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Amag: Bu caligmada, otoimmiin lenfoproliferatif sendrom (ALPS) diisiiniilen hastalarda Fas aracili lenfosit
apoptoz mekanizmasinda bozukluk olup olmadig: arastirildi.

Hastalar ve yontemler: Hacettepe Universitesi Ihsan Dogramaci Cocuk Hastanesi’nin Immiinoloji Unitesi
tarafindan takip edilen, klinik ve laboratuvar bulgulari ile olast ALPS tanisi ile izlenen 27 hasta (15 erkek,
12 kiz; ort. yas 12.9+2.6 yil; dagilim 4-45 yil) ile heterozigot Fas mutasyonu kanitlanmig ve ALPS-Fas
tanist konulmusg dort kiz hasta (ort. yas 12+11.2 y1l; dagilim 3-27 yi1l) ve 30 saglikli birey caligmaya alindi.
Periferik mononiikleer hiicreler yeni alinmig kandan heparinli ficoll-histopaque yogunluk gradyani santrifiij
yontemi kullanilarak izole edildi. Bu huicreler 12 giin boyunca phytohemaglutinin (PHA) ve interlokin-2 ile
aktive edildi. Takiben ek 48 saat icin anti-Fas monoklonal antikoru kullanilarak hiicre kiltiirii yapildi. Kirk
sekiz saat sonunda hucreler tripan mavisi ile boyanarak 1s1tk mikroskobunda apoptotik hiicre sayimi yapildi.

Bulgular: Otoimmiin lenfoproliferatif sendrom-Fas tanili dort hastada Fas aracili lenfosit apoptoz meka-
nizmasinin defektif oldugu saptandi. Olast ALPS suphesi ile izlenen hastalar ve kontrollerde ise Fas aracilt
apoptoz normal idi.

Sonug: Elde ettigimiz sonuglara gore, fonksiyonel apoptoz testi, Fas mutasyonu olan hastalarin belirlenme-
sinde ve bir ileri basamakta molekiiler testlerin uygulanacagi hastalarin seciminde kullanilabilir.

Anahtar sézciikler: ALPS, apoptoz, DNT hucreleri, Fas.

Objectives: This study aims to investigate whether there is an impairment of Fas-mediated lymphocyte
apopotosis mechanism in patients with autoimmune lymphoproliferative syndrome (ALPS) patients.

Patients and methods: Twenty seven patients (15 males, 12 females; mean age 12.9+2.6 years; range
4 to 45 years) who were monitored at our Immunology Unit of Hacettepe University Thsan Dogramaci
Children's Hospital with suspected diagnosis of ALPS based on clinical and laboratory signs and four
patients (mean age 12+11.2 years; range 3 to 27 years) with confirmed heterozygous Fas mutation who
were diagnosed with ALPS-Fas, and 30 healthy individuals were included. Peripheral mononuclear cells
were isolated from freshly drawn heparinized blood using ficoll-histopaque density gradient centrifugation
method. These cells were activated for 12 days with phytohemagglutinin (PHA) and interleukin-2.
Subsequently, they were cultured with anti-Fas monoclonal antibody for additional 48 hours. The cells were
stained with trypan blue dye and apoptotic cells were counted under light microscope.

Results: It was found that Fas-induced lymphocyte apoptosis was defective in four ALPS-Fas patients. The
patients with suspected ALPS and controls had normal Fas-induced apoptosis.

Conclusion: Our results indicate that this functional apoptosis test is useful for identification of the patients
with Fas mutations. It can also be used for selecting patients for further analyses.

Key words: ALPS, apoptosis, DNT cells, Fas.

Otoimmiin lenfoproliferatif sendrom (ALPS) ilk ola-
rak 1967 yilinda Canale ve Smith tarafindan tanim-
lanmigtir.”! Hastalik lenfadenopati, splenomegali, TCR
(T-hiicresi reseptorit) alfa+ beta+ CD4- CD8- T hiic-
resi (¢ift negatif T hiicreleri; DNT) diizeylerinde artis
ve otoimmiinite ile karakterizedir. Bugiine kadar tani

konulan hastalarin tiimiinde lenfadenopati veya spleno-
megali goriiliir iken, yaklasik %50’sinde de hepatomegali
izlenmistir. Lenfadenopati tipik olarak yillar boyunca
devam edebilir. Hastalarin bilgisayarli tomografi ve ult-
rason goriintiilerinde bilylimiis olarak bulunan torasik
ve abdominal lenf nodlar1 vardir. Hastalarda klinik bul-



gular erken ¢ocukluk doneminde ortaya ¢ikmaktadir. Bu
semptomlarin baslama yasi tipik olarak yaklasik 24 aydur.
Fakat bazi cocuklarda hemolitik anemi ve trombositope-
ni ile beraber daha erken dénemde de goriilebilmektedir.
Otoimmiin lenfoproliferatif sendromda en sik goriilen
otoimmiin bozukluklar hemolitik anemi, trombositopeni
ve notropenidir. Bazi hastalarda Guillain-Barré sendro-
mu, glomeriilonefrit ve tiveit gibi otoimmiin hastaliklar
da bildirilmistir. Otoimmiiniteye ek olarak, ALPS tanis
konulmus hastalar hematolojik malignite gelisme riski de
tasirlar. Genel niifusa gére, ALPS’li hastalarda Hodgkin
lenfoma goriilme riski 50 kat, non-Hodgkin lenfoma
riski ise 14 kat fazladir. Lenfoma gelisimi genellikle ergen
dénemden sonra ortaya ¢cikmaktadir.?

Hastalarda goriilen lenfoproliferasyonun nedeni 6liim
reseptor (Fas) aracili apoptoz mekanizmasindaki bozuk-
luktur. Hastalikla ilgili ilk molekiiler defekt, Fas aracili
lenfosit apoptozu bozuk olan bir hastada, ilgili gendeki
mutasyonun gosterilmesi ile tanimlanmistir. Molekiiler
tani konulan hastalarin ¢ogunda TNF (ttimor nekroz fak-
tor) reseptor siiper protein ailesinin altinci iiyesi olan Fas
geninde heterozigot mutasyonlar mevcuttur, fakat FasL
(Fas-ligand), kaspaz 8, kaspaz 10 gibi Fas aracili apoptoz
mekanizmasinda gorev alan diger molekiillerdeki mutas-
yonlar da bildirilmistir.>*

Genel olarak memelilerde hiicre 6liimiiniin iki tipi
vardir. Apoptoz ve nekroz. Apoptoz enerji harcanan
programli bir hiicre 6limidiir ve genetik olarak kontrol
edilmektedir. Viicutta apoptoz, embriyogenez sirasinda,
stirekli ¢ogalan hiicre gruplarinda (6zellikle bagirsak
epiteli), immiin sistem hiicrelerinde, sinir sisteminde ve
menstruasyon doneminde gozlenmektedir.” Apoptotik
uyarilar1 alan hiicrede cesitli biyokimyasal mekaniz-
malar devreye girmekte ve DNA kiriklarinin olusmasi
ile hiicre apoptotik cisimciklere doniismektedir. Genel
olarak apoptoz mekanizmalari, 6lim reseptor aracili
apoptoz ve mitokondriyel apoptoz olmak iizere ikiye
ayrilir. Her iki mekanizmada da hiicre disindan alinan
cesitli apoptotik sinyaller hiicreyi apoptoza gotiiriir.
Burada kaspaz olarak adlandirilan proteinler 6nemli rol
oynar. Kaspazlar hiicre i¢cinde bulunan ve birbirlerini
aktive ederek kaspaz kaskad: olusturan molekiillerdir.
Bazilari (kaspaz 2, 8, 9, 10) tetikleyici olarak gorev yapar
iken, bazilari ise efektor (kaspaz 3, 6, 7) molekiillerdir.
Her iki yolakta da ¢esitli sinyal iletimleri ile olusturulan
kaspaz kaskadi, efektdr kaspazlarin uyarilmast ile hiic-
reyi 6lime gotirir.®

Hastaligin en 6nemli laboratuvar bulgusu DNT
hiicre sayisinda artigtir. Ancak her zaman belirgin
sekilde yiliksek olmayabildigi gibi tani i¢in tek basina
yeterli degildir. Hastalik icin gerekli tani kriterleri alt1
aydan fazla stiren, malign olmayan lenfoproliferasyon
ve DNT hiicre diizeyinin artigidir. Bunlarin yaninda
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primer yardimci kriterler ise apoptoz ile ilgili olan
mutant genin gosterilmesi ya da lenfosit apoptozunun
bozuk oldugunun saptanmasidir. Kesin tani koyabilmek
i¢in, gerekli iki kriterin yaninda primer yardimei kriter-
lerden birinin olmas: esastir. Ayrica ALPS’li hastalarda
yapilan ¢alismalarda serum ya da plazma FasL, inter-
lokin (IL)-10 ve vitamin B12 diizeylerinin de yiiksek
oldugu saptanmigtir.’”

Iki bin on yi1linda Amerika Ulusal Saglik Enstitiisii
(NIH-“National Institute of Health”) tarafindan yapi-
lan ¢alistayda hastaligin alt gruplarinin siniflandir-
masinda defektif olan molekiilin ad: ile tanimlama
yapilmas: kararlastirilmistir (ALPS-Fas, ALPS-sFas,
ALPS-FasL, ALPS-CASP10). Fakat pahali ve zaman
alic1 molekiiler incelemelerin uygulanmas: i¢in segi-
lecek hastalarin gesitli laboratuvar testleri ile belirlen-
mesi 6nemlidir. In vitro fonksiyonel apoptoz testi ALPS
tanist konulmasinda yardimci bir laboratuvar yontemi
olabilir.”!

Bu calismada klinik olarak ALPS tanis1 diistiniilen
hastalarda in vitro fonksiyonel apoptoz testinin degerlen-
dirilmesi amaglanmig ve laboratuvarimizda bu yontem
kurularak hastalarda uygulanmaistir.

HASTALAR VE YONTEMLER

Hastanemizin immiinoloji iinitesinde klinik ve labo-
ratuvar bulgulariile olast ALPS tanisiile izlenen 27 hasta
(15 erkek, 12 kiz; ort. yag 12.9+2.6 y1l; dagilim 4-45 yil),
heterozigot Fas mutasyonu gosterilmis ve ALPS-Fas
tanist konulmus dort kiz hasta (ort. yas 12+11.2 yil;
dagilim 3-27 yil) ile 30 saglikli kontrol ¢aligmaya alinda.
Calismaya alinan hastalarin hepsinde DNT hiicrelerin
ytizdesi %1.5°den (total lenfosit ylizdesi) fazla idi ve bu
hastalarin hepsinde lenfadenopati mevcuttu. Hastalarin
klinik ve laboratuvar bulgular: Tablo 2 ve 3’de verilmis-
tir. Caligma Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi
Aragtirmalar Yerel Etik Kurulu tarafindan tibbi etik a¢i-
dan uygun bulunmustur (2009, FON 09/36). Etik kurul
tarafindan onaylanan onam formlar: ¢aligmaya katilan
herkese ve ¢ocuk yastaki bireylerin velilerine periferik

TABLO 1

Caligmaya katilan hastalarin yas ve cinsiyetleri

Hasta sayis1  Yiizde Yas ortalamasi

Olas1 ALPS tanisi ile
izlenen hastalar

Erkek 15 48 13.9
Kiz 16 52 10.1
Toplam 31 11.9+1.4

ALPS-Fas tanisi
konulmug hastalar
Kiz 4 100 12+11.2

ALPS: Otoimmiin lenfoproliferatif sendrom; Fas: Oliim reseptorii.
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kan alimi islemi yapilmadan imzalatilmistir. Kan alimi
Hacettepe Universitesi Cocuk Hastanesi Immiinoloji
Birimi kan alim tnitesinde ve hastanemiz servislerinde
yetkili bireyler tarafindan yapilmis ve ¢alismada 2008
Diinya Tip Birligi Helsinki Bildirgesi kurallarina uygun
davranilmigtir.

Yontem

In vitro apoptoz testi i¢in hasta ve saglikli grup-
tan heparinli (AppliChem, Merck Selbstmedikation
GmbH, Almanya) enjektorlere 5er cc kan alindi.
Toplanan kanlardan ficoll-histopaque (BioChrom AG,
Berlin, Almanya) kullanilarak lenfositler izole edildi.
Hiicreler 96 saat siiresince %15 FCS (fetal calf serum)
(BioChrom AG, Berlin, Almanya), %1 L-glutamin

(BioChrom AG, Berlin, Almanya) ve %2 hepes
(Biological IndustriesLtd.,Israil) iceren RPMI (Roswell
Park Memorial Institute) 1640 (Biological Industries
Ltd., Israil) besi ortaminda phytohemaglutinin (PHA)
(BioChrom AG, Berlin, Almanya) ve IL-2 (PeproTech,
ABD) ile aktive edildi. Daha sonra hiicre sayimi yapi-
larak (400.000 hiicre/1 ml) 24 kuyucuklu kiltiir plak-
larina hiicre ekimi yapildi. Hiicreler 48 saat siiresince
anti-Fas (Alexis Biochemicals, Isvicre) monoklonal
antikoru ile uyarildi. Kiltiir plaklarindan alinan
hiicreler tripan mavisi (Sigma-Aldrich Company, St.
Louis, MO, ABD) ile boyanarak 6lii hiicre sayimi 151k
mikroskobu altinda yapildi.”! Mavi boyanan hiicreler
oli olarak kabul edildi ve 6len hiicre ytizdeleri su
sekilde hesaplandi:

TABLO 2

Caligmaya katilan hastalarin klinik 6zellikleri

Otoimmiin bulgular

Hasta numarasi Yasi/ilk sikayetyasg  SM  Sire(yi) HM  LAP ITP OHA Diger
Olas1 ALPS tanisi
ile izlenen hastalar (n=27)
1 5/3 ay + 4 + + - - -
8/5 + 3 + + - + -
3 9/4 + 3 + + - - -
4 7/1 + 6 + + + - -
5 14/4 - - + + - - -
6 45/38* + + + + + -
7 10/8 - - + - - - -
8 19/7 + 12 + + + - -
9 11/7 - - + - - - -
10 9/5 + 4 + + + - -
11 15/10 - - + + - - -
12 9/2 + 7 + + + - -
13 14/4 - - + + - - Pitriazis rosea
14 22/15 - - + + - - -
15 12/7 + 1 + + + - Otoimmiin nétropeni
16 8/2 + 6 + + - + -
17 4/3 + 1 - + + - -
18 14/4 + 10 + + - - Otoimmiin hepatit
19 12/12 - - + + - - -
20 19/1 + 18 - + + - Colyak hastalig1
21 9/6 + 3 - + - + -
22 10/8 + 1 - + + - -
23 17/8 + 9 + + + + -
24 5/1* + 3 + + + + -
25 4/3 + 1 - + - - -
26 5/2 + 3 - + - - -
27 7/3 + 3 - + + + -
ALPS-Fas tanisi
konulmus hastalar (n=4)
1 27/5 + N - + - - -
2 3/1 + 2 - + - - -
3 4/1 + 3 - + - - -
4 14/3 + 8 - + - - -

* 6 ve 24 numarali hastalara splenektomi yapilmistir; SM: Splenomegali; HM: Hepatomegali: LAP: Lenfadenopati; ITP: Immiin trombositopenik purpura;
OHA: Otoimmiin hemolitik anemi; ALPS: Otoimmiin lenfoproliferatif sendrom; Fas: Oliim reseptérii; § Takip siiresi bilinmemektedir.
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TABLO 3

Caligsmaya katilan hastalarin laboratuvar bulgular:

Hasta numarasi DNT (%) ALS (x1000/ul)

IgA Ig G IgM Vitamin B12 Otoantikorlar

(mg/dl) (mg/dl) (mg/dl)

Olas1 ALPS tanis1

ile izlenen hastalar (n=27)
1 4 2.6
2 2 4.8
3 3 2.1
4 2 2.2
5 5 34
6 2 2.3
7 8 2.1
8 3 1.4
9 3 1.8
10 1 1.5
11 2 1.0
12 4 1.2
13 2 2.5
14 3 1.8
15 3 1.3
16 1 2.6
17 3 1.9
18 2 3.2
19 4 11.9
20 3 1.2
21 1 5.7
22 2 1.8
23 2 2.5
24 3 2.8
25 3 1.3
26 1 1.7
27 2 2.3

ALPS-Fas tanisi

konulmus hastalar (n=4)
1 6.5 >10
2 11 >10
3 12 8.5
4 21 >10

94 811 19 >2000 Anti-ds-DNA+
50 1180 128 760 D. Coombs+
154 5720 45 - Anti-TPO+
875 6450 184 - RF+

18 340 24 418 -

33 640 19 - -

114 2360 368 393 D. Coombs+
46 858 19 - RF+

91 2330 248 227 -

149 1180 37 572 -

88 1210 65 >2000 -

46 620 79 363 -

80 500 36 604 -

77 1540 221 - -

98 1770 158 363 D. Coombs+
197 2210 165 1451 D. Coombs+
76 630 99 - -

60 4710 86 - -

44 544 43 627 ANA+
45 480 23 - D. Coombs+
154 1430 165 561 -

109 560 84 604 -

292 1140 135 856 -

23 1020 116 604 -

43 876 79 - -

56 776 65 475 -

97 1230 210 - D. Coombs+
94 2160* 103 - -

65 2220* 79 - -

82 2490* 116 - -

102 2950* 112 >800 -

ALPS: Otoimmiin lenfoproliferatif sendrom; DNT: Cift negatif T hiicreleri (double negative T cells); ALS: Salt lenfosit sayisi; Fas: Oliim reseptdrii; D.coombs: Direct
coombs; Anti-TPO: Anti-tiroid peroksidaz: RF: Romatoid faktér; ANA: Anti niikleer antikor; Bold olarak yazilan IgG ve vitamin B12 diizeyleri normal degerlerden

yiiksektir. DNT hiicre yiizdeleri tiim lenfositler igindeki oranlar: gostermektedir.

Hastada gozlenen 0lii hiicre sayis
x100

Ayni deneydeki kontrolde gozlenen 6lii hiicre sayis

Not: Amerika Ulusal Saglik Enstitiisti'niin 2010 yili
kriterlerinde, in vitro apoptoz testinde hastalardan elde
edilen hiicrelerin 6liim oranlarinin, saghkli kontrol
hiicrelerinin 6lim oranlarinin en az %50’si oraninda
disitk olmasi apoptoz mekanizmasinin bozuk olarak
kabul edilmesi i¢in gerekli oldugu belirtilmektedir.”

Tripan mavisi hem apoptotik, hem de nekrotik
hiicreleri boyamaktadir. Bu yiizden sonuglarin daha
gecerli olmast icin hasta ve kontrol gruplarindan
toplam 10’ar ornekte ve ALPS-Fas tanist konulan

dort hastada akim sitometrik olarak anneksin-V (IQ
Products BV, Groningen, Hollanda) ve propidium
iodide (AppliChem Merck Selbstmedikation GmbH,
Almanya) kullanilarak oli hiicre (ge¢ apoptotik faz-
daki hiicreler) ytizdeleri bulundu ve sonuglar karsilas-
tirildr. Bu iglem igin anti-Fas ile uyarilan lenfositler
yaklagik 1-2x105 olacak sekilde ayrildi. Ortama 5 pl
anneksin V- fluorescein isothiocyanate (FITC) ve 5 pl
propidium iodide eklendi. Akim sitometride FL1 ve
FL2 sinyal detektorleri kullanilarak 6li hiicre ylizde-
leri saptandi.!”

DNT hiicre yiizdeleri ise periferik tam kandan anti-
CD4-PE (BD, Biosciences ABD), anti-CD8-PE (BD,
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Biosciences ABD) ve anti-TCR-af-FITC (BD, Biosciences
ABD) monoklonal antikorlari kullanilarak akim sitomet-
ride saptand1.!

Istatistiksel degerlendirme

Istatistiksel hesaplamalar Windows igin SPSS (SPSS
Inc., Chicago, Illinois, USA) 15.0 versiyon paket programi
kullanilarak yapildi. Gruplar arasi degerlendirmeler
non-parametrik Kruskal Wallis testi ile yapildi, ikili
gruplar arasindaki fark: ortaya ¢ikarmak i¢in Bonferroni
diizeltmesi yapildi. Gruplar arasindaki say esitsizligine,
ozellikle ALPS-Fas tanis1 konulan hasta sayisinin ¢ok az

TABLO 4

Calisma sonunda tripan mavisi kullanilarak saptanan lenfosit
olum ytiizdeleri

Olas1 ALPS Oliim ALPS-Fas Oliim
tanistile izlenen  yiizdeleri tanisi konulmus  ytzdeleri
hastalar (n=27) hastalar (n=4)

1 95 1 26
2 90 2 27
3 91 3 22
4 100 4 20
5 100
6 100
7 100
8 97
9 97
10 100
11 98
12 100
13 88
14 95
15 88
16 96
17 94
18 96
19 97
20 89
21 96
22 96
23 97
24 98
25 90
26 96
27 96

ALPS: Otoimmiin lenfoproliferatif sendrom; Fas: Oliim reseptorii.

olmasina ragmen sonuglar istatistiksel ve klinik olarak
anlamli bulundu.

BULGULAR

Testlerin timiinde kontrol grubundaki saglikl birey-
lerden izole edilen saglikli kontrol hiicrelerin 6lim ytiz-
deleri %80 ve tizeri olarak saptandi. Olast ALPS tanist ile
izlenen hastalarda ve ALPS-Fas tanisi konulmus hastalar-
da elde edilen 6liim yiizdeleri Tablo 4 ve 5te verilmistir.

In vitro fonksiyonel apoptoz testi ile 48 saat sonunda
hasta ve saglikli kontrol hiicrelerinin 151k mikroskobu
ve akim sitometri ile saptanan 6liim oranlarinin orta-
lamalar: ayr1 ayr1 hesaplandiginda elde edilen bulgular
Sekil 1 ve 2°de goriilmektedir.

Tripan mavisi ile boyanarak 151tk mikroskobu ile elde
edilen sonuglara gore, ¢alismamizda olast ALPS tanisi
konulan hastalar ve saglikli kontrol grubu 6liim oranlari
ortalamalari arasinda fark saptanmaz iken (p=0.9), bu iki
grup ile ALPS-Fas grubu hastalarin sonuglar1 arasinda
belirgin bir fark saptand: (p=0.001).

Akim sitometrik olarak elde edilen sonuglarda ise
yine benzer olarak olast ALPS tanis1 konulan hastalar ve
saglikli kontrollerin 6liim oranlari ortalamalar: arasinda
fark saptanmaz iken (p=0.89), bu iki grup ile ALPS-Fas
grubu hastalarin sonuglar arasinda belirgin bir fark goz-
lendi (p=0.006).

TARTISMA

Otoimmiin lenfoproliferatif sendrom kronik lenfade-
nopati, splenomegali, DNT hiicre diizeylerindeartis ve oto-
immiinite ile karakterizedir. Otoimmiin lenfoproliferatif
sendrom tanist konulmus hastalarda goriilen lenfopro-
liferasyonun nedeni apoptoz mekanizmasindaki bozuk-
luktur. Ozellikle 6liim reseptdr (Fas-FasL) aracili apoptoz
mekanizmasindaki bozukluk nedeni ile aktive olan lenfo-
sitler apoptoza gidememekte ve lenfoproliferasyon ortaya
¢ikmaktadir.™? Fas molekiliiniin lenfosit homeostazin-
daki roli ilk olarak 1992 yilinda Nagata ve Golstein"?
tarafindan fare modelinde tanimlanmistir. Caligmada
Fas molekiiliinii kodlayan gende bir mutasyon saptan-
mis ve bu mutasyona sahip farelerde lenfosit apoptozu-
nun bozuk oldugu gésterilmistir. Rieux-Laucat ve ark.'¥
tarafindan yapilan ¢aligmada lenfoproliferatif sendrom
ve otoimmiin bozukluklar gériilen iki kardeste, Fas mole-
kiiliinti kodlayan gende genis bir delesyon saptanmis ve
mutant gen nedeni ile hiicre ylizeyinde Fas ekspresyonu-
nun olmadig: bildirilmigtir. Fisher ve ark." tarafindan
ise aralarinda akrabalik olmayan, ALPS klinik 6zellikleri
gosteren bes ¢cocukta heterozigot Fas mutasyonlar1 sap-
tanmustir. Bu ¢alismalarla beraber ALPS de tarama testi
olarak kullanilabilecek in vitro fonksiyonel apoptoz testi
gelistirilmistir. Bu testin temeli, aktive olan lenfositlerde
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TABLO 5

Caligmada akim sitometrik olarak saptanan lenfosit 6liimi ytizdeleri

Olas1 ALPS tanisi ile
izlenen hastalar

Lenfosit oliimii ytizdesi

ALPS-Fas tanisi Lenfosit oliimii ytizdesi

konulmus hastalar (n=4)

94
98
89
99
98
100
96
88
89
90

O 00 N O\ Ul v W N~

—_
o

1 25
2 21
3 22
4 19

ALPS: Otoimmiin lenfoproliferatif sendrom; Fas: Oliim reseptorii.

Fas-FasL aracili yolagin uyarilmasi ile hiicrelerin apoptoz
mekanizmasinda bozukluk olup olmadiginin saptanma-
sina dayanmaktadir. Biz de son yillarda klinik 6zellikleri
ALPSi diislindiiren hastalarimizda bu testi uygulayarak
Fas, FasL yoniinden genetik caligma yapilmas: gereken
hastalar1 segmek ve negatif bulunan hastalarin muhtemel
yeni molekiiler defektler yoniinden incelenmesini sagla-
mak i¢in bu yéntemin uygulamasini baglattik.

Otoimmiin lenfoproliferatif sendromun en 6nemli
laboratuvar bulgusu dolasimdaki DNT hiicre diizeyin-
deki artigtir. Normalde tiim lenfositler i¢inde %1.5'in
altinda bulunmasi gerekir iken ALPS’li hastalarda bu
oran %60’a kadar ¢ikabilmektedir."¥ Amerika Ulusal
Saglik Enstitiisti'niin 2010 yil1 kriterlerine gore ALPS
tanist koyabilmek icin gerekli iki ana kriter kro-
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Sekil 1. Calisma sonunda tripan mavisi kullanilarak saptanan

lenfosit 6lim ylzdeleri. ALPS: Otoimmiin lenfoproliferatif sendrom;
Fas: Oliim reseptdrii.

nik lenfadenopati veya splenomegali ve DNT hiicre
diizeylerinde artigtir. Bunlarla beraber primer yar-
dimc1 kriterlerden lenfosit apoptozunda bozukluk
veya Fas, FasL ya da kazpaz 10 molekiillerini kodla-
yan genlerdeki patojenik mutasyonun gosterilmesi
gerekmektedir.”! Bu bilgiler dogrultusunda ¢alisma-
miza Hacettepe Universitesi [hsan Dogramaci Cocuk
Hastanesi Immiinoloji Unitesi'nde olast ALPS tanist
ile izlenen 27 hasta, ALPS-Fas grubundan pozitif
kontrol olarak Fas geninde heterozigot 1259 mutas-
yonu saptanan dort hasta ve 30 saglikli kontrol dahil
edildi. Hastalarin tamaminda DNT hiicre diizeyleri
normalden yiiksek idi, kronik lenfadenopati veya sple-
nomegali bulunmakla birlikte bir ¢ogunda otoimmiin
sitopeni ve diger otoimmiin bozukluklar gérilmekte
idi. Hastalarda in vitro fonksiyonel apoptoz testi yapi-
lan ve her deneyde kontrol olarak saglikli bir bireyden
elde edilen lenfositlerde apoptoz degerlendirildi.
Deneylerde, hasta ve kontrollerden elde edilen lenfosit
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Sekil 2. Calisma sonunda akim sitometrik olarak saptanan lenfosit

Olumi yuzdeleri. ALPS: Otoimmiin lenfoproliferatif sendrom; Fas: Oliim
reseptoru.
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oliim ytizdeleri karsilastirildi. Amerikan Ulusal Saglik
Enstitiisi’niin apoptozun bozuk kabul edilebilmesi
i¢in Onerdigi kriter, hastalardan elde edilen hiicrelerin
olim oranlarinin, saglikli bireylerden elde edilen
lenfositlerin 6lim oranlarindan en az %50 daha az
olmasidir.”’ Bizim ¢aligmamizda saglikli bireylerden
izole edilen hiicrelerin 6liim oranlari ise en az %80 ola-
rak saptandi. Olas1 ALPS tanisi ile izlenen hastalarin
timiinde bu oran yine %80 ve daha fazla saptandi. Fas
geninde heterozigot dominant mutasyonu gosterilen
dort hastada ise bu oran %20 ila %27 arasinda idi.
Lenfosit 6limii oranlari saptanir iken iki farkli yontem
kullanildi. Tripan mavisi ile 151k mikroskobunda sayi-
lan 6l hiicreler nekrotik ve apoptotik hiicreler idi fakat
saglikli kontrol hiicrelerinden elde edilen degerlerle
karsilagtirma sonucunda bu hiicrelerin tamaminin
ya da ¢ok biyiik bir kisminin Fas ile uyarim sonucu
olen apoptotik hiicreler oldugu kabul edildi. Ayrica
bu bulgular: dogrulamak i¢in akim sitometrik olarak
10 hasta, 10 kontrol ve dért ALPS-Fas tanist konulan
hastada anneksin ve propidium iodid kullanilarak geg
faz apoptotik hiicreler saptandi, sonuglar tripan mavisi
kullanilarak elde edilen degerler ile hemen hemen ayni
¢iktr. Calismada elde edilen bu bulgular sonucunda,
teknik olarak, uygulanan in vitro apoptoz testinin
giivenilir oldugu sonucuna varildr.

Diinya genelinde bugiine kadar ALPS tanisi konulmusg
ve mutasyonu gosterilmis hastalarin yaklasik %70’inde
Fas aracili apoptoz yolaginda bozukluk oldugu bilin-
mektedir." Bu yiizden laboratuvarlarda teknik olarak
daha basit ve daha ucuz olan in vitro fonksiyonel apoptoz
testinin uygulanmasi 6nemlidir. Daha kapsamli ve daha
pahali olan molekiiler tani yontemlerinin uygulanmasi
gereken hastalar bu sekilde belirlenebilir.

Caligmamiza katilan, olast ALPS tanisi ile izlenen
hastalarda Fas aracili lenfosit apoptozunda bir bozuk-
luk saptanmadi. Bu hastalarin klinik bulgulari, ALPS
tani kriterlerine uygun ve DNT hiicre diizeyleri art-
mis olmasina ragmen Fas aracili lenfosit apoptozunda
bozukluk olmamasi diger apoptoz mekanizmalarinda
bozukluk olabilecegini diisiindiirmektedir. Bu hastala-
rin bazilarinda somatik Fas mutasyonu olabilecegi gibi
apoptoz mekanizmalarinda yer alan diger molekiillerde
de bir defekt bulunabilir. Nitekim 2007 yilinda Oliveira
ve ark."” tarafindan yapilan ¢alismada NRAS (N-Rat
sarcoma) molekilinii kodlayan gende bir mutasyon
saptanmis ve bunun ALPS’ye neden oldugu gosterilmis-
tir. Otoimmiin lenfoproliferatif sendrom klinik 6zel-
liklerini tagiyan hastalarin 6nemli bir kisminda bilinen
molekiillerde defekt saptanmamig olmast, 6liim reseptor
aracili veya mitokondriyel apoptoz yolaklarinda gorev
alan molekiillerde heniiz gosterilmemis genetik bozuk-
luklar bulunabilecegine isaret etmektedir.

Sonug olarak, uyguladigimiz bu yontem Fas aracili
apoptoz testi ile gosterilemeyen, bilinen diger defektler
yoniinden taranmasi gereken hastalarin belirlenmesi
i¢in ve bir ileri basamakta da yeni molekiiler defektlerin
bulunmasi yoniinden yararli olacaktir. Yaptigimiz bu
¢aligma ile in vitro fonksiyonel apoptoz testinin olasi
ALPS tanisi ile izlenen hastalarda uygulanabilecegi
gosterilmistir.
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