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OZET

Baggicek, D. (2022). Adenosin Deaminaz 2 Eksikligi Hastaliginda ADA2 Mutant
Allelin Ekspresyon Diizeylerinin Hastaligin Siddeti Uzerindeki Etkisinin Arastirilmast.
Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Genetik ABD. Yiiksek Lisans Tezi.
Istanbul.

DADAZ2, ADA2 geninde fonksiyon kaybina neden olan mutasyonlardan kaynaklanan
otozomal resesif bir hastaliktir. DADA2’de aym1 kurucu mutasyon i¢in hastaligin
baslangi¢ yasi, siklig1 ve semptomlarin siddeti degiskenlik gdstermektedir. Daha once
yaptigimiz bir ¢alismada ADA2 geninde ekzon 7’nin atlanmasina neden olan splice site
mutasyonunu (c.973-2A>G) homozigot olarak tasiyan bireylerde kisa ADA2 ifade
seviyelerinde farklilik saptandi. Bu tez c¢alismasinda hastalarin farkli hiicre tiplerinde
mutant allelin ifade seviyeleri ve hastaligin siddetinin degiskenliginin nedenini
arastirmak amaglandi. Hastalardan elde edilen hiicrelere Lipopolisakkarit (LPS)
uygulanarak inflamasyon tetiklendi. qRT-PZR yontemi ile mutant ve normal mRNA
ifade seviyeleri analiz edildi ve ADA2 enzim aktivitesi 6l¢iildii. Hastalarin plazmasinda
ADA2 enzim aktivitesinin azaldigi bulundu. Hiicre kiiltiiriinde ise ADA2 enzim
aktivitesi saptanamadi. Hiicrelere LPS uygulanmasinin ADA?2 ifadesinde belirgin bir
farka neden olmadigi tespit edildi. Hastalara ait lenfosit ve notrofil hiicrelerinde ekzon 7
atlanan mutant ADA?2, monosit hiicrelerinde ise yabanil tip ADA2 espresyonu goriildii.
Heterozigot saglikli bireyin PBMC ve nétrofil hiicrelerinde yabanil tip ADA2
ekspresyonu gozlemlendi. Bu sonuglar, hastaligin siddeti ve klinik fenotipin mutant
ADA2’nin eksprese oldugu hiicre tipine bagli olarak degiskenlik gosterebilecegini
diistindiirmektedir. Bu ¢alisma farkli hiicrelerin kullanilarak ADA2 gen ifadesi ve
ADAZ2 enzim aktivitesinin arastirildig ilk ¢alisma olma 6zelligine sahiptir.

Anahtar Kelimeler: DADA2, CECR1, ADA2, LPS, mRNA

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 37571
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ABSTRACT

Baggigek, D. (2022). Investigation of the Effect of ADA2 Mutant Allele Expression
Levels on Disease Severity in Adenosine Deaminase 2 Deficiency Disease. Istanbul
University, Institute of Health Science, Genetics. Master Thesis. Istanbul.

DADAZ2 is autosomal recessive disease caused by loss-of-function mutations in the
ADA2 gene. For the same constitutive mutation in DADA2, the age of onset, frequency
and severity of symptoms of the disease vary. In a previous study, we found differences
in short ADA2 expression levels in individuals homozygous carrying the splice site
mutation (c.973-2A>G), which causes exon 7 skipping in the ADA2 gene. In this study,
it was aimed to investigate the reason for variability of the mutant allele expression
levels and severity of disease in different cell types of the patients. Inflammation was
triggered by applying Lipopolysaccharide (LPS) to the cells obtained from patients.
Mutant and normal mRNA expression levels were analyzed by gRT-PCR and ADA2
enzyme activity was measured. It was found that ADA2 enzyme activity was decreased
in plasma of the patients. However, ADA2 enzyme activity was not detected in cell
culture. It was determined that the LPS application to the cells did not cause significant
difference in ADA2 expression. Exon 7 skipped mutant ADA2 expression was observed
in lymphocytes and neutrophils of the patients, and wild type ADA2 expression was
observed in monocyte. Expression of wild type ADA2 was observed in PBMC and
neutrophils of heterozygous healthy person. These results suggest that the severity of
the disease and the clinical phenotype may vary depending on the cell type in which
mutant ADAZ2 is expressed. This study is the first functional study that ADA2 gene
expression and ADA2 enzyme activity were investigated using different cells.

Key Words: DADA2, CECR1, ADA2, LPS, mRNA

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No. 37571



1. GIRIS VE AMAC

Adenozin deaminaz 2 cksikligi (DADAZ2), sistemik inflamasyonla iligkili
monogenik vaskiilitik sendromdur. DADA2'nin en yaygin belirtileri arasinda, ates,
liveoid dokiintii ve splenomegali ile birlikte erken baslangigli felgler ve poliarteritis
nodosa (PAN) benzeri bulgular yer almaktadir. ilk tanimlanmasindan bu yana klinik
ozelliklerinin 6nemli 6l¢lide genislemesiyle birlikte immiin yetmezlikler ve hematolojik
belirtiler de hastaligin tanimina eklenmistir. Hastali§in baslangic1 genellikle ¢ocukluk

caginda olup, % 24"t bir yasindan, % 77'si ise 10 yasindan Oncedir.

DADA2, Adenozin Deaminaz 2 (ADA2) genindeki fonksiyon kaybi (loss-0f-
function, LOF) mutasyonlardan kaynaklanan otozomal resesif olarak kalitilan bir
hastaliktir.  ADAZ2, aktif miyeloid hiicreler tarafindan iiretilen ve mononiikleer
hiicrelerin biiyiime ve gelismesinde rol oynayan adenozin deaminaz protein ailesinden
bir enzim kodlar. Tanimlanan ADA2 mutasyonlari, inflamatuar hiicre diizenlemesinin

bozulmasina yol agan azalmis enzimatik aktivite ile iliskilendirilmistir.

DADAZ2’de kesin olarak tanimlanmis tedavi stratejileri mevcut degildir, ancak
eksojen ADA2 replasmant ve TNF inhibitorleri gibi immiinomodiilator
kullanilmaktadir. Siddetli immiin yetmezlik veya primer hematolojik belirtileri olan
hastalarda hematopoetik kok hiicre transplantasyonun (HSCT) basarili oldugu

gosterilmistir.

DADA2 ile ilgili simdiye kadar net bir genotip-fenotip korelasyonu
belirlenememistir. Ayni kurucu mutasyon i¢in homozigot olan hastalarda hastaligin
baslangic yasi, sikligi ve semptomlarin siddeti degiskenlik gostermektedir. Daha once
yaptigimiz bir caligmada DADA?2 belirtileri gosteren Tiirk ve Hollandali ailelerde
ADA2 geninde ekzon 7’nin atlanmasma (exon skipping) neden olan splice-site
mutasyonunu (c.973-2A>G) homozigot olarak tasiyan bireylerde kisa mRNA
ekspresyon miktarlarinin farkli oldugunu gosterdik. Bu mutasyonu tasiyan aile

bireylerinde de hastaligin siddeti farklilik gostermektedir.



Bu tez c¢alismasinda bu verilerden faydalanilarak mutant mRNA
ekspresyonunun fenotip iizerine etkisi arastirtlmistir. Hastalara ait kan orneklerinden
lenfosit, monosit, PBMC, nétrofil, T ve B lenfosit hiicreleri saflastirilmistir. Hiicreler
Lipopolisakkarit (LPS) ile uyarilarak mutant ve normal mRNA ekspresyon seviyeleri
gRT-PZR yontemi ile incelenmistir. Ayn1 zamanda ADA2 enzim aktivitesi dl¢iimii de

yapilmustir.

Bu caligma ile mutant mRNA ekspresyon seviyesi ile hastaligin siddeti

arasindaki iliskinin aydinlatilmasi hedeflenmektedir.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. Adenozin Deaminaz 2 Eksikligi (DADA2)

DADA2, ADA2 genindeki bialelik mutasyonlarin neden oldugu otozomal
resesif olarak kalitilan monogenik otoinflamatuar bir hastaliktir (1,2). ADA2, endotel
hiicreleri i¢in bir biiylime faktoriidiir ve M2 makrofajlarin farklilasmasinda rol oynar.
Bu enzimin eksikligi, vaskiiler biitlinliigiin azalmasi, pro-inflamatuar M1 makrofajlarin
baskin olmasi ve tiimdr nekroz faktoriin (TNF) aracilik ettigi perivaskiiler inflamasyon
ile sonuglanir. Bazi hastalarda inme ataklari erken ¢ocuklukta baslar ve beynin derin

bolgelerini etkileyebilir.

DADA2’de yaygin olarak vaskiilopati ve felg goriliir (3-5). Hematolojik ve
immiinolojik bulgular1 arasinda Diamond-Blackfan anemisi (DBA) benzeri fenotip
(3,6,7), lenfopeni (8), nétropeni (5,7,9-13), pansitopeni (6,7,11), Coombs pozitif
hemolitik anemi (6), otoimmiin sitopeni (5,7,12,14,15), hemofagositik lenfohistiyositoz

(14,16), hiicresel immiin yetmezlik (8) ve hipogamaglobulinemi (3,7,14,16) bulunur.

2014 yilinda iki bagimsiz grup (14,17), ADA2'de hastalikla iligkili mutasyonlari
olan 34 hastay1 tanimlamistir. Son yillarda ise literatiirde farkli kokenden 170'den fazla
etkilenen birey rapor edilmistir (18). ADA2’nin zararli varyantlarinin allel frekanslarina
bakildiginda, DADA2'nin in-silico olarak tahmini prevalanst 4:100.000’den daha
yiiksek olabilir (18).

Zhou ve arkadaslar1 (14) birbiriyle ilgisi olmayan {i¢ hastada aralikli ates, erken
baslangicli lakiiner felg ve diger noérovaskiiler belirtiler, liveoid dokiintii,
hepatosplenomegali ve sistemik vaskiilopati sendromu gozlemlemis ve hastaligin erken
cocukluk doneminde ortaya ¢ikmasi nedeniyle genetik bir nedenden siiphelenmislerdir.
Yaptiklar1 ¢alismada bu ii¢ hastada ve etkilenmemis ebeveynlerinde tiim ekzom
dizileme yapmislardir. Ardindan benzer fenotipli iic hastada, ayrica PAN’I1 iki geng
kardeste ve kiiclik damar vaskiilitli bir hastada aday gen dizileme yapmislar ve
hastalardan alman numuneler iizerinde enzim deneyleri, immiinoblotlama,
immiinohistokimyasal testler, akis sitometrisi ve sitokin profillemesi c¢alismalarini
gerceklestirmislerdir. Protein fonksiyonunu incelemek i¢in ise zebra baliklarinda
morfolino aracili knock-out’lar ve insan dermal endotel hiicreleri ile kiiltiirlenmis U937

hiicrelerinde kisa sa¢ tokast RNA nakavtlar1 kullanmiglardir. Calisma sonucunda dokuz



hastanin hepsinde CECR1'de ADA2’yi kodlayan ve zararli oldugunu diistindiikleri
resesif olarak kalitsal mutasyonlar saptamiglardir. Bu mutasyonlarin saglikli kontrollerle
kiyaslandigin ya nadir olarak bulundugunu ya da hi¢ bulunmadigini tespit etmislerdir.
Alt1 hastanin sekiz CECR1 mutasyonu (A109D, Y453, G47A, R169Q, H112Q, M1T,
193T7, 28 kb delesyon) icin bilesik heterozigot, PAN veya kiigiik damar vaskiiliti olan
tic hastanin p.Gly47Arg (G47R) mutasyonu i¢in homozigot oldugunu gostermislerdir.
Hastalarin kaninda ise ADA2 ve ADA2'ye 6zgii enzim aktivitesi diizeylerinde belirgin
bir azalmanin oldugunu saptamislardir. Tiim bu veriler 15181nda CECR1'de fonksiyon
kayb1 mutasyonlarinin, erken baslangi¢li tekrarlayan inmeden sistemik vaskiilopatiye
veya vaskiilite kadar degisen bir dizi vaskiiler ve inflamatuar fenotip ile iliskili
oldugunu bulmuslardir. Navon ve arkadaslar1 (17) ise otozomal resesif kalitimla uyumlu
olan, sistemik ve kutanéz PAN vakalar1 bulunan Giircii-Yahudi ya da Alman koékenli
¢ok sayida etkilenen ailede ekzom dizileme ve 3'i Giircii-Yahudi, 14'4 Tirk kokenli
ailede hedefli dizileme gerceklestirmislerdir. Hastalardan alinan serum Orneklerinde
mutasyonlarin enzimatik aktivite {iizerindeki etkisini ve protein yapisini analizi
etmislerdir. Ayrica memeli hiicrelerinde ekspresyonu gerceklestirmis ve proteini
saflagtirarak biyofiziksel analizlerini gergeklestirmislerdir. Sonuglara bakildiginda tiim
ailelerde vaskiilite, ADA2’y1 kodlayan gen CECR1'deki resesif mutasyonlarin neden
oldugunu gostermislerdir. Tiim Giircii-Yahudi hastalarin Gly47Arg mutasyonu igin
homozigot, Alman hastalarin Argl69GIn ve Pro251Leu mutasyonlar1 i¢in bilesik
(compound) heterozigot ve bir Tiirk hastanin Gly47Val ve Trp264Ser mutasyonlari i¢in
bilesik heterozigot oldugu gosterilmistir. Ayrica hastalardan alinan serum 6rneklerinde
ADA?2 aktivitesinin azaldigimi gostermisledir. Tiim bu sonuglar ile ADA2'nin resesif
fonksiyon kaybi1 mutasyonlarinin olduk¢a degisken klinik ekspresyonla PAN

vaskiilopatisine neden olabildigini bulmuglardir.

DADAZ2 fenotipi tanimlanmasindan bu yana sadece vaskiiliti degil ayn1 zamanda
immiin yetmezIligi ve hematolojik bulgulart da igerecek sekilde oOnemli o6lciide
genislemistir. Okiiler tutulum oldukca degiskendir ve goérme kaybi1 ve interniikleer
oftalmopleji de dahil olmak iizere okiilomotor palsi (19,20) gibi altta yatan
serebrovaskiiler hastaliga sekonder bircok semptom vardir. Okiiler tutulum sasilik

(3,16), konjonktivit (10), tveit, papillit (19) ve optik nevriti de igermektedir (16,21,22).



DADAZ2? ayrica livedo retikiilaristen makiilopapiiler dokiintii, nodiiller, purpura,
eritema nodozum, Raynaud fenomeni, iilseratif lezyonlar ve dijital nekroza kadar
degisen farkli olasi cilt belirtileri ile iligkili, ates ve akut faz reaktanlarinda yiikselme ile

birlikte kronik veya tekrarlayan sistemik inflamasyon ile de karakterizedir (14,17).

Cogu DADAZ2 hastasinda hem periferik hem de merkezi sinir sistemini etkileyen
norolojik tutulum tammlanmstir. Bazi hastalarda gegici iskemik atak (GIA)
tanimlanmistir (negatif serebral BT ve/veya MRG ile), digerlerinde ise iskemik veya
hemorajik inme gelismis, birka¢c vakada ventrikiiler kanama da tespit edilmistir. Tipik
olarak, DADAZ2 ile iliskili fel¢ler, birkac¢ vakada klinik olarak sessiz epizodlardan kalici
bir sakatliga yol acan siddetli olanlara kadar genis klinik belirtiler gosterir
(14,17,23,24). Noropati, gegici bir monondritten (kraniyal sinir gegici felci gibi) kalict
bir polindropatiye kadar degisir. Cogu hastada; karin agrisi, dnemli kilo kaybi, kronik
gastrit, hepatomegali, splenomegali, portal hipertansiyon, bagirsak perforasyonu veya
darlig1 gibi gastrointestinal belirtiler bulunur. Bu durumda nefrojenik hipertansiyon
olduk¢a yaygin olmakla birlikte, az sayida hastada fokal glomeriiloskleroz ve renal
amiloidoz da tanimlanmistir (16). Bir hastada nekrotizan pndmoni (6liimciil) ile akciger
tutulumu bildirilmistir (16). Kan testlerinde genellikle akut faz reaktanlarinda yiikselme,
diisiik hemoglobin diizeyleri ve nétrofilik 16kositoz saptanmustir (14,17). Ayrica az
sayida hastada sitopeni (pansitopeni, 16kopeni) saptanmustir (5,14,24). Bazi hastalarda
IgM'yi veya tiim Ig alt siiflarin1 etkileyebilecek hipogamaglobulinemi mevcuttur
(14,25).

Deri biyopsisi ile, ¢cogu durumda, poliarteritis nodosa ile ayni histopatolojik
ozelliklere sahip, kiicilk ve orta biiyiiklikte damarlarin graniilomatoz olmayan,

nekrotizan vaskiilit tanimlanmustir (14,17,26).

2.2. Klinik Bulgular

2.2.1. Vaskiilit/Vaskiilopati

Kiiciik ve orta biiyiikliikteki arterlerin vaskiilopatisi DADA2'in baglica klinik
ozelligidir. Deri ve sinir sistemi en sik etkilenen yerler olmakla beraber dokular gesitli
derecelerde (gastrointestinal, karaciger, bobrek, koroner) etkilenir. Hastalarin %50'sinde
artmig eritrosit sedimantasyon hizi (ESR) veya C-reaktif protein (CRP) ile ates

bildirilmistir.



Kutan6z bulgular DADA2'nin en sik goriilen 6zelligidir ve hastalarin >%
75'inde goriiliir. Kutandz PAN'li hastalarin  deri biyopsisinde kiigiik veya orta
bliyiikliikteki kas arterlerinin graniilomatéz olmayan, nekrotizan arteriiti saptanmistir
(14,17). Nodiiler dokiinti ve makiiler eritem gibi diger spesifik olmayan deri

dokiintiileri de tarif edilmistir.

Vaskiilit karaciger, bobrek ve diger organlari da etkileyebilir. Birkag vaka
serisinde arteriyel hipertansiyon, renal damar arter anevrizmasi, renal arter darhigi,
yogun lenfositik infiltrasyonlu bobrek iltihabi ve glomeriiler yara izi (scarring)
bildirilmistir (14,17,27). Nadir olarak bagirsak nekrozu, bagirsak perforasyonu, darlik
veya mezenterik arter/¢olyak arter anevrizmasi gorilir (14,17,28,29). Karaciger
hastaligt DADA2'min bir diger onemli o6zelligidir. Hastalarin <%10'unda artmis

transaminazlar, hepatosplenomegali ve portal hipertansiyon gozlenir (14,30).

2.2.2. Iimmiin Yetmezlik

DADAZ? ile ilgili ilk g¢aligmalarda inflamatuar fenotip baskindir. Zhou ve
arkadaglar1 tarafindan hastalarin bir alt grubunda diisik immiinoglobulin (Ig) M
diizeyleri ile hipogammaglobulinemi bildirilmistir (14). Ayrica, periferik kandaki bellek
(memory) B hiicrelerinin sayisinda azalma ve CD40L ve interlokin (IL)-21 ile
stimiilasyonu takiben B hiicrelerinin ve immiinoglobulin salgilayan hiicrelerin terminal
farklilagmasinda bir azalma oldugunu belirtmislerdir. Schepp ve arkadaslar1 10 yasindan
once yaygin degisken immiin yetmezlik (CVID) ve immiin yetmezlik baslangici ile
bagvuran hasta kohortlarinda DADA2'li dokuz hasta tanmimlamislardir (25,31).
DADAZ2'deki immiin yetmezligin patofizyolojisi belirsizdir. Bu durum i¢in bir hipotez,
inflamatuar durumun B hiicresi farklilagmasini ve fonksiyonunu inhibe ettigi

yoniindedir.

Lenfoproliferasyon DADA2min bir diger 6nemli 6zelligidir. Tipik olarak,
hastalar jeneralize lenfadenopati (>%10) ve splenomegali (en fazla 30%) ile bagvururlar
(5,6,31,32,7,10,12,14,19,21,23,24). Son zamanlarda, otoimmiin lenfoproliferatif
sendroma (ALPS) benzeyen bir fenotipi olan hastalarin biallelik DADA?2 ile iligkili
mutasyonlart oldugu bildirilmistir (5,32). Ayrica, Trotta ve arkadaslart DADA2'li
hastalarda T hiicreli biiyiik graniiler lenfosit (T-LGL) fenotipinin varlig1 bildirilmistir.



Hastalarin %10'unda otoimmiin O6zellikler ve pozitif otoantikorlar, ozellikle
gegici pozitif lupus antikoagiilan1 mevcuttur. Bir hastada sistemik lupus (SLE) fenotipi

tanmimlanmustir (25,31).

2.2.3. Hematolojik Hastahklar

Baz1 hastalarda sitopeni, hastaligin ilk belirtisi veya eslik eden bir 6zelligidir.
Saf kirmizi hiicre aplazisi (PRCA) baslangigta lic hastada Hashem ve arkadaslari, Ben-
Ami ve arkadaglar tarafindan goterilmistir (3,6). DADA2'deki siddetli anemi tipi
DBA’ya benzeyebilir. Bu asamada, bu hematopoetik 6zelliklerin ger¢ek kemik iligi

aplazisiyle veya otoimmiinite ile iliskili olup olmadigi agik degildir.

Ciddi notropeni bir diger Onemli bulgudur ve hastalarin %10'una kadar
bildirilmistir  (5,7,9-12). GATA2 eksikligi nedeniyle MonoMac sendromunu
diisiindiiren 6zelliklerle basvurmus, daha sonra molekiiler olarak DADA?2 tanisi almis
bir hasta bildirilmistir (8). Kemik iligi biyopsilerinde retikiiler fibrozis ve karakteristik
lenfoid agregatlar saptanmistir (6,9,12,14). Bu nedenle DADA2, yetiskinlerde ve
inflamatuar bir fenotip yoklugunda bile ayiric1 tanida veya kemik iligi yetmezliginde ve

idiyopatik aplastik anemide de diistiniilmelidir.

2.3. Epidemiyoloji

DADA2’li hastalarin  ¢ogunlugu missense mutasyonlar i¢in  Dbilesik
heterozigottur. En sik goriilen hastalik varyantlar1 p.Gly47Arg (p.G47R), p.Gly47Ala
(p.G47A), p.Argl69GIn (p.R169Q) ve p.Tyrd53Cys'dir (p.Y453C) (14,17). Bu
mutasyonlar farkli kokenlere sahip hastalarda bulunabilir, ancak bazilar1 kurucu
popiilasyonlarda daha yaygindir. Homozigot p.G47R mutasyonu Giircii-Yahudi
hastalarin hepsinde ve erken baslangi¢li PAN'l1 Tiirk hastalarin ¢cogunda tanimlanmistir
(17). p.G47R mutasyonunun tahmini tasiyici sikligi Giircii-Yahudi popiilasyonunda %
10, Tirk popililasyonunda ise %0,2. Bu varyant Avrupa popiilasyonunda
bildirilmemistir. p.R169Q varyant1 Hollanda, Belgika ve Finlandiya popiilasyonlarinda
kurucu mutasyon iken, p.Thr360Ala italyan hastalarda daha yaygindir (12,24,29).
Tastyic1 sikligt Kuzey Avrupa popiilasyonlarinda yaklasik 1:500, Afrika ve Latin
popiilasyonlarinda daha diisiiktir ve Asya popiilasyonlarinda ise yoktur. DADAZ2
hastalart birgok popiilasyonda tanimlanmis olmasina ragmen, hastalik tanisi yetersiz

kalmaktadir.



Artan genetik sikligin bu alt kiimelerinin sadece kurucu popiilasyon etkilerini
degil, ayn1 zamanda daha kiiciik popiilasyonlarin goreceli izolasyonunu ve zararli
etkileri olan varyantlarin genislemesine yol agabilecek popiilasyon genislemesini
yansittig1 disiiniilmektedir (27). Genel olarak, DADAZ2'li hastalar, Japonya, Singapur,
Cin, Fas, Brezilya, Orta Dogu, Avrupa ve Kuzey Amerika dahil olmak {izere kiiresel

olarak tanimlanmustir.

2.4. Patofizyoloji

Nétrofillerin adenozin reseptorleri vardir. Iki DADA?2 hastasinda nétrofil tiirevli
genlerin asir1 ekspresyonuna ve periferik kanda artmis interferonla (IFN) uyarilmis gen
transkriptlerinin bulgularina dayanarak DADA2'nin vaskiilopati bileseninin arkasinda
notrofil aktivitesinin kronik artis1 oldugu diisiiniilmektedir. Notrofil aktivasyonu,

endotel hiicre biitiinliigiiniin azalmasina neden olabilmektedir (28).

Adenozin metabolizmasindaki degisiklikler DADAZ2'li hastalarda NETosis
egilimine neden olur (33). DADAZ2'li hastalarda NETosis egilimi olan nétrofillerin bir
alt kiimesi olan diigiik yogunluklu graniilositlerin de dolagimda arttigi gosterilmistir

(33). NETosis ayrica TNF-o'nin makrofaj salinimini da arttirir (33).

DADA?2 hastalarinda, miyeloid hiicrelerin dengesini ve farklilasmasim
korumada ADA2'in fizyolojik roliine bagl olarak pro-inflamatuar M1 makrofajlarinin
belirgin artist  s6z konusudur (34). Monosit-makrofaj popiilasyonunun bu
polarizasyonunun pro-inflamatuar sitokinlerin salinmasina neden oldugu ve doku

hasarina yol ac¢tig1 diistintilmektedir (14,35).

DADA2'li  hastalarda birka¢ anahtar pro-inflamatuar sitokin artisi
tanimlanmistir. Hem periferik hem de etkilenen dokularda artmis TNF-a goriilmiistiir
(17,21). TNF-a sekresyonunun agirlikli olarak pro-inflamatuar makrofajlardan ve
kronik olarak aktive notrofillerden kaynaklandigi disiiniilmektedir (14,28). Aplastik
anemili hastalarda kemik iligi yetmezliginde TNF-a'nin rolii olabileceginden, hastaligin
hematolojik bulgularin1 agiklayan mekanizmanin artmis TNF-a seviyeleri oldugu
diistinilmiistir (36). DADA2'li hastalarda ayrica tip 1 IFN ile uyarilmig genlerin
ifadelerinin arttig1 gosterilmistir (19,28,37-39). Tip 1 IFN tedaviden sonra azalir (37) ve
DADAZ2 aktivitesi i¢in bir biyobelirteg olarak yararli olabilir. Ayrica periferik kanda
artan sitokinler arasinda 1L-6 (5,32,40,41), IL-8 (41) ve IL-10 (34,42) bulunmaktadir.



Bir¢ok DADA? hastasinda NK, NKT ve CD16 pozitif monositlerde bir azalma
oldugu gosterilmistir (43). Bazi galismalar, bellek (memory) B hiicrelerinin azaldigini
gostermektedir. Buna karsilik saf B hiicresi alt kiimeleri artmis veya normal seviyelerde
olabilir. (14,31,44). Bu da anormal B hiicresi gelisimi ve farklilasmasinin da

DADAZ2'nin patogenezinin bir pargasi oldugunu diisiindiirmektedir (Sekil 2-1).

NETosis Diizensizligii: .
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Sekil 2-1: Adenozin deaminaz 2 (DADA 2) eksikliginin patofizyolojisi (45)

Adenozin deaminaz 2 (ADA2), enzim seviyesinde ve / veya enzim aktivite seviyesinde azalma olan miyeloid
hiicreler tarafindan iretilir. Yetersiz ADA2 aktivitesi, adenozinin, deoksiadenozine deaminasyonunda ve hiicre dist
adenozin birikiminde azalmaya yol agar. NETosis egilimi, kronik nétrofil aktivasyonu ve M2 makrofaj alt tipinden
pro-inflamatuar M1 alt tipine polarizasyon, TNF-a, IFN ve daha kiigiik kohortlarda interlokin (IL)-6, IL-8 ve IL-10
dahil olmak tizere inflamatuar sitokin iiretiminin artmasma neden olur. NETo0siS egilimi ve kronik notrofil
aktivasyonu da endotel hiicre biitiinliigiiniin azalmasina katkida bulunabilir. DADA 2'de, olgun B hiicrelerinin

azalmasiyla naif B hiicrelerinin sayisinda bir artis kaydedilmistir.

2.5. Genotip-Fenotip Korelasyonu

DADAZ2 hastalarinin yaymlanmig vaka oOrnekleri, nedensel mutasyonlarin
protein fonksiyonu iizerindeki etkisi ve rezidiiel enzimatik aktivite ile tam olarak
aciklanamayan biiyiik bir fenotipik degiskenlik igermektedir. Ayni kurucu mutasyon
icin homozigot olan hastalar degisken baslangi¢ yasi, siklifi ve semptom agirligina
sahip olabilir (24). Irak kokenli biiylik bir ailede, homozigot mutasyonlar1 olan dort
yetiskin aile tiyesi semptomsuz bulunmustur (27). Bu durumda hastaligin ortaya
ctkmasinda ve ekspresivitesinde, diger genetik ve epigenetik ve ¢evresel faktorlerin rol

oynadig1 sOylenebilir.
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DADA?2 hastalarmin ebeveynleri tipik olarak etkilenmez, bu da normal
enzimatik aktivitenin %50'sinin protein fonksiyonlari i¢in yeterli oldugu anlamina gelir.
ADA2 mutasyonu i¢in heterozigotlugun gec¢ baslangicli inme, poligenik vaskiilit ve
diger kardiyovaskiiler hastaliklara yatkin olup olmadig arastirilmaya devam etmektedir.
Genom c¢apinda iligkilendirme calismalar1 (GWAS) ile bu gen lokusundaki ortak
varyantlart vaskiiler bozukluklarla iliskilendirme ile ilgili olumlu bir sonug

saglanamamustir (46,47).

Bununla birlikte, birkag genotip-fenotip korelasyonu ileri siirtilmiistiir, ancak bu
korelasyonlar yeni kesfedilen fenotipik bulgular, eksik penetrans, epigenetik
diizenlenme, gen ekspresyonunu etkileyen c¢evresel faktorler ve iki farklt mutasyon igin
bilesik (compound) heterozigotluk ile karmasik bir hal almistir. Saf kirmizi hiicre aplazi
ve kemik iligi hastaligi olanlar, enzim ve/veya minimal rezidiiel enzim aktivitesi,
insersiyon/delesyon, nonsense veya missense mutasyonlar da dahil olmak iizere tam
islev kaybina yol acan mutasyonlara sahipken, vaskiilit-baskin fenotiplerde bir miktar
rezidiiel ADA2 enzimatik aktivitesi ve daha sik missense mutasyonlar1 goriilmiistiir
(48). Onerilen ii¢ kategoriden biriyle iliskili gériinen bazi genotipler olsa da, Lee ve
arkadaslari, DADA2’nin belirgin fenotipler yerine bir spektrumu temsil ettiini Gne

surmektedir.

2.6. Tam

DADAZ2? tanisint dogrulamak i¢in ADA?2 aktivite diizeyi ve/veya genetik analiz
kullanilmaktadir. Enzim aktivite testi diizeyi biyilik oOl¢lide hasta plazmasinin
adenozinden iretilen inozin miktarina dayanir. Bazi calisma gruplari, plazmanin
Guthrie filtre kartlarina uygulandigi kurutulmus plazma spot yontemini kullanmaktadir
(25). Filtre kartlar1 kurutulduktan sonra yiiksek performansli sivi kromatografi ile enzim
aktivitesi belirlenmektedir (14).

Genetik testler, ister gen hedefli ister kapsamli genomik analizler olsun, taniy1
dogrulamaya yardime1 olabilir. Bir¢ok ¢alismada, ADA2 i¢in hedeflenen gen dizilemesi
ve/veya daha kapsamli dizileme yapildiktan sonra gen i¢indeki belirlenen mutasyonu
dogrulamak igin Sanger dizileme kullanilmaktadir (49). Diger baz1 ¢alismalarda ise,
tim ekzom (WES) veya tiim genom dizileme (WGS) dahil olmak {izere yeni nesil
dizileme (NGS) kullanmistir (50). Kapsamli genomik testler, taniy1 degistirebilecek

diger genetik mutasyonlarin saptanmasina da olanak tanir. Rama ve arkadaslari,
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DADA? siiphesi yiiksek olanlarda ileri genetik testler icin bir tani algoritmasi ileri
siirdiiler. Inflamasyon ozellikleri (6rnegin, ates ve yiiksek CRP), vaskiilitin kutandz
veya norolojik Ozellikleri ve eriskinlerde tekrarlayan veya kronik hastalik seyri olan

hastalar, ADA2 geni hedefli Sanger dizilemesini 6nerdiler (19).

Su anda, ADA?2 tarama karar1 biiyiik 6l¢iide hekimin takdirine dayanmaktadir.
Bazilar1 erken baslangighi olanlarda (10 yasin altinda), PAN’1 diger aile bireylerinde,
baz1 belirtilerde (cilt, ndrolojik, serebral veya kanama) veya diren¢li hastaligi olan
hastalarda tarama yapilmasini 6nermistir (51). 117 eriskin baslangigli PAN hastasinin
Kuzey Amerika kohort taramasi, hastalarin %3%inden fazlasinin ADA2 gen
mutasyonlart i¢in homozigot veya bilesik heterozigot oldugunu gostermistir (31).
Yetigskin baslangichh PAN'da DADA?2 prevalansi diisiik olsa da, PAN, arteriyel inme,
hematolojik bulgular veya immiinolojik bulgular i¢in ailesel yatkinlig1 olanlarda géz

Onitnde bulundurulabilir.

2.7. Tedavi
DADA2 yeni taninan bir durumdur ve simdiye kadar agiklanan hasta sayisi

sinirlidir; bu nedenle tedaviye yanit halen tartismalidir.

Gegmiste, erken baslangichh PAN ve tekrarlayan inmeli hastalarda siddetli
sistemik inflamasyonu kontrol etmek i¢in immiinosupresif tedaviler kullanilmistir.
Tedavinin temel dayanagi olan steroidlerle basari orani degiskenlik gostermistir (14,17).
Bir makalede, Tiirk popiilasyonunda yaygin olan Ailevi Akdeniz Atesi ile iliskili
mutasyonun tasiyicist olan ve kolsisine iyi yanit veren PAN'l1 bir hasta bildirilmistir
(30). Tocilizumab ile Anti-IL-6 tedavisi, Castleman benzeri belirtileri olan bir DADA2
hastasinda inflamasyonu kontrol etmede basarili olmasimna ragmen, tocilizumab ile
tedavi edilen diger DADA?2 hastalarinda tekrarlayan inme bildirilmistir (52,53). Diger
vaka raporlari, immiin sistemi baskilayici ilaglar sirolimus ve mycophe nolate mofetil

ile kismen basarili tedaviler olmustur.

Su anda, tedavinin temeli anti TNF ajanlarindan (etanersept, infliksimab,
adalimumab) olusmaktadir. Bildirilen tiim hastalarda biyolojik TNF inhibitorleri ile
yapilan tedavi ates ataklarini, vaskiilopatiyi ve felglerin 6nlenmesini kontrol etmede
basarili olmustur. Inme gériilen hastalar i¢in standart bakimin aksine, hemorajik inme
potansiyel bir komplikasyon oldugundan asetil salisilik asit ve diger antikoagiilanlarla

tedavinin kesilmesi onerilir (14). Sitopeni (ITP veya notropeni) kontroliinde rituksimab
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kullanim1 degisken basart ile bildirilmistir. Belgelenmis hipogamaglobiilinemi ve klinik
immiin yetmezligi olan hastalarda immiinoglobulin replasmani, antibiyotik ve antiviral

tedavi rutin olarak kullanilmistir (31,54).

ADA2 plazmada bulundugundan, ADA2 aktivitesinin yerine taze donmus
plazma infiizyonlar1 diisiinlilmiistiir. Bununla birlikte, ADA2'nin yar1 6mrii bu yaklasimi

daha az uygulanabilir kilmaktadir (55).

Daha kesin bir tedavi olarak, HSCT'nin DADA2min hem immiinolojik hem

hematolojik hem de vaskiiler fenotipini kontrol altina aldig1 bildirilmistir.

Potansiyel olarak yikict komplikasyonlari dnlemek i¢in erken tedavi dnemlidir.
Spesifik hematolojik ve immiinolojik fenotiplerin vaskiilitik fenotipleri olanlarla ayni
tedavilere yanit vermeyebilecegi yapilan ¢aligmalar ile gosterilmistir (48). Vaskiilitik-
baskin fenotipi olan hastalar i¢cin TNF-o inhibisyonunun olduk¢a etkili oldugu
gosterilmistir (35,51,56). Anti-TNF-a tedavisinin inmeye kars1 giiglii koruyucu etkileri
vardir (56,57). TNF-a inhibitorlerinin ADA2 enzim aktivite diizeyleri iizerinde belirgin
bir etkisi yoktur (56). Ozellikle vaskiilit ve merkezi sinir sistemi bulgular1 olanlarda
tedavinin kesilmesiyle niiks riski nedeniyle TNF-a inhibitorlerinin uzun siireli ve

muhtemelen 6miir boyu kullanilmasi dnerilmistir (56).

Immiin yetmezlik ve sitopeni kaynakli fenotipleri olan hastalar TNF-o
inhibisyonuna daha az duyarli olma egilimindedir. Bu hastalar HSCT i¢in aday
olabilirler. HSCT igin bildirilen komplikasyonlar arasinda akut/kronik graft-versus-host
hastaligi, viral reaktivasyon, HSCT sonrasi ciddi enfeksiyonlar, HSCT sonrasi
otoimmiin fenomenler ve epifiz bezi kanamasi gosterilebilir (5,7,8,34). Peritransplant
doneminde DADA2'de artmis inflamasyon potansiyeli engraftrasyonu ve
transplantasyonun genel basarisini etkileyebilir (5). Bu artan inflamatuar durum, nakil
Oncesi ve sonrast donemlerde serebrovaskiiler hastalik (cerebrovasculer accident, CVA

riskini de artirabilir (5).

Aylik taze dondurulmus plazma inflizyonlar1 ADA2 seviyelerinin yerini alir,
ancak uzun siireli etkinlik i¢in uygun degildir (52,56,57). Anti-trombosit tedavisi
Kawasaki hastaliginda basarili bir sekilde kullanilsa da, bu tedavilerin hemorajik
enfarktiisleri kotiilestirmesi veya DADA2'li hastalarda iskemik enfarktiislerin hemorajik

doniisiimiine yol agma potansiyeli vardir.
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Otolog gen tedavisi igin viral vektorlerin kullanilmasiyla hasta kok hiicreleri
genetik olarak diizenlenerek DADA?2 i¢in ¢ekici bir terapotik secenek saglamaktadir.
Zoccolillo ve ark. yaptiklar1 bir ¢alismada DADAZ2'de bu yaklasimi arastirdi ve
lentiviral (LV) aracili ADA2 gen transferinin hasta hematopoietik kok progenitor
hiicrelerinde (HSPC) ADA2 enzimatik aktivitesini geri kazanabilecegini ve makrofaj

inflamatuar aktivasyonunu diizeltebilecegini gosterdi (58).

Ozellikle genis hastalik yelpazesi ve hastalik siddeti gdz oniine alindiginda,
hastalarin ne zaman tedavi edilecegine dair bir kilavuz yoktur. Saglikli heterozigotlar,
genellikle indeks vakalarin saglikli aile iiyeleri ve genetik olarak kanitlanmisg
asemptomatik DADA2 hastalari, herhangi bir DADA2 semptomunun gelisimini
izlemek i¢in giivenli olabilir. Bu hastalar i¢in, hastali§in erken baslangicinda bir TNF-a

inhibitorii baglatmak, yikict komplikasyonlar1 6nleyebilir.

2.8. Adenozin Deaminaz (ADA)

ADA tiim hiicre tiplerinde mevcut olmasina ragmen, enzim aktivitesi dokular
arasinda &nemli Olgiide farklilik gosterir. Insanlarda en yiiksek miktarlar lenfoid
dokularda (Ozellikle T-lenfositler olmak iizere lenfositlerdeki diizeyi eritrositlerden 10
kat daha ytiksektir), timusta, beyinde ve gastrointestinal sistemde bulunur. 1956 yilinda
Max Wintrob; lenfosit ve fonksiyonlarini anlattigi yazisinda lenfositlerin lenf
nodiillerinde stratejik pozisyonda olduklarini, adenozinaz enziminden zengin olmalari
nedeni ile lenfositlerin toksik tirlinlerin yikiminin gergeklestigi dnemli yerler oldugunu
ileri siirmistiir (59). Boylece yaklasik 36 yil once ADA eksikligi ile immiin fonksiyon
arasindaki ilgiye isaret edilmistir (59).

ADA, adenozinin (Ado) inozine ve 2'-deoksiadenozinin (2’-dAdo) 2'-
deoksiinozine geri doniisiimsiiz deaminasyonunu katalize eden piirin metabolizmasinin

bir enzimidir.
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Sekil 2-2: Adenozin deaminaz (ADA) metabolizmas: (60)

Adenozinin ¢ogu, ATP'nin ve RNA'nin parcalanmasindan olusur veya her yerde
eksprese edilen niikleozit tasiyicilar1 tarafindan eksojen olarak alinir. Adenozinden
farkli olarak, 2'-deoksiadenozin, DNA degradasyonu ile olusturulur ve agirlikli olarak
ADA tarafindan katabolize edilir. Inozin niikleozitinin fazla yikimi, ya geri doniissiiz
olarak trik asidi ya da diger mononiikleozitlere geri kurtarilabilen hipoksantini

meydana getirir.

ADA’nin ¢esitli metabolik rolleri de vardir ve ciddi kombine immiin yetmezlik
hastaliginda (SCID) bu enzimin genetik eksikligi gosterilmistir (61). ADA aktivitesinin
olmamasi nedeniyle, 2'-deoksiadenozin ortamda birikir ve DNA sentezinde 6nemli bir
enzim olan riboniikleotid rediiktazi (RNR) inhibe eden 2'-deoksi-adenozin-5'-trifosfata
(dATP) doniistiirilir (62). ADA igin ikinci substrat olan adenozin konsantrasyonu,
Michaelis kostanti (Km) degeri ~1uM olan adenozin kinaz ile hiicre iginde diisiik
seviyede tutulur (63). Bununla birlikte, iltihaplanma veya hipoksi durumunda, disiik
enerji yikii kosullar1 altinda hiicre i¢i ATP'den adenozin iretilir. ATP
degradasyonundan kaynaklanan AMP, yiiksek Km ADA (25-100 uM) nedeniyle hizli
bir sekilde inozine deamine edilmeyen adenozine donistiiriilir (64). Bu durum,
dengeleyici niikleozit tastyicilart (ENT'ler) yoluyla hiicreden kuvvetli bir sekilde disari

atilan gegici adenozin birikimine neden olur (65).
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2.9. Adenozin (Ado)

Hiicre dis1 Hiicre dis1 adenozinin énemli kaynagi, adenin niikleotitlerinin hiicre
yiizeyi ekto-niikleotidazlar1 tarafindan hidrolizidir (66). Niikleotidler, litik ve litik
olmayan mekanizmalar yoluyla hiicresel strese yanit olarak hiicre dis1 bolmeye salinir
(67). Bu nedenle, niikleotid indirgeyici ekto-enzimler ve transmembran adenozin
tasinmas1 ile birlikte ekto-ADA (eADA), hiicre dis1 adenozin konsantrasyonunun

diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynar.

Adenozin, anahtar diizenleyici ve sitoprotektif mekanizmalara sahip ve her
yerde bulunan bir molekiildiir. Adenozinin etkisine, bir¢ok farkl: hiicre tipinde bulunan
dort G-proteinine bagli adenozin reseptdrleri (ARs) (Al, A2A, A2B ve A3) aracilik
eder (43). Reseptor aktivasyonu, hiicre i¢i siklik AMP'de bir azalmay1 (Al ve A3) veya
artis1 (A2A ve A2B) tetikler ve bu da hiicresel aktivasyonda bir degisiklik meydana
getirir (68). Adenozinin hiicresel aktivite ve lokal inflamasyon tizerindeki degisen
etkisi, lokal adenozin konsantrasyonu, hiicresel reseptdr ekspresyon derecesi, reseptor
tipi ve reseptdr afinitesi arasindaki etkilesimle belirleniyor gibi goriinmektedir ve
bunlarin ¢ogu ¢evresel faktorlerden etkilenebilir (43). Adenozin yolunu manipiile eden

ilaglar inflamatuar hastaliklarda etkili olabilir (69).

Adenozin ¢ok sayida fizyolojik etkisinin yani sira, kardiyovaskiiler sistem
homeostazinda da énemli bir role sahiptir (70). Kalbin ve damar sisteminin tiim kurucu
hiicrelerinde ¢ogunlukla adaptif ve akut tepkilere aracilik etmek i¢in AR ailesinin
tyelerini kullanir. Bu sekilde, dort AR alt tipi miyokardiyal kasilmayi, kalp hiz1 ve
iletimini, adrenerjik kontrolii, kardiyak ve vaskiiler biiylimeyi, inflamatuar-vaskiiler
hiicre etkilesimlerini ve hiicresel stres direncini, yaralanmay1 ve oliimi diizenler (71).
AR'min tiim alt tiplerinde ii¢ hiicre i¢i ve hiicre dis1 alani birbirine baglayan yedi
transmembran alan bulunmaktadir. Hiicre dis1 diizeyde, amino (N-terminal) spesifik
glikosilasyon bolgeleri bulnurken, hiicre i¢i tarafta, karboksi ucu (C-terminal), reseptor
desensitizasyonu i¢in 6nemli olan fosforilasyon ve palmitoilasyon bdlgelerini igerir
(72). Her AR, benzersiz hiicre ve doku dagilimina, ikincil sinyal transdiiktorlerine,
adenozin afinitesine ve fizyolojik etkilere sahiptir. Tiim AR alt tipleri kardiyovaskiiler
sistemdeki endotelde, vaskiiler diiz kas hiicrelerinde, kardiyomiyositlerde, kapak
hiicrelerinde bulunur (71,73,74). AIR ve A3R, agirlikli olarak, adenilat siklaz

tarafindan cAMP iiretimini engelleyen Ga i/0 ailesine ait heterotrimerik G proteinlerini
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aktive eder, A2AR ve A2BR ise, agirlikli olarak cAMP iiretimini uyaran Gas ailesi
tiyelerini aktive eder (75). Al, A2A ve A3 reseptorleri, adenozin igin yiiksek afiniteye
sahipken A2B, nispeten daha diisiik afinite gosterir. Birgok caligma hiicre dis1 adenozin
seviyelerinin, iskemi, hipoksi ve inflamasyon gibi stresli kosullara maruz kalan
dokularda diigiik afiniteli reseptorleri aktive eden mikromolar konsantrasyonlara
yiikseldigini gostermektedir (76). Adenozine ek olarak, kafein, teofilin ve bunlarin
tiirevleri gibi dogal bitki alkaloitleri dahil olmak iizere mikromolar afiniteleri olan
adenozin reseptorlerini segici olmayan bir sekilde aktive edebildigi gosterilmistir (77).
Yapilan bir ¢calismada, mikromolar konsantrasyonlarda inozinin, A1R, A2AR ve A3R
yoluyla immiinomodiilatér ve anti-inflamatuar ozellikler sergiledigi gosterilmistir
(78,79). Herman-de-Sousa ve arkadaslar1 (80) adenozinin, A2AR yoluyla insan deri alti
fibroblastlar1 tarafindan normal kollajen tiretimini destekledigini, inozinin A3R yoluyla,
bag dokusu diizensizligini 6nlemek i¢in terapotik bir hedef olarak ADA inhibisyonunu
saglayarak dermal yeniden sekillenmeyi uyardigini gostermislerdir. Mikromolar
konsantrasyonlarda inozin, adenozin i¢in yiiksek afiniteye sahip reseptdrleri uyarir; bu
durum, artan eADA aktivitesi i¢in telafi edici bir anti-inflamatuar mekanizma olabilir.
Ayrica artan eADA ekspresyonu ve dolayisiyla eADA'nin AR ile gii¢lendirilmis iliskisi,

agonist afinitesini ve etkinligini allosterik olarak diizenleyebilir (81).

Enzimatik islevinin disinda, eADA, ADA baglayic1 proteinleri membraninda
eksprese eden hiicreler arasindaki etkilesimlerde 6nemli bir enzimatik rol oynar. Bazi
caligmalarda iki hiicreyi iceren dipeptidil peptidaz IV (CD26)-ADA-A2AR trimerik
komplekslerinin olustugu gosterilmistir (82). eADA'nin aktivitesi ile uyarict ve
hiicreden hiicreye baglanti eylemleri, endotel aktivasyonu ve disfonksiyonu,
inflamasyon, miyokardiyal iskemi-reperfiizyon hasar1 veya pihtilasma bozukluklart gibi
kardiyovaskiiler hastaliklarla baglantili patolojik durumlar etkileyen proliferasyon ve
farklilasma ile ilgili bircok hiicresel siireci diizenler. Bu patolojiler ADA’nin asir1
ekspresyonu ile iligkili oldugundan, aktivitesinin inhibisyonu ve ayrica yiizey

proteinlerine baglanmasi, kardiyovaskiiler hastaliklarda terap6tik potansiyel tagir.
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Sekil 2-3: Adenin niikleotidlerinin ve adenozinin hiicre dis1 metabolizmasinda rol oynayan
enzimler (83)

2.10. ADA’nin Yapisi
ADA’nin {i¢ boyutlu yapist hesaplamali (84), kristalografik (85) ve mutajenik

analizler (86) ile gosterilmistir.

ADA, merkezi sekiz paralel B zincirini ¢evreleyen sekiz periferik o sarmalindan
olusan triozfosfat izomeraz (TIM)-varil (barrel) veya (B/a)s-varil yapisi olarak kabul
edilir. TIM-varil yapisal iskelesi dogada her yerde bulunur ve birgok farkli enzim
ailesinde goriiliir. ADA dahil olmak iizere bir¢cok TIM-varil proteini, aktif bolgelerinde
metal iyonlari igerir (87). Aslinda ADA'nin aktif bolgesinde bir Zn*? iyonu vardir. Zn*?
iyonu biyolojik islevinde ve diizenlenmesinde anahtar role sahiptir ve ayni zamanda
protein stabilizasyonu i¢in de gereklidir (88). ADA geninin iiriinii 363 amino asitten
olusur. ADA, bakterilerden memelilere ve insana evrimsel olarak korunmustur. Insan ve
sigir ADA's1 yaklasik olarak %88 amino asit dizi benzerligi gosterir (89). Bununla
birlikte, cesitli tlirler arasinda yiiksek derecede amino asit dizisi korumasina ragmen,
insan ADA enzimi, murin ve bakteri homologlarindan daha uzun bir karboksi terminal

bolgeye sahiptir (83).
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2.11. ADA Izoenzimleri: ADA1 ve ADA2

ADA’nin insanlarda iki izoformu vardir, adenozin deaminaz 1 (ADAI) ve
ADA?2. Insanlardaki baslica adenozin deaminaz, hemen hemen tiim hiicrelerde bulunan
ve yiiksek seviyelerde sitotoksik oldugu i¢in hiicre i¢i bosluktaki adenozin seviyelerini
azaltmak i¢in iglev goren 40 kDa'lik bir monomer olan ADA1'dir (90). ADA1 genindeki
fonksiyon kayb1 mutasyonlari, T ve B hiicrelerinin apoptozunun artmasina neden olarak

tekrarlayan enfeksiyonlara neden olur (91).

ADA2 geni tarafindan kodlanan ADA?2, fizyolojik durumda sadece diisiik
seviyelerde bulunur ve stres donemlerinde artar (90). ADA2, hiicre disi bosluga
salgilanan 57 kDa'lik bir homodimerdir. Sinyal dizisi, dimerizasyon alani, varsayilan
reseptor baglama (PTB) alan1 ve katalitik alan olmak iizere 4 alan icermektedir. ADA2
monomerlerinin dimerizasyonu, tam enzimatik aktivite i¢in gereklidir ve dimer, hiicre
yiizeyi glikozaminoglikanlart (GAG) ile etkilesime girerek stabilize olur (14). PTB
alani, ADA2'nin spesifik reseptorlere baglanmasindan sorumludur, katalitik alan ise
enzimin katalitik islevi i¢in 6nemlidir (14). ADA2 agirlikli olarak makrofajlara ve
dendritik hiicrelere T hiicresine bagimli farklilasan monositler tarafindan eksprese edilir
(92). ADA2'nin hiicre ylizeyi baglanmasi ve immiinolojik sinapsin olusumu yoluyla
CD4" T hiicrelerini ve monositleri aktive eder. Bu yoniiyle sitokin benzeri biiyiime
faktorii  ozelliklerine sahip oldugu goriilmektedir (92). Makrofaj proliferasyonunu
uyaran ve T hiicresine bagimli olarak monositlerin makrofajlara farklilagmasin
indiikleyen ADA2'nin otokrin tipi biiylime faktorii Ozelliklerine sahip oldugu
diistinilmektedir (92). ADAZ2, hiicre yiizeyi proteoglikanlari yoluyla farkli hiicre
tiplerine ve adenozin reseptorleri yoluyla spesifik olarak T hiicrelerine baglanabilir (92).
Yapisal olarak, ADA1 ve ADA2 benzer katalitik alanlar icerir ancak ADA?2, hiicre dis1
alanda protein dimerizasyonuna ve hiicre ylizeyi baglanmasina saglayan ek alanlara
sahiptir (93). Protein dimerizasyon alani, kurbaga (94) ve sinek embriyolarinin (95)
gelisiminde kritik oldugu gosterilen bir adenozin deaminaz biiylime faktorleri ailesi ile
yapisal olarak homologdur (96). ADA2'nin endotel hiicresi ve hematopoetik hiicre
gelisiminde rolii oldugu 6ne siiriilmiistiir, ancak bu enzim insan endotel hiicrelerinde
mevcut degildir (14,90,93). Bu durumun, DADA2'li hastalarda vaskiilitik fenotipe
yatkinligin sebebi olarak endotel hiicre instabilitesinin altinda yatan neden oldugu
distiniilmektedir (14,17). ADA2'nin ayrica pro-inflamatuar (M1) ve anti-inflamatuar

(M2) monositler arasindaki dengede rol oynadigi gériilmektedir (Sekil 2-4).
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Sekil 2-4: Adenosin Deaminaz 2'nin (ADA?2) iiretimi ve fizyolojik rolii (97)

ADA?2, miyeloid seri hiicreleri tarafindan iretilir ve salgilanir. Hiicre dig1 alanda, ozellikle diisiik pH veya yiiksek
sicaklikta enzimatik aktivite gosterir. Monositlerde (a) ADA2, bir otokrin aktiviteye sahip biiyiime faktdrii olarak
islev goriir: monositlerin  ¢ogalmasini indiikler ve M2 anti-inflamatuar makrofajlarin farklilasmasini saglar.
Notrofillerde (b) ADA2, miyeloperoksidaz (MPO) ve bazi proinflamatuar proteinlerin ekspresyonunu indiikleyerek
proinflamatuar sitokinlerin salgilanmasina yol agar.ADA2'min endotel hiicreleri i¢in biiyiime faktorii olarak rol
oynadig1 diistiniilmektedir (c).

ADAl ve ADA2, kinetik ve immiinokimyasal Ozelliklerde birbirlerinden
farklilik gosterir. Ado igin ADA2'min Km’si 1,48 mM'dir ve ADAL'in Km'sinden (< 0,1
mM) yaklasik 15 kat daha yiiksektir. Andreasyan ve arkadaslari hem ADAT hem de
ADA2'nin aktif merkezde Zn*? iyonlari ile karakterize oldugunu gostermislerdir. Ayrica
asidik tarafta ADA2'nin pH profili ve pKa degerleri 4,1 ve 4,5, bazik tarafta 7,8 olarak
belirlenmistir. G6zlenen asidik tarafli pKa degerleri, pKa 3,9 ile Asp ve 4,3 ile Glu'nun

ADA?2 tarafindan katalize edilen adenozin deaminasyonuna katildigini gostermektedir

(98).
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2.12. Adenozin Deaminaz 2 (ADA2) Geni
ADA2 geni, daha once kedigézii sendromu ile iliskili bulundugundan CECR1

(Kedi G6z Sendromu Kromozom Bélgesi, Aday 1) geni olarak adlandirilmistir.

ADAZ2 2005 yilinda saflagtirildi ve 22q11.1 kromozomunda bulunan ADA?2 geni
(CECR1) tarafindan kodlandig1 belirlendi (90,99). O zamandan beri missense, nonsens,
splice site, cerceve kaymasi mutasyonlari, delesyonlar ve kopya numarasi varyasyonlari
gibi ¢esitli mutasyon tiirleri bildirilmistir (46,100,101). 2014 ve 2020 yillar1 arasinda, en
az 67 bilinen patojenik mutasyon tespit edilmis ve bir¢gogu siniflandirilmamistir. Ayrica
onemi bilinmeyen veya potansiyel olarak iyi huylu olan bilinen toplam 98 varyanti
vardir  (45). Mutasyonlar etnik kokene gore farkli bir prevalansa sahiptir
(5,13,52,102,14,16,17,23-26,28). G47R mutasyonu, Giircii-Yahudi ve Tiirk kokenli tim
hastalarda homozigot olarak tespit edilmistir. R169Q mutasyonu, Avrupa Kafkas
popiilasyonunda daha sik tespit edilen mutasyondur (5,14,17,24,25).

Riazi ve arkadaslar1 (103) ekzon yakalama (exon trapping) ve genomik dizi
analizi ile CECRI1'i tamimlamislardir. Bunun igin bir akciger hiicre soyundan tam
uzunluktaki cDNA'y1, 5-prime RACE ile klonlayarak 511 amino asit i¢eren bir protein
elde etmislerdir. Elde edilen bu protein bocek ve yumusakca biiylime faktorlerine dizi
benzerligi gosterdigini saptamislardir. Bu proteinin amino ucu (N-terminal), bir salgi
sinyal peptidi ve karboksi ucu (C-terminal) bolgesinin yarisi, adenozin deaminaz ile
onemli benzerlik gostermistir. Northern blot analizi farkli sekilde ifade edilen 1,0-, 3,5-
ve 4,4-kb transkriptlerin oldugunu gostermistir. Proteinin en yiiksek ekspresyonu
yetiskin kalp, akciger, lenfoblastlar, dalak ve plasentanin yan1 sira fetal akciger,
karaciger ve bobrekte goriilmiistiir. Eriskin pankreas, iskelet kasi ve karacigerde
ekspresyon daha zayif ve erigkin ve fetal beyinde azdir. 35 giinlilkk bir insan
embriyosunun in-situ hibridizasyonu ile kalbin ¢ikis yolunda ve atriyumunda, VII/VIII
kraniyal sinir gangliyonunda, notokordda ve plasentada CECR1 mRNA gosterilmistir.

2.13. ADA Aktivitesinin Inhibitérleri
Birkag ADA inhibitérii grubu vardir ve bunlardan bazilar1 su anda klinik
uygulamada kullanilmaktadir, ancak yine de bazi yan etkileri mevcuttur. Bu nedenle

sitotoksik etkileri olmayan yeni ADA inhibitorleri yogun bir sekilde arastirilmaktadir.
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ADA inhibitorleri gegis durumu inhibitorleri, temel durum bilesikleri ve
niikleozit olmayan inhibitorler olarak siniflandirilir (104). Gegis durumu inhibitorlerinin
yapisi, ADA tarafindan katalize edilen deaminasyon islemi sirasinda olusan tetrahedral
ara maddenin yapisini taklit eder. Temel hal bilesikleri, endojen substrat olan adenozine
benzer. Niikleozit olmayan inhibitorler ise yakin zamanda eklenmistir ve ozellikle
Terasaka ve Fujisawa Pharmaceutical Company'deki ortak c¢alisanlar tarafindan
tasarlanan ve gelistirilen bir dizi imidazol-4 karboksamidi igerir (105). Ayrica,
flavonoidler gibi ilaglar veya bitki fenolikleri dahil olmak {izere birgok baska bilesik,
ADA aktivitesini gii¢lii bir sekilde inhibe eder.

2.13.1. EHNA-benzeri Bilesikler

Eritro-9-(2-hidroksi-3-nonil)adenin (EHNA), adeninin N9 konumunda Kiral
hidroksinonil zincirine baglanmasiyla olusturulur. Bu, yar1 siki bir ADA inhibitoriidiir
ve ilk asamada klasik yarigsmali inhibisyonu temsil ederken, daha sonra enzim ve
inhibitoriin sirali yeniden diizenlenmesi ile siki bir ADA-inhibitér kompleksi olusur
(106). Eritro diastereomer treo olandan daha aktiftir ve EHNA'nin Ki degeri deney
kosullarina bagh olarak 1,6—7,0 nM arasinda degismektedir (107).

Lipofilik hidroksinonil zincirinin modifikasyonlar1 optimize edilmis ve sadece
birkag1 iyi sonuglar vemistir. Zincir C9'a kadar uzatilabilir ve ftalimido gibi bir Klor
atomunun veya lipofilik grubun zincire eklenmesi ile 2,7 nM (9'-kloro-EHNA) ve 0,95
nM (9'-ftalimido-EHNA) Ki degerleri elde edilmistir (83). Yan =zincirin g¢esitli
konumlarinda bir fenil halkasinin eklenmesi, yalnizca fenil halkasi adenin sistemine en

az iki karbon atomu ile kopriilendiginde, korunan inhibitor aktivitesi gostermistir (108).

EHNA'nin  kimyasal yapisinin  basitlestirilmesi, eritro-1-(2-hidroksi-3-
nonil)imidazol tlirevlerini olusturdu. EHNA'nin piridin veya pirimidin halkasinin
acilmasi, ADA i¢in etkili inhibitor aktivitesi gosteren bilesikler meydana getirmistir.
Bunlarin arasinda en gigliisii, Ki=0,035 uM olan C4 (eritro-9-(2-hidroksi-3-
nonil)imidazol-4 karboksamid) amido grubuna sahip bilesik olmustur, eritro-1-(2-
hidroksi- 3-nonil)imidazoliin kendisi ise 0,90 uM Ki degeri gostermistir (109,110). Bu
inhibitorlerin yapisina ek basitlestirmeler getirmek i¢in, bir dizi eritro ve threo-9-(2-
)hidroksi-3-nonil azol sentezlendi ve eritro 9-(2-hidroksi 3-nonil)1,2,4-triazol, 0,3 uM

Ki degeri ile en giiclii etkiyi gosterdi (111).
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EHNA'nin ADA izoenzimlerini ayirt etmek i¢in en iyi bilesik oldugu
disiiniilmektedir. Birgok deneysel calismada, bu molekiil sadece ADA1 aktivitesini
inhibe ederken, ADA2, EHNA ve tiirevlerinin inhibisyonuna karsi direng¢li oldugu
gosterildi (112). ADA1 ve ADA2 aktif merkezlerinin yapis1 arasindaki benzerlikler
gosterilmis olsa da, ADA2'de hidrofobik bdlgenin olmamast EHNA baglanmasini
Onleyebilecegi diisiiniilmektedir (98).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerec¢

3.1.1. Kitler ve Kullanlan Kimyasallar
6X DNA Loading Dye (Thermo Fisher)

Adenosin Deaminaz Aktivite Assay Kit (Colorimetric) (Sigma)
Agaroz (Sigma)

cDNA Sentez Kiti (Thermo Fisher, High-Capacity cDNA Reverse Transcription
Kit with Rnase Inhibitor)

DNA Marker (Thermo Fisher)

dNTP (Thermo Fisher)

EHNA hydrochloride (Sigma)

Etidyum Bromiir (Thermo Fisher)

Fetal Sigir Serumu ( Fetal Bovine Serum, FBS) (Capricorn Sci.)
Lenfosit Ayirma Medyumu (1.077g/ml) (Capricorn Sci.)
Lipopolisakkarit (LPS) (Sigma-Aldrich®)

MgCl2 (Thermo Fisher)

Monosit Izolasyon Kiti (Pan Monocyte Isolation Kit, Miltenyi Biotec.)
PBS 1X (w/o calcium and magnesium) (Wisent Multicell)
Penisilin-Streptomisin (Pen-Strep, 10,000 U/mL) (Wisent Multicell)
Primerler (Sentebiolab)

Proteaz Inhibitér tablet EDTA-free (Roche)

RNA izolasyon Kiti (Thermo Fisher, PureLink™ RNA Mini Kit)
RPMI 1640 (with Stable Glutamine) (Capricorn Sci.)

RPMI 1640 Medium Gibco (Thermo Fisher)

SYBR Green | Master (Bioline-SensiFAST™ SYBR No-ROX Kit)
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Tag DNA Polimeraz (Thermo Fisher)

Tagq DNA Polimeraz PZR Buffer 10X (Thermo Fisher)
3.1.2. Kullanilan Cihazlar

Buz Makinas1 (Cornelius)

Buzdolab1 +4 °C/-20 °C (Beko)

Buzdolabi -80 °C (Thermo Scientific)

CCD Kameral1 Jel Goriintiileme Sistemi (UVP)

Distile Su Cihazi (Milipore)

Elektroforez Tank1 (Biorad)

Gii¢ Kaynagi (EC Apparatus Corporation)

Hassas Terazi (KERN Emb 200-2)

Inkiibatdr (Thermo Electron Corporation)

Laminar Akish Steril Kabin (Nuanre)

Mikroskop (Olympus)

Multiskan Spectrum (Thermo Electron Corporation)

Nanodrop 2000 Spektrofotometre (Thermo Scientific)

Nanodrop 2000 Spektrofotometre (Thermo Scientific)

Pipet Seti (Gilson)

Real Time PZR Cihazi (Light Cycler 480-11, Roche)

Santrifiij (Hettich)

S1v1 Azot Tanki (StateBourne)

Su Banyosu (Memmert)

Thermal Cycler (Techne)

Vi-Cell®XR Hiicre Sayim Cihaz1 (Beckman Coulter)

Vorteks (Stuart)
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3.2. Yontem

Bu calismada ADA2 geninde daha Once yaptigimiz bir arastirmada bulmus
oldugumuz ¢.973-2A>G mutasyonuna homozigot veya heterozigot olarak sahip
bireylerden alinan kan ornekleri ile yogunluk santrifiigasyon (Ficoll-Paque) yontemi
kullanilarak periferik kan mononiiklear hiicreleri (PBMC) elde edildi. Pan Monosit
Izolasyon Kit (Thermo Fissher) kullanilarak monosit ve lenfosit hiicreleri ve
FACSCalibur Akan Hiicre Olcer (Becton Dickinson) kullanilarak T ve B lenfosit
hiicreleri izole edildi. PBMC kismi ayristirilmis hiicrelerden nétrofil hiicreleri izole
edildi. Monosit, lenfosit ve PBMC hiicreleri medyuma alindi ve hiicre sayilari
belirlendi. Sayilan hiicreler 6 kuyulu hiicre kiiltiir kaplarinda kiiltiire edildi ve hiicrelere
LPS uygulandi. LPS uygulamasindan sonra inkiibasyon siiresi PBMC i¢in 0., 3., 6., ve
12. saatler, monosit hiicreleri i¢in 0. ve 6. saatler, lenfosit hiicreleri i¢in ise 0., 2. ve 6.
saatler olarak belirlendi. Inkiibasyon sonrasi hiicreler RNA izolasyonu ve enzim
aktivitesi 6lgmek i¢in ayr tiiplere toplandi. Tiim hiicrelerden RNA izolasyonu ve cDNA
sentezi yapildiktan sonra polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ve Ger¢ek Zamanli
Kantitatif PZR (QRT-PZR) ger¢eklestirildi. Daha sonra PZR iiriinleri jel elektroforezi ile
yuriitiildiic ve UV 1s1ik altinda jel goriintlisii alindi. Enzim aktivitesi i¢in toplanan
hiicrelere ise Adenosin Deaminaz Aktivite Assay Kit (Sigma) protokolii uygulandi ve ti¢

farkli zaman araliginda spektrofotometre ile enzim aktivitesi 6l¢iildii.

3.2.1. Hasta Bilgileri

Bu c¢alisma igin gerekli hasta drnekleri Istanbul Tip Fakiiltesi I¢ Hastaliklari
Anabilim Dali Romatoloji Bilim Dali tarafindan saglanmistir. Calismada gerekli olan
etik kurul onay1 Istanbul Tip Fakiiltesi Etik Kurulundan (Tarih: 21/08/2020, Dosya No:
2020/1052) alinmistir. Hastalara bilgilendirilmis onam formu imzalatilarak 10 ml kan

ornegi alimmustir.

Hasta I1-1, iic yasinda sol okulomotor sinir felci nedeniyle agrili bacaklar ve
akut baglangicl iist g6z kapagi pitozu bulgular1 baslamig, 13 yasinda tekrarlayan genital
iilserler, eklem agrilar1 ve ates gelismistir. Behget hastaligi (BH) siiphesiyle kolsisin
tedavisine baslanmis ve tedaviye yanmit vermistir. 21 yasinda, kisa sireli
kortikosteroidlere yanit veren eritema-nodozum ve Vvertigo ataklart yasamaya

baslamistir. 23 yasinda, atesi ve norolojik belirtileri kontrol altina almak ve
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kortikosteroid ihtiyacin1 azaltmak i¢in aylik 150 mg canakinumab ve azatioprin

verilmistir. DADAZ teshisi konduktan sonra tedavisi adalimumab ile devam etmektedir.

Kiz kardesi (II-2) 10 yasinda eritema nodozum ve 12 yasinda tekrarlayan oral
aftoz tlserler ile basvurmus ve bunun i¢in olast BH tanisi konulmustur. Kolsisin ile
tedavi edilmis ve 23 yasinda oral iilser ve artraljinin ilerlemesi ve govdesinde folikiilit
ve ellerinde liveoid dokiintii acisindan degerlendirilmistir. DADA2 tanis1 konularak

anti-TNF tedavisi devam etmektedir.

Bu ¢alismada Sekil 3-1°de goriilen aile bireylerinden s6z konusu mutasyon i¢in
2 homozigot hastadan (11-1 ve 11-2) ve bir heterozigot saglikli bireyden (11-3) periferik
kan ornekleri kullanilmistir. Sekil 3-1°de aile agacinda bulunan diger tiim bireyler ise

s06z konusu mutasyon i¢in heterozigot ve sagliklidir.

I-1 I-2

00 ®

II-1 I1-2 I1-3 I1-4 I1I-5

® @

Heterozigot

Sekil 3-1: Aile Agaci
3.2.2. Periferik Kanda Mononiiklear Hiicre (PBMC) izolasyonu

I1-1 ve 11-2 numarali hastalardan onam formu esliginde 10 mL periferik kan
ornegi alind1 ve aym giin periferik kan mononiiklear hiicrelerinin (PBMC) izolasyonu

i¢in yogunluk santrifiigasyon (Ficoll-Paque) yontemi kullanildi.
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Bu yontemde asagidaki protokol kullanildi.

1. Lenfosit ayirma medyumu oda sicakligina getirildi ve bir falkon igerisine 15

mL alind1.

2. Medyum eklenen falkon 45°C’lik bir a¢1 ile tutularak lizerine total kan (10

mL) pastor pipeti ile faz olusturacak sekilde damla damla eklendi.
3. Oda sicakliginda 2100 rpm’de 25 dakika boyunca santrifiij edildi.
4. Santrifiij sonra faz olusumu goézlendi.
5. Faz olusumundan sonra PBMC, dikkatlice ¢ekildi ve baska bir falkona alindi.

6. Serum kismi da ayr1 bir ependorf tiipiine alindi ve kullanilana kadar -80°C’de

saklandi.

7. Ayn bir falkona alinan PBMC iizerine 5 mL PBS eklendi ve 1500 rpm’de

santrifiij edildi ve santrifiij sonrast siipernatant atildi.
8. Falkonun dibinde kalan pellet ise tamamen PMBC icermektedir.
3.2.3. Monosit ve Lenfosit izolasyonu
Bu c¢alismada 11-1 ve 11-2 numarali hastalardan PBMC elde edildikten sonra

monosit ve lenfosit hiicrelerinin izolasyonu i¢in ticari olarak temin ettigimiz Pan

Monosit Izolasyon Kit (Miltenyi Biotec.) kullanilda.
Kit protokolii asagidaki gibi uygulandi.
1. PBMC igeren pellet falkona hafifce vurularak iyice ¢ozdiiriildii.
2. Cozdiiriilen PBMC iizerine 2 mL MACS Seperasyon Buffer eklendi.

3. Hiicre sayma tiiplerine 10 pL MACS Seperasyon Buffer eklenmis hiicre ve
990 uL MACS Seperasyon Buffer eklenerek 1mL’e tamamlad1 ve Vi-Cell®XR Hiicre
Sayim Cihazi (Beckman Coulter) kullanilarak total PBMC sayimi yapildi.

4. Kit protokoliinde 107 hiicre basma verilen soliisyon ve tampon miktarlari,

sayilan total PBMC miktarina gore degistirildi.

5. Hiicre saymmi i¢in ayrilan hiicrelerden sonra kalan hiicreler 300xg’de 10

dakika boyunca santrifj edildi ve santrifiij sonrasi siipernatant iyice uzaklastirildi.

6. Pellet tizerine 100 pLL MACS Seperasyon Buffer eklendi ve ¢oziildii.
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7. 25 uL Biotin-Antibody Coctaill eklendi ve iyice karigtirildiktan sonra
buzdolabinda (+4’de) 5 dakika boyunca inkiibe edildi.

8. 75 uL MACS Seperasyon Buffer eklendi.

9. 50 uL Antibiotin Microbeads ecklendi ve iyice karistirildiktan sonra
buzdolabinda (+4’de) 5 sdakika boyunca inkiibe edildi.

10. Manyetik seperasyon adimi igin total hacim MACS Seperasyon Buffer ile

500 pL’ye tamamlandi ve manyetik seperasyon adimina gegildi.

11. Manyetik Seperasyon kolonu manyetik alana yerlestirildi ve 500 nL. MACS
Seperasyon Buffer ile yikama yapildi.

12. Yikama sonrasi total hacmi MACS Seperasyon Buffer ile 500 uL’ye

tamamlanan hiicreler kolona eklendi.

13. 3 kere daha 500 uL. MACS Seperasyon Buffer ile yikama yapildi ve bu agsama

ile ~2 mL monosit elde edilmis oldu.

14. Lenfosit eldesi i¢in kolon manyetik tiip tasiyici c¢ikarildi ve toplama

falkonuna alind.

15. 1 mL MACS Seperasyon Buffer eklendi ve piston yardimiyla manyetik tiip

tasiyiciya takilmis olan lenfositler (~1 mL) toplanmis oldu.

3.2.4. Total PBMC, Notrofil, T ve B Lenfosit Hiicre Eledesi I¢in Periferik Kanda
Mononiiklear Hiicre (PBMC) izolasyonu

I1-1 numarali hasta ve 11-3 numarali saglikli bireyden onam formu esliginde 10
mL periferik kan 6rnegi alindi ve aymi giin periferik kan mononiiklear hiicrelerinin
(PBMC) izolasyonu i¢in yogunluk santrifiigasyon (Ficoll-Paque) yontemi yukarida
bahsedildigi gibi uygulandi.

3.2.5. Nétrofil izolasyonu
I1-1 numarali hasta ve II-3 numarali saglikli bireyden Ficoll-Paque yontemi ile
PBMC ayrildiktan sonra nétrofillerin izolasyonu i¢in asagidaki protokol kullanildi.

Notrofil izolasyonu i¢in tiim islemler oda sicakliginda gergeklestirildi.

1. PBMC ayn bir falkona alindiktan sonra falkonda kalan medyum
uzaklagtirildu.
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2. Falkon igerisinde kalan hiicre kismi1 2 mL PBS ile yikandi.
3. Oda sicakliginda 1500 rpm’de 10 dakika boyunca santrifiij edildi.
4. Santrifiij sonrasi siipernatant atildi.

5. Pellet tizerine 10 mL RBL eklendi. RBL ¢kledikten sonra falkon tiip 10
dakika oda sicakliginda bekletildi.

6. Ardindan 1500 rpm 10 dakika santrifiij edildi. Santrifiij isleminden sonra tist

sivi atild1 ve pellet kismui elle tiipe vurularak ¢ozdiirtldii.

7.5 ml RBL eklenerek oda sicakliginda tekrar 5 dakika inkiibe edildi. Ardindan
1500 rpm 10 dakika santrifiij edildi.

8. Daha sonra pellet lizerine RNA izolasyonu i¢in 400 uLL RLT eklenerek pellet

¢Ozduriildii.

9. Deney calismasina kadar -20°C’de saklandi.

3.2.6. T ve B Lenfosit izolasyonu
I1-1 numarali hasta ve II-3 numarali saglikli bireyin PBMC hiicreleri Vi-Cell®XR
Hiicre Sayim Cihazi (Beckman Coulter) kullanilarak sayildi.

Hasta 11-1’in PBMC sayis1 25x10°% ve saglikli 1I-3’iin PBMC says1 42x10°
olarak hesaplandi II-1 numarali hastanin PBMC hiicrelerinden lenfosit izolasyonu i¢in
12,5x10° hiicre ve II-3 numarali saglikli bireyin PBMC hiicrelerinden lenfosit
izolasyonu igin 30x10° hiicre ayrildi. Her iki bireyin kalan hiicreleri ise LPS

deneylerinde kullanildi.

T ve B lenfosit izolasyonu igin 6nce total lenfosit izolasyonu gergeklestirildi. Bu
asamada total lenfosit izolasyonu i¢in ticari olarak temin ettigimiz Pan Monosit
Izolasyon Kit (Miltenyi Biotec.) kullanildi. Kit protokolii yukarida bahsedildigi gibi
uygulandi.

Elde edilen total lenfosit hiicreleri Vi-Cell®XR Hiicre Sayim Cihazi (Beckman
Coulter) kullanilarak sayildi.

[1-1 numaral hastanin total lenfosit hiicresi 7,1x10° ve 11-3 numarali saglikli

bireyin total lenfosit hiicre sayis1 21x10° olarak hesaplandi.
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Total lenfosit hiicrelerine, 1 mL’de 1x10° hiicre olacak sekilde Tablo 3-1’de
icerigi verilen dondurma medyumundan eklendi ve her biri 1 mL olacak sekilde cryo

tiiplerine dagitildi. Tim hiicreler deney asamasinda kullanilana kadar sivi azota

kaldirildi.

Tablo 3-1: Dondurma (%20 FBS, %5 DMSO) Medyumu Hazirlanmasi

Bilesen Miktar (mL)
RPMI 1640, with Stable Glutamine 375
FBS 100
DMSO 25

T ve B lenfosit izolasyonu ig¢in hiicreler sivi azottan alindi ve 37 °C’lik su
banyosunda eritilerek Tablo 3-2’de igerigi belirtilen RPMI medyumundan 5 mL
eklendi. 1500 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi ve siipernatant atildi. Pellet 1 mL PBS ile
¢oOziildii ve tekrar 1500 rpm’de 5 dakika boyunca santrifiif edildi. Siipernatant atildiktan
sonra pellete 1 mL PBS eklendi ve FACSCalibur Akan Hiicre Olcer (Becton Dickinson)

cihazi kullanilarak T ve B lenfosit hiicrelerinin ayrimi gergeklestirildi.

Tablo 3-2: RPMI (%10 FBS, %1 Antibiyotik) Medyumu Hazirlanmasi

Bilesen Miktar (mL)
RPMI 1640, with Stable Glutamine 445
FBS 50
Penisilin-Streptomisin 5

[1-1 numarali hasta ve II-3 numarali saglikli bireyin T ve B lenfosit hiicreleri Vi-
Cell®XR Hiicre Sayim Cihazi (Beckman Coulter) kullanlarak sayildi. 11-1 numarali
hastanin T lenfosit hiicresi 6x103, B lenfosit hiicresi 14x10%, 11-3 numarali saglikl

bireyin T lenfosit hiicresi 5x10%, B lenfosit hiicresi 12x10° olarak hesaplandi.
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3.2.7. Hiicre Kiiltiirii
1. Pan Monosit Izolasyon Kit (Miltenyi Biotec.) ile izole edilen monosit ve
lenfositler 6 kuyulu hiicre kiiltiir kaplarinda total hacimleri 5 mL olacak sekilde Tablo

3-3’de igerigi verilen medyum igerisine alindi.

Tablo 3-3: RPMI (%10 FBS, %1 Antibiyotik) Medyumu Hazirlanmasi

Bilesen Miktar (mL)
RPMI 1640 Medium Gibco 445
FBS 50
Penisilin-Streptomisin 5

2. Hiicreler medyuma alindiktan sonra Vi-Cell®XR Hiicre Sayim Cihazi

(Beckman Coulter) kullanilarak sayildi.

3. 1I-1 numaral1 hasta i¢in lenfosit say1s1 11,5x10°, monosit sayis1 5,5x10° olarak
hesaplandi. 1I-2 numarali hasta igin lenfosit sayis1 18x10° monosit sayis1 6x10° olarak

hesaplandi.

4. Lenfositler kuyu basina 2x10°, monositler ise kuyu basma 1,2x10° hiicre
olacak sekilde 6 kuyulu hiicre kiiltiir kaplarina alindi1 ve lenfositlerin total hacmi

medyum ile 3 mL’e, monositlerin ise total hacmi medyum ile 2 mL’e tamamlanda.

5. Her iki bireyinde monosit hiicreleri 0. ve 6. saat i¢in, lenfosit hiicreleri de 0.,
2. ve 6. saatler i¢cin LPS uygulanan ve LPS uygulanmayan kontrol hiicreleri olmak tizere

2’ser kuyu olarak calisildi.

6. Il-1 numarali hastanin kalan 12,5x10® PBMC hiicresi ve 1l-3 numarali
saglikl bireyi kalan 12x10° PBMC hiicresi 0., 3. 6. ve 12. saatler i¢in LPS uygulanan ve

LPS uygulanmayan kontrol hiicreleri olmak iirere 2’ser kuyu seklinde calisildi.

7. PBMC’ler kuyu basma 1,8x10° hiicre olacak sekilde 6 kuyulu hiicre kiiltiir
kaplarina alind1 ve total hacim 1 mL olacak sekilde Tablo’da gosterilen medyum ile 1

mL’e tamamlandi.
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3.2.8. LPS Uygulanmasi
Medyuma alinan lenfosit ve monosit hiicreleri 100 ng/mL ile uyarildi. Monosit

hiicreleri 0 ve 6 saat ve lenfosit hiicreleri 0, 2 ve 6 saat %5 COz etiivde inkiibe edildi.

Medyuma alinan PBMC’ler 1 pg/mL LPS ile uyarildi. PBMC’ler 0, 3, 6 ve 12
saat %5 CO; etiivde inkiibe edildi.

3.2.9. Hiicre Toplama
Bu asamada II-1 ve Il-2 numarali hastalarin“0. saat” lenfosit ve monosit

hiicreleri asagidaki adimlar takip edilerek toplandi.

1. LPS uygulanmasindan &nce ilgili kuyulara hiicreler dagitildiktan sonra 2x10*
hiicre RNA izolasyonu igin, 1x10° hiicre ADA2 enzim aktivitesinin belirenmesi i¢in

ayr1 ependorf tiiplerine alind1 ve 4000 rpm’de 5 dakika boyunca santrifiij edildi.
2. Santrifiij sonrast siipernatantlar ayr1 bir ependorf tiiplerinde toplandi.
3. Siipernatantlar1 uzaklastirilmis pelletlerin iizerine 50 uL PBS eklendi.

4. 4000 rpm’de 5 dakika boyunca santirfiij edildi ve santrifiij sonrasi slipernatant

atildi.

5. Hiicre i¢i enzim aktivitesinin belirlenmesinde kullanicak pellet tizerine 0,5 pL.

50X Proteaz Inhibitor eklendi.

6. RNA izolasyonu i¢in kullanilacak pellet iizerine 250 pL RLT eklendi ve pellet

iyice pipetlenerek ¢cozdiiriildii.

II-1 ve II-2 numarali hastalarn hem LPS uygulanmis hem de LPS
uygulanmamis lenfosit ve monosit hiicreleri “2. ve 6. saat”lerde, ayri tiiplerde toplandi.
Her bir saatte LPS uygulanmis ve LPS uygulanmamis hiicreleri i¢in asagidaki adimlar

takip edildi.

1. Ilgili saatler igin her iki bireyin LPS uygulanmis ve LPS uygulanmamis
hiicrelerden 2x10* hiicre RNA izolasyonu icin, 1x10°® hiicre ADA2 enzim aktivitesinin

belirenmesi i¢in ayr1 ependorf tiiplerine alindu.

2. 4000 rpm’de 5 dakika boyunca santifiij edildi ve santrifiij sonrasi

siipernatantlar ilgili saat i¢in ayr1 ependorf tiiplerinde toplanda.

3. Siipernatanatlar1 uzaklagtirilmis pelletlerin iizerine 50 pL PBS eklendi.
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4. 4000 rpm’de 5 dakika boyunca santirfiij edildi ve santrifiij sonrasi siipernatant

atild1.

5. Hiicre i¢i enzim aktivitesinin belirlenmesinde kullanicak pelletler tizerine 0,5

uL 50X Proteaz Inhibitor eklendi.

6. RNA izolasyonu i¢in kullanilacak pelletler tizerine 250 pL RLT eklendi ve

pellet iyice pipetlenerek ¢ozdiirtildii.
7. Ttiim saatlerde toplanan 6rnekler deney galismasina kadar -80°C’de saklandi.

I1-1 numarali hasta ve 11-3 numarali saglikli bireyin “0. saat” PBMC hiicreleri

asagidaki adimlar takip edilerek toplandi.

1. LPS uygulamasindan 6nce kuyulara dagitildiktan sonra kalan hiicreler ayri bir

eppendorf tiipiine alindi.
2. Hiicrelerin {izerine 300 pL RLT eklendi ve pipetlenerek iyice karistirildi.

I1-1 numaral hasta ve II-3 numarali saglikli bireyin hem LPS uygulanmis hem
de LPS uygulanmamigs PBMC hiicreleri “3., 6. ve 12. saat”lerde, ayr tiiplerde toplandi.
Her bir saatte LPS uygulanmis ve LPS uygulanmamis hiicreleri i¢in asagidaki adimlar

takip edildi.

1. Qlgili saatler igin her iki bireyin LPS uygulanmis ve LPS uygulanmamis
hiicreleri 4000 rpm’de 5 dakika boyunca santifiij edildi ve santrifiij sonrasi

siipernatantlar ilgili saat i¢in ayr1 ependorf tiiplerinde topland.
3. Stipernatanatlart uzaklagtirilmis pelletlerin tizerine 50 pL PBS eklendi.

4. 4000 rpm’de 5 dakika boyunca santirfiij edildi ve santrifiij sonrasi slipernatant

atildu.
5. Pellet iizerine 300 uLL RLT eklendi ve iyice pipetlenerek ¢ozdiirtildii.

7. Tim saatlerde toplanan 6rnekler deney ¢alismasina kadar -80°C’de saklandi.

3.2.10. RNA izolasyonu

I1-1 ve 11-2 numarali hastalardan ve II-3 numarali saglikli bireyden elde edilen
tim hiicrelerden PureLink™ RNA Mini Kit kullanilarak RNA izolasyonu
gerceklestirildi.
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RNA izolasyonu i¢in kit protokolii agagidaki gibi uygulandi.

1. 250 pL RLT icinde bulunan her 6rnek buz iizerinde ¢ozdiiriildiikten sonra
tizerlerine kit igeriginde bulunan RNase-free su ile hazirlanmis %70’lik etanolden 1:1
oraninda (250 pL) eklendi ve iyice pipetaj yapildikan sonra tiim o6rnek kit igeriginde

mevcut olan spin kolonlara aktarildi.

2. Oda sicakliginda 12.000xg’de 15 saniye boyunca santrifiij edildi ve alt kisim

atilarak kolonlar kit i¢eriginde mecvut olan yeni tiiplere takildi.

3. Kolonlarin iizerine 700 pL Wash Buffer | eklendi ve oda sicakliginda
12.000xg’de 15 saniye boyunca santrifiij edildikten sonra alt kisimlar1 dokiildii ve tiipler

kolonlara geri takildi.

4. Kolonlarin iizerine 500 pL Wash Buffer 1l eklendi ve oda sicakliginda
12.000xg’de 15 saniye boyunca santrifiij edildikten sonra alt kisimlar1 dokiildii ve tiipler

kolona geri takildu.
5. 4. Adim tekrar edildi.

6. Kolonlar 12.000xg’de 2 dakika boyunca bos sekilde santrifiij edildi ve alt

kisimlart atilarak kit igeriginde mevcut olan kapakl tiiplere takildi.

7. 30 uL RNase-free su kolondaki filtrenin tam iizerine gelecek sekilde eklendi

ve 1 dakika boyunca oda sicakliginda inkiibe edildi.

8. Kolonlar >12.000xg’de 2 dakika boyunca santrifiij edildi ve tiipler artik izole
edilen RNA’y1 igerdigi i¢in kolonlar atild1.

9. Elde edilen RNA orneklerine Nanodrop 2000 Spektrofotometre (Thermo
Fisher) ile 260 nm’de OD &l¢tim yapildi.

10. OD o6l¢iim yapilan RNA ornekleri deney caligmasina kadar -80°C’de

saklandi.

3.2.11. cDNA Sentezi
Bu c¢alismada elde ettigimiz tiim RNA 6rnekleriden cDNA sentezi ticari olarak
temin ettigimiz High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Thermo Fisher) ile

gerceklestirildi.
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Kit protokolii, OD 6l¢iim yapilan RNA miktarina bagli olarak cDNA sentezi
gerceklestirilecek tiim hiicrelerden elde edilen her bir 6rnekten 500 ng alindi.

Kit protokolii asagidaki gibi uygulandi.

1. Once cDNA sentez reaksiyonu i¢in gerekli master mix Tablo 3-4’de verildigi

gibi hazirlandu.

Tablo 3-4: 2X Master Mix Hazirlanmasi

Bilesen Miktar (mL)
RPMI 1640 Medium Gibco 445
FBS 50
Penisilin-Streptomisin 5

2. Hazirlanan 2X Master Mix buz tizerine alindi.

3. Her bir o6rnek icin 0,2 mL’lik santriflij tiiptine 2X Master Mix’ten 6,8 pL

dagitildi ve buza alind1.

4. Mix tizerine 13,2 uL RNA o6rnekleri eklendi ve karigmasi i¢in iyice pipetaj
yapildu.

5. Hava kabarciklarinin giderilmesi i¢in tiipler kisa santrifiij edildi.

6. Tiipler thermal cycler (Techne) cihazina yerlestirildi ve Tablo 3-5’de ki

program uygulandi.

Tablo 3-5: cDNA Sentezi Reaksiyon Kosullar

1. Adim 2. Adim 3. Adim 4. Adim
Sicaklik (°C) 25 37 85 4
Zaman (dk) 10 120 5 o0

7. cDNA ornekleri deney ¢alismasina kadar - 20°C’de saklandi.
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3.2.12. Primer Tasarlanmasi

ADA2 geninin kantitatif gercek zamanli PZR (qRT-PZR) igin kullanilacak
primerler ADA2 c¢DNA dizisi iizerinden NCBI primer designing tool kullanilarak
Forward ve Reverse yonlii olarak tasarlandi. Yabanil tip (wild type ADA2) primerler
ekzon 6, 7 ve 8’1 ¢erecek sekilde, ekzon 7 atlanan mutant ADA?2 igin ekzon 6 ve 8’in

birlesme bolgesine spesifik primerler kullanildi.

PZR igin kullanilacak primerler ADA2 cDNA dizisi 6. ve 8. ekzonlarina spesifik

olacak sekilde NCBI primer designing tool kullanilarak tasarlandi.

Primerler tasarlanirken Tm degeri, GC %’si, kendi {izerine katlanma skoru
dikkate alindi. Tasarlanan primer dizileri Tablo 3-6, Tablo 3-7 ve Tablo 3-8’de

gosterilmistir.

Tablo 3-6: gRT-PZR Primerleri

Gen Bolgesi Primer Dizisi

ADA2 Wild Type Forward 5’ TTTGACCTGGTGGGGCATGA 3’
ADA?2 Wild Type Reverse 5 GGAGTAAGTCCTGACTGCGG 3’
ADA?2 Skip Forward 5 GGGTTTGACCTGACTGGCA 3’
ADAZ?2 Skip Reverse 5 AGTAAGTCCTGACTGCGGGG 3’

Tablo 3-7: PZR Primerleri

Gen Bolgesi Primer Dizisi
ADA?2 Wild Type cDNA Forward 5 CAAAGATGTGGCTGTCATCG 3’
ADA2 Wild Type cDNA Reverse 5" GTTCAGCATCAGAGCATCCA 3°

Tablo 3-8: TBP Primerleri

Gen Bolgesi Primer Dizisi
TBP Forward 5> ACTTGACCTAAAGACCATTGCAC 3°

TBP Reverse 5 CTTGAAGTCCAAGAACTTAGCTGG 3°
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3.2.13. Gerg¢ek Zamanh Kantitatif PZR (qRT-PZR)

[1-1 ve 11-2 numaral1 hastalardan elde edilen lenfosit ve monosit hiicrelerine ait
cDNA orneklerinden, II-1 numarali hasta ve II-3 numarali saglikli bireyden elde edilen
PBMC, nétrofil, T ve B lenfosit hiicrelerine ait cDNA 6rneklerinden gRT-PZR yontemi
ile ADA2 wild type ve ekzon 7 atlanan mutant ADA2 icin tasarlanmis primerler

kullanilarak ADA2 geninin ifade diizeyleri belirlendi.

Bu calismada Light Cycler 480-11 (Roche) cihazi ve SensiFast SYBR No-ROX
Kit (Bioline) kullanildi. TBP, ADA2 wild type ve ekzon 7 atlanan mutant ADA2’ye
O0zgli primerler kullanildi. Standartlar, ¢cDNA’larin bes farkli 1:10 diliisyonlar
hazirlanarak olusturuldu. Calismaya dahil edilen tiim 6rnekler 2 kopya olarak calisildu.

Calisma basamaklar1 asagidaki gibidir.

1. TBP, ADA2 wild type ve ekzon 7 atlanan ADA2 i¢in ayr1 ayr1 Tablo 3-9’da

verilen karisim hazirlandi.

Tablo 3-9: qRT-PZR Karisimi (1 Kuyu i¢in)

Bilesen Miktar (uL)
2X SYBR Green 5
Forward Primer (10 pmol/uL) 0,7
Revese Primer (10 pmol/uL) 0,7

H20 1,6
cDNA 2

Final Hacim 10

2. Bu karigimlar 96 kuyulu gRT-PZR plate’inde dnceden belirlenmis kuyulara 8
uL dagitildi. Standartlar icin TBP karisimi kullanildi.

3. Dagitilan karisimin tlizerine 2 pLL ¢cDNA ve her biri 1:10 seri diliisyon

yapilmis standartlar eklendi ve iyice pipetlendi.

4. gRT-PZR kosullar1 Tablo 3-10°da verildigi gibi gerceklestirildi.



Tablo 3-10: gRT-PZR Kosullari

38

Basamak Sicakhik Zaman Dongii Sayisi
On Denatiirasyon 95°C 5 dakika 1
Amplifikasyon 95°C 10 saniye

62°C 20 saniye 45

72°C 10 saniye
Melting Curve 95°C 5 saniye

65°C 1 dakika i

97°C -
Sogutma 4°C 30 saniye 1

3.2.14. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)
I1-1 ve 1I-2 numaralar1 11-1 ve 11-2 numarali hastalardan elde edilen lenfosit ve

monosit hiicrelerine ait orneklerden, II-1 numarali hasta ve IlI-3 numarali saglikli

bireyden elde edilen PBMC, nétrofil, T ve B lenfosit hiicrelerine ait 6rneklerden ADA2

gen bolgesi PZR yontemi ile ADA2 wild type cDNA’s1 i¢in tasarlanmis primerler

kullanilarak ¢ogaltildi.

Bu asamada asagidaki basamaklar uygulandi.

1. PZR karisimi Tablo 3-11"de verildigi gibi hazirlandi.
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Tablo 3-11: PZR Karisimi

Malzeme Miktar (unL)
10X Taq DNA Polimeraz Buffer 2,5

25 mM MgCl; 2
2,5mM dNTP 2
Forward Primer (10 pmol/pL) 1
Reverse Primer (10 pmol/uL) 1

Taq DNA Polimeraz (5 U/uL) 0,15
H20 14.85
cDNA 1,5
Final Hacim 25

2. Hazirlanan karisim 0,2 mL’lik PZR tiiplerine 23,5 pL dagitildi ve buza alindi.
3. Karigim iizerine 1,5 pL. cDNA 6rnekleri eklendi ve iyice pipetlendi.
4. Hava kabarciklarinin giderilmesi i¢in kisa santrifiij edildi.

5. Thermal cycler (Techne) cihazina yerlestirildi ve Tablo 3-12’de verilen

programda calisildi.

Tablo 3-12: PZR Kosullar:

Basamak Sicakhik Zaman Dongii
On Denatiirasyon 95°C 2 dakika 1
Denatiirasyon 94°C 30 saniye

Amplifikasyon 57°C 30 saniye 39
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Uzama 72°C 30 saniye
72°C 5 dakika
Soguma 4°C 0 -

3.2.15. Jel Elektroforezi
PZR iiriinleri jel elektroforezi ile yiiriitiildii. Bunun i¢in asagidaki adimlar takip

edildi.
1. %2’lik jel icin 50 ml 1X TAE’nin igine 1 gram agaroz tartilarak eklendi.
2. Karisim mikrodalgada kaynatildi.

3. Kaynayan karisima 2,5 pL Etidyum Bromiir (EtBr) eklendi ve kasete
dokiildii.

4. Jel donduktan sonra kaset tanka alindi ve 1X TAE kuyularin iizerini

kapatacak sekilde eklendi.
5. Ornekler 6X DNA Loading Dye ile karistirilarak yiiklendi.
6. Orneklerin yanina 100 bp marker yiiklendi.

7. Ornekler 80 V’da yiiriitiildii ve marker band biiyiikliikleri ayrilacak kadar

acildiktan sonra, transilluminatdr cihazinda UV 151k altinda jel goriintiisii alindi.

3.2.16. ADA2 Enzim Aktivite Tayini

Bu calismada ADA2 enzim aktivitesini 6lgmek icin ticari olarak temin ettigimiz
Adenosin Deaminaz Aktivite Assay Kit (Colorimetric) (Sigma) kullanildi. Kit protokolii
II-1 ve 1I-2 numaralar1 hastalarin monosit ve lenfosit hiicrelerine ait pellet ve
stipernatant olarak saklanan Ornekler ve Ficoll-Paque asamasinda saklanan serum
ornekleri ile asagidaki gibi uygulandi. Ayrica ADAl'e baglanan ancak ADA2'ye
baglanmayan bir inhibitér olan Eritrosit-9-(2-hidroksi-3-nonyl) adenin (EHNA) kit
protokoliine eklendi.
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1. Tlk kullanimdan 6nce tiim kiigiik tiipler kisa santrifiij edildi.

2. 1X ADA Assay Buffer hazirlamak i¢in 9 hacim suya 1 hacim 10X Assay
Buffer olacak sekilde 50 mL’lik falkona 5 mL 10X ADA Assay Buffer, 45 mL H20 ve
1 mL 50X Proteaz Inhibitér Kokteyli eklendi.

3. ADA Converter ve ADA Developer’a 210 pL 1X ADA Assay Buffer eklendi
ve pipetleyerek iyice karistirildi.

4. ADA Positive Control 25 pulL 1X ADA Assay Buffer ile sulandirildi ve

pipetleyerek iyice karistirildiktan sonra kisa santrifiij edildi.

5. Ayri bir tiipe 10 uL 10mM inozin standart ve 90 pL 1X ADA Assay Buffer

eklenerek 1 mM inozin standart1 elde edildi.

6.Calisilacak Orneklerin siipernatantlart ve pelletleri -80’den buz {lizerinde

¢Ozduriildi.

7. Pelletlerin her biri i¢in 2’ser tane 1,5’luk ependorf yazildi ve buz iizerine

alindi.

8. Pelletlerin iizerine 200 pL Proteaz Inhibitdr Kokteyli igeren 1X ADA Assay

Buffer eklendi ve hiicreleri bozmak igin birkag kez pipetlendi.

9. Hiicre homojenat1 soguk ependorfa aktarildi ve +4’de doner bir calkalayicida

15 dakika boyunca g¢alkalandi.
10. Daha sonra +4’de 16.000xg’de 10 dakika boyunca santrifiij edildi.
11. Siipernatant 6nceden sogutulmus yeni bir ependorfa aktarildi ve buza alindi.

12. Ornekler 6nceden belirlenmis kuyulara 20 uL dagitildi ve kalan lizat

saklandi.

13. Siipernatant ve serum Orneklerine hicbir 6n islem uygulamadan direkt olarak

onceden belirlenmis kuyulara 20 pL eklendi.

14. Daha sonra her drnegin tizerine 30 pL 1X ADA Assay Buffer eklenerek total

hacim 50 ul’ye tamamlandi.

15. Onceden belirlenmis kuyulara 2 uL ADA Positive Control eklendi ve
kuyularin total hacmini 1X ADA Assay Buffer ile 50 uL’ye tamamlandi.

16. Her 6rnek ve positive kontrol kuyularina 1 L 100 uM EHNA eklendi.
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17. Reagent Background Control (RBC) i¢in 6nceden belirlenmis kuyulara 50
uL 1X ADA Assay Buffer eklendi.

18. Inozin standartlar1 &nceden belirlenmis kuyulara dagitirken Tablo 3-13

kullanildi.

Tablo 3-13: inozin Standarti

1 mM Inozin 1X ADA Assay

Kuyu Inozin (nmol/well)
Standart Buffer

1 Oul 50 ul 0

2 2ul 48 ul 2

3 4 ul 46 ul 4

4 6 ul 44 ul 6

5 8ul 42 ul 8

6 10 ul 40 ul 10

19. Her bir 6rnek (S), Reagent Background Control (RBC) ve Pozitif kontrol
kuyularina eklemek igin 15 mL’lik falkonda Tablo 3-14’de verilen Reaksiyon karigimi
hazirland1 ve 6nceden belirlenmis kuyulara 50 uL dagitildi.

Tablo 3-14: Reaksiyon Mix Hazirlanmasi

Reagent Reaksiyon Mix
1X ADA Assay

41 ul
Buffer
ADA Converter 2 ul
ADA Developer 2 ul

ADA Substrate 5ul
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20. Her Standart kuyusuna eklemek i¢in 1,5‘luk ependorfta Tablo 3-15’de
verilen Background Mix hazirlandi ve 50 pL dagitildu.

Tablo 3-15: Background Mix Hazirlanmasi

Reagent Background Mix
1X ADA Assay

46 ul
Buffer
ADA Converter 2 ul
ADA Developer 2ul
ADA Substrate -

21. Plate 37°C’de 5 dk inkiibe edildi.

22.293 nm’de (A293) 37°C’de kinetik modda absorbans 6l¢iildii. Bu asamada 3

okuma alindi.
-Birinci okuma 2 dakikada bir 15 6lgiim olacak sekilde 30 dakika
-Ikinci okuma 10 dakikada bir 6 6l¢iim olacak sekilde 1 saat

-Uciincii okuma 10 dakikada bir 4 6l¢iim olacak sekilde 40 dakika
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4. BULGULAR

4.1. Jel Elektroforezi Goriintiileri

II-1 ve 11-2 numarali hastalarin monosit ve lenfosit hiicrelerinde ADA2 gen
bolgesi, PZR yontemi ile ¢ogaltilarak, jel elektroforezi ile goriintiilendi. Lenfosit
hiicreleri 2 ve 6 saat boyunca, monosit hiicreleri ise hiicre sayisi az oldugu i¢in 6 saat
boyunca LPS ile muamele edildi. 100 ng/mL LPS uygulanmis hiicreler “LPS(+)”, LPS
uygulanmayan kontrol hiicreleri ise “LPS(-)” olarak gosterildi (Sekil 4-1).

Ekzon 7 Atlanan Mutant ADA2  Wild Type ADA2
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Sekil 4-1: 11-1 ve 1l-2 numaralh hastalarm LPS(+) ve LPS(-) lenfosit ve monosit
hiicrelerinde ADA2 jel goriintiisii
Hem 11-1 hem de 1I-2 numarali hastanin 0. saat lenfosit hiicrelerinde ADA2’nin ekzon 7 atlanan mutant ADA2’nin
eksprese oldugu goriildii. Her iki hastanin 0. saat monosit hiicrelerinde ise ekzon 7 atlanan mutant ADA2 hemen
hemen hi¢ goriilmedi. Her iki hastanin LPS(+) veya LPS(-) lenfosit hiicrlerinde 0, 2 ve 6. saatlerde ekzon 7 atlanan
mutant ADA2’nin eksprese oldugu ve LPS uygulmasinin ekzon 7 atlanan mutant ADA2’nin ekspresyonu iizerinde
anlamli bir degisime neden olmadig1 saptandi. Her iki hastanin LPS(+) veya LPS(-) monosit hiicrelerinde 0, ve 6.
saatlerde ekzon 7 atlanan mutant ADA2’nin eksprese olmadig1 ve LPS uygulmasi ekzon 7 atlanan mutant ADA2 nin

ekspresyonunu arttirmadi.
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I1-1 numarali hasta ve II-3 numarali saglikli bireyin nétrofil ve PBMC
hiicrelerinde ADA2 gen bolgesi PZR yontemi ile ¢ogaltilarak, agaroz jel elektroforezi
ile yiriitildi. PBMC hiicreleri 3, 6 ve 12 saat boyunca LPS ile muamele edildi. 1
pg/mL LPS uygulanmis PBMC hiicreleri “LPS(+)”, LPS uygulanmayan kontrol
hiicreleri ise “LPS(-)” olarak gosterildi (Sekil 4-2).

Ekzon 7 Atlanan MutantADA2  \jid Type ADA2
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Sekil 4-2: 11-1 numarah hasta ve II-3 numarah saghkh bireyin nétrofil hiicrelerinde,
LPS(+) ve LPS(-) PBMC hiicrelerinde ADA2 jel goriintiisii

I1-1 numarali hastanin nétrofillerinde ekzon 7 atlanan mutant ADA2 eksprese olurken, 11-3 numarali saglikli bireyde

cok diisiik diizeyde goriildi. IT-1 numarali hastanin PBMC hiicrelerinde ekzon 7 atlanan mutant ADA2’nin eksprese

oldugu goriildii ve LPS uygulmast ADA2 gen ekspresyonunu degistirmedi. I1-3 numarali saglikli bireyde ise ekzon 7

atlanan mutant ADA2’nin ekspresyonu goriilmedi ve LPS uygulmast ADA2 gen ekspresyonunu arttirmadi.
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I1-1 numarali hasta ve I1-3 numarali saglikli bireyin T ve B lenfosit hiicrelerinde

ait ADA2 gen bolgesi PZR yontemi ile ¢ogaltildi ve jel elektroforezi ile yliriitiildii
(Sekil 4-3, Sekil 4-4).

Ekzon 7 Atlanan
Mutant ADA2

wyeur dq oot

Sekil 4-3: 11-1 numaral hastamin T ve B lenfosit hiisrelerinde ADA?2 jel goriintiisii

11-1 numarali hastanin hem T hem de B lenfosit 6rneklerinde ekzon 7 atlanan mutant ADA2 formunun ekspresyonu

gozlendi.
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Sekil 4-4: 11-3 numarali saghkh bireyin T ve B lenfosit hiicrelerinde ADA2 jel goriintiisii

11-3 numarali saglikli bireyin hem T hem de B lenfositlerinde sadece yabanil tip (wild type) ADA2 formu

ekspresyonu tespit edidi. Ekzon 7 atlanan mutant ADA2, 11-3 numarali saglikli bireyde goriilmedi.

4.2. gRT-PZR Analiz Sonuglari

Hastalara ait cDNA o6rneklerinden ADA2 yabanil tip (wild type) ve ekzon 7
atlanan mutant ADAZ2 igin tasarlanmis primerlerle qRT-PZR yapildi. Ekzon 7 atlanan
mutant ADAZ2’ye spesifik primerlerle yabanil tip ADA2’nin de amplifiye oldugu
goriildi. Ekzon 6 ve 8’in birlesme yerine tasarlanan primerin 3’ ucu ekzon 6’ya
baglandiktan sonra 5° tarafi farklilik gosterse bile o bolgeyi amplifiye edebilmektedir.
Bundan dolay1 total ADA2 ekspresyonu qRT-PCR ile analiz edildi. Yabanil tip
ADA2’nin ekzon 7 atlanan mutant ADA2’ye orami klasik PCR {irlinlerinin agaroz

jeldeki goriintiilerine gore degerlendirildi.
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gRT-PZR analizleri sonucuda II-1 ve [I-2 numarali hastalarin lenfosit
hiicrelerinde 0. saate gore diger zaman dilimlerinde ADA2 gen ifadesinin azaldigi ve
LPS uygulanmasinin ADA2 gen ifadesinde belirgin bir farka neden olmadigi bulundu
(Sekil 4-5).
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Sekil 4-5: 11-1 ve 11-2 numarali hastalarin lenfosit hiicrelerinde qRT-PZR ile ADA2 gen
ifadesi

Yapilan analizler sonucunda 11-1 ve 1I-2 numarali hastalarin monosit

hiicrelerinde 0. saate gore diger zaman dilimlerinde ADA2 gen ifadesinin azaldigi,

LPS(+) ve LPS(-) 6rnekler arasinda belirgin bir fark olmadigi bulundu (Sekil 4-6).
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Sekil 4-6: 11-1 ve 11-2 numarah hastalarin monosit hiicrelerinde qRT-PZR ile ADA2 gen

ifadesi

Yapilan analizler sonucunda 1l-1 numarali hastanin nétrofil hiicrelerinde ADA2

gen ifadesinin I11-3 numarali saglikli bireye gore daha diisiik oldugu bulundu (Sekil 4-7).

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0-

= 11-3
= 111

Sekil 4-7: 11-1 numarah hasta ve II-3 numarah saghkh bireyin notrofil hiicrelerinde qRT-

PZR ile ADA2 gen ifadesi
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Yapilan analizler sonucunda 11-3 numarali saglikli bireyin PBMC hiicrelerinde
3., 6. ve 12. saatlerde 0. saate gére hem LPS(+) hem de LPS(-) 6rneklerde ADA2 gen
ifadesinin azaldig1 goriildii. Ayni seklide II-1 numarali hastanin PBMC hiirelerinde 3.,
6. ve 12. saatlerde 0. saate gore hem LPS(+) hem de LPS(-) 6rneklerde ADAZ2 gen
ifadesinin azaldig1 ve LPS(+) ve LPS(-) ornekler arasinda belirgin bir fark olmadig:
bulundu. 11-3 numarali saglikli bireyin, II-1 numarali hastaya gore 0., 3., 6. ve 12.

saatlerde tiim gruplarda ADA2 gen ifadesinin daha yiiksek oldugu gosterildi (Sekil 4-8).

a 1-3
B 111

N\ A
) QQ’\

S
X '\‘.v (V

Sekil 4-8: 11-1 numarali hasta ve II-3 numarah saghkh bireyin PBMC hiicrelerinde qRT-
PZR ile ADA2 gen ifadesi
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Yapilan analizler sonucunda Il-1 numarali hastanin B lenfosit hiicrelerinde
hiicre varligina ragmen ADA2 gen ifadesi olmadig1 tespit edildi. II-1 numarali hastanin
T lenfosit hiicrelerinde ADA2 gen ifadesinin, II-3 numarali saghikli bireyin T lenfosit
hiicrelerine gore daha yiiksek oldugu bulundu. II-3 numaralisaglikli bireyin B lenfosit
hiicrelerinde ise T lenfosit hiicrelerine gore daha yiiksek ADA2 gen ifadesi tespit edildi
(Sekil 4-9).

0.5
=113
0.4+ = 11-1
0.3+
0.2

0.1-

0.0- |

Sekil 4-9: 11-1 numarah hasta ve I1I-3 numarah saghkh bireyin T ve B lenfosit hiicrelerinde
gRT-PZR ile ADA2 gen ifadesi

4.3. ADA2 Enzim Aktivite Tayini Bulgular:
Kit protokoliine uygun olarak yapilan ti¢ farkli 6l¢limiinden elde edilen veriler

ile Inozin Standart Egrisi ¢izildi (Sekil 4-10).



52

y=0,0288x+ 0,024

0,28

0,26

0,24

0,22

0,2

0,18

0,16

0,14

0,12

0D 293 nm

0,1

0,08

0,06

0,04

0,02

o} 1 2 3 4 5 6 7 8

inozin (nmol)

Sekil 4-10: Inozin Standart Egrisi
Kit protokoliine gore deltaT degeri belirlendi.
deltaT = (T2-Ty)
deltaT = (22-18)
deltaT = 4
Secilen zaman araliginda ki deltaOD hesapland.
deltaOD = (As2-Agc2)-(Asi-Asc1)
deltaODyi1 = (2,17-0,08)-(2,15-0,08)
deltaODy.1 = 0,02
deltaODy;-2 = (3,79-0,08)-(3,26-0,08)
deltaODy12= 0,5
Daha sonra secilen iki farkli zaman araliginda gergeklesen reaksiyon siiresi boyunca
ornek tarafindan iiretilen B degerini (nmol inozin miktar1) elde etmek i¢in deltaOD
Standart Egri ile karsilastirildi.
Bi-1= 0,66
Bi-1=16,6
Son olarak elde edilen degerler ile ADA Aktivitesi hesaplandi.
ADA Aktivitesi = [B /(deltaT) x pg protein] x DF (Diliisyon Faktorii)
ADA Aktivitesi -1 = 1,5
ADA Aktivitesiy-2 = 37,5
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5. TARTISMA

Adenozin deaminaz tip 2 eksikligi (DADA?2), adenozin deaminaz 2 (ADA2)
geninde fonksiyon kaybi mutasyonlarinin neden oldugu otozomal resesif bir hastaliktir.
ADAZ2 geni, esas olarak monositler ve makrofajlar tarafindan salgilanan hiicre dis1 bir
enzim olan ADA2’yi kodlar. ADA2, adenosin deaminazin (ADA) iki izoformundan
(ADA1 ve ADA?2) biridir. ADA2, adenozini inozine doniistiiren deaminaz reaksiyonunu

katalize etmektedir ancak fizyolojik islevi hala tam olarak aydinlatilamamustir.

ADA2 ayni1 zamanda bagigiklikta rol oynayan, makrofaj farklilagsmasini ve
endotel biitiinliigiinii diizenleyen 6nemli bir biiyiime faktoriidiir. DADA2'de M1 pro-
inflamatuar makrofajlarinin arttig1 ve asir1 apoptoz nedeniyle ise anti-inflamatuar M2

makrofajlarinin azaldig1 gosterilmistir.

ADAZ2'deki bialelik mutasyonlar ve periferik kanda diisik ADA2 enzimatik
aktivitesi seviyeleri DADA2'nin teshisini olusturur. Mutasyonlar arasinda missense
varyantlar en yaygin olanidir, ancak nonsense mutasyonlar, insersiyon/delesyon ve

splice-site mutasyonlari tanimlanmistir.

DADAZ2'nin klinik 6zellikleri arasinda livedo racemosa, lakiiner ve hemorajik
inme, vaskiilit periferik noropati, sistemik vaskiilit, kas-iskelet sistemi komplikasyonlar1
ve sistemik inflamasyon sayilabilir. Cok diisiik veya hic ADA2 enzimatik aktivitesi
olmayan hastalarda da ciddi ilik yetmezligi ve/ veya immiin yetmezlik goriiliir. Bu
nedenle, DADA2 daha oOnce iliskili olmadigi diisiiniilen c¢esitli semptomlari

birlestirebilir.

DADAZ2’li hastalarin yayinlanmis vaka serileri, nedensel mutasyonlarin protein
fonksiyonu ve rezidiiel enzimatik aktivite tizerindeki etkisi ile tam olarak
aciklanamayan biiyiik bir fenotipik degiskenlik ortaya koymustur. Ayni kurucu
mutasyon i¢in homozigot olan hastalarda hastaligin baslangic yasi, siklig1 ve
semptomlarin siddeti degiskenlik gostermektedi. Ayn1 mutasyonu tasiyan kardeslerde
fenotipik degiskenlik oldugu bildirilmistir. Tiim bu veriler ile DADA2’de ADA2
enziminin eksikliginin hastalifin patofizyolojisini nasil etkiledigi tam olarak

aydinlatilamamastir.
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Daha once yaptigimiz bir ¢alismada birbiriyle iliskisiz Tiirk ve Hollandal
ailelerde ADAZ2 geninde ekzon 7’nin atlanmasina (exon skipping) neden olan splice site
mutasyonu (c.973-2A>G) tanimlandi (113). Ailelerde mutasyonu tasiyan bireylerde
mutant allelden ifade olan MRNA miktarlart ve hastaligin siddeti farklilik
gostermektedir. Mutant allelin bireyler arasindaki ekspresyon farkliligin1 ve hastaligin
klinik tablosundaki degiskenligi anlamak amaciyla hasta ve saglikli bireylerden alinan
kan orneklerinden elde edilen farkli hiicre tiplerinde ADAZ2 geni ifadesi ve enzim

aktivitesi agisindan incelendi.

Caligmamizda qRT-PZR yontemi ile ADA2 gen ifade seviyelerindeki degisimler
incelendi. 11-1 ve I1-2 numarali hastalarin lenfosit ve monosit hiicrelerinde ADA2 gen
ifadesinin 0. saat ile kiyaslandiginda diger zaman dilimlerinde azaldigi ve LPS
uygulanmasinin ADA2 aktivitesinde belirgin bir farka neden olmadigi bulundu. Bunun
nedeninin in vivo ortam ile hiicre kiiltiiriinlin ayn1 olmamasi ve hiicre kiiltiir
medyumunda ADAZ2 gen ifadesini arttiracak faktorlerin bulunmamasi olabilecegini
diistinmekteyiz. Caorsi ve ark. (21) adenozin ile uyarilmis monosit hiicrelerinden inozin
ve adenozin konsantrasyonlart ile ADA2 enzim aktivitesini 6lgmiis ve bircok hastada
hastaligin siddeti ile iligkili olarak diisiik enzim aktivitesi oldugunu gostermislerdir.
Heterozigotlarin ise normal kontroller ile kiyaslandiginda daha diisiik enzim aktivitesine

sahip oldugunu bildirmislerdir.

I1-1 numarali hastanin notrofil hiicrelerindeki ADA2 gen ifadesinin [1-3
numaralr saglikli birey ile kiyaslandiginda azaldigi bulundu. Bunun nedeni olarak
saglikli bireyin normal allele sahip olmasi ile ADA2’nin az da olsa ifadesini
saglayabildigini ancak hasta bireyin mutant allel i¢cin homozigot olmasi sebebiyle eksik

ADAZ2 seviyelerini telafi edemedigini diisiinmekteyiz.

PBMC hiicrlerinde II-3 numarali saglikli bireyin ADA2 gen ifadesinin 0. saat ile
kiyaslandiginda 3, 6 ve 12. saat dilimlerinde azaldigi, 1I-1 numarali hastanin 0. saat ile
kiyaslandiginda 3, 6 ve 12. saat dilimlerinde hem LPS(-) hem de LPS(+) grupta ADA2
gen ifadesinin azaldigi, LPS(+) ve LPS(-) Ornekler arasinda ise belirgin bir fark
olmadig1 bulundu. II-1 numarali hasta, II-3 numarali saglikli birey ile kiyaslandiginda
ise tiim zaman dilimlerinde ve tiim gruplarda ADAZ2 gen ifadesinin azaldig1 bulundu. Bu
sonuglar hiicrelerin in vitro ortama alindiklarinda ADA2 gen ifadesinin azaldigini

gostermektedir. Ayn1 zamanda hiicrelerde in vitro olarak LPS ile inflamasyonun
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tetiklenmesi ADA?2 aktivitesinde artisa neden olmamaktadir. LPS disinda inflamasyonu
tetikleyen diger ajanlar kullanilarak ADA2 ekspresyonu iizerinde bir etkisi olup
olmayacag1 arastirllmalidir. Ayni zamanda hasta hiicrelerinde farkli adenozin
konsantrasyonlarinda yabanil-tip ADAZ2 veya ekzon 7 atlanan mutant ADA2 gen ifadesi

tizerinde etkisi arastirilabilir.

I1-1 numarali hastanin T lenfosit hiicrelerinde ADA2 gen ifadesi, 1I-3 numarali
saglikli bireyin T lenfosit hiicrelerine gore daha fazladir. II-1 numarali hastanin B
lenfosit hiicrelerinde anlamli bir ADA2 gen ifadesi bulunmamustir. II-3 numarali
saglikli bireyin B lenfosit hiicrelerinde ADA2 gen ifadesi, T lenfosit hiicrelerine gore
daha fazladir. Bu sonuglar hastalarin B lenfositlerinde ADA2 gen ifadesinin biiyiik
oranda azaldigini1 gostermistir. Ayrica hastaya ait B hiicrelerinde ADA2 gen ifadesinin
olmamasi bu hastada goriilen agir sitopeni bulgusuyla iligkili olabilir. Zhou ve ark. (14)
calismalarinda artmis B hiicresi 6limii ve azalmig B hiicresi farklilagmasi oldugunu
gostermisglerdir. B hiicrelerinin 6limii ve farklilasmalarimin bozulmasi ADA2 gen
ifadesinin kaybina bagli olabilir. NIH tarafindan gergeklestirilen bir ¢alismada ADA2
mutasyonlarmin T lenfosit sayisim1 ve aktivitesini etkilemedigi gosterildi ancak yeni
yapilan bir ¢aligma ile DADAZ2’1i bir hastada regiilatér T hiicrelerinin arttig1 (14), CD8"
ve CD4" bellek (memory) T hiicrelerinin azaldig bildirildi (5). ADA2 eksikligi olan
CD4* ve CD8" bellek (memory) T hiicreleri, zayif proliferasyon, terminal farklilasma
ve tiikkenme/yaglanma ile iliskilendirilen islevsiz bir fenotip sergiler (114). DADA2’li
hastalarda CD4* ve CD8" T hiicrelerinin ve B hiicrelerinin bozulmus farklilasmasi ile
karmagik bir immiinofenotip tanimlanmistir (115). Farkli bir ¢alismada in vitro
uyarilmis B hiicrelerinin islevsel olmayan ADA2 proteini salgiladigi, CD4* ve CD8" T
hiicrelerinin azalmis aktivite sergiledigi gosterildi (116). ADA2 eksikligi olan (memory)
bellek CD8" T hiicrelerinde in vitro olarak azalmis hiicre sagkalimi ve granzim tiretimi
oldugu bildirilmistir (115). DADA2 hastalar1 periferik kanda B hiicresinin islev
bozukluguna yol agabilecek fonksiyonel olarak bozulmus T folikiiler yardimci
hiicrelerin (cTfH) birikimi ile anormal bir T hiicresi dagilimi gosterir (116). Bir
calismada DADAZ2'li hastalarda terminal B hiicre farklilasmasinda bir kusur oldugu ve
pro-B ile pre-B hiicre asamasinda kemik iliginde B hiicresi gelisiminde bir blok
meydana geldigi gosterildi (115). Ayrica, ADA2 eksikligi olan B hiicre alt gruplarinin
fenotip agisindan bu hiicrelerin saglikli dondrlerde karsilik gelen B hiicrelerinden daha

az olgun oldugu bildirilmistir (115). DADAZ2’li hastalarda B hiicre farklilasmasindaki
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bu bozukluklar ve hiicre 6liimii, ¢alismamiz sonucunda elde ettigimiz B hiicrelerindeki
ADAZ2 gen ifadesinin kaybi bulgusuyla ile iligkili olabilir. Bu sonucun B hiicrelerinin

hiicre kiiltiirtiinde ADA2 gen ifadesi baskilanarak dogrulanmasi planlanmaktadir.

ADA2 enzim aktivitesi 6l¢iildiigiinde hastalara ait plazma 6rneklerinde ADA2
aktivitesinin azaldig1r gosterilmistir. Fakat hiicre kiiltiir 6rneklerinde saptanamamustir.
Bunun sebebi ekstraseliiler adenozinin hiicre kiiltiir medyumunda bulunmadigi igin
hiicre dis1 adenozin konsantrasSyonunun diizenleyen ekto-ADA’nin (eADA)
salgilanmamasi olabilir. Hiicre medyumuna adenozin eklenerek bu olasilig1 test etmek
miimkiin olabilir. Zhou ve ark. (14) calismasinda hastalarin plazmasinda 6nemli dlgiide
azalmis ADA2 aktivitesi ve hiicre lizatlarinda Western blot analizi ile fonksiyon
kaybiyla tutarli olarak azalmis ADA2 protein seviyeleri saptamislardir. Tastyict
ebevynlerde ADA2 aktivitesi ve protein seviyeleri normalin yaklasik %50’si olarak
bulunmustur. Van Montfrans ve ark. (24) calismalarinda hastalardaki ADA2 enzim
aktivitesinin saglikli  kontroller ile kiyaslandiginda ciddi oOlciide azaldigini
gostermislerdir. Farkli bir calismada (48) hastalarda farkli mutasyon gruplari (missense,
nonsense, insersiyon, delesyon) arasinda fonksiyonel farkliliklar olup olmadigini tespit
etmek amaciyla her ADA?2 mutanti i¢in ekspresyon plazmidleri olusturulmus ve bunlari
293T hiicrelerine transfekte etmislerdir. Fonksiyonel analizleri sonucunda ise tiim
mutasyonlarin ADA?2 aktivitesinde azalmaya neden oldugunu dogrulamislardir. Hasta
gruplarindaki tiim mutasyonlar minimum rezidiiel ADA2 aktivitesi (yabanil tipin (wild
type) <%2’si ) gostermistir. Baska bir ¢alismada ise klinik belirtileri farkli olsa da
hastalarda ADA2 enzim aktivitesinin neredeyse %50 oraninda azaldig1 gosterilmistir
(117). Calismamizda ise hastalarin farkli hiicre tiplerinde mutant ADA2’nin yabanil-tip
ADA2’ye oranmin farklilik gosterdigi gosterildi. Hastalarda daha ¢ok notrofil ve
lenfositlerde ekzon 7 atlanan mutant ADA2 eksprese olmaktadir. Hastalarda goriilen
immun yetmezlik, lenfosit 6rneklerinde ekzon 7 atlanan mutant ADA2 ifade oranin

ylksek olmasi ile agiklanabilir.

Sonug olarak hiicrelerde ADA2 gen ifadesinin zamanla azaldigt ve LPS
uygulamasinin gen ifadesinde belirgin farka neden olmadig1 tespit edimistir.
Inflamasyonun tetiklenmesi igin farkli LPS konsantrasyonlari ya da farkli inflamasyon

ajanlar1 kullanilarak gen ifadesi tizerindeki etkisi karsilastirabilir. Hiicre kiiltiiriinde
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ADA?2 enzim aktivitesi saptanamamistir ancak literatiir caligmalarinda da gosterildigi

gibi hasta plazmasinda ADA?2 aktivitesi azaldig1 gosterilmistir.

Bu tez ¢alismasi farkli hiicre gruplarinin kullanilarak hem ADA2 gen ifadesinin
hem ADA?2 enzim aktivitesinin arastirildigi ilk calismadir. Klinik fenotipteki farkliliklar
ADA2 aktivitesinin hangi hiicre tiplerinde daha cok azaldigina bagl olabilir. Bu
sonuglar DADA?2 patofizyolojisinin daha iyi anlasilmasina ve yeni tedavi stratejilerinin

belirlenmesine katkida bulunacak yeni ¢aligmalara 6ncii olacaktir.



10.

58

KAYNAKLAR

Chang Z, Chinault AC, Kellems RE, Nygaard P, Chinault AC, Kellems RE.
Deduced amino acid sequence of Escherichia coli adenosine deaminase reveals
evolutionarily conserved amino acid residues: implications for catalytic function.
Biochemistry [Internet]. 1991 Feb 1 [cited 2022 Jun 16];30(8):2273-80.
Available from: https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/1998686/

Cortés A, Gracia E, Moreno E, Mallol J, Lluis C, Canela EI, et al. Moonlighting
adenosine deaminase: a target protein for drug development. Med Res Rev
[Internet]. 2015 Jan 1 [cited 2022 Feb 9];35(1):85-125. Awvailable from:
https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/24933472/

Hashem H, Egler R, Dalal J. Refractory Pure Red Cell Aplasia Manifesting as
Deficiency of Adenosine Deaminase 2. J Pediatr Hematol Oncol [Internet]. 2017
[cited 2022 Feb 5];39(5):e293-6. Available from:
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/28230570/

Poswar F de O, da Fonseca RMT, de Albuquerque LCP, Zhou Q, Jardim LB,
Monte TL, et al. Adenosine deaminase 2 deficiency presenting as spastic
paraplegia and systemic vasculitis. J Neurol [Internet]. 2016 Apr 1 [cited 2022
Feb 6];263(4):818-20. Available from:
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/26914925/

Van Eyck L, Hershfield MS, Pombal D, Kelly SJ, Ganson NJ, Moens L, et al.
Hematopoietic stem cell transplantation rescues the immunologic phenotype and
prevents vasculopathy in patients with adenosine deaminase 2 deficiency. J
Allergy Clin Immunol [Internet]. 2015 Jan 1 [cited 2021 Dec 31];135(1):283-
287.e5. Available from: http://dx.doi.org/10.1016/j.jaci.2014.09.042

Ben-Ami T, Revel-Vilk S, Brooks R, Shaag A, Hershfield MS, Kelly SJ, et al.
Extending the Clinical Phenotype of Adenosine Deaminase 2 Deficiency. J
Pediatr [Internet]. 2016;177:316-20. Available from:
http://dx.doi.org/10.1016/j.jpeds.2016.06.058

Hashem H, Kumar AR, Miiller I, Babor F, Bredius R, Dalal J, et al.
Hematopoietic stem cell transplantation rescues the hematological,
immunological, and vascular phenotype in DADAZ2. Blood [Internet]. 2017 Dec
14 [cited 2022 Feb 3];130(24):2682-8. Available from:
https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/28974505/

Hsu AP, West RR, Calvo KR, Cuellar-Rodriguez J, Parta M, Kelly SJ, et al.
Adenosine deaminase type 2 deficiency masquerading as GATAZ2 deficiency:
Successful hematopoietic stem cell transplantation. J Allergy Clin Immunol
[Internet]. 2016 Aug 1 [cited 2022 Feb 6];138(2):628-630.e2. Available from:
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/27130863/

Cipe FE, Aydogmus C, Serwas NK, Keskindemirci G, Boztug K. Novel
Mutation in CECR1 Leads to Deficiency of ADA2 with Associated Neutropenia.
J Clin Immunol [Internet]. 2018 Apr 1 [cited 2022 Feb 6];38(3):273—7. Available
from: https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/29564582/

Fellmann F, Angelini F, Wassenberg J, Perreau M, Arenas Ramirez N, Simon G,
et al. IL-17 receptor A and adenosine deaminase 2 deficiency in siblings with
recurrent infections and chronic inflammation. J Allergy Clin Immunol [Internet].
2016 Apr 1 [cited 2022 Feb 6];137(4):1189-1196.e2. Available from:
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/26607704/



11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

59

Michniacki TF, Hannibal M, Ross CW, Frame DG, DuVall AS, Khoriaty R, et al.
Hematologic Manifestations of Deficiency of Adenosine Deaminase 2 (DADA2)
and Response to Tumor Necrosis Factor Inhibition in DADA2-Associated Bone
Marrow Failure. J Clin Immunol [Internet]. 2018 Feb 1 [cited 2022 Feb
5];38(2):166—73. Available from: https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/29411230/
Trotta L, Martelius T, Siitonen T, Hautala T, Hamaéldinen S, Juntti H, et al.
ADAZ2 deficiency: Clonal lymphoproliferation in a subset of patients. J Allergy
Clin Immunol [Internet]. 2018 Apr 1 [cited 2022 Feb 6];141(4):1534-1537.€8.
Available from: https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/29391253/

Bras J, Guerreiro R, Santo GC. Mutant ADA2 in vasculopathies. N Engl J Med
[Internet]. 2014 Jul 31 [cited 2022 Feb 6];371(5):478-80. Available from:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25075847

Zhou Q, Yang D, Ombrello AK, Zavialov A V., Toro C, Zavialov A V., et al.
Early-Onset Stroke and Vasculopathy Associated with Mutations in ADA2. N
Engl J Med. 2014;370(10):911-20.

Sundin M, Marits P, Nierkens S, Kolios AGA, Nilsson J. “Immune”
Thrombocytopenia as Key Feature of a Novel ADA2 Deficiency Variant:
Implication on Differential Diagnostics of ITP in Children. J Pediatr Hematol
Oncol [Internet]. 2019 Mar 1 [cited 2022 Feb 6];41(2):155-7. Available from:
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/29620681/

Batu ED, Karadag O, Taskiran EZ, Kalyoncu U, Aksentijevich I, Alikasifoglu M,
et al. A Case Series of Adenosine Deaminase 2-deficient Patients Emphasizing
Treatment and Genotype-phenotype Correlations. J Rheumatol [Internet]. 2015
Aug 1 [cited 2022 Feb  6];42(8):1532-4.  Available  from:
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/26233953/

Navon Elkan P, Pierce SB, Segel R, Walsh T, Barash J, Padeh S, et al. Mutant
Adenosine Deaminase 2 in a Polyarteritis Nodosa Vasculopathy ABS TR AC T.
NEJM.org N Engl J Med. 2014;10(6):921-52.

Aksentijevich I, Moura NS, Barron K. Adenosine Deaminase 2 Deficiency. 2019
Aug 8 [cited 2022 Feb 3];1-23. Available from:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK544951/

Rama M, Duflos C, Melki I, Bessis D, Bonhomme A, Martin H, et al. A decision
tree for the genetic diagnosis of deficiency of adenosine deaminase 2 (DADA2):
a French reference centres experience. Eur J Hum Genet 2018 267 [Internet].
2018 Apr 23 [cited 2022 Jun 16];26(7):960-71. Awvailable from:
https://www.nature.com/articles/s41431-018-0130-6

Gibson KM, Morishita KA, Dancey P, Moorehead P, Drogemdéller B, Han X, et
al. ldentification of Novel Adenosine Deaminase 2 Gene Variants and Varied
Clinical Phenotype in Pediatric Vasculitis. Arthritis Rheumatol [Internet]. 2019
Oct 1 [cited 2022 Jun 16];71(10):1747-55.  Available  from:
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/art.40913

Caorsi R, Penco F, Grossi A, Insalaco A, Omenetti A, Alessio M, et al. ADA2
deficiency (DADAZ2) as an unrecognised cause of early onset polyarteritis nodosa
and stroke: a multicentre national study. Ann Rheum Dis [Internet]. 2017 Oct 1
[cited 2022 Feb 3];76(10):1648-56. Available from:
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/28522451/

Bulut E, Erden A, Karadag O, Oguz KK, Ozen S. Deficiency of adenosine
deaminase 2; special focus on central nervous system imaging. J Neuroradiol.
2019 May 1;46(3):193-8.



23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

60

Westendorp WF, Nederkoorn PJ, Aksentijevich I, Hak AE, Lichtenbelt KD,
Braun KPJ. Unexplained early-onset lacunar stroke and inflammatory skin
lesions: Consider ADA2 deficiency. Neurology [Internet]. 2015 May 19 [cited
2022 Feb 9];84(20):2092-3. Available from:
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/25888558/

Van Montfrans JM, R Hartman EA, J Braun KP, M Hennekam EA, Hak EA,
Nederkoorn PJ, et al. Phenotypic variability in patients with ADA2 deficiency
due to identical homozygous R169Q mutations Rheumatology key messages.
Rheumatology [Internet]. 2016;55:902-10. Available from:
https://academic.oup.com/rheumatology/article/55/5/902/1744678

Schepp J, Bulashevska A, Mannhardt-Laakmann W, Cao H, Yang F, Seidl M, et
al. Deficiency of Adenosine Deaminase 2 Causes Antibody Deficiency. J Clin
Immunol [Internet]. 2016 Apr 1 [cited 2022 Feb 9];36(3):179-86. Available
from: https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/26922074/

Santiago TMG, Zavialov A, Saarela J, Seppanen M, Reed AM, Abraham RS, et
al. Dermatologic Features of ADA2 Deficiency in Cutaneous Polyarteritis
Nodosa. JAMA dermatology [Internet]. 2015 Nov 1 [cited 2022 Feb
9];151(11):1230-4. Available from: https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/26131734/

Nanthapisal S, Murphy C, Omoyinmi E, Hong Y, Standing A, Berg S, et al.
Deficiency of Adenosine Deaminase Type 2: A Description of Phenotype and
Genotype in Fifteen Cases. Arthritis Rheumatol (Hoboken, NJ) [Internet]. 2016
Sep 1 [cited 2022 Feb  3];68(9):2314-22.  Available  from:
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/27059682/

Belot A, Wassmer E, Twilt M, Lega JC, Zeef LAH, Oojageer A, et al. Mutations
in CECR1 associated with a neutrophil signature in peripheral blood. Pediatr
Rheumatol Online J [Internet]. 2014 Sep 24 [cited 2022 Feb 9];12(1). Available
from: https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/25278816/

Caorsi R, Penco F, Grossi A, Insalaco A, Omenetti A, Alessio M, et al. ADA2
deficiency (DADAZ2) as an unrecognised cause of early onset polyarteritis nodosa
and stroke: a multicentre national study. Ann Rheum Dis [Internet]. 2017 Oct 1
[cited 2022 Jun 16];76(10):1648-56. Available from:
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/28522451/

Batu ED, Karadag O, Taskiran EZ, Kalyoncu U, Aksentijevich I, Alikasifoglu M,
et al. A Case Series of Adenosine Deaminase 2-deficient Patients Emphasizing
Treatment and Genotype-phenotype Correlations. J Rheumatol [Internet]. 2015
Aug 1 [cited 2022 Jun  16];42(8):1532-4.  Available  from:
https://www.jrheum.org/content/42/8/1532

Schepp J, Proietti M, Frede N, Buchta M, Hiibscher K, Rojas Restrepo J, et al.
Screening of 181 Patients With Antibody Deficiency for Deficiency of
Adenosine Deaminase 2 Sheds New Light on the Disease in Adulthood. Arthritis
Rheumatol (Hoboken, NJ) [Internet]. 2017 Aug 1 [cited 2022 Feb 5];69(8):1689—
700. Available from: https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/28493328/

Alsultan A, Basher E, Alganatish J, Mohammed R, Alfadhel M. Deficiency of
ADA2 mimicking autoimmune lymphoproliferative syndrome in the absence of
livedo reticularis and vasculitis. Pediatr Blood Cancer [Internet]. 2018 Apr 1
[cited 2022 Jun 16];65(4). Available from:
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/29271561/

Carmona-Rivera C, Khaznadar SS, Shwin KW, Irizarry-Caro JA, O’neil LJ, Liu
Y, et al. Deficiency of adenosine deaminase 2 triggers adenosine-mediated



34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

61

NETosis and TNF production in patients with DADAZ2 [Internet]. Available
from: http://ashpublications.org/blood/article-
pdf/134/4/395/1554092/blood892752.pdf

Barzaghi F, Minniti F, Mauro M, De Bortoli M, Balter R, Bonetti E, et al. ALPS-
like phenotype caused by ADAZ2 deficiency rescued by allogeneic hematopoietic
stem cell transplantation. Front Immunol. 2019;10(JAN):2767.

Chong-Neto HJ, Segundo GRS, Bandeira M, Chong-Silva DC, Rosario CS, Riedi
CA, et al. Homozygous Splice ADA2 Gene Mutation Causing ADA-2
Deficiency. J Clin Immunol 2019 398 [Internet]. 2019 Oct 15 [cited 2022 Feb
9];39(8):842-5. Available from:
https://link.springer.com/article/10.1007/s10875-019-00697-2

Hara T, Ando K, Tsurumi H, Moriwaki H. Excessive production of tumor
necrosis factor-alpha by bone marrow T lymphocytes is essential in causing bone
marrow failure in patients with aplastic anemia. Eur J Haematol [Internet]. 2004
Jul 1 [cited 2022  Jun 17];73(1):10-6. Available  from:
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/j.1600-0609.2004.00259.x
Insalaco A, Moneta GM, Pardeo M, Caiello I, Messia V, Bracaglia C, et al.
Variable Clinical Phenotypes and Relation of Interferon Signature with Disease
Activity in ADA2 Deficiency. J Rheumatol [Internet]. 2019 May 1 [cited 2022
Jun 17];46(5):523-6. Available from: https://www.jrheum.org/content/46/5/523
Skrabl-Baumgartner A, Plecko B, Schmidt WM, Konig N, Hershfield M, Gruber-
Sedlmayr U, et al. Autoimmune phenotype with type i interferon signature in two
brothers with ADA2 deficiency carrying a novel CECR1 mutation. Pediatr
Rheumatol [Internet]. 2017 Aug 22 [cited 2022 Jun 17];15(1):1-5. Available
from: https://ped-rheum.biomedcentral.com/articles/10.1186/s12969-017-0193-x
Uettwiller F, Sarrabay G, Rodero MP, Rice Gl, Lagrue E, Marot Y, et al. ADA2
deficiency: case report of a new phenotype and novel mutation in two sisters.
RMD Open [Internet]. 2016 May 1 [cited 2022 Jun 4];2(1):e000236. Available
from: https://rmdopen.bmj.com/content/2/1/e000236

Lee PY. Vasculopathy, immunodeficiency, and bone marrow failure: The
intriguing syndrome caused by deficiency of adenosine deaminase 2. Front
Pediatr. 2018;6:282.

Liu L, Wang W, Wang Y, Hou J, Ying W, Hui X, et al. A Chinese DADA2
patient: report of two novel mutations and successful HSCT. Immunogenetics
[Internet]. 2019 Apr 1 [cited 2022 Jun 17];71(4):299-305. Available from:
https://link.springer.com/article/10.1007/s00251-018-01101-w

Hashem H, Egler R, Dalal J. Refractory Pure Red Cell Aplasia Manifesting as
Deficiency of Adenosine Deaminase 2. J Pediatr Hematol Oncol [Internet]. 2017
[cited 2022 Jun 16];39(5):e293-6. Available from:
https://journals.lww.com/jpho-
online/Fulltext/2017/07000/Refractory_Pure_Red_Cell_Aplasia_Manifesting_as.
31.aspx

Kaljas Y, Liu C, Skaldin M, Wu C, Zhou Q, Lu Y, et al. Human adenosine
deaminases ADAL and ADA2 bind to different subsets of immune cells. Cell
Mol Life Sci. 2017;74(3):555-70.

Tull TJ, Martin B, Spencer J, Sangle S, Chua S, McGrath JA, et al. Sneddon
syndrome associated with two novel ADA2 gene mutations. Rheumatology
[Internet]. 2020 Jun 1 [cited 2022 Jun 17];59(6):1448-50. Available from:
https://academic.oup.com/rheumatology/article/59/6/1448/5607340



45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

62

Kendall JL, Springer JM. The Many Faces of a Monogenic Autoinflammatory
Disease: Adenosine Deaminase 2 Deficiency. Curr Rheumatol Rep [Internet].
2020 Oct 1 [cited 2022 Jan  5];22(10).  Available  from:
https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/32845415/

Malik R, Chauhan G, Traylor M, Sargurupremraj M, Okada Y, Mishra A, et al.
Multiancestry genome-wide association study of 520,000 subjects identifies 32
loci associated with stroke and stroke subtypes. Nat Genet [Internet]. 2018 Apr 1
[cited 2022 Feb 9];50(4):524-37. Available from:
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/29531354/

Traylor M, Bevan S, Baron JC, Hassan A, Lewis CM, Markus HS. Genetic
Architecture of Lacunar Stroke. Stroke [Internet]. 2015 Sep 28 [cited 2022 Feb
9];46(9):2407-12. Available from: https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/26243229/
Lee PY, Kellner ES, Huang Y, Furutani E, Huang Z, Bainter W, et al. Genotype
and functional correlates of disease phenotype in deficiency of adenosine
deaminase 2 (DADAZ2). J Allergy Clin Immunol [Internet]. 2020 Jun 1 [cited
2020 Dec 30];145(6):1664-1672.e10. Available from:
https://doi.org/10.1016/j.jaci.2019.12.908

Westendorp WF, Nederkoorn PJ, Aksentijevich I, Hak AE, Lichtenbelt KD,
Braun KPJ. Unexplained early-onset lacunar stroke and inflammatory skin
lesions: Consider ADA2 deficiency. Neurology [Internet]. 2015 May 19 [cited
2022 Jun 16];84(20):2092-3. Available from:
https://n.neurology.org/content/84/20/2092

Claassen D, Boals M, Bowling KM, Cooper GM, Cox J, Hershfield M, et al.
Complexities of genetic diagnosis illustrated by an atypical case of congenital
hypoplastic anemia. Cold Spring Harb Mol case Stud [Internet]. 2018 Dec 1
[cited 2022 Jun 171;4(6). Available from:
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/30559313/

Krutzke S, Horneff G. Treatment of Two Boys Suffering From Deficiency of
Adenosine Deaminase Type 2 (DADA2) With TNF-Inhibitor Etanercept. J Clin
Rheumatol [Internet]. 2021 Dec 1 [cited 2022 Jun 17];27(8S):S509-12. Available
from: https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/31651641/

Van Eyck L, Liston A, Meyts I. Mutant ADAZ2 in vasculopathies. N Engl J Med
[Internet]. 2014 Jul 31 [cited 2022 Feb 9];371(5):478-9. Available from:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25075846

Nanthapisal S, Murphy C, Omoyinmi E, Hong Y, Standing A, Berg S, et al.
Deficiency of Adenosine Deaminase Type 2: A Description of Phenotype and
Genotype in Fifteen Cases. Arthritis Rheumatol. 2016 Sep 1;68(9):2314-22.

Van Eyck L, Hershfield MS, Pombal D, Kelly SJ, Ganson NJ, Moens L, et al.
Hematopoietic stem cell transplantation rescues the immunologic phenotype and
prevents vasculopathy in patients with adenosine deaminase 2 deficiency. J
Allergy Clin Immunol [Internet]. 2015 Jan 1 [cited 2022 Jun 17];135(1):283-
287.e5. Available from:
http://www.jacionline.org/article/S0091674914014808/fulltext

Ombrello A, Stone D, Hoffmann P, Jones A, Barham B, Barron K, et al. The
deficiency of adenosine deaminase type 2-results of therapeutic intervention.
Pediatr Rheumatol Online J [Internet]. 2015 Dec [cited 2022 Jun 17];13(Suppl
1):040. Available from: /pmc/articles/PMC4597175/

Ombrello AK, Qin J, Hoffmann PM, Kumar P, Stone D, Jones A, et al.
Treatment Strategies for Deficiency of Adenosine Deaminase 2. N Engl J Med



S7.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

63

[Internet]. 2019 Apr 18 [cited 2022 Jun 17];380(16):1582—4. Available from:
https://www.nejm.org/doi/10.1056/NEJMc1801927

Sahin S, Adrovic A, Barut K, Ugurlu S, Turanli ET, Ozdogan H, et al. Clinical,
imaging and genotypical features of three deceased and five surviving cases with
ADA2 deficiency. Rheumatol Int [Internet]. 2018 Jan 1 [cited 2022 Jun
17];38(1):129-36. Available from:
https://link.springer.com/article/10.1007/s00296-017-3740-3

Zoccolillo M, Brigida I, Barzaghi F, Scala S, Hernandez RJ, Basso-Ricci L, et al.
Lentiviral correction of enzymatic activity restrains macrophage inflammation in
adenosine deaminase 2 deficiency. Blood Adv [Internet]. 2021 Aug 24 [cited
2022 Jun 18];5(16):3174-87. Available from:
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/34424322/

GIBLETT ER. ADA and PNP deficiencies: how it all began. Ann N Y Acad Sci
[Internet]. 1985 [cited 2022 Jun 17];451(1):1-8. Awvailable from:
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/3935025/

Sauer AV, Brigida I, Carriglio N, Aiuti A. Autoimmune dysregulation and purine
metabolism in adenosine deaminase deficiency. Front Immunol. 2012;3(AUG).
Bradford KL, Moretti FA, Carbonaro-Sarracino DA, Gaspar HB, Kohn DB.
Adenosine Deaminase (ADA)-Deficient Severe Combined Immune Deficiency
(SCID): Molecular Pathogenesis and Clinical Manifestations. J Clin Immunol
[Internet]. 2017 Oct 1 [cited 2022 Feb 8];37(7):626-37. Available from:
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/28842866/

Flinn AM, Gennery AR. Adenosine deaminase deficiency: a review. Orphanet J
Rare Dis [Internet]. 2018 Apr 24 [cited 2022 Feb 8];13(1). Available from:
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/29690908/

Kose M, Schiedel AC, Bauer AA, Poschenrieder H, Burbiel JC, Akkinepally RR,
et al. Focused screening to identify new adenosine kinase inhibitors. Bioorg Med
Chem [Internet]. 2016 [cited 2022 Feb 8];24(21):5127-33. Available from:
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/27595538/

Bin A, Caputi V, Bistoletti M, Montopoli M, Colucci R, Antonioli L, et al. The
ecto-enzymes CD73 and adenosine deaminase modulate 5'-AMP-derived
adenosine in myofibroblasts of the rat small intestine. Purinergic Signal 2018 144
[Internet]. 2018 Sep 29 [cited 2022 Feb 8];14(4):409-21. Available from:
https://link.springer.com/article/10.1007/s11302-018-9623-6

Pastor-Anglada M, Pérez-Torras S. Who is who in Adenosine transport. Front
Pharmacol. 2018 Jun 14;9(JUN):627.

Camici M, Garcia-Gil M, Tozzi MG. The Inside Story of Adenosine. Int J Mol
Sci 2018, Vol 19, Page 784 [Internet]. 2018 Mar 9 [cited 2022 Feb 8];19(3):784.
Available from: https://www.mdpi.com/1422-0067/19/3/784/htm

Soslau G. Extracellular adenine compounds within the cardiovascular system:
Their source, metabolism and function. Med Drug Discov. 2019 Dec 1;4:100018.
Fredholm BB. Adenosine, an endogenous distress signal, modulates tissue
damage and repair. Cell Death Differ 2007 147 [Internet]. 2007 Mar 30 [cited
2022 Jun 17];14(7):1315-23. Available from:
https://www.nature.com/articles/4402132

Haské G, Linden J, Cronstein B, Pacher P. Adenosine receptors: therapeutic
aspects for inflammatory and immune diseases. Nat Rev Drug Discov 2008 79
[Internet]. 2008 [cited 2022 Jun 17];7(9):759-70. Awvailable from:
https://www.nature.com/articles/nrd2638



70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

64

Vecchio EA, White PJ, May LT. Targeting Adenosine Receptors for the
Treatment of Cardiac Fibrosis. Front Pharmacol [Internet]. 2017 May 5 [cited
2022 Feb 8];8(MAY). Available from:
https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/28529484/

Headrick JP, Ashton KJ, Rose’Meyer RB, Peart JN. Cardiovascular adenosine
receptors: expression, actions and interactions. Pharmacol Ther [Internet]. 2013
[cited 2022 Feb 8];140(1):92-111. Available from:
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/23764371/

Ballesteros-Yainez 1, Castillo CA, Merighi S, Gessi S. The Role of Adenosine
Receptors in Psychostimulant Addiction. Front Pharmacol [Internet]. 2018 Jan 10
[cited 2022 Feb 8];8(JAN). Available from:
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/29375384/

Kutryb-Zajac B, Mierzejewska P, Sucajtys-Szulc E, Bulinska A, Zabielska MA,
Jablonska P, et al. Inhibition of LPS-stimulated ecto-adenosine deaminase
attenuates endothelial cell activation. J Mol Cell Cardiol [Internet]. 2019 Mar 1
[cited 2022 Feb 7];128:62-76. Available from: http://www.jmcc-
online.com/article/S0022282818309647/fulltext

Kutryb-Zajac B, Jablonska P, Serocki M, Bulinska A, Mierzejewska P, Friebe D,
et al. Nucleotide ecto-enzyme metabolic pattern and spatial distribution in
calcific aortic valve disease; its relation to pathological changes and clinical
presentation. Clin Res Cardiol [Internet]. 2020 Feb 1 [cited 2022 Feb
8];109(2):137-60. Available from: https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/31144065/
Jacobson KA, Gao ZG. Adenosine receptors as therapeutic targets. Nat Rev Drug
Discov 2006 53 [Internet]. 2006 Mar [cited 2022 Feb 8];5(3):247-64. Available
from: https://www.nature.com/articles/nrd1983

Grenz A, Homann D, Eltzschig HK. Extracellular Adenosine: A Safety Signal
That Dampens  Hypoxia-Induced Inflammation  During  Ischemia.
https://nome.liebertpub.com/ars [Internet]. 2011 Sep 1 |[cited 2022 Feb
8];15(8):2221-34. Available from:
https://www.liebertpub.com/doi/abs/10.1089/ars.2010.3665

Miiller CE, Jacobson KA. Xanthines as Adenosine Receptor Antagonists. Handb
Exp Pharmacol [Internet]. 2011 [cited 2022 Feb 8];200:151-99. Available from:
https://link.springer.com/chapter/10.1007/978-3-642-13443-2_6

da Rocha Lapa F, de Oliveira APL, Accetturi BG, de Oliveira Martins I,
Domingos HV, de Almeida Cabrini D, et al. Anti-inflammatory effects of inosine
in allergic lung inflammation in mice: evidence for the participation of adenosine
A2A and A3 receptors. Purinergic Signal 2013 93 [Internet]. 2013 Jan 26 [cited
2022 Feb 8];9(3):325-36. Available from:
https://link.springer.com/article/10.1007/s11302-013-9351-x

Mager LF, Burkhard R, Pett N, Cooke NCA, Brown K, Ramay H, et al.
Microbiome-derived inosine modulates response to checkpoint inhibitor
immunotherapy. Science [Internet]. 2020 Sep 1 [cited 2022 Feb
8];369(6510):1481-9. Available from:
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/32792462/

Herman-de-Sousa C, Pinheiro AR, Paramos-de-Carvalno D, Costa MA,
Ferreirinha F, Magalhaes-Cardoso T, et al. Opposing Effects of Adenosine and
Inosine in Human Subcutaneous Fibroblasts May Be Regulated by Third Party
ADA Cell Providers. Cells [Internet]. 2020 Mar 7 [cited 2022 Feb 8];9(3).
Available from: https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/32156055/



81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

65

Gracia E, Farré D, Cortés A, Ferrer-Costa C, Orozco M, Mallol J, et al. The
catalytic site structural gate of adenosine deaminase allosterically modulates
ligand binding to adenosine receptors. FASEB J [Internet]. 2013 Mar [cited 2022
Feb 8];27(3):1048-61. Available from:
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/23193172/

Moreno E, Canet J, Gracia E, Lluis C, Mallol J, Canela EI, et al. Molecular
evidence of adenosine deaminase linking adenosine A2A receptor and CD26
proteins. Front Pharmacol. 2018 Feb 15;9(FEB):106.

Kutryb-Zajac B, Mierzejewska P, Slominska EM, Smolenski RT. Therapeutic
perspectives of adenosine deaminase inhibition in cardiovascular diseases.
Molecules [Internet]. 2020 Oct 1 [cited 2021 Dec 30];25(20). Available from:
https://encyclopedia.pub/3578

Hosmane RS, Hong M. How Important Is theN-3 Sugar Moiety in the Tight-
Binding Interaction of Coformycin with Adenosine Deaminase? Biochem
Biophys Res Commun. 1997 Jul 9;236(1):88-93.

Wang Z, Quiocho FA. Complexes of Adenosine Deaminase with Two Potent
Inhibitors: X-ray Structures in Four Independent Molecules at pH of Maximum
Activity,i. Biochemistry [Internet]. 1998 Jun 9 [cited 2022 Feb 8];37(23):8314—
24. Available from: https://pubs.acs.org/doi/abs/10.1021/bi9803240

Sideraki V, Wilson DK, Kurz LC, Quiocho FA, Rudolph FB. Site-Directed
Mutagenesis of Histidine 238 in Mouse Adenosine Deaminase: Substitution of
Histidine 238 Does Not Impede Hydroxylate Formationt,i. Biochemistry
[Internet]. 1996 Nov 26 [cited 2022 Feb 8];35(47):15019-28. Available from:
https://pubs.acs.org/doi/abs/10.1021/bi961427¢

Nagano N, Orengo CA, Thornton JM. One Fold with Many Functions: The
Evolutionary Relationships between TIM Barrel Families Based on their
Sequences, Structures and Functions. J Mol Biol. 2002 Aug 30;321(5):741-65.
Niu W, Shu Q, Chen Z, Mathews S, Di Cera E, Frieden C. The Role of Zn2+ on
the Structure and Stability of Murine Adenosine Deaminasef. J Phys Chem B
[Internet]. 2010 Dec 16 [cited 2022 Feb 8];114(49):16156-65. Available from:
https://pubs.acs.org/doi/abs/10.1021/jp106041v

Wu JZ, Walker H, Lau JYN, Hong Z. Activation and deactivation of a broad-
spectrum antiviral drug by a single enzyme: Adenosine deaminase catalyzes two
consecutive deamination reactions. Antimicrob Agents Chemother [Internet].
2003 Jan 1 [cited 2022 Feb 8];47(1):426-31. Available from:
https://journals.asm.org/doi/abs/10.1128/AAC.47.1.426-431.2003

Zavialov A V., Engstrdom A. Human ADA2 belongs to a new family of growth
factors with adenosine deaminase activity. Biochem J [Internet]. 2005 Oct 1
[cited 2022 Feb 3];391(Pt 1):51. Available from: /pmc/articles/PMC1237138/
Buckley RH. Molecular Defects in Human Severe Combined Immunodeficiency
and Approaches to Immune Reconstitution.
http://dx.doi.org/101146/annurev.immunol22012703104614 [Internet]. 2004 Mar
19 [cited 2022 Jun 17];22:625-55. Available from:
https://www.annualreviews.org/doi/abs/10.1146/annurev.immunol.22.012703.10
4614

Zavialov A V., Gracia E, Glaichenhaus N, Franco R, Zavialov A V., Lauvau G.
Human adenosine deaminase 2 induces differentiation of monocytes into
macrophages and stimulates proliferation of T helper cells and macrophages. J
Leukoc Biol [Internet]. 2010 Aug 1 [cited 2022 Feb 2];88(2):279-90. Available



93.

94.

95.

96.

97.

98.

99.

100.

101.

102.

103.

104.

66

from: https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/20453107/

Zavialov A V., Yu X, Spillmann D, Lauvau G, Zavialo A V. Structural basis for
the growth factor activity of human adenosine deaminase ADAZ2. J Biol Chem
[Internet]. 2010 Apr 16 [cited 2022 Jun 17];285(16):12367—77. Available from:
http://www.jbc.org/article/S002192581961118X/fulltext

Dolezal T, Dolezelova E, Zurovec M, Bryant PJ. A Role for Adenosine
Deaminase in Drosophila Larval Development. PLOS Biol [Internet]. 2005 [cited
2022 Jun 17];3(7):e201. Available from:
https://journals.plos.org/plosbiology/article?id=10.1371/journal.pbio.0030201
lijima R, Kunieda T, Yamaguchi S, Kamigaki H, Fujii-Taira I, Sekimizu K, et al.
The Extracellular Adenosine Deaminase Growth Factor, ADGF/CECRL, Plays a
Role in Xenopus Embryogenesis via the Adenosine/P1 Receptor *. J Biol Chem
[Internet]. 2008 Jan 25 [cited 2022 Jun 17];283(4):2255-64. Available from:
http://www.jbc.org/article/S0021925820776593/fulltext

Zavialov A V., Engstrom A. Human ADA2 belongs to a new family of growth
factors with adenosine deaminase activity. Biochem J [Internet]. 2005 Oct 1
[cited 2022 Jun 17];391(1):51-7. Available from:
/biochemij/article/391/1/51/78742/Human-ADA2-belongs-to-a-new-family-of-
growth

Caorsi R, Penco F, Schena F, Gattorno M. Monogenic polyarteritis: The lesson of
ADA2 deficiency. Pediatr Rheumatol [Internet]. 2016 Sep 8 [cited 2021 Dec
31];14(1):1-16. Available from: https://ped-
rheum.biomedcentral.com/articles/10.1186/s12969-016-0111-7

Andreasyan NA, Hairapetyan HL, Sargisova YG, Mardanyan SS. ADAZ2 isoform
of adenosine deaminase from pleural fluid. FEBS Lett [Internet]. 2005 Jan 31
[cited 2022 Feb 7];579(3):643-7. Available from:
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/15670822/

Lee PY. Vasculopathy, Immunodeficiency, and Bone Marrow Failure: The
Intriguing Syndrome Caused by Deficiency of Adenosine Deaminase 2. Front
Pediatr [Internet]. 2018 [cited 2022 Feb 2];6. Awvailable from:
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/30406060/

Arts K, Bergerson JRE, Ombrello AK, Similuk M, Oler AJ, Agharahimi A, et al.
Warts and DADA2: a Mere Coincidence? J Clin Immunol [Internet]. 2018 Nov 1
[cited 2022 Feb 5];38(8):836-43. Available from:
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/30386947/

Akgun-Dogan O, Simsek-Kiper PO, Taskiran E, Lissewski C, Brinkmann J,
Schanze D, et al. ADA2 deficiency in a patient with Noonan syndrome-like
disorder with loose anagen hair: The co-occurrence of two rare syndromes. Am J
Med Genet Part A [Internet]. 2019 Dec 1 [cited 2022 Feb 9];179(12):2474-80.
Available from: https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/ajmg.a.61363
Garg N, Kasapcopur O, Foster J, Barut K, Tekin A, Kizilkili¢ O, et al. Novel
adenosine deaminase 2 mutations in a child with a fatal vasculopathy. Eur J
Pediatr [Internet]. 2014 [cited 2022 Feb 9];173(6):827-30. Available from:
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/24737293/

Riazi MA, Brinkman-Mills P, Nguyen T, Pan H, Phan S, Ying F, et al. The
human homolog of insect-derived growth factor, CECRL, is a candidate gene for
features of cat eye syndrome. Genomics. 2000;64(3):277-85.

Bagheri S, Saboury AA, Haertlé T. Adenosine deaminase inhibition. Int J Biol
Macromol. 2019 Dec 1;141:1246-57.



105.

106.

107.

108.

109.

110.

111.

112.

113.

114.

115.

116.

67

Terasaka T. Non-nucleoside adenosine deaminase inhibitors: 2000 — 2004.
http://dx.doi.org/101517/13543776157817 [Internet]. 2005 Jul [cited 2022 Feb
9];15(7):817-28. Available from:
https://www.tandfonline.com/doi/abs/10.1517/13543776.15.7.817

Kandalkar SR, Ramaiah PA, Joshi M, Wavhal A, Waman Y, Raje AA, et al.
Modifications of flexible nonyl chain and nucleobase head group of (+)-erythro-
9-(2's-hydroxy-3's-nonyl)adenine  [(+)-EHNA] as adenosine deaminase
inhibitors. Bioorg Med Chem. 2017 Oct 15;25(20):5799-819.

Porter DJT, Abushanab E. Kinetics of inhibition of calf intestinal adenosine
deaminase by (+)- and (-)-erythro-9-(2-hydroxy-3-nonyl)adenine. Biochemistry
[Internet]. 1992 Feb 1 [cited 2022 Feb 9];31(35):8216-20. Available from:
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/1525161/

Curtis MA, Varkhedkar V, Pragnacharyulu PVP, Abushanab E. Adenosine
deaminase inhibitors. Synthesis and biological evaluation of aralkyladenines
(ARADS). Bioorg Med Chem Lett. 1998 Jul 7;8(13):1639-42.

Cristalli G, Eleuteri A, Volpini R, Vittori S, Camaioni E, Lupidi G. Adenosine
deaminase inhibitors: synthesis and structure-activity relationships of 2-hydroxy-
3-nonyl derivatives of azoles. J Med Chem [Internet]. 2002 Jan 1 [cited 2022 Feb
9];37(1):201-5. Available from:
https://pubs.acs.org/doi/abs/10.1021/jm00027a026

Cristalli G, Eleuteri A, Franchetti P, Grifantini M, Vittori S, Lupidi G. Adenosine
deaminase inhibitors: synthesis and structure activity relationships of imidazole
analogs of erythro-9-(2-hydroxy-3-nonyl)adenine. J Med Chem [Internet]. 2002
Mar 1 [cited 2022 Feb  9];34(3):1187-92.  Available  from:
https://pubs.acs.org/doi/abs/10.1021/jm00107a044

Cristalli G, Vittori S, Eleuteri A, Volpini R, Camaioni E, Lupidi G, et al.
Synthesis and Biological Evaluation of N6-Cycloalkyl Derivatives of 1-
Deazaadenine Nucleosides: A New Class of Anti-Human Immunodeficiency
Virus Agents. J Med Chem [Internet]. 2002 Sep 1 [cited 2022 Feb
9];38(20):4019-25. Available from:
https://pubs.acs.org/doi/abs/10.1021/jm00020a017

Gakis C. Adenosine deaminase (ADA) isoenzymes ADAl and ADAZ2:
Diagnostic and biological role. Eur Respir J. 1996;9(4):632-3.

Kant B, Van Nistelrooij A, Ekmekci SS, Henriet SS V, Hoppenreijs E, Van
Deuren M, et al. S-142. Vol. 37, Clin Exp Rheumatol. 2019.

Brenchley JM, Karandikar NJ, Betts MR, Ambrozak DR, Hill BJ, Crotty LE, et
al. Expression of CD57 defines replicative senescence and antigen-induced
apoptotic death of CD8+ T cells. Blood [Internet]. 2003 Apr 1 [cited 2022 Jun
22];101(7):2711-20. Available from:
https://pubmed.ncbi.nIm.nih.gov/12433688/

Yap JY, Moens L, Lin M-W, Kane A, Kelleher A, Toong C, et al. Intrinsic
Defects in B Cell Development and Differentiation, T Cell Exhaustion and
Altered Unconventional T Cell Generation Characterize Human Adenosine
Deaminase Type 2 Deficiency. 3:18. Available from:
https://doi.org/10.1007/s10875-021-01141-0

Schena F, Penco F, Volpi S, Pastorino C, Caorsi R, Kalli F, et al. Dysregulation
in B-cell responses and T follicular helper cell function in ADA2 deficiency
patients. Eur J Immunol [Internet]. 2021 Jan 1 [cited 2022 Jun 18];51(1):206-109.
Available from: https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/32707604/



68

117. Uettwiller F, Sarrabay G, Rodero MP, Rice GlI, Lagrue E, Marot Y, et al. ADA2
deficiency: case report of a new phenotype and novel mutation in two sisters.
RMD open [Internet]. 2016 [cited 2021 Dec 31];2(1). Awvailable from:
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/27252897/



HAM VERILER

69



FORMLAR

70



ETiK KURUL KARARI

71



PATENT HAKKI iZNi

72



73

INTIHAL RAPORU iLK SAYFASI

ADENOSIN DEAMINAZ 2 EKSIKLIGI HASTALIGINDA ADA2
MUTANT ALLELIN EKSPRESYON DUZEYLERININ HASTALIGIN
SIDDETI UZERINDEKI ETKISININ ARASTIRILMASI

ORijiNALLIK RAPORL

%7 %0 %1 %3

BEMZERLIK ENDEKSI INTERMET KAYMAKLARI  YAYINLAR OGRENCI ODEVLERI

BIRINCIL KAYMNAKLAR

acikbilim.yok.gov.tr
Intermet Kaynaguy g %3

.

Submitted to The Scientific & Technological %1
Research Council of Turkey (TUBITAK)

Ogrenci Odevi

o

H nek.istanbul.edu.tr:4444 ‘
Internet Kaynag %

Al Submitted to Gaziantep Aniversitesi Y
Ogrenci Odevi p {%

B Submitted to Chapman University <o
= Ogrenci Odevi %

E polen.itu.edu.tr <o
Internet Kaynag %

archiv.ub.uni-heidelberg.de <o
! Internet Kaynag %

 www.ncbi.nlm.nih.gov /

o

Internet Kaynag




OZGECMIS

74



