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OZET

PRIMER iMMUN YETMEZLIK HASTALIKLARININ PCR iLE
YENIDOGANLARDA TARAMA iLE ERKEN TESHiSI

Amag: Primer immiin yetmezlikler (P1Y) 300°den fazla cesidi olan heterojen bir hastalik
grubudur. Yenidogan taramalarinda kullanilan Wilson-Jugner kriterlerini karsilayan P1Y
hastaliklar1 bir¢ok iilkede tarama programlarina dahil edilmektedir. Tiirkiye gibi akraba
evliliklerinin sik goriildiigii iilkelerde PIY hastaliklarinin insidans1 mutlaka bilinmelidir.
Bu calismada; TRECs ve KRECs biyobelirtegleri kullanilarak yenidoganlarda PIY
taranmasi1 amaglandi.

Materyal ve Metot: Bu calismaya Samsun Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi
Hastanesi ve Medikalpark Samsun Hastanesinde Ekim-2015 ve Aralik-2016 tarihleri
arasinda diinyaya gelen ve ailelerinden muvafakat formu alinan tiim yenidoganlar dahil
edilmistir. Yenidoganlardan alinan topuk kanlarindan elde edilen DNA’dan Real-Time
coklu PCR metodolojisi ile TRECs ve KRECs kuantifikasyonu yapilmistir.

Bulgular: Toplam 1960 kan 6rnegi ¢alisildi. Patolojik olan 75 yenidogan retrospektif
olarak degerlendirildi. Bunlardan preterm ya da ¢oklu gebelik olan 16, eksternal kontrol
(daha 6nceden teshisi konulan PIY’li hastalar) 4 idi. Ulasilamayan 35 yenidogan
degerlendirmeden ¢ikarildi. Kalan 20 yenidoganin bulgular ile siipheli primer immiin
yetmezlik orani yiizde bir olarak belirlendi.

Sonug: Tirkiye’de ilk defa yapilan bu yerel ¢alisma, siipheli primer immiin yetmezlik
oranin1 %1 gibi ¢ok yliksek bir oranda bulunmasindan dolay1 bu testin yenidogan tarama
programima dahil edilmesinin gerekliligi, sendromik bebeklerde immiinolojik
degerlendirmenin 6nemi ve boyle bir saha calismasinda rastlanabilecek glicliikler ve
Oneriler vurgulanmistir.

Anahtar Kelimeler: KRECs; Primer immiin yetmezlikler; TRECs; Yenidogan tarama

testleri

Medine KARADAG ALPASLAN, Doktora Tezi

Ondokuz Mayis Universitesi - Samsun, Temmuz-2018
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ABSTRACT

EARLY DIAGNOSIS OF PRIMARY IMMUNE DEFICIENCY DISEASES BY
SCREENING WITH PCR IN NEWBORNS

Aim: Primary immunodeficiencies (PIDs) are heterogeneous group of diseases with more
than 300 types. PID diseases that meet the Wilson-Jugner criteria for newborn screening
have been included in screening programs in many countries. The incidence of PID
disorders must be known especially in countries in which consanguineous marriages are
frequent such as Turkey. In this study, it is aimed to perform neonatal PIDs screening by
using biomarkers such as TRECs and KRECs.

Material and Method: All newborns born in Samsun Ondokuz Mayis University
Medical Faculty Hospital and Medikalpark Samsun Hospital between October-2015 and
December-2016 were included in this study. Consent forms were signed by newborns'
parents. DNA was extracted from the heel blood samples of newborns and then TRECs
and KRECs were quantified by multiplex real-time PCR methodology.

Results: A total of 1960 blood samples were studied. Seventy-five newborns that found
pathological were evaluated. Of them 16 were preterm or multiple pregnancies, 4 external
control (PIY patients with previous diagnosis). Unreachable 35 newborns were excluded
from the study. The findings of 20 newborns were demonstrated. The suspicious primary
immunodeficiency rate was determined as 1%.

Conclusion: This local study conducted for the first time in Turkey illustrated that
suspicious PIDs rate was found as 1%. On this basis TRECs-KRECs screening test should
be included in newborn screening test in Turkey. The importance of immunological
evaluation in syndromic infants is also were emphasized. Furthermore, the difficulties
that may be encountered in such a field study and recomendations were mentioned.

Keywords: KRECs; Newborn screening tests; Primer immunodeficiency; TRECs

Medine KARADAG ALPASLAN, PhD Thesis
Ondokuz Mayis University - Samsun, July-2018



SIMGELER ve KISALTMALAR

ACTB
ADA

B7

BTK
CFTR
CGD
CHARGE

CLOVES

CRP

DNA
DOCKS
ECC
EDA
EDA-ID
FACS
FAM
FKU
HIV
HLA
HSCT

IGK
IGKC
IRT
ITP
IUIS
IVIG

: B-aktin

: Adenozin deaminaz

: Biyotin

: Bruton tirozin kinaz

: Kistik fibroz transmembran konduktans regiilator
: Kronik graniilomat6z hastalik

: Koloboma, kalp anomalisi, kohanal atrezi, retardasyon, genital ve kulak

anomalileri

: Konjenital lipomatoz, asir1 biiyiime, vaskiiler malformasyon, epidermal

nevi, spinal/iskelet anomalileri ve/veya skolyoz

: C-reaktif protein

: Cesitli

: Deoksiribo niikleik asit

: Sitokinez 8 belirteci

: Ektodermal dizplazi, ektodaktili ve yariklanma
: Anhidrotik ektodermal displazi

: Ektodermal dizplazi iligkili immiin yetmezlik
: Floresan aktive edilmis hiicre siralama

: Fluorescein amidite

: Fenilketoniiri

: Insan immiinyetmezlik viriisii

: Insan I6kosit antijeni

: Hematopoetik kok hiicre transplantasyonu

: Immiinoglobulin

: Ig hafif kappa zincir genleri

: IGK lokusu sabit K-gen segmenti

: Immiin reaktif tripsinojen

: Immiin trombositopenik purpura

: Uluslararas1 iImmiin Yetmezlik Dernegi

: Intravendz Immiinoglobulin

: Katilim
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Kde
KRECs
L
MHC
NED
NFQ
NGS
NK HUCRE
PCR
PIY
RAGI1
RAG2
ROX
RSS
SCID
SPSS
TAR
TCR
TdT
TRECs
TSH

A%

VIC
WAS
WHO
XLA

: K-silici element

: Kappa silici rekombinasyon ekzisyon halkalari
: Lider

: Major Doku Uygunluk Kompleksi

: 1-Naphthyl ethylenediamine

: Nonfluorescent quencher

: Yeni nesil dizileme

: Natural killer (dogal katil) hiicresi

: Polimeraz zincir reaksiyonu

: Primer immiin yetmezlikler

: Rekombinasyon aktive edici gen-1

: Rekombinasyon aktive edici gen-2

: 6-Carboxyl-X-Rhodamine

: Rekombinasyon sinyal dizileri

: Agir kombine immiin yetmezlik

: Sosyal bilimler i¢in istatistik programi

: Trombositopeni ve 6nkol kemigi eksikligi
: T hiicre reseptorii

: Terminal deoksiniikleotidil transferaz

: T-hiicre reseptor ekzisyon halkalar

: Troid stimiilan hormon

: Degisken

: 2’-chloro-7’phenyl-1,4-dichloro-6-carboxy-fluorescein
: Wiskott Aldrich Sendromu

: Diinya Saglik Orgiitii

: X-bagli agammaglobulinemia

vii



ICINDEKILER

TESEKKUR ...coooiiiiiiiie ettt iii
[0 771 1 SRS v
ABSTRACT ...ttt ettt ettt ettt e s et e easeeneenbeenseeneenseenee e \%
SIMGELER VE KISALTMALAR ........ccooovtiiiniiirineieienesieeiesisss s vis
ICINDEKILER .....ooooouiiiiiiieiecece ettt viii
Lo GERIS oo 1
2. GENEL BILGILER.........coooiiiiiitiiintieecne et 3
2.1, Tarama TESHIETT ..c..eeuviruieiiiieiiieieet ettt 3
2.1.1. Yenidogan Taramasl.........cccceeecueerieeirienieeieeniieeieeseeeieeseseenseesssesnseesnsesnseensnes 4

2.2. Kanin Hiicresel BileSenleri .......cccouiiiiiiiiiiiiiiiiiiicceiieeeece et 6
2.2.1. Kemik Iligi ve Timusta Lenfositlerin Uretilmesi ...........c.cccvoveveveveveveveveeerennnns 7
2.2.2. V(D)J ReKOMDINASYONU ...ccuvviiiiieiieeiieniieeiieeieeieesiie ettt e seeeeee e esee e 8
2.2.3. B Hiicre Immiinoglobulin Zincir Rekombinasyonlari..............c....ccocoevevenn.. 9
2.2.4. T Hiicre Reseptor Yeniden Diizenlenimleri ..........cccoeeveeeeiienciiienciieenieeenen. 10
2.2.5. MEKANIZIMA ..ottt ettt 11

2.3. TRECS V& KRECS ...ttt 14
2.4. Primer Immiin YetmezZIKIET .............c.cccoouevevrueeeeeieeeceeieeeeee e 18
2.4, 1. TAITNGE c..veiieeie ettt e e et e e et e e ere e e eareeeaneas 19
2.4.2 SINlandIrma. ......cooiiiiiiii e 20

B G TR 7 o T [53303 o) (0 USSR 20
244, TOSNIS.....viiietieeeee et ettt e re e e araeeareas 21
2.4.5. Hastalik Gegmisi ve Fiziksel MUAYENe ........ccccevveeriieniieiieeiieieeeie e 22
2.4.6. Laboratuvar InCelemeleri...............ocoevevevvceeeeeeeeecceeeeeeeeee e 22
2.4.7. P1Y Hastaliklarinin Taranmas! ................ccoceeueveveverreeueeeserenseseseseseseseesesenenes 23

3. MATERYAL VE METOT ..ottt 30
3.1. Calisma Popiilasyonu ve Ornek Toplama.............cccoovevevieeeeiveeeeeeeeeeeeneseenns 30
3.2. Topuk Kanlarindan DNA Saflagtirilmasi.........c.cccccveeevieeeiieeeiiieeieeeee e, 31
3.3. Real-Time Kuantitatif Multipleks PCR ..........cccooviiiiiiiieieeeeeeee e 32
3.4. Kalite KONtrOerT . c..evuiirtieiiiiieiieieeiieieee et 34
3.5. Istatistiksel DeBerlendire. .............oovevveeeeueeeeeeeeeeeeeeeee e 35
3.6. Sonuclarin Yorumlanmasl..........cceeeeeiiuiiiiieiiiie e 38

viii



4. BULGULAR ..ottt 43

4.1. Orneklerin Klinik ve Demografik OzelliKIeri.............cccoovveveveveveeeeeeeeerseeeen. 43
B.2. VETILET ottt ettt ettt et e st ebe e st b 43
4.3. Verilerin Istatiksel Testlerle Degerlendirilmesi...........ccocoeveveveeeeeeeeeeeeeeieeeenene, 50
4.3.1. Term ve Preterm Yenidoganlarin Karsilastirilmasi.............ccoeeeeviieninennnnnne. 50

S. TARTISMA ...ttt ettt et b e et sbe e bt eatesaeenae s 51
6. SONUC VE ONERILER........cocoouimimiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 59
KAYNAKLAR ..ottt ettt ettt et st b et e e esseenaeeneenseeneas 61
EKLER ..ottt sttt ettt st sttt et 69
OZGECMIS ...ttt 77

iX



1. GIRIS

Yenidogan tarama programlari tiim diinyada gerek gelismis gerekse gelismekte
olan {ilkelerde uygulanan halk saglig1 programlari igerisinde ¢ok onemli bir yeri olan
koruyucu saglik hizmetlerinden biridir. Yenidoganlarin tedavi edilebilir hastaliklar
acisindan taranmast hastaliga erken miidahale etme ve sag kalimi artirma agisindan
onemlidir (Chan ve Puck, 2005).

Primer immiin yetmezlikler (PIY) 300’den fazla ¢esidi olan heterojen bir
hastalik grubudur. Klinigi hafif bulgulardan hayati tehlikeye varan bulgulara kadar
degiskenlik gosterir. Yenidogan doneminde bu hastaliklarin erken teshisi ¢ok dnemlidir
ve tiim diinya bu konuda biiyiik gayret sarf etmektedir.

PIY hastaliklarinin agir formlar icin etkili tedavi yontemleri bulunmaktadir.
Agammaglobiilinemia i¢in immiinoglobiilin replasmani, agir kombine immiin yetmezlik
(SCID) i¢in hematopoetik kok hiicre transferi (HSCT) ya da gen terapisi gibi tedavi edici
yontemler mevcuttur. Hastaliklarin erken tani almasi tedavi ve Onleyici yaklagimlar
hastalarin yasam kalitesini artirip hayatta kalma siirelerini uzatir (Olbrich ve ark., 2014).

Yenidoganlarin as1 yapilmadan once teshisi, as1 nedeniyle hastalanmalarindan
Otiirii ayrica Onemlidir. Bu nedenle, dogumdan sonra yapilan yenidogan tarama
programlari ile uyumlu olarak, topuk kanindan alinan birka¢ damla kan ile yapilabilen bir
tetkike ihtiyag¢ vardir. Bu tetkiklerin ucuz, glivenilir ve hizli olmasi da gereklidir.

T-hiicre reseptor ekzisyon halkalar1 (TRECs) ve Kappa silici rekombinasyon
ekzisyon halkalar1 (KRECs), T ve B hiicrelerin timus ve kemik iligindeki olgunlagsma
stirecinde iiretilen dairesel deoksiribo niikleik asit (DNA) par¢aciklaridir. Gutrie kagidina
alian topuk kanindan real-time Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) metodu ile bu DNA
parcaciklarinin  sayisina  bakilabilmektedir. Sayilarin  yetersiz bulunmas1 PIY
hastaliklarin1 diisiindiiriir. Ornegin, KRECs biyobelirteci X-bagli agammaglobulinemia
(XLA) hastalarinin belirlenmesinde kullanilmaktadir (Olbrich ve ark., 2014).

Primer immiin yetmezliklerin iilkemizde erken teshisi ile gereksiz tetkik ve
uzayan komplikasyolarin dnlenecegini diisiinmekteyiz. Bu sekilde iilke ekonomisine
katk1 saglanacaktir. Ustelik iilkemizde primer immiin yetmezlikler batili iilkelere gore
daha sik goriilmektedir.

Bu calisma ile Tiirkiye’de daha once hi¢ yapilmamis bir testi kullanarak

yenidoganlarda PIY taramasi yapmak ve sikligin1 belirlemek amaglanmaktadir. Bunun



icin yenidoganlardan tarama testleri i¢in 6rnek alinirken ayr1 bir Gutrie kagidina birkag
damla daha topuk kanmi alinip, elde edilen DNA’lardan real time PCR ile TRECs ve
KRECs kopya sayilarina bakilmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Tarama Testleri

Tarama testleri; herhangi bir belirti olusmadan spesifik bir hastalig
tanimlayabilen testlerdir. Bu testler sayesinde spesifik bir hastaligin gelisme olasilig1 ve
riskleri hakkinda bilgi sahibi olunur. Bu testlerin diger bir faydasi ise taranacak hastaligin
erken ve tedavi edilebilir evrelerini saptamayabilmesidir. Clinkii hastalik gelistikten sonra
yapilan ¢ogu tedavi hastaligi iyilestirici degil semptomlarini hafiflestirici yondedir. Son
olarak tarama testleri pozitif olan vakalar ikinci bir test ile desteklenmelidir. Cilinkii
tarama testleri birer tani testi degildir. Dolayisiyla yapilacak ikinci test tanida daha hassas
olmalidir. Tarama testleri eriskin, yenidogan ve prenatal gruplara ayrilabilir. Erigskinlere
uygulanan tarama testleri yaklasik 30 yas sonrasinda yapilan kanser tarama testleri olup
meme, kolon, rahim agz1 ve prostat kanseri taramalaridir. Prenatal taramalar ise gebeligin
belli haftalarinda yapilan taramalardir (Ozaltun ve ark., 2015; Tiirkiye Halk Saghigi
Kurumu, Public Health England).

Her iilke kendi standartlarima gore bir tarama paneli olusturmaktadir. Bu
panellere yeni testlerin eklenmesinden 6nce ele alinmasi gereken pek ¢ok bilimsel, teknik,
etik ve politika sorunlar1 vardir. Genel olarak, tarama programina bir hastalig1 dahil etmek
icin benimsenen ortak Wilson-Jungner kriterleri sunlardir:

1. Taranacak hastalik 6nemli bir saglik problem olmali
. Hastalik tan1 aldiginda kabul edilmis bir tedavi yontemi olmali
. Tan1 ve tedavi i¢in uygun imkanlar olmali
. Hastaligin latent ya da erken semptomlarinin oldugu faz olmal
. Hastalik i¢in uygun testler olmali
. Test popiilasyon tarafindan kabul edilebilir olmali
. Hastalik hakkinda detayl1 bilgi sahibi olunmali

. Kimlerin tedavi edilecegi ile ilgili fikir birligi olmali

O 00 3 N W B~ W N

. Hastaligin erken tanis1 ekonomik agidan karli olmali
10. Tarama programi devamli olmali (hastalik bitmemeli) (Wilson ve Jungner,

1968).



2.1.1. Yenidogan Taramasi

1958'de, 15 aylik bir kiza, potansiyel olarak hayati1 tehdit eden ve metabolik bir
hastalik olan fenilketoniiri (FKU) teshisi konulmus, birkag y1l sonra bu kizin amcas1 bir
Amerikan mikrobiyologu olan Dr. Robert Guthrie, bakteriyel inhibisyon analizi ve
kurutulmus kan numuneleri kullanarak FKU i¢in kitle taramasinin fizibilitesi {izerine bir
makale yaymnlamistir. Bu yenilik, yenidogan taramasmin baslangici olarak kabul
edilmistir. Son 60 yilda, yenidogan tarama programi ¢ok basarili olmustur ve binlerce
cocuk, dogustan gelen metabolik bozukluklarin, konjenital endokrinopatilerin,
hemoglobinopatilerin ve diger genetik bozukluklarin zorlu, rahatsiz edici etkilerinden
korunmustur. Diinya genelinde bir¢ok iilke yenidogan taramasini zorunlu kilmistir (Usha
ve Ranjan, 2010).

Yenidogan taramalarinin amaci yenidoganlarda pre-semptomatik olan; ancak
potansiyel olarak ciddi ve 6liimciil olabilen hastaliklarin bu donemde tani alip, basaril
bir sekilde tedavi edilip, hastalik orani ve 6liim sayisini azaltmaktir. Yenidogan taramasi
ilk defa 1960’1 yillarin basinda Amerika Birlesik Devletleri’'nde (ABD) halk sagligi
programina dahil edilip diinyaya yayilmistir. 1963’den sonra yenidogan taramasi hizla
ilerlemistir; ¢linkii bu donemde Guthrie ve Susi filtre kdgidindaki kuru kan 6rneklerinin
postnatal déonemde kullanilarak fenilketoniiri bozuklugu bulunmustur. Son zamanlarda
gelistirilen tekniklerle yenidogan taramalarinda ¢ok sayida hastalik taranabilmektedir
(Chiarini ve ark., 2013).

Yenidogan taramalari, akraba evliliginin diinyadaki diger bolgelere gore yiiksek
oldugu ve buna bagl olarak kalitsal hastaliklarin artig1 Tiirkiye gibi iilkelerde ayrica
Oonemlidir.

Tiirkiye’de yenidoganlara uygulanan 3 farkli tarama programi vardir. Bunlar
Yenidogan Isitme Programi, Yenidogan Tarama Programi (Konjenital hipotiroidi,
Fenilketoniiri, Biyotidinaz eksikligi, Kistik Fibrozis) ve Gelisimsel Kalga Displazisi
Erken Tan1 ve Tedavi Programi seklindedir (Tiirkiye Halk Sagligi Kurumu).

Yenidogan Tarama Programi
Tiirkiye’de uygulanan yenidogan tarama programlar1 agsagida agiklanmis olup

Tablo 1°de 0zetlenmistir.



L.Fenilketoniiri: Tiirkiye’de ilk defa 1986 yilinda Hacettepe Universitesi Tip
Fakiiltesi ve Saglik Bakanligi isbirligi ile fenilketoniiri tarama programi 7 il merkezinde
baslatilmis, ardindan 26 il merkezinde uygulanmaya baslanmistir. 1990 yilinda ise tarama
programu biitiin il merkezlerini kapsayacak sekilde genisletilmistir. FKU dogustan gelen
bir enzim eksikligi olup otozomal resesif gegislidir. Tiirkiye FKU’niin sik goriildiigii bir
tilkedir. Siklig1 diinyada 1/15.000, iilkemizde ise yaklasik 1/2600°dir. Tasiyict sikligi
diinyada 1/50, iilkemizde 1/25°dir. Bu hastalik cocukta agir zeka geriligine neden
olmaktadir. Tedavisinde uygulanan diyet ile hayat boyu saglikli bir yasam siiriilebilir.
Tarama testi i¢in ilk 72 saat i¢inde alinan topuk kanindan fenilalanin diizeyine bakilir

(Tiurkiye Halk Sagligi Kurumu).

I1. Dogumsal Hipotiroidi: Dogumsal hipotiroidinin tilkemizde goriilme siklig1
1/1.800-3.800 arasindadir. Tedavi edilmeyen olgularda basta zeka geriligi olmak iizere
boy kisalig1 ve gelisme geriligi gibi bircok sorunlar goriiliir. Tedavisi ise dmiir boyu
hormon replasman terapisidir. Tarama testi i¢in ilk 72 saat i¢inde alinan topuk kanindan

troid stimiilan horman (TSH) degerine bakilir (Tiirkiye Halk Saghgi Kurumu).

Tablo 1. Tiirkiye’de yenidogan tarama programinda yapilan testler

Ornek
Tarama Bakilan Tedavi
Sikhgi Zamani ve
Testinin ad1 Parametre Yontemi
Tipi
Ik 72 saat-
Fenilketoniiri 1/2600 Fenilalanin Diyet
Topuk kan1
Dogumsal Ik 72 saat- Hormon
) o 1/1.800-3.800 TSH
Hipotroidi Topuk kan1 Replasmani
Biyotidinaz Ilk 72 saat- Biyotin
1/11.000 Biyotin
Eksikligi Topuk kant Vitamini
Ilk 72 saat- Semptomatik
Kistik Fibrozis ~ 1/3000 IRT ,
Topuk kan1 Ilaglar

III. Biyotidinaz Eksikligi: Biyotidinaz enziminin eksikligine bagli olarak
biyotin (B7) vitamininin islenmesinde goriilen bozukluktur. Tiirkiye’ de biyotidinaz
enzim eksikliginin goriilme siklig1 diinya ortalamasinin yaklasik 8 kat1 olup, bu rakam

yenidoganlarda 1/11.000 olarak bildirilmistir. Biyotidinaz eksikligi erken donemde



gorme ve isitme kaybina, kas koordinasyon bozukluguna neden olur. Ge¢ donemde ise
zihinsel gerilik, koma ve oliime neden olur. Tarama programi i¢in ilk 72 saat topuk
kanindan biyotin seviyesine bakilir. Tedavisinde ise biyotin vitamini oral olarak verilir

(Baykal ve ark., 1998; Tiirkiye Halk Sagligi Kurumu).

IV. Kistik Fibrozis: Kistik fibrosis, kistik fibr6z transmembran konduktans
regiilator (CFTR) genindeki mutasyonlara bagli olarak klor kanallarinda meydana gelen
bozukluk olarak tanimlanir. Ulkemizdeki goriilme siklig1 1/3.000 olarak belirlenmistir.
Tarama programina en son katilan hastaliktir (01.01.2015). Taramasi ilk 72 saatte alinan
topuk kanindan IRT ile yapilir (Ozaltun ve ark., Tiirkiye Halk Saghg Kurumu).

Amerika’da  yenidogan taramasi esnasinda 29 genetik bozukluga
bakilabilmektedir. Bunlar konjenital sagirlik, kan hiicresi bozukluklar1 (orak hiicre
anemisi, HB S/beta talasemi), yenidogan aminoasit metabolizma bozuklugu (trozinemia
1, arjino siiksinik asidiiri, sitrulinemia, fenilketoniiri, maplesyruplirine hastaligi ve
homosistiniiri), yenidogan organik asit metabolizma bozuklugu (glutarik asidemi tip 1,
hidroksimetilglutarilliyaz eksikligi, metil-malonil-CoAmutaz eksikligi,
metilmalonikasidiiri, cbIA ve cbIB formlari, beta-ketotiolaz eksikligi, propionik asidemi
ve multipl-CoA karboksilaz eksikligi), yenidogan yag asidi metabolizma bozuklugu
(uzun-zincir hidroksiagil-CoA dehidrogenaz eksikligi, orta-zincir agil-CoA dehidrogenaz
eksikligi, cok-uzun-zincir agil- CoA dehidrogenaz eksikligi, trifonksiyonel protein
eksikligi, ve karnitin alma bozuklugu) degisik multisistemik hastaliklar (kistik fibrozis,
konjenital hipotroidizm, biotinaz eksikligi, konjenital adrenal hiperplazi, ve klasik
galaktozemi). Bunlara ilaveten ABD’de farkli eyaletlerde genisletilmis tarama testleri
uygulanmaktadir ki bazi programlarda 50 parametre bakilabilmektedir. Avrupa’da bazi
iilkeler 1 ya da 2 parametre tararken bazilar1 ise onlarca parametreye bakmaktadir.
Italya’da bolgeler aras1 bile farkliliklar vardir (Chiarini ve ark., 2013).

Yenidogan taramalarinin biiyiik bir ¢ogunlugu topuk kanindan ¢alisilmaktadir.

Bu sekilde tek bir 6rnek ile birden ¢ok parametre ¢alisilabilmektedir.

2.2. Kanin Hiicresel Bilesenleri
Kanin hiicresel bilesenleri eritrositler (kirmizi kan hiicreleri), 16kositler (beyaz
kan hiicreleri) ve trombositleri icerir. Normal insan kaninda 4,8 — 5,2 milyon eritrosit / pl

ve 4000 - 10.000 16kosit / ul bulunur. Lokositler boyanirlarken morfolojik ve renk



ozelliklere gore bes sinifa ayrilir. Lokositlerin bes sinifi sunlardir: Nétrofiller (% 40 -%
75), eozinofiller (% 1-% 6), bazofiller (% 1'den az), monositler (% 2 -% 10) ve lenfositler
(% 20-45) {%25 B Hiicre %75 T Hiicre} (Sekil 1).

Multipotansiyel Hematopoetik Kok Hiicre (Homsitoblast)
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Sekil 1. Kanin hiicresel bilesenleri (National Cancer Institute, 2009)

2.2.1. Kemik [ligi ve Timusta Lenfositlerin Uretilmesi

Memelilerdeki lenfosit gelismesinin biiytlik bir kismi1 merkezi lenfoid organlarin
0zel ortamlarinda; B hiicreleri i¢in kemik iliginde (fetiiste karaciger) ve T hiicreleri i¢in
timusda olur. Fetliste ve erken erigskin donemde, bu dokular yeni lenfosit kaynagidirlar.
Olgun bireylerde timusda yeni T hiicrelerinin gelisimi yavaslar ve merkezi lenfoid
organlarmn disindaki olgun T hiicrelerinin béliinmesiyle T hiicre sayilar1 korunur. Ote
yandan yeni B hiicreleri, yetiskinlerde kemik iliginden siirekli olarak iiretilir (Janeway ve
ark., 2001).

Antijen reseptor genlerinin somatik yeniden diizenlenmesi ile diizenlenen
lenfosit gelisimi, 6zel ortamlarda olusur: Bazi1 temel ilkeler, dnciil hiicrelerin antijen
spesifik reseptdrleri (immiinoglobulinler ve T-hiicresi reseptorleri) eksprese eden B veya
T hiicrelerine doniistiigii siire¢ igin gecerlidir. Hem insanlarda hem de farelerde lenfosit
farklilasma siireci diizenli asamalarda gerceklesir. Bunlar antijen-reseptor genlerinin

yeniden diizenlenmesinde ve diger hiicreye 6zgii hiicre ylizey ve hiicre i¢i proteinleri de



iceren protein liriinlerinin ekspresyonundaki degisiklikleri iceren basarili basamaklardan
olusur. Bu igsel gelisim programinin basariyla uygulanmasi, lenfositlerin gelistigi 6zel
mikro ortamlardan gelen 0©zel sinyalleri gerektirir. Bu dokular, gelismekte olan
lenfositlerle yakindan etkilesime giren, salgilanan biiyiime faktorleri ve lenfosit prekiirsor
hiicrelerindeki reseptorlere baglanan hiicre yiizey molekiilleri araciligiyla sinyal saglayan

0zel lenfoid olmayan bir stromal hiicreler ag1 olustururlar (Janeway ve ark., 2001).

2.2.2. V(D)J Rekombinasyonu

V(D)J rekombinasyonu bir somatik rekombinasyon olup, bagisiklik sisteminin
iki temel lenfositi olan B hiicrelerinde immiinoglobulin (Ig) ve T hiicrelerinde T hiicre
reseptorlerinin (TCR) iiretiminin erken evrelerindeki genetik
rekombinasyon mekanizmalarindan biridir. V(D)J rekombinasyonu B
hiicreleri i¢in kemik  iligive T  hiicreleri i¢in timiis ~ olan  birincil  lenfoid
organlarda meydana gelir (Abbas ve Lichtman, 2003).

V(D)J rekombinasyonu esnasinda omurgalilarin V: degisken D: cesitli J:
katilim gen kisimlari rastgele birlestirilir ve farkli genlerin secilmesindeki bu rastgelelik
yiiziinden, parazitler, viriis ve bakteri islevsiz tiimor hiicreleriyle polenlerden gelen
antijenlerle eslesecek olan proteinlerin farkli sekillerde kodlanmalari miimkiindiir (Abbas
ve Lichtman, 2003).

Her bir lenfositin antijen 0zgiilliigii, antijen-reseptor degisken (V) bolgesini
kodlayan yeniden diizenlenmis V genlerini olusturmak tlizere V, D ve J gen boliimlerinin
toplanmasiyla belirlenir. Tam bir antijen reseptér ekspresyonu, antijen reseptOriiniin
protein zincirlerini olusturmak i¢in iki farkli genetik lokusun basarili bir sekilde yeniden
diizenlenmesini gerektirir (immiinoglobiilinlerin agir ve hafif zincirleri veya T hiicre
reseptorii a ve B zincirleri (veya y ve d zincirleri)). Bununla birlikte, tim gen diizenlenme
olaylar1 bagarili degildir. Rekombinasyon siirecindeki kesinsizlik nedeniyle, tiim
diizenlenmeler proteine doniistiiriilebilen tam bir DNA dizi g¢ercevesi iiretmez. Bir V
bolgesinin basarili bir sekilde birlestirilmesi, her lokus i¢in gozlemlenir ve lenfosit
gelisiminin farkli asamalarini tanimlar. Uretken bir yeniden diizenleme olarak
adlandirilan basarili bir gen yeniden diizenlenmesi, protein iiriiniiniin sentezine yol agar
ve bu durum, hiicrenin bir sonraki gelisim evresine ge¢gme sinyali olur (Janeway ve ark.,

2001).



2.2.3. B Hiicre Immiinoglobulin Zincir Rekombinasyonlari

Immiinoglobulin Agir Zincir Rekombinasyonu

Immiinoglobulin agir ve hafif zincir organizasyonlar1 Sekil 2’de gdsterilmistir.
A hafif zincir i¢i genetik lokus (kromozom 22) yaklasik 30 fonksiyonel VA gen
segmentine, dort ¢ift fonksiyonel JA gen segmentine ve C genine sahiptir. k lokusu
(kromozom 2), bes Jk gen segmenti, tek bir Ck geni ile birlikte, yaklasik 40 fonksiyonel
Vk gen segmenti ile benzer bir sekilde organize edilir. Bireylerin yaklasik % 50'sinde,
tim KV gen segmenti dublikasyonla artisa gitmislerdir. Agir zincir lokusu (kromozom
14), yaklasik 65 fonksiyonel VH gen segmentine ve bu VH gen boliimleri ile altt JH gen
segmenti arasinda uzanan yaklasik 27 D gen segmentine sahiptir.

B hiicrelerinin gelisim agamasinda, ilk rekombinasyon, agir zincir lokusunun bir
D ve bir J gen boliimiinde olusur. Bu iki gen arasinda herhangi bir DNA bdlgesi silinir.
Bu D-J rekombinasyonu yeni olusan DJ kompleksinin iist kisminda bir bolgeye bir V
geninin katilmasiyla ve diizenlenmis yeni VDJ geninin olusumuyla tamamlanir. Yeni
VDJ geninin V ve D pargalar1 arasindaki tiim genler hiicrenin genomundan artik

silinebilir (Abbas ve Lichtman, 2003).

Immiinoglobulin Hafif Zincir Rekombinasyonu

Immiinoglobulin hafif zincirinin lokusunun Kappa (k) ve Lambda () zincirleri,
D bolgesine sahip olmayan bir hafif zincir farki disinda, oldukg¢a benzer bir siirecle
uiretilir. Bagka bir deyisle, hafif zincirlerin rekombinasyonu i¢in ilk basamak, birinci
transkripsiyon esnasinda V ve J zincirlerinin VJ kompleksi olusturmak {izere degismez
diziden 6nce eklenmesi seklindedir (Abbas ve Lichtman, 2003).

Kappa ya da lambda zincirlerin her ikisi i¢in de, splayslanmis mRNA'nin
translasyonu, Ig k ya da Ig A hafif zincir proteinlerinin olugsmasiyla sonuglanir. Ig p agir
zincirinin ve hafif zincirlerden birinin kurulusunda, olgun B hiicresinin yiizeyinde ifade

edilen membrana bagli IgM’nin olusumu goriiliir (Abbas ve Lichtman, 2003).
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Sekil 2. Insan genomunda immiinoglobulin agir ve hafif zincir lokuslarinin germline

organizasyonu (Janeway ve ark., 2001)

2.2.4. T Hiicre Reseptor Yeniden Diizenlenimleri

T hiicre reseptor gen diizenlenimi S$ekil 3’te gosterilmisti. TCR gen
boliimlerinin diizenlenmesi, degisken (V), cesitli (D), birlesim (J) gen boliimleri ve sabit
(C) genleri olan immiinoglobiilin lokusundaki dizilisine benzemektedir. TCRa lokusu
(kromozom 14) 70-80 Va gen boliimiinden olusur ve bunlarin her biri lider diziyi (L)
kodlayan bir ekzonu takip eder. Bu Va gen boliimlerinden kaginin iglevsel oldugu tam
olarak bilinmemektedir. 61 Ja gen boliimiinden olusan bir kiime, Va gen boliimlerinden
onemli bir mesafe uzaklikta bulunur. Ja gen boliimlerini, sabit ve hinge domainleri igin
ayr1 ekzonlar ve zar-zar ve sitoplazmik bolgeleri kodlayan tek bir ekzon igeren tek bir C
geni izlemektedir. TCRp lokusu (kromozom 7), alt1 veya yedi J gen segmenti ve tek bir
C geni ile birlikte her biri tek bir D gen segmenti igeren, iki ayr1 kiimeden uzakta bulunan
ve 52 fonksiyonel VB gen boltimiinden olusan farkli bir kiime organizasyona sahiptir. Her
TCRP C geni, sabit alani, hinge domaini, transmembran bdlgeyi ve sitoplazmik bolgeyi
kodlayan ayr1 ekzonlara sahiptir. TCRa lokusu, J ve V gen boliimleri arasinda yer alan ve
baska bir T hiicresi reseptor lokusu olan TCRo lokusu tarafindan kesilir (Janeway ve ark.,
2001).

Timosit gelisimi sirasinda, TCR zincirleri, immiinoglobiilinler i¢in tarif
edilenlerle ayni1 sirali rekombinasyon olaylarina tabi tutulur. D-J rekombinasyonu, dnce

TCR'nin B zincirinde meydana gelir. Bu islem ya D1 gen boliimiiniin alt1 JPI1
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boliimiinden birine katilmasini ya da DB2 gen boliimiinii yedi JB2 boliimiinden birine
katilmasini igerebilir. DJ rekombinasyonu V-to-DBJB diizenlemeleri ile takip edilir.
Yeni olusan kompleksdeki VB-DB-JP genleri arasindaki tiim genler silinir ve sabit gen
domainini (VB-DB-JB-CP) iceren birincil transkript sentezlenir. mRNA transkripsiyonu
ile ara diziler ¢ikarilir ve TCR Cp zinciri i¢in tam uzunluktaki proteinin translasyonuna
izin verilir (Abbas ve Lichtman, 2003).

TCR'nin o zincirinin yeniden diizenlenmesini, [ zincirinin yeniden
diizenlenmesi takip eder. Bu durum Ig hafif zincirler i¢in tarif edilen V'den J'ye yapilan
yeniden diizenlemeye benzemektedir. B- ve o-zincirlerinin bir araya getirilmesi, T
hiicrelerinin ¢cogunlugunda eksprese edilen af-TCR'nin olusumuyla sonuglanir (Abbas ve

Lichtman, 2003).

o-Zineir Lokusu

[ I Vax70-20 ] Tx61 C

B-Zincir L okusu

L V32

Sekil 3. T hiicre reseptorii gen diizenlemesi (Janeway ve ark., 2001)

2.2.5. Mekanizma

Rekombinasyon sinyal dizileri

Bolgesel genler (V, D, J), topluca VDJ rekombinaz olarak bilinen bir grup enzim
tarafindan taninan Rekombinasyon Sinyal Dizileri (RSS'ler) ile ¢evrelenmistir. RSS'ler,
gen kodlayan dizinin yaninda bulunan ve ardindan korunan bir nonamer (9 baz ¢ifti)
izleyen bir spacer (12 veya 23 korunmamis niikleotidleri igeren) yedi korunmus
niikleotidden (heptamer) olusur. RSS'lar, bir V bdlgesinin 3 ' tarafinda (dowstream) ve J
bolgesinin 5' yaninda (upstream) bulunur. Bunlar birlesmenin olacagi bolgelerdir. Sadece

bir ¢ift benzersiz ara RSS'lar verimli bir sekilde birlestirilir (yani, 12 niikleotidin bir ara

11



parcasi, 23 niikleotid iceren bir ara parcasi ile rekombine olur). Bu, rekombinasyonun

12/23 kurali (veya "bir doniis / iki tur" kurali) olarak bilinir (Abbas ve Lichtman, 2003).

VDJ Rekombinaz

VDJ rekombinaz, bazilar1 lenfosite spesifik olan ve bazilari birgok hiicre tipinde
ifade edilen enzimlerin bir koleksiyonudur. VDJ rekombinasyonunun ilk basamaklar
rekombinasyon aktive edici gen-1 ve -2 (RAGI ve RAG2) olarak adlandirilan kritik
lenfosit spesifik enzimler tarafindan gerceklestirilir ve basamaklar seklinde ilerler (Sekil
4) (Abbas ve Lichtman, 2003).

Artemis'in sa¢ tokasi dongiisiiniin kesin olarak boliinme pozisyonundaki
degiskenligi ve ayrica Terminal deoksiniikleotidil transferaz (TdT) tarafindan rastgele
niikleotid ilavesi nedeniyle, nihai DNA sekansi ve dolayisiyla ortaya ¢ikan antikorun
sekans1 son derece degiskendir. Ayni iki V, D veya J segmentleri birlestirildiginde bile
dizi degiskendir. Bu biiyiik cesitlilik VDJ rekombinasyonunun organizmanin veya
atalarinin hi¢ karsilasmadigi mikroplar i¢in bile antikor iiretmesine izin vermektedir

(Abbas ve Lichtman, 2003).
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RAG protein komplekleri 12 ve 23 Protein kompleksleri birbirine araya Immiinoglobulin gen segmentlerinin

baz ¢ifti araklilariyla yerlesmis gelerek baglanacak segmentleri sonunda sag tokasi yapisi olusturmak
rekombinasyon sinyal dizilerine birlestirir. i¢cin DNA kesilir.
(RSSs) baglanir.

WOy THED) - WO

DNA ligaz IV gen segmentlerinin uglarina DNA sag tokasi yapist rastgele kesilir. Ku70, Ku80, XRCC4 ve DNA-

baglanarak kodlanan bolgeyi birlestirir. RSS’ Terminal deoksiniikleotidil transferaz (TdT) bagimli protein kinaz gibi diger

de sinyal katilim halkalarin1 olusturur. tarafindan ilave bazlar eklenip, ekzoniikleaz proteinler toka yapisina baglanir ve
tarafindan da bazlar gikartilarak miikemmel RSS uglarini keser.

uclar saglanir.

= ] e

> = & (o

Sekil 4. immiinoglobiilin gen segmentlerinin yeniden diizenlenimlerindeki enzimatik basamaklar ( RAG-1 ve RAG-2 yesil ve mor, Ku70:Ku80 mavi, TdT

ve ekzoniikleaz pembe renk ile gosterilmistir )(Janeway ve ark., 2001)
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2.3. TRECs ve KRECs

Farklilagsmamis hematopoietik prekiirsorlerden yeni T ve B hiicresi {iretimi i¢in
birincil anatomik bolgelerin timus ve kemik iligi oldugunu daha once belirtmistik. Bu
siirecte, elde edilen hiicrelerin ¢ok cesitli antijenik uyarilara yanit vermesine olanak
saglayan oldukca heterojen bir lenfosit repertuart iiretilir. Fizyolojik olarak timustaki T
hiicresi olgunlagmasi, fenotipik olarak tanimlanan T hiicre reseptorii ve CD4 ile CDS8
ortak reseptdrlerinin ifadesi ile farkli agsamalar boyunca ilerlemektedir. Farkli hiicre yiizey
belirteclerinin programli ifadesi ve ardisik gen diizenlenmelerine dayanarak, timositler
son asamaya gelmeden Once farkli olgunlagma basamaklarindan gegerler.

TRECs ve KRECs T ve B lenfositlerin maturasyonu sirasinda genlerin yeniden
diizenlenmeleri ile olusan halka seklinde epizomal DNA fragmanlaridir (Lee ve ark.,
2014). Ekzisyon halkalar1 mitoz boyunca replike olmazlar bu nedenle diliisyon paterni
gosterip hiicre replikasyonunun kuantitatif sayis1 hakkinda bilgi verirler (Olbrich ve ark.,
2014; Tessitore ve ark., 2017).

Yaklasik olarak T hiicrelerin %70°’t TREC olustururlar. TRECs i¢in bazi
Ozellikler belirlenmis olup bunlarin timus i¢in bir biyobelirte¢ olmasini saglamistir: Stabil
molekiillerdir, zamanla kolayca degrade olmazlar, hiicreler boliindiigii zaman replike
olmazlar, ve nerdeyse tamamiyla timus orijinlidir (Chiarini ve ark., 2013). TREC'lerin
sayisi, Ozellikle 0 ile 3-4 y1l arasinda, timik involiisyon nedeniyle ¢ok keskin bir sekilde
azalmaktadir. Yetiskinlerde, TREC sayisi cinsiyetle de iliskilidir, ¢ilinkii erkeklerde
kadinlardan daha hizli azalmaktadir. (Sottini ve ark., 2014; Zhang ve Bhandoola, 2012).

T hiicre reseptéor (TCR) alfa (TCRA) zincirinin yeniden diizenlenmesi
gamma/delta T hiicrelerinin delta zincirini kodlayan ve kesip ¢ikarilan delta segmentlerini
icerir ki bu kissm TCRA lokusunda degisken (V) ve katilim (junctional) (J) gen
segmentleri arasinda yer alir, TCRA zinciri olusturmak igin kesilip ¢ikarilmasi lazimdir
(Van Zelm ve ark., 2012). Farkli antijen spesifisitesinde antijen olusturmak i¢in T
hiicreler normal timus maturasyonu esnasinda T hiicre antijen reseptor genlerini kodlayan
DNA’sinin kesilip birlestirilmesi gerekir. Bu rekombinasyon sonrasi yan iirlin olarak
kesilen DNA parcalar1 epizomal TREC’leri olustururlar (Sekil 5). af TCRs eksprese eden

%70 insan T-hiicrelerinde bunlarin bir tiirii olan 6Rec-@Ja TREC {iretilir.
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Sekil 5. Kemik iliginden TREC olusumu (Serana ve ark., 2013)
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dRec-@Jo. TREC’lerin kuantitatif PCR amplikonlar1 periferik kanda yeni
olugmus T-hiicreleri gosterir (Chan ve Puck, 2005).

TREC’lerin tanimlanmasindan sonra KREC’lerin de tanimlanmas: ile B
hiicrelerinin replikasyon tarihgesine bakilabilecek metotlar gelistirilmistir (Nakagawa ve
ark., 2011). Yakin zamanda ki amag ise yenidoganlarda B hiicre maturasyon eksikliginin
taranmasidir. B hiicre maturasyon siirecinde, KRECs Kappa zincirin alelik ve izotipik
kesilip ¢ikarilmasiyla belirlenen rekombinasyon olaylarindan olusur. KREC’ler de stabil
molekiillerdir, kolayca degrade olmayip, hiicre boéliinmelerinde replike olmazlar (Chiarini
ve ark., 2013).

B hiicre gelisimi siirecinde Ig agir zincir yeniden diizenlenmesinin basarisizligi
sonucunda Ig hafif kappa zincir genleri (IGK) bir ya da iki alelde yeniden diizenlenemez.
Bu hiicrelerde rekombinasyon sinyal dizisi iceren ve IGK lokusu sabit K-gen segmentinin
(IGKC) 24 kb asagisinda kalan K-silici element (Kde) ile IGCK rekombinasyona
ugrarayarak IGKC delete olur. Bu rekombinasyon olaylar1 esnasinda bir kisstm DNA
silinir, ¢ikarilan rekombinasyon sinyal dizileri halka DNA elementlerini olusturur ki
bunlara KRECs ad1 verilir (Chiarini ve ark., 2013, Borte ve ark., 2013) (Sekil 6).

Kisacas1 TRECs ve KRECs fonksiyonel olmayan DNA halkalaridir. Lenfosit
hiicrelerin sitoplazmasinda yer alirlar. Stabil olmalari, replike olmamalar1 nedeniyle her
hiicre boliinmesinden sonra sayilart azalir. Bu nedenle kandaki seviyeleri timus ve kemik
iliginin T ve B lenfosit tiretimi hakkinda bilgi verir (Nourizadeh ve ark.,2015; Sottini ve

ark., 2014; Puck 2012; Borte ve ark., 2011).
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Sekil 6. Kemik iliginden KREC olusumu (Serana ve ark., 2013)
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2.4. Primer Immiin Yetmezlikler

PIY immiin sistemin kalitsal hastaliklaridir. Genetik olarak belirlenip yalniz ya
da bir sendroma bagli olarak olusabilirler. Degisik tipde PIY hastaliklar1 tanimlanmustir.
Genellikle infantil ya da c¢ocukluk doneminde manifeste olup sik tekrarlayan
enfeksiyonlar olarak kendini gosteren immiin sistemdeki bozukluklardir. 1952 yilinda
Bruton’un agammaglobiilinemi vakasini sundugundan bu yana 300’den fazla PIY formu
tanimlanmistir (Chiarini ve ark., 2013).

Gegmiste PIY hastaliklar1 enfeksiyon riskini artiran immiin sistemde bir ya da
birden fazla eksikligin neden oldugu hastalik grubu olarak tanimlanmistir. PIY immiin
sistem anomalisi ile karakterize heterojen bir hastalik grubu olup ¢ok cesitli ve farkli
klinik bulgulara yol acabilmektedir. Ornegin olarak tekrarlayan enfeksiyonlar,
otoimmiinite, lenfoproliferasyon, granulomatoz siire¢, atopi ve malinite gibi degisik
klinik bulgular sergileyebilir (Sekil 7). Bu sebeple toplumda PIY insidansmin tahmin
edilenden ¢ok daha fazla oldugu diistiniilmektedir (Raje ve Dinakar, 2015).

Granulomatosiz

Primer Immiin

Yetmezlikler

Lenfo

Proliferasyon Otoimmiinite

Sekil 7. Primer immiin yetmezliklerin genel 6zellikleri (Raje ve Dinakar, 2015)

PIY hastalarini biiyiik bir cogunlugu T ve B hiicre sayisinda azalma gdsterir ve

bu durum bagisiklik sisteminin diizgiin ¢aligmasini engeller. B hiicre eksikligi antikor
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eksikligine neden olur. Bruton Tirozin Kinaz (BTK) genindeki mutasyon sonucu olusan
X’e baglh agammaglobiilinemia (XLA) altgrup hastalarinda kemik iligindeki B hiicre
farklilasmasi durdurulur bunun sonucunda serumda olgun B hiicre ve antikorlar1 olugsmaz.
Bu hastalarin %30’undan fazlas1 ¢ocuklukta ya da erken yetiskin donemde ¢ogunlukla
akcigerlerde olmak iizere geri doniisiimii olmayan organ hasar1 gelistirirler. Non-XLA
hastalar1 BTK gen mutasyonu olmaksizin hipogammaglobiliinemi ile karakterize diigiik
sayida B hiicre sayisina (%2 den daha az olgun B hiicre) sahiptirler. Hem XLA hem de
non-XLA hastalarinda tekrarlayan enfeksiyonlar 3 ve 18 aylik donemlerde baslarken tani
ise ortalama 3 yas civarinda konulur. Taninin ge¢ konmasina bagli olarak bu hastalar
oliimciil olabilen pnomoni, sepsis, menejit diger bakteriyel enfeksiyonlar gecirip sik stk
hastaneye yatarlar ve intravendz antibiyotik alirlar. Bu nedenle bu hastalarda erken tani
ve tedavi hastalarin yasam kalitesini ve prognozlarini gelistirmek agisindan énemlidir.
Ciinkii bu hastalar tani aldiklarinda diizenli olarak Ig replasman terapisi alabilirler

(Chiarini ve ark., 2013).

2.4.1. Tarihcge

20. yiizyihn baslarinda Ataksiya telenjektezi (1926) ve Wiskott Aldrich
sendromu (1937) gibi birka¢ immiin sistem hastalig1 kesfedilmistir. Ancak, PIY'lerin
tarthindeki  simgesel  yapi, 1952'de  Albay Ogden Bruton tarafindan
agammaglobulineminin kesfiyle baslamistir. 1950'de, Eduard Glanzmann ve Paul
Riniker, Candida albicans enfeksiyonlarinin lenfosit yoklugu ile iliskili oldugunu
bulmusturlar (Ochs ve Hitzig, 2012). Bern ve Ziirih'teki iki Isvicreli grup (Hassig Cottier,
R.Tobler ve Walter Hitzig), 1958'de benzer hastalar1 kesfetmis ve bunu bir immiin
yetmezlik olarak kabul etmislerdir. Baslangicta Isvigre tipi agammaglobulinemi olarak
adlandirilan bu durum, 1970 yilinda Diinya Saglik Orgiiti (WHO) tarafindan agir
kombine immiin yetmezlik olarak yeniden adlandirilmistir (Ochs ve Hitzig, 2012).
1954'te Robert Good, artik kronik graniilomatéz hastalik (CGD) olarak bilinen bir
Oliimciil graniilomatéz hastaligi kesfetmistir (Ochs ve Hitzig, 2012). Son 65 yilda,
PIY'lerin alan1 hizla ilerlemistir. En yeni genetik teknolojilerin ortaya ¢ikmasiyla birlikte
300'den fazla PIY kesfedilmis ve bu sayi halen artmaya devam etmektedir (Al-Herz ve
ark., 2014; Raje ve Dinakar, 2015).
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2.4.2. Siniflandirma

Immun yetmezlikler birincil veya ikincil olarak tanimlanabilir. Birincil immiin
yetmezlikler, bagisiklik sisteminin islev bozuklugundan kaynaklanirken ve etiyolojisinde
esas olarak genetik bir neden varken, ikincil immiin yetmezliklerin altyapisinda farkl
nedenler vardir.

PiY'ler igin ¢esitli siniflamalar dnerilmistir. 2017 Uluslararas: immiin Yetmezlik
Dernegi (IUIS), PIY'leri immiin yetmezligin tipine gdre dokuz kategoriye ayirmaktadir

I. Hiicresel ve hiimoral bagisiklig1 etkileyen immiin yetmezlikler

I1. Sendromik 6zellikli kombine immiin yetmezlikler

II1. Agirliklh antikor eksiklikleri

IV. immiin sistem diizenssizligi

V. Konjenital fagosit sayisi1 ve/veya fonsiyonu kusurlari

VL. igsel ve dogustan gelen bagisikliktaki kusurlar

VII. Otoinflamatuar bozukluklar

VIII. Komplement eksiklikleri

IX. PIY fenokopileri (Bousfiha ve ark., 2018)

PIY'lerin bazilar1 bu kategorilerin birden fazlasi i¢in uygundur (Al-Herz ve ark.,
2014; Raje ve Dinakar, 2015).

Agir kombine immiin yetmezlik, lenfosit gelisimi ve islevinin yokluguna yol
acan ¢esitli genetik bozukluklardan kaynaklanan ve yasami tehdit eden bagisiklik sistemi
bozukluklarindan biridir. SCID tanisi, pediatrik acil bir durumdur, ¢iinkii etkilenen
cocuklar, kiiratif tedavi olmaksizin yasamin ilk 1-2 yilinda 6liimciil olan bakteriyel, viral,
fungal ve firsat¢1 enfeksiyonlara karst asirt duyarliliga sahiptir (Van Zelm ve ark., 2011)
Cogu durumda, SCID'li ¢ocuklar dogumda 1yi goriiniirler ve 3-6 ay icinde pasif olarak
aktarilan koruyucu maternal immiinoglobulinler azaldik¢a tekrarlayan ciddi
enfeksiyonlar ile hayatta kalmalar1 zorlagir (Verbsky ve Routes, 2014; Rivers ve Gaspar,

2015)

2.4.3. Epidemiyoloji

PIY prevalansi, immiin yetmezligin tipine bagh olarak degisir. Selektif IgA
eksikligi sik goriiliirken (1/223’den 1/1000°e kadar) (Yel, 2010), agir kombine immiin
yetmezlik gibi diger immiin yetmezlikler nadir goriilir (58.000'de 1) (Kwan ve

ark.,2014). Yeni immiin yetmezlikler siirekli olarak kesfedildiginden, hastaligin
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prevalanst tam olarak bilinmemekle birlikte diisiiniilenden fazla oldugu tahmin
edilmektedir (Raje ve Dinakar, 2015).

Kaliforniyada yapilan bir yenidogan taramasi gosteriyor ki SCID prevalansi her
canli dogumda 1/70.000. Onceki tahminler ise 1/100.000- 1/150.000 seklinde idi (Olbrich
ve ark., 2014). Suuidi Arabistan’da da yenidogan tarama yontemi ile gergek SCID
insidansint bulmak igin pilot bir ¢alisma gergeklestirmektedir (Al-Mousa ve Al-Saud,
2017).

Tiirkiye’de PIY hastaliklar1 agisindan yapilan ¢alismalar nadirdir. Nitekim
Yorulmaz ve arkadaslarmin 2001-2006 yillar1 arasinda tam koyduklar1 PIY hastalari ile
yaptig1 ¢aligma Tiirkiye’de PIY hastaliklarinin siklig1 agisindan 6zgiin bir ¢alisma olup;
burada verilen degerler de 6nemli ve anlamlidir. Bu c¢alismada Konya ilinde SCID
sikliginin 1/10.000 seklinde oldugu vurgulanmaktadir. Calismada bes yillik periyotta,
Selguk Universitesi Tip Fakiiltesi, Cocuk Saglhigi ve Hastaliklart Anabilim Dal1 genel
poliklinige gelip tani alan 1054 vaka oldugu belirtilmektedir. Hastalarin %92,8’1 antikor
eksikligine bagl gelisen immiin yetmezlik olustururken, %2,4’ SCID, %1.7’s1 diger iyi
tanimlanmis immiin yetmezlik sendromlari, %0,9’u immiin sistemin regiilasyon
bozukluklari, 9%0,2’si fagositik sistem bozukluklari, %0,1°1 kompleman eksiklikleri ve
%1.8’1 diger immiin yetmezlikler seklinde ifade edilmistir. Bu ¢aligmada elde edilen diger
Oonemli bir bulgu ise tani alan hastalarin anne ve babalarinin %37,5’inde akrabalik iligkisi
oldugudur. Daha da 6nemlisi SCID’li hasta grubunun %84’ akraba evliliginden dogan
cocuklardir (Yorulmaz ve ark., 2008).

PIY sikligi ile ilgili Tiirkiye’de yapilan diger bir calisma ise Bursa ve Izmir’de
yapilan alti yillik bir hasta grubunu kapsamaktadir. 2004-2010 yillar1 arasinda bu
merkezlerde tani alan hasta sayis1 1435°dir. Bu iki merkezin yaptig1 calisma sonucunda
PIY hastalik siklig1 ortalama 3/10.000 olarak belirtilmistir. Bu ¢alismalarda da antikor
eksiklikleri %73,9 siklikta bulunup en sik rastlanan PIY tipi olmustur. Kombine B ve T
hiicre eksikligi ise %2 olarak bulunmustur (Kili¢ SS ve ark., 2013).

2.4.4. Teshis

SCID ve benzeri PIY hastaliklarmimin erken tanisi énemlidir &zellikle bu
hastalara canli asilar verilmemesi, kok hiicre transferi, enzim replasman terapisi ya da gen
tedavisi hayat kurtarir. Ancak bu hastalar dogumda normal olup herhangi bir aile

gecmisleri de yoktur. Bu nedenle bir¢ogu ciddi enfeksiyonlara yakalanmadan tani
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almazlar. Bu durum ¢ok onemlidir, ¢linkii hastalik ne kadar erken tani alirsa yasam
kalitesi ve prognoz da o derece iyi olur. Yine SCID erken tani1 almazsa hastalar uygun ve
basarili bir terapi alamadiklarindan dolay1 asi, graft-versus-host hastaligit ya da
enfeksiyonlara bagl olarak hayatlarini kaybederler (Chiarini ve ark., 2013).

PiY'lerin tanis1 birgok nedenden 6tiirii zorlayicidir. Bu nedenlerden bazilar::

e PiY'ler nadir goriildiigii icin, yiiksek bir siiphe gereksinimi vardir.

e Ayn1 PiY'li bireyler farkli tezahiirlere sahip olabilir ve ¢ogu PIY hastalar

hastaligin belirtilerinden yoksundur.
e Ayni genlerinde hasar bulunan bireyler farkli sunumlara sahip olabilirler.
e Tarama testleri spesifik degildir.

e Tarama testinin normal sonuglar1 PIY'yi disarida birakmaz.

2.4.5. Hastalik Gecmisi ve Fiziksel Muayene

PIY'leri teshis etmek igin titiz bir hastalik ge¢misi ve kapsamli bir fizik muayene
onemlidir. Tekrarlayan enfeksiyon dykiisii, etkilenen aile iiyelerinin varligi, biiylime ve
gelisme ile ilgili fiziksel bulgular ve periferal lenf dokusunun varligi ya da yoklugu dogru
taninin konmasi ic¢in gerekli olan ipuglar arasinda yer alabilir. Jeffery Modell Vakfi
tarafindan yayimnlanan 10 uyarict madde, bu kriterlerin karsilasildigt durumlarda
taramanin baglatilmasimi saglayarak klinisyenleri uyarmaya yardimci olur (Raje ve
Dinakar, 2015).

Ilaglar, HIV, yetersiz beslenme ve protein kaybetme gibi kosullarla olusan
sekonder PIY 'lerin nedenleri dislanmalidir. Tekrarlayan enfeksiyonlara maruz birakan
diger durumlar ayirici tanida akilda tutulmalidir. Ornegin, tekrarlayan sinopulmoner
enfeksiyonlar; kistik fibroz, primer siliyer diskinezi, bronsektazi veya ¢evresel alerjilerin
bir 6zelligi olabilir. Benzer sekilde tekrarlayan cilt enfeksiyonlar1 atopik dermatite

sekonder olabilir (Raje ve Dinakar, 2015).

2.4.6. Laboratuvar Incelemeleri

PIY siiphesi olan hastalarmn laboratuvar degerlendirmesi tipik olarak iki veya ii¢
asamal1 olup, tarama laboratuvarlarindan baglayarak kesin tan1 ve molekiiler testlerin
yapildig1 laboratuvarlar takip eder. Yararli, ancak ¢ogu zaman unutulan testler arasinda

periferik kan yaymasi, sedimentasyon ve c-reaktif protein (CRP) bulunur. Son 10 yilda,
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TREC'lerin uygulamaya girmesi yenidogan tarama paradigmasini da degistirmigtir

(Locke ve ark., 2014).

2.4.7. PIY Hastahklarinin Taranmasi

Agir T ve/veya B hiicre lenfopenisi olan PIY hastalikli ¢ocuklarm hig bir aile
geemisi olmayip bu bebekler hayatlarinin ilk haftalarinda herhangi bir belirti
gostermezler. Bu nedenle bu hastalarin tan1 almasi gecikmekte olup hastalik orani ve
Oliim sayis1 artmaktadir (Olbrich ve ark., 2014).

SCID dogumda belli olmayip erken tanis1 da hayat kurtardig i¢in uzun zamandir
yenidogan tarama programlarinin aday hastalig1 olmustur (Modell ve ark., 2014). Ayrica
Yenidogan ve Cocuklarda Kalitsal Bozukluklar Genel Sekreterlik Danisma Kurulu
tarafindan SCID’in yenidogan taramalarinda uygulanmasi i¢in yeterli kriterleri
sagladigini vurgulanmistir (Chiarini ve ark., 2013). Bu kriterler:

1- Hastaligin popiilasyonda goriilme siklig1 tarama yapilmasi icin yeterli
yiikseklikte olmasi

2- Hastaligin tedavi edilmemis dogal tarihgesi ¢ok iyi bilinmeli

3- Hastaligin tedavi edilmemesi hastalik orani ve 6liim oranini artirmali

4- Hastalik tedavi edilebilir olmal1 ve tedavi sonuglari iyi olmali

5- Hastaligin test edilmesi giivenilir, basit ve tiim vakalar1 yakalamada yeterince
hassas olmali

6- Hastalik test edildikten sonra spesifik konfirme testler olmali

7- Hastaligin test edilip, tedavi edilmesinde kar-zarar orani iyi olmali

SCID dogumda asemptomatik olup, tedavi edilmediginde 6liimciil olabilir, etkili
tedavi yontemleri mevcut olup erken tedavi sonuglari ¢ok iyidir. Enfeksiyon gelismeden
tan1 alip kemik iligi transferi olan infantlar ge¢ tan1 alanlara nazaran daha ucuz maliyetle
daha uzun siire yasayabilmektedirler Yukaridaki kriterler de dikkate alindiginda; SCID’in
yenidogan tarama programinin bir¢ok kriterini karsiladigini goriiriiz. (Chan ve Puck,
2005).

SCID’in yenidogan taramasinda olmamasinin nedeni ise sikliginin tam olarak
bilinmemesi ile goreceli olarak az olmasi1 ve 2000’li yillara kadar tarama programi igin
pratik bir testinin olmamasidir. Bir ¢ok iilkede SCID’in gercek insidansi ise
bilinmemektedir. 1/100.000 olarak tahmin edilip hastalik tanis1 almadan ex olan hastalar

bunun disinda kalmaktadir. Galaktozami ve biyotinaz eksikliginin insidansi ise sirasiyla
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1/60.000 ve 1/80.00’dir. Bu nedenle SCID tanis1 i¢in ucuz hizli bir laboratuar teknigi
gerekmekte olup bu testin SCID’in degisik formlarin1 da bulmasi beklenmektedir.
SCID’li hastalarinin farkli genotipleri i¢in karakteristik lenfosit 6zellikleri vardir. Bu
karakteristik 6zellikler uygun bir test bulmada ideal bir yol olarak kullanilir (Chan ve
Puck, 2005).

Normal T hiicre gelisimi i¢in uygun bir biyobelirteg ve SCID yenidogan
taramasina izin veren yontemler i¢in uzun siiredir devam eden arastirmalar yapilmistir.
SCID'in yenidogan doneminde taramasi ilk defa 1990'larda 6nerilmistir. Bu yontemin
tam kan sayimina bakilarak ve kandaki azalmis lenfosit sayisi1 bulunarak, hastaligin
teshisine yardimci olabilecegi diisiiniilmiistiir. Ancak, yontem taze kan 6rneklerinin
kullanimina dayandigindan biiyiik 6l¢ekli uygulamay1 6nlemistir. Ek olarak bu yontemle,
yiiksek sayida B veya Dogal Katil (NK) hiicresi olan, SCID'in T — B + NK + formlarina
yanlig negatif test sonuclar1 verilebilir. SCID taramasinda Interleukin-7 i¢in ELISA-
benzeri immiinolojik testler 6nerilmis olsa da, inferior 6rnek stabilitesi ve zor protein
saflagtirmasi ile ilgili teknik meseleler daha genis uygulamalarin1 6nlemistir (McGhee ve
ark., 2005). Benzer sekilde, T-hiicre reseptorii-CD3 kompleksi ve CD45 i¢in boncuk
yakalama deneyleri gelistirilmistir, ancak maternal engraftman veya oligoklonal T
hiicrelerinin genislemesi ile SCID hastalarinda yanlis negatif sonuglara rastlanmus,
boylece bu teknik de uygulamadan ¢ikarilmistir (Janik ve ark., 2010).

Bu nedenle 2005 yilina kadar T hiicre lenfopenisine bakan tarama testi yoktu.
2005 yilinda real-time PCR tabanli TRECs kuantifikasyonunu yapan testler bulunmus ve
popiilasyon taramasina dahil edilmistir (Chiarini ve ark., 2013; Hammarstrom, 2014).

Bundan sonra ABD’de 1960’1 yillarin basinda baslayan fenilketoniiri yenidogan
taramas1 SCID’li hastalarda T hiicre lenfopenisine bakilacak duruma kadar ilerlemistir.
(Chiarini ve ark., 2013).

TREC testinin SCID’li hastalar1 genetik nedenden bagimsiz olarak buldugunun
gosterilmesinden sonra kuru kan oOrneklerinden popiilasyon taramasi amacli testler
gelistirilmistir. Yenidogan tarama programlarinda SCID agisindan TRECs tespitine
dayanan bir test ile 2008'dan beri taramalar yapilabilmektedir (Kwan ve ark., 2014). Bu
asamada ABD’de bazi eyaletlerde pilot ¢caligmalar yapilmistir. 2008 yilinda yenidogan
taramasinda T hiicre eksikligine bakilmasina karar veren ilk Amerikan eyaleti Wisconsin

olmus bunu 2009 Subatinda Massachusetts sonrasinda NewYork, Navajo Nation,
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Kaliforniya, Puerto Rico ve Louisiana takip etmistir. Bunlardan sadece Kaliforniya’da
TREC analiz kitleri tibbi medikal bir sirket tarafindan iiretilirken, diger bolgelerde ev
yapimi1 modifiye TREC testleri uygulanmaktadir. Nisan 2011’in sonunda 961.925
yenidoganda pilot ¢alisma yapilmis, 14 SCID vakasi, 6 SCID varyant1 ve 40 SCID ile
alakali olmayan T-hiicre lenfopenisi olan vaka bulunmustur. Wisconsin ve
Massachusetts’ de tan1 alan tiim infantlar transplantasyon ya da enzim replasman
tedavisine gitmis ve herhangi bir 6liim bildirilmemistir. Su anda, ABD'de 26 eyalette bu
teknigin hizli bir sekilde benimsenip kullanilmasiyla basarili bir tedavi siireci
amaglanmaktadir (Chiarini ve ark., 2013).

ABD'deki 11 tarama programin ilk 5 yil araliindaki 3 milyon yenidogana ait
mevcut verilerine gore, SCID i¢in genel sagkalim % 87 ve 58.000 canli dogumda 1
siklikta goriildiigii bildirmistir. Olgularin ¢cogu tipik SCID (42/52 SCID), 10/52 bebekte
sizintili SCID ve 1/52 Omenn sendromudur. ilk TREC taramast ile hicbir SCID vakasi
kacirilmamis, ancak daha sonra tespit edilmistir. Kemik iligi nakli, gen terapisi veya
enzim replasmani alan SCID'li tanimlanmis bebeklerin sagkalimi % 92 olarak
bulunmustur. Testin spesifitesi % 99,8’den yiiksek bulunmus, ayrica tipik SCID, sizintili
SCID ve Omenn sendromunun 52 vakasina ek olarak, SCID olmayan agir T-hiicre
lenfopenisi olan vakalar da saptanmigtir. SCID olmayan agir T hiicre lenfopenisinin
tanimlanmasi, canli agilarinin onlenmesini ve uygun enfeksiyon profilaksisi ile takibin
yapilmasina olanak saglar (Bayer ve ark., 2014; Marciano ve ark., 2014; Patel ve ark.,
2015).

Amerika’da gec tan1 alan bir SCID’li hastanin toplam saglik hizmeti masrafi 6
milyon dolar iken, ayni hastanin erken tani alarak aldigi saglik hizmeti 1,39 milyon
dolardir. Bu fiyat farkina bakildiginda yenidogan doneminde tarama testinin
uygulanmasinin daha faydali oldugu goriilmektedir (Olbrich ve ark., 2014).

Avrupa’da da SCID agisindan tarama testleri desteklenmektedir. Isve¢ ve Alman
cocuklarindan elde edilen 20 bin anonim gutrie kartlarindan yapilan tarama testi TRECs
ve KRECs degerleri igin PIY agisindan uygun bir esik degeri elde edilmesini saglamistir.
2013 yilinda Isvigre’de 3 yil siirecek prospektif bir pilot ¢alisma baslatilmis olup
Isvigre’deki yenidoganlarin 1/3’nii kapsayacak tarama programi basarili oldugu takdirde

iilke genelinde uygulanacaktir (Hammarstrém, 2014). Ispanya’da yenidoganlar lethal
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olan immiin sistem hastaliklar1 agisindan rutin olarak taranmaktadir (Olbrich ve ark.,
2014).

Cogu hastada yasami tehdit eden enfeksiyonlarin baslamasindan énce SCID'i
saptamanin tek yolu niifus tabanli tarama programlaridir, ¢linkii SCID'li hastalarin %
80'inden fazlas1 pozitif bir aile Oykiisiine sahip degildir. Ayrica SCID, popiilasyon
capinda yenidogan taramalarinda taranip tedavisi olan ilk durumdur (Chan ve Puck, 2005;
Chan ve ark., 2011).

TREC taramasi ile saptanan ciddi T hiicre eksikligi olan ve SCID olmayan
hastaliklar ve TREC testinin kullanildigi durumlar asagidaki gibidir:

e Otoimmiin bozukluklarin aktivitesinin degerlendirilmesi

e Kemik iligi transplantasyonlarindan sonra immiin sistemin yapilanmasi

e Normal ve anormal yaglanma siirecleri

e Normal T hiicre gelisiminin incelenmesi

e HIV tedavisine cevap

¢ T hiicre bozuklugu olan konjenital sendromlar

e Varyant SCID

e Tanimlanmamis T hiicreli lenfopeni

e 22q delesyon sendromu

e Kombine immiin yetmezlik

¢ Ataksiya telenjektezi

e Sitokinez 8 belirteci (DOCK 8) eksikligi

¢ Ektodermal dizplazi iliskili immiin yetmezlik (EDA-ID)

e Trizomi 21

e Trizomi 18

¢ Kabuki Sendromu

e Koloboma, kalp anomalisi, kohanal atrezi, retardasyon, genital ve kulak
anomalileri (CHARGE) Sendromu

¢ Noonan Sendromu

e Jacobsen Sendromu

¢ Nijmegen Kirik Sendromu

¢ Fryns Sendromu
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e Schimke immiino-osseous dizplazi

e Kartilaj sa¢ hipoplazisi

¢ Konjenital lipomatoz, asir1 biiyiime, vaskiiler malformasyon, epidermal nevi,
spinal/iskelet anomalileri ve/veya skolyoz (CLOVES)

¢ Ektodermal dizplazi, ektodaktili ve yariklanma (ECC)

e Rac2 eksikligi

¢ Renpenning sendromu

¢ Trombositopeni ve dnkol kemigi eksikligi (TAR)

e Diger sitogenik bozukluklar

e 6p delesyonu,

¢ Halka kromozom 14

e Halka kromozom 17

¢ Kromozom 17p duplikasyonu

¢ 14q mikrodelesyonu

TRECs disiikliigiinde akla gelebilecek ikincil nedenler ise erken dogum,
konjenital kalp hastaligi, coklu konjenital anomali, gastrointestinal anomali, silotoraks,
neonatal l6semi, maternal otoimmiin hastali§i, maternal HIV enfeksiyonu, maternal
immiin baskilayicilar ve bazi ilaglar seklindedir (King ve Hammarstrém, 2018).

ABD'den alinan rapora gore, SCID olmayan T hiicreli lenfopeni insidansi
1/14.000'dir (erken dogmus bebekler hari¢ 1500 den fazla T-hiicre / pL tanimini
kullanarak) (Kwan ve ark., 2014). T hiicre lenfopatili ve SCID olmayan bebeklerin %
33'inde dogustan gelen ve T-hiicre lenfopenisi ile iligkili oldugu bilinen sendromlar
goriilmiistiir: % 57'sinde DiGeorge sendromu / kromozom 22q11.2 delesyonu, % 15'inde
trizomi 21, % 3'linde ataksiya telenjiektazi veya trizomi 18 ve % 2'sinde CHARGE
sendromu oldugu belirtilmistir. SCID olmayan T hiicre lenfopenilerin % 28'1 ise diger
medikal kosullara baglanmis, bunlarin % 26'sinda dogustan kalp hastaligi oldugu, bunu
birden fazla baska konjenital anomaliler, vaskiiler s1zint1 ya da gastrointestinal anomaliler
izlemistir (Borte ve Reichenbach, 2015).

Yaslanma iyi tanimlanmus bir ikincil immiin yetmezlik durumudur. Bu iliski i¢in
olas1 bir agiklama, yasa bagl timik involiisyon nedeniyle timik aktivite azalmaktadir

(Mitchell ve ark., 2010) Bu nedenle yaglilarda TREC'lerin sayisinin, esas olarak olgun T
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lenfositlerin TREC igerigini azaltan periferik hiicre boliinmesi ve diisiik timik aktivite
nedeniyle diisiik oldugu diisiiniilmektedir.

Otoimmiinitede T hiicre homeostazinin degerlendirilmesi, TREC diizeylerinin
ve TCR klonalitesinin paralel tespiti ile miimkiindiir (Lima ve ark., 2010). Bu durum,
juvenil idiyopatik artrit, aktif sistemik lupus eritematozus ve primer progresif multipl
skleroz gibi aktif otoimmiin hastaliklar1 olan hastalarda neden TREC diizeylerinin
azaldigini agiklar. Juvenil idiyopatik artritli pediatrik hastalarda sinovyal sividaki T hiicre
kismini tanimlamak i¢in TREC seviyeleri kullanilmistir. Sinovyal sivida T hiicrelerinde
bir degisiklik oldugunu gosterilmis, bu da artmis proliferasyon, klonal TCR kisitlamasina
ve indirgenmis T hiicre iiretimine sekonder olarak kabul edilip hastalik fenotipi ile korele
edilmistir (Amariglio ve ark., 2011).

TREC o6l¢timii ayrica kemik iligi naklinden sonra T hiicre immiin
rekonstitiisyonunu izlemek i¢in kullanilir. Kemik iligi transplantasyonu sonrasit immiin
rekonstriiksiyonu test etmek i¢in ¢esitli ¢aligmalar yapilmistir. TREC'lerin dl¢iimii ve
TCR repertuarinin analizleri bu amagla kullanilan en gelismis testlerdir. TREC'lerin
transplantasyondan hemen sonra varligi, kemik iligi transplantasyon prosediiriiniin
sonucunu tahmin edebilecek en iyi erken belirte¢ olarak bulunmustur (Amariglio ve ark.,
2011). RAG?2 eksikligi olan SCID hastalarinda kemik iligi transplantasyonu sonrasi hiicre
immiin iyilesmesi; TREC ve KREC seviyelerine bakilarak erken T ve B hiicre kinetiginin
izlenmesini saglamistir. Bu nedenle bu testlerin, kemik iligi nakli yapilmis hastalarin
sonuglarini izlemek ve spesifik tedaviyi uyarlamak i¢in kullanilmasi 6nerilmektedir (Lev
ve ark., 2012).

HIV enfeksiyonu timusun disfonksiyonuna neden olarak yayilmasina neden
olur. Bu nedenle, HIV hastalarinda TREC ol¢iimleri tedaviden 6nce ve tedavi sirasinda
oldukca faydalidir. HIV’li cocuklarin, HIV i yetiskinlerden daha iyi bir timik fonksiyona
sahip olduklar1 gosterilmistir, bu da artmis timik fonksiyonunun, en azindan ¢ocuklarda
bagisiklik sisteminin yeniden yapilandirilmasinda baskin bir rol oynayabilecegini
gostermektedir. Birlikte ele alindiginda, bu bulgular TREC seviyesinin HIV ile enfekte
hastalarda timik fonksiyonun yararli bir biyobelirteci olabilecegini gostermektedir
(Hansen ve ark., 2009).

TREC 6l¢iimii, timik aktivite ve T hiicre sayilarin1 dogru bir sekilde tahmin

edebildiginden, T hiicre immiinitesinin etkilendigi bilinen bir¢ok birincil veya ikincil
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immiin yetmezlik hastaliklarinda kullanilmasi o6nerilmistir. SCID veya baska bir T
hiicresi lenfopenisi olan bir hastanin herhangi bir rutin immiinolojik ¢aligmasinda TREC
seviyelerine bakilmalidir (Amariglio ve ark., 2010). Yukarida agiklanan nedenlerden
dolayr TREC yenidogan taramalarinda agir T hiicre lenfopenisi i¢in en iyi tarama testi
olarak kabul edilmektedir.

Yenidogan taramasinda maliyet-etkinlik kavramiin gelistirilmesi ile TREC
tarama programina ilaveten popiilasyon 6lgekli tarama programlarina dahil edilebilecek
uygun olan hastaliklarin belirlenmesinde kullanilabilecek farkli biyo-belirtegler ile
cogaltilmasi Onerilmistir. Primer agammaglobulinemilerin klinik teshisine benzeyen B-
hiicrelerinin yoklugu ile karakterize olan agir dogustan gelen immiin yetmezlik
hastaliklari, TREC'lerle birlikte bir multipleks qPCR reaksiyonuyla KREC'lerin
Olclilmesi sirasinda tespit edilebilir. Her iki biyobelirte¢ ayni1 kurutulmus kan 6rnegi
orneginde degerlendirilebileceginden, ¢ogu alt yap1 ve teknik kaynaklar, miiltipleks testi
yapildiginda ek ¢aba veya harcama olmaksizin kullanilabilir. KREC degerlendirmesinin
ek teknik maliyeti, toplam tahlil maliyetlerinin % 6'sindan daha azdir. Bununla birlikte,
yenidogan taramasi i¢in bir ara¢ olarak, kurutulmus kan ornegindeki KREC kopya
sayilarinin analizi, genis uygulama beklenmeden once yeterli hassasiyet ve 6zgiilliigiin
saglanmasi icin daha fazla dogrulama gerektirir (Borte ve Reichenbach, 2015).

KREC:s diisiikliigiinde akla gelebilecek birincil primer immiin yetmezlikler:

¢ SCID (T-B-)

o XLA

e XL A-benzer bozukluklar

¢ Nijmegen kirik sendromu
seklinde olup, maternal immiinosiipresyon, ritodrine gibi diger maternal ilaglar KRECs

diistikliiglinde akla gelebilecek ikincil nedenlerdir (King ve Hammarstrom, 2018).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Cahsma Popiilasyonu ve Ornek Toplama

Calismaya baslamadan 6nce Ondokuzmayis Universitesi Klinik Arastirmalar
Etik Kurulundan 09.06.2016 tarihli ve B.30.2.0DM.0.20.08/368 sayili Primer immiin
yetmezlik hastaliklarmin PCR ile yenidoganlarda tarama ile erken teshisi baslikli OMU
KAEK 2014/678 karar nosu ile etik kurul olur yazist alindi (Ek 1). Ayrica T.C. Saglik
Bakanhigma bagli, Tiirkiye Kamu Hastaneleri Kurumu, Samsun Ili Kamu Hastaneleri
Birligi Genel Sekreterliginden Samsun ilindeki tiim hastanelerden 6rnek toplanmasi i¢in
54103609/604.02 sayili yaz ile (Ek 2) izin alindi. Ancak ortaya ¢ikan insan kaynakli
sorunlardan dolayr bu calismaya sadece Samsun Ondokuz Mayis Universitesi Tip
Fakiiltesi Hastanesi ve Medikalpark Samsun Hastanesinde Ekim-2015 ve Aralik-2016
tarihleri arasinda diinyaya gelen tiim yenidoganlar dahil edildi.

Calismada kullanilan malzeme ve kitler MZM Saglik Uriinleri ve Laboratuvar
Hizmetleri Sanayi ve Ticaret LTD. STI tarafindan hibe edilmistir (Ek 3).

Ailelerinden muvafakat formu (Ek 4) alindiktan sonra ilk 72 saatte Tiirkiye’de
uygulanan tarama programlari i¢in topuk kan1 6rnegi alinirken bebeklere zarar vermeden
birka¢ damla topuk kan1 ayr1 bir Guthrie kagidina emdirildi (Ek 5).

Topuk kani alinirken ilk once gutrie kagidi kaydedildi. Yenidoganlar igin
demografik ve klinik veriler elde edildi. Topuk kan1 6rnekleri dogumdan sonraki ilk 3
giin i¢inde alind1. Bunun i¢in yenidogan topugu alkolle silindi. Ilk damla kan bosa akitilda.
Daha sonra gelen damlalar gutrie kagidina halkay1 tasirmayacak sekilde emdirildi. Alinan
ornekler oda 1sisinda, 1siktan uzak bir sekilde 4-5 saat kurumaya birakildi. Kuruyan
ornekler +4°C’de muhafaza edildi. Ornekler daha sonra OMU Tip Fakiiltesi Tibb1
Genetik Anabilim dalinda bulunan Molekiiler Genetik laboratuvarinda saklandi.

Toplam 1960 6rnek caligildi. Bu orneklerin kayitlanma sirasina gore ilk 571
tanesi 2 defa calisildi. Sonug elde edilemeyen drnekler ikinci defa ¢alisildi. ki ¢alisma
sonucunda da basarisiz olan drnekler ¢calismadan ¢ikarilds. Tlk ¢alisma sonucunda TRECs
ve KRECS degerleri diisiik bulunan 6rneklerin ayni1 gutrie kagidindan ikinci bir 6rnek
almarak testleri tekrar edildi. Ikinci drneklerde de sonuclari diisiik bulunan Srnekler
patolojik olarak degerlendirildi ve klinik verileri incelendi. Dort tane tanis1 6nceden
bilinen patolojik 6rnekler de ¢aligmanin giivenilirligini test etmek icin kullanildi. Erken

dogum ve coklu gebelikler ayrica degerlendirildi.
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3.2. Topuk Kanlarindan DNA Saflastirilmasi

- Bu calismada 1-2015-TK iirin numarali Mabtech diagnostic ‘SCREEN-ID
primer immiin yetmezlik hastaliklari i¢in yenidogan tarama kiti’” kullanildi.

- Calisma 96’lik hazir plaklar ile yapilda.

- Calismaya baslarken ilk once filtre plagi alinip alt tarafi eliisyon bandi ile
kapatildu.

- Her bir numuneden 3,2 mm’lik disk seklinde 6rnek delge¢ yardimi ile 96’lik
filtre plagina alindi.

- Bu agamada A1-A12 kuyucuklar1 bos birakildi ¢linkii ileride bu kuyucuklar
standart olarak kullanildi.

- Yine filtre plaginda ilgili kuyucuklarina kontrol 6rnekleri kondu.

- Daha sonra iizerlerine 150 pl Screen-ID yikama soliisyonu konulup, plak filtre
band1 kapatildi.

- Hazirlanan filtre plag ters gevrilerek 200g’de 30 saniye Niive-NF 400 plate
santrifiijii (Niive Sanayi Malzemeleri Imalat ve Ticaret AS.) ile santrifiij edildi.

- Buradan Euroclone T-shaker ¢alkalama cihazina alinip 650 rpm’de 20 dakika
calkalandi.

- Daha sonra plagin alt tarafindaki eliisyon bandi ¢ikarildu.

- Filtre plag1 96°1ik toplama plagina iizerine alindi.

- Niive-NF 400 plak santrifiijii araciligr ile 1850 g’de 1 dakika santrifiij edildi.

- Sonra filtre bandi ¢ikarildi ve plaklar tekrar 1850 g’de 1 dakika santrifiij edildi.

- -20°C’de muhafaza edilen eliisyon plagi alind1 ve oda 1s1sina getirilip 1850 g’de
10 saniye santrifiij edildi.

- Ardindan eliisyon plaginin {izerine filtre plagi ters ¢evrilerek konuldu.

- Ornekler 96’11k eliisyon plagina 2500 g’de 2 dakika gevrilerek aktarildi.

- Ellisyon plaginin iistii eliisyon bandi ile kapatilda.

- Filtre plaginin kapag1 kapatilarak kenarda bekletildi.

- Eliisyon plagi kisaca vorteks ve santrifiij edildi.

- Daha sonra eliisyon plagi AppliedBiosystems 2720 Thermal Cycler’da 99
°C’de 30 dakika inkiibe edildi.

- Buradan ¢ikan plak 1850 g’de 30 saniye santrifiij edildi.
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- -20°C’de muhafaza edilen quantitative PCR (qPCR) plag1 alindi. Oda 1sisina

getirildi.

- 1850 g’de 30 saniye santrifiij edildi.

- Filtre plagi qPCR plaginin {izerine konuldu.

- Elstiyon plagida ters c¢evrilerek filtre plagi iizerine konulup plaklar sikica
birlestirildi.

- Sonra 1850 g’de 2 dakika santrifiij edilip elde edilen DNA 6rnegi 96’lik hazir
gPCR plagina aktarildi.

- qPCR plagmin tizeri optik qPCR band1 ile kapatilip, 200 g’de 30 saniye
santrifiij edildi.

3.3. Real-Time Kuantitatif Multipleks PCR

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), 1980'lerde Kary Mullis tarafindan
gelistirilen devrim niteligindeki bir yenilikti. Bu zamandan beri, az miktarda DNA ile
spesifik dizileri ¢ogaltip, tespit edebildiginden basta biyomedikal arastirmalar olmak
iizere bir ¢ok alanda kullanilmaktadir. Ornegin az bir miktarda mRNA 6rneginden
komplementer DNA elde edilip PCR ile cogaltarak anlamli veriler elde edilir.
Amplifikasyon iiriinlerinin (amplikonlar) artmig seviyelerine ek olarak, 6zellikle yontem
klinik bir ortamda gerceklestirilecekse farkli laboratuvarlar arasindaki olgiimlerin
giivenilirligi ve tekrarlanabilirligi 6nemlidir. Bu durum, saglik hizmetleri maliyetlerinin
azaltilmasinin yani sira hasta sonuglari i¢in de kritik bir 6neme sahiptir ¢iinkii tibbi bakim
biitcelerinin  yaklasik {igte biri, teshis ile 1ilgili Olgiimlerden ve testlerden
kaynaklanmaktadir (Hawkins ve Guest, 2017).

Kuantitatif PCR’da kullanicilar bir PCR reaksiyonunun ilerlemesini gercek
zamanl olarak izlemelerine olanak saglar. Kisaca, bu yontemde DNA tabanli diziye
0zgii bir prob olan ve bir ucunda floresan veren bir molekiil ve diger ucunda bu floresani
emen bir molekiil kullanir. Florasan yayan molekiiliin florasan emen molekiile olan
yakinligi, florasanin tespit edilmesini onler. Taq polimerazin 5 - 3 ' ekzoniikleaz
aktivitesi ile floresan emen prob kesilir ve floresan yayan molekiil 1s1ma yapar.
Boylelikle, her bir PCR dongiisii sirasinda floresan yayan prob tarafindan hedeflenen
cDNA amplikonundaki artis, probun ayrilmasina ve floresan yayan probun serbest
birakilmasma bagli olarak floresanda orantili bir artisa yol agar (Hawkins ve Guest,

2017).
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Mevcut floresan yayan molekiiller arasinda, SYBR® Green (Thermo Fisher
Scientific; Waltham, MA, ABD), veya diziye 6zgii problar olan Molecular Beacons
(Newark, NJ, ABD), Scorpions (DxS Ltd) ve TagMan® Problar1 (Roche Molecular
Diagnostics; Basel, Isvicre) gibi ¢ift iplikli DNA'ya baglanan boyalar bulunur (Hawkins
ve Guest, 2017).

Standart PCR'da oldugu gibi, qPCR'da replikasyonun eritme, yapistirma ve
uzatip ¢ogaltma agamalarina saglayan, numuneleri hizla isitabilen ve sogutabilen bir
termal dongiileyiciye ihtiya¢ vardir. Bununla birlikte, qPCR durumunda, probun
uyarilmasindan sonra yayilan fliioresansin saptanmasi i¢in termal dongiileyici,her bir
numuneyi spesifik 151k dalgalari ile aydinlatabilme kabiliyetine sahip olmalidir (Hawkins
ve Guest, 2017).

PCR normal olarak yaklagik 30 kez tekrarlanan bir dizi sicaklik
degisikliklerinden olusur. Her déngii iki veya ii¢ adimdan olusur. U¢ kademeli dongii
yaklagiminda, ilk asama, ¢ift sarmalli niikleik asit zincirlerinin (denatiirasyon)
ayrilmasina izin veren yaklasik olarak 95 ° C'de gergeklestirilir. Ikinci asama primerlerin
DNA / cDNA sablonuna baglanmasini saglamak i¢in 55 ° C civarinda ger¢eklesen fazdir
(yapisma). Son olarak f{iglincii adim, DNA polimerazin (uzatma) kabiliyetinin
polimerizasyonu kolaylastirmak igin 72 ° C'de gerceklestirilir. 1ki adimli déngiileme
yonteminde, yapisma ve uzatma asamalar1 yapigma sicaklifinda birlestirilir (Hawkins ve
Guest, 2017).

qPCR'de, yaklasik 40 dongii gerceklesip, her dongiide kullanilan sicakliklar ve
iligkili ~ zamanlar, kullanilan polimeraz, deoksiriboniikleotidlerin  (dNTP'ler)
konsantrasyonu ve primerlerin optimum baglanma sicaklig1 gibi ¢esitli faktorlere baglidir
(Hawkins ve Guest, 2017).

Genel olarak, qPCR'de iki analiz yontemi kullanilir: goreceli kuantifikasyon ve
mutlak kuantifikasyon. Goreceli kuantifikasyon miktar, oranmetrik farklarin dlciilmesi
icin numune i¢indeki standart DNA / cDNA'larla karsilagtirmaya dayanmaktadir. Mutlak
kuantifikasyon yaklasimi, bir kalibrasyon egrisi kullanilarak bu egrinin DNA standartlar1
ile karsilastirilmasi ile ortaya c¢ikan amplikonlarin kesin sayisini verir. Bu yontemde,
numunedeki DNA / cDNA ve standartlarin PCR'larinin ayn1 amplifikasyon verimliligine

sahip olmasin1 gerektirir (Hawkins ve Guest, 2017).
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qPCR; arastirma galigmalarinda yaygin kullanima ek olarak, klinik ¢aligmalarda,
hastalik ilerlemesinin veya tedaviye yanitin izlenmesi i¢in belli kanser durumunun
degerlendirilmesi gibi biyobelirteglerin kesfine yonelik bir¢ok ¢alisma alaninda

uygulanmistir (Hawkins ve Guest, 2017).

Real-Time PCR Protokolii

- Real-time PCR i¢in 96’k plaklar ile uyumlu olarak calisabilen
AppliedBiosytstems 7500 FastStart Real-time PCR cihazi kullanilda.

- TagMan soliisyonlar1 i¢cin Standart egri tipi ¢alisma se¢ildi. qPCR standart
dongii modunda uygulandi.

- Yazilim programi 7500 Sofware v.2.0.6 kullanildi. Hedef ve pasif referans
isaretlemeleri igin;
FAM (NFQ-MGB): TRECs
VIC (NFQ-MGB): KRECs
NED (NFQ-MGB): B-aktin (ACTB)
ROX: Pasif Referans problar1 kullanildi.
Standart egrinin belirlenmesi i¢in kitin ¢aligma protokoliine gore;
A1-A2 kuyucuklari: STD#5 100.000 kopya TREC ve KREC, 2.000.000 kopya ACTB
A3-A4 kuyucuklari: STD#4 10.000 kopya TREC ve KREC, 200.000 kopya ACTB
AS5-A6 kuyucuklari: STD#3 1.000 kopya TREC ve KREC, 20.000 kopya ACTB
A7-A8- A9 kuyucuklari: STD#2 100 kopya TREC ve KREC, 2.000 kopya ACTB
A10-A11-A12 kuyucuklari: STD#1 10 kopya TREC ve KREC, 200 kopya ACTB
olarak tayin edildi (Sekil 8).

Reaksiyon hacmi 96’lik plaklarda hazir geldigi i¢in 20 pl olarak belirlendi.
Calisma PCR kosullar1 Tablo 2’de belirtilip Sekil 9°da gdosterildi.

3.4. Kalite Kontrolleri

Plazmitlerden elde edilen ve kopya sayisini bildigimiz 5 farkl standart, ayrica T
hiicre, B hiicre ve her ikisinin de eksikligi bilinen 6rnekler ile bos bir gutrie kagidi ve
igerisinde O6rnek bulundurmayan bir plak kuyucugu i¢ kontrol olarak kullanildi. Son

olarak, tanis1 daha 6nceden konulan dort 6rnek de pozitif kontrol olarak kullanild1
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Tablo 2: Real-Time PCR kosullart

Basamak Adi Is1 Siire Is1 Artis Hizi Dongii
Bekleme Basamagi 50°C 2 dakika 2,5°C/sn -
Bekleme Basamagi 95°C 10 dakika 2,5°C/sn -
PCR Basamagi 95°C 15 saniye 2,5°C/sn 40
PCR Basamagi 60°C 30 saniye 1,98°C/sn 40

3.5. istatistiksel Degerlendirme

Tiim istatistiksel hesaplamalar IBM SPSS v20 yazilim1 (SPSS v20, inc. Chicago,
IL, USA) kullanilarak yapildi. Calismanin analizi yapilirken iki defa ¢alisma yapilmasina
ragmen Tablo 3’e gore gerek ACTB gerek KREC ve TREC kopya sayilart belirtilen
referans araliginm altinda olan &rnekler calismadan ¢ikarildi. Ornekler 2 grupta analiz
edildi. Birinci grupta duplike o6rnekler, ikinci grupta ise term ve preterm Ornekler analiz

edildi. Tiim yapilan istatistiksel testler tablolar1 ve degerlendirme sonuclar1 bulgular

kisminda paylagilmistir.
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Sekil 8. 7500 Applied Biosytems FastStart Software ¢alisma ana ekrani
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3.6. Sonuclarin Yorumlanmasi

RT-PCR ¢aligsmasi bittikten sonra (Sekil 10) 6rnekler, 7500 Software v.2.0.6° da
orneklerin kopya sayismma gore analiz edildi. Bitmis bir calismada orneklerin,
standartlarin ve kontrollerin ACTB, TRECs ve KRECs acisindan amplifikasyon
grafikleri ve standart egrileri Sekil 11 ve 12°de gosterildi. Orneklerin kopya sayilart
caligmada kullanilan standartlar dikkate alinarak otomatik olarak belirlendi. ACTB kopya
sayisi, DNA eldesinin basarisini yansitmak i¢in internal kontrol olarak kullanildi. Eger
ACTB kopya sayis1 1000/ul altinda ise ¢alisma basarisiz sayildi. Buna gore; ACTB >
1000/u1 olmak sartiyla TRECs< 7/ul ve KRECs< 7/ul diisiik olmasi siipheli PTY hastalig
olarak kabul edildi (Tablo 3).

Tablo 3. Real-Time PCR sonuglarinin yorumlanmasi

ACTB TRECs KRECs
Sonuclarin Yorumlanmasi

Kopyasi Kopyasi Kopyasi
>1000/ul >T7/ul >T7/ul Normal
<1000/ul >7/ul >7/ul Normal
<1000/pul <7/ul <7/ul Basarisiz
<1000/ul <7/ul >T7/ul Basarisiz
<1000/ul >T7/ul <7/ul Basarisiz
>1000/pl >7/ul <7/ul Diisiik KRECs kopya sayis1
>1000/pl <7/ul <7/ul Diisiik TRECs ve KRECs kopya sayilari
>1000/pul <7/ul >T7/ul Diisiik TRECs kopya sayisi
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Sekil 12. Bitmis bir ¢alismanin standart egri grafikleri (a) ACTB, (b) KRECs, (c) TRECs
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4. BULGULAR

4.1. Orneklerin Klinik ve Demografik Ozellikleri
Test edilen drneklerin %52’si erkek (1007) ve %48’i kiz (953) idi. Orneklerin
%47°si OMU Tip Fakiiltesi Hastanesinde (916), %53’ii ise Medikal Park (MP)

hastanesinde (1044) diinyaya geldi. Calisilan orneklerin %13’linii (247) preterm,
%87’sini (1713) ise term bebekler olusturuyordu (Tablo 4).

Tablo 4. Orneklerin demografik ve klinik verileri

Say1 Yiizde

Erkek 1007 52
Cinsiyet Kiz 953 48

Toplam 1960 100

OMU 916 47
Dogum Yeri Medikalpark 1044 53

Toplam 1960 100

Term 1713 87
Gebelik Yas1 Preterm 247 13

Toplam 1960 100

4.2.Veriler

Test edilen 1960 6rnekten 96 tanesinin (%5) 2 defa ¢alisilmasina ragmen sonug

elde edilemedi. Basarisiz sonuglarin yorumlanmasinda Tablo 3 esas alindi. Sonug alinan

1864 ornegin ise 1789 tanesi (%91) normal iken 75 tanesi (%4) patolojik sonu¢ verdi

(Sekil 13).
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Orneklerin Degerlendirilmesi

100
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Basarisiz Normal Stipheli Patolojik

Sekil 13. Orneklerin genel degerlendirmesi

75 stipheli patolojik 6rnegin (Sekil 14) dort tanesi (%5) tanisini daha dnceden
bilinen dis kontrol vakalari (Tablo 5), 16 tanesi (%21) ise preterm ve/veya ¢oklu gebelik
ornekleri idi. Geriye kalan 55 Ornegin 35 tanesinin (%47) verilerine higbir sekilde
ulasilamazken, ulasilabilen 20 6rnegin (%27) yapilan retrospektif calismalar1 ve dosya
taramalar1 sonucu klinikle anlamli olabilecek patolojilerinin oldugu diisiiniildii. Patolojik
olgulardaki kopya sayist diistikliiklerinin dagilimi Sekil 15°de gosterildi. Buna gore 20
olgunun 15 tanesinde (%75) KRECs kopya sayis1 diisiik bulunurken, 2 tanesinde (%10)
TRECs ve 3 tanesinde (%15) ise KRECs-TRECs kopya sayilarmin ikisi de diisiik

bulunmustur.

Diisiik Sayida TRECs ve/veya KRECs Kopya

Sayili Ornekler
‘\

Sekil 14. Diisiik TRECs ve/veya KRECs kopya sayisindaki 6rneklerin dagilimi

m Verilerine
Ulasilamayanlar (%47)

= Patolojik (%27)

© Preterm ve/veya Coklu
Gebelik (%21)

Kontrol (%5)
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Tablo 5°de gosterilen kontrol vakalarindan biri 3 aylikken 6len RAG1 gen iliskili
defekti olan SCID hastasiydi. 2 tanesi 1 yasindan Once tanit alip takipde olan
Agamaglobulinemi vakasiydi. Diger kontrol vakasi ise XLA tanili bir hastaydi.

Patolojik Olgular

16 -

14 -
s 12
(,5; 10 -
x84
D
.E 6 i
Sy

, =

0 _

KRECs (%75) TRECs (10) KRE(COZ/IT;I;ECS
Patolojik 15 ) 3
mKRECs (%75) ®WTRECs (10) ®KRECs/TRECs (%15)

Sekil 15. Patolojik olgulardaki kopya sayis1 diistikliikleri

Tablo 5. Kontrol Vakalari, Degerleri ve Bulgulari

ACTB KRECs TRECs

Sira Olgu Bulgusu Tipi Kopya Kopya Kopya Cinsiyet
No No
Sayisi Sayisi Sayisi
. . KRECs-

1 41 Agamaglobulinemi TRECs 3.772 5 6 E

2 602  Agamaglobulinemi KRECs 2.480 4 27 E

3 631 XLA KRECs  6.201 1 21 E

4 730  SCID, ex TRECS 4.470 248 1 E

Term ve preterm patolojik olgularin bulgular1 Tablo 6 ve 7 de gosterildi. Term
patolojik olgularin 6 tanesi (%30) kiz, 14 tanesi (%70) erkek idi. 20 olgunun ulasilan 6
(%30) hastasina Ig bakilmis olup, Ig sonuclar1 4 hastada diisiik bulunurken 2 hastada
normal bulunmustur. Olgulardan TRECs-KRECs kopya sayisi1 diisiik bulunan 1 vakanin
akraba evliliginden dogdugu 6grenilmis ancak sonrasinda bu hastaya ulagilamamustir.
TRECs ve KRECs kopya sayist diisiik bulunan diger bir vaka ise SCID tanisi ile takip
edilip Intravenéz Immiinoglobulin (IVIG) tedavisi almistir. Yine diger bir KRECs-

TRECs diisiikliigii olan vakanin retrospektif bulgusunda isitme azlig1r goriilmiis ancak
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hastaya daha sonra ulagilamamigtir. TRECs diisilikltigii olan olgulardan birine 10 aylikken
Ig bakilmis ve diisiik bulunmustur. Diger TRECs diisiikliigii olan vakanin retrospektif
bulgusunda lenfopenisi oldugu goriilmiis ancak daha sonra hastaya ulasilamamistir.
Preterm vakalardaki patolojik olgularin retrospektif bulgularina bakildiginda 2
vakanin erken donemde 61diigi tespit edildi. TREC ve/veya KREC kopya sayis1 diigiik

-----

Bu olgularin dort tanesinde ise lenfopeni ve/veya notropenisi oldugu goriildii (Tablo 7).
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Tablo 6. TRECs/KRECs degerleri diisiik patolojik olgular, kopya sayilar1 ve retrospektif bulgulari

Sira Oleu ACTB KRECs TRECs
g Retrospektif Bulgular  Kopya Kopya Kopya Ek Bulgular Cinsiyet
No No
Sayisi/ul  Sayisi/ul  Sayisi/pl
1 yasinda Ig
1 116 Hipogamaglobulinemi 2.360 2 9 bakilmis diisiik K
¢ikmig
) 219 Hlpogamaglobullneml 3024 6 17 Ig'ler normal K
ve nefrolityaz cikmig
Yenidogan
menenjit
3 246 Hipogamaglobiilinemi 1.747 6 13 gecirmis, Ig'ler E
bir yasinda iken
diisiik
Sepsis, 10 aylikken
4 248 Hipogamaglobulinemi, 3.167 24 6 Ig'ler hafif K
West sendromu? diisiik ¢ikmis
Opere midgut
5 480 3 aylikken SCID? 1.435 4 5 volvulus, IVIG E
kullanmig
6 590 Lenfopeni, diabetik anne ~ 2.678 6 48 E
. . . 6 aylikken tani
7 686 Ilipogamaglobulinemi, 1.901 4 58  konmus, Ig'ler E
omfalit o
diistik ¢ikmis
8 719 Lenfopeni 1.895 16 3
9 749 Anemi takipli 3932 4 28
10 g74 /wnnebabateyze 1.236 3 1 E
¢ocuklari
. s Boyunda
11 1181 Gelisme geriligi 3.475 5 19 lenfoadenopati E
Gelisimsel kalga
12 1184 ¢ikiklig1 ortopedi takipli 2.124 4 15 E
13 1202 Dismorfizm 3.055 3 8 Trigonosefali K
14 1208 Nefrolityaz, Pelviktezi 1.637 3 25 K
15 1228 Hipogamaglobulinemi, 1.502 5 20 E
midgut
16 1230 MlkaSF)fall, atopik 2 467 4 24 Ig'ler normal E
dermatit ¢ikmis
17 1234 Diizelmis nétropeni 2.261 3 17 E
18 1269 Isitme azh@ 3.064 5 5 K
19 1299 Nétropeni 1.075 3 33 Egzama E
20 1313 Lenfopeni 1.664 6 2y Opercanal E
atrezi
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Tablo 7. Preterm Vakalardaki TREC/KREC Diisiik Kopya Sayili Olgularin Degerleri ve Bulgular

Sira Olgu Retrospektif Bulgular ACTB KRECs TRECs
1 78 - 1.024 5 33 Erkek
2 329 Ugiiz, lenfopeni, eozinofili 1.963 6 5 Kiz
3 343 600g, ex 1.338 4 54 Kiz
4 480 Sepsis, Hipogamaglobiilinemi, westsendromu 1.338 5 15 Erkek
5 599 Lenfopeni, sepsis 2.187 8 6 Erkek
6 718 Notropeni 1.232 56 4 Kiz
7 745 Ikiz, Hipogamaglobiilinemi, ntropeni 1.483 2 11 Kiz
8 830 Hipogamaglobiilinemi, midgut 1.224 3, 1 Erkek
9 970 Ik giin ex 1.006 3 11 Kiz
10 1097 Ikiz 1.324 8 5 Erkek
11 1109 Ikiz 1.548 15 6 Erkek
12 1122 ikiz 1.516 3 46 Erkek
13 1215 Sindaktili, Tkiz, 2300g, Hellp sendromu 1.060 1 6 Erkek
14 1223 ikiz 1.477 1 9 Erkek
15 1331 Herni ve ikiz 1.502 9 3 Erkek
16 1581 Ikiz 1.372 1 4 Erkek

Kendilerine ve verilerine ulasilamayan siipheli patolojik 35 olgunun kopya
sayist dagilimlarinda ise %77’sinde (27 vaka) KRECs diisiikliigli, %14’iinde (5 vaka)
TRECs ve %9’unda (3 vaka) TRECs/KRECs kopya sayis1 diistikliigii saptandi (Sekil 16).

Verilerine Ulasilamayan Patolojik

Yenidoganlar
30 -
25
Z 20 -
5
S B KRECs (%77)
= 15 -
2 ® TRECs (14)
S 10 -
© m KRECs/TRECs (%9)
5 4
N N .

KRECs (%77) TRECs (14) KRECs/TRECs
(79)

Sekil 16. Ulagilamayan patolojik olgularin siniflandirilmasi
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Calisilan 1960 6rnegin ACTB, KRECs ve TRECs kopya sayisi dagilimlari,
ortalama ve ortanca degerleri analiz edildi. Buna gére ACTB ortalama ve ortanca degeri
sirastyla 3720 ve 2914 kopya/pl’dir. Minimum ve maksimum ACTB kopya degerleri ise
strastyla 112 ve 29178 kopya/ul’dir (Tablo 8).

Tiim olgularin KRECs ve TRECs ortalama degerleri sirasiyla 36 ve 56 kopya/ul
iken ortanca degerleri 25 ve 37 kopya/ul’dir. Tiim olgularin minimum KRECs ve TRECs
degerleri siarsiyla 0,2 ve 0,00 kopya/ul iken maksimum degerleri 522 ve 956 kopya/ul
seklindedir (Tablo 8).

Tablo 8. Tiim olgularin ACTB-KRECs-TRECSs kopya sayilar1 ortalama ve ortanca degerleri

ACTB Kopya KRECs Kopya TRECs Kopya

sayisi/ul sayisi/ul sayisi/ul
Ortalama 3720 36 56
Ortanca 2014 25 37
Standart Sapma 2816 34 62
Minimum 112 0,2 0,0
Maksimum 29178 522 956

Calismanin saglikli yiiriitiilmesi i¢in olgu numarasina gore ilk 571 6rnek duplike
olarak calisildi. Duplike ¢alisan 6rneklerin %58’1 erkek, % 42’si kizdi. Yine bu olgularin
%46’s1 Medikalpark hastanesinde dogmusken, %54’{i OMU Tip Fakiiltesinde diinyaya
gelmigtir. Duplike calisilan orneklerin %20’°si preterm bebekler iken %80’i term
bebeklerdi.

Orneklerin duplike ¢alisilmas1 sonucunda 1. ve 2. ¢alisma seklide analizleri
ayrica yapilmis olup kopya sayilar1 agisindan kiyaslandiklarinda anlamli bir fark

gbzlenmemistir (Tablo 9).
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Tablo 9. Duplike ¢alisilan 571 drneklegin birinci ve ikinci ¢aligma sonrast ACTB, KRECs ve TRECs kopya

sayilarinin kargilagtirilmasi

1. Calisma 2. Cahisma
ACTB KRECs TRECs ACTB KRECs TRECs
Kopya Kopya Kopya Kopya Kopya Kopya
sayisi/ul sayisi/ul sayis/ul sayisi/ul sayisi/ul sayis/ul

Ortalama 3442 39 61 3612 35 61
Ortanca 2820 29 46 2928 25 44
Standart 2472 34 68 2821 32 53
Sapma

4.3.Verilerin istatiksel Testlerle Degerlendirilmesi

4.3.1. Term ve Preterm Yenidoganlarin Karsilastirilmasi

Yapilan Mann Whitney U testinde prematiire yenidoganlar ile term yenidoganlar
ACTB, TRECs ve KRECs kopya sayilar agisindan karsilastirildi. Elde edilen sonuglar
Tablo 12°da gosterildi. Istatistiksel analiz sonucunda prematiire ve term dogan ¢ocuklar
arasinda %95 giiven araligi (CI) ile ACTB kopya sayilari (p degeri< 0,05), %99.,9 Cl ile
KRECs ve TRECs degerleri (p degeri<0,01) arasinda istatistiksel olarak anlaml
farkliliklar bulundu. Preterm 6rneklerde ACTB Kopya sayis1 ortalama 3489 kopya/puL
iken ortanca degeri 2690 kopya/uL seklinde bulunmustur. Preterm 6rneklerin KRECs ve
TRECS ortalama degerleri sirasiyla 29 ve 43 kopya/uL iken ortanca degerleri sirastyla
20 ve 24 kopya/puL olarak hesaplanmistir (Tablo 10). Bu durum pretermlerde kopya sayisi

diisiikliigiinii gostermektedir.

Tablo 10. Yenidoganlarin dogum yasina gére ACTB, KRECs ve TRECs degerlerinin karsilagtiriimasi

Dogum Yas1 Yontem
P degeri
Parametre Prematiire Term
ACTB 348943211 37514+2759 0,019<0,05 Mann Whitney U
KRECs 29425 37435 0,000<0,001 Mann Whitney U
TRECs 43448 58463 0,000<0,001 Mann Whitney U
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4. TARTISMA

19501 yillarin basinda agammaglobulineminin kesfi ile yenidogan primer
immiin yetmezlik hastaliklarin alani, yeni genetik mutasyonlarin kesfi, yeni molekiiler ve
genetik prensiplerin tanimlanmasiyla birlikte bir {ist seviyeye ilerleyip devrim gecirmistir
(Ochs ve ark., 2014). Bu hizli biiyiime, yeni nesil dizileme (NGS) i¢in yeni teknolojilerin
gelistirilmesi ve membran, sitoplazmik veya niikleer proteinlerin tanimlanmasina ve
sinyal yollarinin islevsel olarak degerlendirilmesine olanak saglamistir. Belki daha da
onemlisi, PIY terimlerinin artik, enfeksiyonlara genel yatkinlik gdsteren, otoimmiiniteye,
immiin diizensizlige, alerjik hastaliklara, otoinflamatuvar bozukluklara ve duyarliliga,
malign tiimorlere dayandirilan agir ve siklikla Olimciil olan genetik hastaliklari
tanimlamak igin kullaniimasidir (Casanova ve Abel, 2007). PIY alanindaki bu gelismeler
tanida ve tedavide dogrudan hastalara fayda saglasa da immiin sisteminin nasil
calistigryla ilgili yeni bilgilerin gelmesi, atipik klinik fenotipler, yeni sinyal yollariyla ve
karmagik genetik mekanizmalarla karsilastiklarinda klinisyenler icin yeni zorluklar da
ortaya ¢cikmaktadir. Tani ise tiim hastaliklarda oldugu gibi PIY i¢in de en dnemli kriterdir.
PIY hastalar1 erken tamdan faydalanarak hastahigin prognozu agisindan Onleyici,
destekleyici terapotiklerden faydalanirlar. Tami geciktiginde, onemli sayida g¢ocuk
hematopoietik kok hiicre transplantasyonu veya gen tedavisi (su anda Adenozin
Deaminaz(ADA)-SCID ve X-SCID igin mevcut) gibi kesin bir tedavi edici yontemden
faydalanamadan once 6lmektedir. Erken tani, profilaktik antibiyotikler, antifungal veya
antiviral tedavi ve immiinoglobulin replasman tedavisi ile canli agilarin 6nlenmesi gibi
onleyici tedbirlerin zamaninda baslatilmasini saglar. Ek olarak, insan 16kosit antijeni
(HLA) uyumlu hematopoietik kok hiicre vericileri i¢in erken arastirmalar etkinlestirilmis
olur. Bu durum, dondr tipi veya SCID tipine bakilmaksizin yasamin ilk 3,5 ayinda verilen
HSCT ile % 95'e kadar hayatta kalma sans1 varken (Gennery ve ark. 2010) daha sonraki
donemlerde verilen HSCT i¢in % 76 sagkalim ile karsilastirildiginda gercekten ¢ok
onemlidir (Buckley ve ark., 1999).

Kisacasi, tarama testi pozitif ¢ikan bebeklerin erken tani almalari hem bebekler
hem aileleri i¢in ¢ok faydalidir. Erken tanmi alan bebekler canli asilardan korunabilir,
hastaligin kesin tedavisinden faydalanma sans1 olur ve hayatta kalma oranlar artar. Erken
tan1 ise en ucuz ve en hizli yenidogan tarama metodolojileri ile gergeklesebilir. Son 13

yilda gelistirilen ve hizla tlim diinyada pilot caligmalar1 yapilip hatta bazi bolgelerde rutin
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tarama programina dahil edilen TREC ve KREC yenidogan immiin yetmezlik tarama testi
ilk defa bu ¢aligsma ile Tiirkiye’de bir pilot bolgede de uygulanmistir.

Bu ¢alismada Samsun ilinde dogan kontrol ornekleri ile birlikte 1960 adet
yenidogan topuk kanmi 6rnegi calisilmistir. Calismamizda 1960 6rnegin 20’sinde (%]1)
patolojik bulgular elde edildi. Sikligin bu kadar fazla olmasinin nedeni ise Tiirkiye’de
akraba evliliginin, diger lilkelere nazaran daha fazla olmasidir ki; Tiirkiye’de akraba
evliligi goriilme siklig1 %23,2°dir. Yani yapilan her 4 evlilikten yaklasik olarak biri
akraba evliligidir (Tiirkiye Istatistik Kurumu, 2016). Akraba evlilikleri ise otozomal
resesif hastaliklar i¢in ciddi bir risk faktorii oldugundan, bu calismada buldugumuz
yiiksek insidans degeri de anlamli olmaktadir. Bu sonug da yenidoganlarda primer immiin
yetmezlik taramasinin gerekliligini agik¢a vurgulamaktadir.

Siipheli PIY tanili 20 6rnegin ii¢ tanesinde TRECs ve KRECs degerleri diisiik
bulundu. Bu vakalarin birinde isitme azligi, birinde lenfopeni ve digerinde ise anne-
babanin teyze cocuklar1 oldugu tespit edildi. Iki 6rnekte ise sadece TRECs degetleri
diisiik bulunup bu vakalarin birinde sepsis ve hipogamaglobulinemi; digerinde ise
lenfopeni goriildii. Kalan 16 pozitif 6rnekte KRECs kopya sayisinin 7 kopya/pul’nin
altinda  oldugu  goriildi. Bu  vakalarin  klinik  tablosuna  bakildiginda
hipogammaglobiilinemiden gelisimsel kalca ¢ikikligina kadar farkli yelpazede klinik
belirtiler goriildii. Kontrol vakalarin {i¢ tanesinin dnceden agammaglobiilinemi tanisi
vardi. Dordiincii kontrol vakasi sonradan ex olan bir SCID hastasiydi.

Bu calismada testin glivenilirligini test etmek icin ilk 571 6rnek ayni real-time
cihaz ile iki defa ¢alisildi. Yapilan duplike ¢alismalar ve analizleri sonucunda testler
arasinda anlaml bir fark olmadig1 gézlendi. Bu durum bize testin kendi i¢inde giivenilir
oldugunu kanitlad.

Primer immiin yetmezIlik hastaliklarinin cinsiyet dagilimi ile ilgili literatiirde
bazi ¢alismalar yapilmistir. Rhim ve ark., 2012°de Kore’de yaptig1 bir calismada da
erkeklerde PIY goriilme siklig1 kizlara gore daha fazla oldugu tespit edilmistir. Benzer
sekilde Amerika’da 2014 yilinda Kobrynski ve arkadaslarinin yaptig1 bir calismada PTY
hastaliklarinin erkelerde daha sik goriildiigli bildirilmistir. Bu tez ¢aligmasi1 kapsaminda
da elde edilen sonuglara gore patolojik olgularin %70’inin erkek hastalar oldugu

saptanmis olup literatiirde yapilan cinsiyet ve PIY iliskili ¢aligmalar ile uyumludur.
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Uyguladigimiz bu tarama testinde dikkat edilmesi gereken bazi parametreler
vardi. Bunlardan bir tanesi yenidogan immiin yetmezlik taramasinda hangi referans
degerlerinin normal olarak degerlendirilecegi konusunda goriis birliginin olmamasiydi.
Ornegin, Olbrich ve arkadaslarmin (2014) Ispanya’da bizim c¢alismamiza benzer bir
calisma yapmiglardir. Bu calismada 1088 6rnek ve 9 kontrol 6rnegi ¢alisilmig, bunlardan
20 ornek (%1.87) icin basarisiz sonu¢ alinmistir. Bizim ¢aligmamizda 1960 6rnekten 96
tanesi (%4,9) basarisiz sonu¢ vermistir. Bu oranin bizde daha ytiksek olmasinin nedenleri
orneklerin alinmasinda ya da islenmesinden kaynakli olabilecegini diistinmekteyiz. Ayni
caligmadaki (Olbrich ve ark., 2014) 6rneklerin %48’ erkek, %52’si kiz; term bebeklerin
yiizdesi ise %67,5 olarak bildirilmistir. Bu grup TRECs, KRECs ve ACTB kopya
sayilarini gruplara (dogum yasi, dogum kilosu) bdlerek analiz etmistir. TRECs i¢in
ortalama degerleri 129-150 kopya/ul medyan degerleri 123-140 kopya/ul olarak
bulmusturlar. KRECs kopya sayilari ise ortalama 71-84 kopya/pl iken ortanca degeri 61-
71 kopya/ul olarak ifade edilmistir. ACTB degerleri ortalama 2017-2920 kopya/ul
arasinda iken, ortanca degerleri 2016-2911 degerleri arasinda bulunmustur. En yiiksek
TRECs, KRECs ve ACTB kopya sayilar1 sirasiyla 503,381, 7710 kopya/ul seklinde
bulmuslardir. Calismamizda ise KRECs, TRECs ve ACTB igin ortalama degerleri
strastyla 36,55 ve 4.295 kopya/ul olarak hesaplandi. Burada ilging olarak ACTB ortalama
degerimiz Olbrich ve grubundan yiiksek ¢ikmigken KRECs-TRECs ortalama ve ortanca
degerlerimiz diisiik ¢cikmistir. Ayrica bu grup sonuglar1 yorumlarken referans araliklarini
ACTB degeri 1000 kopya/ul iizerinde tutup KRECs i¢in 10 kopya/ul altint TRECs i¢in
15 kopya/ul degerlerini patolojik olarak degerlendirmislerdir. Bu degerlendirmeler
esliginde %0,75 patolojik bulmuslar. ikinci defa bu &rnekleri calistiklarinda normal
sonuglar elde etmisler. Daha sonra KRECs i¢in 4 kopya/ul ve TRECs i¢in 8 kopya/ul
altindaki degerleri patolojik olarak belirlediklerinde tiim Ornekler normal aralikta
sonuclar verirken kontrol ornekleri yine patolojik sonug¢ vermistir. Bizim ¢alismamizda
ise TRECs ve KRECs 7 kopya/ul alt1 patolojik olarak degerlendirildi. Bu deger bizim
kendi olusturdugumuz referans degeri olup, optimize edilmesi gerekebilir. Literatiirde bu
konuda goriis birligi olmadigindan bu tarz ¢alismalarin artmasiyla saglam bir referans
degeri bulunabilir. Olbrich ve arkadaglari preterm ya da dogum agirlig1 diisiik olan

yenidoganlar i¢in 6nemli bir degisiklik bulmamiglardir. Biz ise yenidoganlarin %6,5’inde
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diisik TRECs ve/veya KRECs kopya sayist olan Ornekler bulduk ve bunun anlamli
olabilecegini diisiindiik.

Ispanya, Sevil’de Felipe ve arkadaslarinin (2016) 3 hastanede prospektif olarak
yaptig1 bir ¢alismada referans araliklarimi ACTB degeri 700 kopya/ul iizerinde tutup
KRECs i¢in 4 kopya/pl altint TRECs i¢in 6 kopya/ul altim1 patolojik olarak
degerlendirmislerdir. 18 i¢ 20 dis kontrol kullanilmiglardir. Caligmada 5160 yenidogan
taranmis olup orneklerin %51,2 erkek ve %74,6’s1 term olarak bildirilmistir. 109 6rnek
diisik ACTB kopya sayisina sahip bulunmus ve bunlardan 32 tanesinde 6rnek miktari
yetersiz oldugundan tekrar calisilamamis. Kalan 77 ornek tekrar calisilmig ve 10
tanesinden yeni kan istemis. Bu 10 drnegin 5 tanesi normal 5 tanesi pozitif sonu¢ vermis.
5 pozitif Ornegin 2 tanesinin ¢ok erken dogum, iki tanesinin de annesinin
immiinosiipresan kullandigi, 1 tanesinde de kromozomal anomali mevcut oldugunu
bildirmislerdir. Bu ¢alisma ile preterm ve dogum agirhigi diisiik olan yenidoganlarda
TRECs ve KRECs degerlerini anlamli olarak diisiik bulmuslardir. %1,5 6rnegi tekrar
caligilmislar, 9%0,19 vakadan ise tekrar 6rnek istemislerdir.

Borte ve arkadaslarinin (2012) yaptig1 bir ¢alismada 2560 6rnek c¢alisiimis;
referans araliklarint ACTB degeri 1000 kopya/pl tizerinde tutup KRECs i¢in 10 kopya/pl
altin1 TREC:s icin 15 kopya/ul altin1 patolojik olarak degerlendirmiglerdir. 160 Grnegi
farkli real-time cihazlarinda duplike olarak ¢alismislar ve sonuglari tutarli bulmuslardir.
Bu calismada 6 6rnek patolojik bulunmus ve 1 6rnekten sonug¢ alamamislardir. Biz ise
571 6rnegi ayn sartlarda duplike ¢alistik ve sonuglari tutarli bulduk.

Somech ve arkadaslarmm (2013) israil’de yaptig1 bir ¢alismada 2010-2011
yillarinda dogan ve sonrasinda SCID tanis1 alan 7 hastanin tan1 almadan 6nceki Guthrie
kagitlarindan ve saglikli kontrollerden TRECs ve KRECs seviyesine bakilmistir. Burada
referans araliklarint KRECs i¢in 8 kopya/ul ve TRECs i¢in 30 kopya/ul’den az olanlari
patolojik olarak belirlemislerdir ve bu sekilde tiim hastalar1 saglikli kontrollerden
ayirmiglardir.

Adams ve arkadaslarinin (2014) Ingiltere’de yaptig1 calismada 5081 yenidogan
tarama kart1 ve 18 tane SCID oldugu bilinen &rnek calisilmistir. Ik basta TRECs igin 40
kopya/ul altin1 patolojik degerlendirmigler. Sonrasinda 20 kopya/ul’ye kadar
diismiislerdir. SCID’li vakada en ¢ok 15 kopya/ul TRECs belirtmislerdir. Bu ¢alismada

prematiire ya da dogum agirligi arasinda belirgin bir iligki bulunamamastir.
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Audrain ve arkadaglarinin (2014) Fransa’da tek merkezde yaptig1 caligmada 5028
yenidogan tarama kart1 ve 8 pozitifligi bilinen 6rnekde TRECs kopya sayisina bakilmis
ve 100 kopya/ul’yi siir olarak belirlemislerdir.

Thompson ve arkadaglarinin 2010 yilinda Amerika’da yaptig1 ¢alismada 25.609
yenidogan ve 9 tane SCID vakasi ¢aligilmistir. Taramaya alinan yenidoganlarda immiin
yetmezlik saptanmamistir. Bu ¢aligmada kullanilan yontemin 6zelligi elde edilen DNA
ile farkli parametrelere de bakilabilme imkani saglanmistir ve sadece TRECs taranmustir.
Bizim kullandigimiz metot ise sadece tek bir reaksiyonluk ¢alisma i¢in optimize edilmis
olup hem TRECs hem KRECs kuantifikasyonuna bakilmigtir.

Real-Time multipleks PCR Yéntemiyle PIY taramasinda karsilasilan en dnemli
sorunlardan biri de bagisiklik sistemi gelisimini heniiz tamamlamamis olan prematiire
bebeklerden elde edilen sonuglarin nasil yorumlanacagidir. Literatiirde de bu konuda fikir
birligi yoktur. Calismamizdaki olgularin %13’li prematiire olup ve bu oran calisma
stiresince Samsun ilindeki prematiire dogum oranini bire-bir yansitmaktadir. Preterm
olgularin %6,5’inden patolojik sonug alinirken %11,7’sinden iki defa ¢aligilmasina karsin
sonu¢ almamamistir. Bu nedenlerden dolayr preterm Ornekler calisilirken farkli bir
algoritma kullanilmasi faydali olabilir.

Yenidogan taramalarinda karsilasilan ve bizimde karsilastigimiz bir diger sorun
ise ailelerin verdigi bilgilerin giivenilir olmasidir. Cilinkii pozitif buldugumuz bir 6rnege
en hizli sekilde telefon yoluyla ulagsmaktayiz, yanlis ya da eksik verilen bazen yanls
kaydedilen telefon numaralar ailelere ulasmamizi engellemistir. Bizim calismamizda
pozitif buldugumuz 35 yenidoganin detayl: bilgilerine yanlis veya eksik sunulan veriler
nedeniyle ulagilamamistir. Bu 35 olgunun 27 (%77) tanesinde KRECs, 5 (%14) tanesinde
TRECs ve 3 (%9) tanesinde TRECs/KRECs kopya sayilar1 diisiik bulunmustur. Diger bir
durum ise ailelerin saglik calisanlar1 ile isbirligi icinde olmayip klinige cagirilmasina
ragmen gelmemeleri durumudur. Belki de tiim bu problematik durumlarin nedeni
ailelerin ve saglik c¢alisaninin yenidogan taramalarinin ciddiyetini bilmemelerinden
kaynaklanmaktadir. Bu nedenle ilk 6nce saglik ¢alisan1 bu konular hakkinda yeterli bilgi
ve deneyime sahip degil ise egitime alinmali ardindan donem donem teste ya da
denetlemeye tabi tutulmalidir. Isin ciddiyetin farkinda olan bir saglik ¢alisani aileleri de

bu ciddiyetle bilgilendirip gerektigi zamanlarda egitebilmelidir.
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Burada iizerinde durulmasi gereken diger bir durum ise immiin yetmezlik tarama
testi algoritmasidir. ABD'de TREC ile yapilan agir T-hiicre lenfopeni taramasi
standartlastirilmamistir ve devam eden tarama programlarinda yeni olugan T-hiicre sayisi
icin esik degerinde belirgin farkliliklara yol agan farkli yontemler kullanmaktadir. Bu
durum sonug olarak, hasta geri cagirma sayisi ve tani prosediirleri (floresan aktive edilmis
hiicre siralama, (FACS)) gibi durumlar agisindan neredeyse on kat bir fark ortaya
cikarmistir (Kwan ve ark., 2014) TREC taramasi ile tanimlanan olas1 SCID'li bebeklerin
yeterli takibini saglamak ve yanlis pozitif sonuglarin sayisini ayni anda sinirlamak i¢in,
tarama merkezleri klinik immiinologlarla birlikte algoritmalar tasarlanmistir. Cogu
durumda bu algoritma asagidakileri igerir:

Biitiin bebekler TREC testi ile taranir. Sonu¢ normal ise, baska miidahale
olmamasi tavsiye edilir. TREC seviyeleri esik degerin altinda olan bebeklerde, ilk tarama
karti qRT-PCR ile TREC ve f-aktin icin yeniden test edilir. Eger B-aktin seviyesi
normalse ve TREC'ler hala esik degerin altindaysa, birinci basamak saglik hizmeti
saglayicist iki senaryo gelistirir: bunlardan birinci senaryo acil olanidir ki eger TRECs
saptanamazsa, bebegin akim sitometrisi ile acil dogrulayici testlere ve bir klinik
immiinolog tarafindan tedaviye ihtiyaci vardir. Ikinci senaryo ise eger TREC'ler
saptanabilirse, yine de lokal referans degerinin altindaysa, ikinci bir tarama kartin tekrar
test edilir ve yenidoganin takibi, TRECs ve / veya KRECs kopya sayilari i¢in verilen ilk
kuru kan 6rneginden en az ii¢ defa bagimsiz test yapildiktan sonra tekrarlayan patalojik
test sonuglart olmasi durumunda baslatilir (Borte ve Reichenbach, 2015).

Takip prosediiriinde ilk eylem olarak, doktor ve yenidoganin ebeveynleri
cocugun durumu hakkinda ek bilgi elde etmek icin temasa ge¢melidir. (1. asama).
Tekrarlayan diisik TREC ve / veya KREC test sonuglar1 6zellikle erken dogmus
bebeklerde (gebeligin 32. haftasi), sendromlu hastaliklarda(6érn., Trizomi 21 veya 22ql1
mikrodelesyon), metabolik hastaliklarda (propionil-CoA karboksilaz eksikligi veya
metilmalonik asidiiri gibi) olabilecegi i¢in ciddi bir konjenital immiin yetmezlik siiphesi
varhiginin degerlendirilmesinde ek inceleme bulgularinin toplanmasi ve derlenmesi
onemlidir (Borte ve Reichenbach, 2015).

Yenidoganin ebeveynleri, ikinci ayr1 kuru kan kartinin incelenmesinden sonra
bulgular normal olsa bile gecikmeden bilgilendirilmeli, sonuglar tekrar diisiik ise 6zel bir

immiin yetmezlik merkezinde test sonucglarinin Oneminin ayrintili bir agiklamasi
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saglanmalidir. Ebeveynler bolgede bu durumlarla ilgilenen bir merkeze (2. asama)
yonlendirilmeli ve bu merkez de gelen hasta hakkinda 6nceden bilgilendirilmelidir (Borte
ve Reichenbach, 2015).

Daha sonra, eve yakin bir 6zel tedavi merkezi secilmelidir. Agir T- ve / veya B-
lenfopeni siiphesi varsa, yogun hijyen Onlemleri alinmali ve firsat¢1 enfeksiyonlari
onlemek i¢cin muhtemelen erken, siki izolasyon yapilmasi gereken adimlardir. Bazen
kemik iligi nakli veya gen terapisini gerceklestirmek i¢in, uzman bir nakil merkezine
transfer gerekli olabilir. Primer immiin yetmezlikli hastalarin tedavisinde bu alanda
sadece deneyim kazanmis olan merkezler se¢ilmelidir (Borte ve Reichenbach, 2015).

Tarama testlerinin karsilastig1 en biiylik bariyer ise maliyet ve yarar oranlarinin
dengesiz olmasi, kisacasi testin pahali olmasidir. Ancak yapilan maliyet-etkililik analizi
SCID'in tarama ydntemi ile saptanmasinin tibbi saglik harcamalar1 agisindan ekonomik
oldugu gostermistir. Dogumda SCID'in saptanmasi saglik bakim maliyetlerini 6nemli
Ol¢iide artiran ve uzun siireli, pahali yogun bakim ydnetimine ihtiyag duyan
komplikasyonlarin ortaya ¢ikmasindan dnce iyilestirici tedaviye olanak tanimasindan
dolay1 en 6nemli belirleyici faktordiir. Tedaviye hizli erisim; yasam kalitesinde meydana
gelen bozulmayi, sosyal yiikii ve taninmayan bir SCID ile iliskilendirilemeyen sosyal
maliyetleri de azaltir. Simdiye kadar, ABD'den (McGhee ve ark., 2005) ve Birlesik
Krallik'tan (Chan ve ark., 2011) elde edilen verilere dayanilarak SCID yenidogan tarama
programlar1 hakkinda bes maliyet analizi yapilip yayinlanmistir. Bu yayilarin hepsi
SCID'in tarama programlari ile erken tanisinin hem hayat kurtaracagima hem de genel
saglik bakim maliyetlerinde azalma saglayacagi sonucuna varmislardir (Borte ve
Reichenbach, 2015).

Ulkemizde yapilan diger yenidogan tarama testleri maliyeti {i¢ liranin altindadir.
Bu durum PIY taramalarinin yenidogan tarama programma dahil edilmeme
nedenlerinden biridir. Ancak, Ingiltere’de bir saghk ekonomisti olan Dr. Chan
yenidoganlarda yaptigt SCID taramasinin maliyet analizini bu durumu tersine
cevirmektedir. Yapilan analize gore Ingiltere’de SCID icin erken tan1 alan bir infantin
tedavi maliyeti gec tan1 alan bir infanta gére 10 kat daha azdir. (78.540 Sterline karsilik
744.200 Sterlin) Ingiltere’deki yillik dogum hizi 813.000 olarak alindiginda SCID
taramas1 yapilmadan SCID hastasinin tedavi masraflart 9,17 milyon sterlin iken tarama

yapildiginda tedavi maliyetleri 970.000 sterlin olarak belirlenmistir.
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Fransa’da yapilan bir maliyet etkinlik analizinde (Clement ve ark.,2015) SCID'in
erken tanisi, kisi basina tedavi maliyetini  50.000-100.000 Euro kadar azalttig
gosterilmistir. Yine Buckley’in (2012) Amerika’da yaptig1 bir aragtirmada erken tani alip
tedavi goren bir SCID hastasinin maliyeti, ge¢ tan1 alip tedavi gormesindeki maliyetinden
cok daha dusiiktiir. Yakin zamanda Washington’da yapilan baska bir maliyet analizinde
de SCID’in taranarak erken tani almasimin faydali olacagi yoniindedir (Ding ve
ark.,2016).

Tiim bu maliyet analizleri incelendiginde yenidoganlarda PIY taramasi
uygulamasi hastalarin yasamlarini kurtarmasindaki biiylik dneminin yani sira tedavi
maliyetlerini kayda deger bir bicimde azalttig1 ortaya ¢ikmaktadir. Bizim yaptigimiz
caligmada kullandigimiz kitin maliyeti 2.65 Euro idi. Bu fiyat {ilkemizde yapilan tarama
testlerinin iicretinden 3-4 kat daha yiiksektir. Ancak insan genom dizilenmesi de ilk
yapilmaya baslandiginda milyon dolarlara mal olurken; suan bin dolarlarla bu islem
yapilabilmektedir. Bu ornek teknolojilerin ilerlemesi ile immiin yetmezlik tarama
panellerinin de gelisip ucuzlayacaginin habercisi olabilir.

Yenidogan taramalar1 sonucunda farkli yeni bilgiler de elde edilmektedir.
Ornegin bir ¢alismada da RAG gen kusurlarmin bulunmasinda TREC ve KREC biyo
belirteclerinin faydali olabilecegi gosterilmektedir (Kato ve ark., 2015). Ayr bir
calismada ise KREC seviyesinin immiin trombositopenik purpura (ITP) hastalarinda
kontrollere nazaran daha fazla oldugu gosterilmistir (Levy-Mendelovich ve ark., 2017)

Son olarak, TRECs ve KRECs taramalar1 tiim SCID hastalarini belirlemede bazi
noktalarda yetersizdir. Bununla ilgili olarak Kwan ve arkadaslarinin 2014 yilinda
yayimladiklar1 makalelerinde Amerika’nin Kaliforniya eyaletinde 2 yilda 993.724
yenidogan SCID agisindan TRECs kuantifikasyonu ile taranmistir. Bu ¢alismada TRECs
ile tim SCID tiirlerini saptayamadiklarin1 bildirmislerdir. Bunun nedeni ise T hiicre
lenfopenisinin ileriki yolaklarindaki sorunlar, Major Doku Uygunluk Kompleksi (MHC)
IT eksikligi, ge¢ baslangiclt ADA gibi formlarin olabilecegini belirtmistirler.
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5. SONUC VE ONERILER

Hizla biiyliyen yeni immiin yetmezlik hastaliklar listesi ve tedavi yontemleri,
klinisyenlerin en yeni ve en iyl yonetim stratejilerini takip etmesini zorunlu kilmaktadir.
Bir¢ok {ilkede immiin yetmezlik hastaliklarinin yenidogan tarama programlarina
katilmasi ve yeni nesil dizileme gibi yontemlerle yeni gen ve mutasyonlarin 6grenilmesi
PIY hastaliklar1 i¢in bilinmeyenlerin ortaya ¢cikmasina biiyiik l¢iide katki saglamaktadir.
Tirkiye’de heniiz uygulanmakta olmayan bu yenidogan tarama metodolojisi ilk defa bu
caligma ile test edilmistir. Kisacasi bu ¢alisma Tiirkiye’de yenidogan taramalarinda T ve
B hiicre lenfopenisine bakan ve TRECs/KRECs ve ACTB miiltipleks PCR testini
kullanan ilk restrospektif ¢alismadir. Daha dnce boyle bir ¢alisma Amerika, Ispanya,
Isveg, Ingiltere, Fransa, Brezilya ve Israil gibi bircok iilkede yapilmistir (Rechavi ve ark.,
2017; Kanegae ve ark., 2017; Morinishi ve ark., 2009). T ve B lenfopenisi ile karakterize
agir immun yetmezlik hastalif1 olan yenidoganlarda RT-qPCR ile TRECs ve KRECs
sayilarini bilmek uygun bir tarama yontemidir.

Yapilan bu ¢alismada en 6nemli nokta baslangi¢ noktasi olan 6rnek toplama ve
kayitlama kismi oldugundan ileride bu ve buna benzer ¢calisma yapmay1 planlayan kisi,
grup veya organizasyonlarin bu taban kisminda ki probleme odaklanip ¢ézmesi
Onerilmektedir.

Diger onemli bir nokta ise referans araliklarinin nasil belirlenecegidir. Bu
konuda literatiirde bir fikir birligi olmadigindan bu calismay1 yapacak gruplarin bu
noktada giincel verileri g6z onilinde bulundurmasi onerilir.

Tarama metodolojileri agisindan en iyi metodun hangisi olduguna dair bir ortak
bir diisiince yoktur. Sonuglarin yorumlanmasi, klinik takip agisindan karar verilmesi gibi
konularda da bir fikir birligi yoktur.

TREC konsantrasyonun Ol¢iilmesi, timik aktiviteyi arastirmak i¢in en iyi non-
invaziv klinik ve aragtirma araci olmustur. Timustan periferik kana gecen T hiicrelerinin
tanimlanmasini ve timus tarafindan T hiicre iiretiminin tespit edilmesini saglar.
Yenidogan immiin yetmezlik taramasi boylesine yikici bir hastalikta en hassas ve spesifik
analiz olarak hizmet vermektedir. SCID bir¢ok iilkede erken tan1 almak i¢in yenidogan
tarama programinin hastaliklarindan biri olarak kullanilmaktadir. Bu sekilde hastalarin
hayatlar1 kurtarilabilir ve hastalig1 iyilestirebilecek tedavi edici miidahale miimkiin

kilinabilir. TREC 6l¢timii ile T hiicre immun fonksiyon bozuklugu hakkinda ihtiyag
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duyulan klinik ve arastirma bilgisini saglanmasi beklenmektedir. Ayrica T hiicresi immiin
yetmezliginin rol oynadigr HIV enfeksiyonu, yaslanma siireci, otoimmiin hastaliklar ve
immiin sistem yeniden yapilandirilmasi dahil tiim hastaliklarda kemik iligi naklinden
sonra kullanilabilir.

En Onemlisi bu calismada primer immiin yetmezlikle iliskili olabilecek vaka
sayist %1 olup bu yiizde ¢ok yiiksektir. Her ne kadar calismada bazi zorluklar ile
karsilagilsa da TRECs ve KRECs tarama testi diger iilkelerde oldugu gibi Tiirkiyede’de
rutin tarama protokolleri i¢ine alinmalidir. Ayrica bu testler sadece tarama amacli degil
hastaliklarin genetik temelini bulmada da faydali olmaktadir.

Son olarak diger tarama testlerine kiyasla ilk maliyeti yiiksek olan PIY
hastaliklarinin taranmasi, uzun vadedeki tedavi maliyetlerini 6nemli 6l¢iide azaltacagi
icin; bu tarama metodolojisinin yenidoganlarda uygulanmasi iilkelerin ekonomileri
acisindan 6nemli bir yere sahiptir.

Bu c¢alismanin sonucunda, Tiirkiye gibi akraba evliliklerinin sik oldugu
iilkelerde yenidogan taramalarina bu testlerin dahil edilmesi olduk¢a 6nemli olup en kisa

zamanda hayata gecirilmesi onerilmektedir.
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EKLER

EK 1: Etik Kurul Kabul Yazis1

-_3-'
B
%‘wmj T.C.
ONDOKUZ MAYIS UNIVERSITESI
KLINIK ARASTIRMALAR ETIiK KURULL

IEII;1
|
i

“hygut

Saynr B2 ODMALZ008/ 308 09,06, 200 6

Savin : Prof, Dr.Alisan YILIMEAN

Ltk Kurulumuza sunmus oldugunue Primer immiin yetmezlik hastahklarmn PCR
ile yenidoganlarda tarama ile erken teshisi baghkh GMT KAFK 2004678 kKarar nolu
Immiineloji calsmas: nitelikli arastinma projeniz amag. gerckge, yaklazim ve yintemle tgili
agiklamalan, Klinik Arastirmalar Ftik Kurule yonergesine gire incelenmig eib agidan b
sakinca olmadiing, gabgmamn siresi 6 ay1 gegerse & avhik bildirinderinin yapdmasina:
galigma tamamlandiktan sonra sonucunun tarafimezs en gey 0003 ) ay igerisinde bildirdmesine
24072014 wrihli Enik kurelumuzda oy birigi ile karar verilmigir,

Bilglerimize arafrcs edernm

Frof] .hI.. trsun AY LN
Kbk Adastrmalar Btk koerula
Haskam

Chdikus mays Universitesi Tip Fak. Kolink Aragtomabar Euib burabe Tel (06208 120000 TTED -5 70007 itk i gl oom
Hictamie v | kit 100 saivis karsisih A akamySARSLN
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Ek 2: Arastirma Izin Yazis1

SAMEIN B EAMU RASTANELERE BILICH QENEL
SEKRETERLAH - BAMSLN KHEGS IDAR] HIZMETLER.
BAFEANLIGH

4 06T LE 1053 - SABIGS00 - 604 00 - E 13352
(3) re LT M
SAGLIK BAKANLIGI s
- Tiirkiyve Kamu Hastaneleri Kurumu

Samsun ili Kamu Hastaneleri Birligi Genel Sekreterligi

Say1 @ 54103609/604.02
Konu : Arastrma lzin Talebi (Prof. Dr. Alisan
YILDIRAN)

DAGITIM YERLERINE

flgi @ 13/06/2016 tarihli ve 3492 sayil dilekge.

[lzi tarih ve sayih dilekgeve istinaden; Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi
Genetik Bolimii  Ars. G8r. Medinive KARADAG ALPASLAN ve Ofr Uyesi
Prof.Dr.M.Ginill OGUR. Prof.Dr. Alisan YILDIRAN' “Primer immiin  Yetmezlik
Hastahklarmin Multipleks PCR Yéntemiyle Yenidofanlarda Taranmasiyla Erken Teshisi"
konulu anket calismalanm, Genel Sekreterlifimize bagl tiim Sajhk Tesislerinde, yenidogan
cocuklarda tarama testi igin topuk kam &Grefii alinmasi wygun gbrilmils olup anket
calismasimn yapilabilmesi icin Genel Sekreterlifimiz ile ilgili kisi arasinda * Arastwrma lzinleri
Isbirlifii Protokoli” imzalanarak Ek'te sunulmugtur.

Bilgilerinizi ve gerefini rica ederim.

Dr. Yilmaz DUNDAR
Genel Sekreter a.
{dari Hizmetler Baskam
EKLER:
1-Dilekge
2-Basvuru Formu
3-Arastirma lzinleri Ishirligi Protokold
Prof.Dr. Alisan YILDIRAN
Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakilltesi
Cocuk Immiinoloji - Alerji BD, Kurupelit Yerleskesi
Atakum/SAMSUN
Da@itim:
Samsun Alagam Devlet Hastanesi Evrak Kayit Birimi
Samsun Asarcik {lce Devlet Hastanesi Evrak Kayvit Ve Ozlilk Birimi

Sarmsun Kamu Hastaneler Birli Genel Sekneterligif
Aragrma ve Geligurme | Ar-Cie) Merker

Addalen Mahallest 100.Y1 Bulvan No:232 [kadmiS AMSLUN
(U362 310 2500 (1428)

Faks Mooy 362) 311 25 28 Unvan-UZMAN

e-Postackurat yuntskos@saglik gov.ir fnLAdresi: - Tekefon Mocl362 311 25 DIVI42%
Evrakin elekironsk smzals surctine bitpalle-belge saglik gov.tr adresanden f90d2 T3b=08ci-d] Bd=AT45-afTaB4E5 a2 kodu ile erigebilmsmiz.
Ba belge 5070 sayah elektranik imza kanuna géire givenl elektronik inea ile imzalanmistr,

Bilgi iginKORSAT YURDAKOS
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Samsun Ayvacik Devlet Hastanesi Evrak Kayit Yazi Isleri Birimi

Samsun Bafra Devlet Hastanesi Evrak Kayit Yazi [sleri Birimi

Samsun Carsamba Devlet Hastanesi Evrak Kayit Yazi [sleri Birimi

Samsun Khb Sbhil Egitim Ve Arastirma Hastanesi Evrak Kayit Birimi

Samsun Fiziksel Tip Rehabilitasyon Hastaliklar Hastanesi Evrak Kayit Birimi
Samsun (Gazi Devlet Hastanesi Evrak Kayit Servisi Birimi

Samsun Dr. Kamil Furtun G&glis Hastaliklan Ve Gogiis Cerrahisi Hastanesi Evrak Kayit
Birimi

Samsun Havza Devlet Hastanesi Evrak Y dnetimi Birimi

Samsun Kadin Dofum Ve Cocuk Hastaliklar Hastanesi Evrak Kayit Yaz isleri Birimi
Samsun Kavak Devlet Hastanesi Evrak Kayit Yazi Isleri Birimi

Samsun Ladik Devlet Hastanesi Evrak Kayit Yaz Isleri Birimi

Samsun Salipazan Devlet Hastanesi Evrak Kayit Yazi Isleri Birimi

Samsun Terme Devlet Hastanesi Evrak Kayit Isleri Birimi

Samsun Vezirkdpril Devlet Hastanesi Evrak Kayit Yazi Isleri Birimi

Samsun 19 Mayis llce Deviet Hastanesi Evrak Kawit Birimi

Samsun Ruh Sagihifin Ve Hastahklar Hastanesi Evrak Kayit Birimi

SAMSUN
Samsun Kamu Hastaneleri Birlagi Gened Sekreterligil
Aragirma vie Gieligirme | Ar-Ge) Merkesl V) E
Adalet Mahallesi 100.Y1l Bulvar No:232 [kadma/SAMSUN RS el KU AT VIIRDAR (R
(O362) 310 2500 {1428)
Faks Moo 362) 311 25 28 Unvan:UZMAN
e-Postackirsat yuntskos@saglik gov.r IncAdresi: - Tekefion Mol 362 311 25 00/1428
Evrakim elektronik imzali suretine bitpafieshelge. saglik.gov.tr adresinden 992 T3be08c fed 1 BcdeB T4 5ea{ TaB4£5a3 kodu ile erigebilirsiniz.
Ba belge 5070 sayih elektronik imza kanuna glre glivenl: el ik i ile i
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Ek 3: Hibe Yazist

SAGLIK URUNLERI VE LABORATUVAR
| I I‘I I | HiZMETLERI SANAY1 VE TICARET LTD. §TL.

T.LC.
ONDOKUZ MAYIS UNIVERSITES]
TIP FAKULTES]
SAMSLUN

03052016
Asafida yer alan malzemeler "Primer immiin yetmezlik hastaliklarinin PCR e yenidofanlarda

tarama ile erken teshisi” adlh projede kullamilmak uvzere, firmamiz taraflindan Cocuk
Imminolaji-allerji BD ve Cocuk Genetik BD'na hibe edilmistir.

Malzemenin Ad - _Miktar K N Dahil Fiyat
Yenidofan immiin yetmezlik tarama kiti | TREC/KR:C) 4000 adet 10,400 Euro

Hilal Mah. 686, Sokak No: 6/3 Yildi - Gankaya / ANKARA « Tel: +90 312 440 45 10 = Fax. +00 312 440 45 24
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Ek 4: Muvafakat Formu

HASTA BILGILENDIRILAMIES GONDLLT OLUR FORMU

ARASTIEMANIN ADI { CATISMANIN ACTE ADI |-

“ Primer Immin Yetmezlil Hastalilklarimm PCR ile Venidoganlarda Tarama ile Erken Teshisi®

Ginullimiin Bas Harflari <<=

Bir aragtmma cahsmamna kabimame istenmekiedir. Kanimak isteyip stepiedifinize karar vermeder énce
araztrmaran neder yapuldifien bilsilemimizie manl kullamlscafuum cabizmamn meleri icerdifimi vwe elasy
vararlanm risklerini ve rRhatzizhik mrehﬂe-:&t komulan anlamaner énemlidir Litfen asa@dakd bilgileri
dildatlice clumzk ifin zamen zvimaez ve efer istivorsamz dzel veyz zile doktonmazla koo daferlendiriniz.
EZer bir baska cabizmads da ver aliyorsame bu calismada yer alamazsimez.

BUCALISMAYA KATITMAK ZORTUNDARTYIN?

Cabzmaya katlp katihmama karan tamamen size zittir. Efar calismaya ketibmaya karar verirzeniz mmralamans
irm size bu Bilgilendirilmiz Gondlld Clar Forea verilecektir. Eahlmeaya karar werirzeniz, calismadan herhamsi
bir zamanda aynlmakta dzsirziniz Bo donm sizin aldifmaz tedavinin standarden etkilemeyacektir. Eger
isterzeniz, b klmik calismaya kanlmunezla ilgili olarak hekiminiz bilgilendirilacektir.

CALISMANIN KONUSU VE AMACI NEDIR?
Yenidofan dopeminde primer mmde vetmeslik hastabklarpm topuk kem fle erken teshizi yaluyla
komplikasyonlarnm dnlenmesi ve gerekirse hastalann etkin tedavive yinlendirilmesi.

CALISMA ISTEMLERI: Yeridofan tarama testleri igin topuk kan omei almirken ayn bir gutrie kagidma
birkag damla kan ameg ahnacak. Alnem omeekler oda spczklipmda direkd 151k pormeden 4-3 saat bumulduldan
sonra +4°C'de ki bafta muhafaza edilebilir Omekler OMU Tibbi Genetik Molekiiler Laboratvar mda Ars,
Fare. Bledimiye Earadag Alpeslan’a vlaghktan seara burada garekli keyitlama iglemi vapilp, DHA fzolasyom:
ve multpleks PCE yontermi ile primer immin yetmmezlik bivobelirteci alarak dagumilen TEEC: ve EREC: adt
verilen DM A halkalanmin sayilanna baknlarak vorum yapalacakoir.

BENIM NE YAPMAM GEREKIVOR?

Ouay vermeniz va focedmazdan dmek icin kan vermesini onaylamamz vetarlidic.

CALISMAYA KATILMAMIN NE GIBI OLASI VAN ETKILERL, RISKLERI VE RAHATSIZLIKLART

VARDIR?

Yapulacak olan rahsmanm size ve saZhEmea berkansi bir zaran bulmmamaktader.

CALISMAYA KATILMANIN OLASI VARARLART NELERDIR?

Primer mpnin yetmezliklerm erken tanmenazinda katio :azlamg olacaksme

GONULLT KATITIM

Bu amgtmmaya kanlma karanmu tamamer  gondlld olamk veriyorum. Bu  calymaya  kanimay
reddedebilaceZimin veva katldiktan sonra istediZim zaman, by tedavi kunmunmda gdrecefim bakm ve tadaviler
eticilopmekezizin ve highir sanmsluhik almadan aynlabilecafimim bilincmdeyim.

CALISMAYA KATILMAMIN MATIVETI NEDIR?
Cabzmaya kanlmamzae berhansi bir maliyst yokour

KISISEL BILCILERTA MNASIL KULLANILACAR?

Bu formu imzalayarak dekforumerun ve opun kadrosumos galigma icin sizin kigisel bdlpilerimizi | “Calima
Verileri™) toplamalarna ve kllarmalaring enay vermis olacakaymiz, Bu durpm dedum tarinindz, ciksiyetinis,
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etnik kikeniniz aynica gabisma verilerinizie kallamem ile ilgili verdiimiz cnzym herhangi bir belirflermiz bivim
tarihi yokiur, ancak doktorunezy haberdar edersk bo onayimzdan herbemei bir zamanda vazgeqebilirsmiz.

Doktorumz caliyma verilerinizi cahizma icin kollanacaktr. Cahgma desteklevicisi firma, ¢ahgmanm yinitilmesi,
teshis ve tbhi yvardm pereclerinin gelistirilmesi igin ahsma verilerinizi kullanabilir. Dektorwmzun (ahst
aki gl '_rumrluh'te olan weri konma kamunian ile wyromhe olarak calima verilerinizin yometiminden
somumnludurlar.

Doktorumazdan toplapan ¢albizma werilermiz hakkmda bilgi isteme hakinda szhipsmiz Aym zammda bu
verilerdeks berbanzi bir hatamn dizeliilme:ni istera haldomda da sahipsiniz.

EZer onavmizda vazgecerseniz, doktonmaoz czlimma verilerinizi ark kullznamavacak va da difer kisilerle
paylasamayzcabo. N . .

Bu formu imzalayamak, fahisma verilerinizin by formda tanmlandiZ gekildes bullammma onay vermekieyim.

ARASTIRMA SURESINCE ULASILABILECEK KiSILER:
Ad, sovad ve telefon nomaralan
Madirive Earadag Alpaslan /0 362 31212184112

CALISMADAN AYRILMAMI CEREKTIRECEK DURUMLAR:
Cabzmaya devam etmek stememeniz durnmn dimda calizmaden aynlmamz gerektrecek baska bir dumum
bulurmamaktadar.

Y¥ENI BILGILER CALISMADAKT ROLUMU NASIL ETKILEYEEILIR
Calizma sirerken oraya qilkong olan batin yveri bilziler bana deshal dlstilecskiin,

Cahymsva Katlma Omav

Bilgilendirilmiz Ganilhi Olar Formumdaki tim aqiklamalan okudus. Bana, yukanda keouzo ve aman belirtilan
arazimma e ilzili yanh ve sozhd apdkdama agazida ads belirtilen hekim tarafindan yapalds. Arastumaya gomialhi
olarak ketldifme, istedifimn zaman gerekgeli veya gerekpe:iz olamzk arastmmadan ayrilzbilecefimi ve kendi
istefime bakilmaknzm arastreac farafindan aragtmmsa di brakalabilecegimi bilivonm.

30z komusn arastmmaya, hichir basks ve zorlama olmak:izm kendi mzramla katlmay kabul ediyorum. Diektomue
saklemar igin ba belzenin bir kopyasm czlizma sirzsmda dikkat edaceZim poktalan da iperecek sekilés bana
teslim atenistir.

Crondlliedn Ad/ Sovad/ Imzan ¢ Tarik

Aciklamzlan Vapae Eiginim Adr / Seyvads / Imzzan ! Tarih

Grerekdyarsa Olur Izlemine Tanik Olan Eizinin Adi/ Soyad / Imzan / Tarik
Grerekivarsa Vaszal Temeilcinin Adi/ Seyvad: | Imzaan / Tarik
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Ek 5: Calismada Kullanilan Gutrie Kagidi Ornegi

R i | Barkod
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