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Giris: Lipopolysaccharide-responsive beige-like anchor (LRBA)
inhibitér bir protein olan sitotoksik T lenfosit antijen-4
(CTLA4)’tin hiicre yiizeyinde ifade edilmesinde rol oynar. Yakin
zamanda tanimlanmis olan LRBA eksikligi immiin yetmezlik ve
otoimmiiniteye yol aar. LRBA eksikliginin tanis1 mutasyon analizi
ve protein ifadesinin belirlenmesi ile konur. Bu ¢alismada, LRBA
eksikligi olan hastalarimizda uyaranli ve uyaransiz ortamda akan
hiicre 6lger ile hiicre i¢i LRBA protein ifadesi degerlendirilmistir.

Gereg ve Yontem: Caligmaya LRBA eksikligi olan bes hasta ve
yedi saglikli kontrol alindi. Periferik kan mononiikleer hiicrelerde
forbol miristat asetat ve ionomisin ile uyaranli ve/veya uyaransiz
olarak LRBA ifadesi él¢iildii. Ortalama florasan yogunlugu farki
(AMFI) hesaplandu.

Bulgular: Uyaransiz durumda ortalama florasan yogunlugu fark
saglikli kontrollerde ortalama 24+9 iken LRBA hastalarinda 4.8+2.8
olarak &lgiildii. Iki hasta ve bir saglikl kontrolde eszamanli uyaransiz
ve uyaranl 6l¢timlerin karsilastirilmasi sonucu elde edilen degisime
bakildiginda; uyaransiz durumda AMFI degeri Hasta-3 (H3)de 4.8,
H4'de 4.6 ve saglikli kontrolde 20,1 saptanirken, uyaranli durumda
bu deger H3'de 20.8, H4de 19 ve saglikli kontrolde 49.6 bulundu.

Sonug: Akan hiicre 6lger ile LRBA ifadesinin degerlendirilmesi hizli
ve kolay bir yontem olup mutasyon tanili hastalarimizda etkin ve
glivenilir sonug vermistir.

ABSTRACT

Objective:  Lipopolysaccharide-responsive  beige-like  anchor
(LRBA) plays a role in cell surface expression of inhibitory cytotoxic
T lymphocyte-associated protein-4 (CTLA-4) protein. Recently
identified LRBA deficiency leads to immune deficiency and
autoimmunity and is diagnosed by mutation analyses and protein
expression. Herein, we quantified stimulated and unstimulated
intracellular LRBA protein expression by flow cytometry in LRBA
deficiency patients.

Materials and Methods: Five LRBA deficient patients and seven
healthy controls were evaluated. The LRBA expressions were assessed
in peripheral-blood-mononuclear-cells in the presence or absence of
phorbol-miristat-acetate and ionomycin stimulation. The difference
in mean-fluorescence-intensity (AMFI) was calculated.

Results: The differences in mean-fluorescence-intensity values of
LRBA by flow cytometry were 24+9 for the healthy controls and
4.8+2.8 for the patients. AMFIs were 20.8 for P3, 19 for P4 and 49.6
for healthy controls with stimulants and 4.8, 4.6 and 20.1 respectively
without stimulants.

Conclusion: As a rapid and widely available assay, flow cytometric
assessment of intracellular LRBA expression has been found to
be an effective and reliable method in the identification of LRBA
deficiency.
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GIRIS

Lipopolysaccharide-responsive  beige-like  anchor
(LRBA) eksikligi ilk olarak, erken baslangicli hipogamag-
lobulinemi, otoimmiin belirtiler, enflamatuvar barsak
hastaligina (IBD) yatkinlik ve tekrarlayan enfeksiyonlar
ile tanimlanmustir (1). Daha sonra yapilan calismalar
ve olgu bildirileri, hastaligin genis bir klinik yelpazeye
sahip oldugunu ve sik goriilen bir sendrom oldugunu
gostermistir (2). LRBA-eksikligi hastalarinda gozlenen
in vitro bozukluklar IgG antikor iretiminde azalma, T
hiicre aktivasyonu ve proliferasyonunda yetersizlik, artmis
apoptoz ve B hiicrelerde azalan otofajiyi icermektedir
(1). Ayrica, Charbonnier ve ark. (3) yaptiklar: ¢alismada,
hticre aracili baskilamada bozulma, artmis apoptozis ve
regiilator T hiicre (Treg) belirteclerinde azalmis ifadeyi
iceren Treg hiicre degisiklikleri ve sitotoksik T lenfosit
antijen-4  (CTLA-4) ifadesinde azalma bildirmistir.
Sitotoksik T lenfosit antijen-4 aktive olmus T hiicreler
ve FoxP3" Treg hiicrelerde ifade edilen inhibitér kontrol
noktas1 proteinidir (4). Bu protein endositik vezikiillerde
bulunur ve T hiicre reseptoriiniin uyarilmasi sonrasi hiicre
yiizeyine taginir (5). Sitotoksik T lenfosit antijen-4"ii taklit
eden ya da hedefleyen ilaglarin CTLA-4 modiilasyonu
tizerine Kklinik etkinligi ve yan etkileri ¢alisilmistir (6).
Hematopoetik kok hiicre naklinin 4 hastaya uygulandigy,
fakat sadece iki hastanin sag kaldig: bildirilmistir (2). Bu
nedenle LRBA hastaliginda bu tedavinin yeri heniiz net
olarak bilinmemektedir.

LRBA eksikligi, homozigot ya da bilesik heterozigot
mutasyonlar sonucu LRBA protein ifadesinin kaybindan
kaynaklanmaktadir (2). Bu hastalarda kesin tani gen
dizileme ile mutasyon varhiginin belirlenmesi sonucu
konmakta ancak bu yontem uzun zaman almaktadir. Bu
nedenle, daha kisa siirede tani saglayabilecek yontemlere
gereksinim duyulmaktadir. Akan hiicre dlger ile LRBA
protein ifadesinde azalmanin gosterilmesinin ayirici tanida
uygun oldugu, hizli ve giivenilir sonug verdigi gosterilmistir
(2,6). LRBA eksikliginde hizli tan1 6zellikle, hayat kurtarici
medikal tedavilerin bagslatilmasi ve hematopoetik kok
hiicre nakli hazirliklarinin hizlandirilmasi agisindan hayati
6nem tagimaktadir.

Calismamiz kapsaminda LRBA eksikligi gosterilen beg
hastada akan hiicre 6lger ile hiicre i¢i LRBA protein ifadesi
uyaranli ve uyaransiz kosullarda degerlendirildi.

GEREC ve YONTEM
Hastalarin Se¢imi ve Degerlendirilmesi

LRBA eksikligi ile takip edilen bes hasta ile birlikte
yas uyumlu yedi saghikli kontrol ¢alismaya dahil edildi.
Calisma icin yerel etik kurulundan 09.2016.618 numara ile
onay alind1.

Periferik Kan Mononiikleer Hiicre izolasyonu

Gen sekanslama yontemi ile LRBA mutasyonu tespit
edilen hastalar ve saglikli kontrollerden iki ml heparinli
tiipe periferik kan oOrnekleri alindi ve fikol gradyan
santrifiij yontemi ile periferik kan mononiikleer hiicre
(PKMH) izolasyonu gergeklestirildi. Fosfat tuzlu tampon
cozeltisi (PBS) ile birebir oraninda sulandirilan kan, fikol
tizerine yayild1 ve 2000 rpmde 20 dakika santrifiij edildi.
Interfazda toplanan PKMH’ler pastor pipeti yardimiyla
toplandi ve PBS icerisinde 1500 rpmde bes dakika olacak
sekilde iki kez yikandi. Kuyu bagina 3x10° PMKH /250 pl
olacak sekilde 96 kuyucuklu kiiltiir plaklarina uyaransiz
ve forbol miristat asetat (PMA, son yogunluk: 50 ng/ml)
(Santa Cruz Biotech, Heidelberg, Almanya) ve ionomisin
(I, son yogunluk: 1 pg/ml) (Santa Cruz Biotech, Heidelberg,
Almanya) uyaran olarak eklendi ve 37°Cde %5 CO2’li etiiv
icerisinde bes saat inkiibe edildi.

Hiicre i¢i Boyama Yontemi ile LRBA Protein ifadesi

Uyaranli ve wuyaransiz kosullarda inkiibe edilen
PKMH’ler akan hiicre tiipii igerisine alinarak yikandi.
Hiicre i¢ci boyama asamasina gegebilmek icin, fiksasyon-
permeabilizasyon kiti (BD Biosciences, Pharmingen, San
Diego, ABD) iiretici firmanin Onerileri dogrultusunda
kullanildi. Bu islem i¢in kisaca, hiicreler 250 pl fiksasyon/
permeabilizasyon soliisyonu igerisinde 4°Cde 20 dakika
inkiibe edildi. Hiicrelerin 2 kez daha yikanmas sonrast,
100 pl fiksasyon/permeabilizasyon yikama soliisyonu
igerisinde 1:100 oraninda diliie edilmis birincil antikor
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anti-insan LRBA  (Sigma-Aldrich, Gallen, Isvigre,
katalog: HPA023597) eklendi. Ornekler 4°Cde 30 dakika
bekletildi. Iki kez ytkama sonrasi, hiicreler {izerine 100 pl
tiksasyon/permeabilizasyon yikama soliisyonu igerisinde
1:500 oraninda diliie edilmis ikincil anti-tavsan IgG-FITC
antikoru (Thermo Fisher Scientific, San Diego, ABD)
konuldu. Negatif kontrol olarak tiim islemlerin yapildig1 ve
sadece ikincil antikorun kullanildig: 6rnek ¢alismaya dahil
edildi. Ornekler tekrar 4°Cde 30 dakika inkiibe edildi.
Hiicreler fiksasyon/permeabilizasyon yikama soliisyonu
ile 2 kez daha yikandi ve akan hiicre él¢er cihazinda analiz

edildi.
Akan Hiicre Olger Analizi

Analiz i¢in BD FACS Calibur cihaz1 ve Cellquest
yazilim programi kullanildi (BD Biosciences, Pharmingen,
San Diego, ABD). Lenfosit hiicreleri etrafinda olusturulan
kapilama ile hiicre dagilimi histogram olarak goriintiilendi.
Histogramlar iizerinde hiicre i¢i protein ifadeleri, birincil
antikor ile isaretli 6rneklerin ortalama florasan yogunlugu
(MFI) degerlerinden, birincil antikor kullanilmadan
sadece ikincil antikor kullanilarak 6l¢iim yapilan negatif
kontrol MFI degerleri c¢ikarilarak, bulunan ortalama
florasan yogunlugu farkina (AMFI) gore belirlendi.

BULGULAR

Hastalarin Demografik Ozellikleri, Klinik ve
Laboratuvar Bulgular1

LRBA eksikligi tanimlanan dort erkek ve bir kiz
hastanin (yaslar1 ortalamaztstandart sapma: 7.8+4.6 yil),
yakinmalarinin baglama yaslar1 ortalama 0.9+0.6 yil idi.
Hastalarin dort tanesinde lenfoproliferasyon, sitopeni
ve kronik ishal gozlenirken, ig tanesinde sik enfeksiyon,
ii¢ hastada otoimmiinite ve ii¢ hastada ise kronik akciger
bulgusu belirlendi (Tablo I). Tki hastada immiinglobiilin G
(IgG) ve tig hastada IgA degerleri diisiik iken, ii¢ hastada
IgM degerinin distik oldugu gozlendi. Lenfosit alt grup
incelemelerinde sadece bir hastanin (H2) yardimci (CD4*)
T hiicre, B hiicre ve dogal 6ldiirticti (NK) hiicre yiizdesinde
azalma, sitotoksik (CD8*) T hiicrelerin yiizdesinde ise
artma saptandi. Naif ve bellek CD8°CD45* T hiicrelerin
yiizdesine bakildiginda ise, H2 ve H4de naif hiicrelerin
azaldigi, bellek hiicrelerin ise artmis oldugu gozlendi
(Tablo I).

Hastalarda ve Saglikli1 Kontrollerde Uyaranli ve
Uyaransiz LRBA Protein Ifadesi

LRBA hastalarinda akan hiicre 6lger ile protein ifadesini
belirlemek amaciyla es zamanly, yaslar1 15 ile 40 arasinda
degisen immiin yetmezlik uyarici bulgusu ve kronik
hastalig1 olmayan yedi saglikli goniilli (yaslar: 29.5+9.5
yil) calismaya alindi. Hastalarin tamaminda ve saglikli
bireylerde negatif kontrol ve LRBA antikoru ile isaretlenen
hiicrelerde MFI degerleri ve bunlarin farkindan elde edilen
AMEFI degerleri belirlendi.

LRBA mutasyonu belirlenen bes hastanin AMFI degeri
4,8+2,8 olarak belirlendi (Sekil 1A,B). Hastalarla es zamanli
olarak LRBA protein ifadelerine saglikli kontrollerde
bakildiginda ise AMFI degeri 24+9 olarak bulundu (Sekil
1A,B). Uyaransiz kosulda AMFI degerleri H3 i¢in 4.8, H4
icin 4.6 ve saglikli kontrol i¢in 20,1 bulundu (Sekil 2A).
PMA+I ile bes saatlik uyarim sonrasi hesaplanan AMFI
degerleri ise H3 icin 20.8, H4 i¢in 19 ve saglikli kontrol
i¢in 49.6 bulundu (Sekil 2B).

TARTISMA

LRBA eksikliginde homoziot mutasyonlar, otoimmiin
ve enflamatuvar barsak hastaligiyla birlikte erken
baslangicli hipogamaglobiilinemiye neden olmaktadir
(1). Lopez-Herrara ve ark. (1) tarafindan yapilan
calisgmada, LRBA hastalarinda etkilenen bireylerde en az
iki immiinoglobiilin siifinda azalma gosterilirken, son
zamanlarda yapilan bir derlemede 31 LRBA hastasindan
ti¢ tanesinde sadece IgM diisiikligii belirlenmis, 17’sinde
ise hipogamaglobiilinemi ile birlikte diisitk IgA diizeyi
saptanmustir (7). Calisgmamizda, literatiire benzer sekilde
birinci hastada (H1) her ii¢ Ig sinifinda (IgG, IgA ve
IgM) distikliik gozlenirken, ikinci hastada IgG ve IgM
degerlerinde bir azalma belirlendi. Ugiincii hastada (H3)
sadece IgA diizeyinde bir azalma saptanirken, dordiincii
hastada (H4), literatiirde de daha dnce bildirildigi gibi (7),
sadece IgM diizeyinde bir diisiiklitk goriildi. Bu klinik ve
laboratuvar bulgularin varliginda hastalarda 6n tani olarak
LRBA eksikligi diistiniilmesi halinde hiicre ici protein
ifadesinin gosterimi ile hizli taninin miimkiin oldugu
calismamizda gosterilmektedir.

LRBA hastalarinda T hiicre sayilarinin genelde normal
diizeyde oldugu rapor edilmigstir (2,7). Gamez-Diaz ve ark.
(2), 21 LRBA hastasinin %81’inde CD4" T hiicrelerin ve
%71’inde ise CD8" T hiicrelerin normal diizeyde oldugunu
belirlemistir. Yine ayn1 ¢alismada, 20 hastadan 11’inde B
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hiicre ylizdesi diisitk oldugu bildirilmistir (2). Alkhairi
ve ark. (7) ise yaptiklar1 ¢alismada, 31 LRBA hastasinin
13’tinde (%42) B hiicre ylizdesinde diisiikliik saptamistir. Bu
caligmamizda, tiim hastalarimizda CD3* T hiicre oraninin
normal oldugu, sadece 1 hastamizda (H2) oransal olarak
CD4" T hiicrelerde azalma ve CD8* T hiicrelerde ise artis
belirlendi. Benzer olarak, dort hastada B hiicre oraninin

normal oldugu, H2de ise diisiik oldugu saptandi. NK
hiicre oranlarinda ise, Alkhairi ve ark.nin (7) ¢aligmalarina
benzer olarak, yine H2de diisiiklitk gozlendi. Naif ve bellek
T hiicre yiizdelerine baktigimizda, iki hastamizda (H2 ve
H4), naif CD8" T hiicrelerde azalma, tersine bellek CD8* T
hticrelerde ise artis belirlendi.
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Sekil 1. LRBA mutasyonu gosterilen hastalarda lenfosit hiicrelerinde ortalama LRBA protein ifadesinin histogram gorinimii (A).
Saglikli kontrollerin lenfosit hiicrelerinde ortalama LRBA protein ifadesinin histogram goériiniimii (B).

NK: Negatif kontrol, SK: Saglikli kontrol, AMFI: Birincil antikor ile isaretli 6rneklerin ortalama florasan yogunlugu (MFI) degerinden
sadece ikincil antikor kullanilarak 6l¢tim yapilan negatif kontrol MFI degerinin ¢ikarilmast ile elde edilen fark).
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Sekil 2. Uyaransiz (A) ve PMA+I uyaranl (B) kosullarda negatif kontrol (NK), hasta 3 (H3), hasta 4 (H4) ve saglikli kontrollerde (SK)

LRBA ekspresyon degerlerinin histogram goriiniimii.
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Tablo I. Lipopolysaccharide-responsive beige-like anchor (LRBA) eksikligi gosterilen hastalarin klinik ve immiinolojik verileri

H1 H2 H3 H4 H5

Giincel yas (y1l) 12 10 11 4.5 1.5
Cinsiyet E E E E K
Sikayet baslama yas1 (y1l) 0.5 0.6 2 0.8 0.7
Tani yas1 (yil) 9 9 4 1
Sik enfeksiyon + + - -
Otoimmiinite + - + - +
Lenfoproliferasyon + + + + -
Sitopeni + + + + -
Kronik ishal + + + + -
Akciger bulgusu + + - - +
Tedz}Yiler

DIIG - i i i 3

Profilaksi - + + + +

Abatasept - + + + -

KIT + - - - -
IgG (mg/dl) 696 247 907 1710 605
IgA (mg/dl) <24 45 40 71 20
IgM (mg/dl) 47 8 90 50 69
IgE (IU/L) <1 <1 11 8.2 32
MLS/mm? 3800 1600 1700 2800 5200
T lenfosit (%) 65 93.4 70.5 72.3 62
Yardimci T lenfosit (%) 40 28.3 45 34.7 40
Sitotoksik T lenfosit (%) 24 65.1 22.5 30.5 20
B lenfosit (%) 25 0.9 18.3 18 29
Dogal dldiiriicii hiicre (%) 5 3.5 10.2 7.2 7.8
Yardimai naif T lenfosit (%) (CD4*CD45RA") 44.4 34.3 30.9 76
Yardimci bellek T lenfosit (%) (CD4*CD45RO") 41.2 68.7 63.3 27
Sitotoksik naif T lenfosit (%) (CD8*CD45RA*) 28.1 62.2 35.2 91
Sitotoksik bellek T lenfosit (%) (CD8*CD45R0+) 72.6 33.9 46.2 8.6
AMFI (uyaransiz) 6.2 8 4.8 4.6 0.5

DIiG: Damar i¢i immiinglobiilin, H: Hasta, Ig: Immiinoglobiilin, KIT: Kemik iligi transferi, MFI: Ortalama floresan yogunlugu,

MLS: Mutlak lenfosit say1s1.

LRBA hastalarinda kesin tani gen dizileme yontemi
ile mutasyonun belirlenmesi sonucu konmaktadir. Fakat
tilkemizde bu yontemlerin yaygin olmayist ve sonuglarin
uzun siirede elde edilmesi nedeniyle bu hastaligin
aywricl tanida diigiinildigi hastalarda daha hizli sonug
veren tanisal testlere ihtiya¢ duyulmaktadir. Boylelikle
hem wuygun tedavinin ivedilikle gerceklestirilmesi
hem de kemik iligi nakli diisiiniilen hastalarda ise 6n
hazirliklarin  yapilmasi agisindan zaman kazanilmasi
mimkiin olacaktir. Giiniimiizde, LRBA 6n tanisi igin
akan hiicre 6lger veya Western-Blot yontemi ile protein

miktari belirlenebilmektedir (2). Western-Blot yontemi ile
kargilagtirildiginda, akan hiicre 6l¢er ile protein ifadesinin
belirlenmesi hem daha hizli sonug vermesi, daha az emek
gerektirmesi ve ¢ogu zaman daha ucuz olmasi nedeniyle
maliyet etkindir (8). Glintimiizde farkli merkezlerde akan
hticre olger ile periferal kan mononiikleer hiicrelerindeki
LRBA protein ifadesinin belirlenmesi uyaranli ya da
uyaransiz gartlarda gerceklestirilebilmektedir (2,6). Lo ve
ark. (6) yapmus olduklar1 galigmada PMKH’leri uyarmadan
hastalarda protein ifadesinin diigiik oldugunu belirlerken,
Gamez-Diaz ve ark. (2) hastalarda fitohemaglutinin
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(PHA) ya da PMA+I uyarimlar1 ile de LRBA protein
ifadesinin diigiik oldugunu gostermislerdir. Schreiner ve
ark. (9) ise calistiklar1 hastalarda LRBA protein ifadesini
hem uyaransiz hem de uyaranl sartlarda belirlemisler ve
ayni izotip kontrolii kullanildiginda, hastalarda uyarim
sonucu elde edilen MFI degerinin uyaransiz olarak elde
edilen degere oraninin yaklagik bir oldugunu, bu degerin
saglikli kontrollerde ise 3.39 oldugunu raporlamislardir.
Calismamizda, iki hasta ve saglikli kontrolde hem uyaranl
hem de uyaransiz sartlarda PMKH’lerinde LRBA protein
ifadesi belirlendi ve elde ettigimiz sonuglar her iki kogulda
da LRBA protein ifadesinin eksikliginin belirlenebilecegini
gosterdi.

Sonug olarak, LRBA geninde meydana gelen mu-
tasyonlar sik enfeksiyon, otoimmiinite, kronik akciger
hastalig1, lenfoproliferasyon, sitopeni ve kronik ishal ile
kendini gosteren genis bir klinik fenotipe neden olmakta-
dir. Calismamizda elde ettigimiz veriler 1s181nda, klinikte
LRBA eksikligi diisiiniilen olgularda akan hiicre dlcer ile
hiicre ici LRBA ifadesi belirlenmesi hizli ve giivenilir bir
tanisal test olarak karsimiza ¢ikmistir. LRBA gosterimi
distik saptanan hastalarda gen dizileme yontemi ile mu-
tasyon varlig1 dogrulanmalidir.
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