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ONSOZ

Bu calisma, “Mikobakteriyel Enfeksiyona Mendeliyen Yatkiligin Genetik Etiyolojisi ve Ilgili Gen
Varyantlarinin Immiinopatogenezdeki Rollerinin Belirlenmesi” baslikli ve 2022-ACIL-09 kodlu
arastirma projesi kapsaminda yiiriitiilmiis olup, Tiirkiye Saglik Enstitiileri Baskanlhigi (TUSEB)
tarafindan desteklenmistir. Caligma kapsaminda, MSMD 06n tanis1 alan olgularda genetik,
immiinolojik ve transkriptomik analizler biitlinciil olarak degerlendirilmis ve hastalikla iligkili

varyantlarin belirlenmesine yonelik ileri diizey molekiiler incelemeler gerceklestirilmistir.
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Sekiller

Sekil 0-1: STATI, PRKR, IFI27, IFI44, IFI44L, IFIT] ve RSAD2 gen ekspresyon diizeylerinin
MSMD olgular1 (n=18) ve saglikli kontrollerde (n=20) karsilastirilmasiTablolar

Tablo 0-1: Calismada kullanilmis olan cihazlarin ve laboratuvar gereclerinin isimleri ve kullanim
alanlarmin listesi

Tablo 0-2: Caligmada kullanilan kimyasallarin, tampon ve ¢ozeltilerin, ticari kitlerin ve malzemelerin
isimleri ve kullanim yerlerinin listesi
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OZET

Dogustan gelen bagisiklik sistemindeki kalitsal bozukluklar, erken ¢ocukluk doneminde ciddi
enfeksiyonlara neden olabilen primer immiin yetmezlik tablolarini olusturur. Mikobakteriyel
Enfeksiyonlara Mendelyen Yatkinlik (MSMD), cevresel mikobakteriler veya zayiflatilmis BCG
asisina karsi gelisen enfeksiyonlarla karakterize edilen nadir bir immiin yetmezlik grubudur. En
sik olarak /FN-y ve IL-12 sinyal yolaklarini etkileyen genetik varyantlarla iliskili olsa da MSMD
genetik ve klinik agidan olduke¢a degiskendir. Bu ¢alismada, klinik olarak MSMD ile uyumlu
bulgular gésteren ve Istanbul Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Poliklinigi’ne yénlendirilmis 20 olgu,
molekiiler diizeyde degerlendirilmistir. Tim ekzom dizileme (TED) ile yapilan analizler in
siliko varyant filtreleme ve aile segregasyon caligmalariyla desteklenmistir. Elde edilen
sonuglara gore, iki olguda bilinen MSMD genlerinde klinik 6nemi belirsiz ya da patojenik
varyantlar tespit edilmistir. Dokuz olguda, immiin disregiilasyon, otofaji, DNA onarimi ve
metabolik yollarla iligkili genlerde toplam 13 aday varyant belirlenmistir. Geriye kalan yedi
olguda anlamli genetik degisiklik saptanamamus, iki olguda ise segregasyon sonrasi varyantlar
dislanmistir. En sik gozlenen klinik tablo lenfadenit olup, olgularin yarisindan fazlasinda
izlenmigtir. Bu veriler, MSMD’nin tanisal yaklasiminda TED analizinin O6nemini ortaya

koyarken, daha ileri cok katmanli genomik yaklasimlara olan gereksinimi de vurgulamaktadir.

Anahtar kelimeler: Bagisiklik sistemi, tiiberkiiloz, MSMD, PiY, TED
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ABSTRACT

Inherited defects in the innate immune system can lead to primary immunodeficiencies (PIDs), which
are often associated with severe infections in early childhood. Mendelian Susceptibility to
Mycobacterial Disease (MSMD) is a rare subgroup of PID characterized by increased vulnerability
to infections caused by environmental mycobacteria or the attenuated Bacillus Calmette—Guérin
(BCGQG) vaccine strain. Although MSMD is commonly linked to genetic variants affecting the IFN-y
and IL-12 signaling pathways, both the clinical and genetic spectra of the disease are highly
heterogeneous. In this study, 20 patients with a clinical suspicion of MSMD who were referred to the
Medical Genetics Clinic at Istanbul Faculty of Medicine were systematically evaluated at the
molecular level. Whole exome sequencing (WES) was performed, and the findings were analyzed
through in silico filtering and family-based segregation studies. Among these cases, three patients
were found to carry variants of uncertain significance (VUS) or pathogenic variants in known
MSMD-related genes. In nine additional cases, a total of 13 candidate variants were identified in
genes associated with immune dysregulation, autophagy, DNA repair, and metabolic pathways. No
significant genetic alterations were detected in seven cases, while in two others, prioritized variants
were later excluded based on segregation results. The most frequently observed clinical feature was
lymphadenitis, present in over half of the cohort. These findings emphasize the utility of WES in
uncovering the genetic basis of MSMD and highlight the need for integrative genomic approaches to

improve diagnostic accuracy and guide personalized care.

Keywords: BCG, Immune system, MSMD, PID, WES
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1. GIRIS

Bagisiklik sistemi, dogustan ve kazanilmil bilesenlerden olusan, patojenlere karsi viicudu koruyan
cok katmanli bir savunma agidir [1]. Bu sistemin herhangi bir diizeyindeki kalitsal bozukluklar,
primer immiin yetmezlikler (P1Y) olarak tanimlanan hastalik grubuna neden olur ve enfeksiyonlara
yatkinlik, otoimmiinite ve malignite riskleri ile karakterizedir [2]. PIY’ler arasinda yer alan
Mikobakteriyel Enfeksiyonlara Mendelyen Yatkinlilk (MSMD) sendromu, o6zellikle canh
zayiflatilmis Mycobacterium bovis BCG asist ve cevresel mikobakterilere karst kontrolsiiz
enfeksiyon gelisimi ile tanimlanir [3]. MSMD olgularinda ¢ogunlukla IFN-y/IL-12 yolaklarinda yer
alan genetik defektler saptanmakla birlikte, hastalarin yaklagik %50’sinde tanimlanabilir bir genetik
neden belirlenememektedir [3-5]. Bu durum, monogenik nedenlerin 6tesinde poligenik katkilar ve
genetik modifiye ediciler gibi alternatif mekanizmalarin da rol oynayabilecegini diislindiirmektedir
[6]. Yeni nesil dizileme (YND) teknolojileri, bu tiir kompleks immiin bozukluklarda hem yeni aday
genlerin ortaya konmasi hem de tanisal dogrulugun artirilmasi agisindan kritik 6neme sahiptir [7].
Bu ¢alisma, Istanbul Tip Fakiiltesi’nde MSMD 6n tanist almis veya klinik olarak MSMD diisiiniilen

20 olgunun klinik, immiinolojik ve genetik diizeyde ¢ok yonlii degerlendirilmesini amaglamaktadir.
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2. LITERATUR OZETi

Bagisiklik sistemi, konak organizmanin patojenlere karst biitlinliigiinii koruyan, dogustan ve
kazanilmis olmak iizere iki ana bilesenden olusan ¢ok katmanli bir savunma agidir. Dogustan gelen
bagisiklik; hizli yanit kapasitesine sahip fagositik hiicreler (makrofajlar, notrofiller), dogal 6ldiirticti
(NK) hiicreler, dendritik hiicreler ve kompleman sistemi gibi hiicre ve molekiilleri icerir. Buna
karsilik, adaptif bagisiklik sistemi; antijen 6zgiilliigii kazanmis B ve T lenfositler araciliiyla hedefe

yonelik, uzun siireli ve immiinolojik hafiza saglayan bir yanut {iretir [1].

Immiin sistemin bu iki bileseninden herhangi birinde meydana gelen kalitsal kusurlar, primer immiin
yetmezlikler (P1Y) olarak adlandirilan hastalik grubuna yol agar. Bu hastaliklar, enfeksiyonlara kars
artmis duyarlilik, otoimmiinite, malignite ve immiin regiilasyon bozukluklartyla karakterizedir.
Uluslararast Immiinoloji Dernekleri Birligi’nin (IUIS) 2024 yili siniflamasina gére, 504 farkli
gendeki mutasyonlarla iligkili toplam 555 PIY hastalig1 ve 17 fenokopi tanimlanmus; bu listeye son

giincellemede 63 yeni monogenik bozukluk ve 2 yeni fenokopi eklenmistir [2].

PiY’ler arasinda klinik acidan dikkat ¢eken ancak nadir gériilen bir alt grup, Mikobakteriyel
Enfeksiyonlara Mendelyen Yatkinlik (Mendelian Susceptibility to Mycobacterial Disease — MSMD)
sendromudur. 1996 yilinda kesfedildiginden beri, MSMD diinya ¢apinda 50'den fazla iilkede
bildirilmistir ve yayginligi yaklasik 1/50.000 kisidir [3]. MSMD; canli zayiflatilmis Mycobacterium
bovis BCG asis1 ve cevresel mikobakteriler gibi zayif viriilansli mikobakterilere karst kontrolsiiz
enfeksiyon gelisimi ile karakterizedir. Cogu bireyde rutin immiinolojik testler normal bulunurken,
MSMD hastalarinda 6zellikle makrofaj i¢i patojenlere kars1 bagisiklik yetersizligi belirginlesir [3].
Klinik spektrumunda yalnizca mikobakteriler degil; Salmonella tiirleri, Candida gibi mukokutanoz
mantarlar, nadiren parazitler ve bazi virilislerin yol agtig1 enfeksiyonlar da yer alabilir [4,5]. Agir
seyreden olgularda makrofaj aktivasyon sendromu (MAS) ve vaskiilit gibi hiperinflamatuar
komplikasyonlar gelisebilir [4]. MSMD genellikle cocukluk ¢aginda baslasa da eriskin yasta da tani
alabilen, lokalize lenfadenitten dissemine BCG enfeksiyonuna, akciger tiiberkiilozundan kemik, deri,
karaciger gibi farkli organ tutulumlarma kadar genis bir klinik yelpazede seyreden bir hastalik
grubudur [4,5]. MSMD hastalar1 izole ve sendromik olmak iizere iki sinifta incelenmektedir. izole
MSMD, 1996 yilinda molekiiler diizeyde tanimlanan ve yalnizca belirli bir veya birka¢ enfeksiyon
etkenine kars1 segici yatkinlik gosteren ilk Mendelyen gegis gosteren enfeksiyon olarak kabul edilir.

[zole MSMD hastalari, MSMD’nin klasik tanimina uyan gruptur. Buna karsilik, sendromik MSMD
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daha yakin donemde tanimlanmis olup, mikobakteriyal enfeksiyonlarin, baska yaygin bir hastalik

veya enfeksiyon (6rnegin, tip I interferonopati) ile goriilmesi durumudur [4].

MSMD’nin temel immiinopatogenezi, IFN-y ve IL-12 sinyal yolaklarinda yer alan genlerin islev
kaybina dayanir. MSMD hastalarinda genetik heterojenite olduk¢a fazladir. MSMD, X'e bagli resesif
(XR), otozomal dominant (AD) veya otozomal resesif (AR) kalitim 6zellikleri gostermekle birlikte,
1996 yilinda patogenenizinin aydinlatilmasindan giiniimiize kadar gegen siirede 18 farkli gende
mutasyon tespit edilmistir. Bunlardan 16 tanesi otozomlar iizerinde bulunan: interlokin-12 beta alt
birimi (/L12B), interlokin-12 reseptorii beta-1 (IL12RB1), interlokin-12 reseptdrii beta-2 (IL12RB2),
interlokin-23 reseptorii (/L23R), Interferon-gama reseptorii 1 (IFNGRI), interferon-gama reseptorii
2 (IFNGR?2), sinyal iletici ve transkripsiyon aktivatorii 1 (STAT1), interferon diizenleyici faktor 8
(IRF8), interferon diizenleyici faktor 1 (IRF1), sinyal peptit peptidaz benzeri 2A (SPPL2A), tirozin
protein kinaz 2 (7YK?2), interferon tarafindan uyarilan gen 15 (ISG15), RAR iliskili orfan reseptor C
(RORC), janus kinaz 1(JAKI), T-box transkripsiyon faktorii 21 (TBX21), interferon-gama (IFNG); 2
tanesi X kromozomu iizerinde bulunan: Sitokrom B-245 beta zinciri, NADPH oksidaz alt birimi
(CYBB) ve malign T-hiicre amplifiye dizisi 1 (MCTS1) genleridir [6]. Bu genetik nedenler olgularin
yaklasik %50’sini aciklamaktadir [3]. Diger olgularin etyolojisi ise heniiz bilinmemekte olup,
modifiye edici gen etkileri, poligenik katkilar ve gen ekspresyon farkliliklar1 gibi mekanizmalar

iizerinde durulmaktadir [3].

MSMD gibi klinik ve genetik agidan heterojen seyreden PIY alt gruplarinda, tan: siirecinde yalnizca
klasik immiinolojik testler yeterli olmamakta, yeni nesil dizileme (Yeni Nesil Dizileme, YND)
teknolojileri tanisal siirecin ayrilmaz bir parcasi haline gelmektedir. Panel gen dizileme, tiim ekzom
dizileme (TED) ve RNA dizileme (RNA-seq) gibi NGS tabanli yaklagimlar hem nedensel
varyantlarin belirlenmesinde hem de yeni aday genlerin ortaya c¢ikarilmasinda 6nemli katkilar

saglamaktadir [7].

Bu proje, MSMD 6n tanis1 almis veya klinik olarak MSMD diisiiniilen olgularda genetik etiyolojiyi
aydinlatmak amaciyla, Istanbul Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Poliklinigi’ne yonlendirilen 20 olgunun
klinik, immiinolojik ve genetik verilerinin biitiinciil sekilde analizini kapsamaktadir. Caligmada, tiim
ekzom dizileme (TED) verileri araciligiyla varyantlarin saptanmasi, in siliko analizlerle fonksiyonel
etkilerinin degerlendirilmesi, segregasyon analizleriyle kalittm modelinin belirlenmesi ve
varyantlarin klinik korelasyonunun kurulmas1 amaglanmustir.
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Bu proje destegi ile doktora tez g¢alismasindaki secilmis 20 MSMD olgusunun TED analizi
gerceklestirilmistir. Calismadaki diger Sanger dizileme ile aile segregasyonlar1 ve gen ekspresyon

analizleri igin Istanbul Universitesi BAP’dan destek almarak biitiinlestirilmis bir arastirma

yurlitilmistiir.

3. GEREC VE YONTEM

3.1. Kullanilan Cihazlar ve Laboratuvar Gerecleri

Bu calismada kullanilan cihazlar1 ve laboratuvar ekipmanlarina iliskin bilgiler, islevsel kullanim
alanlarina gore gruplandirilmis ve ilgili marka-modelleriyle birlikte tablo halinde sunulmustur. Tablo

3-1’de, her cihazin hangi deneysel islem agsamasinda kullanildig1 belirtilmis; ilgili sistemlerin marka

ve modelleri detaylandirilarak ¢alisma ortaminin teknik altyapisi agiklanmistir.

Tablo 3-1: Calismada kullanilmis olan cihazlarin ve laboratuvar gereclerinin isimleri ve kullanim

alanlarinin listesi

Cihaz ve
Laboratuvar
Gereclerinin

Kullanim Alam

Cihaz Ad1 ve Marka

Steril Calisma
Alam

Steril Kabin

Santrifiij Cihazlan

Eppendorf Centrifuge 5415 R, Beckman Coulter AllegraTM X-22 Centrifuge, Beckman
Coulter Microfuge® 16 Centrifuge

Ol¢iim ve Siv1
Transfer Sistemleri

Dijital Hassas Terazi, Otomatik Pipet Seti

DNA ve RNA
1zolasyonu

Qiagen-EZ 1 Advanced XL (Tam Otomatik DNA izolasyon Cihaz1)

Karistirma ve
Homojenizasyon

Vorteks (BioCote), Manyetik Karistirict

Spektrofotometre
Cihaz

Thermo Scientific NanoDrop 2000C

Isitma ve Depolama

Mikrodalga Firmn, Buzdolabi (Samsung), -20°C Derin Dondurucular (Ugur), -80°C Derin
Dondurucu (Haier Biomedical)

PCR ve Termal
Dongii Sistemleri

Isitmali Kapakli Termal Dongii Cihazi

Elektroforez ve
Goriintiileme
Sistemleri

Dijital Elektroforez Cihazi (Agilent Technologies® Bioanalyzer), Agaroz Jel
Elektroforez Sistemi (Thermo Electron Corporation EC250-90), Agaroz Jel Goriintiileme
Sistemi

Dizileme Sistemleri

Illumina® NovaSeq 6000 ™

Kapiler
Elektroforez
Sistemi

ABI3500 (Otomatik Sekiz Kapilerli Elektroforez Sistemi; Applied Biosystem)

Sterilizasyon ve

Otoklav, UPS

ST-AR-GE-SR-01 Giincelleme Tarihi 01/01/2020
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Gii¢ Kaynaklar

Ornek ve Cozelti

Saklama, 5-10 cc EDTA’l1 Tiip, S0mL’lik Falcon Tiipler, Eppendorf Tiipleri, 96 k-Kuyucuklu
Hazirlama Plak, Beher
Malzemeleri

NanoDrop 2000 spektrofotometresi (Thermo Fisher, #ND-2000) ve Qubit3 florometresi
TED Analiz Cihaz1 = (Thermo Fisher, #Q33216), 2100 Bioanalyzer (Agilent, #G2939BA), Illumina NovaSeq
6000 (Gen Era Diagnostik A.S)

3.2. Kullanilan Kimyasallar, Tampon ve Cozeltiler, Ticari Kitler
Bu calismada kullanilan kimyasallar, tampon ¢d6zeltiler, ticari kitler ve laboratuvar malzemeleri;
uygulama alanlarina gore siniflandirilarak tablo halinde sunulmustur. Tablo 3-2’de her bir maddenin

kimyasal ad1 ve hangi deneysel islemde kullanildig: bilgisi yer almaktadir.

Tablo 3-2: Calismada kullanilan kimyasallarin, tampon ve cozeltilerin, ticari Kitlerin ve malzemelerin

isimleri ve kullanim yerlerinin listesi

Kimyasal Ad1

Kullanim Yeri

Cozelti Hazirlamada Kullanilan Kimyasallar

0.5 M EDTA (Multicell)

Cozelti Hazirlama

1 M Tris (Multicell)

Cozelti Hazirlama

Potasyum Bikarbonat (Merck)

Cozelti Hazirlama

Amonyum Kloriir (Merck) Cozelti Hazirlama
DNA izolasyonunda Kullamlan Kimyasallar

%80’lik Etanol DNA izolasyonu

Qiagen-EZ 1&2 Blood Kit DNA izolasyonu
RNA izolasyonunda Kullamlan Kimyasallar

%75'lik Etanol (Sigma) RNA izolasyonu

DEPC (Dietil Pirokarbonat) (Sigma) RNA izolasyonu

%100’liik izopropanol (Sigma) RNA izolasyonu

Phosphate Buffer Saline (PBS) Tablet (Invitrogen) RNA izolasyonu

Kloroform (Merck) RNA izolasyonu

Trizol (Qiagen) RNA izolasyonu

Amonyum kloriir (NH4Cl) RNA izolasyonu

Potasyum bikarbonat (KHCOs) RNA izolasyonu

Jel Hazirlama ve Elektroforez i¢in Kullamlan Kimyasallar

Agaroz (PRONA) Jel Hazirlama
Agaroz Jel Jel Elektroforez

1x TBE Tamponu Jel Elektroforez

Yiikleme Boyasi Jel Elektroforez

ST-AR-GE-SR-01 Giincelleme Tarihi 01/01/2020 1



Marker Jel Elektroforez

PZR ve Sanger Dizileme Calismalarinda Kullamlan Kimyasallar

Hedef Bolgelerin Amplifikasyonu i¢in Tasarlanmis Primerler PZR
PZR Ana Karigimi (VitaTaq® HS PCR Kit)
10X PCR Buffer
1X dNTP Mix (10 mM each)
Primer 1 (10 uM) PZR

Primer 2 (10 uM)
VitaTaq® HS DNA Polymerase (2 U/uL)

Dimetilsiilfoksit (DMSO- Biomatik Coorporation) PZR
Merdiven Markori (Sigma-Aldrich) PZR
Ekzoniikleaz-1 (Thermo Scientific) PZR

Rapid Alkalin Fosfataz (Roche) PZR
Dizi PZR Reaksiyonu Karigimi Sanger Dizileme

Komplementer DNA (cDNA) Sentezi

BIORAD iScript ™ cDNA Sentez Kiti
5X iScript Reaction Mix cDNA Sentezi
iScript Reverse Transcriptase

Gergek Zamanli PZR (qRT-PZR)

SYBR™ Green Universal Master Mix (ThermoFisher SCINTIFIC) Gergek Zamanli PZR (QRT-PZR)
Diger Kimyasal Maddeler

125 mM EDTA Cesitli Laboratuvar Kullanimlari
Piirifikasyon Mix Sanger Dizileme
3 M Sodyum Asetat Cesitli Laboratuvar Kullanimlari
%2’lik Glikojen Soliisyonu Cesitli Laboratuvar Kullanimlari
%100 ve %70 Etanol Cesitli Laboratuvar Kullanimlari
HiDi Formamid (Yiiksek Deiyonize Formamid) Cesitli Laboratuvar Kullanimlari
Distile Su Genel Laboratuvar Kullanimi

MLPA Cahsmalarinda Kullamlan Kimyasal
SALSA MLPA Probemix P454 CGD

Tiim Ekzom Dizileme

Twist Comprehensive Exome Kiti (Twist Bioscience)*

Tablo 3-3’te bu c¢alismada kullanilan Twist Comprehensive Exome Kit’ine ait reaktifler, kit
bilesenlerine gore gruplandirilarak tablo halinde sunulmustur. Tabloda, kitin tiim bilesenleri olan
hibridizasyon reaktifleri, yikama tamponlari, kiitiiphane amplifikasyon karigimi, prob panelleri,

baglanma ve saflastirma boncuklari ile engelleyici soliisyonlar ayr1 basliklar altinda listelenmistir.

Tablo 3-3: *Twist Comprehensive Exome Kkitinin iceriginin listesi.

Twist Hibridizasyon Hibridizasyon Karigimi, Hibridizasyon Gii¢lendirici, Amplifikasyon
Reaktifleri (Kutu 1) Primerleri, Baglanma Tamponu
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Twist Yikama Tamponlan
(Kutu 2) Yikama Tamponu 1, Yikama Tamponu 2
Equinox Kiitiiphane
Amplifikasyon Karisim
(Kutu 3) Equinox Kiitiiphane Amplifikasyon Karisimi (2x)
Twist Prob Panelleri (Siparis Twist Sabit Panel (6rnegin, Twist Insan Cekirdek Ekzom Paneli), Twist
ile temin edilmistir) Ozellestirilmis Panel, Ikincil Twist Prob Panel (Opsiyonel)
Twist Evrensel Engelleyiciler Evrensel Engelleyiciler, Engelleyici Cozeltisi
Twist Baglanma ve
Saflastirma Boncuklari Streptavidin Baglanma Boncuklari, DNA Saflastirma Boncuklar1
Twist Kurutma Boncuklar: Streptavidin Baglanma Boncuklari, DNA Saflastirma Boncuklar1

3.3. istatistiksel Analizler

Calismada elde edilen verilerin istatistiksel degerlendirmesi IBM SPSS Statistics for Windows,
Version 30.0 (IBM Corp., Armonk, NY) yazilimi kullanilarak gergeklestirilmistir. Kategorik
degiskenlerin karsilastirilmasinda  Ki-kare (y?) testi, sayisal degiskenlerin ikili grup
karsilastirmasinda student-t testi, ikiden fazla grup arasindaki farklarin analizinde ise tek yonlii
varyans analizi (ANOVA) uygulanmigtir. Anlamlilik diizeyi tiim analizlerde p<0,05 olarak kabul

edilmistir.

3.4. Cahisma Grubunun Olusturulmasi

Bu proje igin; Istanbul Tip Fakiiltesi Cocuk Alerji ve immiinoloji Poliklinigi’ne ve Tibbi Genetik
Poliklinigi’ne basvuran, yaygin BCG enfeksiyonu, cevresel mikobakteriler ile enfeksiyon,
tekrarlayan salmonella enfeksiyonu, atipik mikobakterilerin neden oldugu osteomiyelit, sik
enfeksiyon, normal immiinolojik test sonucu (imiinoglobulin, lenfosit alt gruplar1 ve kronik
graniilamatoz testlerinin normal olmasi) oykiisii olan ve Tibbi Genetik Anabilim Dali tarafindan
yapilan immiin yetmezlik gen paneli ile MSMD tanis1 almis (daha dnce genetik tanisi olan ve klinik
olarak MSMD diisiiniilen) ek olarak klinik olarak MSMD 6n tanil1 olup gen-paneli testinde patojenik
varyant tespit edilemeyen (n=20) hasta ve arastirmaya i¢in uygun aile bireylerinin katilimi ile ¢alisma

grubunu olusturulmustur.

3.5. Genomik DNA ve RNA Izolasyonu

ST-AR-GE-SR-01 Giincelleme Tarihi 01/01/2020 1¢



3.5.1. Genomik DNA izolasyonu

(Calismaya dahil edilen 20 indeks olgu ve aile bireylerinden (n=46) alinan EDTA’l1 kan 6rneklerinden
DNA izolasyonu gergeklestirilmistir. Izolasyon islemleri, tam otomatik sistem olan Qiagen EZ1
Advanced XL cihazi kullanilarak, Qiagen EZ1&2 DNA Blood Kiti araciligiyla, iiretici firmanin
protokoliine uygun sekilde yiiriitiilmiistiir. Iisleme baslamadan &nce, kan drnekleri oda sicakligina
getirilmis ve homojenizasyon saglamak amaciyla birkag¢ kez yavasca alt iist edilerek karigtirilmastr.
Hasta sayisina uygun olarak oOrnek tiipleri ve eliisyon tiipleri hazirlanmis; kimlik bilgileri
etiketlenerek cihaza yerlestirilmistir. Her bir tiipe 350 pL kan 6rnegi, 1000 pL’lik filtreli pipet ucu
kullanilarak aktarilmis; ayrica %80°’lik soguk etanol ¢ozeltisi, her bir izolasyon i¢in toplam 1800 pL
olacak sekilde iki asamada (900 uL + 900 pL) hazirlanarak etanol tiiplerine eklenmistir. izolasyon
sirasinda cihaz yonergelerine uygun olarak sirastyla tip tepsisi, kartuslar, tek kullanimlik filtre u¢lart
ve eliisyon tiipleri ilgili bolmelere yerlestirilmis; miknatisli soliisyon igeren kitler hafifce
calkalanarak cihaz tepsisine konulmustur. Cihaz calistirildiktan sonra “daha sonra baslat” segenegi
etkinlestirilmis ve “350 pL kan” protokolii segilerek isleme devam edilmistir. Izolasyon hacmi 200
pL olarak onaylanmig ve “saf etanol yikama” adimi isaretlenerek islem baglatilmistir. Yaklasik 20
dakika siiren izolasyon islemi tamamlandiktan sonra, eliisyon tiipleri cihazdan alinmis, kapaklari
kapatilarak —20 °C derin dondurucuda uygun kosullarda saklanmistir. Kullanilmis kartuslar, uglar ve
diger sarf malzemeleri, biyolojik atik yonetmeligine uygun bigimde imha edilmis; cihazin i¢ yiizeyi

temizlenerek ultraviyole 1sikla sterilizasyon islemi ger¢eklestirilmistir.

3.5.2. RNA lzolasyonu
Calismaya dahil edilen 20 indeks olgu ve aile bireylerinden (n=46) EDTA’I1 tiiplere alinan periferik
kan orneklerinden RNA izolasyonu asamasini gerceklestirmek icin Oncelikle islem sirasinda

kullanilacak ¢ozeltiler hazirlanmistir.

DEPC’li Su Hazirlanmasi

RNA izolasyonu ve RNA’ya dayali analizlerde RNaz enzimlerinin kontaminasyonunu 6nlemek
amaciyla dietilpirokarbonat (DEPC) ile muamele edilmis su kullanilmistir. Bu amagla, ultra saf su
(dH20) igerisine son hacmin %0.1°1 oraninda DEPC eklenmis ve manyetik karistirici yardimiyla
homojen bir ¢dzelti elde edilmistir. Hazirlanan karisim oda sicakliginda 12 saat bekletildikten sonra,
ortamda kalan DEPC kalintilarin1 uzaklastirmak amaciyla 120 °C’de 15 dakika boyunca
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otoklavlanarak sterilizasyon saglanmigtir. Steril hale getirilen DEPC’li su, kontaminasyondan

korunmasi amaciyla steril kaplarda saklanmgtir.
10X Gey’s Tamponu (155 mM NH4CI, 10 mM KHCO3) Hazirlanmasi

10X Gey’s Tampon ¢ozeltisi hazirlanirken, 82.91 gram amonyum kloriir (NH4CI) ve 10.01 gram
potasyum bikarbonat (KHCOs) tartilarak bir beher icine alinmustir. Uzerine 1 litre DEPC ile islem
gormiis su eklenmis ve cozelti manyetik karistirict kullanilarak tamamen c¢oziiliinceye kadar
karigtirtlmistir. Tampon ¢ozeltisi, otoklavlanarak sterilize edilmis ve oda sicakliinda saklanmak

iizere uygun kosullarda muhafaza edilmistir.
1X Gey’s Tamponu Hazirlanmas

Kullanima hazir 1X Gey’s tamponu elde etmek i¢in, 6nceden hazirlanmis olan 10X stok ¢ozeltiden
100 mL almarak, DEPC ile islem gérmiis su ile toplam hacim 1 litreye tamamlanmistir. Elde edilen

cozelti oda sicakliginda muhafaza edilmistir.
1X PBS Soliisyonu Hazirlanmasi

1X PBS ¢ozeltisi, 100 mL saf su igerisine bir adet PBS tableti eklenerek hazirlanmistir. Tablet,

tamamen ¢ozililene kadar ¢ozelti karistirilmis ve oda sicakliginda saklanmaistir.
Kandan Total RNA izolasyonu
Birinci Asama: Gey’s Tamponu Kullanilarak Hiicre Ayrimi

EDTA’L tiiplerde saklanan tam kan ornekleri, alindiktan sonraki ilk dort saat igerisinde isleme
alimmistir. Her bir 6rnekten 5—7,5 mL kan, 50 mL’lik Falcon tiiplerine aktarilmis ve hacmin iki kati
kadar %1 Gey’s tamponu ilave edilmistir. Tipler iyice karistirildiktan sonra +4 °C’de 20 dk
bekletilmistir. Ardindan 1500 rpm’de, oda sicakliginda 10 dakika santrifiij uygulanarak siipernatant
dikkatlice uzaklastirilmistir. Elde edilen pelet iizerine, baslangictaki kan hacmi kadar tekrar 1 X Gey’s
tamponu eklenmis ve ¢oziinme saglanmstir. Islem, ayn1 santrifiij kosullar altinda tekrarlanmis ve
ikinci kez silipernatant dokiilerek pellet korunmustur. Son olarak pelet iizerine 1 mL PBS tamponu

eklenmis ve 1500 rpm’de 5 dk santrifiij edilmistir. Siipernatant uzaklagtirildiktan sonra elde edilen
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16kosit fraksiyonu, 800 puL soguk Trizol ile buz iizerinde homojenize edilmis ve —80 °C’de bir sonraki

asamaya kadar saklanmustir.

Ikinci Asama: Trizol Yontemi ile RNA Izolasyonu

Trizol ile 6n islemden gegirilmis ve —80 °C’de saklanmis olan 16kosit ornekleri, buz iizerinde
cozilindiiriilerek RNA izolasyonuna hazir hale getirilmistir. Her tiipe 160 pL soguk kloroform ilave
edilmis, 15 saniye siireyle vortekslenmis ve oda sicakliginda 3 dakika bekletilmistir. Faz ayrimi
saglamak i¢in drnekler 12.000 g’de, +4 °C’de 20 dk santrifiij edilmistir. Ust faz dikkatlice 1.5 mL’lik
yeni mikrosantrifiij tliplerine aktarilmis, esit hacimde oOnceden sogutulmus %100 izopropanol
eklenmistir. Karigimlar calkalanarak —20 °C’de bir gece inkiibasyona birakilmistir. Ertesi giin,
12.000 g’de +4 °C’de 10 dk santrifiij uygulanmis, siipernatant uzaklastirilarak RNA peleti elde
edilmistir. Pelet {izerine %75’lik soguk etanol (DEPC ile hazirlanmis) eklenmis ve hafifce alt iist
edilerek karistirtlmistir. 9000 g’de +4 °C’de 5 dk santrifiij edilen 6rneklerin iist faz1 uzaklastirilmis,
tiipler ters cevrilerek filtre kagidi lizerinde kurutulmustur. Kurutulan pellet, 50 uL. RNaz igermeyen

su ile ¢Ozdiirlilmiis ve buz lizerinde 20-25 dakika bekletildikten sonra —80 °C’de saklanmustir.

DNA ve RNA Orneklerinin Saflig1 ve Konsantrasyon Ol¢iimii

Elde edilen DNA ve RNA orneklerinin niceliksel ve niteliksel analizleri, Thermo Scientific
NanoDrop 2000C spektrofotometresi ile gergeklestirilmistir. Olgiimlerde 260/280 ve 260/230
absorbans oranlar1 dikkate alinmigtir. 260/280 orani, protein kontaminasyonuna isaret ederken; DNA
icin ideal aralik 1.8-2.0, RNA i¢in ise 1.6-2.0 olarak degerlendirilmistir. 260/230 orani, olasi
kimyasal kalintilara duyarlidir ve benzer sekilde 1.8-2.2 araliginda olmasi1 beklenmistir. Bu oranlarin

disinda kalan degerler, 6rneklerde kontaminasyon varligina isaret edecek sekilde yorumlanmaistir.

3.6. Komplementer DNA (¢cDNA) Analizi

—80 °C’de saklanan total RNA o6rnekleri, cDNA sentezi icin BIORAD iScript™ cDNA Sentez Kiti
kullanilarak igsleme alinmistir. Sentez asamalari ve kullanilan karigim bilegenleri Tablo 3.4°te
sunulmaktadir. RNA o6rnekleri dondurucudan ¢ikarildiktan sonra buz ilizerinde ¢ozdiirilmiis ve
konsantrasyonlar:t NanoDrop spektrofotometresi ile 6l¢iilmiistiir. Her bir 6rnek, 1000 ng/uL olacak

sekilde seyreltilmis ve uygun miktarda niikleazsiz su ilave edilerek toplam hacim 15 pL’ye
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tamamlanmustir. ikinci asamada, her tiipe 5 pL hacminde ters transkriptaz enzimi ve reaksiyon miksi
iceren hazirlik karisimi eklenmis ve pipetleme yapilarak Ornekler homojen hale getirilmistir.
Hazirlanan karigimlar, termal dongii cihazinda sirasiyla 25 °C’de 5 dk, 42 °C’de 30 dk, 85 °C’de 5
dk siireyle inkiibe edilmis; ardindan 4 °C’de beklemeye alinarak reaksiyon tamamlanmigtir. Elde

edilen cDNA’lar, —20 °C’de uygun kosullarda saklanmaigtir.

3.7. Tiim Ekzom Dizileme (TED)

MSMD hastalik grubunda klinikle iliskili olarak dogru genetik ve tedaviye ulagilabilmesine, hastanin
yasam standartlarinin ylikseltilmesine imkan saglayabilmesi acisindan bu proje ile MSMD’li
vakalarda (n=20), genetik etiyolojinin aydinlatilmasina katki saglayacak gen varyantlarini belirlemek
icin TED yaklagimi ile in siliko ve/veya in vitro fonksiyon analizleri sonrasinda klinik onemi
olabilecek gen varyantlarinin karakterize edilmesi ve hastalik iliskisinin arastirilmasi planlanmistir.
Tiim ekzom dizileme (TED), yaklasik 21.000 genin protein kodlama bolgeleri olan ekzonlar ve intron
baglant1 dizilerinin yakalanmasimi (“capturing”) ve dizilenmesini igeren ve MSMD gibi genetik
heterojenitesi olan hastalik gruplarinda kullanilan bir yontemdir. Bu projede yeni nesil dizileme
tabanli TED analizi i¢in “Twist Bioscience Human Core Exome kiti” kullanilarak kiitiiphane hazirlig
yapilmustir. Kiitliphane hazirlik siirecinde sirasiyla, fragmentasyon, index/barkod dizilerinin
eklenmesi, amplifikasyon, ekzonik bdlgelerin zenginlestirilmesi ve piirifikasyon islemleri
gerceklestirilmistir. Calisma kapsaminda tiretici firmanin kit yonergeleri takip edilmis, Illumina
NextSeq 2000 yeni nesil dizileme platformunda dizileme islemi gerceklestirilmistir. Bu basamakta
ornek bast 40 milyon cift yonlii (paired-end) 2x150 bp *Iik okuma elde edilmistir. Ornek bas1 veri
ciktis1 8 Gb ile ekzon boyu ortalama ~100x okuma derinligindedir. Okuma islemi sonrasinda, elde
edilen verilerin kalite kontrolii FASTQC programi (www.bioinformatics.babraham.ac.uk)
araciligiyla yapilmistir. Dizileme siirecinde, Fastq okuma verilerindeki diisiik kalitedeki baz
okumalari, sonraki analiz basamaklarinda sapmalara neden olmamasi i¢in, okumalardan kirpilmastir.
Kalite filtreleri ve kirpma islemleri icin Trimmomatic uygulamasi
(http://www.usadellab.org/cms/?page=trimmomatic) kullanilmistir. Elde edilen diziler BWA mem
programi ile referans genoma hizalanmistir. Hizalama sonrasinda, kalite kontrol verilerine gore
filtreleme islemleri Samtools programi ile ger¢eklestirilmistir. Analiz kapsaminda realignment ile
in/del bolgelerindeki hizalama diizeltmelerinin yapilmasi, DNA dizilerinin kalite skor degerlerinin
tekrar kalibre edilmesi, diizenlenmis dizilerdeki varyasyonlar i¢in parametre optimizasyonlarinin
yapilmasi, elde edilen varyasyon listesi i¢in anotasyon islemi tamamlanmasi, varyasyon listeleri
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“strand bias” durumuna gore iist limit (%20) alinarak filtrelenmesi, tespit edilen varyasyon ylizdesine
gore giivenilir olmayan (<%80) varyasyonlarin elenmesi gerceklestirilmigtir. Bu siire¢ ic¢indeki
varyant ¢ekim islemlerinde GATK; varyant anotasyon iglemlerinde ise Variant Effect Predictor

programi kullanilmastir.

3.8. Biyoinformatik Analiz

Dizileme sonrasi biyoinformatik analiz slirecinde, ham okuma verilerinin kalite degerlendirmesi
FASTQC yazilimi ile gerceklestirilmistir. Ham verilerdeki diisiik kalitedeki baz okuma bdlgeleri ile
olas1 adaptdr veya indeks kaynakli kontaminasyonlar, ileri analizlerde hatali sonuglara yol agmamast
icin Trimmomatic (v0.39) araci kullanilarak temizlenmistir. Kalite kirpma islemini takiben, elde
edilen yiiksek kaliteli okuma dizileri BWA mem algoritmasi araciligiyla referans insan genom dizisi
(GRCh37) ile hizalanmistir. Bu hizalama isleminin ardindan, Samtools yazilimi kullanilarak
hizalanmig veriler kalite kontrol oOlgiitlerine gore filtrelenmistir. Analizin devaminda, varyant
belirleme siirecinin dogrulugunu artirmak adia birka¢ adim uygulanmustir. {1k olarak, yer degistirme
ve silinme (in/del) bolgelerindeki hizalama hatalar1 realignment islemi ile diizeltilmistir. Ardindan,
baz kalitelerini daha giivenilir hale getirmek amaciyla kalite skoru rekalibrasyonu yapilmistir. Bu
adimlari, varyant tespiti dncesi parametre optimizasyonlar: ve filtreleme iglemleri takip etmistir.
Ozellikle, varyant listeleri strand bias etkisi dikkate alinarak %20 iist sinirla degerlendirilmis ve
giivenilirligi %80'in altinda kalan varyantlar analiz dis1 birakilmistir. Varyant cagirma islemleri
GATK (Genome Analysis Toolkit) aracilifiyla yiiriitiilmiis, elde edilen varyantlarin fonksiyonel
etkileri Variant Effect Predictor (VEP) programi yardimiyla anotasyonlanmustir. Paralel olarak, ayn1
analiz basamaklar1 Sophia DDM yazilimi iizerinden de gerceklestirilmis ve bu platformda hizalama,
varyant tespiti ve anotasyon islemleri birlikte yiiriitiilmiistiir. Ayrica, Sophia DDM {izerinden kopya
sayis1 degisikliklerini (CNV) analiz etmeye yonelik ek modiiller kullanilarak delesyon ve
duplikasyonlar degerlendirilmis, varyant fraksiyonu <%20’den az olan varyantlar dislanarak klinik

olarak anlamli varyasyonlar belirlenmistir.

3.8.1. MSMD ve PiY iliskili Gen Panel Listelerinin Olusturulmasi, Varyant Analizi ve Filtrasyon

Kriterleri

TED ile saptanan varyantlarin degerlendirilmesi icin MSMD ve PIY iliskili gen panel listesi
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olustururken Sophia DDM alt yapisi, Human Phenotype Ontology (HPO) veritabani, Online
Mendelian Inheritance in Man (OMIM) veritabani, Orphanet internet sitesi, KEGG Patway internet
sitesi ve literatiir taramasi yapilarak bu ¢aligma kapsaminda olusturulmustur. Biyoinformatik analiz
siirecinde, oncelikle MSMD’ye 6zgii genler iceren MSMD Gen Paneli (25 gen) degerlendirilmis,
ardindan klinik bulgularla iligkili olabilecek daha genis kapsamli paneller sirasiyla analiz edilmistir.

Bu paneller sunlardir:

Osteomiyelit, BCGitis, BCGosis Gen Paneli (61 gen)
Literatiir Taramasi ile Elde Edilen Gen Paneli (74 gen)
KEGG Tiiberkiiloz Yolagi Genleri Paneli (82 gen)
Mikobakteri iliskili Hastalik Genleri Paneli (98 gen)
Dogustan Bagisiklik Defektleri Gen Paneli (269 gen)
Immiin Defektler Gen Paneli (272 gen)

Immiinolojik Anomaliler Gen Paneli (2030 gen)

Bu artan siralama, genetik varyant analizinde 6nce MSMD ile dogrudan iliskili, ardindan fenotipik
genislemeyle baglantili ve son olarak immiinoloji genelini kapsayan gen kiimelerinin tarandigini
yansitmaktadir. Bu yapi, varyantlarin onceliklendirilmesinde hedefe yonelik, ancak gerektiginde

genisletilmis bir yaklasim benimsenmesini saglamistir.

Her bir indeksin TED verileri, MSMD ve PIY iliskili gen panelleri olusturulduktan sonra Sophia
DDM v4.4.6.0 yazilimi kullanilarak gen panellerindeki varyantlar belirli filtrasyon kriterleri
olusturularak analiz edilmistir. Yaygin tek niikleotid varyantlarinin (SNV) filtrelenmesi amaciyla,
gnomAD ve Sophia DDM v4.4.6.0 yazilimi in-house minér allel frekansi (MAF) < 0.01 olarak
belirlenmistir. Varyant analizinde degerlendirilen diger parametreler arasinda varyant tipi (sinonim,
yanlig anlamli, anlamsiz, ¢erceve kaymasi vb.), varyant lokalizasyonu (ekzon, intron, intron kirpilma
bolgesi, UTR vb.) ve varyant fraksiyonu (VF) yer almaktadir. Bu parametreler kullanilarak

varyantlarin kodlama bolgelerindeki etkilerini degerlendirmek i¢in bu bolgeler agisindan filtreleme
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yapilmis ve sadece “nonsense, inframe, frameshift, missense” ve “splice site” degisiklikleri analiz
kapsamina alinmigtir. Okuma derinligi 10x'in altinda olan varyantlar degerlendirme dis1 tutulmustur.
Saptanan varyantlarin ham okuma kalitesi, Integrative Genomics Viewer (IGV) araciliiyla
incelenmigtir. ~ Klinik  olarak  anlamli  varyantlarin ~ belirlenmesi ~ amaciyla ClinVar
patojenite siniflandirmas1 dikkate almmustir. Patojenik, klinik 6nemi belirsiz (VUS) ve diger
potansiyel etkili varyantlar degerlendirmeye alinmis, American College of Medical Genetics and
Genomics smiflandirmasina gére ‘benin’ ve ‘benin benzeri’ olarak siiflandirilan varyantlar caligma
dis1 birakilmistir. Analiz sonucunda saptanan varyantlarin protein ve kirpilma bolgelerine etkisi,
ekspresyon paternleri ve evrimsel korunmusluk gibi faktorler 1s181inda yorumlanmistir. Sophia DDM
v4.4.6.0 yaziliminin klinik ve biyolojik olarak anlamli buldugu ‘retained’ varyant kategorisinde yer
alan varyantlar ve SNP’ler secilmistir. Bu degerlendirme siirecinde PolyPhen2, SIFT,
MutationTaster, AlphaMissense, BayesDel, GERP, CADD ve DANN in siliko tahmin
algoritmalarindan yararlanilmigtir. Varyant bilgilerinin dogrulanmasi ve yorumlanmasi amaciyla;
OMIM  (https://www.omim.org), HGMD (https://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php), HPO
(https://hpo.jax.org/app/), Ensembl (https://www.ensembl.org), GeneCards
(https://www.genecards.org), Human Protein Atlas (HPA) (https://www.proteinatlas.org), KEGG
(https://www.genome.jp/kegg), ClinVar (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar), Franklin by
Genoox (https://franklin.genoox.com), VarSome (https://varsome.com) ve UCSC Genome Browser
(https://genome.ucsc.edu) gibi uluslararast giivenilir veri tabanlar1 kullanilmistir. Ayrica,
varyantlarin ~ protein  yapist  lzerindeki  etkilerinin  analizinde SWISS-MODEL
(https://swissmodel.expasy.org), Missense3D (http://missense3d.bc.ic.ac.uk) ve genin korunmus

yapisinin analizinde UCSC Genome Browser on Human (GRCh38/hg38) (https://genome.ucsc.edu)

araglarindan yararlanilmistir.

Genomik adlandirma i¢in hg19/GRCh37 referans genomu kullanilmis ve Human Genome Variation
Society (HGVS) kurallar1 esas alinmistir. Varyantlarin klinik etkilerinin siniflandirilmasi, 2015
yilinda Amerikan Tibbi Genetik Koleji (American College of Medical Genetics-ACMG) ve
Molekiiler Patoloji Dernegi (Association for Molecular Pathology-AMP) tarafindan gelistirilen dizi
varyantlarinin yorumlanmasina ydnelik standartlar ve kilavuzla dogrultusunda yapilmistir. Bu
kilavuz, varyantlarin patojenlik diizeylerini belirlemek i¢in kullanilan standart bir yontem sunmakta
ve her varyant i¢in gerekli parametrelerin dikkate alinmasini saglamaktadir [1]. Varyant filtreleme

kriterleri uygulandiktan sonra elde edilen aday varyantlar fonksiyonel ve klinik iligkilendirme
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analizlerine tabi tutulmustur. Varyant filtereleme akisinda ilk olarak, gen panelleri olusturulmus ve
Sophia DDM v4.4.6.0 yazilimi ile analiz edilmistir. Filtrasyon kriterlerine gére minér allel frekansi
(MAF) <0.01 olan yaygin varyantlar hari¢ tutulmustur. Varyantlar, tiirlerine, lokalizasyonlarina ve
fraksiyonlarina gore analiz edilmis, okuma derinligi 10X'in altindaki varyantlar digarida birakilmistir.
Inceleme ve degerlendirme siireci, ¢esitli in siliko tahmin araclar1 ve veri tabanlari kullanilarak

yapilmis, klinik olarak anlamli varyantlar ClinVar ve ACMG kriterlerine gore siniflandirilmigtir.

3.9. TED Analizi Sonucu Belirlenen Varyantlarin Sanger Dizileme Yontemi ile Dogrulanmasi

Secilen varyantlarin Sanger dizileme ile dogrulanmasi, aile segregasyon ve RNA calismalar1 [UBAP
/TDK-2023-39951 Nolu Istanbul Universitesi BAP doktora tez projesi destegi ile Tibbi Genetik
Anabilim Dal1 Molekiiler Genetik Laboratuvarinda yapilmistir.

3.9.1. Primer Tasarim

TED analizi sonucu elde edilen varyantlar, 20 MSMD hastasinin fenotipi ve klinik bulgularina uygun
olarak analiz edilmis ve bu degerlendirmeler sonucu secilen varyantlarin Sanger dizi analizi ile
dogrulamasi ve segregasyon g¢alismalar1 yapilmistir. Her aday varyant i¢in, Sanger dizilemenin ilk
asamas1 olan PZR reaksiyonu ile amplifikasyonu i¢in genin Ozelliklerine gore 6zel ileri ve geri
primerler tasarlanmistir. Bu primerler, varyantlarin yer aldig1 konumlar1 kapsayacak sekilde, HGMD
ve NCBI veri tabanindaki kanonik transkriptin ‘NM’ kodlar1 kullanilarak Ensembl veri tabanindaki
gen dizileri kullanilarak tasarlanmistir. Primerler tasralanirken baglanma sicakliklarina, dizilerin
uzunluklarina, GC igeriklerine, olusturduklar1 dimer yapilarina dikkat edilmistir. Primerlerin
tasariminda, uzunluklarinin 18-24 niikleotid arasinda olmasi, niikleotid dagilimlarinin A-T ve C-G
arasinda dengeli bir sekilde olmasi, ayrica primer ¢iftlerinin baglanma sicakliklarinin birbirine yakin
olmasina 6zen gosterilmistir. Ayrica, tasarlanan primerlerin, dizinin tekrarlanan bolgelerinde yer
almamasi ve oligoniikleotidlerin, polimorfizm igeriyorsa, toplumda %1’in altinda bir sikliga sahip
olmas1 gerektigi goz oniinde bulundurulmustur. Primerler tasarlanirken in siliko PZR analizi i¢in
UCSC Genome Browser, Integrated DNA Technologies (IDT) ve NIH Primer-BLAST araglari
kullanilmistir. Caligmada kullanilan primer ciftlerine iligkin bilgiler Tablo 3-4’te yer almaktadir.
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Tablo 3-4: Varyant konfirmasyonu icin yapilan PZR’da kullanilan primer ciftleri

.. . Primer Fragman Boyutu
Gen Sembolii NM Kodu Bolge ileri/Geri (F/R) (be)
5’- CAGACTTGAGCCTGTCCCA- 3’
CYBA NM _000101.4 Ekzon 6 5’ TTATTGCAGGTGGGTGCAC- 3’ 373
5’-GACAGGCTGGTATATGTGAAA-3’
DNAAF4 NM 130810.4 Ekzon 8 5 - CACCAGTTCCTTGTCCATTA- 3° 501
5’- TCTCTGTGCCAACTGCTC- 3’
CIITA NM_000246.4 Ekzon 8 5’- CTTGGTCATGCACCCAG- 3’ 534
5’- GCTCATCAGAGTGGTGGGT - 3’
KCNQI NM _000218.2 Ekzon 7 5 GAACGTAAGTGGGTCTGCTCA - 3° 298
5’- CCCTTGCCGTAACTTCAGA-3’
STATI NM_0073154  Ekzon 16 5. TTGTCTAGCTTTCTGGACCATAA-3’ 466
5’-GGTCAAACCCAGAGTTCCT-3’
TNFRSFI3B . NM 0124523 Ekzon 3 5 GTTCTAGGCOTGGCATCALS 387
5'- GGATTGCTTGAGCCTAATGA-3'
TNFRSFI3B . NM 0124523 Ekzon 4 5 CCTCTOCACCTAGAAGCAGG.S' 357
5’- ACAGGCCATCTGAGACACA-3’
XIAP NM 001167.4 Ekzon 2 5’ CTGGCATACTTGGGAAGCT.3’ 535
5’-CTTCATCACAGGCCTGCA-3’
TNFAIP3 | NM_001270508.2 \ Ekzon 7 5 COTGACAGTTCTGOCTGACTS’ 1176
5’- GGGCAAGAGTCCACAGTGAT-3’
PLCG2 NM 002661.5 Ekzon 27 5’ CAGCCTTCGGTCCTCTCAT- 37 580
5’-CCATTTGTTAAACTCATTGGTA-3’
CHEK? NM 007194.4 Ekzon 3 o GTTTCAGACTTIGAATAGCAGA. S’ 415
5’- CAGGCAAGAATCTGAGCA- 3’
IKZF3 NM 012481.5 Ekzon 7 5 GAAAGGCCTTGTGTAGCAA-3’ 346
5’- CGCTTCCAGTCATTTGGT- 3’
MYL2 NM_000432.4 Ekzon 4 5 GATTACAGGCATCAGCCAC. 3° 459
DNA Primerleri 371
Ekzon 4-5 5’- TGTCAGGGTCAGCCTCTC - 3’
5’- GTGCAGTCCTGAGAAACGT - 3’
ATG4D NM 032885.6 mRNA Primerleri
Ekzon 3-6/7 5’- GACTTTGTGTCCCGCCTGT- 3’
5’- GCAACGCAGGAGTTCCTTC - 3’ 639
5’- GTCTACCACATTGTCCTGGTT-3’
CHDI NM 001270.4 Ekzon 26 5’ GACCTTACCTCCCAGACAGA- 3 532
DNA Primerleri 394
Ekzon 6 5’-CCAGG CTGTGATGCGA-3’
5’-CCTGCTGACACTCCTGAGA-3’
IKBKG NM _001099857.5 mRNA Primerleri
Ekzon4-6/7 5’- AGCCCAGGTGACGTCCT- 3’
5’- AGCTGCATTCCTCGCTTC- 3’ 351
5’- TAGCTGGGACCTGCAAGT- 3’
ILI12RBI NM 005535 Ekzon 5 5 AACCACCTCAGGGGCTAG - 3° 404
5’- GAAGGTGTTGAGCCAGAGG- 3’
G6PD NM 001360016.2 : Ekzon 6 5’ - GGGTCACCCTTGTCTGAGTT- 3 442
5’- GATTCGTCTCGTTGCTGTG - 3’
JAK1 NM 002227.4 Ekzon 6 5 GGAGAGCAAAGGTCAGCCAA- 3° 384
NFKB2 | NM 0013229342 Ekzon 17 37 GECTGACTTTGAGGGTGAG- 3 455

5’- AGCGAGAGTTGACACCACAG- 3’
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3.9.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

PZR reaksiyonlar1 VitaTaq® HS PCR Kit kullanilarak gergeklestirilmistir. Bu reaksiyonlar i¢in,
Sanger dizileme konfirmasyonu yapilacak olan hasta ve aile bireylerine ait sablon DNA, her biri 10
mM olan dNTP karigimi, her biri 10 pM ileri ve geri primerler, %0-10 DMSO (Biomatik
Coorporation), 2 U/uL oraninda VitaTaq® HS DNA Polimeraz, niikleaz igermeyen distile su (dH20)
toplam hacim 25 pL olacak sekilde niikleaz icermeyen PZR tiiplerinde homojen bir karisim elde
etmek icin nazikg¢e karistirilmistir. Herbir PZR c¢aligmasinda kontaminasyon varligini elemek icin,
sablon DNA icermeyen negatif kontrol tiipli hazirlanmistir. Hazirlanan karigim, kisa siireli santrifiij
edilmis ve PZR amplifikasyonu i¢in Tablo 3-5’te yer alan termal dongii programi kullanilarak termal
dongii cihazinda amplifiye edilmistir. Bu program, baslangi¢ denatiirasyonu ile baslamakta, ardindan
belirli sayida dongii i¢eren denatiirasyon, baglanma ve uzama adimlari takip etmektedir. Son olarak,

final uzamasi gerceklestirilerek reaksiyon tamamlanmakta ve bekleme sicakliginda tutulmaktadir.

Tablo 3-5: PZR amplifikasyonu sirasinda kullanilan termal dongii programi

Adim Dongii Sayisi Sicakhik Siire
Baslangi¢ Denatiirasyonu 1 94°C 5 dakika
Denatiirasyon 30-35 94°C 30 saniye
Baglanma 30-35 Tm - 5°C 30 saniye
Uzama 30-35 72°C 1 dakika / kb
Final Uzamas 1 72°C 5 dakika
Bekleme 1 4°C Sonsuz

3.9.3. Agaroz Jel Elektroforez Yontemi ile PZR Uriinlerinin Kontrolii

Agaroz jel elektroforezi, PZR ile amplifiye edilen gen bolgelerinin dogrulugunu ve kontaminasyon
var ise bu durumu tespit etmek amaciyla gerceklestirilmistir. Bu amagla, 5 pul PZR firiinii, 2 pl Gel
Red boyasi ile karigtirilarak kuyucuklara yiiklenmistir. DNA fragmentlerinin boyutlarinin
belirlenmesi i¢in 50 baz ciftlik lider DNA merdiveni referans olarak kullanilmistir. Elektroforez,
%1,2’lik agaroz jelde, 1X TBE tamponu igerisinde, 160 Volt gerilim uygulanarak 30 dakika boyunca
yiiriitiilmiistiir. islem tamamlandiktan sonra, DNA bantlar1 UV gériintiilleme cihaz1 kullanilarak,

ultraviyole 151k altinda goriintiilenmistir.

3.9.4. PZR Uriinlerinin Saflastiriimasi
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PZR iiriinleri, Sanger dizileme gerceklestirilmeden Once, agaroz jel elektroferezinde amplifiye
olmalar1 kontrol edildikten sonra enzimatik bir saflagtirma yontemi uygulanmistir. Enzimatik karigim
0,5 pl Ekzoniikleaz-1 (Lot:00716871-Thermo Scientific) ve 1 pl Rapid Alkalin Fosfataz
(04898141001-Roche) enzimleri kullanilmigtir. Saflastirma islemi, termal dongii cihazinda
gerceklestirilmis ve ilk olarak 37°C’de 30 dakika inkiibasyon yapilmis, ardindan 85°C’de 15 dakika
boyunca enzim inaktivasyonu saglanmistir. Elde edilen saf PZR iirlinleri, sonraki analizler igin

+4°C’de saklanmastir.
3.9.5. Sanger Dizileme
Sanger Dizileme PZR Asamasi

Sanger dizileme PZR igin Tablo 3-6’da yer alan bilesenler kullanilmistir. Hazirlanan karisim, her bir
kuyucuga bir 6rnek gelecek sekilde 96 kuyucuklu plakaya dagitilmistir. Reaksiyon Tablo 3-6’da yer
alan PZR dongii kosullarina uygun olarak termal dongii cihazinda gergeklestirilmistir. Reaksiyon,
toplam 25 dongiiden olusmaktadir. 11k olarak 96°C’de 1 dakika inkiibasyon yapilmistir. Her dongii
ic asamadan olugmaktadir: 96°C’de 10 saniye denatiirasyon, 50°C’de 5 saniye primer baglanma ve
60°C’de 4 dakika uzama agamalar1 uygulanmistir. Dongiiler tamamlandiktan sonra reaksiyon, 4°C’de
bekletilerek bir sonraki saflagtirma adimi i¢in saklanmistir. Reaksiyon sirasinda sicaklik degisimleri,
1°C/saniye hizinda gergeklestirilmistir. Daha kisa DNA sablonlar1 i¢in uzatma siiresi optimize

edilerek kisaltilabilir.

Tablo 3-6: Dizi PZR c¢alismasi icin kullanilan bilesenler ve icerikleri

Bilesen icerik Kullanim Amaci
5X BigDye Tampon . Reaksiyon i¢in tampon gorevi
Soliisyonu BigDye tamponu saglamada kullanilmistir.
ddNTP Dideoksiniikleotit trifosfatlar Reaksiyon sirasinda zincir
sonlandirma icin kullanilmustir.
. . . DNA amplifikasyonu ve dizileme
™
BigDye v3.1 AmpliTaq Gold™DNA polimeraz icin kullantmistrr.
. s C Hedef bolgenin ¢ogaltilmasi igin
Primer Ileri ve geri yonlii primer kullanimstir.
P Onceki PZR reaksiyonundan elde edilen = Dizileme i¢in sablon DNA olarak
Saflastrlmis PZR Uriini saflasturlmis PZR kullanilmustir,
dH,0 Distile su Hacmin tamamlanmasi igin
kullanilmustir.
Toplam Hacim 10 pl Toplam reaksiyon hacmi

Dizi PZR Uriinlerinin Saflastirilmasi

Dizi PZR’1 sonrasi elde edilen iiriinlerin saflagtirilmast i¢in her kuyucuga 1’er pul 125 mM EDTA,
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%?2 glikojen ve 3M sodyum asetat eklenmistir. Sonrasinda her bir kuyucugun iizerine 25 pl %100
etanol ilave edilmistir. Plak, koruyucu yapiskan bant ile kapatilarak oda sicakliginda 15 dakika
bekletilmistir. Ardindan, 3810 rpm’de 60 dakika santrifiijleme islemi yapilmistir. Plaktaki koruyucu
yapigkan bant agildiktan sonra, plak ters ¢evrilerek 1100 rpm’de 30 saniye kisa santrifiij edilmistir.
Bu islemin ardindan her kuyucuga 20 pl olacak sekilde %70 etanol eklenmis, plak koruyucu yapiskan
bant ile kapatilarak 3460 rpm’de 15 dakika santrifiij edilmistir. Koruyucu bant agildiktan sonra, plak
ters ¢evrilerek 1170 rpm’de 60 saniye siiresince kisa santrifiij yapilmistir. Daha sonra, her kuyucuga
10 pl HiDi formamid eklenmistir. Son olarak, drnekler 95°C’de 5 dakika denatiire edilmis, ardindan
2 dakika soguk blokta bekletilmistir. Tiim bu saflastirma islemlerinin ardinda plak, ABI3500

(Applied Biosystem) cihazina dizileme yapilmak iizere yerlestirilmistir.

ABI3500 (Applied Biosystem) Elektroforez Cihazinda Dizileme Islemi Siireci

Saflastirilan {irtinlerin dizilenmesi, Applied Biosystem marka ABI3500 otomatik sekiz kapillerli
elektroforez cihazi kullanilarak gerceklestirilmistir. Plak, cihaz igerisine yerlestirilmis ve yiiriitme
islemi baslatilmistir. Bu siiregte, daha dnce kalibrasyonu yapilmis olan Dyeset adl1 dizileme boya seti
kullanilmistir. Yiiriitme parametreleri Tablo 3-7’de gosterilmistir. Belirlenen bu kosullar altinda

elektroforez islemi tamamlanmaistir.

Tablo 3-7: ABI3500 Kapiller elektroforez islemi icin belirlenen voltaj ve siireleri

islem Deger (*kV: Kilovolt)
On yiiriitme 15 kV* /180 saniye
Yiiriitme 13,4 kV /2.520 saniye
Injeksiyon 1,6 kV / 8 saniye
Veri gecikme siiresi 250 saniye

Sanger Dizileme Sonug¢larimmin Degerlendirilmesi

Kapiler elektroforez ile elde edilen ham dizileme verileri, ABI Sequencing Analysis v5.4 ve
SeqScape v3.0 yazilimlar1 kullanilarak analiz edilmistir. Analiz 6ncesinde, SeqScape programina
ilgili referans gen dizisi tanitilmis ve hedef transkriptin ekzonik ile intronik bdlgeleri programa
entegre edilmistir. Bu islemin ardindan, analiz edilecek genomik bolgeye ait dizi bilgisi fasta
formatinda sisteme yiiklenmistir. Elde edilen dizileme c¢iktilarinin degerlendirilmesi sirasinda,
genetik varyasyonlarin giivenilirligini artirmak amaciyla bir dizi kalite kontrol parametresi dikkate
alinmistir. Bu parametreler arasinda hedef gen boélgesinin dogru konumlandiriimasi, kullanilan
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primerin yonii, dizilen toplam baz sayisi, saflagtirma basamaginin etkinligi, elde edilen piklerin
yiiksekligi ve netligi ile arka plan sinyal kirliligi yer almaktadir. Dizileme sonras1 beklenen sonuglar
elde edilmedigi durumlarda, dizileme protokolii PZR asamasindan itibaren veya yeterli drnek
mevcutsa saflastirma asamasindan itibaren tekrarlanmistir. Son olarak, elde edilen dizileme

verileri, TED verileri ile degerlendirilmistir.

3.10. Klinik Yorumlama

Incelen olgularda tespit edilen varyantlarin Sanger dizileme ile konfirme edilerek aile
segregasyonlarinin  incelenmesi, varyantin  klinik ile iliskilendirilmesine = amaciyla
gerceklestirilmistir. Olgulara ait bulgular ve mevcut veri bankalarinda veriler ile literatiirdeki

bilgilerin detayli olarak incelenmesi ile varyant yorumlamasi yapilmstir.

3.11. ¢cDNA Sanger Dizileme

Calismada, varyant dogrulama amaciyla 6rneklerden total RNA, ticari bir kit protokolii (TRIzol®
Reagent, Invitrogen) kullanilarak izole edilmistir. RNA kalitesi NanoDrop spektrofotometresi ile
degerlendirildikten sonra, uygun saflikta olan drneklerden revers transkripsiyon yontemi ile cDNA
sentezlenmistir (SuperScript™ IV, Thermo Fisher Scientific). Elde edilen cDNA’lar iizerinden hedef
gen bolgeleri PCR ile ¢ogaltilmis, lirlinler agaroz jel elektroforezi ile kontrol edilerek saflastiriimastir.
Dizileme analizleri, klasik Sanger yontemi kullanilarak BigDye™ Terminator kiti ile hazirlanmig ve

ABI 3130x1 Genetic Analyzer cihazi ile gergeklestirilmistir.
3.12. Gercek Zamanh PZR(RT-qPZR) Yontemi ile Tip 1 interferon imza Testi

Bu calisma kapsaminda ek olarak, tiim olgularin 16kosit kaynakli total RNA Orneklerinde gen
ekspresyon analizi ger¢eklestirilmistir. Bu amagla, calismaya dahil edilen 20 indeks olgunun 18’1 ve
20 saglikli kontrol bireyine ait total RNA 6rneklerinden sentezlenen cDNA’lar kullanilarak, tip I
interferon (IFN) yolaklarinda gorev alan STATI, PRKR, IFI27, IFI44, IFI44L, IFIT] ve RSAD?2
genlerinin ekspresyon diizeyleri, SYBR-Green tabanli kantitatif ger¢ek zamanli PCR (RT-qPCR)
yontemi ile Olciilmiistiir. Gen ekspresyon diizeylerinin normalize edilmesinde B-aktin (ACTB)
referans geni kullanilmistir. Her bir hedef genin ifadesi, ACTB ekspresyonuna gore normalize edilmis
ve sonuglar z-skoru hesaplamasi ile degerlendirilmistir. Ayrica, hasta ve kontrol gruplar1 arasindaki

farklar log2 kat degisim (log2FC) yontemiyle karsilastirilmis; [log2FC| > 1 olan degisimler biyolojik
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olarak anlamli kabul edilmistir. Ekspresyon diizeyleri ayrica z-skorlarina gore kategorize edilmistir:
z > +3 “¢ok yiiksek”, +2 ile +3 aras1 “yiiksek”, -2 ile -3 aras1 “diisiik” ve z < -3 “cok diisiilk” olarak

tanimlanmustir.

Gergek zamanli PCR (RT-qPCR) analizleri, Thermo Fisher Scientific firmasina ait SYBR™ Green
PCR Master Mix kullanilarak, iiretici firmanin Onerdigi standart protokole uygun sekilde
gerceklestirilmistir. Her bir reaksiyonun toplam hacmi 10 pL olacak sekilde hazirlanmis; reaksiyon
karigtmi 5 pL SYBR™ Green PCR Master Mix (2X), 0.75 pL ileri primer, 0.75 pL geri primer, 2
pL cDNA ve 1.5 pL. DNase/RNase-free su igerecek sekilde olusturulmustur. PCR dongii protokolii;
95 °C’de 10 dakika siiren baslangi¢ denatiirasyonunu takiben, 40 déngii boyunca 95 °C’de 15 saniye
denatiirasyon ve 60 °C’de 1 dakika baglanma/uzama adimlarini icermektedir. Tiim 6rnekler duplikat
olarak calisilmis ve ortalama Ct degerleri alinarak degerlendirme yapilmistir. Gen ekspresyon
diizeyleri, B-aktin (ACTB) referans geni kullanilarak normalize edilmis; karsilagtirmali analizlerde
AACt (delta delta Ct) yontemi uygulanmistir. Buna gore, her hedef genin ekspresyonu 6nce referans
gene gore normalize edilmis (ACt), ardindan hasta ve kontrol grubu arasindaki fark (AACt)
hesaplanarak 2"-AACt yontemiyle bagil gen ekspresyon diizeyi elde edilmistir. Tiim floresan sinyal

Ol¢timleri ve amplifikasyon analizleri LightCycler 480 Multiwell Plate cihazinda gerceklestirilmistir.

4. BULGULAR

Bu proje kapsaminda, Istanbul Tibbi Genetik Poliklinigine yénlendirilerek klinik olarak
degerlendirilen 20 indeks olguda TED analizi gergeklestirilmistir. 20 olguya ait klinik, demografik,
laboratuvar ve immiinolojik verileri karsilagtirmali olarak incelenmistir.

4.1. Olgularin Klinik Verilerinin Degerlendirilmesi

Calismaya dahil edilen 20 indeks olguya ait temel klinik ve demografik 6zellikler degerlendirilmistir.
Bu kapsamda, her bir olgunun cinsiyeti, tan1 anindaki yasi, enfeksiyonun baslangic yasi, ebeveynler
arasinda akrabalik iligkisinin varligi, aile Oykiisiinde (indeks olgu disinda) tiiberkiiloz veya diger
enfeksiyonlara ait bilgiler, gozlenen klinik bulgular, mikobakteri tespit durumu, ek enfeksiyon
varligi, hastaneye yatis gecmisi ve uygulanan tedavi protokolleri degerlendirilmistir. Bu veriler,
olgularin fenotipik ¢esitliligini ve klinik seyir 6zelliklerini ortaya koymak amaciyla bir arada ele
alimmistir. Bu ¢alismada degerlendirilen 20 MSMD 6n tanili olgunun %65°1 kiz olup, olgularin
ortalama yas1 11,76 + 4,29 yil, enfeksiyon baslangi¢ yas1 ise 8,72 + 6,21 yil olarak saptanmustir.
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Olgularin %50’sinde akraba evliligi, %40’ 1nda ise ailede enfeksiyon dykiisii mevcuttur. Klinik olarak
en sik gozlenen enfeksiyoz bulgu lenfadenit (%50), bunu takiben akciger tiiberkiilozu ve
lenfadenopati  (%45) izlemistir. Mikobakteriyel ¢oklu organ tutulumu olgularin %75’inde,
gastrointestinal sistem (GIS) tutulumu ise tiim hastalarda gdzlenmistir. Ayrica, %30 oraninda BCG
asisina bagl advers reaksiyon gelistigi ve olgularin %60°1nda en az bir kez hastane yatis1 gerektigi
belirlenmistir. Immiinolojik degerlendirmede ise, olgularm %30’unda IgG diizeyinin yiiksek,
%15’inde ise diisiik oldugu gozlenmistir. Benzer degiskenlik IgA diizeylerinde de izlenmis; bazi
olgularda CD4/CDS8 oraninda dengesizlik ve NK hiicre oranlarinda artig tespit edilmistir. BCG
asisina bagl advers reaksiyon gelisen olgularda yas, IgG ve IgA diizeylerinin istatistiksel olarak

anlamli sekilde daha diisiik oldugu belirlenmistir (p<0.05).

4.2. Olgularin MSMD Kilinik Alt Tiplerine Gore Simiflandirilmasi

Calismaya dahil edilen 20 olgunun klinik degerlendirmesi sonucunda, izole MSMD sadece
mikobakterilere (6zellikle BCG ve NTM) kars1 secici duyarlilikla karakterize olup, ¢aligmadaki 20
olgunun 10’nunda (%50; Olgu 1, 2, 3, 7, 9, 13, 14, 16, 18, 19) goriilmiistiir. Bu hastalarda siklikla
siirli enfeksiyonlar (lenfadenit, BCGitis, osteomiyelit gibi) saptanmistir. Sendromik MSMD ise
mikobakteriyel enfeksiyonlarin yani sira baska sendrom veya hastaliklarla birliktelik gosterir ve
caligmada toplam 10 olguda (%50; Olgu 4, 5, 6, 8, 10, 11, 12, 15, 17, 20) tespit edilmistir. Sendromik
olgular sistemik yayilim, viral enfeksiyonlar (CMV, EBV), otoimmiinite (tiroidit, diyabet) ve organ
tutulumu (karaciger, dalak) gibi daha karmasik klinik tablolar sergilemistir. Her iki grupta da

immiinolojik degerlerin genel olarak normal sinirlar igerisinde olmasi dikkat ¢gekmistir (Tablo 4-1).

Tablo 0-1: Tiim olgularin MSMD Kklinik alt tiplerine gore simiflandirilmasi ve klinik/immiinolojik
bulgulan

Olgu .. - Immiinolojik
No MSMD Tipi Klinik Bulgular Degerler
. M. bovis peritoniti, M. bovis iiremesi,
1 Izole L . . Normal
hiperimmunglobulinemi, sinurl tutulum
2 izole Osteomiyelit, IgA eksikligi Normal
3 izole Akciger TBC, M. tuberculosis tiremesi Normal
4 Sendromik Sistemik mikobakteriyel enfeksiyon Normal
5 Sendromik Akciger TBC, sik egfekmyonlar, CMV Normal
enfeksiyonu
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Akciger TBC, miliyer TBC, lenfadenit,

— . . Normal
peritonit, M. tuberculosis liremesi

6 Sendromik

7 izole Mikobakteriyel lenfadenit Normal

Lenfadenit, osteomiyelit, hepatosplenomegali,
8 Sendromik EBYV enfeksiyonu, eritema nodosum, tiroid Normal
bozuklugu, tip 1 diyabet

Lenfadenit, miliyer TBC, akciger TBC, M.

9 Izole o . Normal
tuberculosis iiremesi
10 Sendromik Submandibular 1§nfad§n1t, "akcllge.r TBC, Normal
splenomegali, otoimmiin tiroidit
. Tekrarlayan akciger enfeksiyonlari, primer
1 Sendromik akciger TBC, DRESS sendromu Normal
Peritonit, GIS TBC, M. tuberculosis iiremesi,
12 Sendromik COVID-19, sugicegi, CMV enfeksiyonu, Normal
kardiyomiyopati
13 izole BCGitis, CMV enf?k51y0r}u, M. tuberculosis Normal
iiremesi
14 Izole BCGitis, sinirli tutulum Normal

Agir mikobakteriyel enfeksiyon, yaygin LAP,
15 Sendromik firsatci patojen tiremesi, karaciger/dalak Normal
tutulumu, , M. tuberculosis liremesi

16 izole BCAGitis, sistemik yayilim yok Normal
Dissemine TBC (lenfadenit, menenjit),
17 Sendromik hipogamaglobulinemi, , M. tuberculosis Normal
tiremesi
18 izole Osteomiyelit Normal

_ BCAQitis, atopik dermatit, ¢olyak antikoru
19 Izole pozitif, CD4/CD8 hafif diisiik, nétropeni, Normal
eozinofili, immiin yanit korunmus

20 Sendromik Cilt lezyonlari, mastositoz on tanisi Normal

4.3. Olgularin TED Analiz Sonuclari

Tiim olgularin genel TED analizleri sonucuna gore , sadece iki olguda MSMD ile iligkili bilinen
genlerde klinik 6nemi belirsiz (VUS) veya patojenik varyantlar saptandi. Diger dokuz olguda, primer
immiin yetmezlik, otofaji, DNA hasar yaniti, metabolik hastaliklarla iligkili genlerde toplam 12 aday
varyant bulundu. 7 olguda anlamli varyant bulunamadi. Iki olguda segregasyon sonrasi varyantlar

klinik olarak iligkisiz kabul edildi. Bu bulgular Tablo 4-2’de 6zetlenmistir.

Tablo 0-2: Tiim olgulara ait TED analizi sonuclar: 6zet tablosu

Ol\lliu Gen Varyant ACMG/AMP Klinik Kategori
1 PLCG2 ¢.2866C>T, p.Arg956Cys VUS PiY
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2 TNFAIP3 ¢.1139T>C, p.Leu380Pro VUS PiY
3 Aday varyant saptanmamustir.
4 Aday varyant saptanmamustir.
5 CYBA c.433G>A, p.Glyl45Arg VUS Disland1
DNAAF4 ¢.989G>C, p.Arg330Pro VUS Disland
6 Aday varyant saptanmamustir.
7 Aday varyant saptanmamustir.
STATI c.1341C>A, p.Asp447Glu VUS MSMD
8 XIAP ¢.698G>A, p.Arg233Gln VUS PiY
TNFRSF13B c.452C>T, p.Prol51Leu VUS PiY
9 Aday varyant saptanmamustir.
CIITA ¢.631C>T, p.Pro211Ser VUS PiY
10 KCNQI ¢.965C>T, p.Thr322Met Patojenik  Sekonder Kardiyak
11 IKZF3 c.796C>T, p.Arg266* Patojenik PiY
Aday varyant
Muhtemel saptanmamigtir.
12 MYL2 ¢172C>T , p.Arg8Ter Patojenik Sekonder Kardiyak
Iliskili Gen
13 ATG4D c.770+1G>C VUS Otofaji
14 CHDI ¢.3500G>C, p.Argl167Pro VUS Norogeligimsel
15 IKBKG ¢.894G>T, p.Glu298Asp Disland1 Psddogen/Dislandi
16 IL12RB1 ¢.523C>T, p.Argl75Trp Patojenik MSMD
17 Aday varyant saptanmamustir.
18 G6PD ¢.653C>T, p.Serl88Phe Muhtemel Metabolik
Patojenik
JAK] c.641A>G, p.Asp214Gly VUS PiY
19
TNFRSF13B c.204dupA, p.Leu69Thrfs*12 Patojenik PiY
20 NFKB?2 c.1864A>G, p.Ser622Gly VUS PiY

Bustamante 2020 kaynagina gére MSMD grubunun izole ve sendromik siniflandirilmasi baz alinarak

klinik ¢aligmaya dahil edilen 20 olgu klinik degerlendirmesi sonucunda, izole ve sendromik MSMD

olarak siniflandirilarak karsilastirmali bir analiz yapilmistir [3]. 1zole MSMD grubu (n=10, %50;
Olgu 1,2,3,7,9, 13, 14, 16, 18, 19), sadece mikobakterilere (6zellikle BCG ve NTM) kars1 segici

duyarlilik gostermistir. Bu grupta siklikla lenfadenit, BCGitis ve osteomiyelit gibi lokalize
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enfeksiyonlar gézlenmis ve immiinolojik parametreler genel olarak normal bulunmustur. izole
MSMD olgularindan Olgu 16°da, IL/2RB1 geninde patojenik varyant saptanmasi, IL-12/IL-23
reseptor eksikligi ile iliskili klasik izole MSMD fenotipini desteklemektedir. izole MSMD klinik
tablosunun genetik heterojenitesini ve kompleks dogasini vurgulamaktadir. Geriye kalan 9 olgunun
3’iinde PIY ile iliskili varyant (Olgul, Olgu 2, Olgu 19), birinde nérogelisimsel genle iliskili (Olgu
14), birinde metabolik genle iliskili varyant (Olgu 18) tespit edilmistir. 3’linde ise aday varyant
bulunamamistir (Olgu 3, Olgu 7, Olgu 9). izole MSMD grubundaki MSMD iliskili genlerde varyant

saptanma orani %20’ dir.

Sendromik MSMD grubu (n=10, %50; Olgu 4, 5, 6, 8, 10, 11, 12, 15, 17, 20), mikobakteriyel
enfeksiyonlarin yani sira otoimmiin hastaliklar (otoimmiin tiroidit, tip 1 diyabet), viral enfeksiyonlar
(CMV, EBV) ve organ tutulumu (karaciger, dalak) gibi ek klinik tablolar ile daha kompleks
fenotipler sergilemistir. Bu grupta, Olgu 8’de saptanan STAT! varyantinin yani sira X/AP ve
TNFRSF13B immiin disregiilasyon iligkili varyantlarin birlikteligi, coklu varyant etkisinin sendromik
MSMD fenotipini agiklamada kritik rol oynayabilecegini gdstermektedir. Ayrica sendromik grupta
CIITA (Olgu 10), JAKI (Olgu 19), NFKB?2 (Olgu 20), IKZF 3 (Olgu 11) immiinolojik sinyal yolaklar1
ile iliskili varyantlarin belirlenmesi, MSMD fenotiplerinin klasik MSMD genlerinin 6tesinde primer
immiin yetmezlik spektrumundaki diger genlerle iliskili olabilecegini gostermektedir. KCNQI ve
MYL?2 gibi kardiyak varyantlarin (Olgu 10 ve 12) sendromik MSMD hastalarinin multidisipliner
degerlendirilmesi ve izlenmesinin énemini ortaya koymaktadir. Geriye kalan {i¢ olguda (Olgu 4,
Olgu 6 ve Olgu 17) aday varyant saptananmis, iki olguda ise aday varyantlar dislanmistir (Olgu 5 ve
Olgu 15). Bu nedenle Sendromik MSMD grubunda MSMD iliskili genlerde aday varyant

bulunamamastir.

4.4. Olgularin imza Testi Sonuclar

Bu calisma kapsaminda ek olarak, 20 indeks olgunun 18’inin (ikisinde yeterli RNA 6rnegi eldesi
olmadigindan) I16kositlerinden izole edilen total RNA Orneklerinden elde edilen cDNA'lar
kullanilarak, tip I interferon (IFN) yolaklarinda gorev alan STATI, PRKR, IFI27, IFI44, IFI44L,
IFITI ve RSAD?2 genlerinin ekspresyon diizeyleri 20 saglikli kontrol 6rnegi ile karsilagtirmali olarak
gercek zamanli PZR analizi gerceklestirilmistir. Hedef yedi genin ekspresyon diizeylerine dayali tip
I interferon (IFN) imza testi olarak adlandirilan bu analizde, her bir genin ekspresyon diizeyi, kontrol
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grubunun ortalama degerine gore z-skorlari ile degerlendirilmis ve hasta-kontrol gruplar1 arasindaki
farklar log2 kat degisim (log2FC) degerleriyle karsilagtirilmistir. Bu kapsamda yapilan z-skor ve
log2FC hesaplamalar1 yapilmistir. Analizler sonucunda |log2FC| > 1 olan genlerde biyolojik olarak
anlamli diizeyde artis veya azalma saptanmistir. Ayrica, z-skoru > +3 olan genler ¢ok yiiksek

ekspresyon diizeyi olarak siniflandirilmstir.

Analiz sonucunda, olgularin %25’inde (n=5) en az bir gende log2FC > 1 diizeyinde artmis
ekspresyon saptanmis ve bu bireylerde biyolojik olarak anlamli diizeyde IFN tip 1 yanit1 aktivasyonu
gozlenmistir. Bu bes olgunun Tip 1 interferon genleri ekspresyon artist bireysel olarak
degerlendirildiginde biri (Olgu no 17), yedi genin besinde; birinde (Olgu 20), doérder gende; diger
ikisi (Olgu 1 ve Olgu 15), tiger gende ve kalan bir olgu (Olgu 11) ise ikiser gende anlamli diizeyde
gen ekspresyon artis1 sergilemistir. Bu olgularin ii¢iinde (Olgu 1, Olgu 11 ve Olgu 20) PIY iliskili
genlerde aday varyant belirlenmis, ikisinde (Olgu 15 ve Olgu 17) kliniklerini agiklayacak aday
varyant bulunamamistir. Bes olguda da sistemik ve agir seyirli enfeksiyon (menenjit, miliyer
tiiberkiiloz, hepatosplenomegali gibi) dykiisii mevcuttur. Gen ifadelerinin istatistiksel analizlerinde
ise IFI127, IFITI ve PRKR gen ifadelerinde anlamli diizeyde artig, RSAD?2 gen ifadesinde ise anlamli
diizeyde azalig oldugu tespit edilmistir (p<0.05) (Sekil 4-1). Gruplar arasinda diger genlerde
istatistiksel olarak anlamli bir degisim saptanmamigtir. MSMD ile iligkili genler arasinda yer alan
STATI’in ekspresyon diizeyi, degerlendirilen 18 olgunun 17’°sinde referans sinirlar i¢inde saptanmus,
bir olguda artig gostermistir (Olgu 1). Ayrica, gen ekspresyonu z-skorlari ile olgularin
demografik/klinik parametreler arasinda herhangi bir korelasyon saptanmamustir. Interferon gama
yolu bozukluguyla iliskilendirilen MSMD 6n tanili 18 olgunun altisinda IFN imza testi skorunun
yiiksek ¢ikmast IFN-y eksikliginin kompansatuvar olarak IFN-I sistemi iizerinden telafi edilmeye

calisildigi seklinde yorumlanmastir.
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5. TARTISMA/SONUC

Bu proje ile birlikte kurumsal BAP projesi destegi ile, MSMD 06n tanisiyla degerlendirilen veya klinik
olarak MSMD diisiinlilen 20 indeks olguda, klinik, immiinolojik ve genetik verilerin biitlinciil
analizine dayali kapsamli bir calisma gergeklestirilmistir. Mikobakteriyel enfeksiyonlara artmis
duyarlilik, yalnizca klasik MSMD fenotipine 6zgii olmayabilir; primer immiin yetmezlik iligkili baz1
genlerde ya da immiin yanit1 dolayli olarak etkileyen metabolik, otofaji veya DNA hasar yanit1 gibi
sistemlerde yer alan genetik degisiklikler de bu duyarliliga katki saglayabilir. Bu varyantlarin
MSMD’ye neden olup olmadigi kesin olmamakla birlikte, genetik yatkinligin monogenik olmaktan
ziyade poligenik ya da modifiye edici faktorler araciligiyla sekillenebilecegi diisiiniilmektedir.
Oncelikle, olgularin yalmzca %10’unda klasik MSMD genleri (STATI ve ILI2RBI) ile iliskili
patojenik-benzeri ya da klinik 6nemi belirsiz varyantlar tanimlanmaistir. Bu oran, literatiirde MSMD
olgularinda klasik genetik tan1 oraninin genellikle %30-50 araliginda bildirildigi 6nceki ¢alismalarla
karsilagtirildiginda diistiktiir ve calismamizin heterojen hasta popiilasyonu ile iligkili olabilir [3].
Ote yandan, olgularm yaklasik yarisinda klasik MSMD genleri disinda tanimlanan 13 farkli aday
varyantin biiyiik kismimnin PLCG2, XIAP, TNFRSF13B, JAK1 ve NFKB?2 gibi P1Y ile iliskili genlerde
yer almasi, MSMD fenotipine yol acan genetik temelin daha karmasik ve ¢ok genli olabilecegini
desteklemektedir. Calismamizda, bilinen MSMD genlerinde patojenik varyant tespit edilemeyen
olgular bulunmakla birlikte, bagisiklik diizeninde rol oynayan ve literatiirde farkli immiin
yetmezlikler ile iliskilendirilmis bazi aday genlerde varyantlar belirlenmistir. Bu bulgular, MSMD
fenotipinin yalnizca bilinen MSMD genleri ile sinirli kalmayip, genetik modifiye ediciler veya iligkili
genlerin etkisiyle daha genis bir spektrum olusturabilecegini gostermektedir. Genetik modifiye
ediciler ve iligkili genlerin roliine ek olarak, inflamasyon ve kronik hastalik siiregleriyle baglantili
genlerde tespit edilen varyantlar da MSMD fenotipinin ve mikobakteriyel enfeksiyonlara yatkinligin
kompleks yapisini anlamada onemli ipuglari sunmaktadir [4]. Genetik tami siireglerinde yiiksek
duyarliliga sahip olan TED, pek ¢ok nadir varyanti ortaya ¢ikarmaktadir. Ancak bu varyantlarin
yalnizca saptanmasi degil, klinik tablo ile iligkili olup olmadiginin degerlendirilmesi biiyiik 6nem
tasir. TED sonrasi tanimlanan varyantlar siklikla Sanger dizileme ile teknik dogrulamaya tabi tutulur.
Sanger dizileme ile aday varyantin ailede kalitim modelinin ve klinik iliskinin belirlenmesi miimkiin
olabilir. Ancak varyantin net iligkisini belirleyebilmek i¢in deneysel fonksiyonel ¢aligmalar, daha

genis klinik olarak degerlendirilmis ailelerde fenotipik uyum ve popiilasyon frekansi gibi ¢cok boyutlu

ST-AR-GE-SR-01 Giincelleme Tarihi 01/01/2020 3



degerlendirmeler yapilmalidir [8]. Calismamizda, MSMD 6n tanili ancak TED analizinde patojenik
varyant saptanamayan yedi olgunun bulunmasi, mevcut genetik bilgi ve tani kapasitesinin bu hasta
grubunun tamamin agiklamada yetersiz kaldigimi gostermektedir. Literatiirde de benzer sekilde,
MSMD klinigiyle bagvuran olgularin yaklagik yarisinda genetik etiyolojinin belirlenemedigi
bildirilmektedir [3]. Bu durum, MSMD’ye yatkinlikta heniiz tanimlanmamis genetik nedenlerin
varligini diisiindiirmekte ve genetik tani1 oranlariin artirilmast igin ileri YND teknolojilerine duyulan

gereksinimi vurgulamaktadir [9].

Immiinolojik degerlendirmeler, genetik bulgular1 destekleyen niteliktedir. Ozellikle asiya bagl
advers reaksiyon geciren bireylerde IgG ve IgA4 diizeylerinin anlamli olarak daha diisiik olmas1 hem
humoral yanit eksikligini hem de potansiyel immiin disregiilasyonu desteklemektedir. Tip I
interferon imza testi sonuglarinda ise /F127, IFITI ve PRKR gen ifadelerinde anlamli diizeyde artis,
RSAD? gen ifadesinde ise anlamli diizeyde azalis oldugu tespit edilmistir (p<0.05). Bu durum, baz1
MSMD olgularinda IFN-y eksikliginin Tip I IFN iizerinden kompanse edilmeye ¢alisildigina dair

onceki hipotezlerle uyumludur [10]

Bu calismada 6nemli bulgular elde edilmis olsa da ¢esitli metodolojik sinirliliklar sonuglarin
yorumlanmasini etkilemistir. Fonksiyonel dogrulama ¢aligmalarinin eksikligi, varyantlarin
patojenitesini netlestirmede énemli bir bosluk olusturmustur. Sporadik olgularin ¢ogunlugu ve aile
bireylerinde segregasyon analizlerinin yapilamamasi, kalittm modellerinin belirlenmesini
giiclestirmigtir. Tirkiye'nin yiiksek tiiberkiiloz yiikii, MSMD tanisinda sekonder nedenlerin
dislanmasini zorlastirarak genetik yorumlamalar1 karmasiklagtirmigtir. Transkriptom analizlerinin
total 16kosit RNA’s1 lizerinden yapilmasi, hiicre tipi 6zgiilliiglinti azaltmis ve bagisiklik yolaklarinin
cozlimlemesini sinirlamistir. Gelecekte hiicre tipi ayrigtirilmis RNA dizileme, fonksiyonel testler ve
prospektif kohort takibi ile tanisal dogruluk artirilabilir. Gelismekte olan iilkelerde MSMD tanisi;
siirli laboratuvar altyapisi, diisiik klinik farkindalik ve genetik varyantlarin yorumlanmasindaki
zorluklar nedeniyle halen ciddi giicliikler barindirmaktadir. Bu baglamda, transkriptomik
yaklasimlar, ozellikle tan1 konulamayan olgularda molekiiler patogenezin aydinlatilmasinda ve

kisisellestirilmis tani1 stratejilerinin gelistirilmesinde 6nemli katkilar saglayabilir.
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SONUC

Bu c¢alisma, MSMD o6n tanisi ile degerlendirilen bireylerde klasik IFN-y yolaklar1 disinda kalan
genetik mekanizmalarin da mikobakteriyel enfeksiyonlara duyarlilikta rol oynayabilecegini
gostermistir. Tespit edilen nadir varyantlar; primer immiin yetmezlik, metabolik, otofaji ve DNA
onarim sistemlerine ait genlerle genis bir spektruma yayilmakta, bu da MSMD’nin olas1 poligenik
ya da modifiye edici genetik etkilerle sekillenebilecegini diislindiirmektedir. Transkriptomik diizeyde
gozlenen Tip I interferon imzas1 ve immiinolojik profiller, genetik bulgularla birlikte ele alindiginda,
MSMD benzeri klinik tablolarin tanisal siniflandirilmasinda daha biitiinlesmis yaklasimlara ihtiyac
duyuldugunu ortaya koymaktadir. Fonksiyonel testler, segregasyon analizleri ve hiicre tipi 6zgiil
transkriptomik yontemlerle desteklenecek ileri caligmalar hem patogenezin aydinlatilmasina hem de
kisisellestirilmis tani ve izlem stratejilerinin gelistirilmesine katki saglayacaktir. Tiirkiye gibi yliksek
TB yiikii ve genetik cesitliligin bir arada goriildiigii bolgelerde, MSMD’ye dair farkindalik ve tanisal

kapasitenin artirilmasi, erken tan1 ve etkili tedavi agisindan kritik onemdedir.

5.1. Oneriler

Bu proje, MSMD fenotipinin genetik olarak agiklanmasinda yalnizca klasik IFN-y yolaklarinin degil,
bagisiklik sistemine dolayli katkida bulunan farkli biyolojik mekanizmalarin da dikkate alinmasi
gerektigini ortaya koymustur. Ozellikle primer immiin yetmezlik, otofaji, metabolizma ve DNA
hasar yanit1 gibi bagisiklik dist sistemlerle iliskili genlerde saptanan nadir varyantlar, MSMD’ye
yatkinlikta modifiye edici ya da poligenik katkilarin olabilecegini diisiindiirmektedir. Bu nedenle,
genetik tani siirecinde yalnizca bilinen MSMD genlerine odaklanmak yerine, bagisiklik homeostazi

ile iligkili daha genis gen yelpazesi arastirilmalidir.

Ozellikle genetik olarak agiklanamayan olgularda, gen ekspresyon profillerinin degerlendirilmesi,
Tip I interferon yolaklarina 6zgli gen ekspresyon profillerinin analiz edilmesi taniya katki
sunabilecek alternatif bir yaklasim olarak one ¢ikmaktadir. Ancak bu analizlerin daha yiiksek
coziliniirliikte ve hiicre tipi 6zgiilliigli saglayacak bigimde yapilmasi, yani total I6kosit RNA’s1 yerine
spesifik immiin hiicre alt gruplarindan elde edilmesi, bagisiklik yolaklarindaki bozukluklar1 daha
dogru sekilde ortaya koyabilir. Genetik tanis1 olmayan fakat sistemik enfeksiyonlar gegiren
olgularda, bu molekiiler profillerin incelenmesi, tanisal siiregleri desteklemenin Gtesinde, klinik

olarak anlamli alt gruplarin belirlenmesine de katki saglayabilir.
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Ayrica, saptanan nadir varyantlarin hastalikla iliskisini ortaya koymak icin yalnizca in siliko
analizlere degil, fonksiyonel dogrulamalara da ihtiya¢ vardir. Varyantlarin hiicresel diizeydeki
etkilerini belirlemek {izere yapilacak deneysel ¢aligmalar, bu genetik degisimlerin klinik dnemini
netlestirecektir. Ayni sekilde, aday varyantlarin aile bireylerinde segregasyon analiziyle

degerlendirilmesi ve popiilasyon frekanslariyla karsilastirilmasi da tanisal giivenirligi artiracaktir.

Tiirkiye gibi yliksek mikobakteriyel hastalik yiikii tasiyan ve genetik ¢esitliligin fazla oldugu
bolgelerde, genetik yorumlamayi zorlastiran ¢evresel ve epidemiyolojik faktorler dikkate alinarak
tan1 algoritmalarinin bolgesel olarak yeniden yapilandirilmasi gerekmektedir. Bu baglamda, MSMD
benzeri klinik tablolarin molekiiler diizeyde daha iyi anlasilmasi i¢in ¢ok merkezli prospektif kohort
caligmalari, ileri diizey sekanslama teknikleri ve fonksiyonel analizlerle desteklenmis biitlinciil

yaklagimlarin gelistirilmesi biiyiik 6nem tagimaktadir.
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