anlamli) varyant idi (248

varyant, 70%). Bunu intronik varyantlar (76 varyant, 21.4%), frameshift varyantlar (13 varyant,

3.6%) ve sinonim degisiklikler izledi (9 varyant, 2.5%). (Tablo 4.3 ve sekil 4.8)

MISSENSE 248 70.0%
INTRON 76 21.4%
FRAMESHIFT 13 3.6%
SINONIM 9 2.5%
3UTR 4 1.1%
STOP LOST 2 0.5%
INFRAME DELESYON 1 0.2%
STOP GAIN 1 0.2%

Tablo 4.3: Saptanan varyant tiplerinin sayisi ve yiizdeleri.
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Varyant Tiplerinin Dagilimi

STOP GAIN
INFRAME DELESYON
STOP LOST |
FUTR ||

sinoNiM i
FRAMESHIFT -

INTRON

missensE |

0 50 100 150 200 250 300

Sekil4.8: Saptanan varyant tiplerinin dagilimini gosteren grafik.

Missense Varyantlarin Istatistikleri

PATOIJENITE | Olas: Onemi Bilinmeyen | Olas1

Benign Varyant Patojenik Patojenik
SAYI 52 163 27 6
YUZDE 20.9% 65.7% 10.8% 2.4%

Tablo 4.4: Saptanan missense varyantlarin patojeniteye gore tasnifleri
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MISSENSE VARYANTLARIN
PATOJENITE DAGILIMI

\

mlE mWVUS mlP u P

Sekil 4.9: Missense varyantlarin patojenite dagilim grafigi.

Intronik varyantlarin istatistikleri

Olas1 Onemi Bilinmeyen | Olas1

Benign Varyant Patojenik Patojenik
24 47 2 3

31.5% 61.8% 2.6% 3.9%

Tablo 4.5: Intronik varyantlarin patojeniteye gore tasnifleri.
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INTRONIK VARYANTLARIN
PATOJENITE DAGILIMI

\

slB sVUS wlP =P

Sekil 4.10: Intronik varyantlarin patojenite dagilim grafigi

Cerceve Kaymast Varyantlarin Istatistikleri

Olas1 Onemi Bilinmeyen | Olas:
Benign Varyant Patojenik Patojenik
0 3 4 6

23% 30% 46%

Tablo 4.6: Cergeve kaymasi varyantlarin patojeniteye gore tasnifleri

alB aVUS ulP uP

FRAMESHIFT VARYANTLARIN
PATOJENITE DAGILIMI




Sekil4.11: Cerceve kaymasi varyantlarin patojenite dagilim grafigi

Sinonim Varyantlarin Istatistikleri

PATOJENITE | Olasi Onemi Bilinmeyen | Olas1

Benign Varyant Patojenik Patojenik
SAYI 5 5 0 0
YUZDE 50% 50%

Tablo 4.7: Sinonim varyantlarin patojeniteye gore tasnifi.

SINONIM VARYANTLARIN
PATOJENITE DAGILIMI

mlB aVU5 mlP uPF

Sekil 4.12: Sinonim varyantlarin patojenite dagilim grafigi

4.1.6 Patojenite

354 varyantin biyiik c¢ogunlugu beklenildigi sekilde ©nemi bilinmeyen varyant
kategorisine dahil edilmisti (222, 62.7%). 2. en sik kategori olas1 benign olarak izlendi (83,
23.4%). 34 varyant olas1 patojenik (9.6%), 15 varyant da patojenik olarak smiflandirild1 (4.2%).
(Tablo 4.8ve figur 4.13)
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PATOJENITE | Olasi Onemi Bilinmeyen

Benign Varyant Olas1 Patojenik | Patojenik
SAYI 83 222 34 15
YUZDE 23.4% 62.7% 9.6% 4.2%

Tablo 4.8: Tiim varyantlarin patojeniteye gore tasnif say1 ve ylizdeleri.

TUM VARYANTLARDA RAPORLANAN PATOJENITE
DAGILIMI

Sekil4.13: Tiim varyantlarin butiinsel patojenite dagilimini gésteren grafik.

Patojenik Varyantlar

FRAMESHIFT INTRON MISSENSE
SAYI 6 3 5
YUZDE | 42.8% 21.4% 35.7%

Tablo 4.9: Patojenik varyantlarin varyant tiplerine gore istatistikleri




PATOJENIK VARYANTLARIN VARYANT TiPi
DAGILIMI

n FRAMESHIFT  » INTRON = MISSEMSE

Sekil 4.14: Patojenik varyantlarin varyant tipi dagilimi

GEN SAYI YUZDE
TNFRSF13B 8 57,14
SERPING1 2 14,29
NOD2 1 7,14
ATM 1 7,14
LRBA 1 7,14
DOCK8 1 7,14
NOD2 1 7,14

Tablo 4.10: Patojenik varyantlarin gen dagilim say1 ve yiizdeleri



Patojenik varyantlarin yas dagilimi

W <18 yas
W >18 yas

Sekil 4.15: Patojenik varyantlarin yas dagilimini gosteren grafik. Buna goére varyantlardan 7

tanesi (53,15%) 18 yasin altinda saptanmigken, 6 tanesi (46,15%) 18 yastan sonra saptanmustir.

BASVURU NEDENI SAY! | YUZDE
TEKRARLAYAN ENFEKSIYONLAR 8 61,54
BISITOPENI 1 7,69
HEREDITER ANJIOODEM 1 7,69
TEKRARLAYAN ABSELER 1 7,69
TEKRARLAYAN  ENFEKSIYONLAR, COKLU

ALLERJI, EGZEMA 1 7,69
UK, TEKRARLAY AN ENFEKSIYONLAR 1 7,69

Tablo 4.11: Patojenik varyant saptanan hastalarin bagvuru neden say1 ve yiizdeleri.

Olast Patojenik Varyantlar
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Olasi Patojenik Varyantlarin Yas Dagilimi

m<18yas = >18vyas

Sekil 4.16: Olas1 patojenik varyantlarin yas dagilimini gosteren grafik. Buna gore bu

varyantlarin 70%i 18 yasin altinda saptanmuisti.

VARYANT TiPi SAYI | YUZDE
Missense 22 73,33
Frameshift 5 16,67
STOP LOST 1 3,33
INTRON 1 3,33
INFRAME DELESYON 1 3,33

Tablo 4.12: Olasi patojenik varyantlarin varyant tipine gore say1 ve yiizdeleri.
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OLASI PATOJENIK VARYANTLARIN VARYANT TiPi DAGILIMI

%‘%

Sekil 4.17: Olas1 patojenik varyantlarin varyant klasifikasyonuna gore dagilimlari.

Patojenik varyantlara gore daha az frameshift izlenirken, agirligi missense varyantlar

olusturmaktadir (73.33%).

GEN SAYI | YUZDE
TNFRSF13B 6 20,00
ATM 3 10,00
PGM3 3 10,00
PRF1 3 10,00
LRBA 2 6,67
RAG1 2 6,67
CASP10 1 3,33
ELANE 1 3,33
G6PC3 1 3,33
IFNGR1 1 3,33
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IL12B 1 3,33
JAGN1 1 3,33
NCF2 1 3,33
PGM 1 3,33
UNC13D 1 3,33
USB1 1 3,33
ZNF341 1 3,33

Tablo 4.13: Olas1 patojenik varyantlarin genlere gore dagilimlarina ait say1 ve yiizdeler.

OLASI PATOJENIK VARYANTLARIN GEN DAGILIMI

S
i

m CASPL1OD m ELAME m GEPC3 IFNGR1 m [L12B n JAGN1
m NCF2 n PGM m UNC13D w USB1 m ZMF341 n LREA
m RAGL u ATM u PGM3 PRF1 = TNFR5F138

Sekil 4.18: Olasi patojenik varyantlarin gen dagilimini gosteren grafik. Buna gore olasi
patojenik varyantlarin en sik izlendigi gen TNFRSF13B olup, bunu PRF1, PGM3 ve ATM takip

etmektedir.
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Olast Benign Varyantlar

GEN SAYI YUZDE (%)
ATM 6 7,23
BLM 5 6,02
PRKCD 4 4,82
DOCKS 4 4,82
UNC13D 3 3,61
PGM3 3 3,61
NOD2 3 3,61
NCF1 3 3,61
LRBA 3 3,61
FOXP3 3 3,61
VPS45 2 2,41
TNFRSF13B 2 2,41
TBX1 2 2,41
STXBP2 2 2,41
STAT1 2 2,41
RAG1 2 2,41
PRF1 2 2,41
NCF4 2 2,41
NBN 2 2,41
MYO88 2 2,41
IRAK4 2 2,41
IFNGR1 2 2,41
CSF3R 2 2,41
CASP10 2 2,41
BTK 2 2,41
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ZNF341 1 1,20
USB1 1 1,20
SERPING 1 1,20
RAG2 1 1,20
POLD1 1 1,20
IRAK1 1 1,20
IL10RB 1 1,20
ILI0RA 1 1,20
IL10 1 1,20
IKBKG 1 1,20
IFNGR2 1 1,20
HAX1 1 1,20
F12 1 1,20
ELANE 1 1,20
CYBA 1 1,20
CTLA4 1 1,20

Tablo 4.14: Olas1 benign varyantlarin genlere gore dagilim say1 ve ylizdeleri. Buna gore

en sik olas1 benign varyantin izlendigi gen ATM olup, bunu BLM ve PRKCD takip etmektedir.
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OLASI BENING VARYANTLARIN GEN DAGILIMI

u ATM = BLM = PRKCD DOCK8 m UNC13D » PGM3 n NOD2 u NCF1 = LRBA

m FOXP3 = VPS45 = TNFRSF13B » TEX1 = STXBP2 s STAT1 RAGL » PRF1 = NCF4

u NEN = MYO88 u IRAKS s IFNGR1 = CSF3R s CASP10 s BTK ZNF341 UsB1
SERPING RAG2 POLD1 n |[RAKL m iL10RB u IL10RA miL10 n |[KBKG m IFNGR2

= HAX1 = F12 ELANE CYBA = CTLAS

Sekil 4.19: Olas1 benign varyantlarin gen dagilimini gosteren grafik.

VARYANT TiPi SAYI | YUZDE
Missense 52 63,41
Intron 24 29,27
Sinonim 5 6,10
3UTR 1 1,22

Tablo 4.15: Olasi benign varyantlarin varyant tipi dagilimmi gosteren grafik. Patojenik
ve olast patojenik varyantlara oranla, olasi benign varyantlarda beklenildigi iizere intronik

varyant oraninin belirgin hale (29.27%) geldigine dikkat edilmelidir.
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OLASI BENIGN UﬂH"ﬁ’%NTLﬁF{IN VARYANT TiPi
DAGILIMI
3UTR I
sinoNiv - |
NTRON - |

0 10 20 30 47 50 &0

Sekil 4.20: Olas1 benign varyantlarin varyant tipine gore dagilimini gésteren grafik.

4.1.7 Genlere Gore Istatistikler

10 defadan fazla izlenen genlerin varyantlar1 i¢in saptanan varyant tipleri ve patojenite
ile alakal istatistikler asagidaki gibi gerceklesmisti. Patojenite itibariyle, TNFRSF13B geninde
en sik izlenen varyant sinifi patojenik, BLM geninde en sik izlenen varyant smiflandirilmasi olas1
patojenik, listedeki geri kalan tiim genlerde ise 6nemi bilinmeyen varyant olarak gerceklesmisti

(Tablo 4.16)

LB VUS LP P
DOCKS8 4 31 0 1
LRBA 3 19 2 1
ATM 6 13 4 1
TNFRSF13B 2 4 5 9
PRF1 2 12 2 0
NOD2 3 10 0 1
PRKCD 4 9 0 0
UNC13D 3 9 1 0
BLM 0 5 7 0
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Tablo 4.16: 10 defadan fazla izlenen genlerdeki varyantlarin dahil edildigi patojenite

sinift sayilari.

Bu genlerdeki varyant tipi dagilimi incelendiginde, PRKCD geninde en sik izlenen

degisimin intronik degisimler oldugu, TNFRSF13B geninde ise en sik frameshift varyantlarin

izlendigi not edilmelidir. Bunun disinda kalan genler ise en fazla missense varyantlara sahiplik

yapmislardi.
Missense | Intron Sinonim | Frameshift | Stop 3’UTR
Lost
DOCKS8 28 5 3 0 0 0
LRBA 19 6 0 0 0 0
ATM 16 5 1 0 2 0
TNFRSF13B | 13 1 0 6 0 0
PRF1 16 0 0 0 0 0
NOD2 10 1 0 2 0 1
PRKCD 4 9 0 0 0 0
UNC13D 10 3 0 0 0 0
BLM 11 1 0 0 0 0

Tablo 4.17: 10 defadan fazla izlenen genlerde saptanan varyant tiplerine dair sayilar.
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DOCK8 Varyantlarinin Patojenite Dagilimi

L8

VUS LP
LRBA PATOJENITE DAGILIMI

4

TNFRSF13B PATOJENITE DAGILIMI

00
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ATM PATOJENITE DAGILIMI

O

PRF1 PATOJENITE DAGILIMI

NOD2 PATOJENITE DAGILIMI

)
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ulB = VUS

UNC13D PATOJENITE DAGILIMI

BLM PATOJENITE DAGILIMI

Sekil4.21: DOCKS8, LRBA, TNFRSF13B, ATM, PRF1, NOD2, UNC13D, ve BLM
genlerine ait (10 hastadan fazla kez varyant saptanan genler) varyant dagilimi grafikleri. Buna
gore TNFRSF13B geninde en ¢ok saptanan varyant tipi frameshift olmustur. BLM geninde ensik
saptanan varyant tipi muhtemel patojenik iken, s6zkonusu genlerin kalaninda en sik saptana

varyant tipi VUS olarak ger¢eklesmistir.

4.2 Arastirma Grubu

Arastrma grubundaki hastalar 1-74 yas arasinda olup yas ortalamasi 14.95 idi
Hastalarin %37’s1 (n=17) kadmn, %63’1i (n=28) erkekti.
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HASTA GEN YAS CINSIYET
NO
1. STAT1 4 E
2. DOCK8 4 E
3. PRF1 19 E
4, CASP10 20 E
5. WAS 4 E
6. DOCKS 59 K
7. NCF2 2 E
8. UNC13D 1 K
9. TNFRSF13B 3 K
10. PRF1 7 K
11. USB1 14 K
12. UNC13D 2 E
13. UNC13D 10 E
14. ATM 23 K
15. PGM3 2 E
16. ATM 13 K
17. TACI 57 E
18. BTK 19 E
19. DOCKS 22 K
20. TNFRSF13B 17 E
21. CYBA 16 E
22. NCF2 51 E
23. DOCKS3 74 E
24, NCF1 12 K
25. ATM 2 E
26. DOCKS8 4 E
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217. DOCK8 10 E
28. FAS 8 E
29. TNFRSF13B 38 E
30. CTLA4 6 E
31. NCF1 3 E
32. ELANE 2 K
33. CASP10 8 E
34. TNFRSF13B 10 E
35. VPS45 3 E
36. STAT1 16 K
37. CASP10 22 E
38. JAGN1 2 K
39. DOCK8 35 E
40. TNFRSF13B 11 K
41. DOCKS 11 K
42. LRBA 7 K
43. PRF1 1 E
44, NOD2 12 K
45. TNFRSF13B 14 K
46. NCF2 6 K

Tablo 4.18: Arastirma grubuna dahil edilen hastalarin demografik 6zellikleri ve analiz

edilen varyantlarin yerlestigi genler.
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4.2.1 Tespit Edilen Dizi Analizi Varyantlar1

HASTA GEN VARYANT ALLELIK
NO DURUM

1. STAT1 c.1341C>A HET

2. DOCKS8 C.2275G>A HET

3. PRF1 c.272C>T HET

4, CASP10 c.1466G>A HET

5. WAS c.995T>C HOM

6. DOCKS8 c.4241+12G>A
C.4241+22T>C HOM

7. NCF2 c.1081A>T HET

8. UNC13D c.538_541delCTCA HOM

9. TNFRSF13B c.214C>T HET
C.365G>A HET

10. PRF1 .1304C>T HET

11. USB1 c.503+15C>T HET

12. UNC13D ¢.3131T>G HOM

13. UNC13D c.811C>T HET

14. ATM ¢.1970G>C HOM

15. PGM3 c.10_18del HET

16. ATM c.9170G>C HET

17. TACI c.515G>A HET
c.171G>C HET

18. BTK €.895-10G>A HEMIZIGOT

19. DOCKS8 .1036G>A HET

20. TNFRSF13B c.214C>T HET

21. CYBA c.94C>T HET
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22. NCF2 c.737G>A HET
23. DOCK8 €.3022C>T HET
24, NCF1 €.512C>T HET
25. ATM C.8615A>T HET
26. DOCK8 €.2007+21T>C HET
217. DOCK8 €.3043C>T HET
28. FAS c.125C>A HET
29. TNFRSF13B €.512T>G HET
30. CTLA4 C.23G>A HET
31. NCF1 c.247G>A HET
32. ELANE c.225 238del HET
33. CASP10 c.567_568del HET
34. TNFRSF13B c.310T>C HET
35. VPS45 c.1448A>G HET
36. STAT1 €.1264-20_1264- HET
18delCTT
37. CASP10 €.890T>G HET
38. JAGN1 c.51T>G HOM
39. DOCK8 €.3058A>G HET
c.3774T>G
€.3806A>C
40. TNFRSF13B €.593G>A HET
41. DOCK8 €.2275G>A HET
c.452G>A HET
42. LRBA €.349A>G HET
43. PRF1 C.74C>T HOM
44, NOD2 ¢.3019dup HET
45, TNFRSF13B ¢.310T>C HET
46. NCF2 €.1193dupA HOM
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Tablo 4.19: Tespit edilen varyantlar ve allelik durumlar1

Tespit Edilen Varyantlarin Gen Dagilimi

5’6 Zl\%gﬁpsmwAS
NOD

JAGN1
FAS
ELANE
CYBA
CTLA4
BTK

DOCKS8

TNFRSF13B

STAT1

NCF1

ATM
UNC13D

PRF1

NCF2

Sekil 4.22: Varyantlarm gen dagilimi

GEN SAYI

DOCK8

TNFRSF13B

ATM

CASP10

NCF2

A Bl I B B
w| w| w w| N o

PRF1
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1. UNC13D 3
8. NCF1 2
9. STAT1 2
10. BTK 1
11. CTLA4 1
12. CYBA 1
13. ELANE 1
14. FAS 1
15. JAGN1 1
16. LRBA 1
17. NOD2 1
18. PGM3 1
19. USB1 1
20. VPS45 1
21. WAS 1

Tablo 4.20: Varyantlarin gen bazinda dagilimi
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VARYANT TiPLERiINiN DAGILIMI

Frameshift
9%

intronik
11%

Missense
78%

Sekil 4.23: Varyant tiplerinin dagilimi

5. TARTISMA

Bu c¢alismada elde edilen veriler temelde; kohort grubundan elde edilen batunsel
verilerin epidemiyolojik, istatistiksel ve karsilagtirmali yorumlanmasi ile, arastrma grubunda
saptanan, daha once literatiirde genotip fenotip korelasyonu yapilmamis ve lizerinde konsensiis
olusacak sekilde tanimlanmamis varyantlarin hasta klinikleri ve genotip verileriyle birlikte

kapsamli degerlendirilmesinden dogan analitik iligkilendirilmeler olarak 2’ye ayrilmaktadir.

Kohort grubuna biitiinsel olarak bakildiginda, 224 hastadan elde edilen yas, cinsiyet,
bagvuru nedeni, genotip verileri, varyant tipleri, patojeniteleri ve genlere gore spesifik
istatistikler, Tiirk toplumundaki primer immiin yetmezlik kliniginin bilimsel olarak
aydinlatilmasina yardimci olacak niteliktedir. S6zkonusu veriler, Ispanya, Norveg, irlanda,
Avusturalya, Yeni Zelanda, Fransa, iran, Fas, Hollanda, Isveg, Birlesik Krallik ve Almanya toplu
ulusal kayitlar1 kullanilarak yaymlanan “primer immiin yetmezlik kayit verileri” yayinlari ile

karsilastirilarak tartigilmastir.
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Buna gore; kohort grubundaki hastalarin ortalama genetik degerlendirme yasi 14 olarak
gerceklesirken, en sik bagvurulan yasm 6 oldugu goriildii. Bu veriler daha dnceki literatlr verileri
ile karsilagtirildiginda, literatiirdeki bagvuru yasi verilerine gore daha ge¢ oldugu izlendi (24ay,
42 ay, 64 ay, ) (Bousfiha AA ve ark 2014; Aghamohammadi A ve ark 2014; Mellouli F ve ark,
2015). Hastalarm biiyiikk bir ¢ogunlugunun 18 yasin altinda olmasi ise hem primer immiin
yetmezliklerin dogasi, hem de gegmis literatiir verileri ile uyumluydu. Tani yasinin gecikmesi,
iilkemizde uygulanacak tarama programlar1 ve immiinyetmezlik farkindaligini arttirict pratiklerin

gereksinimini vurgulamasi itibariyle ders ¢ikarilacak niteliktedir.

Cinsiyet dagilimi erkek cinsiyet yoninde hafif bir agirlik olmakla birlikte birbirine
yakindi (123 erkek, 101 kadin, swrasiyla 54,9% ve 45.1%). X’e bagimh gecis gosteren klinik
tablolarin sorumlu tutulabilecegi bu tipte hafif bir erkek baskinlik literatiirde de yaygin olarak
izlenmekteydi (Norveg: 56.5%, Avustralya ve Yeni Zelanda: 53.6%, Fransa: 58.8% gibi). (Stray-
Pedersen A ve ark, 2000; Kirkpatrick P, Riminton S, 2007; CEREDIH, 2010). Saptanan genler,

klinik tablolar ve patojeniteler itibariyle erkek ve kadinlar arasinda anlamli bir fark izlenmedi.

Hasta profili icerisinde en sik basvuru nedeni “tekrarlayan enfeksiyon oykiisii” idi, ve
patojen ajanlara kars1 artmis hassasiyet primer immiinyetmezliklerin en temel siireci oldugundan
bu veri teori ile uyum gostermekteydi. Literatiirde basvuru nedeni kimi zaman alt gruplar
itibariyle tanimlanmisti, fakat biitiinsel olarak benzer nitelikteydi; dérnegin Ispanya ulusal bilgi
bankasma gore antikor eksiklikleri ile basvuran hastalarin 60%inda esas sikayet “tekrarlayan list
solunum yolu enfeksiyonlar1” idi. Yine Hollanda’da, tim primer immin yetmezlikler icerisinde
en sik bagvuru sikayeti “tekrarlayan alt solunum yolu enfeksiyonlar1” (60%) olarak belirtilmisti.
S6zkonusu caligmalarda en sik ikincil bagvuru nedenleri sirasiyla gastrointestinal sikayetler ve
deri enfeksiyonlar1 olurken, ¢alismamizda en sik ikincil bagvuru nedeni laboratuvar ¢alismalari
sirasinda saptanan hipogamaglobiilinemi olmustu. Bu noktadaki farklilik, genel popiilasyonda
tibbi sikayetler ve bulgular anlamimnda yeterli bilincin olmayabilecegi ve aileler veya bireyler
tarafindan kesin bir dille sik enfeksiyon sikdyeti belirtilmese dahi, kisa zaman iginde tekrarh
enfeksiyon gegiren bireylerde immiinglobiilin ¢aligmalarmin taniya giden yolu agabilecegini

gostermesi bakimindan 6nemli niteliktedir.

Yaptigimiz caligma, esasi itibariyle primer immiinyetmezliklerin genetik agidan

dogasinin anlasilmasi temeline kurulu oldugundan, en 6nemli parametre hastalarda saptanan
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varyantlar ve bunlarin igerisinde bulundugu genlerdir. Genel bilgiler kisminda ayrintili bir
bicimde belirtildigi iizere, tibbi genetik pratiginde yalnizca tek bir yontem bulunmaz, aksine
durum bundan olduk¢a uzaktwr. 20. Yiizyilin ortalarmda DNA molekiiliiniin yapisinin
anlasilmasindan itibaren genetigin aldigi biitiin bu yol siiresince, genotip verilerinin farkl
acilardan anlasilmasini saglayan bir¢ok teknik gelistirilmistir. Her doneme, teknoloji seviyesine
ve amaclara gore farkli avantaj ve dezavantajlara sahip bu teknikler kiimesi icerisinde, gunimiz
itibariyle sagladigi olanaklar, kapsami yetkinlik ve etkinlik agisindan 6ne ¢ikan molekiiler
teknikler 6zetle ikiye ayrilmaktadir. Bunlardan biri, genomun “kopya sayisinin” incelenmesine
olanak taniyan, mikroarray; digeri ise birgok genin veya tim genlerin bir arada dizilenmesine ve
genomun “niikleotit diziliminin” anlasilmasina olanak taniyan yeni nesil dizilemedir. Yontem
secimi onemli olmakla birlikte, nihayetinde yapilan ¢alismalar, s6zkonusu dizi analizlerinin tani
basaris1 (diagnostik elde) noktasinda oldukg¢a iyi oldugunu gostermektedir. Mahlaoui ve ark.
tarafindan 2019°da yayinlanan bir veri raporuna gore, farkli genetik yontemlerle incelenmis 3405
primer immiin yetmezlik hastasimin 2859’unda (83.9%) genetik bir degisime rastlanmistir. Farkl
genetik analizlerin kullanilmasi, ve ortaya ¢ikan varyantlarm analizi ile ilgili veri olmamasi
nedeniyle yalnizca epidemiyolojik diizeyde incelenebilecek bu calisma, kisithiklarmma ragmen
immiinyetmezlik hastalarinin ne kadar O6nemli bir kisminda genetik degisimlerin mevcut
oldugunu ortaya koyar niteliktedir (Mahlaoui N ve ark, 2019). Farkli genetik tetkiklerin
kullanildig1 bir diger ¢alismada 264 primer immiin yetmezlik hastasi i¢in nihai molekiiler tani
basarist1 70% olarak raporlanmistir (Al-Herz W ve ark, 2019). Genetik tetkikler ayri ayri
degerlendirildiginde, hedefe yonelik panel bazli NGS analizlerinde, dizayn edilen panelin
niteligine gore degisken basarilar elde edildigi gozlenmektedir. Ornek olarak 264 immiin
yetmezlik geninin dahil edildigi bir panel ile yapilan bir ¢aligmada, 780 hastanin 433 tanesine
(diagnostik elde: 56%) tan1 konulabilmistir. Tan1 konulamayan hastalarin 109 tanesi WES analizi
icin se¢ilip uygulandiktan sonra 18 hastaya daha tani konularak tani basarismin toplamda 58%’e
yiikseldigi goriilmistiir. Bu veriler, uygun sekilde hazirlanan gen panellerinin diagnostik elde
anlaminda oldukga yiiksek performans gosterebilecegini ortaya koyar niteliktedir (Platt CD ve
ark, 2021). Bir diger ¢calismada, 191 genli bir PID paneliyle incelenen 20 hastanin 14 tanesine
genetik tan1 konulabilmistir, boylece 70% oraninda bir diagnostik basar1 elde edilmistir, fakat bu
calismada hastalarin ciddi bir eleme siirecinden sonra secilmesi ve hasta sayisinin diisiik olmas1

onemli kisitlayic1 parametrelerdir (Yu H ve ark, 2016). 356 PID iliskili genle olusturulmus bir
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diger panel 33% diagnostik eldeye ulasirken (Erman B ve ark, 2017), 173 genin dahil edildigi bir
baska panelle yapilan kohortta ise tani bagar1 yiizdesi 15% olarak bulunmustur (Stoddard JL ve
arl, 2014). Bu calismanm 2014 yilinda; gliniimiizdeki PID fenotiplerinin dnemli bir kisminin
molekiiler mekanizmasi ve sorumlu genleri heniiz belirlenmemisken yapilmis olmasma dikkat
cekilmesi gerekmektedir. Daha kapsamli genetik analizlerle yapilan (CES/WES/WGS)
caligmalarin verileri de genotip-fenotip korelasyonu agisindan Onemlidir. 106 primer
immiinyetmezlik hastasina yapilan WES analizi sonucu 70%’inde muhtemel bir taniya
ulagilmistir (Simon AJ ve ark, 2020). 2018 yilinda yapilan bir diger WES temelli ¢calismada
immiin yetmezlik agisindan incelenen 33 ailenin 19’unda (diagnostik elde: 57%) sorumlu genetik
degisimin gosterilmesi miimkiin olmustur (Yang WL ve ark, 2018). Bu yiiksek oranli tani
basarilar1 her ¢alisma ve her kohort i¢cin gecerli degildir, WES ve takiben 269 PID iliskili genin
filtrelenmesi ve bunlarin hedefe yonelik incelenmesi metodolojisi ilizerinden yapilan bir diger
calismada tani basarisi 30% diizeyinde kalmistir (Maffucci P ve ark, 2016). Benzer bir basari
diizeyi, 176 sepsis Oykiilii ¢ocukta yapilan WES analizi sonucu da elde edilmistir, buna gore
hastalarin 20%’sinde PID-iligkili bir gende patojenik varyant saptanmistir. Benzer sekilde bir
diger WES temelli, WES ve CES analizlerini karsilastiran bir ¢alismada da ders ¢ikarilabilecek
baz1 bulgulara ulasilmistir; buna gore tiim genleri dizilendikten sonra, 6nce CES paneli i¢indeki
genleri analiz edilen 61 PID hastasmm 19 tanesine (20%) tan1 konulabilirken, CES filtresi
kaldirilip tiim genler analize dahil edildiginde 7 ekstra (11%) hasta daha tani almistir: bu da
CES’in her kosulda tamamen yeterli kabul edilmemesi gerektigine dair kiymetli bir veri olarak
literatiirdeki yerini almistir (Rudilla F v ark, 2019). Literatirdeki tim bu veriler ve benzer
digerleri, NGS temelli ¢alismalarm PID fenotiplerinin tanisinda vazgecilmez oldugunu
gostermektedir. Genetik analizler sonucu elde edilen veriler, tani olusturma siirecindeki roliine ek
olarak, tibbi karar verme siirecini de etkileyerek, hekimler tarafindan yapilan takip semasinin
olusturulmasi ve siire¢ icerisinde atilmasi gereken adimlarin netlesmesinde kritik 6neme sahiptir.
106 hastadan olusan bir kohortta, WES analizi ile tani konulan 39 hastanin (41%) klinik
yonetiminin bu bulgulara binaen degistirildigi raporlanmistir. Son yillarda gelisen hedefe yonelik
genetik tedavilerle birlikte, hastadaki genetik degisimin tanimlanmasi belki de en Onemli
basamak haline gelmistir ve genetik olarak diizenlenmis otolog kok hiicre naklinden, gen
diizenlenmesine kadar degisen bir yelpazede sayisiz klinik arastirma ile birlikte, tanimli genetik

varyanta sahip hastalarin tedavisindeki basarilarin gozle goriiliir bir sekilde artmaya devam
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edecegi asikardir (Booth C ve ark, 2019). Calismamizda, goriilme sikligi, daha 6nce genotip
fenotip iligkilendirme verilerinde goze carpan kisitliliklar, farkli hastalik fenotiplerini
aciklayabilme kabiliyeti ve bolgesel farkliliklar g6z Oniinde tutularak belirlenmis, ayrintili
Ozellikler genel bilgilerbaslig1 altinda sunulmus 64 genlik bir panel kullanilmistir. Calisma tiim
immiinyetmezlik fenotiplerini kapsama amaciyla degil, sdzkonusu genlerin daha ayrintili

analizine olanak sunma itibariyle tasarimlanmastir.

Buna gore, saptanan 354 varyanttan biiyiik cogunlugu missense (yanlis anlamli) varyant
idi (248 varyant, 70%). Bunu intronik varyantlar (76 varyant, 21.4%), frameshift varyantlar (13
varyant, 3.6%) ve sinonim degisiklikler izledi (9 varyant, 2.5%). (Tablo 26 ve figiir 9). Bu veriler
literatur verileri ile paralellik gostermekteydi. Daha dnce yapilan benzer ¢aligmalarda neredeyse
her zaman en sik saptanan varyant tipinin missense oldugu, ve saptanma oranmnin 41%’den
74.2%’ye kadar degistigi goriildii (Platt CD ve ark, 2021; Cifaldi C ve ark, 2019). Ikinci siklikta
intronik varyantlar saptanmisti, bu da literatiir veriler ile paralellik gdstermekteydi. Intronik
varyantlarin 6nemi bilinmeyen varyant ve {izeri seviyelerde bu denli raporlanabilmesi, genomun
kodlanmayan bélgelerinin giderek anlasilan 6nemini, immiinyetmezlikler 6zelinde de gbéstermesi
bakimimdan 6nemlidir. Yine, 9 adet (2.5%) sinonim varyant da, benign olarak nitelendirilmemis

ve rapora dahil edilmisti.

Varyantlarin tamamma bakildiginda en sik Onemi bilinmeyen varyant (62.7%)
goriildiigli bunu sirasiyla olast benign (23.4%), olas1 patojenik (9.6%) ve patojenik varyantlarin
takip ettigi goriildii (4.2%). Tanimlanmamis varyantlarin analizi dahil edilmeden direkt bakisla
verilen bu oranlarda, klinikle iliskisi olabilecegi diisiiniilen (olas1 patojenik ve patojenik) varyant
oraninin 13.8% oldugu goriilmektedir. Literatiirde, yeterli hasta sayis1 ve hedefe yonelik
tasarlanmis gen panelleri kullanilarak yapilan ¢aligmalarda da benzer oranlar s6zkonusu idi. 2016
yilinda Al Mousa ve arkadaslar tarafindan yapilan bir ¢alismada 162 genlik bir gen paneli 139
hasta iizerinde ¢alisilmis ve 17%sinde klinikle iliskisi oldugu diisiiniilen varyant tespit edilmisti
(Al Mousa ve ark, 2016). Dikkat cekilebilecek bir diger husus olarak, ¢alismalarin giicti (hasta
sayis1 ve dahil edilen genler) artsa dahi, tanisal basarinin bununla her zaman dogru orantili
olmadig1 izlendi, 6rnegin 2020 yilinda 886 primer immiinyetmezlik hastasinin, en kapsamli tetkik
olan WGS ile incelenmesi sonrasi yapilan bir yayinda, tanisal eldenin 10.6% olarak belirtildigi

goriildii. Aksine, hasta sayisi ile tanisal elde ters orantili olarak gdziikmekteydi. Ornegin, 2016
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yilinda yaymlanan 20 hastanin yalnizca 46 genlik bir panelle incelenmesine dayanan bir yayinda
hastalarin 14 tanesine (70%) molekiiler tan1 konuldugu ifade edilmisti (Yu H ve ark, 2016), yine
2018 yilinda yapilan bir ¢alismada 27 hastanin 46%sinda patojenik veya olasi patojenik bir
varyant saptanmisti, (Rae W ve ark, 2018) bu da “secilim bias1 (ascertainment bias)” kavramini

akla getirdiginden, bu tip ¢alismalar degerlendirilirken dikkatli davranilmalidir.

Frameshift varyantlarin 76%s1, missense varyantlarin 13.2%si ve intronik varyantlarin
5.5%si patojenite ile iliskilendirilmisti, bu tiirden bir siralama hem teorik hem de pratik veriler ile
uyum igerisindeydi. Missense varyantlarm biiyiik ¢ogunlugunu 6nemi bilinmeyen varyantlar
olusturmaktaydi (65.7%), clinvar ve uniprot gibi veritabanlar1 incelendiginde caligmaya dahil
edilen genlerde tespit edilen varyantlarin ¢ok biiyiikk ¢ogunlugunun heniiz netlesmemis bir

genotip fenotip iliskilendirilmesine sahip olusu ile bu veri korele idi.

Bazi hastalarda birden ¢ok gen degisimi raporlandigindan, 224 hastada olasi benign,
Oonemi bilinmeyen varyant, olas1 patojenik ve patojenik siniflarina dahil olan toplam 354 varyant
raporlandi. En sik raporlanan gen DOCKS idi (36 hasta, 10,2%), bunu LRBA (25 hasta, 7.2%),
ATM (24 hasta, 6.9%), TNFRSF13B (20 hasta, 5.8%) ve PRF1 (17 hasta, 4.9%) izledi. Saptanan
genlerin say1 ve ylizdelerinin tamami tablo 25’te ve figiir 8’de 6zetlenmistir. Varyantlarin en
siklikla izlendigi DOCKS8 genindeki patojenik varyantlara bagli olarak gelisen DOCKS8 eksikligi
tablosu, agirlikli olarak akraba evliliginin yaygin oldugu popiilasyonlarda goriilen, IgE artis1 ile
karakterize nadir bir otozomal resesif primer immin yetmezliktir. Prevalansi tam olarak
bilinmememektedir. DOCKS, vyaklasik 200 kilobaz biiyiikliigiinde 48 ekzondan olusan,
kromozom 9 iizerinde bulunan bir gendir. DOCKS'i varyantlarinin ¢ogu, ¢ogunlukla ¢ergeve
kaymasi ile sonu¢lanan delesyonlardir. Boylesi delesyonlarin, missense varyantlara gére daha sik
izlenmesi, gen g¢evresindeki tekrarli dizilere ve bunlarin rekombinasyon siiregleri {izerindeki
disregiile edici etkilerine baglanabilir (Biggs CM ve ark, 2017). Bircok gende beklenenin aksine,
missense varyantlar nadirdir. Calismamizda en gok DOCKS varyantlariimn izlenmesi (n=36), ve
bunlarin i¢inde en yliksek oranda missense varyantlarin var olusu (n=28), literatiire katkis1
itibariyle 6nemlidir. Ayn1 zamanda, DOCKS8 geninde hi¢bir delesyon saptanmamistir. Bolim
5.2’de genotip fenotip korelasyonu agisindan patojenite ile iliskilendirilmis DOCKS missense

varyantlar1 tartisilmis ve bazi yeni tanimlanan varyantlarin ayrintili analizi sunulmustur, buna
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gore klinikle uyumlu oldugu i¢in hastalarda degerlendirilen bu 8 varyanttan 7 tanesinde klinik

iliski kurulabilmis, 1 tanesi ebeveyn caligmasi neticesinde benign lehine degerlendirilmistir.

DOCKS geni, arastrma grubuna siklikla dahil edilen varyantlarin saptandigi bir diger
gen olmustur. Bu genin kodladigi protein GDP-GTP doniisiimiinii saglayarak GTPase’1 aktive
eden bir guanin degisim faktdriidiir. Immiin sistemde intersitsyel dendritik hiicrelerin ve CD4+ T
hiicrelerin migrasyonlarini saglar, ayn1 zamanda NK hiicrelerin mikrotiibiil polimerizasyonu ve
polarizasyonu dzerine de énemli etkileri vardir (Harada Y ve akr. 2012; Ham H ve ark. 2015;Xu
X ve ark, 2017). Bu gendeki biallelik patojenik varyantlar, immiin yetmezlik, tekrarlayan
enfeksiyonlar, egzama, serum IgE artisi, eozinofili, bag dokusu defektleri ve iskelet tutulumu ile
karakterize nadir bir bozukluk olan Hiper IgE sendromu ile iliskilendirilmistir (Zhang Q ve ark,
2009). Klinik tablo, eozinofili, tekrarlayan enfeksiyonlar, kiitanéz viral, mantar ve stafilokok

enfeksiyonlar1 ve siddetli atopi/alerjik hastaliklarla karakterizedir.

Bu grupta ilk hasta 5 yas erkek tarafimiza bacaklarda ve kollarda kasmntili ve kizarik
tekrarlama egilimi gosteren kabarikliklar sikayeti ile yonlendirilen bir hastaydi (Hasta 2). Yapilan
sorgusunda uzun siiredir sik hastalanma nedeniyle takipli oldugu, birden c¢ok kez akciger
enfeksiyonlar1 nedeniyle yatis oykiilerinin bulundugu ve sik sik oksiiriik-balgam sikayetleri ile
doktora gittigi 6grenildi. Laboratuvar parametrelerine gore IgE seviyelerinin birden ¢ok kez tist
smirin istiinde tespit edildigi, bu seviyenin 3100 [U/mL’a kadar ¢iktig1 goriildii. Yapilan genetik
inceleme sonras1 hastada DOCKS8 geninde bir missense varyant monoallelik formda tespit edildi.
(chr9:377046 G->A; ¢.2275G>A; V759M). Bu varyant maksimal subpopilasyon frekansi
0.042% olan, ve in-siliko analizleri geliskili olan bir varyantti. Yapilan literatiir incelemesinde
daha once HiperIgE sendromu fenotipi gosteren bir hastada tespit edildigi goriildii (Eken A ve
ark, 2020). Bu verilerin 1518inda klinikle uyumlu degerlendirildi. Ebeveyn c¢alismasi sonrasi bu
varyant hastanin babasinda da monoalelik formda saptandi (Sekil 5.1 ve 5.2). Varyant pozisyonu
itibariyle degerlendirildiginde de, DOCKS8 geninin aktif domainlerinden herhangi birini
kodlamayan bir koordinat noktasinda yerlestigi izlendi. Tiim bu veriler 1s181nda, daha 6nce Hiper
IgE sendromlu bir hastada izlendiginden patojenik lehine olan literatiir verilerini zenginlestirerek,

benign lehine bir bakis agis1 kazandirabileceginden, bu bulgular 6nemli kabul edildi.
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Sekil 5.1: Hasta 2 annesine ait (chr9:377046 G->A; c.2275G>A; V759M) pozisyon

sanger goriintiisii. Varyant saptanmadi.
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Sekil 5.2: Hasta 2’nin babasina ait (chr9:377046 G->A; ¢.2275G>A; V759M) pozisyonu

sanger analiz gOriintiisii. Varyant pozisyonu sar1 ile tarali olarak gosterilmistir. Varyant babada

monoalelik olarak saptanmustir.

Bir diger DOCKS hastasi, 60 yas kadin, laboratuvar parametrelerinde IgE seviyelerinin
yiiksek olmasi nedeniyle tarafimiza yonlendirilen bir vakaydi (Hasta 7). IgE ’nin birden ¢ok
Olgiimde yiiksek oldugu ve seviyesinin 695 IU/mL’ ye kadar yiikseldigi izlendi. Hik&yesinde
viicudunun degisken yerlerinde kasintili egzema benzeri lezyonlar gegirdigi ve genel olarak
alerjik bir biinyesi oldugunu ifade ettigi gorildii. Genetik inceleme sonrast DOCKS8 geninde
bialelik formda bir intronik varyant saptandi (chr9:422147 G->A ; ¢.4241+12G>A). Bu varyant

maksimal subpopiilasyon frekansi 0.147% olan ve in-siliko analizleri veri vermeyen bir varyantti.
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Yapilan literatiir taramasina gore varyant daha once raporlanmamisti. Aynit zamanda, DOCKS
geni icin kritik bir fonksiyonel bdlge olan C-terminal bolgesi i¢cinde yer almaktaydi. Hikaye ve
IgE seviye yiiksekligi kombinasyonu ile birlikte, agiklayici bagka bir degisim de olmamasi goz

onunde bulundurularak bu degisim ve klinigin ilintili oldugu sonucuna varildi.

DOCKS agisindan tartigilan bir diger vaka, 23 yas, tekrarlayan enfeksiyonlar, molekiiler
tan1 almamis kistik fibrosis siiphesi Oykiisii, nefes darliklar1 ve daha 6nce gegirilmis aspergilloz
sebebiyle aldig1r primer immiin yetmezIlik tanisi nedeniyle tarafimiza yonlendirilen bir kadin
hastaydi. Hastanin IgE seviyeleri birden ¢ok ol¢iimde yiiksekti (Hasta 20). Genetik inceleme
sonucu hastada monoallelik formda bir DOCKS8 missense varyanti saptandi. (chr9:328163 G->A ;
c.1036G>A ; V346I). Bu varyant maksimal subpopiilasyon frekansi 0.091% olan ve in-siliko
analizleri ¢eligkili olan bir varyant idi. Koordinat bazli degerlendirmesine gore, varyant herhangi
bir aktif domain icine yerlesik degildi. Yapilan literatiir taramasinda bu varyantin daha 6nce
raporlanmadigi goriildii. Tim bu veriler 15183mda genotip-fenotip korelasyonu agisindan siipheli
olarak degerlendirildi ve bu varyant hakkinda bildirilecek daha fazla veriye ihtiya¢ oldugu, bu

verilerle birlikte s6zkonusu degisimin dogasinin daha iyi anlasilabilecegi diistintildii.

Bir diger vakada, 75 yas erkek hasta, tekrarlayan dermatit, verriiler ve akrokordon
sikayetleri nedeniyle tarafimiza yOnlendirildi (Hasta 24). 18 aydr immiin yetmezlik tanisiyla
takip edilerek 1VIG kullandigy, kilo kayb1 ve gece terlemeleri sikayetleri de oldugu fakat neoplazi
tanisina gidilemedigi goriildi. Yapilan laboratuvar analizlerine gére hastanin birden ¢ok dl¢iimde
IgE seviyeleri belirgin yiiksekti (712 IU/mL’ye kadar). Genetik inceleme sonucu DOCKS
geninde monoallelik formda bir missense varyant tespit edildi. (chr9:396836 C->T; ¢.3022C>T;
R1008W). Yapilan literatiir sorgusunda varyantin daha Once raporlanmadigi goriildi. Ayni
zamanda, bu varyantin pozisyonu herhangi bir aktif domain igerisine tekabil etmemekteydi. Bu
veriler 15181nda, hasta klinigi ve Oykiisiinii agiklamamak ile birlikte IgE yliksekligi yaratmasi
acisindan klinik olarak 6nemli olan, ancak literatiirde gelecekte bildirilecek muhtemel diger

vakalarla birlikte netlik kazanabilecek bir degisim olarak nitelendirildi.

5 yas erkek hasta (hasta 5) prematiire dogum, yarik-damak dudak, inguinal herni,
dismorfik bulgular, prematiire retinopatisi, bronsiolit Oykiisii ve tekrarlayan enfeksiyonlar
hikayeleri ile birlikte tarafimiza yonlendirildi. Sendromik yonden arastirilan hastanin bu yondeki

sorgusu devam etmekle birlikte, hastada bir¢cok dl¢iimde yiiksek IgE diizeyi saptanmasi nedeniyle
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bu yiiksekligi yaratabilecek bir varyantin arastirilmasi amaciyla genetik incelemeye alindi. Buna
gore hastada DOCKS8 geninde monoalelik formda bir intronik varyant tespit edildi (chr9-371587
T>C ; ¢.2007+21T>C). Bu varyantin maksimal subpopiilasyon frekansi 0.046%, ve in-siliko
analizleri belirli bir veri vermez nitelikteydi. Yapilan literatlir taramasinda daha Once
raporlanmadig: goriildii. Koordinat diizlemi itibariyle degerlendirildiginde, varyantin yerlestigi
pozisyonun DOCKS proteininin kritik domainlerinden biri olan DHR-1 domaini i¢inde yer aldigi
izlendi. Daha Once, bu bolgenin DOCKS8 proteinin plazma membranina migrasyonu ve
yerlesmesi igin gerekli oldugu ve bu bdlgede meydana gelen varyantlarn immin sistem
disfonksiyonu ile iliskilendirildigi gosterilmisti (Sakurai T ve ark, 2021). Tdm bu verilerle, IgE
yiiksekligi yaratabilecek bir varyant olarak degerlendirildi.

DOCKS aragtirma grubundaki bir diger vakada, 11 yas erkek hasta (Hasta 28), IgE
seviyesi yiiksekligi, gecirilmis plevral eflizyon sonrasi silotoraks, bronkojenik kist ve sik
tekrarlayan enfeksiyonlar bulgular1 ile birlikte tarafimiza yonlendirildi. Laboratuvar
incelemelerine gore IgE seviyesi birden ¢ok 6lciimde yiksek ve en yiksek olarak 8831U/mL
olarak saptanmisti. Genetik inceleme sonrasi hastada monoalelik formda missense bir DOCKS8
varyant1 tespit edildi. Bu varyant, maksimal subpopiilasyon frekansi 0.004% olan ve in-siliko
analizleri biiylik oranda patojenik lehine olan bir degisimdi. Yapilan literatiir sorgusunda daha
once raporlanmadigr goriildi. Tim bu verilerin 1s18inda klinikten sorumlu olabilecegi

disiiniilerek klinik olarak degerli kabul edildi.

Bu gruptaki bagka bir vakada, 36 yas erkek hasta, tekrarlayan enfeksiyonlar ve IgE
seviyelerinin birden ¢ok Olciimde yliksek olmasi nedeniyle tarafimiza yonlendirildi (Hasta 40).
Yapilan genetik analiz sonrasi hastanin DOCKS8 geni igerisinde yerlesik 3 adet missense
monoallelik varyant tespit edildi. Bunlardan ilki (chr9-396872 A>G; ¢.3058A>G; 11020V). Bu
varyantin maksimal subpopiilasyon frekansi 0.76% ve in-siliko analizleri ¢eliskili sonuclar veren
bir varyantti. Bu varyant daha once bir kez, neonatal dokintl, pnémoni ve immin yetmezlik
fenotipi olan bir hastada izlenmisti (Haskologlu S ve ark 2020). Ikinci varyant (chr9-418141 T>G
; .3774T>G ; N1258K) popiilasyon veritabanlarinda daha 6nce izlenmemis ve in-siliko analizleri
celigkili olan bir varyantti. Yapilan literatiir taramasinda bu varyantin daha 6nce raporlanmadig:
gorildu. Uglincii varyant ( chr9-418173 A>C; ¢.3806A>C ; N1269T) daha 6nce popiilasyon

veritabanlarinda izlenmemis ve in-siliko analizleri ¢eligkili olan bir varyantti. Yapilan literatiir
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taramasinda bu varyantin daha 6nce raporlanmadigi goriildii. Tiim bu veriler 15181nda varyantlarin

kiimiilatif etkilerinin hastanin klinik bulgularini ag¢iklayici nitelikte olduguna karar verildi.

12 yas kiz hasta, tekrarlayan enfeksiyonlar, malnutrisyon ve nefes darliklar1 sikayetleri,
ve primer immiin yetmezlik tanisi ile tarafimiza yonlendirildi. Laboratuvar parametrelerine gore,
hastanin IgE seviyesi yiiksekti. Hasta 6zellikle HiperIgE sendromu ve immiinyetmezlik agisindan
genetik degerlendirmeye uygun goriildii (Hasta 42). Yapilan incelemede hastada DOCKS geninde
iki missense varyant tespit edildi. Bunlardan ilki (chr9:377046 G->A; c.2275G>A; V759M),
maksimal subpopiilasyon frekansi 0.042% olan ve in-siliko analizleri ¢eligkili olan bir varyantti.
Yapilan literatiir incelemesinde daha dnce HiperlgE sendromu fenotipi gésteren bir hastada tespit
edildigi goriildii (Eken A ve ark, 2020). Bu verilerin 1s1ginda klinikle uyumlu degerlendirildi.
Ikinci varyant (chr9-304628 G>A ; c.452G>A ; R151Q), maksimal subpopiilasyon frekansi
0.21% olan, ve in-siliko analizleri geliskili sonuglar veren bir varyantti. Bu degisim, DOCK®’in,
fonksiyonel oldugu bilinen ve evrimsel olarak i1yi korunmus bir bolgesini etkilemekteydi.
Literatiir taramasina gére daha once raporlanmamisti. IgE seviye yliksekligi, klinik bulgular ve

bu 2 varyant kombine edilerek genotip fenotip korelasyonu yapildi.

Ikinci siklikta, LRBA varyantlari ile karsilasilmistir. LRBA geni 4. Kromozom iizerinde
yer alan, 57 ekzondan olusan ve 2851 amino asitlik bir protein kodlayan gendir. LRBA geninin
homozigot veya bilesik heterozigot patojenik varyantlar1 neticesinde LRBA'nin protein
ekspresyonunun kaybi, klinik tablonun ortaya ¢ikis mekanizmasi olarak gdosterilmistir. En ¢ok
Arap (%38,1), Iran (%20,6) ve Tiirk (%13,4) popiilasyonlarinda goriilmektedir (Kardelen AD ve
ark, 2020). Kohortumuzda izlenen 25 LRBA varyantinin 19 tanesi missense, 6 tanesi intronik
olarak gerceklesmistir, bu 25 varyanttan 19 tanesi 6nemi bilinmeyen varyant olarak raporlanirken
3 tanesi patojeniteyle iliskilendirilmistir. Patojenite ile ilk analizde iliskilendirilen bu 3 varyant
disinda 1 adet heniiz tanimlanmamis varyant, hastadaki klinigi kismen aciklamasi nedeniyle
arastrma grubuna dahil edilmis, yapilan ebeveyn calismasinda hem probandda hem de
ebeveynde monoalelik olmasi ve ebeveynde klinik tablo izlenmemesi neticesinde benign Iehine
degerlendirilmis ve tartisilmistir; bu vakada 7 yas kiz hasta, (Hasta 42) otoimmiin bulgular,
immiin tronmbositopenik purpura, ge¢irilmis tiiberkiiloz Oykiisii, tekrarlayan enfeksiyonlar ve
epilepsi Oykiileri ile tarafimiza yonlendirildi. Yapilan genetik inceleme sonrasi hastada,

otoimmiinite eslikli agir kombine immiin yetmezlik klinigi ile iligkilendirilmis olan LRBA
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geninde monoalelik formda bir missense varyant tespit edildi (chr4-151850085 T>C ; ¢.349A>G
; 1117V). Bu degisimin maksimal subpopiilasyon frekansi 0.012%, ve in-siliko analizler ¢eligkili
idi. Yapilan literatlir incelemesinde c¢ok nadir izlenmesine de paralel olarak daha Once
bildirilmedigi goriildii. Otoimmiinite ve immiinyetmezlik birlikteligi olan bu hastanin kliniginin
genin iligkilendirildigi hastalikla ortiisme gOstermesi ve missense varyantlarin bu gende patojenik
olarak tanimlanmis olmasi nedeniyle bu varyant klinik olarak onemli kabul edildi. Yapilan
genetik analiz sonrasi varyant annede saptanmadi, fakat babada da monoalelik formda saptandi
(sekil 5.3 ve sekil 5.4). Benign lehine kanit olusturan bu veri, literatiire katkisi itibariyle degerli
kabul edildi.
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Sekil 5.3: Hasta 42’nin annesine ait (chr4-151850085 T>C ; c.349A>G ; 1117V)

pozisyonu sanger sekans goriintiisii. Varyant pozisyonu sari renk ile taranarak gosterilmistir.

Buna gore varyant annede saptanmamustir.
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Sekil 5.4: Hasta 42’nin babasina ait (chr4-151850085 T>C ; ¢.349A>G ; 1117V)
pozisyonu sanger sekans gorlntlisi. Varyant pozisyonu sari renk ile taranarak gosterilmistir.

Buna gore varyant babada monoalelik formda saptanmaistir.

Ucgiincii siklikta varyant raporlanan gen ATM olmustur (n=24). Bu genle iliskili klinik
tablo (ataksi-telenjiektazi), 150 kb genomik DNA'ya yayilan 66 ekzonlu ve 3 adet fonksiyonel
domain iceren ATM genindeki fonksiyon kabi yaratici biallelik varyantlardan kaynaklanir. Bu
gendeki 24 varyantin 5 tanesi ilk analiz swrasinda literatiir verileri ve hasta bilgileri korele
edilerek patojenite ile iliskilendirilmistir (20.8%), bu oranm yiiksek olusu ATM genindeki
varyantlara Ozellikle dikkat edilmesi gerektigi ile alakali uyarici niteliktedir. Bu varyantlar
arasinda en sik karsilasilan varyant tipi missense (66.6%) olmustur. Literatiir verileri
incelendiginde, 2014 yilinda 12 ataksi telenjiektazi hastasinda en sik ¢erceve kaymasi
varyantlarinin izlendigi, bunu nonsense varyantlarin takip ettigi goriilmiistiir (srasiyla 42% ve
33.3%) (Huang Y ve ark, 2014). Bir diger bildirimde ise en sik varyant nonsense olarak
goriilmiistii (56.6%, Rawat A ve ark, 2022). ik analizde tespit edilen bu 5 ATM varyantma ek
olarak, daha oOnce bildirilmemis 3 farkli ATM varyant1 saptanmig, bunlar ayrintili olarak

tartisilmistir.

Bunlardan birinde, 23 yas kadmn hasta (Hasta 14), ataksi, telenjiektaziler ve klinik olarak
ataksi telenjiektazi tanisi ile tarafimiza yonlendirilmisti. Yapilan genetik analiz sonrast ATM
geninde bialelik formda bir stop-lost varyant tespit edildi (chr11-108236234 G>C ; ¢.9170G>C).
Bu varyant, daha Once popiilasyon veritabanlarinda hi¢ izlenmeyen bir varyantt.. Hig
izlenmemesi ile paralel olarak, yapilan literatiir taramasmnda bu varyantin daha Once
bildirilmedigi goriildii. Koordinat itibariyle degerlendirildiginde varyantm, genin son ekzonunun
da bittigi ve translasyon makinasinin normal sartlar altinda tamamen durmasi gereken bir yerde
stop lost olusturan bir varyant olmasi nedeniyle oldukga kritik olabilecegi 6ngoriildi. Klinikle net
uyumlu olan bu gende, stop kodon kayb1 yaratmasi ve protein uzunlugunu degistirmesi beklenen
bu varyantin buna ek olarak bialelik durumda saptanmis olmasi nedeniyle, klinikten sorumlu
olarak degerlendirildi. Hastanin ebeveyn analizi yalnizca annede miimkiin oldu. Bu analize gore,
varyant annede monoalelik olarak saptandi (Sekil 5.5). ATM geni, ataksi telenjiektazi ile

otozomal resesif olarak iligkili olmasi, varyantin stop-lost olusu, cocukta net bir klinige sebebiyet
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vermesi ve annede tasiyiciliginin izlenmesi verilerinin tamami patojenik lehine oldugundan,

varyant klinigi agiklayict olarak raporlandi.
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Sekil 5.5: Hasta 14’{in annesine ait, (chr11-108236234 G>C ; ¢.9170G>C) pozisyonu

sanger analizi goriintlisii. Varyant pozisyonu sar1 renk ile taranarak isaretlenmistir. Buna gore,

varyant annede monoalelik formda izlenmistir.

Bir diger ATM vakasinda 13 yas kiz hasta (Hasta 16) ataksi, telenjiektaziler, immiin
yetmezlik ve klinik ataksi telenjiektazi tanisi ile tarafimiza yonlendirildi. Buna yonelik olarak
yapilan genetik inceleme sonrasi ATM geninde monoalelik formda bir stop-lost varyant tespit
edildi (chr11-108236234 G>C; ¢.9170G>C; *3057Sext*29). Bu varyant, patojenik oldugu
literatiir verilerine gore net olan monoalelik formda bir diger varyant ile birlikte idi. Ataksi
telenjiektazinin tanimlanmis kalitim patterninin OR olusu goz oniinde bulundurularak ikinci
varyant da degerlendirmeye alindi: buna gore, sozkonusu varyant daha Once popiilasyon
veritabanlarinda hi¢ izlenmeyen bir varyantti. Stop kodon kaybi olusturmasi nedeniyle protein
yapisint dramatik olarak etkilemesi beklenen bu varyantin, tanimli dier patojenik varyanta ek
olarak klinigin tam anlamiyla ortaya ¢ikisina zemin hazirlayan ikinci degisim oldugu diisiiniilerek
klinikten sorumlu oldugu ydniinde degerlendirme yapildi. Hastanin ebeveyn analizi yalnizca
anneden mumkiin oldu. Buna goére varyant annede de monoalelik formda tespit edildi. ATM geni
literatlirde ataksi telenjiektazi ile biallelik olarak iligkilendirilmisti, fakat hastada monoalelik
olmakla birlikte net bir klinik izlenmekteydi. Ayni1 genotipteki annede klinigin izlenmemesi
(Sekil 5.6), fakat cocukta monoalelik olsa dahi klinigin aciga ¢ikmasi, penetrans, ekptresivite,

non-sense mediated decay ve dominant negatif etkilesim kaliplar1 itibariyle agiklanabilir. Hasta
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14’te patojenik olarak degerlendirilen bu varyant, bu durumda da s6zkonusu genetik kavramlar

acisindan degerlendirilmesi gereken bir degisim olarak goze ¢arpmistir.
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Sekil 5.6: Hasta 16’nin annesine ait, (chr11-108236234 G>C; ¢.9170G>C,;
*3057Sext*29) pozisyonu sanger analiz goriintiisii. Varyant pozisyonu sar1 renk ile taranarak

gosterilmistir. Buna gore varyant, annede monoalelik formda saptanmaistir.

Hasta 25, ablasinda ataksi telenjiektazi tanis1 olmasi ve kendisinde do§umundan itibaren
enfeksiyonlar izlenmesi nedeniyle 21 giinliik iken tarafimiza yonlendirilmisti. Yapilan genetik
inceleme sonucu ATM geninde monoalelik bir missense varyant tespit edildi (chr11-108218036
A>T ; c.8615A>T ; H2872L). Bu varyant popilasyon veritabanlarinda daha once izlenmeyen ve
in-siliko analizlerinin tamami patojenik lehine olan bir varyantti. Yapilan literatiir taramasinda
daha once hi¢ bildirilmedigi goriildii. By varyantin, ATM proteinin islev gorebilmesi icin kritik
olan katalitik domain igerisinde yer aldig1 izlendi. Tiim bu veriler 1s181inda klinik ile uyumlu
olabilecegi ve ataksi telenjiektazinin tiim bulgular1 olmasa da bazi bulgularinin ortaya ¢ikisina

zemin hazirlayabilecegi diisiliniilerek, hasta longitudinal olarak takibe alindu.

ATM arastirma grubunda 13 yas kiz hasta, (Hasta 47) ataksi telenjiektazi tanisi, ve sik
enfeksiyon gecirme Oykiileri ile birlikte tarafimiza yonlendirildi. Yapilan genetik inceleme
sonucu 2 farkli varyant saptandi. Varyantlardan biri, daha O6nce patojenik oldugu literatiir
verileriyle netlesmis bir varyant idi. Diger varyant, (chr11-108236234 G>C; c. ¢.9170G>C)
popiilasyon frekans veritabanlarinda daha once izlenmeyen, fonksiyon kaybi ile klinik arasinda
iliski kurulmus bir gen icerisinde stop kodon kaybina sebep olan ve literatiirde daha dnce hig

raporlanmadig1 izlenen bir varyant idi. ATM geni ataksi telenjiektazi klinigi ile otozomal resesif
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olarak iliskilendirildiginden, ikinci varyantin patojenite ihtimali yiiksekti. Yapilan sanger
incelemesinde dogrulanan varyant, ayn1 zamanda annede de heterozigot olarak izlendi. Babada
izlenmedi. Varyantin stop lost olusu, fonksiyon kaybi ile klinik arasinda iligki kurulmus bir gende
var olmasi ve baska bir patojenik varyantla birlikte klinigin ortaya c¢ikisina sebep olusu

degerlendirilerek varyant raporlandi.

Bir diger siklikla karsilagilan gen TNFRSF13B olmustur. Yaygin olarak kullanilan bir
diger adi ile TACI, 249 aminoasit uzunlugunda, 5 ekzondan olusan, 17. Kromozom iizerinde
yerlesik bir gendir ve bir TNF reseptoriinii kodlar. Bu genin kodladig1 protein (Tumor necrosis
factor receptor superfamily, member 13b) diger adiyla TACI (Transmembrane activator and caml
interactor), tumor nekrosis faktor reseptor ailesinin bir Uyesidir. NF-AT'nin kalsinrine bagimli
aktivasyonunun yani sira NF-kappa-B ve AP-1'in aktivasyonuna aracilik eder. B ve T hiicre
fonksiyonunun uyarilmasi ve humoral bagisikligin diizenlenmesinde rol oynar. (Wu Y ve ark.,
2000). Hipogamaglobulinemi, tekrarlayan bakteriyel enfeksiyonlar ve antikor yanit1 olusturmada
eksiklik ile karakterize bir primer immiin yetmezlik olan yaygin degisken immiinyetmezlik 2
(Castigli E ve ark., 2005) ile iligkilendirilmistir. Fenotip, B hiicresi farklilagmasmin
basarisizligindan ve immiinoglobulinlerin salgilanmasinin  bozulmasindan kaynaklanir;
dolasimdaki B hiicrelerinin sayis1 genellikle normal araliktadir, ancak diisiik de olabilir. Ayni
zamanda IgA eksikligi-2 fenotipi ile de iliskisi mevcuttur (Castigli E ve ark., 2005). TNFRSF13B
patojenik varyantlari, karakteristik olarak diisiik IgA ve IgG seviyeleri, tekrarlayan sinopulmoner
enfeksiyonlar ve bazi asilara yonelik verilen antikor yanit bozukluguna neden olur. Buna ek
olarak, otoimmiinite ve lenfopoliferasyon da izlenebilir. TACI varyantlar1 genelde sporadik
olarak izlenir ve belirgin bi aile hikayesi ile birlikte bagvuru nadirdir. Ayn1 zamanda, eksik
penetrans ve degisken ekspresivite gosteren bir gen oldugundan fenotipik farkliliklar
kacinilmazdir. Ayn1 varyant1 tagiyan kardesler arasinda bile bariz klinik farkliliklar gosterilmistir
(Salzer U, Grimbacher B, 2021). Daha once Tiirkiye’deki hastalarla yiiriitiilen bir ¢aliymada
hastalarda klinikle ilintili olarak belirtilen 7 degisimden 6 tanesinin missense oldugu
raporlanmigtir  (85%). Yine Tiirkiye’ye yakin bir cografi konum olan Yunanistan’da
gerceklestirilen bir ¢alismada TACI varyanti ve klinik uyum saptanan 17 hastanin tamami
missense varyantlara sahip olarak izlenmistir. Calismamizda ise missense oran bu denli baskin

olmaktan uzaktir, saptanan 20 varyanttan 13 tanesi missense olarak gozlenmistir (65%). 6 varyant
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(30%) ise nonsense’tir. Nonsense varyantlarm bu agirligi ve tamaminin patojenik olugu dikkat
cekicidir

TNFRSF13B varyanti saptanan hastalardan ilki, bagvuru sirasindaki sikayeti tekrarlayan
enfeksiyonlar olan 3 yasinda bir kiz hastaydi. (Hasta 9). Hik&yesinde kiiglikliigiinden beri siklikla
sinopulmoner enfeksiyonlar gec¢irdigi ve halsiz oldugu ifade edildi. Yapilan laboratuvar
incelemelerinde anemi, lenfoproliferasyon ve IgG disiikliigii saptandi. Bu sikayetlerle primer
immiin yetmezlikler agisindan genetik olarak incelenen hastada 2 adet TNFRSF13B missense
varyant1 saptandi. Bu varyantlardan ilki (¢.214C>T, r72c, chr17:16852283 G->A), ekzon 3
icerisinde yer alan bir missense varyantti. Bu varyantin maksimal popiilasyon frekansi
0.013%’tii. In-siliko analizleri ¢eliskili sonuglar veren bu varyanta dair yapilan literatiir
taramasinda, daha once 1 kez, hipogammaglobiilinemi bulgusu ve agmr kombine immiin
yetmezlik klinigi izlenen bir adet hastada saptandigi izlendi. Buna bagli olarak muhtemel
patojenik olarak raporlandi (Kashimada A ve ark, 2019). Diger missense varyant olan
(chrl7:16852132 C->T; ¢ .365G>A ; p.R122Q), maksimal popiilasyon frekans1 0.007% olan, in-
siliko analiz verileri ¢eligkili olarak izlenen bir varyantti. Bu varyant, daha once literatiirde
tekrarlayan sinopulmoner enfeksiyonlar, sarilik, 1gG ve IgM seviyelerinde diisiikliikk, agir
kombine immiin yetmezlik tanis1 ve erken baslangigl inflamatuar bagirsak hastaligi klinigi olan 1
hastada raporlanmist1 (Fang YH ve ark, 2018). Bu veriler 1s1ginda bu varyant da muhtemel
patojenik olarak raporlandi, hem monoallelik olarak hem de biallelik olarak klinige sebep
olabildigi gosterilmis ve fenotipik ¢esitlilik gosterdigi bilinen TNFRSF13B geninde, agiklayici
bulgular olan bir hastada, bu 2 muhtemel patojenik varyantin hastanin kliniginden sorumlu

olabilecegi diisiiniildii.

Bir diger genotip fenotip iliskilendirilmesi yapilacak TNFRSF13B varyanti, 57 yas
erkek hastada saptanmisti, bu hasta agiwr kombine immiin yetmezlik tanisi ile tarafimiza
yonlendirilmisti (hasta 17). Hikayesinde, uzun sureli tinea pedis ve onikomikoz nedeniyle tedavi
gordiigii, ayn1 zamanda sik enfeksiyon gecirdigi 6grenildi. Laboratuvar parametrelerine gore, IgA
ve IgM seviyeleri disiiktii. Anemi ve lenfopoliferasyon da mevcuttu. Genetik analizde
TNFRSF13B geninde 2 adet missense varyant saptandi. Bunlardan ilki (chr17:16843756 C->T ;
¢.515G>A ; C172Y), maksimum popiilasyon frekansi 0.029% olan, ve in-siliko analizleri biyuk
oranda patojenik lehine bir varyantti. Literatiirde bu varyantin TNFRSF13B fonksiyonunu
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bozdugunu gosteren fonksiyonel bir calismaya ek olarak (Fried AJ ve ark, 2011), agir kombine
immiin yetmezlik ve IgA eksikligi fenotipleri goriilen hastalarda da saptandigi belirlendi
(Pulvirenti F ve ark, 2016). Hastada saptanan diger varyant (chr17:16855788 C->G ; ¢.171G>C ;
Q57H), maksimum popilasyon frekansi 0.072% olan, ve in-siliko analizleri ¢eliskili bir varyantti.
Literatiir taramasinda bu varyantin da daha 6nce beklenen klinik ile uyumlu bir hastada izlendigi
gorildii (Almejan MB ve ark, 2012). Bu verilerin 1s18inda hastadaki varyantlar klinikle
iliskilendirildi.

TNFRSF13B arastirma grubunda olan bir diger hasta, hipogamaglobiilinemisi nedeniyle
tarafimiza yonlendirilen 17 yas erkek hasta idi (Hasta 20). Yapilan sorgusunda, tekrarlayan
enfeksiyonlar ve 4 yildir ayda 3-4 ile 3-4 ayda bir arasinda degisen ishal ataklar1 sikayetleri
1 sene Once baslangicli, kol ve bacaklar1 tutan bir vitiligo tanisi mevcuttu. Laboratuvar
parametrelerine gore IgA ve IgE seviyeleri diisiiktii. Hastada monoalelik olarak saptanan
TNFRSF13B varyanti (¢.214C>T, r72c, chr17:16852283 G->A), ekzon 3 igerisinde yer alan bir
missense varyanttl. Bu varyantin maksimal popiilasyon frekanst 0.013%’tli. In-siliko analizleri
celiskili sonucglar veren bu varyanta dair yapilan literatlir taramasinda, daha once 1 kez,
hipogammaglobiilinemi bulgusu ve agr kombine immiin yetmezlik klinigi izlenen bir adet
hastada saptandigi izlendi. Buna baglh olarak muhtemel patojenik olarak raporlandi (Kashimada
A ve ark, 2019), ve klinikle iliskilendirildi. Yapilan ebeveyn calismasi sonrasi varyant babada da
monoalelik formda saptandi (Sekil 5.7). Daha once bir yayinda klinik ile iliskilendirilmis olan bu
varyant, bu sonugla birlikte benign yoniinde degerlendirildi. Bu bulgular, varyantlara ait literatiir

verilerinin zenginlesmesi agisindan 6nemli kabul edildi.
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Sekil 5.7: Hastanin babasima ait (c.214C>T, r72¢, chr17:16852283 G->A) pozisyonu
sanger sekans analiz goriintiisii. Varyant pozisyonu sar1 renk ile taranarak gosterilmistir. Buna

gore varyant babada monoalelik formda saptanmistir

39 yas erkek hasta, halsizlik, uyuklama, agizda tekrarlayan yaralar, CMV enfeksiyonu,
kilo kayb1 ve tekrarlayan enfeksiyonlar sikayetleriyle tarafimiza yonlendirildi (Hasta 29)
Laboratuvar parametrelerine gore IgG, A, M, E diistikligii ve lenfopenisi vardi. Hastada missense
bir TNFRSF13B varyanti saptandi (chr17:16843759 A->C ; ¢.512T>G ; L171R). Subpopiilasyon
maksimal frekansi 0.019% olan bu varyantin in-Siliko analizleri biyuk oranda patojenik lehine
idi. Literatiirde bu varyantin TNFRSF13B fonksiyonunu bozdugunu gosteren fonksiyonel bir
calismaya ek olarak (Fried AJ ve ark, 2011), literatiirdeki bir yayinda, hem monoallelik hem de
biallelik formda agr kombine immiinyetmezlik hastalarinda saptandigi da gosterilmisti
(Martinez-Pomar N ve ark, 2009). Tiim bu veriler 1s18mnda varyant klinikten sorumlu olarak

degerlendirildi.

Bu gruptaki bir diger vaka, 11 yas erkek hasta idi (hasta 34), ve tarafimiza bronsiolitis
obliterans, agwr kombine immiin Yyetmezlik ve hipogamaglobiilinemi bulgular1 ile
yonlendirilmisti. Laboratuvar parametrelerinde IgE seviyesi diisiik saptandi. Yapilan genetik
inceleme sonucu monoallelik formda bir missense TNFRSF13B varyanti saptandi
(chr17:16852187 A->G; ¢.310T>C; C104R). Bu varyantin maksimum subpopiilasyon frekansi
0.54%, ve in-siliko analizleri biiyik oranda patojenik lehine idi. Literatiir taramasina gore, bu
varyant agr kombine immiin yetmezlik vaka grubunda kontrol grubuna gore daha sik
saptanmustir (Freiberger T ve ark., 2012). Bu veriler 1s1ginda klinigi agiklayic1 olarak
nitelendirildi. Yapilan ebeveyn analizinde, bu varyant babada da monoalelik olarak saptandi
(Sekil 5.8). Daha once vaka grubunda daha sik oldugu ifade edildiginden patojenik lehine olan
literatlir verilerini, benign yoOniinde degistirebileceginden, bu bulgular ©6nemli olarak

degerlendirildi (figiir 25).
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Sekil 5.8: Hasta 34’(in babasina ait (chr17:16852187 A->G; ¢.310T>C; C104R)
pozisyonu sanger sekans analizi goriintiisii. Varyant pozisyonu sar1 renk ile taranarak

isaretlenmistir. Buna gore varyant monoalelik formda saptanmustir.

12 yas kiz hasta, hipogamaglobiilinemi ve tekrarlayan enfeksiyonlar bulgulari ile birlikte
tarafimiza yonlendirildi (hasta 40). Laboratuvar parametrelerinde IgE ve IgA seviye diistikligi
ve lenfoproliferasyon saptandi. Hastaya kompleman eksikligi yoniinden arastirilma yapildigi ve
bolesi bir durumun izlenmedigi de 6grenildi. Yapilan genetik inceleme sonucu TNFRSF13B
geninde bir missense varyant saptandi. Bu varyantin maksimum subpopiilasyon goriilme frekansi
0.572% dizeyinde ve in-siliko analizler geliskili idi. Literatiir taramasina gore bu varyant daha
once hi¢ raporlanmamisti. Onemi bilinmeyen varyant olarak degerlendirilen bu degisim,
bulgular1 agiklayic1 olmasi1 ve sézkonusu klinigi daha iyi agiklayacak bir degisim olmamasi

nedeniyle klinik a¢idan degerli kabul edildi.

Son olarak, TNFRSF13B arastirma grubunda 15 yas kiz hasta primer immiin yetmezlik
tanist ile tarafimiza yonlendirildi (Hasta 45). Yapilan sorgusunda belirgin bir taniya uyan spesifik
bir hikayesinin olmadigi, laboratuvar parametrelerinin normal oldugu goriildii. Genetik inceleme
sonras1 monoallelik formda bir missense TNFRSF13B varyanti saptandi (chr17:16852187 A->G,;
¢.310T>C; C104R). Bu varyantin maksimum subpopiilasyon frekansi 0.54%, ve in-siliko
analizleri biiylik oranda patojenik lehine idi. Literatiir taramasma gore, bu varyant agir kombine
immiin yetmezlik vaka grubunda kontrol grubuna gore daha sik saptanmistir (Freiberger T ve

ark., 2012). Bu veriler 151gmda klinigi agiklayici olarak nitelendirildi.
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Bir¢ok gende en sik izlenen varyant tipi missense iken, PRKCD geninde en cok
karsilasilan degisim tipi intronik olmustur (75%). Clinvar ve uniprot gibi altin standart
veritabanlarmda bildirilen tanimli varyantlar incelendiginde, bugiine degin PRKCD geninde
saptanan varyantlarin neredeyse tamaminin fonksiyon kaybi yaratici varyantlar oldugu
goriilmektedir. Intron bolgesinde sik varyantla karsilasilmasi ve literatiir verisinde bu sézkonusu

sapma, PRKCD geni degerlendirilirken intronik analizin 6nemine vurgu yapici niteliktedir.

STAT1 varyantlar1 da arastrma grubunda Onemli bir kismi olusturdu. Bu gen 7
fonksiyonel domaine sahiptir ve her birinin islevi ayrintili olarak incelenmistir. STAT1'de ylizden
fazla varyant, tim domainlere dagilmis sekilde tanimlanmistir. Bu gende fonksiyon kaybi,
fonksiyon kazanimi ve dominant negatif etki gibi farkli mekanizmalar patojenite
olusturabildiginden, her bir mekanizmanin getirdigi klinik farkliliklar neticesinde genis bir klinik
fenotip spektrum sahibidir (Mizoguchi Y, Okada S., 2021). Arastrma grubunda 2 farkli hasta
tartigildi. Bunlardan ilki, 5 yas erkek hasta (Hasta 1), gegirilmis tiberkiiloz ve HHV ensefaliti
Oykiisii, epilepsi ve hipotiroidi bulgular1 ile tarafimiza yonlendirildi. Primer immiin yetmezlik
tanis1 oldugu ve hipogamaglobiilinemisi nedeniyle IVIG tedavisi uygulandig1 6grenildi. Hastaya
bu nedenlerle yapilan genetik inceleme sonrasi TNFRSFI3B ve STATI1 genlerinde missense
varyantlar tespit edildi. TNFRSF13B varyantinin (chr17:16852187 A->G; ¢.310T>C; C104R)
maksimum subpopiilasyon frekansi 0.54%, ve in-siliko analizleri biiylik oranda patojenik lehine
idi. Literatiir taramasima gore, bu varyant agir kombine immiin yetmezlik vaka grubunda kontrol
grubuna gore daha sik saptanmistir (Freiberger T ve ark., 2012). Bu veriler 1s181inda klinigi agidan
onemli kabul edildi, fakat hasta 34’de de saptanan bu varyant, bu hastanin babasinda da
izlendiginden benign lehine idi. STATL1 geninde saptanan degisim ise (chr2-191849042 G>T ;
c.1341C>A ; D447E) maksimal subpopiilasyon frekansi 0.033% olan ve in-siliko analizleri
celiskili veriler sunan bir varyantti. Yapilan literatiir taramasinda, daha once raporlanmadigi
izlendi. Hastadaki klinik bulgular ile s6zkonusu varyantlar arasinda genotip fenotip korelasyonu
yapildi. STAT1 geni igin yapilan ebeveyn caligmasi neticesinde bu varyant anne ve babada
saptanmadi (Sekil 5.9 ve sekil 5.10). Uzerinde daha 6nce literatiir verisi olmayan, klinik ile uyum

gosteren ve de novo olarak saptanan boylesi bir varyant klinik agidan agiklayici kabul edildi.
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Sekil 5.9: Hasta 1 annesi (chr2-191849042 G>T ; ¢.1341C>A ; D447E) pozisyonuna ait

sanger sekans goriintiisii. Varyant saptanmadi.
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Sekil 5.10: Hasta 1 babasi (chr2-191849042 G>T ; ¢.1341C>A ; D447E) pozisyonuna

ait sanger sekans goriintiisii. Varyant saptanmadi

STATI1 acisindan arastirilan bir diger vaka, 17 yas kiz hasta (hasta 36) komplike
tiberkiloz 6ykusl nedeniyle tarafimiza yonlendirilmisti. Yapilan sorgusunda laboratuvar
parametreleri ve diger immiin sistem gostergelerinde net bir taniya varilabilecek verileri
olmadigi, bu nedenle primer immiinyetmezlik tanisi ile takip edildigi Ogrenildi. Primer
immiinyetmezlik etiyolojisinin arastirilmasi i¢in degerlendirilmeye alman hastada STAT1
geninde intronik bir delesyon saptandi (chr2-191849136 AAAG>A,; ¢.1264-20_1264-18delCTT).
Bu varyant maksimal subpopulasyon frekansi 0.033% olan bir varyantti. Yapilan literatiir

taramasinda daha once bildirilmedigi goriildii. STAT1 geninde yasanacak patojenik degisimlerin
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beklenen sonucu ile tam uyumlu klinik izlendiginden klinik agisimdan degerli olarak

degerlendirildi.

PRF1 varyantlarinin bliylk ¢ogunlugu Onemi bilinmeyen varyant idi. Tanimlanmig
varyantlarmin biiylik cogunlugunu missense varyantlar olusturan bir gende boyle bir sonug
beklenenle uyumlu olarak kabul edildi. Bu 6nemi belirsiz varyantlar arasindan 2 tanesi, klinik
verileri itibariyle dikkat ¢ekici oldugundan arastirma grubuna dahil edildi. Bunlardan biri, 7 yas
kiz hasta, (hasta 10) bulanti, kusma ve ates sikayetleri, direkt coombs pozitifli§i, otoimmiin
hemolitik anemi ve splenomegali bulgular1 ile tarafimiza yonlendirildi. Hasta bu bulgularin
degerlendirilmesi amaciyla arastirildi. Yapilan genetik inceleme sonucunda PRF1 geninde
monoalelik formda bir missense varyant tespit edildi (chrl0-72358173 G>A; c.1304C>T;
T435M). Bu varyant maksimal subpopiilasyon frekansi 0.009% olan ve in-siliko analizleri
patojenik lehine veriler veren bir varyantti. Yapilan literatiir taramasinda bu varyantin daha 6nce
hemofagositik lenfohistiositoz klinigi gosteren bir hastadasaptandigi ve bu hastada perforin
ekspresyonunun olmadigi goriildii (Gadoury-Levesque V, ve ark, 2020). Tum bu verilerin

1s1¢inda genotip fenotip korelasyonu igin uygun goralda.

Bir diger PRF1 varyant1 saptanan hasta (hasta 43), 2 yas erkek, net bir sebebe
baglanamayan tekrarlayan lenfadenopatiler sikayeti ile tarafimiza yonlendirilmisti. Bu
lenfadenopatilerin 3 cm boyuta kadar ulastigi, kemik iligi incelemesinin normal sonug verdigi ve
NK hiicre oranmin belirgin diisiik, double negatif T hiicrelerin periferde saptandigi izlendi.
Yapilan genetik analizde PRF1 geninde biallelik bir missense varyant saptandi (chr10-72360585
G>A ; ¢.74C>T ; T25I). Bu varyant daha 6nce popiilasyon veritabanlarinda izlenmemisti. In-
siliko analizleri ¢eliskili idi. Yapilan literatiir taramasinda daha once hig¢ bildirilmedigi goriildii.

Klinik ile uyumlu goriildiigtinden klinik agidan dnemli olarak degerlendirildi.

UNC13D, 3 fonksiyonel domainden olusan ve tiim baskin oranda tiim bu
domainleredagilmis missense varyantlarin patojenite olusturdugu bir gendir, arastirma grubuna
bu gende saptanan, farkli varyant siiflarma dahil 5 farkli 6nemi bilinmeyen varyant dahil
edilmistir, bunlar arasinda literatiirde az sayida tanimlanmis frameshift varyantlarin da olusu
onemlidir. Bunlardan ilki, 1 yas kiz hasta (hasta 8), klinik hemofagositik lenfohistiositoz tanisi,
hepatomegali ve pansitopeni bulgular1 ile tarafimiza yonlendirildi. Daha once yapilmis kemik

iligi biyopsisinde normoseliiler kemik iliginde zemininde matiir graniilositlerde azalma, eritroid
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seri oncul hucrelerinde megaloblastik degisimler ve niikleer diizensizlikler goriildigii,
megakaryositlerin sayica azaldigi ve bazilarmin hipolobiile tek niiveli oldugu saptanmisti. Buna
ek olarak periferik kan yaymasinda eritrositlerde anizositoz, dakrositler ve trombositopeni
saptandigi, 16kopeni goriildiigii, az sayida tekli-ikili-tiglii kiimeler olusturan lenfositler izlendigi
ifade edilmisti. Bunlara binaen diseritropoez ve dismegakaryopoez bulgular ile takip edildigi
ogrenildi. Hastada bu bulgularini aragtirilmasi amaciyla alindigi1 genetik analiz sonrast UNC13D
geninde bialelik formda frameshifte sebep olan bir delesyon varyanti saptandi (chr17-73838541
TTGAG>T ; c.538 541delCTCA). Bu varyant, daha Once popiilasyon veri tabanlarinda
saptanmamistt. Yapilan literatiir taramasinda, bu degisimin daha 6nce bildirilmedigi izlendi.
Klinigin bialelik olarak izlenen bu gen degisimi ile birebir uyumlu olmasi, fonksiyon kaybi
mekanizmasinin bu gende daha 6nce gosterilmis olmasi ve frameshift yaratan bu varyantin gen
fonksiyonun ileri derecede bozmasmin beklenmesi gercekleri gdz Oniine alinarak hastanin
kliniginden sorumlu olan genetik degisimin s6z konusu varyant olduguna kanaat getirildi.
Yapilan ebeveyn ¢alismasi sonrasi, hastada bialelik olarak saptanan bu varyant anne ve babada
monoalelik formda izlendi (Sekil 5.12 ve sekil 5.13). Literatiirde otozomal resesif kalitimli
oldugu belirtilen UNCI13D i¢in, bu senaryo klasik bir tastyicilik Oykiisii olarak nitelendirildi.
Tiim bu verilerle birlikte varyant klinikten sorumlu olarak degerlendirildi.

249 250 251 sz 283 254 255 256 257 258 259 260 261 262 263 264 265 266 267 T 7l a2 m 274 75 276 217 27 an
T
3785 |

Sekil 5.11: Hasta 8’in kendisine ait, (chr17-73838541 TTGAG>T ; ¢.538 541delCTCA)
pozisyonu sanger dogrulama gdoriintiisii. Varyant NGS analizini dogrular nitelikte, biallelik olarak

izlenmistir. Varyant pozisyonu sar1 renk ile taranarak isaretlenmistir.
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Sekil 5.12: Hasta 8’in annesine ait (chr17-73838541 TTGAG>T ; ¢.538 541delCTCA)
pozisyonu sanger analiz goriintiisii. Varyant pozisyonu sari renk ile taranarak isaretlenmistir.

Varyant annede, monoalelik olarak saptanmistir.

Sekil 5.13: Hasta 8’in babasina ait, (chr17-73838541 TTGAG>T ; ¢.538 541delCTCA)
pozisyonu sanger sekans analiz goriintiisii. Varyant pozisyonu 2 kesikli ¢izginin birlesim yeri

itibariyle isaretlenmistir. Varyant babada, monoalelik formda saptanmaistir.

Bir diger UNC13D vakasi (hasta 12) 2 yas erkek hasta, atesler, pansitopeni bulgusu ve
klinik hemofagositik lenfohistiositozis tanisi ile birlikte tarafimiza yonlendirildi. Bu klinigin
etiyolojisini aragtrmak amaciyla yapilan genetik analiz sonrasi, hastada UNCI13D geninde
bialelik durumda bir missense varyant saptandi (chr17-73824888 A>C ; ¢.3131T>G ; L1044R).
Bu varyant, popiilasyon veritabanlarinda daha 6nce izlenmeyen, ve in-siliko analizlerinin tamami
patojenik lehine olan veri veren bir varyantti. Yapilan literatiir incelemesinde bu varyantin daha

once bir kez hemofagositik lenfohistiositozis klinigine sahip bir hastada izlendigi ve raporlandig1
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goruldu (Zur Stadt U ve ark, 2006). Tum bu verilerin 1s1¢inda hastada bu genotiple fenotip

arasinda korelasyon kuruldu.

Bir baska vakada (hasta 13), 10 yas erkek hasta, tekrarlayan yumusak doku
enfeksiyonlar1 dykiisii, ve halihazirda devam eden inguinal bolgede lenfadenopatiler bulgularina
ek olarak ates ve tekrarlayan enfeksiyonlar sikayetleri ile tarafimiza yonlendirildi. Hastaya
yapilan genetik inceleme sonrasi UNC13D geninde monoalelik formda bir missense varyant
saptand1 (chr17-73836353 G>A ; ¢.811C>T ; P271S). Bu varyant popiilasyon veritabanlarinda
maksimal subpopiilasyon goriilme sikligi 0.216% olan ve in-siliko analizleri geliskili verilere
sahip bir varyant idi. Yapilan literatiir taramasinda bu varyantin daha once 2 yayinda bildirildigi,
fakat verilerin c¢eliskili oldugu goriildii: Buna gore bir yayinda hemofagositik lenfohistiyositoz
klinigine sahip bir hastada gosterilmisken (Miiller ML ve ark, 2014), bir diger yaymda saglikli bir
bireyde heterozigot olarak saptanmist1 (Arico M ve ark, 2013). Literatiirde iizerinde konsensiis
olusmamis boylesi bir varyantin, ates ve tekrarlayan lenfadenopatilerle karakterize bir klinige

sahip bir hastada goriilmesi nedeniyle raporlanmasi uygun goriildii.

CASP10 geninde saptanan varyantlarla alakali, arastirma grubundaki 2 hastada genotip
fenotip iliskilendirilmesi yapildi. Bunlardan biri, 20 yas erkek hasta (hasta 4) tekrarlayan lenfosit
yiikseklikleri ve primer immiin yetmezlik klinigi ile tarafimiza yonlendirildi. Yapilan genetik
analizi sonras1 CASP10 geninde monoalelik formda bir missense varyant saptandi (chr2-
202082361 G>A ; c.1466G>A ; R489Q). Bu varyantin maksimal subpopiilasyon izlenme
frekans1 0.013%, ve in-siliko analizleri ¢eligkili idi. Yapilan literatiir taramasinda, bu varyantin
daha énce bildirilmedigi goriildii. Onemi bilinmeyen varyant olarak degerlendirilen bu varyant,
genotip fenotip korelasyonu agisindan soru isareti olmakla birlikte lenfosit ylikseklikleri verisi ile
korelasyon gosterdiginden ¢alismayadahil edilerek bu agidan raporlandi. Yapilan ebeveyn
calismasinda ayni varyant annede de monoalelik formda saptandi (Sekil 5.14 ve sekil 5.15). Daha
once hakkinda literatiir verisi olmayan bu varyant hakkinda benign lehine kanit olusturan bu

durum, literatiire katkisi itibariyle degerli idi.
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Sekil 5.14: Hasta 4’tin annesine ait (chr2-202082361 G>A ; ¢.1466G>A ; R489Q)

pozisyonu sanger analiz goriintiisii. Varyant annede monoalelik olarak saptanmistir. Varyant
pozisyonu sar1 renk ile taranarak isaretlenmistir.
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Sekil 5.15: Hasta 4’tin babasina ait (chr2-202082361 G>A ; ¢.1466G>A ; R489Q)

pozisyonu sanger analiz gOriintiisii. Varyant saptanmamustir. Varyant pozisyonu sar1 renk ile

taranarak isaretlenmistir.

Bir diger CASPI10 ilintili vakada, 8 yas erkek hasta (Hasta 33)gecirilmis hemolitik
uremik sendrom, karin agrilari, bulanti ve kusmalar, kanli ishal, pyelonefrit, yiiksek fekal
kalprotektin, mezenterik lenfadenopatiler Oykiileri nedeniyle tarafimiza yonlendirildi. Yapilan

genetik inceleme sonrast CASP10 geninde monoalelik formda bir missense varyant saptandi

(chr2-202057829 CAA>C ; c.567 568del). Bu varyant, maksimal subpopiilasyon frekansi
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0.003% olan, frameshift ve fonksiyon kaybi yaratmasi beklenen bir varyantti. Yapilan literatlr
incelemesine gore daha once bildirilmemisti. Monoalelik olarak hastalik yaptigi gosterilmis bir
gende frameshifte sebep olan bir varyantin hastalik yapict etkisi beklendigi ve klinikle uyum

gosterdiginden genotip-fenotip korelasyonu agisindan uyumlu olarak degerlendirildi.

3 farkl vakada NCF2 gen varyantlari tartisildi. Bunlardan ilki, 2 yas erkek hasta (hasta
7), damar yolu agilan yerlerde gelisen abseler ve nekrozitan enterokolit bulgular1 ile tarafimiza
yonlendirildi. Yapilan genetik inceleme sonrast NCF2 geninde monoalelik formda bir missense
varyant saptandi (chr1-183532666 T>A ; c.1081A>T ; T361S). Bu varyant maksimal
subpopiilasyon frekansi 0.259% olan ve in-siliko analizleri geliskili verilen veren bir varyantti.
Yapilan literatiir taramasinda bu varyantin daha 6nce bir yayinda azalmis reaktif oksijen iriin
tepkisi ile iliskilendirildigi goriildii (Denson LA, ve ark, 2018). Kalitim patterni otozomal resesif
olarak gosterilen bir gende monoalelik olarak saptanmasina ragmen klinigin bazi parcalarini
icerdigi ve fonksiyonel olarak da protein islevini etkiledigi gosterildiginden, 6zellikle monoalelik

durumdaki etkisinin anlasilmasi i¢in degerli bir veri olarak kabul edilerek rapora dahil edildi.

Bir diger NCF2 vakasinda 51 yas erkek hasta, (Hasta 22) uzun senelerdir vicudunda
tekrarlayan abseler Oykiisii ile tarafimiza yonlendirildi. Yapilan genetik analiz sonrasi NCF2
geninde monoalelik formda bir missense varyant saptandi (chr1-183532666 T>A ; c.737G>A ;
R246H). Bu varyant maksimal subpopiilasyon frekans1 0.006% olan ve in-siliko analizleri buyuk
oranda patojenik lehine olan bir varyantti. Yapilan literatiir taramasinda daha Once
raporlanmadigi goriildi. Klinikle ortiismesi nedeniyle 6zellikle monoallelik NCF2 varyantlarmin

durumunun anlasilmasi a¢isimndan 6nemli kabul edildi.

Arastirma grubundaki {i¢iincli ve son NCF2 vakasinda ise 6 yas kiz hasta (Hasta 46), 2
aylikken baglayan ve simdiye degin spontan olarak 4 kez tekrar eden boyun abseleri dykiisii ve
tirnak enfeksiyonlar1 nedeniyle tarafimiza yonlendirildi. Genetik inceleme sonrasi, NCF2 geninde
bialelik formda bir frameshift varyant tespit edildi (chrl-183532426 G>GT; c. 1193dupA ;
D398EX). Bu varyant, daha 6nce popiilasyon veritabanlarinda hi¢ izlenmeyen bir varyantti.
Yapilan literatiir incelemesinde bu varyantin daha dnce bildirilmedigi izlendi. Fonksiyon kayb1
mekanizmasinin hastalik ile iligkilendirildigi bir gende, bialelik olarak frameshift varyantin

hastada izlenmesi nedeniyle, klinik ile uyumlu olarak degerlendirildi.
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NCF1 geni 2 hastada tartisilmisti, bunlardan biri; 12 yas kiz hasta (hasta 24) ailesel
akdeniz atesi tanisi, kronik etiyolojisi belirlenememis dermatit, kolon iilserleri ve tip 1 diabetes
mellitus tanilari ile tarafimiza yonlendirildi. Yapilan genetik inceleme sonucu NCF1 geninde
monoalelik formda bir missense varyant tespit edildi (chr7-74197342 C>T ; ¢.512C>T,; S171L).
Bu varyant maksimal subpopiilasyon frekansi 0.115% olan, ve in-siliko analizleri ¢eliskili veriler
veren bir varyantti. Yapilan literatiir taramasina gore bu varyant daha dnce raporlanmamisti.
Kolon iilserleri ve dermatit tablosu NCF1 geninin patojenik varyantlarmin ortaya ¢ikardigi tablo
ile kismi Ortiisme gosterdiginden, bilinen kalitim kalibi otozomal resesif olan bu gendeki
monoalelik varyantlarin klinik ile iligkisine 151k tutmas1 muhtemel oldugundan bu varyant analize

dahil edildi ve klinik olarak 6nemli kabul edildi.

Ikincisi ise (hasta 31) 3 yas erkek hasta, 3 aylikken baslayan ve simdiye degin birgok
kez tekrar eden anal abseler ve tiim viicuda yaygin etiyolojisi tam belirlenememis dermatit
oykileri nedeniyle tarafimiza yonlendirildi. Genetik inceleme sonrast NCF1 geninde monoalelik
formda bir missense varyant saptandi (chr7-74193620 G>A ; ¢.247G>A; G83R). Bu varyant
maksimal subpopiilasyon frekansi smirda (1.355%) olan ve in-siliko analizleri ¢eligkili sonuglar
veren bir varyanttl. Yapilan literatiir taramasinda bu varyantin farkli 2 yayinda saptandigi izlendi.
Bunlardan ilkinde, fonksiyonel l6kosit analizi ¢alismasi sonrasi kronik dermatomitozla iliskisi
goriilmiistii (Constantino-Silva RN ve ark, 2020). Diger bir yayinda ise kronik granilomatoz
hastalik fenotipi gdsteren bir hastada bialelik durumda saptanmist1 (Kutukculer N, ve ark, 2019).
Hastanin bulgular1 NCF1 geninin patojenik varyantlarinin ortaya cikardigi tablo ile Ortlisme
gosterdiginden, bilinen kalitim kalib1 otozomal resesif olan bu gendeki monoalelik varyantlarin
klinik ile iliskisine 11k tutmasi muhtemel oldugundan bu varyant analize dahil edildi ve klinik
olarak 6nemli kabul edildi.Yapilan ebeveyn ¢alismasi sonrasi, varyant anne ve babada
saptanmad1 (Sekil 5.16 ve sekil 5.17). Yukaridaki verilere ek olarak de novo olusu ile birlikte,
patojenik ve klinigi agiklayic1 olarak degerlendirildi.
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Sekil 5.16: Hasta 31’in annesine ait (chr7-74193620 G>A ; c.247G>A; G83R)

pozisyonu sanger analizi gOriintiisi. Varyanta denk gelen pozisyon sari renk ile taranarak

isaretlenmistir. Buna gore varyant annede saptanmamistir
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Sekil 5.17: Hasta 31’in babasma ait (chr7-74193620 G>A ; c.247G>A; G83R)
pozisyonu sanger sekans goriintiisii. Varyanta denk gelen pozisyon sari renk ile taranarak

gosterilmistir. Buna gore varyant babada saptanmamustir.

Birer vakada goriilen muhtelif diger varyantlar

14 yas kiz hasta (hasta 11) primer immiin yetmezlik tanis1 ile tarafimiza yonlendirildi.
Laboratuvar parametrelerine goére notropenisi olan hasta degerlendirmeye alindi. Genetik

inceleme sonucu konjenital noétropeni klinigi ile iliskilendirilmis USB1 geninde
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monoalelikformda bir varyant tespit edildi (chr16-58048245 C>T ; ¢.503+15C>T). Bu intronik
varyant, daha Once poplilasyon veritabanlarinda hi¢ izlenmeyen, ve splice-skorlar1 diisiik bir
varyant idi. Populasyonda hi¢ izlenmemesine paralel olarak literatirde de daha 0©nce
bildirilmemisti. Klinik ile uyum g6z oniinde bulundurularak, gelecek vaka raporlariyla muhtemel
kiimiilasyonun varyantin genotip fenotip iliskisine 151k tutabilecegi gbz oniinde bulundurularak

raporlandi.

2 yas erkek hasta, kiitandoz enfeksiyonlar (uyluk ve genital bolgede) ve ndtropeni
oykiileri ile birlikte primer immiin yetmezlik tanisi ile tarafimiza yonlendirildi (Hasta 15) Yapilan
genetik inceleme sonrasi hastada, nétropeni ve kiitandz enfeksiyonlarla klinik iligkisi gosterilmis
PGM3 geninde monoalelik formda bir in-frame delesyon saptandi (chr6-83900713
TAATAGCACC>T ; c.10 18del). Bu varyant daha Once popiilasyon veritabanlarinda
izlenmemis bir varyant idi. Yapilan literatiir taramasina gore daha dnce bildirilmemisti. Bu gende
daha Once hastalik yapici bir¢ok farkli in-frame delesyonun bildirilmis olmasi, bu in-frame
delesyonun 3 aminoasitlik bir kayba yol agmas1 ve protein fonksiyonunu etkilemesi beklenmesi

ve klinik ile uyum goz oniine almarak, bu varyant klinik agidan degerli kabul edildi.

16 yas erkek hasta, osteomyelit ve tekrarlayan agir enfeksiyonlar dykiileri ile tarafimiza
yonlendirildi (hasta 21). Genetik degerlendirme sonrasi hastada, kronik graniilomatdz hastalik,
osteomyelit ve tekrarlayan enfeksiyonlar ile iliskilendirilmis CYBA geninde bir missense varyant
tespit edildi (chrl6-88714487 G>A ; ¢.94C>T ; R32C). Bu varyant maksimal subpoptlasyon
frekansi 0.003% olan ve in-siliko analizleri buyiik oranda patojenik lehine olan bir varyant idi.
Yapilan literatiir taramasma gore bu degisim daha 6nce bildirilmemisti. Hastanin klinigi ile
ortiisme gostermesi nedeniyle, bilinen kalitim kalib1 otozomal resesif olan bu gendeki monoalelik
varyantlarin klinik ile iliskisine 151k tutmasi muhtemel oldugundan bu varyant analize dahil edildi

ve klinik olarak dnemli kabul edildi.

Bir diger vakada 8 yas erkek hasta (hasta 28) lenfadenopatiler ve Hodgkin lenfoma
Oykusu ile birlikte tarafimiza yonlendirildi. Yapilan genetik analiz sonrasi erken g¢ocukluk
doneminde lenfoma gelisimi, otoimmiin sitopeniler ve lenfadenopatiler klinikleri ile karakterize

otoimmiin lenfoproliferatif sendrom klinigi ile iligkisi gosterilmis olan FAS geninde monoalelik
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formda bir missense varyant saptandi (chr10-90762880 C>A ; c.125C>A ; T42N). Bu varyant
daha Once popiilasyon veritabanlarinda izlenmemis ve in-Siliko analizleri geliskili olan bir
varyanttl. Literatiir taramasina gore bu degisim daha once bildirilmemisti. Klinik uyum ile
birlikte, kalitim kalib1 otozomal dominant olarak belirtilen bir gende saptanan bu varyantin klinik

acidan degerli oldugu diistiniildii.

Bir baska tartisilan varyant igin, (hasta 30) 6 yas erkek hasta ailesel akdeniz atesi,
hipogamaglobiilinemi ve c¢oklu allerjiler ile seyreden primer immiin yetmezlik tanisi ile
tarafimiza yonlendirildi. Yapilan genetik inceleme sonrasi hastada; tekrarlayan enfeksiyonlar,
hipogamaglobiilinemi, otoimmiin bulgular ve lenfoproliferasyon klinikleri ile iliskilendirilmis
olan CTLA4 geninde monoalelik formda missense varyant saptandi (chr2-204732688 G>A ;
¢.23G>A ; R8Q). Bu varyant maksimal subpopiilasyon frekansi 0.06 olan, ve in siliko analizleri
celiskili sonuglanan bir degisimdi. Yapilan literatiir incelemesinde daha Once bildirilmedigi
saptandi. Klinikle kismi uyumla birlikte hastaligin monoalelik varyantlarla ortaya ¢ikabildiginin

gosterilmesi g6z 6ninde bulundurularak raporlanmasi anlamli kabul edildi.

3 yas kiz hasta (hasta 32) tekrarlayan enfeksiyonlar, mukozal ulserler, abseler ve
hipogamaglobiilinemi bulgulariyla birlikte aldigi primer immiin yetmezlik tanis1 sebebiyle
tarafimiza yonlendirildi. Yapilan genetik inceleme sonrasi hastanin, siklik ndtropeni ve agir
konjenital notropeni klinikleri ile iliskilendrilmis ELANE geninde 14 niikleotidlik bir delesyonun
sebep oldugu  monoalelik  bir  frameshift varyant saptandi (  chr19-853260
AGAAACGTCCGCGCG>A ; c.225 _238del). Bu varyant popiilasyon veritabanlarina gére daha
once hi¢ izlenmemis bir varyantti, bununla paralel olarak literatlirde de daha 6nce bildirilmemisti.
Hastada notropeni saptanmamasina ragmen, fonksiyon kaybmin temel patojenik mekanizma
oldugu bilinen bir gende frameshift delesyon saptanmasi ve klinigin de immiin yetmezlikle net
bir sekilde ortiismesi nedeniyle, ELANE varyantlarinin fenotipik cesitliligine vurgu yapmasi

muhtemel oldugu diisiiniilerek raporlanmaya dahil edildi.

Bir diger vakada 3 yas erkek hasta, (Hasta 35) notropeni ve sik {ist solunum yolu
enfeksiyonlar1 nedeniyle aldigi primer immin yetmezlik tanisinin etiyolojisinin arastirilmasi

amaciyla tarafimiza yonlendirildi. Yapilan genetik analiz sonrasi hastada agir konjenital
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notropeni klinigi ile iliskiledirilmis VPS45 geninde monoalelik formda bir missense varyant
saptand1 (chr1-150065699 A>G ; c.1448A>G ; K483R). Bu varyant populasyon veritabanlarina
gbre daha once izlenmemisti ve in-siliko analizleri ¢eliskili sonuglar vermekteydi. Yapilan
literatUr taramasi sonrasi bununla uyumlu olarak daha 6nce bildirilmedigi goriildi. Klinikle net
Ortiisme gostermesi, varyantm proteinin 6nemli bir domain igerisinde olmasi ve missense
degisimlerin bu hastaligin patogenezinde gosterilmis yegane mekanizma olmasi bilgileri gtz
onlinde bulundurularak bu varyant ile klinik arasinda iliski kuruldu ve raporlandi. Yapilan
ebeveyn c¢aligsmasi sonrasi (sadece annede miimkiin olmustur), varyant annede de monoalelik
formda saptandi (sekil 5.18). Benign lehine kanit olusturan bu veri, literatiire katkisi itibariyle

degerli kabul edildi.
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Sekil 5.18: Hasta 35’in annesine ait sanger sekans analizi goriintiisii. Varyant pozisyonu
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sar1 renk ile taranarak isaretlenmistir. Buna gore varyant hastanin annesine monoalelik olarak
saptanmuigtir.

Arastirma grubundaki bir diger genotip fenotip iliskilendirilmesi, (Hasta 38) 2 yas kiz
hastada yapildi, bu hasta ndtropeni, tekrarlayan enfeksiyonlar, abseler, aralikli tekrarlayan atesler
bulgular1 ile immiinyetmezlik tanis1 almasi nedeniyle tarafimiza yonlendirilmisti. Yapilan genetik
analizde, agir konjenital ndtropeni klinigi ile iliskilendirilmis ola n JAGN1 geninde bialelik
formda bir missense varyant tespit edildi (chr3-9932457 T>G; ¢.51T>G ; F17L). Bu varyant
popllasyon veritabanlarinda daha once hi¢ izlenmemisti, in-siliko analizleri geliskiliydi ve
popiilasyonda hi¢ izlenmemesinden dolay:1 literatlirde de raporlanmamisti. Genin kalitim

kalibinin otozomal resesif olarak bildirildigi bir hastalikta, bu degisimin hastada bialelik olarak
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saptanmasi, varyantin proteinin fonksiyonel bir parcasina denk gelecek sekilde konumlanmis
olmas1 ve missense degisimlerin bu genin patogenezinde tanimlanmis en iyi mekanizma olmasi

gercekleri géz oniinde bulundurularak bu varyant ile klinik arasinda iliski kuruldu ve raporlandi.

12 yas kiz hasta (Hasta 44) tekrarlayan karin agrilar1 ve ishaller, istahsizlik, sinirli olma
hali ve viicudunda tekrarlayan sislikler sikdyetleri ve iktiyosis ile tarafimiza yondlendirildi.
Yapilan genetik incelemesinde, Crohn hastaligina yatkinlik, Blau ve Yao sendromlar: ile
iliskilendirilen NOD2 geninde monoalelik bir frameshift varyant tespit edildi (chr16-50765706
C>CA ; ¢.3019dup). Bu varyant popiilasyon veritabanlarinda daha once hi¢ izlenmemis bir
varyantti. Yapilan literatiir incelemesinde daha once bir kez Crohn hastalig1 fenotipi gdsteren bir
bireyde, bir diger varyant ile birlikte izlendigi saptandi (Frade-Proud'Hon-Clerc S, ve ark, 2019).
Crohn hastalig1 ile otozomal dominant olarak, diger sendromlar ile multifaktoriyel dizeyde
iliskisi gosterilmis bu gende monoalelik olarak saptanan bu varyantin, hastanin bazi bulgularinin
aciklayici nitelikte olmasi, frameshift yaratarak fonksiyon kaybi olusturmasi beklenmesi ve bu
gende daha once fonksiyon kaybi mekanizmasi ile klinik arasinda iliski kurulmasi verileri gz

oniinde bulundurularak bu varyant klinik olarak anlamli kabul edildi.

4 yas kiz hasta, (Hasta 48) kombine immiin yetmezlik ve karaciger disfonksiyonu
bulgular1 ile birlikte genetik agidan degerlendirme istemiyle tarafimiza yonlendirildi. Hastada
FAS geninde monoalelik formda bir missense varyant saptandi (chr10-90768651 G>A;
c.340G>A, E114K). Bu gende daha 6nce missense varyantlarin patojenik olabildigi gosterilmis
olmasi, s6zkonusu varyantin insiliko analizlerinin tamaminin patojenite lehine olmasi, maksimum
subpopiilasyon goriilme sikligmin 0.003% olarak bildirilmesi ve daha Once literatiirde genotip
genotip iligkisi olmamasina ek olarak, hastada yapilan analizde klinigi agiklayic1 baska bir
varyant bulunmamasi nedeniyle incelemeye alindi. Yapilan ebeveyn sanger c¢alismasi sonrasi,
probandda monoallelik olarak saptanan bu varyantin probandin annesinde de monoallelik olarak
bulundugu, annenin herhangi bir sikayetinin olmadigi izlendi (sekil 5.10). Varyantin benign olusu
lehine olan bu veriler literatiire katki sunmasi agisindan raporlandi. Yapilan genetik analiz sonrasi
varyant babada saptanmadi, fakat annede de monoalelik formda saptandi. Benign lehine kanit

olusturan bu veri, literatiire katkist itibariyle degerli kabul edildi.
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Sekil 5.20: Hasta 48’in kendisine ait, (chr10-90768651 G>A; c.340G>A, E114K)
pozisyonu sanger sekans analizi goriintlisii. Varyant NGS analizini dogrular nitelikte, monoalelik

olarak saptanmistir. Varyant pozisyonu kirmizi ile taranarak isaretlenmistir.
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Sekil 5.21: Hasta 48’in annesine ait, (chr10-90768651 G>A; ¢.340G>A, E114K)
pozisyonu sanger sekans analizi goriintiisii. Varyant, monoalelik olarak saptanmustir. Varyant

pozisyonu kirmizi ile taranarak isaretlenmistir
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Sekil 5.22: Hasta 48’in babasma ait, (chr10-90768651 G>A; ¢.340G>A, E114K)
pozisyonu sanger sekans analizi goriintlisi. Varyant, saptanmamistir. Varyanta denk gelen

pozisyon kirmizi ile taranarak isaretlenmistir.
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Bu ¢aligmadan elde edilen bilgilerle: 1) Primer immiin yetmezlikler, yalnizca ¢ocuk yas
grubunda degil, yetiskinlerde de akilda tutulmasi gereken dnemli bir klinik spektrumdur. 2) Her
iki cinsiyette de goriilmekle birlikte, tipki diger toplumlarin verilerinde oldugu gibi lilkemizde de
erkek bireylerde daha sik izlenmistir. 3) En sik bagvuru sikayeti, beklendigi tizere tekrarlayan
enfeksiyonlar olmakla birlikte, ilk bakista primer immiin yetmezlik ¢agristirmayacak tekrarlayan
ates, ishal veya egzema gibi bulgular da bagvuru sikdyeti olarak azimsanmayacak derecede sik
izlendiginden, klinik pratikte bu agidan dikkatli yaklasilmasi1 gerektigi asikardir. 4) DOCKS,
LRBA, ATM, TNFRSFI3B ve PRFI1 genleri, prevalans itibariyle en sik karsilasilan genler
oldugundan, primer immiin yetmezliklerin tanisinda kullanilmasi planlanan gen setleri igerisinde
yer almalar1 tan1 basaris1 konusunda kritik dnem arz edebilir. 5) Onemi bilinmeyen varyantlar,
koordinat diizleminde yerlestigi yer, in-siliko analizleri ve aile segregasyon calismalari ile
degerlendirildiginde, s6zkonusu varyantlar hakkinda benign veya patojenik lehine bilgi sahibi
olunabilir. 6) Genetik agidan, ¢ogu gende missense varyantlarin baskin oldugu goriildiigiinden bu
varyantlara Ozellikle dikkat edilmelidir, bunun yaninda TNFRSF13B geninde frameshift ve
PRKCD genlerinde intronik varyantlara 6zellikle ehemmiyet verilmelidir. 7) Kapsamli analiz ve
standartlara uygun degerlendirme, eklenecek segregasyon galismasi gibi siireglerle, 6nemli bir
tan1 basarisi saglayabilir.

Elde edilen tum bu istatistiksel bilgiler, karsilastrmali analizler, genotip fenotip
eslestirmelerive segregasyon verileri ile birlikte primer immiinyetmezliklerin molekiiler dogasi
daha iyi anlasilabilmektedir. Ozellikle iilkemiz dzelinde simdiye degin gerek epidemiolojik gerek
etiyolojik gerekse molekiiler olarak yeterli literatiir birikiminin olusmadig1 boylesi énemli bir
klinik spektrumda, s6zkonusu veriler klinisyen hekimler i¢in arttirilmis bir i¢gérii kazandirmanin

yaninda, gelecek caligmalara yol gosterici olabilir.
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