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OZET

T.C.
NECMETTIN ERBAKAN UNIVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU

Artemis Eksikliginde Naif ve Bellek T Hiicre AltGruplarinin
Akimsitometrik Analizi

Giiliizar Giilnur ITEZ
Immiinoloji Anabilim Dali

Yuksek Lisans Tezi / Konya -2021

Edinsel immiin sistem elemanlar1 T ve B hiicreler antijenleri algilama ve algiladiklar:
antijenlere 6zgii yanitlar verme yetenegine sahiptir. T ve B hiicrenin antijen tanima yetenegi
“’antijen reseptorii’” adi verilen yapilar sayesinde miimkiin olmaktadir. Bu reseptérler protein
yapilardir ve antijenle temas eden bdlgelerinin ¢esitliligi, bireyin edinsel immiin sisteminin
taniyabilecegi antijen cesitliligini belirlemektedir. Bu ¢esitliligi arttiran mekanizma V(D)J
rekombinasyonu olarak adlandirilir. Artemis, VDJ rekombinasyonu slrecinde énemli bir
protein olup, eksikliginde ciddi klinik tablolar ortaya ¢ikar ve belirgin T ve B hiicre
dugiiklikkleri goriilir. Hastalar enfeksiyonlara yatkin hale gelirler ve kok hicre nakli
yapilmazsa yasamin erken dénemlerinde kaybedilebilirler.

T hiicrelerikemik iliginde iiretilir, naif hiicreler olarak perifere ¢ikar. ikincil lenfoid
organlarda efektor hiicrelere doniisiir. Efektor hiicrelerin, antijenik tehdit ortadan kalktiktan
sonra biiyiik kismi apoptoza ugrar. Bir kisim ise bellek hiicreye doniisiir. Bellek hiicreler
ilerleyen yasla birlikte viicuttaki en baskin hiicre kiimesi haline gelir. Artemis eksikliginde
hafiza hiicrelerinin dagilimi ile ilgili herhangi bir veri bulunmamaktadir.

Literatirde gerek agir kombine immiin yetmezlik (AKIY) gerekse atipik
AKIY tablosuna yol acan Artemis eksikliginin molekiiler mekanizmas, klinik profili, Artemis
ve DNA tamir yolaklar ile iligkisi konusunda ¢ok sayida calisma olmasina karsimn, 6zellikle
atipik AKIY tablosuna yol agan Artemis eksikli§inde nakil dncesi ve sonras efektor, merkezi
bellek, TEMRA gibi T hiicre alt gruplar1 dagilim ile ilgili bir ¢alisma bulunmamaktadir. Biz
bu c¢aligmada DCLRE1C ¢.194C>T p.T651 mutasyonu tasityan 5 hastada naif, efektor bellek,
TEMRA ve merkezi bellek hiicrelerinin dagilimini ve nakil olanlarda bu dagilimm nasil
degistigini arastirmayr amagladik.

Artemis eksikligi ile olan 5 hasta ve 12 kontrol galigmaya dahil edildi. T hicre
altgruplar1 kok hiicre nakil dncesi ve nakilden 1 yil sonra degerlendirildi ve kontrol grubuyla
kargilastirildi. Hastalarda KHN oncesibelirgin lenfopeni, CD4+ ve CD8+ naif hicrelerinde
dusiiklik, CD4 efektor bellek hiicre oraninda yikseklik oldugu, nakil sonrasinda ise bu disiik
tablolarm normale geldigini saptadik. Calismamiz atipik Artemis eksikligi olan hastalarda naif
T ve T hafiza hiicre dagiliminin bozuk oldugunu ve nakil ile bu bozuklugun diizeldigini
goOstermektedir.

Anahtar Kelimeler: AKIY, Artemis Eksikligi, Hafiza T Hiicre, Naif T Hiicre, T Hiicre Alt
Gruplari
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ABSTRACT
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Flow Cytometric Analysis of Naive and Memory T Cell Sub Groups in
Artemis Deficiency

Guliizar Giilnur ITEZ
ImmiinolojiAnabilim Dali

Master Thesis / Konya-2021

Adaptive immune system components T and B cells have the ability to recognize
antigens and give specific responses to the antigens. The ability of T and B cells to recognize
antigen is made possible by the receptors called "antigen receptors". These receptors are
protein structures, and the diversity of their antigen-contacting regions determines the diversity
of antigens that an individual's adaptive immune system can recognize. The mechanism that
increases this diversity is called V(D)J recombination. Artemis is an important protein in the
process of VDJ recombination, and its deficiency causes serious clinical manifestations. T and
B cells are low. Patients who have DCLRE1C mutation become prone to diseases and may be
lost early in life if they do not suffer hematopoietic stem cell transplantation (HSCT).

T cells are produced in the bone marrowthan move to thymus end enrol to peripheral
blood as naive cells. Then they transform into effector cells in secondary lymphoid organs.
Most of the effector cells undergo apoptosis after the antigenic threat has disappeared. Some of
them turn into memory cells. Memory cells become the most dominant cell cluster in the body
with age. There is no data on the distribution of memory cells in atypical Artemis deficiency.

Although there are many studies in the literature on the molecular mechanism,
clinical profile, relationship between Artemis and DNA repair pathways of Artemis deficiency,
which causes bothsevere combined immuno deficiency (SCID) and atypical SCID. There are
many studies in the literature about Artemis deficiency and DNA repair defects. However,
there is no studies on the distribution of T cell subgroups in atypical Artemis deficiency. In this
study, we aimed to investigate the distribution of naive, effector memory, TEMRA and central
memory cells in 5 patients with DCLRE1C ¢.194C>T p.T65] mutation and how this
distribution changed with transplant recipients.

5 patientswith Artemis deficiency and 12 healthy donors were included in the study.
We evaluated T cell subgroups before and 1 year after HSCT and compared with the age
matched control group. We found that the patients had significant lymphopenia, low CD4+ and
CD8+ naive cells, high CD4 effector memory cell ratio before HSCT, and these low levels
returned to normal after transplantation. Our study shows that naive Tand memory T cell
distribution was impaired in the patients with atypical Artemis deficiency and this decreased
numbers of T cell subsets improved with transplantation.

KeyWords:Artemis, Memory Cells, Naive T Cell, T Cell Subsets, SCID
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1. GIRIS VE AMAC

T hiicreler, patojenlere, allerjenlere ve tiimorlere verilen yanitlar da dahil
olmak tizere yasam boyunca adaptif bagisikligin birgok yoniinl koordine eden
edinsel immiin sistemin hiicrelerdir (Kumar ve ark. 2018). Gelisimleri timusta baslar.
Timus T lenfositlerin kdk hiicreden olgun hiicreye doniistiigii, antijen molekiillerini
tantyan reseptorlerinin tiretildigi, 6ze duyarli reseptorler tagiyan T hiicrelerin elendigi
viicut kompartimanidir (Abbas 2014). Timusta olgunlagsmis T hiicreleri perifere
ciktiginda, naif T hiicreler olarak adlandirilir. Bunlar heniiz antijenle karsilasmamis
hiicrelerdir. Naif T hiicreler antijenle karsilasma sansinin yiiksek oldugu sekonder
lenfoid organlara go¢ ederler. Burada antijenle karsilasmayi takiben efektor T
hiicrelerine doniisiirler. Antijenik tehdit ortadan kaldirilinca bir grup efektor hiicre
bellek hiicrelere doniiserek o antijeni hafizasina alir. Tiim bu siire¢ sonucunda T
hlicre alt gruplar1 olan Tnair : CD45RA + CCR7 + (Mahnke ve ark. 2013) , Tem
:CD45RA - CCR7-(Sallusto ve ark. 1999), Tcm: CD45RA-CCR7+ (Carbone 2013),
TEMRA: CD45RA+CCR7- (Kared 2020) hiicre gruplar1 olusur (Tem: efektor bellek,

Tem: merkezi bellek, Tnair: naif T Hucre)

T hiicrelerinin antijenleri tanimasi ve immiin cevabi baslatmasi iizerlerinde
bulunan T hiicre reseptorlerinin (THR) uyarimi ile baglamaktadir. THR, CD3 ve {
zinciri ile birlikte kompleks halinde olgun T hiicre yilizeyinde bulunur. Cogu THR
alfa ve beta olmak lizere iki zincir igerir. Bu zincirler lizerinde degisken ve sabit
bolgeler bulunur ve bu degisken bdlgeler dogrudan antijen ile temas eder. Antijenle
temas eden proteinin dogadaki sayisiz antijenin farkli yapilarimi taniyabilmesi ve

farkli antijenleri ayirt edebilmesi gerekir (Abbas 2014).

Antijen reseptorlerinin degisken bolgeleri VDJ rekombinasyonu adi verilen
bir stirecle ¢esitlendirilir. Bu siirecte beta zinciri degisken bolgeleri V, J ; alfa zinciri
degisken bolgeleri V, D, J adi verilen genler tarafindan kodlanir. Gen segmentleri
kromozomun farkli bolgelerinden kesililir ve birlestirilir. Birlestirme sirasinda iki
genin birlesim bdlgesi olan “’junctions’ lardaki bazlar silinir ve hatali olarak tamir

edilir. Boylelikle yeni bir gen dizisi elde edilir.



Artemis V(D)J rekombinasyonu siirecinde, gen segmentleri kesildikten sonra
kesilmis uclarda olusan “’hairpin’® adi verilen transester yapilarmn kirilmasinda
gorevli bir proteindir (Kennedy 1998). Bu motifler kirtlip, hasarli bazlar
uzaklagtirilmazsa rekombinasyon islemi ¢ogunlukla stirdiiriilemez ve apoptoza gider.
Hairpinleri agan Tnl0 transpozazlari hari¢ alternatif bagka yapilar bilinmemektedir.
T hucreler; ozellikle virs, bakteri, fungal ve parazitler dahil olmak Uzere
mikroorganizmalara karsi savasta 6nemli rol alan hiicrelerdir (Kumar 2018). T
hiicrelerinin gelisim basamaklarindan herhangi birinde duraksama veya VDJ
rekombinasyonu i¢in gerekli olan genlerde olusacak mutasyonlar, T hiicrelerinde
sayisal ve/veya fonksiyonel eksikligine yol agmaktadir. Bu durum ise hastalarda
yukarida belirtilen ajanlar ile gelisen enfeksiyonlara yatkinliga neden olmaktadir
(Vanderburg 2011). Artemis eksikligi de bir T hiicre yetmezligi (agir kombine
immiin yetmezlik, AKIY) olup, bu hastalarda da basta viral enfeksiyonlar olmak
iizere enfeksiyonlara artmis bir yatkinlik s6z konusudur (Moshous 2003; Parvaneh
2013). Bu gende olusan mutasyonlar siklikla T-B-NK+ AKIY tablosuna neden
olurken baz1 hipomorfik mutasyonlar sonucu klinik tablonun daha hafif oldugu atipik
AKIY tablosu da gelisebilmektedir. 2015 yilinda Almanya grubu ile yaptigimiz bir
calisma ile kklinigimizde takip edilen 9vakada Artemis proteininin geni olan
DCLRE1C’deki (¢.194C>T p.T651) mutasyonunun hipomorfik bir mutasyon olup
atipik AKIY tablosuna yol actigmigdsterdik (Volk ve ark. 2015). Takip eden
yillarda ise benzer klinik ve mutasyonu tagiyan vaka sayis1 17°ye ulagmustir.

Literatiirde gerek AKIY gerekse atipik AKIY tablosuna yol agcan Artemis
eksikliginin molekiiler mekanizmasi, klinik profili, Artemis ve DNA tamir yolaklari
ile iligkisi konusunda ¢ok sayida ¢alisma olmasina karsin, dzellikle atipik AKIY
tablosuna yol acan Artemis eksikliginde T hiicre alt gruplari ile ilgili bir ¢aliyma
bulunmamaktadir. Biz bu ¢alismada DCLREIC ¢.194C>T p.T651 mutasyonu tasiyan
5 hastada naif, efektor bellek, TEMRA ve merkezi bellek hiicrelerinin dagilimini ve

nakil olanlarda bu dagilimin nasil degistigini aragtirmay1 amacladik.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. immiin Sistem

Immiinite Latince immiinisten tiiretilmis bir kelime olup dokunulmaz
anlamina gelmektedir. Immiin sistem, organizmalar1 dis ve i¢ tehditlere kars
dokunulmaz kilan; enfeksiyonlara karsi direnci saglayan, doku ve organlarin
biitiiniidiir. Tim bu varlik viicudumuzu sadece yabanci molekiillere (antijen) karsi
savunmakla kalmayip, viicudumuzun icinde O6ze zararli hiicrelerin de ortadan
kaldirilmasini, yani immiin sistem dengesinin devamliligimi da saglamaktadir (Abbas
2014). Immiin sistemi uyaran maddelere antijen denilmektedir. Bu sistemin

gorevlerini 6zetleyecek olursak:
1. Enfeksiyon etkenlerine direng,
2. Doku greftleri ve yabanci antijenlere karsi savunma
3. Tumor gelisimine direng

Immiin sistem birbiri ile uyum icinde ¢alisan edinsel ve dogal immiin sistem
olarak iki baslikta incelenmektedir. Dogal bagisikligin hiicre ve elemanlari; edinsel
bagisik yanitin baslatilmasinda onemlidir. Edinsel bagisiklik sistemi de dogal
bagisiklik elemanlarini kullanarak dogal bagisiklik yanitini kuvvetlendirir. Her iki
immiin yanitta kendi kendini sinirlar ve enfeksiyon etkeni yok edildikten sonra

kaybolur (Male 2009).

2.1.1. Dogal immiin Sistem

Viicuda giren mikroorganizmalara karsi ilk koruyucu engeli olusturur.
Enfeksiy0z ajanlarmn viicuda girisini engeller ve girmeyi basaranlar1 hizla yok eder.
Bunu mikroorganizmalarin {lizerindeki bazi ortak 6zgiil yapilar1 taniyarak saglar.
Boylece biitiin patojenlere karsi ayni tip cevabi verir. Ayrica hasarli hiicreleri
taniyarak onlarin viicuttan temizlenmesini saglar. Harap dokularin yenilenmesinde
rol oynar. Dogal immiin sistem mikroorganizmalarin PAMP (Patogen associated
molecular paterns)araciligiyla tetiklenir ve dogal bagigiklik elemanlar1 bu orgiileri
PRR (pattern recognition receptors); orgii tanima reseptorleri araciligiyla tanir
(Abbas 2014).Dogal immiin sistem yapisal bariyerler, miyeloid hiicreler ve

cozllebilir elemanlar olarak 3 grupta incelenebilir.



Deri ve mukozal doku; yapisal bariyerleri olusturup mikroorganizmalarin
viicuda girisine engel olur. Miyeloid hiicreler; fagositik hiicreler (notrofil,
monosit/makrofaj), dogal 6ldiiriicti hiicreler (NK) ve inflamatuvar mediyator salan
hiicrelerden (eozinofiller, bazofiller ve mast hiicreleri) olugsmaktadir. Dogal sistemin
diger bir elemanmi ise dolasimdaki c¢oziilebilir faktorlerdir (akut faz proteinleri,
sitokinler ve kompleman).

NK hiicreleri dolasimdaki ve periferik lenfoid organlardaki lenfositlerin
%10’unu  olusturur. Yogun sitoplazmik graniillere sahip olan NK hicreleri,
kendilerine 6zgu ylzey proteinlerini eksprese ederler. Ancak antijen reseptorleri
yoktur. Bunun yerine etkinlestirici reseptorleri bulunur. Enfekte hiicreler tarafindan
uyarimlarinin ardindan graniillerini temas ettikleri hiicre dig1 ortama birakirlar.
Grantildeki proteinler enfekte hiicrelere girerek apopitozu baslatir. Boylelikle
viriisler gibi hiicre ici tehditlerin ortadan kaldirilmasma yardimei olurlar. Urettikleri
IFN-y; makrofajlar1 diizenler ve fagositoz basarisimi arttirir. Makrofaj ve dendritik
hicrelerce Gretilen IL-15, Tip 1 interferonlar ve IL-12 gibi sitokinlerle; uyarimlari,
biiylime ve olgunlasmalari, 6ldiirme islevlerinin giiglenmesi gerceklesir (Abel 2018).
Bu hiicreler immiinolojik dengenin korunmasinda, kontrollii immiin tepkilerin
verilmesinde diizenleyici rol de oynamaktadir (Fu 2014).

Makrofajlar ve graniilositler fagositoz ile mikroorganizmalar1 viicuttan
uzaklastirir. Makrofajlar dolagimda monositler olarak bulunan ve dokulara
girdiklerinde makrofajlara 6zellesen hiicrelerdir. Makrofajlar fagositoz islevlerine ek
olarak doku tamirinde rol alirlar. Graniilositler; polimorfoniikleer hiicrelerdir.
Fagositoz ve sitoplazmalarinda bulunan granilleri i¢indeki enzimlerle
mikroorganizmalar1 parcalar ve ortadan kaldirirlar.Dogal immiin  sistemin

hiicre/elemanlar1 ve gorevleri Tablo 1’de 6zetlenmistir (Tablo 1; Abbas 2014).



Tablo 1. Dogal bagigiklik elemanlar1 ve gérevleri

Dogal Bagisikhi@in  Gorevleri

Elemanlar

Epitel Tabakasi Mikroorganizmalarin viicuda giris bolgesinde fiziksel ve kimyasal engel
olusturur.

Fagositler Mikroorganizmalari tanir ve yutarak hiicre i¢i yikimi gerceklestirir

Dendritik Hiicreler Enflamasyonda ve edinsel immiin sistem uyarilmasinda gorevli
sitokinler Uretir. T hiicrelerine antijen sunar.

Mast Hiicreleri Deride ve mukozal epitelde bulunurlar. Aktiflesmeleri igin TLR’e

mikrobiyal iiriinlerin baglanmasi ile ya da antikor bagimli mekanizma
gerekir. Aktiflesen mast hiicresinin graniilleri serbest birakilir. Bu
grandller icinde vazoaktif aminler, proteolitik enzimler bulunur. Ayrica
mast hacreleri lipid mediatorler ve sitokinler uretir. Alerji ve helminit

tepkilerinde merkezi rol oynarlar

Dogal Katil Hiicreler Enfekte ve stresli hiicreleri taniyarak 6ldiiriir ve makrofajlari etkin kilan

(NK) sitokin IFN-y’y1 salgilayan lenfositlerdir.

Kompleman Sistemi  Mikroorganizmalara karst savunmada 6nemli bir protein kaskadidir.
Elemanlari Opsonizasyonda, I6kositler icin kemoatraktan olarak ve enfekte

hicrelerin éldirilmesinde gérevlidir

2.1.2. Edinsel immiin Sistem

Dogal immiin sistem hiicreleri genellikle patojenleri ve patojenler iizerindeki
belirli motifleri tanir, bunlara cevap verirken; edinsel immiin sistem hiicrelerinin
taniyabildigi antijen cesitliligi daha fazladir. Antijenleri yiiksek segicilikle birbirinden
aymrabilir (Ozgiillik ve Cesitlilik). Bir antijenle ilk defa karsilastig1 zaman ona en
uygun tepkiyi verecek olan hiicrelerden olusur (Ozellesme, Kasilma/Yasam dengesi).
Edinsel immiin sistem hiicreleri 6z antijenlere yanitsiz kalacak sekilde egitilir.
Sistem rastgele hiicreler iretip sayilarmi gogaltmaktansa sadece mevcut antijen
tehdidi i¢in iiretilmis olan hiicrelerin sayisini arttirir (Klonal Genisleme). Bellek
ozelligi sayesinde bir antijenle yineleyen karsilagmalarda daha hizli ve giiglii immiin
yanit verilmesi i¢in harekete gecer (Abbas 2014). Bu ortak nitelikleri tasiyan edinsel
immun sistemin htcreleri T ve B lenfositlerdir. NK hiicreler ise ayni antijen
uyarimmdan sonra artmug bir immiin yanit olusturmamalari, antijen tanima
reseptorlerini bulundurmamalar1 yonlerinden dogal bagisiklik igerisinde incelenen

lenfosidal kdkenli hiicrelerdir.



2.2.Lenfositler

Lenfositler beyaz kan hucreleri olup, edinsel immn sistemin hicreleri iginde
yer alir. Tim diger beyaz kan hiicreleri gibi kemik iliginden koken alir, dolasimda ve
lenfoid dokularda bulunurlar (Kumar 2018). Bu hucreler; bakteri, mantar gibi
enfeksiyoz ajanlara karsi savunmadan, antikor iiretiminden, virlisle enfekte olmus
veya tiimoral hiicrelerin dogrudan hiicre aracili oldiiriilmesinden ve bagisiklik
tepkisinin diizenlenmesinden sorumludur (Larosa 2008).

Lenfositler goriinliste homojen tek tip beyaz kan hiicreleridir; ancak
fonksiyon acisindan ¢esitlilik gosterirler. Isik mikroskobu ve elektron mikroskobu
altinda lenfositler birbirinden aywrt edilemez ancak yiizeylerinde tasidiklar
belirteglerle birbirlerinden ayirt edilebilirler (Junquira 2009). T, B ve dogal oldiirticii
hiicreler (NK) lenfositler olarak smiflandirilir. NK hiicreleri lenfositler arasinda yer

almasina ragmen dogal immiin sistemin elemanidir (Abbas 2014).

2.2.1. B Lenfositler

B lenfositler, hiimoral immiin yanit tepkilerini olusturan hiicrelerdir. Hiimoral
savunmada hiicre dis1 mikroorganizma lriinlerinin ve toksinlerin etkisiz birakilmasi
ve yok edilmesi amaglanir. B hiicreler hiicre dis1 ¢ok sayida polisakkarid, lipid ve

protein yapilara kars1 6zgiilliikk gosteren antikorlar tiretebilirler (Male 2009).

B hiicreler kemik iliginde iiretilir ve olgunlasma siirecini burada tamamlar.
Olgunlagma siirecini takiben dolasima girer ve ¢cok az bir kismi dolasimda kalip
biiyiik cogunlugu lenf dokusu, karaciger dalak gibi sekonder lenfoid dokulara gog
eder. B hiicreler antijenleri herhangi bir aract yap1 tarafindan sunuma gerek
kalmadan algilayabilir. Algiladig1 antijenleri yardimci T lenfosit adi verilen T
hicrelerine sunabilir. Ancak antijne yanitlar1 T hiicreye bagimli ya da T hiicreden
bagimsiz olabilir (Abbas 2014).

B hicrelerinin antijen reseptorleri BHR (BCR: B Cell Receptor, B hiicre
reseptorii) kemik iliginde B hiicre progenitdr agamasindayken {iretilir. Reseptor
uretim sureci bir rekombinant protein olusturma siirecidir. Ardindan B hiicre
olgunlasir ve naif hiicreye doniislir. Kemik iliginde iiretilen ve heniiz antijenle
karsilasmamig B hiicreye naif B hiicre ad1 verilir. Bu hiicre antikor salgilayamaz ve

IgD ya da IgM antikorlarim yiizeyinde sunar. Antijen ve yardimct T hiicre uyarimi



ile sayis1 artarak etkinlesir. Etkinlesen hiicre farklilasma siirecine girer. Sonugta,
antikor tiretebilen olgun B hiicresi olusur. Bir grup efektdr B hiicresi ise bellek B
hiicrelerine doniiserek o antijeni hafizasma alir (Quast ve Tarlinton 2021; Treanor
2012).

2.2.2. T Lenfositler

T hiicreleri, enfeksiyoz ajanlara, alerjenlere ve tiimorlere karsi savasta rol
alan edinsel immun sistemin hicreleridir (Kumar 2018). T hicreler; birincil ve
ikincil lenfoid doku, mukozal ve bariyer alanlari, ekzokrin organlar, yag doku ve
hatta beyin ve merkezi sinir sistemi dahil olmak tzere hemen hemen her organ ve
dokuda bulunur. Sayisal agidan da insan viicudundaki T hiicrelerin ¢ogu lenfoid

dokulardadir (kemik iligi, dalak, bademcikler ve tahmini 500-700 lenf nodu).

Mukozal bolgelerde (akcigerler ve ince ve kalin bagirsaklar) ve deride biiyiik
oranda T hiicre mevcuttur; bununla birlikte toplam T hiicre sayisinin tahmini %2-3'U

insan periferik kanda bulunur (Ladi 2006).

Fonksiyonel bir T hicrenin antijenleri taniyabilmesi ve bu antijenlere
hlicresel cevap vermesi gerekir. Antijenleri tantyan ve bu antijenlere karsi cevap
veren T hiicre yapist THR (T hiicre reseptoril) olarak adlandirilir. THR ¢ogunlukla
(% 90-95) alfa-beta adi verilen iki zincirden olusur. Ancak gama-delta zincirleri
bulunduran T hicreler de mevcuttur. T hicreler antijenleri MHC (major doku-
uyumluluk kompleksi) proteinleri tarafindan sunulmadan tamiyamaz. MHC

tarafindan antijen sunumu THR’nin antijen 6zgiilliigiinii arttirir.

T hucre yuzeyinde THR, CD3 molekili ile bir kompleks olusturur (Abbas
2014). MHC ve antijen THR ile etkilestiginde T hiicresi uyarilir ve immiin cevabi
verecek sinyal yolaklar1 aktive edilir (Azzam 2001). CD3-T huicre reseptori (THR)
kompleksi, antijenlerin tanmmasinda, antijen tanimasinin ardindan gelisen sinyal
aktarrmmda ve T lenfositlerin aktivasyonunda rol aldigindan, T hiicresi aracili
immiin yanitta merkezi bir rolii vardir. Bu nedenle, CD3 ve THR molekiilleri,

lenfositlerin en kapsamli olarak incelenen yiizey yapilar1 arasindadir (Yang 2005).

affTHR nin CD3 molekiilii, iic dimeri olusturan en az alt1 peptitten olusan bir
kompleks (gy, €6 ve {{) halinde bulunur ve gdrevi THR sinyalini hiicre i¢ine

aktarmaktir (Hayday 2000). CD3’iin aktivasyonunun en giiclii hipoteze gore
7



THR’nin antijen ile uyarmu ile gergeklestigi, THR nin konformasyonel degisimine
bagli oldugu disiiniiliir. CD3’iin epsilon birimi hatali farelerin timik gelisim
ilerlemesinin yavas oldugu uzun siiredir bilinmektedir (Franzone 1989). { zinciri ise
sinyal kaskadinin olusarak spesifik transkripsiyon faktoriiniin iiretilmesi siirecinde,
kaskadin ara bilesenerini fosforilleyen ZAP-70 icin bir iskele gorevi gorur (Abbas
2014). CD3 zincir eksiklikleri, otozomal ¢ekinik immiin yetmezliklerin bir grubunu
olusturur ve tam kan sayimimda belirgin lenfopeni gozlemlenen ya da lenfopenik
olmayan T-B+NK+ fenotipindedir (Tokg6z 2013). THR, CD3 zincirleri ve CDA4/8
antijen taninmasi ve antijen uyarim sinyalinin hiicre i¢ine aktarilmasi i¢in T hiicre

yuzeyinde kompleks halinde bulunur (Abbas 2014) (Sekil 1; Hesterberg 2018).

Created in BioRender.com bio

Sekil 1.T hiicre reseptér kompleksi ve aksesuar proteinler ( Hesterberg 2018)

Bununla birlikte yalnizca THR antijenle etkilesmesi immiin cevabin verilmesi
icin yeterli degildir. Immiin yanitin arttirilmasi ve hiicrenin immiinolojik tehdidi
ortadan kaldirmak {izere organize olmasi i¢in sitokin reseptorleri, adezyon
reseptorleri, iyon kanallar1 ve CD28 gibi stimiilatorler gereklidir. Bunlarin
uyarimiyla T hiicre yanitlar1 diizenlenir (Azzam 2001). Sekil 1’de gosterilen CD28,
THR sinyalini arttiran es uyaran sinifindan bir sinyal proteinidir. Sinyal uyarmmiyla
hicre iskeleti organize olur, transkripsiyon faktorleri duzenlenir. Sitokin Uretimi,
hiicre sagkalimi ve farklilasma dahil bir¢ok siiregte T hiicreler i¢in anahtar rol oynar
(Esensten 2016). THR ve es uyaranlarin antijenle ve stimiilator ligandlariyla uyarima,

bunlarla birlikte sitokin reseptdrlerinin uyarimi T hiicrenin farkli yasam evrelerine



girmesini tesvik eder. Bu evreler; naif, efektor ve bellek evrelerdir. Ancak dnce T

hiicreler kok hiicrelerden olgunlastirilmalidir.

2.3. T Hucre Olgunlasmasi
2.3.1. T Hicrelerin Kokeni

Biutin kan hucreleri kemik iligindeki hematopoetik kok hticrelerden kdken
alirlar (Lai ve Kondo 2008). T lenfositler digindaki tiim kan hticreleri kemik iliginde
olgunlasirken; T lenfositleri olusturacak olan progenitor hiicrelerin olgunlagsmalari

timusta gerceklesmektedir (Petrie ve Zuniga-Pflicker 2007).

Hematopoetik progenitorler, kemik iligi stromal hucreleri ve ekstrasehiler
matriks ile direkt etkilesimle, “nis” adi verilen yapilarda bulunurlar. Nis’ler
progenitor hiicrelerin hayatta kalma, proliferasyon ve farklilagsmalar1 igin uygun
substratlar saglayan, ozellesmis mikro cevrelerdir. Mezenkimal kok hiicrelerden
(MKH) koken alan kemik iligi stroma hiicreleri (osteoblast, endotel htcreleri,
fibroblastlar ve yag hiicreleri) nis’in fiziksel yapilarini olustururlar. Bu hucreler
salgiladiklar1 sitokinler ve hticre-hiicre adezyonuyla baslatilan hiicreler arasi
sinyallerle Hematopoietik kok hicrelerin  (HKH) kendilerini  yenileme ve
farklilagsmasmi duzenlerler. Endotel hucreleri vaskuler nis’i olusturarak HKH’nin
devami ve fonksiyon gorebilmesi igin gerekli mikro ¢evreyi olustururlar (Ural2012 ;
Yin 2006).

Hematopoetik progenitorlerin kemik iliginden goc¢l karmasik olaylar1 igerir.
HKH kemik iliginde damarlardan uzak, sakin bir durumda osteobalastlarla iliskili
olarak, endosteuma bitisik durumda beklemektedirler. Hematopoetik nislerden
ayrilmalari; proliferasyon, farklilasma veya muhtemelen diger bazi mikro ¢evresel
faktorlerin etkisiyle olmaktadir (Suda ve ark 2005).

2.3.2. Timik Gelisim Basamaklari

Timik olgunlagsma siireci prekiirsor hiicrelerin fetal donemde fetal
karacigerden ve daha sonra kemik iliginden timusa go¢iiyle baslar (Woodland ve ark.
2009). Bu hiicreler kemik iliginde hemositoblastlardan farklilasmis pre-T hlcrelerdir

ve hala multipotent olduklari i¢in graniilositlere, antijen sunan hiicreler (ASH), dogal



katil (NK) ve miyeloid hiicrelere doniisebilirler (Male 2009). Pre-T hiicre timusa
gelir gelmez epitelyal mikrogevrenin etkisi altinda timik lenfositlere (timosit)

farklilagsmaya baslar (Anderson 2001).

Timositlerin farklilagsmasi: timusun farkli kompartmanlarinda gergeklesir.
Korteks daha ¢ok gelismekte olan lenfosit bulundurur (%85-%90) (Anderson 2000).
T hiicreleri olgunlastiktan sonra timusu terk ederek, dalak ve lenf diiglimleri gibi
sekonder lenfoid dokulara hareket eder. Timositlerin ancak %1-3'U hayatta kalma ve
timustan go¢ etmede basarilt olur (Cordes 2021). Bu olaylarmn biitiinii timopoez
olarak adlandirilir (Hwang 2020). Timopoez dort asamada incelenir. Birinci asama
Pre-Timik donemdir. Ardindan donem I, II ve III takip eder. Ddnem I ve II’de
korteks tepkimeleri adi verilen tepkimeler; timus korteksinde meydana gelir.
Korteksten medullaya cikan timositler CD4+ ya da CDS8+ nitelik kazanirlar ve

olgunlasmalarina devam eder (Male 2009).

-Pre-Timik Dénem: Kemik iligi kaynakli T, B, NK ve dendritik hiicrelere
dontisebilme yetenegine sahip multipotent kok hiicreler timusa go¢ eder (Masuda
2005) ve bu goc eden hiicrelere pre-timik timositler adi verilmektedir. Pre-timik
donemin en belirgin belirteci CD44’tiir. Bu asamada hiicreler CD4-CD8-CD25-
CD44+’tir ve kortekste bulunmaktadir. Bu hiicrelerde ayrica CD34+ ve CD31 de
oldukca yulksek dizeyde ifade edilmektedir (Douasi 2017). CD34 bir adezyon
molekiilii olup lenf noduna gog¢ gibi, gb¢ ve hiicre adezyonu iliskili siireglerde rol alir
(Suzawa 2007). CD31 ise platelet, monosit, nétrofil ve 6zellikle erken dénem T
lenfositler icin endotel ve diger hiicrelerle etkilesmek i¢in gerekli olan bir yiizey
molekiludir. Timositler kortekste timik epitelyal ve stromal hiicrelerin sinyalleriyle
ve adezyon molekiilleriyle, donem 1 ve donem 2 boyunca etkilesim halindedir. Bu

etkilesimle hiicreler degisir ve olgunlasir (Male 2009).

-Dénem | Timositler (CD4'CD8T):Ddénem | timositler erken timositlerdir
ve bu dénem korteks ve kortikomedullar bolgeler arasinda geger ve iki fazda
incelenir. Birinci fazda timositler CD44ve CD25 tasir fakat CD8-CD4tir (gift
negatif). CD25, IL-2 reseptoriinin alfa zinciri olup timositlerin stromal hicrelere
adezyonu ile ekspresyonu artar. Bu donemin ilk fazinda timositler kortikomeduller
bolgeye yiiksek endotelyal veniiller (HEV) araciligiyla gelir. Hiicre zarma yerlesik

bir protein olan CD44 timositleri kortekse yonlendirir. Korteksin en dis bolgesine
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ulaginca bu belirtecin diizeyi azalmaya baslar ve yok olur (ikinci faz). Yani donem
I’in ge¢ fazinda hiicreler CD44" CD25" CD4°CD8 “tir.

Bu siiregte THR’nun B zincirinin yeniden diizenlenmesi (rearranjman)
gerceklesir. THR- B yeniden diizenlenmesi ve ifade edilmesinin ardindan, CD38
reseptoriiniin ekspresyonu artmaya baglar (Male 2009). CD38, timik epitel hiicreleri
tarafindan ifade edilen CD31’in ligand1 olup etkilesim gergeklestiginde apoptotik

stirecleri tetikleyerek timosit 6liimiine neden olmaktadir. (Tenca 2003).

Donem 1’de CD3 iretilir, ancak bu protein bu siirecte sadece
intrasitoplazmik olarak bulunur, dénem sonunda CD1’in ekspresyonu artar (Male
2009). Bu donemde olusmaya baslayan CDS5, bu asamadan sonra tiim T hiicrelerde
bulunan bir belirte¢ olarak kalir. CD5 genel olarak B-1 ve marjinal bolge B
hicrelerinin bir belirtecidir ancak T hiicrelerde THR sinyalinin negatif duzenleyicisi
olarak gorev yapmaktadir (Voisinne 2018). CD5 molekiilii eksik farelerden elde
edilen veriler CDS5 eksikliginde yiiksek afiniteye sahip ve 0zgiil olmayan antijen
baglama niteligindeki THR olustugu gosterilmistir (Azzam 2001; Pena-Rossi 1999).
Yine bu donemde olusmaya baslayan CD7 de timik gelisimin 6nemli bir pargasidir
ve CD7 geni kusurlu hastalarda CD25 ekspresyonunun olmadigi, T hiicre
proliferasyonunun ¢ok diisiik seviyelerde oldugu ve B hiicre fonksiyonlarinin da
bundan etkilendigi saptanmistir (Jung 1986). Bununla birlikte CD7 yalnizca erken
donem timik gelisimin bir belirteci olmayip; CD8+ naif ile bellek hiicrelerde diisiik

oranda, efektor hiicrelerde yiiksek oranda bulunmustur (Aandahl 2003).

-Donem Il Timositler CD4*CD8* (cift pozitif):Donem Il timositleri
timustaki timositlerin %80’ini olusturur. Bu doénemde hiicreler CD44 CD25
CD8'CD4" hale gelirler. THR nun o zinciri rekombinasyona ugrar ve afTHR, CD3
ile birlikte hiicre yiizeyinde diisiik diizeyde sunulmaya baslar (Sallusto 1999). Bu
evrede medullada timositler pozitif secime maruz kalir. Pozitif siiregte; medullar
timik epitelyal hucreler (mTEC) 6z antijenleri c¢ift pozitif hiicrelere sunar. Bu
peptidleri zayif olarak taniyan hiicreler apoptozdan kagar, 6z antijenleri tagiyan
MHC lere yiiksek afiniteyle baglanabilen THR’lere sahip T hicreleri ise apoptoza
ugrar (Gasper 2014). Bu islem sirasinda MHC smif I molekiillerini tantyan THR’lere
sahip T hiicreler CD4 ekspresyonlarmi yitirir fakat CD8 ekspresyonlarini korur. Ayni
sekilde MHC smif II molekiillerini taniyan THR’lere sahip T hiicreler CD8
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ekspresyonlarini yitirir fakat CD4 ekspresyonlarini korur. Boylece cift pozitif T

hicreleri, tek pozitif hiicre haline gelirler ve Donem I11 evresine girerler.

Donem 2’de ekspresyonu en yiiksek seviyeye ulagsan CD1 molekiilii de bu
stirecin 6nemli bir pargasidir. Bu molekiiliin ekspresyonu medullar timositlerde
goriilmez. Zira timositlerde bulunan CDla’nin ekspresyonu bu donemin sonunda
durdurulur, durdurulmadigi takdirde timik olgunlagsmanin gerceklesmedigi, tek
pozitif ve CDla+ olan hatali hiicrelerin IL-2 ve PHA uyarimmna yanit vermedigi
goriilmiistiir (Res 1997). Buna ek olarak CD1 temel olarak dendritik hiicre belirteci
olup, MHC molekiilleri gibi antijen sunabilmektedir. CD38’in de en yiiksek
ekspresyonu donem 2’de gergeklesir. CD38 donem 1’de bahsedildigi iizere; CD31
ligand1 olup bir adezyon molekiilii olarak tanimlanmistir (Munoz 2008, Zhuong
2019). CD71 ise transferrin reseptoriddr. Transferrin reseptorleri hiicre igine demir
iyonu alimmda gorevlidir (Aisen, 2004). Arastirmalar TfR1 olarak adlandirilan bu
reseptoriin immatiir lenfositler icin proliferasyon belirteci oldugunu (Brekelmans
1994), eksikligi durumunda timik gelisimin CD3-CD4-CD8- asamasinda durdugunu
gostermistir (Ned 2003). Genel olarak demir homeostazinin hem dogal hem edinsel
immin sistem hucrelerinin  gelisimlerini  diizenledigi, hiicre bélinmesinde ve
sitotoksisitesinde Onemli bir element oldugu, demir alimimni proinflamatuvar
sitokinlerin diizenledigi dolayisiyla demir metabolizmasmin ozellikle bagisiklik
hiicrelerinin gelisiminde anahtar bir faktor oldugu bilinmektedir (Ned 2003; Cherayil
2010).

-Donem 1l Timositler (CD4'CD8 ya da CD4CD8*): Bu ddénemde
sirasiyla; timositlerin yiizeyindeki CD1 belirteci kaybolur. CD3 ofTHR hiicre
ylizeyinde yiiksek yogunlukla eksprese olur. Bu hiicreler ya CD4" ya da CD8"’tir
(single positive: tek pozitif). Dénem III timositlerin ¢ogu; CD38 ve transferin
reseptoriinii kaybeder (CD71) ve bu donem medullada gerceklesir (Male 2009;
Jaigirdar 2015). Bu asamada negatif seleksiyon gergeklesir. Olgunlagmamis
lenfositler MHC’ye bagli olarak sunulan 6z antijenleri ile kuvvetle etkilesime girerse
bu lenfositler apoptozu tetikleyen sinyal alir ve olgunlagsmasini tamamlayamadan
oliir. Bu islem negatif segilim olarak adlandirilir (Abbas 2014) (Fayord 2010) . Tablo
2’de tiim bu siirecler boyunca yiizey belirteglerinin hangi donemlerde ifadelendigi

Ozetlenmistir (Tablo 2; Male 2009).
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Tablo 2.Timik gelisim belirtecleri

Belirtecler Pre-Timik Timik Timik Korteks Timik Dolasan T
Korteks Doénem 2 Medulla Hucreler
Donem 1 Donem 3
TCR gen Meydana Beta-zincir Beta zincir  Olgun TCR Olgun TCR
aranjmani gelmez olusur. olgunlagtirilir
Alfa olusur.
Tdt ) (+) (+) Q) Q)
CD44 (+) Ddénem Doénem sonunda (+) (+)
basinda (+) artmaya baslar
CD25 Dénem +) ) ) )
sonunda
ekspresyon
artmaya
baglar
CD3 ) Sitoplazmik Diisiik Yiksek Yiksek
ekspresyon (+) ekspresyon ekspresyon ekspresyon
v6 TCR ) Doénem Diistik Yiiksek Yiiksek
sonunda ekspresyon ekspresyon ekspresyon
artmaya baslar
aff TCR ) Doénem Diistik Yiiksek Yiiksek
sonunda ekspresyon ekspresyon ekspresyon
artmaya baslar
CD4+CD8+ CDA4-CD8- CD4-CD8- CD4+CD8+ CD4+CD8- ya CD4+CD8- ya
Durumu da CD4-CD8+ da CD4-CD8+
CD1 ) Ddnem (+) ) )
sonunda
artmaya baslar
CD7 Donem (+) (+) (+) (+)
sonunda (+)
CD5 ) +) +) ) ()
CD2 ¢) +) +) ) )
CD38 Ddnem (+) (+) ) )
sonunda (+)
CD71 +) +) +) ¢) ¢)

2.3.3. VDJ Rekombinasyonu

Donem I ve Donem II timositlerde THR alfa ve beta zincirlerinin olusumuna

bir rekombinasyon siireci eslik etmektedir. THR nin alfa ve beta zincirleri degisken

ve sabit olmak iizere iki domain igerir. Degisken bolgeler cesitli antijenlerin
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taninmasi ve onlara T hiicre yanitinin baslatilmasindan sorumludur (Sekil 2; Abbas
2014). THR beta zincirlerinin degisken bolgelerini; V: variable, (D: diversity) J:
joining ad1 verilen gen bolgeleri kodlar. Alfa zinciri degisken bdlgelerini V ve J
genleri kodlamaktadir (Abbas 2014). Bu genler V(D)J rekombinasyonu adi verilen
bir siirecle islenip, birlestirilir. Yeni olugan gen segmentlerinin birlesimi sonucunda
farkli antijenleri tanima yeteneginde farkli klonlar olusturulur (Haeryfor 2008). VDJ
rekombinasyonuyla, bireyin immin repertuvart olusturulur. Timustaki her
olgunlasmis hiicre prolifere oldugunda VDJ rekombinasyonu sonucu olusmus T
hiicre reseptdriinii tastyan binlerce hiicre olusur. Bu hiicrelere klon denir (Abbas
2007). Immiin repertuvar bireyin antijen reseptorlerini tasiyan farkli hiicre
klonlarmnin sayisin1 ifade eder. Bir insanda immiin repertuvarin Ig (reseptor) igin

yaklasik 10** ve THR molekiilleri icin yaklasik 10 farkli klondan olustugu tahmin

edilmektedir.
DEGISKEN BOLGE
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Sekil 2. THR degisken ve sabit bolgeleri (Franco ve ark. 2016)

Rekombinasyon mekanizmasinin baglatilmasi i¢cin DNA {izerindeki belirli
dizileri tantyan VDJ rekombinazin (RAG 1, RAG2: recombination activating gene)
rekombinasyon sinyal dizilerini (RSS-recombination signal sequences) tanimalari
gerekmektedir. Bu diziler V gen segmentinin 3 ucu ile, J segmentinin 5’ ucunda
bulunmaktadir. VDJ Rekombinaz RSS’lere baglaninca, V,D,J gen segmentlerini
birbirine yaklastirir, RSS motiflerinden DNA’y1 keser (Shrivastav 2008), (Sekil 3-

A), bu kesim sonucu transesterifikasyon tepkimesi meydana gelir (Lieber 2010). Bu
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enzimatik kesim sonucu serbest kalan-OH ucunun aracilik ettigi bir dizi tepkimeyle
DNA ucu halkali bir hal alir (Sekil 3-B). Bu yapiya hairpin adi verilir (Couedel
2004; Ma 2002).

(B) RAG1/2

g | (B)
Sinapsis . I ;
ﬁ ~ |Kesim

N 'M) .
l Kesim = l '

2O =

Uc i§leme*NI{EJ Hairpin Yapisi

=
Kodlanan Sinyal bolgeler
dizi birlesir

Sekil 3. VDJ rekombinasyonu gemast. (Kirmizi-mavi tiggen RSS, kirmizi-mavi dikdértgen V(D)J genleri.) (Little
ve ark. 2015)

Hairpin yapisi DNA ¢ift zincir kirigmm tamir edilmesinin énunde bir
engeldir. Zira bu haldeyken tamir proteinleri hairpin yapidaki DNA motifine
baglanamaz. Artemis VDJ rekombinasyonunun bu asamasinda olusan hairpin
yapisinin agilmasini saglar (Moshous 2001). Boylelikle DNA’da ¢ift zincir kiriklari
Olusturulur ve bu ¢ift zincir kiriklar1 hata egilimli bir DNA ¢ift zincir kirigi tamir
mekanizmasi olan NHEJ (Homolog olmayan ug birlestirme) ile onarilir (Sadofsky
2001). NHEJ, HR’den (Homolog rekombinasyon) daha hizli gergeklesen bir iglemdir
(Mao 2008). Artemis yoklugunda gift zincir kirig1 ¢ogunlukla HR ile tamir edilir ya
da baska Artemis bagimsiz yolaklara dogru yonelebilir (Vadasz 2013; Soulas-
Sprauel 2007). Sekil 4’ te bu siire¢ genel hatlariyla gdsterilmistir (Sekil 4 ; Little ve
ark. 2015).
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DNA ucundaki hairpin Artemis tarafindan agildiktan sonra ¢ift zincir kiriklar:
tamir edilir. NHEJ i¢in alternatif yollar olmasma ragmen kanonik 7 temel protein
tanimlanmistir. Bunlar Ku, DNA-PKcs, Artemis, polimeraz p, polimeraz A, XLF
(Cernunnos), XRCC4 ve DNA ligaz IV (Motea 2010) ‘dur.

NHEJ baglangicinda DSB (DNA Cift Zincir Kirigi)’nin oldugu bolgeye bu
proteinlerin mobilizasyonu saglanir (Drouet 2006). Ilk olarak diger proteinleri bir
arada tutan bliyiik bir yiiziik seklindeki iki birimli Ku70/Ku80 dimeri ¢ift zincir
kiriklarim1 algilayak baglanir (Bossing 2002). Ku istiraki diger proteinlerin
baglanmasi i¢in kinetigi arttirir (Couedel 2004). DNA-PKcs, Ku birimlerine baglanir
ve birlikte diger birimlerin baglanmasi i¢in bir iskele olusturur ayrica Artemis’in
fosforilasyonunu saglayan ana kinazdir. DNA’ya Artemis’in baglanmasini
kolaylastirir (Calsou 2003). Artemis endoniikleaz fonksiyonu i¢in DNA-PKcs ile
kompleks olusturmalidir (Dueva 2013).

Kirik uglarda Artemis gibi ug¢ igsleme proteinleri ligasyona engel yapilari
isledikten sonra (rezeksiyon) Tdt ve diger hata egilimli polimerazlar araciligiyla
zincir lezyonu hata ile sablonsuz tamir edilir ve ligasyondan sonra rekombinant dizi
olusmus olur.Terminal deoksiniikleotidil transferaz (TdT), pol X ailesinin DNA
polimeraz ailesinden niikleer bir enzimdir. Insanda, TdT aktivitesi, timositlerin ve
kemik iligi hiicrelerinin olgunlasmamis fraksiyonunda mevcuttur. TdT,B ve T
hiicrelerinde immiinoglobulin agir zincir genlerinin birlesimlerinde tek iplikli
DNA'ya rastgele nukleotitlerin eklenmesiyle antijen reseptorlerinin varyasyonuna
katkida bulunur (Ghalomi 2017; Benedict 2001). Ligasyon i¢cin ise XRCC4 ve DNA
Ligaz IV kompleksi gereklidir (Buck 2006). VDJ genleri islenip rekombine edilirken
antijen reseptoriiniin sabit bolgesi degistirilmeden, rekombine V-D-J segmentlerine

eklenir (Abbas 2014). Tiim bu siirecin proteinleri Sekil 4 ‘de gosterilmistir.
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Sekil 4. NHEJ proteinleri lezyon bdlgesinde birikir ve isbirligi i¢erisinde calisir.

2.3.4. Lenfositlerin Timustan Cikisi

Timusta gelisimini tamamlamis olgun T lenfositleri dolasima gecerek
periferal lenfoid organlara yonlenirler. Neonatal hayat boyunca T hiicrelerinin
timustan dolasima gegisi CCR7 eksikligi ile kisitlanir (Ueno ve ark. 2004). Olgun T
hticrelerinin timustan gogt sphingosine-1-phosphate (S1P) ve S1P reseptor 1 (S1P1)
tarafindan duzenlenir. S1P endotel hiicreleri tarafindan uretilir (Venkataraman ve
ark. 2008). S1P kanda, dokulardan daha yiiksek miktarlarda bulunmaktadir (Schwab
ve ark. 2005). S1P1 olgun lenfositlerinde ytiksek miktarda bulunup, S1P igin bir
reseptordir. S1IP1’in T lenfositlerindeki miktar1 timositlerin olgunlagmasinin son
asamalarinda arttirilir (Kurobe ve ark 2006). S1P1 eksikligi goriilen farelerde hem
timus hem de sekonder lenfoid organlarda T hiicre retansiyonu gorilmektedir. Bu
sonug S1P’in T lenfositlerinin lenfoid organlardan gogiinde 6nemli bir roli oldugunu
gostermektedir (Matloubian ve ark2004).

Timositlerin timustan goctinii diizenleyen diger mekanizmalar integrin a5bl,

CD69’nun baskilanmast ve CXCLI12’nin uzaklagmasidir. Transkripsiyon faktor
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KLF2 ve fosfotidilinositol3-kinaz’in da timositlerin timustan gogiinde onemli rohi
oldugu bildirilmistir (Carlson ve ark. 2006; Barbee ve Alberola-1la 2005).

2.4. T Hicre Alt Gruplan : Naif, Efektor, Bellek

Timustan yeni ¢ikan olgun T hiicreler kan dolasimi yoluyla dalaga, yiiksek
endotelyal veniil (HEV) aracihigiyla lenf diiglimlerine tasmir. Antijen ile hentiz
etkilesime girmemis bu hicrelere naif T huicreleri denir. Naif T hiicresi 6zgiil antijeni
ile karsilasmazsa lenfoid dokuyu terk eder ve tekrar kan dolasimina katilir.

T hiicreleri binlerce antijen sunan hiicre ile etkilesime girerek, kendi
THR’lerine 6zgli peptid antijene baglanirlar. Sayet burada kendi antijenlerini
bulamazlarsa kan dolagimina doner ve diger lenfoid dokulara gé¢ eder (Punt 2019).
Lenfoid dokularda antijenle karsilasmanin ardindan efektor hiicrelere doniisen T

hiicreler, efektor islevlerinin ardindan bellek hiicrelere doniismektedir.

2.4.1. Naif ve Efektor T Lenfositler

Insan viicudundaki naif T hiicre sayis1 ve klonal cesitliligi, adaptif immiin
sistemin yabanci patojenleri ve isleyisi bozulmus hiicreleri algilama ve bunlara yanit
verme potansiyelini temsil eder. Insanlarda, yasamm ilk on yilinda, timustan
milyarlarca naif T hicresi Uretilir (Mahnke 2013). Bu naif T hucreleri antijenle
karsilagtiklarinda, klonal genislemeye baslar ve efektor hiicrelere doniiserek
enfeksiyon bolgesine go¢ eder. Efektor hiicreler kisa dmirli hiicrelerdir (Shedlock
2003).

T hiicreler islevlerine gore; yardime1 T (Th), folikiiler yardime1 T (Tth),
sitotoksik T (cytotoxic T: Tc), natural killer T (NKT), gama-delta T (Tvyd), regiilator
T (Trec), exhausted/yorgun T hiicreler veya diger adi ile CD45RA tasiyan efektor T
hicreleri (TEMRA) (Akondy 2017) olmak iizere alt gruplara ayrilir. T helper
hicreleri de kendi icinde ThO, Thl, Th2, Th9, Thl7 ve Th22 olarak gruplara
ayrilmaktadir.

Yardimcr T hiicre alt gruplari, spesifik sitokinlerle naif CD4 + T
hucrelerinden farklilasir. Her bir Th alt kiimesi, pro- veya anti-inflamatuar
fonksiyonlara sahip farkli sitokinler salgilar. Th hiicre alt gruplarinm gelisimini
uyaran ve bu hiicrelerin saldiklar1 sitokinler Tablo 3 ‘de 6zetlenmistir (Tablo 3;
Kumar 2018).
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Tablo 3. Yardimer hiicreler ve immiin mediyatorler

Indiikleyici immiin Yardime1 T hiicre T hiicrenin iirettigi mediyator
mediyator

IL-12, IFN-y Thl IFN-y, TNF

IL-4 Th2 IL-4, IL-5, IL-13

IL-4, TGF-B Th9 IL-9

IL-1, IL-6, IL-23, TGF-p Th1l7 IL-17, IL-21, IL-22, IL-25, IL-26
IL-6, TNF Th22 IL-22

TGF-B, IL-2 Treg IL-10, TGF-B

IL-6, IL-21 Tth IL-21

Naif T hiicrenin efektor hiicreye doniisebilmesi i¢in T hiicre tizerindeki
kositumilator molekillerinin (CD4 veya CD8) ve antijen sunucu hiicre (ASH)
tizerindeki ligandlariyla (MHC 1 veya MHC II) eslesmesi, antijen uyarimi gerekir
(Kared 2020; Attaf 2015). Bu isleme immiinolojik sinaps denir. Bu etkilesim ilk
sinyali olusturur. T hiicre aktivasyonu ve efektor T hiicrelerine doniisiim i¢in 2. bir
sinyale gerek vardir. ASH tizerindeki B7-1/B7-2 (CD80/CD86) ile T hucrelerindeki
CD28’in etkilesime girmesi ise ikinci sinyali olusturur (sinyal 2). Boylece
immiinolojik sinaps kurulmus, naif T hiicre uyarilarak, ¢cogalmaya ve farklilagsmaya

baslamis olur (Abbas 2014) (Sekil 5 ; Huppa ve Davis 2003).
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Sekil 5. immiin Sinaps (Huppa ve Davis 2003)

Antijen ve kostimiilator ligandlariimn etkilesimi ile IL-2 saliimi da tetiklenir
ve IL-2 etkisiyle naif hiicre ¢gogalmasi tesvik edilir. Sonugta naif T hiicre, sitokinleri
ya da sitotoksik mediyatorleri Greten T hiicre alt grubuna farklilasir (Hwang 2020).
Bu islemin biyokimyasal dogas1 karmasiktir. Zira THR ve es uyaran reseptorleri,
sitokin reseptdrlerinin uyarimi bir dizi sinyal kaskadmi baslatir ve transkripsiyon
faktoriinii uyarr. Sekil 6 ‘da THR ve es uyaranlarin uyarimiyla tetiklenen sinyal

kaskadinm bir kismi1 gosterilmistir (Sekil 6; Hesterberg 2018).
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Sekil 6. T Hiicre Uyarimiyla tetiklenen sinyal kaskadlar1 (Hesterberg 2018).

Immiin sinaps olusumunu takiben naif T hiicrelerinde tahmini olarak ii¢ saat
icinde c-Fos transkripsiyon faktori ekspresyonu, 2. saatten 2. giine kadar CD69 ve
IL-2 reseptér (IL-2Ralfa: CD25), CD40L ekspresyonu ve ardindan giinler iginde
proliferasyon gergeklesir (Abbas2014).

Uretilen IL-2 otokrin etki gostererek T hiicreleri tizerindeki IL-2R’e baglanr.
IL-2 reseptoru naif CD4+ T hicrelerde iki zincir halinde bulunur (beta ve gamma).
IL-2R alfa zinciri (CD25) ise aktivasyonu takiben 24 saat icinde T hiicre Uzerinde
eksprese edilmeye baglar ve IL-2R uc zincir halinde eksprese edilmeye basladigi
andan itibaren T hicrelerinin IL-2’ye cevabi daha hizli olur. Bu sayede bir tane naif
CD4+T hiicresinden ¢ogalma sonucu 100-1000 CD4+T hiicresi olusur.

CD8+ T hcreleri, CD4+ hiicrelere kiyasla ¢ok daha az proliferasyon gosterir
ancak CD4+ T hiicrelerinden salinan sitokinlerin uyarimiyla sayilarmi arttirirlar
(Abbas2012). CD4+ T hiicreleri salgiladiklar1 sitokinlerle sadece CD8+T
hiicrelerinin ¢gogalmasina yardimci olmakla kalmaz, makrofajlarla etkileserek onlar1
aktive eder, enflamasyonu diizenler, B hiicre ile etkileserek B hiicrenin plazma

hiicresine doniisiimiinii saglar ve immiinglobiilin salinimin1 tesvik ederler. Efektor
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CD4+T hiicrelerinin bir kismi1 ise bellek hiicrelerine doniisiir. Sekil 7°de CD4+ T

hiicresinin diger hiicrelerle etkilesimi gosterilmistir.
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Sekil 7. Yardimci T hiicrenin islevleri (Abbas 2014)

T hiicre alt gruplarindan sitotoksik T hiicre (CD8+T hiicre=Tc), kanser
hiicrelerini 6ldiiren lenfositlerdir. Enfekte olmus hiicreler (6zellikle viriislerle) veya
baska sekillerde hasar goérmiis hiicrelerin 6ldiiriilmesinden de sorumludur (Gasper
2015). CD8+ T hucreleri tarafindan tiretilen IFN-y, MHC sinif I antijenlerinin timor
hiicreleri tarafindan ekspresyonunu arttirabilir. Boylece onlar1t CD8+T hiicreleri igin
daha iyi hedef haline getirir. IFN-y ayrica diger bagisiklik hiicrelerinin anti-timor
fonksiyon kazanmasinda 6nemli bir etkinlige sahiptir. Bu hiicreler hedef hiicre ile
karsilastiklarinda ortama saldiklar1 perforin ve granzim ile hedef hiicreleri 6ldiirtirler.
Bu nedenle, anti-tiimoér bagigikliginm CD8+T hiicrelerinin aktivitesini modiile

ederek gelistirilebilecegi varsayilmistir (Farber 2009).

2.4.2. Bellek T Lenfositler

CD4+ T hiicreleri efektdor T hiicre fonksiyonunun ardindan, bellek CD4+
hiicrelere doniistiigii bilinmektedir (Golubovskaya 2016). Ancak CDS8+ hiicrelerin
bellek hiicrelere doniismeleri i¢cin naif CDS8+ hiicrelerin kdk bellek hiicrelere

farklilastiklari, ardindan merkezi bellek ve efektor bellek hiicrelerine donistiikleri
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varsayllmaktadir (Gattinoni 2011; Flynn 2014; Golubovskaya 2016; Ratajczak
2018). Her iki durumda da, bir naif hicrenin kok bellek hiicreye ya da efektor
hiicrenin bellek CD4+ hiicrelere doniisiimii icin THR uyarimi ve ASH ile T
hiicrelerin sinaps olusturmasi gereklidir. Etkilesimin ardindan baslica IL-2’nin
etkisinde proliferasyon ve farklilagma gergeklesir. Uyarimin ardindan mevcut efektor
hlicre populasyonunun %90-95°i apoptoza giderken, geriye kalan hiicreler bellek
hiicrelere doniisiirler (Zhao 2002; Gasper 2014; Valbon 2016).

Bellek T hiicreleri, istilact bir patojenin temizlenmesinin ardindan hem
lenfoid hem de periferal bolgelerde olusur ve islevlerine gore; kok benzeri bellek T
hicreleri (Tscm), merkezi bellek T hiicreler (Tcm), CD45RA yiizey belirteci tasiyan
efektdr bellek (TEMRA) olmak {izere farkli siniflara ayrilir (Youngblood 2017).

Bellek T hiicreleri, yakin zamanda enfekte olmus dokularda (Tem) veya
ikincil lenfoid organlarda (Tcm) bulunabilir. Ayni antijene yeniden maruz
kalindiginda, pro-enflamatuar sitokinler tarafindan dogrudan aktive edilebilirler.
Daha sonra bu bellek T hiicreleri hizli bir sekilde c¢ogalir ve birincil bagisiklik
yanitina gore daha etkili ve daha hizli bir immiin yanit olugsmasini saglar (Takamura

2018; Macleod 2010).

Bellek T hiicrelerin nasil olustugu hala agik olmayip 4 farkli goriis hakimdir
(Sekil 8) (Ahmed 2009). Dogrusal modelde, naif T hiicrelerine antijen sunumunun
ardindan efektor T hiicreleri olusur. Ardindan efektdr hiicrelerin biiyiik bir kismi
apoptoza ugrar. Kalan %5°lik kisima bellek hiicre onciilleri ad1 verilir. Bellek hiicre
onciilleri, olgun efektor hafiza T hiicrelerine (Tem) ve merkezi hafiza T hiicrelerine
(Tcwm) dontisiir. Bu onciil bellek hiicrellerin doku yerlesik bellek hiicrellere doniisiip
doniismedigi belirli degildir.

Asimetrik modelde, immiin sinapsa yakin hiicreler Tem'e doniisiirken, uzak
hiicreler Tcm'ye doniisiir. Fakat bu model de doku yerlesik bellek hiicrelerin (Trm)

nasil olustugunu agiklamamaktadir.

Kendi kendini yenileme modelinde, kendi kendini yenileyen efektor T
hicreleri veya Tcwm; naif T hiicrelerinden dretilir. Bu model efektor bellek ve doku
yerlesik bellek hiicrelerin merkezi bellek hiicrelerden olustugunu varsayar. Trm'nin

Tcwlefektor hiicrelerden mi yoksa Tem'den mi iiretildigi ¢oziilememistir.
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Eszamanli modelde naif T hiicreleri 6nce farkli T hiicresi alt kiimelerine
farklilagir. T hiicresi alt kiimeleri, agagidaki gibi farkli bellek alt kiimelerine yol acar:
Thl ve Thl7 hicreleri Tem'i olustururken TFH hiicreleri Tcem'yi olusturur. Trwm
olusturan T yardime1 hiicre alt kiimeleri heniiz tanimlanmamustir. Sekil 8’de olusum

hipotezleri 6zetlenmistir (Sekil 8; Raphael 2020).
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Sekil 8. Bellek T hiicre olusum hipotezleri

2.5. Bellek T Hicre Gruplar:
2.5.1. Merkezi Bellek Ve Efektor Bellek Hiicreler

Merkezi bellek T hicreleri (Tcwm), ikincil lenfoid organlarda, esas olarak lenf
diigiimlerinde, bademciklerde ve periferik dolasimda bulunurlar. CCR7, CDG62L,
CD27, CD28, CD45RO, CD95, CD122, LFA- 1, CD11a/CD18 (Busch 2016;
Gattinoni 2011) ve CD44 (Rosenbulum 2016) molekiilekiillerini tagirlar. CD62L (L-
selektin), CCR7 hiicrelerin lenf diigimleri ve mukozal lenfoid organlara gd¢iinii
saglar (Valbon 2016). Merkezi bellek hiicreleri yiksek oranda IL-2 ile birlikte IFN- vy
ve TNF salar (Rosenbulum 2016).

Efektor bellek T hicreleri (Tem), antijenle karsilagsma orani en yiiksek olan
akcigerler, karaciger ve bagirsaklar dahil olmak {izere baslica lenfoid olmayan

periferik dokularda bulunur. Kan ve dokular arasinda hareket edebilirler (Sallusto
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2004; Ratajczak 2018). Bu hicreler CD45RO, CD95, CD122, o6ldiurticu hucre
benzeri lektin reseptér G1 proteini (KLRG1), L-selektin (CD62L) ve CCRY
reseptorinu eksprese etmezler (Busch 2016). Yuksek seviyelerde IFN- y ve TNF
diistik seviyede IL-2(Rosenbulum 2016), IL-4, IL-5 salgilarlar. Granzim B ve
perforin de salarlar ve bu da sitotoksik ozellikleri oldugunu diistindiirmektedir
(Ratajczak 2018). Efektor fonksiyonlar1 IFN-y ile giiclendigi i¢in kronik bakteriyel,
viral ve parazitik enfeksiyonlarda 6nemli rol oynadiklar1 diisiiniilmektedir (Akondy
2017). Ayni1 zamanda Tem hucreleri TEMRA ile birlikte CXCR3 gibi yuzey
molekiillerinin artisiyla iltihapli dokulara ulasabilmektedir (Willinger 2005).

Antijenle tekrar uyarimin ardindan Tcwm, Tem’e doniismektedir (Geginat 2001).

2.5.2. TEMRA Hicreleri

CD45RA genellikle naif T hiicrelerinde eksprese edilen bir proteindir.
Bununla birlikte, efektér bellek T hticrelerinin bir alt grubu, bilinmeyen molekiler
ozellikler ve islevlerle antijenik uyarilmadan sonra CD45RA'y1 (TEMRA) yeniden
ifade eder. CD4+ TEMRA hiicrelerinin, dang virlisi (DENV) (Al-Shura ve ark.
2020; Tsukumo ve ark. 2018) ve CMV (Gerlach 2013) gibi patojenlere kars1
koruyucu bagisiklikta rol oynadigi bilinmektedir. CD4 TEMRA hiicrelerinin sikligi,
toplam CD4 T hiicrelerinin <% 0,3"1 ile %18'1 arasinda degisir. Bu hiicrelerinin
frekansinin bireyler arasinda heterojen olduguna dair kanitlar vardir (Youngblood
2017). Bunula birlikte CD8+ TEMRA hiicrelerinin kisiden kisiye sayilarinda
farklilik gézlenmez. Bu hiicreler, CD27 ve CD28'1 diisiik miktarlarda eksprese eder.
Perforin, granzim B ve CDS57’yi yiiksek oranda eksprese ederler (Kared 2020).
CD8+ hicreler genellikle Tem ya da TEMRA fenotipindedir (Gerlach 2013). Bu

hiicrelerin islevsel rolii net degildir.

2.5.3. Doku Yerlesik Bellek Hiicreler

Reziduel hafiza T hiicreleri (Trm= doku yerlesik hafiza hiicreleri), dolagima
katilmaksizin belirli bir dokuda yerlesik bulunurlar. Bu nedenle, 6zellikle sindirim
sistemi, lireme sistemi, akcigerler, cilt ve beyindeki patojenlere karsi ilk savunma
hattidirlar. Tepkileri, diger go¢ edebilen hafiza hiicrelerinden daha hizli ve daha
etkilidir (Gebhardt 2013). Trm hicreleri, CD69 ve CD103 gibi ylzey belirteglerine
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sahiptir. Endotellerde bulunan E-kaderin i¢in ligand tasirlar (Gattinoni 2011). Bu
yiizden hiicreler arasi1 baglara ve yapigsma yapilarina 6zgii CD49a ve aEB7 integrin
icerirler (Flynn 2014). CCR7 ve S1P1 reseptorleri, mevcut dokularda ¢ogalmalarini
ve bu bolgelere bagli kalmalarinmi saglar (Hosokawa 2018). Dolasima katilma
yetenekleri yok denecek kadar azdir ve CD44’u yiiksek, CD62L ise diisiik oranda
eksprese ederler (Cyster 2012). Bu hiicreler hafiza T lenfositleri ve hafiza NK
hiicreleri ile bircok 6zelligi paylasir (Akondy 2017). Trm popiilasyonlarinin temel bir

ozelligi, bariyer dokularinda uzun siire kalabilme yetenekleridir.

2.5.4. Kok Hucre Benzeri Bellek T Hucreler

Tscm hicreleri, kék hicreler gibi kendisini yenileme potansiyeline sahip
hicrelerdir. Tscm az miktarlarda bulunur ve fenotipleri, naif T hicrelerine benzer
(Clenet 2017). CD45RA, CCR7, CD27, CD62L, CD95, CD122, SCA1L, BCL-2, IL-
2RB reseptorii, CCR3 ve CCR4’u yiizeylerinde tasirlar. IL-7 ve IL-15, Tscwm
hiicrelerinin genislemesini ve smirsiz iiretimini kolaylastiran faktorlerdir (Akondy
2017). Tcm ve Tewm hicreleri gibi Tscwmlenfositleri, viral antijenlerle stimiulasyonu

takiben hizli yanit verme yetenegine sahiptir (Daniels 2015).

2.6. Bellek T Hiicre Gelisimini Etkileyen Faktorler

Son calismalar THR aviditesi ve THR repertuvar1 gibi parametrelerin uzun
yillar boyunca hayatta kalan hafiza hiicrelerinin gelisimini anlamada T hiicre
yanitlarmi incelemek kadar 6nemli oldugunu ortaya koymustur (Baumgartner 2012).
THR sinyal giicii, MHC/THR etkilesim siiresi, naif onciillerinin (prekiirsor) frekansi

ve transkripsiyon faktorleri bellek hiicre gelisiminde etkili olan faktorlerdir.

CD4+ T hiicrelerinin yiiksek afiniteli klonlarinin antijenlere daha kolay
baglanabildigi bilinir. Bu nedenle, antijen i¢in yiiksek afiniteli klonlarin bellek
hiicrelere daha yiiksek oranda doniismesi beklenir (Jenkins 2012). Buna karsilik,
MHC-Antijen i¢in diigiik afiniteli THR'ler, daha kisa 6mre sahip T hiicresi hafizasina
neden olur (Wang 2014). MHC ve antijen icin THR afinitesi, bellek T hiicrelerinin
olusumunu etkilemekle kalmaz, ayn1 zamanda farkl bellek T hiicresi alt gruplarina
doniisiim ve yasam siirelerini de etkileyebilir. Yasam siiresinin CD70 sinyali ve IL-2

bagimli oldugu bildirilmistir (Xiong 2007). Ayrica zayif THR uyariminin Tewm’e,
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daha gii¢lii uyarimin Tcm yoniine farklilagsmaya yol agabilecegi gosterilmistir (Wang

2004).

Bellek T hiicresi olusumu sadece THR afinitesine / antijen erisilebilirligine
degil, naif onciillerinin (prekiirsor) frekansma da bagli oldugu diisiiniilmektedir (Ma
2002; Wang 1999). Ancak prekiirsor etkisinden ziyade antijen miktarinin daha
onemli oldugunu gostermektedir. Antijen fazlaligi ise oOzellikle Tcm YyoOnlnde

doniisiimii tesvik eder.

T-bet, Bcl-6, STATS gibi transkripsiyon faktorleri 1L-2, IL-15, IFN-y gibi
sitokinler araciligiyla aktive olur ve aktivasyon sonucu farkli bellek T hiicre alt

gruplar1 aktive olur (Brincks 2013).

2.7. T Hucre Alt Gruplariin Analizi

T hiicreleri, 6zel islevlere sahip farkl alt kiimeler halinde bulunan heterojen
alt kiimelerden olusur ve bu alt kiimeleri tanimlamak i¢in ¢ok sayida 6zel yiizey
molekiilii kullanilmaktadir. ki yiizey molekiiliiniin, CD45RA ve CCR7 ifadesine
dayanarak insan T hiicreleri: CD45RA + CCR7 + naif (Tnair), CD45RA — CCR7 +
merkezi bellek (Tcm), CD45RA — CCR7- efektor bellek (Tem) ve CD45RA +
CCR7- efektor bellegi yeniden ifade eden CD45RA (TEMRA) T hiicrelerini akim
sitometrik yontemiyle tanimlamak miimkiindiir (Sekil 9) (Sallusto 2004; Sallusto
1999).
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Sekil 9. CD45RA/CCR?7 grafiginde hiicrelerin dagilimi
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Bir diger akim sitometrik ayrim metodu sitokin analizi olup Tablo 4’de T
hiicre alt gruplarmin hangi belirteg¢ ve sitokinler ile ayir tedilebilecegi gosterilmistir
(Tablo 4; Golubovskaya ve Wu 2016; Brenchley 2002; Meraviglia 2019; Larbi
2013). Gunumuizde L-selektin, CD25 ya da CD44 molekulleriyle birlikte T hiicre
altgruplarini detayli olarak birbirinden ayirmak miimkiindiir (Willinger 2005).

Tablo 4. T hiicre altgruplarinda belirteg ve sitokin profili

T Huicre Alt  Belirtecler
Gruplan CD25 CD44 CD45RA CD45RO CD197 CD127  Sitokin

Profili
Naif T - - + - + + IL-2 ve IL-7
Merkezi + + - + + + IL-2, IFN-
Bellek T yve TNF
Efektor T iy + +/- +/- -
Efektor - + - + - + Diisiik IL-2,
Bellek T yiksek
seviyelerde
IFN- vy ve
TNF
TEMRA + - -

2.8. Artemis Eksikligi

ARTEMIS, 692 amino asit uzunlugunda, 3 domainden olusan bir proteindir.
N terminal bolgesinde katalitik aktiviteden sorumlu 2 domain ve bunlara bagh bir C-
terminal domaini igerir. (Sekil 10; Takashi 2014).Bu domainler: Metallo-p-laktamaz
homoloji alan1 (aa 1-155) (Ekzon 1-6) ; yiiksek oranda korunmus katalitik alani
olugturan B-CASP alanmi (aa 156-385) (Ekzon 7-12) (Callebaut 2002; Poinsignon
2004) metallo-B-laktamaz ile iligkili CPSF ve C-terminal bdlgesi (aa 386-692)
(Ekzon 13-14) (Pannicke 2004). Artemis eksikligi olan hastalarin ¢ogunda katalitik

alanda biiylik delesyonlar ve yanlis anlamli veya anlamsiz mutasyonlar
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tanimlanmigtir (Pannicke 2010). Bu bolgede meydana gelen mutasyonlarin
neredeyse tumi endoniikleaz aktivitesini tamamen bozmaktadir (Mandel 2006).
Metallo-p-laktamaz alani, substrat baglama cebini olusturur ve substrat segiciligini
saglamaktadir. Bu bdlgede enzim kofaktdrii olarak gorev yapan iki Cinko iyonu

bulunur (Karim 2020).

1 155 385 692
B-LACT C-TER

Ekzon 1-6 Ekzon 7-12 Ekzon 13-14

Sekil 10. Artemis’in domainleri (Takashi 2014).

Artemisin C terminal bolgesi (exon 13-14) DNA-PKcs ile baglanma
bdlgesidir. PK-cs protein aktivasyonunu baslatarak, ti¢ boyutlu yapisinda degisiklige
neden olmakta ve DNA c¢ift zincir kiriklariin tamirini baslatmaktadir ancak buna ek
olarak C- terminalin oto-inhibisyon’da goérevli oldugu c¢alisilmistir (448-462
aminoasit kalmtisinin katalitik domain ile etkilesime gectigi calisilmistir) (Lieber
2010). C terminal bolgesinde ayn1 zamanda ATM (ataksia telanjiektazi mutasyonlu
protein) ve ATR (Ataksia telanjiektazi ve Rad3 iliskili) proteinlerinin fosforillenme
alanlarinin bir ¢ogunu da igermektedir (Zhang 2004). Bununla birlikte, ARTEMIS'in
C-terminal kuyrugundaki DNA-PKcs fosforilasyon bdlgelerinin mutasyonunun in
vivo V(D)J rekombinasyonu ve DNA onarmm Ozellikleri Gzerinde higbir etkisi
olmadigi, yalnizca ekzoniikleaz aktivitesi olan Artemis’in endoniikeaz aktivitesi

kazanmasini sagladigi calisilmistir (Goodarzi 2006).

Artemis proteinin geni olan DCLRE1C geninde mutasyonlar genellikle
yasamin ilk yilinda ortaya ¢ikan, tekrarlayan enfeksiyonlar ve lenfopeni ile
karakterize agir kombine immiin yetmezlik tablosuna neden olur. Bu hastalar tani
konulmadig: ve kok hiicre nakli yapilmadig: taktirde genellikle hayatlarmin ilk bir
yilinda enfeksiyonlarla kaybedilir.

Artemis eksikligi T-B-NK+ AKIY’ler i¢inde yer almaktadir. Hastalarda hem
T hem de B hiicre say1 ve fonksiyonlarinda bozukluk goriilmektedir. Artemis DNA
tamirinde de rol alan bir protein oldugu ig¢in bu proteinin geni olan DCLREIC

geninde olusan mutasyonlar sonucu hastalarda maligniteye artmis bir yatkinlik da

s0z konusudur (Villartay 2015; Motea 2010).
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DCLRE1C geninde, meydana gelen mutasyonlar Artemis proteininin
ekspresyonunu ve fonksiyonunu azaltabilir ya da tamamen ortadan kaldirabilir. Son
caligmalar, Artemis proteininin yoklugunda, V(D)J rekombinasyonunun NHEJ
yerine mikrohomoloji yonlendirmeli ug¢ birlestirme (MMEJ) olarak isimlendirilen
baska bir tamir yolagina yonlebilecegini gdstermistir (Truong 2013; Mcvey 2008).
Ayrica Tnl0 transpozanlar1 (Kenndy 1998) ya da Mgt++ yoklugunda
Mrel1/Rad50/NBS1 (MRN) kompleksinin (Lobachev 2002) de Artemis gibi hairpin
yapilarim1 kestigi bilinmektedir. Ancak bu alternatif seceneklerin higbiri Artemis

kadar etkin ve Artemis’in bir bileseni oldugu NHEJ kadar hizli degildir.

V(D)J rekombinasyonu ile T hiicre ve B hiicre reseptorlerinin gesitliligi
arttirilmakta ve immiin sistemin pek ¢ok g¢esit antijeni taniyabilmesine olanak
saglanmaktadir (immiin repertuvar). Artemis eksikligi olan hastalarda V(D)J
rekombinasyonunun kisitlandigr (Nicolas 1998), birlestirilmis gen segmentlerinin
birlesim noktalarinda biiylik oranda delesyonlarin olmadigi, bunun yerine
palindromik tekrarlar icerdigi gézlemlenmistir (Rooney 2002) (poliklonal hiicreler).
Bu durum ise hastalarda immiin repertuvar cesitliliginde kisitlanmaya neden

olmaktadir.

Artemis (DCLREL1C) genindeki mutasyonlar, T-B-NK+ fenotipi ile
sonuglanan, otozomal resesif radyosensitif AKIY tablosuna neden olur. Bu
hastalarda T ve B hiicre sayilar1 6nemli 6lgliide azalmistir ancak NK hiicre sayilari
normaldir (Schuetz 2014). Bununla birlikte DCLRE1C’de olusan bazi hipomorfik
mutasyonlar, bir miktar protein ekspresyona ve fonksiyonuna izin verir, Bu durumda
olusan klinik bulgular agir kombine immiin yetmezlikli hastalara gore daha hafif
seyirli ve enfeksiyonlarin baslangi¢ yasi daha gectir. Bu klinik tabloya atipik agir

kombine immiin yetmezlik denilmektedir.
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calismada Necmettin Erbakan Universitesi, Meram Tip Fakiiltesi
Hastanesi Cocuk Allerji ve Immiinoloji Polikliniginde takipli olan ve Artemis
eksikligi saptanan ve nakil planlanan 5 olgunun nakil 6ncesi ve nakilden 1 yil
sonraki T hiicre alt gruplarinin akim sitometrik degerlendirilmesi yapilmistir.
Hastalarda gerek CD4+ gerekse CD8+ T hiicre alt gruplarindan Twair, Tem, Tcm Ve
TEMRA oranlarina bakildi. T hiicre alt gruplarinin dagiliminin saglikli bireylerle
karsilagtirilmast i¢in es zamanli pediatri polikliniklerine herhangi bir sebeple
bagvuran, kan alinmasi gereken ve immiin yetmezlik diisiindiirecek bulgular
olmayan yas uyumlu 12 saglikli kontrollerden de kan alinmistir. Bu kontrollerde
immiin yetmezlik olmadig1 akim sitometrik analizlerle de dogrulanmistir. Calisma
icin Necmettin Erbakan Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Etik Kurulu’ndan
onay alinmig(Karar No: 2020/2778), Etik Kurul Karar1 Ek-1’de verilmistir. Hastalar
ve saglikli kontrollere kan alinmadan 6nce “Goniillii Bilgilendirme Formu” okutuldu
ve onay1 olan hastalar ve kontroller ¢alismaya alindi. Génulli Bilgilendirme Formu
ise Ek-2’dedir.

Hastalarin dosya ve bilgisayar kayitlar1 incelenerek; demografik verileri,
klinik ve laboratuvar bulgular1 kaydedildi. T hiicre alt gruplarinin dagilimini

degistirebilecek immunsupresan tedavi alan hastalar ¢caligmadan ¢ikarildi.

3.1. Cahsmanin Yontemi

Testler Necmettin Erbakan Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Hastanesi
Cocuk Immiinoloji Arastirma Laboratuvari’nda gergeklestirildi. Hastalardan ve o
sirada baska bir sebeple kan alinacak olan yas uyumlu saglikli bireylerden 2 ml
EDTA’l tiipe kan alindi. Tam kandan yiizey boyama yapildi. Bunun i¢in 100 pl
kanin tizerine 8’er ul CD3 (APC-Cy7-A), CD4 (PerCP-Cy5.5), CD8 (PE-Cy7-A),
CD45RA (FITC-A), CD45R0O (PE-A) ve CCR7 (APC-A) monoklonal antikorlar1
eklendi ve vortekslendi. On bes dakika karanlik inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon
ardindan vorteklenerek eritrositleri ortamdan uzaklastirmak adina hicrelerin (izerine
eritrosit lysing buffer eklendi ve vortekslendi. On dakika karanlik inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyon ardindan 6rnekler vortekslendi ve 1800 rpm’de 5 dakika
santriftj edildi. Pelet alinip cell wash buffer ile yikand1 ve 500ul kadar cell wash

buffer eklenerek T hiicre alt grup analizi igin BD Facs Canto II akim sitometri
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cihazinda analiz edildi. Elde edilen sonuglar saglikli kontrollerle karsilastirildi.

Artemis eksikligi olan 5 hastada nakilden 1 yil sonra ayni islemler tekrarlandi. TUm

alt grup verileri kemik iligi naklinden O6nce ve nakilden 1 yil sonra olarak

degerlendirildi. Caligmanin yontemi Sekil 11°de sematize edilmistir.

7 A
CD3 (APC-Cy7A) : Ornekler 10 dakika oda
ggg Eggr(c:yPX))'s.S) ?nsl(((;g::skyao i vortekslenir sicakhgi /karanhk
% iizerine 1,5 ml inkiibasyon
gg:ggg E;IET i')A) — Eritrosit Lysing r—
CCR7 (APC-A) ' @ Buffer eklenir @
mADb 'lerden S'er Antikorlar iizerine
pl test tiipiine 100 pl kan eklenir
eklenir ve vortekslenir

o
1]
°

1800 rpm
i rom A 5 Dakika
o | Santrifij
5 dakika 2m .
santrifiij Cell-wash ——»
@ ' p—— @ ‘ Eklenir @

Stipernatant Dikkatlice
Uzaklagtirihr

Lenfositler Tlp Ceperlerinde
Kalir

Sekil 11. Y{lizey Boyama Sureci

Siipernatant Dikkatlice
Uzaklagtirnhir 500 pl
Cell-Wash Eklenir

Son asamada uygulanan akimsitometrik analiz i¢in; yardimc1 (CD4+) ve

sitotoksik (CD8+) T hiicrelerinde Tnair, Tem, Tcm Ve TEMRA oranlarini belirlemek

adma Sekil 12°de belirtilen kapilama yontemi kullanildi.
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Sekil 12. Calismada izlenen kapilama yontemi

3.2. istatiksel Analiz

Verilerin degerlendirilmesinde ortanca (medyan), (minimum-maksimum)
kullanildi. Hasta verilerinin kontrol grubu ile karsilastirmasinda Mann Whitney U
testi, tedavi dncesi-sonras1 karsilastirmasinda Wilcoxon isaretli sira testi kullanildi.
P< 0,05 ise istatistiki olarak anlamli kabul edildi. Istatistiksel analizler SPSS

16software kullanilarak yapilda.
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4. BULGULAR

4.1. Calisma Grubunun Demografik Ozellikleri

Calismaya Artemis eksikligi tanis1 alan, yas ortalamasi (13,6£2,5) olan 5

hasta ile yas ortalamasi (12,66+£13,06) olan 12 kontrol dahil edildi. Hastalarin 2

tanesi kiz, 3’ erkek; kontrollerin ise 5’1 kiz, 7’si erkekti. Hasta ve kontroller

demografik veriler agisindan kiyaslandiginda aralarinda istatistiksel yonden anlamli

bir fark bulunmadi. Calismaya dahil edilen tiim hastalarin ebeveynleri kuzen evliligi

yapmistl. Volk ve arkadaslar1 ile yaptigimiz ¢alisma sonucu (¢ hastamizda ekzon

3’te missense 2 hastamizda ise ekzon 3 ve 14’de bilesik heterozigot mutasyon

saptanmisti (Tablo 5) (Volk ve ark. 2015).

Tablo 5.Hastalarimizda saptanan DCLRE1C mutasyonlar1

Hastalar Mutasyon Mutasyon Tipi Protein Geligimi
H1 €.194 C>T P.t651 missense Diisiik protein {iretimi
H2 €.194 C>T P.t651 missense Diisiik protein {iretimi
H3 €.194 C>T P.t651 missense Diisiik protein {iretimi
H4 €.1669_1670insA cerceve kaymasi 12 kDa daha az iiretilmis protein
p. T557Nfs*21 mutasyonu + Saglikli alellerden iiretilmis
saglikli protein
€.194 C>T P.t651
H5 €.1669_1670insA cerceve kaymasi 12 kDa daha az iiretilmis protein
p.T557Nfs*21 mutasyonu + Saglikli alellerden iiretilmis
saglikli protein
€.194 C>T P.t651

4.2 Klinik ve Laboratuvar Bulgular:

Calismaya dahil edilen 5 hastanin klinik ve laboratuvar bulgular1 Tablo 6’da

Ozetlenmistir.
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Tablo 6. Hastalarm klinik ve laboratuvar bulgulari

3
< % fw -
= = ] —
g E s 5 £ 3 g
R £ 3 =3 S
T >~ J @ ¥ @ [
H1 Solunum yolu T ve B hiicre disiikliigi, ASYE, USYE,ishal, IVIG, anti
enfeksiyonlar1  IgG, IgM ve IgA diigiikliigii, astim, biyotik
diisiik izohemaglutinin hipogamaglobiinemi,  profilaksisiinhal
titresi, Hepatit B agilamasma  allerjik rinit er steroid
yanitsizlik
H2 Solunum yolu T ve B hiicre disiikligi, ASYE, USYE, IVIG, anti
enfeksiyonlar1  IgG, IgM ve IgA digiikliigii, pnoémoni, aftdz biyotik
diisiik izohemaglutinin stomolit, astim, diare  profilaksisi,
titresi, Hepatit B asilamasina inhaler steroid
yanitsizlik
H3  Sigiller, T ve B hiicre diisiikliigi, Sigiller, IVIG,
oksuruk IgG, IgM ve IgA disiikligii, granulamatoz cilt kortikosteroid,
diisiik izohemaglutinin lezyonlari, tiiberkiiloz — anti tuberkiloz
titresi, Hepatit B asilamasina
yanitsizlik
H4 Solunum yolu  Diisiik IgA, IgG, Hepatit B ASYE, USYE, IVIG
enfeksiyonlari, asilamasina yanitsizlik grantlamatoz cilt
lezyonlari, vitiligo,
gelisme geriligi,
bronsgit
H5 Solunum yolu  Diisiik IgA, Hepatit B ve ASYE, USYE, IVIG, anti
enfeksiyonlari, Varicella zoster- IgG antikor — gastroenteritis, biyotik
ishal, karin olusturmama vitiligo, gelisme profilaksisi,
agrist geriligi, otoimmiin inhaler
hemolitik anemi kortikosteroid
Hastalarda nakil Oncesi lenfosit absolii degerleri sagliklt kontrollere gore
anlamli  olarak disiiktii  (P=0,05). Nakil sonrast1 degerler kontrollerle

karsilastirildiginda aralarindaki istatistiksel farklilik kaybolmustur (P>0,05) (Tablo
7).

Lenfosit alt gruplar1 degerlendirildiginde, total T (CD3+) lenfosit absolii
degeri nakil 6ncesi kontrol grubundan belirgin olarak diisiiktii (P=0,006). Hastalarda
CD3+T hiicreleri nakil d6ncesi ve nakil sonras1 karsilagtirildiginda ise beklendigi gibi
nakil sonrast mikrolitre basma diisen hiicre sayisinin (mutlak, absolii) belirgin

sekilde yiikseldigi goriilmiistiir (P>0,05 ; P=0,08). Hastalarin nakil sonrasit CD3+T
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hiicre ylizdeleri saglikli kontroller ile karsilastirildiginda aralarinda anlamli farklilik

bulunamamastir.

Hastalarda nakil oncesi CD4+ T hiicre orani kontrollerle kiyaslandiginda
belirgin diistiktii (P=0,04). NK hiicre (CD3-CD16+56+) orani, nakil sonrasi degerler

kontrollerden (P=0,011) ve nakil 6ncesi degerlerden (P=0,043) anlamli olarak diisiik

bulunmustur.

CDI19+B hiicre sayisi, bakimindan hastalar degerlendirildiginde, hem nakil

oncesi (P=0,006) hem nakil sonras1 (P=0,035) degerler saglikli kontrollere gore

anlamli derecede diisiik bulunmustur.

Tablo 7. Periferik lenfosit alt grup analizi istatistik analiz bulgular:

Degerler NO NS K P1 P2 P3
(Hucre/ul) OrtancazSD  OrtancatSD  OrtancazSD

Lenfosit 1240+653,71  2060+1303,7  2420+1443,6 0,05 A A
Sayis1

CD3+ 58,59+34,47 189,52+72,47  187,80+90,31 0,006 A A
CD3+CD4+ 17,36+18,29 49,44+455,83 107,77£54,45 0,04 A A
CD3+CD8+ 60+88,59 135,96+68,78  65,85+40,93 A A A
CD19+ 2,4+6,51 2,06+ 26,82 33,23+58,21 0,006 0,035 A
CD16+CD56  30,4+54,6 2,14+ 4,56 14,29 +20,31 A 0,011 0,043
+

P1: Nakil Oncesi ve Kontrol : P2: Nakil Sonras1 ve Kontrol ; P3
A: Anlamsiz (P>0,05); SD: Standart Sapma

: Nakil 6ncesi ve Nakil Sonrasi ;

Tilim hastalarda selektif IgA eksikligi saptanmis, H1, H2,H3’te IgM ve H1 ve

H3’te IgG eksikligi oldugu gozlemlenmistir. Kemik iligi nakli ve intravendz

immanglobdlin tedavisinin ardindan antikor degerlerinin yiikseldigi, normal seviye

ve normalin lizerine ¢iktig1 6l¢iilmiistiir (Tablo 8).
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Tablo 8. Kok hiicre nakli 6ncesi ve sonrasi lgiilen serum IgA, IgG, IgM degerleri

Olgu KHN Oncesi Degerleri KHN Sonrasi Degerleri
(mg/dl) (mg/dl)

H1 10A: 19G: IgM: 1gA: 19G: IgM: 35,4(32-
2,5/(26- 13,5/(60,4 3,5/(83-282) 91,4(70- 84,5(30,4-  203)
2960) -194) 123) 123,1)

H2 10A: 19G: IgM: 1gA: 19G: IgM:
24|(70- 104(30,4-  20,9((32- 26,3(17- 134(46,3-  18,8(6,6-22,8)
123) 123,1) 203) 69) 100,6)

H3 1gA: 19G: IgM: IgA: 19G: 695 IgM:
0,667)(13- 24](29,4- 35|(7,1- 26,3(17- (46,3- 5,59(6,6-
72) 116,5) 33,5) 69) 100,6) 22,8)

H4 IgA: 19G: 48,9  IgM: IgA:8] IgG: 71,4  IgM: 20 (8,3-
6,43 (7- (30,4- 1,32(3,2- (9,6-46,5) | (90,7- 28,2)
12,3) 123,1) 20,3) 195,8)

H5 1gA: 19G: IgM: 1(3,2- 1gA:22,6(1 IgG: IgM: 72,5
6,671(7- 10,5(30,4-  20,3) 0-40,7) 640(87,6-  (7,5-44,8)
12,3) 123,1) 219,7)

KHN: Kok hiicre nakli

Calismada temel olarak odaklandigimiz Tnair, Tcm, Tem, TEMRA verileri
absolii degerler olarak Tablo 9°da 6zetlenmistir. Hastalarda KHN 6ncesi hem CD4+
ve CD8+naif T hiicresayist kontrollerden belirgin olarak disiik bulunmustur
(swrasiyla; P=0,006 ve P=0,009). CD4+Naif hiicre sayis1 kemik iligi nakli ile
artmasina ragmen, nakil sonrasi CD8+ Naif T hiicre sayis1 kontrollere gére hala
belirgin diisiiktii (P=0,025), ancak nakil Oncesine gore sayisal olarak artis vardi
(P>0,05).Bununla birlikte hastalarda CD4+Tefektor bellek hiicre oranit kok hiicre
nakli 6ncesinde nakil sonrasindan daha yiiksek olarak bulunmus ve bu yiiksekligin

istatistiksel olarak anlamli oldugu gozlenmistir (P= 0,043).
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Tablo 9. T Hiicre altgruplar1 bulgular

Degerler  Nakil Oncesi Nakil Sonras1  Kontrol P1 P2 P3
(Hacre/pl)  (OrtancatSD)  (OrtancatSTD) (OrtancatSTD)

CD4 16,77 £31,65 95,37 + 65,16 119,5+94,78 0,006 A A
Naif

CD4+ 29,54 + 18,63 17,54 + 20,86 42,19 +12,43 A A A
CM

CD4+ 62,12 +69,65 48,82 + 59,27 42,28 + 41,55 A A 0,043
TEM

CD4+ 2,06 +13,68 10,33+ 86,77 15,14+ 33,77 A A A
TEMRA

CD8+ 11,70 £31,83 51,375+ 44,6 102,61+105,43 0,009 0,025 A
Naif

CD8+ 1,14 +8,075 0,428 + 0,62 4,09+ 2,98 A 0,002 A
CM

CD8+ 54,96 +34,19 21,68 +33,64 60,20+ 42,32 A A A
TEM

CD8+ 20,80+67,86 68,59+124,33 59,6+ 36,71 A A A
TEMRA

P1: Nakil Oncesi ve Kontrol : P2: Nakil Sonrasi ve Kontrol ; P3: Nakil 6ncesi ve Nakil Sonrasi ;

A:

350

300

200

150

100

Anlamsiz (P>0,05); SD: Standart Sapma

T HUCRE ALTGRUPLARI ISTATISTIK GRAFIGI

CD8+ NAIF, P1= 0,009
CD4+ TEM, P3= 0,043 CD4+ NAIF P1=0,006 CDS+NAIF, P2= 0,025 CDS8+ CM, P2= 0,002

CD4+ D4+ CD4+ CD4+ CD4+ CD4+ CD8+ CDS8+ CD8+ CD8+ CD8+ CDS8+
TEM  TEM TEM NAiF NAiF NAiF NAIF NAiF  NAIF CM M M
NO NS K NO NS K NO NS K NO NS K

x

B

P1= Nakil Oncesi / Kontrol ; P2= Nakil Sonrasi / Kontrol ; P3= Nakil Oncesi / Nakil Sonrasi

Sekil 13. T hiicre altgrup analizi anlamli bulunan degerlerin sematik gosterimi (NO: Nakil 6ncesi ; NS: Nakil
sonrast; K: Kontrol)
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Nakil oncesi nakil sonrast ve kontrol gruplart arasinda Tcwm/Tem

korelasyonlar1 degerlendirilmis, Tem/Tcm arasinda dogru orantt gozlemlenmistir
(Sekil 14).

Nakil Sonrasi TEM

—J—— Konfrol TEM

200

150

100

50

—— Nakil Oncesi TEM

™ } Nakil Sonrasi TCM

[ [ x ]
—Jl- Kontrol TCM
¥+ Kontrol TCM
—Jl— XKontrol TEM

- Nakil Sonrasi TEM

- Nakil Oncesi TCM

I Nakil Oncesi TCM
— I Nakil Oncesi TEM
E ' Nakil Sonrasi TCM

9!
+

=
]
+

Sekil 14.Tem Ve Tewm hiicreler arasinda korelasyon

TEMRA ve Tem hiicrelerinin ise ters orantili olarak arttigi gozlemlenmistir.

Bu korelasyona ise Sekil 15°de gosterilmistir.

Z g = g
250 S ; E é E 0 w
DA 350 4 =
v @ E § =
. 2 £z - : £
=] =
150 E T 50 [':l. = i: -
=] f) ] S §
2 o 2 ERE £
100 L 150 lZ. ; o
- : BT B
0
CD4+ !

Sekil 15. Tem/TEMRA hiicreleri ters orantili olarak artmaktadir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Artemis eksikligi T-B-NK+ AKIY ler icinde yer alan bir immiin yetmezliktir.
Lenfopeni bu hastaligin en belirgin bulgusudur(Schuetz 2014; Picard 2018).
Hastalarimizda kontrollere gore lenfosit sayisinin, total T ve B hiicre oranlarinin
diisiik olmas: Artemis eksikligi gibi AKIY’de beklenen bir bulgudur. Ayrica
hastalarda saptadigimiz serum immunglobulin dizeylerinin diistikligii B hiicrelerinin
sadece sayisal olarak degil, fonksiyonel olarak da yetersiz oldugunu gostermektedir.
Bu durum hastalarda gozlemlenen tekrarlayan enfeksiyonlari agiklamaktadir. Bu
durum hastalarda gozlenen tekrarlayan enfeksiyonlarin kisith T ve B hiicre

repertuvarindan kaynaklandigini géstermektedir.

DCLREIC geninde olusan mutasyonlarin ¢ogunlugu AKIY tablosuna neden
olurken bazi hipomorfik mutasyonlarm bir miktar protein ekspresyonu ve
fonksiyonuna izin vererek daha hafif bir klinige neden oldugu bilinmektedir.
Calismaya dahil edilen hastalarimizin hepsinin mutasyonlarinin hipomorfik oldugu
Volk ve arkadaslar1 ile yaptigimiz ¢alismada gosterilmistir (Volk ve ark. 2015).
Hastalarimizin {igiinde yanlis anlamli; ikisinde ise bilesik heterozigot mutasyon
vardi. Bu mutasyonlarin iigii Artemis proteinin VDJ rekombinasyondan sorumlu olan
N terminal domaininde (ekzon 3), ikisi ise hem N terminal hem de C terminal
bolgesinde (ekzon 3/ 14) yer almaktaydi. Bu durum iki mutasyonun farklh klinik ve
laboratuvar bulgulara neden olabilecegini diistindiirmiistiir. Bununla birlikte her iki
mutasyonu tasiyan hastalarm klinik, laboratuvar ve T hiicre alt gruplar1 bulgular
arasinda herhangi bir fark saptanmadi. Bu durum hasta sayisinin azligindan
kaynaklanmis olabilir.

Calismamizm en 6nemli bulgusu hastalarda kontrollere gore CD4+ ve CD8+
naif T hicre oraninin disiik olmasidir.Aslinda bu bulgu Volk ve arkadaslarmimn
calismasinda farkli bir yontemle gosterilmisti. Bizim caligmamiz ise hafiza T hiicre
dagilimini nakil dncesi ve sonrasi degerlendirmesi agisindan Volk ve arkadaslarinin
calismasindan farkl bir ¢alismadir (Volk ve ark. 2015).Naif T hiicre sayis1 ve klonal
cesitliligi, adaptif immiin sistemin yabanci patojenleri ve isleyisi bozulmus hiicreleri
algilama, bunlara yanit verme potansiyelini temsil eder. Viicudumuzda yasamimizin
ilk yilarinda, timustan milyarlarca naif T hiicresi tiretilmektedir (Mahnke 2013). Bu

naif T hiicreleri antijenle karsilastiklarinda, klonal genislemeye baslar ve efektor
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hiicrelere doniiserek enfeksiyon bolgesine go¢ eder.Timusta kisith ¢esitlilikte
iretilmis reseptorler kisith antijen tanima cesitliligine sahiptir. Naif T hiicre
sayisinda disiikligiin, smirli repertuvara isaret ediyor olabilecegi daha 0Once
gosterilmistir (Greef 2020). Hastalarimizda saptanan naif T hiicre oranlarindaki
diisiikliik Artemis eksikligi sonucu THR ¢esitliliginin ve immiin repertuvari
azaltmasinin bir gostergesi olabilir.

Efektor bellek hicrelerinin  kronik  bakteriyel, viral ve parazitik
enfeksiyonlarda onemli rol oynadiklar1 diigiiniilmektedir (Akondy 2017). Hastalarda
nakil oncesi CD4+Tem (CD4+ efektor bellek) hiicre oranlarmnin nakil sonrasindan
istatiksel olarak anlamli olarak yiiksek bulunmasi ve kontrollerden sayisal olarak
yiiksek olusu nakil 6ncesi kronik enfeksiyon varligina isaret etmektedir. (Willinger
2005).

CD4 TEMRA hiicrelerinin siklig1, saglikli goriinen bir popiilasyondaki
toplam CD4 T hiicrelerinin yaklasik <% 0,3" ile %18'1 arasinda degisir ve bunlarin
islevsel rolii tam olarak bilinmemektedir (Kared 2020). Bizim ¢alismamizda CD4
TEMRA oran1 nakil oncesinde %0,1-24,9, nakil sonras1 %1,3- 53,6 arasinda
degerlerde bulundu. Kontrollerde ise bu oran %35,6-10,5 idi. Bu oran kontrol
grubunun daha homojen bir TEMRA profili ¢izdigini ve kemik iligi nakliyle
CD4+TEMRA oraninin yiikseldigini gostermistir.

CD8+TEMRA diger adi ile yorgun (exhausted) T hiicrelerinin kronik viral
hastaliklarda yiikseldigi yapilan c¢alismalarla gosterilmistir (Akondy 2017).
Hastalarimizin {i¢linde kronik HPV enfeksiyonu olmasina ragmen kontrollerle
kiyaslandiginda CD8+TEMRA hiicre oraninda artis saptanmamistir. Bu durum
calismaya dahil edilen hasta sayisinin az olmasindan kaynaklanabilir.

Sonug olarak, Artemis eksikligi tekrarlayan enfeksiyonlar ve lenfopeni ile
karekterize, nadir gorilen, AKIY tablosuna yol acan bir immiin yetmezliktir.
Artemis proteininin geni olan DCLRE1C’de goriilen mutasyonlarin ¢ogu AKIY
tablosuna yol agarken 6zellikle ekzon 3’te goriilen ¢.194 C>T mutasyonu hipomorfik
bir mutasyon olup, atipik AKIY tablosuna yol agmaktadir. Bu hastalarda gerek
sitotoksik gerekse helper T hicre alt gruplarindan Tnaif hiicre oranlari belirgin
olarak dusiiktir. Bununla birlikte ¢alismamizda hasta sayisiin az olmasi sebebiyle
daha genis bir seri ile T hiicre alt gruplarini degerlendirecek ¢alismalara ihtiyag

vardir.
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5 KlinikimmiinolojiKongresiPosterSunumu-RFLP yontemiyle tani alan Artemis
olgusu (2019)

Python ve Programlama, Django , Web Gelistirme , Veri Analizi (Pandas , Numpy),

Selenium online 40 saatlik egitimi- Udemy (2021)

2. Kok Hiicrelerde 3 Boyutlu Doku Miihendisligi ve Gen Aktarimi Uygulamali

Egitimi — Istinye Universitesi (2020)

5.Klinik Immiinoloji Kongresi (2019, Antalya)

Subkutan immiinglobiilin Uygulama Sertifikas1 (2019, Antalya)

Ozel ilgi Alanlan:Matematik, Muizik, Felsefe, Edebiyat
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8. EKLER

8.1. EK-1 : Etik Kurul Onay1
- ‘

T.C.
NECMETTIN ERBAKAN UNIVERSITESI MERAM T1P FAKULTESH
ILAC VE TIBBI CIHAZ DISI ARASTIRMALAR ETIK KURUL KARARI

| Toplant: saysi:113 Toplant: Tarihi: 07 Agustos 2020 |

&EWFakmlmﬁz Dahili Tip Bilimleri Boldmil Cocuk Saghgs ve Hastaliklan
Anabilim Dal im Uyesi Prof. Sevgi KELES® in “Artemis Eksikliginde Naif ve Bellek T lenfosit
alt gruplarinin akim sitometrik analizi” bashkh yiksek lisans tez galigmasi ile ilgili 28.07.2020 wribli
dilekgesi ve ekleri gbrilsildQ, Galiizar Glnur [TEZ' in yoksek lisans tez qalismasinin Fakiltemiz Dahili
Tip Bilimleri Balimii Cocuk Sagh ve Hastaliklan Anabilim Dali Ogretim Uyesi Prof. Sevgi KELES' in
sorumlulugunda biitge desteginin saglandifina dair belgenin llag ve Tibbi Cihaz Digt Aragtrmalar Etik
Kuruluna sunulduktan sonra ¢aligmanin baglamasinin uygun olduguna qylfirligi ile karar verilmistir,

Not: Caligma ile ilgili gerekli izin ve yasal sorumluluk aragtirmacilara aittir.

Sorumlu Arastirmaci: Prof. Sevgi KELES .
Yardimci A‘::;mnacdar: Gﬂlwflr Galnur ITEZ. Prof. Dr. lsmail REISLL, Seyma CELIKBILEK CELIK

8.2. EK-2 : Bilgilendirilmis Goniillii Onam Formu

Calismanin Adv:Artemis Eksikliginde Naif Ve Bellek T Lenfosit Altgruplarinin Akim
Sitometrik Analizi

Bir arastirma c¢alismasma katilmaniz istenmektedir. Calismaya katilip katilmama
karar1 tamamen size aittir. Katilmak isteyip istemediginize karar vermeden 6nce arastirmanin
neden yapildigini bilgilerinizin nasil kullanilacaginin ¢alismanin neleri icerdigini ve olasi
yararlarini, risklerini ve rahatsizlik verebilecek konular1 anlamaniz Onemlidir. Liitfen
asagidaki bilgileri dikkatlice okumak igin zaman ayiriniz. Eger calismaya katilmaya karar
verirseniz imzalamaniz i¢in size bu Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu verilecektir.
Calismadan herhangi bir zamanda ayrilmakta 6zgiirsiiniiz.

CALISMANIN KONUSU VE AMACI: Artemis proteini bagisiklik hiicreleri olan T
hiicre ve B hiicrelerinin saglikli bir sekilde olgunlagmasini saglayan viicudumuzun bir
iirliniidiir. Bu protein ve onun geninde (DCLRE1C) olusan defektler, bu bagisik hiicrelerinin
olgunlagsmasin1 bozar ve bagisiklik sistemimizde eksiklige sebep olarak, hastalarda
tekrarlayan enfeksiyonlara neden olur. Bu proteinin geni olan DCLRE1C’de olusan
mutasyonlarin otoimmiin hastaliklara neden oldugu da gosterilmistir. Artemis geninde pek
cok mutasyon oldugu gosterilmesine ragmen bu mutasyonlardan iki tanesinin bolgemizde sik
goriildiigii tespit edilmistir. Bununla birlikte bugiine kadar yapilan calismalarda Artemis

eksikliginin T hiicrelerde bellek hiicreye doniisme yetenegine bakilmamigtir. Bu ¢alisma ile;

Artemis eksikligi olan hastalarin naif ve hafiza T hiicrelerinin analiz edilmesi amaglanmustir.
CALISMA ISLEMLERI:Sizden veya ¢ocugunuzdan bir tiip (5 ml) kan alinacaktir.
CALISMAYA KATILMAMIN __ OLASI  YARARLARI _ NELERDIR?:

Sizden/cocugunuzdan alinacak kan ile bagisik hiicrelerinden T hiicrelerinin alt gruplarinin

sayisinin normal olup olmadig1 degerlendirilecektir. T hiicrelerinizde asir1 diisiikliik tespit
edilmesi hastaligimizin gercgek tedavisi olan kok hiicre nakli tedavisinin daha erken yapilmasi
gerektigini bize gosterebilir. Ayrica bellek hiicrelerde belirgin disiiklik saptanmasi ise
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sizin/gocugunuzun Kronik bakteriyel ve viral hastaliklara ne kadar yatkin oldugunuzun bir
belirtecidir.

CALISMAYA KATILMAMIN OLASI RISKLERI NELERDIR?: Bu calismaya
katilmaniz sonucunda kan alinmasi i¢in batirilacak igneye bagli siz/¢ocugunuz sadece kiigiik
bir agr1 hissedebilir. Bunun disinda ¢aligma, siz veya ¢ocugunuz igin herhangi bir risk
olugmayacaktir.

KISISEL BILGILERIM NASIL KULLANILACAK?:Bu formu imzalayarak
aragtirmaya katilim i¢in onay vermis olacaksiniz. Bununla birlikte kimlik bilgileriniz
calismanin herhangi bir asamasinda agik¢a kullanilmayacaktir. Bu c¢aligsma sirasinda
sizin/¢cocugunuzun klinik dosyasindaki hastalik ile ilgili bilgiler, varsa daha 6nceki kan, idrar
veya herhangi bir viicut salgisindan elde edilen 6rneklerde degerlendirilecektir. Arastirma
siresince elde edilen her tiirlii bilgi yalmzca bilimsel amaglar igin kullanilacaktir.
Bilgileriniz higbir kimse ile ya da ticari bir amag igin paylasilmayacaktir.

SORU VE PROBLEMLER ICIN BASVURULACAK KIiSILER :Prof. Dr Sevgi
Keles, Necmettin Erbakan Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Cocuk Alerji ve Immiinoloji
Bilim Dali, Konya. Telefon: 0332 223 7644

Goniillii Ad1 Soyadi: Tarih ve Imza:
Adres ve Telefon:

Veli / Vasinin Adr Soyadi: Tarih ve Imza:

Adres ve Telefon:

Tanik Adi Soyads: Tarih ve Imza:

Adres ve Telefon:

Arastirmaci Adr Soyadi: Tarih ve Imza:

Adres ve Telefon:
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