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Amag: Calisgmamiz kapsaminda, akan hiicre dlger ile tek protokolde
“dedicator of cytokinesis 8" (DOCKS), “LPS-responsive beige-like
anchor protein” (LRBA), “SH2D1A/SLAM-associated protein”
(SAP) ve “X-linked inhibitor of apoptosis protein” (XIAP) hiicre
i¢i protein ifadesinin saghikli kontrollerde optimizasyonu ve
standardizasyonunun saglanarak hastalarda bu yontemin tanida
kullanilabilmesinin saglanmasi amaglanmistir.

Gereg ve Yontem: Heparinli tiiplere alinan kanlardan periferik kan
mononiikleer hiicreler izole edildi. Protein ifadeleri, izotipe gore
ortalama floresan yogunlugu farkina (AMFI ) gore analiz edildi.

Bulgular: “Dedicator of cytokinesis 8” antikoru i¢in AMFI degerleri,
saglikli kontrollerde CD3+ T hiicrelerde 21.3+4 iken CD20+ T
hiicrelerde 25+3.3 olarak belirlendi. “Dedicator of cytokinesis
8” eksikliginde protein ifadesinin ¢ok azaldigi ya da tamamen
kayboldugu gozlendi. “LPS-responsive beige-like anchor protein”
antikoru i¢in AMF]I, saglikli kontrollerde lenfositlerde 36+7.7 olarak
gozlenirken, LRBA eksikliginde lenfositlerde 5.9+1.8 olarak gok
diisiik diizeyde belirlendi. “SH2D1A/SLAM-associated protein” ve
“X-linked inhibitor of apoptosis protein” antikorlari ile boyama
sonucu saghkli kontrollerde AMFI degerleri sirasiyla, SAP igin
CD8+ T hiicrelerde 30.2+3 ve XIAP icin ise CD3+ T hiicrelerde
13.9£3.2, CD20+ B hiicrelerde 14.6+3.5 olarak gozlendi. Genetik
mutasyonu gosterilebilen SAP ve XIAP eksikligi olan hasta olmadig:
i¢in kontrolle kargilagtirma yapilamadi.

Sonug: Klinikte siipheli DOCKS8, LRBA eksikligi olgularinda hizli ve
giivenilir sonug vermesi nedeniyle ncelikle protein ifadelerinin akan
hiicre 6lger cihazinda degerlendirilmesi uygundur. Ayni yontemin
SAP ve XIAP eksikligi diisiintilen olgularda da kullanilabilecegi
distiniilmektedir.

ABSTRACT

Objective: The aim of our study was the optimization and
standardization of intracellular dedicator of cytokinesis 8 (DOCKS),
LPS-responsive beige-like anchor protein (LRBA), SH2D1A/SLAM-
associated protein (SAP) and X-linked inhibitor of apoptosis protein
(XIAP) protein expressions in healthy controls with a single flow
cytometer protocol and to concomitantly evaluate the possible use
of this method for diagnosis.

Materials and Methods: Peripheral blood mononuclear cells were
isolated from heparinized blood samples. Protein expressions were
analyzed as mean fluorescein intensity difference (AMFI) according
to the isotype.

Results: AMFI values obtained by DOCKS antibody staining were
21.3+4 in CD3+ T cells and 25+3.3 in CD20+ T cells in healthy
controls. These values in patients with DOCKS deficiency were
either very low or completely absent. AMFI values obtained by
LRBA protein antibody staining were 36+7.7 in healthy controls,
while they were at the very low levels of 5.9+1.8 in the LRBA protein
deficiency patients. The values obtained by SAP and XIAP antibody
staining were 30.2+3 in CD8+ T cells for SAP, 13.9+3.2 in CD3+ T
and 14.6+3.5 in CD20+ B cells for XIAP. Since the SAP and XIAP
results were not confirmed by gene sequencing, the results were not
compared to healthy controls.

Conclusion: Due to its rapid and reliable results in clinically
relevant cases for DOCK8 and LRBA deficiencies, analysis of
protein expression is primarily suitable to evaluate intracellular
staining protocol by flow cytometer. In addition, this particular
method could be suitable for patients considered to be SAP and
XIAP deficient.
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GIRIS

Primer immiin yetmezlikler (P1Y), immiin sistemin
gelisimi ve/veya fonksiyonunu etkileyerek tekrarlayan
enfeksiyonlara yatkinlik ile seyreden bir hastalik grubudur.
Enfeksiyonlara ek olarak, PiY’ler otoimmiin hastaliklar,
enflamasyon ve malignitelere yatkinligi iceren ¢esitli
klinik bulgulari ile seyredebilmektedir (1). Primer immiin
yetmezliklerin prevalansi 1:10.000 ile 1:100.000 arasinda
bildirilmistir (2), ancak akraba evlilikleri oraninin yiiksek
olmas1 (%20-40) nedeniyle genellikle otozomal ¢ekinik
gecis gosteren bu hastaliklarin {ilkemizde ¢ok daha sik
oldugu digiintilmektedir (3). Bu hastaliklar hakkindaki
farkindaligin az olmas: nedeniyle hastalarin zamaninda
tan1 ve tedavilerinin saglanmasinda ciddi sikintilar soz
konusudur. Bu nedenle, ¢ogu hastada ilk klinik belirtilerin
goriilmesi ile kesin taninin konulmas: arasinda uzun bir
zaman aralig1 olugsmaktadir (4,5).

Giiniimiizde, PIY’lerde 300’den fazla hastalik ile iliskili
gen tanimlanmistir (6). Bu genlerden bir tanesi olan
dedicator of cytokinesis 8 (DOCKS8) genindeki bialelik
mutasyonlar, akciger ve cilt enfeksiyonlari, yiiksek serum
IgE diizeyi, egzema ve gida allerjisi ile karakterize bir
kombine immiin yetmezlik olan ve otozomal cekinik
kalitilan Hiper-IgE sendromuna neden olmaktadir.
“Dedicator of cytokinesis 8” eksikligi enfeksiyonlara,
otoimmiiniteye ve maligniteye yatkinliktan dolayr erken
olimlere yol acabilmektedir (7,8). Pai ve ark. (2014)
bu hastaligin tanisinda akan hiicre olger ile protein
ifadesinin hizli ve giivenilir sonug verdigini, etkilenmis
hastalarin ve aile iiyelerindeki potansiyel tasiyicilarin
bu yontem ile teshis edilebilecegini gostermistir (9). Bu
hastalik giiniimiizde hematopoetik hiicre nakli ile tedavi
edilmektedir (10).

LPS-responsive beige-like anchor protein (LRBA)
eksikligi, LRBA geninde meydana gelen homozigot ya da
birlesik (compound) heterozigot mutasyonlar sonucu,
LRBA protein ifadesinin kayb1 sonucu olusmaktadir (11).
“LPS-responsive beige-like anchor” geninde meydana
gelen mutasyonlar otoimmiiniteye, lenfoproliferasyona ve
immiin yetmezlige neden olmaktadir (12). LPS-responsive

beige-like anchor protein mutasyonu belirlenen hastalarda
akan hiicre olcer ile protein ifadesinde azalma saptanmig
ve 6n tanida yontemin uygun oldugu belirtilmistir (12).

X’e bagl gecis gosteren lenfoproliferatif sendrom
(XLP) ise Ebstein Barr viriis (EBV) enfeksiyonuna
bozulmus immiin yanit ile karakterize PIY hastaligidir.
Major klinik fenotipleri; fatal enfeksiydz mononiikleozis
ya da EBV-iliskili hemofagositik lenfohistositozis,
lenfoproliferatif bozukluk ve disgamaglobulinemidir
(13). Bu hastalikla iligkili ilk belirlenen sorumlu gen
SH2D1A/SLAM-associated protein (SAP) genidir (14).
Ikinci belirlenen gen ise X-linked inhibitor of apoptosis
protein (XIAP) kodlayan XIAP ya da BIRC4 genidir (15).
Yapilan ¢aligmalarda, SAP ve XIAP protein ifadelerinin
akan hiicre dlcer ile degerlendirilmesinin klinik yararlilig
gosterilmis ve bu eksiklikler i¢in hastalarin hizli bir sekilde
taranabildigi belirtilmistir (16-18). Hematopoetik kok
hticre nakli bu hastalar i¢in de tek kiiratif tedavi yontemidir
(19). Bu tedavi sonrasinda, hastalarda meydana gelen
protein ifadesindeki degisimi degerlendirmede akan hiicre
Olger yontemi bir secenek olarak kullanilmaktadir (18).

Yukaridaadigegen genlerin eksikligi sonucu olugan PTY
hastaliklarinda uygun tani ve tedaviye ulasamayan hastalar
i¢in seyir agir ve prognoz oldukga kétiidiir. Gen dizileme
ile mutasyon varliginin belirlenmesi bu hastaliklarda kesin
tani icin gereklidir. Bu hastaliklarda 6n tani i¢in daha hizli
sonu¢ veren yontemler arastirilmaktadir. Giinimizde
akan hiicre olger cihazi ile ilgili protein ifadesinin
arastirilmasi hizli tan1 ve tarama i¢in kullanilmaktadir.
Caligmamiz kapsaminda ise akan hiicre olger ile tek
protokolde DOCKS8, LRBA, SAP ve XIAP hiicre igi
protein ifadesinin saglikli kontrollerde optimizasyonu ve
standardizasyonunun saglanarak hastalarda bu yoéntemin
tanidaki Oneminin tlkemiz kosullarinda belirlenmesi
amaclandi.

GEREC ve YONTEMLER

Calismaya, akan hiicre o6lger ile protein ifadesinin
optimizasyonu ve standardizasyonunda goniillii olarak
toplam 22 saglikli kontrol (DOCK8=10, LRBA=8, SAP
ve XIAP=4) dahil edildi. Tim gontllilerden ya da
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ebeveynlerden yapilacak islem hakkinda bilgilendirilerek
yazili onamlar1 alindi.

Yontemlerin uygulanabilirligi test edildikten sonra,
genetik olarak DOCKS eksikligi tanisi almis iig, LRBA
eksikligi tanisi almis {i¢ hastanin yani sira klinik olarak
DOCKS eksikligi diisiiniilen bes, LRBA eksikligi diisiiniilen
dort, SAP veya XIAP eksikligi disiiniilen iki hasta
caligmaya dahil edildi. Cocuklarin ebeveynlerinden ya da
kendilerinden onamlar1 uygulanacak islem hakkinda bilgi
verilerek yazili olarak alindi. Caligma igin etik kurulundan
09.2016.618 no ile onay alind1.

Tim hastaliklar i¢in standart bir protokol optimize
edildi. Bu amagla, 6ncelikle goniillii saglikli kontrollerden
heparinli tiiplere 2 cc kan alindi ve bekletilmeden periferik
kan mononiikleer hiicreler (PKMH) izole edildi. 100ul
yikama soliisyonu igerisinde 2-3x10° hiicre siispanse
edildi. Yontemin optimizasyon sonrasinda, hasta
ornekleri i¢in yapilan hiicre i¢i boyamalar es zamanli ayn1
giinde ve es kosullarda saglikli kontrollere ait sonuglarla
karsilastirmali olarak degerlendirildi. DOCKS8 ve XIAP
ornekleri anti-CD3PE (BD Biosciences, Pharmingen, San
Diego, ABD) ve anti-CD20PerCP (Biolegend, San Diego,
ABD) monoklonal antikorlar1 ile, SAP 6rnekleri ise anti-
CD3PercP (BD Biosciences, Pharmingen, San Diego,
ABD) ve anti-CD8APC (BD Biosciences, Pharmingen, San
Diego, ABD) ile isaretlendi. “LPS-responsive beige-like
anchor” protein Orneklerine yiizey belirte¢ isaretlemesi
yapilmadi ve LRBA protein ifadesi tiim lenfosit hiicreleri
tizerinden yapildi. Hiicre i¢i boyama asamasina gegebilmek
i¢in, fiksasyon-permeabilizasyon kiti (BD Biosciences,
Pharmingen, San Diego, ABD) iiretici firmanin tavsiyeleri
dogrultusunda kullanildi. Primer ve sekonder antikorlar
ile isaretleme sonrasi, hiicreler akan hiicre 6lger cihazinda
analiz edildi.

Farkli proteinler i¢in sirasiyla belirtilen birincil ve
ikincil antikorlar kullanildi: DOCKS i¢in; birincil antikor;
DOCKS8 IgGl (Santa Cruz Biyoteknoloji, Heidelberg,
Almanya), ikincil antikor; anti-fare IgG1FITC (Biolegend,
San Diego, ABD), LRBA i¢in; birincil antikor; anti-insan
LRBA (Sigma-Aldrich, Gallen, Isvicre), ikincil antikor;
anti-tavsan IgG-FITC (Thermo Fisher Scientific, San
Diego, ABD), SAP icin; birincil antikor; anti-SAP PE
(eBioscience, San Diego, ABD), XIAP i¢in; birincil antikor;
anti-XIAP (BD Biosciences, Pharmingen, San Diego,
ABD), ikincil antikor; anti-fare IgG1FITC (Biolegend, San
Diego, ABD) kullanildi.

Analiz i¢cin BD FACS Calibur cihazi ve Cellquest
yazilim programi kullanildi (BD Biosciences, Pharmingen,
San Diego, ABD). Lenfosit hiicreleri etrafinda olustu-
rulan kapilama ile hiicre dagilimi histogram olarak
goriintiilendi. Elde edilen histogramlar yardimiyla hiicre
i¢i protein ifadeleri, birincil antikor ile isaretli 6rneklerin
MFI degerlerinden, izotip kontrol veya birincil antikor
kullanilmadan sadece ikincil antikor kullanilarak 6l¢tim
yapilan negatif kontrol MFI degerleri ¢ikarilarak, bulunan
AMFI farkina goére hesaplandi.

BULGULAR

Saglikli kontroller ve hastalarda DOCKS protein
ifadesi

Saglikli kontrollerde DOCKS8 protein ifadesinin
belirlenmesi icin, yaglar1 2 ile 50 arasinda degisen, PIY
uyaricl bulgusu ve kronik hastali§i olmayan 10 saglkh
gontllii (yaslar1 ortalama + standart sapma: 22.9+15
yil) c¢aligmaya alindi. DOCKS8 protein ifadesi, canl
lenfosit hiicrelerde CD3* T hiicreler ve CD20* B hiicreler
kapilanarak elde edilen histogram goriintiilerindeki MFI
degerlerine gore belirlendi (Sekil 1A). Saghkli bireylerde
izotip kontrol MFI degeri CD3* T hiicrelerde 3.75+2 iken
CD20* B hiicrelerde 10.7+4.3 olarak bulundu. Saglikli
bireylerde DOCKS8 antikoru ile isaretlenen hiicrelerde
ise; AMFI degeri CD3" T hiicrelerde 21.3+4 iken CD20* B
hiicrelerde 25+2.8 olarak gozlendi.

DOCKS eksikligi saptanmis i¢ hastada protein ifade-
sine bakildiginda ve saglikli kontroller ile karsilastirildi-
ginda, DOCKS protein ifadesinin AMFI degerine gére ¢ok
azaldig1 ya da tamamen kayboldugu gozlendi (Sekil 1B,
Tablo I).

Kesin tanisi olmayan fakat klinik 6zelliklerine gore
DOCKS eksikligi diistiniilen bes hastada protein ifadesine
bakildiginda, bunlarin ii¢ tanesinde AMFI degerinin
saglikli kontrollere gore diisiik olmakla beraber CD3*
T hiicrelerde 14,2+1,3 ve CD20* B hiicrelerde 14+3.1
oldugu gozlendi (Tablo I). Iki hastada ise AMFI degerleri,
CD3* T hiicrelerde 5.6 ve 7.9, CD20" B hiicrelerde ise
6.7 ve 6.4 olarak ¢ok daha diisiik oldugu bulundu. Fakat
DOCKS8 geni ekzom dizilemesi yapilan bu hastalarda
mutasyon belirlenemedi, genis delesyonlar acisindan
degerlendirmeler siirmektedir.
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Sekil 1. Akan hiicre 6lcerde hiicre ici
boyama yontemi ile DOCKS8 protein
ifadesinin  belirlenmesi: ~ Saglikli  bir
kontroliin CD3+ ve CD20+ hiicrelerinde
DOCKS ifadesi (A). DOCK8 mutasyonu
gosterilen iki hastanin CD3+ ve CD20+
hiicrelerinde DOCKS8 protein ifadesinin
histogram goriiniimi (B).

(IK: Izotip kontrol, SK: Saglikli kontrol,

Lhb | L | L | T
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AMFI: Birincil antikor ile isaretli
orneklerin ortalama floresan yogunlugu
(MFI) degerinden izotip kontrol MFI
degerinin ¢ikarilmasi ile elde edilen fark).

Saglikli kontroller ve hastalarda LRBA protein ifadesi

Saglikli  kontrollerde LRBA protein ifadesinin
belirlenmesi icin, yaslar1 15 ile 50 arasinda degisen PIY
uyarict bulgusu ve kronik hastaligi olmayan 8 saglkli
gontlli (yaslar: ortalama + standart sapma: 28.3+12 yil)
calismaya alindi. LRBA protein ifadesi, canli lenfosit

hiicreler etrafinda olusturulan kapilama ile hicre
dagilimlarinda elde edilen histogram gortntilerindeki
MFI degerlerine gore belirlendi (Sekil 2A). Saglikli
bireylerde MFI degeri izotip kontrolde 3.2+0.6, LRBA
antikoru ile isaretlenen hiicrelerde ise AMFI degeri 36+4.9
olarak bulundu.
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Sekil 2. Akan hiicre ol¢erde hiicre i¢ci boyama
yontemi ile LRBA protein ifadesinin belirlenmesi:
Saglikli bir kontroliin lenfosit hiicrelerinde LRBA
ifadesi (A). LRBA mutasyonu gosterilen bir hastanin
lenfosit hiicrelerinde LRBA protein ifadesinin
histogram gortiniimii (B).

(H: Hasta, NK: Negatif kontrol, SK: Saglikli kontrol,
AMFI: Birincil antikor ile isaretli Orneklerin
ortalama floresan yogunlugu (MFI) degerinden
sadece ikincil antikor kullanilarak ol¢im yapilan
negatif kontrol MFI degerinin ¢ikarilmas: ile elde

edilen fark).

Tablo I. DOCKS hastalarinin ve DOCKS siipheli hastalarin demografik, klinik bulgulari ve AMFI degerleri

CD3* T Hiicre CD20* B Hiicre
Hasta Yas (y1l) Cinsiyet Tani AMFI AMFI
Hasta / Kontrol Hasta / Kontrol
1 11,5 Kadin DOCKS 0/20.1 0/24.6
2 11 Erkek DOCKS8 0/18.9 0/24.2
3 Kadin DOCKS 2.1/227 3.7/31
4 Erkek DOCKS siiphesi 5.6/21.2 6.7/24.3
5 Erkek DOCKS siiphesi 14/19.7 12.6 / 22.5
6 30 Erkek DOCKS siiphesi 13.1/19.3 11.9/22.9
7 12 Kadin DOCKS siiphesi 7.9/18.7 6.4/23.3
8 1 Kadin DOCKS siiphesi 15.6 / 25.5 17.6/27.2

Asthma Allergy Immunol 2018;16:81-89
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Sekil 3. Akan hiicre ol¢erde hiicre i¢i boyama yontemi ile SAP protein ifadesinin belirlenmesi: Saglikli bir kontroliin CD3+CD8+
hiicrelerinde SAP ifadesi. (IK: Izotip kontrol, SK: Saglikli kontrol, AMFI: Birincil antikor ile isaretli érneklerin ortalama floresan
yogunlugu (MFI) degerinden izotip kontrol MFI degerinin ¢ikarilmasi ile elde edilen fark)

Tablo II. LRBA hastalarinin ve LRBA siipheli hastalarin
demografik, klinik bulgular1 ve AMFI degerleri

Hasta Yas Cinsiyet Tani Lenfositlerde AMFI
(y1l) Hasta/Kontrol
9 10  Erkek LRBA 8/35.2
10 11 Erkek LRBA 4.8/26.7
11 45  Erkek LRBA 4.8 /37
12 29  Erkek LRBA siiphesi 14.5/39.2
13 11 Erkek  LRBA siiphesi 14/ 34.9
14 3 Erkek  LRBA siiphesi 10.2/36.5
15 16  Erkek LRBA siiphesi 29.5/42.7

Gen dizileme ile LRBA mutasyonu saptanmis {ii¢
hastada protein ifadesine bakildiginda ise, bu hastalarda
AMFI degeri 5.9+1.8 olarak ¢ok diisiik diizeyde belirlendi
(Sekil 2B, Tablo II). Genetik tanist olmayan klinik siiphe
nedeniyle degerlendirmeye alman hastalardan LRBA
protein ifadesi, saglikli kontrollere gére diisiik olanlarda
ise (Tablo II), gen dizileme sonucu herhangi bir mutasyon
saptanmadi.

Saglikli kontrollerde SAP ve XIAP protein ifadeleri

Saglikli kontrollerde SAP ve XIAP protein ifadelerinin
belirlenmesi i¢in, yaslar1 10 ile 33 arasinda degisen,
PIY uyarici bulgusu ve kronik hastaligi olamayan dért
saglikli gonilli (yaglari ortalama + standart sapma:
28.3+12 yil) ¢aligmaya alindi. SAP protein ifadesi, canl
lenfosit hiicreler etrafinda olusturulan kapilama sonrasi
CD3*CD8* T hiicrelerde, hiicre dagilimlarinda elde
edilen histogram goriintiilerindeki MFI degerlerine gore

belirlendi (Sekil 3). Saglikli bireylerde MFI degeri izotip
kontrol CD3*CD8* hiicrelerde 3.2+1, SAP antikoru ile
isaretlenen hiicrelerde AMFI degeri ise 30.2+3 olarak
bulundu. XIAP protein ifadesi, canli lenfosit hiicreler
etrafinda olusturulan kapilama sonrast CD3* T hiicreler
ve CD20" B hiicrelerde, hiicre dagilimlarinda elde edilen
histogram goriintiilerindeki geometrik MFI degerlerine
gore belirlendi (Sekil 4). Saglikl bireylerde izotip kontrol
MFI degeri CD3* T hiicrelerde 4.7+1, CD20* B hiicrelerde
5+2.8 olarak bulundu. XIAP antikoru ile isaretlenen
hticrelerde ise; AMFI degeri CD3* T hiicrelerde 13.9+3.2,
CD20" B hiicrelerde 14.6+3.5 olarak gozlendi.

Birimimizde gen dizileme yontemi ile SAP ya da XIAP
mutasyonu belirlenen hasta bulunmadig i¢in, klinigi bu
mutasyonlar i¢in stipheli olarak goriilen iki hastada SAP,
yine diger iki hastada ise XIAP hiicre i¢i protein ifadesi
belirlendi. Hem SAP hem de XIAP diigiintilen hastalarda,
protein ifadesi mevcut olmasina ragmen (SAP diigiiniilen
hastalarda CD8* T hiicre AMFI: 22.6 ve 20.8; XIAP
disiintilen hastalarda CD3* T hiicre AMFI: 7.14 ve 9.7,
CD20* B hiicre AMFI: 11.9 ve 10.4) es zamanl kontrollere
gore bir miktar disiik olarak gozlendi. Bu hastalarda
genetik olarak mutasyon belirlenemedi.

TARTISMA

Primer immiin yetmezlik (PIY) hastaliklar1 Tiirkiye’de
ciddi bir halk saghgr sorunu olusturmaktadir. Akraba
evliliklerinin tilkemizde yaygin (%20-40) olmas1 dolayistyla
PiY’ler batili iilkelere gore ¢ok daha sik goriilmektedir.
Hastalarin birgogunun geg tan1 almasi veya tan1 alamadan
kaybedilmesi dolayisiyla, PIY’lerin prevalansi tam olarak
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Sekil 4. Akan hiicre 6lgerde hiicre i¢i boyama yontemi ile XIAP protein ifadesinin belirlenmesi: Saglikli bir kontroliin CD3+ ve CD20+
hiicrelerinde XIAP ifadesi. (IK: Izotip kontrol, SK: Saglikli kontrol, AMFI: Birincil antikor ile isaretli 5rneklerin MFI degerinden izotip

kontrol MFI degerinin ¢ikarilmast ile elde edilen fark)

bilinememektedir. Bu hastalarin dogru teshis edilmesi
tedavi icin kritiktir ve hem hasta hem de ailesi i¢in
uygun genetik danismanliga firsat saglamaktadir. Ayrica
erken tedavi, hastaliga bagl 6liimlerin engellenmesi icin
¢ok onemlidir (20). Bu baglamda akan hiicre olger ile
protein ifadesinin 6l¢tilmesi oldukga hizli ve gintimiizde
yaygin olarak kullanilan bir yontemdir. Calijmamizda,
Pai ve ark. (9) tarafindan DOCKS protein ifadesinin
belirlenmesinde olusturulan basit ve etkili akan hiicre 6l¢cer
yontemi, DOCKS8, LRBA, SAP ve XIAP hiicre i¢i protein
ifadelerinin tek bir yontem ile belirlenmesi i¢in optimize
edildi ve laboratuvarimizda standardizasyonu saglandi.
Standardize edilen bu yontemin gen dizilimi ile DOCKS8
ve LRBA eksikligi gosterilen hastalarda kullanilmasiyla,
akan hiicre 6lcer ile protein ifadesi yonteminin hizli tanida
Onemi gosterildi.

Akan hiicre olger ile protein ifadesi tekniginin basarili
ve giivenilir bir sekilde kullanilmasi dért ana basamagin
dogru bir sekilde gergeklestirilmesine baghdir: (i)

bu yontem ile tanimlanmis bir hiicre grubunun elde
edilmesi, (ii) hiicrelerin etkili bir sekilde fiksasyon ve
permeabilizasyonu, (iii) en uygun izotip kontroliin
secilmesi, (iv) en uygun primer ve sekonder antikorlarin
belirlenmesi (21). Calismamizda, DOCKS, LRBA, SAP ve
XIAP hiicre i¢i protein ifadelerinin belirlenmesi lenfosit
hiicre popiilasyonu tizerinden gergeklestirildi ve ticari
olarak temin edilebilen en uygun reaktifler kullanildi.

Hiicre igi protein ifadesinin belirlenmesinde Western
blot (WB) yontemi de kullanilmaktadir. Tam kandan ve
periferal monontikleer kan hiicrelerinden calisilan akan
hiicre 6lger ile protein tayininin avantaji, protein lizati ile
calistlan WB ile karsilagtirilinca, daha az zamanda sonug
elde edilmesi ve daha az malzemeye ihtiya¢ duyulmas:
dolayisiyla maliyet-etkin  olmasidir (21). Diger bir
onemli yararlari hiicrelerin ise tek tek calisilabilmesi ve
lokosit ve lenfosit alt tiplerinin belirlenebilmesidir (17).
Calismamizda, DOCKS protein ifadesi CD3* T hiicreler ve
CD20" B hiicreler icerisinde belirlendi. Ayrica, SAP protein
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ifadesi CD8* T hiicreler, XIAP protein ifadesi ise CD3* T
hiicreler ve CD20" B hiicreler igerisinde MFI degerlerinin
degisimine gore hesaplandi. LRBA protein ifadesi ise
lenfosit hiicrelerden kapilama yapilarak belirlendi. Hiicre
i¢ci protein tayini yontemlerinde lenfosit alt tiplerinin
belirlenmesinde literatiirde yayinlanmis bilimsel yazilar
temel alindi (9,18).

Calismamizda, akan hiicre olger ile DOCKS protein
ifadesine bakildiginda, genetik analiz ile mutasyon
belirlenerek kesin tani alan hastalarda, daha onceki
calismalara benzer olarak (9), DOCKS8 proteininin ya hig
ifade edilmedigi ya da ¢ok diisiik miktarda ifade edildigi
gozlendi. LRBA protein ifadesine bakildiginda, gen
dizileme ile mutasyon belirlenen {i¢ hastada ortalama
AMFI degeri 5.9+1.8 olarak, saglikli kontrollerdeki
protein ifadesine gore oldukea diigitk olarak belirlendi.
Bu ortalama degerin ¢ok daha tizerinde gozlenen, fakat
saglikli kontroller ile karsilastirildiginda LRBA protein
ifadesi azalan hastalara ise gen dizileme yapildiginda bir
mutasyon saptanmadi. Elde ettigimiz sonuglar, literatiir
ile de uyumlu olarak (12,22), akan hiicre 6lger ile protein
ifadesine bakildiginda es zamanli kontrollerdeki LRBA
ifadelerine gore biiyiik bir azalma oldugunda mutasyon
belirlenebildigini gosterdi. Klinik olarak SAP ve XIAP
eksikligi diistiniilen hastalarda, hiicre akan 6lger ile protein
ifadelerine bakildiginda ise, saglikli kontrollere goére az
bir diisme gézlenmesine ragmen, bu proteinler ile ilgili
herhangi bir mutasyon saptanmadi. Bu proteinler ile ilgili
yapilan arastirmalarda, mutasyon saptanan hastalarin
akan hiicre olger analizinde protein ifadelerinin belirgin
miktarda azaldig1 gosterilmis (16,17) ve bu sekilde yine
sonuglarimizin literatiir ile uyumlu oldugu belirlenmistir.

Buna ek olarak, akan hiicre 6lger yontemi heterozigot
tastyicilarin belirlenmesinde, kemik iligi nakli sonrasinda
protein ifadesi tayininde ve revertant mozaizm gosterilme-
sinde kullanilmaktadir (17,18). Jing ve ark. (23), yapmis
olduklar: calismada akan hiicre olger ile hiicre i¢i protein
ifadesi tayini yontemini kullanarak, 34 DOCKS hastasin-
dan 17 tanesinde somatik reversiyon oldugunu goster-
migler ve bunu DNA dizi analizi ile kanitlamiglardir. Bu
caligmada, protein ifadesini CD3*, CD4*, CD8*, naif CD4*
ve CD8* T hiicreler, CD19" B hiicreler ve CD56* dogal
oldiiriicii (NK) hiicreler igerisinde, uygun hiicre ylizey
belirtegleri kullanilarak lenfosit hiicrelerini kapilayarak
belirlemislerdir. Bu ¢aligma, hastalar arasinda fenoti-
pik degiskenlikler gosteren gesitli PIY hastaliklarinda,
6n tanmnin konmasinda bu yontemin kullanilabilecegini

gostermektedir (23). Caligmamizda, klinik olarak DOCK8
digtintilen fakat genin ekzon bolgelerine 6zgii primerler
ile sekans analizi sonucu mutasyon belirlenemeyen iki
hasta bulunmaktadir (Hasta 4 ve 7). Her iki hastaya da
uygulanan akan hiicre 6lger yontemi sonucunda DOCKS8
protein ifadelerinde saglikli kontrollere gore belirgin bir
azalma gosterildi. Hem CD3* T hiicreler hem de CD20*
B hiicrelerde gozlenen ifadelerdeki bu azalma, bize her iki
hastada da intronik mutasyon ya da somatik reversiyon
olabilecegini diigiindiirdii ve her iki hastanin da DOCKS8
genom sekanslanmasina karar verilmistir.

Bu ¢alismada hiicre i¢i boyama yontemi ile protein
ifadesi calisilarak kendi laboratuvarimiza ait optimizasyon
ve standardizasyon verilerimiz sunulmaktadir. Daha hizli
ve daha ¢ok sayida hastaya tanmi imkani saglayabilmek
ve diger laboratuvarlara esin kaynagi olmak amaciyla
yontemsel ve sonuglara ait detaylar bu makale kapsaminda
tartigtlmigtir. Ancak, SAP ve XIAP protein ifadelerine
iliskin ¢alismalarin daha ¢ok sayida hasta ve kontrolde
stirdiriilmesi gerekmektedir.

Sonug olarak; klinikte siipheli olgularda hizli ve
glivenilir sonug vermesi nedeniyle DOCKS, LRBA, SAP ve
XIAP protein ifadelerinin akan hiicre 6l¢er cihazinda hiicre
i¢ci boyama teknigi ile degerlendirilmesi uygundur. Bu
proteinler i¢in tek bir yontem ile protein ifadeleri kolayca
belirlenebilmektedir ve protein ifadesi saglikli kontrolden
anlamli distik hastalarda tani koymak mimkiindir.
Bu hastalarda uygun gen dizileme ile mutasyon veya
delesyonlar gosterilerek tani dogrulanmalidir. Genetik
sonuglar elde edilene kadar akan hiicre dlger ile hiicre ici
protein ifadesinin belirlenmesi ile hastalara hizli ve etkin
tani, dolayisi ile de uygun tedavi imkani sunulabilmektedir.
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