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engellenebilir.
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iliskin lisansiistii tezlerle ilgili gizlilik karari, tezin yapldigt kurum tarafindan verilir *. Kurum ve kuruluslarla
yapilan isbirligi protokolii gergevesinde hazirlanan lisansiistii tezlere iliskin gizlilik karari ise, ilgili kurum ve
kurulusun dnerisi ile enstitil veya fakiiltenin uygun goriisii iizerine iiniversite yonetim kurulu tarafindan verilir.
Gizlilik karari verilen tezler Yiiksekogretim Kuruluna bildirilir.

Madde 7.2. Gizlilik karari verilen tezler gizlilik siiresince enstitii veya fakiilte tarafindan gizlilik kurallar: cergevesinde
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OZET

Yaz, i. Yaygin Degisken immiin Yetmezlik Hastalarimin Klinik, Immiinolojik ve
Genetik Ozelliklerinin B Hiicre Alt Grup Ozellikleri ve KREC Sayilar ile
Korelasyonunun Arastirilmasi. Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri Entitiisii
Immiinoloji Programm Yiiksek Lisans Tezi, Ankara, 2019. Yaygin Degisken
Immiin Yetmezlik (YDIY/CVID), B hiicre farklilasmasi ve antikor yapiminda
bozukluk ile seyreden, asilara zayif yanit olusmasi ve tekrarlayan enfeksiyonlar ile
karakterize olan primer antikor eksikliklerinin heterojen bir grubudur. Son yillarda, B
hiicre popiilasyonlarinin fenotiplendirmesine dayanarak hastaligin siiflandirilmasina
yonelik  girisimlerde  bulunulmustur.  Kappa-silici  rekombinasyon eksizyon
halkalarinin (KREC) miktar tayinine dayanan ger¢ek zamanli kantitatif polimeraz
zincir reaksiyonu (RT-gPCR) testi B hiicre hastaliklarinda kullanilmaktadir.
KREC'ler, kemik iliginde, B hiicre reseptorii (BHR) genlerinin V(D)J yeniden
diizenlenmesi sirasinda ortaya g¢ikan epizomal DNA pargalaridir. Bu ¢alismada
Hacettepe Universitesi, Tip Fakiiltesi, Cocuk Sagligr ve Hastaliklar1 Anabilim Dali
Immiinoloji Béliimii'nde YDIY tanisi alan 30 hastanin akim sitometri testi ile B hiicre
alt gruplari, RT-gPCR testi ile de KREC sayilar1 41 saglikli kontrol ile karsilastirilarak
degerlendirilmesi hedeflenmistir. Hasta grubunun yag ortalamasi 28.5+£15.6 yil idi.
Cinsiyetler arast dagilim oran1 1/1 idi. Ebeveyn akrabalig1 oran1 %33 olarak bulundu.
En sik bagvuru sikayeti sik enfeksiyon idi. IgM seviyeleri normal diizeyde olan 6 hasta
(%20), IgA seviyeleri normal diizeyde olan 2 hasta (%6,67) vardi. Yirmi hastanin
(%66,67) CD19" hiicre sayis1 yasa gore diigiikken, 14 hastanin (%46,67) CD4" hiicre
sayist diisiikti. Sagikli kontrol grubunda yas arttikca B hiicre sayilarmin azaldig
goriildii, B hiicre alt gruplarindan transisyonel B hiicre, naif B hiicre ile yas arasinda
negatif korelasyon bulundu. Kontrol grubunda KREC sayilar1 cinsiyetten
etkilenmiyordu ve artan yas ile birlikte azalmaktayd: (p<0,01). Kontrol ve hasta
gruplarina ait toplam B hiicre sayilar1 ile KREC sayilar1 arasinda pozitif korelasyon
saptanmustir (p<0,01). Calismada ayrica saglikli popiilasyona ait yasa gore B hiicre alt
grup sayilar1 ve KREC sayilari elde edilmistir. Kontrol grubunda B hiicreleri ve KREC
diizeyinin yagla olan negatif korelasyonun degerlendirilmesi, immiin yaslanmanin

gosterilmesi agisindan da dnemli olabilir.

Anahtar kelimeler: YDIY, B hiicre, KREC, RT-qPCR, akim sitometri
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ABSTRACT

Yaz, I. Investigation of the Correlation Between Clinic, Immunologic and Genetic
Features with B Cell Subgroup Characteristics and KREC Levels of Common
Variable Immunodeficiency Patients. Hacettepe University, Institute of Health
Sciences, Immunology Program, Master's Thesis, Ankara, 2019. Common variable
immunodeficiency (CVID) is a heterogeneous group of primary antibody deficiencies
characterized by recurrent infections and poor response to vaccines with defects in B
cell differentiation and antibody production. In recent years, attempts have been made
to classify CVID based on immunophenotyping of B cell populations. Real-time
quantitative polymerase chain reaction (RT-qPCR) for quantification of Kappa-
Deleting Recombination Excision Circles (KRECS) is used for neonatal screening of
B cell immunodeficiencies. KRECs are episomal DNA fragments that occur during
V(D)J rearrangement of B cell receptor (BCR) genes in bone marrow. 30 patients
diagnosed with CVID in Section of Pediatric Immunology, Hacettepe University,
Ihsan Dogramaci Children’s Hospital were included in this study. B cell subgroups of
CVID patients were evaluated by flow cytometry, KREC levels of the patients were
measured with RT-gPCR and evaluated in comparison with 41 healthy controls. The
mean age of the patients was 28,5+15.6 years. The distribution between the genders
was 1:1. 33% of patients have consanguineous parents. The most common complaint
of admission was frequent infection. There were 6 patients (20%) with normal IgM
levels and 2 patients (6.67%) with normal IgA levels. CD19" cell counts were low in
20 patients (66.67%) while 14 patients (46.67%) had low CD4* cell numbers. There
was a decrease in the number of B cells of the controls with the increasing age
(p<0.01). Transitional B cells and naive B cells were inversely correlated with age
(p<0.01). KREC levels were not different between genders. However, KREC level
was inversely correlated with age only in healthy controls (p<0.01). Total B cell
numbers were positively correlated with KREC levels of patients and controls
(p<0.01). In the study, B cell subgroup numbers and KREC levels in the normal
population in our unit were obtained according to age. Evaluation of the inverse
correlation between B cells/KREC levels and age of contols may also be important in
terms of demonstration of immune aging.

Keywords: CVID, B cell, KREC, RT-gPCR, flow cytometry
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1. GIRIS

Yaygin Degisken immiin Yetmezlik (YDIY), eriskinlerde ve ¢ocuklarda en sik
rastlanilan semptomatik primer immiin yetmezliktir. B hiicre farklilasmas1 ve antikor
yapiminda bozukluk ile seyreden, asilara zayif yanmit olusmasi ve tekrarlayan
enfeksiyonlar ile karakterize bir hastaliktir (1).

Yaygin degisken immiin Yetmezlik, ¢esitli klinik ve immiinolojik 6zellikleri
olan primer antikor eksikliklerinin heterojen bir grubudur (1). Bu nedenle son yillarda,
homojen gruplar olusturmak, prognoz, izlem ve tedavi biitiinliigii saglamak amaci ile
cesitli siniflandirmalar yapilmaya ¢alisilmistir. 2002 yilinda, Freiburg Siniflamasi ile,
daha sonra Paris Siniflandirmasi ile ve son olarak EUROclass Siniflandirmasi ile
YDIY hastalar1 smiflandirilmistir (2—4). Yakin zamanda, Driessen ve arkadaslar1 B
hiicre alt grup anormalliklerine dayali bir siniflandirma 6nermistir. B hiicre paternleri
siniflandirmasina goére YDIY hastalari, B hiicre olgunlasma asamasindaki kesintiye
dayanarak bes farkli grupta siniflandirilmistir (Patern 1-5) (5).

Yaygin degisken immiin yetmezlik hasta gruplarini homojen alt gruplara
ayirmak amaciyla, kemik iligi ve kanda akim sitometri ile lenfosit alt gruplar
belirlenmekte ve fonksiyonel analizler yapilmaktadir. Son yillarda, agir kombine
immiin yetmezlik ve B hiicre immiin yetmezliklerinin yeni dogan taramasi igin T hiicre
reseptorii eksizyon halkalarinin (TREC) ve kappa-silici rekombinasyon eksizyon
halkalarinin (KREC) miktarlarinin belirlenmesine dayanan bir gergek zamanl (real
time) kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu (RT-gPCR) testi kullanilmaktadir (6-8).
TREC’ler ve KREC'ler, sirasiyla timusta ve kemik iliginde T hiicre reseptorii (THR)
ve B hiicre reseptorii (BHR) genlerinin V(D)J yeniden diizenlenmesi sirasinda ortaya
cikan stabil, ¢ift zincirli, epizomal DNA pargalaridir (6,9). TREC ve KREC sayilarinin
belirlenmesi lenfosit gelisimi i¢in biyobelirtecler olarak kullanilmaktadir.

Bu calismada; Hacettepe Universitesi Pediatrik Immiinoloji Béliimiinde tan1
alan yaygin degisken immiin yetmezlikli hastalarin klinik ve immiinolojik verileri, B
hiicre alt gruplari, KREC sayilar1 degerlendirilecek B hiicre alt gruplari Freiburg, Paris,
EUROclass ve B Hiicre Paternlerine gore siniflandirilacaktir. Bu siniflandirmalarla
birlikte, hastalarin klinik ve immiinolojik verileri, B hiicre altgruplari1 ve KREC
sayilar1 arasindaki korelasyonun degerlendirilmesi amaglanmistir. Bu sekildeki bir

degerlendirmenin hastalarin klinik ve immiinolojik 6zelliklerinin daha iyi anlasilmast,



popiilasyonumuzdaki hasta kiimelerinin ve B hiicre islev bozuklugunun altta yatan
molekiiler mekanizmasimin belirlenmesi, hastalarin izlemi, olusacak komplikasyonlar
ve tedavilerin planlanmasi agisindan yararli olacagi diisiiniilmiistiir. Karmasik bir
hastalik olan yaygin degisken immiin yetmezlik hastalig1 i¢in B hiicre altgruplari
yaninda KREC’in degerlendirilmesi ve elde edilen verilerin KREC sayis1 temelli farkl

bir siniflandirma olasiliginin da arastirilmasi amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Primer immiin Yetmezlikler

Primer immiin yetmezlikler (PIY), immiin sistemin bir veya daha fazla
bileseninin olmamasi veya bu bilesenlerin zayif isleviyle karakterize, heterojen bir
hastalik grubudur. Etkilenen bireyler sik ve agir enfeksiyonlara, otoimmiiniteye,
anormal inflamasyona ve maligniteye yatkin hale gelir. Literatiirde tanimlanan ilk
primer immiin yetmezlik; 1952 yilinda, Albay Ogden Bruton (1908-2003) tarafindan,
tekrarlayan enfeksiyonlar1 olan 8 yasinda bir ¢ocukta gosterilen X’e bagh
agamaglobulinemi’dir (XLA-X linked agammaglobulinemia) (10). PIY tanismnin
konulmasinda molekiiler teknikler her gegen giin 6nem kazanmaktadir. Konvansiyonel
yontemlerin yaninda O6zellikle son yillarda hizla gelisen yeni nesil dizileme
teknolojileri PIY alanindaki kesifleri hizlandirmistir. Bugiine kadar PIY icin 344 genin
tizerinde etkili oldugu 354 farkli bozukluk karakterize edilmistir (11).

Uluslararas1 Immiinoloji Topluluklar1 Birligi (IUIS-International Union of
Immunological Societies), 2017 yilindaki raporunda PiY’leri 9 gruba ayirmustir
(11,12). Bu 9 PIY grubu, her bir grubun igerdigi hastalik ve gen sayis1 Tablo 2.1.’de

gosterilmektedir.

Tablo 2.1. Uluslararas: immiinoloji topluluklar1 birliginin PTY siniflandirmasi (11).

IUIS
. Gen Hastalik
Siniflandirma | Primer Immiin Kategorisi
Sayis1 Sayis1

Grubu
1 Kombine immiin Yetmezlikler 49 49
2 Sendromik Kombine Immiin Yetmezlikler 65 67
3 Primer Antikor Eksiklikleri 33 40
4 Immiin Disregiilasyon Hastaliklar 40 40
5 Fagositik Bozukluklar 39 39
6 Dogal immiin Sistem Bozukluklar 52 52
7 Otoinflamatuvar Hastaliklar 36 36
8 Kompleman Eksiklikleri 30 30
9 Fenokopik Primer Immiin Yetmezlikler 6 12




Diinya capindaki veri tabanlari, nadir hastalik olarak kabul edilen PIY'lerin
epidemiyolojisinde cografi ve wrksal ¢esitlilik oldugunu gostermektedir. Orta Dogu -
Kuzey Afrika bolgesi gibi yiiksek oranda akraba evliligi olan niifusun bulundugu
iilkelerde yaymlanan veriler, PIY'lerin nadir olmadigmi gdstermistir (13). Bu
bolgelerde, akraba evlilikleri %20 ile %50 arasinda bir siklikta goriillmektedir (14).
Ornegin Iran’da, 14 merkezin dahil oldugu bir calismada PIY prevalansi 9,7/1.000.000
olarak gosterilmistir (15).

Amerika Birlesik Devletleri’nde (ABD) yapilan bir retrospektif ¢aligmada,
genel popiilasyondaki PIY prevalansi oram ise 126,8/100.000 olarak gosterilmistir
(16). Yine ABD’de yapilan ve 3 milyonun iizerinde bebegin tarandigi ¢aligmalara
dayanarak, sadece agir kombine immiin yetmezlik (AKIY) insidansinin 1/58.000
oldugu gosterilmistir (17).

2004-2010 yillar arasinda Tiirkiye’deki iki merkezin ortak ¢alismasinda PIY
prevalansinin  30,5/100.000 oldugu gdsterilmistir (18). Tiirkiye’deki PIY’lerin
dagiliminin oransal olarak gosterildigi bu ¢alismaya gore primer antikor eksiklikleri
(PAE) en yiiksek yiizdeye sahiptir (Sekil 2.1). Hacettepe Universitesi’nde yapilan
baska bir ¢alismada da 1.116 PIY hastasindaki PIY alt gruplar1 gdsterilmistir (Sekil
2.2)) (19).

Primer Antikor Eksiklikleri |G 3 5%
Otoinflamatuvar Hastaliklar S8 13,3%

Diger Iyi Tanimlanmig Immiin Yetmezlikler [l 5,5%
Fagositik Bozukluklar & 3,5%
Kombine T ve B Hiicre Eksiklikleri | 2,0%
Dogal immiin Sistem Bozukluklar1 | 1,0%
Immiin Disregiilasyon Hastaliklart | 0,7%

Kompleman Eksiklikleri | 0,5%

Sekil 2.1. Tiirkiye’deki primer immiin yetmezliklerin dagilimi (18).



primer Antikor Eksikikieri GGG (+73)

Diger Iyi Tanimlanmis immiin Yetmezlikler [ 15% (167)

T Hiicre Eksiklikleri [ 14% (156)
Fagositik Bozukluklar [ 10% (110)

Otoimmun-immiin Disregiilasyon Hastaliklar [ 7% (75)

Siniflandiriimamis Primer immiin Yetmezlikler [l 5% (58)

Otoinflamatuvar Hastaliklar [} 3% (30)
Dogal immiin Sistem Bozukluklari . 2% (23)
Kompleman Eksiklikleri . 2% (24)
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Sekil 2.2. Hacettepe tiniversitesi baslica immiin yetmezlik gruplari (19).

IUIS, PAE’leri 4 alt baslik altinda incelemektedir (11);

Tim immiinoglobulin (lg) izotiplerinde belirgin bir azalmanin yaninda B
hiicrelerde belirgin bir azalma veya B hiicrelerin olmamasi ile karakterize
agammaglobulinemiler,

En az 2 serum immiinoglobulin izotipinde belirgin azalma ile normal veya
diisiik sayida B hiicresi olmasi ile karakterize yaygin degisken immiin
yetmezlik,

Normal/yiiksek IgM ve normal B hiicre sayist ile serum IgG ve IgA seviyesinde
belirgin bir azalma ile karakterize hiper IgM sendromlari,

Genellikle normal B hiicre sayilari ile seyreden izotip, hafif zincir veya
fonksiyonel eksiklikler.

Primer antikor eksikliklerinden yaygin degisken immiin yetmezlik iizerinde

durulacaktir.

2.2. Yaygin Degisken immiin Yetmezlik

Yaygin degisken immiin yetmezlik; hipogammaglobulinemi, asilara karsi

diisiik antikor yanitt ve enfeksiyonlara artmis duyarlilik ile karakterize bir primer

immiin yetmezlik olup ¢ocuklarda ve erigkinlerde en sik goriilen semptomatik primer

antikor eksikligidir.



Yaygin degisken immiin yetmezlik tanis1 icin Avrupa Immiin Yetmezlik
Toplulugu’nun (ESID-European Society for Immunodeficiencies) kriterleri
giincellenmis olup IgG ve IgA seviyelerinin 6nemli derecede diisiik olmasinin yaninda
normal veya diisiik IgM diizeyleri saptanan (yasa gore <-2SD) 4 yasin {izerindeki
(sikayetler daha erken baslayabilir) hastalar i¢in kriterler asagida belirtildigi gibidir
(20,21);

1. Enfeksiyona artmis duyarlilik, otoimmiin bulgular, graniilomat6z hastalik,
aciklanamayan poliklonal lenfoproliferasyon ve aile iiyesinde antikor eksikligi
durumlarindan en az birinin olmasi,

2. Asilara kargi diisik antikor yaniti (ve/veya izohemagliitininlerin olmamasi)
ve/veya izotip doniisiimii yapmis hafiza B hiicrelerinin diisiik olmasi (yasa gore
normal degerlerin <%70 olmas1)

3. CD4+ T hiicre sayisinin: 2-6 yas i¢in <300/ml, 6-12 yas i¢in <250/ml, 12 yas
tistli igin <200/ml ve/veya CD4+ Naive T hiicre yilizdesinin 2-6 yas igin <%25,
6-16 yas i¢in <%?20, 16 yas isti i¢cin <% 10 olmamasi ve/veya T hiicre
proliferasyon yanitinin bozuk olmamasi,

4. Asagidaki sekonder hipogammaglobulinemi nedenlerinin hari¢ tutulmasidir
(22);

i.  Ilaclar: antimalaryal ajanlar, kaptopril, karbamazepin, glukokortikoidler,
fenklofenak, altin tuzlari, penisilamin, fenitoin, siilfasalazin.

ii.  Genetik Bozukluklar: Ataksi telanjiektazi, AKIY’in otozomal formlari,
hiper IgM eksikligi, transkobalamin Il eksikligi ve hipogamaglobulinemi,
X’e bagli agammaglobulinemi, Epstein-Barr Viriisii (EBV) ile iliskili X’e
bagl lenfoproliferatif bozukluk, X’e baghh AKIY, bazi metabolik
bozukluklar, kromozomal anormallikler, kromozom 18g sendromu,
monozomi 22, trizomi 8, trizomi 21.

iii.  Bulasic1 Hastaliklar: Insan Immiin Yetmezlik Viriisii (HIV), konjenital
Rubella, Sitomegaloviriis (CMV) ile konjenital enfeksiyon, konjenital
Toksoplasma gondii enfeksiyonu, EBV.

iv.  Maligniteler: kronik lenfositik 16semi, timoma ve immiin yetmezlik, non-

Hodgkin lenfoma, B hiicre maligniteleri.



v.  Sistemik Bozukluklar: immiinoglobulinlerin hiperkatabolizmasinin neden
oldugu immiin yetmezlik ve immiinoglobulinlerin asir1 derecede
kaybedilmesinden kaynaklanan immiin yetmezlik (nefrotik sendrom,

siddetli yaniklar, lenfanjiektazi, siddetli diyare).

Yaygin degisken immiin yetmezlik prevalansi, Tablo 2.2'de goriildiigi gibi,
Ispanya'da 0,6/100.000'dan Danimarka'da 3,8/100.000'e kadar ¢ok genis bir araliktadir
ve llkeler arasinda biiyiik farkliliklar goriilmektedir (18,23-29). Bununla birlikte,
YDIY nin diinya capindaki tahmini prevalansi 2/100.000 ile 4/100.000 arasindadir
(30).

Tablo 2.2. Cesitli iilkelerde YDIY prevelansi.

Ulke 100.000'deki YDIY Prevalansi
Ispanya (27) 0,6
Fransa (25) 0,7
Isvigre (23) 1,2
Birlesik Krallik (26) 1,3
Tiirkiye (18) 1,4
Norveg (29) 2,6
Izlanda (24) 3,1
Danimarka (28) 3,8

Yaygin degisken immiin yetmezlikten etkilenen kadin ve erkek hastalar
arasindaki oran yaklasik olarak 1:1°dir. Bununla birlikte, farkli yas gruplan igin
etkilenen kadin ve erkek orani hesapladiginda; 4 ile 11 yas arasindaki etkilenen kadin
erkek oraninin yaklasik 1:2 oldugu, 30 ve iizeri yasta etkilenen kadin erkek oraninin
yaklagik 4:3 oldugu gosterilmistir (30).

Yaygin degisken immiin yetmezlik hastalarinin sagkalimi icin tani yas1 kritik
bir 5neme sahiptir. Tamsal gecikme toplumlar arasinda farklilik gdstermektedir. YDIY
tanis1 ¢ocukluk cagindan hayatin 3. ve 4. dekatina kadar genis bir yelpaze

gostermektedir (30).



2.2.1. B Lenfosit Gelisimi

B lenfositler, spesifik antijenik epitoplari taniyan ve klonal olarak farkli hiicre
yiizeyi immiinoglobulin (Ig) reseptorlerini ifade eden bir hiicre popiilasyonudur (31).
B lenfositlerin tanimlanmasi, 1960'larin ortalarinda ve 1970'lerin basinda deneysel
hayvan modelleri ile immiin yetmezligi olan hastalarin klinik degerlendirmesi ve
teknolojinin ilerlemesiyle hiicre yiizey molekiil karakterizasyonu yapilarak

gergeklestirilmistir (32).

0-0-0-0—0

Olgunlasma Kok hiicre Pro-B Pre-B Olgunlasmanuis B Olgun B
Asamasi
Cogalma — | I—
RAG ifadesi —/  —
TdT ifadesi /]
agr zincir agrr zincir geni (VDJ), alternatif RNA
Ig DNA, RNA germline DNA  germline DNA geni (VDJ); k veya & geni (VJ); kesilip ¢cikanlmasi
pmRNA B, k veya A mRNA islemi; Cp ve C&
sitoplazmik p ve
Ig ifadesi vok vok pre-B hiicre reseptérii hiicre zan IgM hiicre zan IgM ve IgD
ile iliskili p
CD43+ e =~
Yiizey belirtecleri CD43+ CD19+ BTN ) IgMansuL) IgM(yiiksek)
CD43+ CD43-
CD10+
Anatomik alan | Kemik iligi || Perifer |
. o aktivasyon
Antijene yamit vok vok vok negihf sneleksq om - (cogalma ve
reseptor diizenlenmesi farkhlasma)

Sekil 2.3. B hiicre olgunlagsmasinin asamalari (33).

Dogumdan once fetal karacigerde Oncii hiicrelerden gelisen B lenfositler
dogumdan sonra primer lenfoid organlardan biri olan kemik iliginde iiretilmeye devam
eder (34). Yetiskinlerde B lenfositlerin cogunlugu, baslangicta immiinoglobiilin (1g)
ifade etmeyen kemik iligi 6nciillerinden kdken alir (33). Bu onciiller, membrana baglh
IgM molekiillerini ifade eden olgunlasmamis B hiicrelere doniisiir ve daha sonra,
ozellikle dalakta, daha ileri olgunlagsma asamalar1 igin kemik iliginden ayrilir (35).
Dalakta folikiiler B hiicrelerine olgunlasan hiicreler, hiicre yiizeyinde IgM ve IgD ifade

eder ve tiim periferal lenfoid organlar1 dolasma ve bu organlara yerlesme yetenegi



kazanirlar (36). Lenfoid folikiiller folikiiler B hiicrelere ev sahipligi yapar ve folikiiler
B hiicreler yabanci antijenleri taniyabilir ve bunlara karsi yanit verebilirler (37).
Lenfoid onciilden olgun bir B hiicresinin gelismesinin insanlarda 2 ile 3 giin siirecegi
tahmin edilmektedir (33).

Olgunlagmalari sirasinda, B lenfosit Onciil hiicreleri, her biri farkli hiicre yiizey

belirtegleri ve 6zgiil Ig gen ifadesi ile karakterize olan ve birbirinden ayirdedilebilir

asamalardan gecerler. Sekil 2.3.te B hiicre olgunlasmasinin asamalari
gosterilmektedir.
J agir zinciri & hafif zinciri
Germiing ™ . LUt fVn, D12 e Ce G 1 Lvilvz L Jis C.
DNA s I/ l! | I | I E l-'.lﬁl'./l;fld.l’?-l.-.qqq |
—_— l----i--.. E ------------
DveJ !
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Dz araya getirimesi | V“‘E.J. .
LV LVn D1l Cp Cs ! segmentlerinin bir
— SAN/ANJICI . s araya getirilmesi
Yeniden e ! Ve DJ |
Diozenlenmis DNA segmentlerinin bir |
|
1
I
1
1
I

araya getirlmesi
Dz

v

Lvifdi C. Cs L2 Ce
s I s TMEEEELIL <
1 ; I
Franskripsiyop &Transkripsiyon
D2 | vz
—_— Lvifdi G L'y Jt G
RNA 5 :_L::::: 2 ——— E 5 MU §
Transkripti . *RNA islenme RMNA islenme
olay i olay
_— wedt, I Lv2J1C,
mRNA AAA : SRR AMA
—_— JTranslasyon ! lTransIasyon
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polipeptid Proteinin; Proteinin
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5 v ¥V cglikozilasyonu vY ¢
gun ] | [— )
_polipeptid P T | VoG

lg molekdli

@i/{—

Pt

Sekil 2.4. Agir ve hafif zincirin yeniden diizenlenmesi (33).
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B hiicrenin kemik iliginde bulunan en erken 6nciil hiicresine pro-B hiicresi
denir. Pro-B hiicreleri Ig tiretmezler, fakat CD19 ve CD10 gibi B hiicrelere 6zgii yiizey
molekiillerini ifade edebilmeleri ile diger olgunlasmamis hiicrelerden ayirt
edilebilirler. Rekombinasyon aktive edici gen-1 (RAG-1) ve Rekombinasyon aktive
edici gen-2 (RAG-2) proteinleri ilk 6nce bu asamada ifade edilir ve Ig genlerinin ilk
rekombinasyonu agir zincir lokusunda gergeklesir. Bu rekombinasyon, araya giren
DNA segmentinin ¢ikartilmasi ile bir D ve bir J gen segmentini bir araya getirir (Bkz.
Sekil 2.4.) Yeniden diizenlenmis D segmentinin 5’ D segmentleri ve yeniden
diizenlenmis J segmentinin 3’ J segmentleri, bu rekombinasyon ile silinir (6rnegin,
Sekildeki D1 ve J2 ile J6). D-J rekombinasyonundan sonra, 5’ V genlerinden biri DJ
birimine baglanir ve yeniden diizenlenmis bir VDJ par¢acigi olusur (38). Bu asamada,
yeniden diizenlenmis V ve D genleri arasindaki tiim V ve D segmentleri ¢ikmis olur.
Ig agir zincir lokusundaki V'den DJ'ye rekombinasyon, sadece kararli B lenfosit
onciillerinde meydana gelir ve Ig ifadesi i¢in kritik bir 6neme sahiptir, ¢iinkii sadece
yeniden diizenlenmis V geni transkripsiyona ugrar. Agir zincir C bdlge ekzonlart,
distal J segmentlerini ve J-C intronunu iceren DNA ile VDJ kompleksinden ayri
tutulur. Yeniden diizenlenmis Ig agir zincir geni, yeniden diizenlenmis VDJ kompleksi
ve Cp ekzonlarini igerecek birincil transkript iiretecek sekilde traskribe olur. Cp
niikleer RNA, belirli iki poliadenilasyon bdlgesinden birinin alt kisminin ve 3” ucuna
poli-A kuyruklari olarak adlandirilan ¢oklu adenin niikleotidleri eklenir. Bu niikleer
RNA, intronlarin ¢ikarilip ve ekzonlarin bir araya getirildigi RNA isleme olayi
(splicing) sonucunda p agir zinciri igin; lider ekzon ve VDJ ekzonu arasindaki
intronlar, VDJ ekzonu ile Cu lokusunun ilk ekzonu arasindaki intronlar ve Cu'yi
takiben sabit bolge ekzonlariin her biri arasindaki intronlar ¢ikarilir. Boylece p agir
zinciri igin MRNA olusmus olur (33).

Eger mRNA, rekombinasyon uygun sekilde olursa, yeniden diizenlenmis p agir
zincir mRNA’sinin translasyonu ile, p agir zincir proteini sentez edilir. Bir yeniden
diizenlenmenin uygun olmasi i¢in, bazlar ii¢ ve ii¢lin katlar1 halinde eklenmeli veya
¢ikarilmalidir (39). Bu durum, yeniden diizenlenmis Ig geninin bir Ig proteinini dogru
sekilde kodlayabilmesini saglar. Tiim pro-B hiicrelerinin ancak yarisi, Ig agir zincir

lokusunda uygun sekilde rekombinasyon yapar ve bdylece p agir zincir proteinini
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sentezlemeye devam edebilirler (40). Sadece uygun rekombinasyon yapan hiicreler
hayatta kalir ve farklilasir.

Uygun sekilde Ig p yeniden diizenlenmesi yapildiktan sonra, B hiicrenin pro-B
hiicre asamasi biter ve pre-B asamasina farklilagir. Pre-B hiicreleri, Ig p proteinini
ifade eden, ancak heniiz hafif zincir gen bolgelerinin rekombinasyonunun yapilmamis
oldugu B hiicre onciilleridir (33).

Pre-B hiicre, B hiicre olgunlasmasinda birgok 6nemli role sahiptir. Pre-B hiicre
reseptorii olarak adlandirilan bir kompleks i¢inde p agir zincirni ifade eder (33).

w agir zinciri, vekil hafif zincirler, Iga ve Igp olarak adlandirilan sinyal
dontistiiriicii protein kompleksleri, pre B hiicre reseptorii (pre-BHR) olarak bilinen B

hiicre soyunun pre-antijen reseptoriinii olusturur(33).

Pre-B Hucre Reseptoru

Sekil 2.5. Pre-B hiicre reseptortii (33).

w agir zinciri, A5 ve V pre-B proteinleri ile etkilesir (41,42). Bu proteinler k ve
A hafif zincirlerine yapisal olarak homologdurlar ve vekil hafif zincirleri olarak da
adlandirtlirlar (43). Sadece pro-B ve pre-B hiicrelerinde sentezlenirler. Iga ve Igp
olgun B hiicrelerde BHR’nin bir pargasini olusturur (Sekil 2.5.), (44,45). Pre-
BHR’den gelen sinyaller, kemik iligindeki B hiicre oncii hiicrelerinin proliferatif

ekspansiyonundan sorumludur. Pre-BHR ’nin neyi tanidig1 bilinmemektedir; su anda



12

bu konudaki goriis birligi, bu reseptdriin liganddan bagimsiz bir sekilde islev gordiigii
yoniindedir. Pre-BHR'lerin 6nemi, pre-BHR olmayan (knock-out(KO)) fare modelleri
ve bu reseptorlerin eksik oldugu insan immiin yetmezlik vakalar1 ile gdsterilmistir.
Ornegin, p agir zincirini ya da vekil hafif zincirlerden birini kodlayan genin olmadig
fare modellerinde, olgun B hiicre sayisinin belirgin olarak azaldigi gorilmistiir
(33,46).

Pre-BHR ifadesi, B hiicre olgunlagsmasindaki ilk kontrol noktasidir. Pro-B
hiicreden pre-B hiicreye gecis icin pre-BHR ve BHR ile iliskili ¢cok sayida sinyal
molekiilii gereklidir. Bruton'un tirozin kinazi (BTK) isimli bir kinaz, pre-BHR’den
sonra aktive olur. BTK; reseptorden alinan ve pre-B hiicre asamasi, sagkalim,
proliferasyon ve olgunlagmaya aracilik eden sinyallerin iletilmesi i¢in gereklidir.
Insanlarda, BTK genindeki mutasyonlar, B hiicresi olgunlasmasinin basarisiz olmasi
ile karakterize, X’¢ bagl agammaglobulinemi (XLA) olarak adlandirilan hastaliga yol
acar (47). X'e bagli immiin yetmezligi olan bir fare tiirinde, BTK’daki mutasyonlar
daha az siddetli bir B hiicresi defekti ile sonug¢lanir, ¢iinkii miirin pre-B hiicreleri,
BTK’nin gorevini kismen yapan Tec adinda BTK benzeri ikinci bir kinaz1 ifade eder
(47).

Pre-BHR, immiinologlobiilin agir ve hafif zincir  genlerinin yeniden
diizenlenmesinin ileri asamalarini asagida anlatildigi gibi kontrol eder (33,46).

i.  Bir p proteini, bir kromozom {iizerindeki rekombine agir zincir lokusundan
iiretilir ve bir pre-BHR olusturursa, bu reseptor, diger kromozom tizerindeki Ig
agir zincir lokusunun yeniden diizenlenmesini geri doniisii olmayan bir sekilde
inhibe eder. Bu sekilde sadece bir aleldeki Ig agir zincir lokusunun ifadesi
saglanmig olur. Bu olay alelik dislama (allelic exclusion) denir. Her iki alelde
de Ig agir zincir gen yeniden diizenlenmesi olmazsa, gelismekte olan hiicre, Ig
agir zincirini tiretemez. Sonug olarak BHR'ye bagimli hayatta kalma sinyali
iiretilemez ve hiicre apoptozise gider.

Pre-BHR, Kappa (k) hafif zincir geni yeniden diizenlenmesini uyarir. Ancak
hafif zincir gen yeniden diizenlenmesi igin p agir zincirinin ifadesi mutlaka gerekli
degildir. p geni olmayan farelerin (KO), gelismekte olan B hiicrelerinde hafif zincir

geni yeniden diizenlenmelerini baslatabildigi goriilmistiir. u geni olmayan farelerin B



13

hiicreleri fonksiyonel antijen reseptorii ifade edemez ve olgunlasamaz. Pre-B hiicreler
olgunlastik¢a vekil hafif zincir gen ifadesi durdurulur.

Pre-B hiicre asamasindan sonra, gelismekte olan her bir B hiicresi bir k hafif
zincir genini yeniden diizenler. Yeniden diizenlenmenin uygun olmasi durumunda,
tam bir IgM proteini {iretmek i¢in 6nceden sentezlenmis p zinciriyle x hafif zincir
proteini birlesir. k lokusu uygun bir sekilde yeniden diizenlenmemisse, hiicre lambda
(A) lokusu hiicre tarafindan yeniden diizenlenebilir. Yine de tam bir IgM molekiilii
tiretebilir. IgM ifade eden B hiicresine olgunlagsmamis B hiicresi denir. « hafif zincir
lokusundaki DNA rekombinasyonu, Ig agir zincir lokusundakine benzer bir sekilde
gerceklesir. Hafif zincir rekombinasyonu sadece bir V (variable/degisken)
segmentinin bir J (joining/birlesim) segmentine baglanmasini ve bir VI ekzonu
olugsmasini igerir. Bu VJ ekzonu sabit bolgesinden bir intron ile ayrilir ve bu ayrim
bolgesi birincil RNA transkriptinde vardir. Birincil transkriptin kesilip ¢ikarilmasi
(splicing), VJ ve C (constant/sabit) ekzonlar1 arasindaki intronun ¢ikarilmasi ve k veya
A proteinini tiretmek i¢in translasyona ugrayacak bir mRNA iiretimi ile sonuglanir. A
lokusunda, alternatif RNA kesilip ¢ikarilmasi (splicing), dort fonksiyonel sabit A
ekzonundan herhangi birinin kullanilmasina yol agabilir, ancak ortaya ¢ikan A hafif
zincir tipleri arasinda bilinen bir fonksiyonel fark yoktur. Bir « proteininin {iretimi, A
yeniden diizenlenmesini onler. A yeniden diizenlenmesi yalnizca k yeniden
diizenlenmesinin uygun olmadig1 veya self-reaktif k hafif zincirinin silinmesi
durumunda gergeklesir. Sonug olarak, tek bir B hiicre klonu iki tip hafif zincirden
sadece birini ifade eder. Bu fenomen “hafif zincir izotip dislamasi1” (isotypic exclusion)
olarak adlandirilir (33,46).

Agir zincir lokusunda oldugu gibi; bir k¥ veya A geni, herhangi bir B
hiicresindeki iki ebeveyn kromozomundan sadece bir tanesi tarafindan ifade edilir ve
diger alel dislanmis olur. Ayrica, agir zincirlerde oldugu gibi, k ve A zincirlerinin her
iki alelinin de gelismekte olan bir B hiicresinde islevsel olarak yeniden diizenlenmemis
olmast durumunda, bu hiicre normalde BHR tarafindan {iiretilen sagkalim sinyallerini
alamaz ve oliir (33,46).

Olusturulan IgM molekiilleri, Iga ve Igf ile iligkili olarak hiicre yiizeyinde
ifade edilirler. BHR, viicudun kendi doku antijenlerine ¢ok iyi baglanmadiginda, B

hiicreyi canli tutan devamli sinyaller saglar. Olgunlasmamis B hiicreler antijenlere
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yanit veremez. Aslinda, kemik iligindeki antijenleri yiliksek avidite ile tanirlarsa, B
hiicreler reseptor diizenlenmesine veya hiicre 6liimiine maruz kalir. Bu siirecler, kendi
antijenlerine ¢ok gii¢lii bir sekilde baglanan B hiicrelerin negatif seleksiyonu igin
onemlidir. Kendi antijenlerini ¢ok gii¢lii bir sekilde tamimayan olgunlasmamis B
hiicreleri, kemik iliginden ayrilir ve periferik lenfoid organlara gé¢ etmeden Once
dalaga gider ve olgunlagmalarin1 tamamlar (33,46).

B hiicrelerinin ¢ogu kemik iligi kaynakli hematopoetik kok hiicreden (HKH)
olusur. B-1 hiicreleri ise fetal karaciger kaynakli HKHden olusur. Bu hiicreler iki gegis
asamasindan (ayn1 6zgiillikkteki IgM ve IgD’nin birlikte ifadesi (Sekil 2.6.)) gectikten
sonra ya marjinal bolge B hiicrelerine ya da folikiiler B hiicrelerine gelismeye devam
eder. BHR’nin viicudun kendi antijenleri igin afinitesi, olgunlagsmakta olan B
hiicresinin folikiiler veya marjinal bolge B hiicresine farklilagip farklilasmayacagina

katkida bulunabilir (33,46).

Poliadenilasyon
Alani
L VDJ Cy Cs
PrimerRNA § Il [ [ I—
Transkripti @ : — - = .
L VDJ C, L VDJ Cs

SOLEEE AAA TEEET AAA
‘wmRNA ‘3 mRNA

v v

Ll Agir Zinciri O Agir Zinciri

Sekil 2.6. IgM ve IgD’nin birlikte ifadesi (33).
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Olgunlagmis B hiicrelerin ¢ogu folikiiler B hiicresidir. IgM'ye ek olarak 1gD
tiretir. Bu B hiicrelerin her biri, ayn1 antijene 6zgiil IgD ve IgM iiretmek i¢in ayn1 VDJ
ekzonunu kullanir. Ayni k veya A hafif zinciri ile iligkili olarak u ve & agir zincirlerini
birlikte ifade ederler. B hiicrelerde yeniden diizenlenmis VDJ ekzonunun; biri Cp
ekzonu, digeri Cd ekzonunu igerir. Bu islem primer RNA transkriptinin alternatif kesip
¢ikarilma islemidir (Sekil 2.6.). Buradan hareketle alternatif kesip ¢ikarma iglemi
(splicing), bir B hiicresinin ayni anda iki farkli agir zincir izotipinin olgun mRNA'larini
ve proteinlerini liretmesine izin verir (33,46).

Poliadenilasyon veya splice acceptor alanlarinin se¢imini diizenleyen
mekanizmalar ve bir B hiicresinin ne zaman ve neden tek bagina IgM'den ziyade IgM
ve IgD ifade ettigi yeterince anlagilmamustir. IgM ve IgD'nin birlikte ifadesi ile birlikte
dolagima gegme yetenegi ve islevselligin kazanilmasi gergeklesir. Bu ylizden IgM*
IgD" B hiicreler olgun B hiicreler olarak adlandirihir. Bu durum, IgD'nin olgun B
hiicrelerin temel aktive edici reseptorii oldugu yoniindeki hipoteze yol agmustir.
Bununla birlikte, membrandaki IgM ve IgD arasinda islevsel bir farklilik yoktur.
Dahast, Ig & geninin olmadig: farelerde (KO), B hiicrelerinin olgunlagsmasinda veya
antijenle uyarilmasinda 6nemli bir farklilik yoktur. Folikiiler B hiicreler siklikla
dolasimdaki B hiicreler olarak adlandirilir, ¢ilinkii bir lenfoid organdan digerine gog
ederler ve B hiicre folikiilleri olarak bilinen &6zel nisler i¢inde ikamet ederler. Bu
niglerde, B hiicreleri, timor nekroz faktorii (TNF) ailesinin {iyesi olan B hiicre aktive
edici faktor (BAFF) ve B lenfosit stimiilatorii (BLYS) olarak adlandirilan bir sitokin
tarafindan saglanan sagkalim sinyalleri ile korunur. Olgun ve naif B hiicreler
antijenlere karsi duyarhidir ve yiiksek afinite ile tamidiklar1 ve yanit verdikleri
antijenlerle karsilasmazlarsa birkag ay iginde oliirler (33,46).

B-1 hiicreleri olarak adlandirilan B lenfositlerinin bir alt grubu, sinirlt antijen
reseptori ¢esitliligine sahiptir. Bu hiicreler, fetal karaciger kaynakli hematopoetik kok
hiicrelerden gelisir ve en iyi Kkemirgenlerde tanimlanmistir. Farelerdeki B-1
hiicrelerinin ¢ogu CDS5 molekiiliinii ifade eder. B-1 hiicreleri ontogenez sirasinda daha
erken gelisir ve V genlerinin nispeten sinirli bir repertuarini ifade ederler. Geleneksel
B hiicrelerden ¢ok daha az birlesim bolgesi ¢esitliligi (junctional diversity) sergilerler.
B-1 hiicreleri spontan olarak, lipid peroksidasyonu ile iiretilen oksitlenmis lipidlerin

yan1 sira mikrobik polisakkaritler ve lipitler ile reaksiyona giren, IgM antikorlarini



16

salgilar. Bagirsaktaki mikrobiyal floranin, bu antikorlarin {iretimini uyaran antijen
kaynagi oldugu distiniiliir. Ancak bu antikorlar bazen dogal antikorlar olarak
adlandirilir ¢linkii immiin olmayan bireylerde de bulunurlar. Yetiskin farelerde, ¢ok
sayida B-1 hiicre periton ve mukozal alanlarda kendini yenileyici bir popiilasyon
olarak bulunur. B-1 hiicreleri, periton gibi belirli dokularda mikroplara karsi hizl
antikor Uretimine katkida bulunur. Mukozal yiizeylerde, lamina propriadaki IgA
salgilayan hiicrelerin yaris1 B-1 hiicrelerinden kaynaklanabilir (33,46).

Insanda B-1-benzeri hiicreler tanimlanmistir, fakat CD5 bu hiicreler icin
belirleyici bir belirteg degildir, ¢linkii ayn1 zamanda transisyonel B hiicreler ve bazi
aktive B hiicre popiilasyonlarinda da bulunur (33,46).

Marjinal bolge B hiicreleri, esas olarak dalaktaki marjinal siniisiin yakininda
bulunurlar. Smirl gesitlilikte antijeni tanimalari, polisakkarit antijenlere yanit verme
ve dogal antikorlar iiretme yetenekleri bakimindan B-1 hiicrelerine benzerler. Marjinal
bolge B hiicreleri hem farelerde hem de insanlarda bulunur; IgM ve CD21 koreseptorii
ifade ederler. Farelerde, marjinal bolge B hiicreleri sadece dalakta bulunurken,
insanlarda dalakta ve lenf diigimlerinde bulunabilirler. Marjinal bolge B hiicreleri,
kanla tasiman mikroplara ¢ok hizli yanit verir ve kisa dmiirlii IgM salgilayan plazma
hiicrelerine farklilasir. Genellikle dolasimdaki patojenlere verilen T-hiicre bagimsiz
hiimoral immiin yanita aracilik etmelerine ragmen, bazi T hiicre-bagimli immiin

yanitlara da aracilik edebilmektedirler (33,46).
2.2.2. B Hiicre Reseptorii

B lenfositlerin  antijen  reseptorlerini  kodlayan  genler;  farkli
degisken/variable(V) bolge, cesitlilik/diversity (D) bolgesi ve birlesim/joining (J)
bolgesi gen segmentlerinin her bir hiicredeki yeniden diizenlenmesi ile iiretilir. Ozgiil
antijen reseptoriiniin geninin yeniden diizenlenmesi islemi V(D)J rekombinasyonu
olarak adlandirilir. Antijen reseptorii geninin yeniden diizenlenmesi ve bunun altinda
yatan gesitliligin temelini olusturan mekanizmalarin aydinlatilmast modern
immiinolojinin en 6nemli basarilarindan birini temsil eder (33,46).

Milyonlarca farkli antijen reseptoriiniin, genomdaki smnirli miktardaki
DNA’dan nasil iiretilebilecegine dair ilk fikirler, Ig molekiillerinin amino asit

sekanslarinin analizi ile ortaya ¢ikmistir. Bu analizler; ayni izotipteki bir¢ok farkli
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antikorun polipeptit zincirlerinin C-terminal uglarinda (Ig’lerin agir ve hafif
zincirlerinin sabit bogelerine karsilik gelir) benzer sekanslarin paylasildigini, ancak N-
terminal uglarindaki (Ig’lerin degisken bolgelerine karsilik gelir) sekanslarin 6nemli
6l¢iide farkli oldugunu gostermistir. Molekiiler genetigin temel ilkelerinden biri olan
bir gen-bir polipeptid hipotezinin aksine, 1965 yilinda her bir Ig zincirinin aslinda biri
degisken ve digeri sabit olmak {izere en az iki gen tarafindan kodlandigi, bunlarin
ikisinin de DNA veya mRNA seviyesinde fiziksel olarak birlestigi ve sonugta Ig
proteinlerini olusturdugu varsayilmistir. Bu hipotezin resmi kaniti, 10 yil sonra,
Susumu Tonegawa tarafindan miyelom veya plazmasitom adi verilen antikor tireten
bir timdr hiicresindeki Ig genlerinin yapisinin, embriyonik dokulardakinden veya
lenfoid olmayan dokulardakinden farkli oldugunun gosterilmesiyle ortaya ¢ikmuistir.
Bu farkliliklarin ortaya ¢ikmasinin nedeni; Ig agir ve hafif zincirlerini kodlayan
lokuslar arasinda dagilmig olan DNA segmentlerinin yalnizca gelismekte olan B
hiicrelerinde bir araya getirilmesi ve birlestirilmesi, diger doku ve hiicrelerde bu
islemin olmamasidir. Antijen reseptdrii geninin yeniden diizenlenmesi, ilk énce Ig
genlerinin diizenlenmemis (germline) organizasyonunun tarif edilmesi daha sonra
lenfosit olgunlagsmasi sirasinda yeniden diizenlenmesinin tarif edilmesi ile
anlasilmistir (33,46).

Immiinoglobiilin genetik lokuslarnin VDJ rekombinasyonu olmadan birlesimi
(germline), reseptor proteinlerinin degisken bolgelerini kodlayan ¢ok sayida farkli
sekansin ve sabit bolgelerini kodlayan nispeten daha az sayida sekansin ayrilmasi ve

incelenmesi ile karakterize edilir (33,46).
2.2.3. Olgunlasmams B Hiicreler ve Reseptor Diizenlenmesi

Kemik iliginde, islevsel bir reseptdre sahip olsalar dahi, olgunlagsmamis B
hiicreler yabanci antijene kars1 yanit veremez veya prolifere olamaz. Merkezi tolerans
ile viicudun kendi antijenini taniyan olgunlasmamis B hiicreler elimine edilir. Kemik
iligi stromal hiicreleri, tiim viicut hiicreleri tarafindan iiretilen ve her dokuda bulunmasi
gereken (housekeeping) molekiilleri ifade ederler. Reseptorii ile bu molekiillerden
birine yiiksek afinite ile baglanan bir B hiicresi, potansiyel olarak otoreaktiftir ve boyle
bir B hiicresinin kemik iliginden perifere salinmasi, viicudun kendi dokularina yanit

vermesine yol agabilir. Bu nedenle olgunlasmamis B hiicresinin reseptoriiniin stromal
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hiicrelerde mevcut olan “housekeeping” molekiilleri taniyip tanimadigr kemik
iliginden perifere salinmadan dnce saptanir. Eger viicudun kendi molekiillerini tanirsa,
otoreaktif B hiicre gelisimini durdurmak igin intraselliiler bir sinyal alir. Otoreaktif B
hiicresinin Ig lokuslarini yeniden diizenlemek ve antijenik 6zgiinliigiinii degistirerek
apoptozudan kurtulmak icin firsat1 vardir. Bu ikincil gen yeniden diizenlenmesine
reseptor diizenlenmesi denir (33).

Reseptor diizenlenmesi esas olarak Ig hafif zincirinde gergeklesir, ¢linkii Ig agir
zincir  lokusundaki VDJ rekombinasyonu tamamlandiktan sonra, V(D)J
rekombinasyonunun yapisal kurallarin1 kargilayan daha fazla yeniden diizenlenmeye
izin vermek i¢in mevcut olan herhangi bir Ig agir zincir D geni segmenti nadiren
bulunur. Buna karsin, 1g hafif zincir lokuslari, genellikle, verimli Ig kappa veya Ig
lambda yeniden diizenlenmesi igin {ist kisminda bircok V geni segmentine ve alt
kisminda birkag J geni segmentine sahiptir. Reseptor diizenlenmesi basariya
ulasamazsa, B hiicresi apoptoz ile oliir (negatif seleksiyon). Ancak, reseptor
diizenlenme basarili olursa, B hiicre reseptorii artik viicudun kendi antijenini tanimaz
ve hiicrenin sag kalimimi saglayan sinyali alir (pozitif seleksiyon). Merkezi B hiicre
toleransini olusturan pozitif ve negatif seleksiyon se¢imlerinden sonra olgunlasmamais
tim B hiicrelerin 1 giinde yaklasik %2 -5'i kalir (33).

Olgunlagmamis B hiicreleri, kemik iliginden ayrilip kan yoluyla ikincil lenfoid
dokulara gitmelerine izin veren yeni adezyon molekiillerinin ve belirli bir dokuya
gitmeleri i¢in gerekli “homing” reseptor ifadelerini saglamadan dnce 1-3 giin boyunca
kemik iliginde kalir. Gelismekte olan bu B hiicresine, transisyonel tip 1 B hiicresi (T1
B hiicresi) denir. T1 B hiicreleri kandan ilk olarak dalagin kirmiz1 pulpasina ve daha
sonra periarteriolar lenfoid kilif (periarteriolar lymphoid sheath (PALS)) gecer.
PALS'ta yaklasik 24 saat sonra, T1 B hiicreleri transisyonel tip 2 B hiicresine (T2 B
hiicresi) doniisiir. Bu ge¢is i¢in ve T2 B hiicresinin sag kalimi i¢in BAFF’1n lokal
tiretimi 6nemlidir. Bazi T2 B hiicreleri, dalagin B hiicresinden zengin olan bélgelerini
kolonize etmeye bagslar ve diger lenfoid dokulara, 6zellikle lenf diigiimlerine go¢ etme
yetenegini kazanirlar. Lenfoid sistem boyunca dolasacak olan bu hiicreler, olgun
folikiiler B hiicreleri haline gelecektir. Diger T2 B hiicreleri dalagin kirmizi
pulpasindan marjinal bolgeye ilerler ve marjinal bélge B hiicreleri olur. Her iki tip T2

B hiicresi, hiicre yiizeyinde IgM’nin yani sira IgD’yi ifade etmeye baglar. Hem IgM
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hem de 1gD, ayn1 VDJ ve VJ eksonlarini igeren ayn1 6zgiilliikte olacak sekilde yeniden
diizenlenmis Ig agir ve hafif zincir genlerinden iiretilir. Ayn1 V domainlerine ve ayni
antijenik ozgiilliige sahiptir. Sadece agir zincirin sabit bolgesi farklilik gosterir (33).

T2 B hiicreleri, lenfoid folikiiller ve dalaktaki marjinal bolgeye geldiklerinde,
periferde olgun naif B hiicreleri olarak kabul edilirler. Molekiiler diizeyde, olgun naif
B hiicreleri, T2 B hiicrelerinden biraz daha diisiik IgM seviyeleri gosterirken, daha
yiiksek IgD seviyeleri gosterirler. Her ne kadar IgM, B hiicresinin antijene yanit1 i¢in
gerekli olsa da, IgD'nin islevini tespit etmek daha zor olmustur. Olgun naif B hiicreleri
RAG-1 ve RAG-2'nin ifadesini kaybeder, boylece genel olarak V(D)J gen segmenti
kullaniminda, olgun B hiicresinde veya hafiza B/plazma hiicresinde bagka
degisiklikler meydana gelemez. Bu B hiicreleri artik antijenle karsilasmaya hazirdir
(33).

Ucg ana B hiicre antijen sinifi vardir: bunlar T-bagimsiz-1 (Ti-1), T-bagimsiz-2
(Ti-2) ve T-bagimli (Td) antijenlerdir. Ti-1 ve Ti-2 antijenleri B hiicrelerini antikorlar
tiretmeleri icin aktive edebilir. Td antijenler, aktivasyonu baslatmak i¢in B hiicrelerin
reseptorlerine baglanabilir, ancak B hiicresi; ayni antijen tarafindan aktive edilen bir
yardimc1 T (Th) efektor hiicresi ile dogrudan etkilesime girmedikge, bu antijene 6zgiil
plazma hiicresi farklilagsmasi1 ve antikor {iretimi baslatilamaz. Boylece, folikiiler B
hiicresine T hiicre yardimi saglanir. T hiicresi yardimi, hiicreler aras1 temas seklindedir
ve bu “kostimiilasyon”a ylizey molekiilleri ve sitokinler aracilir eder. Kostimiilator
molekiiller, lenfositlerin yiizeyleri iizerinde ifade edilen ve aktivasyon igin 6zgiil
ligandlarla birlesmesi gereken proteinlerdir. Aktive olmus B hiicrelerinin somatik
hipermutasyonu, izotip doniisimii ve hafiza B hiicresi liretimi siire¢leri T hiicresi
yardimut ile gerceklesir. Sonug olarak, Td antijenlere verilen yanitlar; ¢ok gesitli IgG,
IgE veya IgA antikorlar ile verilir. Ayn1 Td antijene tekrar maruz kalindiginda daha
hizli, daha giiglii bir sekonder yanit olusturabilen hafiza B hiicreleri iretilir (33).

Ti-1 ve Ti-2 antijenlerine verilen B hiicresi yanitlari, efektér Th hiicreleri ile
dogrudan etkilesim gerektirmez ve dolayisiyla istilacilara karsi nispeten hizli bir
savunma saglayabilir. Bu antijenlerin ¢oguna dalagin marjinal bolgesinde bulunan B
hiicreler yanit verir. Bununla birlikte, T hiicre etkilesiminin olmayisi, Ti antijenlere
yanit veren B hiicrelerinin, izotip degisimi veya somatik hipermutasyon

gerceklestirmedigi ve bu nedenle sinirh gesitlilikte IgM (nadiren 1gG) antikorlari
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tiretecegi anlamina gelir. Buna ek olarak, Td bagimli antijene yanittan farkli olarak,
hafiza B hiicreleri, antijenle ikincil maruziyette ilk yanittan fazla bir yanit veremez
(33).

2.2.4. B Hiicre Aktivasyonu

B hiicre; B hiicre aktivasyonu, proliferasyonu ve antikor iiretimine yol agan,
intraselliiler sinyal yolaklarini tamamlayan sinyaller olusturan sitokinlere ve
kostimiilasyon molekiillerine ihtiya¢ duyar. “B hiicre — T hiicre isbirligi” tarafindan
saglanan sinyaller olmaksizin, protein kinaz aktivasyonu ve hiicre i¢i Ca%*’daki artislar
gibi aktivasyon olaylar1 B hiicrede baslatilabilir, fakat ne hiicre proliferasyonu ne de
antikor iiretimi meydana gelir. Bir olgun naif B hiicresinin bir Td antijeni tarafindan
aktivasyonu ii¢ asamada meydana gelir (Sekil 2.7.) (46):

1. Sinyal: Antijen molekiillerinin B hiicre reseptériine baglanmasi,

2. Sinyal: CD4" Th efektor hiicresi ile baglantinin kurulmasi,

3. Sinyal: Th efektor hiicreden salinan sitokinlerin(6zellikle interlokin-4) B

hiicre yiizeyi lizerindeki sitokin reseptorlerine baglanmasi.

Bu adimlarin her biri B hiicreye uyarici bir sinyal gonderir, ancak ii¢ sinyalin
ticii de alinmadikga aktivasyon tam olarak ger¢eklesmez.

2. sinyal, B hiicre ylizeyindeki kostimiilator molekiillerin Th efektor hiicre
tizerindeki ligandlarina baglanmasiyla saglanir. Bir B hiicre reseptdori, bir Td antijene,
kostimiilasyon yokken baglanirsa, B hiicre ya apoptoza ugrar ya da anerjik hale gelir
(spesifik antijene kars1 tepkisiz hale gelir). B hiicre aktivasyonu ig¢in en onemli
kostimiilator olay, B hiicre yiizeyindeki CD40 ve aktive edilmis Th efektor hiicre
yiizeyindeki CD40L (CD40 ligandi) arasindaki etkilesimdir. CD40, olgun naif B
hiicreler tarafindan yapisal olarak (her zaman) ifade edilirken CD40L, bir T hiicrenin
yiizeyinde, sadece peptid-MHC kompleksinin T hiicre reseptoriine baglanmasina yanit
olarak ifade edilir (33,46).

Zaten 1. ve 2. sinyali almig olan B hiicrenin, yiizeyindeki interlokin-4 (IL-4)
reseptoriine 1L-4 baglanir ve B hiicre hizla prolifere olmaya baslar. 1L-2, IL-5 ve IL-
10 dahil olmak iizere diger sitokinler bu proliferasyonu desteklemektedir. B hiicreleri
boliinmeye devam ettikce, antikor salgilayan plazma hiicrelerinin ve bellek B

hiicrelerinin farklilagmasinin indiiklenmesi i¢in IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10,
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interferonlar (IFN) ve transforme edici biiylime faktorii B (TGFB)onemli hale gelir
(33,46).

Antijenin Baglanmasi

Antijen

B Hucre
Reseptor

MHC Sinf I Kompleksi

CD40

- B Hucre
pMHC Sinifli !

Kostimilasyon Y

Sitokin Reseptori

Sitokin Yardimi

Sekil 2.7. T bagiml antijen ile B hiicre aktivasyonu (46).

Naif B hiicresi aktivasyonu ve aktive hiicrelerin plazma hiicreleri ve hafiza B
hiicrelerine olgunlasmasi, sekonder lenfoid dokularda meydana gelen hiicresel
etkilesimlere baglidir (46).

Lenfositlerin antijenlerle en sik karsilastig1 yerlerden biri lenf diigiimiidiir. Bir
B hiicre antijenle karsilasmadan 6nce, bir lenf diigiimiiniin korteksi i¢indeki folikiiller
birincil folikiiller olarak bilinir. Bir birincil folikiil; dinlenme halinde olan naif B

hiicreler, yiizeyleri {izerinde biitiin antijenleri tutabilen folikiiler dendritik hiicreler
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(FDH) ve uzun uzantilara sahip fibroblastik retikiiler hiicrelerle (FRH) doludur. Bu
uzantilar, kiigiik antijenler i¢in iki tip kanal olustururlar; bunlar antijenleri B hiicrelerin
bulundugu birincil folikiil alanina tasiyan “folikiiler kanal” ve antijenleri dendritik
hiicreler (DH) ve T hiicreler tarafindan doldurulan parakortekse tasiyan “parakortikal
kanal”dir. Folikiiler bolgedeki FDH'ler ve FRH'ler; B hiicrelerini ¢eken kemokin
CXCL13"i salgilarken, parakortikal bdlgedeki hiicreler CCL19 ve CCL21
kemokinlerini salgilayip T hiicrelerini ve DH’leri bu alana ¢eker. Bu molekiiller,
humoral yanit igin gereken tiim molekiil ve hiicrelerin dogru zamanda dogru yerde
olmasini saglar (33,46).

Aktivasyon i¢in gereken 3 sinyalin olusmasinin ardindan B hiicre aktive olur.
Antijen temasindan yaklasik 46 giin sonra, aktive B hiicrenin takip ettigi 2 yol vardir.
Bazi durumlarda, folikiiliin kenarindaki B hiicre hemen ¢ogalir ve izotip degisimi veya
somatik hipermutasyon olmaksizin kisa Omiirlii plazma hiicre popiilasyonuna
farklilagir. Diger durumlarda, T hiicre ile etkilesim halinde olan B hiicre, Th efektor
hiicresini, folikiiliin merkezine geri siiriikler ve burada Th efektor hiicre B hiicresinden
ayrilir, daha sonra B hiicre prolifere olur. B hiicre nciillerinin ¢ogunlugu uzun émiirlii
plazma hiicreleri olacak, geri kalani ise hafiza B hiicre olacaktir (33,46).

Uzun 6miirlii plazma hiicrelerini ve hafiza B hiicrelerini tiretmek iizere aktive
olmus bir B hiicresi, birincil folikiilii ikincil bir folikiil haline doniistiiren hizli bir
klonal genislemeye maruz kalir. Bu genisleme antijen FDH’lerin yiizeylerinde
sunulduktan sonra T-B hiicre etkilesimini gerektirir. Antijen temasindan 6-9 giin
sonra, birincil follikiilii doldurulan heniiz klonal genisleme yapmamis olan naif B
hiicrelerin yerini ¢ogalan B hiicre klonu alir ve bu hiicreler folikiiler mantoyu
olusturmak igin folikiil kenarlarinda sikistirilir (33,46).

Antijen temasindan 9—12 giin sonra, ikincil folikiil iki ayr1 bolgeye; koyu (dark
zone) ve acik (light zone) olmak iizere iki alana ayrilarak bir germinal merkezi (GM)
olusturur. Buna germinal merkez reaksiyonu denir. Aktive olmus B hiicreler ilk olarak
koyu alanda bulunur, burada hizla ¢ogalmaya devam ederler, sentroblastlar olarak
isimlendirilirler. Antikor reseptorii repertuvarmin Ig agir ve hafif zincirinin V
segmenti ekzonlarmin somatik hipermutasyonu ile nihai ¢esitliligi olusur.
Sentroblastlar olgunlastik¢a ve farklilastikga, agik alana go¢ ederler. Ag¢ik alanda

sentrosit olarak isimlendirilirler. Yeni olusturulan somatik hipermutasyona ugramis
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olan sentrositler, acik alanda FDH'ler {izerinde sunulan antijen ile etkileserek negatif
veya pozitif seleksiyona ugrarlar. Periferik B hiicre toleransinin olusturulmasina
yonelik ilk adimda GM’deki negatif seleksiyon; antijeni tanimayan (ve dolayisiyla
otoreaktif olabilecek) B hiicrelerini apoptoza gitmeleri i¢in uyarir. Olmiis olan B
hiicreleri, lenf diigimii igindeki makrofajlar tarafindan uzaklagtirilir. Pozitif
seleksiyon; ayni veya artan afinite (afinite matiirasyonu) ile FDH tarafindan sunulan
antijeni tanimaya devam eden B hiicrelerinin hayatta kalmasini saglar. Acik alan ayni
zamanda Ig agir zincir sabit bolge ekzonlarinin fonksiyonel ¢esitliligi arttirmak icin
izotip doniisimiine ugradigr yerdir. Tim bu siireclerin sonunda, hayatta kalan
sentrositler daha fazla genisleme, ¢esitlilik ve secim i¢cin GM dongiisiiniin baglangicina
geri doner ya da GM’den ¢ikip dolasima girerek dokulara giden uzun 6miirlii plazma
hiicrelerine veya hafiza B hiicrelerine farklilasmaya devam ederler. Lenf diigiimiiniin
her tarafindaki GM'’lerdeki muazzam proliferasyon ve farklilasma, antijenle
karsilasma sonrasinda 21 giine kadar devam edebilir, bundan sonra antijenle yeni bir
karsilasma olmadik¢a GM’lerin sayisi ve boyutu azalir (33,46).

Germinal merkezde yer alan ve antijen ile karsilasmadan sonra antikor
cesitliligine katkida bulunan iki silireg; somatik hipermutasyon ve afinite
matiirasyonudur. Fonksiyonel cesitlilige katkida bulunan izotip degisimi de GM’de

ortaya cikar (46).
i. Somatik Hipermutasyon

Aktive olmus bir B hiicresi klonunun farklilasmasi ile olusan ilk plazma
hiicreleri tarafindan iretilen IgM antikorlarinin V bélgeleri, aktive B hiicre klonunun
daha sonraki farklilagsmalar1 sonucunda iiretilen IgG antikorlarinin V bolgelerinden
sekans bazinda nispeten farklidir. Erken birincil yanitta, germinal merkezin karanlik
alaninda ¢ogalan sentroblastlar; agir zincir VDJ ekzonlarinda ve bazen hafif zincir VJ
ekzonlarinda tek tek rastgele nokta mutasyonlarinin meydana geldigi bir DNA
replikasyonu dongiisiine ugrarlar. Bu siire¢ somatik hipermutasyon olarak adlandirilir.
Bu mutasyonlar ge¢ birincil yanita kadar birikmeye devam eder, bu da ¢ogunlukla
CDR1 ve CDR2'de antikorun antijene baglanma yetenegini tahrip etmeyen ancak
siklikla baglanma afinitesini arttiran sekans degisikliklerine yol agar. Ayni antijene

sonraki maruziyetlerde (ikincil ve tgilinciil yanitlar), aktive olmus hafiza B
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hiicrelerinin 1g genleri, ilave somatik hipermutasyonlara maruz kalabilirler. V
bolgesinde nokta mutasyon oraninin, her bir hiicre boliinmesinde 1000 baz gifti bagina
yaklasik 1 degisim oldugu, diger genler i¢in somatik mutasyonun yaklasik 1000 kati
oldugu tahmin edilmektedir (Bu nedenle bu fenomene somatik hipermutasyon
denilmektedir). Somatik hipermutasyon; deoksisitidini deoksiiiridine doniistiiren,
aktivasyonla indiiklenen sitidin deaminaz (AID) adi verilen bir enzimin aktivitesini
gerektirir. AID, CDA40 sinyali varliginda yalnizca germinal merkezdeki B hiicreleri
tarafindan ifade edilir (48-50).

ii. Afinite Matiirasyonu

Somatik hipermutasyon rastlantisal bir siiregtir, 0yle ki, teorik olarak, bir
antikorun antijen baglama bolgesindeki bir dizi mutasyon, baglanma afinitesini
artirabilir, azaltabilir veya baglanma afinitesi tizerinde hi¢ bir etkisi olmayabilir.
Gergekte, GM’deki FDH’ler tarafindan yakalanan antijen kaynagi sinirhdir;
reseptorlerinde farkli somatik mutasyonlara sahip olan sentrositler arasinda bir antijen
tizerindeki belirli bir epitopa baglanma rekabeti meydana gelir. Somatik
hipermutasyondan sonra, antijenik epitop i¢in ¢ok diisiik afiniteye sahip bir reseptorii
ifade eden sentrositler, epitopu baglayamazlar ve boylece apoptozdan kurtulamalarini
saglayan sagkalim sinyalini almazlar. Somatik mutasyonlar ile antijenik epitop igin
daha yiiksek afiniteye sahip bir reseptor ifade edebilen sentrositlerin epitopu baglama
olasiligi daha yiiksektir. Boylece, antijenik epitop icin sadece orta derecede afiniteye
sahip bir reseptor ifade eden sentrositlerden daha fazla sagkalim sinyali alirlar. EK
olarak, yiiksek afiniteli reseptorlere sahip olan sentrositler, antijenin hiicre igine
alinmasinda ve peptid-major doku uygunluk (pMHC) kompleksinin Th efektor
hiicrelerine sunulmasinda daha etkilidir. Bu artan antijen sunumu, Th efektor
hiicrelerinden tercihen bu yiiksek afiniteli reseptore sahip B hiicrelerinin biiylime
uyarici sinyalleri almast anlamina gelir. Tiim bu faktérler, antijenik epitop i¢in artmis
afinitesi olan B hiicre klonlarnin sag kalmasini ve ¢ogalmasini saglar. Bu basarili B
hiicre klonlar: tarafindan iretilen yiiksek afiniteli antikorlar, daha sonraki yanitta
baskindir (33).

Somatik hipermutasyondan sonra bir antijenik epitop igin afinitesi artmis olan

sentrositler, tercihen hafiza B hiicrelerine dontsiir. Bu hafiza B hiicreleri ikincil bir
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yanitta aktive edildiginde, plazma hiicrelerine doniiserek birincil yanit antikorlar1 ile
ayni epitopu taniyan ancak daha fazla afinite(afinite matiirasyonu) ile baglanan
antikorlar tretir. Epitop i¢in daha az afiniteye sahip olan sentrositler plazma hiicreleri

olma egilimindedir (33).
iii. Izotip Doniisiimii

Antijen i¢in yiiksek bir afiniteye sahip olan sentrositler, izotip doniisiimiine tabi
tutulan hiicrelerdir. Izotip doniisiimii; IgM antikorlarinin {iretiminin, ayn1 antijenik
ozgiilliige sahip IgG, IgA veya IgE antikorlar iiretimi ile degismesi siirecidir. Izotip
doniistimii somatik hipermutasyondan bagimsiz olsa da ve somatik hipermutasyon
olmadan ortaya ¢ikabilse de, yeni Ig izotiplerini ifade eden B hiicrelerin ¢ogu zaten
somatik hipermutasyona ugramistir (46).

Izotip déniisiimii sirasinda, sentrositteki agir zincir sabit bdlgesi bir dizi DNA
kesme/yeniden birlestirme islemine maruz kalir. Daha 6nce V(D)J rekombinasyonu
ile olusturulan agir zincir VDJ ekzonunun yanina sonraki bolgede yer alan agir zincir
sabit bolge ekzonlarindan herhangi biri getirilir. B hiicrenin antijenik 6zgilligi
aynidir, ¢linkii V ekzonu degismez, ancak bu 6zgiillikk farkli bir efektor fonksiyon
gosterebilen bir sabit bolge igerir. Doniisiim rekombinasyonu olarak adlandirilan
gercek izotip doniisimii mekanizmasi heniiz tam olarak anlasilamamistir, ancak
somatik hipermutasyonda yer alan ayni AID enzimini gerektirmektedir. Doniisiim
rekombinasyonu, her bir agir zincir sabit bolge ekzonunun (Co hari¢) hemen iist
kisminda yer alan yiiksek olgiide korunmus doniisiim bolgelerinin eslestirilmesine
baglidir. Doniistim sinyali alindiginda, DNA; segilen agir zincir sabit bolge ekzonu
yeniden diizenlenmis agir zincir VDJ ekzonunun yanina yerlesecek sekilde ilmik
haline gelir. Arada kalan sekanslar (kullanilmayan agir zincir sabit bolge ekzonlar
dahil) silinir ve DNA tamir edilir. Doniisiimden sonra, agir zincir VDJ ekzonuna en
yakin agir zincir sabit bolge ekzonunun tercihen transkripsiyonu, kesilip yapistiriimasi
(splicing) ve translasyonu yapilarak yeni izotipin Ig proteinleri iiretilir (51).

Fare deneylerinde, 6zellikle TGFp, IL-4 ve IFNy gibi sitokinlerin, se¢ilen agir
zincir sabit bolge ekzonunun germline transkripsiyonunun baslatilmasi ve boylece

belirli bir Ig izotipinin iretiminde aktivatér veya inbihitor etkiye sahip olduklari
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gosterilmistir. Bu nedenle izotip doniisiimii, aktive B hiicresnin mikrogevresindeki

sitokinler tarafindan biiylik 6lglide etkilenir (46).
2.2.5. immiinoglobiilin Gen Lokuslarinin Organizasyonu

Ucg ayri lokus; Ig agir zincirini, Ig « hafif zincirini ve Ig A hafif zincirini kodlar.
Her bir lokus farkli bir kromozom {izerindedir. Ig genleri, tiim memelilerde ayni
sekilde organize olmustur, ancak kromozomal lokasyonlari ve her lokustaki farkli gen

segmentlerinin sayisi ve sekansi degisebilir (Sekil 2.8.) (33).
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Sekil 2.8. Ig agir zincir ve hafif zincir lokuslart (33).

Her 1g lokusunun 5" ucunda, bir V (variable/degisken) geni kiimesi bulunur ve
kiimedeki her V geni yaklagik 300 baz ¢ift uzunlugundadir. V gen sayisi; farkl Ig
lokuslar1 arasinda ve farkli tiirler arasinda &nemli dlgiide degismektedir. Ornegin
insanlarda, x hafif zincir lokusunda yaklasik 35 V geni, A hafif zincir lokusunda
yaklasik 30 V geni ve agir zincir lokusunda yaklasik 45 fonksiyonel V geni bulunur.
Farelerde, « hafif zincir lokusunda yaklasik 30 V geni, A hafif zincir lokusunda iki V

geni ve agir zincir lokusu 250'den fazlasi fonksiyonel olan 1000'den fazla V geni igerir.



27

Her bir lokusun V geni segmentleri arasinda, 2000 kilobaz uzunluguna kadar
genisleyen DNA sekanslart bulunur. Her bir V gen segmentinin 5’ ucunda,
translasyonu yapilacak olan proteinin 20 ile 30 arasinda N-terminal rezidiisiini
kodlayan lider ekzon bulunur. Bu rezidiiler orta derecede hidrofobiktir ve lider (veya
sinyal) peptidi olustururlar. Sinyal sekanslari, tim yeni sentezlenmis salgilanan ve
transmembran proteinlerde bulunur, ayrica membrana-bagli ribozomlar tarafindan
endoplazmik retikulum liimenine translasyonu yapilarak yeni olusturulan
polipeptidlere kilavuzluk etmede rol oynarlar. Burada, sinyal sekanslari hizla yikima
ugrar ve olgun proteinlerde bulunmaz. V geninin yeniden diizenlenmesinden sonra
lider ekzonun 6niinden kalan gen bolgesi transkripsiyonun basladigi promotér bolgedir
(33).

V genlerinin 3” ucunda degisen uzunluklarda birgok J (birlestirme/joining) geni
segmenti bulunur. J segmentleri, hemen arkasindaki sabit bolge ekzonlar1 ile yakindan
iligkilidir. J segmentleri tipik olarak 30 ila 50 baz ¢ifti uzunlugundadir ve kodlama
yapmayan sekanslarla birbirinden ayrilir. Ig agir zincir lokusundaki V ve J segmentleri
arasinda, D (cesitleme/diversity) segmentleri olarak bilinen ek segmentler vardir. D
segmentleri Ig hafif zincir lokuslarinda bulunmaz. Tipki V genleri gibi, D ve J
genlerinin sayisi farkli Ig lokuslarinda ve farkli tiirlerde degiskenlik gosterir (33).

Her bir Ig lokusunun farkli bir diizenlenisi vardir ve her bir lokusun sabit bolge
(C) gen sayisi farklidir. Insanlarda, Ig x hafif zincir lokusu tek bir C genine (Ck)
sahiptir 6te yandan Ig A hafif zincir lokusu dort fonksiyonel C genine (CA) sahiptir. Ig
agir zincir lokusu, bes farkli Ig izotipi ve bu izotiplerin alt tiplerinin C boélgelerini
kodlayan dokuz C genine (CH) sahiptir. Ck ve CA genlerinin her biri, hafif zincirlerin
tiim C domainini (proteninin islensel bolgesi) kodlayan tek bir ekzondan olusur. Buna
karsin, her bir CH geni bes veya alt1 ekzondan olusur. Ug veya dort ekzonun (her biri
bir V gen segmentine benzerdir) her biri Ig agir zincirinin bir CH domainini kodlar ve
diger iki kii¢iik ekzon, Ig agir zincirinin (transmembran ve sitoplazmik domainler

dahil) membran formunun karboksil terminal u¢larini kodlar (Sekil 2.9.) (33).
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Sekil 2.9. Ig domainleri (33).

Bir Ig hafif zincir proteininde (k ya da A) V domaini, V ve J gen segmentleri
tarafindan kodlanir; Ig agir zincir proteininde V domaini, V, D ve J gen segmentleri
tarafindan kodlanir. Ig agir zincir V domaininde, yeniden diizenlenmis V ve D
segmentleri ile D ve J segmentlerin arasindaki birlesim (junctional) rezidiilerinin yani
sira D ve J segmentlerinin kendi sekanslar1 “tamamlayicilik belirleyici bolge-3”
(complementarity-determining region 3 / CDR3) olarak bilinen iiglincii ¢ok degisken
(hypervariable) bolgeyi olustururlar. Yeniden diizenlenmis V ve J segmentleri
arasindaki birlesim sekanslari ile J segmentinin kendisi, Ig hafif zincirlerinin tigiincii
cok degisken bolgesini olusturur. CDR1 ve CDR2, her bir degismemis (germline) V
gen segmentinin kendisinde kodlanir. Ig molekiillerinin degisken (V) ve sabit (C)
domainleri, 1g katlantis1 adi verilen iigiinciil yap1 dahil yapisal 6zellikleri paylasirlar
(33).

Ig lokuslarindaki kodlama yapmayan sekanslar yeniden diizenlenme ve gen
ifadesinde 6nemli rol oynarlar. Ig genlerinin her bir kodlama yapan segmentine bitisik
olarak farkli gen segmentlerinin yeniden diizenlenmesini saglayan sekanslar bulunur.
Ayrica, gen ifadesini transkripsiyon seviyesinde diizenleyen lokus kontrol bdlgeleri,
ifadeyi artiran (enchancer) ve azaltan (silencer) faktor etkisi gosteren cis-etkili

diizenleyici elementler ve degisken (V) gen promotorleri de mevcuttur (33).
2.2.6. V(D)J Rekombinasyonu

Degismemis (germline) genler, islevsel antijen reseptoriiniin proteinlerini

kodlayan mRNA'lara transkribe edilemezler. Islevsel antijen reseptor genleri, rastgele
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secilen V, (D) ve J gen segmentlerini birlesik hale getiren DNA yeniden diizenlenme
olaylarindan sonra transkribe olur ve bu olay sadece gelismekte olan B lenfositlerde
gerceklesir (52,53).

Herhangi bir Ig lokusundaki V(D)J rekombinasyonu; her bir lenfositteki bir V
geninin, bir D segmentinin (mevcutsa) ve bir J segmentinin segilmesi ve bu
segmentlerin tek bir V(D)J ekzonunu olusturmak iizere yeniden diizenlenmesini igerir.
Olusan V(D)J ekzonu antijen reseptorii proteininin degisken bolgesini kodlayacaktir.
D segmentinden yoksun Ig hafif zincirinde, tek bir yeniden diizenlenme olayi ile,
rastgele secilen bir V genine, rastgele segilen bir J segmenti eklenir. Ig agir zinciri, D
segmentleri igerir ve bu lokusta iki ayr1 yeniden diizenlenme olay1 ayr1 ayri baslatilir;
once bir D segmentine bir J segmenti ve daha sonra birlesik haldeki DJ segmentine bir
V segmenti eklenir. Her yeniden diizenlenme olay1 bir dizi sirali adim igerir. ilk olarak,
kromozomlarin belirli bolgelerindeki kromatinler yeniden diizenlenmeye aracilik eden
enzimlerin antijen reseptorii gen pargaciklarina ulasabilmesi igin agilmalidir. Daha
sonra, se¢ilmis iki gen pargacigi, yan yana getirilmelidir. Daha sonra bu iki pargacigin
kodlama yapan uglarinda ¢ift iplikli kirtk meydana gelir, kirilmis uglara niikleotidler
eklenir veya c¢ikarilir ve son olarak; islenmis uglar uygun bir sekilde transkribe
edilebilen, klonal olarak benzersiz ve farkli antijen reseptorii genleri iiretmek icin
baglanir. C bolgeleri, germline J-C intronu ile ayrilan yeniden diizenlenmis V(D)J
ekzonundan sonra bulunur. Bu yeniden diizenlenmis gen, bir birincil (niikleer) RNA
transkriptini olusturmak tizere transkribe edilir. Daha sonra RNA kesip ¢ikarma
(splicing) islemi ile lider ekzon, V(D)J ekzonu ve C bolgesinin ekzonlari bir araya
gelir. Antijen reseptorii zincirlerinden birini tiretmek i¢in membrana bagh
ribozomlarda mRNA olusur. V, D ve J gen pargaciklarinin farkli kombinasyonlarinin
kullanim1 ve VDJ gen parcaciklarinin ara bolgelerindeki (junction) niikleotidlerin
eklenip ¢ikmasi antijen reseptorlerinin muazzam gesitliligine katkida bulunur (52,53).

V(D)J rekombinasyona aracilik eden lenfosit-spesifik proteinler; her V
segmentinin 3' ucunda, her J segmentinin 5" ucunda bulunan ve her D segmentinin her
iki tarafin1 kusatan “rekombinasyon sinyal sekanslari” (RSS) adi verilen belirli DNA
dizilerini tanirlar. RSS'ler; kodlama dizisine bitisik olan, heptamer olarak adlandirilan,
yiiksek oranda korunmus 7 niikleotidden (genellikle CACAGTG) meydana gelir.

Heptamerlerin ardindan; tam olarak 12 veya 23 korunmamis niikleotidden olusan bir
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ara bolge (spacer) ve bunlarin ardindan yiiksek oranda korunmus adenin-timin
bakimindan zengin 9 niikleotidlik bir nonamer gelir. 12 ve 23 niikleotidlik ara bolgeler,
bir DNA sarmalinin sirasiyla bir veya iki doniisiine karsilik gelir ve muhtemelen iki
farkl1 heptameri, rekombinasyon islemini katalize eden enzimlere es zamanl

erigilebilen pozisyonlara getirirler (Sekil 2.10.) (52,53).

v Spacer Sg%ager
¢ J
T y K 12 bp ﬁ;“‘"‘-_ "'l/ "_’_g....- p X .
Heptamer Nonamer
CACAGTG ACAAAAACC
v GTGTCAC TGTT GG
n 23 12 Ji
s 3 5 y— ‘ 3
_ V

Vi 23 Dh 23y

P | G e

Sekil 2.10. Rekombinasyon sinyal sekanslari (RSS) (33).

[=]

V(D)J rekombinasyon sirasinda, RSS'nin heptamerleri ile bitisigindeki V, D
veya J kodlama sekanslar arasinda ¢ift zincir kiriklart meydana getirilir. Ornegin; g
hafif zincir V-J rekombinasyonunda, bir VV segmentinin 3' ucunda ve bir J segmentinin
5'ucunda kirtk meydana getirilir. Aradaki ¢ift zincirli DNA, sinyal uglarini (heptamer
ve RSS'nin geri kalanini iceren uclar) iceren bir halka seklinde ¢ikarilir; V ve J
kodlama uglar birlestirilir (Sekil 2.11). Ozellikle Ig k lokusunda, baz1 V genlerinde,
RSS'ler; Vk’nin ve Jk’nin 3' ucundadir, bu nedenle birbirleriyle yiiz yiize gelemezler.
Bu durumda, aradaki DNA ters doner ve V ve J gen parcaciklari uygun sekilde
hizalanir; birlestirilmis RSS'ler ¢ikmaz ve kromozomda saklanir (Sekil 2.11.). Cogu
Ig gen yeniden diizenlenmesi delesyon ile meydana gelir; inversiyon ise Ig «
lokusundaki yeniden diizenlenmelerin %50'sinde meydana gelir. Iki gen pargacig
arasindaki rekombinasyon, sadece pargaciklardan biri bir 12-niikleotidlik ara bolge
digeri de bir 23-niikleotidlik ara bolge tarafindan kusatilmissa meydana gelir; buna
12/23 kurali denir. Dolayisiyla, DNA sarmalinin tek bir doniisiinii kapsayan bir ara
bolgeye sahip bir RSS'si olan kodlama segmenti, her zaman sarmalin iki turn’iini

kapsayan bir spacer’a sahip bir RSS’si olan bir kodlama parcacigi ile yeniden
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birlestirilir. Yandaki RSS'lerin tiirii (bir veya iki doniis), uygun gen parcaciklarinin
yeniden birlesmesini saglar. Ornegin; Ig agir zincir lokusunda, hem V hem de J
segmentlerini kusatan RSS'ler 23 niikleotidlik ara bélgelere (iki doniis) sahiptir ve bu
nedenle dogrudan birlestirilemezler; 6nce D-J rekombinasyonu olur, ardindan V-DJ
rekombinasyonu olur, bunu miimkiin kilan D parcaciklarinin her iki tarafta 12-
niikleotidlik ara bolgelerle kusatilmis olmasidir, boylece dnce D-J birlestirilir, daha
sonra V-DJ birlestirilir. Burada tarif edilen RSS'ler Ig genlerine 6zgiidiir. Bu nedenle,
V(D)J rekombinasyonu, yalnizca antijen reseptorii genlerinde meydana gelebilir
(52,53).

—

Delesyon inversiyon
J

R | i
\/ ' {

4 - P

r@r

Sekil 2.11. Delesyon ve inversiyon (33).

2.2.7. V(D)J Rekombinasyonuun Mekanizmasi

Ig genlerinin yeniden diizenlenmesi, gesitli enzimlerin aracilik ettigi 6zel bir
tiir “homolog olmayan” DNA rekombinasyon olayidir. Bu enzimlerin bazilar1 sadece
gelismekte olan lenfositlerde bulunurken, digerleri ubikuitéz DNA c¢ift zincirli kirik

onarimi enzimleridir. V(D)J rekombinasyonun mekanizmasi oldukga iyi anlasilsa da,
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rekombinasyonda yer alan aracilarin spesifik lokuslara tam olarak nasil erisebildigi
heniiz belirlenmemistir. Rekombinasyona aracilik eden enzimlerin Ig lokuslarina
erigsebilirligi; kromatin yapisinda ve DNA'daki epigenetik degisiklikler ve gen
lokuslarindaki bazal transkripsiyonel aktivite dahil olmak tizere ¢esitli mekanizmalar

ile gelismekte olan B hiicrelerde diizenleniyor olmasi olasidir (33).

v

2 Kesim /
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e === LR .
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/) D& | RAG 2
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/% A agllmasi ve olayin
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Artemis/DNA-PK,

== < Cz ekzonikleazlar, TdT
RAG 1/ RAG 1/
RAG 2 RAG 2 Eklenen veya
5 * 3 4 Birlesme , cikarilan noklectidler
) | 1 3

Ku70/KuB0/DNA-PK
XRCC4/DNA Ligaz IV

Sekil 2.12. VV(D)J rekombinasyon olayi (33).

V(D)J rekombinasyonu olayi, sirali olarak birbirini takip eden dort ayri olaya
boliinebilir (Sekil 2.12.);

1. Sinaps olusumu (Synapsis): Antijen reseptor geninin bulundugu kromozom
kisimlar1 rekombinasyona aracilik eden yapilara erisilebilir hale getirilir.
Secgilen iki kodlama segmenti ve bunlarin bitisigindeki RSS'leri bir
kromozomal halka (loop) olusumu ile bir araya getirilmekte ve miiteakip
olaylar i¢in bu pozisyonda tutulmaktadir.

2. Kesim (cleavage): Cift zincir kiriklari, lenfoid spesifik olan yapilar tarafindan
RSS kodlama sekansi baglanti noktalarinda enzimlerce olusturulur.
Rekombinasyon Aktive Edici Gen 1 ve Rekombinasyon Aktive Edici Gen 2
(RAG1 ve RAG2) olarak adlandirilan lenfoid spesifik genler tarafindan



33

kodlanan iki protein, V(D)J rekombinasyonda 6nemli bir rol oynayan, her bir
protein molekiiliinden iki tane igeren bir kompleks olusturur. RAG-1/RAG-2
kompleksi ayrica V(D)J rekombinaz olarak da bilinir. RAG-1 proteini, bir
restriksiyon endoniikleaza benzer bir sekilde, bir heptamer ve bir kodlama
yapan pargacik arasinda bulunan birlesme noktasindaki DNA sekansini tanir
ve bu sekansin kesimini saglar, ancak sadece RAG-2 proteini ile kompleks
haline geldiginde enzimatik olarak aktiftir. RAG-2 proteini, RAG-1/RAG-2
tetramerini; lenfosit gelisiminin belirli asamalarinda ve belirli zamanlarinda,
belirli agik reseptdr geni lokuslarina getiren erisilebilirlik faktorleri dahil
olmak iizere diger proteinlere baglamaya yardimci oluyor olabilir. RAG-1 ve
RAG-2, kromozom katlanmasi veya sinaps olusumu silirecinde gen
parcaciklarint bir arada tutmaya katkida bulunurlar. RAG-1 daha sonra
kodlama yapan ug ve heptamer arasinda bir (DNA’nin tek zincirinde) bir gentik
(nick) olusturur. Kodlama yapan ugtan salinan 3’ OH daha sonra diger DNA
zincirindeki fosfodiester bagi ile baglantir kurar ve kovalent bagh sag tokasi
(hairpin) goriiniimii olusur. Sinyal ucu (heptamer ve RSS'nin geri kalani dahil
olmak lizere) bir sa¢ tokasi olusturmaz ve baska bir isleme tabi tutulmayan kiit
uclu gift iplikli bir DNA son kismu olarak kalir. Cift zincir kirigi; kodlama
yapan segmentlerden birinin kapali sa¢ tokas1 yapisinin, diger kodlama yapan
ucun kapali sa¢ tokasi yapisinin karsisinda tutulmasi ve kut uglu iki sinyali
ucunun yan yana yerlestirilmesiyle sonuglanir. RAG-1 ve RAG-2, ¢ift zincir
kirig1 olusturulmasindan ayr1 olarak, kodlama yapan ug¢larin modifikasyonu ve
ligasyon isleminden 6nce sag tokasi uglarini ve kiit uglart bir arada tutar.

RAG genleri, lenfoid spesifiktir ve sadece gelismekte olan B ve T hiicrelerinde
ifade edilirler. RAG proteinleri esas olarak hiicre dongiisiiniin GO ve G1 evrelerinde
ifade edilir ve prolifere olan hiicrelerde inaktive edilir. DNA kesimini ve
rekombinasyonunu GO ve G1 evrelerine simirlandirmanin, DNA replikasyonu veya
mitoz sirasinda uygun olmayan DNA kiriklart meydana getirme riskini en aza indirdigi
diistiniilmektedir. Fonksiyonel RAG-1 veya RAG-2 genleri olmayan farelerde (KO),
B veya T lenfosit gelisimi basarisiz olur ve ayrica RAG-1 veya RAG-2 eksikligi,

hastalarin tiim lenfositlerden yoksun oldugu AKIY’in nadir bir nedenidir.



34

3. Sac¢ tokasinin agilmasi ve olayin sonlanmasi: Kirilan kodlama uglari, baz
eklenmesi veya c¢ikarilmasiyla modifiye edilir ve dolayisiyla daha fazla
cesitlilik olusur. Cift zincir kirigmin olusmasindan sonra, kodlama yapan
uclardaki sa¢ tokalar1 agilmalidir. Daha fazla ¢esitlilik saglamak i¢in kodlama
yapan uglara bazlar eklenebilir veya ¢ikarilabilir. Artemis, kodlama yapan
uclardaki sag¢ tokalarini agan bir endoniikleazdir. Artemisin yoklugunda sag
tokalar1 acilamaz ve olgun T ve B hiicreler iiretilemez. Artemis’teki
mutasyonlar da AKIY’in nadir bir nedenidir. Terminal deoksiniikleotidil
transferaz (TdT) olarak adlandirilan lenfoid spesifik bir enzim, kirikk DNA
uclarina bazlar ekler.

4. Birlesme (joining): Kirilan kodlama yapan uglar ve sinyal uglari; biitiin
hiicrelerde bulunan ve homolog olmayan u¢ birlesmesi olarak isimlendirilen
bir ¢ift zincir kirik onarim islemi ile bir araya getirilir ve baglanir. Homolog
olmayan ug birlesmesinde bir dizi ubikuitdz faktor yer almaktadir. Ku70 ve
Ku80; DNA ug baglama proteinleridir, kiriklara baglanirlar ve ¢ift zincir DNA
onarim enzimi olan DNA-bagimli protein kinazin (DNA-PK) katalitik alt
birimini olusturur. AKIY hastalarinda bu enzimi kodlayan gende mutasyonlar
kesfedilmistir. DNA-PK ayrica, u¢ baglama isleminde yer alan Artemis'i
fosforile eder ve aktive eder. Islenmis kirik uglarin baglanmasi, DNA ligaz IV
ve XRCC4 aracilign ile gergeklestirilir. XRCC4, ligazin katalitik olmayan
ancak temel bir alt birimidir(33,46,52,53).

2.2.8. Kappa-Silici Rekombinasyon Eksizyon Halkas1 (KREC)

Kappa-Silici Rekombinasyon  Eksizyon Halkalar1  (Kappa-Deleting
Recombination Excision Circle / KREC) B hiicre olgunlagsmasi sirasinda fonksiyonel
antijen reseptorii olusturmak icin meydana gelen yeniden diizelenme olaymin
tirtinleridir (54). KREC’ler, Ig agir zincir gen yeniden diizenlenmesini tamamladiktan
sonra, Ig k genlerini bir veya her iki allel iizerinde yeniden diizenlenmeyi bagaramayan
B lenfositlerde ortaya ¢ikarlar (55).

Insan ve farelerin Ig x kodlayan lokusunda, islevsel olarak karakterize edilen
{ic gen ifadesini artiran eleman tanimlanmistir (56-59). ilki KES', Ig kappa birlesim
bolgesi (1gJx ) ve Ig « sabit bolge (IgCk) genleri arasindaki intronik bolgede yer alir;
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diger ikisi, Ig C «k geninin 3" ucunun proksimal (KE3'P) ve distal bolgelerinde (KE3'D)
yer alir (60-62). Bu elemanlar, spesifik transkripsiyon faktorlerine baglanan spesifik
niikleotid motifleri igerirler (Sekil 2.13.) (61,63,64).

B hiicre farklilasmasi sirasinda, Ig hafif zincir geni yeniden diizenlenmesi, k
zincir geni yeniden diizenlenmeleri ile baslayan ve A zincir geninin yeniden
diizenlenmesiyle devam eden diizende gergeklesir (65). Genellikle sadece tek tip Ig
hafif zincir geni, belirli bir B hiicresinde ifade edilir. Cogu durumda, A kodlayan
genler, sadece k kodlayan genlerin yeniden diizenlenmesi islevsel olmayan tiriinlerle
sonuclandigi zaman yeniden diizenlenir (66-68). Ig k V bolge geni (IgVk) ve Ig k J
bolge geni (Iglk) arasindaki yeniden diizenlenme, islevsel olmayan bir IgVk-Iglk
tirlinti Uretiyorsa, lokus IgCk geninden sonra yer alan Kappa silici eleman (Kappa-
Deleting Element / xDE) ile bir yeniden diizenlenme yoluyla silinir (69). xkDE
insanlarda ve farelerde tarif edilmistir, ancak bu gen bolgelerinin diger memelilerde
mevcut olup olmadigi bilinmemektedir (69-71). xDE aracili Ig « gen yeniden
diizenlenmelerinin ¢ogu, IgJk-1gCxk intronunda bulunan RSS yoluyla gergeklesir (69—
71). Son zamanlardaki ¢alismalar kDE'nin RSS'ye komsu IgJk genlerini rekombine
edebilecegini gostermistir (72). Jk-Ck arasindaki intronRSS'min «DE araciligiyla
yeniden diizenlenmesi, Igk lokusunu islev disi hale getirir, Igik lokusundaki herhangi

bir baska yeniden diizenlenmeyi engeller (60,69).
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Sekil 2.13. KREC yapisi (9).
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KREC’ler; B hiicre olgunlasmasi siirecinde, alelik diglanma (exclusion) ve
izotipik diglanma (exclusion) sirasinda iiretilir (69). KREC'lerin kodlama yapan kismi1
(coding joint / cj) kromozomda kararl bir sekilde kalirken, sinyal kismu1 (signal joint
/ sj) genomik DNA'dan ¢ikartilir ve stabil epizomal yapilar olarak kalir (9). cjKREC
seviyeleri, B hiicresi boliinmesinden sonra ayni kalir, ancak sjKREC seviyeleri her bir
hiicre boliinmesi ile 2 kat azalir, c¢linkii sjKREC'ler hiicre boliinmesi sirasinda

kopyalanmaz (Sekil 2.14.) (9).

# hiicre kodlama
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sayisi sinyal kismina
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Sekil 2.14. KREC’ler ve hiicre boliinmesi (9).

VDJ rekombinasyonun iiriinii olarak ortaya ¢ikan ¢ift zincirli stabil KREC’ler,
olgun B hiicrelerin homeostatik proliferasyonunu gostermektedir (9). KREC'ler kemik
iliginden salinan B hiicrelerinin yaklasik %50'sinde rastgele mevcut oldugundan,
Olgtimleri yeni iiretilen B lenfositlerinin miktarinin giivenilir bir 6l¢timii olarak kabul

edilir (73). Hiicreler 6liirse KREC’ler de yok olur (74).
2.2.9. KREC Seviyesi Belirlenmesinin Onemi

KREC seviyesi, primer immiin yetmezligi olan ¢ocuklarda, 6zellikle B hiicre
eksikliklerinin en agir formu olan XLA ve XLA olmayan hipogammaglobiilinemili
hastalarda yakin zamanda degerlendirilmistir (75). KREC 06l¢timii, bu iki hastaligin
tanimlanmasi i¢in potansiyel bir ara¢ olarak Onerilmistir, ¢linkii B-hiicre olgunlagma

kusurlari, Igk’nin silinmesi olaylarindan Once ortaya ¢ikmaktadir ve bu nedenle
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KREC'ler bu hastalarda tiretilmemeli / tespit edilmemelidir (75). Hastalara ait kan
orneginin bulundugu Guthrie kagitlarindan elde edilen KREC'leri analiz edildigi
calismada, 30 XLA ve 5 XLA olmayan hipogammaglobiilinemi hastada KREC tespit
edilememistir (75).

T hiicre reseptorii eksizyon halkalar1 (TREC) timusta V(D)J rekombinasyon
sirasinda T hiicre Onciillerinin farklilagmas: ile ortaya ¢ikan epizomal DNA
parcalaridir (6). Italya’da YDIY hastalar1 ile yapilan bir TREC/KREC 6l¢iimii
calismasinda hastalarin kontrollere gore daha diisiik KREC sayisina sahip oldugu
gosterilmistir (76). Cok yakin zamanda, Kamae ve arkadaglari, TREC'lerin ve
KREC'lerin miktarinin, farkli hastalarda YDIY patogenezini ve klinik siddetini
degerlendirmek i¢in yararli bir belirteg olabilecegini gostermistir (77).

Yasam tehdit eden bir primer immiin yetmezlik formu olan AKIY’in erken
tanist bilyllk Onem tasimaktadir. Ciinkii tekrarlayan enfeksiyonlarin ortaya
cikmasindan ve asilama programlarindan Once tani koyabilmek, kemik iligi
transplantasyonu, enzim replasmani veya gen terapisi gibi hayat kurtarici tedavilere
olanak saglar (78-84). Benzer sekilde, B hiicre defektleri olan hastalarin yasam
kalitesini ve prognozunu iyilestirmek i¢in erken tani ve tedavi énemlidir. Bununla
birlikte, AKIY veya agammaglobulinemisi olan bebekler genellikle dogumda normal
goriinmektedir, aile dykiisiinde immiin yetmezlige sahip degildir ve sonug olarak,
bir¢cogu yagsami tehdit eden enfeksiyonlar ortaya ¢ikana kadar tan1 alamamaktadir (85).
TREC 6l¢iimiiniin AKIY hastalarini altta yatan genetik defektlerden bagimsiz olarak
saptayabilecegi ve agammaglobulinemili  hastalarin KREC olgimi  ile
tanimlanabildiginin gosterilmesi, TREC ve KREC &l¢iimlerinin AKIY ve
agammaglobulineminin  tespiti  i¢in  yenidogan  tarama  programlarinda
kullanilabilecegini Snermektedir (75,86). ABD’nin baz1 eyaletlerinde, AKIY i¢in yeni
dogan taramasi tani ve tedavi kilavuzlariyla entegre edilmis sekilde pilot ¢alismalari
yapilmustir (85). XLA olan ¢ocuklarin erken tani almasinin, yasam kalitelerini nemli
Ol¢iide artirmas1 ve saglik bakim maliyetlerinin azaltilmasina katkida bulunmasi
beklenmektedir (6). Gergekten de, klinik fenotipleri AKIY’den daha az siddetli
oldugundan, tarama programinin yoklugunda ilk yillarinda tan1 konmamis hastalik

riski, daha ciddi organ hasarinin gelismesine neden olabilir (6).
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Italya’da yapilan baska bir calisjmada TREC ve KREC'ler, kemik iligi
tranplantasyonu yapilan AKIY, X-linked hiper IgM, Wiskott-Aldrich sendromu ve
ailesel hemofagositik lenfohistiyositoz olan hastalarda 6l¢iilmiis ve 12-79 ay arasinda
degisen bir siire boyunca takip edilmistir. TREC'ler ve KREC'lerin transplantasyon
sonras1 artiglarinin birbiriyle siki bir sekilde baglantili veya birbirinden bagimsiz
olabilecegi ve bunu T-hiicre repertuarinin ve Ig tiretiminin normallesmesinin izledigi

tespit edilmistir (87).
2.2.10. T Hiicre Reseptorii Alfa Sabit Geni (TRAC)

TREC ve KREC seviyesinin saptandigi, kantitatif real time polimeraz zincir
reaksiyonu yontemi ile yapilan tiim ¢aligmalarda kontrol geni olarak TRAC (T Hiicre
Reseptorii Alfa Sabiti / T Cell Receptor Alpha Constant) geni kullanilmaktadir. TRAC
geninin her hiicrede iki kopyasi bulundugu icin g¢aligma sonucunda elde edilen

sonuglar ikiye boliinmektedir (87—90).
2.3. YDIY Klinik Ozellikleri

Yaygin degisken immiin yetmezlik, agir bir antikor eksikligi ile birlikte farkli
Klinik bulgularin toplulugudur. Bu klinik bulgular; enfeksiyonlar, pulmoner
komplikasyonlar, anemi ve trombositopeni, graniilomlar, artrit, malignansiler,
gastrointestinal sistem ve karaciger komplikasyonlari olarak belirtilebilir. Sekil 2.15’te

YDIY den etkilenen organlar gosterilmektedir.
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Normal organlar Klinik anomaliler

Siniisler

Orta kulak

Tiroit

Akciger

Dalak

Eritrositler ve
plateletler

Sekil 2.15. YDIY de etkilenen organ sistemleri (91).

2.3.1. Enfeksiyonlar

YDIY hastalarinda tekrarlayan enfeksiyonlar en sik goriilen klinik bulgudur ve
hastalarin baglica sikayetidir. Hastalarin tiimii enfeksiyon nedeniyle yilda birka¢ kez
hastaneye yatirilmaktadir (92). Sik goriilen enfeksiyon tipleri pnomoni,
gastrointestinal enfeksiyon, otitis media ve siniizittir. Tekrarlayan pndomoni gibi
solunum sisteminde ciddi hasar olusturan enfeksiyonlar nedeniyle hastalarda fibrozis,
anfizem, bronsektazi ve hatta solunum yetmezligi goriilebilir (93). Bronsektaziye bagl
nedenlerle lobektomi gibi girisimlerde bulunulabilmektedir. YDIiY’de ciddi
enfeksiyon riski, yeterli immiinoglobulin replasman tedavisi ile biiyiik oOl¢iide
iyilestirilmistir, ancak daha az agir seyreden enfeksiyonlar persistan olabilir. Ig
replasman tedavisi alan hastalarda devam eden enfeksiyonlar, bakteriler ya da solunum
yolu virtisleri ile ¢cogunlukla iist ve alt solunum yolu enfeksiyonlarini igerir ve siniis

enfeksiyonu, pnémoniye gore ¢cok daha yaygindir (94,95). Bazi ¢alismalar artmis IgG
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seviyelerinin elde edilmesinin, YDIY’de bu enfeksiyonlarin oranini azaltabilecegini
one siirmiislerdir (96,97). Bu veriler, YDIY hastalarmin cogunda, enfeksiyon
duyarliliginin, humoral immiin sistem ile sinirli kaldigini ve Ig replasmaninin, humoral

immiin yetmezligi etkili bir sekilde azalttigin1 géstermektedir.
2.3.2. Pulmoner Komplikasyonlar

Yaygin degisken immiin yetmezlik hastalarinda akciger hastaligi genellikle
solunum yolu hastaliklar1 ve intersitisyel akciger hastaliklar1 seklinde degerlendirilir.
Solunum yolu hastaliklar1 enfeksiyon, kronik obstriiktif hastalik ve bronsektaziyi
icerir. Brongektazi, altta yatan pulmoner enfeksiyon Oykiisi ile iligkilidir ancak
pulmoner enfeksiyon Oykiisii olmayan hastalarda da goriilebilir (98). Intersitisyel
akciger hastaliklar1 arasinda folikiiler bir diizenlenme olsun ya da olmasin lenfoid
infiltratif hastaliklar, graniiloma ve pndmoni yer almaktadir (99,100). Kombine
infiltratif lenfositik ve graniillomatdz akciger hastaligi graniilomatéz lenfositik
interstisyel akciger hastaligi (GLILD) olarak adlandirilir. GLILD, diger kronik akciger
hastalig tiirlerinden daha az siklikta goriiliir, hem hastaligin ilerlemesi, hem de diger
YDIY ile iliskili morbidite ile iliskisi nedeniyle dnemli dlgiide artmis mortalite riski
tasir (101,102). YDIY’de pulmoner hastalik ¢ok yaygindir; bir ¢alismada, bilgisayarli
tomografi taramasi ile hastalarin %64'inde bronsektazi ve %72'sinde intersitisyel
akciger hastaligi saptanmistir (98). Pulmoner hastaligin tedavisinde altta yatan
problem hedeflenmektedir. Brongektazi, immiinoglobulin replasman tedavisinin
baslatilmasiyla diizelmez; ancak, bakteriyel reinfeksiyon ve hastalik progresyonunu
onlemek icin yeterli immiinoglobulin replasmani gereklidir (103). Yanit siiresi net
olmamasina ragmen, rituximab ve azatiyoprin kullanimi ile interstisyel akciger
hastaliginin etkili tedavisi bildirilmistir (100,104). Diger immiinosiipresif ilaglarla
ilgili deneyimi bildiren sinirh veri vardir (105). Bir dereceye kadar histopatoloji tedavi
secerken faydali olabilir. T hiicre infiltrasyonu olanlarda kortikosteroidler ve diger T
hiicre hedefli tedaviler hastaligi hafifletebilir. B hiicresi infiltrasyonu ve folikiil
formasyonu olanlarda, steroidler daha az etkili olabilir ve alternatif yaklasimlar
gerektirebilir (106).
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2.3.3. Hematolojik Bulgular

Yaygin degisken immiin yetmezlikte hematolojik bulgular siklikla karsimiza
¢ikmaktadir. Hem trombositleri hem de kirmizi kan hiicrelerini hem birbirinden
bagimsiz hem de es zamanl olarak etkileyen kan hiicresi otoimmiinitesi, YDIY de en
sik goriilen otoimmiin komplikasyondur (107). Otoimmiin ndtropeni, daha az siklikta
da olsa ortaya ¢ikabilir. Hastalarin %10-20'sinde otoimmiin sitopeni vardir, sitopeni
siklikla YDIY tamsi igin ilk ipucudur (108). Sitopeni siklikla splenomegali ile
iliskilidir, bu durum baz1 hastalarda sitopeninin muhtemel nedenidir, fakat
splenomegalinin yoklugunda da sitopeni goriilebilir (4). YDIY’de otoimmiin
sitopeninin uygun tedavisi ile ilgili olarak, ¢ogu hasta YDIY tanis1 almadan once
idiopatik trombositopenik purpura (ITP) ile basvurdugu i¢in sinirl1 veri bulunmaktadir.
Immiinoglobulin replasmaninin  baglatilmas1 ITP'de ise yarayabilir; yeterli
replasmanin saglanmasi Onemlidir. ITP tedavileri potansiyel olarak immiin
baskilayicidir (109). ITP'nin ilk tedavisi uzamis oral kortikosteroid tedavisidir.
Kortikosteroidlerin etkisiz oldugu diisiiniiliirse, birgok hasta refrakter olmaya devam
etse de, yiiksek doz intravendz immiinoglobiilin (IVIG) denenebilir (110,111). Durum
refrakter kalirsa, rituximab ikinci basamak tedavi olarak diistinilebilir (111).
Retrospektif bir ¢alismada standart dozda rituximab tedavisi ile, refrakter sitopenisi
olan hastalarin %50'sinde etkin bir yanit elde edildigi rapor edilmistir (110).
Immiinomodiilatérler ve splenektomi, diger tiim terapilerin basarisiz oldugu hastalarda
son caredir ancak sonraki enfeksiyon riskini genellikle arttirirlar (111). Otoimmiin
hemolitik aneminin (OHA) tedavisi, ITP ile aynidir; Bununla birlikte, yiikksek doz
IVIG’e yanit OHA’da daha diisiiktiir ve hastaligin niiks etmesi beklenmelidir (109).

2.3.4. Graniilom

Graniilomlar, YDIY hastalarinin kiigiik bir kisminda ortaya ¢ikar ve immiin
disregiilasyonla iliskilidir. Tek bir bolgedeki graniiloma, siklikla viicudun diger
bolgelerinde ek graniilomlar eslik eder (102,112). En sik etkilenen organin akciger
olmasiyla birlikte; dalak, lenf nodlar1, karaciger, bagirsak, kemik iligi, deri, beyin,
parotid, retina ve bobrek de etkilenir (112,113). Graniilomlarin boyutlar1 degisebilir
ve lenfoid folikiillerin i¢inde ve disinda goriinebilirler ve c¢ogunlukla nektotizan

degildirler (113-115). YDIY’de graniilom varlig:, iliskili otoimmiinite ve
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splenomegali olasiligini 6nemli dlglide artirir (112,116). Graniilomun etkili tedavisi
belirlenmemistir. Kortikosteroid tedavisi siklikla kullanilmaktadir ve bir retrospektif
calismada, graniilomu olan hastalarin bir kisminda kismen etkili oldugu rapor
edilmistir (112). IVIG yiiksek dozda verilse dahi remisyona yol agmamaktadir.
Infliximab tedavisi, graniilomatdz hastalig, steroidler de dahil olmak iizere diger
immiinsiipresif tedaviye refrakter olan 5 YDIY hastasinda klinik iyilesme ile
sonuglanmistir (117). Ek vaka raporlari, YDIY ile iliskili graniilomda TNF-bloke edici
ajanlara olumlu yanitlar belirtilmistr (115,118,119).

2.3.5. Malignansi

Malignansi, yetiskin YDIY kohortlarinda erken mortalitenin ana nedenidir.
YDIiY’li yetiskin hastalarin %20’lik bir kismi bir ¢esit kanser gelistirir (120). En sik
goriilen form lenfomadir, ancak hematopoetik olmayan kanserler de bildirilmistir.
Erken donemde yapilan calismalar, YDIY hastalarinda 33 kat artmis lenfoma veya
mide kanseri riski oldugunu gostermistir; bununla birlikte, daha yeni ¢aligmalarda

sadece hafif diizeyde lenfoma riskini tanimlanmistir (121,122).
2.3.6. Romatolojik Bulgular

Yaygin degisken immiin yetmezlikte romatolojik bulgular da sik goriiliir.
Eklem tutulumu hem enfeksiyoz hem de enfeksiy6z olmayan siiregleri igerir.
Mycoplasma ve Ureaplasma tiirlerine ait enfeksiyonlar, tedavi edilmezse, nadiren
diistik dereceli kronik eklem iltihabina neden olabilir (123). Hem biiyiik hem de kii¢iik
eklemler dahil olmak iizere eklemlerin enfeksiydz olmayan inflamasyonun, IVIG
baglanmasiyla diizeldigi bildirilmistir; bununla birlikte, persistan ve yikici artrit
vakalar1 bildirilmistir (124,125). YDIY de vaskiilit de sik karsilasilan bir klinik
ozelliktir (126).

2.3.7. Gastrointestinal Sistem ve Karaciger Komplikasyonlari

Yaygin degisken immiin yetmezlik hastalarinda gastrointestinal inflamatuvar
hastalik yaygindir. Manifestasyonlar ¢esitli olabilir ve kronik enteropati, inflamatuar
bagirsak hastaligi, gastrit ve pernisiydz anemiyi igerebilir; bununla birlikte, kronik

enteropati en sik goriilen komplikasyondur. YDIY ile iliskili enteropatinin tipik
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makroskopik bulgulari nodiiler lenfoid hiperplazi ve non-spesifik inflamasyondur.
Mikroskobik bulgular plazma hiicrelerinin eksikligi, lenfositlerin intraepitelyal
infiltrasyonu ve hiperplastik lenfoid folikiillerdir (127). Diger bulgular vill6z diizlesme
ve kript apoptozu igerebilir. YDIY de enteropatinin nedeni bilinmemektedir. Bazen
Giardia lamblia, Cryptosporidium parvum, CMV, Salmonella tiirleri ve
Campylobacter jejuni gibi enfeksiyoz organizmalar izole edilir; ancak siklikla
enfeksiyéz bir organizma bulunmaz (128). Enterik viriislerin, YDIY hastalarinin
gastrointestinal boslugunda saptanmasi daha olasidir; ancak bu viriislerin ¢ogu 3 ay
icinde temizlenir (129). Yakin zamanda yayinlanan bir seride, kronik enteropatisi olan
bazi eriskin YDIY hastalarinda, kronik noroviriis enfeksiyonu olduguna dair kanitlar
gosterilmistir, iki hastada ribavirin tedavisi ile ¢oziilmiistiir (130). Agik olarak bir
enfeksiy6z neden olmayan hastalar i¢in, anti-Tiimor Nekroz Faktorii (TNF) tedavisi
ile diizelme oldugu rapor edilmistir (131).

Yaygin degisken immiin yetmezlikte karaciger hastaligi, portal dolagimin
idiyopatik anormallikleri, primer biliyer siroz, hepatit ve nodiiler rejeneratif hiperplazi
(NRH) dahil olmak {iizere gesitlilik gdstermektedir81. En sik goriilen ciddi karaciger
hastalign olan NRH, YDIY hastalarin %5'inde goriilmektedir (132). NRH siklikla
lenfositik infiltrasyon, stabil fibrozis ve inflamatuvar enteropati ile iliskilidir
(132,133). Graniilomlar ayrica biyopside de goriilebilir. YDIY’de portal dolagim
anormallikleri ve yliksek karaciger enzimleri yaygin olarak goriildiigii i¢in, NRH'nin
diistiniilenden daha yaygin olmasi miimkiindiir (132,134). Semptomlarin biyopsiyi
gerektirecek kadar siddetli oldugu YDIY hastalarinda, klinik seyri genellikle kotiidiir,
¢ogu hastada portal hipertansiyon ve siroz gelismektedir (106).

Karaciger hastaligi, YDIY de kétii bir komorbidite olabilir; sonug olarak iyi
yonetilmelidir. NRH; splenomegali, asit, varis ve hatta karaciger yetmezligi ile
sonuglanan hepatit ve portal hipertansiyona progresif veya hizli bir sekilde ilerleme
kapasitesine sahiptir (132).

2.4, YDIY Tanisi

Otit, siniizit, brongiolit ve akcigerlerin dahil oldugu tekrarlayan bakteriyel
enfeksiyon Oykiisii olan yetiskinler veya cocuklarda YDIY’den siiphelenilmelidir.

Laboratuvar 6zellikleri arasinda; IgG siklikla IgA ve bazen IgM dahil olmak iizere
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diisiik seviyelerde serum immiinoglobulin diizeyleri mevcuttur (135). Taniya yardimci
bir diger 6zellik, fonksiyonel antikor eksikligi olup olmadigini belirlemektir. Serum
antikor seviyelerinin, kizamikgik, tetanoz, kizamik, difteri, kabakulak, veya
pndmokokal polisakkarit antijenlerine karsi as1 yanitlarmin dl¢iimii ile yapilir. YDIY
tanis1 almis olan hastalarda, bu asilarin ¢oguna ¢ok az yanit goriilmekte veya hi¢ yanit
goriilmemektedir. B ve T hiicrelerin sayisal ve fonksiyonel degerlendirmeleri de tanida
yol gostericidir. Gastrointestinal ve otoimmiin gostergeleri olan hastalarda altta yatan
bir immiin yetmezlik acisindan degerlendirilmelidir. YDIY tanisi olan hastalarmn
yaklasik %10°’nunda monogenik eksiklikler tanimlanabilmistir. Ancak genetik tani bu
hastalarin erken tan1 ve tedavisi agisindan biiyiik dnem tagimaktadir. Hastalarin klinik
bulgularina gore saptanan aday genlerde klasik yontemlerle dizileme yapilmasi en
temel yaklagimdir. Klasik Sanger dizileme ¢alismasi dahil olmak iizere, DNA dizi
analizi, genetik haritalama, yeni nesil dizileme yaklagimlari tanida kullanilan testler

arasindadir.
2.5. YDIY Tedavi

YDIY’nin etkin tedavisi, hem enfeksiyoz hem de noninfeksiydz
komplikasyonlarin uygun bir sekilde tedavi edilmesine baglidir. IgG replasmani
genellikle enfeksiyonun oOnlenmesinde etkili olmakla birlikte, bronsektazisi olan
hastalarda pulmoner fizyoterapi de uygulanabilir. Antibiyotik profilaksisi, persistan
enfeksiyonu olan hastalarda siklikla kullanilir; ancak, bu uygulama tartigmalidir. Hem
antifungal hem de antiviral profilaksi genellikle gerekli degildir ve tekrarlayan fungal
veya ciddi viral enfeksiyonlari olan hastalar, kombine bir immiin yetmezlik agisindan
degerlendirilmelidir. Enfeksiy6z olmayan komplikasyonlarin tedavisi, spesifik olarak
komplikasyona 6zel tedavi ve yonetim yaklasimlar: gerektirir. Immiinosiipresifler ve
hatta sitotoksik terapileri igerebilir. Organ transplantasyonu ile ilgili sinirli bir deneyim
mevcut olmakla birlikte, kemik iligi transplantasyonu retrospektif olarak az sayida
hastada bildirilmistir (106).

2.6. YDIY Hastalarimin Simiflandirilmasi

Yaygin degisken immiin yetmezlik, klinik ve immiinolojik o&zellikleri

acisindan cesitlilik gosteren heterojen bir primer antikor eksikligi grubu oldugu igin,
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hastalar i¢in uygun bir siniflandirma gereklidir . Son yillarda, B hiicre popiilasyonunun
fenotiplendirilmesine dayanarak hastaligi siniflandirmaya yonelik girisimler olmustur.

2002 yilinda, Warnatz ve arkadaslar1 tarafindan Freiburg Siniflamasi
onerilmistir. YDIY hastalarini, izotip doniisiimii yapmus hafiza B hiicre (CD19* CD27*
IgM" IgD") popiilasyonuna dayanan iki ana gruba (grup I ve grup 1) ve CD21’1 diisiik
seviyede ifade eden B hiicre (CD19* CD21'°" CD38'°" IgM*) sayilarina dayanan iki
alt gruba (Ia ve Ib) siniflandirmislardir (Tablo 2.3.) (2).

Tablo 2.3. Freiburg siniflandirmasi (2).

Freiburg Siniflandirmasi
Grup I Izotip Déniisiimii Yapmis B Hiicre Sayis1 < %0,4
Grup la: CD21low B Hiicre Sayist > %20
Grup Ib: CD21low B Hiicre Sayist < %20
Grup II: Izotip Doniisiimii Yapmus B Hiicre Sayis1 Normal

Paris Siiflandirmasi, YDIY hastalarin1 sadece hafiza B hiicre (CD19* CD27%)
popiilasyonlarina dayanarak ii¢ gruba (MB0, MB1 ve MB2) kategorize etmek {izere
Onerilmistir (Tablo 2.4.). Paris Smiflandirmasina gére, MBO ve MB1 gruplari olarak
kategorize edilen hastalarda MB2 grubundan daha fazla otoimmiinite
komplikasyonlar1 gelisirken, MBO grubundaki hastalarda artmis graniilomatéz

hastalik ve splenomegali goriilmiistiir (3).

Tablo 2.4. Paris siniflandirmasi (3).

Paris Siniflandirmasi
MBO: |CD27+ B Hiicre Sayis1 < %11
CD27+ B Hiicre Sayis1 > %11

MB1:

Izotip Déniisiimii Yapmis B Hiicre Sayis1 < %8

MB2: | MBO0 ve/veya MB1'e Dahil Olmayanlar
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Wehr ve arkadaglart Freiburg ve Paris Siniflandirmalarini  birlestiren
EUROclass isimli daha kapsamli bir siniflandirma (EUROclass) olusturmustur.
EUROclass Siniflandirmasina gore, izotip doniisiimii yapmis hafiza B (CD19" CD27*
IgM™ IgD") ve CD21°i diisiik seviyede ifade eden B hiicrelerin (CD19* CD21'"
CD38"" IgM*) yami sira, YDIY hastalar1 transisyonel B hiicre (CD19* CD21™
CD38"" IgM™) popiilasyonlarina gore alt gruplara ayrilmistir (Sekil 2.16.). Bu
siniflandirma, hastalarin ¢esitli B-hiicresi alt gruplar1 ile splenomegali, graniillomatoz

hastalik ve otoimmiinite arasinda baglanti olusturmaktadir (4).

r EUROclass Smiflandirmast 1

Grup B+ Grup B-
B Hiicre Sayist > %1 B Hiicre Sayis: = %1
Grup smB- Trhi
Transisyonel B
/ Hiicre Sayisi =
~ Grup smB+ ~ Grup smB- %9
[zotip Déniigiimii [zotip Déniigiimii
Yapmus B Hiicre Yapmug B Hiicre Grup smB-
Sayst > %2 Sayisi < %2 Trnotm
Tra.nsisyoncl B
Hiicre Sayisi <
%09
+
Grup smB+ 21lo Grup smB Grup smB- 21lo Grup smB-
21norm 21norm
CD21low B CD21low B CD21low B CD2llow B
Hiicre Sayist = Hiicre Sayist< Hiicre Sayisi = Hiicre Sayisi<
%10 %10 %10 %10

Sekil 2.16. EUROclass siniflandirmasi (4).

Yakin zamanda, Driessen ve arkadaglari tarafindan B hiicresi alt grup
anormalliklerine dayali bir siniflandirma 6nerilmistir. B Hiicre Paternleri (Rotterdam)
siniflandirmasina gére YDIY hastalar1, B hiicre olgunlasma arrestine dayanarak bes
farkli grup (Patern 1-5) sekilde siniflandirilmistir (Tablo2.5.) (Sekil 2.17.) (5).



Tablo 2.5. B hiicre paternleri siniflandirmasi (5).
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B Hiicre Paternleri Siniflandirmasi

Patern 1 | Diisiik Transisyonel B Hiicre Sayis1 + Diisiik Hafiza B Hiicre Sayis1

Patern 2 Diistik Naive Olgun B Hiicre Sayisi, Diisilk Marjinal Bolge B Hiicre
Sayisi, Diisiik Hafiza B Hiicre Sayisi

Patern 3 | Diisiik Marjinal Bolge B Hiicre Sayist ve Diisiik Hafiza B Hiicre Sayisi

Patern 4 | Diisiik izotip Déniisiimii Yapmis Hafiza B Hiicre Sayisi

Patern 5 | Normal Marjinal Bolge ve Hafiza B Hiicre Sayis1

Transisyonel Naif
B Hucre B Hucre

Periferal B Hiicre Gelisimi

]

/’ Marjinal Bolge
© Hiicre
W

Hafiza B Hiicre
Germinal Merkez

Sekil 2.17. Periferal B hiicre gelisimi (5).

2.7. YDiY Genetik Ozellikleri

Yaygin Degisken Immiin Yetmezligin klinik olarak heterojen olmasi, hem

hastaligin tanisin1 hemde altta yatan genetik kusurunun saptanmasini zorlagtirmaktadir

(136). YDIY vakalarmin ¢ogunlugu sporadik olarak ortaya ¢ikar (137). Hastalarmn

yaklagik %5-25"inde aile dykiisii vardir ve bunlarin bir kism1 otozomal dominant(OD)

kalitim sergiler (137). YDIY hastalarmin %2-10'unda monogenik bir neden tespit

edilmistir (137,138). Ilk YDIY hastalik genleri, aday gen yaklasimu ile tek geni ortadan

kaldirilan (KO) fareler kullanilarak gosterilmistir (139-142). Yeni nesil dizileme
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teknolojileri ile otozomal resesif (OR) ve otozomal dominant (OD) katilan YDIY
iliskili genlerin kesfedilmesi hiz kazanmistir (143). Ayrica, klinik YDIY tanisinin bir
cok genetik alt tipi kapsayan semsiye bir tan1 oldugu netlik kazanmistir (143). Dahasi,
nadir monogenik formlarmin disinda, YDIY'nin Mendelyan bir hastaliktan daha
karmasik kalittmli bir hastalik oldugu ileri siiriilmiistiir (137,138,144). YDIY nin
intrinsik B-hiicre defektlerinden kaynaklanabilecegi, ayni zamanda T-hiicresi
kostimiilasyonunun olmamasindan da kaynaklanabilecegi gosterilmistir. Bu nedenle
patolojik arka plani gesitlidir (30).

Tablo 2.6’da YDiY’ye neden olan monogenik eksiklik genleri, bu genlerin
nasil kalitildigi, fonksiyonlari, eksikliklerindeki klinik 6zellikler ve immiinoglobiilin

seviyeleri gosterilmektedir.



Tablo 2.6. YDIY ile iliskili genler.

PIK3CD geni, fosfatidilinositol 3-kinaz SYE, GIS enfeksiyonu,
enziminin alt birimi olan p110 delta proteini bakteriyel cilt enfeksiyonlari,
Yenidogan | kodlar. P110 delta alt birimini igeren PI3K- izotinlerin derin abseler, sigiller, malignite,
PIK3CD | Fonksiyon d fosforilasyon ile diger proteinlere bir dizi P bronsiektazi, CMV/EBV
oD - . hepsinde | . ~.". """ e
(145) | Kazanimi Erken oksijen ve bir fosfat grubu ekler. azalma | Viremisi, gelisme geriligi,
cocukluk | Lenfositlerde PI3K-delta sinyali, hiicre otoimmiinite (OI),
biiyiimesi, boliinmesi ve farklilagmasi gibi lenfoproliferasyon,
birgok hiicresel aktivite i¢in 6nemlidir. splenomegali, hepatomegali,
PIK3R1 geni, PI3K enziminin en bol Benign lenfoid hlperpla2|_
S (BLH), SYE, GIS enfeksiyonu,
D bulunan p85a alt birimini kodlar. P85aalt |; . = . . —_ -
. Yenidogan |, .. ..t T .. .. . | Izotiplerin | OI, malignite, splenomegali,
PIK3R1 | Fonksiyon biriminin birincil islevi, enzimin aktivitesini . . ; L
(146) Kaybi ob diizenlemektir. PI3K enzimi lenfosit NEEEels | SElasilye kopjunlft!VIt,
Cocukluk . ’ azalma |CMV/EBYV viremisi, gelisme
proliferasyonu, farklilasmasi ve s .
fonksiyonunda 6nemli role sahiptir el Wi e,
y PHT. hepatomegali.
PTEN geni, viicuttaki hemen hemen tiim
dokularda bulunan PTEN enzimini kodlar.
_ Cocu{duk PTEN enzimi, protein ve lipitlerin fosfat izotiplerin | Cowden sendromu, makrosefali,
PTEN | Fonksiyon cagl gruplarini uzaklastiran bir fosfatazdir ve . . e
oD e , hepsinde | gelisme geriligi, otizm,
(146) Kaybi tiimor baskilayici olarak gorev yapar. PI3K H—
. - RS e azalma | malignite
Erigkin | sinyalinin inhibisyonunda gorevlidir. Ayrica
hiicre gocii, adezyonu ve anjiyogeneze
yardimci olur.




Tablo 2.6. (Devam) YDIY ile iliskili genler.

CD19, plazma hiicreleri hari¢ tiim B hiicre

SYE, GIS enfeksiyonlar,

konjenital glikozilasyon bozuklugu tip
IIb'ye sebep olur.

Fonksiyon Dy soyunda ve FDH'lerde ifade edilir. bakteriyel konjunktivit,
Kaybi1 Yenidogan | .. o o - . .
Sitoplazmik sinyal proteinlerini zara Disiik IgG | bakteriyel cilt
CD19 (veya . i . .
o OR ulagsmasinda bir adaptor protein olarak ve IgA enfeksiyonlari,
(147,148) | dusuk Erken . - . .
. gorev yapar, CD19/CD21 kompleksinin ve/veya IgM | bronsektazi, hematiiri,
seviyede cocukluk |2, o R .. .
. bir pargasidir. B lenfosit gelisimi i¢in bir glomeriilonefrit, IgA
ifade) . . . .
biyobelirtegtir. nefropati
CD.81 protelm,"hlfcre gehslml, o o SYE, otoimmiin
aktivasyonu, biiylimesi ve hareketliliginin | Disiik IgG, - M
Fonksiyon D diizenlenmesinde rol oynayan sinyal diistik veya sttopent,
CD81 (1) OR Yenidogan |.. .. . . glomertilonefrit,
Kaybi iletimine aracilik eder. Integrinlerle normal IgA . .
e P tanimlanmamis sistemik
kompleks olusturan bir hiicre yiizeyi ve IgM -
. N inflamatuar sendrom
glikoproteinidir.
MS4AT1 geni tarafindan kodlanan CD20, B | Diisiik IgG,
('\ﬁ:;i(\)l) Fonksiyon OR Yenidos hiicrelerinin plazma hiicrelerine gelismesi | normal veya | Solunum yolu
Kaybi emaosan | ve farklilagmasinda rol oynayan bir yiiksek IgM | enfeksiyonu
(149) et e
membrana gomiilii ylizey molekiiliidiir. ve IgA
MOGS geni N-bagli oligosakkarit isleme
yolagmin ilk enzim olan GCS1'i kodlar. - . .
GCsl Fonksiyon Dy GCS1 proteini, endoplazmik retikulumun . AgIr Bakter!yal ve V",al
(MOGS) OR Yenidogan | ... : . hipogamaglo | enfeksiyonlar, agir
Kayb1 liimeninde bulunur. Bu gendeki defektler, e X O
(11) biilinemi | norolojik hastalik
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Tablo 2.6. (Devam) YDIY ile iliskili genler.

TNFRSF13B geni tarafindan kodlanan TACI Diisiik ‘
TACI Fonksiyon Erken prote%ni B _hiicre yﬁzeyinde bulupur. Diger 19G ve SYE, GIS c?nfe}(siyonlarl,
(TNFRSF13B) Kaybi OR veya| ¢ocukluk |proteinler ile etkl'leserek hiicre sinyalini IgA bronsektazi, _OI, BLH,
(150,151) | (geneilikle) oD arttirir, B hiicrenin sag kalimi ve _ velveya splenomegali,
’ Erigkin | olgunlagsmasinda ve antikor tiretiminde rol IgM graniilomlar, malignite.
oynar.
TNFRSF13C geni tarafindan kodlanan i;;’ljﬁl iaekr'l’geill(iilyonlarl,
BAFF-R Fonksiyon Yenidogan | BAFF-R transmembran bir proteinidir ve Diisiik b k1t : Of ],3LH
(TNFRSF13C) | Kazammi | OR BAFF igin reseptordiir. BAFF-R, BAFF 1gG ve rfnse aZl’I. » B
(152) veya Kaybi Eriskin | aracilik ettigi olgun B hiicre sagkalimi igin IgM spienomegall,
gerekli ana reseptordiir. &t anulomlqr, kr0n||.< .o
diyare, gelisme geriligi
TNFSF12 geni tarafindan kodlanan TWEAK,
tiimdr nekroz faktdr (TNF) ligandr ailesine ..
TWEAK Fonksiyon ait bir sitokindir. Hem membran-bagli hem Diisiik %\gsénpﬁogls(;le{grﬁl elit
(TNFSF12) Kavh OD | Yenidogan | de salgilanan formda bulunabilir. Hiicre IgM ve toi I, tromb ¥t ¢ Lo
(153) aybt tipine 6zgiil bir sekilde apoptozu diisiik IgA otormmun trombosTtopent
indiikleyebilir. Endotel hiicrelerinin ve notropeni, sigiller
proliferasyonunu ve migrasyonunu destekler.
Erken Kompeleman feseptérﬁ 2 (CR2), Pomql . ' '
CD21 (CR2) | Fonksiyon cocukluk hurporal immiin yanit ve otoimmiinitenin Diisiik SYE, kilo kayb1 1lq kronik
OR gelismesinde kritik rol oynayan komplemen ishal, splenomegali,
(154,155) Kaybr aktivasyonu ailesinin diizenleyicilerind 9G iyalji, rijidit
Cocukluk | 2KUY: Yy yicilerinden miyalji, rijidite
biridir.
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Tablo 2.6. (Devam) YDIY ile iliskili genler.

TRNTI geni tarafindan kodlanan protein, Konjenital
tRNA niikleotidiltransferaz/poli(A) polimeraz . . .
TRNT1 | Fonksiyon ocukluk | ailesine ait bir enzimdir. Bu enzim, korunmus | , . | sideroblastik anemi,
Y OR ¢ . e > % | Hipogamaglobiilinemi | sagirlik, gelisimsel
(156) Kaybi cagl CCA triplet niikleotidinin tRNA pogamag g'k » BEY dik
molekiillerinin 3' terminusuna eklenmesini gecikme, periyodi
. ates
katalizler.
TTC37 geninin kodladig: protein, sitozolik Tekrarlayan
eksozomlarn fonksiyonu i¢in gerekli olan bir bakteriyel ve viral
TTC37 | Fonksiyon OR Cocukluk | kompleksin parcasidir. Eksozomlarin agir1 ve Pnomokok asisina | enfeksiyonlar,
(157) Kaybi cagl anormal mRNA'dan kurtulmadaki roliiniin diistik antikor yanit1 | anormal sag
hiicre biiyiimesi i¢in 6nemli oldugunu bulgulari:
diistiniilmektedir. Trichorrhexis nodosa
NF«B; hemen hemen tiim hiicre tiplerinde SYE, GiS
bulunan pleiotropik bir transkripsiyon enfeksiyonlari, OI,
faktoriidiir. Inflamasyon, immiinite, sinopulmoner
farklilagma, hiicre biiylimesi, timdr olusumu enfeksiyonlar, kronik
Erken | ve apoptoz gibi bir¢ok biyolojik siiregle Diisiik veya normal | obstriiktif akciger
NF«B1 | Fonksiyon oD cocukluk |iligkili uyaricilar tarafindan baglatilan bir dizi IgG, diisiik veya hastalig1, piyoderma
(158) Kaybi sinyal iletim olayinin son noktasidir. NFkB1 normal IgA, diisiik | gangrenozum,
Eriskin | geni tarafindan kodlanan protein proteazom veya normal IgM | bronsektazi, alopesi
aktivitesinin ardindan; NF«kB protein ve otoimmiin tiroidit,
kompleksinin DNA baglayan alt birimini ve BLH, splenomegali,
rel proteinine 6zgii bir transkripsiyon hepatomegali,
inhibitoriinii olusturur. malignite.




Tablo 2.6. (Devam) YDIY ile iliskili genler.

NF«B2 geni NFkB kompleksinin bir GIS enfeksiyonlari, SYE,
_ Yenidogan alt birimini kodlar. Kodlanan protein, alopesi, oniko_mik(_)z,
NFkB2 | Fonksiyon oD NF«kB'in dimer halinde oldugu Diisiik IgG, IgA ve | bronsektazi, hipofiz
(159) Kaybi Cocukluk yapiya bagli olarak hem bir IgM hormonu eksiklikleri,
transkripsiyonel aktivator hem de endokrinopati, Herpes
baskilayici islevi gorebilir. simpleks enfeksiyonlari,
Erken | IKZF1 geni, kromatin yeniden SYE, S. pneumoniae
IKAROS Fonksiyon cocukluk | sekillenmesi ile iligkili ¢inko-parmak enfeksiyonlari, GIS
(IKZF1) Kavbi oD DNA-baglayici proteinler ailesine ait | Diisiik IgG, IgA, IgM | enfeksiyonlari, bakteriyel
(160) Y Geg bir transkripsiyon faktoriini kodlar. cilt enfeksiyonlari, aftéz
erigskin | Lenfosit farklilasmasinda gorevlidir. iilserler, OI, malignite.
IRF2BP2 geni, IRF2'nin
transkripsiyonel baskilama bolgesi Tekrarlayan enfeksiyonlar
IRF2BP2 | Fonksiyon Cocukluk |ile etkilesime giren bir protein Hipogamaglobiilinemi, o ) '
oD N : i otoimmiin ve inflamatuar
(161) | Kazanimi cagi kodlar. IRF2, interferon a ve 'nin IgA eksikligi h
. astaliklar
IRF1 aracili transkripsiyonel
aktivasyonunu inhibe eder.
ATP6AP1 geni, organellerin
asidifikasyonuna aracilik eden Tekrarlayan bakteriyel
. Vakuolar ATPaz enziminin S1 alt enfeksiyonlar, hepatopati,
ARG IRl e X . Cocu{duk birimini kodlar. V-ATPaz bagimli Hipogamaglobiilinemi | I6kopeni, diisiik bakir
(162) Kaybi gecisli cagi - . e
organel asidifikasyonu, zimojen seviyesi,
aktivasyonu ve reseptor aracili hepatosplenomegali
endositoz igin gereklidir.




Tablo 2.6. (Devam) YDIY ile iliskili genler.
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ICOS geni tarafindan kodlanan protein, SYE, GIS enfeksiyonlar1, OI,
CD28 ve CTLA-4 hiicre ylizey reseptorii Diisiik 1eG firsat¢1 enfeksiyonlar, BLH,
. . | ailesine aittir. T hiicre yaniti, lenfokin Suk ’e bakteriyel cilt enfeksiyonlari,
ICOS Fonksiyon Yenidogan ’ . veya normal . .
(143,163) Kavby OR Eriskin salgilanmasi, T ve B hiicre arasindaki 1aM veva lokalize H. simplex
' Y 3 etkilesim, Td antijenlere kars1 antikor nogrmal Iy A enfeksiyonlari, brongektazi,
yanitlari igin gereklidir. CD40 aracili Ig g splenomegali, hepatomegali,
izotip doniisiimiinde 6nemlidir. graniilomlar, malignite.
Fonksiyon TNFRSF7 geninin k(gdlafhgl CD27 - TR e SYE, bron§1ekta21, bgktgnygl
Kavbi proteini, TNF-reseptor siiper ailesinin bir I T cilt enfeksiyonlari, giardiazis,
CD27 (vey a Yenidodan tiyesidir. T hiicre immiinitesi ve idamesi iiksek I 3(/} fulminan bakteriyel sepsis,
(TNFRSF7) | 4 glk OR Cocukli © | isin gereklidir. Ligandi CD70'e \Z’e“ - or r%} o | kronik EBV viremisi,
(153) S baglanarak B hiicre aktivasyonu ve Ig y ciddi/atipik EBV iligkili
seviyede . e . N Dy IgM veya .
. tretimini diizenlemede 6nemli bir rol enfeksiyonlar, BLH,
ifade) normal IgA . .
oynar. splenomegali, hepatomegali
Interldkin-21 (IL-21), esas olarak CD4* T | Diisiik IgG, .
IL21 Fonksiyon OR | Yenidosan hiicreler ve folikiiler T hiicreler tarafindan | normal IgM, S;iE;rflrkZ?iE ?flil:kg;:ﬁ:i;',
(164,165) Kaybi 84 iiretilir. Plazma ve hafiza B hiicrelerinin normal 1gA, SCTISIM BT, Y
. 1 .. oral aftoz tlserler.
farklilasmasinda dnemlidir. yiiksek IgE
Fonksiyon IL-21R tip I s1tok1‘r.1 reseptOflerlpdendlr. Diisiik veya SV, TS cnessyar,
IL-2,4,7,9 ve 15'in reseptorleri normal 1gG, . .
Kaybi Dy e . . firsat¢1 enfeksiyonlar, akciger
Yenidogan | tarafindan paylasilan ortak y zinciri ile IgA; normal | .. .. .
IL21R (veya . o . . tiiberkiilozu, bronsektazi,
o OR Erken | heterodimerik reseptor kompleksi veya yiiksek .
(153) disiik o . . . BLH, hepatosplenomegali,
. cocukluk |olusturur. IL-21'in biiytimeyi tesvik eden | IgM; normal . .
seviyede L . . N diskoid lupus/kronik
ifade) sinyalini iletir. T, B ve NK hiicrelerin veya yiiksek inflamatuvar cilt hastalis:
cogalmasi ve farklilagmasi i¢in kritiktir. IgE &




Tablo 2.6. (Devam) YDIY ile iliskili genler.

CTLA-4 geninin kodladig1 protein T
lenfosit yiizeyinde ifade edilen bir CD28
homologudur. T hiicre yanitinin negatif

Diisiik veya
normal IgG,

SYE, GIS enfeksiyonlari, OI,
BLH, lenfositik infiltrasyon,
GLILD, bronsektazi,

proliferasyonunun negatif diizenleyicisidir.

yiiksek IgA

CTLA4 |Fonksiyon| oo | Yenidogan |y oo vicisidir. Kostimiilator CD80/CDg6 | stk veya |splenomegali, hepatomegali,
(166,167) | Kayb1 Erigkin RSN ) . .| normal IgM, | malignite, gelisme geriligi,
molekiillerinin CDS8 T hiicreler {izerindeki . e .
o= ey diistik veya | EBV iliskili lenfoproliferasyon,
CTLA-4'e baglanmasi, T hiicre inhibisyonu | : Lo
ile sonuclanir normal IgA flI‘SE}FQI enfeks_lyonlar, sigiller,
' alerjik dermatit, graniilomlar
eninin kodladig1 protein iddetli OI, , lenfositi
LRBA geninin kodladig1 protei iddetli OI, BLH, lenfositik
endoplazmik retikulum, golgi aygiti, Diisiik veva infiltrasyon, GLILD,
endositik vezikiil ve lizozomlarda yerlesik nor?nal Veya graniilomlar, kronik akciger
proteindir. Immiin efektér molekiillerin e é hastaligi, lenfoproliferasyon,
LRBA |Fonksiyon OR Yenidogan | polarize sekresyonu ve/veya membran dii ﬁkveg a’ brongektazi, splenomegali,
: aybi ocuklu epozisyonunu saglamak 1¢in sinya epatomegall, malignite,
168,169) | Kayb Cocukluk |d i glamak i¢in sinyal nor?nal | K/I h li, maligni
transdiiksiyonu ile vezikiil trafiginin normal V% a’ biiyiime geriligi, SYE, GIS
diizenlenmesinde rol oynar. Inhibitér iksek T 3; enfeksiyonlari, bakteriyel cilt
protein CTLA4'{in hiicre yiizeyinde ifade yu & enfeksiyonlari, derin abseler,
edilmesinde rol oynar. sigiller, alerji, lirtiker
PRKCD geni tarafindan kodlanan protein, | Diisiik veya | SLE benzeri Of, EBV/CMV
Yenidosan protein kinaz C ailesinin bir tiyesidir. DNA | normal 1gG, |iliskili lenfoproliferasyon, BLH,
PRKCD | Fonksiyon OR Erker% hasariyla indiiklenen apoptoz sirasinda pro- | normal veya | splenomegali, hepatomegali,
(153) Kaybi ocukluk apoptotik, sitokin reseptorii ile baslatilan yiiksek IgM, | SYE, GIS enfeksiyonlari, idrar
¢ apoptoz sirasinda anti-apoptotiktir. B hiicre | normal veya | yolu enfeksiyonlari, gelisim

geriligi
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Tablo 2.6. (Devam) YDIY ile iliskili genler.

PLCG2 geni tarafindan kodlanan protein; 1- Diisiik veva normal | Sosuk iirtiker. atopi
fosfatidil-1D-miyoinositol 4,5-bisfosfatin 1D- UK VEY: ogH » 1OpL,
: miyoinositol 1,4,5-trisfosfat (IP3) ve 9G, diisik veya | cilt lezyonlari, SYE,
PLCG2 | Fonksiyon Yenidogan | .° . P AP . normal IgM, diisiikk | Varicella zoster
oD diasilgliserole (DAG) doniistimiinii katalizler. .
(153) | Kazanimi Cocukluk . - veya normal IgA, |enfeksiyonlari,
IP3 ve DAG, hiicre membraninda biiylime .. . .
T . normal veya yiiksek | bakteriyel cilt
faktorli ve immiin sistem reseptdrlerinden . .
: o o s IgA enfeksiyonlari, Ol.
sinyal iletilmesi i¢in 6nemlidir.
RAC?2 geni, guanozin trifosfat (GTP) SYE, gelisim geriligi,
metabolize edici proteinlerin Ras siiper bronsektazi, artralji,
. . . .| ailesinin bir iiyesini kodlar. Kodlanan protein - . ... | otoimmiin
G2 | SO EYER OR MG sekresyon, fagositoz ve hiicre polarizasyonu DITILS Igf},"dusuk endokrinopati, BLH,
(170) Kaybi Cocukluk | 7. . s . IgM ve diisiik IgA .
gibi siireclerin diizenleyicisidir. Ayrica reaktif glomeriilonefrit,
oksijen tiirlerinin olusumunda da rol besin alerjisi,
oynamaktadir. koagiilopati
BLK geni, tipik olarak hiicre ¢ogalmasi ve Diistik IgG, diisiik
BLK | Fonksiyon OD | Yenidogan farklilagsmastyla ilgili bir non-reseptor tirozin veya normal IgA, |SYE, bakteriyel deri
(171) Kayb1 841 | kinazi kodlar. B hiicre reseptor sinyali, B hiicre | diisiik veya normal | enfeksiyonlar
gelisimi ve farklilasmasinda rol oynar. IgM
VAV1, VAV gen ailesinin bir iiyesidir. VAV
proteinleri, aktin hiicre iskeleti elemanlarinin SYE, GIS
. yeniden diizenlenmesi ve transkripsiyon - enfeksiyonlari,
\(/10\7\2/)1 FOIQI;SLylon oD Erigkin | degisikliklerine yol agan yolaklar1 aktive eden I h/]?/}lszke{(gscitli'i genitoliriner
y GTPazlar i¢in guanin niikleotid degisim gvvie & enfeksiyonlar,
faktorleridir. VAV1 proteini hematopoezde bronsektazi
onemlidir, T ve B hiicre gelisiminde rol oynar.
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3. BIREYLER VE YONTEM
3.1. Bireyler

Yaygin degisken immiin yetmezlik tanist almis 30 hasta ve 41 saglikli birey
aydinlatilmis onamlar1 alinarak c¢alismaya dahil edilmistir. Hastalar Hacettepe
Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Saglig1 ve Hastaliklar1 Ana Bilim Dali immiinoloji
Bilim Dali’nda YDIY tanis1 almistir. Saglhikli kontroller ve hasta bireyler ayn1 yas
grubunda olup Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi’nin farkli béliimlerine bagvuran

ve immiin yetmezligi olmayan bireyler arasindan se¢ilmistir.
3.2. Yontem

Hasta ve kontrollerden alinan kan 6rneklerinden; B hiicre alt grup ylizdeleri ve
sayilar1 uygun antikorlarla isaretlenerek akim Sitometri yontemiyle Ol¢lilmiistiir
periferik kan oOrneklerinden DNA izolasyonu yapilmistir. Elde edilen DNA
orneklerinden gercek zamanli kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu (real time
quantitative polymerase chain reaction/RT-qPCR) ile KREC sayilar1 6lgiilmiistiir.
Akim sitometri analizi, DNA izolasyonu ve RT-qgPCR Hacettepe Universitesi Tip
Fakiiltesi Cocuk Saghigi ve Hastaliklari Anabilim Dali Immiinoloji Béliimii’nde
yapilmistir. Bakteri Kiiltiirii ve plazmit izolasyonu Bilgi Universitesi Miihendislik ve
Doga Bilimleri Fakiiltesi Genetik ve Biyomiihendislik Boliimii’nde yapilmistir.
TREC-KREC-TRAC genlerini iceren plazmit Prof. Dr. Luisa Imberti tarafindan
Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesine gonderilmistir. Istatistiksel analizler icin SPSS

23.0 yazilimi1 kullanilmistir.
3.2.1. Akim Sitometri

Hastalar ve saglikli kontrollerden EDTA’11 tiiplere 5 cc kan toplandi. 5 mI’lik
polistren kapaksiz tiiplerin i¢ine 1 ml kan ve 4 ml PBS (phosphate buffered saline)
eklendi. Tiplerin agz1 parafilm ile kapatildi. Dakikada 2000 devirde (round per
minure/RPM) 10 dakika santrifiij edildi. Stipernatan atildi. 2 farkli 5 m1’lik polistren
kapaksiz tiip i¢cine 100’er uLL PBS ile yikanmis kan pipetlendi. 1. tiipe; PerCP-isaretli
anti-CD19, APC-isaretli anti-CD27, PE-isaretli anti-IgM ve FITC-isaretli anti-IgD
monoklonal antikorlarindan 10’ar pL, 2. tiipe; APC-isaretli anti-CD21, FITC-isaretli
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anti-CD38, PerCP-isaretli anti-CD19 ve PE-isaretli anti-lgM monoklonal
antikorlarindan 10’ar uL pipetlendi. VVorteks ile kisa siire karigtirtldi ve 20-25 dakika
oda 1s1sinda karanlikta bekletildi. Daha sonra her bir tiipe 1000 uLL BD-Lysing Solution
eklendi. Vorteks ile kisa siire karistirildi ve 8-10 dakika oda 1sisinda karanlikta
bekletildi. Biitiin tiipler 1300 RPM’de 5 dakika santrifiij edildi. Stipernatan atild1.
Biitiin tiiplere 1000 nL PBS eklendi. Dakikada 1050 devirde 5 dakika santrifiij edildi.
Stipernatan atildi. Biitiin tiiplere 1000 pL PBS eklendi. Vorteks ile kisa siire
karistirildi. Applied Biosystems™ Attune™ Acoustic Focusing Cytometer cihazi ile
degerlendirildi. Graniilaritelerine ve biiylikliiklerine gore lenfoid hiicreler secildi.
Secilen hiicrelerin arasindan CD19" olanlar segildi. Ardindan CD27 ve IgD ifadelerine
gore naif B hiicreler R3 kapisindan, marjinal bolge B hiicreler R4 kapisindan, izotip
dontisiimii yapmis hafiza B hiicreler RS kapisindan seg¢ildi. Ayrica IgM ifadesine gore
sadece IgM ifade eden hafiza B hiicreler R6 kapisindan secildi. IgM ve CD38
ifadelerine gore R7 kapisindan transisyonel B hiicreler ve R8 kapisindan
plazmablastlar segildi. Ayrica CD21 ve CD38 ifadelerine gore diisitk CD21 ifade eden
hiicreler secildi. Segilen hiicrelerin yiizey belirtecleri asagidaki gibidir;

Naif B hiicre; CD19" CD27" IgM™ IgD*

Marjinal bélge B hiicre; CD19* CD27* IgM™ IgD*

Izotip doniisiimii yapmuis hafiza B hiicre; CD19* CD27* IgM" IgD"

Sadece IgM ifade eden hafiza B hiicre; CD19* CD27* IgM*™* IgD"

Transisyonel B hiicre; CD19* CD21" CD38** IgM**

CD21°i diisiik seviyede ifade eden B hiicre; CD19* CD21'°% CD38'% [gM*

Plazmablast; CD19'°" CD21™M CD38*** IgM*®)

Bir kontrol ve bir hastaya ait akim sitometri goriintiileri Sekil 3.1.’de ve Sekil

3.2.’de gosterilmektedir.
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Sekil 3.2. Bir hastaya ait akim sitometri gortintiisii.
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3.2.2. DNA izolasyonu

EDTA’l tiipler iginde bulunan hasta ve kontrollere ait kan orneklerinden,
QIAGEN BioRobot EZ1 cihazinda QIAGEN EZ1 DNA Blood 200uL Kit kullanilarak
DNA izole edildi. Kite ait protokole gore 2 ml’lik 6rnek tiipleri igine 200 pL tam kan
pipetlendi. Pipetlemeden 6nce kan 6rneklerinin yeniden siispanse oldugundan emin
olunmadir. Biorobot EZ1 cihazi galistirilarak “Protocols” meniisiinden uygun protokol
secilerek otomatik piirifikasyon islemi yapildi. Piirifiye genomik DNA'y1 igeren
eliisyon tiipleri, RT-qPCR caligsmas1 yapilana kadar -20°C’de saklandi.

3.2.3. Bakteri Kiiltiiri

Bakteri kiiltiirii i¢in Luria Bertani sivi besi yeri hazirlanmigtir. 500 ml steril
distile su iizerine 12,5 gr LB eklenerek hazirland1 ve otoklava konuldu.

12 ml’lik steril kiiltiir tiiplerine; 2000 uL LB besi yeri, 2 uL antibiyotik, 20 uL
daha 6nce TREC-KREC-TRAC plazmitin transfekte edildigi E. coli eklendi. 37°C’de
1 giin inkiibasyona birakilarak kiiltiirii yapildu.

3.2.4. Plazmit Izolasyonu

Kiiltiirii yapilan bakterilerden TREC-KREC-TRAC genlerini i¢eren plazmit
GenElute™ Plasmid Miniprep Kit kullanilarak izole edildi. 2 ml’lik tiiplere bakteri
kiiltliriinii igeren tiipten 1’er ml pipetlendi. 1 dakika maksimum hizda santrifiij edildi.
Siipernatan atildi. Peletlerin {izerine 200 pL. Resuspension Solution pipetlendi.
Homojen bir goriintii elde edilene kadar vorteks ile karigtirildi. Ardindan 200 pL Lysis
Solution pipetlendi ve dikkatli bir sekilde tiipler 6-8 defa ters gevrilerek karigmasi
saglandi. 5 dakika oda 1sisinda bekletildi. Bakteriye ait genomik DNA ile
kontaminasyonun engellenmesi i¢in bu adimda vorteks yapilmaz. Bakteri hiicrelerinin
lizisinin ardindan tiiplere 350 ul Neutralization/Binding Solution pipetlendi. Tiipler 4-
6 defa ters cevrilerek karigmasi saglandi. 10 dakika maksimum hizda santrifiij edildi.
GenElute Miniprep Binding Kolonlari eliisyon tiipleri tizerine yerlestirildi ve kolonlara
500 pl Column Preparation Solution pipetlendi. 1 dakika maksimum hizda santrifiij
edildi. Eliisyon tiipiine gegen sivi atildi. Bir onceki asamada elde edilen lizatlar

kolonlar iizerine pipetlendi. 1 dakika maksimum hizda santrifiij edildi. Eliisyon tiipiine
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gecen sivi atildi. Kolonlara 750 ul Wash Solution pipetlendi. 1 dakika maksimum
hizda santrifiij edildi. Eliisyon tiipiine gegen siv1 atildi. Wash Solution i¢inde bulunan
etanoliin uzaklastirilmasi1 amaglanarak kolonlara herhangi bir soliisyon eklemeden 2
dakika maksimum hizda santrifiij edildi. Kolonlar yeni eliisyon tiipleri iizerine
yerlestirildi ve 100 pl steril distile su pipetlendi. 1 dakika oda 1sisinda bekletildi. 1
dakika maksimum hizda santrifiij edildi. Kolonlar atildi. Nanodrop Spektrofotometre
ile izole edilen plazmitlerin konsantrasyonlar1 oOlctildiikten sonra eliisyon tiipleri -
20°C’de saklandi.

Izole edilen TREC-KREC-TRAC iceren plazmitin TREC, KREC ve TRAC
dizilerini igerip igermedigini agaroz jelde goriintilemek i¢in EcoRI ve HindIII
restriksiyon enzimleri ile kesim yapildi. 3 tane 0,2 mI’lik tiipe; Sul plazmit DNA, 2 ul
Buffer, 12,5 ul steril distile su pipetlendi. 1. tiipe yalnizca 0,5 pl EcoRI, 2. tiipe 0,5 pl
EcoRI ve 0,5 pl HindlIII, 3. tiipe yalnizca 0,5 pl HindIII pipetlendi. Tiipler hafifce
cevrildi. 1,5 saat 37°C’de inkiibasyon yapildu.

0,9 gram agaroz hassas tarti ile tartildi ve erlene koyuldu. Ardindan 80 ml Tris-
acetate-EDTA (TAE) buffer eklendi. Hafifge karistirlldi ve mikrodalga firinda
kaynatildi. Ardindan biraz sogumasi beklendi ve 1 damla Etidyum bromiir eklenerek
karistirildi. Daha sonra elektroforez tepsinine dokiildii ve 15 dakika polimerize olmast
beklendi. Restriksiyon enzimleri ile inkiibe edilerek kesilen plazmit DNA, jel yiikleme
boyasi ile boyanarak hazirlanan jele yiiklendi. 90 voltta 30 dakika yiiriitiildi ve Kodak
GL 1500 Gel Logic goriintiileme sistemi ile goriintiilendi (Sekil 3.3.).
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Sekil 3.3. Restriksiyon enzimleri ile kesimden sonra agaroz jel TREC-KREC-TRAC
dizileri.

1. reaksiyon tiipiinde yalnizca Ecorl restriksiyon enzimi oldugu ve sadece
Ecorl bolgesinden kesim oldugu i¢in yalmizca TREC sekansi goriilmektedir. 2.
reaksiyon tiipiinde hem Ecorl hem de Hindlll restriksiyon enzimleri oldugu ve her iki
bolgeden kesim oldugu i¢cin TREC ve TRAC sekanslar1 birlikte, TREC ve TRAC
sekanslar1 ayr1 ayr1 (baz cifti sayilar1 birbirine benzer oldugu i¢in iist iiste ¢akisik
halde) ve KREC sekanslar1 goriilmektedir. 3. reaksiyon tiipiinde yalnizca HindlIlI
restriksiyon enzimi oldugu ve sadece Hindlll bdlgesinden kesim oldugu i¢in yalnizca

KREC sekansi goriilmektedir (Sekil 3.4.).
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Sekil 3.4. Plazmitteki kesim bolgeleri.

3.2.5. Ger¢ek Zamanh Kantitatif Real Time Polimeraz Zincir

Reaksiyonu

Hastalar ve saglikli kontrollerde KREC ve TRAC sayisinin dlgiilmesi icin
Tablo 3.1°de gosterilen KREC ve TRAC gen bdlgelerine 6zel primer ve Tagman prob
dizileri kullanildi.

Izole edilen genomik DNA’larin  konsantrasyonlart  NanoDrop
spektrofotometre ile 6l¢iildii. DNA 6rnekleri 1 pL’de 10 ng olacak sekilde DNAse
icermeyen distile su ile seyreltildi. Her bir PCR reaksiyonu i¢in; son hacim 20uL
olacak sekilde 50 ng DNA, 1 uL forward primer, 1 pL reverse primer, 0,2 pL prob, 10
uL 2x TagMan Universal PCR Master Mix ve 2,65 uL DNAse ve RNAse icermeyen
distile su 0,1 mI’lik PCR tiiplerine eklendi (Tablo 3.1.). Tiim pipetlemeler soguk blok
tizerinde yapildi. Polimeraz zincir reaksiyonu Corbett RotorGene 6000 cihazinda

gerceklestirildi. T Hiicre Reseptorii Alfa Sabit Geni(TRAC) housekeeping gen olarak
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kullanilmistir. KREC ve TRAC kopya sayilart, KREC ve TRAC’1n bir gen kopyasini
kodlayan ti¢lii plazmitin seri diliisyonlarinin amplifikasyonu ile elde edilen benzersiz
bir standart egri kullanilarak hesaplanmistir (Sekil 3.5). Seri diliisyonlar 10°, 10°, 10%,
103, 102 ve 10* plasmid kopyast icerecek sekilde yapilmstir (Sekil 3.6). Tiim 6rnekler
iki kuyucukta caligilmistir. RT-qPCR ile elde edilen CT degerlerinin ortalamast
alinarak hesaplamalar yapilmigtir. RT-qPCR protokolii; 50°C’de 2 dakika, 95°C’de 10
dakika, 45 dongii boyunca 95°C’de 15 saniye, 60°C’de 1 dakika (primer/prob
baglanmasi ve uzamasi i¢in) seklindedir. 106 periferal kan mononiikleer hiicre
(PBMC) basina diisen KREC sayis1 = (KREC sayis1 x 10%) / (TRAC sayis1/2) formiilii
ile hesaplanmistir. Bu formiilde TRAC sayis1 ikiye boliinmektedir ¢iinkii her hiicrede
iki kopyast mevcuttur. Bu formiil ile elde edilen deger ile 1 ml kanda bulunan lenfosit
ve monosit sayilarinin hesaplanmasimin ardindan KREC/ml sayis1 hesaplanmistir
(KREC/ml = (10° PBMC basina diisen KREC sayis1) x (I ml kanda bulunan

lenfosit+monosit say1s1)/10°) .

Tablo 3.1. RT-qPCR ig¢in kullanilan primer ve prob dizileri.

KREC Forward Primer | 5’-TCCCTTAGTGGCATTATTTGTATCACT-3’

KREC Reverse Primer 5’-AGGAGCCAGCT TTACCCTAGAGT-3’

KREC Prob 5’-FAM-TCTGCACGGGCAGCAGGTTGG-TAMRA-3’

TRAC Forward Primer 5’-TGGCCTAACCCTGATCCTCTT-3’

TRAC Reverse Primer | 5’-GGATTTAGAGTCTCTCAGCTGGTACAC-3’

5’-FAM-TCCCACAGATATCCAGAACCCTGACCC-
TAMRA-3’

TRAC Prob
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Sekil 3.5. KREC i¢in standart egri.
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Sekil 3.6. Plasmit diliisyonlarina ait RT-qPCR goriintiisii

3.2.6. istatistiksel Analizler

Veri Analizi: Her bir hasta i¢in tan1 ve son dl¢iilen immiinoglobiilin seviyeleri,
CD3" T hiicre, CD4" T hiicre, CD8" T hiicre ve CD16-56" NK hiicre sayilari, takip
edildikleri silire boyunca 0Ol¢ililen minimum lenfosit sayilari, toplam B hiicre sayilar

(CD19"), B hiicre alt gruplarinin sayilari, KREC sayilari; Freiburg, Paris EUROclass
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ve B Hiicre Paternleri Siniflandirmalarina gore dahil olduklar1 gruplar Excel tablosuna
halinde kaydedildi. Her bir saglikli kontrol i¢in toplam B hiicre sayilar1, B hiicre alt
gruplarinin sayilari, KREC sayilar1 Excel tablosu halinde kaydedildi. Ardindan bu
veriler SPSS 23.0 yazilimina aktarildi. Normallik varsayiminin sinanmasinda Shapiro-
Wilk testi, 6rneklerm dagilimlarinin simetrisinin gosterilmesi i¢in ise histogram ve
kutu-cizgi grafikleri kullanildi. Normal dagilmayan &rneklemde degiskenler
arasindaki iligkinin yonii ve siddeti Spearman korelasyon testi ile hesaplandi. Bagimsiz

gruplarin karsilagtirilmasi igin Mann-Whitney U testi kullanildi.
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4. BULGULAR

Hasta grubunda cinsiyetler arasi dagilim orani 1/1 olup birbirine esittir (15
erkek, 15 kadin). Hasta grubundaki bireylerin (n=30) ortalama yas1 28,5+15,6 yildir
(Sekil 4.1). Hastalarin bagvuru yas1 18,5£16,5 yil iken ortalama tan1 yas1 20,5+15,8
yildir. Hastalarin ortalama takip siiresi ortanca degeri 6 yildir (1-37 yil). Hastalarin
%33 liniin ebeveynleri arasinda akrabalik vardir.

Kontrol grubunda cinsiyetler arast dagilim orani yaklasik 1/1°dir (21 erkek, 20
kadin). Kontrol grubundaki bireylerin (n=41) ortalama yas1 15+11,1 yildir.

1 35 7 5111315171921 232527293133 3537394143 45474951 535557 5961 63 65 67 69

Sekil 4.1. Hasta grubunda yas dagilima.

Hastalarin bagvuru sikayetlerinin %80’ini sik enfeksiyon, %16,67 sini ishal,
%6,66’s11 immiin trombositopenik purpura ve %19,98’ini diger sikayetler (artrit,
lenfadenopati, pnomoni, iirtiker, anjiyoddem, otoimmiin hemotilik anemi)

olusturmaktadir (Sekil 4.2.) .
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Hastalarin Basvuru Sikayetleri
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Sekil 4.2. YDIY hastalarinin basvuru sikayetleri.

Hastalarin klinik ozellikleri degerlendirildiginde; 17 hastada pnomoni, 28
hastada diger enfeksiyonlar (10 hastada {ist solunum yolu enfeksiyonu, 7’ser hastada
otit ve siniizit, 2 hastada tonsilit, 1’er hastada bronsit ve menenjit), 7 hastada
bronsiektazi, 6 hastada otoimmiin bulgular (3 hastada immiin trombositopenik
purpura, 2 hastada otoimmiin hemolitik anemi, 1 hastada alopesi areata), 6 hastada
astim, 5 hastada ishal, 4 hastada gastrit, 10 hastada diger bulgular (2’ser hastada
hepatosplenomegali ve ¢olyak, 1’er hastada splenomegali, sklerozan kolanijit,
anjiyoddem, graniilomat6z lenfadenit, kronik karaciger hastaligi, tirtiker) gortlmistiir

(Sekil 4.3).
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Hastalarin Klinik Ozellikleri
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Sekil 4.3. YDIY hastalarinda gériilen klinik dzellikler.

Tan1 sirasinda Olgiilen IgA seviyeleri hastalarin %26,67’sinin (n=8) selektif
IgA eksikligi diizeyinde (6,67 mg/dL’nin altinda); %60’mnin (n=18) parsiyel IgA
esikligi diizeyinde (6,67 mg/dL ile normal aralik alt sinir1 arasinda); %13,33 {iniin ise
(n=4) yasa gore normal referans araligindadir. Son 6lgiilen IgA seviyeleri hastalarin
%356,67’sinin (n=17) 6,67 mg/dL’nin altinda; %36,67’sinin (n=11) 6,67 mg/dL ile
normal aralik alt siniriin arasinda; %6,67’sinin ise (n=2) yasa gére normal referans

araligindadir (Sekil 4.4).
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IgA Seviyelerine Gore Hasta Sayilari
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Sekil 4.4. IgA seviyelerine gore hasta sayilart.

Hastalarin %86,7’sinin (n=26) tan1 sirasinda ol¢iilen IgM seviyeleri yasa gore
normal referans alt sinirininin altinda; %13,3’iiniin (n=4) yasa gore normal referans
araligindadir. Hastalarin %80’inin (n=24) son dlgiilen IgM seviyeleri yasa gore normal
referans alt smirinmin altinda; %?20’sinin (n=6) yasa gore normal referans

araligindadir (Sekil 4.5.)
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IgM Seviyelerine Gore Hasta Sayilar
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Sekil 4.5. IgM seviyelerine gore hasta sayilari

Hastalarin %43,3’niin (n=13) tam sirasinda dl¢iilen IgE seviyeleri <1 TU/L;
%26,6’s1n1in (n=8) normal diizeyin altinda, %30’unun (n=9) yasa goére normal referans
araligindadir.

Hastalarin %36,67’sinin (n=11) CD3™ hiicre sayis1 yasa gore normal referans
araliginin altindadir, %46,67 sininki (n=14) yasa gore normal referans araligindadir,
%16,67’sininki (n=5) ise yasa gore normal referans araliginin tistiindedir.

Hastalarin %46,67’sinin (n=14) CD4" hiicre sayis1 yasa gore normal referans
araliginin altindadir, %50’sininki (n=15) yasa gore normal referans araligindadir,
%3,33 lintinki (n=1) ise yasa gore normal referans araliginin tistiindedir.

Hastalarin %16,67’sinin (n=5) CDS8" hiicre sayis1 yasa gore normal referans
araliginin altindadir, %60’ minki (n=18) yasa gore normal referans araligindadir,
%23,33’1iniinki (n=7) ise yasa gore normal referans araliginin istiindedir.

Hastalarin %23,33’iinlin (n=7) CD16-56" hiicre sayis1 yasa gdre normal
referans araligmin altindadir, %70’ininli (n=21) yasa gore normal referans

araligindadir, %6,67 liniinki (n=2) ise yasa gore normal referans araliginin {istiindedir.
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Hastalarin 66,67 sinin (n=20) CD19" hiicre sayis1 yasa gbre normal referans
araliginin altindadir, %30’ununki (n=9) yasa gore normal referans araligindadir,
%3,33 linlinki (n=1) ise yasa gore normal referans araliginin tstiindedir.

Tami sirasinda Olgiilen IgM seviyesi yasa gére normal referans araliginin
altinda olan 3 hastanin son Ol¢iilen IgM seviyesi yasa gore normal referans
araligindadir. Buna ek olarak, tani sirasinda olgiilen IgM seviyesi yasa gore normal
referans araliginda olan 1 hastanin IgM seviyesi yasa gore normal referans araliginin
altina diigsmiistiir. Ayrica tani sirasinda 6l¢iilen IgM seviyesi Yasa gére normal referans
araliginin ustiinde olan 1 hastanin son olgiilen IgM seviyesi hala yasa gore normal
referans araliginin tistiindedir. Hastalara ait tan1 sirasinda olgiilen ve son Olgiilen IgA
seviyeleri bakimindan bdyle bir farklilik bulunmamastir.

Transisyonel B hiicre yiizdesi yas gruplarina ait referansa gore; hastalarin
%33,3%linde (n=10) diisiik, %46,7’sinde (n=14) normal seviyede, %20’sinde (n=6)
yiiksek bulunmustur. Naif B hiicre yiizdesi yas gruplarina ait referansa gore; hastalarin
%3,3linde (n=1) diisiik, %36,7’sinde (n=11) normal seviyede, %60’inda (n=18)
yiiksek bulunmustur. Marjinal bolge B hiicre yiizdesi yas gruplarina ait referansa gore;
hastalarin  %53,3’tinde (n=16) diisiikk, %43,3’linde (n=13) normal seviyede,
%3,3’linde (n=1) yiiksek bulunmustur. Izotip déniisiimii yapmis hafiza B hiicre
yiizdesi yas gruplarina ait referansa gore; hastalarin %46,7’sinde (n=14) diistk,
%26,7’sinde (n=8) normal seviyede, %26,7’sinde (n=8) yliksek bulunmustur. Toplam
hafiza B hiicre ylizdesi yas gruplarina ait referansa gore; hastalarin %50’sinde (n=15)
diisiik, %36,7’sinde (n=11) normal seviyede, %13,3’linde (n=4) yliksek bulunmustur.
Plazmablast yiizdesi yas gruplarina ait referansa gore; hastalarin %26,7’sinde (n=8)
diisiik, %56,7’sinde (n=17) normal seviyede, %16,7’sinde (n=5) yliksek bulunmustur.
CD21’1 diisiik ifade eden B hiicre ylizdesi yas gruplarina ait referansa gore; hastalarin
%16,7’sinde (n=5) diisiik, %56,7’sinde (n=17) normal seviyede, %26,7’sinde (n=8)
yiiksek bulunmustur.

Hasta grubu 24 yasin altindakiler ve 24 yasin tistiindekiler olmak tizere 2 gruba
boliinerek birbirleriyle karsilastirildiginda, 24 yas istiindekilere gore 24 yasin
altindaki hasta bireylerin ortalama toplam B hiicre sayilar1 ve ortalama transisyonel B
hiicre, ortalama naif B hiicre, ortalama marjinal bolge B hiicre, ortalama izotip

dontigiimii yapmis hafiza B hiicre, ortalama IgM ifade eden hafiza B hiicre, ortalama
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toplam hafiza B Hiicre, ortalama plazmablast, ortalama CD21°1 diisiik seviyede ifade

eden B hiicre sayilar1 daha yiiksektir (Sekil 4.6.).

Hastlarda icin B Hiicre Alt Gruplarinin Sayisi

Toplam B Transisyonel Naif B Hiicre =~ Marjinal izotip Sadece IgM  HafizaB  Plazmablast CD21'i Diisiik
Hiicre Sayis1 B Hiicre Sayi1si Bolge B Déniisiimii  ifade Eden B Hiicre Sayis Sayi1si ifade Eden B
Sayist Hiicre Sayist  Yapmig  Hiicre Sayisi Hiicre Sayisi
Hafiza B
Hiicre Sayist
m<24 m>24

Sekil 4.6. 24 yasin altindaki ve tistiindeki hasta gruplariin ortalama toplam B hiicre
(/ul) ve B hiicre alt gruplarinin sayilari (/ul)

Kontrol grubuna ait B hiicre sayilar1 bireylerin yaglarma bagli olarak
azalmaktadir. Kontrol grubu i¢in B hiicre sayis1 (CD19%) ve yas arasinda negatif bir
korelasyon vardir (p<0,01). Bu korelasyon sekil 4.7’ de gdsterilmektedir.

Kontrol grubuna ait B hiicre alt gruplarindan naif B hiicre (CD19" CD27" IgM"*
IgD") sayilar1 ve transisyonel B hiicre (CD19* CD21"™ CD38"* IgM**) say1lar1 ve yas
arasinda negatif bir korelasyon vardir (p<0,01). Diger B hiicre altgruplari ile yas
arasinda korelasyon bulunamamustir.

Hasta grubu i¢in B hiicre ve B hiicre alt gruplari arasinda kontrol grubunda olan

yas ile negatif korelasyon bulunamamustir (Sekil 4.8.).
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Sekil 4.7. Kontrol grubunda yasa gore B hiicre sayis1 (/ul).
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Sekil 4.8. Hasta grubunda yasa gore B hiicre sayisi (/ul).

B hiicre gelisimi i¢in biyobelirte¢ olarak degerlendirilen hasta grubuna ait
KREC ortanca sayis1 1644 kopya/ml (47 - 34.000), kontrol grubuna ait KREC ortanca
sayis1 ise 10477 kopya/ml (1.500 - 48.415) olarak bulunmustur (Sekil 4.8.). Hasta
grubuna ait KREC ortanca sayis1 (1644 kopya/ml (47 - 34.000)), saglikli 41 kontroliin
arasindan segilen hasta grubu ile ayni yas ortalamasina sahip 19 kontroliin KREC

ortanca sayisindan (8767 kopya/ml (1.500-29.285)) diisikk olarak bulunmustur
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(p<,005). Buna ek olarak, hasta grubuna ve kontrol grubuna ait KREC sayilar ile

cinsiyetler arasinda iliski bulunmamustir.
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Sekil 4.9. Kontrol ve hasta grubunda KREC sayisi grafigi.

Kontrol grubuna ait KREC sayilar1 bireylerin yaslarina bagli olarak
azalmaktadir. Kontrol grubu i¢in KREC sayis1 ve yas arasinda negatif bir korelasyon
vardir (p<0,01). Bu korelasyon sekil 4.9.’da gosterilmektedir. Hasta grubu i¢in bdyle
bir korelasyon bulunamamistir. Ancak 24 yasin altindaki hasta bireylerde KREC
sayilar1 24 yagin tistiindeki bireylere gore daha yiiksekti (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10. Kontrol grubunda yasa gére KREC sayisi.
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Sekil 4.11. Hasta Grubunda Yasa Gére KREC Sayis1

Hem hasta grubu hem de kontrol grubu i¢in KREC sayilar1 ve toplam B hiicre
(CD19") sayilar1 arasinda korelasyon vardir (p<0,01). Buna ek olarak kontrol gruba ait
B hiicre alt gruplarinin (transisyonel B hiicre, naif B hiicre, izotip doniisiimi yapmis

hafiza B hiicre ve hafiza B hiicre) sayilar1 ile KREC sayilar1 arasinda bir korelasyon
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bulunmustur (p<0,05). Hasta grubuna ait B hiicre alt gruplarinin (naif B hiicre, sadece
IgM ifade eden B hiicre, CD21’1 diisiik ifade eden B hiicre ve plazmablast) sayilari ile
KREC sayilar1 arasinda korelasyon vardir (p<0,05). Sekil 4.11°de hasta grubuna ve

kontrol grubuna ait KREC sayilar1 ve toplam B hiicre sayilar1 arasindaki korelasyon

gosterilmektedir.
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Sekil 4.12. Hasta ve kontrol grubunda KREC — B hiicre sayist.

Hastalar ¢esitli laboratuvar Ozellikleri acisindan gruplara ayrildi. Hasta
gruplari; KREC sayilari, toplam B hiicre sayilari, B hiicre alt gruplarinin sayilari, CD3*
T hiicre, CD4" T hiicre, CD8" T hiicre, CD16-56" NK hiicre sayilar1 bakimindan
birbirleriyle karsilastirildi.

Hastalar tan1 sirasinda saptanan IgA seviyelerine gore 3 gruba boliindi. Grup
I’e tam1 IgA seviyesi <6,67 mg/dL olan 8 hasta dahil edildi. Grup II’ye tan1 IgA
seviyesi 6,67 mg/dL’den yasa gore normal referans aralig1 alt sinirina kadar olan 18
hasta dahil edildi. Grup III’e tan1 IgA seviyesi yasa gore normal referans araliginda
olan 4 hasta dahil edildi. Grup 1 ile grup I, grup I ile grup I, grup Il ile grup I
karsilastirildiginda gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik

bulunmamustir.
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Hastalar son oOlgiilen IgA seviyelerine gore 3 gruba boliindii. Grup I’e son
Olciilen IgA seviyesi <6,67 mg/dL olan 17 hasta dahil edildi. Grup II’ye son dlgiilen
IgA seviyesi 6,67 mg/dL’den yasa gore normal referans araligi alt sinirina kadar olan
11 hasta dahil edildi. Grup III’e son 6l¢iilen IgA seviyesi yasa gore normal referans
araliginda olan 2 hasta dahil edildi. Grup | ile Grup Il karsilagtirildiginda; Grup 1I’de
izotip donilisiimii yapmis hafiza B hiicre ve toplam hafiza B hiicre sayilarinin ortancasi
daha yiiksekti (p<0,01). Grup I ile grup II, grup Il ile grup I karsilastirildiginda
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamastir.

Hastalar tan1 IgM seviyelerine gore 2 gruba boliindi. Grup I’e tam1 IgM
seviyesi yasa gore normal referans alt sinirininin altinda olan 26 hasta dahil edildi.
Grup II’ye tan1 IgM seviyesi yasa gore normal referans araliinda olan 4 hasta dahil
edildi. Grup 1 ile grup II karsilagtirildiginda; Grup II’de CD4* T hiicre sayilari ve
KREC sayilariin ortancast Grup I’e gore daha yiiksekti (p<0,05).

Hastalar son oSlgiilen IgM seviyelerine gore 2 gruba boliindii. Grup I’e son
Ol¢iilen IgM seviyesi yasa gore normal referans alt siirininin altinda olan 24 hasta
dahil edildi. Grup II’ye son 6l¢iilen IgM seviyesi yasa gore normal referans araliginda
olan 6 hasta dahil edildi. Grup | ile grup II karsilastirildiginda gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamastir.

Hastalar CD4" T hiicre sayilarina gore 2 gruba boliindii. Grup I’e CD4" T hiicre
sayilar1 300’iin altinda olan 6 hasta, Grup II’ye CD4" T hiicre sayilar1 300’iin iistiinde
olan 24 hasta dahil edildi (173). Grup I ve grup Il karsilastirildiginda; Grup II’de izotip
doniisimii yapmis hafiza B hiicre sayilari, sadece IgM ifade eden hafiza B hiicre
sayilari, toplam hafiza B hiicre sayilari ve CD3" T hiicre sayilarinin ortancast Grup I’e
gore daha yiiksekti (p<0,05).

Hastalar takip edildikleri siire i¢inde 6l¢iilen minimum lenfosit sayisina gore 2
gruba boliindii. Grup I’e minimum lenfosit sayis1 1000’in altinda olan 18 hasta, grup
II’ye minimum lenfosit sayist 1000’in {istiinde olan 12 hasta dahil edildi. Grup I ve
grup Il karsilastirildiginda; Grup II’de transisyonel B hiicre sayilarinin ortancasi Grup
I’e gore daha yiiksekti. (p<0,05).

B hiicre alt gruplarinin sayilarinin yasa bagli olarak saglikli popiilasyondaki

referans araliklari belirlenmistir (Tablo 4.1.).



Tablo 4.1. B hiicre alt gruplarinin sayilarinin yasa gore referans araliklari.
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. Izotip
) . Naif g | Marinal | by bisiimi | Hafiza
B Hiicre | Transisyonel . Bolge B B
Yas i Hiicre . Yapmis . Plasmablast
Sayisi B Hiicre Hiicre Hiicre
Grubu Sayisi Hafiza B Sayist (/ul)
(/ul) Sayist (/ul) Sayist - Sayist
(/ul) () Hiicre ()
Sayist (/ul)
2-6 | 363-609 4-11 %%70_ 24-53 78-154 | 83-171 2-4
144-
7-12 | 179-397 3-8 309 12-75 30-151 | 47-181 0,5-2
13-17 | 116-406 1-11 89-319 | 4-76 13-250 | 24-280 1-5
>18 | 131-296 1-6 75-243 | 10-40 20-111 | 34-127 1-6

Calismaya dahil edilen 30 hasta Freiburg, Paris, EUROclass ve B Hiicre

Paternleri siniflandirmalarina gore siiflandirilmistir(Tablo 4.2.). Tablo 4.3, 4.4, 4.5

ve 4.6’da her bir siniflandirmadaki alta gruplara gére hasta sayilar1 ve bu gruplara ait

KREC

sayllarinin  ortalama,

gosterilmektedir.

ortanca,

minimum ve

maksimum degerleri
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Tablo 4.2. YDIY smiflandirmalaria gore siiflandirilan hastalar.

Hasta Freiburg Paris B Hiicre Paternleri
No | Siniflandirmasi | Siniflandirmasi | EUROclass Siniflandirmasi Simiflandirmasi
1 Grup Il MB2 smB+ CD21norm Pattern_5
2 Grup Il MBO smB- CD21lo Tri-norm Pattern_4
3 Grup 1l MB2 B- Pattern_1*
4 Grup Il MB?2 smB+ CD21norm Pattern_5
5 Grup 1l MBO smB+ CD21norm Pattern_4
6 Grup Il MB1 smB+ CD21norm Pattern_4
7 Grup la MBO0 B- Pattern_1*
8 Grup Ib MBO smB- CD21lo Tri-norm Pattern 2
9 Grup Ib MBO smB- CD21norm Tri-norm Pattern_4
10 Grup Il MB2 smB+ CD21lo Pattern_1*
11 Grup Il MBO smB- CD21norm Tri-norm Pattern_4
12 Grup Il MB2 B- Pattern 2
13 Grup Il MB1 B- Pattern_1*
14 Grup Il MBO smB+ CD21norm Pattern_1
15 Grup Ib MBO smB- CD21norm Tri-high Pattern_4
16 Grup Il MB2 smB+ CD21norm Pattern_5
17 Grup Il MB2 smB+ CD21norm Pattern_1*
18 Grup Il MBO0 B- Pattern_1*
19 Grup Il MB2 B- Pattern_2
20 Grup Il MB2 smB+ CD21norm Pattern 2
21 Grup Ib MBO smB- CD21lo Tri-norm Pattern_2
22 Grup Il MB2 smB+ CD21norm Pattern 2
23 Grup Il MBO smB+ CD21norm Pattern_4
24 Grup Ib MBO smB- CD21norm Tri-norm Pattern_1*
25 Grup Il MB2 smB+ CD21lo Pattern 5
26 Grup Il MB2 smB+ CD21norm Pattern_2
27 Grup Il MB2 smB+ CD21norm Pattern_5
28 Grup Il MB2 smB+ CD21norm Pattern_1*
29 Grup Il MB2 smB+ CD21norm Pattern_2
30 Grup Il MB?2 B- Pattern_1*
*: Bu hastalarin B hiicre alt gruplariin hepsinde azalma vardir.
Tablo 4.3. Freiburg smiflandirmasina ait gruplarin KREC sayzilari.
KREC Sayisi/mL
Freiburg - . Toplam
Ortalama | Ortanca | Minimum | Maksimum Hasta
Siniflandirmasi
Sayisi
Grup la 217 217 217 217 1
Grup Ib 1567,8 1582 62 3504 5]
Grup Il 6073,79 1959 47 34000 24




Tablo 4.4. Paris smniflandirmasina ait gruplarin KREC sayailari.
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KREC Sayisi/mL
Paris Toplam
Ortalama | Ortanca | Minimum Maksimum Hasta
Siniflandirmasi
Sayisi
MBO 5020,75 1847 62 21169 12
MB1 4820,5 4820,5 484 9157 2
MB2 5246,06 1130 47 34000 16
Tablo 4.5. EUROclass smiflandirmasina ait gruplarin KREC sayilari.
KREC Sayisi/mL
Toplam
EUROclass Siniflandirmasi | Ortalama | Ortanca | Minimum | Maksimum | Hasta
Sayisi
B- 3450 507 50 21169 7
smB+ CD21lo 988,5 988,5 47 1930 2
smB+ CD21norm 7106,57 | 3217 287 34000 14
smB- CD21lo Tri-norm 1518,33 | 1582 985 1988 3
smB- CD21norm Tri-norm | 7315,33 | 3504 62 18380 3
smB- CD21norm Tri-high 1706 1706 1706 1706 1

Tablo 4.6. B hiicre paternleri siniflandirmasina ait gruplarin KREC sayilari.

KREC Sayisi/mL
B Hiicre Paternleri Ortalama | Ortanca | Minimum | Maksimum Toplam
Siiflandirmasi Hasta Sayis1
Paternl 6942,3 971 47 34000 10
Patern2 1016,5 944 50 2574 8
Patern4 4942,43 | 1988 62 18380 7
Patern5 8335 7204 1930 16607 5
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5. TARTISMA

Yaygin degisken immiin yetmezlik, B hiicre farklilagmasi ve antikor yapiminda
bozukluk ile seyreden, asilara zayif yanit olusmasi ve tekrarlayan enfeksiyonlar ile
karakterize heterojen bir hastaliktir. Cesitli klinik ve immiinolojik 6zellikleri olan
YDIY, primer antikor eksikliklerinin heterojen bir grubudur (1).

Son yillarda, B hiicre popiilasyonlarinin fenotiplendirmesine dayali olarak
hastaligin smiflandirilmasina yonelik girisimlerde bulunulmustur. 2002 yilinda,
Freiburg Siniflamasi ile, daha sonra Paris Siniflandirmasi ile ve son olarak EUROclass
Siniflandirmast ile YDIY hastalar1 siniflandirilmistir(2—4). Yakin zamanda, Driessen
ve arkadaslar1 B hiicre alt grup anormalliklerine dayali bir siniflandirma dnermistir (5).
YDIY hasta gruplarmi homojen alt gruplara ayirma girisimi lenfosit alt gruplarinin
belirlenmesine ve akim sitometri ile fonksiyonel analizlere dayanmaktadir.
Calismamizda da B hiicre alt gruplarmi ve KREC sayilarim1 belirleyerek
hastalarimizda B hiicre gelisim basamaklarin1 degerlendirdik. Ayni zamanda belirli
yas araliklarindan kontrol grubu segerek yasa bagli olarak saglikli popiilasyonda B
hiicre alt grup sayilarmin referans araliklarini belirledik. Bu araliklarin literatiirdeki
araliklarla iligkili oldugu goriilmistir (5). Kontrol birey sayisinin artiginin
korelasyonu artiracagi diisiiniilmektedir.

Hastalarm bagvuru yas1 18,5£16,5 iken ortalama tan1 yas1 20,5+15,8’tir. YDIY
tanis1 yaklasik olarak 20-40 yaslar1 arasinda konmaktadir.

Ulkemizdeki diger primer immiin yetmezlik kohortlarindan farkli olarak
ebeveynlerin akraba evliligi oran1 nispeten diisiik (%33,3) bulunmustur (18,19).

En sik klinik bulgu, diger caligmalara benzer sekilde tekrarlayan {ist ve alt
solunum yolu enfeksiyonlariydi (174).

Yaygin degisken immiin yetmezlik hastaligi kriterinde IgG diisiikliigline
ilaveten diger Ig diizeylerinde farkliliklar gériilmektedir. Hastalarin IgA diizeylerinde
takip siiresince azalma oldugu dikkat ¢ekmektedir. Son oOlgiilen IgA seviyeleri
hastalarin %56,67’sinin (n=17) 6,67 mg/dL’nin altina diismiistiir. IgM diizeylerinde
takip siiresince azalma olmadig1 dikkat cekmektedir. Calismamizda da son Ol¢limlere
gore IgA diizeylerinin %13 civarinda hastada normal diizeyde, IgM diizeylerinin %20

civarinda hastada normal oldugu goriilmiistiir.
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Ilerleyen yas, immiin sistemde degisikliklere yol acar. Bu duruma genel olarak
immiin yaslanma denir (175-178). Bu degisiklikler asilama veya enfeksiyona karsi
refrakter yanitlarla sonuglanir, 6nceden olusturulmus koruyucu immiinitede azalmaya
ve hastalik morbiditesinde artisa neden olur (178-181). B hiicreler; antikor tiretimi,
antijen sunumu ve diizenleyici islevler de dahil olmak {izere koruyucu immiinitenin
olusturulmasinda ve Korunmasinda merkezi rol oynar (182). Buna gore, yasin B
hiicrelerinin tiretimini ve davranigin1 nasil etkilediginin degerlendirilmesi immiin
yaslanmay1 anlamak i¢in Onemlidir. B hiicrelerde yasa bagli degisikliklerle ilgili
caligmalar, B hiicre onciilleri ve B hiicrelerin fonksiyonel kapasitelerinde azalmay,
farkli alt gruplarin miktari, reseptor repertuvarin ¢esitliligi ve klonotipik
kompozisyonunda degisiklikleri gostermistir (183).

Calismamizda da immiin yaslanmayla uyumlu olarak kontrol grubuna ait B
hiicre sayilar1 bireylerin yaslarina bagli olarak azalmaktadir.

Kontrol grubunda toplam B hiicre sayilarinin yani sira B hiicre alt gruplarindan
naif B hiicre sayilart ve transisyonel B hiicre sayilari ile yas arasinda negatif
korelasyon vardir, sonug olarak yas arttik¢a B hiicre sayis1 azalmaktadir. 2008 ve 2011
yillarinda, Frasca ve arkadaslari tarafindan yapilan ¢alismalarda, dolasimdaki B
(CD19") hiicrelerin yiizdelerinin ve sayilarinin yasla birlikte 6nemli 6l¢lide azaldigi
gosterilmistir (184,185). Frasca ve arkadaslari tarafindan yapilan bagka bir ¢alismada,
antikor tretimi ve ¢esitliligi i¢in gerekli olan izotip dontisimii ve somatik
rekombinasyonun yasl insanlarda bozuldugu rapor edilmistir (186). Bu durumda B
hiicre lenfopoezi azalir, bu da yeni tiretilen naif B hiicrelerine kiyasla, (T hiicrelerinin
durumuna paralel olarak) antijenle karsilasmis hiicrelerin yiizdesinde bir artisa yol agar
(187). Ayrica B hiicresi seleksiyonunda, yaslanma ile birlikte otoreaktif hiicrelerin
sikliginin artmasina yol acan bir kayma olduguna isaret eden bulgular da vardir (188).
Calismamizda hasta grubu igin yasla korelasyon bulunmamistir. Bu durum, hasta
kohortumuzdaki bireylerin ¢ogunda B hiicre sayilarinin ve dolayisiyla B hiicre alt
gruplarinin sayilariin diisiik olmasindan kaynaklaniyor olabilir.

Yaygin degisken immiin yetmezlik, yetersiz immiinoglobulin sekresyonuna
yol agan B lenfosit farklilasmasinda basarisizlik ile karakterize olan bir primer immiin
yetmezliktir. Bu ¢alismada; toplam B hiicre sayisi, transisyonel B hiicre sayisi, naif B

hiicre sayisi, marjinal bolge B hiicre sayisi, izotip donilisiimii yapmis hafiza B hiicre
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sayis1, sadece IgM ifade eden B hiicre sayisi, toplam hafiza B hiicre sayisi, plazmablast
sayist ve CD21’1 disiik ifade eden B hiicre sayis1 hasta grubunda kontrollere kiyasla
diisiik bulunmustur. Bright ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir ¢alismada YDIY
hastalarinin izotip donilisimii yapmis hafiza B hiicre sayilarmin kontrollerle
kiyaslandiginda diisiik oldugu bildirilmistir (189). 2016 yilinda, Yazdani ve
arkadaslar1 tarafindan YDIY tanisi alan 30 hasta ve 30 saglikli kontrol ile yapilan bir
calismada, hasta grubuna ait B hiicre alt gruplarinda (toplam B hiicre, marjinal bolge
B hiicre, izotip doniisiimii yapmis hafiza B hiicre, sadece IgM ifade eden hafiza B
hiicre, toplam hafiza B hiicre ve plazmablast) 6nemli bir azalma ve CD21°1 diisiik ifade
eden B hiicre sayis1 bakimindan énemli bir artis oldugu gosterilmistir (190). Bizim
caligmamizda CD21’i diisiik ifade eden B hiicre sayis1 hasta grubunda Yazdani ve
arkadaslarinin ¢alismasindan farkli olarak diisik bulunmustur. Bunun nedeni hasta
gruplart arasindaki genetik heterojenite olabilir. Ancak farkli ¢aligmalarda farkli
sonuglarin oldugu gériilmektedir. Avustralya’da, YDIY tanisi alan 53 hasta ve saglikli
39 kontrol ile yapilan bir calismada, YDIY’li hastalarin toplam B hiicre, izotip
dontisiimii yapmis hafiza B hiicre, toplam hafiza B hiicre CD21°1 diisiik ifade eden B
hiicre, transisyonel B hiicre ve plazmablast sayilarinda kontrollerle karsilastirildiginda
onemli bir azalma oldugu rapor edilmistir (191).

Agir kombine immiin yetmezlik ve B lenfosit eksiklikleri (agamaglobulinemi)
yoniinden yenidogan taramasinda TREC ve KREC sayilarinin degerlendirilmesi 6nem
tasimaktadir (75,86). Yenidogan taramasina ek olarak, c¢esitli primer immiin
yetmezliklerin siddeti ve progresyonunda TREC ve KREC sayilarinin Klinik
belirtecler olarak kullanilabilecegi bildirilmistir (77). Her ne kadar YDIY hala B hiicre
fonksiyon bozuklugunun baskin oldugu bir hastalik olarak kabul edilse de, bir¢ok hasta
birey T hiicre gelisimi ve fonksiyonunda 6nemli anormallikler sergilemektedir (1,192).
Yine bu hasta grubunda yeni nesil gen dizileme analizlerinde T hiicreleri etkileyen
hipomorfik mutasyonlar bulunabilmektedir (153). Bu nedenlerle yaygin degisken
immiin yetmezlikteki T hiicre fonksiyon bozuklugu ile kombine immiin yetmezlik
(K1Y) arasinda kesin bir ¢izgi ¢izilememektedir (1). YDIYyi daha iyi smiflandirmak
ve KIY’i YDIY’den ayirt etmek igin yeni belirteglerin belirlenmesi gerekmektedir.
Hem TREC'lerin hem de KREC'lerin 8l¢iimii, KIY ile YDIY ayrimu igin iyi bir klinik
belirteg olarak kullanilabilir (137).
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Yaygin degisken immiin yetmezlik tanist almig 30 hastalik serimizde KREC
sayilar1 bakimindan hasta grubu ve kontrol grubu karsilastirildiginda, KREC sayisinin
cinsiyetten etkilenmedigi gosterilmistir. Ayrica, kontrol grubunda KREC kopya
sayilar ile yas arasinda negatif bir korelasyon bulunmustur. Hasta grubu i¢in yas-
KREC sayisi arasinda bu tiir bir korelasyon bulunmamuistir. Bu durum hasta grubunda
B hiicre sayilarinin diisiikk olmasindan kaynaklaniyor olabilir. Atschekzei (193) ve
arkadaslar tarafindan YDIY’li 134 hasta ve saghikli 50 kontrol ile yapilan bir
calismada; YDIY hastalarinda KREC kopya sayisinin saglikli kontrollere kiyasla
anlamli derecede diisiik oldugu, ayrica YDIY hastalarinda KREC kopya sayisinin yas
ile negatif korelasyona sahip oldugu bildirilmistir. Serena (76) ve arkadaslar
tarafindan YDIY’li 37 hasta ve saglikli 78 Kontrol ile yapilan bir ¢aligmada da hasta
grubuna ait KREC ortanca degerinin kontrol grubuna ait KREC ortanca degerinden
diisiik oldugunu, KREC sayisinin yasla birlikte degismedigini ve cinsiyetten
etkilenmedigi bildirilmistir.

Bu ¢aligmada hem hasta grubu hem de kontrol grubu i¢in KREC sayilar1 ve B
(CD19") hiicre sayilar1 arasinda pozitif bir korelasyon bulunmustur. Buna ek olarak
kontrol grubu i¢in transisyonel B hiicre, naif B hiicre, izotip doniisiimii yapmis hafiza
B hiicre ve hafiza B hiicre sayilar1 ile KREC sayilar1 arasinda pozitif bir korelasyon
bulunmustur. Ayrica hasta grubunda KREC sayilari ile plazmablast, naif B hiicre,
sadece IgM ifade eden B hiicre ve CD21’1 diisiik ifade eden B hiicre sayilar1 arasinda
korelasyon vardir. Serena ve arkadaslari tarafindan yapilan; saglikli 48 kontroliin dahil
edildigi, enzim replasman tedavisi alan ve hematopetik kok hiicre transplantasyonu
yapilan AKIY’li 13 hastada immiin rekonstitiisyonun degerlendirildigi bir ¢calismada
CD19" B hiicre sayisi ile KREC sayist arasinda giiglii bir pozitif korelasyon oldugu
bildirilmistir (194). Yine Korsunskiy ve arkadaslar tarafindan yapilan immiin
yetmezlik olabilecegi diistiniilen 931 bireye ait TREC ve KREC sayilarinin lenfosit alt
gruplari ile iligkisinin arastirildigi1 baska bir ¢alismada ise CD19" B hiicre sayisi ile
KREC sayisi arasinda orta seviyede bir pozitif korelasyon oldugu bildirilmistir (195).
Mensen ve arkadaslari tarafindan yapilan hematolojik malignitesi olan ve hematopetik
kok hiicre transplantasyonu yapilan 15 hastada TREC ve KREC sayilarinin lenfosit alt
gruplar1 ile iligkisinin arastirildigi bir calismada, bizim ¢alismamizdaki gibi,

transisyonel, naif B ve CD27" hafiza B hiicrelerin KREC sayilari ile yiiksek oranda
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iligkili oldugu bildirilmistir (88). Calismamizda hasta grubunda B hiicre alt
gruplarindan plazmablast, naif B hiicre, sadece IgM ifade eden B hiicre ve CD21’i
diisiik ifade eden B hiicre ile KREC sayilar1 arasinda bir korelasyon olmasinin sebebi
hastaligin heterojenitesindeki lilkeler arasindaki farkliliktan kaynaklaniyor olabilir.
YDIY’de B hiicreler etkilenmis olmasima ragmen, genis deneysel veriler, T
hiicre anormalliklerinin de hastalarin biliyik bir kisminda goriilebilecegini
gostermektedir (196). TREC’ler, naif T hiicreler, invaryant NKT hiicreler ve regiilator
T hiicrelerin sayisindaki azalmalar, timus kinetigindeki azalmay1 gosterirken, CD8* T
hiicreleri, antijene bagimli veya antijenden bagimsiz bir sekilde azalabilir (196). T
hiicre fenotipleri, bir ¢ok YDIY kohortunda arastirilmistir ve bu arastirmalar
sonucunda naif CD4" T hiicrelerde azalma en sik saptanan sonug olmustur (197-199).
Bununla birlikte, ¢cogu c¢alismada ana sorun, calisilan YDIY hasta gruplarmmn
heterojenligi ve laboratuvar fenotiplerini klinik olarak iyi tanimlanmis fenotiplerle
iliskilendirmede karsilasilan zorluklardir (198,200). Bateman ve arkadaslari tarafindan
yapilan bir galismada YDIY hastalarina ait iki kostimiilatér molekiiliin (CD28/27) de
ifade edildigi erken bir farklilagma asamasinda olan CD4* T hiicrelerinin sayisinin,
kontrol gruplari ile kiyaslandiginda 6nemli 6l¢iide diisiik oldugu gosterilmistir (201).
Humoral immiinitenin bir 6zelligi, uzun Omiirlii hatiza B hiicrelerinin ve
konak¢r savunma icin gerekli olan yiiksek afiniteli antikorlari iireten plazma
hiicrelerinin tretilmesidir (202). Bir olgun naif B hiicresinin bir T bagiml antijene
yanit vermek {lizere aktivasyonu; antijen molekiillerinin B hiicre reseptoriine
baglanmasini, CD4" Th efektor hiicresi ile intraselliiler baglantinin kurulmasini ve
CD4" Th efektoér hiicreden salinan sitokinlerin (6zellikle interlokin-4) B hiicre
yiizeyindeki sitokin reseptorlerine baglanmasini gerektirir. Bu durum goz oOniine
alindiginda, tan1 IgM seviyesi yasa gore normal referans alt sinirimin altinda olan
YDIY hastalarinin CD4* T hiicre sayilarmin diisiik olmas1 beklenebilir (202).
Calismamizda; tan1 IgM seviyesi yasa gore normal olan 4 hastanin CD4" T
hiicre sayilar1 ve KREC sayilarinin ortancasi, IgM seviyesi diisiik olan 26 hasta ile
karsilastirildiginda yiiksek bulunmustur. Ayrica, CD4" T hiicre sayilar1 300’{in altinda
olan 6 hastada, izotip doniisiimii yapmis hafiza B hiicre sayilari, sadece IgM ifade eden
hafiza B hiicre sayilari, toplam hafiza B hiicre sayilar1 ve CD3" T hiicre sayilari; CD4*

T hiicre sayilar1 300’{in {istiinde olan 24 hastaya gore anlamli olarak daha diigiik



87

bulunmustur. CD4" T hiicre lenfopenisi olmayan hastalarla karsilagtirildiginda; CD4"
T hiicre lenfopenisi olan hastalarin 6zellikle izotip doniisiimii yapmis hafiza B hiicre
sayilar1, sadece IgM ifade eden hafiza B hiicre sayilar1 ve toplam hafiza B hiicre
sayilarinin diisiik olmasi; B hiicre aktivasyonu, immiinoglobiilin iiretimi ve izotip
doniistimii i¢in gerekli olan T hiicre - B hiicre etkilesiminin CD4" T hiicre diistikligi
nedeniyle uygun sekilde ger¢eklesmemesi olabilir.

Calismamizda minimum lenfosit sayis1 1000’in altinda ve iistiinde olan hastalar
karsilastirildiginda transisyonel B hiicre sayilart minimum lenfosit sayis1 1000’in
tizerinde olan hastalarda daha yiiksektir. B hiicre gelisim basamaklar1 géz Oniine
alindiginda, transisyonel B hiicreler kemik iliginden perifere ilk ¢ikan hiicre grubudur
(203). Calismamizin bu sonucu transisyonel B hiicre agamasini veya 6nceki agamalari
etkileyen bir nedenin varliginmi diisiindiirmektedir. Birlikte T hiicre diisiikligiiniin
goriiliiyor olmasi, bu nedenin T ve hiicrelerini birlikte etkileyen bir genetik neden
olabilecegini de diisiindiirmektedir (204).

Bu calismada YDIY hastalari; Freiburg, Paris, EUROclass ve B Hiicre
Paternleri/Rotterdam  Siniflandirmalarma  gore  smiflandirilmigtir.  Freiburg
Smiflandirmasina goére hastalarimizin Grup II’de (n=24, %80), Paris Siniflandirmasina
gore MB2’de (n=16, %53,3) kiimelendigi dikkat ¢ekmektedir. Bu durum YDIY nin
patogenezinin karmagik olmasindan, dolayisiyla B hiicre olgunlagmasi sirasinda farkli
asamalarda bozukluklar olmasindan kaynaklaniyor olabilir. Piqueras (3) ve
arkadaglarinin ¢aligmasina gore otoimmiin komplikasyonlar, graniilomatdz hastalik ve
splenomegalinin fazla oldugu grup olan MBO grubuna dahil olan hastalar (n=12)
ayrintili olarak degerlendirildiginde hastalarin 1/3’iinde lenfadenopati ve/veya

splenomegali mevcut oldugu goriilmiistiir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Saglikli kontrol grubunda toplam B hiicre, transisyonel B hiicre ve naif B hiicre
sayilarinin artan yas ile birlikte azaldigi saptanmistir (p<0,01).

Hasta grubuna ait KREC ortanca sayis1 (1644 kopya/ml (47 - 34.000)), saglikli 41
kontroliin arasindan segilen hasta grubu ile ayni yas ortalamasina sahip 19
kontroliin KREC ortanca sayisindan (8767 kopya/ml (1.500-29.285)) diisiik olarak
bulunmustur (p<0,05).

Hem hasta hem de kontrol grubunda KREC sayilari ile toplam B hiicre sayilart
arasinda pozitif korelasyon saptanmistir (p<0,01). Bu nedenle KREC sayilari
diisik bulunan bireylerin B hiicre yetmezlikleri agisindan izlenmesi
Onerilmektedir.

Saglikli kontrol grubuna ait KREC sayilarinin artan yas ile birlikte azaldigi
(p<0,01) ve KREC sayilarinin cinsiyetten etkilenmedigi saptanmistir.

Kontrol grubuna ait KREC sayilar1 ile B hiicre alt gruplarinin (transisyonel B
hiicre, naif B hiicre, izotip doniisii yapmis hafiza B hiicre ve toplam hafiza B hiicre)
sayilar1 arasinda da pozitif bir korelasyon bulunmustur (p<0,05).

. Hastalarin IgA diizeylerinde takip siliresince azalma oldugu ancak IgM
diizeylerinde takip siiresince azalma olmadig1 dikkat cekmektedir.

. Bu ¢aligmada hastalar tani sirasinda ve son 6lgiilen IgA ve IgM seviyelerine, CD4"
T hiicre lenfopenisi olma durumuna, takip edildikleri siire boyunca olgiilen
minimum lenfosit sayilarina gore gruplandirilarak birbirleri ile karsilastirilmigtir.
Gruplar arasinda saptanan istatistiksel olarak anlamli farkliliklar belirli grup
hastalarda T ve B hiicre etkilesiminin Onemine isaret etmekte, bu durum da
YDIY ’nin heterojenligini gdstermektedir.

. Bu ¢aligsma ile saglikli popiilasyona ait B hiicre alt grup referans degerleri tablosu

olusturulmustur.
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