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TESEKKUR

Yiiksek lisans egitimim ve tez calismalarim siliresince engin bilgilerini ve
yardimlarini hi¢bir zaman esirgemeyen, kendisini tanidigim ilk giinden bu yana bana
cok degerli akademik bilgiler 6greten ve her zaman yanimda olan kiymetli danisman
hocam Prof. Dr. Yurdanur KILINC’a sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Tez c¢alismamin uygulama asamalarinda laboratuvarlarinin  imkanlarin
esirgemeyen ve her zaman destek olan Tibbi Biyokimya AD Bagkani Prof. Dr.
Abdullah TULI ve Dr. Ebru DUNDAR YENILMEZ e ¢ok tesekkiir ederim.

Yiiksek lisans egitimim siiresince kendilerinden ¢ok kiymetli bilgiler 6grendigim
Prof. Dr. H. Ilgen SASMAZ, Dog. Dr. Goksel LEBLEBISATAN hocalarima,
yardimlarini esirgemeyen boliimiimiiz asistan doktorlari ve hemsirelerine ¢ok tesekkiir
ederim.

Tiim calismalarim boyunca her daim yanimda olan ve beni destekleyen babam
Ramazan CAN, annem Berrin CAN’a ve tiim aileme ¢ok tesekkiir ederim.

Her defasinda beni yiireklendiren, savasmayir ogreten, hayata bakis agimi
zenginlestiren, bana sevgisini ve saygisini daima hissettiren sevgili esim Onur UCAR’a
sonsuz tesekkiir ederim.

Ayrica bu siirecte manevi destekleriyle her zaman yanimda olan sevgili
arkadaslarrm Canan ARIKAN TALAS, Ummiihan DURMAZ ve Hazal SAG
VARKAL’a ¢ok tesekkiir ederim.
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OZET

Cukurova bolgesinde aplastik anemili hastalarin T hiicre reseptor sinyal yolundaki

gen ifadelerindeki degisimlerin incelenmesi

Bu calisma ile aplastik anemili hastalarin T hiicre reseptor sinyal yolundaki
gen ifadelerindeki degisimlerin incelenmesi amac¢lanmistir. Bu kapsamda CD-28 ve
CTLA-4 genlerinin ekspresyon diizeyleri Real Time PCR metoduyla belirlenmis ve
istatistiksel analizleri yapilmistir.

Cahismamiz Eyliill 2017- Agustos 2018 tarihleri arasinda yapilmistir.
Calisma icin Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Hematoloji Bilim Dalinda
Aplastik Anemi (AA) tanisi konulmus 18 yas alti1 31 cocuk hastadan olusan grup
ve aym yas grubunda 30 saghkh kontrol grubunun tam kan numuneleri
kullanmilmistir. Alinan kan numunelerinin kirmizi1 kan hiicrelerinden arindirilmasi
islemleri Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Hematoloji Bilim Dal
Laboratuvarinda yapilmistir. Ardindan Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi
Biyokimya Anabilim Dalinda Roche LightCycler 480 Real Time- PCR Cihazinda
gen ekspresyon diizeyleri cahsilmistir. Tiim verilerin istatistiksel analizleri
Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Biyoistatistik Anabilim Dal’nda Statistical
Package for the Social Sciences (SPSS, version 20.0) programi yardimiyla
yapilmistir.

Calisma sonunda bolgemizdeki Aplastik Anemili (AA’l) ¢cocuklarin CD28
ve CTLA-4 gen ekpresyon diizeylerinin kontrol grubuna gore daha yiiksek tespit
edildigi ve istatistiksel analizin anlamh (p degeri < 0.05) oldugu goriilmiistiir. T
hiicre reseptor sinyal yolundaki gen ifadeleri ile ilgili elde ettigimiz verilerin, ¢cocuk

hematoloji klinigi hastalarina tani, takip ve tedavi siireclerinde fayda saglayabilir.

Anahtar Sozciikler: Aplastik Anemi, Real Time- PCR, CD-28, CTLA-4, Gen
Ekspresyonu
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ABSTRACT

Investigation of the gene expression changes in the TCR signaling pathway in

patients with aplastic anemia in Cukurova Region

The purpose of this study was to investigate the changes in gene
expression in T cell receptor signaling pathways of aplastic anemia patients. In this
context, the expression levels of CD28 and CTLA-4 genes were determined by Real
Time PCR and statistical analyses were performed.

Our study was conducted between September 2017- August 2018. The
whole blood samples of 31 children with aplastic anemia (AA) and whole blood
samples of 30 healthy the controls in the same of groups were included in the study
who are in follow-up at Cukurova University Pediatric Hematology Department.
Red blood cell removal of blood samples was done in the Laboratory of Pediatric
Hematology. Then, gene expression levels were determined in Roche LightCycler
480 Real Time-PCR Device in the Cukurova University Department of Medical
Biochemistry. Statistical analysis of all data was performed by the Statistical
Package for the Social Sciences (SPSS, version 20.0) program in the Cukurova
University Department of Biostatistics.

At the end of the study, it was seen that CD-28 and CTLA-4 gene
expression levels of children with Aplastic Anemia (FAA) in our region were
higher than the control group and the importance between two groups were
significant (p value < 0.05) with statistical analysis. Our data on gene expression in
the T cell receptor signaling pathway could provide significant benefits for the
diagnosis, follow-up and the treatment of aplastic anemia patients.

Key words: Aplastic Anemia, Real Time-PCR, CD-28, CTLA-4, Gen Expression
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GIRIS

Aplastik anemi periferik kanda pansitopeni ve kemik iliginde normal
hematopoietik hiicrelerin yerini yag dokusunun almasi sonucu hiposelliiler, sonugcta
aselliiler kemik iligi yetmezligi ile karakterize bir hastaliktir. Aplastik anemi her yasin
hastalig1 olmasia ragmen 15-30 yas civarinda ve 60 yasin istiindekilerde daha fazla
goriiliir. Cocuk yas grubunda yapilmis ¢ok ¢alisma yoktur. Kadin ve erkek tutulumu
ayni orandadir. Kuzey Amerikali ve Avrupalilarda, Asyalilardan daha azdir. Bati
toplumlarinda yilda milyonda 2-3 kiside goriiliirken Dogu toplumlarinda goriilme orani
bunun 3 katidir'?,

Hastaliklara karsi bagisikligin temelini olusturan T ve B lenfositlerin gelisimi,
yasam siireleri ve fonksiyonlar1 birbirinden farklidir. Morfolojik olarak ayirt
edilemezler, ancak belirleyici ylizey molekiillerine karsi immiino histokimyasal boyama
teknikleri kullanilarak ayirt edilebilirler. Kanda bulunan kiiciik tip lenfositlerin biiyiik
cogunlugunu T lenfositler olusturur. B lenfositler sivisal, T lenfositler ise hiicresel
bagisikliktan sorumludurlar®.

TCR multimolekiiler bir komplekstir ve liganda baglanma ile hiicreyi
aktiflestirici sinyal iiretme yetenegi vardir.T hiicresi reseptoriine (TCR) antijenin
baglanmasi ve sinyal iletimi ile aktiflesir. Coziiniir antijenlere reaksiyon veren B
hiicrelerinin aksine, T hiicreleri diger hiicrelerin yiizeylerinde sunulan kii¢iik peptidlerle
uyarilir. Bu peptidler major histokompatibilite kompleksinin (MHC) protein oluguna
baglandiginda antijen sunumu gerceklesebilir®.

Aplastik anemili hastalarin T hiicre reseptor sinyal yolundaki gen ifadelerindeki
degisimleri incelemeyi amagladigimiz ¢alismamizda CD-28 ve CTLA-4 genlerini ele
aldik. Calisma icin Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Hematoloji Bilim
Dalinda Aplastik Anemi (AA) tanis1 konulmus 31 ¢ocuk hastadan olusan grubun ve 30
saglikli cocuk kontrol grubunun tam kan numuneleri kullanilmistir. Alinan kan
numunelerinin kirmizi kan hiicrelerinden arindirilmasi ve Real Time- PCR cihazinda
gen ekspresyon diizeyi belirleme islemleri yapilmistir. Tiim verilerin istatistiksel

analizleri yapilarak anlamli olup olmadiklari belirlenmistir.



Calismamizin amaci T hiicre reseptor sinyal yolundaki gen ifadeleri ile ilgili elde
ettigimiz verilerin, ¢ocuk hematoloji klinigi hastalarina tani, takip ve tedavi siireclerinde

aplastik anemili cocuklarda yardime1 olabilecek parametreleri saglayabilmektir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Lenfositler

Lenfositler kemik iligindeki lenfoid kok hiicrelerden ve timustan iiretilmektedir.
Dokulardaki gorevi, lenf nodlari, dalak, bademcikler ve mukoza ile iliskili lenfoid
dokularinki gibidir. Lenfositler viicudun bagisiklik yanitinda islev goriir. B lenfositler
stvisal (hiimoral), T lenfositler ise hiicresel (selliiler) bagisikliktan sorumludurlar. T ve
B lenfositlerin gelisimi, yasam siireleri ve fonksiyonlar1 birbirinden farklilik gosterir.
Morfolojik olarak ayirt edilemezler ancak belirleyici yiizey molekiillerine kars1 immiino
histokimyasal boyama teknikleri kullanilarak ayirt edilebilirler. Kanda bulunan kiigiik
tip lenfositlerin biiyilk ¢ogunlugunu T lenfositler olusturur. Lenfositlerin B ve T
hiicrelerinden ayr1 3. bir populasyonu da dogal oldiiriicii (NK) hiicreleridir>>®.

Lenfositler, caplar1 ve sitoplazma miktarlar1 temel alinarak biiyiik, orta ve kiiciik

olmak iizere ii¢ tiipe ayrilir. Kiigiik tip lenfositleri, T ve B lenfosit alt tipleri olusturur®.
2.1.1. T Lenfositler

2.1.1.1. T lenfositlerin Gelisimi, Fonksiyonlar1 ve Histokimyasal Ozellikleri

Yetigkinlerde biitiin kan hiicreleri kemik iligindeki hematopoetik kok
hiicrelerinden kok alirlar. T lenfositler disindaki tiim kan hiicreleri kemik iliginde
olgunlasma gosterirken; T lenfositleri olusturacak olan progenitor hiicrelerin
olgunlagsmalar1 timusta gerceklesmektedir. Ancak, knock out farelerde yapilan
caligmalarda bagirsak mukozasindaki 6zellesmis yapilarda da T hiicre gelisimi
bildirilmistir’.

T lenfositler, timusta olgunlagirken ¢ok onemli bir kabiliyet kazanirlar, o da
kendinden olanla olmayan antijenik molekiilleri tanimalaridir. Kendine ait MHC
molekiillerini tantyan ve onlara karsi tepki goOsteren hiicreler negatif seleksiyona
ugrarlar. Negatif seleksiyon sonucunda timusun korteksinde ¢ok sayida olgunlasmamis
lenfosit oliir (%90). Viicuda ait MHC molekiilleri ile baglanmis olan yabanci protein
tabiatindaki antijenleri tanima kabiliyeti kazanilmasina da pozitif seleksiyonlar

sonucunda immiin yetenekli T lenfositler medulladan kan dolagimina katilirlar®,



Timustan olgunlasan immiin yetenekli T lenfositler periferal kana gegctikten
sonra dalak, peyer plaklari, tonsiller, lenf diigiimleri, sekonder lenfoid organ gorevi
goren diger mukoza ile iliskili lenfoid dokulara (MALT) giderek, kendilerine ait
bolgelere yerlesirler. Dalakta beyaz pulpanin arterleri saran bolgelerine, lenf
diigiimlerinde korteksin medullaya bakan yarist ve interfolikiiller bolgelere, Peyer
plaklarinda ise 6zellikle intefolikiiller alanlara ve korona bdlgesine yerleserek buralarda
aylarca hatta yillarca yasamlarini devam ettirirler®.

T hiicre immiinitesinin yeterli olabilmesi icin ikincil lenfoid organlarda cok
sayida olgun T hiicresi yerlesmelidir. Bu hiicre toplulugunun hayat boyu
karsilagabilecek tiim yabanci antijenleri tanima yetenegine sahip zengin bir TCR
birikimi olmalidir. Sadece yabanci antijeni taniyan T hiicrelerinin perifere dagilmasi ve
kendi antijenlerine reaksiyon verenlerin gelisimini tamamlamamasi dnemlidir®.

TCR multimolekiiler bir komplekstir ve liganda baglanma ile hiicreyi
aktiflestirici sinyal iiretme yetenegi vardir®,

T hiicresi, reseptoriine (TCR) antijenin baglanmasi ve sinyal iletimi ile aktiflesir.
Coziinliir antijenlere reaksiyon veren B hiicrelerinin aksine, T hiicreleri diger hiicrelerin
yiizeylerinde sunulan kiigiik peptidlerle uyarilir. Bu peptidler major histokompatibilite
kompleksinin (MHC) protein oluguna baglandiginda antijen sunumu ortaya cikabilir”.

Dogal immiin sistemin profesyonel antijen sunan hiicrelerinde, B hiicreleri ve
timik epitelde Klas II MHC proteinleri bulunur. Profesyonel antijen sunan hiicreler,
dendritik hiicreler ve ¢esitli doku makrofajlarini kapsar. MHC Klas II kompleksi tek

alfa ve beta zincirinden olusan bir dimerdir®.

2.1.1.2. immiinolojik Sinaps

Immiinolojik sinaps olusmasinda ilk adim T hiicre yiizeyindeki integrinlerle
antijen sunan hiicrelerin yiizeyindeki ligandlar arasinda iki hiicreyi birbirine
yakinlastiracak etkilesimin kurulmasidir. Immiinolojik sinaps dinamik bir yapilanmadir
ve TCR ve integrinler disinda bircok sinyal molekiiliinii de igine kapsar. Ilk
tanimlandiginda immiinolojik sinapsin TCR kiimelenmesi ve inaktif sinyal
molekiillerinin baglatilmasima yol actig1 diisliniildii ancak TCR sinyali immiinolojik
sinapstan once gelisir ve aktif reseptorler internalize edilerek cevap verme kabiliyetleri

durduruluyor olabilir*.



2.1.1.3. T hiicre gelisimi

T hiicreleri timusta gelisir. Bir¢cok T hiicre alt tipi vardir. Bunlarin i¢inde en ¢ok
bilineni alfa/beta T hiicreleridir. Gama-Delta T hiicrelerindeki antijen reseptorii hem
NK hem de T hiicrelerinin ortak 6zelliklerini tasiyan ve timusta gelisen dogal 6ldiirticii
T hiicrelerinde de (NKT) bulunur. Kemik iligi kokenli timik progenitdr hiicreler
kortikomediiller baglantidan timusa girer ve bu déonemde TCR, CD3 veya CD4 veya
CD8 eksprese etmezler ve ¢ift negatif timositler olarak isimlendirilir. Gelisimin ilk
asamasinda diger hiicrelere farklilagsma kapasitelerini kaybederler ve Thy-1, CD44 ve
CD25 gibi bazt T hiicre markirlarin1 eksprese etmeye baslarlar. TCR alfa, beta
lokuslarinda TCR gen rearranjmani baslatilir. Bu arada korteksten subkapsiiler zona

gegerler”.

2.1.1.4. T hiicre fonksiyonlar:

Timusu terk eden T hiicreleri ikincil lenfoid organlarda dolasir. Antijen ile heniiz
etkilesime girmemis bu hiicrelere naif T hiicreleri denir. Naif T hiicresi 6zgiil antijeni ile
karsilagmazsa lenfoid dokuyu terk eder ve tekrar kan dolagimina katilir”,

CD4+ ve CDS8+ T hiicreleri fonksiyonel olgunluga ulagmak icin benzer
farklilagma siirecine ugrar ancak enfeksiyona karst edinsel immiin cevapta farkli roller

oynarlar®.

2.1.1.5. T hiicre aracihi immiinitenin olgunlasmasi - T hiicre hafizasi

Enfeksiyon kontrol altina alindiktan sonra antijene 6zgii T hiicrelerinin kii¢iik bir
kismi direnir. Bu uzun 6miirlii T hiicreleri naif ve aktif T hiicrelerinden farklidir ve
hemostatik c¢ogalma ile kendini yenileme ve antijenle tekrar karsilastiginda hizla

¢ogalarak efektdr fonksiyon kazanma yetenegine sahiptir”.

2.1.1.6. T hiicre aracih iImmiinitenin Baskilanmasi - Uygunsuz T hiicre cevabinin
Onlenmesi

Efektor hiicrelerin dokulara hasar verme giicii diislintildiiglinde immiin sistemin
kendine tolerans gostermesinin 6nemi anlasilabilir. Timusta merkezi olarak kontrol
noktalar1 bulunmakla beraber yeterli degildir ve periferde T hiicrelerinin kendine karsi

aktif efektor hiicreler haline gelmesini engelleyen iki mekanizma vardir: anerji ile T



hiicreleri baz1 hiicre ylizey reseptorlerine bagli olarak kendi cevapliligmi kisitlar;

regiilator T hiicrelerinin aktivitesi ile efektor hiicreler susturulur?.

2.1.1.7. Sitotoksik T Lenfositler

CDS8 molekiilleri bu hiicrelerin yiizeylerinde bulunur. CD4 yiizey molekiillerini
ise tasimazlar. Organizmaya giren yabanci hiicreleri, organizmada sekillenen timor
hiicrelerini, viriisle enfekte hiicreleri ve viicuda ait bazi hiicreleri 6ldiirme yetenegine
sahip bir direkt saldir1 hiicresidir. Bunun sonucunda bu hiicrelere siklikla katil hiicreler
de denilir. Sitotoksik T lenfositler, ekstraseliiler bir mekanizma ile normal olmayan

hiicreleri kolayca taniyarak onlar1 6ldiiriir®.

2.1.1.8. Yardime1 T Lenfositler

Yardimci T lenfositler T lenfositlerin biiylik bir ¢gogunlugunu olusturmaktadir.
Yardimc1 T lenfositlerden salinan sitokinler ve fonksiyonlari sunlardir:
Interldkin-2: Onceleri T lenfosit gelistirici faktor olarak bilinen IL-2, bazi aktive olmus
yardimc1 T lenfositler tarafindan salmman gercek bir T lenfosit sitokinidir. IL-2
baskilayict ve sitotoksik T lenfositlerin proliferasyonuna neden olan giiglii stimiilator bir
etkiye sahiptir.
Interlokin-3: Aktive olmus yardimci T lenfositler tarafindan {iretilirler. Baslica mast
hiicreleri olmak {izere bir¢ok hiicrenin gelisimini arttirirlar.
Interlokin-4: Aktive olmus yardimci T lenfositleri tarafindan iiretilir. IL-3 ile birlikte
mast hiicrelerinin gelisiminde 6nemli bir rol oynar.
Interlokin-5: Aktive olmus yardimci T lenfositler tarafindan iiretilir. Eosinofilik
graniilositlerin farklilagmasinda, IgA {iretiminde ve B lenfosit gelisiminin stimiile
edilmesinde sinerjik rol oynar.
Interlokin-6: Aktive olmus T lenfositler tarafindan iiretilir. IL-4 ve IL-5 ile birlikte B
lenfosit gelisimde rol oynar.
TNF- p (Timor Nekrosiz Faktor): Yardimci T lenfosit ile sitotoksik T lenfositler
tarafindan tretilir ve sitotoksik bir faktor olarak gorev yapar.
GM-CSF (Graniilosit monosit-koloni stimule edici faktor): Yardimci T lenfositlerle
birlikte makrofajlar ve monositler tarafindan {retilir. Graniilositlerin ile eritrosit

progenitdrlerin gelismesinde ve makrofajlarin aktivasyonunda gorev alir.



TGF- B (Transforming growth faktor): Yardimcr T lenfositler, baskilayict T lenfositler,
B lenfositler ve trombositlerde iiretilir. T ve B lenfositlerin proliferasyonunu
engellerken, fibroblast proliferasyonunu arttirir.

Yota- Interferon: Fagositozda ve yabanci mikroorganizmalarin yok edilmesinde daha

etkili olabilmeleri i¢in makrofajlar1 ¢ekici ve aktive edici fonksiyonlari vardir®,

2.1.1.9. Baskilayic1 T Lenfositler

Bu hiicreler de ylizey molekiilleri bakimindan sitotoksik T lenfositlere benzerler.
CD3 ve CD8 tasirken, CD4’e sahip degildirler. Baskilayici T lenfositler, sitotoksik ve
yardimct T lenfosit ile B lenfosit ve plazma hiicre aktivitelerinin baskilanmasi, alerjik
reaksiyonlara katilma ve kemik iliginde eritrosit olgunlasmasinin diizenlenmesi ile ilgili
goreve sahiptir®,

Baskilayict T lenfositlerin, bireyin sahip oldugu dokulara karsi immiin sistem
yeteneginin sinirlandirilmasinda da onemli gorevi vardir. Sentezledikleri lenfokinler
vasitastyla immiin yanit1 kontrol altina alirlar ve regililasyonunu saglarlar. Bu baskilayici
etkileri daha ¢ok B lenfositler ve ayrica MIF (makrofaj inhibisyon faktor) ile

makrofajlar lizerine olmaktadir®,

2.1.1.10 Bellek T Lenfositler

Yardimer T lenfositler gibi bellek T lenfositler de CD3 ve CD4 yiizey
molekiillerine sahiptir. Viicuttaki esas fonksiyonlar1 primer antijenik uyarimlar
hafizaya alarak, ikinci kez ayni antijenik uyarimla karsilastiklarinda bunlar ¢ok kisa
zamanda algilamak ve immiinolojik bir yanit vermektedir. Uzun 6miirlii olan ve kiiciik
lenfositler arasinda yer alan bu hiicrelerin, bilgileri hafizaya almasinin esasini primer
uyarimlarda kendilerinde meydana gelen ve sitokin sentezi yoniinden gelisen gen
diizenlemeleri ve bunlara baglh olarak ylizeylerinde olusan spesifik reseptorler

01usturur3.



2.1.2. B Lenfositler

2.1.2.1. B lenfositlerin Gelisimi, Fonksiyonlar1 ve Histokimyasal Ozellikleri

B hiicre onciilleri embriyogenez sirasinda, ilk kez fetal karacigerde goriiliirken
erigkin yasam sirasinda ana yerlesimleri olan kemik iligine go¢ ederler. B hiicrelerinin
olgunlagmast iki evrede meydana gelir. Antijen bagimsiz evrede kok hiicrelerinden pre-
B hiicreleri ve B hiicreleri olusurken; antijene bagimli evre, antijenin B hiicreleriyle
daha sonraki etkilesiminden dogan hiicreleri, yani etkinlesmis B hiicreleri ve plazma
hiicrelerinden olusur®,

Lenfoid progenitor hiicre, B Lenfosit hematopoetik kdk hiicrenin bir alt koludur.
Lenfoid progenitér hiicreden koken alan B lenfositlerin kemik iliginde gelismeye
baslamasi i¢in antijenik bir uyariya gerek duyulmaz. Lenfoid progenitdr hiicreler ile
kemik iligi stromal hiicreleri arasinda zayif baglanti olusturan adezyon molekiilleri
kemik iliginde bulunur. Erken progenitor hiicrelerden olgunlasmamis B lenfositleri
gelisinceye kadar cesitli farklilasma dénemleri gegirir. Bu dénemler; (ilkel-B Lenfosit,
Olgunlasmamis B lenfosit, Olgunlagsmis B lenfosittir. Kemik iliginde kendi ile
reaksiyona giren olgunlagsmamis lenfositler delesyon, reseptor kurgulama ve reseptor
ozgulligiinde degisme ile etkisiz hale getirilir. Olgunlasmamis B lenfositler, yiizey
immiinglobulin M molekiiliinii kemik iligindeyken kazanirlar ve ardindan olgun
hiicreler olarak periferik kana gegerler. Heniiz antijenle karsilasmamis bu hiicreler ‘naif’
hiicrelerdir. Periferik dolasimdan periferik lenfoid dokular olan lenf bezi, dalak ve
mukoza iliskili lenfoid dokulara (MALT) go¢ ederler ve kendileri i¢in 6zel ayrilmis
bolgeler olan lenfoid follikiiller ve dalak beyaz pulpaya yerlesirler. B lenfositler
periferde self antijenle reaktivite acisindan anerji, delesyon ve follikiiler dislama ile
kontrol altinda tutulurlar. Ayrica inhibitér molekiiller olan CTLA-4, 1L-4, IL-10 ve T
regulator hucreler self reaktiviteyi 6nlemede rol oynarlar7’9.

B hiicreleri dolasima tekrar tekrar giren kiiclik lenfosit havuzunun %30’unu
olusturur ve bunlarin yagsam siiresi kisa, yani giinler veya haftalardir. Hergiin yaklagik
10° B hiicresi iiretilir®*.

Naif B hiicreleri antijenik uyarima maruz kalmazlarsa birka¢ hafta iginde
apoptozisle yok edilirler, antijenle karsilasanlar ise klonal ekspansiyon adi verilen bir

olayla boliiniip ¢ogalarak, bellek B hiicrelerine ve antikor salgilayan plazma hiicrelerine



doniisiirler. B hiicrelerinin antikor iireten plazma hiicrelerine doniismesinde T hiicre
yardimi olmadan bazi antijenler rol alabilirler. T hiicrelerinden bagimsiz olan bu
antijenler iki grupturlar. Birinci grup, B hiicre reseptoriine gerek olmadan, B
hiicrelerinde farklilasmay1 saglayan ve gram negatif bakterilerin hiicre duvarinin
bileseni, ayn1 zamanda TLR-4’iin agonisti olan lipopolisakkaritlerdir. Ikinci grup ise
dekstran, ficoll, akrilamid gibi bilesiklerdir7.

Protein yapisindaki bilesikler T hiicrelerine bagimli yanit olustururken; bu
antijenlere karst olusan yanit, T hiicrelerinden bagimsiz olanlara kiyasla daha
kuvvetlidir. Her iki antijenle karsilasmada ayni sekilde IgM iiretilirken, ikinci kez
karsilagsmada bunlara kars1 verilen immiin yanit birbirinden farklidir’.

Hiimoral immiin yanittan sorumlu, kazanilmis bagisikligin énemli bir unsuru
olan B hiicreler kemik iligindeki ortak progenitor hiicrelerden kdken alan, gelisimlerini
ikincil lenfoid organlarda devam ettirerek, bellek B hiicrelerine veya plazma hiicresine

déniisiirler ',

2.1.2.2. Plazma Hiicresi
Bu hiicreler uyaran antijene 6zgli immiinoglobulin sentezleyen hiicrelerdir.

Immiinonolojik olarak yanit verebilen her B hiicresi, bir antijen ile tepkime verebilen bir
yiizey reseptoriine (IgM veya IgD) sahiptir ve B lenfosit havuzundaki miktar yani 10
kadar farkl bir 6zgiilliikk s6z konusudur. Bir antijen, yiizey reseptoriine en iyi uydugu B
lenfosit ile etkilesir. Antijen baglandiktan sonra, B hiicresi iireme yoniinden uyarilir ve
bir hiicre toplulugu olusur. Bu se¢ilmis B hiicreleri kisa siire sonra plazma hiicreleri
halini alarak antijen i¢in 6zgiil olan antikor salgilamaya baslarlar. Plazma hiicreleri,
se¢ilmis B hiicresinin tasidigi ile birebir ayni, ayni antijenik 6zgiilliik gosteren

immiinoglobulinler iiretir®,

2.1.2.3. Bellek B Hiicreleri

Plazma hiicresine farklilasmayan etkinlesmis bir grup B-hiicresi, 6zgiin antijenik
uyariyr tanyip saklayan bellek hiicresine doniisiirler. Bunlar istirahat halinde kalirlar ve
aynmi antijen ile yeniden karsilastiklarinda hizla etkinlesme yetenegine sahip olup;

siiratle ¢ogalarak immiin cevabin daha ¢abuk olugmasini saglar. Bellek T hiicreleri,



bellek B hiicreleri tarafindan yapilan antikor tiretimini arttiran interlokinler salgilar. Bu

hiicreler IgM ve IgD'den baska yiizeylerinde IgG ve IgA da tasirlar®*™.

2.2. Primer ve Sekonder Humoral immiin Yamtlar ve Genel Ozellikleri

Primer ve sekonder immiin yanitlar protein antijenlerine karst verilirken; hem
kalitatif hem de kantitatif olarak farklilik gostermektedir. Primer hiimoral immiin yanit
olgunlagsmis naif B hiicresinin, sekonder hiimoral immiin yanit ise bellek B hiicresinin
aktivasyonu ile olusmaktadir. Primer cevap yavastir, birka¢ hafta i¢inde olusur ve esas
olarak ¢ok miktarda antijene karsi az miktarda ve afinitesi diisiik IgM iiretimi ile
belirgindir. Sekonder cevaplar her zaman primer cevaptan daha hizlidir, daha az
antijene kars1 bir hafta icinde daha fazla antikor iiretimiyle belirgindir. Ayrica sekonder
cevaplarda salinan antikor izotipleri farkhidir (IgA, IgE, IgG) ve bunlarin antijen
afiniteleri de yiiksektir. Sekonder cevaplarda bellek B hiicrelerinden kdken alan plazma
hiicreleri, primer cevaplarda naif B hiicreden kdken alan plazma hiicrelerine gére daha
uzun Omiirlidiir. Agir zincir izotip/ smif degisimi ve afinite olgunlagmasi tipik olarak
protein antijenlerine yonelik T hiicre-bagimli hiimoral immiin yanitta gézlenirler. T-
hiicresi bagimsiz antijenlere yonelik immiin yanit ise karakteristik olarak ¢ok az agir
zincir izotip/siif degisimi ve afinite olgunlasmasini barindirir. Yani bu tip antijenlere
kars1 iiretilen antikorlar klasik olarak diislik afiniteli ve daha ¢ok IgM tipi antikorlardir.
Ayrica germinal merkez olusumu (sekonder lenfoid folikiil olusumu), sekonder immiin
yanit veya hafiza gibi 6zellikler T-bagimsiz antijenlere immiin yanitta bulunmazlar. T-
bagimsiz hiimoral immiin yanitta olusan plazma hiicreleri ise T-bagimli hiimoral immiin
yanitta oluganlara gore daha kisa Smiirliidiir'?.

B hiicrelerinden salinan antikorlarla hiimoral immiinite olusturulur. Antikorlar
ekstraseliiler antijenlere baglanarak onlar1 notralize etme veya elimine etme gorevini
yaparlar. Hiimoral immiinite polisakkarid ve lipid antijen barindiran ekstraseliiler
mikroorganizmalara ve onlarin toksinlerine yonelik primer immiin savunma
mekanizmasini olustururlar’.

Kandaki lenfositlerin %5-15 ini B lenfositleri olusturur. Bu hiicreler dalak, lenf
bezleri, tonsiller ve mukoza ile iligkili lenfoid dokuda (MALT) da bulunurlar. Primer

fonksiyonlar1 antikor iiretimi ve salgllanm351d1r7.
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Humoral immiin yanit periferik lenfoid dokularda antijene 6zgii B hiicrelerinin
antijenle karsilasmasi ile bagslar. B hiicrelerinin dogal immiin sistem komponenti olan
toll-benzeri reseptorler yolu ile de T hiicresinden bagimsiz olarak aktivasyonlar
miimkiindiir. Bellek B hiicrelerinde BCR uyarilmasi ile TCR ekspresyonu artar. TLR
uyarilmasi bellek B hiicrelerinde poliklonal IgM/IgG ve sitokin iiretimine yol agar’,

B hiicreleri protein, polisakkarid, lipid ve niikleik asit gibi bircok ligandi
tantyabilecek TLR’ler eksprese etmektedir ki bunlar arasinda en iyi bilinenler TLR-2,

TLR-3, TLR-4, TLR-5, TLR-7, TLR-9’.

2.3. Dogal Oldiiriicii Hiicreler (NK — Natural Killer Cells)

NK hiicreleri, interferon ve interlokin-2 gibi aracilar1 iireten bir efektor
lenfosit popiilasyonu olarak smiflandirilir. NK hiicreleri TCR genlerini yeniden
diizenlemez veya eksprese etmez. Ozellikle, sinif I MHC'yi zayif bir sekilde eksprese
eden ve viral enfeksiyonlu sitotoksik T-hiicrelerine daha az sinyal verebilen hedef
hiicreleri oldiiriirler. NK hiicreleri, 6ldiirme rollerini aktive eden veya inhibe eden iki
reseptor siifi ifade eder. Aktive edici reseptorler hedef hiicre iizerinde ¢esitli ligandlara
baglanirken, inhibitor reseptorler genel olarak HLA sinif I molekiillerine baglanir. Bu
hiicreler herhangi bir antikor olmaksizin oldiirebilseler de, antikor varligi bunlarin
etkinligini arttirir ve antikor bagimli hiicresel toksisite (ADCC) ad1 verilen bu olayda
efekte hiicrenin yiizeyine bagh antikor, NK hiicrelerin yiizeyinde bulunan IgG i¢in Fc
reseptoril tarafindan taninir ve enfekte hiicre 6ldirilir. IL12 ve IFNyNK hiicrelerin
giiclii etkinlestiricisidir®**4*,

2.4. Aplastik Anemi

Tiim kan hiicreleri kemik iligindeki kan yapici kok hiicrelerden tiirerler. Kemik
iligi viicudun en biiyiik organlarindan biridir. Toplam viicut agirliginin yaklasik % 3.5
ila 6'sim temsil eder'®*’.

Aplastik anemi periferik kanda pansitopeni ve kemik iliginde normal
hematopoetik hiicrelerin yerini yag dokusunun almasindan kaynaklanan kemik iligi
yetmezligi ile karakterize bir hastaliktir’.

Aplastik anemi yapisal olabilir, genetik ge¢isli hastaliklar olan Fanconi anemisi

ve Diskeratozis congenita, tipik fizik anomalilerle ve pansitopeninin erken yasta
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gelisimi ile siklikla iligkili olsa da, normal goriinen yetiskinlerde kemik iligi yetmezligi
olarak da gortilebilir. Aplastik anemi, paroksismal nokturnal hemoglobiniiri ve MDS ile
iliskilidir ve bazi durumlarda bu bozukluklar arasinda kesin bir ayrim miimkiin

olmayabilir'.

2.4.1. Aplastik Aneminin Epidemiyolojisi

Aplastik anemi her yasin hastaligi olmasina ragmen 15-30 yas civarinda ve 60
yasin listiindekilerde daha fazla goriiliir. Kadin ve erkek tutulumu ayni orandadir. Kuzey
Amerikalt ve Avrupalilarda, Asyalilardan daha azdir. Bati toplumlarinda yilda milyonda
2-3 kiside goriilirken Dogu toplumlarinda goériilme orani bunun {i¢ katidir. Tayland ve
Cin'de, milyonda bes ila yedi kiside goriilmiistiir. Doguda fazla goriilmesinin nedeni
genetik faktorlerden ziyade cevresel faktdrlere baglanmustir. Zira, bat1 Ulkelerine gog
eden dogu toplumlar1 bireylerinde tesbit edilen aplastik anemi siklig1 bati
toplumlarindakinden farkli bulunmamigtir**®.

Aplazi, immiin yetmezligi olan hastalara radyasyon isleminden gegmemis kan
inflizyonu sonrasinda ortaya ¢ikabilecek transfiizyon iligkili Graft Versus Host
hastaliginda (GVHD) 6nemli bir 6lim nedenidir. Aplastik anemi, cilt alt1 dokularin
agrili endurasyonu ( deride sertlik) ile karakterize, eozinofilik fasit diye ( ciltte simetrik
olarak sertlik ve agrinin baslamasi ve sertligin giderek artmasi) adlandirilan nadir
kollajen vaskiiler sendromla giiglii bir sekilde iliskilidir. Kemik iligi hipoplazisi ile

birlikte pansitopeni sistemik lupus eritematozda da gérﬁlebilirlg.

2.4.2. Aplastik Aneminin Fizyolojisi

Kemik iligi yetmezliginin patogenezi tamamen kesin degildir. Bir hipoteze
gore, bir ilag veya viriis gibi yabanci bir maddenin viicuda girip kendisini pluripotent
hematopoetik kok hiicrelerine baglayabilecegi belirtilmektedir. Bu ek, viicudu yabanci
bir viicut olarak algiladiklarina karst kendini savunmaya yonlendirir. Hastanin kendi
viicut savunma mekanizmasi kok hiicrelerini yok edebilir. EK olarak, aplastik anemide,
hematopoetik diizenlemedeki hiicresel ve hiimoral anormallikler ve degisen bir kemik

iligi mikro ortami, olas1 faktorler olarak iliskilendirilmigtirzo.
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2.4.3. Aplastik Aneminin Laboratuvar Bulgulari

Aplastik aneminin en azindan kismen otoimmiin bir hastalik oldugu
diistiniildiigiinde, immiinosiipresif ajanlar 5 yillik sag kalimin % 75'inde; % 60-80'inde
yanithdirlar ve uzun siireli sagkalim saglarlar. Geng hastalarda ve siddetli aplastik
anemi olanlarda yanitlar daha zayiftir. Tiim hiicre serileri géz Oniine alinirsa, hastanin
hemoglobin, hematokrit ve kirmizi kiire sayisinda azalma, 16kosit ve trombosit
sayilarinin azalmasina neden olur. Eger sadece kirmizi hiicre hatt1 etkilenirse, yalnizca
hemoglobin, Hct ve kirmizi hiicre sayis1 etkilenir. Bir kemik iligi incelemesi yapilirsa,
eritroid hiicre dizisi ve belki de 16kosit ve trombosit hiicre dizileri, maturasyonel aktivite
eksikligini gosterir®®?!,
2.4.4. Aplastik Aneminin Siddeti

AA, siddetli olmadig siirece siddetli olmayan aplastik anemi (NSAA) olarak
tanimlanir. Siddetli AA ii¢ periferik kan kriterine ihtiya¢ duyar;

Noétrofil 0.5 x 10%/L den daha az
Platelet 20 x 10%/L den daha az
Retikiilosit 20 x 10% L den daha az

Kemik iligi icinde; % 25'ten az hematopoetik hiicre veya% 25-50 hematopoetik
hiicre ve % 30'dan az hematopoetik hiicre vardir.

Hafif ve orta derecede AA, tanimlar1 farkli enstitiilerde degiskenlik gosterir.
Siddetli olmayan AA, siddetli veya ¢ok siddetli aplastik anemi kriterlerini karsilamayan

hastalardir. Hiicresellik, normal kontrollerle karsilagtirilarak belirlenmelidir?.
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Sekil 1. Siddetli aplastik anemide kemik iligi. Selliilarite belirgin bir sekilde azalir.

Genellikle kot bir prognozu olan siddetli aplastik anemi, ¢ocuklarda ve geng
eriskinlerde, akut olmayan A, B ve C hepatit ataklarindan yaklasik 10 hafta sonra

nadiren gelisebilir?’.

2.4.5. Aplastik Aneminin Klinik Ozellikleri
Kemik 1iligi yetmezligi olan hastalar, anemi, nadiren sik veya ciddi
enfeksiyonlar nétropeninin neden oldugu ve trombositopeninin neden oldugu hemorajik

bir egilim ile birlikte goriiliir. Baslangi¢ genellikle sinsidir fakat akut olabilir®,

Semptomlar sunlari igerir:
- anemi nedeniyle halsizlik ve nefes darligi,
- trombositopeniden kaynaklanan hemorajik bulgular,

- nétropeni sonucu ates ve tekrarlayan enfeksiyonlar®,

Megakaryositler de dahil olmak {izere tiim tiplerdeki hematopoetik hiicreler
azalir ya da yoktur ve siddetli aplastik anemide goriilen hiicrelerin ¢ogunlugu plazma
hiicreleri, lenfositler ve makrofaj lardir®.

Hemorajik belirtiler arasinda, epistaksis, disetlerinden kanama, menoraji,

gastrointestinal ve idrar yollarina kanama ve ekimozlar ve petesiler say11abilir24.
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Isaretli hiposeliiler ilik parcgalar1 genellikle kemik iligi bezlerinde bulunur, ilik

pargalarmim hacminin ¢ogu yag hiicrelerinden olusur®.

Sekil 2. Aplastik anemi vakasindan isaretli hiposeliiler ilik parcasi. Sadece bir kag¢ kalint1

hematopoetik hiicre vardir, pargalarin ¢ogu yag hiicrelerinden olusmaktadir.

Siddetli aplastik anemisi olan hastalarda bile, ilik aspirasyonu bazen

normoseliiler veya hiper hiicresel fragmanlara neden olabilir?.

Fotograf 1. FAA’l1 hasta. Mikrosefali, mikroftalmi mevcut. 17 yas, 150 cm, 45 kg, ellerde dort parmak

mevcuttur.
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Fotograf 2. Periorbital ekimozlu AA’l1 bir hasta.

Bakteriyal ve mantar enfeksiyonlarinda;

Fotograf 3. Pseudomonas septicemia’lt AA’l1 bir hastada deri lezyonlari.

2.4.6. Aplastik Anemiye Neden Olan ilaclar

faglar aplastik anemi ile iliskilendirilmistir. Yeterli dozda diizenli olarak
kemik iligi aplazisine neden olan antikanser ajanlar ve benzenden farkl olarak, ilaglara
kars1 kendine has reaksiyonlar seyrek olarak goriiliir. Bununla birlikte, bir antibiyotik
olan kloramfenikol, ila¢ kullanimina bagli olarak ortalama yilda bir aplastik anemi

vakasina sebep olur®.
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Aplastik anemi olusturabilen diger ilaclar, dozaj ve tiikketim siiresine bagl
olarak, tetrasiklinler, organik arsenikler, fenilbutazon, trimetadion ve metil feniletil

hidantoindir?®.

2.4.7. Aplastik Anemi Tedavisi

Siddetli edinsel aplastik anemi, eksik olan hematopoetik bagisiklik sistemi
hiicrelerinin kok hiicre nakli ile tamamlanmasi yoluyla tedavi edilebilir. Hastanin
rezidliel kemik iligi fonksiyonunun diizelmesini saglamak icin bagisiklik sistemi
baskilanabilir. Aplastik anemi hastalarinin prognozu kétii, mortalite orani yiiksektir.
Komplikasyonlar arasinda enfeksiyon, kanama ve tekrarlanan transfiizyonlar sonucu
asirt demir yliklenmesi problemleri bulunur, oral selator kullanimini gerektirebilir26.

Tedavi stratejileri, hastanin yasina ve ayni ailesel vericinin bulunabilirligine
baglidir. Allojeneik kemik iligi transplantasyonu, uygun bir verici varsa, 40 yasin
altindaki hastalarda endikedir. Ikiz veya HLA uyumlu bir donérii olan geng hastalarda
kemik iligi transplantasyonu Onerilir. Bir donor yoklugunda ve yash hastalarda tercih
edilen tedavi sekli immiinsiipresyondur. Birinci basamakta standart immiinsupresif
terapi basarisiz olan aplastik anemi hastalarinda mikofenolat mofetil terapisi

denenmistir?’.

Fotograf 4. FAA’l1 hasta. 6 yas, 99 cm, 13 kg, sol elde dort parmak vardir.
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2.4.8. Hematopoetik Kok Hiicre Transplantasyonu

Geng hastalar i¢in doku uyumlu bir kardes dondr varligi en iyi tedavi
secenegidir. Aplastik anemi tanisi konan bir cocuk ya da geng bir yetiskinde, insan
l6kosit antijeni (HLA) tipi belirlenmelidir. Transplantasyon adaylarinda, doku uyumu
antijenlerine duyarliligt 6nlemek icin aile iiyelerinden kan transflizyonundan
kagmilmalidir. Genel olarak transfiizyon sayisi en aza indirilmelidir, sinirh sayida kan
tirlinii verilmesi muhtemelen sonucu ciddi sekilde etkilememektedir®.

Cogu hasta i¢in uygun bir kardes donér bulunmamaktadir. Bazen, ailede tam
fenotipik bir eslesme varligi ise yarar. Alternatif vericiler kullanarak hayatta kalma,
geleneksel kardes nakillerinin yaklagik yaris1 kadardir ve daha yiiksek ¢ozlintirliikli
HLA eslestirmesi ve daha etkili iyilestirme rejimleri beraberinde GVHD profilaksisi ile
sonuglar1 daha iyi diizeye c¢ikarilmaktadir. Hastalar ge¢ komplikasyonlar i¢in risk
altindadir, 6zellikle radyasyonun iyilestirmenin bir pargasi olarak kullanilmasi halinde,

kanser oram1 yiiksektir?®.

2.5. Fanconi Anemisi

Fanconi anemisi, aplastik aneminin konjenital formudur. Cocukluk ¢aginda
aplastik anemi seyrek goriilmesine karsin fanconi anemisi ¢ok sik goriiliir®’.

Fanconi anemisi, otozomal resesif kalitimlidir. Fanconi genleri, 9q ve 20q
kromozomlarina lokalizedir. Kromozom analizi genellikle kromatid kiriklarini,
bosluklari, yeniden diizenlemeleri, iki misline ¢ikarmayr ve degis tokuslar1 ortaya

koyar®’.

Fotograf 5. 4 yasinda FAA’l1 erkek hasta, 54 cm, sag elde dort parmak vardir.

18



2.5.1. Fanconi Anemisinin Klinik Bulgulan ve Semptomlar:

Fanconi anemisinin klinik bulgular1 ve belirtilerinde yaygin olarak diisiik
dogum agirhigr (2500 gr dan disiik) , ciltte hiperpigmentasyon ve boy kisaligi
gorilmektedir. Diger bulgular; iskelet bozukluklari, bobrek malformasyonlari,

mikrosefali, hipogonadizm, mental retardasyon ve sasiliktir®’.

2.5.2. Fanconi Anemisinin Laboratuvar Bulgular:

Konjenital malformasyonlu hastalar arasinda hematolojik bulgularin
baglamasindan Once sadece % 28 oraninda Fanconi aplastik anemisi teshisi
konulmustur. Progresif pansitopeni genellikle 5 yasina kadar belirginlesir®’.

Diepoksibutan gibi DNA capraz baglayici ajanlarin klastojenik etkisine karsi
asirt duyarlilik, prenatal ve postnatal olarak Fanconi anemisinin genotipinin tanisal bir
gostergesiolarak islev goriir?’.

Prenatal HLA yazimi, bir fetiisiin, etkilenen bir kardesle HLA-6zdes olup

olmadigini tespit etmeyi miimkiin kilmigtir?’.

2.5.3. Fanconi Anemisinin Tedavisi

Geleneksel terapi, hemorajiyi ve enfeksiyonu dnlemeye yonelik kemik iligi
transplantasyonunu, ayrica steroidlerin ve androjenlerin uygulanmasini igerir. Kemik
iligi transplantasyonunda, HLA wuygun akraba dis1 nakillerin yapildigi diger
bagiscilardan alinan kok hiicre nakillerinin sonuglari daha sorunlu seyretmektedir.
Preimplantasyon genetik tani ile karyotipi normal, hasta olmadig1 saptanan HLA uygun
verici olabilecek bir kardesin dogumu esnasinda alimnan kord kaninin
kriyoprezervasyonu ile alternatif kok hiicre nakli imkan1 saglanmaktadir. Kordon kani,
kiime belirleme terminolojisi (CD) ile kok hiicre isaretleyicisi olarak bilinen yliksek
oranda CD34+ hiicresi igerir. CD34 / CD38 gibi kok hiicreler, kiiltiirde daha fazla
cogalma kapasitesine sahip daha ilkel bir hiicreyi temsil eder. Bir diger tedavi stratejisi,
rekombinant graniilosit koloni uyarici faktori kullanmaktir®’,

Bu tedavi, nétropeniyi diizeltmede (G-CSF) veya (G-CSE) basarili olmustur,
ancak eritrosit veya trombositik hiicre dizilerinin uyarilmasinda etkisizdir. Ailesel
aplastik anemi, Fanconi anemisinin bir alt kiimesidir ve konjenital anormalliklerin

goriilme sikhigi diistiktiir. Bazi1 hastalar klasik Fanconi anemisi hastasiyla akraba
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olabilir. Birka¢ ¢ocuk trombositopeniye sekonder kanama bulgulart ile basvurulabilir.
Hastaliklar ilerledik¢e pansitopeni ve hiposelliiler kemik iligi gelisir. Hastalar, dnemli
gelisme anomalileri olmaksizin pansitopeni ve hiposelliiller iligi gelisebilir. Bazi
durumlarda, ciltte c¢ogul transflizyona sekonder hiperpigmentasyon veya biiyiime

geriligi olabilir’.

2.6. Aplastik Anemi ile iliskili Bozukluklar
Diger hiicre serilerinde azalmalar olmaksizin eritroid elementlerin
hipoproliferasyonu, saf kirmizi hiicre aplazisinin karakteristik 6zelligidir. Saf kirmizi

hiicre aplazisi ii¢ bigimde bulunur; ancak, bir dizi ¢esit ve ara form taninmustir.

Bu nedenler ve kirmizi hiicre aplazisi 6rnekleri;
-Dogustan—> Diamond-Blackfan Sendromu,
-Edinsel-> Idiyopatik, timoma ve lenfoma ile iliskili,

-Siddetli=> Parvoviriis, diger enfeksiyonlar, ilaglarla iliskilidir27.

2.6.1. Saf Eritroid Aplazisi

Saf eritroid aplazi eritropoezin yetersiz oldugu bir hastaliktir. Eritropoezin
immiin baskilanmasmin bu tiir eritroid aplazisinde rol aldigi diigtiniilmektedir.
Bagisiklik sistemi etyolojisi, bazi hastalarin steroid tedavisine yanit vermesi ile
desteklenmektedir. Saf eritroid aplazisine sahip hastalar, eritropoezi inhibe edebilen
eritroid 6ncii hiicrelere ve lenfositlere kars antikorlara sahiptirler?’.

Edinilmis saf eritroid aplazisi, kirmizi kan hiicresi iretiminin selektif
yetersizligi ile karakterizedir; nadiren orta yash eriskinlerde goriiliir. Retikiilositopeni
vardir ve kemik iligi, en erken eritroid seri onciil hiicrelerini ig:ermeyebilir27.

Kronik olarak edinilmis kirmizi hiicre aplazisi, ilaglar, kollajen vaskiiler
bozukluklar ve lenfoproliferatif bozukluklar gibi diger durumlarla iliskilendirilmistir.
Bu anemilerin ¢ogu, hedef hiicrelerin ya eritroid kok hiicreler ya da normoblastlar

oldugu bir otoimmiin sitopeni spektrumunun bir pargasi gibi goziikkmektedir®,
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2.6.2. Diamond-Blackfan Sendromu

Konjenital hipoplastik anemi olarak da bilinen Blackfan- Diamond sendromu,
nadir goriilen konjenital kirmizi hiicre aplazisidir. Bu bozuklugun muhtemelen islenmis
eritroid kok hiicresi BFU-E olan bozuk kok hiicresinden kaynaklandigina
inanilmaktadir. Bozukluk yavas ilerleyen ve refrakter anemi ile karakterizedir,
eszamanli 16kopeni veya trombositopeni yoktur. Erken bebeklik caginda kendini belli
eder?’.

Kalittm muhtemelen baskindir. Kromozomal karyotip normal olmasina
ragmen, hastalar konjenital bozukluk gosterebilir. Spontan remisyon hastalarin yaklagik

% 25'inde goriiliir®’.

2.6.3. Cocuklugun Gegcici Eritroblastopenisi

Cocuklugun gegici eritroblastopenisi, genellikle saglikli 8 yasindan kiigiik
cocuklarda goriiliir ve ¢ogu olgu 1 ila 3 yas arasinda goriiliir. Aplazik ataklarda son 3 ay
icinde viral enfeksiyon Oykiisii sikliktadir. Iyilesme tedavisiz olmadan 1 veya 2 ay
icinde gergeklesir. Patogenez, eritropoezisin hiimoral olarak inhibe edildigini veya
incelenen bir¢ok hastada kok hiicre sayisint azaldigini gostermektedir ancak parvoviriis
tek neden degildir. Eritroid kemik iligi iyilesmesi genellikle atak baslangicindan 1-2

hafta sonra gergeklesirﬂ.

2.6.4. Konjenital Diseritropoetik Anemi

Konjenital diseritropoetik aneminin (CDA) dort tipi tanimlanmistir. Dolayl
hiperbilirubinemi, inefektif eritropoez ve olagandisi sekillenmis ¢ok ¢ekirdekli
eritroblastlarla karakterizedirler. Tip 1, belirgin anisositoz ve poikilositoz ile hafifge
makrositer bir anemi tablosu gosterir. Bu form dogumda belirgindir ve hayata tehdit
etmez. Tip 2 CDA ( CDA’nin en yaygin olan tipi) hastalarinda Asit HAM Testi
pozitiftir®’.

Eritrositler PNH'li hastalarin eritrositlerine benzerdir, ¢ilinkii her iki
anormallikteki kirmizi hiicreler asidifiye edilmis normal serumda hemolize duyarlidir.
Tip 3, tip 1'e benzer ¢linkii hastalar siklikla dev cok ¢ekirdekli eritroblastlar gosterirler.
Megaloblastik degisiklikler belirgin degildir ve kirmizi hiicreler asidifiye edilmis
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normal serum ile lizise duyarl degildir. Onerilen bir tip 4 siiflandirma vardir. Tip 2'ye
benzemekle birlikte, kismen serolojik anormalliklerin olmamasi nedeniyle farklilik

géstermektedir27.
2.7. Aplastik Anemi ile Iliskili Genler

2.7.1. CD-28 Geni

CD28, T hiicrelerinin, forbol esterlerin mevcudiyetinde ¢ogalmasina izin
veren, hiicre yiizeyi molekiillerinin immiinoglobulin siiper ailesinin bir iiyesidir. CD28,
antijen sunan hiicreler tizerinde CD80 ve CD86 gibi ko-uyarici reseptorlere baglanan bir
homodimer olarak mevcuttur. Ayrica olgun timositlerde, cogu T hiicresinde, aktive
edilmis B hiicrelerinde ve plazma hiicrelerinde eksprese edilmistir®.

Bu gen tarafindan kodlanan protein, T-hiicresi proliferasyonu ve hayatta
kalma, sitokin iiretimi ve T yardimer tip-2 hiicresi gelisimi i¢in gereklidir. Bu gen i¢in
farkli izoformlar1 kodlayan c¢esitli alternatif olarak eklenmis transkript varyantlari
bulunmustur®. T hiicre aktivasyonu ve biiylimesi i¢in gerekli es uyarilar, CD28 ailesi ve
timdr nekrosis faktor (TNF) ailesi iiyelerine ait olan molekiiller tarafindan saglanir.
CD28 ailesine ait 4 adet es uyaran molekiil tanimlanmistir. Bunlar CD28, indiiklenebilir
T hiicre ko-stimiilator sistemi, sitotoksik T lenfosit iligkili protein 4 (CTLA-4, CD152)

ve programlanmis hiicre 6liimii proteini 1 molekiilleridir®®

2.7.2. CTLA-4 Geni

CD152 a proteini, aktive olmus T Ilenfositlerin yilizeyinde eksprese edilen
CTLA4’tiir (sitotoksik T hiicresi ile 1ilgili lenfosit antijen 4’tlir). Bu gen,
immiinoglobulin siiper ailesinin bir liyesidir ve bir inhibitor sinyali T hiicrelerine ileten
bir proteini kodlar. Ayni1 protein bir V alani, transmembran bolgesi ve sitoplazmik
kuyruk icerir. Farkli izoformlar1 kodlayan alternatif transkripsiyonel ekleme varyantlar
karakterize edilmistir. Membrana bagli izoform, bir disiilfid bag: ile birbirine bagl bir
homodimer olarak islev goriirken, ¢6ziiniir izoform bir monomer olarak islev goriir. Bu
gendeki mutasyonlar insiiline bagimli diabetes mellitus, Graves hastaligi, Hashimoto
tiroiditi, ¢Olyak hastaligi, sistemik lupus eritematozus, tiroid iliskili orbitopati ve diger

otoimmiin hastaliklar ile iliskilendirilmistir®*
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2.8. Real Time PCR Teknolojisi

1988 yilinda “thermus aquaticus” bakterisinden saflastirilan, 1siya dayanikli
polimerazin (taq polimeraz) kullanimi ile birlikte polimeraz zincir reaksiyonlari i¢in
(PCR) otomatize termal sikliis cihazlar1 gelistirilmeye baslanmistir. Floresan 1sima
tekniklerinin de kullanima girmesiyle kinetik revers transkriptaz-PCR (RT PCR)’da bir
devrim yasanmaktadir. Bu sayede tiimor hiicrelerinin ilag direnglerinden kemoterapi
taramalarina ve timor evrelerinin molekiiler saptanmasina kadar uzanan bir ¢ok farklh
alanda gen anlatimini sayisal bir deger olarak 6lgmek miimkiin olmaktadir. Bu gelisim
sayesinde artitk gen kopya {riinlerinin diizeylerini sayisal degerlere doniistiirerek
O0lcmek, devam eden PCR reaksiyonunu ekranda izleyerek ‘Real Time’ (eszamanli)
olarak reaksiyonun gidisine miidahale etmek ve PCR dongiilerinin sayisiyla
oynayabilmek de miimkiindiir. Bir¢ok adlandirmayla anilan bu teknolojiye floresan
okuma yapmasi nedeniyle yabanci yayinlarda Floresan Kantitatif RT-PCR, Kantitatif
kinetik PCR gibi ¢esitli adlar altinda rastlamak miimkiindiir®?.

Kantitatif real time PCR yardimiyla cesitli hastaliklarla baglantili 6zglin gen
diizeylerinin saptanmasi kliniklere biiyiik katki saglayacak potansiyeldeding.
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Real-time PCR’da olusan {riin miktar1 reaksiyon boyunca olusan iiriin
miktariyla orantili olarak artan floresan boya ve problarin verdigi sinyalin izlenmesiyle
anlasilir ve amplifikasyonun devir sayisi1 belirli miktardaki DNA molekiillerinin elde
edilmesi agisinda da gereklidir. Cift zincirli DNA’ya baglanan“SYBR-Green I” floresan
boya en basit metoddur. “SYBR-Green I” boya ile belirleme ¢ok iyi isleyen bir
metoddur fakat reaksiyon ortaminda herhangi bir ¢ift zincirli DNA bulundugunda
floresan 1s1ma yapabilir. Bu primer-dimer olusumu da olabilir. Bunda baska giivenilir
bir sekilde kullanilan {i¢ adet floresan 1sima yapabilen isaretli prob vardir. Bunlar
“TagMan probe” veya hidroliz prob, molekiiler boncuk yontemi ve hibridizasyon
problarint iceren problardir. Real-time PCR’in kullaniminda bir¢ok avantajlar vardir.
Real-time PCR’n tipik kullanim alanlar1 patojen saptanmasi, gen anlatiminin analizi,
kromozomlardaki sayisal-yapisal bozukluklarin analizi ve son zamanlarda real-time
immiino PCR ile protein belirlemesidir. Ticari olarak satilan birgok real-time cihazi
vardir. Birbirleri arasindaki temel farkliliklar eksitasyon ve emisyon dalga boylari, hizi
ve ayn1 anda paralel gidebilen reaksiyon kapasiteleridir. Real-time PCR teknolojisinin,
kullanicilar tarafinda tercih edilen gesitli alanlardaki 6nemi gittik¢e artmaktadir. Gen
ekspresyonunda daha hassas, verimli, hizli ve daha iiretken olmasi tercih edilme

nedenidir.
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3.BIREY VE YONTEM

Calisma icin Cukurova Universitesi Cocuk Hematoloji Bilim Dalinda Aplastik
Anemi (AA) tanis1 konulmus 31 ¢ocuk hastadan olusan grubun ve 30 saghkli ¢ocuk
kontrol grubu tam kan numuneleri kullanilmistir. Toplam 61 kisiye ait tam kan
numunesinin her biri 3 ml kapasiteli K;EDTA igeren BD-368856 referans numarali
tiiplere alinmustir.

Aplastik Anemili ¢ocuk hastalarda CD28 ve CTLA-4 genlerinin ekspresyon
diizeylerini inceledigimiz bu ¢alismamizin laboratuvar uygulamalari 4 ana islemden
olugmaktadir. Sirasiyla bu islemler; tam kanlardan olgun eritrositlerin uzaklagtirilmasi,
cekirdekli hiicreler genelde l6kositlerin RNA izole etme, RNA’lardan komplementer
DNA (cDNA) sentezi ve son olarakta Real Time PCR teknigi ile gen ekspresyonu
diizey tespitidir.

Laboratuvar uygulamalarinin 4 ana islemi sonunda elde edilen ham verilerin
islenmesinde MIQE (Minimum Information for Publication of Quantitative Real-Time
PCR Experiments) kurallar1 dikkate alimmistir. Bu kurallar cercevesinde yapilan
analizler ile bize numuneler arasindaki gen ekspresyon diizeylerini kat farki cinsinden

agiklayan 2T degerleri elde edilmistir.

3.1. Tam Kanlardan Eritrositlerin Uzaklastirlmasi Islemi

Real Time PCR teknigi ile gen ekspresyon diizeyi Ol¢iim deneylerinin
laboratuvar uygulamalari birinci basamaginda tam kan numuneleri igerisinden
eritrositlerin uzaklastirilmasi islemi yapilmaktadir. Bu sayede g¢ekirdek tasimayan ve
RNA ig¢ermeyen kirmizi kan hiicreleri tam kandan uzaklastirilarak ¢ekirdek tasiyan ve

RNA igeren beyaz kan hiicrelerinden olusan bir numune elde edilmektedir®.

Tam kanlardan kirmizi kan hiicrelerinin uzaklastirilmasi islemi i¢in asagidaki
protokol izlenmistir.
1- K2 EDTA igeren tiiplerde bulunan her bir tam kan numunesinden 500 pl
alinarak bir eppendorf tiipline konur.
2- Uzerine 1000 pl “Red Blood Cells Lysis Buffer (Roche Diagnostics
11814389001)” eklenir.
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3- Shaker tizerinde 10 dk. calkalanir.

4- 13.000 rpm’de 30 sn. santrifiij edilir.

5- Siipernatant atilir. Pellet tiipiin dip kisminda kalir. (Uzerinde az miktarda
siipernatant kalabilir.)

6- Pellet tizerine 900 pl “Red Blood Cells Lysis Buffer (Roche Diagnostics
11814389001)” eklenir.

7- Shaker tizerinde 5 dk. ¢alkalanir.

8- 13.000 rpm’de 30 sn. santrifiij edilir. (Bu asamada tam ayrisma olmaz ve beyaz
pellet net sekilde goriinmez ise 6. 7. ve 8. basamaklar tekrarlanir.)

9- Stipernatant tamamen atilir. Pellet tiipiin dip kisminda yogun sekilde
kalir.(Pelletin beyaza yakin bir renk almasi1 gereklidir.)

10-  Pellet iizerine 500 pl “ % 0.9’lukNaCl * eklenir.

11-  13.000 rpm’de 30 sn. santrifiij edilir.

12-  Siipernatant tamamen tiipten atilir.

13- Pellet iizerine; High Pure RNA izolasyon (Roche Diagnostics-11828665001)
kitine ait Lysis Buffer sollisyonundan 400 pl eklenir ve -20 °C’de muhafaza edilir.

3.2. Lokositlerden RNA izole Etme Islemi

Real Time PCR teknigi ile gen ekspresyon diizeyi Ol¢iim deneylerinin
laboratuvar uygulamalar ikinci basamaginda; ¢ekirdek tasimayan ve RNA icermeyen
kirmizi1 kan hiicreleri tam kandan uzaklastirildiktan sonra elde ettigimiz ¢ekirdek tasiyan
ve RNA iceren l6kositlerden RNA’lar izole edilmelidir. RNA’lar araciligi ile sirasiyla
aminoasitlerin birlestirilmesi ve sonunda kodlanmis olan proteinin {iretilmesi siireci i¢in
bu molekiiller ¢ok biiyiik bir 6nem arz etmektedir. RNA’lar gen ekspresyon siirecinin
yiiriitiiciileridir diyebiliriz®.

Lokositlerden RNA izole etme islemi i¢in asagidaki protokol izlenmistir.

Filtre Kolon Yontemi ile calisan High Pure RNA izolasyon kiti (Roche
Diagnostics-11828665001) kullanilarak yapilmistir.
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1- Kirmizi kan hiicreleri uzaklastirilmis numuneler kolon filtreli tiipler igerisine
konur, her bir kolon filtreli tiipiin altina ise atik tiipleri yerlestirilir ve tiiplerin kapaklari
kapatilir.

2- 8000 g’de 15 sn. santrifiij edilir.

3- Kolondan gecerek atik tliplerine biriken sivilar bosaltilir. Atik tiipleri tekrar
kolon filtreli tliplerin altina konur, her bir numunenin {izerine 90 ul DNase Incubation
Buffer + 10 pl DNase I kolon filtreli tiiplin {lizerinden eklenir. 15 dk siire ile
+15°C/+25°C arasi1 oda sicakliginda inkiibasyona birakilir.

4- Kolon filtreli tiiplerin tizerine 0,5 ml Wash Buffer I eklenip, 8000 g’de 15 sn.
santrifiij edilir, atik tliplerine biriken sivilar bosaltilir. Atik tiipleri tekrar kolon filtreli
tiiplerin altina konur.

5- Kolon filtreli tiiplerin {izerine 0,5 ml Wash Buffer Il eklenip, 8000 g’de 15 sn.
santrifiij edilir, atik tliplerine biriken sivilar bosaltilir. Atik tiipleri tekrar kolon filtreli
tiiplerin altina konur.

6- Kolon filtreli tiiplerin iizerine 0,2 ml Wash Buffer 11 eklenip, 13000 g’de 2 dk.
santrifij edilir. Atik tiipleri atilir.

7- Kolon filtreli tiipler kapakli 1,5 ml lik ependorf tiiplere aktarilir.

8- Her 6rnek i¢in kolon filtreli tiiplere 75 ul Elution Buffer eklenir. 8000 g’de 1
dk. santrifiij edilir.

9- Ependorf tiiplerin igerisine biriken RNA’lar (-80)°C ‘de muhafaza edilir veya

cDNA sentez islemine gegilir.

3.3. RNA’lardan Komplementer DNA (¢cDNA) Sentezi

Real Time PCR teknigi ile gen ekspresyon diizeyi Ol¢lim deneylerinin
laboratuvar uygulamalari tiglincli basamaginda; tek iplikli RNA yapilart ¢ift iplikli ve
daha dayanikli olan komplementer DNA’ya (cDNA’ya) donistiirilmektedir. Bu
dontisiim i¢cin Reverse Transcriptase adli enzime ihtiya¢c duyulmaktadir. Elde edilen
cDNA sayesinde genlerin ekspresyonu RNA ve protein seviyesinde daha ayrintili
incelenebilmektedir.

RNA’lardan Komplementer DNA (cDNA) sentezi islemi i¢in asagidaki protokol

izlenmistir.
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Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit (Roche Diagnostics-
04896866001) ile yapilmistir. RNA’lardan cDNA Sentezi yapilmasi islemi 2 agamalidir.

1. Asamada her bir numuneden elde edilmis 9 pl Total RNA, 2 pul Random
Hexamer Primer ve 2 pl Su (PCR Grade) bir araya getirilerek toplam 13 pl’lik bir
karisim hazirlanir, bu karisim Thermal Cycler cihazinda 65°C” de 10 dk. bekletilir.

2. Asamada 13 ul’lik karisim iizerine 4ul Transcriptor Reverse Transcriptase
Reaction Buffer, 0,5 ul Protector RNase Inhibitor, 2 ul Deoxynucleotide Mix, 0,5 pl
Transcriptor Reverse Transcriptase eklenerek toplam 20 pl Final Volume olusturulur.
Bu karisim da Thermal Cycler cihazinda 25°C’de 10 dk., 50°C’de 60 dk. ve son olarak
85°C’de 5 dk. bekletildi. Siire sonunda cDNA’lar elde edildi.

3.4. Real Time PCR Teknigi ile Gen Ekspresyonu Diizey Tespiti

Real Time PCR teknigi ile gen ekspresyon diizeyi Ol¢iim deneylerinin
laboratuvar uygulamalar1 dordiincii ve son basamaginda; bir Real Time PCR cihaz1 ve
karisimi yardimiyla cDNA’larin ¢ogaltilmasi ve mutlak miktar tayini analizleri
izlenerek gen ekspresyon diizey tespitleri yapilmaktadir.

Real Time PCR teknigi ile gen ekspresyon diizeyi tespiti islemi i¢in asagidaki
protokol izlenmistir.

ACBT (Beta Actin) referans geni ile CD28 ve CTLA-4 hedef genlerinin
ekspresyon diizeyi tespit kitleri Real Time Ready Catalog Assay (Roche Diagnostics-
05532957001) olarak dizayn ettirilmistir. Bu genlerin ekspresyon diizeyi tespitinde Real
Time PCR enzimi olarak LightCycler 480 Probes Master (Roche Diagnostics-
04707494001) kullanilmgtir.

Calisma Roche LightCycler 480 II adli Real Time PCR Sisteminde, 96
kuyucuklu Plate’ler {izerinde yapilmistir. Her bir numune ACTB, CD28 ve CTLA-4 gen
ekspresyon diizeyleri 6l¢limii i¢in isleme alinmustir.

ACTB, CD28 ve CTLA-4 genleri i¢in kuyucuklara yiiklenen Real Time PCR Karigimi
icerigi su sekildedir; 1 ul Real Time Ready Assay (20x) , 10 ul LightCycler 480 Probe
Master (2x) ve 4 ul Su (PCR Grade) . Real Time PCR ana karisimi 15 ul olmaktadir ve

tizerine 5 ul cDNA eklenmistir.
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Tablo 1. ACTB, CD28 ve CTLA-4 genleri i¢in kullanilan Real Time PCR karigimi

Bilesen Hacim
Real Time Ready Assay (20 x) 1ul
LightCycler 480 Probe Master 10 ul
PCR Grade Su 4 ul
Cdna 5ul
Toplam Hacim 20 ul

ACTB, CD28 ve CTLA-4 genlerinin ekspresyon diizeyi tespiti i¢in olusturulan
Real Time PCR karisimi LightCycler 480 II Sisteminde 1s1 protokolii uygulamasina
alinmistir. Kullanilan 1s1 protokolii su sekildedir;

95°C’de 10 dk. on inkiibasyon (1 siklus), 95°C’de 10 sn. 60°C’de 30 sn. ve
72°C’de 1 sn. olmak iizere 3 asamali ¢ogaltma islemi (45 siklus ve 72°C’de sinyal
toplama), 40°C’de 30 sn. sogutma islemi yapilir. Siireler sonunda 465-510 Filtre

Kombinasyonu ile 1s1ma dl¢limleri toplanmistir.

Tablo 2. ACTB, CD28 ve CTLA-4 genlerinin ekspresyon diizeyi tespiti i¢in kullanilan Real
Time PCR 1s1 protokolii.

Asamalar Siklus Sayis1 | Analiz Modu Sicaklik Siire
On Inkiibasyon | 1 Yok 95°C 10 dk
95°C 10 sn
Cogaltma 45 Kantifikasyon 60 °C |30 sn
72°C 1 sn*sinyal toplama
Sogutma 1 Yok 40°C 1 dk

Elde edilen ACTB, CD28 ve CTLA-4 gen ckspresyonu diizey sonuglari
LightCycler 480 II sistem 1.5.0 software programinda Absolute Quantification (Mutlak
Miktar Tayini) metoduyla analiz edilmistir. Analiz sonucunda sistem numunelerin ilgili
genlere ait CP (Crossing Point) degerlerini bir tablo halinde hazirlanmistir.

3.5. Gen Ekpresyonu Diizeyinin 247

Metoduyla Hesaplanmasi
LightCycler 480 II Sistem 1.5.0. software ile elde edilen CP degerleri ham veri

olarak kabul edilmektedir, bu nedenle hedef genler olan CD28 ve CTLA-4%in gen
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-AACT
2

ekspresyon diizeyleri ACTB referans geni baz alinarak metoduyla

hesaplanmaktadir. 2247

metoduyla yapilan hesaplamalarda MIQE (Minimum
Information for Publication of Quantitative Real-Time PCR Experiments) kurallari
dikkate alinmugtir®®.

Bu hesaplamada oOncelikle her bir hedef genin CP degeri ayni numuneye ait
referans gen CP degerinden c¢ikartilir ve ACT bulunur. Ardindan ACT degeri en biiyiik
olan numune “kalibrator” olarak tayin edilir ve tim numunelerin ACT degerlerinden
kalibratoriin ACT degeri ¢ikartilir ve AACT degerine ulasilir. Son olarakta elde edilen

AACT degerleri 2 sayisi tizerine eksi iis (274°T

) seklinde yazilarak degerlendirmeye
alimir ve tim numunelerin CD28 ve CTLA-4 genleri i¢in ekspresyon diizeyleri
bulunmus olur. Buradaki 2 sayis1 Efficiency'nin sabit sayisidir, Real Time PCR'da
numuneler ¢ogaltilirken her cycle'da 2 kat ¢cogaldig: icin sabit olarak kabul edilir. Gen
ekspresyon diizeyinin belirli bir 6l¢lim birimi yoktur, ol degerleri arasindaki
matematiksel kat farklar1 bize istatistik analiz yapilmasi icin gerekli ham verileri

sunar®.

3.6. Istatistiksel Analiz

Verilerin istatistiksel analizinde IBM SPSS Statistics Versiyon 20.0 paket
programi kullanildi. Kategorik Olglimler say1 ve yiizde olarak, sayisal Ol¢limlerse
ortalama ve standart sapma (gerekli yerlerde ortanca ve minimum - maksimum) olarak
Ozetlendi. Sayisal Olclimlerin normal dagilim varsayimini saglaylp saglamadigi
Kolmogrov Smirnov testi ile test edildi. Normal dagilim gdstermeyen sayisal 6lgtimlerin
iki grup arasinda karsilastirmasinda Mann Whitney U testi kullanildi. Bazi sayisal
Ol¢iimlerin normal dagilim varsayimini saglamamasi nedeniyle bu siirekli dl¢timler
arasindaki korelasyon Sperman Korelasyon katsayisi ile incelendi. Tiim testlerde

istatistiksel onem diizeyi 0.05 olarak almdr®’,
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4 BULGULAR

Calismamizda C.U.T.F. Cocuk Hematoloji Bilim Dalinda tanis1 konulmus 31
Aplastik Fanconi Anemili ¢ocuk hasta grubu olarak ve Cocuk Acil Boliimiine
bagvurmus ancak daha once herhangi bir genetik bir hastalik tanis1 konulmamis
hematolojik bulgusu olmayan 30 saglikli c¢ocuk ise kontrol grubu olarak
degerlendirilmistir. Calismamiz icin Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Girisimsel
Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulundan 14 Nisan 2017 tarihli ve 18 numaral
karar ile onay alinmigstir.

Hasta ve Kontrol grubundan alinan kan 6rneklerinin 16kosit ayirma islemleri
Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Hematoloji Bilim Dali laboratuvarlarinda;
niikleik asit izolasyonlari, cDNA sentezleri ve Real Time PCR c¢alismalar1 Cukurova
Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Anabilim Dali laboratuvarlarinda,
istatistiksel analizleri ise Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Biyoistatistik Anabilim

Dalinda yapilmastir.

Amplification Curves
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Grafik 1. Hasta ve kontrol gruplarmin “Beta Actin” referans genlerine ait, Real Time PCR

metoduyla elde edilmis gen ekspresyon grafik goriintiisii.
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Grafik 2. Hasta ve kontrol gruplarinin “CD28” hedef genlerine ait, Real Time PCR metoduyla

elde edilmis gen ekspresyon grafik goriintiisii.
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Grafik 3. Hasta ve kontrol gruplarinin “CTLA-4” hedef genlerine ait, Real Time PCR

metoduyla elde edilmis gen ekspresyon grafik goriintiisii.
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Tablo 3. Kontrol ve Hasta Gruplarinin Ortalama, Median ve P Degerleri Tablosu.

KONTROL GRUBU HASTA GRUBU

GENLER % (Ort.) = Sd % (Ort.) + Sd p DEGERI
Median (Min-Max) Median (Min-Max)
24,11 £ 54,40 53,80 £44,22

CD28 12,13 (1,9-306,56) 43,11 (1-170,07) <0,001*
7,04 10,20 38,79 £45,30

CTLA-4 1,90 (0-38,05) 27,1 (0-188,71) <0,001*

*p degeri < 0.05 ise anlamli kabul edilmistir.

Istatistiki bulgulara gére CD-28 ve CTLA-4 genlerine ait ekspresyon diizeyleri

hasta ve kontrol gruplar1 kiyaslandiginda anlamli bulunmustur.

400
300 *
<
[ ]
& 200 p<0.001
)
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]
[ ]
100
T T
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Grafik 4. AA’l1 hasta grubu ve kontrol grubunun CD28 gen ekspresyon diizeyi kutu grafigi.
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Yukardaki kutu grafiginde CD28 gen ekspresyon diizeyleri agisindan AA’l
hasta grubu ve kontrol grubunun aralarinda anlamli fark bulundugu goriilmektedir (P

degeri < 0.05)
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Grafik 5. AA’l1 hasta grubu ve kontrol grubunun CTLA-4 gen ekspresyon diizeyi kutu grafigi.

Yukardaki kutu grafiginde CTLA-4 gen ekspresyon diizeyleri agisindan AA’I1
hasta grubu ve kontrol grubunun aralarinda anlamli fark bulundugu gériilmektedir

(P degeri <0.05)
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Grafik 6. AA’l1 hasta grubu ve kontrol grubunun CD28 ve CTLA-4 gen ekspresyon diizeyleri Spearman

korelasyon grafigi.

Yukaridaki Spearman grafigine gore AA’lh hasta grubunda CD28 ve CTLA-4
gen ekpresyon diizeyleri karsilastirildiginda anlamli pozitif korelasyon saptanmistir
(p=0.005). Aymi grafikte kontrol grubunda da CD28 ve CTLA-4 gen ekpresyon
diizeyleri karsilagtirildiginda anlamli pozitif korelasyon saptanmistir (p=0.048). Ayrica
her iki grupta da CD28 gen eckspresyon diizeylerinin CTLA-4 gen ekspresyon
diizeylerine gore daha yiiksek ¢iktig1 goriilmiistiir.
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5.TARTISMA

Lenfositler viicudun bagisiklik yanitinda islev gortir. B lenfositler sivisal
(humoral), T lenfositler ise hiicresel (selliiler) bagisikliktan sorumludurlar. T ve B
lenfositlerin gelisimi, yagam siireleri ve fonksiyonlar1 birbirinden farklilik gosterir®>"®.

T hiicresi aktivasyonu 2 uyaran gerektirir. T hiicresi reseptorii ile etkilesecek
major histokompatibilite kompleksi yapisi i¢inde peptid bagi varligi ve ko-stimiilator
uyarir?’,

Aplastik Anemili hastalarin T hiicre reseptor sinyal yolundaki gen ifadelerindeki
degisimlerin molekiiler yontemlerle incelenmesi konusunda karsimiza sayica kisith
literatiir ¢ikmaktadir. Bu literatiirlerde CD28 ve CTLA-4 genlerinin ekspresyon
diizeylerine ait dnemli bilgiler yer almaktadir.

T hiicresi aktivasyonu adaptif immiin sistem fonksiyonlarinin basarilmasinda
kilit bir olaydir. Ayrica koruyucu hiicresel ve hiimoral immiinitenin olusumunda hayati
oneme sahiptir. CD4 efektor T hiicresi tepkileri olusturmak i¢in aktivasyon gerektigi
gibi B hiicresi ve sitotoksik T hiicre yanitlarina destek saglamak i¢in de aktivasyon
gereklidir. T hiicre aktivasyonunun normalde nasil diizenlendigini anlamak, terapotik
miudahele icin kritiktir ve CD28/CTLA-4 yolagi, molekiiler terimlerle baslangic
aktivasyon kontrol noktasini temsil eder. Ozellikle, CTLA-4 yolu 6z-reaktivitenin temel
bir diizenleyicisi olarak iyi bir sekilde kurulurken, etki mekanizmas1 hala belirsizdir®®.

CD28’in baglarin CD80/CD86’ya tutunmasi, efektif T hiicresi poliferasyon ve
farklanmasini ¢okerten transkripsiyonel programi baglatir. CD28 uyaranlarmin yoklugu
T hiicrelerinin yanitin1 durdurur ve hiicreler anerjik duruma gelirler48.

Kisith literatiiriin ilk orneklerinden biri Li D. ve arkadaslarinin Amerika’da
yaptig1 ¢aligmadir. Bu ¢aligmaya gore CTLA-4 baglantistnin T hiicre yanitlar i¢in esigi
artirdigy ileri stirtilmiistir. CD28 ve CTLA-4, bagisiklik tepkilerinin ayarlanmasinda
karsit rollere sahiptir. CD28 azalmakta ve CTLA-4, T hiicresi aktivasyonu i¢in esigi
artirmaktadir®®.

Gardner D. ve arkadaslarinin ¢aligmasinda agirlikli olarak agonistik anti CTLA-
4 antikorlar1 kullanilarak yapilan ¢aligmalara dayanarak, CTLA-4 fonksiyonuna iliskin
fikirler, T hiicresi aktivasyonunu 6nleyen bir inhibitor sinyali kavramina odaklanmstir.

Bu yiizden, CTLA-4 fonksiyonu i¢in ¢ok sayida hiicre-igsel kavram onerilmis ve in vivo

36



olarak CTLA-4 fonksiyonundaki bu tiir sinyallerin rolii arastirilmistir. CD28 ve CTLA-
4 arasindaki ligandlarin paylasimi, CD28 ve CTLA-4 fonksiyonlarin yakindan i¢ ice
gectigi ana prensibini vurgular. Onemli olarak, CTLA-4 eksikliginin neden oldugu
Oliimciil fenotipin, CD28 bagimli ve ligand odakli T hiicre aktivasyonunun bir sonucu
olarak ortaya ¢iktig1 agiktir.

Ville S. ve arkadaslar1 belatasept ile ¢alisma yapmigslar. Allo-immiin tepki
baglaminda, hiicreler CTLA-4’lin aracilik ettigi ve belatasepte direng¢ kazandiran
kurtarici bir inhibitor sinyalinin ciddi sekilde reddedilmesine neden olabilir. Belatasept,
spesifik bir T hiicre aktivasyon bloke edicidir. Hiicresel rejeksiyon, CTLA-4 sinyallerini
engellemeksizin, CD28 aracilt sinyalleri bloke edecek olan, klinik gelistirmede bulunan
CD28 spesifik antagonistlerin kullanimiyla hafifletilebilir®.

Yardimci T hiicresi yanit1 ve enfeksiyonlara karsi koruyucu immiinite gelisimi
icin T hiicresi uyarisini baslattiktan sonra CD28 ekspresyonu gerekir. T yardimci
hiicrelerinin aktivasyonu i¢in ko-stimiilator molekiil CD28 esansiyeldir. Aktivasyonu
izleyerek T hiicre yanitlarinin devam ettirilmesinde CD28’in gorev alip almadigi
bilinmektedir®.

Linterman A. M. ve arkadaslarinin yaptigi ¢alisma CD28 ekspresyonunun,
enfeksiyon sonrasi efektor CD4+ T hiicreleri i¢in 6nemli oldugunu géstermistir. CD28,
T yardimct tip 1 hiicrelerinin genislemesi ve viral enfeksiyon sirasinda T folikiiler
yardimct hiicrelerin farklilagmasi ve korunmasi igin gereklidir. Ayni zamanda veriler,
aktif T hiicrelerinde CD28 kaybinin, yabanci antijene kars1 immiin tepkiye zarar
verebilecegini gostermektedir. Bunun, yasla birlikte, HIV enfeksiyonu sirasinda ve
coklu immiin bozukluklarda CD28-negatif CD4+ T hiicrelerinin birikimi i¢in etkileri
gosterilmistir.

Krummey M. S ve arkadaglarinin yaptigi ¢alismada CD28 / CTLA-4 yolunun
blokajinin, romatoid artrit ve bobrek nakli baglaminda patojenik T hiicresi tepkilerinin
modiilasyonunda etkili oldugu kanitlanmistir. Bununla birlikte, Th17 hiicrelerinin CD28
| CTLA-4 blokajina goreceli direnci, Th17 hiicrelerinin otoimmiinite ve GVHD'de rolii
oldugu ve bobrek, akciger ve karaciger allogreftin kabuliinde rol aldig: i¢in bu reaktifin
daha da gelistirilmesi i¢in 6nemli etkileri oldugu gésterilmistir42. Krummey M. S ve
arkadaslarinin yaptigr farkli bir caligmada, organ nakli reddinin O6nlenmesi igin

belataseptin klinik kullaniminin 6nemi vurgulamistir. Sonug olarak, CD28 / CTLA-4
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kostimiilasyon bloker belatasept, transplant sonrasi immiinsupresyonun uzun yillar
icindeki ilk ilerlemesini gt')stermistir“.

Son yillarda Li B. ve arkadaslarmin yaptig1 ¢alismada, Aplastik Anemili
(AA’l) cocuklarda CD3( ve CD28 genlerinin ekspresyon diizeyleri kontrol grubuna
gore anlamli derecede yiiksek tespit edilirken, CTLA-4 ve Cbl-b genlerinin ekspresyon
diizeyleri anlamh derecede diisiik tespit edilmistir®. Biz de calismamizda Aplastik
Anemili (AA’l1) ¢cocuklarda CD28 ve CTLA-4 gen ekspresyon diizeyinlerini anlamli
derecede yiiksek bulduk. Biiyiik olasilikla se¢ilen yas gruplarina bagl farkli sonuglara
ulastlmistir.

Calismamizda ise bolgemizdeki Aplastik Anemili (AA’l1) cocuklarin CD28 gen
ekspresyon diizeyleri acisindan kontrol grubu ile aralarinda anlamli fark bulundugu
goriilmektedir (p<0,001). Aynmi sekilde Aplastik Anemili (AA’l1)) ¢cocuklarin CTLA-4
gen ekspresyon diizeyleri acisindan da kontrol grubu ile aralarinda anlamli fark
bulundugu goriilmektedir (p<0,001).

Yine Spearman korelasyon testine gore yapilan analizlerde CD28 ve CTLA-4
gen ekpresyon diizeylerinin Aplastik Anemili (AA’l1) cocuklarda kontrol grubuna gore
daha yiiksek tespit edildigi ve istatistiksel olarak anlam ifade ettigi goriilmiistiir. Bizim
calismamizdaki sonuglar da paralellik gostermektedir.

Aplastik anemiler major otoimmiin patogenetik komponenti ile birlikte nadir
goriilen hastaliklardandir. CTLA-4 T lenfosit yilizey molekiiliinde immiin toleransin
devaminda gereklidir. CTLA-4’lin ekspresyonunun azaldigi durumlarda bazi
polimorfizmler birliktedir ve bu yiizden otoimmiiniteye egilim artis1 ile birlikte cesitli
otoimmiin hastaliklar olusur. CTLA-4 azliginin aplastik anemi gelisme riskini
etkilemedigi ve immiinosupresif yaniti etkilemedigi gosterilmistir. CTLA-4 aktive T
lenfositlerinde eksprese edilen ylizey molekiilleridir, T hiicresinin self toleransin1 down
regiile eder. CTLA-4 (CD165), CD4+ T hiicrelerinde eksprese edilen bir ylizey proteini
olup; T hiicresi aktivitesini azaltmak i¢in B7.1 ve B7.2 ile yansimal1 baglanir. CTLA-4
(CD152) T hiicresi aktivasyonunda negatif etki gosteren bir ko-stimiilatér molekiiliidiir.
Olasilikla CTLA-4, CD28 ile baslatilan ko-stimiilator hiicrelerini baskilar. CTLA-4{in
CD80 ve CD86 ile baglanmasi negatif uyaric1 yolu baglatir veya aktive edici yolun
fonksiyonunu bozarak T hiicre reseptorlerinin down streami aktivasyonunu inhibe

eder®®>®,
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T hiicrelerinin bir alt grubunda olasilikla CD4+ CD25+ regiilator T hiicrelerinde
bulunan CTLA-4’lin ligasyonu, komsu hiicrelerin aktivasyon veya proliferasyonunu
onler. CTLA-4 hem CD4+ hem de CD8+ T hiicrelerinin yiizeyinde hiicre
aktivasyonundan 24 saat sonra saptanabilir®®>**2,

Calismamiz Spearman korelasyon testine gore analiz edildiginde; AA’ll hasta
grubunda CD28 ve CTLA-4 gen ekpresyon diizeyleri arasinda anlamli pozitif
korelasyon oldugunu géstermistir. Ayni sekilde kontrol grubunda da CD28 ve CTLA-4
gen ekpresyon diizeyleri arasinda anlamli pozitif korelasyon saptanmistir. Ayrica her iki
grupta da CD28 gen ekspresyon diizeylerinin CTLA-4 gen ekspresyon diizeylerine gore
daha yiiksek seviyelerde oldugu goriilmiistiir. Bu veriler 1s18inda CTLA-4 ve CD28’in
fonksiyonel harmonizasyonunda ¢ok énemli oldugunu gosterir.

Bu calisma smirli sayida ve yas grubunda aplastik anemili hastalarda
yapildigindan onciil c¢alisma olarak kabul edilebilir. Daha genis Orneklem ve yas

gruplartyla yapilacak ¢alismalar gelecege daha fazla 11k tutacaktir.
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6.SONUC VE ONERILER

Calismamiz Eylil 2017- Agustos 2018 tarihleri arasinda toplanan kan
orneklerinde yapilmistir. Calisma igin Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk
Hematoloji Bilim Dalinda Aplastik Anemi (AA) tanisi1 konulmus 31 ¢ocuk hastadan
olusan grubun ve 30 saglikli ¢ocuk kontrol grubunn tam kan ornekleri kullanilmistir.
Alman kan 6rneklerinin kirmizi kan hiicrelerinden arindirilmasi islemleri Cukurova
Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Hematoloji Bilim Dali Laboratuvarinda yapilmustir.
Ardindan Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Anabilim Dalinda Real
Time- PCR cihazinda gen ekspresyon diizeyi belirleme islemleri yapilmigtir. Tim
verilerin istatistiksel analizleri Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Biyoistatistik
Anabilim Dalinda Statistical Package for the Social Sciences (SPSS, version 20.0)
programi yardimiyla yapilmistir. Laboratuvar uygulamalari, degerlendirmeler ve

istatistiksel analizler sonucunda;

1- Bolgemizdeki Aplastik Anemili (AA’ll) ¢ocuklarin CD28 gen
ekspresyon diizeyleri acisindan kontrol grubu ile aralarinda anlamli fark bulundugu
goriilmektedir (p<0,001).

2- Bolgemizdeki Aplastik Anemili (AA’ll) cocuklarin CTLA-4 gen
ekspresyon diizeyleri acisindan da kontrol grubu ile aralarinda anlamli fark bulundugu
gorilmektedir (p<0,001).

3- Bolgemizdeki AA’ll hasta grubunda CD28 ve CTLA-4 gen ekpresyon
diizeyleri arasinda anlamli pozitif korelasyon oldugunu gostermistir (p=0.048; r=0,358).

4- Bolgemizdeki Kontrol grubunda CD28 ve CTLA-4 gen ekpresyon
diizeyleri arasinda anlamli pozitif korelasyon saptanmistir (p=0.005; r=0,501).

5- Bolgemizdeki Hem AA’ln hasta hem de kontrol grubunda CD28 gen
ekspresyon diizeylerinin CTLA-4 gen ekspresyon diizeylerine gore daha yiiksek
seviyelerde oldugu goriilmiistiir.

6- Calisma sonunda bolgemizdeki Aplastik Anemili (AA’l1) cocuklarin CD-
28 ve CTLA-4 gen ekpresyon diizeylerinin kontrol grubuna gore daha yiiksek tespit

edildigi ve istatistiksel analizin anlaml1 (p degeri < 0.05) oldugu goriilmiistiir.
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T hiicre reseptdr sinyal yolundaki gen ifadeleri ile ilgili elde etti§imiz verilerin,
cocuk hematoloji klinigi hastalarina tani, takip ve tedavi siireglerinde katki saglayabilir.
Calismamiz onctl bir ¢alisma olup, orneklerimizin genisletilmesi veya parametreler
arasi iligkilerin daha ileri diizeyde incelenmesi, aplastik anemili hastalarimiz i¢in yeni

acilimlar saglayacaktir.
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