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Oz

B lenfosit yilizeyinde bulunan CD19 molekiilii olgun B hiicrelerinde CD21, CD81, CD225 ile birlikte CD19 kompleksini olusturur ve antijen uyarisi ile birlikte B lenfosit
aktivasyonunu diizenler. CD19 molekiiliinii kodlayan gende olusacak mutasyonlar, CD19 protein ekspresyonunu etkilemekte ve primer immiin yetmezlik (PTY) tablosu
ortaya ¢tkmaktadir. Bu ¢alismada CD19 eksikligi tanisiyla izledigimiz hastamizin 3 aylik bebeginin, RFLP yontemiyle ayni gen mutasyonu yoniinden degerlendirilmesi
amaglanmigtir. Calismaya bilinen CD19 mutasyonlu hasta, bu hastanin yeni dogan bebegi ile hastanin annesi ve iki saglikli kontrol dahil edilmistir. Mutasyon analizi i¢in ilk
olarak CD19 genindeki mutasyon bdlgesini kapsayan primerler dizayn edilip PZR-RFLP islemi gerceklestirilmistir. Olusan DNA fragmentleri agaroz jel elektoroforezinde
gorintiilenip genotiplemesi yapilmistir. Hastamizin CD19 geninin ekzon 6’da saptanan g¢ergeve kaymasi mutasyonu (c.973_973insA) yoniinden bebeginin ve annesinin
tastyict oldugu PZR-RFLP yontemi ile gosterilmistir. PZR-RFLP yonteminin, bilinen mutasyonlarin belirlenmesinde kullanilabilecek ucuz, hizli ve giivenilir bir yontem
oldugu kanisindayiz.

Anahtar kelimeler: CD19 eksikligi, PY, PZR-RFLP
Abstract

CD19 molecule on the B lymphocyte surface forms the CD19 complex together with CD21, CD81, CD225 in mature B cells and regulates B lymphocyte activation with
antigen stimulation. Mutations that will occur in the gene encoding the CD19 molecule affect CD19 protein expression and the picture of primary immunodeficiency (PIY).
In this study, we aimed to evaluate the 3-month-old baby of our patient, who was followed up with a diagnosis of CD19 deficiency, in terms of the same gene mutation using
the RFLP method. The patient with known CD19 mutation, the newborn baby of this patient and the patient’s mother were included in the study. First, primers covering the
mutation region in the CD19 gene were designed for mutation analysis and the PCR-RFLP procedure was performed. The DNA fragments formed were imaged and genotyped
in agarose gel electrophoresis. In terms of the frame shift mutation (c.973 973insA) of the CD19 gene detected in exon 6 of our patient, it was shown by the PCR-RFLP
method that her baby and mother were carriers. It is concluded that the PCR-RFLP method is an inexpensive, fast and reliable method that can be used in the detection of

known mutations.
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Giris

Primer immiin yetmezlikler (PIY), immiin sistem hiicrelerinin
gelisimini veya fonksiyonlarini etkileyen bir gendeki mutasyon
sonucu meydana gelir. Kronik ve/veya tekrarlayan bakteriyel,
fungal ve viral enfeksiyonlara yatkinlik ile karakterize bir hastalik
grubudur. Son yillarda PIY’e sebep olan bircok gen tanimlanmustir.
Temel olarak bakteriyel enfeksiyonlara yatkinlik ile seyreden
primer antikor eksiklikleri, B hiicre farklilasmasinda rol oynayan
genlerdeki mutasyonlar sonucu olusabilmektedir. Bu genlerde
meydana gelen mutasyonlar sonucu kemik iliginde B hiicre gelisimi
ve farklilasmasini engellemekte ve periferik kanda B hiicre yoklugu
ile agammaglobulinemiye meydana gelmektedir (1,2).

CD19 molekiilii, immiinoglobulin (Ig) sliper ailesine ait transmembran
bir glikoproteindir. 16.kromozomun pll.2 bolgesinde yer alan,
7.41 kb uzunlugunda ve 15 ekzondan olusan CD19 geni tarafindan
kodlanmaktadir. CD19, folikiiler dendritik hiicrelerin yani sira spesifik
olarak normal ve neoplastik B hiicrelerde de eksprese edilmekle
birlikte bu ekspresyon B hiicreler i¢in kemik iliginde baglayip plazma
hiicresine doniisene kadar devam etmektedir. ilave olarak CD19
molekiilii, olgun B hiicrelerin yilizeylerinde CD21, CD81 ve CD225
ile birlikte bir kompleks (CD19 kompleksi) olusturmaktadir.

Bu kompleks, B hiicre reseptorii (BHR) ile birlikte gérev yapmakta
hem BHR bagimli hem de BHR bagimsiz hiicre i¢i B lenfosit sinyal
yolagimi uyarmaktadir. CD19 geninde meydana gelen mutasyon
sonucu, kemik iliginde normal B lenfosit farklilagmasi devam
etmekte, periferik kanda B lenfosit sayis1 ve B hiicre repertuart normal
olmaktadir. Ancak BHR yoluyla uyarim bozulmakta ve periferik
kanda bellek B lenfosit sayisi azalmaktadir. Sonugta 6zgiil antikor
yanitlarinda bozulma meydana gelmektedir (3,4).

B hiicre yanitlarinin diizenlenmesinde rol oynayan CD19 genindeki
mutasyonuna bagli ilk PIY olgusu 10 yasinda bir kiz ¢ocugunda
klinigimizde tarafimizca tanimlanmistir (5). Ardindan 208 olguyu
iceren kdy taramasi yapilmig ve akim sitometrik yontem ile 20 olguda
tastyicilik durumu tespit edilmis ve bunlarin tastyicilign CD19 gen
analizi yontemi ile de dogrulanmistir (6). Daha sonraki yillarda ilk
olgu ile akraba ve ayn1 mutasyona sahip 2 hastada CD19 eksikligi
olgusu tanimlanmustir. Bu tiir bilinen gen defektlerinde siiphelenilen
olgularda ilgili gendeki mutasyonun ucuz, hizli ve giivenilir bir
yontemle tanimlanmasi énem arz etmektedir. Bu noktadan hareketle
bu caligmada, bilinen CD19 eksikligi olgusunun dogan bebeginde
CD19 eksikligi olup olmadiginin, Polimeraz Zincir Reaksiyonu-
Restriksiyon Par¢ca Uzunluk Polimorfizmi (PZR-RFLP) yontemi ile
degerlendirilmesi ve bu yontemin uygulanabilirliginin arastirilmasi
amaclanmigtir.

Gerec ve Yontemler

Calisma Necmettin Erbakan Universitesi Meram T1p Fakiiltesi Cocuk
Allerji ve Immiinoloji Bilim Dali tarafindan gergeklestirilmistir.
Calismaya 2006 yilinda ilk defa tarafimizca CD19 eksikligi oldugunu
gosterdigimiz kadin hasta (H1), hastanin annesi (H1A) ve 3 aylik
kiz bebegi (H1B) ile iki saglikli kontrol (K1 ve K2) dahil edilmistir.
Hastalarimiza ait aile agaci (pedigri) Sekil 1’de gosterilmistir. CD19
mutasyon arastirmasi yapilacak gen bolgesi ilk hastamizda tanimlanan
gen bolgesi olarak belirlenmistir (CD19 geni 6. exon: ¢.973_973insA;
p-Arg325AlafsX4; GenBank: AH005421.2).
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Sekil 1: CD19 eksikligi olgumuzun aile agaci

Caligma Necmettin Erbakan Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Tlag
ve Tibbi Cihaz Dig1 Aragtirmalar Etik Kurulu (Karar No: 2017/818)
tarafindan onaylanmistir.

Periferik Lenfosit Alt Grup Analizi

Hastamizin periferik lenfosit alt grup oranlar1 CD4 (PerCp-Cy5.5,
PRA-T4), CD16 (PE,3G8), CD56 (PE, N901), CD45 (PerCP, HI30),
HLA-DR (FITC), CD3 (APC-H7, SK7), CD8 (PerCP-Cy5.5, SK1)
ve CD19 (PE-Cy7, SJ25C1; APC, 4G7; PE, HIB19) monoklonal
antikorlart (mAb) kullanilarak tespit edilmistir. Bu amagla yiizey
boyama protokolii uygulanmigtir. Boyamanin ardindan Becton
Dickinson Canto II (BD Biosciences, Heidelberg, Germany) akim
sitometri cihazi ile hiicre sayimlar1 yapilip FACSDiva software
version 6.1.3. programi ile analizi gerg¢eklestirilmistir.

DNA izolasyonu, PZR ve PZR-RFLP

DNA izolasyonu fenol-kloroform yontemi ile gergeklestirilmis olup
DNA kalite ve miktar1 Nanodrop/Mresto cihazi ile belirlenmistir.
CD19 genom bolgesine ait DNA dizi Gen Bankasindan (https://
www.ncbi.nlm.nih.gov/) temin edilmistir. Ekzon 6’da bulunan
mutasyon bdlgesini (SNP) kapsayan PZR primerleri dizayn
edilmigstir. (F primer: 5’>CCTGAGGAGGAAAAGAAT-3’; R-primer:
5’GGAAACAGTAAGTGCAAGGCATA-3’). Mutasyon bolgeleri,
olusturulan primerler kullanilarak PZR ile amplifiye edilmistir. RFLP
icin BsmI (New EnglandBiolabs® Inc.) enzimi kullanilmis olup PZR
iiriinleri bu enzim ile 65°C’de 1 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sonras1 olusan fragmentler %3’lilkk agaroz jelde goriintiilenmis ve
genotiplemesi yapilmistir. Genotipler homozigot normal, homozigot
mutant ve heterozigot olarak belirlenmistir.

CD19 mutasyon bdlgesi i¢in tasarlanan primerler ile PZR sonrasi
118 bp’lik DNA fragmentleri elde edilmistir. Bsml enzimi tanima
bolgesi 5°...GAATGCN"...3’; 3°...CTTAC”GN...5’ olup normal
tip allele gore segilmistir. Mutasyon olmadiginda enzim kesim iglemi
gergeklesecek ve RFLP sonucu yine 94 ve 24 bp’lik DNA fragmenti
elde edilecektir. Homozigot hasta oldugu durumda enzimatik kesim
islemi gerceklesmeyecek yine 118 bp’lik fragmenti elde edilecektir.
Heterozigot oldugu durumda ise 118 bp, 94 bp ve 24 bp olmak iizere
tic DNA fragmenti elde edilecektir.

Bulgular

Calismaya dahil edilen CD19 eksikligi olan hasta 28 yasinda kadin,
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54 yasinda annesi ve 3 aylik kiz bebegi olup klinik ve laboratuvar
bulgular1 Tablo 1°de gosterilmistir.

Caligmaya alinan tim olgularin periferik kan lenfositleri akim
sitometrik yontemle analiz edilmistir. CD19 eksikligi olan hastamizin
CD19 ekspresyonu, ii¢ farkli CD19 (PE-Cy7, SJ25C1; PE, HIB19,
APC, 4G7) klonu ile galisilmis olup, 3 klon ile de CD19 ekspresyonu
olmadig1 gosterilmistir. CD19 eksikligi olan olgumuzun annesi ve
bebeginde ise CD19 ekspresyonu normal oldugu goriilmiistiir (Tablo
1). Ayrica diger periferik kan lenfosit oranlari da normal olarak
degerlendirilmistir.

Tablo 1: Hastamizin, annesinin ve dogan bebegin bulgular: ve
laboratuvar bulgulari

D19 Hastanl.n Hastal}lln

Parametreler C(]))ll‘;ug‘?g(:i)gi Eksikligi Annesi Bebefi
Olgusu (H1) (H1A) (HIB)

Yas 10 yas 28 yas 54 yas 3ay
Lenfosit sayiss/mm?* 4480 990 2130 5010
CD3+ (%) (mutlak say1) 72(3270) 90(891) 75(1597) 58(2905)
CD4+ (%) (mutlak say1) 40(1792) 45(445) 44(937) 33(1653)
CD8+ (%) (mutlak say1) 32(1478) 42(415) 35(745) 22(1102)
CD19+ (%) (mutlak say1) 0 0 11(234) 23(1152)
;211)6/(:1)56 (%) (mutlak 6G13) 109.9) 5(106) 14701
TG (mg/dl) 325(842-1943) 10172(()?5‘)‘4' 70125(09;‘)4' 783%4'
IgA(mg/dl) 292(62-390) 178(65-176) | 273(65-176) 37(25-62)
IgM(mg/dl)) 25(54-392 384(86-175) | 74(86-175) | 79(58-138)
Basvurudaki Ozellik bg;igﬁﬁg; N - 'Z“;l";;ﬁ‘ ':;"J;ﬁ‘

SLE

CD19 mutasyon bolgesi i¢in tasarlanan primerler ile PZR sonrasi 118
bp’lik DNA fragmentleri elde edilmistir. RFLP analizi neticesinde
CD19 eksikligi olan hastamizin (H1) homozigot mutant, CD19
eksikligi olan hastamizin annesinin (H1A) ile dogan bebegin (H1B)
heterozigot genotip sahip oldugu belirlenmistir. Bu DNA 6rneklerine
Bsml enzimi ile RFLP islemi uygulanmis olup PZR ve RFLP sonrasi
agaroz jel elektroforez goriintiisii Sekil 2°de gosterilmistir.
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Sekil 2: RFLP sonras1 %3’liik agaroz jel elektroforezi goriintiisii
(H1A: H1 anne; H1B: HI1 yeni dogan bebegi; H1: Hasta; K1, K2:
Kontrol)
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Sonuc¢

Bu calismada CD19 eksikligini ilk kez 2006 yilinda tanimladigimiz
hastamizin (H1) 3 aylik bebeginin (H1B) RFLP yontemi ile CD19
eksikligi yoniinden tasiyici oldugu gosterilmistir. Boylece erken
donemde RFLP yontemi kullanilarak, hizli ve ucuz bir sekilde
taniya gidilebilecegi gosterilmis ve aileye dogan bebek ile ilgili bilgi
verilmistir.

DNA seviyesinde mutasyonlarin tanimlanmasinda DNA dizi analizi,
ekzom analizi, array analizleri, ger¢ek zamanli polimeraz zincir
reaksiyonu (RT-RZR), RFLP gibi bir¢ok yontem olmasina ragmen
DNA dizi analizi yontemi en ¢ok tercih edilen yontemler arasindadir.
Ancak bilinen mutasyonlarin belirlenmesinde daha az maliyetli
olan, daha az laboratuvar ekipmani gerektiren ve uygulamasi daha
kolay olan RFLP yontemi kullanilabilir. RFLP yontemi giivenilir bir
yontem olup, gliniimiizde baz1 bakteri tiirlerinin tanimlanmasinin yant
sira immiin yetmezliklerde bilinen mutasyonlarin tanimlanmasinda
da kullanilmaktadir (7-9). Bundan dolay1 ¢alismamizda RE kesim
mantigma dayanan RFLP yontemi tercih edilmis ve hastamiz, annesi
ve bebegi CD19 eksikligi yoniinden bu yontem ile degerlendirilmistir.

Sonug olarak, otozomal ¢ekinik hastaliklarin sikliginin yiiksek oldugu
ilkemizde, tastyicilarin belirlenip ve ailelerin bilgilendirilmesi, en az
hastalarin saptanmasi kadar 6nem arz etmektedir. Bundan dolay: bu
tip hastaliklarda RFLP yonteminin hizli, ucuz ve giivenilir bir tarama
yontemi olarak kullanilabilecegi kanisindayiz.
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