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9. OZET

Sentiirk, G.(2018). Primer Immiin Yetmezlik Hastalarinda TREC/KREC Analizi ile T ve
B Hiicre Gelisimi Kontrolii. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Genetik
A.D.Yiiksek Lisans Tezi, Istanbul

Primer immiin yetmezlik (P1Y); bagisiklik sisteminin islevini bozan nadir genetik bir
hastalik grubudur. Ulkemizde akraba evlilikleri oranmin yiiksek olmasi nedeni ile
Avrupa tilkelerine oranla beklenenden daha sik karsilasilan klinik bir durumdur. T ve B
hiicre gelisiminin PIY tanis1 agisindan incelenmesi 6nem teskil etmektedir. T ve B hiicre
gelisimi somatik rekombinasyonlar1 esnasinda olusan ‘TREC’ (T cell reseptdr excision
circle ) ve ‘KREC’ (kappa-deleting excision circle) T ve B hiicrelerinin halkasal DNA
pargalaridir. Bu yiizden PIY i¢in T ve B hiicre gelisimini anlamada biyobelirte¢ olarak
kullanabilirler. Bu tez ¢alismasinda 57 pediatik, 29 yetiskin PIY hastalarinda T ve B
hiicre gelisiminin incelenmesi igin hastalardan alinan kandan gercek zamanli kantitatif
polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PZR) ile yasa bagh olarak TREC/KREC analizi
yapilmas1 amaglanmistir. Onceden mutasyon saptanmis ve/veya farkli genetik
sendromlara sahip hastalarda da TREC/KREC seviyeleri belirlenmistir. Kontrol grubu
olarak immiin yetersizlik ve hematolojik hastaliklar disindaki sebeplerle biyokimya
birimine bagvuran hastalar ise saglikli referans degerin belirlenmesi i¢in kullanilmistir.
Calismaya gore yetiskin PIY hastalarinin kontrol grubuna gore TREC kopya sayist
bakimindan anlamli derecede daha az seviyelerde oldugu goriilmiistiir (t-test p<0.0001).
Buna karsin KREC kopya sayisinda anlamli olmamakla beraber kontrol grubuna gore
daha az seviyelerde oldugu gériilmiistiir (t test p=0.1461). Pediatrik PIY hastalarinda
TREC/KREC kopya sayilarinin ise anlamli derecede diisiik kopya sayisina sahip oldugu
gozlenmistir (t test p<0.0001). Yas gruplarina ayrildiginda yetiskin hastalarin TREC
kopya sayisinin anlamli derecede zamanla azaldigi, KREC kopya sayisinin anlaml
olmamakla beraber yasa baglh degismedigi belirlenmistir. Pediatrik hastalarda
TREC/KREC kopya sayisinin yasa bagli olarak degisimi gdzlenmemistir. Mutasyon
sahibi hastalarda TREC/KREC seviyeleri belirlenerek mutasyonun fonksiyonel etkileri
ortaya konulmustur. immiin yetmezlik ve mutasyonlu bireylerde T ve B hiicrelerinin
fonksiyonel olamamasi veya olgunlasgamamasindan dolayr TREC/KREC kopya
sayilarinin kontrollere gére daha az kopya sayisi igerdigi tespit edilmistir. Yasa bagh
degisimlerde timik aktivitenin zamanla azalmasi TREC kopya sayisinin azalmasina
sebep olmustur. KREC kopya sayilarinin ise kemik iligi kokenli olduklarindan yasa
bagli degismedigi ortaya konulmustur.

Anahtar Kelimeler: Primer Immiin Yetersizlikler, TREC, KREC, T hiicre gelisimi, B
hiicre geligimi

Bu ¢aligma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: TYL-2018-30607
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10. ABSTRACT

Sentlirk Gizem, A.B. (2018). Control Of T And B Cell Development by TREC/KREC
Analysis in Primer immunodeficiency Patients. Istanbul University, Institute of Health
Science, Department of Genetics. Master thesis Istanbul. 2018

Primer immunodeficiency (PID); is a rare genetic disorder that disrupts the function of
the immune system. It is important to examine T and B cell development in terms of
PID diagnosis. The TREC ( T cell reseptor excision circle) and KREC (kappa-deleting
excision circle) are formed during somatic recombination of T and B cell development
that are the circular DNA fragments of T and B cells. Therefore, they can use T and B
cell development for PID as a biomarker. In this thesis TREC/KREC analysis were
performed with real time quantitative polymerase chain reaction (RT-PCR) from
patients and age related controls in order to examine T and B cell development in PID
patients. TREC/KREC levels were also determined in patients with pre-mutations and/or
different genetic syndromes. As a control group, patients who applied to biochemical
unit, exculuding immunodeficiency and hematologic diseases, were used to determine
healty reference value. According to the study, adult PID patients were found to have
significantly lower levels of TREC copy number than control group (t test p<0.0001). In
contrast, KREC was not significant in the number of copies, but was founda to be less
than control group ( t test p= 0.1461) In pediatric PID patients, TREC/KREC copy
numbers were found to have a significantly lower number of copies (t test p<0.0001). It
was determined that the number of TREC copies of adult patients decreased significanty
over time when separated into age groups, while the number of KREC copies did not
change as age related. Age- related changes in the number of TREC/KREC levels were
determined in patients with mutations related to immunodeficiency reveal the functional
effects of the mutations. It has been found that TREC / KREC copy numbers in
immunodeficient and mutated individuals are lower than controls because of T and B
cells can not be functional or mature. Decreased thymic activity with time in age-related
changes led to a reduction in the number of copies of TREC. Since KREC copy numbers
are bone marrow origin, it has been shown that they do not change with age.

KeyWords: Primer immunodeficency, TREC, KREC, T cell development, B cell
development

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No. TYL-2018-30607



11. GIRIS VE AMAC

Primer immiin yetersizlik (PIY); Bagisiklik sisteminin gelisim ve islevini bozan heterojen
nadir goriilen bir hastalik grubudur. Ulkemizde akraba evliliklerinin olmasi sebebiyle goriilme
sikligmin daha fazla oldugu diisiiniilmektedir. Fakat tam olarak prevalansi bilinmemektedir. PIY
bagisiklik sisteminin bilesenine gore siniflandirilmaktadir. Primer immiin yetmezlik hastaliginin
biiyiikk bir kismin1 hiimoral immiin sistem bozuklugu kapsamaktadir. Bunun yani sira T hiicre
defektleri, agir kombine yetmezlikler, kompleman sistem bozukluklar1 olusturmaktadir. PIY
hastaliginin erken teshis ve tedavilerin yapilabilmesi i¢in T ve B hiicre gelisimlerini incelemek ve
gelisimleri sirasinda meydana gelen degisikleri gozlemlemek PIY tanisi igin &nem teskil
etmektedir. Ciinkii hiimoral ve hiicresel yanittan sorumlu olan bu hiicrelerin olgunlagma
asamalarini anlamak, somatik rekombinasyonlar1 esnasinda meydana gelen durumlar1 incelemek
ve yorumlamak hastaligin olas1 tedavilerinin yapilabilmesini saglar. TREC ( T cell excision circle )
ve KREC ( kappa- deleting recombination excision circle) T ve B hiicrelerinin rekombinasyonlari
esnasinda ortaya ¢ikan“halkasal DNA pargalaridir. T ve B hiicre belirtegleri olarak TREC/KREC
analizinin yapilmas1 PIY hastaliginin erken teshisi i¢in avantaj saglar. Bu tez projesinde primer
immiin yetmezlik (PIY) tamis1 almis yetiskin ve pediatrik hastalarda, yasa bagli olarak
TREC/KREC analizi ile T ve B hiicre gelisimini kontrol etmeyi amagladik. Ayn1 zamanda gen
mutasyonu analizi ile molekiiler karakterizasyonu yapilmis hastalarda mutasyonun T ve B hiicre
gelisimine etkilerini belirlemek amaciyla TREC/KREC seviyeleri ¢alisiimigtir. Hastalardan alinan
periferik kan 6rneklerinde kantitatif gercek zamanl polimeraz zincir reaksiyonu (qQRT-PCR) ile
TREC ve KREC seviyeleri belirlenmistir. Boylelikle PIY hastalarinda T ve B hiicre gelisimi

kontrol edilerek, olas1 tedavilerin erkenden baslamas1 saglanabilecektir.



12. GENEL BIiLGILER

12.1. IMMUN SIiSTEM VE LENFOSIT GELISIMI

12.1.1. immiin sistem ve elemanlari

Immiin sistem (immiinite), viicudumuzda spesifik ve non-spesifik patojenlere Karsi
savunma yapan bir mekanizmadir. immiin sistemin amac1 yabanci maddeleri taniyarak onlara kars
bir yanit olusturmaktir. Viicuda giren yabanci maddelere karsi hiimoral ve hiicresel
mekanizmalarla savunma gosteren bu sistemde bir¢ok organ, doku ve hiicreler gorev almaktadir.
Immiin sistemde gorevli primer ve sekonder olmak iizere 2 lenfoid organ bulunmaktadir. Primer
lenfoid organlar T ve B hiicrelerinin olgunlasma siireglerini tamamladiklar1 organlardir. Sekonder
lenfoid organlar; lenf nodiilleri, dalak, apendiks gibi organlardir ve yanit olusmasi i¢in uygun
ortam saglarlar. Bagisiklik sistemi elemanlari dogal bagisiklik ve sonradan kazanilan (edinsel)

bagisiklik olmak tizere 2 kisma ayrilir (Tablo 1).

Tablo 1: Immiin sistem ve elemanlari

IMMUN SISTEM ELEMANLARI

DOGAL BAGISIKLIK EDINSEL BAGISIKLIK
Fagositik hiicreler T Lenfositlen
E lenfoszitlen

Eompleman sistemlen
Akut-faz protemlen
WK hiicrelen
Sitokinler

Eemokinler

Dogal bagisiklik sistemi dogustan kazanilan bagisiklik sistemidir ve viicudumuz yabanci
bir maddeyle karsilastiginda ilk olarak gorev alan ve hizli cevap veren sistemimizdir. Sinirh
sayida antijeni taniyabilme kapasitesi vardir.Bu sistemde cilt, mukoza membranlari, gastrik pH,
mukus salgilar1 ve fagositik hiicreler olan makrofaj, eozonofiller, monosit, nétrofiller, dogal

oldiirticti (natural killer) hiicreleri, akut-faz proteinleri, interferonlar yer alir (1) (Sekil 1).
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Sekil 1: Dogal ve edinsel bagisiklik sistem elemanlari (2)

Sonradan kazanilan (edinsel) bagisiklik sistemi dogustan gelen bagisiklik sistemimiz ile
viicut savunmada bulunamayip cevap olusturamazsa aktiflesir. Eger kisi daha dnce bir patojenle
karsilagtiysa ayni patojenle tekrar karsilastiginda daha kuvvetli bir yanit olusur. Ciinkii bu sistemde
bellek 6zelligi vardir. Bu yanit giinler ve haftalar arasinda degisiklik gosterir. Bu bagisiklik
sisteminde T ve B lenfositleri yer almaktadir ve bu elemanlart diger sistem elemanlarindan ayiran
en onemli 6zellikler reseptor olusturmalar: ve farklilagabilmeleridir. Bu sayede genis bir immiin
repertuar olusturulur. Edinsel immiin yanitta 2 sekilde yanit gerceklesir. Birincisi, B lenfositleri ile
olusan hiimaral yamttir. Hiimoral yanitta uyaran hiicreler hiicre dis1 antijenik molekiiller ve
mikroorganizmalardir. Elemanlar1 ise antikorlar ve komplemanlardir. Bu antikorlara
immiinglobulin de denilir. Bu antikorlar bellege daha 6nceden karsilagilmis olan ajani kaydeder ve
bir sonrakinde daha hizli ve giicli yanit olusmasinda etkili olur. B lenfositlerinin antijen ile
karsilastiginda klonal ¢ogalmasiyla antijene 6zgii olan immiinglobulin {iretimi baslar. B lenfositleri
antikorlar araciligiyla hiimoral yaniti gergeklestirir. Diger yanit sistemi ise T lenfositleri ile
gerceklesen hiicresel yanittir. T hiicre reseptdriiniin (TCR) spesifik hale gelmesi i¢in yeniden
diizenlenmesi antijenlere karsi bagisiklik kazandirir. Hiicresel yanitta gorevalan elemanlar

sitotoksik T lenfositleri, aktive makrofajlar ve NK hiicreleridir (1).



12.1.2. T Lenfosit Gelisimi

Hematopoetik onciil hiicreler (progenitdrler) T ve B lenfositlerinin koken aldiklari
hiicrelerdir. Kan kok hiicreleri miyeloid ve lenfoid kok hiicre olmak iizere farklilagirlar ve lenfoid

kok hiicrelerden B ve T lenfositleri olusur.
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Sekil 2: Kan kok hiicrelerinin gelisimi ve olusturdugu hiicreler (http://www.cancer.gov/).

T lenfositlerinin gelisimi organizma i¢in son derece dinamik bir siirectir. Kemik iligi
tarafindan {tretilen T lenfositleri, diger hematopoetik hiicre kdkenli olan hiicrelerden farkli olarak
gelisimini kemik iliginde tamamlamazlar. Kemik iligi kaynakli olan T lenfositleri primer lenfoid
organlardan biri olan timusagog¢ ederler ve gelisimlerini burada tamamlarlar (3). Timus gogiis
kafesinin arkasinda kalbin tizerinde bulunan bilateral organdir.Kemik iligi progenitorleri dolasima
girerek timusa go¢ ederler ve burada T hiicre soyuna girerek T lenfositlerine olgunlasirlar. Timik
progenitorlerin kendi kendini yenileme Ozellikleri olmadigi i¢in progenitdrlerin siirekli olarak

kemik iliginden ithal edilmesi gerekir. Boylelikle timus T hiicre gelisimini devam ettirebilir (4).



T hiicre gelisimi, CD4 ve CDS8 gibi 6nemli yiizey/ membran molekiillerinin ekspresyonu ile
karakterize edilebilen bir dizi ayr1 fenotipik asamadan ge¢mektedir (Sekil2). Insanlarda ve

farelerde timosit gelisimi, ardisik ;
CD4-CD8- (¢ift negatif, CN),
CD4 + CDS8 + (¢ift pozitif, CP),
CD4 + CD8 + veya CD8 + CD4- (tek pozitif TP)
seklinde T lenfosit dnciilleri 3 ayr1 grupta toplanir(5).
CN hiicrelerinin fenotiplerine gore 4 ayr1 populasyona ayrilmaktadir;
CNI1(CD44+CD25-),
CN2(CD44+CD25+),
CN3(CD44-CD25+) ,
CN(CD44-CD25-)

CN3(CD44-CD25+) timosit grubu, CD27 yiizey markerinin ekspresyon seviyesine gore
(CNa (CD27 diisiik) ve CNb (CD27yliksek) olmak tizere iki alt gruba ayrilmatadir. CNa timositleri
CNBD hiicrelerine gore daha kiigiik hiicrelerdir. Bu hiicreler T lenfositlerine farklilasma yetenegine
sahiptirler. CN2 ve CN3 hiicreleri varolan T hiicre reseptorlerinin (THR) Onciilleridir. Bu
reseptorler THRaf ve THRyo reseptorleridir. CP timositler THRof kompleksini ¢ok az
icermektedirler. Timositlerin THRaf kompleksi MHC molekiiliinii bulunduran stromal hiicrelerle
iletisime girerek bu iletisim sonucu diisiik ilgi gosteren timositler indiiklenmis olurlar. Bu olaya

pozitif seleksiyon denir ve timusun korteksinde gergeklesmektedir (6).



— -‘H“H""--..
e Cift Negatif 4 Cift =
/ ©"’#— N‘T
Gift Pozitif @ e
I OZITI =
Yetersiz THR/ ——
eg-reseptor Kortikal
sinyali O Epitel
/ Hiicresi
— 1. Sinif MHC 2. Simif MHC
teshisi teshisi
MNegatif Secilim

Dis Korteks

| vasitasiyla 6lam \
[
E =
< Lenfoid Gncil
Lh
Kortiko- medullar CD8&- 1_'let Poz. — Clﬂi Poz.
— gecis ustlenmeli ustlenmeli
Negatif — Pozitif Negatif
Secilim Secilim Szalm
1 i bof @
=
g =]
> 4 bl P
= Hematopoietik
Medular Epitel Death &10 Ficre Medular Epite dncil hiicre

Hucre/dentritik
hicre {

Hiicref dentritik hicre

Periferik kana goc

Nature Reviews | Immunology

Sekil 3: T lenfosit gelisimi (7)

Pozitif seleksiyonu kortekste gerceklesen T lenfosit Onciilleri sinyallerle medullaya gecerek
burada MHC molekiillii stromal hiicrelerle biiylik derecede etkilesim saglayarak oliime giderler.
Bu durum negatif seleksiyon olarak adlandirilir. Negatif seleksiyonda medulla kisminda bulunan
bir ¢ok dentrik hiicre ve epitelyal hiicre gérev almaktadir. Bu seleksiyon sayesinde olgunlasmamis
olan timositler dislanmis olur. Primer lenfoid organlarda timositlerin bu selekiyonla dislanmasi
‘sentral tolerans’olarak adlandirilmaktadir (8). T lenfositleri gelisimini timusta sagladiktan sonra
buradan ¢ikisi S1P (Sfingosin-fosfatl) sinyaliyle ger¢eklesmektedir. Son zamanlardaki ¢aligmalar
lenfoid ve non-lenfoid organlardan T hiicre ¢ikisinin anahtar diizenleyicisinun S1P sinyalinin
oldugunu gostermektedir (9).



12.1.3. B Lenfosit Gelisimi

B hiicreleri bagisikligin merkezi unsurlaridir ve neredeyse sinirsiz sayida patojene karsi
savunma saglayan antikor olusumasini saglayabilen hiicrelerdir. B hiicre gelisiminde meydana
gelen bozukluklar otoimmiin bozukluklara, malignatilere, bagisiklik yetersizliklerine ve alerjilere
yol agmaktadir. B hiicreleri ve gelisimi hemotopoetik progenitorlerden koken almaktadirlar.
Pluripotent hiicreler, myeloid ve lenfoid olarak farklilasir ve lenfoid Onciil hiicrelerde B
lenfositiyle birlikte T ve NK hiicrelerine farklilagsmaktadirlar. B hiicreleri kemik iliginden kdken

alarak T hiicrelerinin aksine gelisiminide burada siirdiiriirler (10) (Sekil 4).
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Sekil 4: B lenfosit gelisimi agsamalar1 (11).

Farklilagsma sirasinda yiizey belirtegleri disinda B ve T hiicre reseptorlerin diizenlemeleride
gerceklesir. Lenfoid progenitdr hiicreler, B lenfosit olmak amaciyla kosullanirlar ve bu
progenitorler erken B hiicresi (pro-B) adini alir. Transkripsiyon faktorii olan IL-7 erken B
hiicrelerine baglanarak V(variable)- D(diversity)- j(joining) rekombinasyonunun gergeklesmesini
saglayan genleri aktive eder ve antijen reseptdrleri olusturur. Oncii B hiicresi adini (pre-B) alirlar.
Antikor genlerini rekombinasyonla basarili sekilde birlestiren hiicreler kemik iligini terk ederler.
Ancak hala tam olarak olgunlagmamistir ve gecis B hiicreleri admi alirlar. Sonunda hiicre
yiizeyinde B hiicre reseptorleri (BHR) olarak bulunan antikorlar tarafindan taninan ve antijen
tarafindan aktive edilebilen olgunlagsmamis naif hiicrelere doniisiirler. Olgunlagsma siireci boyunca

kendiliginden reaktif B hiicre reseptorleri tasiyan ¢ogu B hiicresi silinir. Bu bagisiklik ve gecis



asamalar1 esnasinda ¢ogunlukla oto-antijenler ile B hiicre reseptorleri (BHR) arasindaki etkilesime
baglidir. Olgun naif B hiicrelerinin yalnizca kii¢lik bir kismi1 antijen tarafindan aktive edilir. Buda
klonal gelisme ve farklilasmaya yol agar. B hiicre reseptoriine anntijen baglanmasi folikiildeki B
hiicrelerini aktive eder ve ayrilamalarini saglar. Antijenle aktive olan B hiicreleri ayni antijendeki
peptidleri taniyan CD4" T folikiil yardimci hiicrelerle ayn1 kokenli MHC-THR etkilesimini
gerceklestirirse hiicre sinyal degisimi yapar ve bazi1 B hiicreleri ¢ogaldiginda B hiicresi lenfoid
folikiillerine yeniden girer ve germline merkez olusturur. B hiicreleri gelisimini ikincil lenfoid

organlarinda devam ettirerek hafiza veya plazma hiicrelerine doniisiirler (12).

12.1.4. TREC (T Cell ReceptorExcision Circle) - KREC ( Kappa-Deleting Recombination
Excision Circle) OLUSUMU

Timus ve kemik iligi farklilasmamis hemotopoetik hiicrelerden yeni T ve B hiicresi
olusumunu saglayan 6nemli anatomik bolgelerdir. T ve B hiicre olgunlasirken son asamaya
gelmeden Once programlanmis ve sirali gen diizenlemelerine bagli olarak farkli olgunlagma
adimlarma girerler (13). Olgunlasabilmeleri i¢in uygun bir VDJ rekombinasyonu yapmak
zorundadirlar. Rekombinasyona (yeniden diizenleme) RAG1 ve RAG2’den (rekombinasyon aktive
edici genler 1 ve 2 ) olusan spesifik lenfoid rekombinazlar aracilik eder. RAG1 proteini 12 veya
23 baz cifti bosluklar ile ayrilmis olan heptomerlerden ve nanomerden olusan yiiksek derecede
korunmus RSS (rekombinasyon sinyal sekanslari) ile spesifik olarak ayrilir. RAG1/2 kompleksi
V(D)J diizenlemeleri igin gerekli gen pargalarindaki RSS lerin taninip DNA’ nin kirilma islemini
gerceklestiren genlerdir. Tek tek V(D)J gen segmentlerini ¢evreleyen RSS’ler her bir antijen
reseptor lokusu boyunca dagilir(14). Toplamda 7 antijen reseptor lokusu vardir ve bunlardan 4
tanesi T hiicre reseptor (THR) lokusu olan THRG (T hiicre reseptorii y), THRA (T hiicre reseptorii
o), THRD (T hiicre reseptorii o) ve THRB (T hiicre reseptorii ) lokuslaridir. 3 tanesi ise B hiicresi
spesifik immiinoglobiin geni Igh (Immiinoglobin agwr lokus), Igk (Immiinoglobin kappa lokus),IgL
(Immiinoglobin lambda lokus) lokuslaridir. Ig yapisal olarak degisken ve sabit bolgelerden
olusmaktadir. B hiicre reseptorii agir ve hafif zincirlerden olusmaktadir ve hafif zincir kismi
antijenleri baglayan bolgedir. T hiicre reseptoriide yapisal olarak farkli yapiya sahiptir. T hiicre

reseptorleride a ve B zincirlerinden olusurlar (Sekil 5).
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Sekil 5: T ve B hiicre reseptor yapisi

THRA ve THRB zincirleri ve B hiicre reseptdr agir ve hafif zincirleri olgunlasma
asamalarinda antijen reseptor genlerinin yeniden diizenlenmesi igin reseptorler iiretir. T hiicre
reseptorleri ve B hiicre reseptorleri birden fazla V(D)J genlerini igerir. Fakat THRA ve THRD gen
bolgelerinde D segmenti bulunmadigindan sadece VJ diizenlemesi gergeklestirir. B hiicre reseptor
agir zincirini pre-B hiicresi olusturur ve DJ segmentine V eklenmesiyle kappa hafif zincirinde
olugsmasini saglayarak B hiicre reseptorii olusturulur. Eger hiicrelerde kappa hafif olusmazsa

hiicreler lambda zinciri tireterek cesitlilik saglamis olurlar ve B hiicreleri kana karisir (15).
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Sekil 6: Degisken Bolgede V(D)J Gen Diizenlenmesi ile Halkasal DNA Olusumu

RAG1/2 kompleksi DNA’nin kirilma isleminin gerceklestirerek sac¢ tokasi seklinin
almasina neden olur(16). Fakat endoniikleaz aktivitesi ile bu sa¢ tokasi sekli agilarak hon homolog
and joining ile DNA tamir mekanizmasiyla kirik uglar birlestirlir. Birlestirilmis olan olan bu

kisimdan artik bir gen pargasi elde edilmis olur (17) (Sekil 6).

T hiicrelerinin THRD zincirinin béliinmesinde ortaya ¢gikan dairesel DNA pargalarina T-cell

reseptor excision circle (TREC) denir (Sekil 7).
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A
THRA ve THRD lokusu
Vo segmenti(THRA) THRD lokus Jao ve Co segmenti (THRA)
]
T hiicre gelisiminde V] THRD lokus
diizenlemesi gergeklesir.

Vo segmenti

SRec Wia

Sekil 7: TREC olusumu (18).

Ja ve Co segmenti

+ | TREC

T hiicre reseptor delta lokusunda veniden diizenleme
esnasinda ortaya gikan halkasal DNA parcasi (7REC)

T hiicrelerinde yaklasik %70 oraninda TREC olusumu gorilir (15). B hiicre

olgunlagsmasinda agir zincirlerin yeniden diizenlenemsinin ardindan hafif zincirlerin diizenlemeleri

gerceklesir. 1g kappa (IGK) hafif zincirinin V] yeniden diizenlenmesiyle K-deleting recombination

excision circles (KREC) denilen DNA kalintilar1 olusur. Ig kappa deleting (IGKpg.) ve RSS ile Ig

kappa zincirinden gen segmenti olusur. Bu halkasal ve fonksiyonel olmayan bir DNA parcasidir ve

KREC adini alir (13). KREC B hiicreleri igin belirteg 6zelligi tasir. B hiicrelerinde yaklasik olarak

%50 sinde KREC olusumu gozlenir (15).
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Sekil 8: KREC olusumu (18)

T ve B hiicresi belirtecleri olarak gosterilen TREC ve KREC replikasyon yapamazlar ve
hiicrelerde kalicidirlar. Yenidogan taramalari i¢in aday gosterilen ¢alismalardandir. TREC/KREC
analizleri yapilarak PIY hastaliklarinin erken teshis ve tedavisi icin T ve B hiicre gelisimi kontrolii

saglanmasi hastalar i¢in umut vaad edici olacaktir (19).

12.1.5. TREC/KREC ILE ILGILIi TARAMA TESTLERI

TREC/KREC T ve B hiicrelerinin belirtecleri olan ve replikasyon yapamayan halkasal DNA
parcalaridir. Olusan hiicrelerin sadece birinde bulunurlar bu yiizden hiicrede kalicidirlar. Periferik
kandaki seviyeleri timik ve kemik iliginde olusumuna gore tahmini olarak hesaplanmaktadir. T ve
B hiicre defektlerine bagl olarak gelisen immiin yetersizliklerde TREC/KREC seviyesi belirlenerek
cocuk ve yetiskinlerde bu hiicrelerin gelisiminin incelenmesi yararli olabilir. Bunun i¢in yapilan
tarama calismalart ¢ok kisitli olmasina ragmen birkag Ornegi literatiirde mevcuttur. Hastadan

damardan veya guthrie kartlarindan alinan kan 6rneginden DNA izolasyonu yapilarak kantitatif
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gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu ile analizi yapilabilmektedir. TREC/KREC ve referans
gen olarak goérev yapan TRAC (T reseptor alfa sabit geni ) kullanilarak bir bakteri plazmidi
icersine klonlanmasiyla standart egrileri kantitatif polimeraz zincir reakiyonuyla elde
edilmistir. TRAC , T reseptdr alfa sabit geninde bulunmaktadir. 14q11.2 kromozom iizerinde ve her
bir kromozom c¢iftinde 2 kopya olarak bulunmaktadir. TRAC ‘in kopya sayisit hesaplamalarinda
2’ye boliinerek alinmasi gerekmektedir (Sekil 9).

Chr. 14 n13 pil2 P gill gl2 el 211

Assembly exceptions

Sekil 9: TRAC geninin 14.kromozom iizerindeki lokalizasyonu

Hesaplamalarda 10° lenfosit basmna diisen kopya sayis1 hesaplanmaktadir. Bu kopya
sayilarinin belirlenmesi ile T ve B hiicre gelisimi kontrol edilmis olacak ve hem ¢ocuklar hemde
yetiskinler igin erken bir evrede hastalik siiphesi diisiiniilecektir. Immiinolojik ve genetik testlerle
kesin tan1 konulmus bireyler de uygun tedavilere (kemik iligi transplantasyonu gibi)
yonlendirilebilecektir. Bir calismada saglikli ¢ocuk (0-17 yas) ve yetiskinlerde (24-40 yas) bu
seviyelerin cinsiyete bagl olup olmadigi ¢alisilmis ve TREC seviyesinin yasla ters orantili oldugu
gozlenmistir. Yas seviyesi arttikca TREC seviyesinin azaldigr goriilmiistiir. Fakat bu degisimin
kadin ve erkeklerde farkli oranda azaldig1 gozlenmistir. Kadinlarda ki azalmanin erkeklere oranla

daha yavas oldugu goriilmiistiir.

Ayn1 c¢alisma KREC seviyesi ic¢inde logaritmik hesaplamayla yapilmis ve KREC
seviyesinin ¢ocuklarda TREC gibi yasa bagli olarak azaldig1 gozlensede cinsiyete bagl olarak bir
farklilik g6zlenmemistir. Yetigkinlerde kemik iligi ¢iktilar1 sabit oldugundan KREC seviyesinin
sabit oldugu gozlenmistir.Bu c¢alisma sonuglarina gére TREC ve KREC seviyesinin kendi
aralarinda farkliliklarinin oldugu ve aynm1 zamanda yasa ve cinsiyete baglh farkliliklarinin oldugu
gozlenmistir (20).

Israil’de yapilan baska bir calismada ise agir kombine immiin yetmezlik (AKIY)‘li

bebekler i¢in yenidogan taramasi yapilarak sadece TREC kopya sayisi incelenmistir. Yenidogan

taramasiyla topuk kanindan Guthrie kartlartyla alinan Orneklerden DNA izole edilerek TREC
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analizi yapilmistir. Dogum agirliginin ve gebelik haftasi ile TREC kopya sayisindaki degisiklikleri
incelenmistir. Yapilan tarama calismalarina gore erken dogumlarda, ge¢ doganlara gore TREC
kopya sayisinin daha az sayida oldugu goriilmiistiir. Ayrica TREC kopya sayisnin dogum agirligina
bagli olan iliskisi ortaya konulmustur. Ortalama 1500 g altinda dogan bebeklerin daha az sayida
TREC kopya sayisina sahip oldugu gozlenmistir. Bu calismayla AKIY hastast yenidogan
bebeklerde tarama yapilmasi onlarin tedavilerinin erkenden baslamasi agisindan katki saglamis ve

sekiz bebekten yedisine erken teshis konularak yasama devam etmesi saglanmistir (21).

Bir bagka ¢aligmada ise TREC kopya sayisinin ikizlerdeki diizeyleri incelenmis ve ikiz
bireylerdeki seviyelerin hemen hemen aym oranda oldugu gozlenmistir (21). Giiniimiizde PIY
teshisi zaman almaktave akraba evliliklerinin sik olmasi nedeniyle immiin yetmezlige bagl
oliimler artmaktadir. Bu yiizden TREC/KREC diizeylerinin erken teshiste kullanilmas1 umut vaad

eden calismalar arasinda bulunmaktadir.

12.2. PRIMER iMMUN YETMEZLIKLER (PiY)

Primer immiin yetmezlikler (P1Y); immiin sistemi etkileyen T ve B hiicre fonksiyon
bozuklugu/yoklugu ile karakterize heterojen bir hastalik grubudur (22). Cogu PIY hastaliklari
monogenik Ozellikte olmasma ragmen karmasik poligenik ozellik gosterenleride mevcuttur.
Penetrans, ekspresivite degiskenligiyle birlikte cevresel faktdrler, PIY hastaliginin poligenik
ozellik  gostermesinde  etkilidir. ~ PIY’ler  etkilenen  immiin  bilesenlerine  gore
siiflandirilmaktadirlar. Sonradan kazanilan bagisiklik sistemi etkilenmesiyle primer antikor
yetersizligi (PAY) ve agir kombine immiin yetmezlikler (AKIY) goriilmektedir. Dogal immiin
sistem etkilenmesiyle fagositlerde bozukluklar, Toll benzeri reseptdor (TCR) aracili sinyal
vermeme/tamamlayamama ile karakterize olan tekrarlayan enfeksiyonlara duyarliligin artmasi,

bagisiklik bozulmasina bagli patojen gelismesi durumlari goriiliir (23).

Uluslararas1 immiinoloji Birligi Primer Immiin Yetmezlik Komitesi, 2018 yilinda asagidaki

sekilde PIY smiflandirmasini giincellemistir (24) (Tablo 2).
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Tablo 2:Primer Immiin Yetersizliklerin smiflandirmasi (24)

¥ Primer Antikor Yetmezliklen (PAY)

v Agr Kombine Immiin Yetmezlik (AKTY)

v Sendromlara Eslik Eden Kombine Immiin Yetmezlikler
v" Immiin Disregiilasyon Bozukhiklan

¥" Fagositer Bozukluklar

v" Dogal Immiin Sistem Bozukluklarn

v Kompleman Eksiklikler

¥ Otomflamatuar Bozukluklar

v Fenokopiler

PIY hastalarinin biiyiik cogunlugunda bagisiklik sistemini bozulmasina neden olan etmen T
ve B hiicre iglevlerindeki yetersizliklerdir. B hiicre defektleri antikor yetersizligine sebebiyet verir.
Kemik iliginde B hiicre farklilasmasimnin durmasi veya ger¢eklesememesi sonucunda olgun B
hiicreleri serum immunoglobiilinleri (Ig) bulunmamas: nedeniyle X’e bagli agammagobiilinemi
(XLA) olusabilmektedir. Bu hastalarin ¢ocuk veya yetigkin olanlarda basta akciger olmak tizere
geri dondiiriilemez organ hasari gelisebilmektedir. Bazi gen mutasyonlarunin etkisiylede azalmis B
hiicre sayis1 gozlenmektedir. BTK (bruton tirozin kinaz) gen mutasyonunda %2 den az olgun B
hiicresi ile karakterize hipo-gammaglobiilinemi goriilebilmektedir. XLA hastaligina neden oldugu
bilinen BTK genindeki mutasyondur. Bu hastalarda B lenfositleri gelisememekte ve kanda B hiicre
yoksunlugu goriilmektedir. XLA ve non-XLA hastalarinda tekrarlayan enfeksiyonlar 3-18 ay
arasinda goriiliirken ortalama tanis1 3 yildir. Bu gecikmis teshis hastada pndmani, sepsis, menenjit
ve Oliimciil olabilen diger bakteriyel enfeksiyonlara yol agmakta ve hastalarin bu nedenlerle sik sik

hastaneye bagvurmalarina sebep olmaktadir (15).

T hiicre defekti, hiicresel ve bagisiklik sistemini etkileyen AKIY e sebep olmaktadir. Bu

PIY igerisinde en agir1 ve Sliimciil olamidir. Daha nadir olan ‘Leakly’ ve ‘nude’ varyantlarida
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mevcuttur. PIY hastaligiin tan1 ve tedavi yollarmin arastirilmasi icin T ve B hiicre gelisiminin

incelenmesi hastalar i¢in 6nem tagimaktadir (15).

12.2.1. Primer Antikor Yetersizlikleri (PAY)

Primer antikor yetersizlikler (PAY); primer immiin yetersizlik hastaliklarin en sik goriilen
smifidir(25). PAY hastaliginin en belirgin 6zelligi spesifik antikor tiretiminde eksiklik meydana
gelmesidir. Bu spesifik antikorlar veya immiinglobiilinler ¢ok sayida patojene karsi gorev alan
bagisiklik sistemi i¢in 6nemli olan antikorlardir. Antikorlarin eksikligi ciddi oranda tekrarlayan
enfeksiyonlara sebep olmaktadir. Periferik kanda B lenfositleri,serum Ig diizeyler ve B hiicre
defektine dayali 3 ayr katagoriye ayrilabilir (26). Oncii B hiicre farklilasmasinda
agamaglobulinemi kusurlari, Ig rekombinasyon eksiklikleri ve idiopatik hipogamaglobiilinemi
seklinde kategoriye ayrilmaktadir (27). Aslinda hepsi B hiicresi farklilasmasi ve olgunlasmasindan
etkilenir. B hiicre genlerinde birka¢ genetik defekt saptanirken T hiicrelerinde ekspresse edilen
reseptorleri ve ligandlar1 kodlayan genlerde de tespit edilmistir. Genetik kusurlar ¢ogu PAY
hastalifinin altinda yatan immiinopatolojik hastalik mekanizmalarina dair fikir saglamaktadir.
Ancak idiopatik hipogamaglobiilinemi  kategorisinde altta yatan mekanizma heniiz
bilinmemektedir. Yakin zamanda yapilan ¢alismalar genetik faktorlerin, hasta yasinin, gevresel
maruziyetlerin degismesininde PAY hastaliginin klinik degiskenligini etkiledigini gostermistir(28).
PAY hastalarina ait klinik bulgular, otitis, siniizit, bronsit, tiriner sistem enfeksiyonlari, deri ve

akciger absesi, artrit, lenfoproliferasyondur.

PAY hastalar1 ya ¢ocukluk caginda ya da yetiskin donemde iist ve alt solunum yollarina
sebep olan bakterilere karsi duyarliliklari artabilir. Ayni zamanda agamaglobiilinemi bulunan
hastalar enteroviral enfeksiyonlara duyarhidirlar. Ig replesman tedavisi (Intravendz lg (IVIG) veya
siibketanoz Ig (SCIG) ) PAY hastalarn i¢in sarttir. Siklikla antibiyotik tedavisi ve profilaksisi
enfeksiyonlarin ciddiyetini kontrol etmek i¢in gereklidir. Bazi PAY hastalarinda graniilomat6z
inflamasyon, otoimmiinite, lenfoproliferasyon ve maligniteler gibi ciddi komplikasyonlar
goriilebilmektedir (28). PAY hastalarinin tan1 gecikmesi klinik bulgularin ve laboratuvar
bulgularin degiskenligi degil ayni zamanda farkindaligin sinirli olmasi nedeniyle hala sorun
olmaya devam etmesidir. Avrupa Immiin Yetmezlik Dernegi (AIYD) primer immiin yetmezlik i¢in
cok asamali protokoller tasarlamistir. PAY icin tanisal protokol periferik B hiicresi alt
gruplarindaki anormallikleri dahada optimize etmektir (29). Tanisal gecikme durumunda PAY

ciddi morbiditeye ve erken mortaliteye sebep olmaktadir. Bunun i¢in daha ileri aragtirmalarla yeni
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genetik kusurlarin bulunmasi hastalar i¢in 6nem teskil etmektedir (28). PAY agammaglobiilinemi,
yaygin degisken immiin yetersizlikler (YDIY) ve somatik hipermutasyon olmak iizere
smiflandirilmaktadir (30).

12.2.2. Yaygin-Degisken immiin Yetersizlikleri (YDIY)

Yaygin-Degisken immiin yetersizlikler (YDIY); edinsel hipogamaglobiilinemi, yetiskin
baslangi¢li hipogamaglobiilinemi ve disgammaglobiilinemi olarakta bilinen primer antikor
eksikligi grubudur. Heterojen hastalik grubu olan bu yetersizlikte baskin olarak goriilen durum
hipogamaglobiilinemidir. YDIY, alt ve {ist solunum yollarinda tekrarlayan bakteriyal
enfeksiyonlarla karakterize olan hastalik grubudur. Tekrarlayan siniizit, bronsit, pndmoni klinik
bulgular arasindadir. Bazi hastalarda kronik akciger hastaligi klinik bulgular1 daha kétiileyen
staphylococcus aureus ve pseudomonas aeuroginosa gibi patojenik bakterilerin spektrumunu
degistirebilir (27).

T hiicresi bagisikliginin bozulmasindan kaynaklanip kaynaklanmadigi heniiz kesin degildir.
Bazen normal T hiicre sayis1 ve cogalmasi olan hastalarda gelisir. Kadin ve erkeklerdeki prevelansi
1.200.000 - 1:10 000 arasinda degiskenlik gostermektedir. Yas arttikca daha da zor bir hal
almaktadir. Semptomlar1 ¢ocukluk caginda da yetiskin donemde de kendisini gosterebilir.
Semptomlarin kendisini gostermesi ve tanisi ortalama 3-4 yil kadar siirmektedir. Hastaligin
gecikmeli olarak tanimlanmasi prognozu etkileyebilmektedir. Teshis sonrasi sagkalimin erkeklerde

% 64, kadmlarda % 67 oldugu goriilmistiir (27).

Otozomal dominant ve otozomal resesif kalitim gosteren YDIY genellikle seyrektir ve ¢ok
vakali ailelerde genellikle IgM ve IgA eksikliginin eslik ettigi goriilmektedir (31). Bazi aile
tiyelerinde ise eksikliginden ziyade fazlaligi oldugu gozlenmistir. YDIY hastaliginda genetik
faktorleri tanimlamaya yonelik bir ¢ok ¢aligmalar yapilmistir. Haplotip analizi ile HLA lokusunun
onemli rol oynadigi gorilmistiir (32). HLA lokusu kompleksleri (kompleman faktorleri C2-C4 ve
TNF-a ve mismatch tamir genleri ile birlikte histokompatibilite antijenlerine yonelik genler dahil
olmak {iizere ) oldugundan spesifik gen defektlerini saptamak zordur. Yakin tarihli arastirmalar
MHC smif 2 bolgesinde kodlanan mismatch tamir geninde polimorfik varyantlar oldugunu
gostermistir. Bununla birlikte bu polimorfik varyantlar YDIY hastalarinda kontrollerle
karsilagtirildiginda patojenisi igin yeterli degildir (27). TNF reseptor ailesinin iiyesi olan TACI
(transmembran aktivatorii ve kalsiyum modiilasyonlu siklofilin ligand etkilesimi) geni i¢ndeki

mutasyonlarin YDIY hastalarinin %10 nda goriildiigii tespit edilmistir (33). YDIY hastalarinda
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TACI bolgesindeki heterozigot degisikliklerin amino asit yerdegistirmeleri oldugu goriilmiis ve bu
bireylerde erken stop kodonlari ve ¢ercece kaymasi mutasyonlar1 tespit edilmistir. Bazi klinik
calismalardaki YDIY hastalarinda ICOS gen mutasyonlari gériilmiis ve CD19 molekiilii ile iligkili

gen mutasyonlariinda oldugu tanimlanmistir (34) (Sekil10).

PRKCD, 2.14%

PLCG2, 2.14%

NFKB2, 5.35%

NFKB1, 1.60%

PIK3R1, 4.81%

VAV1, 0.53%

RAC2, 0.53%

BLK, 0.53%

IKZF1 (IKAROS), 3.21%
IRF2BP2, 0.53%

\/
ICOS, 3.74%
\/ TNFSF12 (TWEAK), 0.53%
CD19, 3.74%
CD81, 0.53%

CR2 (CD21), 1.07%
MS4A1 (CD20), 0.53%
TNFRSF7 (CD27), 4.81%
IL21, 0.53%

1 21R 3 21%

B Monogenik Olgular %2-10

[l Genetik mekanizmasi bilinmeyen olgular

Sekil 10: YDIY hastaligina sebep olan genler ve gériilme sikliklari (35)

YDIY hastaliginda genetik mekanizmasi bilinmeyen genlerin etkisinin daha fazla olmasinin
yan1 sira bilinenenlerden en fazla PIK3CD, CTLA4, LRBA gen mutasyonlarinin etkisi
goriilmektedir. Bu hastalarda gen mutasyonlarinin T ve B hiicre gelisimindeki etkilerini

gozlemlemek onem teskil etmektedir.

12.2.3. Somatik Hipermutasyon ve Bozuklugu

Somatik hipermutasyonlar gen segmentlerinde meydana gelen rastgele diizenlemelerdir.
Boylece ¢ok sayida gen segmentinde yeniden diizenlemeler gergeklesir ve gesitlilik olusur. B
hiicre intrinsik immiinoglobiilin class switch rekombinasyon (Ig-CSR) defektleri yiiksek IgM
seviyeleri ve ¢ok diisiik IgG, IgA ve IgE seviyeleri ile karakterize edilen genetik olarak belirlenmis
bir durumdur. Molekiiler mekanizmanin bir fonksiyonu olarak CSR’da, Ig ‘nin degisken
bolgesindeki somatik hipermutasyonlar gosterilmektedir. Ig-CSR defektlerinin arastirilmasi,
antikor olgunlagmasi olayinda goérev alan CSR’nun somatik hipermutasyonun anlasilmasinda
katkida bulundugu goriilmistiir. Suana kadar 4 Ig-CSR defekti belirtilmistir. Bunlardan biri

aktivasyonun indiikledigi AID (sitidin deaminaz) somatik hipermutasyonun altinda yatan
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etkilerdendir ve Ig geni yeniden diizenlenmelerinin indiiksiyonundada roliinii ortaya koymustur.
AID’nin CSR’ye ozgii fonksiyonu AID’nin C-ucunu etkileyen mutasyonlarin CSR’de defekte
neden oldugu tespit edilmistir. Buna bagli olarakta kusurlu somatik hipermutasyonlar ortaya
cikmaktadir. Ayn1 zamanda UNG (urasil-N-glikozilaz) eksikliginide CSR’de defekte yol agtigi
goriilmiistiir (36).

12.2.4. Agir Kombine Immiin Yetersizlikler (AKIY)

Agir kombine immiin yetmezlik (AKIY), T hiicre defektiyle hiicresel ve hiimoral
bagisiklig1 etkileyen bir hastalik grubudur. AKIY’ler ilk kez 60 yil énce tanimlanmis ve T ve B
hiicrelerinin islevlerinin aynt zamanda dogal 6ldiiriicii hiicrelerin eksikleriyle karakterize olan
heterojen bir hastalik grubudur. AKIY genel sikligmin 1/50.000 ile 1/100.000 canli dogumda bir
goriilmektedir. Immiin yetmezlik grubunda en agir ve 6liimciil olan1 AKIY grubudur. Bu bebekler
dogumundan sonra ilk aylarinda kronik ishal ve enfeksiyonlarindan dolay1 gelisemezler. Bunun
yani sira goriilen bir¢cok klinik bulgulari mevcuttur (15). Bunlar, pnémoni, deri dokiintiileri,

organomegali, patojenik enfeksiyonlar, graft-versus-host, kronik ishaldir.

AKIY’in otozomal reseif gecisli oldugu ve sitokin reseptor genleri, antijen reseptdr genleri
gibi bir ¢ok gende mutasyona neden oldugu bilinmektedir. AKIY’in giincel siniflandirilmasi
bozulmus sitokin aracili sinyalizasyon, somatik rekombinasyondaki degisiklikler, 6ncii T hiicre
reseptorii (THR) yoluyla bozulmus sinyalleme, artan lenfosit apoptozu, timus yoklugu, timus
embriyogenezindeki degisiklikler iceren temel genetik ve patogenetik mekanizmalara dayanir ve
belirgin lenfosit fenotiplerini gosterir. Derin bir eksikligi vardir ve mevcut olan bu T hiicreleri
plasentadan gegip genellikle maternal kokenlidir. B hiicreleri AKIY tiiriine bagli olarak normal
sayida veya yok olabilir. Fakat Dogal Oldiiriicii (NK) hiicre sayis1 degiskenlik gosterir (15). Bu
nedenle AKIY T ve B hiicre varligia gore fenotipik olarak 4 grupta smiflandiriimis ve neden
oldugu genlerdeki mutasyonlar Sekill1’de verilmistir. Fenotipik olarak siniflandirilmasi hastaligin
derecesinide ortaya koymaktadir. T lenfosit eksikligiyle karakterize olan bu hastalikta B ve NK

hiicrelerinin varlig1 veya yokluguna gore bulgularin seyri degiskenlik gostermektedir.
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NK { IL2RG,JAK3)
B+
NK+ (IL7R, CD3D)
T-
NK- (ADA, AK2)
B-
NK+ { RAG1/2)

Sekil 11: AKIY smiflandirmasi ve sik goriilen gen mutasyonlar

AKIY vakalarmin %350 sini olusturan TB'NK™ fenotip sinifidir ve agirlikli olarak X
baglantilidir. Interlokin 2 reseptdr gamma zincirini kodlayan IL2RG genindeki mutasyondan

kaynaklanmaktadir. Daha az siklikta goriilen ise JAK3 mutasyonudur (15).

AKIY’in erken tanimlanmasi pediatrik olarak ©nem teskil etmektedir. Erken teshis
edildiginde fenotip suniflandirmasina gore tedavi segenekleri miimkiindiir. Tanimlanma
yapilabilmesi i¢in T ve B hiicre gelisiminin analiz edilmesi erken dliimlerin oniine gegilebilmesini
saglar. Aksi halde bebekler klinik bulgular sebebiyle hayati tehlike tasimaktadirlar. Dogumla

birlikte belli olmayan AKIY yenidogan taramalari igin aday gdsterilmektedir.

12.2.5. Primer Immiin Yetmezlik Hastalarinda Tedavi Secenekleri

Primer immiin yetmezlik tedavileri i¢in yapilan bir ¢ok uygulama bulunmaktadir. Teshisi
zor olan primer immiin yetmezlikte tedavi segceneklerinin arasinda ilk olarak antibiyotik kullanimi
vardir. Bu firsatg1 konakgilar i¢in uygulanan ilk tedavi segenegidir. Digeorge sendromlu hastalarda
T lenfosit eksikligi belirlendikten sonra timus nakli yapilan DiGeorge sendromlu hastalarda T
hiicre repertuarlar1 ve iyi derecede proliferatif T hiicre fonksiyonuyla sonuglanmistir. Hastalarin

%75 inde transplantasyondan sonra sag kalim oldugu goriilmiistiir (37).

Wiskott-Aldrich Sendromlu hastalarda X’e bagli primer immiin yetmezligi tedavisi igin

genetik olarak modifiye edilmis hematopoetik kok hiicre transfiizyonu ile tedavi edilmistir.
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Tedaviden sonra hastalarda T ve B hiicreleri, dogal 6ldiiriicii hiicrelerde ve monosit sayisinda

fonksiyonel olarak diizenlemeler gozlenmistir (38).

Adenosin deaminaz eksikligi (ADA), AKIY’e sebep olan bir bozukluktur. Bunun tedavisi
icin gen terapi, enzim replasman ve hemotopoetik kok hiicre transplantasyonu gibi tedavi
secenekleri mevcuttur. Cogu hastanin hiicresel immiin fonksiyonun diizeldigi gozlenmis bazi
hastalarda ise immiino replesman tedavisi almaya devam ettigi goriilmistiir (39). Sonug olarak
PIY hastalig1 i¢in mevcut olan tedavi segenekleri enzim replesman tedavisi, gen terapi,
hematopoetik kok hiicre transplantasyonu, immiino replesman tedavileridir. Her hastanin tedaviye
yanit siireci degiskenlik gdstermektedir. PIY tanisinin erken konulmas: tedavilerin en kisa siirede

baslamasina olanak saglar ve erken dliimlerin Oniiniline ge¢ilmesini saglamaktadir.

Bu tez projesindeki amaghastalar1 primer immiin yetmezlik alt siniflarina ayrilarak T ve B
hiicre gelisimi kontrolii icin TREC/KREC analizi yapilarak kantitatif olarak incelemektir. Hastalar1
yas uyumlu kontrollerle kiyaslamak ve mutasyona sahip hastalarda mutasyonun fonksiyonel

etkilerini ortaya koymaktir.
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13. GEREC VE YONTEM

Bu calisma Aziz Sancar Deneysel Tip Arastirma Enstitiisii (DETAE) Genetik Anabilim
Dali ve Istanbul Bilgi Universitesi, Genetik ve Biyomiihendislik Boliimii arastirma
laboratuvarlarinda gerekli izinler alinarak yapilmistir. Calisma kapsaminda PIY tanis1 alan
hastalarda ve kontrol grubunda gercek zamanli kantitatif PZR ile TREC/KREC analizleri
yapilmistir.

13.1. GEREC

13.1.1. Hasta ve Kontrol Se¢imi

Bu calisma, Istanbul Tip Fakiiltesi (n=6), Marmara Universitesi Pendik Egitim ve
Arastirma Hastanesi (n=31), Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Hastanesi (n=12), Kocaeli Tip Fakiiltesi
Hastanesi Cocuk Saglig1 ve hastaliklar1 (n=1), Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Cocuk
Saglig1 ve Anabilim Dali (n=1), Kanuni Sultan Siileyman Egitim ve Arastirma Hastanesi (n=1),
Konya Necmettin Erbakan Universitesi Tip Fakiiltesi hastanesi (n=1), Samsun 19 Mayis
Universitesi Cocuk Sagligi ve Anabilim Dallari’'ndan (n=4) toplam n=57 hasta kani alarak

olusturulmustur (Sekil 12-13).

PEDIATRIK HASTA GRUBU

® MARMARA UNIVERSITES] PENDIK
EGITIM ve ARASTIRMA HASTANESI

1,7

=
S

W CERRAHPASATIP FAKOLTESI
HASTAMESI

® ISTANBULTIP FAKULTESI
HASTANESI

m SAMSUN 19 MAYIS TIP FAKOLTESI
HASTAMESI

m ULUDAG TIP FAKOLTES| HASTANES

= KANUNISULTAN SOLEYMAN
EGITiM VE ARASTIRMA HASTANES

Sekil 12: Pediatrik Hasta Saglayan Kurumlar
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YETISKIN HASTA GRUBU

B MARMARA UNIVERSITESI
PENDIKEGITIM VE
ARASTIRMA HASTANESI

m CERRAHPASATIP
FAKDLTESI HASTAMESI

= SAMSUN 18 MAYIS TIP
FAKULTESI HASTAMES]

Sekil13:Yetiskin Hasta Saglayan Kurumlar

Yetigskin grubu, Marmara Pendik Egitim Arastirma Hastanesi (n=8), Cerrahpasa Tip
Fakiiltesi Hastanesi ( n=20 ), Samsun 19 Mayis Tp Fakiiltesi Hastanesi (n=1) ‘den toplamda n=29
hastanin kanlar1 alinarak olusturulmustur. Calisma, PIY tanisi almis yetiskin (n=29) , pediatrik
hasta grubu (n=57) ve immiin yetmezlik harici sebeplerle biyokimyaya basvuran yetiskin (n=29)
ve pediatrik (n=16) kontrol grubuyla ger¢eklesmistir. Kontrol grubu bireyler oksiirtik, cilt kasintisi
vb.. sebeplerle biyokimyaya bagvuran ve yas araliklari dikkate alinarak segilen bireylerdir. Alt
gruplara simiflandirilarak pediatrik hastalarda AKIY tanisi alan (n=9) , PAY tanis1 alan (n=31),
diger (n= 17) hasta ile yetiskin hasta grubundan AKIY tanis1 alan (n=1) , PAY tanisi alan (n=25) ,
diger (n=3) hasta ile ¢alisilmistir. Hasta gruplar1 Sekil 14°teki gibidir..

PEDIATRIK YETiSKiN
7,005 340%
W AKY m AKY
m PAY m PAY
m Diger = DIGER

Sekil 14: Pediatrik ve Yetiskin Hasta Grubu Dagilimlari

Calisma 1.U. Istanbul Tip Fakiiltesi Yerel Etik Kurul’u tarafinca onaylanmis (2017/635) ve
kan o6rnekleri alinan tiim hastalara, ¢alismanin igeriginin detaylari ile anlatan géniillii onam formu

imzalatilmistir. Calismaya dahil edilen hastalarin klinik 6zellikleri ise Tablo 3’de gosterilmistir.
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Tablo 3: Pediatrik Hasta Klinik Bilgileri

N N L Lenfosit | IgG IzA IgM IgE
Hasta No| Hastahk Mutasvon Yas | Cinsivet | WBC
) ) Saysi mg/dl | mg/dl | mg/dl | mg/dl
PEDIY . -
] AKIY ADA 4 E 4600 300 - - - -
PEDIY B .
R - STATL/GOF 4 K 15800 2400 616 20 35 28
PEDIY .
. TDIY - o E - 4000 236 6 19 16
2
PEDIY . .
4 Leaky AKTY Het Artemis - E - - - - - -
PEDIY R
5 PAY 13 E 6200 3200 842 116 60 6.3
PEDIY - -
6 - STAT3 6 K TR00 4300 1475 57 a7 36242
PEDIY _
_ - STAT1 o E 1400 - 362 n a1 17
PEDIY ~
e - DOCES 14 K 1600 1400 2570 6 62 183
PEDIY | Sendromikhbul
- 11 E 6.8 - 2110 163 < =1
& gular
PEDIY .
0 TDIY - 17 K 2300 R 114 12 21 17
PEDIY .
1" YDIY - 13 E 3900 1800 248 13 20 1
PEDIY12 - - 13 E - - -
PEDIY13 YDIY - K OG0 4000 1100 227 123 40,5
PEDIY14 YDIT - 13 E . 1300 336 6 23 17
PEDIY13 PAY - 17 E - - - - - -
PEDIY16 YDIT - E 8500 3300 2150 58 126 73
PEDIV17| Lezky AKIY - 9 K
PEDIY18 YDIT - 16 E . 2600 151 4 10 2
PEDIY19 PAY - 3 E G000 2000 812 <f E) | 13
PEDIY20 PAY - 3 E - - - - - -
= Sendromik -
PEDIY21 - 17 E 7.0 - 467 1003 13 -
bulgular
PEDIY22 AKIY - E 440 1100 553 33 39 26
Sendromik B B B
N TACI 12 K 2000 243 13 63 16
PEDIT23| Bulgular
ATM gen
Sendromk .
~ hemozigot 7 E 6200 1200 664 2 416 <1
PEDIY24| Bulpular
h pleuif2valis
| Sendromik B B
PEDIY23 - 13 E 80 331 <17 60 3
Bulgulzr
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PEDIY26 YDIY - 18 K 700 105 16 15 17
PEDIY2T STAT3 K 9450 | 3000 1618 76 84 | 25833
PEDIY28 PAY - 14 E 4600 200 27 48 2
PEDIY29 PAY - 9 K 4900 <143 6 355 <17
PEDIY30 PAY - 9 E 14000 89 2 82 12
PEDIY31 PAY - 18 K 13600 309 17 119 <17
PEDIY32 PAY - 13 E 3900 336 6 25 17
PEDIY33 PAY - 5 E 5200 182 44 105 19
PEDIY34 PAY - 15 E 6300 320 5 1444 -
PEDIY33 PAY - 1 K 3610 129 5.8 16,8 2
PEDIY36 PAY - 5 E 6740 1540 0 94 5
PEDIY37 PAY - 7 K 3420 434 0 14 0
PEDIY38 PAY - 7 K 10990 - -
Sendromik
PEDIY39 Bulgular - 13 K 2500 600 1060 18 175 3
PEDIY40 STAT3 E - -
PEDIY41| AKIY - - E - - - i R
PEDIY42 PAY - 4 K 6600 - 186 25 63 12
PEDIY43 PAY NFEE 5 E 5700 - 190 14 18 57
PEDIY44 PAY - 16 E 2000 - 1918 | 369 76 0
PEDIY45 PAY - ] K 5600 - 923 61 67 <
PEDIY46 PAY - 16 E 8300 y 73 4 12 <2
PEDIV47 PAY y 7 K 10000 - 345 7 48 =2
PEDIY48 PAY - & K 13300 - 180 &1 68 g
PEDIY49 PAY - ] E 20300 . 769 157 127 372
Sendromik
PEDIY30 Bulgular - 5 K 2200 | 1300 - - -
PEDIYS1 DIGEORGE | . E ) ) ) ] ]
PEDIYS2 DI GECRGE . E . . . _ .
PEDIY33 AKIY - - E - - - - -
PEDIYS4| AKIY - - E - - - - -
PEDIY33 - Monozomi7 | 13 E - 1400 453 7 21 17
PEDIY56 AKITY - 13 K - 1100 421 60 11 164
PEDIY37 AKTY -
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(PEDIY: Pediatrik immiin yetmezlik hasta, YDIY: Yaygin-degisken immiin yetmezlik, AKIY:
Agir kombine immiin yetmezlik, NFKB: Nuclear factor kappa B, STAT1:Signal transducer and
activator of transcription 1. STAT3: Signal transducer and activator of transcription 3). Hastalik
grubunda bos olan siitunlarda mutasyon sahibi ve diger ( oksiiriik, ates, kusma vb.. ) hastalar yer

almaktadir.
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Tablo 4: Yetiskin hasta klinik bilgileri

Hasta Lenfosit IgG IgA IeM IgE
Hastahk Mutasyon | Yas | Cinsiyet | Whe
No Sayis1 mg/dl | mg/dl | mg/dl | mg/dl
YETIY s -
. TDIY - 30 E - 1000 350 0 2.9 16
YETIY .
N TDIT - 26 K 11500 2300 357 68 16 16
YETIY -
3 - cD19 23 E - 11300 - - - -
YETIY s -
B TDIY - 22 K - 3300 143 6 47
YETIY
) Send Bulgular - 34 K 74 - - - - -
]
YETIY ;
s PAY - 36 K 1700 - 141 18 20 <
YETIY .
. AKTY - 22 K - 1100 421 60 11 164
YETIY s -
] TDIY - 23 E - 2300 425 7 21 16
YETIY
PAY - 21 E - - - - - -
g
YETIY )
PAY - 12 E - - - - - -
10
YETIY .
Leakdy AKIY - 23 E -
11
YETIY
PAY - | E - -
12
YETIY FPIE3ICD
FIE3CD 26 K 15100 230 43 603 1
13 Eksddign
YETIY
YDIY - 46 K -
14
YETIY
YDIT - 42 K
13
YETIY
YDIY - 38 E
16
YETIY
F'i _ YDIT - 36 K
YETIY
YDIY - 34 K
18
YETIY
YDIY - 63 E
1%
YETIY
YDIY - 33 E
0
oy |- || x
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YETIY .
YD - 37 K
p¥
YETTY .
N YDIY - 42 K
L3
YETTY .
YDIY - 60 E
p7]
YETTY .
YDIY - 45 E
25
YETTY .
YDIY - 37 E
26
YETTY -
- YDIY - K
YETTY .
YD - K
28
YETTY -
wg YDIY - E

(YETIY: Yetiskin immiin etmezlik hastasi, YDIY: Yaygin-degisken immiin yetmezlik, AKIY:
Agir kombine immiin yetmezlik, PIK3CD: Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphate 3-Kinase
Catalytic Subunit Delta)

Pediatrik hastalarin yaslarmin ortanca degeri 11, minimum ve maksimum degerleri (1-18) cinsiyet
dagilimi ise E:32/K:25 dir. Yetigkin hastalarin yaslarinin ortanca degeri 33, minimum ve

maksimum degerleri (19-63), cinsiyet dagilimi ise E:14/K:15 dir.

13.1.2. PZR materyali

e LC480 probes master (2x)
e 96 kuyucuklu plaklar
e 10X R buffer

13.1.3. Kullanilan Cihazlar

o Otomatik pipetler (Eppendorf)

o Ceker ocak (Kermanlar)

o Buzdolabi ve derin dondurucu (+4°C, -20°C, -80°C) (Argelik, Sanyo, Bosch, )
o Masaiistii mini santrifiij ( Hettich, Eppendorf)

o Elektroforez aleti (Stratagene)
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o PZR cihaz1 (Lightcycler480)
. PZR cihaz1 (Techne)

o Vorteks (Kermanlar)

o Spektrofotometre (Nanodrop)
o Eppendorf thermomixer cihazi
o Hassas Terazi Shimadzu

. Sogutmal1 Santrifiyj

. Calkalamal1 inkiibator

. Inkiibator

13.1.4. Kullanilan Kitler
. LC480Probe Master Kit, Roche

o High Pure PCR Template Preparation Kit For Genomic DNA Kit, ROCHE
o AllPrep Plazmid DNA Mini Kit, QIAGEN

13.1.5. Kullanilan Kimyasallar

o Etidyum Bromiir Sigma, Almanya
o EDTA Sigma, Almanya
. Agaroz, Invitrogen, Isvicre

13.1.6. Tampon c¢ozeltiler

1-Agoroz jel yiikleme tamponu (50X)
ddH20(20ml) igerisinde %0,5 Bromfenol mavisi, %60 gliserol olacak sekilde hazirlandi.
2-50X TAE(Tris-Asetik asit-EDTA)

100 ml EDTA (0.5M)
242 g Tris baz,
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57,1 g Glasiyal asetik asit

1 It distile su ile tamamlanarak 20-25 dakika otoklavda sterilize edildi.
3-Ampisilin(100g/L)

2 gram ampisilin sodyum tuzu 20 ml’e tamamlandi. 0,2 mikrometrelik (um) filtreden
gecirildi ve 1 ml’lik stoklar halinde —20 C°’ de saklanda.

4-LB medyum agar kat1 besiyeri

NZY broth 7 gr,

Agar 5 gr,

200 ml distile su ile tamamlanarak 20 dakika otoklavlandi. Belirli uygun sicaklikta iizerine

400 ul ampisilin antibiyotik eklenerek 5 ayr1 petri kaplarina dokiildii. Sogumasi beklenerek
+4 C°’de saklandi.

13.2. YONTEM

13.2.1. DNA izolasyonu ve miktar tayini

Hastalardan EDTA’l1 tiiplere alinan kan 6rnekleri kit protolokii (High Pure PCR Template
Preparation Kit For Genomic DNA Kit, ROCHE) uygulanarak izole edildi. DNA o6lgiimleri
miktar tayini Spektrofotometre cihazi (Nanodrop) ile 6l¢iildii (Sekil 15).
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200 pl Omek

!

ProtemazK

prtvie e

Yikama soliisyorm 2
kere

Eliisyon solisyonu

Sekil 15: DNA izolasyon asamalari

Kullanilan DNA” larin hepsi 10 ng a sulandirilarak ¢alismalara devam edildi.

13.2.2. PLAZMID URETIMIi

13.2.2.1. Transformasyon

TREC/KREC ve TRAC kopya sayilarinin pozitif kontrolii ve hastalardaki kopya
sayilarinin belirlenmesi amaciyla tic DNA kalintilarinin da bulundugu plazmid

kullanildi. Plazmidler italya’dan alindu.

100 pl DHS5a ve Topl0 igerisine vektor aktarildi. 5 pl E.coli plazmid DNA si ile
birlikte tiipe konularak 30 dk buzda bekletildi.

Is1 soku cihazinda (Eppendorf thermomixer) 45-50 sn 42 °C’de bekletilerek sonra 3
dk buza alind1.

Ampfisilin icermeyen besi yerinden 500 pl alinarak DNA igeren tiipe alinarak
falkona aktarildi.

37 °C’de calkalamal1 inkiibatorde 1 saat bekletildi. 3 ayr1 petri kabina ates yaninda
esit olarak cam ¢ubukla dagitildi.

37 °C’de inkiibasyona birakilarak 1 gece beklendi.
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e Platelerdeki koloniler pipet ucu yardimiyla toplanarak 4 ayr1 falkon igerisine

birakildi. Uzerlerine 3 ml LB siv1 besiyeri ve 3 pl ampisilin konuldu.
e 37 °C’de galkalamali inkiibatorde 1 gece beklendi. Plazmidlerin ¢ogalmasi amaciyla

beklendikten sonra DNA izolasyonu agsamasina gegildi.

13.2.2.2. Plazmidden DNA izolasyonu

Plazmidden DNA izolasyonu icin ‘AllPrep plazmid DNA Mini Kit, QIAGEN’ kit
protokolii uygulandi. DNAmiktar tayini i¢in Spektrofotometre (Nanodrop) ile ol¢iildii (Sekil 16).

Plazmid barmmdrian
hakteri kiiltiiri

v

Binding
Soliisyonu

Spin l

Yikama
Soliisyonu

Spin l

Eliisyon
Soliisyonu
Spin l

izole edilmis
plazmid

Sekil 16: QIAGEN kit protokolii ile plazmid DNA eldesi

13.2.2.3. Polimeraz zincir reaksiyonu
TRAC-TREC-KREC gen bolgelerini ¢ikarabilmek amaciyla PZR yapildi.

TRAC, SPEI bolgesinde (367 bp)
TREC, HindIII bolgesinde(168 bp)

KREC, PCR site bolgesinde(380 bp) (Sekil 17)
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lezaATe ] (i ] [t

|

CAG GAA ACA GCT ATG ACC ATG ATT ACG CCA KREC AGC TTG GTA CCG AGC TCG
GTC CTT TGT CGA TAC TGG TAC TAA TGC GGT TCG A AC CAT GGC TCG AGC

Aa.rfw [ Spel ] [ Bstx1__|[ EcoRI ]
‘ CTA GTA ACG GCC GCC AGT GTG CTG GAA TTC

|
GAT CCA| ¥
| AT TGC CGG CGG TCA CAC GAC CTT AAG

CTA GGT GAT CJ TCRAC

|

[ EcoRl BstX |

GCC CT T TREC A JAG GGC GAA TTC TGC AGA TAT CCA TCA CAC
A T TC CCG CTT AAG ACG TCT ATA GGT AGT GTG

CGG GA|A

Xho | [ Nsit T] _Xbal [1]
TAT TAC

TGG CGG CCG CTC GAG CAT GCA TCT AGA GGG CCC AAT TCG CCC TAT AGT GAG TCG
ACC GCC GGC GAG CTC GTA CGT AGA TCT CCC GGG TTA AGC GGG ATA TCA CTC AGC ATA ATG

\ }

|

Plac_lacZ
ac lacZa

s
A
.
|

Sekil 17:3 bolge igeren plazmid haritasi (20).

Total 20 pl olacak sekilde 3 ayri karisim hazirland1 (Tablo 5). Eppendorf thermomixer

cihazinda kosullari, 1 saat 37 °C olacak sekilde hazirlandu.
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Tablo 5: PZR da kullanilan malzemeler ve konsantrasyonlari

iCERIK KONSANTRASYON MIKTAR.
R Buffer 10X 2ul
Enzim 10w/l 0.5 ul
dH,0 ; 75l
DNA 10ng 10 pl
TOPLAM ; 20 pl

13.2.2.4. Agoroz jel Hazirlama

PZR iiriinlerinin bant boylarin1 gozlemlemek amaciyla %?2’lik agoroz jel hazirlandi. 1 ¢
agaroz 50 ml 1X’lik TAE tampounda ¢ozildi ve 2,5 pl (%10’luk) etidyumbromiir eklendi. 20
dk donmas1 beklendikten sonra 200 bp lik marker kullanilarak 6rnekler yiiklendi. 80 V' tampon
¢ozelti igerisinde 20-25 dk yiiriitiildi. Yiritiildiikten sonra jel goriintiisii alindi (Sekil 18).

Sekil 18: Plazmidden yapilan PZR jel goriintiisii
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13.2.3. PLAZMID KOPYA SAYISI HESABI

Plazmid biiyiikliigliniin 4,846 bp oldugu ve bp basina ortalama kiitlenin 1.096 x 10-21 g/ bp
oldugu diisiintilerek kopya sayisi hesab1 yapilmistir.

m, = (4,846 bp) x (1.096 x 10 g/bp) = 5,311.216 x 10 g = 5.311 x 10™® g (20).
Total Agirligr (Dalton) = 3,19E+6°dir.

Avagadro sayis1 = 6,02E+23 “dir.

0,000000001*6,02E+23/3,19E+6 = 1,89E+8 ng/ul

Buna gore 1 ng ‘da ki kopya sayist 1,89E+08 dir. Bizim iirettigimiz plazmidlerin
spektrofotometredeki DNA konsantrasyonlari ise; 140,3 ng ve 70 ng dir.

Buna gore asagidaki tabloda ( Tablo 6) diliisyon oranlari olusturulmustur.

Tablo 6: Konsantrasyona gore plazmid diliisyon hesabi

Molekiller agirhk (g]) Total Agirhk{dalton)

5,31E-18 3, 19E+06

nanogram,/H Kopya sayisi Hedef kopya sayisi Diliisyon total plasmid (Hl) H20 (pl)

1 1,83E+08

140,3 2,65E+10 2,00E+08 132,58 265,167 2 263,17

70 1,32E+10 2,00E+08 66,00 132 2 130,00
2,00E+07 100 10 (st9) 90
2,00E+06 100 10 (st8) 90
1,00E+06 100 50 (st7) 50
1,00E+05 100 10 (sto) 90
1,00E+04 100 10 (st5) 90
1,00E+03 100 10 (st4) 90
1,00E+02 100 10 (st3) 90

10 100 10 (st2) 90
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Gerekli olan seyreltmeler yapilarak hedeflenen konsantrasyonlar elde edildi (Tablo 7).

Buna gore;

1x10°%-1x10°-1x10*1x10%-1x10%-1x10*  seklinde seyreltme yapilarak son konsantrasyonlar
olusturuldu.  Kullandigimiz standartlar 1x10° dan itibaren kullamlacag i¢in o degerler
kullanilmistir. RT-PCR yaparken totalde 5 pl plazmid DNA s1 kullanildig1 i¢in konsantrasyonlar1 5

ile carpilarak hesaplanmustir.

Tablo 7:Standart Konsantrasyonlari

EONSANTRASYONx Sul SON KONSANTRASYON
1x108x 5 5x10¢
1x106x 5 5x10°
1x104x 3 5x104
1x10°x 3 5x10°
1x102x 35 5x104
1x101x 3 5x101

13.2.4. RT-PZR TRAC/TREC/KREC

TREC/KREC kopya sayilarmin hastalarda ve kontrollerde belirlenmesi amaciyla
Lightcycler480 cihazi kullanilmistir. Referans gen olarak TRAC (T hiicre reseptor alfa sabit geni )
kullanilmigtir. Gen bdlgelerine ait prob ve primer dizileri asagidaki gibidir (Tablo 8).

Tablo 8: TRAC, TREC ve KREC primer/prob dizileri

Primer

TREC ileri S'-CACATC CCTTTC AAC CAT GCT-3'

TREC geri S-TGCAGG TGC CTA TGC ATC A-3°

KREC ileri S-TCCCTTAGT GGC ATTATTTGT ATC ACT-3

KREC geri 5-AGGE AGC CAG CTC TTA CCCTAG AGT-3

TRAC ileri 5-TGG CCT AAC CCT GAT CCT CTT-3

TRAC geri S-GGATITAGA GTCTCT CAG CTG GTA CAC-3

Prob

TREC prob S-FAM-ACA CCTCTG GTTTITGTA AAG GTG CCC ACT-TAMRA-3'
KREC prob S-HEX-TCT GCA CGG GCA GCA GGT TGG-TAMRBA-3'

TRAC prob S'-FAM-TCC CAC AGA TAT CCA GAA CCCTGA CCC-TAMPBA-3'
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PZR reaksiyonunda son hacim 20 ul olacak sekilde hazirlanmistir (Tablo 9).

Tablo 9: RT-PCR Karigimi

icerik Konsantrasyon Miktar
LCA30 probes. Master X 10 pl
Mix

Forward Primer 100 pM 1 pl
Beverse Primer 100 pM 1 ul
Proh 20U 0.25 pl
dH.O 275l
DNA 10 ng 5
Toplam Milktar 201

RT-PCR kosullart; 1X (50°C 2 dk), (95°C 10 dk), 40X (95°C 15 sn), ( 60°C 1 dk).

Her bir pozitif kontrol ve hasta 6rnekleri duplike olarak calisilmistir. Tasarimi Tablo
10’daki gibi yapilmustir.
Tablo10: LIGHTCYCLER 480 calisma semasi
'_/%! — —'I:
106 10¢ 10¢ 10¢ 10* 1 107 107 10# 10¢ 1t 1t
TRAC
B Hastz | Hasta | Hasta | Hasta | Hastz | Hasta | Hastas | Hastz | Hasts | Hasts | Hastz | Hasts
1 1 2 2 3 3 4 4 3 3 6 6
C
TREC 106 10¢ 10¢ 10¢ 10* 1 10# 10# 10% 10¢ 1t 1t
D Hastz | Hasts | Hastz | Hastz | Hastz | Hasta | Hasts | Hastz | Hastz | Hasts | Hastz | Hasts
: 1 1 2 2 3 3 4 | 4 5 5 6 6
E
KREC 106 10¢ 10¢ 10¢ 10* 1 107 107 10# 10¢ 1t 1t
F Hasta | Hasta | Hasta | Hastz | Hasta | Hasta | Hasta | Hastz | Hasta | Hastz | Hasta | Hastz
1 1 2 2 3 3 4 4 3 3 & &
G TRAC | TRAC | TREC | TREC | KREC | KREC
NEG |NEG |NEG |MEG |NEG | NEG
H
- .}
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A ve B kuyucuklar1 TRAC gen bolgesini,

C ve D kuyucuklar1 TREC gen bolgesini,

E ve F kuyucuklar1 KREC gen bolgesini icermektedir.
G kuyucuklarina negatif kontroller yerlestirilmistir.

Standartlarda olusan konsantrasyonlar ise tablodaki gibi elde edilmistir (Tablo 11).

Tablo 11: Standartlarda hedeflenen kopya sayis1 ve RT-PCR da elde edilen konsantrasyonlar

Imz  Pos Mame Type cP Concentration = Standard
= E1 | sidd Standard 1746 4 99EA 5.00E6
= E2 | cid Standard 1748 4 49EA 5 00ES
= E3 =S Standard 2077 5.24E5 5.00ES
= B4 | =sdS Standard .78 5.21E5 5.00ES
= Ef | sidd Standard 2437 4 87E4 5.00E4
= E5 | sidd Standard 24 31 4 82E4 5.00E4
= EF | =sid3 Standard 2743 G.11E3 5.00E3
= ER | sid3 Standard 2782 542E3 5.00E3
= ED | =2 Standard 31.50 4 55E2 5.00E2
=l | E10 | sid2 Standard 375 3.89E2 5.00E2
=l | E11 | sidi Standard 3500 5.35E1 5.00E1
=l | E12 | sidi Standard 35.00 5.35E1 5.00ET

Standartlarda hedeflenen Cp degerlerine ve konsantrasyonlarina sekildeki gibi ulagilmistir.
Her standarttan 5 ul kullanildigi igin 5 ile ¢arpilarak konsantrasyonlari girilmistir. Her bir
standart 3 ayr1 gen bolgesi i¢in duplike olarak kullanilmistir.

32
0 \
Error: 0.00706 g 20
Efficiency: 1968 & 25| \\
Slope: -3.692 2 9y
“fIntercept: 42,14 B o0 \—\_\\_\
Link: 48 440 £ %0 “\\-\_\K
18]

-

3 4 5
Log Concentration

Sekil 19: TRAC gen bolgesi igin elde edilen plazmid standart egrisi
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Standard Curve

35
= —_——__——_‘_‘———__
Error: 0.0141 2 H\%_‘_\
Efficiency: 1.893 &
Slape: -3.531 2. TTT—
‘intercept: 42.04 2 \—“‘\_\
Link: 5,094 g
S 20 T
2 3 3 5 B
Log Concentration
Sekil 20: TREC gen bolgesi i¢in elde edilen plazmid standart egrisi
Standard Curve
35
Evrar: 000631 2
mror; 0. = ___\——k___R_‘
E fficiency: 1.900 e £
Slope: 3587 2| T
Ylnkercept 41.92 7 \—__\_\
Link: 4,972 =
5 an] T
2 3 4 5 5

Log Concentration

Sekil 21: KREC gen bolgesi igin elde edilen plazmid standart egrisi

13.2.5. TRAC-TREC-KREC KOPYA SAYISI HESABI

RT-PZR da elde edilen sonuglara gére TRAC-TREC ve KREC bolgeleri duplike calisildigi
icin 2 konsantrasyon degeri igermektedir. Bu sebeple degerlerinin ortalamalar1 alinarak excelde
kopya sayisi hesabi yapilmigtir. Kopya sayis1 absolute quantifikasyon ile degerlendirilip ve
hesaplamalar agagidaki gibi yapilmistir. TRAC/2 olmasinin sebebi her bir kromozomda 2 kopya

sayisina sahip olmasidir. Bu nedenle 2’ye boliinerek hesaplamalara katilmistir. 10° carpimi 1 ml

periferik kandaki ortalama lenfosit sayisin1 temsil etmektedir.

TREC KREC
6 6 .
TRAC /2 x 10° ve TRAC/2 X 10° seklinde yapilmustir.

Bu hesaplamalara gore hasta Ornekleri igin excel hazirlanarak ortalama TREC/KREC

kopya sayis1 hesaplamalar1 yapilmistir. Her 6rnek duplike calisildigr i¢in oncelikle ortalamalari

alinarak igsleme devam edilmistir (Tablo 12).
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Tablo12:Ornek kopya sayisi hesabi

TRAC ORT. TREC ORT. KEREEC ORT. TRAC/2 ‘I'RECII'RAC 10%6 KREC/TRAC 10%6
1,36E+05 1,44E+02 1,34E+02 6.80E+04 212E-03  2,126+03° 1,97E-03  1,97E+03

13.2.6. Istatistiksel Analiz

Iki gruplar arasi farkliliklar t-test kullanilarak hesaplanmistir. Coklu karsilastirmalarda one-
way ANOVA testi kullanilmistir. P<0.05 istatistiksel olarak anlamli olarak kabul edilmistir.
Grafikler Graphpad Prism Demo 5 (Updating Prism Windows 5.00,USA) programi yardimiyla

olusturulmustur.
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14. BULGULAR

14.1. Yetiskin ve Pediatrik Hastalarda TREC/KREC Kopya Sayilari

Yapilan genel degerlendirmede, immiin yetmezlik hastalarinin TREC kopya sayilari,
kontrol gruplart ile kiyaslandiginda daha diisiik seviyede oldugu goriilmiistiir (t-test p<0.0001)
(Sekil 22- a). Yirmidokuz hastanin 13’{iniin (%44,8’i) TREC kopya sayisi bakimindan saglikli

kontrol grubunun altinda kaldig1 gézlenmistir.
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Sekil 22:Yetigkin immiin yetmezlik hastalarinda ve kontrollerde a) TREC kopya sayilari b)) KREC
kopya sayilar1. Kirmizi ¢izgi kontrol grubunun en alt sinirin1 (en diisiik kopya sayisini) temsil

etmektedir.

KREC seviyelerine bakildiginda genel degerlendirmede istatistiksel olarak anlamli
olmamakla beraber hastalarin kontrol grubuna gore daha az seviyede kopya sayisina sahip oldugu

goriilmiistiir (p=0.1461) (Sekil 22-b). Yirmidokuz hastanin 9’unun (%31) kontrol grubunun alt
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smiriin altinda kopya sayisina sahip oldugu goriilmiistiir. Kopya sayist bakimindan kontrol

grubunun altinda kalan hastalar kirmiz1 ¢izgiyle belirtilmistir.

Pediatrik hastalarda TREC kopya sayisinin kontrol grubuna gére anlamli derecede azaldigi
bulunmustur (t test p<0.0001) (Sekil 23-a). Elliyedi pediatrik hastanin 21 tanesinde kontrol
grubunun altinda TREC kopya say1s1 gézlenmistir.
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Sekil 23: Pediatrik immiin yetmezlik hastalarinda ve kontrollerde a) TREC kopya sayilar1 b) KREC
kopya sayilar1. Kirmizi ¢izgi kontrol grubunun en alt sinirini (en diisiik kopya sayisini)

temsil etmektedir.

Pediatrik hastalarda KREC kopya sayisinin kontrol grubuna gore anlamli derecede azaldigi
bulunmustur (t test p<0.0001) (Sekil 23-b). On hastanin kontrol grubunun altinda KREC kopya

sayist oldugu gbézlenmistir.
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14.2. Hastalik alti gruplarma gore (PAY, YDIY ve AKIY) TREC/KREC kopya sayilarimin
degerlendirilmesi

Yetiskin ve pediatrik hastalar primer immiin yetmezlik alt siniflarina ayrilarak referans gen
TRAC ve TREC/KREC bakimindan minimum-maksimum ve ortanca degerleri belirlenmistir (Tablo
13).

Tablol13: Yetiskin hasta grubu ve kontrol grubundaki TREC/KREC sayilari

TRAC Kopya sayzst TREC Kopya sayist | KREC Kopya sayist Hasta sayisi
Ortanca (Min-Maks) Ortanca (Min-Maks) Ortanca (Min-Maks) (n)
AKIY 49000 1870 10600 1
PAY 71300 (9650-315000) 1020 (87-3100) 1830 (174-17800) 27
TANISI 8450 1090 1
KOYULMAMIS 1090
KONTROL 151000 (11100-1850000) 3850 (703-38300) 3800 (903-29100) 29

Bu verilere gére AKIY’e sahip olan YETIY11 kodlu hastanin TREC kopya sayis1 1870
iken KREC kopya sayist 10600 oldugu gozlendi. Yas uyumlu kontrolle kiyaslandiginda kopya
sayisinin diisiik oldugu gozlenmistir. KREC kopya sayisinin ise TREC kopya sayisina oranla daha
yliksek oldugu goriilmistiir. PAY hasta grubunun ise TRAC medyan kopya sayist hesaplamasina
gore hem TREC kopya sayisinin hemde KREC kopya sayisi bakimindan daha az seviyelerde
oldugu goriilmiistiir. Diger olarak siniflandirilan ve tanist konulmamis hastanin seviyelerinin

referans geniyle kiyaslandiginda TREC/KREC seviyelerinin normal seviyelerde goriilmiistiir.

Yetiskin kontrol grubu TREC kopya sayist bakimindan minimum 703, maksimum 38500
kopya sayisina sahipken, KREC kopya sayis1 bakimindan mininum 903, maksimum 29100 oldugu

gbzlenmistir.

Yetiskin PAY hasta grubu ayr1 olarak degerlendirildiginde asagidaki sekil elde edilmistir
(Sekil 24).
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Sekil 24: Yetiskin PAY grubu hastalarinin @) TREC kopya b) KREC sayis1 bakimindan control

grubuyla karsilastiriimasi.

PAY hasta grubunun TREC bakimindan kontrol grubuyla kiyaslandiginda anlamli derecede daha
az kopya sayist icerdigi gozlenmistir (t-test p<0.0001). PAY hastalarinin 13’{iniin kontrol
grubunun alt sinirinin da altinda kaldigr gértilmistiir. Kopya sayisit bakimindan kontrol grubunun

altinda kalan hastalar kirmizigizgiyle belirtilmistir (Sekil 24-a).

Yetigskin hastalardan PAY grubunun KREC kopya sayisi istatistiksel olarak anlamli
olamamakla beraber azalmis olarak gozlenmistir (p=0.20). PAY hastalarinin 13 tanesinin kontrol
grubunun alt simirmin daha da altinda kaldigr goriilmiistiir. Kopya sayist bakimindan kontrol

grubunun altinda kalan hastalar kirmizi ¢izgiyle belirtilmistir (Sekil 24-b).

Pediatrik hastalarda da AKIY ve PAY grubu ayr1 ayr1 degerlendirilerek referans gen TRAC
ve TREC/KREC kopya sayist min-maks ve ortanca degereri hesaplanmistir. Buna goére asagidaki
bulgular elde edilmistir (Tablo 14).
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Tablo 14: Pediatrik hastalar ve yas uyumlu kontrollerde saptanan TREC/KREC kopya

sayilar1
TRAC kopya sayist TREC kopya sayist KREC kopya sayist Hasta
Ortanca (min-maks) Ortanca (min-maks) Ortanca (min-maks) (n)
AKIY 58300 (34900-96500) 2110 (0 — 9880) 5620 (6 — 31600) 9
PAY 47700 (12500-408000) 2280 (211-13700) 5920 (1020-30600) 31
KONTROL 18900(8450-27900) 17400(2800-199000) 37200 (3190-206000) 16

Pediatrik kontrol grubu TREC kopya sayist minimum 2800-maksimum 199000 iken KREC
kopya sayis1 ise minimum 3190- maksimum 206000 oldugu gdzlenmistir. AKIY grubunda referans
gen ortanca kopya sayis1 58300 iken 2110 TREC kopya sayisina sahip oldugu goézlendi. Ayni
zamanda 5620 medyan KREC kopya sayisina sahip olan hastalara bakildiginda TREC kopya
sayisina gore yiksek seviyelerde oldugu gozlenmistir. Bu durumun sekil halinde gosterilmesi

asagida verilmistir (Sekil 25)
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Sekil 25: Pediatrik AKIY grubu hastalarin kontrol grubuyla a) TREC kopya sayis1 b) KREC
kopya sayis1 (Kirmizi nokta: PEDIY 53, Mavi nokta: PEDIY 54 no’lu T-B-hastalar)
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Pediatrik AKIY hastalarinin TREC kopya sayilar1 kontrol grubuna gére istatiksel olarak
anlamli derecede az seviyelerde oldugu goriilmiistiir (t-test p< 0.0001) (Sekil 25-a). PEDIY4
numarali hastanin TREC kopyasayisina hi¢ sahip olmadig1 gézlenmistir. PEDIY 54 no’lu hastanin
TREC kopya sayist 6 iken PEDIY53 no’lu hastanin 23 kopya sayisinin oldugu goriilmiistiir. Ayni
zamanda PEDIY 56 no’lu hastanin 229 kopya sayisina sahip oldugu dolayisiyla kontrol grubunun
altinda kalan hastalar oldugu belirlenmistir. Bu hastalar AKIY grubu igerisinde en diisiik kopya

sayisina sahip olan hastalardir.

Pediatrik AKIY hastlaarinin KREC kopya sayisi karsilastirildiginda TREC seviyelerine
gore daha yiiksek fakat kontrol grubuna gore daha az seviyelerde oldugu istatistiksel olarak anlamli
oldugu goriilmiistiir (t-test p< 0.0001) (Sekil 25-b). TREC kopya sayisi bakimindan az olan
PEDIY4 no’lu hastanin KREC kopya sayisinin 4300 oldugu goriilmistiir. PEDIY53 no’lu hastanin
KREC kopya sayisininda 6 civarinda oldugu goriilmiistir. PEDIY54 no’lu hastanin KREC kopya
sayisinin 46 oldugu gozlenmistir. PEDIY 56 no’lu hastanin ise KREC kopya says1 3160 civarinda
oldugu goriildii. TREC kopya sayisina oranla daha yiiksek bir seviyede oldugu gézlenmistir.
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Sekil 26: PAY hasta grubunun kontrol ile TREC/KREC kopya sayis1 bakimindan karsilastirilmasi
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Pediatrik PAY hastalarinda TREC kopya sayisinin kontrol grubundan daha diisiikk oldugu
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (t-test p< 0.0001) (Sekil 26-a). Otuz bir PAY hastasinin
%354,8’nin kontrol grubunun kopya sayisi1 bakimindan altinda kaldigi goriilmiistiir. PEDIY 10 no’lu
hastanin en diisiik TREC kopya sayisina sahip oldugu gézlenmistir. Hastanin 123000 referans gen
kopya sayis1 oldugu fakat 211 TREC kopya sayisina sahip oldugu gézlenmistir.

Pediatrik hastalar KREC kopya sayis1 bakimindan degerlendirildiginde hastalarin kontrol
grubundan daha az kopya sayisina sahip oldugu istatistiksel olarak anlamli oldugu goriilmustiir (t-
test p< 0.0001) (Sekil 26-b). 31 PAY hastasinin %17,2 nin ise kontrol grubunun alt sinirimin da

altinda kaldig1 goriilmiistiir.

14.3. Yas araliklarina gore saghkh kontrollerde TREC/KREC kopya sayis1 analizi

Yetiskin kontrol grubunda elde edilen TREC/KREC kopya sayilarini yas araliklarina gore
de analiz edilmistir (Sekil 27).
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Sekil 27: Yetigkin kontrol grubu yas araliklarina gére TREC/KREC kopya sayisi

Elde edilen deney sonuglarina goére TREC kopya sayisinin yasa bagli olarak zamanla
anlamli derecede azalma gosterdigi goriilmiistiir (one-way ANOVA p=0.0136) (Sekil 27-a).
KREC kopya sayisi ise TREC seviyelerindeki gibi yasa bagli olarak azalma gostermemistir (one-
way ANOVA p=0.7534) (Sekil 27-b).

Pediatrik kontrol grubu yas araliklarma ayrildiginda asagidaki seviyeler elde edilmistir
(Sekil 28).
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Sekil 28: Pediatrik kontrollerin yas araliklaria gore TREC/KREC kopya sayilari

Pediatrik kontrollerin yas araliklarina gére TREC kopya sayisina bakildiginda anlamli olmamakla
birlikte yasa bagl olarak azalma gozlenmistir (one-way ANOVA p=0.8654) (Sekil 28-a). KREC
kopya sayisina bakildiginda yine anlamli olmamakla beraber yasa bagli azalma gozlenmemistir
(one-way ANOVA p=0.5537) (Sekil 28-b).

14.4. Yas araliklarina gore immiin yetmezlik hastalarinda TREC/KREC kopya sayis1 analizi
Pediatrik ve yetiskin immiin yetmezlik hastalar1 yas gruplarina ayrilarak analiz edildi.

Yetiskin hastalar yas gruplarina ayrildiginda TREC kopya sayilarinin gittikge azaldigi gézlendi
(Sekil 29).
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Sekil 29: Yetiskin hastalarin ve kontrollerin yas araliklarina gore TREC/KREC kopya sayilari

19-30 yas hastalar yas uyumlu kontrol grubuyla kiyaslandiginda TREC kopya sayilarinin
anlamli derecede azaldig1 oldugu gézlenmistir (t-test p<0,0001). Aym sekilde 31-42 yas hastalar
yas uyumlu kontrollerle kiyaslandiginda seviyelerinin anlamli derecede azaldig1 goriilmiistiir (t-test
p<0,0001) 45-63 yas hastalarin kontrol grubuyla kiyaslandiginda TREC kopya sayilarinin diisiik
oldugu gozlenmistir (t-test p=0.005). Hastalarin yasa bagli olarak TREC seviyelerinde azalma
gozlenmistir (Sekil29-a).

Yetiskin hastalarn KREC kopya sayilarina bakildiginda yasa bagli olarak azalma
gozlenmemistir. Buna karsin 19-30 yas hasta ve yas uyumlu kontrollerle kiyaslandiginda anlaml
bir azalma goriilmemistir (t-test p=0.1293). 31-42 yas hasta ve yas uyumlu kontrollerle
kiyaslandiginda anlamli bir azalma gozlenmemistir (t-test p=0.5942). 45-63 yas hastalarda
kontrollerle karsilastirildiginda anlamli bir azalma gozlenmemistir ( t-test p=0.7297) (Sekil 29-b).

Pediatrik hastalar yas araliklarina gore siniflandirilip analiz edilmistir (Sekil30 a-b).
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TRAC/TREC copy number

Sekil 30: Pediatrik hastalarda yas araliklarina gore a) TREC kopya sayis1 b) KREC kopya sayisi

Pediatrik hastalarda, yetiskin hastalarin aksine TREC kopya sayisinin yas grubuna bagh
olarak azalma g6zlenmemistir. Kontrol grubuyla kiyaslandiginda 0-10 yas aralifindaki hastalarin
TREC kopya sayilarinin az olmasi1 anlamli olarak bulunmustur (t-test- p<0.01). KREC kopya sayisi
ise hastalarda hemen hemen ayni1 degerlerde goriilmiistiir. Kontrol grubuyla kiyaslandiginda 0-10
yas araligindaki hastalarin KREC kopya sayilarinin az olmasi anlamli olarak bulunmustur ( t-test

p<0.014) (Sekil 30-b).

Pediatrik ve yetiskin hastalarda cinsiyete gére TREC/KREC kopya sayilari asagida

verilmistir.
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Sekil 31: Cinsiyete gore a) TREC kopya sayis1 b) KREC kopya sayis1 ( PEDIY E: Pediatrik erkek,
PEDIY K= Pediatrik kadin )

Pediatrik hastalarda cinsiyete bagli degisimlere bakildiginda TREC kopya sayilarinda
anlamli olmamakla beraber kopya sayilar1 yakin seviyelerde gortilmiistiir (t-test p=0.8656). KREC

kopya sayist bakimindan anlamli olmamakla beraber erkeklerin kadinlara oranla daha az

seviyelerde oldugu goriilmiistiir (t-test p=0.0935).
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Sekil 32: Yetigkin hastalarda cinsiyete gore TREC/KREC kopya sayilari

Yetiskin hastalarda cinsiyete bagl olarak TREC kopya sayis1 anlamli olmamakla beraber
yaklasik benzer seviyelerde oldugu gozlenmistir (t-test p=0.09679). KREC kopya sayisi ise erkek
bireylerde anlamli olarak daha yiiksek seviyede oldugu gézlenmistir (t-test p=0.0113) (Sekil 32)
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14.5. Mutasyona sahip olan hastalarda TREC/KREC kopya sayilari

Mutasyona sahip olan hastalarda mutasyonun etkilerini ortaya ¢ikarmak amaciyla TREC/KREC
seviyeleri belirlenmistir. Pediatrik ve yetiskin grupta mutasyona sahip olan hastalarin kopya

sayilar1 asagida verilmistir (Tablo 15).

Tablo 15: Mutasyon sahibi hastalarda TREC/KREC kopya sayilari

TREC KREC
Gen Kopya Kopya .
Mutasyonu Sayisi Sayisi Hasta No
Kombine Bve T ADA 441 7330 PEDIY].
immiine vetm ez ik
Heterozigot ;
DCIREIC 0 4380 PEDIY 4
8970 45800 PEDIY 2
STATI
MSMD .
2350 7060 PEDIY 7
NFKB 2990 10600 PEDIY43
PIK3CD 1840 3930 YETIY3
Yavgm Degisken
immiinY etm ez ik
bozukingu TACI 8090 8010 PEDIY23
CDIg 2080 907 YETIY12
7720 5550 PEDIY 6
STAT3 1230 12100 PEDIY27
HIESs
4870 20200 PEDIY40
DOCKS 4440 18000 PEDIY 8
Agwhkh Antikor
Yetersizligi : I .

Agammaglobiilinemi Monozomi? 2270 1510 PEDIY 55
DNA hasari kusurlar: ATM 1280 3920 PEDIY24
Sentrom t‘l.'.]k instabilite 143 870 PEDIYS51

ve yiizeysel

anomalilerle immiin 22q11del

vetmez ik .
136 125 PEDIY52

MSMD: Mendelian susceptibility to mycobacterial diseases,

HIESs: Hyperimmunoglobulin E syndrome
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15. TARTISMA

Primer immiin yetmezlikler (PIY); insan bagisiklik sisteminin kusuru sonucu ortaya ¢ikan
nadir ve heterojen bir hastalik grubudur. T ve B hiicre hasarina veya fonksiyonel olmamasina bagl
olarak goriilen PIY hastaligin {ilkemizdeki sikligi tam olarak bilinmemektedir. Diinya Saglik
Orgiitii (WHO) tarafindan 150°den fazla PIY fenotipi oldugu bildirilmistir. Bu hastaligin gergek
insidans1 ancak populasyonlara 6zgii yenidogan ve toplum taramalar1 ile miimkiin olacaktir.Immiin
yetmezlik tanisi, klinik bulgular ile destekleyici immiinolojik ve molekiiler genetik testler ile
koyulabilmektedir (40). Bu yiizden hastalarm tan1 ve tedavi siiregleri gecikmektedir. Ozellikle
sebebi bilinmeyen ve tan1 koyulamadan gergeklesen yenidogan Oliimlerinin aydinlatilmasi igin
spesifik tarama testlerine ihtiya¢ vardir. Tan1 konulabilen hastalar i¢cin kemik iligi nakli vb tedavi
yontemleri hayat kurtaricidir. TREC/KREC kopya sayist analizleri hizli sonug alinabilen,diisitk
maliyetli ve yiiksek hassasiyette testler olup, toplum tarama ¢alismalarina iyi bir adaydir. TREC ve
KREC DNA pargalar1 PIY hastaligi icin kullamishi ve bilgi verici biyobelirteclerdir ve erken
teshisinde kullanimi hizla yayginlagmaktadir.

Bu tez calismasinin hedefi, PIY diisiiniilen hastalarda, kantitatif olarak TREC/KREC kopya
sayilarini analiz ederek T ve B hiicre gelisimi hakkinda bilgi sahibi olmaktir. Bu amacla 6ncelikle
iilkemizde PIY diisiiniilen hastalarda ve saglikli populasyon taramalarinda kullanilabilecek bir
yontem oturtulmustur. Bu sayede saglikli ve hastalardaki diizeyler karsilastirilarak yenidogan
doneminde hizli bir sekilde immiin yetmezlik siiphesi olan bireyler kesin taniya
yonlendirilebilecektir. Ikinci olarak mutasyon saptanan bireylerde TREC/KREC kopya sayilari
belirlenmistir. Grubumuzun Onceki ¢alismasinda immiin yetmezlik hastalarinda en sik goriilen
genler i¢in mutasyon panelleri olusturulmus ve bu hastalar olasi gen mutasyonlar1 agisindan
taranmistir (41,42). Boylece hastaliga neden olan patojenik varyasyonlarin T ve B hiicre
gelisimlerinin etkileyip etkilemedikleri goriilmiistiir. Son olarak immiin yetmezlik tanis1 ya da
stiphesi ile ilgili kliniklerden yonlendirilen hastalarin T ve B hiicre gelisimlerini gérmek ve taniy1

dogrulamak ya da dislamak amaciyla TREC/KREC kopya sayisi analizleri gergeklestirilmistir.

Bu calismada yas ve cinsiyet uyumlu saglikli kontrol drneklerinde de TREC/KREC kopya
sayilar1 belirlenmistir. Literatiirde saglikli pediatrik ve yetiskin populasyonlarda yapilmis kisith
sayida calisma bulunmaktadir (19,20,43). Bu galismalardan birinde pediatrik ve yetiskin saglikli

kontrol grubu ¢alisilarak normal seviyeler belirlenmeye ¢alisilmistir. Elde edilen bulgular saglikli
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cocuk (0-17 yas) ve yetiskinlerde (24-40 yas) TREC seviyesinin yasla ters orantili oldugu
gostermektedir. Yas arttikga TREC seviyesinin azaldigi bildirilmektedir. Oysa KREC kopya
sayisinin yasa bagl azalma gostermedigi bildirilmistir (20). Tiirkiye’de yapilmis boyle bir ¢alisma
mevcut degildir. Bizim g¢alismamizin bulgulart da mevcut literatlir bulgusu ile ayni yondedir;
TREC kopya sayisi yasa bagli olarak azalirken, KREC kopya sayilarinin yasa bagli zamanla azalma
gostermedigi goriilmistiir. Yetiskinlerde yasa bagli olarak TREC kopya sayilarinin azalmasi
periferik hiicre boliinmesi ve yagsla iligkili timik aktivitenin azalmasi nedeniyle yetigkin hastalarda
yasa bagli azalma goriilmesine sebep oldugu bir ¢alismada bildirilmistir (20). T hiicreleri timusta
olgunlastig1 icin timik aktivitenin yasa bagli olarak azalmasi hiicrelerin olgunlagamamasina ya da
fonksiyonel olmamasina sebebiyet verdigi diisiiniilmektedir. Timik aktivitenin azalmasi timusta
olgulasan T hiicrelerini etkilemesi TREC kopya sayisinin buna bagli olarak zamanla azaldigini
gostermektedir(44). Yetiskinlerde KREC kopya sayilariin yasa bagli seviyelerinde degismelerin
olmamasinin sebebi timus yerine kemik iliginde olgunlagmalaridir. Ayni1 ¢alismada bu hastalarda
cinsiyete bagli TREC/KREC seviyeleri ortaya konulmaya c¢alisilmistir. Cinsiyete gére ayrim
yapildiginda pediatrik grupta TREC kopya sayisi bakimindan kadinlarin kopya sayilarinin
erkeklerle hemen hemen ayni seviyelerde oldugu ortaya konulmustur. Yetigkin grupta ise
erkeklerde daha fazla azalma orani oldugu saptanmistir. KREC kopya sayist bakimindan
incelendiginde ise cinsiyete bagli degisim gézlenmemistir (20). Bizim ¢alismamizda da pediatrik
ve yetiskin hasta grubunda cinsiyete bagli TREC kopya sayist bakimindan anlamli bir fark
bulunmamistir. KREC kopya sayisi bakimidan inceledigimizde yetiskin erkeklerde anlamli
derecede daha fazla oldugu, pediatrik grupta ise anlamli olmamakla beraber kadinlarda daha
yiiksek seviyelerde bulunmustur. Bu calismanin kisitliliklarindan birisi ulusal referans degerlerinin
bulunmamasi, bu tez kapsaminda galisilan saglikli bireylerin sayilarinin az olmasidir ve hasta
gruplarda literatiirde cinsiyete bagli bir g¢alisma goriilmemesidir. Her ne kadar T ve B
hiicrelerindeki azalma immiin yetmezlik olgularinda son derece diisiik olsa da, daha 1limli formlara
sahip riskli bireylerin (leaky SCID vb) ortaya ¢ikartilabilmesi i¢in daha giivenilir referans
degerlere ihtiya¢c vardir. Yenidogan taramalari diinyada bir ¢ok {lilkede yliriirliige girmistir.
Ulkemizde de bu konuda devam eden bir calisma bulunmaktadir ancak sonuglari heniiz
yayinlanmamistir. Yenidogan taramalar1 sayesinde hizli bir sekilde immiin yetmezlik siiphesi olan
bireyler kesin tanmiya ve tedaviye yonlendirilebilecektir. Baska iilkelerde hastalarla yapilan
yenidogan calismalari mevcuttur (19,43). Ornegin Iran’da PIY hastalarinda yenidogan taramalari

icin TREC/KREC seviyeleri belirlenmistir. Fakat ¢aligma 3.2 mm kuru kan lekesinden yapilmis ve
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minimum-maksimum TREC kopya sayis1 12-445 iken KREC kopyasi 6-489 olarak bulunmustur
(43). Bizim c¢alismamiz ise 10 ml’lik kandan gerc¢eklesmistir. Dolayisiyla kopya sayilarimizin

minimum-maksimum degerleri arasinda farkliliklar bulunmaktadir.

Gen mutasyonlarmin T ve B hiicre gelisimi {zerine fonksiyonel etkilerininin
degerlendirilmesi i¢in Onceki ¢alismalarimizda hastalikla iliskili patojenik varyasyon saptanan

hastalarda ¢alismaya dahil edilmistir. Klinik hastalik alt gruplarina goére incelendiginde ;

Agwr Kombine Immiin yetersizlik (AKIY) hastalarmda ADA ve DCLREIC gen mutasyonlari

saptananolgularin immiin fenotip bulgular1 T-B- AKIY olduklarmi dogrulamistir. DCLRELC geni
V(D)J rekombinasyonlari esnasinda DNA kirilma isleminden sorumlu olan proteini kodlar ve ayni
zamanda AKIY hastalarinda en sik mutasyona ugtayan genlerden biridir.(45). Bizim bulgularimiz
da bu hastalarda hem TREC hem de KREC diizeylerinin diisiik oldugunu dogrulamaktadir. ADA ve
DCLRELIC gen mutasyonlarina sahip hastalarda T ve B hiicrelerinin olgunlasamadigi
goriilmektedir. T hiicrelerinin olgunlagmamasinin hastalarda TREC kopya sayisinin olmamasina
sebebiyet verdigi diisiiniilmektedir. AKIY hastaligina neden olan ADA mutasyonlarmn, T ve B
hiicre lenfopenisinin yani sira hiicresel ve hiimoral immiinitenin bozulmasina sebep oldugu da
onceki calismalarda gosterilmistir. Bir calismada ADA mutasyonuna sahip olan hastalarin diisiik
TREC/KREC kopya sayisina sahip oldugu ve iki yil igerisinde gelisememekten otiirii 6lebildigi
belirtilmistir (46). Bu nedenle hastalarin erken teshisi i¢in TREC/KREC kopya sayilarinin erkenden

belirlenerek enzim yerine koyma tedavilerine baglamalar1 6nem teskil etmektedir.

MSMD (‘““Mendelian susceptibility to mycobacterial diseases”) grubuna dahil bir STAT1

mutasyonu tasiyan hastada TREC kopya sayilarinin diisiik oldugu gosterildi. STAT1, T hiicre
islevlerinden sorumlu, ¢oklu immiin sistemde gorev alan protein liretimi i¢in talimatlar saglar.
STAT1/GOF mutasyonu aktif STAT1 proteinin defosforilasyonunu azaltir. Buda c¢ekirdekte
fosforile edilmis STAT1 birikmesine yol agar. Kalici olarak aktif olan STAT1 sitokinler ve STAT3
araciligiyla T hiicre reseptorlerininin olusumunu engeller. STAT1 etkileyen GOF mutasyonlari
interlokinlerin azaltilmig {iretimi ile karakterize edilen kusurlu T hiicre olusumuna sebebiyet
vermektedir (47). Bu hastada az sayida TREC kopya sayist olmasi mutasyonun T hiicrelerini

etkiledigini gostermektedir.

Yaygin degisken immiin_yetmezlik (YDIY); fenotipine sahip hastalarda CD19, TACI, PIK3CD,

NFKB genlerinde mutasyonlar1 saptanan hastalarda TREC ve KREC kopya sayilari incelenmistir.

Mutasyonlarla ilgili yapilan TREC/KREC c¢aligmalari literatiirde mevcuttur. Bir ¢aligmaya gore
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CD19 mutasyonuna sahip hastanin diisiik TREC/KREC kopya sayilarina sahip oldugu
bildirilmistir. (48). Bizim ¢alismamizda da CD19 mutasyonuna sahip olan hastanin TREC/KREC
seviyeleri incelendiginde KREC diizeyinin klinik ve genetik bulgularla uyumlu olarak son derece
diisiik oldugu belirlenmistir. PIK3CD gen mutasyonuna sahip olan hastalarin TREC/KREC kopya
sayisinin diisiik olmasi diisiik B hiicre fonksiyonuna sahip oldugunu gostermistir. Bu mutasyonun
T fonksiyonunuda zayiflattig1 ve yetersiz antijen reseptor sinyalinin oldugu daha 6nce baska bir
calismada bildirilmistir (49). Bizim ¢alismamizda KREC kopya sayisi TREC kopya sayisinin 3 kati
oldugu tespit edilmistir. TACI mutasyonu YDIY hastalar1 arasinda goriilen en sik mutasyona
ugrayan gendir. TACI gen mutasyonuna sahip olan hastanin kontrol gen ile TREC/KREC kopya
sayist bakimindan kiyaslandiginda anlamli bir fark gériilmemistir. Bu hastanin T ve B hiicrelerinin
olgunlastigi fakat fonksiyonel olmadig1 diisiiniilmektedir. NFKB mutasyonuna sahip olan hastalar
genellikle hafif klinik bulgular tasimaktadirlar. NFKB sinyali ¢esitli sayida uyaranlara karsi hem
dogustan hemde adaptif immiin yanitin diizenlenmesi i¢in kritik, karmagik ve korunmus bir yoldur.
NFKB sinyalinin immiin hiicre farklilagmasini ve ikincil lenfoid organlarin olusumunu diizenledigi
bilinmektedir. Bu sinyal yolundaki fonksiyon kaybinin immiin yetmezlik bozukluklara sebebiyet
verdigi goriilmiistiir. KREC kopya sayisinin TREC kopya sayisina gore yaklasik 3 kat daha yiiksek
seviyede oldugu gorilmistir. NFKB de meydana gelen sinyal bozuklugunun B hiicre
fonksiyonunda azalmaya sebep oldugu buna bagli olarak bazi hastalarda daha fazla azalmis T
hiicre fonksiyonuna sebebiyet verdigi bir ¢alismada belirtilmistir (50). Bu hastanin ¢alismaya gore
TREC/KREC kopya sayist bakimindan diisiik olmast mutasyonun T ve B hiicre gelisimi
etkilediginden Otliri anlamli bir durumdur. Bizim ¢alismamizda ise bu hastanin KREC kopya

sayisinin TREC kopya sayisina gore yaklasik 3 kat daha yiiksek seviyede oldugu goriilmiistiir.

HIESs (“‘Hyperimmunoglobulin E syndrome”) grubunda STAT3 ve DOCK8 gen mutasyonuna

sahip bireyler saglikli kontrollerle kiyaslandiginda daha az dentrik hiicre, dogal dldiiriicii hiicreler
ve T hiicreler tespit edilmistir. Bunun yan1 sira bellek B lenfositlerinin azalmis fonksiyonlarida
bagisiklik sistemindeki kusurlarini ortaya koymaktadir. Bu hastalarda hematopoetik kok hiicre
transplantasyonu disiiniilebilir (51,52). Bizim grubumuzdaki hastalardada TREC kopya sayilarinin
KREC kopya sayilarina gore daha diisiik oldugu dolayisiyla ¢alismalarla uyumlu olarak

bulunmustur.

Agirlikly antikor yetersizligi agammaglobiilinemi simifina dahil Monozomi 7 hastalarinda B hiicre

farklilasmasinda agamaglobulinemi kusurlar1 goriilmektedir (27). Bundan dolayr KREC kopya
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sayilarmin diisiik olmasi beklenilen bir durumdur. Bizim ¢alismamizda bir monozomi 7 hastasinda

KREC kopya sayilar diisiik bulunmustur. Literatiirde bagka bir ¢alismaya rastlanmamustir.

DNA hasart kusurlarindan olan ATM mutasyonu nérolojik defektlere ve immiin yetmezlige sebep

olan bir genetik hastaliktir. Diisiik immiinoglobin seviyeleri mevcuttur. Hastalarda T lenfosit yani
sira B lenfosit eksikligi oldugu goriilmektedir (53). Bizim ¢alismamizdaki hastanin TREC/KREC

kopya sayisinin diisiik olmasi1 hastaligin T ve B hiicrelerini etkiledigini gostermektedir.

Sentromerik stabilite ve viizeysel anomalilerle immiin yetmezlik grubuna dahil 22qdell ]

mutasyonu T hiicre bakimindan az sayiya sahip olmasi ve &zellikle T hiicre negatif AKIY
durumunun olugmasi literatiirde mevcuttur. TREC kopya sayisinin ¢ok diisiik olmasi Di George
Sendromu’nun (DGS) erken teshisine katki saglar (54). DGS hastalarinda T hiicrelerinin yani sira
B hiicrelerininde yoklugu goriilen bir ¢aligmada belirtilmis bir durumdur (55). Bu ¢alismayla
uyumlu olarak bizim c¢alismamizdaki hastada diisik TREC/KREC kopya sayilarinin oldugu
belirlenmistir. Bu hastalarda hematopoetik kok hiicre transplantasyonu sonucu iyi olmamasina
ragmen kardesinden alman kok hiicre tedavi ig¢in umut olabilmektedir (56). Timus

transplantasyonu bu hastalarda onerilen tedaviler arasindadir (57).

Mutasyon durumu belli olan hastalarin yam sira, herhangi bir mutasyonu bilinmeyen ve
immun yetmezlik siiphesi ile gelen hastada da bu tez c¢aligmasi kapsaminda degerlendirilmistir.
Hastada referans gen kopya sayisi ile TREC/KREC kopya sayilarina bakildiginda immiin yetmezlik

ve mutasyon tanisiyla gelen hastalar kadar bir fark bulunmamastir.

Mutasyona sahip olmayan sadece immiin yetmezlik tanisiyla gelen ve kontrol grubunun en
diistik seviyesinin altinda kalan (kirmiz1 ¢izgi altindakiler) yetiskin hastalarin TREC kopya sayist
bakimindan yagslarina bagl olarak daha diisiik seviyelerde oldugu goriilmiistiir. KREC kopya sayisi
bakimindan incelendiginde kirmizi ¢izgi altinda kalan hastalarin hepsi YDIY hastalaridir. Pediatrik
immiin yetmezlik grubu hastalarindan TREC/KREC bakimindan kontrol grubunun en alt sinirinin
altinda kalan hastalarin (kirmiz1 ¢izgi altindakiler) diisiik Ig seviyelerine sahip olan hastalardir ve
sonuclarla uyumlu bir durumdur. Kirmizi1 ¢izginin altinda kalan diger hastalar ise mutasyona sahip

olan hastalardir ve ayr1 olarak degerlendirmeye alinmistir.
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Sonug olarak bu tez ¢alismasiyla ;

1-

TREC/KREC seviyelerinin belirleyebilecegimiz, taramalara uygun, hizli, hassas ve diisiik

maliyetli bir yontem optimize edilerek oturtulmustur.

Yetiskin ve pediatrik immiin yetmezlik olgular1 TREC/KREC kopya sayilari analiz

edilerek T ve B hiicre gelisimleri agisindan arastirilmistir.

Mutasyona sahip hastalarda TREC ve KREC seviyelerinin tespitinin mutasyonun

fonksiyonel etkilerini ortaya net bir sekilde koyabildigi gosterilmistir.

Immiin yetmezlik siiphesi ile degerlendirilen hastalarin kisa siire icerisinde T ve B hiicre

gelisim durumlarina dair glivenilir bir yaklagim oldugu gosterilmistir.

PZR’a dayali kantitatif TREC/KREC analizlerinin PIY icin kullanish bir biyobelirteg

oldugu ortaya konulmustur.
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