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OZET

Saritas, M. (2022). PRIMER IMMUN YETERSIZLIK HASTALARINDA
BELIRLENEN YENI VARYANTLARIN VALIDASYONU. istanbul Universitesi
Saglk Bilimleri Enstitiisii, Genetik ABD. Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul. 2022

Primer immiin yetersizlikler (PIY), immiin sistemin gelisimini, fonksiyonunu veya her
ikisini de etkileyen 130'dan fazla farkli bozuklugu igeren hastaliklar grubudur [1]. PIY
fenotipleri her biri nadir hastalik grubuna girerler ve yaklasik 1:10000 canli dogum
prevalansina sahiptirler. Ancak Tiirkiye gibi akraba evliliginin yiliksek oldugu veya
genetik olarak izole popiilasyonlarda daha yiiksek bir oran gozlenmektedir [2]. Klasik

olarak, PIY'ler Mendel kalitim ilkelerini izleyen hastaliklardur.

Hastaligim genis fenotipik degiskenliginin olmasi1 nedeniyle PIY tanisinin konulmasi
gecikmektedir. Bu sebeple Primer immiin yetersizlik sendromlarinin temelinde yatan
molekiiler bozukluklarin belirlenmesinde, immiinolojik ve genetik testler biiyiik 6nem

tagimaktadir.

Grubumuzun &nceki ¢alismalarinda PIY hastalarinda yeni nesil dizileme temelli gen
panelleri ve ekzom analizleriyle bilinen ve bilinmeyen gen varyasyonlar1 saptanmustir.
Bu tez ¢alismasi kapsaminda, saptanan varyasyonlar indeks olguda Sanger dizilime ile
dogrulanmas1 yapilmis ve ailevi segregasyonu gosterilmistir ve dogrulanmig
varyasyonlarda in-silico tahmin araglar1 kullanilarak olasi hasarlarin 6ngoriilmesi ve
saptanan varyasyonun Ozelligine gore gen anlatimi (kantitatif PCR) ve protein
anlattmmin (Western blot, ELISA) arastirilmast yapilmistir. Calisma sonucunda,
caligilan alt1 varyasyon/gen’in iki tanesi Sanger dizileme ile dogrulanamamistir. RAG2
geninde tespit edilen varyantin ekspresyon analizlerine dayali ¢alismasi sonucu saglikli
bireylere gore azalmis ekspresyonu bulunmustur. Bu varyanta ek olarak hastadaki
lenfoma bulgularim1 agiklayan baska bir gende tespit edilmistir. Calisma ileri
fonksiyonel analizler ile devam ettirilecektir. PIY fenotipi icin yeni bir aday gen olan
TM4SF4’tin hastalikla genotip- fenotip iliskisinin kurulmasi i¢in ¢alisilmistir.
Calismada tanis1 net olarak konulamayan bir hasta da tespit edilen MASP2 genindeki
varyantin hastalikla iligskisi belirlenmeye ¢alisilmistir. Hastaya 0zgii genetik
degisikliklerin bilinmesi klinisyen i¢in hastalifin prognozu ve tedavi yaklagimi

bakimindan yol gdsterici olacaktir.
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ABSTRACT

Saritas, Merve (2022). Validation of New Variants Identified In Primary Immune
Deficiency Patients. Istanbul University Institute of Health Sciences, Department of
Genetics. Master Thesis Istanbul. 2022

Primary immunodeficiencies (PID) are a group of diseases that consist over 130
different diseases which influence function, development or both of the immune system.
The PID phenotypes each fall into the rare disease group and have a prevalence of
approximately 1:10000 live births. However, a higher rate is observed in populations
where consanguineous marriage is high or genetically isolated populations such as
Turkey. In the most cases, PIDs are monogenic diseases that follow a Mendelian
princibles of inheritance.

Diagnosis of PID is delayed due to the wide phenotypic variability of the disease. For
this reason, immunological and genetic tests are of great importance in determining the
molecular disorders underlying primary immune deficiency syndromes.

In previous studies of our group, known and unknown gene variations were detected by
next generation sequencing-based gene panels and exome analyzes in PID patients.
Within the scope of this thesis, the detected variations were verified with Sanger
sequencing in the indeks case and familial segregation was shown, and predicting
possible damage (protein, splice site, etc.) quantitative PCR and protein expression
(Western blot, flow cytometry, ELISA) were investigated. In this thesis, two of the six
variations/genes studied could not be confirmed by Sanger sequencing. For the
remaining four variants/genes, the function of at least one method has been studied. As
a result of the study based on the expression analysis of the variant detected in the
RAG?2 gene, its expression was found to be decreased compared to healthy individuals.
In addition to this variant, another gene has been identified that explains the lymphoma
findings in the patient. The study will be continued with further functional analysis. A
new candidate gene for the PID phenotype, TM4SF4, was studied to establish the
genotype-phenotype relationship with the disease. In the study, the relationship of the
variant in the MASP2 gene, which was detected in a patient whose diagnosis could not
be made clearly, with the disease was tried to be determined. Knowing the patient-
specific genetic changes will guide the clinician in terms of the prognosis of the disease
and the treatment approach.

Key Words: Primary immunodeficiency, variation, quantitative PCR, flow cytometry,
Sanger sequencing.

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
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1. GIRIS VE AMAC

Primer immiin yetersizlikler (PIY), primer ya da dogumsal immiin yetersizlik
bozukluklar1 sonucunda gelisen kronik ve/veya tekrarlayan bakteriyel, fungal, protozoal
ve viral enfeksiyonlarla seyreden hastaliklar grubudur [3]. Bagisiklik sistemi
hiicrelerinin ve molekiillerinin birinin ya da sistem cevabi i¢in gerekli olan uyarici
sinyallerini reseptorlerin tam olmamasi, fonksiyon kaybi veya asir1 islevli olmasi gibi
islevsel olarak problemli olmasindan kaynaklanan nedenler immiin yetersizliklere sebep
olmaktadir. PIY li hastalar, etkilenmis olan immiin sistemde yer alan 6gelere/bilesenlere
gore enfeksiyon, alerji, oto-immiin hastaliklar ve kansere gibi hastaliklara yatkinlik
gosterirler. PIY hastaliklar1 genel olarak 10 ana bashkta toplanmaktadir: “I-Antikor
Eksiklikleri, II- Kombine Immiin Yetersizlikler, III-Sendromik Kombine Immiin
Yetersizlikler, IV-immiin sistem regiilasyon bozukluguna bagl hastaliklar, V- Fagositin
sayisal ve/ veya islevsel bozuklugu, VI- Dogal immiin Sistemde eksiklikle seyreden,
VII- Otoinflamatuvar hastaliklar VIII- Kompleman eksikligi, VIIII- Fenokopik Primer
Immiin Yetersizlikler, X- Kemik iligi Yetmezligi’> [1]. Bati toplumlarinda nadir
hastaliklar olarak simiflandirilan PIY’ler, toplumumuzdaki dogum hizinm yiiksek (1.3
milyon canli dogum/yil) olusu, sik akraba evliligi oranlart (%20-40) nedenleriyle
genellikle otozomal ¢ekinik gecis gosteren PIY lerin iilkemizde bat1 toplumlarina gore
cok daha yiiksek bir siklikta goriilmektedir [4]. Bu hastalarda tan1 daha ¢ok eriskin
cagda sik gecirilen enfeksiyonlar veya otoimmiin/lenfoproliferatif hastaliklara yonelik
yapilan tetkikler sirasinda konmaktadir. PIY’ler, iilkemizdeki yaygmhgmnin yaninda,
semptom ve genetik alt yapi agisindan oldukca heterojendir. Ayrica bugiine kadar
yapilan calismalarda PIY igin 344 genin iizerinde etkili oldugu 354 farkli bozukluk
karakterize edilmistir ve bu say1 giin gectikce artmaktadir [5, 6]. Tan1 koymak amaciyla
yapilan klasik immiinolojik tanisal testlerin zaman alici olmas1 ve bu testler ile tam
olarak tani1 koyulamadigi i¢in hastalarin tan1 alma siiresi uzatmakta ve taniya 6zgiin
giincel tedavilere ulagimlar1 da gecikmektedir. Bu durum sonucu olarak hem hastanin
hem de hastalifin tedavisinin basar1 oranini diisiirmektedir. Gelisen teknolojilerden
birisi olan yeni nesil dizileme yontemi sayesinde ayni anda bir¢cok gen, genomun tiimii

tek seferde dizilenebilmektedir. Bu yaklagimlar kullanilarak daha hizli, kolay ve dogru



bir klinik ve molekiiler tan1 koyulmasini saglanmaktadir bu sayede immiin

yetersizlikle iliskili genler hizl1 bir sekilde tanimlanmaya baslanmstir [7] .

Universitemiz tarafindan desteklenen onceki calismalarda panel ve ekzom
yaklagimlar1 ile farkli primer immiin yetersizlik hastaliklarinda yeni gen varyantlar
tespit etmistik (Sinem Firtina doktora tezi, Istanbul Universitesi, 2017). Bu proje
kapsaminda ise hem panel hem de ekzom dizileme ile belirlenen yeni gen/varyantlarin
PiY ile iliskili daha 6nce literatiirde tanimlanmamis varyantlarin validasyonu yapmak
ve fonksiyonel analizler ile hastalik-varyant iligkisinin belirlenmesi hedeflenmektedir.
Bu amagla Sanger dizileme ile bulunan varyantlarin validasyonu yapilacak ve
varyasyonu dogrulanan hastanin ailevi segregasyonu yapilacaktir. Varyasyonlar ¢evirim
ici tahmin araglar1 (Mutation taster, PolyPhen2, SIFT, Provean, CADD, Gene splicer
vb) ile olas1 fonksiyonel etkileri bakimindan degerlendirilecektir. ExAC, 1000G,
dbSNP, ESP6500 vb veri tabanlarinda bulunan nadir varyasyonlar belirlenecektir.
Primer hasta Orneklerinden elde edilen lenfositlerden DNA/RNA ve protein
orneklerinde gen ve protein anlatimlart arastirilacaktir. Aday genler/varyasyonlarin
klinik korelasyonu icin OMIM, HGMD, GeneTest, dbVar, ClinVar, Decipher vb veri
tabanlarindan  yararlanilacaktir. Tiim varyantlar ACMG  kriterlerine  gore

siniflandirilacak ve klinik verileri ile birlikte degerlendirilecektir [8].



2. GENEL BIiLGILER

2.1: IMMUN SISTEM

Bagisiklik sistemi, kendisini yabanci maddelerden ayirt etme yetenegine sahip,
hastaliga neden olan bakteri ve viriisler gibi istilac1 patojenlere karsi koruma saglayan
dinamik bir sistemdir. Bu sistem, yabanc1 patojenlere karsi bir savunma sistemi olmanin
yant sira viicuttaki Olii veya hasarli hiicrelerin uzaklastirilmasi, homeostaz, doku
onarimi ve gelisimi gibi bir¢ok islevi yerine getirir. Farkli tiirdeki patojenleri taniyip
onlara kars1 immiin siste elemanlar1 tarafindan farkli immiin yanitlar olusturarak viicudu
savunur. Viicuda giren yabanci maddeler peptid formda olan antijen molekiilleri
araciliiyla taninirlar. Immiin sistem elemanlarinin lizerinde de yabanci molekiillerdeki
antijenleri tanima isleminde gorevli olan reseptorler bulunur. Reseptorler ile yabanci
maddeler taninmasinin sonucu olarak immiin yanit olusur. Immiin sistem elemanlarinin
hepsi kemik iliginden kdken alirlar.

Bagisiklik sistemi hiicrelerinin olusumu, kemik iliginde pluripotent bir hematopoietik
kok hiicrenin ortak miyeloid progenitér hiicreye ve ortak lenfoid progenitore
farklilagmasiyla baglar [9]. Ortak lenfoid progenitor, olgun lenfositlerin dort ana
poplilasyonunda daha da farklilasir: B hiicreleri, T hiicreleri, dogal 6ldiiriicii (NK)
hiicreler ve NK-T hiicreleri [9]. Miyeloid kok hiicreler (ortak miyeloid progenitorleri
olarak da adlandirilir) birka¢ farkli graniilosit formuna, megakaryositlere ve
trombositlere ve eritrositlere farklilasir. Onde gelen bagisiklik islevleri oynayan
graniilosit soyunun hiicreleri arasinda nétrofiller, monositler, makrofajlar, eozinofiller,
bazofiller ve mast hiicreleri bulunur [9]. Bu hiicreler, boyut, renk, sekil gibi morfolojik
ozellikler acisindan birbirinden ayirt edilebilmenin yani sira hiicre zarlarindaki
glikoprotein farklilasma antijenlerinin spektrumunun analiziyle de ayirt edilebilir. Bu
farklilagma antijenleri, spesifik monoklonal antikorlarin baglanmasiyla saptanir. Bu
hiicre fenotipini belirleyen antijenlere farklilagsma kiimesi (CD) sayilar1 verilir. Bu CD
sayilar1 ile hiicrelerin hangi gelisim asamasinda oldugu, immiin sistemdeki fonksiyonu
gibi bilgiler edinilebilir. Immiin sistem hiicrelerinin olgunlasma siireci de kemik ilignde
gerceklesmektedir. Fakat bazilart olgunlagsmak i¢in timus gibi bagka organlara gegerler.
Olgunlagsma siireci tamamlanan hiicreler kan ve lenf dolagimina katilarak viicut

savunmasinda ve diger islerde gorev alirlar.



Immiin sistemi birbirleriyle iligkili iki sistem altinda incelenebilir: dogal

bagisiklik ve edinsel bagisiklik.
2.1.1: Dogal bagisikhik

Viicuda giren patojenlere karst savunmada ilk cevabin olusturulmasinda gorev
alir. Yabancit molekiilleri konak¢ida bulunmayan ama siklikla patojenlerde bulunan
patojen iliskili molekiiler paternler (PAMPs) olarak isimlendirilen belirli baz1 ortak
yapilarn araciligiyla tanirlar. PAMP’lar dogal bagisiklik hiicrelerinde bulunan patern
tanima reseptorleri (PRRs) araciligiyla taninmaktadir. Bu tanima islemi ortak yapilar
tizerinden oldugu i¢in dogal bagisiklik elemanlar1 patojenleri birbirinden ayiracabilecek
bir ozgiilliige sahip degildir. Dogal bagisiklik yaniti hizhidir ve yeniden enfeksiyonu
onlemeye yardimci olmak i¢in immiinolojik hafiza olusturma ve siirdiirme yeteneginden
yoksundur [10]. Dogal bagisiklik; fiziksel ve kimyasal bariyerler ve immiin yanitda
patojeni taniyarak cevap olusturan dogal oldiiriicii hiicreler (NK), mast hiicreleri,
eozinofiller, bazofiller, noétrofiller, makrofajlar, kompleman sistemi, toll-benzeri

reseptorler (TLR) ve dentritik hiicrelerden olusmaktadir.

Fiziksel bariyer olarak deri, gastroentestinal sistem gibi yapilardaki epitel
tabakada yer alan epitel hiicrelerden peptid yapida antibiyotikler sentezlenerek
mikrobun elimine edilmesi saglanir. Myeloid hiicre kdkenli nétrofil, bazofil ve eozinofil
graniilositler olarak adlandirilirlar ve fagasitoz ile hiicre savunmasina katki saglarlar.
Graniilosit hiicrelerin graniillerinin igerigi birbirinden farkli olduklar1 ve farkli
ozelliklerdeki boyalarla boyandiklari ic¢in birbirlerinden kolaylikla ayirt edilebilirler.
Polimorfoniikleer 16kositler (PMN'ler) olarak da adlandirilan nétrofiller, konakg1
bagisiklik sisteminin en bol bulunan bilesenidir. Notrofiller, ¢ogu enfeksiyona, 6zellikle
bakteriyel ve fungal enfeksiyonlara yanit veren ilk hiicre tipidir ve enfeksiyon ve doku
hasar1 bolgelerinde birikme, mikroplar1 ve fagositleri hizla yok etme yetenekleriyle akut
inflamasyon i¢in baskin hiicrelerdir. Notrofiller dolasimdaki mikroplar1 yutarlar ve
enfeksiyon bolgelerinde hizla ekstravaskiiler dokulara girerler, burada ayrica fagositoz
ile mikroorganizmalar1 yok ederler [11]. Deri ve mukozada bulunan eozinofiller, asidik
yapidaki (eosin) boya ile boyanan ve garniillerinde parazitlere kars1 aktif olan toksik
molekiiller ve enzimler igerirler ve bu hiicreler dalakta olgunlasirlar. Bazofiller, bazik
boyalar ile boyanirlar ve kanda bulunurlar enfeksiyon sirasinda dokulara gecebilirler.

Fagositoz yapma yetenekleri bulunmamaktadir. Bazofiller ve eozinofiller alerjik immiin



yanitlarin indiikklenmesinde Onemli roller oynayabilirler. Lenfoid kokenli dogal
oldiiriicii hiicre (NK) ise virlisle enfekte olmus dokuyu tanir, enfekte olan hiicrenin
lizizine yol agar ve sitokin salgilayarak makrofajlar1 aktive eder. Monositler
enflemasyon durumunda dokularda farklilasarak makrofajlara doniisiirler. Makrofajlar
bulunduklar1 doku da farkli biiytlikliik ve morfolojik 6zellikler gosterirler. Hem dogal
bagisiklik hem de kazanilmis bagisiklikta gérev alan makrofajlar, konak savunmasinda
birka¢ onemli role hizmet eder: mikroplar1 alir ve yok eder, 6lii dokular1 temizler ve
doku onarim siirecini baslatir ve inflamasyonu indiikleyen ve diizenleyen sitokinler
iiretirler [11]. Dendritik hiicreler, inflamasyonun baslatilmasinda sitokinler iireterek
gorev yapmaktadir. Ayrica adaptif immiin sistem hiicrelerine antijen sunarak onlarin

aktive olmasini saglarlar boylece iki sistem arasinda baglayici bir gorevi de vardir.

Dogal immun yanitlar: inflematuvar yanit ve antiviral mekanizmalar ile
mikroplart yok edebilmektedir. Farkli tiirdeki mikroplar farkli yanit olusturularak
elimine edilirler. Ornegin; bakteri ve mantarlara kars1 kompleman sistemi araciligiyla
bolgeye toplanan notrofiller ve makrofajlar tarafindan yanit olusturulurken viriislere
kars1 koruma tip I interferon ve dogal oldiiriicii hiicreler tarafindan saglanir [11]. Farkli
tirdeki patojenlere verilen tepkiler sirasinda salgilanan sitokinler ve bazi dogal
bagisiklik hiicreleri araciligiyla adaptif immiin sistemde uyarilarak viicuda giren

yabanci molekiillere kars1 iki sistem birlikte savunmada gorev alir.
2.1.1.1 : Kompleman sistemi

Kompleman sistemi dogustan gelen hiimoral/antimikrobiyal bagisiklik
savunmasinin énemli bir pargasidir. Kompleman sistemi, esas olarak karaciger veya
hiicre yiizeyinde eksprese edilen zar proteinleri tarafindan iiretilen 35’ten fazla plazma
proteini, hiicre yiizey reseptorleri ve diizenleyici proteinlerden olusan bir sistemdir [12].
Proteinler fonksiyonel olarak inaktif halde sentezlenirler. Dolasimda yabanci bir
molekiil ile karsilastiklarinda proteolitik bir yikim gergeklesir ve sira ile bir kaskad
seklinde sistemde gorev alan biitiin plazma proteinlerinin aktivasyonu gerceklesir.
Kompleman proteinler, patojenleri opsonize etmek ve bagisiklik hiicrelerinin
enfeksiyonla savasmasina ve homeostazi siirdiirmesine yardimci olan bir dizi
inflamatuar yaniti indiiklemek i¢in bir kaskad olarak is birligi yapar [12]. Ayrica,
kemotaksis, fagositoz, hiicre yapismasi ve B hiicre farklilasmasi dahil olmak iizere

bagisiklik tepkisi igindeki hiimoral ve hiicresel etkilesimlere aracilik eder [13].



Kompleman sistemi klasik yol, alternatif yol ve lektin yolu olmak {izere 3 farkl
yol ile aktive olur. Klasik yol, kapsiilli bakteri ve viral enfeksiyonlarina karsi
savunmada rol oynar. Klasik yol, ¢ogunlukla mikroblara ve diger antijenlere baglanan
immiin kompleksler (antikorlar) tarafindan baslatilir. Bu sebeple antikor bagimli yol
olarak da adlandirilmaktadir. Tamamlayici sistemin ilk bileseni olan C1; bir Clq
molekiilii ve ClrCls: tetramerinden olusan bir heteropentamerik enzim kompleksidir.
Clq alt bileseni, antijenlerle kompleks olusturan IgG veya IgM antikorlarina baglanir ve
kalsik yol aktive olur. Daha sonra Cls serin proteazi sistemin elemenlar1 olan C2 ve C4
molekiillerini proteolitik olarak C2a, C2b ve C4a, C4b olarak pargalar [14]. C2b, daha
sonra, bir C3 doniistiiriici olarak islev goren C4bC2b'yi olusturmak igin C4b ile
birlesebilir. C3 doniistiiriicli, C3'i C3a ve C3b'ye ayirir. C3a bir enflamasyon aracisidir
ve C3b, kovalent olarak baglanabilen ve tiretildigi bolgenin hemen yakinindaki herhangi
bir ylizeyi etiketleyebilen bir opsonindir [4]. C4b2bC3b, C5 doniistiiriiciiler olarak islev
goriir. Bu, C5a (baska bir anafilatoksindir) ve C5b olusumu ile sonuglanir. C5b'nin
olusumu, C6, C7, C8 ve C9 molekiillerine baglanarak C5b-9'u olusturarak membran
saldir1 kompleksinin (MAC) olusumunu baslatabilir. Ortaya ¢ikan MAC kompleksi,
hiicre zarlarina girebilir, ¢ekirdeksiz hiicrelerin parcalanmasiyla ve c¢ekirdekli hiicreler
iizerinde daha hafif etkilere neden olabilir [15]. Kompleman sisteminin aktive
olmasinda gorev alan bu 3 yolun sematize hali sekil 1°de gosterilmistir. Alternatif yol,
plazmadaki kompleman sisteminde gorev yapan C3 molekiiliiniin mikrobun iizerinde
hidrolize olmasiyla aktif hale gelir. Kesilmis olan C3b parcast C3 konvertazi
olusturmak i¢in C2 molekiiliiniin alterntif yoldaki homologu olan faktér B ile birlesir.
Bu birlesimden 6nce faktér B faktor D tarafindan Bb alt birimine pargalanir. Boylece
C3bBb yapist C3 konvertaz olusmus olur. Bir sonraki asamada C3bBbC3b C5
konvertaz olusturulur. Lektin yolu, bakteri ve viriislerin tlizerindeki karbonhidrat ve
asetil gruplarinin patern tanima molekiiiileri ile taninmasi ile aktive olur. Bu molekiiller
patern tanima molekiilleri tarafindan taninirlar. Patern tanima molekiilleri (PTMs):
kolektinler (mannoz baglayici lektin (MBL), kolektin-10, kolektin-11) ve ficolinler
(ficolin-1, ficolin-2, ficolin-3) olmak iizere iki grubu bulunur. Her bir PTM, MASP
(Mannan iligkili serin proteaz) olarak adlandirilan serin proteazlar ile bir kompleks
halinde bulunur. Bugiine kadar MASP ailesi i¢inde 5 {iye tanimlanmistir: MASPI,
MASP2, MASP3 ve iki tane de serin proteaz alani olmayan MApl9 ve MAp44
proteinleridir [15]. MASP1 ve MASP2 lektin yolu i¢in 6nemli serin proteazlardir.



MASP2, MBL ile kompleks halinde bulunur ve patojen tanimasi ger¢eklestiginde MBL
konformasyonel olarak bir degisime ugrar bunun sonucu olarak MASP2 aktive olur.
Aktive olan MASP2, C4 ve C2 molekillerini C2a, C2b ve C4a, C4b olarak
parcalayarak C4bC2b C3 konvertaz yapisini olusturur. C3 doniistiiriici, C3'i C3a ve
C3b'ye ayirir. Daha sonra C4b2bC3b yapisi olusur ve bu birlesim C5 doniistiiriiciiler
olarak islev goriir. 3 kompleman yolu kendilerine 6zgii sekillerde baglasa da C3 ve C5
molekiillerinin kesilmesinden en son olusan MAC kompleksine kadar ayni olaylar
gerceklesmektedir.

Kompleman sistemi yabanci molekiillerle hem dogrudan hem de dolayli olarak cevap
olusturur. Kompleman sistemi aktivasyon yollar1 sirasinda olugan opsonin gorevi goren
(C3b, C4b) ara molekiilleri araciligryla patojen isaretlenerek makrofajlar gibi fagositoz
gorevi goren bagisiklik sistemi hiicreleri tarafindan taninip yok edilmesini saglarlar.
Sistemin patojenin iizerinde olusturdugu MAC yapis1 araciligiyla hiicre zarinda

gozenekler agarak direk olarak hiicreyi lizize ugratip yok edilmesini saglar.
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Sekil 1: Kompleman sistem aktivasyonunda gorev alan 3 yol [11, 15]

2.1.2 Edinsel Bagisikhik

Cok sayida patojeni belirli epitoplarindan taniyabilen ve onlara 6zgii yanit
olusturabilen bagisiklik sistemidir. Dogal bagisiklik cevabinin aksine daha yavas bir
cevap olusur fakat olusan yanit patojen spesifiktir. Ayni patojenle tekrar karsilasilmasi
durumunda daha hizli ve etkili bir yanit olusumu saglayan immiinolojik olarak
kazanilan hafiza olusturabilme 6zelligine sahiptir. Yabanci maddeler i¢in oldukga cesitli
ve degisken reseptdrleri olan ve antikor iiretebilen T ve B lenfosit hiicreleri edinsel
bagisikligin elemanlaridir. T ve B lenfositleri kemik iliginde hematopoetik kok

hiicrelerden lenfoid progenitor hiicrelere ve son olarak B ve T lenfositlerin olusumunu



saglayan ¢ok basamakli bir hematopoez agamasindan gecerler. B lenfositleri olgunlagma
asamasini yine kemik iliginde gegirirken T lenfositleri timus’a go¢ ederler.

Adaptif bagisiklik tepkileri, antijenlerin lenfositlerin antijen reseptdrleri tarafindan
taninmasiyla baglatilir. B ve T lenfositleri, tanidiklar1 antijen tiirlerine gore farklilik
gosterir. B lenfositleri ¢ozliniir formda veya hiicre yiizeyi ile iliskili formdaki
makromolekiilleri (protein, polisakkarit, lipid vb) ve ayrica kii¢iik kimyasallari
taniyabilirken T lenfositlerin ¢ogu, antijen sunan hiicrelerin (APC'ler) MHC
molekiillerine baglanan ve bunlar tarafindan gdosterilen peptit antijenlerini tanir. MHC
molekiilleri, T lenfositleri tarafindan taninmak iizere peptit antijenlerini gosteren
APC'ler fizerindeki zar proteinleridir [11]. T ve B lenfositleri kemik iliginde
hematopoetik kok hiicrelerden lenfoid progenitdr hiicrelere ve son olarak B ve T
lenfositlerin olusumunu saglayan ¢ok basamakli bir hematopoez asamasindan gegerler.
Sekil 2°de bu asamalar sematize edilerek gosterilmektedir. B lenfositleri olgunlagsma
asamasini yine kemik iliginde gegirirken T lenfositleri timus’a go¢ ederler. Bu siireg,
hiicre proliferasyonunu, antijen reseptdr genlerinin yeniden diizenlenmesini ve
ekspresyonunu ve potansiyel olarak aktif antijeni eksprese eden, kendi hiicrelerine

saldirmayan lenfositlerin se¢imi olaylarini igerir.
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Sekil 2: T ve B lenfositlerin olgunlagma agsamalar1 [11]

Kemik iligindeki hematopoietik kok hiicreler ve lenfoid progenitdrler, kalitsal veya
germ hatt1 konfigiirasyonlarinda Ig ve T hiicre reseptdor (THR) genlerini igerir. Bu
konfigiirasyonda, Ig agir zincir ve hafif zincir lokuslar1 ve THR o ve  zincirlerinden
her biri, degisken bolge (V) gen segmenti, sabit bolge (C), ¢esitlilik (D) ve birlestirme
(J) geni igerir. V bolgeleri, agir zincir iizerindeki VH, DH ve JH genlerinin ve hafif
zincir {lizerindeki VL ve JL gen boliimleri arasinda V(D)J rekombinasyonu gergeklesir
[11]. VDJ rekombinasyonu, kemik iliginde pro-B hiicrelerinde timusta ¢ift negatif T
hiicrelerinde gerceklesir. Bu olayin ger¢eklesmesine VDJ rekombinaz ve ¢ift DNA
kiriklarinin  onariminda yer alan ek enzimler aracilik eder. VDJ rekombinaz,
rekombinasyon aktive edici gen 1 ve 2 (RAG-1 ve RAG-2) proteinlerinden olusur ve
rekombinasyon bu proteinler tarafindan her V, D ve J kodlama dizilerinin yanininda
bulunan rekombinasyon sinyal dizilerinde (RSS) c¢ift iplikli DNA kiriklar
olusturmasiyla baslatilir. Olusturulan DNA kiriklar ligaz enzimi tarafindan onarilir ve
araya giren DNA segmentleri olmaksizin tam uzunlukta bir yeniden birlestirilmis VJ

veya VDJ ekzonu fretilir [16]. Rekombinasyon islemi sekil 3’te gosterilmistir.
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Rekombinasyon islemini tamamlayan T ve B lenfositleri bulunduklar1 dokularda kendi
hiicrelerine tepki olusturup olusturmadigi kontrol edildikten sonra dogru/saglam olgun

lenfositler olarak dolasima katilirlar.
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Sekil 3: VDJ rekombinasyonu [17]

Il. Homolog olmayan ug
birlestirme bagimh yol faz
(DMA ug isleme ve birlestirme)

B lenfositleri germinal merkezde gerceklesen somatik hipermutasyon (SHM) ve
sinif degistirme reaksiyonu (CSR) olmak iizere rekombinasyona ek olarak iki tane daha
genetik modifikasyon gecirir. Bu degisikliklerin amaci, antijene 6zgiilliikle birlikte
immiinoglobulinin biyolojik 6zelliklerini degistirmek ve afiniteyi arttirmaktir [18]. CSR
sirasinda, genellikle B hiicreleri, IgH zincirinin sabit bolgesi, DNA ¢ift sarmalli kirilma
aracilifiyla farkli bir izotipin ekspresyonuna ve dolayisiyla iiretilen antikorlarin efektor
fonksiyonunun degismesi sonucuna yol agan bir olay ile degistirilir.

SHM sirasinda B hiicreleri, IgH ve IgL'min degisken bolgesini (IgV) cesitlendirir ve
antijen (Ag) icin daha yiiksek afiniteye sahip Ig'lerin se¢imi icin yapisal bir substrat
saglar. Hem CSR hem de SHM, tek sarmalli DNA f{izerinde {iridinde sitidini deamine

eden bir DNA diizenleyici enzim olan aktivasyonla indiiklenen sitidin deaminaz (AID)
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tarafindan baslatilir [19]. SHM sirasinda AID, hem IgH hem de IgL zincirlerinin
degisken bolgelerinde (IgV) bulunan sitidin kalintilarin1 deamine eder.

Edinsel immiin yanit; olgunlasmis T lenfositleri tarafindan olusturulan hiicre aracili ve
B lenfositleri tarafindan olusturulan hiimoral immiin yanit olmak iizere ikiye
ayrilmaktadir. Naif olgun B hiicreleri antijen ile karsilagmalar1 halinde klonal olarak
cogalir ve antijene cevap olarak immiinologlobiilin iireterek humoral immiin yanitin
baslamasini saglarlar. Yiizey reseptorii olarak sadece IgD ve IgM sentezleyen naif olgun
B hiicreleri immiin yanitin baglamasiyla izotip doniistimii gecirerek karsilastiklar
antijene karsi yiizeylerinde IgG, IgM ya da IgA, IgE immiinoglobulinlerin {iretimini
saglar. Hiicre aracili yanit1 olusturan T lenfositleri CD4+ yardimci ve CD8+ sitotoksik T
hiicreolarak ikiye ayirilir. Yanitin olugsmasinda CD4+ hiicreler hiimoral immiin yanitin
olugsmasina yardimci olurken CD8+ hiicreler patojeni direk yok edebilir. Her ikisi de
bagisiklik sisteminin diger elemanlarini bolgeye ¢agirmak i¢in sitokinler de iiretir [20].
Tiim bu farklilasma ve secilim agamalarindan gecen B hucrelerinin bazilari plazma
hucrelerine farklilagarak antikor salgilamaya devam ederler. Bazilari ise antijenle

yeniden karsilagsma durumunda hizli yanit verebilen bellek B hucrelerine farklilagir [18].

2.2: Primer immiin yetersizlikler

Immiin sistem hiicreleri ve molekiillerinden birinin veya immiin yanit igin gerekli
uyarici sinyallerin/reseptorlerin eksik olmasi, fonksiyonel olarak islevsiz olmasi veya
asir1 islevli olmasi immiin yetersizliklere neden olmaktadir. Immiin yetersizlikler primer
veya sekonder olarak iki grup altinda incelenmektedir. Primer immiin yetersizlikler
(P1Y), immiin sistemin dogal islev bozuklugundan kaynaklanir ve bu bozukluklar
etiyolojisinde esas olan genetik nedenlere bagli olarak gelisir, ikincil immiin
yetersizlikler altta yatan hastaliklar, enfeksiyon, yas gibi nedenlere baglidir [3]. En son
genetik teknolojinin ortaya ¢ikmasiyla birlikte PIY igin 344 genin iizerinde etkili oldugu
354 farkli bozukluk karakterize edilmistir ve sayisi artmaya devam ediyor [5, 6]. En son
yayinlanan Uluslararasi Immiin Yetersizlik Dernegi Birligi (IUIS) raporuna gore,
PiY'lerbagisiklik kusurunun tiiriine gére on kategoride smiflandirilmistir [5]. Bu 10 PIY
grubu tablo 1’de gosterilmektedir. Enfeksiyonlara karsi artan hassasiyet, otoimmiinite
ve inflamatuar komplikasyonlarin yani sira malignite gelistirme riski, PIY’den

etkilenen
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bireylerde gozlenen baslica klinik belirtilerdir [21]. PIY hastalarinin biiyiik bir
cogunlugunda B ve T hiicre kusurlar1 gozlenmistir [22]. T hiicre hasar1 sonucunda hem
hiicresel hem de hiimoral yaniti etkileyen kombine immiin yetersizlik (KIY)
goriilmektedir. B hiicresi kusurlari genellikle antikor eksikligine yol agar. Hiimoral

bagisikliktaki bu kusur, kapsiillenmis bakterilere kars1 artan duyarlilikla sonuglanir.

Tablo 1:Uluslararas1 immiinoloji topluluklar1 birliginin (IUIS) PIY siniflandirmasi [5]

IUIS Primer Immiin Kategorisi
Siniflandirma
grubu
1 Kombine Immiin Yetersizlikler
2 Sendromik Kombine immiin Yetersizlikler
3 Primer Antikor Eksiklikleri
4 Immiin Disregiilasyon Hastaliklart
5 Fagositik Bozukluklar
6 Dogal Immiin Sistem Bozukluklari
7 Otoinflamatuvar Hastaliklar
8 Kompleman Eksiklikleri
9 Kemik iligi Yetmezligi
10 Fenokopik Primer Immiin Yetersizlikler

PiY, kalic1 veya tekrarlayan enfeksiyonlara, otoenflamatuvar bozukluklara, timérlere
ve c¢esitli organlarin bozukluklarina neden olabilir ve hem yetiskinleri hem de ¢ocuklari
etkileyebilmekle birlikte cocuklukta daha sik goriiliir. PY'lerin dagilimi ve prevalansi
popiilasyonlar arasinda degismektedir [23]. Genellikle otozomal resesif kalitim bigimine
sahip oldugundan, bizimki gibi akraba evliligi oranlarmin yiiksek oldugu toplumlarda

goriilme siklig1 fazladir [24].

2.2.1 :Kombine immiin yetersizlikler
Kombine immiin yetersizlikler (KIY'ler), T ve B hiicre fonksiyonu eksiklikleri ile
karakterize edilen hastalar1 hem enfeksiyoz hem de enfeksiy6z olmayan

komplikasyonlara yatkin hale getiren, fenotipik olarak heterojen genetik bozukluktur.
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KIY genel insidansmin 75.000 ila 100.000 canli dogumda 1 oldugu tahmin edilmektedir
[25].

KiY’lerin en agir formu agir kombine immiin yetersizlikler (AKIY)’dir. Lenfosit
gelisimin farkli basamaklarindaki genlerin hasari farkli AKIY fenotipine sebep
olmaktadir. AKIY, T hiicre gelisimi veya islevindeki bir sapmadan kaynaklanan,
potansiyel olarak yasami tehdit eden bir bozukluktur ve bugiine kadar AKIY ile
sonuglanan 20’den fazla genetik kusur tanimlanmustir [26]. AKIY insidansi, canl
dogum basina 40.000 ila 75.000 arasinda 1’dir [26]. T hiicre yoklugu ile karakterize
olan hastalik, B lenfosit ve dogal 6ldiiriicii hiicre’nin varligina ya da yokluguna gore alt
gruplara ayirilmaktadir (sekil 4). ilk defa 1972 yilinda Dr Robert A. Good tarafindan
adenozin deaminaz (4DA) gen eksikiginin AKIY fenotipine sebep oldugu bulunmustur
[27]. Daha sonra yapilan ¢alismalarda ZL2RG gen kusurlarinin X’e bagli AKIY e sebep
oldugu anlasilmistir. Bugiine kadar 14 adet gen kusurunun AKiY’e sebep oldugu
bulunmustur [27]. Klasik AKIY’in yam sira hastaligin atipik (“leaky”) AKIY, Omenn,

“nude” gibi daha nadir olan varyantlar1 da mevcuttur.

B+ NK -
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Sekil 4: Fenotipik olarak agir kombine immiin yetmezIligin siniflandirilmasi [28]
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T- B+NK- AKIY: Bu fenotipin en yaygin sebebi /L2RG genindeki kusurlardir. IL2RG
geni (IL)-2, IL-4, IL-7, IL-9, IL-15, and IL-21 i¢in sitokin reseptorlerinin gama
bilesenini kodlar. IL-7 sinyalinde olusan sorun sebebi ile T hiicre, IL-15 sitokin
sinyalindeki kuusurdan dolayr NK hiicre eksiligi ortaya c¢ikmaktadir. /L2RG geni X
kromozomunda bulundugundan dolay1 bu fenotip X’e bagh kalitilir [27].

T-B-NK+ AKIY: Bu fenotipe sebep olan kusurun T ve B lenfositlerinde ortak olan
fakat NK hiicrelerinin dahil olmadig1 bir mekanizmada olabilecegi fikri {izerinden
diistintildiginde T ve B hiicreleri gelisimleri sirasinda reseptdr genlerinde yaptiklari
yeniden diizenleme mekanizmalarina  bakilabilir. Yeniden diizenleme
mekanizmalarindan birisi olan VDJ rekombinasyonu, reseptor cesitliligi ve antijene
Ozgiin cevap olusturan adaptif immiin yanit icin yapilir. Bu rekombinasyonda gorev
alan genlerde olusacak bir kusur bu fenotipe neden olabilir. Nitekim yapilan
caligmalarda, T-B-NK+ AKIY fenotipine VDJ rekombinasyonu sirasinda gerekli olan
RAGI, RAG2, DCLREIC gen lriinlerinin kusurlar1 etkili oldugu gézlenmistir [27].
T-B+NK+ AKIY: T hiicrenin bulunmadigi bu fenotiple ile ilgili sadece T hiicresinde
gerceklesen bir mekaznizmada olan kusur sebebiyle gelistigi diistiniilebilir. T hiicreleri,
apoptozu Onlemek icin gelisimi sirasinda IL-7 ve T-hiicre reseptorleri araciligiyla
sinyallesmeye ihtiya¢ duyar [27]. Yapilan ¢alismalarda goriilmiistiir ki B pozitif, NK-
pozitif AKIY’in en yaygin nedenleri, bu 2 sinyal yolunda gorev alan kusurlar1 igerir
[27].

T-B-NK- AKIY: T,B ve NK hiicrelerinin iigiiniinde bulunmadig1 bu durumda T, B ve
NK hiicresinin hepsini etkileyen bir mekanizmada olusan kusurlarin sorumlu oldugu
diigtintilebilir. Yapilan calismalarda, adenozin deaminaz (4DA) ve Purin niikleozid
fosforilaz (PNP) genlerindeki kusurlarin fenotipin ortaya ¢ikmasinda etkili oldugu
bulunmustur [27]. ADA ve PNP eksikligi piirin metabolitlerinin birikmesine neden olur.
Bu metabolik ara iirlinler sadece lenfositler i¢in toksik olmakla kalmaz, ayn1 zamanda
reseptor etkilesimleri yoluyla dogrudan apoptozu indiikleyerek B-negatif, NK-negatif
AKIY’e yol acar [27].
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2.2.2 Primer Antikor Yetersizlikleri

Primer antikor yetersizlikleri (PAY), tiim primer immiin yetersizlik sendromlar1
icerisinde en sik gdzlenen hastalik grubudur [28]. Bu hastalik grubu, B hiicresi gelisimi
veya islevindeki hasarlardan dolay1 ortaya g¢ikar. Hastalar diisiik seviyelerde bir veya
daha fazla immiinoglobulin izotip ve/veya yetersiz antikor iiretimine sahiptir. Bu
hastalik grubunun B hiicre hasarlarina ek olarak bireyler arasinda goriilen klinik ve
immiinolojik heterojenite nediyle bu hastalik grubunda genotip-fenotip korelasyonu
belirgin degildir ve bu durum hastalarin tani siirecini uzatmaktadir.

PAY’lar immiinolojik fenotiplerine gére 3 alt grupta incelenmektedir.
Agammaglobulinemi: B lenfosit gelisimi sirasinda gerceklesen kusurlardan
kaynaklanmaktadir. Bu hastalik, pre-B hiicre reseptoriiniin (BCR 6ncesi) veya pre-BCR
sinyalinin ekspresyonunu etkileyen genetik kusurlarin sonucu olarak periferik B
hiicrelerinin sayisinda ciddi azalma veya yokluk ile karakterize edilir [28]. Bu durum
sonucunda, immiinoglobulin iiretimi ¢ok azdir ya da yoktur, tiim izotiplerin Ig
seviyelerinde bir azalma vardir ve IgA genellikle saptanamaz [29]. X'e bagh
agamaglobulinemidir (XLA), B hiicre gelisim sirasindaki hasarlarla iliskilendirilen
hastalarin %85’inde goriilerek en yaygin PAY olarak siniflandirilmaktadir. Bu duruma
B hiicre aktivasyonu ve farklilasmasinda rol oynayan Bruton tirozin kinaz (BTK)
genindeki mutasyonlar neden olur. BTK geni disinda B hiicre reseptorii ve/ veya
gelisiminde gorev yapan CD79a, CD79b, BLINK genleri agamaglobulinemi’ye neden
oldugu bilinen ve otozomal resesif kalitilan genlerden bazilaridir. Ayrica, TCF3 geni de
agammaglobulinemi’ye sebep oldugu bilinen otozmal dominant olarak kalitilan tek
gendir [28]. Tahmini insidans 1:200.000 ile 1:100.000 canli dogum arasinda
degismektedir [28].

Yaygin Degisken immiin Yetersizlik (YDIY):

Yaygin degisken immiin yetersizlik (YDIY), diisiik IgG, IgA ve bazen IgM
seviyeleri ve antikor iiretimi kusurlari ile karakterize edilen heterojen bir hastalik
grubudur [30]. YDIY yetiskinlerde en sik goriilen primer antikor yetmezligidir. B
hiicresi olgunlasmasi ve aktivasyonunda veya T ve B hiicresinin ortak olarak rol aldig:
mekanizmlarda gorev alan genlerdeki kusurlandan kaynaklanmaktadir [11]. Hastalarda
bulgular ge¢ baslamasi ve heterojen bir sendrom olmasindan dolayr poligenik bir

sendrom oldugu varyasilmist1 ama yapilan ¢alismalarda otozomal resesif olarak kalitilan
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T-hiicresi yiizey reseptoriinii kodlayan geni, indiiklenebilir T-hiicresi kostimiilatoriini
(ICOS), BAFF reseptorii; ve B-hiicresi reseptdr kompleksi ile iligkili proteinler CD19,
CD20, CD21, CDS81 gibi genlerdeki mutasyonlar YDIY’li hastalarin %8-10’unu
kapsamaktadir [30]. Kafkasyalilarda YDIY insidansmmn 1:20.000 ile 1:50.000 arasinda
oldugu ve Asya veya Afrika kokenli Amerikalilarda daha az yaygin oldugu tahmin
edilmektedir [31]. Hastalarda, tekrarlayan enfeksiyonlar, otoimmiin bozukluklar,
graniilomatdz interstisyel akciger hastaligi, maligniteler (lenfoma dahil) goriilmektedir
[31].

Somatik Hipermutasyon Bozukluklari: somatik hipermutasyon bozukluklari, normal
veya artmis IgM ve diisiik IgG ve IgA konsantrasyonlari ile karakterize edilmektedir
[32]. Hiper-IgM sendromu (HIGM), ya CD40:CD40-ligand etkilesiminin yoklugu gibi
yeterli olamayan B-hiicre birlikte uyarilmasindan ya da aktivasyon kaynakli sitidin
deaminaz (4ICDA), urasil DNA glikozilaz (UNG), ataxia telangiectasia mutated (47TM),
recombination activating gene 2 (RAG2) gibi sinif degistirme ve somatik hipermutasyon
mekanizmasinda gorev alan genlerdeki kusurdan kaynaklanabilir [33]. CD40L
genindeki hatalardan dolayr gelisen X'e bagli Hiper-IgM sendromu (X-HIGM),
HIGM'nin en yaygin seklidir ve tiim vakalarin yaklasik % 65-70'ini kapsamaktadir [33].

2.3: Genler
Bu tez ¢aligmasi kapsaminda incelenecek olan genler hakkinda asagida bilgi verilmistir.
2.3.1: Transkripsiyon Faktor 3 (TCF3)

E24 olarak da adlandirilan 7CF3 geni, E-proteini ailesinin bir iiyesidir ve 19
ekzondan olusmakta olup 19p13.3 kromozomal bodlgesinde bulunmaktadir. E protein
ailesi, temel sarmal-ilmek-sarmal (bHLH) alanini igeren transkripsiyon faktorii ailesidir
[34]. E protein ailesi liyeleri arasinda E2A (TCF-3), HEB (TCF-12) ve E2-2 (TCF-4)
genleri bulunur [35]. Bu protein ailesi alternatif kirpilma yoluyla birka¢ proteini
kodlayabilir: E2A geni, E12 ve E47 proteinlerini kodlarken, HEB geni, kanonik HEB
proteinini (HEBcan) ve ayrica daha kisa bir alternatif varyant1 (HEBalt) kodlar [36].

TCF3 proteini N terminal ugta ii¢c adet aktivasyon domaini/alan1 (AD), AD1(1-99),
AD2 (310-430) ve AD3 (211-298), asag1 akis sekiz-yirmi-bir (ETO) etkilesimli dizi
(DES) alanm1 (100-239) ve C terminalde korunmuslugu yiiksek olan bir sarmal-dongii-
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sarmal (bHLH) (547-608) alanindan olusmaktadir [34]. Genin protein yapis1 sekil 5’te
sematize edilmistir. Aktivasyon alanlar1 genin transkripsiyonel aktivasyon goérevinden

sorumlu iken bHLH dimerizasyon ve hedef DNA’ya baglanmasindan sorumludur [34].

1 EIEI'_ _____ 210 296 310 430 547 608
 [NEDEN OES (9ADEN AD2 BHIRL C
100 239

Sekil 5: TCF3 protein yapisi

ADI alani, transkripsiyonel aktivitesini kromatin yapisini diizenleyen proteinlerle
birlikte calisarak gergeklestirmektedir. AD2 alani: yiiksek miktarda serin aminoasiti ve
16sin aminoasitinin heptad tekrarlarin1 igermektedir. Bu tekrarlar, HLH aracili
dimerizasyonu stabilize etmede rol oynamaktadir. AD2'nin tekrarindaki ilk iki 16sin
tortusunun bdolgeye yonelik mutasyonu ile yapilan bir ¢aligmada, trans-aktivasyon
potansiyelinde 6nemli bir azalmaya yol ac¢tig1 fakat bu bolgenin tek basina aktivasyon
isleminden sorumlu olmadig1 bulunmustur [37]. DES alani, E protein inhibitorii olarak
adlandrilan ETO proteini ile ilskilidir [34]. Bu 6zelliginden yola ¢ikilarak DES alaninin
TCF3 proteininin aktivitesini negatif olarak diizenledigi soylenebilir. AD3 alani ise
transkripsiyon faktor II ile iliskilidir ve TATA kutusunun promotore baglanmasini
artirarak hedef genin transkripsiyonuna yardimci olmaktadir [34].

TCF3 geninin kodladigr E12 ve E47 proteinleri yalnizca temel sarmal dongii sarmal
bHLH bdlgelerinde farklilik gostermektedir. E47, DNA'yr bir homodimer olarak
kolayca baglama yetenegine sahipken, E12, diger sarmal-dongii-sarmal proteinleri ile
bir heterodimer olarak islev gormesini saglayan farkli bir bolge igerir [38]. Bu
transkripsiyon faktorleri, immiinoglobulinlerin rekombinasyonunu, B ve T lenfosit
farklilagmasini, lenfoid dokularin islevini ve ¢ogu lenfoid dokunun gelisimini diizenler
[34]. TCF3 geninin olmadig1 fare deneyleri calismalari sonucunda B hiicre gelisim
asamasinda, pre-B hiicre ve pro-B hiicre olusum asamalarinda ciddi problemler oldugu
tespit edilmis [39]. TCF3 genindeki varyantlarin B hiicrelerinin sayisinin azalmasina,
var olan B hiicrelerinin islevsiz reseptorlere sahip olmasma yol agabilecegi
diistintildiginde antikor {iretiminde azalma veya yokluk goriilebilir. Bu durum da
agamaglobulinemi sendromuna yol agmaktadir. Bu sendromlu hastalarda yapilan

caligmalarda TCF3 geninde varyantlar tespit edilmistir ve bugiin otozomal dominant
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olarak kalitilan agamaglobulinemi ve gen iliskisinden net olarak bahsetmek miimkiindiir
[40]. Ayrica, TCF3 proteinleri siklin bagimli kinaz inhibitérii olan p21’in
trankripsiyonunu aktive ederek hiicre dongilisiinii diizenlemede de rol oynamaktadir

[39].

2.3.2 : Aktivasyonla indiiklenen sitidin deaminaz (AICDA)

Aktivasyonla  indiiklenen  sitidin ~ deaminaz (AICDA) geni, 12pl13.31
lokasyonunda bulunur ve 198 aminoasitlik sitidin deaminaz ailesinin bir iiyesi olan bir
RNA diizenleyici deaminazi kodlar. Dizi homolojisine dayanarak yapilan
siiflandirmada AICDA geni APOBEC ailesinin bir iiyesi olarak siniflandirilmigtir [41].
AICDA proteini 4 bolgeden olusmaktadir: bir niikleer lokalizasyon sinyali (NLS; 8-26
aa), bir sitidin deaminaz bolgesi (55-94 aa), bir apolipoprotein B diizenleme kompleksi
(APOBEC) benzeri alan (aa 119-183) ve bir niikleer tasima sinyali (NES; 183—198 aa)
[42]. Gen, germinal merkez benzeri B hiicrelerinde spesifik olarak eksprese edilir ve
germinal merkezde, somatik hipermutasyon, gen doniisiimii ve immiinoglobulin

genlerinin siif degistirme rekombinasyonunda yer alir.

Lenfosit gelisimi sirasinda T ve B hiicreleri VDJ rekombinasyonu yoluyla
antijen reseptorlerini kodlayan genlerin somatik olarak yeniden programlanmasiyla
primer reseptor repertuarlarini olustururlar. Buna ek olarak B lenfositler germinal
merkezde antikor cesitliligini artirmak i¢in somatik hipermutasyon (SHM) ve simif
degistirme rekombinasyonu (CSR) olmak fiizere iki molekiiler mekanizma daha
kullanirlar. SHM, immiinoglobulin (Ig) genlerinin degisken antijen tanima boliimiinde,
genellikle tek niikleotid mutasyonlarinin eklenmesini icerir [43]. CSR, agir zincir Ig
lokusunun iki anahtar bolgesi arasinda gerceklesen bolgeye 6zgili bir rekombinasyon
reaksiyonudur [43]. Somatik hipermutasyon ve sinif degistirme rekombinasyonu RNA
diizleme geni olan A/CDA’nin Ig genlerindeki sitozini urasile doniistiirmesi ve DNA
onarimint tetiklemesiyle baglayan islemlerdir. AICDA 1Ig lokusunun degisken
bolgesindeki sitidinleri dogrudan deaminasyona ugratir ve bu durum sonucunda
DNA’da normalde olmamasi gereken U:G uyusmazligi olusturur [43]. DNA’daki
uyumsuzluk MSH2 and MSH6 enzimlerinden olusan heterodimer yapidaki MutSa
enzimi ve urasil-N-DNA glikosilaz (UNG) geni tarafindan taninir [44]. Genin islevi

sekil 6’da sematize edilerek gosterilmistir. Tanima isleminden sonra urasil baz1 UNG
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geni tarafindan ¢ikarilir ve o bolge DNA tamir mekanizmalar: tarafindan onarilir. Bu

reaksiyonlarin bir sonucu olarak, yeni efektdr yeteneklerine sahip antikorlar {iretilmis

olur.
AlD
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Sekil 6: B hiicresinin gegirdigi diizenlenme mekanizmalarinda AICDA gen rolii [44, 45]

Bu gendeki kusurlar, otozomal resesif hiper-IgM immiin yetersizlik sendromu
tip 2'nin (HIGM2) nedenidir. HIGM2 sendromu AICDA eksikliginde goriilen 3 ana
anormalligin karakterize etmektedir: Ig sinifi ge¢is rekombinasyonunun (CSR) yoklugu,

Ig somatik hipermutasyonlarinin olmamasi ve dev germinal merkezlerin varligindan

kaynaklanan lenf nodu hiperplazisi [46].

2.3.3 : Ataxia telangiectasia mutated (ATM)

ATM (Ataxia telangiectasia mutated) geni, 11q22-23 kromozom iizerinde
bulunur ve ¢ift sarmalli DNA kiriklarin1 taniyan 3050 aminoasitten olusan PI3/PI4-
kinaz ailesine ait olan bir serin-treonin protein kinazi kodlar. ATM geni ¢ok biiyiiktiir,
150 kb'lik bir genomik bdlgeyi kapsar ve 66 ekzondan olusur [47].

Hiicrede homodimer olarak bulunan ATM proteini, DNA’da bir ¢ift iplikli kirik

olusmast durumunda konformasyonel bir degisiklige ugrar. ATM'nin aktivasyonu,

Ser1981 {izerindeki otofosforilasyonu yoluyla gerceklesir ve Tip60 histon
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asetiltransferazin aracilik ettigi Onceden ATM asetilasyonunu gerektirir [48].
Ser1981'deki ATM fosforilasyonu, homodimer yapinin monomerik birimlere ayrigmasi
icin gerekliyken, ATM'nin katalitik alani, Ser1981 bolgesinin diginda bulunur ve
yalnizca bir monomer bi¢iminde ATM'ler oldugunda substratlara erisilebilir hale gelir
[49]. MRE11-Rad50-NBS1(MRN) kompleksi, DNA hasarini algiladigi, ATM'yi hasar
bolgesine yoOnlendirdigi ve hasarin onariminda yer alan diger ilgili proteinlerin
fosforilasyonunu baslatmak icin ATM'yi hedefleme islevi gordiigi icin ATM
aktivasyonu siirecinde onemlidir [50]. DNA hasarina cevap olarak aktif hale gelen
ATM DNA hasar kontrol noktalarinin aktivasyonu ve hasar1 isleyen enzimatik
aktivetelerle birlikte diger hasar onarim elemanlarinin aktivasyonu ve modiilasyonunu
tetikler [51]. Aktive olan ATM, G1/S kontrol noktasina aracilik eden p53 proteini ve
CDC25 fosfatazi inhibe ederek G2/M kontrol noktasini aktive eden Chk2, BRCA1 gibi
hiicre dongiistinii kontrol eden proteinleri fosforile ederek DNA hasar onarimina
yardimct olur. ATM proteininin ¢ift iplikli DNA hasarina verdigi cevaplar1 sematize

edilerek sekil 7°de gosterilmistir.

MBI [oss] MBMIX

ATM/ATR aktivasyonu
N
Mdmz ~ — p53 %’Aﬁ ~—» Brca1lP nBsS1P c.n.mP
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G1 durdurma || G2 durdurma Onarim Stres cevap

genleri

Sekil 7: ATM genin hasar onarim cevabi
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ATM genindeki anlamsiz, ¢erceve kaymasi veya proteini kesen ekleme mutasyonlari
Ataksi-Telanjiektazi hastalifina sebep olur. Ataksi telenjiektazi (A-T), esas olarak
ilerleyici serebellar ataksi, okulokutandz telenjiektazi ve immiin yetersizlik ile
karakterize otozomal resesif gegisli bir hastaliktir. Simdiye kadar A-T'den sorumlu

500'den fazla ATM mutasyonu tanimlanmistir [47].

2.3.4: Transmembran 4 L6 aile iiyesi 4 (TM4SF4)

Transmembran 4 L6 aile iiyesi 4 (TM4SF4), hiicre biiylimesi, gelisimi
diizenlenmesinde rol oynayan, tetraspanin ailesi olarak da bilinen transmembran 4 siiper

ailesine ait ¢ok gecisli bir membran glikoproteindir.

Tetraspaninler, ~200-350 amino asit uzunlugunda ve hiicre ylizeyinden 3—5 nm
cikintt yapan kiiciik hidrofobik proteinlerdir [52]. Dort transmembran (TM)
bolgesinden, bir kiiclik hiicre dist dongiiden (EC1) ve bir biiyiik hiicre dis1 dongiiden
(EC2), bir kiigiik sitoplazmik dongiiden ve iki kisa sitoplazmik kuyruktan olusurlar.
Tetraspaninlerin adezyon, migrasyon, fiizyon ve sinyallesme dahil olmak iizere bir¢ok
hayati hiicre biyolojik siirecinde rol oynadigr gosterilmistir [52]. TM bdlgesi,
proteinlerin  katlanmasindan sorumludur. Yapilan ¢alismalarda bu bolgedeki
mutasyonlarin, bazi tetraspanin proteinlerin katlanmasini, stabilitesini ve taginmasini
etkiledigi gosterilmistir. EC2 bdlgesi, diger molekiillerle ve protein-protein

etkilesiminden sorumlu olan bolgedir [52].
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Sekil 8: A) Tetraspanin protein yapist B) Tetraspanin tarafindan diizenlenen yolaklar
[53]

TM4SF4 proteini, insan bagirsaginda ve karacigerde bol miktarda eksprese
edilir ve hiicre proliferasyonunda rol oynar [54]. Hiicresel diizeyde, insan TM4SF4,
polarize insan enterositlerinin apikal membran alaninda eksprese edilir. Fare model
organizmasinda yapilan calismalara gore, TM4SF4 gen ekspresyonu karaciger hasari

oldugunda ve yenilenmesi durumlarinda yiiksektir [55].

Tetraspanin ailesi liyeleri immiin sistem hiicrelerinde sinyal iletimi ve diizenlenmesinde
gorev yapmaktadir [53] (sekil 8). Tetraspaninler etkilesim iginde oldugu bagska
molekiiller ile B hiicre aktivasyonu, hayatta kalma, gelisme, antikor iiretimi, viriis

enfeksiyonu ve sinyal iletiminin diizenlenmesi dahil olmak iizere B hiicrelerinde bir¢ok
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fonksiyona sahiptir [53]. TM4SF4 geninin B hiicre reseptorii olan CD79a ile iligkili
oldugu iki hibrid deneyi ile valide edilerek IntAct veritabaninda  bildirilmigtir
(https://www.ebi.ac.uk/intact/search?query=id:EBI-7797864%20AND%20id:EBI-
8650934#interaction).

2.3.5. Rekombinasyon aktivasyon gen 2 (RAG2)

Rekombinasyon aktivasyon gen 2 (RAG2), 11.kromozom iizerinde bulunur ve
527 aminoasitlik uzunlugunda lenfosit spesifik bir protein kodlar. RAG2,
olgunlagsmamis lenfoid hiicrelerde eksprese edilir [56]. Rag2 proteini, proteinin 3’te
2’sine denk gelen uzunlukta bir ¢ekirdek alandan ve bitki homodomain (PHD) alan1 ve
niikleer lokalizasyon sinyali (NLS) alanlarindan olusur. Sekil 9°da RAG2 protein
alanlar1 sematize edilerek gosterilmistir. Cekirdek alant DNA boliinme aktivitesi i¢in
cok Onemli olan RAG2 aktif cekirdegi, RAG1 ile etkilesime girer ve RAG
kompleksinin DNA’ya baglanma afinitesini ve 6zgulliigiinii arttirir. Biiylik cogunlugunu
cekirdek alanin olusturdugu RAG2 geninin (1-383) N terminali, kromatin baglanmas1 ve
coklu biyokimyasal islevler i¢in 6nemlidir [56]. Karboksi terminali (a.a. 384-527) ise
rekombinasyon islei i¢in vazgec¢ilmezdir. NLS, RAG2 proteinin niikleer
translokalizasyonuna aracilik etmektedir [57]. PHD alani, lizin 4 (H3—K4me3) iizerinde
trimetillenmis histon H3'e ve ayrica H3 peptidine spesifik olarak baglanir. Bu baglanma,
RAG kompleksinin katalitik aktivitesini arttirir ve RAG2'yi aktif kromatin bolgelerine
yonlendirir. RAG kompleksi RAG1 ve RAG2’den olusmaktadir. T ve B lenfositlerinin
gelisimi sirasinda immiinoglobulin genlerinin yeniden diizenlemesini igeren VDJ
rekombinasyonunda goérev yaparlar. RAGI ve RAG2 genleri kromozom 11p13 {izerinde
ayn1 lokusta yer alir [56]. RAG1 proteini N terminalinde bir C2H2 ¢inko parmak (ZFA)
ve bir C3HC4 c¢inko-baglama motifi tarafindan tanimlanan c¢oklu ¢inko baglayic
motifler igerir; bu motif, E3 ligazlar1 olarak bilinen bir grup enzim ve bunlarin
substratlar1 arasindaki etkilesimde kritik bir rol oynar [56]. Ayrica, N-terminali yarisi,
RAGTI taginmasini kolaylastiran bir niikleer lokalizasyon sinyali ve Hin rekombinazinin
DNA baglanma alanina homolog olan bir sarmal-doniis-sarmal motifine sahip bir
nonamer baglanma alani (NBD) icerir. RAG1 ¢ekirdek alani DDE motifi olarak
isimlendirilen aktif bir bolge icerir ve bu bolge araciligiyla RAG2 proteini ile etkilesir

[56].


http://www.ebi.ac.uk/intact/search?query=id%3AEBI-7797864%20AND%20id%3AEBI-
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Sekil 9: RAG?2 protein semasi

T ve B lenfositlerinin gelisimi sirasinda immiinoglobulin genlerinin yeniden
diizenlemesini igeren VDJ rekombinasyonunda, bilesen degiskeni (V), ¢esitlilik (D) ve
birlestirme (J) gen bdliimlerinin her bir tipinden biri, antijen baglama bdlgelerinin
kodlama dizisini olusturmak i¢in birlestirilir [58]. Her bir gen segmentini ¢evreleyen
rekombinasyon sinyal dizisi (RSS), RAG proteinlerini uygun DNA bdliinme bolgelerine
yonlendirir. RSS, hem korunmus bir heptamerden hem de 12 veya 23 baz ciftinden
olusan kotii korunmus bir aralayict ile ayrilmis bir non-mer dizisinden olusur [58].
RAG1 ve RAG2 proteinlerinden olusan V(D)J rekombinaz, AR lokuslarindaki her bir
gen segmentinin siirinda yer alan se¢ilmis rekombinasyon sinyal dizilerinde (RSS)
DNA ¢ift zincir kiriklar1 olusturarak islev goriir [59]. V (D) J rekombinasyonuyla
kodlama bdlgelerinin c¢esitli kombinasyonlarla birlestirilmesiyle milyonlarca farkl
fonksiyonel immiinoglobulin ve T hiicresi reseptdr genini bir araya getirebilir. Bu
rekombinasyon, spesifik rekombinasyon sinyal sekanslar1 (RSS) ile ¢evirili bolgelerde
RAG1/RAG2 rekombinazlar ile DNA ¢ift iplikli kiriklarinin olusturulmasi ile baslar. iki
tane RSS c¢esidi vardir ve bunlar V den J ye y da V D J birlestirme iizerine odaklanmak
icin bolimlere ayrilmistir. RAG1/RAG2 genlerinin olusturdugu DSB non homolog end
joining ile birlestiriliyor. Bu birlestirme de DNA onarim kompleksklerinden biri olan

histon H2AX ve Mrel1 / Rad50 / Nbs1 kompleksi muhtemelen gorev aliyordur.

Farkli RAG mutasyonlari, bazi ortiismelerle birlikte farkli klinik ve immiinolojik
fenotiplere neden olabilir. RAGI ve RAG2 genlerinin null mutasyonlari, T ve B
hiicrelerinin bulunmadig1 otozomal resesif bir SCID formuna neden olur. Bununla
birlikte, RAG genlerinin artik T ve B lenfosit iiretimine izin veren hipomorfik
mutasyonlari, Omenn sendromu (OS), atipik SCID ve graniilomlar ve/veya otoimmiinite
(CID-G/AI) gibi genis bir klinik bulgular ve immiinolojik bulgular1 gosteren fenotiplere
neden olabilir [58] .

2.3.6. Mannan baglay:ci serin proteaz 2 (MASP2)
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Mannan baglayict serin proteaz 2 (MASP2) geni 1p36.23-31 kromozomu
tizerinde bulunur. 12 ekzona sahip olan gen MASP2 ve MAp19 olarak adlandirilan iki
tane protein kodlar [60]. Genin; Ekzon 1 ¢evrilmez, ekzon 2 sinyal peptidini kodlar ve
ekzon 3 ile birlikte CUB1 alanimi kodlar. Ekzon 4, EGF benzeri alami kodlar, ekzonlar 6
ve 7, ikinci CUBI1 alanini kodlar, ekzonlar 8-9 ve 10-11, iki CCP alanim1 kodlar ve
ekzon 12, serin proteaz alanin1 ve 3 UTR bolgesini kodlar [60]. MAp19, MASP2
geninin ilk transkriptinin alternatif kirpilmasi sonucunda olusan ve poliadenilasyonu ile
iiretilen kesilmis bir proteindir. MASP2 geni mannan iligkili serin proteaz ailesinin bir
iyesidir. MASP1, MASP3, MApl19 ve MAp44 bu ailenin diger iliyeleridir. MASP2,
insan serumunda fonksiyonel olarak naktif formda bulunan bir serin proteazdir ve
kompleman sistemin lektin yolaginda gorev yapmaktadir. Protein, CUB1 (Clr/Cls,
kemik morfogenetik proteini), EGF (epidermal biiytime faktorii), CUB2, CCP1
(tamamlayic1 kontrol proteini), CCP-2 ve SP (serin proteaz, katalitik) olmak {izere alti
alandan olusan tek polipeptit zinciri halinde proenzim olarak karacigerden sentezlenir.
CUBI1 ve EGF alanlan proteinin mannoz bagli lektin (MBL) ve diger kollektinler ile
etkilesiminden sorumludur, CUB2 alan1 bu etkilesimin gii¢lendirmede rol oynar. Iki
tamamlayic1 kontrol proteini (CCP) molekiilii ve SP alani, katalitik aktiviteden sorumlu
iken CCP2, C4 bolinmesinde temel rol oynamaktadir [61]. MBL’nin hedef molekiile
baglanmasi sonucu gerceklesen konformasyonel degisim sonucunda MASP2 proteazi
uyarilir ve CCP-2 ve SP alanlann arasindaki korunmus Arg-Il bolgesinden kesilerek
birbirine bir distilfit bagi ile baglanan agir ve hafif zincir olarak adlandirilan iki
polipeptit zincirine ayrilarak aktif forma doniisiir. Sekil 10°da inaktif ve aktif MASP2
proteaz1 gosterilmigtir. Aktif MASP-2 enzimi, C4 ve C2'yi yiiksek verimlilikle
parcalayarak lektin yolunun ana bileseni olan C3’ii kesen C4Bc2b C3 konvertazini
olusturur. C3 konvertazin olusumu sekil 11°de gosterilmektedir. Ayrica MASP1
proteazi da C2 molekiiliinii enzimatik olarak pargalayabilme o6zelligi sayesinde

kompleks olusumuna yardimci olmaktadir.
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Sekil 10: MASP2 proteazin inaktif ve aktif hali
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Sekil 11: MASP1 ve MASP?2 proteinleri tarafindan C3 doniistiiriicli olusumu

MASP?2 eksikligi ilk olarak 2003'te otoimmiin ve inflamatuar bozukluklarin yani
sira siddetli ve tekrarlayan pnomokok enfeksiyon sikayeti olan yetiskin bir bireyde

rapor edilmistir [62].
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Bu calismaya grubumuz tarafindan daha once yapilan “Primer Immiin Yetersizliklerde

Genetik Alt Yapinin Yeni Nesil Dizileme Yéntemi Ile Belirlenmesi’’ (Sinem Firtina

doktora tezi, Istanbul Universitesi, 2017) baslikl1 tez kapsaminda Istanbul Tip Fakiiltesi

(n=2), Marmara Egitim Arastirma Hastanesi (n=2), Cerrahpasa Tip Fakiiltesi (n=1) ve

Khusan Khozdhaev “Cocukluk Cagi Losemi Lenfomalarinda Yatkinlik Genlerinin

Belirlenmesi’’ (devam eden doktora tezi doktora tezi, Istanbul Universitesi, Khusan

Khozdhaev) kapsaminda Istanbul Tip Fakiiltesinde (n=1) immiin yetersizlik tanisi almis

olan hastalarla yapilan panel ve ekzom dizileme sonucunda ortaya ¢ikan yeni varyantlar

ve aday genler bulunan hastalar dahil edilmistir.

Calismaya toplam 6 ¢ocuk hasta (3 K ve 3 E) dahil edilmistir. Ortalama yas 6, en kii¢iik

yas 1 ve maksimum yas 12°dir. Hastalara ait klinik veriler tablo 2’de 6zetlenmektedir.

Tablo 2: Calismadaki hastalara ait klinik veriler

Klinik parametreler Hasta Hasta | Hasta Hasta Hasta Hasta
#1 #2 #3 #4 #5 #6
DLBCL+
Immunfenotip Immiinyetmezli | OIHA | T-B-NK+
AGM HIGM | AGM k
Cinsiyet KIZ KIZ | ERKEK KIZ ERKEK | ERKEK
Yas 9 9 5 12 1,5 1
Lokosit Sayisi (ort) 4000
(hiicre/yL) 4300 4900 17200
B Lenfosit Sayisi (ort) 500
(hiicre/yL) 0 16 1
Akraba evliligi Yok Yok Var Var Yok Var
Son durum SAG SAG SAG SAG SAG SAG

AGM: Agammagloblunemia, HIGM: Hiper Ig-M sendromu, OIHA: Otoimmiin hemolitik anemi,
DLBCL: Diffuse large B cell lenfoma
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Calismaya dahil edilen tiim hastalar ve aile bireyleri ve saglikli kontrollerden goniilli
onam formu alinmustir. Calisma Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi Klinik

aragtirmalar Etik Kurulu tarafinca onaylanmistir (2020/125).

3.1.2. Kullanilan cihazlarin listesi

Tablo 3: Calismada kullanilan cihaz listesi

Cihazlar Firma
Otoklav Kermanlar
Otomatik Pipet Ependorf

. o Thermo Scientific
Laminar akim kabini

PCR cihazi Biorad

Sogutmali santrifiij Eppendorf
Spektrofotometre Nanodrop ND-1000
Vorteks Kermanlar

Akan Hiicre Olger cihazz | Beckman Coulter

TC20 Hiicre sayim cihazi Biorad

Buzdolab1 ve derin|
dondurucu (+4°C, -20°C, -| Argelik, Sanyo, Bosch
80°C)
Masa {istii mini santrifiij Hettich, Eppendorf

. BMG Labtech-
Elisa plaka okuyucu Spectrostar Nano
Jel goriintiileme sistemi UVP

3.1.3. Kullanilan kitler

Calismada kullanilan kitler ve kullanim amaglar1 Tablo 4’de verilmistir.



Tablo 4: Calismada Kullanilan Kitler
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Kit ada Firma Kullanim amaci
Invitrogen .
PureLink Genomik DNA mini kit DNA izolasyonu
Total RNA izolasyon kiti GeneMark RNA izolasyonu
First-Strand cDNA Synthesis kit Invitrogen cDNA Sentezi
FlowCellectTM Cell Cycle Checkpoint Millggye ATM gen fonskiyon analizi
Mybiosource
Human MASP?2 Elisa kit MASP?2 protein konsantrasyonu belirlemek

3.1.4. Kullanilan Materyaller

PZR reaksiyonu i¢in kullanilan materyaller Tablo 5’de verilmistir.

Tablo 5: Calismada Kullanilan Materyaller

Kullanilan materyal

10X (NH4)2S04 Taq Buffer
Taq DNA Polimeraz (5U/ul)
25 mM MgCl2

10mM dNTP miks

DMSO

5M BETAIN
Dreamtaq polimeraz

Dreamtaq Buffer

Firma

Thermo Scientific
Thermo Scientific
Thermo Scientific
Thermo Scientific
Thermo Scientific
Thermo Scientific

Thermo Scientific

Thermo Scientific

3.1.5. Kullanilan Kimyasallar

Calismada kullanilan kimyasallar Tablo 6’da verilmistir.
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Tablo 6: Calismada Kullanilan Kimyasallar

Kullanmilan kimyasallar Firma

Etidyum Bromiir Sigma,Almanya
Agaroz Thermo Scienfic
Trypan blue Gibco- Thermo Scienfic
Tris Baz Sigma,Almanya
Glasiyal Asetik Asit Merck,Almanya

EDTA Sigma,Almanya

RPMI Gibco- Thermo Scienfic
FCS serum Gibco- Thermo Scienfic

3.1.6. Kullanilan tamponlar

» 50X TAE(Tris-Asetik asit-EDTA)
100 ml EDTA (0.5M)
242 g Tris baz,
57,1 g Glasiyal asetik asit

1 It distile su ile tamamlanarak 20 dakika otoklavda sterilize edildi.
3.1.7. Kullamlan primerler

Varyant1 dogrulamak ailesel segregasyonu gdstermek ve kirpilma etkisini incelemek

icin varyanta uygun olarak tasarlanmis olan primerler Tablo 7°de gosterilmistir.



Tablo 7: Calismada Kullanilan Primerler
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Analiz Gen adi NM kodu Primerler Uriin  boyu
yontemi (b¢)
Segregasyon | TCF3 NM _003200.5 | F:5’AAAGCACTGGCCTCGGTG-3’ 299
R:5’AAGGTGCAGACACCAGAACC-3’
Segregasyon | AICDA NM _020661.4 | F: 5’TACTTCTGTGAGGACCGCAA-3’ 441
R: ’TCATTTCCTCGGGGCCTT-3’
Segregasyon | TM4SF4 | NM_004617.3 F: 55TGGAGGGAATTGCACACTTT-3’ 265
R: ’GCAAAAGCCTGAACTTACCC-3’
Ekspresyon TM4SF4 | NM_004617.3 F:5>CCACGACGGGGATTATCTCA-3’ 116
R: 5’GGATTCCTCCTACGACCAGC-3’
Segregasyon | NBN NM 002485.3 F:5CCTCATTGTGGAAAAATAAGGAG | 344
C-3
R: 5’GCTACTTTCTGGTACTGCTTCA-3
Segregasyon | ATM NM_000051 F:5AGAGTTGGGAGTTACATATTGGT | 479
AATG-3’
R:5’TGGCTGTGTAAATATCCACCAA-
3>
3.1.8. Kullanilan Elektronik Veritabanlar
Bu tez calismasi kapsaminda varyantin oOzelliklerini O68renmek, etkisini

belirlemek amaciyla ¢esitli veritabanlar1 kullanilmigtir. Kullanilan veri tabanlari tablo
8’de verilmistir. SIFT, bir amino asitin, dizi homolojisine ve amino asitlerin fiziksel
ozelliklerine dayali olarak protein fonksiyonunu etkileyip etkilemedigini tahmin eder.

PROVEAN (Protein Variation Effect Analyzer), bir amino asit degisiminin veya

indel'in bir proteinin biyolojik islevi iizerinde bir etkisi olup olmadigin1 tahmin etmek



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_003200.5
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icin kullanilan bir aractir [63]. PolyPhen-2 (Polimorfizm Fenotipleme v2), basit fiziksel
ve karsilastirmali degerlendirmeleri kullanarak bir amino asit kalintisinin bir insan
proteininin yapis1 ve islevi iizerindeki olasi etkisini tahmin eden bir aragtir. Mutation
taster, varyantin gen iirlinii / proteini lizerindeki etkisini tahmin etmek i¢in bir dizi “’in
silico’” testleri gergeklestirir. Testler hem protein hem de DNA diizeyinde yapilir.
CADD, insan genomundaki tek niikleotid degisiklikleri ve indellerin patojenik etkisini
islev agisindan ve korunmusluk gibi durumlar1 degerlendiren bir aractir. ClinVar, insan
genetik varyantlarinin ve bu varyantlarin hastaliklarla olan baglantisinin degerlendirilip
bunun 6nemine iliskin yorumlarin bulundugu bir arsividir. Bir varyantin veya varyant
setinin klinik Onemine iligkin iddialar, klinik test laboratuvarlari, arastirma
laboratuvarlari, lokusa 6zel veri tabanlari, uzman panelleri ve diger gruplar tarafindan
ClinVar'a sunulur [64]. Varsome, genomdaki varyantlar hakkinda bilgi alinabilmesini,
varyantlarin patojenitesini ACMG kriterlerine gore degerlendirilerek simiflandiran,
birden fazla veri tabanlariyla baglantili olarak ¢esitli veri tabanlarindan veri toplayan ve
varyasyonlar hakkinda kolay bir sekilde bilgi paylagsmasini saglamay1 amaglayan insan
genomik varyasyonu i¢in bir arama motorudur [65]. Missense3D, tek niikleotidlik
degisimin protein yapisindaki etkisini tahmin eden bir aragtir. VEP, varyantlar hakkinda
hangi transkripte oldugu, diizenleyici bdlgeleri, alintilar, klinik 6nem bilgileri ve
biyofiziksel etkilerinin tahminleri dahil olmak {izere ¢esitli referans verilerini kullanarak
bilgi verir [66]. Insan Gen Mutasyonu Veritaban1 (HGMD), insan kalitsal hastaliklarinin
sebeplerini veya bunlarla ilgili literatiirde yayimlanan hastalikla iliskili/fonksiyonel
polimorfizmlerinin kapsamli bir koleksiyonunu olusturur [67]. InterPro veritabani,
protein dizilerinin ailelere siiflandirmasini saglar ve islevsel olarak 6nemli alanlari ve
korunan bolgeleri tanimlayan, protein aileleri, etki alanlar1 ve islevsel bolgeler hakkinda

bilgi alinabilen kapsamli bir kaynaktir [68].

Tablo 8: Calismada Kullanilan Veritabanlari
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POPULASYON VERITABANLARI

ExAC  (Exome — Aggregation http://exac.broadinstitute.org/

Consortium)

gnomAD(Genome Aggregation o
Database) https://gnomad.broadinstitute.org/
DbSNP https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp
DbVar https://www.ncbi.nlm.nih.gov/dbvar/

GENOMIK DiZi ANALIiZ VERITABANI

Ensembl Genome Browser http://www.ensembl.org/index.html

UCSC (University of Santa Cruz

California) https://genome.ucsc.edu/

NCBI https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
FENOTIP VERITABANLARI

ClinVar https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/

OMIM https://www.omim.org/

Human Gene Mutation Database http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php

VARYANTIN OLASI ETKiSINiN DEGERLENDIRIiLDiGi TAHMIN ARACLARI

Mutation taster https://www.mutationtaster.org/
Polyphen2 http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/
Sift https:/sift.bii.a-star.edu.sg/
Human splicing finder http://umd.be/Redirect.html
Variant effector predictor https://www.ensembl.org/info/docs/tools/vep/index.html
CADD https://cadd.gs.washington.edu/
Varsome https://varsome.com/
Missense3D Database http://missense3d.bc.ic.ac.uk:8080/
PROTEIN VERITABANLARI
UniProt https://www.uniprot.org/
Human protein Atlas https://www.proteinatlas.org/
PDB https://www.rcsb.org/
InterPro https://www.ebi.ac.uk/interpro/

Visual  Molecular  Dynamics
(VMD) https://www .ks.uiuc.edu/Research/vmd/



http://exac.broadinstitute.org/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/dbvar/
http://www.ensembl.org/index.html
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/
http://www.omim.org/
http://www.omim.org/
http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php
http://www.mutationtaster.org/
http://www.mutationtaster.org/
http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/
http://umd.be/Redirect.html
http://www.ensembl.org/info/docs/tools/vep/index.html
http://www.ensembl.org/info/docs/tools/vep/index.html
http://www.ensembl.org/info/docs/tools/vep/index.html
http://www.uniprot.org/
http://www.proteinatlas.org/
http://www.rcsb.org/
http://www.ebi.ac.uk/interpro/
http://www.ks.uiuc.edu/Research/vmd/
http://www.ks.uiuc.edu/Research/vmd/
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3.2.YONTEM

3.2.1. Periferik kandan DNA/RNA izolasyonu

Hastalardan EDTA’l1 tiiplere alinan kan Ornekleri kit protokolii (genomic DNA mini Kkit,
invitrogen ve total RNA izolasyon kiti, GeneMark) uygulanarak DNA ve RNA izole edildi.
DNA/RNA izolasyon asamalar1 sematize olarak sekil 12°de gosterilmistir.

1)
)

Lyzis/binding buffer ve ethanol

eklenir

=) —d

Karigim spin kolona eklenir

Yikama soliisyonu 1

) -§ & -§ & -§ «

Sekil 12: DNA/RNA izolasyonu

Elde edilen DNA’nin konsantrasyonunun belirlenmesi
DNA ve RNA’larin konsantrasyon ve saflik tayini spektrofotometrede 260 ve 280 nm dalga
boyunda 15181 sogurma (OD) 6l¢iimii kullanilarak yapildi. Spektrofotometre 6l¢limlerinde 260

nm/280 nm oraninin 1.8 ile 2,0 araliinda olmasina dikkat edildi.

3.2.2 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)
Tablo 9°da calismada AICDA ve TCF3 genleri i¢in yapilan PZR igerigi gosterilmistir. Tablo
10°da AICDA geni i¢in PZR isleminin sicaklik kosullar1 Tablo 11°de ise 7CF3 geni i¢in olan

sicaklik kosullar verilmistir.



Tablo 9: AICDA ve TCF3 genleri i¢in yapilan PZR igerigi

TCF3 Miktar
AICDA | Konsantrasyon Miktar (pl) Konsantrasyon )
pl
Distilesu |- 15,4 Distile su - 10,3
Dream Taq
Taq Buffer 10X 2,5 Buffer 10X 2,5
Dntp 2,5Mm 2 dNTP 2,5mM 2
MgCl 25Mm 2 DMSO 25Mm 0,5
Primer 10 pmol 2 Primer 10 pmol 2
Taq
. 500 umits | 0,1 Betain SM 6
polimeraz
DNA 50 ng 2 DreamTaq 555\ i 0,4
polimeraz
TOPLAM 25ul DNA 50 ng 2
TOPLAM - 25
Tablo 10: A/ICDA PZR 1s1 kosullar1
Sicakhk| Zaman
On denetiirasyon 94 |3 dakika
40 saniye
Denatiirasvon 94
[Primer - 45 santye 35 déngi
- 58
baglanmasi
45 saniye
Zincir uzamasi 72
Son uzama 72 |7 dakika

36
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Tablo 11: TCF3 PZR 1s1 kosullar1

Sicakhik Zaman
On denatiirasyon 65°C 5 dakika
Denatiirasyon 64°C 40 saniye |
Primer baglanma 68°C (sicaklik her dongide 45 saniye p= 15 dongii
0,5°C diisecek)
Zincir uzama 72°C 1 dakika g
Denatiirasyon 94°C 40 saniye L
Primer baglanma 60°C 45 saniye | 20 dongii
Zincir uzama 72°C 1 dakika
Son uzama 72°C 7 Dakika

3.2.3. Agaroz Jel Elektroforezi
PZR igleminden elde edilen iiriinler 6X agaroz yiikleme boyasi ile karistirilarak hazirlanmis olan
%2’lik agaroz jele 100 bp marker ile yiiklendi. Elektroforez cihazinda 80-90volt elektrik akimi

ile 20-30 dk yiiriitiildi ve ilerlemis olan tirtinler UV ile goriintiilendi.

3.2.4. Agaroz jelin hazirlanmasi

Ornekleri yiiriitmek i¢in %2 konsantrasyonda agaroz jel hazirlandi. Jeli hazirlamak igin 1gr
agaroz tartildiktan sonra 50 ml 1X TAE ic¢inde mikrodalga firinda 1sitildi ve agaroz eridikten
sonra ¢eker ocak altinda 2,5 pl etidyum bromiir eklendi. Sivilasan agaroz, jel tepsisine dokiildii.
Taraklar yerlestirildi ve katilasmasi i¢in beklendi. Katilasan jel, icerisinde 1X TAE soliisyonu

bulunan elektroforez tankina yerlestirildi.

3.2.5. SANGER dizileme

PZR yontemiyle amplifiye edilen hasta ve aile bireylerinin DNA 0&rnekleri agaroz jel
elektroforezinde yiiriitiildiikkten sonra varyasyon varligini dogrulamak amaciyla ¢ift yonlii
dizilemeye gonderildi. SANGER dizileme i¢in hizmet alim1 yapildi. Alinan sonuglar CLC Main

Workbench programi kullanilarak analiz edildi.
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3.2.6. Komplementer DNA (cDNA) sentezi
Izolasyonlar1 RNA 6rnekleri kalip olarak kullanilarak ters transkriptaz emzimi ilecDNA sentezi
gerceklestirildi. cDNA sentezi basamaklar1 asagida verilmistir.
« Kullanilacak nanogram miktarinda olacak sekilde dilie edilen RNA
orneklerinden 10 ul alinarak, 10mM 1 pl ANTP mix ve 50 ng/ul 1 ul Randomhekzamer
ile karistirilarak PZR cihazinda 65°C’de 5 dakika inkiibe edildi.

« Inkiibasyon sonrasinda 4 ul 5x First strand buffer, 2 ul 0,1 M DTT ve 1 pl 40u/ul RNaz inhibitor
karisimi 6rneklerin tizerine eklendi.

» Karisim 25°C’de 10 dakika bekletildikten sonra, tizerine 1 pul 200U M-MLV RT eklendi
ve 37°C’de 50 dk ve 70°C’de 15 dakika inkiibe edildi. Islem sonucunda elde edilen
cDNA o6rnekleri -20 °C’de saklandi.

3.2.7. Hiicre kiltiirii

Hiicre kiiltiirli; 6karyotik ve prokaryotik hiicrelerin ¢ogalabilmesi i¢in verimli/uygun bir ortamin
in vitro olarak saglanmasi ile hiicrelerin biiylimesini/gogalmasini saglayan bir tekniktir. Hasta
16kosit hiicrelerinin laminar akimli kabinde aseptik kosullar altinda %10 FCS ve %1 antibiyotik
igeren RPMI besiyeri igerisinde 24 kuyuluk plakalara ekimi yapildi. Ekilen bu hasta lokosit
hiicrelerinin ¢ogalmas i¢in %5CO2 ve 37°C sicaklik kosullarindaki inkiibator(etiiv) igerisinde

bir gece birakildi.

3.2.8. Hiicre sayim1

Hiicre kiiltiirtindeki hiicrelerin sayimi i¢in Thoma lam1 kullanildi. Her kuyudaki hiicreler ayri
ayri sayildi. Hiicrelerin cihaz tarafindan tespit edilebilmesi i¢in Trypan blue boyasi kullanildi.
Bu boya 6lii hiicreleri boyayan bir maddedir. Boya ve hiicreler 1:1 oraninda karistirilarak Thoma

lamina aktarilarak TC20 hiicre 6l¢iim cihazinda yapilmistir.

3.2.9. Akan hiicre olcer cihazi1 kullamlarak A7M geninin fonksiyonel

Akis Sitometrisi, bir hiicre veya parcacik grubunun fiziksel ve kimyasal 6zelliklerini saptamak
ve 0lgmek icin kullanilan bir tekniktir.

ATM geni, DNA hasar tamirinde gorevli olan 6nemli bir gendir. ATM genindeki varyasyonun
genin fonksiyonuna olan etkisini analiz etmek amaciyla Millipore’s FlowCollect ATM DNA
Hasar1 ve Hiicre Dongiisi Analiz Kit protokolii uygulanarak iglem sonucu 6l¢iim akan hiicre

olger cihazinda yapilmistir. Kullanilan kit, akan hiicre
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Ol¢er uygulamalarinda hiicre dongiisii kontrol noktalart ile ilgili olarak DNA hasar1 arasindaki

baglantiy1 tanimlamak i¢in tasarlanmistir. Bu kiti kullanarak, ATM geninde varyasyonu olan

hasta ve saglikli hiicrelerdeki hiicre donglisii kontrol noktalarina bakarak varyasyonun genin

fonksiyonuna olan etkisi incelenmek istenmistir. Kit islem basamaklar1 asagida verilmistir.

Protokol:

1.

10.

11.
12.

13.

14.

15.

16.

Hasta ve ebeveynlerden alinan periferik kandan l6kositler ayirilarak RPMI
besiyerinde ¢oziilerek 37 derecede %5CO; ortaminda biitiin gece inkiibasyona
birakildi.

Besiyerinden hiicreler toplandi ve hiicre sayis1 vi-cell cihazinda 6l¢iildii.
Ornekler 24 kuyuluk plakalara 1ml RPMI besiyeri igerisine 1 milyon hiicre
olacak sekilde duplike olarak ekim yapildi.

. Hicrelere 100uM etiposid uygulanmistir. Her 6rnek i¢in duplike olarak etiposid

uygulanmis ve negatif kontrol olarak madde uygulanmamis iki kuyu
olusturuldu. 37 derecede 3 saat inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyon sonunda hiicreler 300g’de santrifiij ile toplandi.

Toplanan hiicrelere 100ul soguk 1X yikama soliisyonu ve 100ul soguk 1X
fiksasyon soliisyonu eklendi ve 20 dk buz iizerinde inkiibe edildi.

700g’de 5 dk santrifiij edildi ve supernatant atild1.

Pellet tizerine 100pul soguk 1X permeabilization soliisyonu eklendi ve 20 dk buz
iizerinde inkiibe edildi.

700g’de 5 dk santrifiij edildi ve supernatant atild1.

Pellet 200ul soguk 1X assay soliisyonu eklendi ve hiicreler iyice homojenize
edildi.

700g’de 5 dk santrifiij yapild1 ve supernantant atildi.

Pellet iizerine 95ul 1X assay soliisyonu + Sul 20X fosfo-ATM eklenerek buz
iizerinde karanlikta 30dk inkiibe edildi.

200ul soguk 1X assay soliisyonu eklendi.

700g’de 5 dk santrifiij edildi.

Pellete 200ul PI+ Rnase soliisyonundan eklendi ve karanlikta oda sicakliginda
30dk inkiibe edildi.

Sonuglar akan hiicre 6lger cihazinda 6l¢iildi.
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3.2.10. ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)
ELISA yonteminde, enzimle isaretlenmis(etikelenmis) bir antijen veya antikor igeren cesitli
antijen-antikor eslesmeleri kullanilir ve enzim aktivitesi kolorimetrik olarak ol¢iiliir. Enzim
aktivitesi, enzim tarafindan modifiye edildiginde renk degistiren bir substrat kullanilarak 6l¢iiliir.
Substrat ilavesinden sonra olusan iriiniin 151k absorpsiyonu Olciiliir ve sayisal degerlere
dontstiiriliir.
ELISA deneyi MASP2 genindeki bulunan degisimin protein konsantrasyonu iizerindeki etkisini
belirlemek amaciyla yapilmistir. MASP2 gen iiriinii kompleman sistemindegoérevlidir. Bu proteaz
mannan bagl lectin (MBL) denilen bir proteinle birlikte ¢alismaktadir. MBL proteini yabanci
molekiiller iizerindeki mannan gibi karbonhidrat yapilarim1 taniyarak aktive olur ve MASP2’ni
proteazini aktive eder. Deney kapsami igerisinde MASP2 proteinini aktive etmek i¢in deneyde
kullanilacak olan hasta ve annesine ait ve 5 adet saglikli bireyden (3 kadin, 2 erkek, 28 yas)
alinan plazmaodrnekleri ticari olarak satin alinan mannan ile muamele edilmistir. Bu deney i¢in
markas1 Mybiosource olan ‘Human MASP2 Elisa Kit” isimli kit kullanilmistir.
Mannan uygulamast:
» 1.8 mg mannan 1800ml 1X PBS igerisinde ¢oziilerek 10X konsantrasyonda
mannan soliisyonu elde edildi.
» 500ul 10X mannan soliisyonuna 4500ul 1X PBS ekleyerek 1X konsantrasyona
diistirildi.
» 48 adet 0.2ml’lik tiiplere bu 1X mannan soliisyonu eklenerek +4’de bir gece
inkiibe edildi. Boylece kuyularin mannan ile kaplanmasi saglanda.
» Tiiplerden soliisyon atilip 1X PBS+%0.05 tween soliisyonu ile 3 kez yikama
yapildi.
» Tiplere 100’er pl 1X PBS+%]1 BSA soliisyonu eklenerek 37 derecede 1 saat
inkiibe edildi.
» Inkiibasyon sonrasi tiiplere sulandirilmistir hasta ve annesine ait ve 6 adet
saglikl 6rnekler 100’er pul olarak eklenerek 37°C 1 saat inkiibe edildi.
Protokol:
1. Calismaya baslamadan once kit igerisindeki biitiin soliisyonlar oda sicakligina
cikarilmustir.

2. Mannan inkiibasyonu sonrasinda kit protokoliine baslandi.
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3. 48 kuyuluk plaka ilk iki kolonuna 200ng/ml, 100ng/ml, 50ng/ml, 25ng/ml,
12,5ng /ml, 6,25ng /ml, 3,13ng /ml, O(blank) seklinde diliisyon yapilan standart
ornekler 100°er ul duplike olarak eklendi.

4. Diger kuyulara da 1:4 ve 1:8 oranlarinda diliisyon yapilmig saglikli kontrol
ornekleri 100’er pl duplike olarak eklendi. Hasta ve annesine ait 6rnekler 1:4
diliisyon oraninda 100’er pl triplike olarak kuyulara eklendi. Orneklere mannan
uygulamasi yapildigi i¢in duplike olarak mannan uygulanmis blank de kuyulara
eklendi.

5. Biitlin 6rnekler 48 kuyuluk plakaya aktarildiktan sonra 90 dakika 37°C inkiibe
edildi.

6. Inkiibasyondan sonra kuyulardaki sivi atildi ve yikama yapilmadan 100ul
Biotinli detection antikor c¢alisma soliisyonu her kuyuya eklendi ve yavasca
karigtirilarak plakanin tizeri kapatildi. 37°C’de 1 saat inkiibe edildi.

7. Kuyulardaki sivilar atildi ve her kuyuya 350ul yikama soliisyonu eklenerek
yikama yapildi sonra soliisyon kuyulardan atildi. Bu asama 3 kez tekrar edildi.
En sonda kurutma kagidina plakay: ters ¢evirmek suretiyle kalan soliisyondan
tamamen kurtulmaya calisildi.

8. Her kuyuya 100 pl HRP-ilistirilmis (conjugate) ¢alisma soliisyonu eklendi. 30
dakika 37°C’de inkiibe edildi.

9. 8.asamadaki yikama islemi 5 kez terkrarlandi.

10. Kuyulara 90ul substrat reagent eklendi ve 37°C’de 15 dakika inkiibe edildi.
Plaka 1s1ktan korunmasi amaciyla alimiinyum folyoya sarildi.

11. Kuyulara 50pul stop soliisyonu eklendi.

12.450nm’de BMG Labtech markali Spectrostar Nano mikroplate okuyucuda

orneklerin okumas yapilarak iglem tamamlandi.

3.2.11. Protein immunoblot (Western blot)

Total protein karisimi igerisinden antikor kullanarak istenilen/belirli bir proteinin tespitini
saglayan bir yontemdir. Bu yontemde, proteinler jel elektroforezi ile molekiiler agirliklarina gore
ayrilirlar. Ayirilan proteinler membrana aktarilir. Membran ilgili protein antikoru ile inkiibe
edilir. Gerekli yikama agamalar1 yapildiktan sonra membran goriintiilenir. Sadece istenilen

proteine ait bant goriinmesi beklenmektedir ve bandin
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kalinlig1 gorece olarak protein konsantrasyonu hakkinda bilgi verir. Bu yontemde, kantitatif
olarak miktar tayini yapilamadigi icin semi-kantitatif olarak tayin yapilir. Protein immunoblot

asamalar1 agsagida verilmistir.

3.2.12. Bradford assay
Bradford assay renk degisimine dayali olarak protein konsantrasyonunu hesaplar. Commasie
blue G250 boyasmin 3 formu bulunur: anyonik(blue), notr(yesil), kaytonik(kirmizi). Asidik
kosullar altinda red maviye doner, protein baglandiginda.Hidrofobik ve iyonik etkilesimlerle bir
arada tutulan boyanin anyonik bagli formu, tarihsel olarak maksimum 595 nm'de tutulan bir
absorpsiyon spektrumuna sahiptir. 595 nm'de absorbans artisi, bagli boya miktar1 ve dolayisiyla
numunede bulunan protein miktar1 (konsantrasyon) ile orantilidir.
Protokol:
1. Oncelikle BSA standartlar1 olusturuldu.
2. Biorad bradford kiti kullanildi. Burada boya soliisyonunu hazirlamak igin 1
part konsantre boyaya 4 part distile su ile dilue edildi.
3. Sulandirilmis boyadan 1 ml iizerine standartlardan ve Orneklerden 20 pl
eklenir 5 dk inkiibe edildi. Renk degisimi gozlendi.
4. Spektrofotometre cihazinda 595 nm dalga boyunda 6l¢iim gerceklestirildi.
5. Olgiilen standartlarin absorbans degerleriyle X-axis konsantrasyon y-axis
absorbans degerleri olacak sekilde standart curve olusturuldu.
6. Olusturulan grafikten ¢ikan denklemi kullanarak konsantrasyonu bilinmeyen

orneklerin konsantrasyonu hesaplandi.

Western blot protokol:

1. %70 lik etanol ile camlar temizlendi. Uzun camin {izerine kii¢iik cam1 konulur
diizgilince kiskacl aparata yerlestirildi.

2. Temed en son olmak {izere agsagidaki malzemeler tablo 12’de verilen miktarlarda
eklenerek karistirildi.
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Tablo 12: Western blot isleminde kullanilan jel yiizdeleri ve igerik bilgisi

10.

11.

12.

13.

14.

15.

%10 lik ytiriitme jel Stacking gel
Su 4,8 ml 2,96 ml
%40akrilamid soliisyon 2,5ml 0,5 ml
IM tris(ph:8.8)/ ph:6.8(stac) |2,5 ml 0,5 ml
%10 SDS 0,1 ml 0,04 ml
%10 APS 0,1 ml 0,04 ml
TEMED 0,004 ml 0,004 ml

. Yiriitme (Running) jeli yukaridaki tablodaki miktarlara goére hazirlanarak

dokiuldi. 10-15 dk donmasi beklendi.

. Donduktan sonra hazirlanan stacking jel yiiriitme jelinin lizerine dokiilerek tarak

yerlestirilir. 10-15 dk donmas1 beklendi.
Bu sirada 6rnekler hazirlandi.
Buz iizerinde 6rnekler ¢oziiliir, ependorf tiiplere her bir dérnekten 20 mikrolitre
alarak tlizerine 5X loading bufferdan 4 mikrolitre ekleyip 98 derece 5 dk inkiibe
edildi.
Ornekler ve marker hazirlanan jele yiiklendi.
Once i¢ hazneye daha sonra dis kisma 1X yiiriitme buffer eklenerek 50
miliAmper de 45 dk yiiriitiildi.
Blotting hazirlama asamalari:
> Once whatman kagitlari membranin boyunda kesilip hazirland.
» Blotting buffer hazirlanir:  100ul 10X blot  buffer+ 200ul
methanol+700pl distile su
» PVDF membran metahnol ile aktive edildi
» Siinger, whatman kagidi, membranlar 1x blotting buffer iginde 1slatilir.
Bu asamada her sey 1slak olmalidir.
Yiiriitme islemi sonrasi stacking gel kesildi ve proteinlerin bulundugu yiiriitme
jeli 1x blot buffer igerisine dikkatlice yerlestirildi.
Blot islemi i¢in sandvi¢ yapisi hazirlanmasi: aparata siinger +whatman kagidi
+jel+membrane+whatman kagidi+ siinger bu sira ile konularak aparat kapatildi.
Elektroforez tankina yerlestirildi.
Elektoroforez tankina 1X blotting buffer eklenir haznenin i¢ine buz kalib1
konuldu. Ayrica yiiriitme tanki buzun i¢ine konularak 120 V 1,5 saat yiirtitiiliir.
Membran protein kismi ige bakacak sekilde 50 ml lik falkon i¢ine alindi. Sml
%5’lik PBS+siit tozu soliisyonu eklenerek ¢alkalayicida 1 saat bloking yapildi.
Siit tozu soliisyonu dokiiliir yine 5 ml bu bufferdan eklendi ve igerisine
asagidaki dillisyon oranina uygun miktarda primer antikorlar eklendi.
% MAS5-32093(NBN)- 1:500
% PAS5-22048(RAG2)- 1:500
s P-aktin -1:100
+4 derecede calkalayicida overnight inkiibasyona birakildi.




16.
17.

18.
19.

20.
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TPBS (1X PBS+%0,005 Tween) ile 3 defa 10 ar dakika yikama islemi yapildu.
Sekonder antikor 1:10000 diliisyon oraninda Sml siit tozu karsimina eklenerek 1
saat oda sicakliginda inkiibasyon yapildi.

3 defa TPBS ve 2 defa 1X PBS ile 10 ar dakika yikama islemi yapildi.

Membran 1:1 oraninda hazirlanan 2 ml substrat regeant (ECL) karanlikta 5 dk
inkiibasyona birakildi.

LI-COR markali C-Digit goriintiileme cihazina yerlestirilip 12 dakika yiiksek
rezollisyonda goriintii alindi.
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4. BULGULAR

4.1 Hastalarda Aday Gen/Varyant Analizleri
4.1.1. Hasta #1

Tekrarlayan enfeksiyon sikayeti ile 9 yasinda Istanbul Tip Fakiiltesi hastanesine
basvurulan cocukta yapilan testler sonucunda B lenfositlerinin olmadig1r gozlenerek
agammaglobulinemi tanis1 almis olan hasta, Sinem Firtina’ya ait doktora tezi (Istanbul
Universitesi, 2017) kapsaminda gergeklestirilen PAY paneline dahil edilmistir.
Panelden c¢ikan sonuclar analiz edildiginde bu hastada 7CF3 geninde homozigot
NM _003200: ¢.1064C>T bolgesindeki degisim tespit edilmistir. Bu degisim 355.
Treonin aminoasitinin izoldsin aminoasitine doniismiine neden olmaktadir ve oldukca
korunmus bir domain olan TCF3-AD2 bdlgesinde yer almaktadir. Bu alanda olusan
yanlis anlamli degisimin sonucu olarak B hiicrelerin gelisimi ve reseptorlerin
olusumunu engelleyecek bir transkripsiyonel aksaklik meydana gelmis olabilecegi
diisiiniilmektedir. Boyle bir durum olmasi halinde, periferik kandaki B lenfositlerin
sayisinin azalmasi ya da olmamasi, immiinoglobulinlerin miktarinda azalma ya da hig
bulunmama gibi durumlarin ortaya ¢ikmasi beklenir. Gen ve hastaligin klinigi iligkili

olabilecegi diisiiniildiigii icin bu varyant aday varyant olarak kabul edilmistir.

4.1.1.1. Tespit edilen varyantin in siliko tahmin ara¢lari1 sonucu

Hasta #1 tespit edilen 7CF3 genindeki heterozigot NM_003200: .1064C>T degisiminin
SANGER dizileme analiz sonucu Sekil 13°de gosterilmistir. Varyantin olasi etkilerini

belirlemek i¢in yapilan in siliko analiz sonuglar1 Tablo 13’de verilmistir.
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Tablo 13: TCF3 genindeki c.1064C>T degisimin in-siliko analiz sonucu

VARYANT OZELLIKLERI

Genotip Heterozigot
cDNA c.1064C>T
Protein P356S
Degisim Yanlis anlamli
dbSNP Yeni varyant

Mutation taster | Hastalik yapici

Varsome/ACMG | VUS/LP

PROVEAN Hasar verici

SIFT Hasar verici

Muhtemel  hasar]|

Polyphen2 verici

4.1.1.2. Sanger dizileme ile dogrulama

Hasta #1’in TCF3 geninde tespit edilen NM_003200:¢c.1064C>T degisimini dogrulamak
amaciyla Sanger dizileme yapilmistir. Dizileme sonucunda varyant dogrulanmamstir.

Sekil 13 Sanger dizileme sonucunu gdostermektedir.
c.1064C=T

T T c T A c c c c C G T

TCF3-F /V\/\ /\ jx_f\\\ f_,ﬂ\_\! /ﬂ\\,'f\\/ A~ Ny:

TCF3-R /\N’”\/\ AT \)/\/&

Sekil 13: TCF3 ¢.1064C>T degisimi Sanger dizileme sonucu
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4.2 Hasta #2

Sinem Firtma’ya ait doktora tezi (Istanbul Universitesi, 2017) kapsaminda
gerceklestirilen YND analizleri sonucunda AICDA geninde bir varyant tespit edilmistir.
Tekrarlayan enfeksiyon sikayeti ile 9 yasinda Marmara Egitim Arastirma
hastanesine basvurulan ¢ocukta yapilan testler sonucunda B lenfosit sayisinin ¢ok diisiik
oldugu gozlenerek hiper IgM tanis1 konulmustur. Hasta, PAY paneline dahil edilmistir.
Panelden c¢ikan sonuglar analiz edildiginde hastada A/CDA genindeki homozigot
c.439C>T/p.Argl47* bolgesindeki anlamsiz degisime sebep olan bir varyant tespit
edilmistir. Gen ve hastaligin klinigi iliskili oldugu i¢in aday varyant olarak kabul

edilmistir.

4.2.1 Tespit edilen varyantin in siliko tahmin araclari sonucu

Hasta #2’de tespit edilen AICDA genindeki homozigot ¢.439C>T/p.Argld7*
degisiminin SANGER dizileme analiz sonucu Sekil 14’de gosterilmistir. Varyantin

olas1 etkilerini belirlemek i¢in yapilan in siliko analiz sonuglar1 Tablo 14’de verilmistir.

Tablo 14: AICDA genindeki ¢.427+91G>A degisiminin in-silico tahmin sonuglari

VARYANT OZELLIKLERI
Genotip Homozigot

Cdna c.427+91G>A
Degisim Intronik/kirpilma
DbSNP Yeni varyant
Mutation taster Benign
Varsome/ACMG VUS

CADD 16.25

4.2.2 Sanger dizileme ile dogrulama
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Hasta#2’de AICDA geninde tespit edilen NM 020661:c.427+91G>A degisimini

dogrulamak amaciyla Sanger dizileme yapilmistir. Dizileme sonucunda kirpilma

mutasyonuna sebep olan varyant dogrulanmamstir (Sekil 14).

c.A27+91G=A

AICDA-F ---:K{'AR\; ~ /\ NN

VA,
LN\

/\/\
AICDA-R \LJ\;“ Ve TATE /\ VAT

Sekil 14: AICDA geni ¢.427+91G>A degisiminin Sanger dizileme sonucu

4.3 Hasta #3

Sinem Firtina’ya ait doktora tezi (Istanbul Universitesi, 2017) kapsaminda
gerceklestirilen YND analizlerinde agammaglobulinemi tanisit ile izlenen hastada

TM4SF4 geninde tek niikleotid degisimi olan varyasyon tespit edilmistir.

Bes yasinda Istanbul T1p fakiiltesi hastanesine bagvurulan ¢ocukta yapilan testler
sonucunda CD19 hiicresinin %1 oraninda oldugu ve B lenfositlerinin olmadig1 tespit
edilen hasta bireye agammaglobulinemi tanisi1 konulmustur. Hastada alerjik rinit ve
astim gdzlenmistir. Indeks olgunun klinik bulgularinda alerjik rinit ve astim vardur,
immiin yetersizlik bulgularina ek olarak zihinsel gelisim geriligi, epilepsi, hipoksik
iskemik ansefapati gibi bulgularda mevcuttur. Ayni1 zamanda rutin kontroller sirasinda
hastanin 3 yasindaki erkek kardesinde de CD19 hiicresinin %1 ve B lenfositlerinin
olmadig tespit edilmis ve kardese de agammaglobulinemi tanisi konulmustur. Kardesin
klinik bulgularinda zatiirre, gelisim geriligi, gorme ve duyma bozuklugu mecvuttur.
Hasta ekzom dizileme ¢alismasi dahil edimistir. Ekzom analizleri sonucunda 7M4SF4
geninde homozigot NM_004617.4: ¢.439C>T/p.Argl47* durdurma kodonu olugumuna
sebep olan varyant tespit edilmistir. Klinik bulgular ve gen fonksiyonu

degerlendirildiginde TM4SF4 geni aday gen olarak ¢alismaya dahil edilmistir.
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. A h

Sekil 15: Hasta #3’e ait aile agaci

4.3.1. Tespit edilen varyantin in siliko tahmin araclari sonucu

Hasta #3’de tespit edilen 7M4SF4 genindeki 7TM4SF4 geninde homozigot
c.439C>T/p.Argl47* degisiminin protein domainleri iizerinde gosterimi ve evrimsel
korunmuslugu Sekil 16’da gosterilmistir. Varyantin olasi etkilerini belirlemek i¢in

yapilan in siliko analiz sonuglar1 Tablo 15°de verilmistir.

Tablo 15:TM4SF4 genindeki ¢.439C>T degisimin in-silico tahmin araglar1 sonucu

Varyant Ozellikleri

Genotip Homozigot

Cdna c.439C>T

Protein p.Argl47*

Degisim Durdurma kodonu olusumu
dbSNP rs374686102

Mutation taster Hastalik yapici
Varsome/ACMG VUS/B

Provean Hasar verici

CADD 26.4
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Sekil 16: TM4SF4 genindeki c.439C>T varyantinin A) protein domainleri iizerindeki
gosterimi B) degisim olan niikleotidin evrimsel korunmuslugunun gosterimi

4.3.2 Sanger dizileme ile dogrulama ve ailesel segregasyon

Hasta #3’de TM4SF4 geninde homozigot ¢.439C>T/p.Argl147 degisimi tespit edilmistir.
Varyant1 dogrulamak amaciyla PZR islemi yapilan indeks olgu ve ebeveynleri Sanger
dizileme yapilmistir ve dizileme sonucu CLC workbench ile analiz edilmistir. Analiz
sonuglarinda homozigot varyant indeks olguda dogrulanmistir ve hasta kardeste
homozigot ve annede heterozigot olarak ailevi segregasyonu gosterilmistir. Sekil 17°de

ailevi segregasyon sonucu gosterilmektedir.



c. 439C=T

T

T

/\/\ /‘x%

Sekil 17: TM4SF4 varyantinin ailevi segregasyonu

4.3.3. TM4SF4 gen anlatim1

Indeks olgu (homozigot), etkilenmis kardes (homozigot) ve annede (heterozgiot)
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TM4SF4 mRNA’sina ozgii primerleri kullanilarak RT-PCR ile gen anlatimina

bakilmistir. Referans gen olarak GAPDH geni kullanilmistir. Gen anlatim sonucu sekil

18’de verilmistir. Sekil 19’da deney sonucunun imagej programi kullanilarak yapilan

semi-kantitatif analiz sonucu gosterilmektedir.

Sekil 18: TM4SF4 gen anlatimi1 (50 b¢ marker, +/-: Het, -/-:Hom)
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Sekil 19: TM4SF4 Imagel analiz grafigi ( p:0.3679)

4.4 Hasta #4

Khusan Khodzahev’e ait doktora tezi (devam eden, Istanbul Universitesi, 2022)
kapsaminda yaptig1 ekzom analizleri kapsaminda, T-B-NK+ immiinfenotipe sahip
hastada RAG2 geninde tek niikleotid degisimi tespit edilmistir. RAG2 proteininde
olusan aminosit degisimi (35.pozisyon) N terminal bolgede bulunan ¢ekirdek alaninda
olusmustur. Bu alan proteinin VDJ rekombinasyonundaki asil gorevi olan DNA
kiriginin olusturmaktir. Bu bdlgede olusan degisikligin RAG2 proteinin fonksiyonunu
tamamen engelleyebilecegi ya da azalmaya sebep olabilecegi diisiiniilmektedir. Tahmin
araclar1 ile yapilan analizlere gore varyantin etkisinin klinik bulgularla dogru orantili
olmasindan dolay1 bu varyant aday olarak secilmistir.

Alt1 aylikken sik enfeksiyon, bronsit, alerji, ciltte kizariklik, kasinti, pnémoni
semptomlar ile klinige basvuran hastada 1.5 yasinda iken otoimmiin hemolitik anmei
tanist almistir. Daha sonraki muayeneleri sirasinda diffuse large B cell lenfoma
(DLBCL) tanist almigtir. Ekzom analizleri sonucunda RAG2 geninde homozigot
NM _000536: ekzon 2: ¢.104G>C: p.G35A yanlis anlamli bir varyasyon tespit
edilmistir. Klinik bulgular ve gen korelasyonu yapildiginda bu gen aday gen olarak
degerlendirilmeye  alinmustir.  ilave olarak NBN geninde NM_002485.5:
c.1691A>G:p.Glu564Gly yanlis anlamli heterozigot varyasyon saptanmistir.
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Sekil 20: Hasta #4’e ait aile agaci

4.4.1. Tespit edilen varyantin in siliko tahmin araclari sonucu

Khusan Khodzahev’in doktora tezi kapsaminda immunyetersizlik ve lenfoma ile birlikte
seyreden indeks olgu #4 i¢in tiim ekzom dizilemesi yapilmistir. Enformatik analizler
sonucunda RAG2 geninin 2. ekzonunda homozigot ¢.104G>C:p.G35A(NM _000536)
varyasyonu saptanmustir. ilave olarak lenfoma gelisimi ile iliskili oldugu diisiiniilen
NBN geninde heterozigot c.1691A>G:p.Glu564Gly (NM _002485.5) ve protein
domainleri iizerinde gosterimi ve evrimsel korunmuslugu sekil 21°de gosterilmistir.
Varyantin olasi etkilerini belirlemek i¢in yapilan in siliko analiz sonuglar1 tablo 16’da
verilmistir. Sekil 22°de RAG2°de bulunan varyantin protein yapsisi iizerindeki gosterimi

verilmistir.



Tablo 16: RAG2 ve NBN genlerinde tespit edilen varyasyonlarin in siliko analizleri

NBN RAG2
Genotip Heterozigot Homozigot
cDNA c.1691A>G c.104G>C
Protein E564G p-G35A
Degisim Yanlis anlaml Yanlis anlaml
dbSNP rs1554558323 rs148508754
Mutation taster Polimorfizim Hastalik yapici
Varsome/ACMG VUS VUS/LP
SIFT Hasar verici Hasar verici
Polyphen2 Muhtemel Hasar verici | Muhtemel Hasar verici etki

etki
Provean Hasar verici Hasar verici
REVEL Likely benign Hasar verici
METALR Tolerated Patojenik
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Sekil 21: NBN genindeki NM_002485.5:c.1691A>G :p.Glu564Gly varyantinin a)
protein domainleri iizerindeki gosterimi b) degisen niikleotidin evrimsel
korunmugslugunun gosterimi
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Sekil 22: RAG2 proteini lizerinde varyasyonun yerlesimi

4.4.2 Sanger dizileme ile dogrulama ve ailesel segregasyon
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Hasta #4’de ekzom analizleri sonucunda NBN genindeki NM_002485.5:¢.1691A>G
:p.Glu564Gly degisimi ve RAG2 geninde c.104G>C:p.G35A(NM_000536) degisimi
tespit edilmistir. Varyanti dogrulamak amaciyla PZR islemi yapilan indeks olgu ve
ebeveynleri Sanger dizileme yapilmistir ve dizileme sonucu CLC workbeench ile analiz
edilmistir. Analiz sonuglarinda NBN genindeki aday varyant indeks olguda heterozigot
olarak dogrulanmistir ve babada heterozigot ve kardes ve annede yabanil tip olarak
ailevi segregasyonu gosterilmistir.  Sekil 23°de NBN ailevi segregasyonu
gostermektedir. RAG2 genindeki aday varyant homozigot olarak indeks olguda
dogrulanmistir ve kardeste homozigot ve ebevenynlerde heterozigot olarak ailevi

segregasyonu gosterilmistir. Sekil 24 RAG2 ailevi segregasyonu gostermektedir.

c. 1691A>G
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Sekil 23: NBN varyant1 ailevi segregasyonu



c.104G>C
p.G35A

Sekil 24: RAG2 varyantinin ailevi segregasyonu
4.4.3 RAG?2 gen anlatim
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Indeks olgu, etkilenmis kardes (homozigot) ve ebeveynlerde (heterozigot) RAG2, NBN

ve TP53 gen anlatimlarina bakilmistir. Referans gen olarak GAPDH kullanilmistir.

RAG?2 gen anlatimi sekil 25 ‘te verilmistir ve sekil 26’da deneyin imagej programu ile

yapilan semi-kantitatif analiz sonucu verilmistir. NBN ve ATM gen anlatimlar1 Sekil 27

‘da ve bu deneyin imagej programi ile yapilan semi-kantitatif analiz sonucu ise sekil

28’de gosterilmistir. Sekil 29°da ger¢ek zamanli PZR yontemiyle S-Aktin referans geni

kullanilarak yapilan 7P53 gen ekpresyon deney sonucu verilmistir.
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Sekil 25: RAG2 ve GAPDH geni ekpresyon sonucu (+/+: yabani tip, +/-: Het, -/-:Hom,
saglikli kontrol: saglikli periferik kan 6rnegi, pozitif hiicre hatti: REH )
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Sekil 26: RAG2 Image] analiz grafigi
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Sekil 27: NBN ve ATM gen ekspresyon sonucu (50 b¢ marker, +/+: yabani tip, +/-: Het,
-/-:Hom)
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Sekil 28: NBN Image] analiz grafigi (p:0.3916)
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Sekil 29: TP53 gen ekspresyon sonucu (+/+:yabani tip, +/-: Het, -/-:Hom, p: 0.6916)

4.4.4. Western blot yontemi ile protein anlatim analizi

NBN ve RAG2 gen varyant1 agisindan farkli genotipte olan hasta ve aile bireylerindeki
bu genlerin protein iirlinlerinin ekspresyonu agisindan incelemek amaciyla western blot
yontemi kullanilmistir. Antikor ve yiiklenmesi gereken Ornek konsantrasyonlarini
belirlemek amaciyla bu proteinlerin ekspresyonu oldugu bilinen Jurkat, Molt4 ve Nalm6
hiicre hatlar1 ile optimizasyon c¢aligmalar1 yapilmistir. Hiicre hatlarinda yapilan deneme
farkli  protein  konsantrasyonlarinda optimizasyon c¢aligmalar1  sekil 30’da
gosterilmektedir. Hasta 6rneklerinin konsantrasyonu az oldugu i¢in hiicre modellerinde

calismalarin devam etmesine karar verilmistir.
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Sekil 30: A) jeldeki sagdan sola 6rnekler: marker, jurkat(80ug), molt4(80ug),
nalm6(80ng) B) jeldeki drnekler: marker, jurkat(15pg), molt4(15ug),
nalmé6(15ug)

4.5 Hasta #5

Bir bucuk yasinda otoimmiin hemolitik anemi tanis1 alan hastaya yapilan ekzom
analizleri sonucunda MASP2 geninde yanlis anlamli degisime sebep olan varyant tespit
edilmistir. Gen ve klinik birlikte degerlendirildiginde MASP2 geni aday gen olarak

kabul edilmistir. Hastaya ait aile agac1 sekil 31°de gosterilmektedir.

. 1O O—

Sekil 31: Hasta#5 e ait aile agaci
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4.5.1. Tespit edilen varyantin in siliko tahmin araclari sonucu

Hasta#5’de tespit edilen MASP2 geninde tespit edilen
NM_006610:¢c.1853G>A:p.C618Y degisiminin protein domainleri iizerinde gdsterimi

ve evrimsel korunmuslugu sekil 32’de gosterilmistir. Varyantin olasi etkilerini

belirlemek i¢in yapilan in siliko analiz sonuglar1 Tablo 17°de verilmistir.

Tablo 17: MASP?2 geninde tespit edilen p.C618Y degisiminin in siliko analiz sonucu

Varyant Ozellikleri
Genotip Heterozigot
cDNA c.1853G>A
Protein p.Co618Y
Degisim Yanlis anlaml
Kalitim OD/OR
dbSNP rs764932450
Mutation taster Hastalik yapici
Varsome/ACMG VUS/LP

SIFT Hasar verici
Polyphen2 \ltilrlilétieé?lgil hasar
CADD 26.1

Provean Hasar verici
REVEL Likely benign
METALR Hasar verici
Mutation Assessor | Yiiksek

Domain
structure

1

C.GL1853A
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Sekil 32: MASP2 genindeki ¢.1853G>A varyantinin A) protein domainleri lizerindeki

gosterimi B) degisim olan niikleotidin evrimsel korunmuslugunun gosterimi

4.5.2. Sanger dizileme ile dogrulama ve ailesel segregasyon

Hasta #5’de ekzom analizleri sonucunda MASP2 genindeki c.1853G>A: p.C618Y

degisimi tespit edilmistir. Varyant1 dogrulamak amaciyla PZR islemi yapilan indeks

olgu ve ebeveynleri Sanger dizileme yapilmistir ve dizileme sonucu CLC workbeench

ile analiz edilmistir. Analiz sonuglarinda aday varyant indeks olgu da heterozigot

olarak dogrulanmustir ve anne de heterozigot babada ise yabanil tip olarak ailevi

segregasyonu gosterilmistir. Sekil 33 ailevi segregasyonu gostermektedir.

c.G1853A

Sekil 33: MASP2 varyantinin ailesel segregasyonu
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4.5.3. MASP?2 protein analizi
Serum MASP2 protein miktarint belirlemek amaciyla hasta birey, annesi ve 6
adet saglikli 6rnekten alman serum ornekleri ile ELISA testi yapilmistir. Elisa okuma
sonuglart Dort Parametre Lojistik (4PL) analizi yapilarak konsantrasyonlar
belirlenmistir. Simetrik sigm