Ozgiin Calisma/Original Article Mikrobiyol Bul 2023;57(1):83-96/doi: 10.5578/mb.20239907

Gelis Tarihi (Received): 03.08.2022 * Kabul Edilis Tarihi (Accepted): 07.12.2022

IFN-yR1 (CD119) ve IL-12RB31 (CD212) Eksikliginin
Akan Hiicre Olcer ile Analizi

Analysis of IFN-yR1 (CD119) and IL-12RB31 (CD212) Deficiency
by Flow Cytometry

Metin Yusuf GELMEZ'(1D), Kaya KOKSALAN'(1D), Suzan CINAR'(1D), Nevin HATIPOGLU?(1D),
Taner COSKUNER?(10)), Zeynep TOPKARCI3(1D), Selda HANCERLI TORUN*(1D),

Asuman DEMIRBUGA*(1D), Esra YUCEL*(1D), Ayca KIYKIM®(1D),

Haluk Cezmi COKUGRAS®(1D), Hatice Betiil GEMICI-KARAASLAN®(1D),

Yasemin KENDIR-DEMIRKOL®(1D), Giinnur DENiZ'

" istanbul Universitesi, Aziz Sancar Deneysel Tip Arastirma Enstitiisti, immiinoloji Anabilim Dal, istanbul.
T [stanbul University, Aziz Sancar Institute of Experimental Medicine, Department of Immunology, Istanbul, Tiirkiye.

2 Saglik Bilimleri Universitesi, Dr. Sadi Konuk Egitim ve Arastirma Hastanesi, Cocuk Saghigi ve Hastaliklari Klinigi, istanbul.
2 University of Health Sciences, Dr. Sadi Konuk Research and Training Hospital, Department of Pediatrics, Istanbul, Tiirkiye.

3 saglik Bilimleri Universitesi, Dr. Sadi Konuk Egitim Arastirma Hastanesi, Dermatoloji Klinigi, istanbul.

3 University of Health Sciences, Dr. Sadi Konuk Research and Training Hospital, Department of Dermatology, istanbul, Tiirkiye.
#istanbul Universitesi Tip Fakiiltesi, Cocuk Sagligi ve Hastaliklari Anabilim Dali, istanbul.

# [stanbul University Faculty of Medicine, Department of Pediatrics, Istanbul, Tiirkiye.

> istanbul Universitesi-Cerrahpasa Tip Fakiiltesi, Cocuk Saghgi ve Hastaliklari Anabilim Dali, istanbul.

3 [stanbul University-Cerrahpasa, Faculty of Medicine, Department of Pediatrics, istanbul, Tiirkiye.

6 saglik Bilimleri Universitesi, eramye Egitim ve Arastirma Hastanesi, Cocuk Genetik Bilim Dali, istanbul.

S University of Health Sciences, Umraniye Training and Research Hospital, Department of Pediatric Genetics, istanbul, Tiirkiye.

*Bu ¢calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Birimi tarafindan desteklenmistir (Proje No: TOA-2020-35899).

Makale Atifi: Gelmez MY, Kéksalan K, Cinar S, Hatipoglu N, Coskuner T, Topkarci Z ve ark. IFN-yR1 (CD119) ve IL-12RB1
(CD212) eksikliginin akan hticre élcer ile analizi. Mikrobiyol Bul 2023;57(1):83-96.

0z

Mikobakteriyel enfeksiyonlara karsi mendeliyen duyarlilik (MSMD) nadir gézlenen primer immiin ye-
tersizlik (PiY) hastaigidir. Gliniimiize kadar hastalarda 16’dan fazla genetik kusur tamimlanmis, en sik
IL-12RB1 eksikligi gézlenmistir. PIY tanisinda genetik testlerin yani sira immiinolojik testler de 6nem
kazanmaktadir. Bu calismada MSMD hastalarinda, hasta yakinlarinda ve saglkl bireylerde IFN-yR1 ve
IL-12RB1 ekspresyonlarinin belirlenmesi yoluyla, MSMD tanisinda hizli ve giivenilir bir yontem olarak
akan hticre lcer yonteminin yerinin degerlendirilmesi amaclanmistir. MSMD tanisi alan ve genetik tanisi
dogrulanmis, klinik olarak uyumlu alti hasta ve alti hasta yakini ile 20 saglkli birey olmak lzere toplam 32
gonillide akan hiicre olcer ile lenfosit IFN-yR1 ve IL-12RB1 ekspresyon dizeyleri analiz edilmistir. Saglikli
bireylerde IFN-yR1 ve IL-12RB1 ekspresyonlarinin normal dagilimi belirlenmistir. Saglikh bireylerden elde
edilen dagihm egrileri normal dagihm olarak kabul edildiginde, ¢ hasta ve bir hasta yakininda IL-12Rp1
ekspresyon diizeyinin %1’in altinda oldugu, STAT1 eksikligi tanisi alan hastanin IL-12RB1 ekspresyon se-
viyesinin yiiksek oldugu bulunmustur. Saglkl bireyler ile kiyaslandiginda bir hastada IFN-yR1 ve IL-12RB1
ekspresyon seviyelerinde herhangi bir farklilik gdzlenmezken, bir hastada IFN-yR1 ekspresyonun azaldigi
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IFN-yR1 (CD119) ve IL-12RB1 (CD212) Eksikliginin Akan Hiicre Olcer ile Analizi

g6zlenmistir. Bulgular, akan hiicre olcer ile IL-12RB1 ve IFN-yR1 eksikliklerinin belirlenmesinin MSMD
tanisinda hizli ve giivenilir bir ydntem olarak kullanilabilecegini gostermektedir. Ozellikle genetik tanisi
dogrulanmamis ve klinik olarak MSMD ile uyumlu hastalarda bu yontemin tarama testi olarak kullanil-
masl erken tani konulmasina olanak saglayabilecektir. Saglikl bireylerden elde edilen IL-12RB1 ve IFN-yR1
dagilim verisinin MSMD ile yapilacak rutin ve arastirma calismalarinda referans olarak kullanilabilecegi
distunilmektedir.

Anahtar kelimeler: Mikobakteriyel enfeksiyonlara karsi mendeliyen duyarlilik; MSMD; IL-12RB1 eksikligi;
IFN-yRT eksikligi; akan hicre 6lcer.

ABSTRACT

Mendelian susceptibility to mycobacterial diseases (MSMD) is a rare primary immune deficiency
(PID). IL-12RB1 deficiency is the most frequently observed of more than 16 genetic defects that have
been identified for MSMD. Genetic and immunological tests are remarkable in the diagnosis of PID. In
this study, it was aimed to determine the expression of IFN-yR1 and IL-12RB1 in patients with MSMD,
their relatives, and healthy individuals and to evaluate the importance of flow cytometry as a fast and
reliable method in the diagnosis of MSMD. IFN-yR1 and IL-12RB1 expression levels were analyzed in 32
volunteers including six patients, six relatives, and 20 healthy individuals. The normal range of IFN-yR1
and IL-12RB1 levels among healthy individuals were determined. IL-12RB1 expression level in lympho-
cytes was found to be low in one patient’s relative, and less than 1% in three patients and in one pa-
tient’s relative. It was observed that the IL-12RB1 expression levels of the patient with STAT1 deficiency
were increased compared to the healthy individuals. No difference was found in the expression levels
of IFN-yR1 and IL-12RB1 in one patient, but IFN-yR1 expression was decreased in one patient compared
to healthy individuals. Our results show that the determination of IL-12RB1 and IFN-yR1 deficiencies by
flow cytometry can be used as a rapid and reliable method for the diagnosis of MSMD. The use of this
method as a screening test will enable early diagnosis especially in patients whose genetic diagnosis has
not been confirmed and clinically compatible with MSMD. In addition, it is thought that IL-12RB1 and
IFN-yR1 range data obtained from healthy individuals will be considered as a reference source in routine
and research studies to be conducted with MSMD.

Keywords: Mendelian susceptibility to mycobacterial disease; MSMD; IL-12RB1 deficiency; IFN-yR1 defici-
ency; flow cytometry.

GiRiS

immiin sistemin gelisim ve fonksiyonunu etkileyen ve 350’den fazla genetik
hastaligi iceren primer immiin yetersizlik (PIY) hastaliklaninin insidansi Avrupa’da
1/10 000-1/100 000 iken, akraba evliliginin sik oldugu toplumlarda daha ytiksek oranda
gbzlenmektedir'2. Akut, kronik ve/veya tekrarlayan enfeksiyonlar ile seyreden hastaliklar
grubudur?. PiY hastalarinin cogu yasamin ilk yillarinda tani almakla birlikte, bazi hasta-
larda tani konulmasi gecikmekte ve daha cok eriskinlikte gecirilen enfeksiyonlar veya
otoimmiin/lenfoproliferatif hastaliklara ydnelik yapilan tetkikler sirasinda konulmaktadir®.
Bu durum PIY hastalarinda kanser, hepatit, diyabet, otoimmiin hastaliklar, kronik akciger
hastaliklari ve nérolojik bozukluklarin ortaya cikisini hizlandirmaktadir®.

Guncel calismalar, immuin yetersizlik hastalarinda mikobakteriyel hastaliklara yatkinlik
oldugunu ve mendeliyen kalitim gézlendigini bildirmektedir>®. Mikobakteriyel hastaliklara
mendeliyen yatkinlik (MSMD) nadir gzlenen PIY hastaliklarindan biridir ve gériilme sikli-
g1 1/50 000'dir’®. Giiniimiize kadar MSMD hastalarinda interferon-y reseptér 1 (IFNGRT),
IFNGR2, sinyal dénisttirticii ve aktive edici transkripsiyon (STATT), interlokin-12 reseptor beta
1 (IL-12RpB1), interferon regtilatér faktor 8 (IRF8), cytochrome B alt (inite beta (CYBB) ve NF-
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kappa-B essential modulator (NEMO) gibi cesitli genlerde genetik kusurlar tanimlanmistir™?.
Hastalarda yaygin olarak IL-12RB1 (CD212) eksikligi gdzlenmektedir'®.

Dendritik hiicre ve makrofajlardan sekrete edilen IL-12, CD4* T hiicrelerinin (Th) Th1
yonlinde farklilasmasini saglarken, CD8* T ve NK hiicrelerinin sitotoksik kapasitelerini
uyarici etki gosterir'!12, Ozellikle CD4* T ve NK hiicreleri tarafindan sentezlenen IFN-y,
makrofajlarin uyarilmasi ve aktive edilmesi, antijen sunan hiicrelerde MHC Il ekspresyo-
nunun arttirlmasi, nétrofillerin uyariimasi gibi bircok immiin reaksiyonda rol alir'3. IFN-y
reseptori tim Iokositlerde eksprese olurken, IL-12 reseptori esas olarak CD3* T ve NK
hiicrelerinde eksprese olmaktadir'#'>. STAT1, STAT transkripsiyon ailesinin bir tiyesi olup,
IFN-a, IFN-B, IL-6 ve IL-21 gibi cesitli sitokinlerin uyarisi ile aktive olarak hiicre icinde nit-
rik oksit (NO) sentaz ve bircok pro-enflamatuvar sitokinin aktive olmasini saglar'®. IFN-y
reseptor, IL-12 reseptor ve STAT1 geninde meydana gelen mutasyonlarin MSMD’ye ne-
den oldugu bilinmektedir'’'8, Giincel calismalar IFN-yR1 ve IL-12RB1 eksikliklerinin akan
hiicre olger ile kanitlanmasiyla MSMD tanisi konulabilecegini ve hastalara uygun tedavi
seciminde yol gésterici olabilecegini vurgulamaktadir’-'?.

PIY tanisinda genetik testlerin yani sira immiinolojik testlerin yeri giin gegtikce 6nem
kazanmaktadir. Birinci basamak immuinolojik degerlendirmenin yapilmasi, hastalarin er-
ken dénemde PIY tanisi almasina yardimci olmaktadir. Genis monoklonal antikor cesitliligi,
hiicre gruplarinin detayl ve ¢ok yonli olarak incelenebilmesi, hizli sonug alinabilmesi ve
disuk maliyet gibi avantajlar immun fenotiplendirme ve immiinolojik tarama testlerin-
de akan hiicre dlcer kullaniminin yayginlasmasini saglamistir. Bu caismada, MSMD tanili
hastalarda, birinci derecede yakinlarinda ve saglikl bireylerde akan hiicre olcer ile lenfosit
IFN-yR1 (CD119) ve IL-12RB1 (CD212) ekspresyon diizeyleri saptanarak MSMD tanisi icin
hizli ve giivenilir bir ydntem olarak akan hiicre 6lcerin Gneminin saptanmasi amaclanmistir.

GEREC ve YONTEM

Bu calisma, i.U. istanbul Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan onay-
landi (Tarih: 12.01.2018 ve Karar no: 38). Katilan gondilltler (resit olmayan ¢ocuklar icin
veli veya vasileri) bilgilendirilerek yazil onamlari alind.

Hasta Grubu

Bu calismaya, Istanbul Universitesi istanbul Tip Fakiiltesi Cocuk Hastaliklari Anabilim
Dali Pediyatrik Enfeksiyon ve Saglik Bilimleri Universitesi, Dr. Sadi Konuk Egitim ve Aras-
tirma Hastanesi, Cocuk Saghigi polikliniklerinde takibi yapilan genetik tanisi dogrulan-
mis IL-12RB1T ve STAT1 eksikligi tanisi almig bes hasta ve bes hasta yakini, genetik tanisi
olmayan klinik olarak MSMD 06n tanili bir hasta ve yakini ile ailesinde ya da kendisinde
otoimmiinite, kanser, PIY &ykiisii olmayan, ilag kullanmayan, numune alindigi sirada en-
feksiyonu olmayan 20 saglikh birey olmak lzere toplam 32 gonulli dahil edildi. IL-12RpB1
ve STAT1 eksikligi tanisi almig hastalar siit cocuklugu doneminde BCG asi bolgesinde
kizariklik, sislik, aksiller lenfadenopati, oral kandidiyazis, Salmonella bakteriyemisi ile bas-
vurmuslardi (Tablo I).
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Akan Hiicre Olger ile IFN-yR1 ve IL-12RB1 Analizi

Olgulardan EDTA'l tlp icine alinan 2 ml periferik kan orneklerinde IFN-yR1 ve
IL-12RB1 ekspresyonlari granilosit, monosit ve lenfosit (B, T ve NK hiicrelerinde) grup-
larinda ayri ayri belirlendi. Hedef hiicreler insana 6zgil fare kaynakli anti-CD3 AlexaF-
lour700 (Klon: UCTHT1), -CD19 PECY7 (Klon: SJ25C1), -CD119 (IFN-yR1) PE (Klon:
GIR-208), -CD212 (IL-12RB1) APC (Klon: 2.4E6) ve -IgG1 izotip kontrol (Klon: MOPC)
monoklonal antikorlari kullanilarak tam kan lizis yontemi ile isaretlendi. Tim antikorlar
BD-Biosciences, ABD firmasindan temin edildi.

Periferik kan &rnekleri (100 pl veya 108 hiicre/mL) {izerine uygun miktarda monoklo-
nal antikorlar eklenerek 20 dakika karanlikta inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasi érneklere
eritrositlerin parcalanmasi icin 2 ml ‘lysing’ ¢ozeltisi (BD-Bioscience, ABD) eklenerek hiic-
reler 1800 rpm’de bes dakika iki kez fosfat tampon soliisyonu (PBS) ile yikandi. Orneklere
300 pl PBS ilave edilerek NovoExpress (Agilent Tech., ABD) yazilmi kullanilarak NovoCy-
te (Agilent Tech., ABD) akan hiicre 6lcer cihazinda analiz edildi. Tim 6rneklerde SSC/FSC
grafiginde lenfosit kapisinda 40 000 hiicre sayild.

istatistiksel Analiz

Elde edilen verilere Graphpad Prism 5.0 programi yardimiyla parametik olmayan test-
ler (Kruskall-Wallis, Mann-Withney U) uygulandi. Anlamli fark p< 0.05 olarak kabul edildi.

BULGULAR

IL-12RB1 eksikligi tanisi almus ikisi erkek dort hasta (ortanca yas 2, dagihmi 2-8 yil),
STAT1 eksikligi tanisi almig bir erkek hasta (9 yas) olmak lzere bes hasta ve bu hastalarin
birinci derece ikisi erkek tct kadin toplam bes yakini (ortanca yas 36, dagilimi 13-40 yil),
genetik tanisi henliz dogrulanmamis klinik stiphesi olan bir kiz hasta (13 yas) ve annesi
(36 yas) ve 10’u erkek 20 saglikli birey (ortanca yas 34.5, dagilimi 22-48 yil) olmak lizere
toplam 32 gonuilli dahil edilmistir. Calismaya dahil edilen hastalarin demografik ve klinik
ozellikleri Tablo I'de verilmistir. Saglikli kontrollerin 16kosit (ortanca deger 7.32 103/uL,
dagiim 6.16-8.72) ve lenfosit (ortanca deger 2.29 103/uL, dagihm 1.73-3.25) degerleri
normal aralikta saptanmustir.

IFN-yR1 (CD119) ve IL-12RB1 (CD212) ekspresyonlar total lenfosit, monosit, granu-
losit, CD3* T lenfosit, CD19* B lenfosit ve NK hiicrelerinde ayri ayri degerlendirilmistir.
Tum oOrneklerde analiz sirasinda oncelikle SSC/FSC grafiginde lenfositler, monositler ve
granulositler kapilanmistir. Lenfositler icinde CD3/CD19 grafiginde CD3* T lenfositler ve
CD19* B lenfositler secilmis, CD3"CD19" olan hiicreler NK hiicreleri olarak kabul edilmistir.

Ozellikle tasiyici ve de siipheli olgularda IL-12RB1 (CD212) ve IFN-yR1 (CD119) ek-
sikligini belirleyebilmek icin, saglikli bireylerde (n= 20) farkli hiicre gruplarinda CD119 ve
CD212'nin ekspresyon seviyelerinin dagilimi belirlenmistir (Tablo II). Lenfosit, monosit,
granilosit, CD3* T lenfosit, CD19" B lenfosit ve NK hiicrelerinde CD119 ve CD212 eks-
presyonlarinin [% ortanca (minimum-maksimum)] degerleri Tablo II'de ayrintili olarak
verilmistir.
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Tablo II. Saglikh Bireylerde (n= 20; Ortanca Yas 34.5 Yil, Dagilmi 22-48 Yil) Farkli Hiicre Poplilasyonlarinda
IFN-yR1 (CD119) ve IL-12RB1 (CD212) Ekspresyon Dagiimlari (Ort: Ortanca, min: Minimum, maks:
Maksimum)
IFN-yR1 (CD119) IL-12RB1 (CD212)
%O0rt (min-maks) %O0rt (min-maks)
Lenfosit 39.39 (22.42-46.52) 18.65 (14.61-26.13)
Monosit 93.49 (89.13-97.04) 4.33 (2.30-5.20)
Grantlosit 98.79 (98-100) 2.66 (2.22-4.56)
CD3*T 30.43 (19.29-47.48) 16.64 (11.00-25.53)
CD19*B 85,58 (80.81-92.01) 0.36 (0.30-1.52)
NK 34.01 (16.77-55.57) 30.51 (20.33-45.28)

STAT1 eksikligi tanisi ile gelen hastanin (olgu H1) CD119 ve CD212 ekspresyon sevi-
yeleri incelendiginde lenfosit, monosit, grantlosit, T, B ve NK hiicrelerinde CD119 eks-
presyonunun saglikli bireylerden elde edilen normal dagilima gore dusiik oldugu goz-
lenirken, CD212 ekspresyonunun saglikli bireylerden elde edilen normal dagilima gore
yuiksek oldugu saptanmistir. Bu sonuglar, saglikh bireylerdeki CD119 ve CD212 ekspres-
yon dagilimi ile karsilastinldiginda, hastanin B lenfositlerinde CD119 ekspresyonunun
duisuk; lenfosit, monosit, granilosit ve CD3* T lenfositlerde CD212 ekspresyonunun ise
yuksek oldugu bulunmustur (Tablo Ill). Benzer sekilde hastanin anne ve babasindan (ol-
gular; H1A ve H1B) alinan 6rneklerde yapilan calismada CD119 ekspresyonunun B lenfo-
sitlerde normal dagilima gore distik, monosit ve grandilositlerde CD212 ekspresyonu ise
yuiksek olarak degerlendirilmistir (Tablo IlI).

IL-12RB1 (CD212) eksikligi 6n tanisi almis olgu H2'de IL-12RB1 (CD212) ekspresyon
seviyesinin monosit ve grandilositlerde normal dagilim icinde oldugu degerlendirilirken;
lenfositlerde, T, B ve NK hiicrelerinde normal dagilima gore daha dustk eksprese edildigi
saptanmistir. Bu hastanin monosit ve granilosit CD119 ekspresyon seviyesinin normal
dagilima gore disik; lenfosit, CD3* T ve CD19" B hiicrelerinde ise ylksek oldugu goz-
lenmistir (Tablo ). Benzer sekilde bu hastanin annesinde de (olgu H2A) monosit ve
grantlositlerde CD119 ekspresyonunun normal dagilima gore distik, CD212 ekspresyo-
nunun monosit, grandlositlerde yiksek, NK hicrelerinde ise diisiik oldugu bulunmustur
(Tablo 11I).

IL-12RB1 (CD212) eksikligi tanisi olan diger ¢ hastada (olgular; H3, H4 ve H5) IL-
12RB1 (CD212) ekspresyon seviyesinin biitiin hiicre gruplarinda normal dagilima gore
oldukca diisiik oldugu saptanmistir. Istatistiksel olarak hastalar ve saglikli bireyler arasinda
anlaml bir fark olmamasina karsin, hasta lenfosit ve CD3* T lenfosit CD119 ekspres-
yonlarinin normal dagilimin tizerinde oldugu, monositlerde ise normal dagilimin altinda
oldugu bulunmustur (Tablo II1).
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Sekil 1. Hasta (IFN-yR1 eksikligi tanil) ve saglikli kontrole ait 6rnek lenfosit, monosit, gra-
niilosit, CD3* T, CD19* B ve NK hiicre poplilasyonlari icinde IFN-yR1 (CD119) ve IL-12RB1
(CD212) ekspresyon seviyelerini gésteren histogram goériintiileri (kirmizi grafik ¢alisma panel
ornedi, yesil grafik boyasiz érnedi, mavi grafik izotip boyanan érnedi, mor grafik FMO boya-
nan 6rnegi gostermektedir).

Bununla birlikte genetik tanisi konulmamig IL-12RB1 (CD212) eksikligi on tanisi bil-
dirilen H3’lGin annesinde (olgu H3A) hastalarda oldugu gibi normal dagilima gore dustik
CD212 ekspresyonu tespit edilmistir. Ayni hastanin babasinin (olgu H3B) lenfosit, CD3* T
ve NK hiicrelerinde CD212 seviyesinde normal dagilima gore hafif bir azalma, buna kar-
sin monosit ve granulositlerinde ise hafif bir artis gozlenmigtir. CD119 seviyesi ise normal
olarak degerlendirilmistir (Tablo III).
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CD3* T NK

p=0.0007
40+ — 004,

% CD212

Hasta Hasta Hasta Saghkh Hasta Hasta Hasta Saglikh
(STAT-1 (1-12Rp1 Yakini Kontrol (STAT-1 (1-12Rp1 Yakini Kontrol
Eksikligi Tanih) Eksikligi Tanili) Eksikligi Tani) Eksikligi Tanil)

Sekil 2. Hasta, hasta yakini ve saglikli kontrollerin CD3* T ve NK hiicrelerinde IL-12RB1
(CD212) ekspresyon seviyelerinin karsilastirimasi.

MSMD on tanisi ile gelen olgu H6 ve annesinin (olgu H6A) CD212 ekspresyonlarinin
saglikli bireylerden elde edilen normal dagihm icinde oldugu gozlenirken, CD119 eks-
presyon seviyelerinin normal dagilimin altinda oldugu gozlenmistir (Tablo II).

IL-12RB1 eksikligi olan hastalarda, CD119 ekspresyon diizeyleri hasta yakinlarinda ve
saglikl bireylerde karsilastirildiginda gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark sap-
tanmamistir (p> 0.05). MSMD 6n tanisi alan olgu H6 ve yakini (H6A) 6rneklem sayisinin
az olmasi nedeniyle CD119 ekspresyonu acisindan saglikl bireyler ile karsilastirlamamis-
tir. CD212 ekspresyonlari analiz edildiginde, IL-12RB1 mutasyonu saptanan hastalarin
CD3* T lenfosit ve NK hiicrelerinde CD212 ekspresyonlarinin saglikli kontrollere (sirasiyla,
p=0.001 ve p= 0.006) ve hasta yakinlarina (sirasiyla, p= 0.0007 ve p= 0.001) gore dusuk
oldugu saptanmistir. Hasta yakinlarinin CD3* T lenfositlerinde CD212 ekspresyonu sag-
lkli kontrol grubuna gore distik olmasina karsilik istatistiksel olarak anlamli fark saptan-
mamistir. Bununla birlikte, hasta yakinlarinin NK hiicre CD212 ekspresyon seviyelerinin
saglikli kontrollere gore azaldigi gozlenmistir (p= 0.04) (Sekil 2).

TARTISMA

PIY hastaliklarinda aile hikayesinin ve klinik 6zelliklerin iyi degerlendiriimesi hastaligin
erken tanisinda oldukca 6nemli olmakla birlikte, immiinolojik ve genetik tarama testleri
hastalarda immiin yetersizlik bulunup bulunmadigi ve hangi immiin sistem komponen-
tinin tutulmus olabileceginin belirlenmesinde yardimci olmaktadir?®2?!. immiinolojik ve
genetik tani testlerinin uygulanmasi ile hastaya hizli ve dogru taninin konulmasi, tanida
gecikme oranlarinin azaltilmasini mimkun kilarak, hastalarin yagam standartlarinin erken
donemden itibaren arttinlmasini, hastaya uygulanacak tedavi stratejisinin belirlenme-
sini, ikincil olarak gelisebilecek diger hastaliklarin 6niine gecilmesini, enfeksiyonlardan
korunmak icin uygun asinin secimi ve asilarin kontrendike oldugu durumlari belirlemek-
tedir?%?2, MSMD patogenezinde bircok gende olusan defektin etkili oldugu, en sik gozle-
nen defektlerin IL-12RB1 ve IFNGR1 gen bélgelerinde oldugu bildirilmektedir°.
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Genetik tani testlerinin glincel maliyetlerinin yiiksek olmasi ve analiz sonuglarinin ra-
porlanmasinin daha uzun zaman almasi gibi dezavantajlarina kargin, daha dustik mali-
yetli ve daha hizli sonuglarin alinabilmesine olanak saglayan akan hticre 6lcer uygulama-
lari PIY tanisinda her gecen giin daha yaygin olarak kullanilmaktadir?®>?4, Bu calismada
MSMD tanisi almis hastalarda lenfosit, monosit, granilosit, CD3* T, NK ve CD19* B
hicrelerinde IL-12RB1 ve IFN-yR1 ekspresyonlari akan hiicre olcer ile degerlendirilerek,
MSMD tanisinda bu reseptorlerin eksikliklerinin gosterilmesinde akan hiicre o6lcer kulla-
niminin énemi vurgulanmustir.

MSMD'nin bazi alt tiplerinde otozomal resesif gecis olmasi nedeniyle hasta yakinla-
rinda tasiyicihk s6z konusudur. Literatiirde bu kisilerde IL-12RB1 ve IFN-yR1 ekspresyon
seviyelerinin saglikli kontrollere gére daha diisiik oldugu bildiriimektedir’-'°. Literatiirde
ozellikle tastyici bireylerde IL-12RB1 ve IFN-yR1 ekspresyonlari icin saghkl bireylerdeki %
dagihmlari belirlenmemistir. Bu amacla calismada oncelikle saglikh bireylerde farkli hiicre
poptlasyonlarinda IL-12RB1 ve IFN-yR1 dizeyleri tespit edilerek tasiyici ya da siipheli
olgularin degerlendirilmesi icin dagilim araligi belirlenmistir.

MSMD, virtlanslari gorece distik potansiyel patojen mikobakteriler ve Salmonel-
la gibi intramakrofajik patojenlere secici bir yatkinlk ile karakterize, nadir gorilen bir
birincil immiin yetersizliktir. ilk genetik bozukluk 1996 yilinda tanimlanmistir. Sekiz oto-
zomal gende (IFNGR1, IFNGR2, STAT1, IL12B, IL12RB1, IRF8, TYK2 ve ISG15) ve X'e bagli
gende (NEMO ve CYBB) {ic mutasyon tanimlanmistir?>. Olgularin Mycobacterium tuber-
culosis kompleks ve bir olguda Salmonella spp. Gremesi bagvuru aninda saptanmig ve bu
ozellikleri ile MSMD tetkik edilerek tani almiglardir.

IL-12, esas olarak T lenfositleri olmak lizere monosit ve granilositlerin uyarimini ve
farklilasmasini indiiklemektedir?®. Giincel calismalar IL-12 ve IL-18 uyarimi ile monosit
farkhlasmasinin ve aktivasyonunun, monosit kaynakli kemokin saliniminin ve nétrofillerde
de IL-8 gibi cesitli sitokin saliniminin arttgini bildirmektedir?’-28, IFN-yR1 eksprese eden
hicreler ayni zamanda IL-12RB1 de eksprese etmektedir. IFN-yR1‘in uyariimasi sonucu
hiicre ici STATT aktive olarak hedef genleri uyarmaktadir?®. STAT1'in fonksiyon kaybi-
na neden olan mutasyonlar IFN-yR1 yolaginin bozulmasina da yol agmaktadir. STAT1
varyantli hastada IL-12RB1 ekspresyonunun saglikl bireylere gore yiiksek oldugu goz-
lenmistir. Bu durum, hticrelerin STAT1 yolagindan kaynaklanan fonksiyon kaybini tolere
edebilmek icin IL-12RB1 ekspresyonlarini arttirarak bu yolagi daha fazla aktive etmeye
cahstigini dustindiirmektedir. Bu bulgunun STAT1 eksikligi olan daha fazla sayidaki has-
tada tekrar edilmesi ve fonksiyonel calismalar yapilarak desteklenmesi gerekmektedir.

IL-12RB1 eksikligi (n= 6) genetik olarak gosterilmis bir calismada, hastada PMA ile
uyarilmis lenfositlerde IL-12RB1 ekspresyon diizeyi %1’in altinda, kontrol ve zorunlu tagi-
yici grubunda akan hiticre olcer sistemi ile %85 (%71-98) ve %47 (%18-75) olarak sap-
tanmugtir. IL-12RB1 eksprese eden lenfosit orani homozigot IL-12RB1 eksikligi olanlarda
< %1, tastyicl bireylerde < %70 ve saglklilarda (n= 20)> %76 (ortalama %385, dagilim
%71-98) seklinde bildirilmistir'®. Calisma grubumuzda da IL-12RB1 eksikligi genetik ola-
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rak kanitlanmis dort olgudan Uctinde (%75; H3, H4, H5) lenfositlerde (T, B ve NK alt
gruplarinda da) CD212 duzeyi %1‘in altinda saptanmustir. IL-12RB1 eksikligi olan bir ol-
gunun (H2) lenfosit ve alt gruplarinda CD212 ekspresyonu diger ¢ hastadan yiiksek olsa
da saglikh verilerine gére distiktir. Tan ve arkadaslarinin'® saglikli bireylerden izole edilen
periferik kan monontikleer hicreleri uyardiktan sonra elde ettikleri CD212 ekspresyon
dagihmi ile karsilastinldiginda, calismada lenfosit CD212 ekspresyon dagiliminin daha
distk (%14.61-26.13) oldugu tespit edilmistir. Bu farkliigin calismada periferik kan or-
neklerinin uyarilmadan boyanarak analiz edilmesinden kaynaklanmis olabilecegi distintl-
mustur. Bununla birlikte uyarim basamaginin olmamasi proseduriin kolay uygulanmasini
saglamakta, maliyeti azaltmakta ve hiicre kiltiri ortami ihtiyacini bertaraf etmektedir.

Calismada hem genetik hem de immiinofenotipik olarak IL-12RB1 eksikligi gosterilen
bir hastanin (H3) MSMD bulgusuna sahip annesinde (H3A) de lenfositlerde IL-12RB1 eks-
presyonunun olmadigi, babasinda (H3B) ise disuk diizeyde eksprese edildigi gozlenmistir.

MSMD tanili H6 kodlu hasta ve annesinde IFN-yR1 (CD119) ekspresyonu tim hiicre
gruplarinda normal dagilima gore diigiik, CD212 ekspresyonu ise benzer bulunmustur.
Bu olgularda IFN-yR1 eksikligi dustintlmistiir. Daha sonra yapilan genetik inceleme ile
her iki olgunun IFNGRT geninde heterozigot delesyon oldugu tespit edilmistir. Bu du-
rum, elde edilen sonucun akan hiicre olcer ile elde edilen sonuclar ile uyumlu oldugunu
gostermistir. Elde edilen bulgular, siipheli ve tasiyici olgularin akan hticre élcer ile hizli ve
glvenilir bir sekilde tespit edilebilecegini gostermektedir.

Elde edilen bulgulara gore, akan hiicre olcerde bu reseptorlerin ekspresyon diizeyleri
degerlendirilirken en fazla eksprese olduklari hiicre poptllasyonu dikkate alinarak analiz
yapilmasi daha objektif veri saglayacaktir. Bu dogrultuda CD19* B, NK, monosit ya da
graniilositlerde CD119 pozitifliginin; CD212 ekspresyonunun ise lenfositler, CD3* T ya da
NK hiicre toplulugunda degerlendirilmesinin uygun oldugu distinilmektedir.

STAT1 eksikligi olan hastada IFN-yR1 ve IL-12RB1 ekspresyonu goézlenmis, IL-12R ek-
sikligi genetik olarak dogrulanmis olgularda immiinofenotipik olarak IL-12RB1‘in disuk
bulunmasi, akan hticre olcerin genetik testlere yonlendirme konusunda 6ncu test olabi-
lecegini gostermektedir.

Bu calisma, genetik olarak tanisi dogrulanmis MSMD hastalarinda periferik kan mono-
nikleer hiicrelerin uyarimina gerek olmaksizin, tam kan boyamaiile hizl ve kolay uygulana-
bilir bir akan hiicre olcer yonteminin MSMD tanisinda tarama amaciyla kullanilabilecegini
gosteren bir 6n calismadir. MSMD tanisinda yliksek maliyetli bir yontem olan yeni
nesil dizileme (NGS) yontemleri yerine oncelikle uyariimamis hiicrelerde ilgili reseptor
ekspresyonlarinin akan hiicre olcer ile taranmasi, bununla birlikte stipheli durumlarda
periferik kan mononukleer hiicrelerin uyarilarak sitokin reseptorlerinin hiicre yizeyindeki
artiginin tekrar analizi de mumkiindir. Nadir hastalik grubunda genetik tanisi konmusg
MSMD hasta sayilarinin az olmasi nedeniyle calismaya dahil edilen hastalarin istatistiksel
degerlendirmesinin glivenli olmayacagi gortilmekle birlikte, bu yontemin rutin laboratu-
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varlarin is yikinu azaltacagi ve uygulamanin yayginlastirilabilecegi, boylelikle daha genis
topluluklarda tanisi konamayan MSMD hastalarina ulasilabilecegi ve 6zellikle reseptor
eksikligini hizh bir sekilde aciga ¢ikaracagi distinulmektedir.

Sonug olarak, akan hticre olcer ile IL-T2RB1 ve IFN-yR1 eksikliklerinin belirlenmesi
MSMD tanisinda hizli ve giivenilir bir yontem olarak kullanilabilecegini gostermektedir.
Ozellikle genetik tanisi dogrulanmamis ve klinik olarak MSMD ile uyumlu hastalarda
tarama testi olarak kullanilmasi erken tani konulmasina olanak saglayabilir. Bununla bir-
likte saglikli bireylerden elde edilen IL-12RB1 ve IFN-yR1 dagilim verisinin MSMD ile ya-
pilacak rutin ve arastirma calismalarinda referans bir kaynak olarak degerlendirilecegi
dustinilmektedir.
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