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0z
Amag: Bu calismada hiperimmiinoglobulin E sendromu (HIES) tanis1 konmus hastalarda akan hiicre
olcer ile saptanan DOCKS bulgular: bildirildi.

Hastalar ve yontemler: HIES tanili 10 hasta (1 kiz, 9 erkek; ort. yas 11.60+3.17 y1l) ve yedi saglikli
(2 kiz, 5 erkek; ort. yag 31.14+19.31 yil) bireyden alinan heparinli periferik kan orneklerindeki T
hiicrelerinde DOCKS ekspresyonu anti-CD3PE, anti-DOCKS, anti-fare IgGIFITC ve fare IgGIFITC
monoklonal antikorlar1 kullanilarak hiicre i¢i boyama teknigi ile isaretlendi. Hiicre i¢i boyama igin
iki farkli ureticiye ait (BD-Pharmingen ve Invitrogen) fiksasyon-permeabilizasyon kitleri kullanildi.
DOCKS duzeyi tam kan (TK) ve periferik kan mononiuikleer hiicre (PKMH) orneklerinde akan hiicre
olcer ile olculdu. DOCKS diizeyi, izotipe gore ortalama floresan yogunlugu (MFI), MFI-fark (F) ve
MFI-indeks (I) ile hesaplandi.

Bulgular: HIES olgularin immiinoglobulin E (IgE) diizeyleri 10032.50+9454.02 IU/mL idi. Akan hiicre
olcer ile yapilan ol¢umlere gore DOCKS eksikligi gozlenmedi. BD-Pharmingen veya Invitrogen fiks-
perm kitinin kullanildig1 TK ve PKMH sonuglari karsilagtirildiginda, MFI ve MFI-F degerleri agisindan,
DOCKS ekspresyonunda anlamli fark saptandi (sirasiyla, p=0.004, p=0.006, p=0.012, p=0.012).

Sonug: HIES hastalarinda DOCKS ekspresyonundaki farkliliklarin tespitinde MFI onemlidir. PKMH ile
kargilagtirildiginda, akan hucre olger ile DOCKS ekspresyonu daha yiiksek duzeyde oldugu icin TK yontemi
secilmelidir. Calisma bulgularimiz, DOCKS tespitinde TK yontemlerinin kullanimini desteklemektedir.
DOCKS8 gen mutasyonlari, genetik testler ile belirlenmelidir.

Anahtar sozciikler: DOCKS; akan hiicre olger; Hiper Immiinoglobulin E Sendromu.

ABSTRACT

Objectives: In this study, we report the findings of DOCKS8 detected by flow cytometry in patients
diagnosed with hyperimmunoglobulin E syndrome (HIES).

Patients and methods: DOCKS8 expression in T cells of peripheral blood samples with heparin
obtained from 10 HIES patients (1 girl, 9 males; mean age 11.60+3.17 years) and seven healthy controls
(2 girls, 5 males; mean age 31.14+19.31 years) were stained using anti-CD3PE, anti-DOCKS, anti-mouse
IgGIFITC, and mouse IgGIFITC monoclonal antibodies through the intracellular staining technique. For
intracellular staining, two fixation-permeabilization kits (BD-Pharmingen and Invitrogen) from different
manufacturers were used. Detection of DOCKS level was measured in whole blood (WB)and peripheral
blood mononuclear cell (PBMC) samples by flow cytometry. DOCKS8 level was calculated as mean
fluorescence intensity (MFI), MFI-minus (M), and MFI-index (I) according to the isotype.

Results: The immunoglobulin (IgE) levels of HIES patients were 10032.50+9454.02 IU/mL. DOCKS8
deficiency was not found by flow cytometry. Comparison of WB and PBMC results using BD-Pharmingen
and Invitrogen fix-perm kit revealed significant differences in MFI and MFI-F values of DOCKS8
expression (p=0.004, p=0.006, p=0.012, p=0.012, respectively).

Conclusion: Mean fluorescence intensity is important to detect the differences of DOCKS8 expression
in HIES patients. Compared to PBMC, WB should be preferred due to increased DOCKS8 expression by
flow cytometer. Our study findings support that WB methods can be used for the detection of DOCKS.
Mutations in DOCKS gene should be determined by genetic testing.

Keywords: DOCKS; flow cytometry; Hyper Immunoglobulin E Syndrome.
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Kompleks primer immiin yetmezlikli bozukluk olan
Hiperimmiinoglobulin E sendromu (HIES) deri ve akci-
gerlerde tekrarlayan Staphiloccoccus aureus enfeksiyon-
lar1, kronik egzema ve yiiksek serum immiinoglobulin E
(IgE) diizeyi ile karakterizedir."! 1966’da Job (Eyiip) send-
romu, 1972’de Buckley sendromu, 1999 yilinda yiiksek
IgE, notrofil kemotaksi defektlerinden dolay1 benzerlik
gostermesi sonucu HIES tekrarlayan enfeksiyon sendro-
mu olarak adlandirilmistir.?* Neonatal periyodda bagla-
yan atopik dermatite bazen gida allerjisi eslik edebilmek-
tedir. Immiin sistem ile ilgili egzema, “soguk” apseler,
pnémoni, mukokiitandz kandidyaz, serumda yiiksek IgE
ve eozinofili gibi bulgularla birlikte multisistem tutulum
da gozlenmektedir. Iskelet ve bag dokusu anomalile-
ri: skolyoz, osteoporoz, minér travmalar sonucu uzun
kemikler ve kaburgalarda kiriklar, genislemis eklemler,
stit dislerinin diismemesi, kranyosinositoz, kaba yiiz
goriiniimil, genis burun kemeri, yiiksek kemerli damak,
kulak ve burun yumusak dokusunda kalinlagsma soz
konusudur."? Hiperimmiinoglobulin E sendromlu olgu-
lara ait aile agaglarinin 2004’de detayl1 incelemesi sonu-
cunda sporadik, otozomal dominant gecisliler AD-HIES
veya tip 1; akraba evliligi s6z konusu olan ailelerdeki
olgular ise otozomal resesif (AR)-HIES veya tip 2 olarak
siniflandirilmistir.”) Iskelet anomalisi ve pnématoselin
gozlenmedigi, hiicre i¢i bakteriyel ve Herpes simplex,
Molluscum contagiosum gibi viral ajanlarin neden oldugu
enfeksiyonlarin agir bastigi AR-HIES olgularda TYK2
geninde mutasyon 2006’da, bir yil sonra iskelet siste-
mindeki bozukluklar ile ayirt edilen AD-HIES’ye STAT3
genindeki mutasyonlarin neden oldugu bildirilmigtir."
Otozomal resesif (tip 2)-HIES olgularinin biiyiik bir kis-
minda dedicator of cytokinesis 8 (DOCKS8) genindeki
delesyonlarin sorumlu oldugu 2009’da kegfedilmistir.©
DOCKS, TYK2 veya STK3 genlerindeki homozigot veya
heterozigot mutasyonlarin neden oldugu AR-HIES has-
talar1 AD-HIES hastalarinda gozlenen immiin sistem
dist bulgulara sahip degillerdir.*® DOCKS eksikligi,
tekrarlayan akciger ve deri enfeksiyonlari, artmig serum
IgE diizeyi ve allerji ile karakterize AR-HIES’ye neden
olmaktadir.

Saglikh
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DOCKS8 immiin sistem hiicrelerinde sinyal iletimin-
de ozellikle hiicre ici iskelet yapis1 diizenlenmesinde rol
oynayan adaptér bir proteindir.’! DOCKS eksikligi olan
hastalarin prognozu diger HIES’li hastalara gore daha
kotii seyretmektedir. Hiperimmiinoglobulin E sendrom-
lu hastalarda DOCKS diizeyinin saptanmasi klinik a¢i-
dan olduk¢a 6nemlidir. Bu ¢alismada HIES tanis1 almis
olgularda DOCKS diizeylerinin akan hiicre 6lger ile sap-
tanmasi amaglanmigtur.

HASTALAR VE YONTEMLER

Calismaya Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip
Fakiiltesi Cocuk Saglig1 ve Hastaliklar:1 Anabilim Dali
Enfeksiyon Hastaliklar1 ve Klinik Immiinoloji-Allerji
Bilim Dali tarafindan takibi yapilan ve HIES tanisi
konmus 10 hasta (1 kiz, 9 erkek; ort. yas 11.60+3.17 y1l)
ve yedi saglikli birey (2 kiz, 5 erkek; ort. yas 31.14£19.31
yil) dahil edildi. Resit olmayan c¢ocuklarin veli veya
vasileri ve goniilliller yapilacak islem hakkinda bil-
gilendirildi ve bilgilendirilmis hasta onamlar1 yazili
olarak alindi.

Hiperimmiinoglobulin E sendromlu hastalar ve sag-
likl1 bireylerden alinan heparinli periferik kan 6rnek-
lerinden ya dogrudan tam kanda (TK) ya da periferik
kan mononiikleer hiicreler (PKMH) izole edilerek CD3*
T hiicrelerinde DOCKS8 ekspresyonu belirlendi. Anti-
CD3PE (BD-Biosciences, San Jose, CA, ABD) monok-
lonal antikor ile T hiicrelerinin yiizeyi isaretlendik-
ten sonra anti-DOCKS8 (Santa Cruz Biotechnology Inc.,
Texas ABD), sekonder olarak anti-fare IgGIFITC (San
Diego, CA, ABD) ve izotip kontrol olarak fare IgGIFITC
(BD-Biosciences, San Jose, CA, ABD) antikorlar1 kul-
lanilarak hiicre i¢i boyama teknigi ile DOCKS proteini
isaretlendi. Anti-DOCKS ile hiicre i¢i boyama asamasin-
da iki farkl direticiye ait (BD-Pharmingen, San Diego,
CA, ABD ve Invitrogen, Grand Island NY, ABD) fiksas-
yon-permeabilizasyon (fix-perm) kitleri tretici firma-
nin tavsiyeleri dogrultusunda kullanildi. FACSCalibur
akan hiicre Olcer cihazi (BD Biosciences, San Jose, CA,
ABD) ile CellQuest yaziliminin (BD Biosciences, San

HIES

Sekil 1. Hiperimminoglobulin E sendromu ve saglikh bireye ait izotip ve DOCK8 histogram 6rnegi (gizgi:

izotip kontrol). HIES: Hiperimmiinoglobulin E sendromu.
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TABLO 1

Hiperimmiinoglobulin E sendromu olgularinin serum immiinoglobulin diizeyleri

Immiinoglobulin Ort.£SS Medyan Minimum-Maksimum Normal degerler
(8-14 yas arasi)
Immiinoglobulin A (mg/dL) 224.98+264.02 148.9 0.1-869.7 40-350
Immiinoglobulin G (mg/dL) 1377.00+724.20 1110.00 821-3160 650-1600
Immiinoglobulin M (mg/dL) 87.54+46.23 84.00 34.6-190.00 50-300
Immiinoglobulin E (IU/mL) 10032.50+9454.02 7070.00 1520.00-31900.00 0-200

Ort.£SS: Ortalama + standart sapma.

Jose, CA, ABD) yardimiyla ortalama floresan yogunlugu
(MFTI) degerleri saptand: (Sekil 1). DOCKS diizeyi MFI,
MFI-fark (F) ve MFI-indeks (I) ile belirlendi. Kisaca,
olgu TK ve PBMH o6rneklerinin izotip ve DOCKS isa-
retlemesinden sonra elde edilen MFI'*% ve MFI°#" not
edildi; MFI olarak dogrudan DOCKS isaretlemesinden
elde edilen MFI°¢* kullanildi. MFI-F, MFI?# degerinden
MFI#% degerinin ¢ikarilmasi; MFI-I ise MFI" degeri-
nin MFI*% degerine bolinmesi ile hesapland1.!”

Istatistiksel degerlendirme

Istatistiksel degerlendirme IBM SPSS Windows
Versiyon 21.0 programi (IBM Corporation, Armonk,
NY, USA) kullanilarak yapildi. Gruplardaki olgiilebilir
degiskenlere non-parametrik Mann-Withney-U testi

uygulandi. Istatistiksel olarak p<0.05 degerleri anlamli
kabul edildi.

BULGULAR

Hiperimmiinoglobulin E sendromlu olgularin IgE
diizeyleri 10032.50+9454.02 IU/mL idi (Tablo 1). CD4*
ve CD8* T hiicre sayilar1 normal diizeylerde idi (Tablo 2).
Notrofil fonksiyonlarinda degisiklik gozlenmedi. Akan
hiicre olger ile yapilan olgiimlere gore olgularda DOCKS8
eksikligi gozlenmedi (Tablo 3).

TK ve PKMH Kkarsilastirmasi

Tam kan ve PKMH orneklerinden BD-Pharmingen
kiti kullanilarak elde edilen DOCK8 MFI ve MFI-F
degerlerinde anlamli fark saptandi (sirasiyla, p=0.004,

TABLO 2

Hiperimmiinoglobiilin E sendromlu olgularda periferik kan CD4* ve CD8" T hiicre sayilar1

Immiinoglobulin Ort.+SS Medyan Minimum-Maksimum Normal degerler Normal degerler
(6-12 yas arasi) (12-18 yas aras)
CD4* T hiicre 1250.78+579.44 1071 617-2280 980 (650-1500) 840 (530-1300)
CD8" T hiicre 820.11+364.85 710 419-1617 680 (370-1100) 530 (330-920)
Ort.£SS: Ortalama + standart sapma.
TABLO 3

Tam kan ve periferik kan mononiikleer hiicre 6rneklerinde BD-Pharmingen ve Invitrogen tamponlari ile muameleden sonra akan
hiicre 6lger ile elde edilen DOCK8 MFI, MFI-fark ve MFI-indeks bulgular:

Tam kan Periferik kan mononiikleer hiicre

BD-Pharmingen Invitrogen BD-Pharmingen Invitrogen
MEFI olgu Medyan Min.-Maks.  Medyan Min.-Maks. =~ Medyan Min.-Maks. =~ Medyan Min.-Maks.
HIES 15.26 9.10-29.36 23.16  13.84-51.29 10.28 8.99-19.63 21.13 8.73-37.81
Saglikli 14.98 9.93-28.05 27.58 15.97-47.61 10.34 8.46-16.99 22.98 9.33-33.16
MFI Fark= MFI olgu-MFI izotip
HIES 11.33 5.17-25.43 20.17  10.85-48.30 7.08 5.79-16.43 18.72 6.32-35.40
Saglikli 11.05 6.00-24.12 24.59  12.98-44.62 7.14 5.26-13.79 20.57 6.92-30.75
MFI index= MFI olgu/MFI izotip
HIES 3.88 2.32-7.47 7.75 4.63-17.15 3.21 2.81-6.13 8.77 3.62-15.69
Saglikli 3.81 2.53-7.14 9.22 5.34-15.92 3.23 2.64-5.31 9.54 3.87-13.76

MEFTI: Ortalama floresan yogunlugu; Min.: Minimum; Maks.: Maksimum; HIES: Hiperimmiinoglobulin E sendromu.
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TABLO 4

Tam kan ve periferik kan mononiikleer hiicre 6rneklerinde BD-Pharmingen ve Invitrogen tamponlarinin karsilagtirmasi

BD-Pharmingen Invitrogen
Tam kan PKMH Tam kan PKMH
Medyan Min.-Maks. Medyan Min.-Maks.  p Medyan Min.-Maks. Medyan Min.-Maks.  p
MFI 15.26 9.1-29.36 10.37 8.46-19.63  0.004 23.16 13.84-51.29 21.13 8.73-37.81  0.012
MFI fark 11.33 5.17-25.43 717 5.26-16.43  0.006 20.17 10.85-48.3 18.72 6.32-35.4  0.012

PKMH: Periferik kan mononiikleer hiicre; Min.: Minimum; Maks.: Maksimum;

p=0.006, Tablo 4). Invitrogen Kkiti kullanildiginda da
TK ve PKMH o6rneklerinden elde edilen MFI (p=0.012)
ve MFI-F degerlerinde (p=0.012) anlaml fark bulundu
(Tablo 4).

Fiksasyon-permeabilizasyon kit karsilastirmasi

DOCKS'i isaretlemek igin hiicrelerin 6nce fikse edi-
lip sonra antikorlarin gegmesi i¢in hiicre membraninda
delikler agilmas1 gerekmektedir. Hiicre i¢i boyama tek-
niginde BD-Pharmingen ve Invitrogen firmalarina ait
fix-perm Kkitleri karsilastirildi ancak herhangi bir fark
saptanmadi (Tablo 3).

TARTISMA

Hiicre kenarlarinda lammellipoda, hiicre i¢inde ise
vezikiiler yapilarin olusumunu filamentéz aktini diizen-
leyerek saglayan DOCKS8 proteinin islevinin anlasilma-
sindan kisa bir siire sonra konjenital serebral palsi, akci-
ger kanseri, otozomal mental retardasyon gibi hastalik-
lar ile iligkisini gosteren ¢alismalar yayinlanmigtir.>-1%
Hiperimmiinoglobulin E sendromu ile baglantis1 2009
yilinda tiim-genom tek niikleotid polimorfizm analizi ile
gosterilmigtir.®! Genetik defekti DOCK8’deki mutasyona
bagli HIES olgularinin klinik bulgularini disiik seviye-
de T ve B hiicre, yiksek IgE ve diisiik IgM diizeyleri ile
tanimlanmigtir.!**) Zhang ve ark.™ bu klinik bulgular1
sergileyen sekiz aileye mensup 11 hastada kantitatif
revers transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ve
immiinoblot yontemi ile lenfositlerde DOCKS eksikligi-
ni; ayrica DOCK8 mRNA ekspresyonunu sagliklt mono-
sit, B ve T hiicrelerinde de gostermislerdir. Bu ¢alismada
ele alinan HIES olgularinda CD4 ve CD8 T hiicre oran
ve sayilar1 uygun yas gruplarina gore beklenen aralikta
oldugu gozlendi. Immiinoglobulin diizeyleri a¢isinda
incelendiginde yiiksek IgE degerleri disinda dikkat ceken
degisiklik gozlenmedi.

Zhang ve ark.™™ gibi Al-Herz ve ark.' da dokuz
Kuveytli hastada DOCKS8 eksikligini hem PZR hem de
immiinoblot yontemi ile géstermislerdir. Taninin dog-
rulanmasinda kullanilan PZR ve immiinoblot testlerinin
rutin olarak kullanilmasinin zahmetli olmasi nedeni ile
Pai ve ark."” DOCKS8 ekspresyonunun akan hiicre 6lger

MFI: Ortalama floresan yogunlugu.

ile saptanmasi i¢in yontem gelistirmisler ve kok hiicre
tedavisi sonrasi takip amagli olarak da kullanmiglardir.
Anti-DOCKS ve izotip kontrol ile isaretlenmis hiicreler
arasindaki farki (MFI-F) DOCKS ekspresyonu olarak
hesaplamislardir. Caligmamizda taninin dogrulanmasi
ve hizli sonug alinabilmesi i¢in akan hiicre 6lcer yonte-
mi tercih edildi. DOCKS8 ekspresyonunu gostermek i¢in
dogrudan MFI, anti-DOCKS ve izotip kontrol ile isaret-
lenmis hiicrelerin MFI farklar1 veya birbirlerine bolimii
ile elde edilen indeksler kullanildi. Hasta 6rneklerinde
T hiicre DOCKS protein ekspresyonu agisindan saglikli
kontroller ile kargilastirildiginda fark saptanmadi.

Bu ¢alismada hiicre ici DOCKS proteinin isaretlenme-
sini kolaylagtiran iki farkli firmanin iiretmis oldugu Fix-
Perm Kkitleri karsilagtirildi ve ekspresyonun gosterilmesin-
de etkileri olmadig1 gozlendi. Ancak isaretleme sirasinda
kullanilan 6rnek tiiriine gére DOCK8 ekspresyonunun
TK kullanilan yontemde daha yiiksek seviyede oldugu
gozlendi. HIES olgularinda beklenen diisitk DOCKS8 sevi-
yesinden dolayr MFI yogunlugu 6nemlidir. Bu nedenle
akan hiicre dlgerde gosterimin daha iyi oldugu TK yontemi
se¢ilmelidir. Akan hiicre olger bulgular1 immiin floresan
gibi bagka immiinolojik yontemlerle de desteklenebilir.
HIES olgularinda immiinolojik yéntem ile normal diizey-
lerde saptanan DOCKS proteinin molekiiler yontemler ile
mutasyon yoklugunun gosterilmesi 6nemlidir.
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