Herediter Anjio6dem ve Allerjik Hastaliklarda Genetik Tani
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Giris: Allerjik hastaliklar ve astim, gocuklarda ve erigkinlerde c¢esitli klinik fenotiplerde kendini gosteren;
genetik ve cevresel faktorlerin etkiledigi kompleks hastaliklardir.

Toplum galismalari kalitilabilirlik (heritability) oraninin astimda % 36-79; allerjik rinitte %33-91, atopik
dermatitte ise % 71-84 arasinda degistigini gdstermigtir.

Astim ve alerjik hastaliklarla iligkisi gosterilen genler islevsel olarak Vercelli tarafindan dort ana grupta
toplanmigtir:

1-Dogal bagisiklik ve immunregulasyon ile ilgili genler,

2-TH2 farkhlagsmasi ve efektor fonksiyonlar ile ilgili genler ,

3- Epitel hlicre biyolojisi ve mukozal immdnite ile ilgili genler,

4-Akciger fonksiyonlari, yeniden yapilanma (remodelling) ve hastalik siddeti ile ilgili genler

Bugune kadar genetik temelli arastirmalarda astim ve diger alerjik hastaliklarla ilgili ylzlerce gen
tanimlanmig olmasina ragmen bunlardan pek azindaki genetik degisiklikler taniya yardimci olmak veya
diger hastaliklari ekarte edebilmek icin kullanilabilmektedir.

Burada Herediter Anjiyoddem , mastositoz, hipereozinofili ve atopik dermatitte taniya yonelik olarak

yapilan genetik analizlere deginilecektir.

Herediter Anjio6dem

Anjiyoddem damar gegirgenliginde artis ve damar igindeki sivinin damar digina ¢ikmasi sonucu derinin
alt tabakasinda, derinin altinda yer alan dokuda veya mukozal membranlarda meydana gelen
sisliklerdir. ~ Anjiyoddemin edinsel ve kalitimsal formlari mevcuttur. Edinsel anjioédem (EAQ) Klinik
olarak HAO'ye benzer. Aile hikayesi yoktur, genellikle 40 yasindan sonra ortaya cikar. Herediter
anjioddem (HAOQ) deri, solunum sistemi, gastrointestinal sistem gibi viicudun birgok yerinde subkutan
ve submukozal ddemle karakterize, nadir bir hastaliktir. Urtiker olmadan gérilen ve tekrarlayan
anjioédemde, eger tekrarlayan ve nedeni agiklanamayan karin agrilari da varsa herediter anjio6dem
(HAE)den siiphelenilmelidir. HAQ'in taninmasi ve tedavisi potansiyel morbidite ve mortalite nedeniyle
énemlidir. Hastaliga tani koymak 6zellikle larinks ddemi gelisen vakalarda hayat kurtaricidir. HAO (g
gruba ayrilir :

C1INH eksikligine bagh HAO:

1-HAO-1 (Tip I): Antijenik ve fonksiyonel C1INH seviyelerinde diisiikliik ile karakterizedir. Hastalarin
biyuk cogunlugu (%80-85) bu grupta yer alir.

2-HAO-2 (Tip I1): C1INH disfonksiyonuna baglidir, antijenik seviyeler normal (veya yiiksek) ancak
fonksiyonel seviyeler dusuktur. Hastalarin %15-20’si bu gruptadir.

3- HAO- Tip lll: C1INH’in antijenik ve fonksiyonel seviyelerinin normal veya normale yakin oldugu HAO
(Tip M): Faktor XII (FXII) geninde mutasyonun gorildigu veya nedeni bilinmeyen olarak iki alt gruba
ayrilir. FXIl gen mutasyonu bazi ailelerde tanimlanmakla birlikte patofizyolojisi aydinlatilamamigtir.

Laboratuvar Tanisi



Serum C4, C1INH protein ve C1INH fonksiyonel aktivite dlgimii HAO tanisinda kullanilan esas
testlerdir. C1INH antijenik seviyesi HAO-1 diisiik, HAO-2'de normaldir. Fonksiyonel aktivite HAO-1 ve 2

ile distk bulunur. HAO 3 * de ise her ikisi de normaldir.

Tablo 1: Anjiyoddem genetigi ve laboratuvar bulgulari
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HAQ’de Rol Alan Genetik Mekanizmalar

HAO Tip I ve Il: C1-INH 11. kromozomda yer alan ve 8 ekzondan olusan SEPING1 geninden kodlanir
ve serin proteaz inhibitorleri ailesine aittir. inhibitdriin aminoasit sekansini degistiren mutasyonlar kalici
eksiklikle sonuglanir. Bugiine kadar SERPING1 geninde 450’ den fazla mutasyon tanimlanmistir. Bu
mutasyonlar 5,6 ve 8. ekzonlarda yodunluk gosterse de tim gene yayilmistir. Mutasyonlarin 34 %'l
missens, 31 %'’i frameshift ve kligik insersiyon-delesyonlar, 17 % si gende yeniden yapilanmaya neden
olan buyik delesyonlar, 10 %’u splays-bdlge defektleri, 7 %’si nonsens mutasyonlar ve 1 %'l ise
regulatér bolge mutasyonlaridir (Sekil 1). C1INH genindeki mutasyonlar protein Grininin sentezini
engelleyebilir (Tip | HAO) ya da fonksiyonu bozuk olan protein sentezine (Tip Il HAO) neden olur.
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Missense-Mutation
Small Deletion/Insertion
Nonsense-Mutation
Splice site-Mutation
Alu-Repeat

Sekil 1. SERPING1 Geninin yapisi ve mutasyonlarin dagilimi.



HAO TiP Il :

FXII Mutasyonlari

ilk kez 2006 yilinda Bork ve arkadaslar tarafindan FXII geninin 9. Ekzonunda 2 farkli missense
mutasyon tanimlanmistir; ¢.983 CNA (p.Thr328Lys) ve ¢.983 CNG (p.Thr328Arg) (Dewald G, Bork K.
2006, Bork K. Et al., 2009). Bu mutasyonlar daha sonra ispanyol ve Fransiz Tip Ill HAO vakalarinda da
gOsterilmistir. 2011 yilinda ayni ekzonda bir Turk ailede yeni bir delesyon olan ¢.971_1018+24del72
degisimi saptanmistir (Bork K, et al., 2011). 2013’te tekrarlayan anjioddemleri olan bir hastada FXII 9.
ekzonda prolinden zengin bélgede dublikasyon (p.Pro298_Pro303dup) tanimlanmistir (Kiss N, 2013).

Sekil 2’de mutasyonlar toplu olarak gosterilmistir.
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Sekil 2.Tip 1l HAOde tanimlanmis FXII mutasyonlari

Tip I HAOde FXII mutayonlarinin “gain-of-function” mutasyon oldugu dasundlir. Artmig FXII
biyoaktivitesi prekallikreinden artmis kallikrein yapimina ve pozitif “feedback” ile daha fazla artmis FXII
aktivitesine yol acar. Aktive FXII, yuksek molekul agirlikh kininojenden gugli vazodilator olan bradikinin

sentezini saglar ve klinikte anjio6dem goérulir.

Plazminojen Geni Mutasyonu

F 12 genindeki mutasyonlarin tip Il hastalarin sadece %25’inde gérulmesi nedeni ile bu hastalarda
yeni bir gen bulmak i¢in F12 mutasyonu tasimayan ve HAENCI olan 7 ailede yeni nesil dizileme (next-
generation sequencing) teknigi kullanilarak tiim ekzom dizileme ile genom taramasi yapiimis ve bu 7
aileden 4’'Une ait 14 hastada Plazminojen geninin 9. ekzonunda, mMRNA da c.9886A>G degisimi
heterozigot olarak tespit edilmistir (Bork et al., 2017).Plazminojen geninin 9. Ekzonunda yer alan bu
degisim protein yapisinda kringle 3 domaininde yer alan p.Lys330Glu (K330E) degisimine neden
olmaktadir (Sekil 3). Aile bireylerinin incelenmesi sonucunda mutasyonun otozomal dominant olarak
kalitildigi belirlenmistir. Ayrica akraba olmayan 38 indeks hasta bireyin PCR-DNA dizi analizi ile

taranmasi sonucunda da 9 ‘unda bu yeni mutasyon tespit edilmistir.
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Sekil 3. Plazminojen protein yapisi ve mutasyonun lokalizasyonu.



Anjiopoietin Geni Mutasyonu

Bafunno ve arkadaslari genetik nedeni bilinmeyen italyan HAO hastalarinda yaptiklari ve akraba
olmayan 10 aileye ait 25 birey ve 22 indeks vakayi dahil ettikleri calisma sonucunda Anjiopoietin 1
geninde yer alan c¢.807G>T, p.A119S mutasyonunun hastalikla iliskili oldugunu gd&stermislerdir.
Hastalarin plazmasinin protein analizi sonucunda, multimerik formlarin azaldigini ve ANGPT1 p.A119S
varyantinin dogal reseptér tunika interna endotelyal hiicre kinazinin 2 (TIE2) baglanma kabiliyetinin
azaldigini gosterilmigtir. ANGPT1'in bradikinin ile indliklenen plazma sizintisini azalttigi gosterilmistir;
bu nedenle arastirmacilar ANGPT1 mutant p.A119S'nin reseptdrl ile baglanmasi azaldigindan endotel
gecirgenliginde artisa, bdylece diger HAE'lerde oldugu gibi bradikinin araciligini tekrarlayan

anjiyoddemlere neden oldugunu éne surmuslerdir.
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Sekil 4. ANGPT1 A119S degisiminin DNA dizi analizi ile gésterilmesi.

Mastositozis ve c-Kit Mutasyonu

Mastositoz mast hicrelerinin anormal proliferasyonu ve dokulari infiltre etmesi ile karakterize bir
hastaliktir. Cocukluk ¢cagindaki hastalarin yaklasik %80’inde hayatin ilk bir yilinda ortaya ¢ikmakta ve
sikhikla deride sinirh olmaktadir. Cocuklarda prognozu iyi seyretmekte ve c¢odunlukla adolesanda
gerilemektedir. Aksine erigkinlerde kemik iligi tutulumu goértlmekte ve persistan bir seyir izlemektedir.
Eriskinlerde sistemik mastostoz a daha sik rastlanmaktadir. Eriskinlerde goriilen mastostoz vakalarinin
%80’ den fazlasinda c-Kit geninde mutasyona rastlanmaktadir. Son yillarda yapilan galismalarda c-KiT
genin yanisira TET2, SRSF2, ASXL1, RUNX1, JAK2, velveya RAS genindeki mutasyonlarin da
mastositoz iligkili oldugu bildiriimistir. En sik goriillen mutasyon ise ¢c-KiT D816V mutasyonudur. Diger
daha az sik gorulen mutasyonlar, reseptdriin hicre disi veya transmembran kisimlarini kodlayan
ekzonlar 2, 8, 9 ve 10'u veya kinaz kismini kodlayan ekzonlar 13, 14 ve 17'yi etkiler. Bu atipik

mutasyonlar ¢ocuklukta baglayan kutan6z mastositoz veya ileri sistemik hastaliklarda tanimlanmigtir.

Mastositoz mutasyonlarinin ¢cogu, mast hiicre progenitorlerini etkileyen somatik mutasyonlardir ve germ
hicrelerinde bulunmaz. Mast hicreleri dokularda bulundugundan ve normal sartlar altinda periferik
dolasimda mast hiicreleri olmadigindan, c-kitmutasyonlar igin periferik kan analizi dislk pozitif sonug
verimine sahiptir. Mutasyonun kemik iligi ve cilt gibi lezyonlu dokularda tespit edilebilmesi daha olasidir.
Mutasyon tespitinin hassasiyeti ayrica kullanilan teknige de baghdir. D816V c-kit mutasyonu, genin
mutasyona ugramis bdlgesinin PCR amplifikasyonu, DNA dizi analizi veya RFLP analizi, alel spesifik
PCR, peptit-nikleik asit aracili PCR hibridizasyon problari ile baglama ve tek hiicre PCR'l ile tespit

edilebilmektedir. Bu teknikler arasinda dizileme en az hassastir ve bu nedenle rutin bir tarama yontemi



olarak 6nerilmez. Bir parca daha hassas olan RFLP analizi, kolayligi ve diguk maliyeti nedeniyle yaygin
olarak kullaniimaktadir. Lezyonlu dokudan ekstrakte edilen RNA'nin RT-PCR ile analizi (kemik iligi
mononukleer hicreleri gibi), yukarida belirtilen uygulamalarda genomik DNA kullaniimasindan daha

hassastir.

Hiper Eozinofili

Eozinofiller badisiklik sistemimizin elemanlarindan biridir ve alerjik reaksiyonlarin gelismesinde ¢ok
6nemli rol oynarlar. Bu hastalarin kanlarinda eozinofil sayilari oldukga yiksektir (>1500/mm?3).
Hipereozinofilik sendrom tanisinin konulmadan 6nce eozinofili yapacak nedenlerin arastiriimasi
gereklidir. Bunlardan birisi de PDGFRA flizyon geninin varliginda eozinofilinin egslik ettigi
myeloproliferatif neoplazmlardir. 4. kromozomda (4q12) mikrodelesyon sonucu ortaya ¢ikan FIPL1-
PDGFRA gen flizyonu sonucu olarak PDGFRA proteinini kodlayan gende yeniden dizenlenmeye bagli
eozinofilik bozukluklar ortaya ¢ikar. Bu mutasyonun teshisi icin hastalardan kanda eozinofilisi yiksek
oldugu dénemde priferal kan 6rneklerinden hucreler géstermek icin FIPL1-PDGFRA  genlerine ait
primerler araciligi ile fizyon gen bolgesi ¢ogaltiir. Amplifikasyon sonucu PCR bandinin eldesi
mutasyonun varligini belirtmektedir. Pozitif kontrol olarak mutasyonu tasiyan EOL-1 hiicre hatt
kullanilir.

Atopik Dermatit ve Filaggrin Geni Bozukluklari

Atopik dermatit (AD)genetik olarak yatkin olan kigilerde epitelyal bariyerin bozulmasi ve buna bagl
olarak immin disregllasyon sonucu gelisen kronik ve tekrarlayan oldukga purutik bir deri hastaligidir.
AD genellikle gocukluk cadinda gelisen ve codunlukla IgE ylksekligi, eozinofili ve diger allerjik
hastaliklarla iligkili bir hastaliktir.

Filaggrin geni adini“filament-aggregating protein,” den alir ve keratin filamentlerine baglanir ve stratum
korneumdaki dider yapilarin baglanmasi icin iskelet yapisini olusturur. Profillagrin >400KD ,olduk¢a
fosforile ve histidince zengin bir proteindir. Oldukga ylksek homoloji gosteren 10-12 tandem
monomerden olusuyor. Filaggrin geninde olduk¢a fazla sayida tanimlanmis mutasyon vardir (Sekil 5).
Filaggrin geninde fonksiyon kaybina neden olan null mutasyonlardan R501X ve 2282del4 mutasyonlari

atopik dermatit icin en fazla tekrar edilmis olan genetik risk faktortddar.

3702delG G2B22XK Q3684X
3673delC 6867delAG 11033del4
G1139% Y2092X 7267delCA 11029delCA
S1040X $2080X R2447X R3419X
2974delGA 5360delG S2554X
621del4 22%2deld
424deI171 R50 1X R1474X S3296X European variants
Y + Y J!
Ak I & AL ' A
44ldeld 1464delC R1140X 5757del4 $3296X <4671x ~ Asian variants
R501% Q1256X E1795X K4022X
2282deld
RE26X R1474X Q2417% 1945 delA
2767insT | | 4271delAA 6834del5 | S2706X
Ycleld 51695X 6950del8 S2544X
3321delA QI70LX E2422X

Sekil 5. Filaggrin genindeki mutasyonlarin dagilimi



Netherton Sendromu ve SPINK5 geni mutasyonu

NS hastalarinda SPINK5 geninde bugiine kadar 70 mutasyon saptanmistir. SPINK5 geni oldukga

polimorfik bir gendir. Bunlar arasinda E420K c¢esitli calismalarda atopik dermatit ile iligkili bulunmustur

ve bu mutasyonun LEKT/I’nin proteolitik olarak kesiminde ve aktivitesinde etkili oldugu goésterilmistir. Bu

mutasyonun tespiti igcin PCR-RFLP teknigi kullaniimaktadir. PCR ile ¢ogaltilan gen bdlgesinin Hin f |

enzimi ile kesimi sonucunda mutant allelin varligi tespit edilmektedir.
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