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Akim Sitometri ile IL-12RB1 Ekspresyon Analizinin IL-12RB1
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Amag: Bu calismada mikobakteri enfeksiyonlarina karsi mendelian duyarlilik (MSMD) olan has-
talarin taranmasi ve zorunlu tastyicilarin belirlenmesinde akim sitometri ile interlokin (IL)-12Rp1
ekspresyon analizinin rolu arastirildi.

Hastalar ve yontemler: Bu calismaya Ankara Hacettepe Universitesi Cocuk Immiinolojisi
Bolumii'ne MSMD dusundiuren klinik bulgular ile bagvuran, IL-12RB1 eksikligi mutasyon analizi
ile kanitlanmis alt1 cocuk hasta (2 kiz, 4 erkek; ort. yas 5 yil; dagilim 2-10 y1l) ve 12 ebeveyn dahil
edildi. Toplam 58 aile uiyesi ve 20 saglikli kontrol de ¢alismaya alindi. Katilimcilarda periferik kan
lenfosit yuzeyinde fitohemaglutinin (PHA) ile in vitro stimiilasyon sonrasinda IL-12Rf1 ekspres-
yonu akim sitometri ile tarandi.

Bulgular: MSMD benzeri klinik ozellikleri tasiyan ve IL-12RB1 gen mutasyonu kanitlanmis alti
hastada IL-12Rp1 ekspresyonu %1’in altinda idi. IL-12RB1’i eksprese eden lenfosit yiizdeleri kontrol
ve zorunlu tastyict grubunda, %85 (%71-%98) ve %47 (%18-%75) olarak bulundu. ROC (alic1 islem
karakteristik egrisi) analizi, IL-12RB1’i eksprese eden lenfosit oraninin <%l1, <%70, >%76 olan
bireylerin bu defekt i¢in sirasiyla homozigot IL-12RB1 eksikligi, tastyiciligt ve saglikli olarak deger-
lendirilebilecegi belirlendi.

Sonug: Elde edilen veriler, MSMD’de en sik gorulen defekt olan IL-12RB1 eksikligi olan hastalarin
taranmasinda IL-12RB1 ekspresyonunun akim sitometrik yontemle degerlendirilmesinin etkili bir
yontem oldugunu gostermektedir.

Anahtar sozciikler: Akim sitometri; IL-12RP1 eksikligi; mikobakteriyel hastaliga mendelian duyarlilik.

Objectives: This study aims to investigate the role of IL-12RB1 expression analysis using flow
cytometry for screening patients with mendelian susceptibility to mycobacterial disease (MSMD) and
identification of the obligate carriers.

Patients and methods: Six pediatric patients (2 gitls, 4 males; mean age 5 years; range 2 to 10 years)
who were admitted to Hacettepe University, Department of Pediatric Immunology, Ankara with clinical
signs of MSMD and with proven IL-12RB1 deficiency using mutation analysis and 12 parents (obligate
carriers) were included in this study. A total of 58 family member and 20 healthy controls were also
included. The subjects were screened for IL-12RPB1 expression analysis using flow cytometry after in
vitro stimulation with phytohemagglutinin (PHA) on the surface of peripheral blood lymphocytes.

Results: The IL-12RB1 expression was less than 1% in six patients with clinical signs of MSMD and
proven IL-12RB1 gene mutation. The mean percentages of lymphocytes expressing IL-12RB1 were found
to be 85% (71%-98%) and 47% (18%-75%) for the controls and obligate carriers, respectively. The ROC
(receiver operating characteristics curve) analysis revealed the percentage of IL-12RP1 expressing cells
of <1%, <70%, and >76% could be regarded as homozygous IL-12RB1 deficient, IL-12RB1 carrier and
healthy individuals, respectively.

Conclusion: Our study results suggest that IL-12RB1 expression analysis with flow cytometry is an
effective method for the screening of the patients with IL-12RP1 deficiency, the most common defect
of MSMD.
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Mikobakteri enfeksiyonlarina karst mendelian yat-
kinlik (MSMD) 1990’1 yillarin sonunda tanimlanmais
olan nadir bir hastaliktir. Bu hastalifa bes otozomal
genden birindeki (IFNGR1, IFNGR2, IL-12Rf1, IL-12B,
CYBB, IRF8, IGS15 ve STATI1) defekt neden olmakta-
dir. Ayrica NEMO, TYK2 genleri de bu hastaliga neden
olan gruba dahil edilmigtir.!"¥ Hastalar, BCG (Bacilli
Calmette-Guérin) asist ve tiiberkiiloz olmayan ¢evresel
mikobakteri (EM) gibi viriilans1 zayif mikobakterilerle
oldugu gibi Salmonella suslari ile olusan enfeksiyonlara
kars1 da yatkinlik gostermektedir. Az sayida hastada
Mycobacterium tuberculosis enfeksiyonu gosterilmigtir.”
Klasik immiin yetmezligi olan hastalarin aksine bu has-
talar diger mikroorganizmalara kars1 diren¢ gostermek-
tedir.” Ancak hastalarda Paracoccidioides brasiliensis,
Leishmania enfeksiyonlari da bildirilmistir.”? Hastalik
spektrumu, bodlgesel BCG enfeksiyonundan yaygin BCG
enfeksiyonuna kadar degismektedir, nadiren de olsa
BCG enfeksiyonuna tam direng bildirilmistir.” IL-12R1
eksikligi MSMD’de en sik goriilen genetik eksikliktir.
Bugiine kadar MSMD ile ilgili en genis olgu ¢aligmasi 30
tilkeden 141 hastay1 kapsayan IL-12/23Rp1 eksikliklerini
iceren ¢aligmadir./-1?

Bu ¢aligmanin amaci, MSMD hastalarinin taranma-
sinda ve heterozigot tastyicilarin belirlenmesinde akim
sitometrik yontem olarak IL-12RB1 ekspresyon analizinin
kullaniminin yerinin saptanmasidir.

HASTALAR VE YONTEMLER
Hastalar ve kontroller

Hacettepe Universitesi Cocuk Hastanesi Immiinoloji
Unitesine MSMD diisiindiiren klinik bulgular ile bagvu-
ran, IL-12RP1 eksikligi mutasyon analizi ile kanitlanmis
hastalarin, bu hastalarin anne-babalarinin, aile iiyeleri-
nin ve saglikli kontrollerin lenfositleri fitohemaglutinin
(PHA) ile in vitro olarak uyarildiktan sonra lenfosit
yuzeyindeki IL-12RpB1 ekspresyonu uygun monoklonal
antikorlar ile (phycoerythrin-labelled IL-12RP1-specific
monoclonal antibody: Mouse anti-human CD212 (2.4E6)
from BD Biosciences/Franklin Lakes, NJ, USA) degerlen-
dirildi.

Calismanin 6rneklemi alt1 hasta, (2 kiz, 4 erkek; ort.
yas 5 y1l; dagilim 2-10 y1l), 12 ebeveyn (zorunlu tastyicr), 58
aile tiyesi ve 20 saglikli kontrolden olugturuldu. Aragtirma
projesinin protokoliinde Helsinki Deklarasyonu (2000)
imzalanmis ve Hacettepe Universitesi Etik Kurullardan
izin alinmigtr.

FACS analizi ile IL-12Rp1 yiizey ekspresyonunun
saptanmasi

Heparinli tam kandan yogunluk gradiyent yon-
temiyle elde edilen periferik kan mononiikleer hiicre
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(PBMC). RPMI 1640, 2 mM glutamin, 20 mM Hepes,
0.01 mg/ml penisilin ve %20 fetal calf serum (FCS) ice-
ren medyumda konsantrasyonu 1x106 hiicre/ml olacak
sekilde hazirlandi. Hiicreler %1 PHA ile 37 °C’de 72 saat
%10 CO, varhiginda inkiibe edildi. Inkiibasyon son-
rasinda hiicreler phycoerythrin anti-human IL-12Rp1
PharMingen ile boyanarak akim sitometride degerlen-
dirildi.”! Blast popiilasyonunda antikor ile isaretlenen
hiicreler sayild1 ve sonuglar bu reseptorii eksprese eden
hiicre ytizdeleri olarak verildi. Testin duyarliligi ve
ozgulliagiit ROC (receiver operating characteristic) ana-
lizi ile degerlendirildi.

BULGULAR

Lenfositlerde IL-12RP1 ekspresyonu hasta bireylerde
%0’in altinda idi. IL-12RpP1 ekspresyonu, zorunlu tagi-
yicilarda ortalama %47 (dagilim; %18-75) ve kontrol
grubunda ortalama %85 (dagilim; %71-98) olarak bulun-
du (Figure 1-3). Ebeveynler disindaki 29 aile bireyinin
16’sinda lenfosit IL12RP1 ekspresyonu degerleri, %70’in
iistiinde (dagilim; %14-92) bulundu. Ug hastanin mole-
kiiler ¢alisma ile heterozigot oldugu belirlenen birer
kardesinde degerler %14, %17 ve %58 olarak bulundu.
IL-12RP1 ekspresyonu degeri %84 bulunan hastanin yeni
dogan kardesinin mutasyon analizi her iki allelinde de
mutasyon bulunmadigini gosterdi.

Hasta ve tagicilar i¢cin ROC analizi ile elde edilen
kesim (cut-off) degerleri ile bu degerlerin duyarlilik ve
ozgiilliikkleri hesaplandiginda kesim degeri %76 olarak
alindiginda homozigotlar i¢in duyarlilik ve 6zgiillitk
%100, heterozigotlar i¢in ise %83 olarak bulundu. Ancak
kesim degeri %70 olarak alindiginda genetik defekt
bulunmayan hastalar i¢in duyarlilik %100 ve 6zgiillik
%87 bulundu. Diger taraftan %70 ve %76 arasindaki
kesim degerlerinde heterozigosite gosteren bireylerle
genetik defekti olmayan hastalar arasinda ayrim yapi-
lamamaktadir.

TARTISMA

IL-12RP1 eksikligi, zayif patojenik Mikobakteri ve
Salmonella suglarina duyarlilik ile seyreder. Bu has-
talik, BCG ve ¢evresel mikobakteri suslar1 ile enfek-
siyonlar, olgularin yaklasik yarisinda non-tifoidal
Salmonellozis ve nadiren tiiberkiiloz enfeksiyonlar:
ile ortaya ¢ikabilir. Hastalar nadiren asemptomatik de
olabilmektedir. IL-12Rp1 eksikligi MSMD’den sorum-
lu en sik gorilen defekttir. Literatiirdeki en genis
calisma 30 iilkeden 141 hastanin bildirildigi bir ¢alis-
ma olup Tiirk hastalar da bu grubun %26’sin1 (n=37)
olusturmaktadir,[57-10:12-18]

IL-12B defekti olan hastalarda enfeksiyon tedavisi-
nin daha etkin ve daha uzun siire yapilmasi ve erken
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Figure 1. Saghkh bireyde IL-12RB1 ekspresyonunun flow
sitometrik gorintis.

baslanmasinin, bazi olgularda interferon gamma
(IFN-y) ve profilaktik tedavi gerekmesi nedeni ile
tan1 yasamsal 6nem tagimaktadir. Nadir de olsa hiicre
yluzeyinde IL-12RP1 molekiliiniin saptanabildigi
IL-12RPB1 eksikliginin tanimlanmig olmasi ve hasta-
ligin farkli genetik defektlerle ortaya ¢ikabilmesi has-
talig1 kuvvetle diistindiiren 6zellikleri olan hastalarda
tani i¢in mutasyon analizini de gerekli kilmaktadir.
Mikobakteri enfeksiyonlarina karsi mendelian yat-
kinlik olabilecegini diigindiiren klinik bulgular1 olan
hastalarda ¢alisilacak gen sayisi fazla olmasina karsin
IL-12Rp1 eksikliginin en sik goriilen defekt olmasi ve
tarama i¢in IL-12RPB1 ekspresyonunun akim sitometri
ile analizinin pratik ve ekonomik olmasi nedeni ile bu
yontem tercih edilmektedir. Bizim MSMD hasta gru-
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Figure 3. Hasta bireyde IL-12RB1 ekspresyonunun flow sitometrik
goruntisu.
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Figure 2. Tasiyici bireyde IL-12RB1 ekspresyonunun flow

sitometrik gorintisa.
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bumuzun da biiyitk ¢cogunlugunu IL-12RP1 eksikligi
bulunan hastalar olugturmakta idi (%2).

Sonug olarak, MSMD klinik bulgular1 olan hasta-
lara baslangigta akim sitometre ile yapilan IL-12Rp1
ekspresyon analizi, hastalarda en sik goriilen bu eksik-
ligin ilk adimda saptanmasini saglamakla birlikte,
IL-12RP1 ekspresyon defekti oldugu bilinen olgularin
ailelerinin taranmasinda da hizli sonug veren, ekonomik
ve giivenilir bir yontemdir.
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