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Girig: DOCKS eksikligi agir egzema, besin allerjisi ve otoimmiinite bilesenleri olan kombine bir immiin yetersizliktir.
Erken tani, hastalarin tedavisi i¢in 6nemlidir. Calismamizda, DOCKS8 cksikligi hastalarinda akan hiicre dlger ile
DOCKS protein ifadeleri belirlenerek, bu yontemin tanisal degeri arastirildi.

Gereg ve Yontemler: Calismaya, DOCKS eksikligi tanimlanmus yedi hasta ve 20 saglikli kontrol dahil edildi. Hastalar
ve saglikli kontrollerden periferik kan mononiikleer hiicreler (PKMH) izole edildi ve DOCKS protein ifadesi
belirlendi. DOCKS8 protein ifade analizleri, hastalarda ve saglikli kontrollerde DOCKS antikoru ve izotip kontroliin
ham ortalama floresan yogunlugu (MFI) ve bunlarin farkindan elde edilen delta MFI (AMFI) degerlerine gore yapildi.
Deneyler farkli giinlerde gerceklestirildigi icin, es zamanli saglikli kontrollere gére AMFI degerleri normallestirildi ve
ylizde degerleri hesaplandi.

Bulgular: DOCKS olgularinin ortanca yaslari 12 (8-15) yildi. Hastalardan alusi biiyiik delesyona sahipken bir
tanesinde yanlis anlamli mutasyon vardi. DOCKS hastalarinda ham MFI degerleri (p=0,0008) ve AMFI normallestirme
yiizde degerleri (p<0,0001) saglikli kontrollere gore anlamli derecede diisiiktii. Yanlis anlamli mutasyona sahip olan
hastanin ham MFI degeri kontrole yakin olarak belirlendi (hasta MFI: 23,70, kontrol MFI: 35,50). Hastalarda ham
MFI ortancasi 4,95 (3,65-5,67) iken saglikli kontrollerde 26,2 (21,6-32,1) olarak saptandi.

Sonug: DOCKS hastalarinda, DOCKS geninde olusan delesyonlar genellikle proteinin tama yakin yok olmasina neden
oldugundan, akan hiicre 8lger bu mutasyona sahip olgularin erken taninmasinda oldukga nemlidir. Ote yandan,
yanlis anlamli mutasyonu olan bireylerde protein miktari korunabildigi icin akan hiicre dlger bulgulart yaniltc
olabilmektedir. Dolayistyla, akan hiicre 6lger ile protein tayini DOCKS hastalig; tanisi i¢in yardimer bir ydntem olup
siipheli tiim olgulara genetik analiz yapilmalidir.

Anahtar Kelimler: Akan hiicre 6lger, DOCKS, ortalama floresan yogunlugu, delesyon, yanlis anlamli mutasyon

Introduction: DOCKS deficiency is a combined immunodeficiency with severe eczema, food allergy and autoimmunity.
Early diagnosis is important for the treatment of patients. In this study, diagnostic value of flow cytometric detection
of DOCKS protein expression was evaluated in patients with DOCKS8 deficiency.

Material and Methods: Seven patients with DOCKS deficiency and 20 healthy controls were enrolled in the study.
Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were isolated from patients and healthy controls, and DOCKS8 protein
expressions were detected. The data were analyzed as raw mean fluorescein intensity (MFI) and difference in MFI
(AMFI) between cells stained in patients and healthy controls with anti-DOCKS antibody and isotype control. As the
experiments were done on different days, the AMFI values obtained were normalized according to the current healthy
control values and percent values were calculated.

Results: The median age of DOCKS patients was 12 years (8—15). Six of the patients have large deletions and 1 has a
missense mutation in DOCKS8 gene. Raw MFI values (p=0.0008) and normalized AMFI-percent values (p<0.0001)
were significantly lower in DOCKS patients compared to healthy controls. The patient with missense mutation had
a raw MFI value close to the control (patient MFI: 23.70, control MFI: 35.50). Median of raw MFI was 4.95 (3.65—
5.67) in patients and 26.2 (21.6-32.1) in healthy controls.

Conclusion: Flow cytometric detection of DOCKS protein is very important for the diagnosis of DOCKS deficiency
since the deletion mutations cause almost complete loss of DOCKS protein expression, while patients with missense
mutations could have nearly normal levels of protein, and this can lead to the underestimation of the diagnosis.
Therefore, flow cytometric detection is an adjunct method for the diagnosis of DOCKS8 disease, and genetic analysis
should be offered to all suspicious cases.
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Giris

Primer immiin yetersizlikler (P1Y), akraba evliliginin stk
oldugu iilkelerde daha sik goriilen ve 350°den fazla hastalig:
barindiran genetik kokenli hastalik grubudur.""?Hastalarin
¢ogunun geg tani almasi ya da tani alamadan kaybedilmesi
nedeniyle, mortalitesi yiiksek olabilmektedir. Hastalarin
dogru tanist ve erken tedavisi ile, yasam kalitelerinin
artmast yaninda hastaliga bagli 6limlerin engellenmesi de
saglanabilecektir.'

Hiper-IgE sendromu (HIES), agulikli olarak deri ve
akcigerlerde tekrarlayan enfeksiyonlar, kronik egzema,
yiiksek serum IgE diizeyi ve eozinofili ile karakterize primer
immiin yetersizliktir. Hiper-IgE sendromu farkli kalium
bicimlerine sahiptir. Otozomal dominant HIES formu
signal transducer and activator of transcription 3 (STAT3)
genindeki mutasyonlardan  kaynaklanirken,
cekinik HIES vakalarinin ¢ogu dedicator of cytokinesis 8
(DOCKS) kodlayan gendeki mutasyonlardan olusmaktadir.
231 Dokuzuncu kromozom iizerinde bulunan DOCKS

bityiik bir gen olup 48 ekzona sahiptir.®! Cogu olguda

otozomal

DOCKS'i etkileyen mutasyonlar biiyiik delesyonlar seklinde
olmaktadir. Bu da ¢ogu zaman protein ifadesinin tama yakin
kaybolmasina neden olur." Ayrica bu hastalarda belirlenen
diger mutasyon tipleri anlamsiz (nonsense) mutasyon,
kirpilma bolgesi (splice site) mutasyonu ve 1-2 bazlik
insersiyon mutasyonudur. Yanlis anlamli mutasyonlar ise
cok daha nadirdir." Klinik olarak hastalik tekrarlayan viral,
fungal ve sinopulmoner enfeksiyonlarla karakterizedir.
Bu hastalarda ayrica ciddi atopik dermatit, alerji ve kanser
gelisme olasiligr artmakeadir.”?

Bu calismanin amaci akan hiicre odlgerin  DOCKS
eksikligini saptamadaki tanisal degerinin belirlenmesidir.

Gerec¢ ve Yontem

Bu ¢alismaya mutasyonu tanimlanmisyedi DOCKS hastasi
ve 20 saglikli kontrol olmak iizere 27 kisi alindi. Calisma
icin Marmara Universitesi Hastanesi, Cocuk Allerjisi
ve Immiinolojisi Bilim Dalinda takip edilmekte olan
hastalardan ya da ebeveynlerinden bilgilendirilmis onam
formu ve yerel etik kurulundan 09.2016.618 numara ile
onay alind1. Tiim galismalar Marmara Universitesi Cocuk
Immiinoloji Laboratuvari’nda gergeklestirildi.

Hastalardan ve saglikli kontrollerden 4 cc heparinli tiipe
periferik kan alindi ve fikol yontemi ile periferik kan
mononiikleer hiicreler (PKMH) izole edildi. 100 pL %1
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fotal sigir serumu (FBS) igeren PBS soliisyonu (yikama
soliisyonu) icerisinde 2x10° hiicre siispanse edildi ve PE
boyal: CD3 antikoru eklenerek 15 dak oda sisinda yiizey
boyamast yapildi. Tki kez yikama soliisyonu ile yikama
sonrasinda, hiicre ici boyama ydntemi icin fiksasyon-
permeabilizasyon kiti (BD Biosciences, San Diego, ABD)
tiretici firmanin tavsiyeleri dogrultusunda kullanilds.
Kisaca, hiicreler 100 pL fiksasyon/permeabilizasyon
soliisyonu (BD Biosciences, San Diego, ABD) icerisinde
4°C’de 20 dakika inkiibe edildi. Hiicrelerin iki kez perm/
ytkama soliisyonu (BD Biosciences, San Diego, ABD)
ile yikanmast sonrasi, 100 pL perm/yikama soliisyonu
icerisinde primer antikorlar olan DOCKS IgG1 (Santa
Cruz Biyoteknoloji, Heidelberg, Almanya) ve fare IgG1
K izotipi (Biolegend, San Diego, ABD) farkli tiiplere
eklendi. Hiicreler 4°C’de 30 dakika bekletildi. Daha sonra
perm/yikama soliisyonu ile iki kez yikandu ve tiiplere 100
pL perm/yikama soliisyonu igerisinde ikincil antikor olan
FITC isaretli anti-fare IgG1 konuldu. Hiicreler 4°Cde
30 dakika bekletildi, iki kez yikama yapildi ve akan hiicre
dlcer cihazinda analiz edildi.

Analiz i¢in BD FACS Calibur cihazi ve FlowJo yazilim
programi  kullanidldt  (BD  Biosciences, Pharmingen,
San Diego, ABD). Canli lenfositlerde CD3* hiicreler
kapilanarak histogram goriintiileri elde edildi. DOCKS
protein ifadesi birincil antikor ile isaretli 6rneklerin
ortalama floresan yogunlugu (mean fluorescence intensity
—MFI) degerlerinden (ham MFI), izotip kontrol MFI
degerleri ¢ikarilarak, bulunan AMFI farkina gore
hesaplandi. Deneyler farkli giinlerde yapildig: icin, elde
edilen AMFI degeri o giinkii saglikli kontrol degerine gore
normallestirildi. Normallestirme iglemi asagida belirtilen
formiile gore gergeklestirildi:

(Hasta ham DOCKS8 MFI-Hasta izotip MFI) x 100

Normallestirme=
(Kontrol ham DOCK8 MFI-Kontrol izotip MFI)

Veriler SPSS 16 (Chicago, SPSS Inc) program: ile
degerlendirildi. Niteliksel veriler yiizde ve oranlar ile
belirtilirken, niceliksel veriler ortanca ve geyrekler arasi
aralik (CAA) ile belirtildi. Istatiksel olarak p<0,05 degeri
anlamli kabul edildi.

Bulgular

Calismaya alinan yedi hastanin dérdii kiz (%57), iicii ise
erkekei (%43). Hastalarin giincel ortanca yaslart 12 (8-
15) yildi. Hastalarda saptanan mutasyonlar delesyon (altt
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Tablo 1. Hastalarin 6zellikleri ve mutasyon tipleri
Hasta Yas (Yil) Cinsiyet Tani Mutasyon tipi 100 — K
P1 15 Kadin DOCK8 Delesyon — 5
P2 14 Erkek DOCK8 Delesyon 80 —H7
P3 12 Kadin DOCK8 Delesyon — SK
P4 25 Erkek DOCK8 Delesyon 'g
P5 4 Kadin DOCK8 Delesyon -§ 60
P6 8 Erkek DOCK8 Delesyon Z
5
P7 9 Kadin DOCK8 Yanlis anlamli g
(Missense) £ 40
mutasyon z
©
=
20
olgu) ve yanlis anlamli mutasyon (bir olgu) seklindeydi
(Tablo 1).
0 T ||||||1 T ||||||—1
DOCKS hastalarinda akan hiicre 6lger ile protein ifadesini 10° T 10° ie® ipd
belirlemek amaciyla eszamanli gekilde immiin yetmezlik
uyarict bulgusu ve kronik hastaligi olmayan 20 saglikls pocks

goniillii calismaya dahil edildi. Akan hiicre 6l¢erde hiicre
ici DOCKS8 boyamast ile farkli mutasyonlara sahip hastalar
ve saglikli kontrollerde bu proteinin CD3*T hiicrelerinde
ifade deseni belirlendi (Sekil 1).

Tablo 2. Hastalarda ve saglikli kontrollerde DOCK8 protein
ifadesi icin ham MFI, AMFI ve saglikli kontrollere gore
normallestirilmis AMFI-ytzde degerleri

Turk J Immunol 2019; 7(2):102-106

Sekil 1. Delesyon ve anlamsiz mutasyon gézlenen DOCK8 hastalarinin
ve saglikh kontroliin CD3+ T hiicrelerinde DOCK8 protein ifadesinin
histogram gériintiisii (iK, izotip kontrol; H, hasta; SK, saglikli kontrol)

Hastalarda ve saglikli kontrollerde izotip kontrol ve
DOCKS antikoru ile MFI
degerleri, bunlarin farkindan elde edilen AMFI degerleri

isaretlenen hiicrelerde

ve AMFI degerlerinin es zamanli saglikli kontrollere

Ham MFI AMFI Kontrole gore gore normallestirilmis yiizde degerleri belirlendi (Tablo
normallestirilmis ..
AMEI (%) 2). Ham MFI degeri ortancasi DOCKS8 olgularinda
DOCKS olgulari 50 03 10 4,95 (3,65-5,67) iken, saglikli kontrollerde 26,2 (21,6—
3.7-57) (0-0,6) (0-3,0) 32,1) saptandi. AMFI ve normallestirilmis AMFI-ytizde
saglikl 26,2 226 100,0 . . .
o er 216321 (171-265) (100,0-100,0) ortancalari ise sirastyla olgularda 0,27 (0-0,59) ve 1 (0-3)
e — iken, saglikli kontrollerde ise 22,58 (17,07-26,46) ve 100
, ortalama floresan yogunlugu.
Degerler ortanca ve ceyrekler arasi olarak ifade edilmistir. (100-100) olarak bulundu (Tablo 2).
A B
s 501 Kk 1501 Fkkk
E ° <
S 404 S
)g'l P 3 ® Yanlis anlamli mutasyon
o . 2
S P ) o 100- -ecoccsmemenenes- @ Delesyon
c 304 s
; . ;
Saq "teglt E o
';; % 504
E 104 % o
s ® ® :l:
t )
e o T T T S [ ]
Saglikl Kontrol DOCKS8 Saglikli Kontrol DOCKS8

Sekil 2. DOCK8 protein ifadesi MFI degerlerinin DOCK8 hastalari ve saglikli kontroller arasinda kiyaslanmasi. (A) Ham MFI degerleri, (B) Saglikli
kontrollere gére normallestirme AMFI-ylizde degerleri. Kirmizi: Delesyon mutasyonlu DOCK8 hastalari, Mavi: Yanlis anlamli mutasyonlu DOCK8
hastasi. MFI: ortalama floresan yogunlugu. (***p<0,001, ****p<0,0001)
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Elde edilen MFI degerlerinin DOCKS8 olgulari ve
saglikli kontroller arasinda karsilagtirilmast Sekil 2°de
gostermektedir. DOCKS protein ifadesi icin, ham MFI
degerlerinin (p=0,0008) ve saglikli kontrollere gére AMFI
normallestirme ylizde degerlerinin (p<0,0001) saglikls

kontrollerde DOCKS8 olgularina gore anlamli olarak
yiiksek oldugu bulundu (Sekil 2).

Tartisma
Dedicator of cytokinesis 8 (DOCKS) genindeki bialelik

mutasyonlar, sinopulmoner enfeksiyonlar, deri ve
sistemik viral enfeksiyonlar, egzema ve gida allerjisi ile
karakterize kombine bir immiin yetersizlik olan otozomal
cekinik hiper-IgE sendromuna neden olur. DOCKS8
eksikligi enfeksiyondan erken 6liime ve maligniteye
yol acabilmektedir.®®’ Hastalik hematopoetik hiicre
transplantasyonu  (HHT) ile tedavi edilebilmektedir,
219 bu nedenle DOCKS eksikliginin erken tanisi tedavi
icin ¢ok 6nemlidir. Taninin dogrulanmast rutin olarak
uygulanmayan Western-blot ve gen dizilemesi tekniklerine
dayanmakrtadir. Giintimiizde ise 6n tani olarak DOCKS
eksikligi ve tastyict durumunun saptanmasini saglayan
akan hiicre 6lgerde DOCKS8 protein ifadesi yontemi
kullanilmaktadir."" Bu yontemin olduk¢a maliyet etkin
ve giivenilir bir tarama metodu oldugu daha onceki
calismamizda gosterilmistir."* Bu ¢alismada klinigimizde
takip edilen ve gen dizileme ile mutasyonu gosterilmis
yedi DOCKS8 hastasinda akan hiicre odlgerde protein
ifadesi belirlenerek, giiniimiizde kullanilan bu yéntemin
tanisal degeri aragtirilmistir.

Akan hiicre 6lcerde DOCKS protein ifadesi heterozigot
tastyicilar, saglikli bireyler ve hastalar arasinda bir ifade
diizeyi gostermektedir."" Boylece bu ydntemle aile
icerisinde patolojik varyantlarin arastirilmast miimkiindiir.
Ayrica, HHT sonrast hastalarda DOCKS ifadesinin
arust da belirlenebilmekte ve bu yontem ile hasta takibi
gerceklestirilmekeedir.!""

DOCKS8 eksikligi hastalarinin  biiyiik ¢ogunlugunda
protein ifadesinin gok azalmasinayadahi¢ gézlenmemesine
neden olan DOCKS8 geninde delesyon, kirpilma bolge
(splice site) mutasyonu veya anlamsiz (nonsense) mutasyon
gozlenmektedir.®® Yanlis anlamli mutasyonlar ise ¢ok
nadirdir ve literatiirde iki hasta rapor edilmigtir.*'3!
Yanlis anlamli mutasyona sahip bir hastada akan hiicre
olger ile DOCKS protein ifadesinin az miktarda azaldig:
gosterilmigtir."* Calismamizda DOCKS8 geninde biiyiik
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delesyon gosterilen alu olguda akan hiicre 6lcerde
analiz sonrast protein ifadesinin neredeyse hi¢ olmadig:
saptanmustir. Bu durumda aile bireylerinin taranmasinin
dahastaligin tanisini ¢ok kolaylastiracag diistintilmektedir.
Fakat, genetik sekanslama ile DOCK8 geninde yanlis
anlamli mutasyon gosterilen bir olguda, literatiire benzer
olarak, protein ifadesinin izotip kontrol ile saglikli kontrol
arasinda ara fenotip oldugu belirlenmisti. DOCKS8
protein ifadesinin oldugu mutasyon tiplerinde yanlis
teshis konmamasi cok 6nem arz etmektedir. Bu durumda,
hastalarin DOCKS8 klinik fenotipi ile uyumlu olup
olmadiklar1 ¢ok iyi aragtirilmali, taniya yol gosterebilecek
tiim laboratuvar testleri yapilmali ve bu hastalarda genetik
analiz gergeklestirilerek DOCKS8 mutasyonu bulunup
bulunmadigi kanitlanmalidir.

Sonug olarak, literatiirde giiniimiize kadar raporlanan ve
bizim kohortumuzda bulunan DOCKS hastalarinin biiyiik
cogunlugunda gozlenen DOCKS genindeki delesyon
mutasyonlar;, DOCKS8 protein ifadesinin neredeyse yok
olmasina neden olmaktadir. Bu durum, akan hiicre élcerde
DOCKS protein ifadesi yonteminin degerini artrmakeadir.
Diger mutasyon tiplerinde ise bir miktar korunmus protein
ifadesi olabilecegi akilda tutulmalidir. Tiim olgularda kesin
tant i¢in genetik analiz yapilmalidir.
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