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1. GIRIS ve AMAC

Primer immiin yetmezlikler (P1Y), immiin sistemi olusturan komponentleri
kodlayan genlerdeki mutasyon sonucu ortaya ¢ikan bir grup hastaliktir. Tekrarlayan
enfeksiyonlarin yani sira otoimmiinite, enflamasyon, alerjiler, lenfoproliferasyon ve
maligniteler primer immiin yetmezlikler i¢in dnemli isaretlerdir. 2015'te yenilenen
International Union of Immunological Societies (IUIS) siniflamasina gére immiin
yetmezlikler 9 alt gruba ayrilmaktadir (1). Nitekim 2018 yilinda yaymlanan yeni
siniflamada da bu ayrim siirmektedir (2). Ulkemizde akraba evliligi oraninin yiiksek
olmasi nedeniyle ¢ogu otozomal resesif gegisli olan kombine immun yetmezlikler
(KIY) daha sik goriilmektedir. Onemli bir halk saghg sorunu olan PIY'lerde erken
tan1 ve etkin tedavi hayat kurtaricidir. PIY hastaliklari arasinda agir kombine immiin
yetmezlikler (AKIY) erken tan1 almadig1 ve uygun tedavi edilmedigi takdirde Sliimle
sonuclanan bir pediatrik acildir. AKIY temel olarak T hiicre gelisim bozuklugudur.
Bu hastaliga yol agcan 20 kadar genetik defekt tanimlanmustir (3). AKIY’lerde
yetersiz timopoez nedeniyle deneyimsiz (naif) T hiicre sayilarinda diistiklik
saptanmaktadir. Hastalarin asemptomatik olduklar1 donemde taranmasi erken tani ve

tedavi olanag saglayacaktir.

Kombine immiin yetmezliklerde yetersiz timopoez nedeniyle naif T hiicre
sayilarinda diisiikliikk saptanmaktadir. Basta agir kombine ve kombine immiin
yetmezlikler olmak iizere T hiicre gelisim defekti gdsteren tiim PIY'lerin tanisinda
giinlimiizde kullanilan en gilivenilir ve uygun yontem TREC ol¢iimiidiir. TREC
timopoezin gostergesidir ve 2008'den beri yenidogan bebeklerden alinan topuk
kanlarinda AKIY’in taranmasinda ve bdylece erken tamisinda kullanilmaya

baslanmistir (4).

Giliniimiizde timopoez; bir baska deyisle timus bezinin fonksiyonu; timustan
periferik kana gegen naif (deneyimsiz) T hiicre gelisiminin "Recent Thymic
Emigrants"-YTG (yeni timik gé¢menler)- gosterilmesi sayesinde Ol¢iilebilmektedir.
YTG 2 yontem ile degerlendirilmektedir. Birincisi yukarida da sozii edilen TREC;

yani molekiiler olarak T hiicre reseptoriiniin gelisimi sirasinda ger¢eklesen VDI



genlerinin rekombinasyonundan arta kalan sirkiiler yapili DNA artiklarinin
Olgtimidiir. Digeri ise CD4, CD45RA ve CD31 monoklonal antikorlarini yiizeyinde
tasiyan timustan yeni olarak periferik kana gegen T lenfositlerinin akim sitometrisi
ile (flow cytometry) tanimlanmasi esasina dayali ol¢limiidiir. Bu hiicrelerin TREC

icerigi yiiksektir.

Bu calismanin amaci, TREC miktarmi temsil ettigi kanitlanmis CDA4,
CD45RA, CD31 belirteglerini ylizeyinde tasiyan T lenfositlerini akim sitometri ile
Olgerek  0-6 yas grubundaki  saglikli  Tirk ¢ocuklart i¢in  YTG
(CD4+CD45RA+CD31+) normal (referans) degerlerini elde etmek ve dogumdan

itibaren 6 yasa kadar timopoezi incelenmektir.

Saglikli ¢ocuklarda farkli yas gruplarinda YTG (CD4+CD45RA+CD31+)
normal diizeyleri bilinmemektedir. Calismamizin basta agir kombine (AKIY) ve
kombine immiin yetmezlikler olmak tizere T hiicre gelisim defekti sliphesi tagiyan

tiim PIY hastalarinin tan1 ve izlemine katki saglayacagmi diisiinmekteyiz.



2. GENEL BILGILER

2.1. Immiin Sistem Hiicreleri ve Lenfopoez

Immiinite, organizmanin kendine yabanci olan maddeleri (mikroorganizma,
antijen) tanimasi, etkisiz hale getirebilmesi ve/veya yok edebilmesidir. Yabanci
olarak algilanan bir maddeye, mikroorganizmalara veya tiimdr antijenlerine karsi
savunmay1 saglayan dokular, hiicreler ve molekiillerin toplammna Immiin Sistem adi
verilir. Immiin sistem, dogal ve edinsel (adaptif) immiinite olmak {izere 2 ana alt
baslikta incelenmektedir. Dogal immiinite Enfeksiyon etkeninin viicuda girmesini
engellemek amagli ¢alisan anatomik ve fizyolojik bariyerler, fagositer sistem,
kompleman sistemi ve dogal oldiiriicii hiicrelerden meydana gelmektedir. Edinsel
immiinite ise antikor ve T hiicre aracili immiin yanittan olusmaktadir (5). Lenfositler
edinsel immiinitenin temel hiicreleri olup kemik iligindeki hematopoietik kok
hiicreden koken alirlar. Hematopoietik kok hiicre, lenfoid ve myeloid kok hiicre
olmak fiizere 2 sekilde farklilagsma gosterir. Sekil 1'de hematopoietik kok hiicreden

lenfoid ve myeloid farklilasma gosterilmektedir (6).
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Sekil 1. Hematopoietik kok hiicreden lenfoid ve myeloid farklilagsma (6)



Viicuttaki lenfositlerin tiimii lenfoid progenitor kok hiicreden gelisse de, bu
kok hiicreler kendi baslarina aktif T lenfositleri veya antikorlar1 olusturma
yetenegine sahip degildir. Bu yetenegi kazanabilmeleri i¢in uygun islenme
alanlarinda farklilasmalarini ~ siirdiirmeleri  gerekmektedir (7). B lenfositler
gelisimlerinin kemik iliginde tamamlarlar ve lenf nodunda olgunlasirlar. immatiir T
lenfositler ise kemik iliginden ayrilip, gelisim, ¢ogalma ve matiirasyonlarini

tamamladiklar1 timusa goc¢ ederler.

2.2. Timus ve T Hiicre Matiirasyonu
2.2.1. Timus

Timus, embriyogenezde iiclincii ve dordiincii faringeal keselerin igini
kaplayan epitel hiicrelerinden olusur. Bu 6zel yapidaki epitelyal hiicreler, timus
loblarin1 yapmak ic¢in boyun bolgesinden, on-list mediastene go¢ ederler. Timus
gebeligin 6-8. haftalarinda 6n mediastende iki loblu bir organ olarak yerini alir. Bu
iki lob fibr6z bolmelerle birgok lobiillere ayrilmistir (8). Her bir lobiiliin, periferde
korteks olarak adlandirilan koyu ve merkezde medulla denen soluk bdlgesi vardir.
Korteks yogun bir dncii T lenfosit popiilasyonundan, epitelyal retikiiler hiicreler ve
makrofajlardan olusur. Korteks medullaya gore kiigiik lenfositlerden zengin oldugu
i¢cin daha koyu boyanir. Epitelyal retikiiler hiicreler soluk boyanan oval ¢ekirdekleri
olan yildizs1 hiicrelerdir. Sitoplazmalarinda ara keratin iplik¢iklerinden olusan
demetler (tonofibriller) bu hiicrelerin epitalyal kokenli olduklarim1 kanitlamaktadir.
Medulla epitelyal retikiiler hiicrelerden olugmakta, farklilasmis T lenfositler ve bu
bolge icin tipik olan ancak islevi bilinmeyen Hassal cisimcikleri denilen yapilar
icermektedir. Bu cisimcikler iist iiste yerlesmis ve keratin iplik¢ikleri igceren yassi

epitelyal retikiiler hiicrelerden olusur (9, 10).

Timusun anteriorda yiizeyelden derine; sternumun manubrium ve govde
kismi, sternohyoid ve sternothyroid kosesi, pretrakeal fasya, anterolateralde kostal
kartilajlar ve mediyastinal plevra kenari, lateralde mediyastinal plevra, frenik sinir,
posteriorda siiperiordan inferiora trakea, arkus aorta dallari, sol brakiosefalik ven,

fibroz perikardin arkus aorta komsulugu bulunmaktadir (11, 12).



Timus, dogumda biiylik ve olduk¢a aktif bir organdir, ortalama 22 gr
agirhigindadir. Birkag yil bliyiimeye devam eder. Pubertede maksimum agirligina (35 gr
civarinda) erisir. Puberte sonras1 donemde kiiciilmeye baslar ve yerini yag dokusuna
birakir. Erigskinde ¢ogu epitel hiicrelerinden meydana gelen yaklagik 6 gr agirhiginda
timik doku bulunur (8). Sekil 2'de yasla timik dokudaki degisim gosterilmistir (13).
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Sekil 2. Yas iletimus dokusundaki degisiklikler (13)

Timus, T lenfositlerin farklilagmasinin ve fonksiyonel biitiinliigiiniin
tamamlandigr primer lenfoid organdir. T lenfositlerin yasamlarimin devaminda
kullanacaklar1 becerileri edindigi bir okul, adeta bir tniversitedir. Bu egitim
sonucunda timustan perifere ¢ikan saglikli, geng ve deneyimsiz T lenfositler yabanci
antijene yanit vererek yok etme; kendi dokularma ise hosgdrii gdsterip tolerans

olusturma donanimi kazanirlar.

2.2.2. T Hiicre Gelisimi ve Farkhilagsmasi

T lenfosit progenitor hiicreleri kemik iliginden timusa dogru go¢ ederler ve T
hiicreleri gelisimini timusta tamamlar. Burada ¢ok hizli ¢ogalir ve ¢ok sayida farkl
antijene kars1 yanit gelistirebilecek sekilde gesitlendirilirler. Bu gelisim, timustaki bir
lenfositin bir antijene kars1 6zgiil yanit verecek sekilde gelismesi ile olur. Bir sonraki
lenfosit baska bir antijene 6zgiilliik gelistirir. Bu sekilde islenmis ¢ok sayida farkli T

lenfosit timusu terkeder ve viicut lenfoid dokularinda konaklamak tizere dagilir.



Timusta T lenfositlerinin 6n-iglenmesi biiyiik oranda dogumdan hemen oOnce ve

dogumu izleyen birkag ayda gerceklesir (7).

Timusta T hiicre gelisimi pozitif se¢im ve negatif se¢im olmak iizere 2
asamada gercgeklesir. Pozitif se¢im kortekste gerceklesir. T hiicre reseptorii gelistiren,
hem CD4 hem de CD8 molekiillerini tagiyan immatiir timositler ile timik epitelial
hiicrelerdeki MHC I/II arasindaki iliskinin derecesi ile ilintili olarak MHC+peptid
kompleksini taniyabilen T hiicreler se¢ilirken tantyamayanlar elimine olur ve bdylece

fonksiyonel timositlerin gelisimi saglanir.

Negatif se¢im ise kortikomeduller bileskede gergeklesir. Timustaki dendritik
hiicre ve makrofajlardaki MHC ile birlikte immatiir timosite sunulan antijenik
epitopu giiclii taniyanlar elimine olur. Boylece kendinden olami zayif taniyarak
reaktif degil hosgorii gosteren (tolerans) ve yiizeyinde sadece CD4 veya CD8 tasiyan
az sayidaki effektor ve dogal regulatuar T lenfositler medullaya ve oradan da perifere
gecerler. Bu islemler sonucunda olgun T hiicre repertuvart ortaya ¢ikmaktadir.
Timusa giren T hiicrelerin ancak <%35’1 olgun T lenfositi olarak dolagima girer.
Mediiller timositler, helper ve sitotoksik olarak fonksiyonel kapasitelerini

kazandiktan sonra periferik lenfoid dokulara go¢ ederler (8).

Sekil 3'de Timusta T hiicre gelisimi ve farklilasmasi (14), Sekil 4'te T hiicre
pozitif ve negatif seleksiyonu gosterilmektedir (5).
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DP - Double Positive Haematopoietic
SP —Single Positive stem cell
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Sekil 3. Timusta T hiicre gelisimi ve farklilagmasi (14)
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Sekil 4. T hiicre pozitif ve negatif seleksiyonu (5)

2.3. T Hiicre Reseptorleri, VDJ Rekombinasyonu ve TREC Olusumu
2.3.1. T Hiicre Reseptorleri

T lenfositler, MHC molekiilleri ile sunulan peptid antijenleri tanirlar. Peptid
yapida antijenler ve MHC molekiilleri antijen sunan hiicreler iizerinde kompleksler
olusturmaktadir. Bu peptid-MHC komplekslerini taniyan reseptorlere T hiicre
reseptorii (TCR) denmektedir.

T hiicre klonlar1 farkli T hiicre reseptorleri eksprese ederler. Antijen
taninmasi sonucu ortaya ¢ikan sinyaller CD3 ve epsilon proteinleriyle iletilir. Epsilon
proteini, CD3 ve T hiicre reseptorii non-kovalent olarak baglanarak T hiicre reseptor

(TCR) kompleksini olusturmaktadir. T hiicre reseptorlerinin iki tipi vardir:

a-BT hiicre reseptorii: Hem CD4 + hem de CDS8 + hiicrelerde eksprese olur. o
vep zincirleri antijen baglayict kisim, variable (v) kisim ve sabit (c) kisim igerir. T

hiicre reseptdr kompleksi ve MHC-peptid antijeni baglanmasi gerceklesir ve sinyal



iletimini baslar. a ve B zincirleri tek bir heterodimerik reseptdr olusturarak T

hiicrenin MHC restriksiyonunu ve antijen (peptid) spesifitesini saglar.

v-0 T hiicre reseptorii: Bu reseptorii tasiyan T hiicrelerinin ¢ogu CD4 ya da
CD8 eksprese etmez. T hiicrelerinin %5’ten azi bu reseptorii eksprese etmektedir.
Cogunlukla epitelyal dokularda bulunur. MHC restriksiyonu yoktur ve MHC iligkili
antijenleri tanimazlar (15). Sekil 5'de T Hiicre Reseptor yapisi, T Hiicre Reseptor af,

vd zincirleri gosterilmistir (16).

antigen-binding antigen-binding
site site

a chain B chain vy chain 3 chain

-

variable

region (V)

constant
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_____ transmembrane __
region

—
cytoplasmic tail
a:f Tcell I v:8 T cell

Sekil 5. T hiicre reseptor yapist: T hiicre reseptor af, yo zincirleri (16).

2.3.2. VDJ Rekombinasyonu ve TREC olusumu

TCR ¢gesitliliginin - saglanmast  icin  TCR gen bolgelerinin  yeniden
diizenlenmesi gereklidir. TCR gen bolgesi V (variable: degisken), D (diversity:
cesitlilik) ve J (joining: birlesme) segment dizilerine sahiptir. V ve J segmentleri tim
TCR bolgesinde bulunurken, D segmentine ise sadece B ve & TCR bolgesi sahiptir.
Timusta pro-T hiicreler, V(D)J yeniden diizenlenme islemine tabi tutulmaktadirlar.

Bu islemin amaci antijenik ¢esitliligin saglanmasidir.

Bu c¢esitlilik V, D ve J gen segmentlerinin birlestirilmesinde kullanilan
niikleotid zincirlerindeki degisikliklerle daha da artirilir. Bu islem rekombinaz aktive

edici gen 1 ve 2 (RAGI1 ve RAG?) tarafindan kodlanan iki proteinden olusan V(D)J



rekombinaz enzim kompleksi tarafindan gergeklestirilmektedir. RAGlve RAG2
rekombinaz sinyali olusturmak i¢cin V(D)J segmentlerine baglanir. Rekombinaz
sinyali, DNA'da uglarinda sac¢ tokasina benzer 0zel yapilar igeren ¢ift zincirli
kiriklara neden olur. Daha sonraki birlestirme ve tamir isleminin baslamasi i¢in sag
tokasina benzer yapilarin bir endoniikleaz olan Artemis enzimi tarafindan agilmasi ve
ortadan kaldirilmasi gereklidir. Cift zincirli kirik uglarinin bir araya getirilmesi ve
baglanmasi i¢in tamir mekanizmasi c¢aligmaya baslar. Ku70 ve Ku80 proteinleri
DNA kirik uglarina baglanir ve ¢ift zincirli DNA tamir enzimi olan DNA bagimh
protein kinazin katalitik alt biriminin bu bolgede toplanmasini saglar. Kirik uglarin
baglanma islemi ise DNA ligaz IV ve XRCC4 tarafindan gergeklestirilir. Saglanan
bu cesitlilik, V(D)J gen segmentlerinin bileskelerindeki niikleotid dizilerinden
endoniikleazlar tarafindan niikleotid ¢ikararak ve TdT enzimiyle niikleotid ekleyerek

daha da artirilir (17-19).

T hiicre reseptor gen bolgelerinin diizenlenmesinde TREC olarak adlandirilan
DB ve JPpn bolgelerinden olusan, daire seklinde ve protein kodlamayan DNA
parcalar1 ayrilir. Periferik kanda PCR yontemi ile TREC 6l¢limii timopoez, yani geng
ve deneyimsiz yeni T hiicre gelisimini gosteren en 6nemli veridir (17, 20-22). TREC

olusumu Sekil 6'da gosterilmektedir (17).

_l V’313 /_l DB: Jﬁxn CBI
-l R
\/

D->1
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Sekil 6. TREC Olusumu (17)

TCR VPB1 lokusunu belirten sekil, Cp1'in yukarisindaki VB, DB ve JB boliimlerinin yerlerini gosterir.
V(D)J rekombinaz, birgok JB parcasindan birinin yukarisindaki sinyal dizilerini (iiggenler) tanir ve
DNA kirilmalart meydana getirir. Ayni islem yukari yonde D segmentinde de gergeklesir. Cift
zincirli DNA kiriklart iretilir ve 2 kirtk DNA ucu, bir araya getirilip hiicresel DNA onarim
mekanizmalart (nonhomolog "end-joining™) vasitasiyla baglanir. Kesilen DNA (D ve JBn arasindaki
parga) dairesellesir ve TREC olarak bilinen bir halka olarak ¢ekirdekte kalir.



TREC kopyalarinin sayisi timusta deneyimsiz (naif) T hiicrelerinin tiretiminin
gostergesidir. Nitekim diisiik sayida TREC kopyast lretimi yetersiz T hiicre

tiretiminin belirtecidir (23).

2.4. Akim Sitometri ile Yeni Timik Gé¢cmenlerin (YTG) Ol¢iimii

Akim sitometri, hiicreleri tek tek degerlendirerek c¢ok sayida hiicrenin
biyofiziksel ve biyokimyasal yonleri ile hizli, ¢ok parametreli ve korele sekilde
incelenmesine olanak saglayan bir tekniktir. Immiinfenotipleme, akim sitometrinin
klinige yansiyan en 6nemli kullanim alanlarindan birini olusturmaktadir (24). Akim
sitometrisi ile immiinfenotipleme, siispansiyon halindeki hiicrelerin ylizey veya
intraseliiler yerlesimli, ¢cok sayidaki antijenik yapilarinin, florokrom isaretli monoklonal
antikorlar kullanilarak tammlanmasi ve Olgiilmesi esasma dayanmaktadir (25). Akim
sitometri primer immiin yetmezliklerin (P1Y) tanis1, simflandiriimas, izlemi ve prenatal
tanis1 acisindan olduk¢a onemlidir. Periferik kan l6kositlerinde, genetik mutasyonlar
sonucunda ortaya ¢ikan farkli bozukluklarin akim sitometri ile saptanmasi: Lenfosit alt
gruplar1 (Fenotipik sitometri), spesifik antijenler (proteine 6zgii testler) ve fonksiyonel

testler (fonksiyonel sitometri) olmak iizere gruplandirilabilir.

Rutin immiinfenotipleme, major periferik kan lenfositlerindeki kalitatif ve
kantitatif anormalliklerin degerlendirilmesi icin tasarlanmis olup, pek ¢ok PIY'in
taranmasina olanak sagladig1 igin oldukca degerlidir. Temel olarak AKIY tams,
fenotipinin belirlenmesi ve izleminde T/B/NK hiicreleri, IPEX sendromunda T
regiilatuar hiicreleri, idiopatik hiper IgE sendromu ve mukokiitandz kandidiaziste
Th17 T hiicreleri, otoimmiin lenfoproliferatif sendromda c¢ift negatif T hiicreler, X'e
bagl lenfoproliferatif hastalikta NKT hiicreler dl¢iilebilmektedir. Ayrica dolagimdaki
B ve T hiicre havuzlar1 ve yeni timik gogmenler (timopoez) de akim sitometri ile

kapsamli olarak degerlendirilebilir (24).

Geng saglikli bireylerdeki timus aktivitesi yiiksek TREC igerigine sahip YTG
hiicreleriyle siirekli olarak yenilenmeyi saglar. YTG'ler CD45RA+CD31+ hiicrelerdir

ve CD31'i sekonder lenfoid organlara girmek i¢in transendotelyal migrasyon amaciyla
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kullandiklar1  disiiniilmektedir. CD31; PECAM molekiilinii temsil eden ve
trombositler, monositler, nétrofiller ve lenfositlerin yiizeyinde eksprese olan bir
antikordur. YTG'lerin yas ile timus aktivitesindeki azalma neticesinde sayilarinda
azalma meydana gelmektedir. Periferik kanda yabanci antijenler ile etkilesim
sonucunda tizerine YTG'ler timik CD31-CD45RA-CD45RO+ bellek T hiicrelerine
farklilasir. MHC ve self-antijenlerle tetiklenen YTG'ler yas ile azalan timik {iretimi
kompanse etmek i¢in merkezi naif T hiicrelere doniisiirler. Merkezi naif T hiicrelerinin
TREC igerigi disiiktiir ve ylizeyinde CD45 eksprese etmesine karsin CD31
bulundurmazlar (CD45+CD31-hiicreler). YTG ve merkezi naif T hiicreler CD31-
CD45RA-CD45RO+ bellek T hiicrelerine farklilagsabilme 6zelligine sahiptir. Sekil 7'de

periferik naif T hiicre homeostazis modeli verilmistir (26).

THYMUS | PERIPHERY
ymeC naive Th-celis memaory Th-cells
CD31 CD4SRA ! CD31 CD4SRA >l
< —P \_ _7,';’7\ CD45RO
(o) —» (o) —_— et
\\‘4/ \.& = 27 |‘ ﬁ"“
TREC TREC ; ~—
foreign-Ag +
seif-Ag 4 " PAHC
TR
Mk CD45AA P
—p — L -
‘u' < 4 T N o
] __,’ gy RS ) /7 \IP'O CD45R0O

central ngive Th-cells

Sekil 7. Periferik naif T hiicre homeostazisi modeli (26)

Kombine immiin yetmezliklerde yetersiz timopoez nedeniyle deneyimsiz (naif)
T hiicre sayilarinda diisiis saptanmaktadir. Basta agir kombine ve kombine immiin
yetmezlikler olmak iizere T hiicre gelisim defekti gosteren tiim PIY'lerin tamsinda ve
taramasinda giiniimiizde kullanilan en giivenilir ve uygun yontem Yyeni timik
gogmenlerin Ol¢limiidir. YTG 2 yontem ile degerlendirilmektedir. Birincisi TREC
olarak adlandirilan molekiiler olarak T hiicre reseptoriiniin gelisimi sirasinda gergeklesen
VDIJ genlerinin rekombinasyonundan arta kalan sirkiiler yapili DNA artiklariin

Olctimiidiir. Digeri ise CD4, CD45RA ve CD31 monoklonal antikorlarini yiizeyinde
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tasityan, timustan yeni olarak periferik kana gecen ve TREC igerigi yiliksek olan

YTG'lerin akim sitometrisi ile (flow cytometry) tanimlanmasi esasina dayali 6lgtimiidiir.

2.5. Primer Immiin Yetmezlik
2.5.1. Tanmim, Siklik ve Siniflandirma

Primer immiin yetmezlikler, immiin sistemin farkli yapitaglarimin sayi
ve/veya islevinde bozukluga yol acan genetik hastaliklardir. Klinik, immiinolojik ve
genetik olarak heterojendirler. Bu hastaliklardan bazilarinda enfeksiyonlara yatkinlik
dogumdan hemen sonra baslar; immiin sistemdeki eksiklik veya defekt giderilmedigi
takdirde 6limciil seyreder. Bazi primer immiin yetmezlik hastaliklarinda ise klinik
hafif, gegici veya asemptomatik olabilir. Selektif IgA eksikligi ve siit ¢cocugunun

gecici hipogamaglobulinemisi bu konudaki en iyi 6rneklerdir.

PIY farkindaligmin artmasi ve yeni mutasyonlarin saptanmasi ile genisleyen
PIY repertuarinda ABD'de 1976-1980 yillar1 arasinda 2.4/100000 olarak belirtilen
PIY insidans1 2001-2006 yillar1 arasinda 10.3/1000000'e yiikselmistir. 2012 yilinda
yapilan iki merkezli ¢alismada Tiirkiye'de PIY insidanst 30.5/100000 olarak
saptanmustir (27). Tiirkiye'de, PIY hastaliklar1 kayit sistemi tiim iilke verilerini

kapsamadig1 i¢in PIY siklig1 kesin olarak bilinememektedir.

2011 yilinda Hacettepe Universitesinde yapilan calismada 10 yil icinde
takip edilen 1116 PIY hastasmin 156'sinin (%14) kombine immiin yetmezlik
oldugu bildirilmistir (28). Ankara Universitesi'nde 2002-2012 déneminde takip
edilen 821 PIY hastasinin retrospektif olarak incelendigi calismada hastalarin
%17.3Unlin kombine immiin yetmezliklerden olustugu gosterilmistir (29). Bu
calismalar biiyiik kismi1 otozomal resesif gecisli PIY'lerin iilkemizdeki yiiksek
akraba evliligi siklig1 nedeniyle lilkemizdeki insidansinin yurtdisi verilerine gore

daha ytiksek oldugunu desteklemektedir.

2018'de yenilenen International Union of Immunological Societies (1UIS)

simflamasina gore 9 alt gruba ayrilan immiin yetmezlikler Tablol'de verilmektedir (2).
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Tablo 1. PIY hastaliklarinin siniflandiriimasi (2)

. Kombine Immiin Yetmezlikler (T ve B hiicre defektleri)

. Sendromik durumlarla birlikte/iliskili kombine immiin yetmezlikler
. Antikor eksiklikleri

. Immiindisregiilasyon hastaliklar1

. Fagositlerin konjenital say1 ve/veya fonsiyon bozukluklar1

. Intrensek ve dogal immiinite bozukluklari

. Otoinflamatuar hastaliklar

. Kompleman eksiklikleri

© 0O N O O B W N|E

. Primer immiin yetmezlik fenokopyalari

2.5.2. Primer Immiin Yetmezlikte Klinik Bulgular ve 10 Uyarici isaret

PiY'ler ¢ogunlukla yasamm ilk aylarinda-yillarinda bulgu verir. Hastalar
tekrarlayan enfeksiyonlar ile hekime bagvurur. Tekrarlayan enfeksiyon Oykiisii olan
cocuklarin yaklagik %10'unda immiin yetmezlik saptanmaktadir. Tekrarlayan
enfeksiyon Oykiisii disinda firsatct mikroorganizmalarin neden oldugu tek bir
enfeksiyon da PIY'in bulgusu olarak karsimiza cikabilmektedir. PIY'li hastalarda
goriilen enfeksiyonlarin tiirii ve siddeti, etkilenen immiin sistem komponentine gore

degiskenlik gostermektedir (30).

PIY tamsinin ge¢ kalmadan, geri doniisiimsiiz organ hasarlar1 ve mortalite
olusmadan konulabilmesi basta birinci basamak saglik kuruluslarinda ¢alisan
hekimler olmak {izere tiim hekimlerin bu konuda bilgili ve siipheci olmasi ile
miimkiindiir. Primer immiin yetmezlik tanisinin konulmasi, tarama yapilmadig, 6ykii
ve muayene bulgularinm tipik dzellikler gdstermedigi durumlarda zordur. PTY'lerin,

ozellikle de KIY'lerin erken tanisi i¢in tarama programlari iizerinde ¢alisilmaktadir.

Kronik ishal, gelisme geriligi, canli asilardan sonra kalici enfeksiyonlarin
gelismesi ve kronik oral veya kutanéz monoliyazis, beklenmedik patojenlerle
enfeksiyonlar (Pneumocystis jiroveci, Aspergillus, Serratia marcescens, Nocardia,
Burkholderia cepacia), sik goriilen gocukluk ¢agi patojenleriyle beklenmedik siddette

enfeksiyonlarin atipik, kronik seyirli veya tekrarlayan enfeksiyonlar immiin
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yetmezlik icin ipuglaridir (31). PIY’li hastalarda BCG asis1 sonrasinda dissemine
mikobakteriyel enfeksiyonlar goriilebilmektedir. Mazzuccelli ve arkadaslarinin
Brezilya'da yaptigi calismada BCG asis1 sonrast olusan yan etkilerin AKIY’li
hastalarda %50 daha fazla gortildigii ve kronik graniilomat6z hastalik olgularinda ise
%17 daha fazla goriildigi belirtilmistir (32). 2018 yilinda klinigimizde yapilan
calismada pediatrik KIT iinitesinde 1997-2017 yillar1 arasinda PIY nedeniyle HKHN
yapilan 132 hastanin 29'unda (%21) lokal ya da yaygin BCG hastalig1 saptanmustir.
Hastaligin kombine immiin yetmezliklerde, ozellikle de agir kombine immiin
yetmezliklerde nakil sonrasi morbidite yarattigi belirtilmistir. BCG asis1 yapilmadan
Once tarama programlari ile erken tan1 konulmasinin, bu ciddi morbiditenin 6niine

gecebilecek tek yaklagim oldugu vurgulanmustir (33).

PiY'ler ge¢ tam aldiginda morbiditeler ve komplikasyonlarla seyredip dliime
yol agarlar. Hastalarin erken taninmasi hayat kurtaricidir. Sik enfeksiyon,
otoimmiinite, enflamasyon, malignite, bronsiektazi, alerji gibi bulgulardan bir veya
birden fazlasi ile gelen hastalarda PIY'den siiphe edilmelidir. PIY siiphesi duyulan
hastalarda "PIY uyarici isaretleri” sorgulanmalidir. Jeffrey Modell Vakfi tarafindan
yaymlanmis olan ve PIY hastaliklari igin uyarici olarak kabul edilen 10 isaret Tablo
2'de sunulmaktadir (34).

Tablo 2. Primer immiin yetmezligin 10 uyarici isareti (JMF), (34)

1) Bir yilda 4 veya daha fazla yeni kulak enfeksiyonu

2) Bir yilda 2 veya daha fazla yeni siniis enfeksiyonu

3) iki ay veya daha uzun siiren antibiyotik kullanimu

4) Bir yilda 2 veya daha fazla pndmoni

5) Biiylime ve gelisme geriligi

6) Yineleyen cilt, derin doku veya organ abseleri

7) Agizda veya ciltte uzun siiren mantar enfeksiyonu

8) Enfeksiyonu iyilestirmek i¢in damar i¢i antibiyotik kullanim gereksinimi

9) 2 veya daha fazla derin doku yerlesimli enfeksiyon, firsat¢1 mikroorganizmalarla enfeksiyon

10) Ailede immiin yetmezlik oykiisii
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PIY tamsini kolaylastiran 10 uyarici isaretin erken tamdaki &nemini, yeterliligini
belirlemek ve erken tani icin uyarict olabilecek baska isaretlerin varligini arastirmak
amactyla Dur ve ark.nin yaptig1 calismada, Ocak 2011-Ocak 2015 déneminde klinigimiz
Pediatrik Immiinoloji ve Allerji Bilim Dali poliklinigine sik hastalanma yakmmasiyla
bagvuran, yaglart 0-18 arasinda degisen 573 olgu, 10 uyarict isareti sorgulayarak
degerlendirmistir. Bu calismada aile dykiisii ve biiyiime geriligi tiim PIY'ler bakimindan
o6nemli bulunmustur. Kronik ishal, otoimmiinite ve organomegalinin bu 10 uyarici

isarete eklenebilecek ek uyarici isaretler olabilecegi gosterilmistir (35).

2.5.3. Tam

PIY tanisinda detayli bir ykii, aile akrabalik dykiisii ve fizik muayene ¢ok
onemli yer tutar. Klinik olarak PIY diisiiniilen hastalarda once tarama testleri,

sonrasinda da ileri immiinolojik incelemeler ile genetik testler yapilmalidir.

Tam kan saymminin PIY siiphesi olan hastalarda yapilmasi gerekmektedir.
Absolu lenfosit, nétrofil ve eosinofil sayilar1 incelenmelidir. Eslik edebilecek olan
I6kositoz, anemi ve trombositopeni acisindan dikkatli olunmalidir. Hiimoral
immiiniteyi taramak i¢in serum Ig A, G, M, E diizeyleri ve izohemagliitinin titresini
degerlendirmek gerekir. Serum immiinglobulin diizeyleri mutlaka yasa gore
degerlendirilmelidir. Izohemagliitininler, eritrositlerdeki A ve B grubu polisakkarit
antijenlerine karsi olusan IgM tipindeki antikorlari gostermektedir. 1/10 titrenin

uzerinde olmasi anlamli kabul edilmektedir.

Hiicresel immiin sistemi taramak i¢in absolii lenfosit sayis1 ve dn-arka akciger
grafisinde timus golgesini degerlendirmek gerekir. Absolii lenfosit sayist (ALS)
ozellikle T hiicre immiin yetmezliklerini tanimada 6nem tagimaktadir. ALS yasa gore
degiskenlik gostermektedir. Yenidogan ve erken siit g¢ocuklugu doneminde
3000/mm3iin altinda olan degerler lenfopeni kabul edilirken yetiskin yasta
1500/mm?'iin alt1 lenfopeni olarak kabul edilir. Kompleman sistemini taramak i¢in
CHS50 ve AP50 aktivitesi istenmelidir. Fagositer sistem defektlerini taramak igin

NBT ve absolii ndtrofil sayis1 incelenmelidir.
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Tarama testleri sonucunda ileri immiinolojik incelemeler gerektiren
hastalarda; hiimoral immiin sistemi degerlendirmek i¢in IgG alt gruplari, spesifik
antikor yanitlar1 ve BTK ekspresyonu gibi hastaliga 6zgii tetkikler yapilmalidir.
Hiicresel immiin sistemin detayli incelenmesi igin periferik kan lenfosit alt gruplari,
invitro lenfoproliferatif yanit ve CD40L ekspresyonu, HLA-ABC, HLA-DR
ekspresyonu gibi hastalik 6zelinde analizler planlanmalidir. Ileri inceleme gerektiren
fagositer sistem defektli hastalarda DHR, kemotaksis, adezyon molekiil ekspresyonu
ve fagositoz degerlendirilebilir. Kompleman eksikligi olan hastalarda ise C1-9

kompleman diizeyleri istenmelidir (36).

Akim sitometri primer immiin yetmezliklerin (PIY) tanisi, siniflandiriimast,
izlemi ve prenatal tanisi agisindan olduk¢a 6nemlidir. Akim sitometrisi ile yapilan
lenfosit alt gruplari, hastaliga spesifik antijenlerin eksprese edilip edilmediginin

saptanmasi ve fonksiyonel testler genetiktan1 6ncesi yol gostericidir.

Rutin immiinfenotipleme, major periferik kan lenfositlerindeki kalitatif ve
kantitatif anormalliklerin degerlendirilmesi igin tasarlanmis olup, pek ¢ok PIY'in

tanisina olanak sagladigi i¢in oldukga degerlidir (24).

2.5.4. Tedavi

Primer immiin yetmezliklerde hedefimiz erken tani ve etkin tedavi olmalidir.
Yiiksek siiphe indeksi ile hastaya yaklagsmak ve primer immiin yetmezlik tanisini
akla getirmek ve pediatrik immiinoloji kliniklerine danisim ve yonlendirmek tani ve
tedavinin ilk basamagini olusturmaktadir. PIY hastalarinin tedavisinde ana amag
hastanin normal ya da normale yakin sekilde yasam siirmesini saglamak ve
ogretebilmektir. Tedavide ana prensipler infeksiyonlarin 6nlenmesi, erken taninmasi
ve hizli ve agresif tedavisi, organ hasarlarinin engellenmesi, malniitrisyonun
Onlenmesi ve biiyiime ve gelismenin iyilestirilmesidir. Genel tedavi yaklasimlari
spesifik ve/veya kiiratif tedaviler, destekleyici tedaviler ve koruyucu yaklasimlar

olmak iizere 3 ana baslikta degerlendirilmektedir.
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Spesifik ve/veya kiiratif tedaviler; IVIG, hematopoetik biiyiime faktorleri (G-
CSF, GM-CSF), sitokinler (IFN-y, IL-2), enzim replasmani (PEG-ADA), graniilosit
transflizyonlar1, hematopoetik kok hiicre nakli (HKHN) ve gen tedavisi tedavisinden
olusmaktadir. Destekleyici Tedaviler; Beslenme (anne siitli, protein ve kalori
ihtiyacinin karsilanmasi, gerekirse TPN), kan ve kan {rilinleri (eritrosit, trombosit
sispansiyonlari, plazma, albiimin gibi), antimikrobiyal ajanlardir. Koruyucu tedavi
yaklasimlar1 ise kan iriinlerinin 1sinlanmasi, 6zel asilama takvimi, profilaktik
antimikrobiyal ajanlarin kullanimidir (36). Canli asilar 6zellikle kombine ve agir

kombine immiin yetmezliklerde kontrendikedir.

2.6. Agir Kombine immiin Yetmezlik
2.6.1. Tanim, Siklik ve Dogal Seyir

Kombine immiin yetmezlikler, T, B ve bazen de NK hiicre gelisim ve/veya
fonksiyonunda rol oynayan genlerdeki kalitsal hatalarin yol actig1, immiin sistemde ciddi
fonksiyon bozuklugu yaratan heterojen bir grup hastalik olarak tanimlanmaktadir (37).
Lenfosit gelisimini etkileyen genler Sekil 8'de sunulmustur (38).
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Sekil 8. Lenfosit Gelisimini Etkileyen Genler (38)
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KiY'lerde periferik kanda T hiicreler say1r ve/veya fonksiyon olarak diisiik
diizeydedir. Kombine immiin yetmezlikler, akim sitometrik incelemede CD3+ T
hiicre oraninin <%20 veya absolii T hiicre sayisinin <300 /mL ve invitro T lenfosit
fonksiyonlarinin ileri derecede bozuk olmasi (<%10) ile seyreden AKiY'den (39,
40), klinik olarak AKIY'i akla getiren ancak laboratuvar bulgularinda silik lenfopeni,
otolog T hiicre varligr (300-1500/uL) ve invitro T lenfosit fonksiyonlarinin diisiik
(%10-50) olmasiyla karakterize olan T+ AKIY veya "leaky" AKIY olarak
tanimlanan gruba uzanan genis bir spektrumu icermektedir (41). Kombine immiin

yetmezlik spektrumu Sekil 9'da sunulmustur (42, 43).

AKIY (T-B+, T-B-) Omenn KIY (T+)
_Mutawonun Ciddiyeti
Delesyonlar Hipomorfik
Nonsens mutasyonlar mutasyonlar
% GCarpici lenfopeni % Silik lenfopeni
(<300 /ml otolog T lenfosit) (300-1500 /ul otolog T lenfosit)
& Lenfoproliferatif yanit yok & { Lenfoproliferatif yanit
(<%10) (<%10-50)

Sekil 9. Kombine immiin yetmezlik spektrumu (42, 43)

Agir kombine immiin yetmezlik, yasamin ilk yilinda erken tan1 ve etkin
tedavi olmaksizin oliimciil olmasi nedeniyle prognozu en ciddi primer immiin
yetmezliklerin basinda yer alir. Ulkemizde AKIY sikligi 1:10000'dir (44). ABD'de
yenidogan taramas1 uygulanmadan 6nce AKIY insidans1 1/100000 olarak bilinirken
tarama baslandiktan sonra insidans 1/58000 olarak saptanmistir (20). Yenidogan
taramasinin uygulandigi diger iilkelerden biri olan Israil'de AKIY insidans1 1:22500
(45) olarak saptanmustir.

AKIY pediyatrik bir acildir. AKiY'li bebekler siklikla dogumda normal

goriiniirler,ilk hafta ve aylarda asemptomatik olabilirler. Ailede immiin yetmezlik
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oykiisii olmayabilir (46). Hastalarin asemptomatik oldugu donemde, agir ve hayati
tehdit eden enfeksiyonlar ve ciddi komplikasyonlara yol acan canli asilar yapilmadan
ve organ hasar1 gelismeden tani almalar1 tedaviye (hematopoietik kok hiicre nakli,
enzim replasman tedavisi veya gen tedavisi) olanak saglar (46-48). AKiY'in dogal

seyri Sekil 10'da gosterilmistir (49).

Semptomlar

- Tarm L

'in dogal seyri

Asemptomatik ORGAN HASARI
Dogum Erken klinik Klinik Geg oLum
dénem morbidite Sekel

Sekil 10. AKIY'in dogal seyri (49)

AKIY'in farkl1 tiplerinin olusumundan sorumlu 6 ayr1 mekanizma vardir. Bu
mekanizmalar Hematopoetik Onciillerin yasaminda bozukluk, toksik metabolit
birikimi, sitokin sinyal bozukluklari, V(D)J rekombinasyon ve TCR bozukluklari,
TCR bozukluklar: ve timusla ilgili bozukluklardir. Tablo 3'de bu mekanizmalara yol

acan defektler, gosterdikleri fenotipler ve kalitim sekilleri verilmektedir (50).

Tablo 3. AKIY'den sorumlu mekanizmalar, ortaya ¢ikan defektler, kalitim sekli ve

immiinfenotipik 6zellikler (50)

| Defekt |  Fenotip | Kahtim
Hematopoetik oncllerin AKZ T-B-NK—- AR
yasaminda bozukluk
Toksik metabolit birikimi ADA T-B-NK- AR
PNP T-B+NK- AR
Sitokin sinval bozukluklar IL-2RG T-B+NK— XL
JAKS T-B+MNK— AR
IL-TRA T-B+NK+ AR
ViD)J rekombinasvon ve TCR RAG1/RAGZ, Artemis, T-B-NK+ AR
bozukluklar, DMNA-PKcs, Cernunnos,
LIG4
TCR bozukluklar CD4s5 T-B+NK+ AR
CD3e,vy. ¢ T-B+NK+ AR
CORO1A T-B-NK+ AR
Timusla ilaili bozukluklar FOXN1 T—/distkB+NK+ AR
DiGeorge send. T-B+NK+ De novo /AD
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2.6.2. Siniflama

AKIY lenfosit alt gruplarina ve sorumlu mekanizmanmn tipine gore farkli
formlara ayrilmaktadir. T hiicreleri olgularin tamaminda bulunmazken, NK ve B
hiicrelerinin olup olmamasina gore akim sitometri ile immiinolojik siniflama

yapilabilir.

X-linked AKIY, IL-2 reseptoriiniin ortak gamma zincirindeki mutasyonlardan
kaynaklanir ve diinya geneline bakildiginda tiim AKIY vakalarmm %50'sini
olusturur. Bu AKIY formu, bir T-B +NK- fenotipi ile sonuglanir, ¢iinkii bozulmus
sinyalleme, T hiicresi ve NK hiicre gelisimini bozar, fakat B hiicresi gelisimini
etkilemez. OR gegisli JAK3 eksikligi de (tim vakalarin %10'u) ayni fenotipe yol
acmaktadir. Adenozin deaminaz (ADA) eksikligi tiim AKIY vakalarmin %20'sini
olusturur ve T-B-NK-AKIY fenotipindedir. ADA eksikligi, her tip lenfosit i¢in

toksik olan metabolit birikimi ile sonuglanir.

T-hiicre sayilari, maternal T hiicre engraftmani olmasi veya hipomorfik "leaky"
AKIY mutasyonunun (Omenn sendromu) varliginda cilt, dalak, lenf nodu veya
karaciger gibi dokularda dar repertuarli klonal T hiicre gelisimi sonucu normal olabilir.
Her iki durumda da dolasimdaki T-hiicrelerinin agirlikli olarak bellek fenotipi

(CD45RO) vardir ve mitojenlere yanit olarak proliferasyon ¢ok diistiktiir (51).

Ulkemizde ise akraba evliligi oranlarinin yiiksek olmasi nedeniyle otozomal
resesif gecisli formlar daha yaygin goriilmektedir. 2011 yilinda Sanal ve Tezcan'in
calismasinda Tiirkiye'den 51 ve ABD'den 174 AKIY hastasindaki genetik defektler
karsilastirllmis ve ABD grubunda X'e bagl gegisi olan genetik defektler daha sik
goriiliirken, Tiirkiye grubunda ise RAG1/2, Artemis ve JAK3 defektlerinin AKIY
vakalarinin ¢ogunlugunu olusturdugu gosterilmistir (28). Bu veri ayn1 zamanda

{ilkemizde T-B-NK+ immiinfenotipteki AKIY sikliginin fazlahigma da isaret etmektedir.
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2.6.3. Klinik Ozellikler ve Tani

Hastalarda erken bebeklik doneminde oral monoliazis, kronik diyare,
tekrarlayan solunum yolu enfeksiyonlari, deri enfeksiyonlar1 ve sepsis gibi etkenleri
viriis, bakteri, mantar ve parazit olabilen enfeksiyonlar goriiliir. Enfeksiyonlarin
direngen ve yineleyici olmasi biiylime gelisme geriligi ve malnutrisyona yol agabilir
(52). Agir kombine immiin yetmezligin tanist i¢in kullanilan ESID (European

Society for Immunodeficiencies) tani kriterleri Tablo 4'de belirtilmistir (53).

Tablo 4. AKIY tami kriterleri (53)

Kesin tanm1

2 yasindan kiigiik kiz veya erkek hasta ve;
a) Transplasental kazanilmis maternal T hiicrelerinin engraftmani veya

b) %20 den az sayida CD3+T hiicre sayisi, 3000/mm? den az absolii lenfosit sayisi ve asagida
belirtilenlerden en az biri;

1) yC mutasyonu

2) JAK3'te mutasyon

3) RAG1 veya RAG2'de mutasyon

4) IL-7Ra'da mutasyon

5) %2'nin altinda ADA aktivitesi ya da ADA'nin her iki allelinde mutasyonlar

Olas1 tan1

2 yagindan kiiciik kiz veya erkek hastanin;
<%20 CD3 + T hiicreleri olmasi
<3000 /mm? absolii lenfosit sayist olmasi

<%10 mitojenlere proliferatif yanit1 olmasi

veya dolagimdaki maternal lenfositlerin varlig

2.6.4. Tedavi

Agir kombine immiin yetmezlik (AKIY), PIY hastaliklarmin en siddetli
formudur ve T hiicrelerinin eksikligi ile kendini gosterir. B ve NK hiicreleri,

molekiiler defekte bagli olarak olabilir veya olmayabilir. Bu durum pediatrik bir
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acildir. Hizli tan1 ve etkin tedavi gerektirir. HKHN AKIY'de kiir saglayic1 tedavidir.
Agir kombine immiin yetmezlikte ilk basarili allojenik kdk hiicre nakli Gatti ve Good

tarafindan 1968 yilinda gergeklestirilmistir (54).

1997-2017 yillar1 arasinda Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk
Immiinoloji-Allerji Bilim Dali'nda agir kombine immiin yetmezlik tanisi alan
olgularin klinik ve immiinolojik 6zelliklerinin degerlendirilmesi amaciyla Bayram ve
arkadaslarmin yaptiklar1 calismada klinigimize bagvuran AKIY tamili 68 olgu
retrospektif olarak degerlendirilmistir. Calismaya dahil edilen 68 hastanin 57'sine
HKHN yapilmistir. Nakil Oncesinde aktif enfeksiyonu olan hastalarda (n=43)
sagkalim %74,4 saptanmistir. Nakil Oncesinde enfeksiyonu olmayan ya da
enfeksiyonu olan ancak tedavi edilen hastalarda (n=14) ise sagkalim %100 olarak
saptanmigtir. Calisma sonuglari nakil 6ncesi enfeksiyon durumunun sagkalim tizerine

onemli etkisi oldugunu gostermistir (p<0,05), (52).

Nakile kadar gegecek siire igerisinde intravendz immiinglobulin (IVIG)
replasman tedavisi baslanmalidir. Trimetoprim-sulfametoksazol, Pneumosystis
jirovecii profilaksisi, flukonazol ya da itrakonazol antifungal profilaksi ve asiklovir
antiviral profilaksi amaciyla tiim hastalara rutin olarak verilmelidir. AKIY
hastalarinda BCG, oral polio, rotaviriis ve kizamik gibi canli asilar kesinlikle
yapilmamalidir. Kontrendikedir (55, 56).

2.6.5. Tarama

PCR teknigine dayanan ve "Guthrie" kartina alinan TREC miktarint 6lgmek T
hiicre lenfopenisi i¢in uygun bir tarama yontemidir. TREC, V(D)J rekombinasyonu
sirasinda ayrilan genomik DNA parcaciklarinin birleserek olusturdugu dairesel DNA

pargaciklaridir (57).

2005 yilinda Kee Chan ve Jennifer Puck, genis 6lgekli popiilasyonun AKIY
ve diger T hiicre lenfopeni formlarini agisindan taranmasi i¢in TREC testinin
uygulanabilecegini tanimladilar (57). Sonrasinda TREC testi optimize edildi ve ilk

AKIY tarama pilot calismasi, Jack Routes ve James Verbsky liderliginde
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Wisconsin'de 2008'de baslatildi (58). Ayni yil i¢erisinde yenidogan taramasi ile tespit
edilen AKIY'li ilk ¢ocuga basartyla HKHN uygulandi (4). Daha sonraki yillarda
taramaya katilan eyaletler, 2009 yilinda Massachusetts, 2010 yilinda California ve
New York'tur. Giiniimiizde ABD'de dogan bebeklerin %94' yenidogan doneminde
taranmaktadir (59).

3 milyondan fazla bebegin tarandigi ABD'de yapilan calismalarda, AKIY
insidanst 1:58000 ile beklenenden ¢ok daha yiiksek bulunmustur (20). ABD'deki
yillik canli dogum orami yaklasik 4 milyondur. Daha 6nce AKIY insidansinin
1:100000 oldugu tahmin edildigi i¢in tarama, beklenen vakalarin sayisini yillik
olarak yaklasik 40'dan 69'a ¢ikarmistir ve her yil 29 hastanin daha tanimlandigi ve
kiiratif tedaviyle yoneltildigi belirtilmistir (4, 60).

Yenidogan tarama programlar1 diinyanin cesitli bolgelerinde hizla
uygulanmaktadir. Birgok AB iiye iilkesinde, Fransa, Italya, isve¢ ve Ispanya da dahil
olmak iizere AKIY yenidogan taramasi konusunda ulusal veya bdlgesel pilot
calismalar bulunmaktadir. Tayvan ve Katar 2012, Israil 2015 ve Porto Riko ise 2016

yilinda ulusal diizeyde yenidogan taramasina baglamistir (61).

AKIY ve diger T hiicre lenfopenili bebekleri tanimlamak igin Guthrie
kartlarindan elde edilen DNA oOrneklerinden TREC Ol¢limiiniin yapilmasi diinya
capinda kabul gérmiistiir. Bu 6l¢iim basta AKIY olmak iizere T hiicre lenfopenisi ile
seyreden diger PiY'lerin ve PIY dis1 baz1 hastaliklarin da taninmasma olanak
saglamaktadir. TREC yoOntemiyle yapilan taramada saptanabilen hastaliklar Tablo
5'de verilmektedir (4).

Ulkemizde de AKIY'e yonelik ilk yenidogan tarama ¢alismasi klinigimizde
tiniversitemiz bilimsel aragtirma projeleri biriminin destegiyle elde edilen proje
kapsaminda tamamlanmis ve retrospektif olarak degerlendirilen 5000'in {izerinde
ornekte TREC yontemi kurulmustur. Saglik Bakanligi Halk Sagligi Kurumu isbirligi
ve TUBITAK-NIH 1003 projesi destegiyle prospektif pilot ¢alismaya baslanmistir.
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Tablo 5. TREC yontemiyle yapilan taramada saptanabilen hastaliklar (4).

AKIY

Diger sitogenetik anomaliler

22q delesyon sendromu

Kombine immiin yetmezlikler*

Ataksi-Telenjektazi

DOCK 2 eksikligi

6p delesyonu
e Halka kromozom 14
e Halka kromozom 17

e Kromozom 17p duplikasyonu

EDA-ID e 14q mikrodelesyonu
Trizomi 21 Sekonder Sebepler
Trizomi 18 Prematiirite

Kabuki sendromu

Konjenital kalp hastalig1

CHARGE sendromu

Silotoraks

Noonan sendromu

Multipl konjenital anomaliler

Jacobsen sendromu

Nijmegen breakage sendromu

Gastrointestinal anomaliler

o (astrosizis

Fryns sendromu

Schimke immiino-osse6z displazisi

Kikirdak-sa¢ hipoplazisi

Ugiincii bosluga kayiplar
e Vaskiiler leakage

e Hidrops

CLOVES Neonatal 16semi
ECC Maternal otoimmiin hastalik
Rac2 defekti Maternal HIV enfeksiyonu

Renpenning sendromu

Maternal immiinsupresyon

TAR

Diger maternal medikasyonlar:Ritodrin

56 numarali referanstan degistirilerek adapte edilmistir.

* MHC Klas 1T eksikligi, Omenn sendromu ve Zap70 eksikligi, ge¢ ADA eksikligi disinda kalan

kombine immiin yetmezlikler

EDA-ID (immiin yetmezlik iligkili

ektodermal displazi),

CLOVES (konjenital,

lipomatdz,

overgrowth, vaskiiler malformasyonlar, epidermal nevi, spinal/iskelet anomalileri ve/veya skolyoz),

ECC (ektodermal displazi, ektrodaktili, and clefting), TAR (Trombositopeni ve radius yoklugu)
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3.GEREC VE YONTEM

3.1. Calisma Grubunun Secimi

Saglikli Tiirk cocuklarinda YTG diizeylerini belirlemek ve yasla birlikte
degisimini saptamak amactyla yapilan bu calisma kordon kani, 6 ay, 1 yas, 2 yas, 4
yas ve 6 yas olarak 6 ayr1 yas doneminde gergeklestirildi. Her bir yas grubunda 20
saglikli bebek-cocuk olmak iizere toplam 120 saglikli bebek ve ¢ocuk calismaya
alind1. Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Kadin Hastaliklar1 ve Dogum klinigindeki
bebeklerden alinan kordon kan ornekleri ve Cocuk Sagligi ve Hastaliklar1 Sosyal
Pediatri Bilim Dali1 ve Cocuk Genel Poliklinigi takibindeki 0-6 yas arasindaki bebek
ve ¢ocuklar ¢alismaya dahil edildi.

Sosyal Pediatri Bilim Dali ve Cocuk Genel Poliklinigi takibindeki 0-6 yas
arasindaki saglikli bebek ve cocuklar hi¢bir kronik hastalifi ve akut enfeksiyonu
olmayan, normal gelisimli saglikli bebek ve cocuklardan olusmustur. Ozgecmis veya
soygecmislerinde kronik hastaligi olanlar, akut enfeksiyonu olanlar, tanimlanmis ya
da siipheli primer veya sekonder immiin yetmezlik hastaligi olanlar g¢aligmaya
alimmamistir. Kadin Hastaliklar1 ve Dogum klinigindeki saglikli bebeklerden alinan
kordon kan Ornekleri bilinen bir kronik hastaligi veya infeksiyonu olmayan
gebelerden zamaninda dogan bebeklerden olusmaktadir. Perinatal asfiksi oykisii
(5.dakikada APGAR skoru <7) olanlar, klinik (hipo-hipertermi, apne-solunum
bozuklugu, letarji, ciltte renk degisikligi) ve laboratuvar (I6kopeni-lokositoz <5000 -
>25000/mm?3, periferik kan yaymasinda sola kayma; ¢omak/graniilosit orani >%20)
olarak infeksiyon disiindiiriicii bulgusu da kiltir pozitifligi ile kanitlanmis
enfeksiyonu olanlar, hemoglobin degeri <12.5 gr/dl ile anemi ve/veya kan degisimi
gereksinimi olanlar, ABO ve Rh-Rh uygunsuzlugu olanlar ve konjenital anomalileri

olan bebekler ¢alismaya alinmamustir.

Calismanin gerceklesmesi i¢in Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik
Arastirmalar Etik Kurulu'ndan 23 Ocak 2017 tarihinde 02-61-17 karar numarasi ile

onay alimustir.
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3.2. Laboratuvar incelemeleri

Calisma siirecindeki YTG (CD4+CD45RA+CD31+) ol¢iimleri Ankara
Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Immiinoloji-Allerji Bilim Dali Klinik Servis Test

Laboratuvari'nda yapilmistir.

3.3. Yontem

Subat 2017 - Aralik 2017 doéneminde 0-6 yas arast saglikli 120 bebek ve
cocukta periferik kanda YTG (CD4+CD45RA+CD31+) diizeyleri immiinfenotipleme
yontemi ile akim sitometri (flow cytometry) cihazinda, 4 renk boyama ile 6l¢iildii.
Bu degerlendirme icin EDTA igeren tiiplere 2 cc venoz kan 6rnegi alindi. 12xX75 mm
polistiren tiiplere alinan 100ul kan 6rnegi tizerine CD4, CD45RA, CD31, CD45
isaretli monoklonal antikorlar eklendi (Beckman Coulter, Marseille, France).
Ornekler oda 1s1s1 ve karanlhkta 15 dakika inkiibasyona birakilarak lenfositlerde
yiizey boyamasi yapild. Inkiibasyonun ardindan &rneklere tam kan lizis yontemi ile
eritrosit uzaklastirma islemi uygulandi. Siispansiyon haline getirilen 6rnekler akim
sitometri cihazinda analiz edildi. SS/FS ve CD45/SS detektorlerinin kullanimi ile
hiicreler biiytikliik, graniil igerikleri ve CD45 pozitifligine gore, diger periferik kan
hiicrelerinden yerlesim yerleri esas alinarak ayrildi. CD45/SS kapist igindeki CD4+
hiicre popiilasyonunda CD45RA+CD31+ hiicre diizeyleri olgiildi (NAVIOS,
Beckman Coulter, USA, Software Kaluza 1,3). Sekil 12'de akim sitometri ile
CD45/SS kapist igindeki CD4+ hiicre popiilasyonunda CD45RA+CD31+ hiicre

diizeyleri 6l¢iimii 6rnegi gosterilmistir.
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Sekil 11. Akim sitometri ile CD45/SS kapis1 i¢cindeki CD4+ hiicre popiilasyonunda
CD45RA+CD31+ hiicre diizeyleri 6l¢ctimii

3.4. Istatistiksel Degerlendirme

Verilerin analizi i¢in Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Biyoistatistik Bilim
Dali'ndan destek alinarak yapilan istatistiklerde IBM SPSS Statistics 15.0 (IBM
Corp., Armonk, New York, ABD) istatistik paket programinda degerlendirildi.
Tanimlayici istatistikler olarak birim sayisi (n), yiizde (%), ortalama+tstandart sapma
(SD), median, 5 persantil ve 95 persantil degerleri olarak verildi. Kategorik
degiskenlerin degerlendirilmesinde Pearson Ki-Kare ve Ficher’s exact testi
kullanildi. Sayisal degiskenlere ait verilerin normal dagilimi Shapiro Wilk, normallik
testi ve Q-Q grafikleri ile degerlendirildi. Iki grubun karsilastirlmasinda normal
dagilim gosteren degiskenlerde Bagimsiz Orneklem T testi ile, normal dagilima

uymayan degiskenlerde ise Mann-Whitney U analizi ile yapildi.

p<0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

Subat 2017 - Aralik 2017 déneminde Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi
Kadin Hastaliklar1 ve Dogum klinigindeki bebeklerden alinan kordon kan 6rnekleri
ve Cocuk Saglig1 ve Hastaliklart Anabilim Dali, Sosyal Pediatri Bilim Dali1 ve Cocuk
Genel Poliklinigine basvuran 0-6 yas arasindaki bebek ve ¢ocuklardan alinan kan

ornekleri olmak iizere toplam 120 saglikli bebek ve ¢ocuk ¢alismaya alindi.

4.1. Calisma Grubunun Demografik Ozellikleri

Calismaya alinan 120 saglikli bebek ve cocugun yas ve cinsiyet ozellikleri
Tablo 6'da sunulmustur. Calismaya alinan 120 saglikli bebek ve ¢ocugun 52'si kiz
(%43.3), 68'i erkektir (%56.7). Kordon kan grubu 13 kiz (%65) ve 7 erkektir (%35).
6 ay grubu 9 kiz (%45) ve 11 erkek (%55), 1 yas 8 kiz (%40), 12 erkekten (%60)
olugsmaktadir. 2 yas grubunda 8 kiz (%40) ve 12 erkek (%60) bulunmaktadir. 4 yas
grubundaki ¢ocuklarin 6's1 kiz (%30), 14" erkektir (%70). 6 yas grubunda ise 8 kiz
(%40), 12 erkek vardir (%60).

Tablo 6. Saglikli bebek ve ¢ocuk gruplarinin yas ve cinsiyet dagilimi

YAS GRUBU Kordon 6 ay 1 yasg 2 yas 4 yas 6 yas Toplam
SAYI 20 20 20 20 20 20 120
Kiz 13 9 8 8 6 8 52
o (%) (65) (45) (40) (40) (309) (40) (43.3)
Cinsiyet
Erkek 7 11 12 12 14 12 68
(%) (35) (55) (60) (60) (70) (60) (56.7)
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4.2. Yasa Gore Periferik Kanda YTG, BK, ALS Sayilari ve Yiizde Degerleri

Bu calismada 0-6 yas grubundaki saglikli Tiirk ¢ocuklarindan alinan periferik

kan orneklerinde timopoezin incelenmesi amacglanmistir. Bu degerlendirmelerin

sonuglari toplu olarak Tablo 7'de sunulmus, grafik ¢izimleriyle detaylandirilmastir.

Tablo 7. Yasa gore periferik kanda YTG, BK, ALS sayilar1 ve yiizde degerleri

YAS BK ALS YTG (%) Absolii YTG
/mm? /mm? CD4+ /mm?
CD45RA+
CD31+
Median 12935 3930 68.36 1319
KORDON 5 5967 2484 59.66 896
95 27545 8949 81.09 2299
Median 8535 5260 76.85 2043
6 AY 5 5901 3132 63.59 929
95 17071 12092 81.79 4981
Median 9410 5385 73.00 1829
1 YAS 5 5770 3056 57.15 969
95 13356 9652 82.37 3832
Median 8260 4865 68.90 1377
2 YAS 5 6521 2870 57.19 646
95 11555 7747 79.36 2284
Median 8215 3395 63.97 852
4YAS 5 4652 1850 55.46 544
95 11922 5784 74.47 1516
Median 7940 3105 58.05 732
6 YAS 5 4640 1882 53.73 406
95 16508 7245 69.89 1654
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Tablo 8'de saglikli Tiirk ¢ocuklarinda beyaz kiire sayilarinin median ve %5-
95 araliklart verilmigtir. Sekil 12'de beyaz kiire sayilarinin yasa goére degisimi

verilmistir.

Tablo 8. Saglikli Tiirk ¢ocuklarinda beyaz kiire sayilarmin median ve %5-95

araliklari
Kordon 6 ay 1 yas 2 yas 4 yag 6 yas
Median 12935 8535 9410 8260 8215 7940
%5 5967 5901 5770 6521 4652 4640
%95 27545 17071 13356 11555 11922 16508

BK
30000,00
25000,00
20000,00
%95
15000,00
10000,00 \
\ .
Median
5000,00 ¥ %5

0,00
KORDON 6 AY 1YAS 2 YAS 4 YAS 6 YAS

Sekil 12. Beyaz kiire sayilarinin yasa gore degisimi
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Tablo 9'da saglikli Tiirk ¢ocuklarinda absolii lenfosit sayilarinin median ve
%5-95 araliklar verilmistir. Sekil 13'de absolii lenfosit sayilarinin yasa gore degisimi

verilmistir.

Tablo 9. Saglikli Tiirk ¢ocuklarinda absolii lenfosit sayilarinin median ve %5-95

araliklari
Kordon 6 ay 1 yas 2 yas 4 yas 6 yas
Median 3930 5260 5385 4865 3395 3105
%5 2484 3132 3056 2870 1850 1881
%95 8949 12092 9652 7747 5784 7244

ALS

14000,00
12000,00
10000,00

8000,00

%95

6000,00

4000,00 / \
Median

/
2000,00 \___ %5

0,00

KORDON 6 AY 1YAS 2 YAS 4 YAS 6 YAS

Sekil 13. Absolii lenfosit sayilarinin yasa gore degisimi
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Tablo 10'da saglikli Tiirk ¢ocuklarinda YTG (CD4+CD45RA+CD31+) hiicre

diizeylerinin median ve

%5-95 araliklar

verilmistir.

Sekil

14'de YTG

(CD4+CD45RA+CD31+) hiicre diizeylerinin yasa gore degisimi verilmistir.

Tablo 10. Saglikli

diizeylerinin median ve %5-95 Araliklar1

Tiirk ¢ocuklarinda

YTG (CD4+CD45RA+CD31+) hiicre

Kordon 6 ay 1 yas 2 yas 4 yag 6 yas
Median 68.36 76.85 73.00 68.90 63.97 58.05
%5 59.66 63.59 57.15 57.19 55.46 53.73
%95 81.09 81.79 82.37 79.36 74.47 69.89
YTG (CD4+CD45RA+CD31+)
90,00
80,00
70,00 /\ %95
60,00 —_— Median
50,00 %5
40,00
30,00
20,00
10,00
0,00
KORDON 6 AY 1YAS 2 YAS 4YAS 6 YAS

Sekil 14. YTG (CD4+CD45RA+CD31+) hiicre diizeylerinin yasa gore degisimi
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Tablo 11'de saglikli Tiirk ¢ocuklarinda YTG (CD4+CD45RA+CD31+) hiicre
diizeylerinin absolii sayilarinin median ve %5-95 araliklari verilmistir. Sekil 15'te
YTG (CD4+CD45RA+CD31+) hiicrelerin absolii sayilarmin yasa gére degisimi

verilmistir.

Tablo 11. Saglikli

Tiirk ¢ocuklarinda

diizeylerinin absolii sayilarinin median ve %5-95 Araliklari

YTG (CD4+CD45RA+CD31+) hiicre

Kordon 6 ay 1 yas 2 yas 4 yas 6 yas
Median 1319 2043 1829 1377 852 732
%5 896 929 969 646 544 406
%95 2299 4981 3832 2284 1516 1654
Absolii YTG (CD4+CD45RA+CD31+)
6000,00
5000,00
4000,00
3000,00
2000,00
%95
1000,00
—— Median
%5
0,00
KORDON 6 AY 1YAS 2 YAS 4 YAS 6 YAS

Sekil 15. YTG (CD4+CD45RA+CD31+) hiicrelerin absolii sayilarinin yasa gore

degisimi
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S5.TARTISMA

Ulkemizde akraba evliligi oraninin yiiksek olmasi nedeniyle ¢ogu otozomal
resesif gecisli olan kombine immiin yetmezlikler daha sik goriilmektedir. Onemli bir
halk saglig1 sorunu olan primer immiin yetmezlik (PIY)'lerde, 6zellikle de kombine

immiin yetmezlik (KiY)’lerde erken tan1 ve etkin tedavi hayat kurtaricidir.

PIY hastaliklari arasinda agir kombine immiin yetmezlik (AKIY)'ler ilk 1-2
yasta tan1 almadigi ve uygun tedavi edilmedigi takdirde Oliimle sonuglanan bir
pediatrik acildir. AKIY lerde yetersiz timopoez nedeniyle deneyimsiz (naif) T hiicre
sayilarinda diisiikliik saptanmaktadir. AKIY'li bebekler dogumda normal goriiniirler
ve yasamin ilk aylarinda asemptomatik olabilirler (46). Hastalarin asemptomatik
olduklar1 donemde taranmasi; agir ve hayati tehdit eden enfeksiyonlar ortaya
¢tkmadan, ciddi komplikasyonlara yol agan canli asilar yapilmadan ve organ hasari
gelismeden erken tani almalarina, uygun ve etkin tedavi edilmelerine olanak
saglamaktadir (46-48). Giinlimiizde hematopoetik kok hiicre nakli (HKHN)

hastaligin tek kiiratif tedavisidir.

Hastalarin tan1 ve nakil yaslar1 ile nakil sirasinda aktif enfeksiyonlu olup
olmamalar1 nakil sonucunu 6nemli 6l¢iide etkilemektedir. Pai ve arkadaslarinin 2014
yilinda yayinladiklar1 retrospektif ¢aligmada 10 yillik bir donemde 25 merkezde
HKHN vyapilan 240 AKIY'li bebegin uzun dénem sagkalim verileri ve etkileyen
faktorler ele alinmistir. 3.5 ay veya Oncesinde ve enfeksiyonsuz nakil olan
bebeklerde 5 yillik sagkalim orani %94 (64/68 bebek) iken 3.5 aydan biiyiik ve nakil
sirasinda aktif enfeksiyonu olan grupta sagkalim %50 (45/91 bebek) olarak
bildirilmistir (40). AKIY'li hastalarda; nakil yasi, nakil sirasinda aktif enfeksiyon
varligi ve T hiicre yeniden yapilanmasi uzun donemde sonucu etkileyen en dnemli

faktorler olarak belirlenmistir (40).

Gennery ve arkadaslarinin Avrupa’da nakil yapilan 699 AKIY hastasin
inceledigi ¢alismada erken yasta nakil yapilan, T-B+ fenotipe sahip olan, aile i¢i tam

uygun donorii bulunan ve nakilden 6nce enfeksiyonu olmayan hastalarin iyi prognoz
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gosterdigi raporlanmistir. Nakil yas1 6 aydan kiigiik olan AKIY hastalarinin nakil
yas1 12 aydan daha biiylik olan hastalarla karsilastirildiginda 10 yillik sagkaliminin
kiiglik yasta nakil olan hastalarda daha iyi oldugu bildirilmistir (%68 ve %51,
p<0,001), (62).

Bu genis hasta gruplarmin yer aldig1 ¢alismalarin da isaret ettigi gibi AKIY’
de erken tani, sonucu ve sag kalimi etkileyen en degerli unsurdur. Erken taninin 6n
sart1 ise bebegi ilk goren ve izleyen hekimin hastaliktan siiphe etmesi; oyki, fizik
muayene ve temel laboratuvar bulgulari 15181inda taniy1 akla getirmesidir. Lenfopeni
AKIY'li hastalarin %90’mda hekime basvuru sirasinda saptanmaktadir. Yetersiz
timopoez nedeniyle deneyimsiz (naif) T hiicre sayilarindaki diistikliik lenfopeniden
sorumludur (52). Bu nedenle, basta agir kombine immiin yetmezlik olmak tizere T
hiicre gelisim bozuklugu gdsteren tiim kombine immiin yetmezliklerin tanisinda

timopoezin degerlendirilmesi en saglikli 6lgiittiir.

Timopoez bir baska deyisle timustan periferik kana yeni gegen naif T
hiicrelerin ~ varhigt ~ (yeni  timik  go¢menler-YTG)  iki  yontem ile
degerlendirilebilmektedir. Bu yontemlerden birincisi molekiiler olarak T hiicre
reseptOriiniin - normal  gelisimi  sirasinda  gerceklesen  VDJ  genlerinin
rekombinasyonundan arta kalan sirkiiler yapili DNA artiklariin degerlendirilmesi;
yani TREC (T cell receptor excision circle) dlgiimiidiir. Guthrie kartlarina alinan bir
damla topuk kanindan elde edilen DNA 6rneginde, TREC kopya sayist PCR yontemi
ile olgiilerek degerlendirme yapilir. Bu metod giiniimiizde AKIY’ in yenidogan
doneminde taranmasi (New Born Screening-NBS) amaci ile kullanilmaktadir (4).
Digeri ise CD4, CD45RA, CD31 monoklonal antikorlarini yiizeyinde tasiyan,
timusdan yeni olarak periferik kana gegen T lenfositlerinin akim sitometrisi ile
immiinfenotipik yontemle belirlenmesi esasma dayal1 6l¢iimdiir. Oykii 6zellikleri ve
klinik bulgular1 ile PIY/T hiicre gelisim defekti siiphesi tasiyan bir hastada kullanilan
tan1 testlerinden biridir. Periferik kan lenfosit altgrup tayini ve fonksiyonel testlerle
birlikte immiin sistemin degerlendirilmesi amaciyla yapilir. Bu sayede PIY
diisiiniilen bir hastada timopoezin etkilenmis olup olmadig1 belirlenir. PIY siiphesi

tasiyan hastada erken taniya olanak saglamasi bakimindan ¢ok énemlidir.
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Uluslararas1 ve ulusal literatiirde, timopoezi immiinfenotipik olarak 6lgtiikten
sonra elde edilen % deger ve mutlak sayilarin normal veya diisiikk olup olmadigini
konusunda yorum yapmayi saglayacak, saglikli bebek ve cocuklarda Olg¢lilmiis
normal referans degerler bulunmamaktadir. Bu noktadan hareketle, ¢alismamizda
kordon kani, 6 ay, 1 yas, 2 yas, 4 yas ve 6 yas olarak 6 ayr1 yag doneminde, her bir
yas grubunda 20 saglikli bebek-¢ocuk olmak iizere toplam 120 saglikli bebek ve
cocukta normal YTG diizeyleri (CD4+CD45RA+CD31+) ve absoli YTG
(CD4+CD45RA+CD31+) sayilar1 belirlenmistir.

YTG (CD4+CD45RA+CD31+) T hiicrelerin sayisal diizeyi akim
sitometrisinde immiinfenotipleme yontemi ile vendz kan 6rneginde dl¢iilmektedir. Bu
yontem PCR ile TREC 6l¢iim yontemine kiyasla daha yaygin kullanilabilir bir yontem
olmakla birlikte yenidogan tarama testi olarak degil tan1 asamasinda kullanilan bir
yontemdir. Bu nedenle T hiicre gelisim defekti siiphesi tasiyan hastalardan elde
edilecek YTG (CD4+CD45RA+CD31+) diizeylerinin normal (referans) degerlere gore
kiyaslanarak degerlendirilmesi klinik olarak AKIY veya AKIY disi KIY diisiiniilen

hastalarin erken tani ve etkin tedavi almasina katki saglayacaktir.

Calismamizda, YTG (CD4+CD45RA+CD31+) hiicre mutlak say1 ve yiizde
degerleri kordon kanm1 grubunda 6 ay grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli
diizeyde diisiik saptanmistir (p= 0,028). Gézden gecirilebildigi kadariyla literatiirde
de CD45RA+ deneyimsiz (naif) T hiicrelerin rolatif ve absolii oranlarinin dogum
sonras1 6.ayda pik degerine ulastifi; kordon kaninda 6 ay grubuna gore diisiik
bulundugu belirtilmistir (63). YTG (CD4+CD45RA+CD31+) hiicrelerin absolii say1
ve diizeylerindeki bu fark kordon kaninin kendine 6zel kompozisyonundan
kaynaklanabilir. Nitekim kordon kanindaki lenfosit diizeyi yenidogan ve siit

cocuklugu donemlerine kiyasla diisiiktiir (64).

YTG (CD4+CD45RA+CD31+) hiicre diizeylerinin absolii sayis1 (p<0.001) ve
rOlatif oranlar (p= 0,018) yas biiyiidiikge azalmaktadir. Bu degisimin temel nedeni

yasla beraber timus dokusunda ortaya ¢ikan yapisal degisiklik ve involusyondur.

Literatiirde erigkinlerde yapilmis ve bu bilgiyi destekler bazi ¢alismalar yer

almaktadir
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Ye ve Kirschner'in raporunda giinliik iretilen YTG sayis1 ve 80 yillik bir
yasam siireci boyunca TREC konsantrasyonundaki degisiklikler o6l¢iilmiis ve
yaglanma sirasinda timik involusyonun hem CD4 + hem de CD8 + T hiicre
popiilasyonlarinda TREC konsantrasyonlarinda yas bagimli bir azalmaya neden

oldugu gosterilmistir (65).

Yine erigkin c¢agda HIV enfeksiyonu veya "HAART (highly active
antiretroviral therapy)” sonrasti TREC hiicre diizeyi degisiklikleri ile ilgili

calismalara literatiirde rastlanmaktadir.

Douek ve arkadaslarinca, TREC'in deneyimsiz (naif) T hiicrelerine spesifik
oldugu, HIV enfeksiyonu sirasinda ve saglikli bireylerde yasla iliskili olarak azaldigi,
eriskinlerde timik fonksiyonun HIV ile enfekte kisilerde baskilanabilecegi ve viral
yiikiin azalmasiyla iyilesebilecegi gosterilmistir. Yasamin erken evrelerinden sonra,
timopoezin etkinliginin giderek azaldigi, naif T hiicrelerin ve genis TCR
repertuarinin timiis aracili rekonstitiisyonunun yetiskinlerde yavas bir siire¢ oldugu
saptanmistir. HAART sirasinda toplam naif T hiicre sayisindaki artiglarin daha geg
olurken TREC seviyelerindeki degisikliklerin tedavi siirecinde ¢ok daha erken
gerceklestigi ve naif T hiicre rekonstitiisyonunun timik potansiyelinin gostergesi
oldugu belirtilmistir. Calismada 25 saglikli bireyden alinan kan 6rneklerinde CD4 +
ve CD8 + lenfositlerindeki TREC'lerin sayisinin dogumdan 73 yasa kadar azaldig1 ve
HIV-1 ile enfekte 10 bireydeki diisiik TREC diizeylerinin HAART ile tedavi
sonrasinda yiikseldigi belirtilmistir (66).

Zhang ve ark. T hiicre reseptdr yeniden diizenlenmesinin yan iriinii olan
eksizyonel bir DNA parcasinin (ol ¢emberi) saptanmasina dayanarak kandaki
timustan yeni ¢ikan go¢gmen T hiicrelerin sayisini 6l¢mek i¢in bir analiz gelistirerek
532 saglikli bireyi incelemis, kandaki al ¢ember diizeylerinin yasamin ilk 10-15
yilina kadar yiiksek oldugunu, gec ergenlik yillarinda keskin sonra ise kademeli bir
azalma meydana geldigini belirtmistir. HIV-1 ile enfekte olmus yetiskinler, enfekte
olmamis bireyler ile karsilastirildiginda al c¢ember diizeylerinin 6nemli Ol¢iide
azaldig1 belirtilmistir. HAART alan 74 bireyde, tedavi Oncesi diizeyleri normal

sinirlar icinde olanlarda tedavide ve sonrasinda al ¢ember diizeyleri lizerinde anlamli
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bir etki bulunmamistir. HAART 06ncesi al ¢ember diizeylerinde bozuklugu olanlarda

anlamli artiglar gozlenmistir (67).

Ye ve Kirschner bir baska caligmalarinda, saglikli bireylerde yasla birlikte
TREC konsantrasyonlariin kademeli olarak azaldigim1 belirtmislerdir. Hiicre
boliinmesini ve proliferasyonunu temsil eden Ki67 ekspresyonunun 23 ila 88 yaslar
arasindaki saglikli bireylerde CD4+ veya CD8+ T hiicrelerde artmadig: ¢alismada
vurgulanmigtir. Bu veriler 1s1ginda, ¢alismada yaslanma sirasinda TREC diizeyindeki
azalmanin, YTG'lerin timustaki {iretiminde azalmaya bagli oldugunu diistiniilmiistir.
Ayni ¢alismada TREC diizeyinin HKHN'den haftalar sonra artmakta oldugu ve naif
T hiicrelerinin sikligi ile korelasyon gosterdigi belirtilmektedir (68).

PiY’lerde allojenik HKHN endikasyonlar1 6zellikle son 10 yilda hizla artis
gostermektedir. HKHN’de amag:kararli ve kalic1 bir engrafman ve immiin yapilanma
olusturarak yeni ve normal islev gorev bir immiin sistem yaratmaktir. Iste tam da bu
amaca yonelik olarak hastalarda nakil sonrasinda immiin yapilanmanin denetlenmesi
ve izlemi prognozu belirlemede énemli rol oynayan faktorlerden biridir. Nitekim nakil
sonrast CD4+CD45RA+CD31+ hiicre diizeylerinin 6l¢iimii ile timopoezin longitudinal
olarak izlenmesi HKHN sonrasinda immiin yapilanmanin degerlendirilmesi ve
prognoz tayinine biiyiik oranda katki saglamaktadir. O halde bu ¢aligmadan elde edilen
0-6 yas grubu saglikli bebek ve ¢ocuklara ait normal degerler, HKHN sonrasi immiin

yapilanmanin ve timopoezin objektif olarak degerlendirilmesine olanak taniyacaktir.

Nitekim Immiinoloji-Allerji Bilim Dalimizda 2008 — 2014 yillarinda allojenik
HKHN yapilan ve iki yil siireyle izlenen 22 AKIY’li hastanin, periferik kanda YTG
hiicre diizeyleri, CD4+CD45RA+CD31+ hiicreler denetlenerek retrospektif olarak
degerlendirilmistir. Hastalarin tiimiinde HKHN sonrasi donér tipi ve immiin
fenotipten bagimsiz olarak YTG hiicre diizeylerinin nakil sonrasi l.aydan 6.aya
kadar giderek belirgin yiikselme egilimi gosterdigi; 6.aydan sonra 2.yila kadar
yiiksek ve kararli seyrettigi belirlenmistir. Bu ¢alismada periferik kanda dl¢iilen YTG
diizeyinin periferik kanda CD4+CD45RA+CD31+ hiicre 6lgiimiiniin AKIY’de
HKHN sonrast immiin yapilanmanin degerlendirilmesinde ve izleminde

kullanilabilecek degerli bir belirteg oldugu vurgulanmustir (69).
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Bu calismadan elde ettigimiz bir diger sonug, absolii lenfosit sayisinin yagla
birlikte degismekte oldugudur. Calismamizda 6 ay ve 1 yas gruplarinda absolii
lenfosit sayisi %5 alt sinir1 sirasiyla 3132/mm?® ve 3056/mm? bulunmustur. ALS
biiylik yas gruplarinda beklendigi iizere azalmis ve 4 yas grubunda %5 sinir degeri

1850/ mm? olarak saptanmustir.

Yasamin ilk yilinda lenfopeni sinirinin 3000/mm?*'iin oldugu bu ¢alismada da
bir kez daha kanitlanmistir. Buna karsin 1 yas sonrasinda ve devaminda 1500/mm?'iin
altt degerler lenfopeni olarak kabul edilmektedir. Halbuki ¢aligmamizdaki veriler
absolii lenfosit sayisinin yasla birlikte kademeli olarak diistiglinii ve 4 yas ve
tizerinde ALS %5 alt smirmin 1850/ mm?® oldugunu gostermektedir. Bu veriler
1s181nda, siit cocuklugu doénemi sonrasinda lenfopeni alt sinirinin genel kabul olan
1500/mm*den daha yiiksek oldugu ve PIY siiphesi gosteren hastalarda absolii

lenfosit sayisinin dikkatle degerlendirilmesi gerektigi diigiiniilmiistiir.

Sonug olarak, 120 saglikli bebek ve ¢ocugun YTG (CD4+CD45RA+CD31+)
hiicre diizeylerini degerlendirdigimiz bu calisma, iilkemizde, bu alanda yapilan ilk
calisma olma ozelligi tasimaktadir. Kordon kani ve 0-6 yas grubu saglikli Tirk
cocuklarinda, periferik kanda YTG CD4+CD45RA+CD31+ hiicrelerin normal
degerleri tespit edilmistir. Primer immiin yetmezliklerin énemli bir saglik sorunu
oldugu iilkemizde, kanimizca, PIY o6n tamili hastalarda  belirlenen
CD4+CD45RA+CD31+ hiicre diizey ve sayilarmin bu yas normalleri ile
kiyaslanarak degerlendirilmesi, hastalarinin tan1 ve tedavilerine 6énemli dlclide katki
saglanacaktir. Bu noktadan hareketle CD4+CD45RA+CD31+ hiicre tayini, PIY
hastalarinin tanm1 ve tedavisini yiiriiten tim merkezlerde, periferik kan lenfosit

altgruplar1 panelinde yer almalidir.
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6. SONUCLAR

Saglikli Tirk ¢ocuklarinda timopoezi, YTG (CD4+CD45RA+CD31+) hiicre
diizeylerini belirlemek ve yasla birlikte degisimini saptamak amaciyla yapilan bu
calisma,; kordon kani, 6 ay, 1 yas, 2 yas, 4 yas ve 6 yas olarak 6 ayr1 yas doneminde,
her bir yas grubunda 20 saglikli bebek-cocuk olmak iizere toplam 120 saglikli bebek

ve ¢ocukta gerceklestirilmistir.

Subat 2017 - Aralik 2017 déneminde Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi
Kadin Hastaliklar1 ve Dogum klinigindeki bebeklerden alinan kordon kan drnekleri
ve Cocuk Saglig1 ve Hastaliklar1 Anabilim Dal1, Sosyal Pediatri Bilim Dal1 ve Cocuk
Genel Poliklinigine bagvuran 0-6 yas arasindaki bebek ve c¢ocuklardan alinan kan

ornekleri calismaya alinmustir.

Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu'ndan 23

Ocak 2017 tarihinde 02-61-17 karar numarast ile onay alinmustir.

YTG (CD4+CD45RA+CD31+) 6lgiimleri Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi
Cocuk Immiinoloji-Allerji Bilim Dali Klinik Servis Test Laboratuvari'nda
yapilmistir. Alinan periferik kan 6rneklerinde CD4+ T hiicrelerde CD45RA+CD31+
(YTG) ekspresyonlar1 4 renk boyama yontemi ile akim sitometrisinde ol¢tilmiistiir.

Bu arastirmamizdan asagida yer alan sonuglar elde edilmistir.

1. Periferik kan beyaz kiire, total lenfosit sayis1 ve YTG
(CD4+CD45RA+CD31+) hiicre diizeyleri yasla birlikte degismektedir. Bu
nedenle ¢ocuklarda periferik kan YTG (CD4+CD45RA+CD31+) hiicre
diizeylerinin saglikli olarak degerlendirilebilmesi i¢in ¢ocuk yas grubunun
normallerinin olusturulmasi gereklidir. Nitekim yapilan bu calisma ile
kordon kani ve 0-6 yas donemi 6 ayr1 yas grubunda periferik kanda YTG
(CD4+CD45RA+CD31+) hiicre diizeyleri normalleri belirlenmis olup

ilkemiz ¢ocuklarinda referans degerler olusturulmustur.
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2. Yasla birlikte YTG (CD4+CD45RA+CD31+) hiicre diizeylerinin absolii
sayist (p<0.001) ve rolatif oranlar1 (p= 0,018) azalmaktadir. Bu degisimin

ana nedeni yasla beraber timus dokusunun involusyonudur.

3. YTG (CD4+CD45RA+CD31+) hiicre diizeylerinin absolii sayis1 ve yiizde
deger (rolatif) oranlari kordon kani grubunda 6 ay grubuna gore diisiik
saptanmig olup istatistiksel olarak anlamli bir farklilik belirlenmistir (p=
0,028). YTG (CD4+CD45RA+CD31+) hiicrelerin absolii say1 ve
diizeylerindeki bu fark kordon kaninin kendine 6zel kompozisyonundan
kaynaklanabilir. Nitekim kordon kanindaki lenfosit diizeyi yenidogan ve

stit cocuklugu donemlerine kiyasla diisiiktiir.

4. Calismamizda absolii lenfosit sayisinin yagla birlikte degismekte oldugu
saptanmistir. ALS, 6 ay ve 1 yas gruplarinda %5 alt sinirda sirasiyla
3132/mm? ve 3056/mm?® olmakla birlikte daha biiyiik yas gruplarinda
azalmakta ve 4 yas grubunda 1850/ mm®e kadar diigmektedir. Absolii
lenfosit sayis1 yenidogan ve erken siit cocuklugu doéneminde genellikle
3000/mm*iin altindaki degerler diisiik kabul edilirken hayatin devaminda
1500/mm?"in alt1 diisiik olarak kabul edilmektedir. Calismamizdaki veriler
absolii lenfosit sayisinin yasla birlikte kademeli olarak diistiigiinii ve alt
siirini 1850/ mm? oldugunu gostermektedir. Bu veriler 1s1ginda, siit
cocuklugu donemi sonrasinda oOzellikle 4 yastan sonra lenfopeni alt
siirinin genel kabul olan 1500/mm?'den daha yiiksek (1850/mm?) oldugu

gosterilmistir.
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OZET

Primer immiin yetmezlikler (P1Y), immiin sistemi olusturan komponentleri
kodlayan genlerdeki mutasyon sonucu ortaya g¢ikan bir grup kalitsal hastaliktir.
Ulkemizde yaygin olan PIY'lerde erken tan1 ve etkin tedavi hayat kurtaricidir. Agir
kombine immiin yetmezlik (AKIY) temel olarak T hiicre gelisim bozuklugudur. Bu
hastaliga yol agan 20 kadar genetik defekt tanimlanmustir. AKIY’lerde yetersiz
timopoez nedeniyle deneyimsiz (naif) T hiicre sayilarinda diisiikliik saptanmaktadir.
Giiniimiizde timopoez; bir bagka deyisle timus bezinin fonksiyonu; timustan periferik
kana gegen naif (deneyimsiz) T hiicre gelisiminin "Recent Thymic Emigrants” -YTG
(Yeni Timik Gogmenler)- gosterilmesi sayesinde dlgtilebilmektedir. YTG 2 yontem
ile degerlendirilmektedir. Birincisi TREC; yani molekiiler olarak T hiicre
reseptorliniin gelisimi sirasinda gergeklesen VDJ genlerinin rekombinasyonundan
arta kalan sirkiiler yapili DNA artiklarinin 6l¢iimiidiir. Digeri ise CD4, CD45RA ve
CD31 monoklonal antikorlarini yiizeyinde tagiyan timustan yeni olarak periferik
kana gegen T lenfositlerinin akim sitometrisi ile (flow cytometry) tanimlanmasi
esasia dayali ol¢iimidiir. Bu hiicrelerin TREC igerigi yiiksektir. Bu g¢alismanin
amaci, kordon kani ve 0-6 yas grubu saglikli Tiirk cocuklarinda, periferik kanda
timustan yeni ¢ikan naif T lenfositleri;yani YTG (CD4+CD45RA+CD31+) say1 ve
diizeylerini immiinfenotipik yontemle olcerek, farkli yas gruplarinda YTG normal
(referans) degerlerini belirlemek ve bu yolla saglikli bebek ve ¢ocuklarda timopoezi
degerlendirmektir. Calismamizda, TREC diizeyini temsil ettigi bilinen CDA4,
CD45RA, CD31 belirteclerini yiizeyinde tasiyan T lenfositlerini akim sitometrisi ile
Olcerek periferik kanda YTG (CD4+CD45RA+CD31+) hiicre diizeyleri normalleri
belirlenmis olup kordon kani ve 0-6 yas donemi 6 ayr1 yas grubunda tilkemiz saglikli
cocuklarinda normal (referans) degerler olusturulmustur. Yasla birlikte YTG
(CD4+CD45RA+CD31+) hiicre diizeylerinin absolii sayis1 (p<0.001) ve yiizde deger
(rolatif) oranlar1 (p= 0,018) azaldig1 saptanmistir. Bu degisime yasla beraber timus
dokusundaki involusyonun neden oldugu diisiiniilmiistiir. Calismamizda ayrica
absolii lenfosit sayisinin yasla birlikte degistigi, 6 ay ve 1 yas gruplarinda %S5 alt
sinirin sirastyla 3132/mm?® ve 3056/mm?, daha biiyiik yas gruplarinda azalarak 4 yas
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grubunda 1850/ mm?®e oldugu belirlenmistir. Bu veriler 1s18inda, siit ¢ocuklugu
donemi sonrasinda oOzellikle 4 yas {Ustli lenfopeni sinirinin genel kabul olan
1500/mm®den daha yiiksek (1850/ mm?) oldugu gosterilmistir. Primer immiin
yetmezliklerin &nemli bir saglik sorunu oldugu iilkemizde, kanimizca, PIY 6n tanili
hastalarda belirlenen CD4+CD45RA+CD31+ hiicre diizey ve sayilarinin bu yas
normalleri ile kiyaslanarak degerlendirilmesi, hastalarinin tan1 ve tedavilerine 6nemli
Ol¢iide katki saglanacaktir. Bu noktadan hareketle CD4+CD45RA+CD31+ hiicre
tayini, PIY hastalarmn tan1 ve tedavisini yiiriiten tiim merkezlerde periferik kan

lenfosit alt gruplar1 panelinde yer almalidir.

Anahtar Kelimeler: YTG, P1Y, AKIY, Timopoez, Akim sitometri
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SUMMARY

Primary immunodeficiencies (PIDs) are a group of hereditary diseases result
from mutations in genes that encode the components of the immune system. Early
diagnosis and effective treatment is life-saving in primary immunodeficiencies which
are common in our country. Severe combined immunodeficiency is constitutively a
T-cell developmental defect. Up to 20 genetic defects leading to this disease have
been identified. There is a reduction in naive T cell counts due to inadequate
thymopoiesis in severe combined immunodeficiencies. At the present time,
thymopoiesis meaning the function of the thymus gland can be measured by
demonstration of naive T cell development -Recent Thymic Emigrants(RTE)- that
passes into peripheral blood from thymus. RTE can be measured by two methods.
The first of these methods is TREC: is the remaining residual circularly formed DNA
residues from recombination of \VDJ genes that occur molecularly during the normal
development of the T cell receptor. The other measurement is based on flow
cytometry identification of T lymphocytes newly inflowing peripheral blood from
the thymus carrying CD4, CD45RA, CD31 monoclonal antibodies (markers) on its
surface. The TREC content of these cells is high. The aim of this study was to
determine RTE normal (reference) levels in different age groups (cord blood and 0-6
age group healthy Turkish children) by measuring the number and levels of RTE
(CD4 + CD45RA + CD31 +) (naive T lymphocytes newly emerging from thymus to
peripheral blood) and to evaluate thymopoiesis in healthy infants and children in this
way. In our study, RTE (CD4 + CD45RA + CD31 +) cell levels in peripheral blood
were normalized by measuring T lymphocytes bearing surface CD4, CD45RA,
CD31 markers that represent TREC levels by flow cytometry. In six different age
groups (cord blood and 0-6 age group) normal (reference) values were established in
healthy children of our country. The absolute numbers (p <0.001) and relative ratios
(p = 0.018) of RTE (CD4+CD45RA+CD31+) decreased with age. This alteration
was thought to be caused by the involution of the thymus tissue with age. In our
study, the levels of absolute lymphocytes changed with age, and in groups of 6
months and 1 age group, 5% lower limit was 3132/mm3 and 3056/mma3 respectively.
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The levels of lymphocytes decreased in older age groups and it was found to be
1850/ mm3 in 4 age group. In the light of these data, it has been shown that the
lymphopenia limit after infancy especially after above 4 years of age is higher than
the general accepted 1500/mm3 (1850/ mm3). In our country, where primary
immunodeficiency is an important health problem, we believe that
CD4+CD45RA+CD31+ cell levels in primary immunodeficiency pre-diagnosed
people compare with healthy people will contribute significantly to the diagnosis and
treatment. From this point on, the CD4 + CD45RA + CD31 + cell assay should be
included in the panel of peripheral blood lymphocyte subgroups in all centers that
perform the diagnosis and treatment of primary immunodeficiency patients.

Key Words: RTE, PID, SCID, Thymopoesis, Flow cytometry
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