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OZET

Sun,C.,IL-12 reseptér P1 ekspresyonunun hiicre yiizeyinde flow
sitometrik olarak degerlendirme yontemi ile homozigot ve heterozigot
eksikliklerin taranmasi ,Hacettepe Universitesi Saglhk Bilimleri
Enstitiisii Cocuk immiinoloji Programi Yiiksek Lisans Tezi, Ankara,
2003. Bazi primer immin yetmezliklerin yaygin BCG ve non-tliberkiloz
mikobakteri enfeksiyonlarina yol acabildigi bilinmektedir. Ancak iyi
tanimlanmig primer immiin yetmezliklerden birisi bulunmayan kisilerde de bu
ajanlarla yaygin enfeksiyonlar bildirilmistir. Bu hastaliklar, ailevi gecis
gostermeleri nedeniyle Mikobakteriyel Hastaliklara  Mendelian Egilim
(MSMD) olarak isimlendirilmigtir. MSMD c¢ogunlukla otozomal ressesif gecis
gosteren ancak X'e bagl ve otozomal dominant formlarinin da bulundugu
heterojen bir hastallk grubudur. Bugine kadar BCG ve non-tiiberkiiloz
mikobakterilere hassasiyete yol agan lenfosit-makrofaj aktivasyon yolaginda
rol alan 5 ayn genetik defekt gosterilmistir.Bu defektler; IL-12p40, IL-12Rp1,
IFNYR1, IFNYR2, STAT1 eksikligidir. Bu ¢alismada in vitro olarak PHA ile
uyaniimig lenfosit ylzeyinde IL-12RB1 ekspresyonu flow sitometri ile
degerlendirildi. Hacettepe Universitesi Cocuk Hastaliklari Immunoloiji
Unitesine bagvuran dissemine BCG enfeksiyonu veya non-tiiberkiiloz
mikobakteri enfeksiyonu olan 9 hasta ve aile fertlerinde (toplam 54 kisi) ve
saglikh 20 kontrolde lenfosit yluzeyinde IL-12RB1 ekspresyonu caligildi.
Sonuglar bu reseptorii eksprese eden hiicre ylizdesi olarak ifade edildi. IL-
12RB1 eksprese eden hicre ylzdesi kontrolierde ortalama ve degisim
sinirlar olarak %85 (degisim sinirlar | %98-%71), 4 hastada IL12Rp1
ekspresyonu normal iken, daha énce IL12RB1 eksikligi gosterilmis olan 5
vakanin hepsinde ekspresyon degerleri %1'in altinda tasiyici oldugu bilinen
kisilerde (ebeveynlerde) %47 (degisim sinirlari %18-%75) bulundu. ki
hastanin aile fertlerinden birer kardeste ekspresyon %20'nin (%14 ve %17)
altinda tespit edildi. Bu ¢ocuklardan birisinde anti-mikobakteriyel tedaviye
cevap veren submandibuler drene lenf nodu mevcutken, diger cocuk saglikl



idi. Bu gocuklarin molekuler calisma sonuclar IL12RB1 eksikligi yoniinden
heterozigot oldugunu gésterdi. IL12RB1 defekti oldugu bilinen bir hastanin
kardesinde yenidogan déneminde yapilan ¢calismada IL-12RB1 ekspresyonu
kontrol diizeylerinde bulundu.

Sonug olarak, bu yéntemin, tasiyicilarin kicik bir béluminde IL-12Rp1
eksprese eden hiicre oranlar kontrol degerleri ile 6rtusmekle birlikte, IL-
12RB1 eksikligi ve tasiyici olan bireylerin belirlenebilmesinde kullanilabilecek
givenilir ve ekonomik bir yol oldugu ve tarama calismalarinda

kullanilabilecegi belirlenmisgtir.

Anahtar Kelimeler: Interiékin 12R(reseptér) eksikligi, IL-12RB1 ekspresyonu,
heterozigot IL-12RB1 eksikligi, Flow sitometrik yéntem

Destekleyen kurumiar : Hacettepe Universitesi Aragtirma Fonu
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ABSTRACT

Sun C., Screening of homozygous and heterozygous IL-12 receptor (1
deficiency by demostration of IL-12R1 expression on the surface of
lymphocytes using flow cytometer, Hacettepe University Health
Sciencis Institute Ms Thesis in Pediatric Inmunology, Ankara, 2003. It is
known that patients with disseminated BCG and non-tuberculous
mycobacterial infections may develop in some primary immunodeficiency
diseases . However, disseminated infections with these agents have also
been described in patients without any well defined primary
immunodeficiencies. These diseases are named as Mendelian Susceptibilty
to Mycobacterial Diseases (MSMD) as familial forms are frequent. MSMDare
rather heterogenous and most of them are transmitted as autosomal
reccessive forms but occasional X-linked and autosomal dominant forms
have been reported. Up to date, 5 different genetic defects leading to
susceptibility to BCG and non-tuberculous mycobacterial infections are
known. These defects are; IL-12p40, IL-12RB1, IFNyR1, IFNYR2 and STAT1
deficiencies. In this study, the detection of IL-12RB1 expression on surface
of lymphocytes after in vitro stimulation with PHA by flow cytometer was
established and studied in 9 patients with disseminated BCG or non-
tuberculous mycobacterial infections who are being followed-up at Hacettepe
University Children’s Hospital Immunology Division and their family members
(a total of 54 person) and 20 healthy controls . The results were expressed
as the percentage of cells expressing this receptor. The mean percentages
of lymphocytes expressing IL-12R31 were found to be 85% and 47% with a
range of 98%-71% and 18%-75% for the controls and carriers (parents) for
IL-12RB1 deficiency, respectively. IL-12RB1 expression was normal in 4
patients whereas in 5 patients whose molecular studies showed homozygous
IL-12RB1 deficiency , this value was lower than 1%. In two children from the
latter families values were lower than 20% (14% and 17%). Although one of



these siblings experienced draining submandibular lymph node which
responded to antimycobacterial therapy well, the other was healthy.
Molecular studies revealed a heterozygous mutation in these siblings. IL-
12RB1 expression value in a newborn sibling of another patient with IL-
12RB1 deficiency was similar to the control values. In conclusion, although in
a small group of carriers percentages of cells expressing IL-12RB1 overlap
with control values, this method seems reliable and cost-effective that can be
used both in detecting the patients with IL-12RpB1 deficiency and carrier state

and for screening purposes.

Keywords: Interleukin 12R (receptor) deficiency, IL-12RB1 expression,
heterozygous IL-12RB1 deficiency, Flow cytometry method.

Supported by Hacettepe University Research Found.
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GIRIS VE AMAC

Mikobakteri ve Salmonella gibi hiicre i¢i bakterilere kargi koruyucu immUnite'
hicresel immunite aracihdir. Hucresel immdnitenin majér effektor
mekanizmasinin enfekte makrofajlarin &zellikle IFN-y olmak (zere tip 1
sitokinler aracihigi ile aktivasyonu oldugu dusintlmektedir(1,2). T hicre
yetmezligi bulunan hastalarda patojenitesi zayif mikobakteriler ile
enfeksiyonlara yatkinlik mevcuttur. Bu enfeksiyonlar yaygin ve fatal formda,
primer ve sekonder immin yetmezlikler bulunmaksizin da gérilebilmekte ve
MSMD (Mendelian susceptibility to Mycobacterial Disease) olarak
adlandinimaktadir(3).

Bu hastalarda yapilan genetik analizler hastaligin farkh genetik defektlerle
ortaya ciktigini géstermistir. IL-12 - IFNy yolaginda yer alan bu defektlerden
bir tanesi, Interlokin 12 reseptér beta 1 (IL-12RB1) defektidir(4,5). Klinik
bulgulari ve fonksiyonel calismalar ile IL-12RB1 eksikligi olabilecegi
dusuniilen hastalarda IL-12RB1 genindeki mutasyonunun gdsterilmesi ile
kesin tani konulabilir (6). Ancak pahal olmasi ve zaman almasi nedeniyle IL-
12RP1 eksikligi distnilen bitin hastalara uygulanmasi pratik degildir. PHA
(Fitohemagliitinin) ile uyarilan lenfositlerin ylizeyinde ortaya gikan IL-12
reseptorleri flow sitometrik yontem ile degerlendirilebilmektedir (7).

Klinik 6zellikleri lenfosit-makrofaj aksisinde defekt olabilecegini disiinduren
hastalarda,bu y®éntemin tarama testi olarak kullaniimasi zaman ve ekonomik
yénden daha uygundur.

Bu calismanin amaci IL-12RB1 ekspresyonunun hiicre yiizeyinde
gOsterilmesini saglayan yéntemi kurmak \}e bu yéntem araciligi ile bugiine
kadar IL-12RB1 eksikligi tanisi konulmusg hastalarin aile fertlerinde bu eksiklik
yéninden tarama yapmak ve lenfosit-makrofaj aksisinde defekt olabilecegi

disinulen hastalarda tani igin kullanmaktir.



GENEL BILGILER

.1 Hiicre igi Bakterilere Karsi immiin Mekanizma

Hiicre igi bakterilere kargi major immiin cevap hiicresel immiunite aracilidir
(1,2). Hucresel immunitenin spesifikligi T hiicre ile saglanir,ancak hiicre igi
bakterileri elimine etmekte 6nemli rolli; IFN-y gibi T hiicre tarafindan salinan
tip 1 sitokinler ile aktive edilen makrofajlar oynamaktadir(2).

Hucre ici bakterilerin protein antijenleri T hiicre cevaplarini kuvvetli bir sekilde
stimule eder. Bu mikroorganizmalarin gogu hiicre duvarinda tasidiklan
unsurlarla makrofajlari direk olarak aktive ederler ve béylece adjuvan gibi
davranirlar. Adjuvanlardan biri olan muramil dipeptit mikobakterilerin hiicre
duvarinda bulunur. Yapilan deneyler sonucunda hem CD4+ hem de CD8+ T
hicrelerin hiicre i¢i bakterilere karst immuniteye katkida bulundugu
gosterilmigtir. Bu T hiicre alt gruplan farkl antijen tiplerine karsi cevapta ve
onlari tanimada rol oynamaktadir. Mikobakteriyel enfeksiyonlarda PPD
(purifiye edilmis protein turevleri) gibi antijenler CD4 T hiicrelerini situmiile
ederler ve 6nceden enfekte olmus kisilerde bu htcreler gecikmis tipte
hipersensitivite (DTH) reaksiyonlarini olusturur. CD8+ T hiicreler enfekte
hiicrelerde Uretilen bakteriyel antijenleri taniyabilirler. Hiicresel immiinitede
her iki T hiicre alt grubunun temel fonksiyonu 6zellikle IFN-y gibi sitokinlerin
Uretimidir (1,2,6).

Spesifik T hiicreler tarafindan retilen IFN-ynin en énemli fonksiyonlarindan
birisi makrofajlarin aktivasyonudur. IFN-y makrofajlanin fagositik ve
degradasyon fonksiyonlarini stimule ederek bakterilerin 6ldurilmesine yol
agcmaktadir. Ancak bireylerde etkili hiicresel imminite olmasina ragmen
hiicre i¢i mikroorganizmalar fagositlere kars! direng gelistirebilir ve uzun siire
hiicre iginde kalabilirler (3,9). Kronik antijenik stimulasyon granuloma olarak
adlandirilan aktive makrofajlarin bir bélgede toplanmasina yol acar ki
histolojik gérint granulomatéz inflamasyon seklindedir. Bu tip inflamasyon
doku nekrozisi ve yaygin fibrozis ile birliktedir ve ciddi fonksiyonel



bozukluklara yol acar. Béylece bazi hiicre ici bakteriler tarafindan
olusturulan enfeksiyonlarda doku hasarinin ve hastaliin temel nedeni
konagin immiun cevabidir (2). Bunun en glizel 6rnedi mikobakteriyel
enfeksiyonlardir.

Hucre ici bakterilerin yasamlar icin en ©6nemli mekanizma fagositler
tarafindan eliminasyona diren¢ géstermektir. Bir gok mikroorganizma farkli
mekanizmalar kullanmaktadir. Mikobakterilerin bunu , fagolizozom fiizyonunu
inhibe ederek , M. Leprae’nin gilikolipidinin lizozom hareketini engelleyerek,
L.monositogenez ise hemolizin proteinini Greterek yaptig! dtistnliimektedir

(2).
IL.Il Mikobakteriyel immiinite

Daha &nce de belirtildigi gibi mikobakteri,salmonella gibi hicre igi
mikroorganizmalara kargi koruyucu immunite makrofaj ve T hiicreler araciligi
ile olmaktadir. Enfekte makrofajlarin antijen spesifik T hiicre ve dogal
6ldirict (NK-Natural Killer) hiicreleri ile etkilesimi hicre igi parazitlerin
ortadan kaldiriimasi igin gereklidir.

Monosit ve makrofajlarin hiicre i¢ci mikroorganizmalarla enfeksiyonu bu
patojenlerin  6limi ile sonuglanan aktivasyonu baslatir. Enfekte
makrofajlardan sitokinler salinir. Bunlara cevap olarak lenfositler (baslica
CD4+ T hucreleri ve NK hicreleri) stimule olur. Aktive olmus T hiicreleri de
hiicre ici mikroorganizmalar 6ldiirmek Uzere makrofajlan aktive eder. Hiicre
icine alinan bakteri makrofaj icinde mikroorganizmalari éldirmekte araci olan
reaktif oksijen drdnlerinin  yapildidi fagosomlarda kalir. Hicre ici
mikroorganizmayi 6ldiirmede énemli olan bir diger metabolit de nitrik oksit
(NO)'dir (2). '

Mikobakteriler, bilinen herhangi bir toksin veya enzim (retmeden enfekte
dokulari direk hasara ugratirlar. M. tuberkiilozis'e ik maruz kalindiginda lokal
hicresel inflamasyon gelisir ve bakteriler baglangicta fagositlerde prolifere
olur. Bunlar, mikobakterinin patojenitesine ve makrofajin aktive olup
olmamasina bagl olarak daha sonra élebilir veya sessiz bir sekilde



kalabilirler. Ayni zamanda spesifik T hiicre immnitesi geligir. Immunitenin
gelismesinden sonra bakterilerin oldugu bélgede agrii granulomatéz
reaksiyonlar goérilebilmektedir(11). Béylece spesifik immin cevabin her iki
cesidi olan koruyucu imminitede hipersensitivite reaksiyonu doku hasarina
neden olmaktadir.

Hicre ici bakterilere kargl immin cevabin bireylerde farkh olmasi hastaligin
ilerlemesi ve klinik seyrinde énemli role sahiptir (sekil 2.1). Ornegin M.
leprae'nin neden oldugu lepra’'nin iki polar (kutupsal) formu bulunmaktadir.
Lepramat®z leprada hastalar yiliksek spesifik antikor titrelerine sahiptir ancak
mikobakterium lepra antijenlerine karsi hiicresel cevaplar zayiftir. Zayif
hicresel imminite nedeniyle mikobakteriler makrofajlarda prolifere olurlar.
Bakterilerin buyiimesi ve makrofaj aktivasyonu sonucu deride yikici lezyonlar
meydana gelmektedir. Bunun aksine tiberkiloid leprali hastalarda kuvvetli
hicresel imminite bulunmasina ragmen disik antikor seviyeleri
bulunmaktadir. Farkli bireylerde  mikobakterium lepra stimilasyonu ile
sitokinlerin Uretimi, B hicrelerin yardimi veya makrofaj aktivasyonundaki
farkliiklar klinik farklihklarin ortaya ¢ikma sebebi olarak distniimektedir.
Lepramatéz leprali hastalardaki T hicreler M.lepra’ya karsi dustk IL-2 ve
IFN-y Uretirken, tberktloid leprali hastalarda IL-2 ve IFN-y seviyeleri daha
yiuksektir (2,12,13).
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Sekil 2.1 insanlar ve mikobakteriler arasindaki degisik etkilesim

basamaklar(13)

ILIL.2.Mikobakterilere Genetik Hassasiyetten Sorumlu Molekiiller

IL.Il.2.a. Dogal direngle iligkili Makrofaj proteini
(Natural Resistance Assosiciated Makrophage Protein-NRAMP)

Inbred farede BCG, M.Avium kompleksi, M.Lepramurium, L.Donovani ve
S.Typhimurium ile enfeksiyona rezistansin, Bcg (veya Lsh/lty) olarak
adlandirilan bir gen ile kontrol edildigi gosterilmistir(14). Bcg geni izole
ediimis ve dogal direngle iligkili makrofaj proteini (Nramp) olarak
adlandinimigtir(15). Insanlarda Nramp homologu (NRAMP1)
kionlanmistir(16). NRAMP genindeki 2 polimorfizm ile tuberkiiloz arasinda
asosiyasyon gosterilmis olup seyrek bulunan fenotipler en sik gériilen
NRAMP fenotipine gére tlberkilozlu hastalarda 4 kat fazla bulunmustur.
NRAMP1’in tuberkiloza kigisel hassasiyette 6nemli bir gen olabilecegi

dusunidlmektedir. Erigkinlerde puimoner non-tiiberkiiloz mikobakteri (NTM)



enfeksiyonunda NRAMP1 molekiiler diizeyde bakilmig ancak mutasyon veya

polimorfizm bulunamamistir.(12)
I.1l.2.b. Mannan Baglayici Lektin (MBL)

MBL, fagositozu arttiran ve komplemani klasik yoldan aktive eden bir
molekildir(17). Kodon 52, 54 ve 57'de tek baz degisimi MBL
konsantrasyonunda dustiklige yol agmaktadir. Yapilan bir caligmada variant
kodon 57’nin tUberkilozlu vakalarda nispeten daha az oldudu goésterilmigtir.
MBL eksikliginde tuberkiloza direng¢ olabilecegi diistintiimektedir(12).

IL1l.2.c.Vitamin D reseptori

Vitamin D’nin aktif metaboliti 1,25 D3 ayni zamanda immiinomodulatdr bir
hormondur.1,25 D3 monositleri aktive eder, hiicresel immuniteyi stimiile
eder, lenfosit proliferasyonunu, Ig yapimi ve sitokin sentezini baskilar. 1,25
D3 etkilerini vitamin D reseptér (VDR) araciligi ile olusturur. Yapilan
calismalarda monosit, aktive T ve B lenfositlerde bulunan VDR genindeki
polimorfizmin  tiberkiloza genetik hassasiyette roli olabilecegi

du§i]nulmektedir(12)._..” N

I.1l.2.d.HLA Sistemi

Cesitli calismalarda lepra ve tiiberkiiloza hassasiyetin HLA sinif 1l ile
assosiyasyon gosterdigi bildiriimekle birlikte iligki bulunmayan caligmalar da
mevcuttur(18,19). TNF-o. geninin  promotor polimorfizmi  (HLA-DR2
assosiyasyonundan bagdimsiz) ile de iligkili oldugu gosterilmistir(20,21). MHC
boélgesindeki dier imminomoddlatér genler HLA antijenleri ve enfeksiyon
hastaliklari arasindaki assosiyasyonlardan sorumliu olabildigi
dusinilmektedir(12,19,22).



IL1.1.1L-12 ve reseptorieri

Makrofaj ve nétrofiller tarafindan yapiimaktadir. Iki genetik komponentten
olusur: p35 (kromozom 3) ve p40 (kromozom 5). Ikisi bir arada bioaktif
heterodimer olusturmaktadir (1,10). IL-12 reseptdrinin iki zinciri (31 ve B2)
IL-12 ile baglandiginda kendi kinazlarina baglanarak (Tyk2 ve JAK 2)
baslica STAT4 ile sinyal iletiimektedir(9,23) (Sekil 2.2). IL-12, T ve NK
hiicrelerinden IFN-y yapimini saglarken, IL-12 yapimi IFN-y ve TNF-a
uyarimi ile artmaktadir. Mikobakteriye direngte IL-12’'nin santral roli
muhtemelen IFN-y,GM-CSF ve TNF-a yapilmasini stimule etmesi ile ilgilidir.
Ancak 1L-12’nin antimikobakteriyel diger final mediatérieri tam bilinmemekle
birlikte énemli o6lglide IFN-y gibi gdérinmektedir. IFN-y; TH1 hicrelerinin
gelisim ve degisiminde kritik bir faktér olarak rol oynamaktadir. TH1 ayni
zamanda NK hiucrelerini aktive eder,sitotoksik T hiicre degisimini indukler
(24).

IL-18,IL-23 ve IL-27 ;IL-12 ile benzer aktivitelere sahiptir (25).



fL12

pis (O poo

| azep

TLiZRA

FTAT4

LY membrane

Sekil 2.2 IL-12 Sinyal Yolag! (9)

LIL.1 IFN-y ve reseptoérleri

Deneysel galismalar BCG enfeksiyonunun baglica, mononikleer fagosit ve
CD4 helper T lenfositlerinin etkilesimi ile kontrol altina alindigini ve IFN-y ve
daha az derecede TNF-o'nin santral bir rol oynadigini géstermigstir(26). IFN-
vnin diger bir etkisi, nétrofil ve makrofajlari siperoksit ve nitrik oksit Gretmek
Uizere aktive etmektir. IFN-y baslica NK, CD4 ve CD8 hicreleri tarafindan
antijenik uyarim ile yapilirken, IL-12 etkisi ile yapimi artmaktadir. IL-12 ve
IFN-Y'yI iceren bir dizi reaksiyon hiicre igi mikroorganizmalara karsi hiicresel
immiin cevapta santral rol oynamaktadir. IFNy hiicresel aktivasyonunu en az

2 reseptdr kompleksine baglanarak gerceklestirmektedir(27,28,9) (Sekil2.3).
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Sekil:2.3. Interferon Gama Sinyal Yolagi (9)

IFNYR1 6.kromozomun kisa kolunda, IFNYR2 ise 21.kromozomda
kodlanmaktadir(5,29). IFNy, IFNyR1 ile baglandiginda IFNYR2 ile dimerize
olmakta ve dimerizasyon sirasinda IFNy her iki reseptérie birlikte etkilesime
girmektedir. IFNy- reseptdér kompleksi olustugunda IFNYR1 ve IFNyR2'nin
intraselliler domainleri ile asosiye Janus protein kinazlar ( Jak1 ve Jak2)
fosforilasyonu aktive etmektedirler. Bu fosforilasyon ile STAT1 (sinyal iletimi
ve transkripsiyon aktivasyon proteini) i¢in baglanma bélgesi olusmaktadir
(26,28).
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I.1.3 Mikobakteriye hassasiyete yol agan genetik defektler
Il.IL.3a. IFNYR1 eksikligi:
-Tam IFNYR1 Eksikligi:

Hastalarda hiicre ylizeyinde, IFN-YR1 eksprese edilememekte dolayisiyla
IFNy sinyal iletiminde bozukluk bulunmaktadir(30). Tam IFNYR1 eksikligi
bulunan hastalarda BCG, NTM (M.avium, fortlitum, chelonae, smegmatis)
enfeksiyonlar ve Salmonella enfeksiyonu hastalarin yaklasik % 50 sine
kadar gortlebilmektedir. Mikobakteriyel hastahk erken cocuklukta ortaya
cikmakta ve vakalarin c¢ogunlugunda 6lumle sonuglanan hastalik
gelismektedir(31). Histopatolojik 6zelligi iyi simrlanmig tuberkuloid granulom
bulunmamasi ile belirlenebilmektedir. CMV, RSV, VZV, parainfluenza virls
ve L. Monositogenez'e karsi hassasiyet bildirmistir (9,32).

-Parsiyel IFNYR1 Eksikligi

Parsiyel IFNyYR1 eksikliginin otozomal resesif ve otozomal dominant olmak

tizere 2 formu bulunmaktadir.
Otozomal Resesif Form

Otozomal resesif parsiyel IFNYR1 eksikliginin oldugu hastalar missens
mutasyona sahiptir. Hiicre ylzeyinde reéeptér mevcut olmasina ragmen
fonksiyon gosterememektedir. IFN-y cevabi ancak normalin 100 kat kadar
yilksek konsantrasyonlarda alinabilmektedir. Granulomliar iyi sinirlanmig ve
iyi diferansiyedir. Hastalarda BCG ve salmonella enteriditis enfeksiyonu
goriilmektedir (33,34).
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Otozomal Dominant Form

Bu hastalarda agir lokalize veya dissemine BCG veya NTM enfeksiyonlart,
histoplazmozis veya salmonellozis gorulmektedir. Klinik prezentasyon
komple forma gére daha ge¢ cocuklukta olmaktadir. Bu hastalarda IFN-yR1
dansitesi normalden 3-5 kat daha yiksek bulunmustur. STAT1
fosforilasyonu igin bu hastalarda saglikli ¢cocuklara gére 100-1000 kat daha
fazla IFNy konsantrasyonu gerekmektedir. Hastalar antimikobakteriyel
ajanlara iyi cevap vermektedir ve reziduel IFNy cevabi bulunan hastalarda

IFNYy verilmesi antimikobakteriyel ajanlarin etkisini arttirmaktadir (35).

ILIL.3b. IFNYR2 eksikligi:

-Tam IFNYR2 Eksikligi

Klinik prezentasyon olarak tam IFNyYR1 eksikligine benzemektedir.
M.fortuitum ve M.avium ile enfeksiyon bildiriimistir. Granuloma formasyonu
bu hastalarda bozuk olabilmektedir. Ancak IFNyya hiicresel cevap
bulunmaktadir (5,36).

-Parsiyel IFNYR2 Eksikligi

Bu hastalarda homozigot missens mutasyon bulunmaktadir. IFNYR1 ve
IFNYR2 ekspresyonu olmakla birlikte fonksiyonu énemli derecede bozuk
olarak goérilmektedir. Mutant IFNYR2 molekilinin IFNy molekdll ile
asosiyasyonu dolayisiyla fonksiyonel kompleks sayisi diisiik olmakta bu

nedenle IFNyya hiicresel cevap bozuktur (5,36).
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ILIL.3c. IL-12p40 eksikligi:

Bu hastalarin lenfositleri, saghkh kisilerin lenfositlerine goére daha disik
diizeyde IFNy yapmaktadir. Dissemine BCG ve S.enteritidis sepsisi
gorilebilmektedir. Bu hastalarda IL-12 bagimsiz reziduel IFNy yapimina bagh
olarak tam IFNyYR1 ve IFNYR2 eksikliklerinden daha ihmli bir fenotip

gbzlenmektedir (3).
IL11.3d. IL-12 RPB1 eksikligi:

Tekrarlayan dissemine salmonella ve NTM veya BCG enfeksiyonlari ile
ortaya ¢ikmaktadir. Bu hastalarda iyi sinirh, iyi organize olmus granulomlar
bulunmaktadir. Hiicre yizeyinde IL-12RB1 eksprese edilmemektedir ve 1L-12
sinyal iletimi bozuk oldugundan IFNy yapimi disiik olmaktadir. Tim hastalar
IL-12RB1 ekpresyonu ydéninden homozigot resesif mutasyonlara sahiptir
(4,37).

ILll.3e. IL-12 ile STAT aktivasyon bozuklugu:

Bu aktivasyon bozuklugun bulundugu hastalarda atipik mikobakteriyel
enfeksiyon, tekrarlayan stafilokoksik siniizit, multipi ilag reaksiyoniar
goériilmektedir .Parsiyel ressesif IFN-y eksikligine benzemektedir (3).

Hastaliklara 6zgi tanimlanmig mutasyonlar.(IFN-yR1-R2,IL-12p40,IL-12Rp1)
Sekil 2.4'de gosterilmistir. Koyu renli alanlar mutasyon tespit edilen

molekiilleri temsil etmektedir. (9)
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BIREYLER, ARAG, GEREG VE YONTEMLER

.l YONTEMIN KURULMASI

PHA ile uyariimis lenfosit ylizeyinde IL-12RB1’in ekspresyonunun
degerlendiriimesi yéntemini kurarken ;Uzel ve arkadaslarinin tarif ettigi
yénteme gére, Hacettepe Universitesi Cocuk Hastanesi Immiunoloji
Unitesinde calisan bireyler saglikli kontrol olarak alindi. Bu ¢alismada 10cc
prezervatifsiz heparinli periferik kan kullanildi. Lenfositler izole edildikten
sonra hicrelere kultuir medyumu ve PHA eklenerek inkibe edildi.Cesitli
dozlarda PHA ve hiicre konsantrasyonlari ve inkiibasyon sireleri denenerek
sistem optimize edilmeye caligildi. |ki kontrol farkli glnlerde iki defa
caligilarak degerlerin birbirine ¢ok yakin oldugu géraldi. Yéntemin optimize
edilmesinden sonra daha 6nceden IL-12RB1 eksikligi tanisi almis hastalar

ve aile bireyleri galigildi .

H.l  BIREYLER

Calismaya Hacettepe Universitesi lhsan Dogramact Cocuk Hastanesi
imminoloji Bélimir'ne daha énce dissemine BCG enfeksiyonu ve diger
mikobakteri enfeksiyonu ile bagvurmus ve IL-12Rp1 eksikligi tanisi almis olan
. 5 hasta ve bu hastalarin aile fertleri , Subat-Agustos 2003 déneminde
dissemine BCG enfeksiyonu veya dider non-tiberkiiloz mikobakteri
enfeksiyonu ile bagvuran 4 hasta ve bunlardan 2 hastanin aile fertleri olmak

lizere toplam 54 kisi dahil edildi. Kontrol sayisi 20 idi.
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LIl ALETLER

Calismada kullanilan aletler; Becton Dickinson Facs Calibur Fluorescense
Activated Cell Sorter seri no:E2810(Becton Dickinson Immunocytometry
Systems 2350 Qume Drive San Jose,California 95131-1807) Hermle Z 383K
Sogutmali Santrifij Cihazi, Faster Bio 48 hava akimh kulttr kabini, Alfa-
Gamma voltaj regulatéri, Wild Heerbrugg Inverted Mikroskop(lsvigre)' tur.

ll.lv KiIMYASAL BILESIKLER

Fitohemagglutinin(PHA-M Biological Industries Bio-Medical,UK), “Ficoll
Separating Solution Density 1,077” (Biochrom KG,leonorenstr,Berlin) ve
kloroform, fosfat ile tamponlanmis tuziu ¢ozelti (Phosphate buffered saline,
PBS), RPMI 1640 Kultir Solusyonu(Sigma,USA), Hepes Tamponu
(Sigma,USA),Penisilin+Streptomisin (Sigma,USA) , L-Glutamin (Biochrom,
Berlin), Isi ile Inaktive edilmis Fetal Bovine Serum (Biochrom,Berlin), PE anti-
human [L-12RB1 (Pharmingen Becton Dickinson),PE mouse IgGix

(Pharmingen, Becton Dickinson) olarak kullaniimistir.
.V YONTEMLER
lILV.1 Lenfositlerin izolasyonu

Mononiikleer hicreler “Histopaque 1077 Ficoll” dansite gradienti yontemi ile
elde edildi. Heparinli enjektére veya Sodyum heparinli tiipe alinan 10 ml
periferik kan 6rnekleri 15 ml lik falkon tipe konuldu. Uzerine 3:1 oraninda
olacak sgekilde, PBS ilave edilerek, seyreltildi. Digér bir falkon tipe 4 ml
“Ficoll Separating Solution 1077 " konuldu. PBS ile seyreltilen 6rnek steril
pastdér pipet kullanilarak “Ficoll Separating Solution'un (izerine yavasca
yayildi ve +4 °C de, 2000 rpm de 20 dakika santrifilj edildi. Mononikleer

hicreler steril pastér pipeti ile interfazdan toplanarak bir bagka tlipe aktariidi,
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tzerine 10 ml PBS ilave edildi ve +4 °C de 1500 rpm de 10 dakika santrifij
edilerek Ust kisimdaki supernatan atildi. PBS ile yikama iglemi iki kez
tekrarlandi ve kiltiir soliisyonu hitcreler mililitrede (ml) 1x10° olacak sekilde

hazirlandi kaltar icin hazir hale getirildi.
lIl.V.2 Hiicrelerin Kiiltiire Edilmesi

Hicreler 25 cm?lik steril flasklara alindi. Her flaska 1/100 fitohemaglutinin
(PHA) eklendi. Hicreler 72 saat %5 CO? igeren 37°C sicakliktaki ortamda
inkiibe edildikten sonra 2 defa 10 dakika 1500 rpm’de santrifilj edildi. 2x108 /
100 mikrolitre(ul) konsantrasyona ayarlanan hiicrelere IL-12RB1 igin 20ul PE
anti-human IL-12RB1, isotip igin 20ul PE anti-mouse IgGix eklenerek oda
sicakhdinda 15 dakika karanlikta bekletildi ve inkiibasyon sonunda 2 defa 1
ml PBS ile 1050 rpm’de 5 dakika yikandi .

Il.V.3 Lenfosit Yiizeyinde IL-12R31 Ekspresyon Analizi

PHA ile uyanimig lenfosit ylizeyinde IL-12RB1’in ekspresyonu Flow sitometri
ybéntemiyle degerlendirildi. IL-12RB1 ekspresyonu bu reseptorleri tasiyan
lenfosit ylzdesi olarak belirtildi. Degerler ayni giintin kontrolti ile birlikte
verildi. Sekil 2.5'de saglikh kigilerde, sekil 2.6'da taslyicilarda ve sekil 2.7'de
hastalarda IL-12RB1 ekpresyonunun flow sitometrik gériintileri verilmigtir.
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BULGULAR

Lenfosit ylizeyinde IL-12 reseptor B1 ekspresyonunun flow sitometri yéntemi
ile gosterilebilme yodnteminin kurulmasinda Unitemizde calismakta olan
saghkl kigiler kontrol olarak alinarak daha &nce tarif edilen yéntemde cesitli
modifikasyonlar uygulanarak tekrar edildijinde benzer degerlerin elde
edildigi glvenilir sonuglarin elde edildigi guvenilir sonuglar alinan forma
ulastimistir.

Saglikli kontrollerimizde ortalama deger % 85 ( degisim sinirlari %71-%98)

olarak bulunmustur. (tablo 1)
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Kontrol No IL-12RB1 Ekspresyon Yiizdesi(%)
1 90
2 88
3 85
4 88
5 o1
6 81
7 82
8 89
9 88
10 71
11 71
12 92
13 86
14 98
15 83
16 74
17 77
18 85
19 92
20 78

Tablo:1 Saghkl kontrollerde IL-12RB1 ekspresyonu

Calismaya alinan ve daha énce dissemine BCG enfeksiyonu veya diger non-
tuberkiloz mikobakteri enfeksiyonu ile bagvurmus ve IL-12RB1 defekti tanisi
almis olan 5 hastanin sonuglari tablo 2’de, bu hastalarin ebeveynlerine ait

caligma sonuglarn ise tablo 3’de verilmistir.
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Hasta No IL-12RB1 Ekspresyon Yizdesi(%)
HA1 0,51
H2 0,24
H3 0,17
H4 0,65
H5 0,36

Tablo:2 Molekiiler diizeyde IL-12Rp1 eksikligi gosterilmis olan
Hastalarda IL-12Rp1 ekspresyonu

Hastalarin hepsinde IL-12RB1 ekspresyon yiizdeleri 1'in altinda iken bu
degerler mutlak tastyici olmasi beklenen ebeveynlerde ortalama %47
(Degisim sinirlarn %18-%75) (tablo 3) olarak bulunmustur.

Ebeveyn No IL-12RB1 Ekspresyon Yuzdesi (%)
H1 Anne-Baba 65-75
H2 Anne-Baba 19-17
H3 Anne-Baba 66-34
H4 Anne-Baba 22-55
['H5 Anne-Baba 63-56

Tablo:3  Molekiiler diizeyde IL-12Rp1 eksikligi gosterilmis olan

hastalarin ebeveynlerinde IL-12RB1 ekspresyonu

Mutlak tasiyicilardaki degerler géz 6nline alinarak yapilan ROC egrisine goére
yapilan analizde %76’nin altindaki degerlerin tasiyicilari belirleyebilecegi
dastndlmistir. %70 -%76 arasindaki degerler sipheli tasiyici olarak kabul
edilmigtir. Diger aile bireylerinde elde edilen degerler %14-%96 olup
bunlardan 19 kisi tasiyici, 10 kisi saglikli olarak degerlendirilmigtir.
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Hasta | Kardes | Annenin | Annenin Babanin | Babanin Dayi Teyze |Hala Amca
No Annesi | Babasi Annesi Babasi
72
H1 17 63 76 66 53 92 29 52 92
96
H2 |TE TE TE 58 23 TE |TE |TE |TE
69
H3 |87 23 42 55 TE TE 91 49 78
23
H4 |84 89 33 20 TE 42 71 92 TE
14
71 TE 79 48 TE |TE |TE |TE
H5 (68
Tablo:4  Molekiller diizeyde IL-12RpB1 eksikligi gosterilmis olan

Hastalarin Diger Aile Bireylerinde IL-12Rp1 Ekpresyonu (%)
TE: Test Edilmedi

Calisma siresince bélumimiize dissemine BCG enfeksiyonu ile bagvuran 4
hasta ve bu hastalardan 2 kiginin ebeveynlerine ait IL-12RB1 ekspresyon

duzey sonuglari tablo 5'te verilmistir.

l i m v
Hasta 84 41 73 o1
Anne NT NT NT 86
Baba 90 NT NT 89

Tablo:5 Caligma siiresince béliimiimiize bagvuran IL-12R31 Defekti

olmayan hasta ve ebeveynlerin IL-12Rp1 ekspresyon yiizdeleri

Saglikh kontroller calisilirken farkli giinlerde ayni kigilerin degerleri ortalama
%93 (%90-%96),%84 (%83-%85) bulunmustur.



22
TARTISMA:

Mikobakteriyel enfeksiyonlarda spesifik antijenlerle aktive olmus T lenfositler
ile bu hicrelerin uyardigi makrofajlar arasindaki karsilikli etkilesim sonucu
hicre i¢i bakterinin ortadan kaldinimasi saglanir. Mikobakteriyel
enfeksiyonlara kargi konakgi cevabinda bireyler arasindaki farkliigin olusum
mekanizmalari henliz tam olarak bilinmemektedir(2). Ancak IFNy - IL12
makrofaj aktivasyon yolagindaki defektlerin nonpatojen mikobakteriler ve
hicre ici mikroorganizmalarla olusan enfeksiyonlara kargi yatkinhda yol actid
gdsterilmistir(5,10). ’

Bu defekilerden biri IL-12RB1 eksikligidir . Bu eksiklik IL-12 reseptor
dizeyinde cevapsizlia yol agan, iyi sinirli grantlomliarla karakterize NTM,
Salmonella ve BCG enfeksiyonlari ile seyreden otozomal resesif gegisli bir
hastaliktir(6). Klinik bulgulari ve fonksiyonel ¢caligmalar ile IL12RB1 eksikligi
stphesi olan hastalarda IL12RB1 genindeki mutasyonun gésterilmesi ile
kesin tani konulabilir(12). Ancak pahali olmasi, zaman almasi nedeniyle
tarama testi olarak kullaniimasi pratik degildir. Klinik 6zellikleri }Ienfosit-
makrofaj aksisinde defekt olabilecegini distndiren hastalarda flow sitometrik
yontemin tarama testi olarak kullanilmasi zaman ve ekonomik yénden daha
uygundur.

Bu calismada Hacettepe Universitesi Cocuk Hastanesi immiunoloji Unitesi
Laboratuvar’nda bu yéntemi kurarak IL-12RB1 eksikligi olabilecek hastalar
ve aile bireylerini tarama imkanina kavustuk. Bugiine kadar hiicre ylzeyinde
IL-12RB1 ekspresyonu oldugu halde bu gende mutasyon bulunan hasta
bildiriimemistir. Bu yéntemle bu grup hastalarin tarandigi bir calismaya
rastlamadik. Calistgimiz hastalardan besi Leiden University Medical
Centerda yapilan fonksiyonel calismalar ve mutasyon analizi ile IL-12Rp1
eksikligi tanisi almisti. Calismamizda bu hastalarin hepsinde flow sitometrik
yéntemle IL-12RB1 yilizey ekspresyonunu %1'in altinda bulduk. Bu degerler
kontrollerde ortalama  %71-%98 olarak, mutlak tasiyici olmasi gereken bu
hastalarin ebeveynlerinde %18-%75 bulunmustur.
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Klinik 6zellikleri yéninden IL-12RB1 eksikligi dustnilen 4 hasta ve
bunlardan ikisinin ebeveynlerinde IL-12RB1 ekspresyon degerleri bir hasta
hari¢ kontrollerde elde edilen degerlerle ayni aralikta bulundu. Bu hastanin
IL-12RB1 degeri (%41) heterozigot araliinda oldugu icin daha ileri
calismalar yapilmasi planlandi.

Bir kardesi daha &énce homozigot IL-12RB1 eksikligi tanisi almis bir
yenidoganda [L-12RB1 ekspresyonu %84 bulundu. Diger iki vakanin
kardeglerinde ise bu deger %17 ve %14 olarak bulundu. Béylece birinci
cocuk saglikli diger iki gocugun tasiyici oldugu dustnuldi. Yapilan mutasyon
analizlerinde de taglyicl oldugu dustnilen iki vakanin heterozigot oldugu
gOsterildi.

Calismamizda elde ettigimiz degerler ROC(Receiver operating
characteristics curve) egrisi ile incelendi. Bu analizde IL-12RB1'i tasiyan
hiicre ylizdesi %1'in altinda ise hasta,%76' nin izerinde ise saglikl olarak
kabul edilirken;%70'in altinda bulunan dederler tasiyici olarak kabul edildi.
Mutlak tasiyici olarak kabul ettigimiz ebeveynlerden bazilarinin degerleri
kontrol dederleri ile overlapping gosterdi. Yapilan istatistik analize gére
%70-76 arasinda olan degerler IL-12RpB1 tasiyiciligi yéniinden stipheli olarak
kabul edildi.

Kullandigimiz flow sitometrik yéntemde ROC egrisine gore elde ettigimiz
istatistiksel sonuglara gére secicilik(spesifite) %83 iken duyarlilik (sensitivite)
%100 bulundu.

IL-12RPB1 eksikligi olabilecegi distintlen hastalarn tanisi igin kullanilabilecek
fonksiyonel testler ve mutasyon analizi olduk¢a pahali ve zaman alan
yéntemler olup, calismamizin sonuglari ile hizli sonug veren ve maliyeti
diigtk olan flow sitometrik yéntem duyarliigi ve segiciligi yiksek hastalarin
ve blyik oranda da tasiyicilarin saptanmasinda kullanilabilecek bir tarama

testi oldugu sonucuna variimistir.
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