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OZET

Sik degi?ken immun yetmezlik hastalarinda
Carboxyfluorescein succinimidyl ester (CFSE)
yontemi ile lenfosit proliferasyonu

Amag: Sik Degisken immiin Yetmezlik (SDIY); hipogamaglobiili-
nemi ve normal / diistik B hiicre ile tanimlanan antikor eksikligi
hastaliklari grubundandir ve tekrarlayan bakteriyel infeksiyonlar,
otoimmiin hastaliklar ve malignite ile karakterize edilmektedir.
Bu calismada, SDIY hastalarindaki T ve B lenfositlerinin proliferas-
yonlarinin incelenmesi amaglanmistir.

Yontem: T ve B hiicre alt gruplarinda hastaligin immiinopatoge-
nezinde 6nemli rol oynadigi disiinilen CD19*, CD21*, CD27* B
hiicreleri ve CD3*, CD4*, CD8* T hiicrelerinin Carboxyfluorescein
Succinimidyl Ester (CFSE) ile hiicre proliferasyon yanitlarina bakil-
di. Calismaya SDIY tanisi almis hastalar (n=13) ve kontrol grubu
icin SDIY hastalariyla yas uyumu olan saglikli bireyler (n=5) alind1.
Tim deneklerden alinan kan 6rneklerine, negatif secim yontemi
(Rosette Sep) ile T ve B hiicre izolasyonu yapildi. Daha sonra izole
edilen lenfositler CFSE-FITC ile karanlik ortamda isaretlendi ve T
hiicre proliferasyonu icin hiicreler anti-CD2, anti-CD3, anti-CD28
(CDmix) ile uyarlarak 4 gtinluk kiltirleri yapildi. Kiiltiir sonunda
hiicreler anti-CD3-PE, anti-CD4-PE, anti-CD8-APC ile boyandiktan
sonra CD3*, CD4*, CD8* T hiicrelerinin proliferasyonu akim sito-
metrisi ile bakildi. B hiicre proliferasyonu icin hiicreler anti-lgM
+ IL-4 ile 4 gUn kultur edildikten sonra anti-CD19-APC-Cy7, anti-
CD27-PE, anti-CD21-APC ile boyandi ve CD19*, CD27* ve CD21* B
hiicrelerinin proliferasyonu akim sitometrisi ile bakildi.
Bulgular: T lenfositlerinin ve CD19* B hiicrelerinin proliferasyon-
larinin 1. boltinmesinde ve CD4* T hiicrelerinin 2. béllinmesinde,
CDmix uyaranli SDIY'li hastalarda, CDmix uyaranli kontrolden
anlamli olarak daha fazla prolifere oldugu gozlendi.

Sonug: T hiicreleri ve B hiicrelerinin proliferasyonlarinin SDIY
hastalarinda normal oldugu go6sterildi.

Anahtar sézciikler: SDIY, CFSE, Lenfosit proliferasyonu, T lenfosit
izolasyonu, B lenfosit izolasyonu

ABSTRACT

Lymphocyte proliferation in common
variable immunodeficiency (CVID) patients by
carboxyfluorescein succinimidyl ester (CFSE)

Objective: Common variable immunodeficiency (CVID) is a
heterogeneous disease in the group of predominantly antibody
deficiencies, which is defined by hypogammaglobulinemia and
normal or low level of B cells, and characterized by increased
susceptibility to recurrent bacterial infections, autoimmune
disorders, and malignancies. In this study, we aimed to investigate
the proliferation of the B and T lymphocytes in patients with
CVID.

Method: The proliferation of CD19*, CD21%, CD27* B cells, and
CD3*,CD4*, CD8* T cells were investigated by Carboxyfluorescein
Succinimidyl Ester (CFSE) method. CVID patients (n=13) and
control group (n=5) were enrolled in the study. Band T cells were
isolated from periferal blood samples with the negative selection
procedure called Rosette Sep andthe isolated lymphocytes were
stained in dark using CFSE. The cells were stimulated with anti-
CD2, CD3, CD28 (CDmix) and cultured for four days in order to
determine T cell proliferation. The proliferation of CD3*, CD4*,
CD8*T cells was analyzed by flow cytometry. Isolated B cells were
cultured for four days along with anti-lgM+IL-4. The proliferation
of CD19*, CD27* and CD21* B cells were analyzed with flow
cytometry.

Results: First proliferation of T lymphocytes and CD19* B
lymphocytes and second proliferation of CD4* T lymphocytes
after stimulation were increased in CVID patients compared to
healthy controls.

Conclusion: In CVID patients T cell and B cells proliferation seem
to be normal.

Key words: CVID, CFSE, Lymphocytes proliferation, T lymphocyte
isolation, B lymphocyte isolation

GiRiS

Bir veya daha ¢ok immiin sistem elemanlarinin yoklugu
veya normal fonksiyonlarini yerine getirememeleri sonu-

cunda immiin yetmezlik hastaliklari olusur. Spesifik immiin
yetmezlik hastaliklari adaptif immuin sistem hiicreleriolan T
veya B hiicrelerinin anomalileri sonucunda gelisir. Spesifik
olmayan immiin yetmezlik hastaliklar ise kompleman veya
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fagosit anomalileri sebebiyle gelisir (1).

Dogumsal (primer) imm{in yetmezlikler ise, immiin sis-
temin bir ya da daha ¢ok bilesenindeki genetik anomaliler
yiiziinden olusur. immiin sistemdeki diger bozukluklar,
immuin sistemin degisik bilesenlerinde islevin hi¢ olmamasi
veya yetersiz olmasina neden olan tedaviler, beslenme
bozukluklar ve infeksiyonlar sonucunda olusur ve kazanil-
mis (sekonder) immiin yetmezlikler olarak isimlendirilir (2).

Dogumsal immiin yetmezlik grubundan olan Sik Degis-
ken immiin Yetmezlik (SDIY), immiin yetmezlikler icinde en
yaygin olarak gorilen hastaliktir. Yaklasik olarak bittin has-
talarda tekrarlayan bakteriyel solunum yolu infeksiyonlari
gorilir. %40 uzerinde hastada gastrointestinal hastaliklar,
lenfoproliferatif hastaliklar, otoimmin fenomenler veya
graniilamatoz inflamasyon gorilir. iki veya daha cok
immunglobulin izotipinde hipogammaglobilineminin
(dusiik IgG, IgA veya IgM) olmasi ve bozulmus antikor yani-
ti ile karakterize edilen heterojen bir hastaliktir (3). SDiY
semptomlari hayatin her evresinde gorilebilir. Fakat bas-
langig olarak iki zirve donemi gorulir. Birincisi cocuklukta
bes ile on yas arasinda ikincisi ise genc eriskin doneminde
yirmi ile otuz yas arasindadir (4). Hastalarin bazilarinda anti-
jen sunan hiicreler, monositler, dogal 6ldirticii hiicreler, T
ve B hiicrelerinin sayi ve fonksiyonlarinda farkliliklar oldugu
bulunmustur (5). Periferik kandaki B hiicrelerinin sayisi nor-
mal veya azalmis olabilir (6,7).

Spesifik antijen ve mitojene karsi lenfositlerin prolifera-
tif cevaplar 6l¢tilebilir. Bu test SDIY tanimi igin gerekli degil-
dir, cinkl hastalarin %20'sinde proliferatif cevap bozul-
mustur. Azalan CD4* T hiicre sayisi artan CD8* T hiicre sayi-
siyla iliskilidir. CD4, CD8 orani degisebilir (8,9). Buna karsilik
bazi hastalarda ise CD4* T hiicre, CD8" T hicreleri ve NK
hicreleri normal orandadir (10). Bu hastalarin serum immu-
noglobiilinleri ¢cok diistik olmasina karsin agammaglobiili-
nemik hastalar ile karsilastirildiginda immiinoglobiilin
diizeyleri daha yiksektir (3,11). IgA ve IgM diizeyleri ise
dlciilemeyecek oranda diisiiktiir. immiinoglobiilin diizey-
lerinde dalgalanmalar goriilebilir. Bazi IgA ve IgG altgrup
eksikligi olan olgularda SDIY gelisebilir (12). izohemagliiti-
nin titresi ve spesifik antikor diizeyi diisktir veya olciile-
mez. Protein veya polisakkarit asilar ile asilamayi takiben
bakilan spesifik antikor diizeyi de genellikle duisiiktiir. Nor-
mal antikor yaniti gecici olabileceginden, bu taniyi ekarte
ettirmez (13). Periferik kanda bakilan lenfosit alt grup anali-
zinde B lenfosit ylizey isaretleri normal veya disiik olabilir.

SDIY hastalarinda T-hiicre aracili immiinitede anomaliler
gordlir (13,14). Hastalarin 1/3’tinde CD4* T hiicrelerinde
azalma vardir. Ayrica T hiicre fonksiyonlarinin degerlendiril-
mesi i¢in bakilan mitojene proliferasyon yaniti hastalarin
yaklasik yarisinda dustktir. T lenfositlerinden lenfokin sal-
gilanmasi ve CD40 gibi aktivasyon belirteglerinin sunumu
da etkilenmektedir (15).

Literatiirde SDIY’li hastalarda B ve T hiicrelerinin prolife-
rasyonlariyla ilgili genis bir calisma olmadigi icin, bu cals-
mada dogumsal immiin yetmezlik hastaligi olan SDiY’li has-
talarin B ve T lenfositlerinin proliferasyonlarinin incelenme-
si amaclanmistir. Bunun igin, CD3*, CD8* ve CD4* T hiicrele-
rinin ve CD19*, CD21* olgun ve toplam hafiza B hiicrelerinin
prliferasyonlari CFSE (Carboxyfluorescein Succinimidyl
Ester) yontemi ile incelenmistir.

GEREC ve YONTEM

Calismaya Alinan Hastalarin Belirlenme
Kriterleri ve Calisma Gruplar

Bu calismaya, Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi Hasta-
nesi Cocuk Allerji- immiinoloji Bilim Dali'nda takibe alinan,
4-30 yas arasl, en az 2 en cok 22 yildir takip edilen ve ESID/
PAGID kriterlerine gére SDIY tanisi konulmus hastalar dahil
edildi. Calismaya I. grupta saghkh kontroller (n=5) ve Il.
grupta SDIY tanisi almis hastalar (n=13) alind.

SDIY grubunda hastalarin ¢alismaya alinma kriterleri
asagidaki belirtilmistir:

+ lgG diizeylerinde belirgin distklik (yasa gore ortalama
degerlerin en az 2 SD altinda) olmasi

+ IgMveyalgA dlzeylerinden en az birinde diistikliik g6z-
lemesi

- Immin yetmezligin baslangicinin 2 yasindan sonra
olmasi

. Izohemaglitininlerin yoklugu ve/veya asilara zayif
immdin yanit saptanmasi

+ Hipogammaglobiilinemi yapan diger nedenlerin dis-
lanmis olmasi

Veno6z Kan Alimi ve T ve B Hiicre izolasyonu
Deneklerden heparinli tiiplere 6 cc venéz kan alindi ve

lenfosit izolasyonu yapilmak tizere UV kabininde 15 ml'lik
steril falkonlara aktarild.
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T hiicre izolasyonu icin Rosette Sep insan T hiicre zen-
ginlestirme kiti (Stemcell Technologies, Canada), B hiicre
izolasyonu icin RosetteSep insan B hiicre zenginlestirme kiti
(Stemcell Technologies, Canada) kullanildi.

T ve B hiicre izolasyonu negatif seleksiyon yontemi ile
yapildi. Deneklerden alinan 3 ml tam kan 15 ml'lik falkona
konuldu. istenmeyen hiicrelerin eritrositlerle baglanmasini
saglayan B lenfosit izolasyonu icin B enrichment kokteylden
ve T lenfosit izolasyonu icin T enrichment kokteylden ilave
edildi. Karisim oda sicakliginda 20 dk inkiibe edildi. 1:1 ora-
ninda %2 fetal bovine serum (FBS) iceren steril PBS ile kan
sulandirildi. Baska bir 15 ml'lik falkona 3 ml ficoll konularak
kan Uzerine yavasca yayildi. Oda isisinda 1200 g'de 20 dk
santrifiij yapildi. istenen lenfositler bir pipet yardimiyla bag-
ka bir falkona alindi ve lizerlerine 5 ml kadar PBS+%?2 FBS
eklendi. Oda sicakliginda 300 g'de 10 dk santrifiij edilerek
hiicreler yikandi ve bu islem iki kez tekrarlandi. Son yitkama
isleminden sonra hicreler 1 ml’ye hicre kiltiiri ortami
olan RPMI1640+%10 FCS ile tamamlandi. Bu asamayi miite-
akip 1 ml'de bulunan lenfosit sayilarini tayin etmek icin, len-
fosit stispansiyonlarindan alinan 10 pl 6rnek 10 pl Tripan
mavisi ile karistirildi. Boyayi icine almamis ve sismemis len-
fositler canli olarak nitelendirilerek Thoma laminda 16
buyik kare 40x'lik blyiitme altinda sayildi.

Lenfositlerin CFSE-FITC ile isaretlenmesi
ve Saflik Tayini

izole edilen lenfositler karanlik ortamda CFSE-FITC ile
isaretlendi. 1 ml RPMI1640+%10 FCS besiyeri icerisindeki B
hiicreleri icin ortalama 5x10° hiicreye, T hiicreleri igin orta-
lama 2x10° hiicreye 5umol/L olacak sekilde CFSE-FITC
eklendi ve pipetleme ile karistirildi. Daha sonra slispansi-
yonlar karanlikta +4°C’'de 12 dk bekletildi. 3 ml PBS ile
800g’'de 3 dk'lik 2 defa yikama yapildi. Bu islemi miiteakip
hiicreler tekrar sayildi ve akim sitometri cihazinda hiicrele-
rin CFSE-FITC ile isaretlenmeleri incelendi.

Lenfosit izolasyonundan sonra, izolasyonun safligina
bakmak icin, 0. glinde B lenfositlerden 2x10° hiicre, T lenfo-
sitlerden 4x10° hiicre alinarak ayri ayri akim sitometri tlipleri-
ne konuldu. Uzerlerine T hiicreleri icin anti-CD3-PE, anti-CD8-
APC ve anti-CD4-PE; B hiicreleri icin anti-CD19-APC-Cy7, anti-
CD27-PE ve anti-CD21-APC eklenerek 20 dk oda sicakliginda
karanlikta bekletildi. PBS ile 300 g'de 10 dk santrif(ij yapilarak
2 kez yikama yapildi ve akim sitometri ile degerlendirildi.

Hiicre Kulturu

Gruplardan ortalama 2x10°8 T hiicre elde edildi. Uyarim
48 kuyulu steril hiicre kiiltur plaklarinda yapildi. Kuyular 500
pl'de 6x10° hiicre olacak sekilde ayarlandi. CDmix uyaranli
ve uyaransiz olarak iki kuyu secildi. Uyaranli kuyuya anti-
CD2 0,5pg/ml (klon:4B2 ve GG4), anti-CD3 0,5ug/ml (klon:
CRL 8001), anti-CD28 0,5ug/ml (klon:15E8) (CDmix), uya-
ransiz kuyuya ise sadece hiicreler eklendi, herhangi bir uya-
ran konulmadi. Kuyularin son hacmi RPMI 1640+%10 FCS
ile 500 pl" ye tamamland. Kiltir plaklari 37°C'de %5 CO,'li
etlivde 4 giin inkiibe edildi. 4 giin sonunda kuyulardan 200
pl hiicre alinarak hiicreler anti-CD3-PE (BD Pharmingen),
anti-CD4-PE (BD Pharmingen) ve anti-CD8-APC (BD Phar-
mingen) ile boyandi ve akim sitometride CFSE-FITC ile pro-
liferasyon analizi yapild.

Gruplardan ortalama 5x10° B hiicre izole edildi. Hiicre
miktari az oldugu icin uyarim 96 kuyulu plaklarda yapildi.
Kuyular 200 pl'de 2x10° hiicre olacak sekilde ayarlandi. Uya-
ranh kuyuya B hiicrelerinin proliferasyonu icin 5ug/ml anti-
IgM (BD Pharmingen) + 6,25ng/ml IL-4 (BD Pharmingen),
uyaransiz kuyuya ise sadece hiicre eklendi. Kuyularin son
hacmi RPMI 1640+%10 FCS ile 200 pl'ye tamamlandi. Kiiltir
plaklari 37°C'de %5 CO,'li etlivde 4 giin inkiibe edildi. 4 glin
sonunda kuyulardan 100 pl hiicre alinarak hiicreler anti-
CD19-APC-Cy7 (BD Pharmingen), anti-CD27-PE (BD Phar-
mingen) ve anti-CD21-APC (BD Pharmingen) ile boyandi ve
akim sitometride proliferasyon analizi yapildi.

Sonuglarin Degerlendirilmesi

Gruplar arasi proliferasyonlarin ikili karsilastiriimalari
Mann-Whitney U testi kullanilarak yapildi. istatistiksel
degerlendirmeler SPSS (Releose 16- SPSS Inc., 1989-1992)
paket programi kullanilarak yapildi. Yapilan karsilastirma-
larda p degeri < 0,05 bulundugunda, gruplar arasindaki fark
istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

BULGULAR
T ve B Lenfositlerinin Safligi
SDIiY'li hastalardan izole edilen CD3* T hiicre safligi

9%95,1'dir. Bu hiicrelerin %44,8'i CD4* ve %47,5 CD8* T hiic-
releridir (Sekil 1). Kontrol grubundan izole edilen CD3* T
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hiicre safligi %96,6'dir. Bu hiicrelerin %57,5'i CD4* T hiicresi
ve %28,8 CD8* T hiicreleridir. Kontrol grubundan izole edi-
len CD19* B hiicre safligi %81,1'dir. Bu hiicrelerin %73,6'si
CD21* B hiicresi, %25,1'i CD27* B hiicreleridir.

T ve B Hiicreleri Proliferasyon Sonuglari,
4, Glin

CD3* T hiicrelerinin birinci bélinmesinde CDmix uya-
ranli kontrol ile CDmix uyaranh SDIY gruplar karsilastirildi-

YAT 5

CcD8

ginda; SDIY'li hastalarin proliferasyonunun kontrole gére
istatistiksel olarak anlamli sekilde daha fazla prolifere oldu-
gu goruldu. Diger boliinmelerde gruplar arasinda istatistik-
sel olarak anlamli bir fark goriilmedi (Sekil 2).

CD8* T hiicre proliferasyon grafiginin birinci bollinme-
sinde CDmix uyaranli kontrol grubuna kiyasla, CDmix uya-
ranli SDIY grubunun istatistiksel olarak anlamli ve daha faz-
la prolifere oldugu gordildi. Diger gruplarin proliferasyon-
lari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigi
belirlendi.
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CD4* T hiicre proliferasyon grafiginin birinci bolinme-
sinde CDmix uyaranli kontrol grubuyla, CDmix uyaranh
SDIY grubu karsilastinldiginda, uyaranh SDIY grubunun
istatistiksel olarak anlamli ve daha fazla prolifere oldugu
gériildi. ikinci bélinmede uyaransiz SDIY grubu ile uya-
ranli SDIY grubu karsilastinldiginda uyaranl olanin istatis-
tiksel olarak anlamli ve daha fazla boliindigi belirlendi
(Sekil 3).

CD19* B hiicre proliferasyon grafiginin birinci bolinme-
sinde CDmix uyaranl kontrol grubu ile CDmix uyaranl SDiY

grubu karsilastinldiginda, SDIY grubunun kontrole gére
istatistiksel olarak anlamli ve daha fazla b6lindigu goril-
dii. Son bélinmede uyaransiz SDIY grubuyla CDmix uya-
ranli SDIY grubu karsilastirildiginda uyaransiz hiicrelerin,
CDmix ile uyaranl hiicrelere gore anlamli olarak daha fazla
boliindiigi gozlendi. Diger gruplarda anlamli farklilik olma-
dig1 belirlendi (Sekil 4).

CD27*ve CD21* B hiicreleri proliferasyon grafigine bak-
tigimizda, bu hiicrelerde istatistiksel olarak anlaml prolife-
rasyon gorilmedi.
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TARTISMA

Dogumsal immin yetmezlikler, immin sistemin farkli
bilesenlerinin islev bozuklugu ve/veya olgunlasmasinda
kesintiye yol agan genetik bozukluklarin neden oldugu has-
taliklardir. Amerika Birlesik Devletleri ve Avrupa’da dogum-
sal immin yetmezlikten farkl agirlikta etkilenme orani tah-
mini olarak 1/500'dir. Tim dogumsal imm{in yetmezliklerin
ortak yoni infeksiyona baglh komplikasyonlardir (2).

SDIY'li hastalarin 4 geninde hata tanimlanmistir. Bunlar;
indiiklenmis T hiicre kostimilatori (ICOS) (16,17), TUumor
Nekroz Faktor Reseptor ailesi Gyesi 13B (TNF RS13B=TACI)
(18,19), 13C (TNF RSF13C= BAFFR) (20) ve CD19 (21) dur.
ICOS mutasyonlu SDIY hastalarinda tekrarlayan bakteriyal
infeksiyonlar, splenomegali, otoimmiin nétropeni, intesti-
nal lenfoid hiperplazi ve neoplazi goriliir (22). CD19 mutas-
yonu olan hastalarin kanindaki B hiicrelerinin sayisi normal
veya azalmistir. Yiizeyde CD19* B hiicre ekspresyonu sapta-
namaz ve CD27* hafiza B hiicreleri ve CD5* B hiicrelerinin
sayisi azalmistir (21,23).

Ray ve arkadaslar manyetik boncuklarla yapmis olduk-
lari CD4* T hiicre safligi %98,7, B hiicrelerinin safligi ise %97
olarak rapor etmislerdir. Saflik sonuglarinin %95-100 arasin-
da olmasi ylksek bir izolasyon yapildiginin géstergesidir
(24). Bu calismada, Rosette Sep (Stemcell Technologies) ile
lenfosit izolasyonu sonrasinda lenfosit sayisi fazla olan has-
talardan yiiksek saflikta hiicre izole edildi.

CD3*, CD4* ve CD8" T hiicre proliferasyon grafiklerinin
birinci bélinmesinde, CDmix uyaranli SDIY’li hasta grubu
CDmix uyaranh saglikl kontrol grubuna kiyasla istatistiksel
olarak anlamli ve daha fazla prolifere olmaktadir. Bu hiicre-
lerin proliferasyonlarinin hepsinde CDmix uyaranli bélin-
memis SDIY hiicrelerine kiyasla, CDmix uyaranl bélinmiis
SDIY hiicrelerinin istatistiksel olarak anlamli ve daha fazla
bélinmis olmasi, T lenfositlerinin proliferasyonlariyla ilgili
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bir problem olmadigini géstermektedir. Buna ek olarak
CD4+ T hiicrelerinin 2. béliinmesinde CDmix uyaranli SDiY
grubunun, uyaransiz SDIY grubuna gére istatistiksel olarak
anlaml ve daha fazla boliindigu gorilmektedir. CDmix
uyaranl boliinmemis kontrol grubuna gére CDmix uyaran-
Il bollinmis kontrol grubunun istatistiksel olarak anlamli
proliferasyonu kontrol grubunun T lenfositlerinin bolin-
mesinin normal gerceklestigini gostermektedir.

B lenfositlerinin proliferasyonlarina baktigimizda CD19*
B hiicrelerinin birinci béliinmesinde, CDmix uyaranli kontrol
ile CDmix uyaranh SDIY grubu karsilastinldiginda SDIY gru-
bunun istatistiksel olarak anlamli artisi ve CD19* B hiicreleri-
nin toplam proliferasyonlarinda bélinmemis CDmix uya-
ranli SDIY grubuna kiyasla bélinmiis CDmix uyaranh SDiY
grubunun istatistiksel olarak anlamli artisi CD19* B hiicrele-
rinin bélinmesinde bir sorun olmadigini gdstermektedir.

CD27*ve CD21* B hiicrelerinin 4 glinlik kiiltiirde istatis-
tiksel olarak anlamli proliferasyonun gériilmemesiyle ilgili
olarak net bir yorum yapilamaz. Bu durum B hiicre izolasyo-
nu sonucu az olan hiicre sayisinin bélinme igin yetersiz
olmasindan kaynaklanabilir.

Sonuc olarak Sik Degisen immiin Yetmezlik hastaligi T
ve B lenfositlerinin proliferasyonu tizerine baskilayici bir
etki gostermemektedir.
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