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CD19 eksikligi, B lenfosit defekti olarak tanimlanmistir ve CD19’un mutasyonu olan
hastalarda otoimmiiniteye (sistemik lupus eritematozus, IgA nefropatisi) sebep oldugu
gosterilmistir. Fakat otoimmiinite iliskili transkripsiyon faktorii Foxp3 ekspresyonu hastalarda
analiz edilmemistir. Bu calisma ile; CD19 eksikliginde gelisen otoimmiinite durumu ile
Regiilator T hiicre (Treg) leri arasinda bir iligski olup olmadigimin arastirilmasi amaglanmustir.

Calismaya, akan hiicre 6lger ve genetik analizle CD19 eksikligi tanisi almis olan 3
hasta, bu hastalarla akrabalik iliskisi bulunan ve genetik olarak dogrulanmis 11 tasiyici ve bu
hastalarla akrabaligi olmayan 10 saglikli kontrol alinmistir. Hasta, tagiyici ve kontrollerden
alman tam kan orneklerinden periferik kan mononiikleer hiicreler (PBMC) izole edilmistir.
izole edilen PBMC’lerden CD3, CD4, CD25 ve CDI127 ekspresyonlarini degerlendirmek
amaciyla yiizey boyama islemi, Foxp3 ekspresyonunun degerlendirilmesi i¢in hiicre igi
boyama yontemi gerceklestirilmistir. Boyama sonrast FACSCanto II akan hiicre olgerde
yardimc1 T lenfositlerin ve Treg hiicrelerin yiizey belirteglerinin ekspresyon yiizdeleri ve
ortalama floresan yogunluklar1 (MFTI) ile ve intrasitoplazmik Foxp3’iin yiizde ve MFI degerleri
belirlenmistir.

Hasta, tasiyici ve kontrol grubunun CD4+ T lenfosit ve Treg hiicre belirteglerinin
ekspresyon ylizdeleri ve mean floresan yogunlugu (MFI) degerleri karsilastirildi. CD4+ T
lenfosit ylizdeleri ve Treg hiicrelerin belirteclerinin yiizde degerleri yoniinden gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamistir (p>0.05). Hasta grubu, tasiyicit grubu ve
kontrol grubunun CD4+ T lenfosit MFI degeri ve Treg hiicrelerin belirteglerinin (CD4+
CD25+ CD127- , CD4+ FOXP3 ve CD4+ CD25+) MFI degerleri yoniinden istatistiksel olarak
anlamli farklihik bulunmustur (p=0,001). Kontrol grubunun CD4+ T lenfosit MFI degeri,
tastyict grup (p=0,003) ve hasta grubundan (p=0,033) istatistiksel olarak anlaml1 derecede daha
yiiksektir. Benzer sekilde kontrol grubunun Treg hiicre belirteclerinin (CD4+CD25+CD127-,
CD4+ FOXP3, CD4+CD25+) MFI degerleri de tasiyici ve hasta gruplarindan istatistiksel
olarak anlaml1 derecede ytiksektir.

Bu ¢aligma ile CD19 eksikligi olan hastalarda ve tastyicilarda yardimer T lenfosit ve
Treg lenfositlerin belirteglerinin MFI degerlerinin kontrole kiyasla diigiik oldugu gosterilmistir.
Bu bulgumuz, CD19 eksikligi olan veya tasiyict olan bireylerde yardimer T lenfositlerin
etkilenmis olabilecegini ve bozulmus baskilayici fonksiyon sebebiyle T hiicre aracili
otoimmiinitenin gelisimi ile iliskili olabilecegini diislindirmiistiir.

Anahtar Kelimeler: CD19 eksikligi, Foxp3, Regiilator T hiicre
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CD19 deficiency has been described as a B lymphocyte defect. It has been shown to cause
autoimmunity (systemic lupus erythematosus, IgA nephropathy) in patients with CD19 mutation.
With this study, it was aimed to investigate whether there is a relationship between the status of
autoimmunity developed in CD19 deficiency and regulator T cells.

The study included 3 patients who were diagnosed with CD19 deficiency by flow cell meter
and genetic analysis, 11 carriers with a kinship relationship with these patients and genetically
confirmed and 10 healthy controls who were not related to these patients. Peripheral blood
mononuclear cells (PBMC) were isolated from whole blood samples from patients, carriers and
controls. Surface staining was performed to evaluate the expressions of CD3, CD4, CD25 and CD127
from isolated PBMCs, and intracellular staining method was used to evaluate Foxp3 expression. After
staining, expression percentages and mean fluorescence intensity (MFI) of helper T lymphocytes and
Treg cells on the FACSCanto Il flow cytometer and the percentage and MFI values of
intracytoplasmic Foxp3 were determined.

Expression percentages and mean fluorescence intensity (MFI) values of CD4+ lymphocyte
and Treg cell markers of the patient, carrier and control groups were compared. There was not
statistically significant difference between the groups in terms of CD4+ T lymphocyte percentages
and percentage values of Treg cells (p>0.05). A statistically significant difference was found between
the patient group, carrier group and control group in terms of CD4 + T lymphocyte MFI value and
MFI values of the markers of Treg cells (CD4+ CD25+ CD127-, CD4+ FOXP3 and CD4+ CD25+)
(p=0,001). The CD4+ T lymphocyte MFI value of the control group was statistically significantly
higher than the carrier group (p=0,003) and the patient group (p= 0,033). Similarly, MFI values of
Treg cell markers (CD4+ CD25+ CD127-, CD4+ FOXP3, CD4+ CD25+) of the control group were
statistically significantly higher than the carrier and patient groups.

In this study, it was shown that the MFI values of T helper T lymphocyte and Treg
lymphocyte markers were lower in patients with CD19 deficiency and carriers compared to the
control. This finding suggests that the function of helper T lymphocytes may be affected in
individuals with CD19 deficiency or carriers, and may be associated with the development of T cell
mediated autoimmunity due to impaired suppress or function.

KeyWords: CD19 deficiency, Foxp3, Regulatory T cell
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1. GIRIS VE AMAC
1.1. CD19 Molekiilii ve Eksikligi

Primer immiin yetmezlik (PIY), dogumsal olan ve immiin sistem hiicre
gelisimini veya fonksiyonlarini etkileyen bir gendeki mutasyon sonucunda gelisen,
kronik ve/veya yineleyen bakteriyel, fungal ve viral enfeksiyonlara yatkinlik ile
karakterize hastaliklar grubudur. Cogunlugu otozomal resesif kalitim gdsteren PIY
tablolariin, lilkemizde oldugu gibi akraba evliliginin sik oldugu topluluklarda daha
fazla goriildiigii diisiiniilmektedir. Her yil saptanan yeni mutasyonlar ile PIY

spektrumu genislemekte ve nadir hastalik olmadiklar1 gériilmektedir.

Immiin sistem hiicrelerinden B lenfositlerin yiizeyinde CD19, CD21, CD81
ve CD225 molekiilleri bir kompleks (CD19 Kompleksi) olusturur. Bu kompleks B
hiicre antijen reseptorii (BHR) ile birlikte gérev yapmakta hem BHR-bagimli hem de
BHR-bagimsiz intrinsik B lenfosit sinyal yolagini uyarmaktadir. Bugiine kadar CD19
kompleksini olusturan CD19, CD81 ve CD21 molekiillerinin eksikliklerinin PIY

tablolarina yol agtig1 gosterilmistir.

B lenfosit ko-reseptoriine ait tanimlanmis ilk hastalik 6rnegi CD19
eksikligidir ve ilk kez Konya’da klinigimizce tanimlanmistir. CD19 molekiil
eksikliginde, kemik iliginde normal B lenfosit gelisimi olmakta ancak BHR yoluyla
B lenfosit wuyarirmi ve antijjen spesifik antikor yantlari bozulmakta,
hipogammaglobulinemi meydana gelmekte ve bellek B lenfosit sayis1 azalmaktadir
(van Zelm MC 2006). CD19 geninde homozigot mutasyon olan hastalarda otoimmiin
hastaliklara (sistemik lupus eritematozus, IgA nefropatisi) yatkinlik olmaktadir.
CD19 eksikligi i¢in tasiyici olan bireylerde de romatizmal hastalik testlerinde pozitif
bulgular saptanmistir.

1.2. Regiilator T hiicreleri

Regiilator T hiicreleri (Treg) olarak bilinen diizenleyici T hiicreleri, immiin
sistemin 0z antijenlerine karsi tolerans, otoimmiin hastaliklarinin 6nlenmesi ve
bagisiklik sisteminin diizenlenmesi agisindan biiyiik 6nem tasimaktadir. Bagisiklik
sisteminin yanitlarinin uygun sekilde kisitlanmasi ve diizenlenmesi, sagligi korumak
i¢cin ¢ok 6nemlidir. Treg hiicrelerinin, T hiicre proliferasyonunu ve sitokin iiretimini
inhibe edebildigi ve otoimmiinitenin Onlenmesinde kritik bir rol oynadig

gosterilmistir.



Treg hiicrelerinin ¢esitli islevlerine sahip farkli alt kiimeleri mevcuttur.
Treg'ler; CD4+ CD25+ yiizey molekiillerini ve baskilayici sitokinler olan IL-10 ile
TGFB1' tasirlar ve genellikle akim sitometri ile tanimlanabilir (Savage PA 2020).
Bu hiicreler i¢in en spesifik isaret, hiicre i¢i lokalize olan Foxp3'tiir. FOX protein
ailesinin bir iiyesi olan Foxp3, Treg hiicrelerinin gelismesinde ve islevinde ana
diizenleyici olarak islev goriir. FoxP3 proteini, gen aktivitesini kontrol etmedeki rolii

nedeniyle bir transkripsiyon faktoriidiir (Miyara M 2007).

Treg hiicrelerinin iglevini yerine getirememesi durumunda ise immiin sistem
yanitlart uygun bir seklide diizenlenemez, baskilanamaz ve doku hasarina yol agan
yikict bir etki olusur. Bunun sonucunda otoimmiin hastaliklar meydana gelmektedir.
Ancak literatiirde; B lenfosit kaynakli CD19 eksikliginde gelisen otoimmiinite
durumu ile Tregler arasinda herhangi bir iliski olup olmadigmna dair bir ¢alisma

bulunmamaktadir.

Bu calisma ile antikor eksiklikleri grubunda yer alan ve calisma grubumuzu
olusturan CD19 eksikligi olan hastalarimizda ve tasiyicilarda Foxp3 ekspresyonunun
degerlendirilmesi ve yasamin ileri donemlerinde gelisebilecek otoimmiin hastaliklar

yoniinden bir 6ngorii belirteci olup olamayacaginin saptanmasini amaglamaktayiz.



2. GENEL BIiLGILER
2.1. Immiin Sistem

Bagisiklik sistemi, viicudu patojenler veya allerjenler gibi istilaci ajanlardan
koruyan savunma sistemidir. Bu sistemde yabanci ajanlarin taninmasi ve ortadan
kaldirilmasi i¢in gereken farkli hiicre ve molekiiller bulunmaktadir. Ayrica hiicre
yiizeylerinde eksprese edilen 6zel molekiilleri taniyarak, doku homeostaz1 ve doku

tamirini de diizenler.

Immiin sistem hiicreleri malign, &6lii ya da hasarlanmis hiicreleri tanir ve
ortadan kaldirir. Immiin sistem iginde yer alan hiicreler kemik iligindeki
hematopoetik kok hiicrelerinden koken alir ve birgok prosesle islenerek
olgunlagmaya kadar kemik iliginde kalabilir veya viicudun farkli bdlgelerine gog
edip orada olgunlasabilirler. Bu hiicreler, kendilerinin veya diger hiicrelerin
salgiladig1r hormon benzeri ¢oziinmiis molekiillerin etkisiyle gelisir, yanit olusturur
veya baskilanir. Bu hiicreler 6zellesmis lenfoid organlarda kompleks bir mikro
yaptya doniisiip, neredeyse her tiirlii dokuya yerlesirler. Mikro ¢evrelerinde diger
hiicrelerle etkilesen karakteristik ylizey molekiillerini eksprese ederler. Bu hiicre
yizey molekiilleri CD (cluster of differantiations) olarak adlandirilir. Aktive
oldugunda immiin hiicreler; immiin sistem hiicreleri ve diger hiicreler arasindaki
etkilesimi saglayan kiigiik proteinler ilesitokinler salgilar. Salgilanan peptid ya da
protein yapidaki bu molekiillere sitokin adi verilir (Abbas AK 2015).

2.2. Dogal Immiinite

Immiin sistem genel olarak dogal ve edinsel (kazanilmis) olarak ikiye ayrilir.
Bu iki sistem birbirinden bagimsiz olmayip ¢ok siki bir iliski i¢inde caligmaktadir.
Dogal immiin yanit; yabanct maddenin viicuda girmesinin ardindan o maddeyi
taniy1p yikima ugratmak i¢in ilk basamagi olusturur. Dogal immiin sistem; monosit,
makrofaj, dendritik hiicre, dogal katil hiicre (NK), eozinofil, bazofil, nétrofil ve mast
hiicrelerini igeren degisik tip hiicreler aracihigi ile saglamir. Ozgiil olmayan
korunmay1 saglar. Yanitin hizlilig1 ve erken yanit olusmasi; bu yanitin 6zgiilliigiinii
ve uyarlanmis olmasini engellemektedir. Eger mikroorganizmalar 6zgiil olmayan
immiin yanittan kurtulmay1 basarabilirlerse; bu durumda savunmanin ikinci asamasi

olan kazanilmis yani edinsel immiinite, konagin yasamini giivence altina alir.



2.3. Edinsel Iimmiinite

Edinsel immiin yanit; dogal immiin yanit1 takip ederek patojenle karsilasma
sonrasinda patojene ait antijene spesifik olarak gelisen daha etkili yanitlar
olusturmaktadir. Bu yanitin 6zgiilliik, hafiza, 6zellesme, tolerans ve homeostaz
saglanmas1 gibi onemli 6zellikleri vardir. Edinsel immiin yanitta T ve B lenfositler
baslica rol oynamaktadir. T hiicreleri hiicresel immiiniteye, B hiicreleri ise hiimoral
immiiniteye ait hiicrelerdir. Hiicresel immiin yanitin hedefi viicuda giren antijenlerin
sebep oldugu enfeksiyonlari, ya da tiimér hiicrelerini yok ederek organizmayi
tehditlere karsi korumaktir. Hiimoral immiinitenin islevi ise yabancit maddeye kars1
plazma hiicrelerine doniiserek antikor iiretimi saglamaktir. Immiinitenin bu tipi

antijen ile antikor yanit1 iizerine kurulmustur.

Edinsel bagisiklikta yer alan T ve B lenfositlerin antijen yapisini tanimasinda
farkliliklar bulunur. T lenfositler kiiciik peptid yapidaki antijenleri tanirken, B
lenfositler daha biiyiikk yapidaki protein, lipid, karbonhidrat ve niikleik asit
yapisindaki antijenleri tanir.

2.3.1. T Lenfosit Gelisimi

Hiicresel immiinitede rol oynayan hiicre grubu T lenfositlerdir. T lenfositler
kemik iliginde olusur ve timusta olgunlasir. T lenfositler antijen ile ilk karsilasmadan
sonra aktive olurlar (Saroj 2012). Antijen tanimaya cevap olarak ortaya ¢ikan T
hiicre proliferasyonu, IL-2 agirlikli otokrin mekanizmalar1 aracilifiyla naive T
hiicrelerden efektdor T hiicrelere farklilagir. Sonrasinda, periferik dokulara
ulagabilmek i¢in kemokin reseptdrleri ve adezyon molekiillerinin ekspresyonu
gerceklestirebilirler.  Boylelikle, efektor fonksiyon kazanirlar. Efektor
fonksiyonlaria gore T lenfositler kendi icinde alt gruplara ayrilirlar.

2.3.1.1. CD4+ T lenfositler

Yardimc1 T lenfositler olarak da isimlendirilen CD4+ T lenfositler peptid
yapidaki antijenlere yanit olusturan edinsel immiin sistem hiicreleridir. CD4+
hiicreler, fagositlerin ve diger lenfositlerin aktivasyonunda 6nemli rol oynayan ¢ok
sayida yiizey molekiilii eksprese ederler ve ¢ok sayida sitokin salgilarlar. Yardimc1 T
lenfositler aktive olduklarinda spesifik sitokinler salgilayarak CD8+ T lenfositlerin,

B lenfositlerin ve makrofajlarin aktivasyonuna yardimci olurlar.



CD4+ efektor T hiicrelerin farkli alt tipleri, {irettigi sitokinlerin tipine dayanilarak
ayrilir. T helper 1 (Th1) ad1 verilen CD4+ T hiicreler, ¢ogunlukla gecikmis tipte asiri
duyarlhilik reaksiyonlari gibi hiicresel immiinitede gorev alan IFN-y ve TNF-a
sitokinlerini liretirler. Th2 olarak adlandiritlan CD4+ T hiicreler ise tercihen B hiicre
yanitlarini1 ve eozinofil aktivasyonunu diizenleyen sitokinler olan IL-4, IL-5 ve 1L-13
uretirler. Thl sitokin profili, hiicre i¢i patojenlere karst korunmada esastir.
Makrofajlardan salgilanan IL-12, naif CD4+ T hiicrelerinin CD4+ Thl yoOniinde
farklilagmasini uyarir (Abbas AK 2015). IFN-y, IL-2 ve TNF-B salgilayan Thl
hiicreleri makrofaj ve NK hiicrelerini aktive ederek fagositoz veya oOldiirme
yeteneklerini arttirmaktadir (Nelson 2004). IFN-y, Thl hiicreleri tarafindan iretilen
en Oonemli sitokinlerden biridir, makrofajlar1 aktive eder ve B hiicrelerde antikor

izotiplerinin {iretimini uyararak fagositozu aktiflestirir (Camcioglu ve Deniz 2007).

Th2 sitokinleri, B lenfositleri IgE iiretimi i¢in aktive eder. Antijen sunan
hiicrelerden (APC) IL-12 salgilanmazsa, T lenfositler 1L-4 salgilarlar ve CD4+ T
hiicrelerinin CD4+ Th2 yoniine dogru polarize olmasini saglar. Th2 hiicreleri 1L-4
salgilayarak IgE antikorunun tiretimini, IL-5 salgilayarak eozinofillerin olusmasini
ve IL-13 salgilayarak mukus sekresyonunu saglar. Bu hiicreler 6zellikle helmintik
parazitlere karsi eozinofil araciligiyla fagositozdan bagimsiz immiiniteyi aktiflestirir
(Abbas 2007). IL-4, IL-5, IL-13 salgilayan Th2 hiicreleri hiimoral immiin yanitlardan
ve alerjik reaksiyonlardan sorumludur. Th2 yoniinde polarizasyon Thl olusumunu
baskilar (Nelson 2004).

T hiicre ¢ogalmasi; belli bir peptid antijene yanit veren naif T hiicre sayisi
yeterli degildir ve patojenle savasmak igin ¢ogalmasi gerekir. T hiicre reseptorii
(TCR)-MHC peptid kompleksi birlesimi ve es-uyaran reseptorii (CD28) ile uyarim
sonucunda klonal ¢ogalma gergeklesir. CD28 aracili sinyaller, basta IL-2
salgilanmast olmak iizere, yanit veren T hiicreler lizerinde pek cok aktivasyon
molekiiliiniin ekspresyonu i¢in zorunludur. T hiicre reseptoriinden gelen bircok
sinyal bir¢cok genin aktivasyonu ve T hiicrenin hiicre dongiisiine girmesine neden
olur. T hiicre ¢ogalmasi esnasinda salgilanan IL-2’nin ortaya ¢ikardigi diger sonug
ise, bu sitokinin reseptoriiniin (IL-2R; CD25) T hiicre yiizeyinde ifade edilmeye
baslamasidir (Anderton 2002).



2.3.1.2. CD8+ T lenfositler

CDS8+ hiicrelerin temel efektor fonksiyonu antijen tasiyan hedef hiicrelerin
lizisidir. CD8+ hiicreler timustan c¢ikista sitotoksik T hiicrelerine farklilagsmaya

programlanmistir ve sitotoksik T hiicreler (CTL) olarak da adlandirilirlar.

CD8+ T lenfositler patojenle enfekte veya malign donilisiime ugramis konak
hiicrelerini  oldiirtir. CD8+ T hiicreler, uygun MHC smif I/peptid kompleksi
tantyinca, hedef hiicrede apoptozise neden olur. T hiicre antijen temasiin oldugu
bolgeye toplanir; temas alaninda 6zellesmis litik graniiller birikir. Por olusturucu bir
protein olan perforin, litik graniillerden salinarak hedef hiicre membranina saldirir.
Proteazlar (granzimler) enzim kaskadlarin1 aktive ederek apoptotik olay1 baslatmak
icin hedef hiicre i¢ine verilirler. CTL IFN-y, TNF—a ve IL-2 gibi sitokinleri iiretir.
IFN-0/B, viral replikasyonu baskilar ve MHC smif I ekspresyonunu artirir (Hall ve
Guyton 2007).

2.3.1.3. CD4+CD25+FoxP3+ T Hiicreler

Treg hiicreler CD4+ T lenfositlerinin bir alt grubudur. Treg hiicreleri, CD4+
T lenfositlerinin  %5-10° unu olustururlar ve TCR yoluyla uyarilmis olan T
lenfositlerinin ¢ogalmasini ve sitokin iiretimini baskilar. Boylece 6z veya yabanci
antijenlere karsi olusan T lenfositler ile iligkili immiin yanitlar baskilanmis olur.
Otoimmiin hastaliklarin olusunu engelleyen Treg lenfositler, intrinsik olarak isleyen
anerjiden farkli olarak, diger hiicrelerin immiinolojik yanitlarim1 diizenleyerek etki

gosterirler. Bu mekanizma ile tiim inflamatuar yanitlar baskilanir.

Treg hiicreler iki sekilde meydana gelir. Timusta T lenfositlerin gelisimi
sirasinda olusanlara “dogal” Treg (nTreg) hiicreleri ve inflamatuar yanitlar sirasinda
CD4+ veya CD8+ lenfositlerin uyarilmasiyla olusanlara Treg hiicrelere ise
“indiiklenmis” Treg (iTreg) hiicreler denir. nTreg ve 1Treg hiicreleri, CD4 ve CD25
molekiilleri ile birlikte FoxP3 molekiiliinii de eksprese eder. Treg hiicreler, immiin
sistemi baskilayict etkilerini IL-10 ve TGF-f sitokinleri ile gosterirler. Treg
hiicrelerinin de salgiladigi bu sitokinler, immiin yanitlar1 baskilayicit 6zelliktedir

(Gallimore ve Godkin 2008).



CD4 + T lenfositler, IL-2 (CD25) ve IL-7 (CDI127) reseptorlerinin

ekspresyonuna gore li¢ alt grup halinde siniflandirilabilir.

-CD127 + CD25 distk / - ]t kiimesi, IL-2 ureten naive ve merkezi bellek T

hiicrelerini igerir.

-CD127 - CD25 - alt kiimesi esas olarak perforin ve IFN- y ifade eden efektor

T hiicrelerini icerir.

-CD127 disik CD25 viksek gt kiime, FoxP3 ifade eden Treg hiicrelerini igerir
(Richard M. Dunham 2008).

Diizenleyici T hiicreleri; ylizeylerinde kendi 6z antijenlerimize toleransin
korunmasinda ve alloantijen yanitsizliginda hayati rol oynarlar. IL-2 reseptdr a
(CD25) zincirinin ekspresyonu, bu hiicrelerin fenotipik bir belirteci olarak
kullanilmasina karsin, diger fonksiyonel T lenfositleri {izerinde de ifade edildiginden

Treglere 6zgii degildir (Woo-jin Yun 2010).

CcD4 CD25

CDh4
CD127

CcD127

CD127

Sekil 1. Insan Treg hiicresi ve etkilesim mekanizmasi

Foxp3 eksprese eden Treg hiicre gelisimi ve fonksiyonundaki kusurlar
insanlarda bircok immiinolojik hastaligma yol agar. Ozellikle, Foxp3 proteininin
yoklugu veya disiik ekspresyonu, Foxp3'iin kendisi tarafindan veya cesitli
kofaktorlerle isbirligi ile siki bir sekilde diizenlenen baskilayici islevi degistirir.
Foxp3 molekiilii, Treg hiicrelerinin spesifik fenotipini ve fonksiyonel 6zelliklerini
indiiklemek ve stabilize etmek i¢in oldukg¢a gerekli olan ¢ok dnemli bir diizenleyici

transkripsiyon faktoriidiir.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dunham%20RM%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=18390743

Bu nedenle tanimlanmis hedef genleri etkinlestirebilen veya baskilayabilen
bir Treg hiicreye 6zgii program olusturan birkac¢ transkripsiyon faktoriiyle (6rnegin,
NFAT, Runx, GATA3 ve STAT3) isbirligi yoluyla islevini gerceklestirir. Bu
nedenle, bozulmus Foxp3 ekspresyonu in vitro ve in vivo bozulmus baskilayici
fonksiyon sebebiyle T hiicre aracili otoimmiin yanitlar ile sonuglanir (Alessandra
Colamatteo 2020).

2.3.1.4. Antijen Sunumu ve islenmesi

Antijen sunucu hiicreler tarafindan islenen antijenler, bu hiicrelerin
yiizeyindeki major histokompatibilite kompleksi (MHC) tizerinde T lenfositlere
sunulur. T lenfositler MHC’ye baglanmis olan antijeni yiizeyindeki T hiicre
reseptorli (TCR) ile tanir ve aktive olur. T lenfositler aktive oldugunda lenfoid organ
icinde veya enfeksiyon bdlgesine go¢ ederek etkili olmaktadir (Hall ve Guyton
2007).

T lenfositlere peptid antijeni sunan iki MHC smifi var olup, bunlar simif I ve
siif II MHC molekiilleridir. Sinif I MHC molekiiliinde T hiicre es reseptorii CD8’in
baglanma bolgesi bulunmaktadir. CDS8+T lenfositler, yalnizca CD8’in
baglanabilecegi smif I MHC molekiillerinin gosterdigi peptid yapidaki antijenlere
yanit verebilir. Sinif II MHC molekiillerinde ise T hiicre es reseptorii CD4’e
baglanma bolgesi bulunur. CD4 sadece sinif II MHC molekiilerine baglanabilir ve bu
molekiille sunulan antijeni taniyabilir. Sinif I MHC molekiilleri sunacagi peptid
yapidaki antijenleri sitozolik yapidaki proteinlerden, simif II MHC molekiilleri
sunacag1 peptid yapidaki antijenleri hiicre disi proteinlerden edinir (Yesilyurt ve
Fidan 2011).

Antijen sunucu hiicrenin antijen sunumu sonrast CD4+ T lenfositin
aktivasyon sinyalleri baslatilir. CD4+ T lenfositlerin aktivasyonu ile hiicre iginde
sitokin {iretimi icin transkripsiyon faktorleri aktive olur. Uretilen bu sitokinler diger
yardimct T hiicrelerin ¢ogalmasini ve farklilagsmasini uyarir (Ross ve Pawlina 2006).
Hiicre i¢i mikroplarla olusan enfeksiyonlar1 yok eden CD4+ T hiicreleri, fagositleri
aktive ederek bu fagositlerin vezikiillerinde yasayabilen mikroplarin yok edilmesini
de saglar. Salgilanan sitokinler CD4+ T lenfositlerin fenotipini belirler (Alberts
2008).



2.3.2. B Lenfosit Gelisimi

B Lenfosit gelisimi antijen-bagimli ve antijen-bagimsiz olmak {izere iki
evreden meydana gelir. Kemik iliginde, antijenden bagimsiz evre ger¢eklesmektedir.
Dalak ve lenf nodu gibi sekonder lenfoid organlarin germinal merkezlerindeki
basamaklar ise antijen bagimlidir.

B lenfositlerin gelisimi baslica kemik iliginde olur. Kemik iligindeki pro-B hiicreden
immatiir B hiicresine kadar olan basamaklar antijenden bagimsiz olarak
gerceklesmektedir (Abbas AK 2018).

B lenfosit onciilleri, IL-7’ nin etkisiyle ¢ogalarak pro-B hiicrelerini meydana
getirirler. Bu asamada agir zincir lokusunda Ig genleri yeniden diizenlenmeye baglar
(Melchers F 2015). VDJ yeniden diizenlenmesini yapan hiicreler, Igu proteinlerini
sitoplazmada tasiyan pre-B hiicrelerine doniisiir. Immatiir B lenfositler, yiizeyinde
Iga ve IgP sinyal proteinlerin birlesmesi ile olusan pre-B hiicre reseptor (pre-BHR)
kompleksini ve p zincirini sergiler. Pre-BHR kompleksi, basarili Ig agir zincir
izotipleri doniisiimii yapmis B hiicrelerinin yasamini siirdiirmesi ve ¢ogalmasi i¢in
gereken sinyalleri saglar. immatur B lenfositlerin sitoplazmalarinda CD22 ve
yiizeylerinde CD19 molekiilii vardir. CD45 (CLA), CD20 antijeninden sonra belirir.
Yiizeylerinde IgM eksprese ederler. B hiicresinin olgunlasmasi, kemik iliginde ve
kemik iliginden cikip, dalaga girdiginde siirdiiriiliir. Son olgunlasma basamagi,
IgD’nin IgM ile birlikte ekspresyonudur (LeBien TW 2008).

B lenfosit reseptorii, yiizeyinde bulunan immunoglobulin (Ig) molekiilleri ve
sinyal iletici molekiillerden olusmaktadir. BHR’ nin yapisinda IgM ve IgD
molekiilleri vardir. Yiizey IgM, B lenfosit yiizeyinde monomer seklinde bulunur. B
lenfosit membraninin lipid tabakasina gomiiliidiir ve transmembran bolge adi verilen
bir kismi vardir. Sinyal iletici olarak ¢alisan Ig-alfa (CD79a) ve Ig-beta (CD79b)
zincirleri mevcuttur. Ig-alfa ve Ig-beta, heterodimer olusturmak igin disiilfit baglar
ile birbirine baglanmistir. Bu zincirlerinin yarisi, hiicre sitoplazmasi i¢inde bulunur
ve tirozin kinaz enzimleri ile iliskileri vardir. Bu sekilde antijenik uyarimi hiicreye
iletme iglevini gergeklestirirler (Reth M 1997).

Naif matiir B hiicrelerinin BHR’linlin sitoplazmik kuyruklar1 kisadir. Bu

kuyruk sinyal iletimini yapamaz.



BHR ile iligkili sinyaller Iga ve IgP tarafindan iletilir. Iga ve Igf’nin
sitoplazmik kisimlar1 tirozinden zengin ITAM (immuno receptor tyrosine-based
activation motifs) motifleri icerirler ki bu motifler sinyal transdiiksiyonu igin
gereklidir. Sinyal iletimi i¢cin ITAM motiflerindeki tirozin aminoasitleri bazi
sitoplazmik protein kinazlar tarafindan fosforile edilir. Cesitli sinyal enzimleri ve
adaptor proteinlerin yardimu ile farkli sinyal yolaklart uyarilir (Lydyard P 2013).

Tim bu sinyal kaskadlari, gen ekspresyonunu indiikleyen transkripsiyon
faktorlerinin uyarilmast ile sonuglanir. Fos, Jun, NF-kB gibi transkripsiyon
faktorleri, B hiicre proliferasyonunu ve farklilagmasini saglayan genlerin

ekspresyonunu baslatirlar (Abbas AK 2015).
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Sekil 2. B Lenfosit Gelisimi (Nat Clin Pract Neurol 2008 Nature Publishing Group)

B lenfosit aktivasyonu ve genlerin ekspresyonu i¢in, B hiicre reseptor sinyali
yeterli degildir, es zamanlit B hiicre ko-reseptor sinyalleri gereklidir (Carroll MC
2004). Olgun B hiicrelerinin ylizeyinde CD19, CD21, CD81 ve CD225 molekiilleri
bir kompleks olusturur. Bu kompleks B hiicre antijen reseptorii ile birlikte goérev
yapmakta hem BHR-bagimli hem de BHR-bagimsiz intrinsik B lenfosit sinyal
yolagin1 uyarmaktadir. BHR sinyal iletiminin baglatiimasi, CD19, CD21, CD81 ve
CD225 gibi ko-reseptorler tarafindan artirilmaktadir (Engel P 1995).
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Niikleus — Gen ekspresyonu

Sekil 3. CD19 kompleksi ve gen ekspresyon yolaklart

2.3.2.1. B Lenfosit Aktivasyonu ve Antikor Uretimi

Antijenle karsilasmamis B lenfositler antijen reseptorii gérevi yapan IgM ve
IgD’yi ylizeylerinde tasirlar. Bu hiicreler antijeni tanir ve yardimer T hiicreleri ve
diger uyaranlarin etkisi ile ¢ogalir, klonal genisler ve antikor iireten etkin plazma
hiicrelerine farklilagir. Bu farklilagsma stirecinde bazi B hiicreleri mikroorganizmaya
spesifik etkin gorevleri olan, farkli agir zincir izotipinde antikorlar {iiretmeye
baslayabilir. Bu isleme agir zincir izotip donilisiimii denir. Protein yapisindaki
antijenler ile tekrarlayan karsilagsmalar sonucunda yiiksek antijen afiniteli antikorlar
tiretilir. Bu isleme ise afinite olgunlagmasi adi verilir. Bdylece mikroorganizma ve
onlarin toksinlerini etkisiz hale getiren, baglanma kapasiteleri yiiksek olan

antikorlarin tiretimi gerceklesir (Hardy RR 2001).
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Sekil 4. B hiicreleri tarafindan antijenin taninmas1, farklilagmasi ve gogalmas1 (Abbas AK 2018).

2.4. Immiinglobulinler

Immiinglobulinler glikoprotein yapidadirlar. Membrana bagli olarak B hiicre
yiizeylerinde veya plazma hiicrelerinden salgilanarak kanda c¢oziinebilen formda
bulunabilirler. Baglica gorevleri; antijen ve toksinlerin  nétralizasyonu,
mikroorganizmalarin opsonizasyonu ve kompleman aktivasyonudur. immiinglobulin
molekiilleri birbirine es iki agir (H) ve iki hafif (L) zinciri olan ve her bir zinciri bir

degisken (V) bir sabit (C) bdlge igeren dort polipeptid zincirinden olusur.

Salgilanmy IgG Membran (zar) IgM

Ant Antgen baglauna
yen bajlasuna -

Sekil 5. immiinglobulinlerin yapis1 (Abbas AK 2018)
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Immiinglobulinler, agir zincirlerinin farkliliklarina IgA, IgG, IgM, IgD ve IgE
ad1 verilen 5 izotipe ayrilir. Her bir izotip, biiyiiklik, elektriksel yiikli, aminoasit
dizilimi ve fonksiyonlar1 agisindan birbirinden farklidir. Ayrica IgG dort alt siifa
(IgG1, 1gG2, 1gG3, IgG4) ve IgA iki alt smifa (IgAl, IgA2) ayrlir. IgM ve IgD
olgun B lenfositlerin ylizeyinde yer alan glikoproteinlerdir (Abbas AK 2015). IgG
serum immiinglobulinlerinin %70-75’ini olusturur ve serumda sekonder cevap
sirasinda iretilen baslica immiinglobulindir. IgG’nin plasentay1 gecer ve yar1 omrii
21-23 giindiir (Butler JE 2009). IgM ise immiinglobulin havuzunun %10’unu
olusturur ve pentamer seklinde bulundugundan dolasimdaki en biiyiik
immiinglobulin olarak goriinmektedir. IgM molekiilleri, B lenfositler iizerinde
monomerik formda antijen taniyan reseptorler olarak bulunurlar.

Serum immiinglobulinlerinin %15-20’si IgA’dir. Seromiikéz salgilardaki (tiikriik,
kolostrum, siit, trakeobronsial ve genitoiiriner salgilar) baglica immiinglobulindir.
Insanlardaki IgA’nmin %80°i monomerik, kalan kismi ise dimerik haldedir.

Sekresyonlardaki IgA dimeriktir (van Egmond M 2000).

2.5. Antikor Eksikligi Ile Giden Primer Immiin Yetmezlikler

B hiicre yoklugu ve fonksiyon anormallikleri, azalmis immiinoglobulin
tretimi ve antikor eksikligiyle sonuglanir (Ballow M 2002). Bu eksiklikler
tekrarlayan bakteriyel enfeksiyonlara, siniizit ve pndmoniye neden olur. Tiim bunlar
yasamin ilk yilinda anneden gecen antikorlarin kaybolmasiyla baslar. Enfeksiyonlar
siklikla solunum yoluna ek olarak deri ve gastrointestinal sistemi de tutabilir (Moise
A 2010).

Uluslararas1 immiin Yetmezlik Dernekleri Birligi (IUIS: the International Union of
Immunulogical Societies), 2020 yilinda primer immiin yetmezliklerin giincel haliyle

siiflandirilmasini yaymlanmistir. Buna gore antikor eksiklikleri Tablo 1’ deki gibidir
(Tangye SG 2020).
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Tablo 1. Primer immiin yetmezlik siniflandirilmasi (Tangye SG 2020).

Tanilar

1. Tiim Igizotiplerinde ciddi diisiikliik ve beraberinde B hiicrelerinin diisiikliigii ve
yoklugu ile karakterize hastaliklar

o Btk Eksikligi, X e bagliagamaglobulinemi

e pagir zincir eksikligi

o A5 eksikligi

o Iga eksikligi

o Igf eksikligi

e BLNK eksikligi

e pl100 eksikligi

e p85 eksikligi

e E47 transkripsiyon faktor eksikligi

e SLC39A7 (ZIP7) eksikligi

e Hoffman sendromu 7TOP2B eksikligi

2. Normal veya diisiik B hiicre sayilari ile birlikte en az 2 Igizotipinde diisiikliik ile

karakterize hastahklar, YDIY fenotipi

e Yaygm Degisken Immiin Yetmezlik (YDIY)
e Aktive p1106 sendromu (APDS)
e PTEN eksikligi

e CD19 eksikligi

e CD81 eksikligi

e CD20 eksikligi

o CD21 eksikligi

e TACI eksikligi

o BAFF reseptor eksikligi

o TWEAK eksikligi

e TRNT1 eksikligi

e NFKB1 eksikligi

e NFKB2 eksikligi

e |IKAROS eksikligi




Tablo 1. Primer immiin yetmezlik siniflandirilmasi (Devam).

IRF2BP2 eksikligi
ATP6AP1 eksikligi
ARHGEF1 eksikligi
SEC61A1 eksikligi
RAC?2 eksikligi

Mannozil-oligosakkarid glukosidaz eksikligi

3.1gG ve IgA diizeylerinde ciddi diisiikliik ile birlikte normal veya artmis IgM

diizeyleri ve normal B hiicre sayisi ile karakterize hastaliklar,

Hiper IgM sendromu
AID eksikligi

UNG eksikligi
INOB8O eksikligi
MSHG6 eksikligi

4. Tzotip veya hafif zincir eksiklikleri ve normal B hiicre sayilar ile karakterize

hastaliklar

Ig agir zincir mutasyon ve delesyonlari
k zincir eksikligi

Izole IgG alt grup eksiklikleri

IgA ve IgG alt grup eksiklikleri

Asemptomatik seyir gosterebilenler

Selektif IgA eksikligi

Normal Ig diizeyi ve B hiicre sayilari ile birlikte spesifik antikor eksiklikleri
Siit gocugunun gegici hipogamaglobulinemisi

CARD11 GOF

Selektif IgM eksikligi
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2.5.1. CD19 Molekiilii ve Eksikligi

CD19, Ig siiper ailesinin 95-kD'lik bir transmembran proteinidir.
16.kromozom pl11.2 bolgesinde yer alan, 7.41 kb uzunlugunda ve 15 ekzondan
olusan CD19 geni tarafindan kodlanmaktadir. Antikor olusturan plazma hiicreleri
harig, kemik iligindeki erken progenitorlerden bellek hiicrelerine kadar B lenfositler
yiizeyinde spesifik olarak eksprese edilir. CD19, hiicre disinda iki adet Ig yapisi ve
fosforilasyon bolgesi olarak da dokuz tirozin tekrart olan 243-amino asit
uzunlugunda bir sitoplazmik kuyrukdan olusur. Bu yapisal 6zellikler bilinen sinyal
yetenegine katkida bulunur. Olgun B lenfositlerinde CD19, tetramerik bir kompleks
olusturmak i¢in ti¢ farkli molekiille in vitro ve in vivo olarak birlesir. Bunlar; CD21
(CR2), CD81 (Antiproliferatif antikor 1'in hedefi) ve CD225 (Leu-13)’tir. CD19,
dogrudan B lenfosit reseptoriiyle iliskilidir ve B lenfosit se¢imi, aktivasyonu,
farklilagsmasini diizenleyen hiicre yiizeyi reseptorleri i¢in sinyal esiklerini tanimladig

gosterilmistir (Cherukuri A 2001).

C domain V domain

Sekil 6. CD19 molekiilii C ve V domain yapisi

CD19 eksikligi, esas olarak tekrarlayan bakteriyel enfeksiyonlarla karakterize
bir antikor eksikligi sendromuna neden olur. CD19 eksikligi olgularinin klinik ve
laboratuvar bulgular1 benzerdir. Otozomal resesif bir geg¢is s6z konusudur. Tiim
hastalar yagamin ilk on yilinda klinik olarak antikor eksikligi semptomlar1 gosterir.
Hastalarin serum Ig seviyelerinde azalma goriilmektedir. Tiim hastalar asilamadan
sonra bozulmus bir antikor yaniti gdstermektedir. Periferik kan B lenfosit sayisi
normal bulunsa bile, hepsinde bellek B hiicrelerinde belirgin azalma vardir. CD19
sinyal yolundaki mutasyonlarin fareleri ve insanlari otoantikor iiretimine, sistemik
otoimmiiniteye yatkin hale getirdigi gosterilmistir. Ilk tanimlanan CDI19 eksikligi
olgusu Konya’ dan olup, hastanin uzun siireli izleminde sistemik lupus eritematozus

ve nefropati ortaya ¢cikmistir (van Zelm MC 2006).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calisma, Necmettin Erbakan Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii
Yonetim Kurulunun 18/03/2020 tarih ve 07/12 sayili karar1 ile onaylanmustir.
Necmettin Erbakan Universitesi ila¢ ve Tibbi Cihaz Dis1t Arastirmalar Etik Kurulu
2020/2383 karar sayisi ile onaylanip Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinatorligi
tarafindan 201318004 proje numarast ile desteklenmistir. Necmettin Erbakan
Universitesi Cocuk Saglig1 ve Hastaliklar1 Anabilim Dal1 biinyesindeki immiinoloji
Aragtirma Laboratuvarinda ve FACSCanto II akim sitometri cihazi kullanilarak

gerceklestirilmistir.

3.1. Arastirmaya Dahil Olma ve Diglanma Kriterleri

Cocuk Immiinoloji Poliklinigine basvuran hastalardan akim sitometri analizi
ile CD19 eksikligi tanist almis olan 3 hasta, bu hastalarla akrabalik iligkisi bulunan
11 tastyici ve bu hastalarla akrabaligi olmayan 10 saglikli kontrol ile yapilmistir.
Kontrol grubu igin calismaya dahil edilme kriterleri, bilinen bir kronik ve
immiinolojik hastaligi olmamak ve akan hiicre o6lcerde CD19 molekiil eksikligi
bulgusuna sahip olmamaktir. CD19 eksikligi disinda, diger primer veya sekonder

immiin yetmezlik tanis1 almis olan hastalar ¢alisma disinda tutulmustur.

3.2. Akim Sitometrik Analiz

Tablo 2. Akim sitometride kullanilan antikorlar ve boyalari.

CD25 PE CY7 (BD Biosciences, 335824)
CD127 ALEXA FLOUR 647 (BD Biosciences, 558598)
CD4 FITC (BD Biosciences, 345768)
FOXP3 PE (Thermofisher, 12-4777-42)

FOXP3 Transkripsiyon faktorii buffer set ~ (Thermofisher, 00-5523-00)

Akim Sitometrik analizde kullanilan antikor ve boyalar Tablo 2’ de gdsterilmistir.
3.2.1. Kullanilan soliisyonlarin hazirlanmasi
Perm soliisyonu: Perm soliisyonu akim sitometride hiicre igine giris i¢in gereklidir ve

250 ul perm ile 750 ul fixation soliisyonu karistirilarak hazirlanir. Ornekler iizerine

500 pl olacak sekilde paylastirilir.
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3.2.2. Calisma Yontemi

Calismaya dahil olan hasta (n:3), tasiyici (n:10) ve kontrollerden (n:10),
EDTA’l1 tiiplere 2 ml kan 6rnegi aldim.

Alinan tam kan 6rneklerinden periferik kan mononiikleer hiicreleri (PBMC)
izole etmek i¢in tiipe 1000 ul histopaque koyup iizerine oldukg¢a yavas bir
sekilde 1000 ul kan ekledim.

Ardindan tiiplerimi oda sicakliginda 2500 rpm’de 30 dakika santrifiij ettim.
Santrifiijden sonra hiicreler gradient farkina gore ayrildi. Histopaque ile
plazma arasindaki ara fazda yer alan ince bir tabaka halindeki PBMC’leri
pipetaj yaparak temiz bir tlipe aktardim.

PBMC’leri oda sicakliginda 1800 rpm’de 10 dakika RPMI soliisyonu ile
santrifiij edip, yikadim.

Yiizey boyama islemi i¢in; CD4 FITC 20 pl, CD25 PE CY7 5 ul, CD127
ALEXA FLOUR 647 10 pl olacak sekilde antikorlart test tiiplerine ekledim.
Uzerine ayirmis oldugum PBMC’leri ilave edip vorteks ile karistirdim ve 30
dakika inkiibasyona biraktim.

Inkiibasyon sonunda 1 ml cell-wash soliisyonu ile oda sicakliginda 1800
rpm’de 5 dakika santrifiij ettim. Yikama islemini tekrarladim.

Stipernatantlar1 dokiip pelletleri 6nceden hazirlamis oldugum perm soliisyonu
ile 45 dakika inkiibe edip Foxp3 boyasi i¢in hiicrelerimi gecirgen hale
getirdim.

Ardindan Foxp3 transkripsiyon faktorii boyama seti i¢inde bulunan yikama
soliisyonu ile iki defa oda sicakliginda 5 dakika 1800 rpm’de yikama islemi
yaptim.

Yikama isleminden sonra; 5 pl Foxp3 PE antikorunu tiiplerime ekledim.

40 dakikalik intrasitoplazmik boyama islemi sonrasi hiicreleri son kez 5
dakika yikayarak FACS Canto II akim sitometri sisteminde hiicre sayimi ve
analizi yaptim.

Veriler “dot plot” ve “histogram plot” ile analiz edildi. Sonuglar rolatif oran

ve mean floresan yogunluk degeri (MFI) olarak ifade edildi.
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Sekil 7. Foxp3 ekspresyonunun akim sitometrik analizi (dot-plot goriintiisii)

Lenfositler oncelikli olarak kapilanir (P1 kapisi). Lenfositler iginden CD4+ hiicreler ayrilir (P2
kapis1). Foxp3 yiiksek ekspresyonu igeren diizenleyici T lenfositlerin taramasi i¢in kullanilan CD4+
CD25+ CD127- hiicreler ayrilir (P3 kapist). Foxp3 intrasitoplazmik yilizey boyama ile boyadigimiz
hiicreler ayrilir (P4 kapis1). P3 ve P4 degerleri Foxp3 ekspresyonunu ifade eder ve bu yiizden birbirine

yakin degerler olmasi beklenir.
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Sekil 8. Foxp3 ekspresyonunun mean floresan yogunlugu (MFI)
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Onceden kapiladigimiz (Sekil 6) CD4+, CD4+ CD25+ CD127-, CD4+ FOXP3 ve CD4+ CD25+
hiicreler histogramlara gére mean floresan yogunlugu (MFI) degerlendirildi.
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Sekil 9. CD19 eksikligi olan bir hastanin, bir tagiyicinin ve bir saglikli kontroliin hiicre i¢i Foxp3 MFI
degerleri
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3.3. Istatistiksel Analiz

Verilerin istatistiksel analizi SPSS programi (SPSS for windows, USA)
kullanilarak yapildi. Istatistik veri analizinde Kruskal-Wallis Test, parametrelerin
gruplar arasinda karsilastirilmasi igin varyant test analizi Post-hoc Bonferroni
diizeltmeli Mann-Whitney u Testi kullanildi. p<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul
edildi.
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4, BULGULAR
4.1. Calisma Grubu Ozellikleri

Calismaya, akan hiicre Olger ve genetik analizle CD19 eksikligi tanis1 almis
olan 3 hasta, bu hastalarla akrabalik iliskisi bulunan ve genetik olarak dogrulanmis
11 tasiyict ve bu hastalarla akrabaligi olmayan 10 saglikli kontrol alinmistir. Hasta
grubunda 2 kiz 1 erkek olup, yaslart 10-29 (ortalama 21,6+10,2) yil ve Tasiyici
grubunda 6 erkek 5 kiz olup, yaslar1 1-77 (ortalama 33,2427,5) y1l arasindaydi.
Kontrol grubunda ise 5 erkek 5 kiz olup, yaslar1 32-43 (ortalama 36,9+4,0) yild1.

Gruplar arasinda yas ve cinsiyet yoniinden anlamli fark bulunmadi (Tablo 3).

Tablo 3. Olgularin yas ortalamasi ve cinsiyet dagilimu.

Hasta grubu Tastyici Kontrol P degeri
grubu grubu
(n=3)

(n=11) (n=10)
Yas(yil) 21,6+10,2 33,2427,5 36,9+4,0 0,27
(ortalama=SD)

. 10-29 1-77 32-43

(min-max)
Cinsiyet 1/2 6/5 5/5 0,175
(erkek/kiz)

4.2. Yardimer T lenfosit ve Treg Belirtecleri

Hasta, tasiyici ve kontrol grubunun CD4+ T lenfosit ve Treg hiicre
belirteglerinin (CD4+ CD25+ CD127-, CD4+ FOXP3 ve CD4+ CD25+) ekspresyon

yiizdeleri ve mean floresan yogunlugu (MFI) degerleri karsilastirildi.

23



1-Belirteglerin yiizde degerlerinin karsilastirilmasi

CD4+ T lenfosit yiizdeleri ve Treg hiicrelerin belirteglerinin yiizde degerleri
yoniinden gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamistir

(p>0.05) (Tablo 4).

CD4+ T lenfosit ylizdesi (hasta grubunda 33,7+16,01; tasiyict grubunda 31,3+11,7;
kontrol grubunda 29,6+9,3), CD4+ CD25+ CD127- hiicre yiizdesi sirastyla (5,9+2,2;
5,6%1,5; 6,6+1,7), CD4+ FOXP3 hiicre yiizdesi (6,6+1,1; 4,6+1,6; 5,8+2,1), CD4+
CD25+ hiicre yiizdesi (7,8+2,1; 6,8+2,4; 6,5+2,1) olarak hesaplanmis olup hiicrelerin
ekspresyon yiizde degerlerinde istatistiksel olarak anlamli bir sonu¢ bulunamamaistir
(p>0,05).

Tablo 4. Hasta, tasiyici ve kontrol grubunun yardimer T lenfosit ve Treg lenfositlerin belirteglerinin
yiizdeleri.

T Lenfosit Hasta grubu  Tasiyici Kontrol P degeri
grubu grubu

Ekspresyon (n=3)

Degerleri (%)* (n=11) (n=10)

CD4+ 33,7£16,0 31,3+11,7 29,6193 p>0,05
22,5-52,1 15,5-60,7 12,0-46,7

CD4+CD25+CD127- 5,9+2,2 5,6+1,5 6,6+1,7 p>0,05
3,3-75 2,2-8,0 3,7-9,4

CD4+ FOXP3 6,6£1,1 4,6+1,6 5,8+2,1 p>0,05
5,5-7,8 2,3-7,7 2,7-9,4

CD4+ CD25+ 7,8+£2,1 6,8+2.4 6,5+2,1 p>0,05
6,5-10,3 3,6-12,2 4,0-10,8

*Biitiin degerler ortalama+standart sapma, min-max olarak gosterilmistir.
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2-Belirteclerin mean floresan yogunluk (MFI) degerlerinin karsilastirilmasi

Hasta grubu, tasiyici grubu ve kontrol grubunun CD4+ T lenfosit MFI degeri
ve Treg hiicrelerin belirteglerinin (CD4+ CD25+ CD127- , CD4+ FOXP3 ve CD4+
CD25+) MFI degerleri yoniinden istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmustur.
(p=0,001) (Tablo 5).

Kontrol grubunun CD4+ T lenfosit MFI degeri, tasiyici grup (p=0,003) ve
hasta grubundan (p=0,033) istatistiksel olarak anlamli derecede daha yiiksektir.
Benzer sekilde kontrol grubunun Treg hiicre belirtegleri (CD4+CD25+CD127-,
CD4+ FOXP3, CD4+CD25+) de tasiyict ve hasta gruplarindan istatistiksel olarak
anlaml1 derecede yiiksektir (Tablo 5).

Tablo 5. Hasta, tasiyici ve kontrol grubunun yardimer T lenfosit ve Treg lenfositlerin belirteglerinin

MFI degerleri.

Mean Floresan Hasta Tasiyict Kontrol P degeri

Yogunluk degerleri grubu grubu grubu

(MFI)* (n=3) (n=11) (n=10)

CD4+ 2697+721 2798+1060 5100+1118 P=0,001
1871-3204  2491-3106 3538-6465

CD4+CD25+CD127- 2280+683 2493+122 4370947 P=0,001
1508-2807  2283-2654 3061-5685

CD4+ FOXP3 2565+846 27284231 4458+837 P=0,001
1589-3103  2481-3183 3122-5394

CD4+ CD25+ 2508£725 2614£169 4526+969 P=0,001
1725-3156  2411-2938 3226-5617

*Biitlin degerler ortalama+standart sapma, min-max olarak gosterilmistir.
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Tablo 6. Hasta ve kontrol grubunun yardimei T lenfosit ve Treg lenfositlerin belirteglerinin MFI degerlerinin

karsilastirilmasi

Mean

Floresan CD4+ CD4+CD25+ CD4+ FOXP3 CD4+ CD25+
Yogunluk CD127-

degerleri

(MED*

Hasta 2697+721 2280+683 2565+846 2508+725
grubu

(n=3) 1871-3204 1508-2807 1589-3103 1725-3156
Kontrol 5100+1118 4370+947 4458+837 4526+969
grubu

(n=11) 3538-6465 3061-5685 3122-5394 3226-5617
P degeri 0,033 0,033 0,033 0,033

Tablo 7. Tasiyic1 ve kontrol grubunun yardimer T lenfosit ve Treg lenfositlerin belirteglerinin MFI degerlerinin

karsilastiriimasi

Mean

Floresan CD4+ CD4+CD25+ CD4+ FOXP3 CD4+ CD25+
Yogunluk CD127-

degerleri

(MFED*

Tasiyici 2798+1060 2493+122 2728+231 2614+169
grubu

(n=3) 2491-3106 2283-2654 2481-3183 2411-2938
Kontrol 5100£1118 4370+£947 44584837 4526+969
grubu

(n=11) 3538-6465 3061-5685 3122-5394 3226-5617
P degeri 0,003 0,003 0,003 0,003
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5. TARTISMA

Treg hiicreler; kendi 06z antijenlerimize toleransin korunmasinda ve
alloantijen yanitsizliginda hayati rol oynar. Foxp3 molekiilii, Treg hiicrelerinin
spesifik fenotipini ve fonksiyonel 6zelliklerini indiiklemek ve stabilize etmek i¢in
oldukca gerekli olan ¢ok onemli bir diizenleyici transkripsiyon faktoriidiir. Foxp3
eksprese eden Treg hiicre gelisimi ve fonksiyonundaki kusurlar insanlarda birgok

immiinolojik hastaligina yol agar (Miyara M 2007).

CD19 eksikligi, tekrarlayan bakteriyel enfeksiyonlarla karakterize antikor
eksikligi sendromuna neden olur. Otozomal resesif gecis gosteren CD19 eksikligi
olgularinin  klinik ve laboratuvar bulgulari benzerdir. Hastalarin serum
immiinglobulin seviyelerinde azalma goriilmektedir. Tiim hastalar yasamin ilk on
yilinda klinik olarak antikor eksikligi semptomlar1 gosterir. CD19 eksikligi olan
hastalarin bir kisminda bazi otoimmiin hastaliklar (Sistemik lupus eritematozus, IgA
nefropatisi) yatkinlik olmaktadir (van Zelm MC 2006).

Hastalar olas1 enfeksiyonlar, lenfoproliferasyon, kanser ve otoimmiin
hastaliklar yoniinden takip edilir. Sik enfeksiyon gecirme durumunda antibiyotik
proflaksisi de uygulanabilir. Eslik eden organ hasarlarina (bronsiektazi,
malniitrisyon) yonelik ek tedavi yaklasimlari planlanir. Klinik izlemde ortaya

¢ikabilecek olan otoimmiin ve malign hastaliklar yoniinden yakin takip edilirler.

B hiicre yanitlarinin diizenlenmesinde rol oynayan bu ko-reseptorlere ait ilk
CD19 eksikligi olgusu Konya’da klinigimizde tan1 almis ve ardindan bu indeks olgu
ile akrabalik iligkisi olan iki farkli hastada daha CD19 eksikligine yol agan genetik
mutasyon tanimlanmistir. Calismamizi 6nceden CD19 eksikligi tanisi almis olan
hastalarimiz (3 hasta) ve onlarla akrabaliklar1 bulunan tasiyicilar (11 tasiyici), CD19
eksikligi olmayan saglikli kontrol grubu (10) ile gergeklestirdik.

Calismadaki amacimiz antikor eksiklikleri grubunda yer alan ve ¢alisma
grubumuzu olusturan CD19 eksikligi olan hastalarimizda ve tasiyicilarda Foxp3
ekspresyonunun degerlendirilmesi ve yasamin ileri donemlerinde gelisebilecek
otoimmiin hastaliklar yoniinden bir 0Ongoérii belirteci olup olamayacaginin

saptanmasidir.
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Yaptigimiz ¢alismanin sonunda; hasta, tastyicit ve kontrol grubunun yardimci
T lenfosit ve Treg lenfositlerin belirteclerinin yiizdesel oranlar1 arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulunamamustir (p>0,05). Fakat yardimci T lenfositlerin
yiizeyinde bulunan CD4 molekiiliiniin mean floresan yogunluk (MFI) degeri hasta ve
tagiyicilarda kontrollerden anlamli derecede daha diistik bulunmustur (p<0,05). Hasta
grubunun CD4 MFI degeri, tastyict grubunun MFI degerinden diisiik olmakla
birlikte, istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir. Mean floresan yogunluk
(MFI) degeri ilgili molekiiliin hiicre ylizeyi veya igindeki yogunlugu ifade
etmektedir. MFI degeri, akan hiicre Ol¢erde hiicre popiilasyonlar1 arasinda ilgili
hedefin ifadesini karsilastirmak igin siklikla kullanilir ve hiicrenin fonksiyonu ile
dogrudan iliskili olabilir. Bu bulgumuz, CD19 eksikligi olan veya tasiyict olan
bireylerde yardimci T lenfositlerin fonksiyonunun etkilenmis olabilecegini, T
lenfosit aktivasyonu sonrasit bozulmus yanitlar gelisebilecegini diistindiirmustiir. T
hiicre aracili immiin tolerans bozulabilir ve bozulmus T lenfosit immiin toleransi
sonrast, B lenfositlerin antikor yapimlar1 da etkilenebilir ve bu da kendi 6z
antijenlerimize antikor yanitlari ile sonuglanabilir. Sonu¢ olarak hem T lenfosit
aracilt immiin toleransin bozulmasi ve hem de B lenfosit aracili otoantikorlarin
yapimi s6z konusu olursa otoimmiin hastaliklar meydana gelebilir. CD19 eksikligi
olan hastalarimizda ve tasiyicilarda saptadigimiz T lenfosit yiizey belirteclerinin MFI
degerinin diisiikliigli, bu hastalarda ileride gelisebilecek bir T hiicre aracili immiin

tolerans bozulmasi ve bozulmus B lenfosit antikor yapimu ile iliskili olabilir.

Benzer sekilde kontrol grubunun Treg hiicre belirteclerinin MFI degerleri
(CD4+CD25+CD127-, CD4+FOXP3, CD4+CD25+), tasiyict ve hasta gruplarindan
istatistiksel olarak anlamli derecede yliksek bulunmustur (p<0,05). Regiilator T
hiicrelerinin hem hiicre ylizey belirtecleri (CD4, CD25 ve CD127) hem de hiicre i¢i
belirtecinin (Foxp3), tasiyict ve hasta grubunda diisiik bulunmasi bize ilerleyen
donemde bozulmus baskilayic1 fonksiyon sebebiyle T hiicre aracili otoimmiinitenin
ortaya c¢ikabilecegini diisiindiirmiistiir. CD19 eksikligi hastalarinin bir kisminda
bildirilen sistemik lupus eritematoz hastaligi ve buna bagli bobrek yetmezligi ile
CD19 eksikligi olan hastalarda bildirilen romatoid artrit benzeri eklem iltihaplari bu
bozulmus Treg hiicre fonksiyonu ile iliskili olabilir ve bu diisiikliik ile agiklanabilir.
Ciinkii Treg hiicreler, 6z antijenlere immiin yanitlari baskilayarak otoimmiin hastalik

gelisimini engeller. Treg transkripsiyon faktorii olan Foxp3 MFI degerinin azalmasi,
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fonksiyonel olarak azalmig immiin toleranst ve ardindan gelisebilecek olan
otoimmiin hastaliklarin habercisi olabilir. Bu konuda planlanacak olan uzun siireli
hasta izlemlerinde Foxp3’iin MFI degerlerinin takip edilmesinin, bu konuda bir

belirteg olarak kullanilip kullanilamayacagini bizlere gosterebilecegi kanaatindeyiz.

CD19 eksikligi olan hastalarda tanimlanmis olan bir diger O©nemli
immiinolojik bulgu, TLR yanitlarinda bazi farkliliklarin olmasidir. TLR7 ve TLR9
aracilt yanitlarin CD19 eksikliginde etkilendigi gosterilmistir (Morbach H. 2016).
CD19 tastyan B lenfositleri ayn1 zamanda antijen sunan hiicrelerdir ve T lenfosit
fonksiyonlarimi etkileyebilirler. Belki de CD4+ T lenfositlerde ve Treg hiicrelerde
saptadigimiz MFI degerlerindeki diisiikliik, etkilenen TLR uyarilari sonucu degisen
T lenfosit yanitlar ile iliskili de olabilir. Bu konuyu aydinlatmak i¢in daha ileri

fonksiyonel ¢aligmalara ihtiya¢ oldugu kanaatindeyiz.

Hiicre igi Foxp3 ekspresyonu ile belirlenen Treg lenfositlerinin miktari, CD4*
CD25" CD127" alt popiilasyonu olarak hiicre dis1 boyama ile belirlenen Treg hiicre
sayist ile iligkilidir. Bu, CD25 molekiiliiniin yiiksek ekspresyonunu ve CD127
molekiiliiniin diisiik ekspresyonunu ayni anda sergileme ile hiicre i¢i faktor Foxp3
ekspresyonu arasindaki korelasyonu dogrular (Cai 2012 ; Crispin 2003). Biz de
calismamizda Treg hiicreleri tanimlamada kullanilan yiizey belirteglerinin ve hiicre
ici Foxp3 belirtecinin, tiim kan Orneklerimizde (hasta, tasiyici, kontrol) birbiri ile
uyumlu oldugunu goérdiikk. Boylece akan hiicre Olger calismamizin kendi igin

giivenirliginin tam oldugu diislincesindeyiz.

Yapilan caligmalar gostermistir ki; CD4+ CD25+ T lenfositeri, immiin
homeostazin siirdiiriilmesinde ve otoimmiinitenin dnlenmesinde énemli bir rol oynar.
Bu nedenle, Treg gelisimi veya fonksiyonundaki kusurlar, niikleer bilesenlere
tolerans kaybi ile karakterize edilen ve kadinlarda daha sik goriilen sistemik bir
otoimmiin hastalik olan Sistemik lupus eritematozus (SLE) dahil olmak iizere bir¢ok
otoimmiin hastalik ile iligkilidir. SLE hastalarinda Treg hiicrelerinin (FoxP3+ CD4+
CD25+) spesifik olarak azaldigi gosterilmistir. Ender olarak immiin aracili diyabet
ve multipl sklerozlu hastalarda da CD4+ CD25+ T hiicrelerinin sayisinin azalmasi
veya fonksiyonel bozuklugu bildirilmistir. CD4+ CD25+ Treg hiicrelerinin

gelisimlerini ve iglevlerini kontrol eden transkripsiyon faktorii Foxp3'diir.
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Foxp3'teki fonksiyonel bozukluklarin, Treg hiicre iiretimini bozdugu ve bu
durumun Immiinodisregiilasyon, Poliendokrinopati ve Enteropati, X'e bagh
Sendroma (IPEX) yol a¢tigi kanitlanmistir. Lenfopeni, enfeksiyon ve otoimmiin
reaktiviteye yanit olarak immiin hiicre sayilarinin ve efektér fonksiyonlarinin
kontrolii de Treg'in siki kontrolii altindadir (Marta Barreto 2009). Biz de
hastalarimizda Treg hiicre yiizey ve hiicre i¢i belirteclerinin MFI degerlerini, kontrol
grubundan istatistiksel olarak anlamli derecede diisiik bulduk. Bu bulgularimiz
otoimmiin hastaliklarda Treg hiicrelerini diisiik oldugunu bildiren yukaridaki

calismalarla benzerlik gostermektedir.

Germline Foxp3 mutasyonlarinin, insanlarda birden fazla organi etkileyen
ciddi otoimmiin hastaliklara neden oldugu bilinmektedir. Ayn1 zamanda, epitel
hiicrelerindeki somatik Foxp3 mutasyonlarinin fare modellerinde malign tiimorlere
yol actigr bildirilmistir. Bu nedenle Foxp3, hem otoimmiin hastaliklarin hem de
kanserin molekiiler mekanizmalarinin anahtarini elinde tutar. FoxP3'lin hem Treg
hiicrelerinde hem de epitel hiicrelerinde hedef genleri i¢in bir transkripsiyonel
aktivator / baskilayici olarak onemli bir rol oynadigi bilinmektedir. Ancak, FoxP3
aracilt gen diizenlemesinin molekiiler mekanizmasi tam olarak karakterize
edilmemistir (Hiroto Katoh 2013). Bizim ¢alismamizda Treg hiicrelerinin yiizey ve
hiicre i¢i belirteglerinin analizine dayanan bir ¢alisma olup, CD19 eksikligi saptanan
hasta ve tasiyicilarda bir durum deger degerlendirmesi 6zelligini tagimaktadir ve
ileride yapacagimiz diger ¢alismalara 151k tutacak nitelikte sonuclar elde edilmistir.

Bu yonii ile de literatiire katki saglayacagi kanaatindeyiz.

Bu ¢alismanin eksik yonii CD19 eksikligi saptanan hastalarin ve hastalik
tagtyicilarinin  yardime1r T lenfosit ve Treg lenfositlerinin yalnizca ylizey ve
intrasitoplazmik belirte¢lerinin degerlendirilmis olmasi ve fonksiyonel bir calisma
yapilmamis olmasidir. Planlanacak ileri fonksiyonel g¢alismalar ile saptanan MFI
degerlerindeki diisiikliiklerin agiklanmasi ve yorumlanmasi daha dogru bir sekilde
yapilabilir. Yine de bu ¢aligmanin verileri, CD19 eksikligi olan hastalarda ve hastalik
tastyicilarinda Treg lenfosit fonksiyonlarmin etkilenmis olabileceginin isareti

yoniinde bir bulgu olarak degerlendirilebilir.
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Sonug¢ olarak bu c¢alisma ile CD19 eksikligi olan hastalarda ve hastalik
tasiyicilarinda CD4+T lenfositlerin ve Treg lenfositlerin yiizey ve hiicre igi
belirteclerinin MFI degerlerinde, kontrol grubununun degerleri ile karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli digiiklik oldugu gosterilmistir. Bu bulgularimizi genel
olarak degerlendirdigimizde, B lenfositlerin ylizeyinde CD19 molekiiliinde hastalik
yapici veya tasiyiciliga neden olan gen bozukluklarina eslik edebilecek otoimmiinite
durumu ile Treg hiicrelerin fonksiyonlar1 arasinda bir iliski olabilecegini

diisiinmekteyiz.
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6. SONUC VE ONERILER

1. Bu calisma ile B lenfosit ylizeyinde CDI19 molekiil eksikliginde
gelisebilecek olan otoimmiinite durumu ile Treg hiicreler arasindaki iligki ortaya

konmaya calisilmistir.

2. Yardimci T lenfositlerin CD4 mean floresan yogunluk (MFI) degeri hasta
ve tastyicilarda kontrollerden anlamli derecede daha diisiik bulunmustur (p<0,05).
Hasta grubunun CD4 MFI degeri, tastyict grubunun MFI degerinden diisiik olmakla

birlikte, istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir.

3. Kontrol grubunun Treg hiicre belirteglerinin MFI degeri de
(CD4+CD25+CD127-, CD4+FOXP3, CD4+CD25+), tastyict ve hasta gruplarindan
istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulunmustur (p<0,05).

4. Yaptigimiz calisma sonucunda; hasta, tasiyict ve kontrol grubunun
yardimct T lenfosit ve Treg lenfositlerin belirteclerinin yiizdeleri arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir sonug¢ bulunamamistir (p>0,05).

5. Caligmaya alinan gruplar arasinda yas ve cinsiyet yoniinden anlamli fark

bulunmamustir (p>0,05).

6. Treg hiicrelerinin hem hiicre yiizey belirtecleri, hem de hiicre igi
belirtecinin CD19 eksikligi tasiyicilarinda ve CD19 eksikligi olan hastalarda diisiik
bulunmas: ilerleyen dénemde bozulmus baskilayici fonksiyon sebebiyle T hiicre

aracili otoimmiinitenin ortaya ¢ikabilecegini diistindiirmektedir.

7. Bu ¢aligmada; Treg hiicrelerinin sadece yiizey belirtecleri ve yine hiicre i¢i
Foxp3 degerlendirilmis olup herhangi bir fonksiyon calismasi yapilmamistir. Bu
durum ilerleyen donemlerde fonksiyon ¢alismalarmin yapilmasi gerekliligini

diistindiirmektedir.
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9. EKLER

Ek 1: Calismamizda elde ettigimiz laboratuvar verileri

CINSIYET| YAS % CD4  |% CD4+ CD25+ CD127-|% CD4+Foxp3+| %CD4+ CD25+ CD4 + MFI CD4+ CD25+ CD127- MFI CDA4+ Foxp3+ MFI CD4+ CD25+ MFI
1 4 29 52,1 7,5 7,8 6,5 3,018 2,525 3,004 2,644
1 4 10 22,5 7 6,5 10,3 3,204 2,807 3,103 3,156
1 5 26 26,7 3,3 5,5 6,7 1,871 1,508 1,589 1,725
2 5 1 60,7 5,3 43 7,2 2,781 2,418 2,542 2,513
2 4 55 35,9 2,2 2,6 3,6 2,784 2,283 2,481 2,411
2 4 26 22 6,5 4,9 7,5 2,807 2,498 2,894 2,519
2 4 41 28,7 4,9 3,4 6,2 2,922 2,525 2,862 2,696
2 5 6 26,2 6,9 6,6 9,7 2,842 2,654 2,878 2,938
2 5 8 15,5 7,2 7,7 12,2 2,693 2,545 2,561 2,801
2 5 67 31,7 8 6 6,7 2,633 2,466 2,585 2,507
2 5 77 21,8 5,4 4,4 7,1 2,491 2,391 2,499 2,468
2 4 24 33 4,8 2,3 4,6 2,815 2,367 2,591 2,472
2 5 57 34 5,1 4 4,1 3,106 2,631 2,939 2,657
2 a4 4 35,1 5,5 5,3 6,9 2,912 2,649 3,183 2,778
3 4 33 34 9,4 9,4 10,8 3,538 3,061 3,122 3,226
3 4 35 46,7 7 6,1 7,3 3,691 3,077 3,178 3,229
3 4 40 26,8 7,8 7,1 5,7 6,133 4,991 4,813 5,064
3 5 43 22,9 6,8 6,2 4,8 6,093 5,258 5,298 5,428
3 5 32 12 5,4 2,7 6,3 3,917 3,507 3,671 3,518
3 5 34 26,7 6,7 6,7 5,1 6,465 5,685 5,394 5,576
3 5 39 38 3,7 3,2 4 5,319 4,735 5,046 4,858
3 5 42 25,4 4,3 3,6 5,6 5,947 4,913 4,805 5,617
3 a4 38 30,5 7,8 7,4 9,9 5,547 4,777 4,763 4,883
3 4 33 33,8 7,7 6,5 6,3 4,357 3,696 4,497 3,868

1:HASTA
2:TASIYICI
3:KONTROL
4:KADIN
5:ERKEK
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