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OZET

Pinar KARACAKAYA Vankomisine Bagh Kirmizi Boyun Sendromu Gelistiren
Hastalarda MRGPRX2 Reseptor Mutasyonlarinin Degerlendirilmesi Hacettepe
Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii, Pediatrik Temel Bilimler Programi, Ankara
2023, Vankomisin, Amycolatopsis orientalis isimli bakteri tirinden izole edilen, gram-
pozitif bakterilere karsi etkili trisiklik glikopeptid bir antibiyotiktir. Vankomisin,
kullanimi iki tir asirt duyarhlik reaksiyonuna neden olabilir. Bunlar; Kirmizi Boyun
Sendromu (KBS) ve anafilaksidir. Kirmizi boyun sendromu, mast hiicrelerinin ve
bazofillerin degraniilasyonundan kaynaklanir. Mast hiicreleri, Mas ile iliskili G-
proteine bagh reseptor elemani X2 de (MRGPRX2) dahil olmak (izere genis ylizey
reseptori yelpazesine sahiptir. Bu nedenle IgE'den bagimsiz yollarla da mast hiicre
degranilasyonu olabilir. Yapilan ¢alismalar, MRGPRX2’'nin vankomisin ve bazi diger
ilaglarin kullanimiyla aktive oldugunu ve dogrudan mast hiicre degrantilasyonunu ve
anafilaktik reaksiyonlari tetikledigi gosterilmistir. Tez ¢alismasinda, vankomisin
kullanimi sonucu KBS gorilen hastalarda, genetik yatkinhk faktorlerinin roliini
degerlendirmek amaciyla, MRGPRX2'yi kodlayan gen bdlgesindeki, tek niikleotid
polimorfizmleri (SNP) incelenmistir. Tek nikleotid polimorfizmleri, SNP'ler,
MRGPRX2'nin  yapisini  degistirerek bireyleri hiperaktivasyona yatkin hale
getirebilecek MRGPRX2 varyantlari ile baglantili olabilir. Tez calismasinda 38 hasta ve
22 kontrol olmak Ulzere toplamda 60 numune kullaniimistir. 38 hastanin 11’inde
polimorfizme rastlanmistir. Kontrol grubunda ise herhangi bir polimorfizme
rastlanmamistir. MRGPRX2'nin psddoalerjiler ve inflamatuvar hastaliklarla iliskisi g6z
Oonine alindiginda, gelecekte yapilacak calismalarin MRGPRX2'nin islevini daha
detayli bir sekilde aydinlatarak hastaliklarin tedavisine ve ilaglara olan duyarhligin

yonetimine yonelik yeni yaklasimlar sunabilecegi diustiniimektedir.

Anahtar Kelimeler: MRGPRX2, tek niikleotid polimorfizmi, vankomisin, kirmizi boyun

sendromu
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ABSTRACT

Pinar KARACAKAYA, Evaluation Of MRGPRX2 Receptor Mutations In Patients With

Vancomycin-induced Red Neck Syndrome Hacettepe University Graduate School of
Health Sciences Molecular and Immunological Basics of Allergic Diseases,

Master's Thesis, Ankara 2023, Vancomycin is a tricyclic glycopeptide antibiotic
effective against Gram-positive bacteria, isolated from the bacterial species
Amycolatopsis orientalis. Vancomycin use can lead to two types of hypersensitivity
reactions: Red Man Syndrome (RMS) and anaphylaxis. Red Man Syndrome is caused
by degranulation of mast cells and basophils. Mast cells possess a wide range of
surface receptors, including the Mas-related G-protein-coupled receptor element X2
(MRGPRX2), which can trigger mast cell degranulation via IgE-independent pathways
as well. Studies have shown that MRGPRX2 is activated by vancomycin and some
other drugs, directly triggering mast cell degranulation and anaphylactic reactions. In
the thesis study, single nucleotide polymorphisms (SNPs) in the gene segment
encoding MRGPRX2 were investigated to assess the role of genetic susceptibility
factors in patients exhibiting RMS due to vancomycin use. Single nucleotide
polymorphisms, SNPs, might be linked to MRGPRX2 variants that alter its structure
and make individuals prone to hyperactivation. A total of 60 samples were used,
including 38 patients and 22 controls in the thesis study. Polymorphisms were
detected in 11 out of 38 patients, while no polymorphisms were found in the control
group. Considering the potential relationship between MRGPRX2 and
pseudoallergies as well as inflammatory disorders, it is believed that future studies
could shed more light on the functionality of MRGPRX2. This could lead to novel

approaches for the treatment of diseases and the management of drug sensitivities.

Key Words: MRGPRX2, single nucleotide polymorphism, vancomycin, red neck

syndrome
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1. GiRiS

Vankomisin, gram-pozitif bakterilere, 6zellikle Metisilin Direngli Stafilokok Aureus
(MRSA) gibi zorlu enfeksiyon etkenlerine karsi etkili trisiklik glikopeptid bir
antibiyotiktir. FDA tarafindan 1958 yilinda onaylanan ilag siklikla S. aureus kaynakl
enfeksiyonlari tedavi etmek amaciyla kullanilir ve bakteriyel hiicre duvarinin
polimerizasyonunu inhibe ederek etkisini gosterir. Bununla birlikte, nefrotoksisite,
ototoksisite ve vendz tolerans zorlugu gibi yan etkileri nedeniyle ilacin sistemik
kullanimi sinirhdir.  Asirt  duyarhlik reaksiyonlari da vankomisinin yaygin yan
etkilerindendir. Vankomisin kullanimi iki tlr asiri duyarlilhik reaksiyonuna yol agabilir:
Bunlar Kirmizi Boyun Sendromu (KBS) ve anafilaksidir. KBS, ilaca 6zgl antikorlarla
iliskilendirilmeyen idiyopatik bir inflizyon reaksiyonudur ve alerjik reaksiyonlarin
aksine duyarlanma olmadan da meydana gelebilir. Genellikle yliz, boyun ve (st
govdede eritemli dokiintl ve kasinti gibi belirtiler gozlenir. Ayrica, daha az siklikla
hipotansiyon ve anjiyo6dem goriilebilir. Hastalar genellikle yaygin yanma, kasinti ve
genel rahatsizlik hissederler. Bas dénmesi, ajitasyon, agiz cevresinde ates ve parestezi
gibi semptomlar da ortaya cikabilir. Ciddi vakalarda gogis agrisi ve nefes darligi gibi
semptomlar gorilebilir. Yapilan ¢alismalar, vankomisin kullaniminin ardindan bazi
bireylerin, digerlerine kiyasla daha fazla histamin salinimina yatkin oldugunu
gostermektedir. Kirmizi boyun sendromu, MRGPRX2 reseptori tarafindan tetiklenen
mast hicre ve bazofil degranilasyonundan kaynaklanir ve bu degranilasyonun
semptomlari ne sekilde tetikledigi henliz tam olarak anlasiimis degildir. Bazi ilaglar
hem IgE aracilh hem de IgE aracili olmayan asiri duyarlilik reaksiyonlarina neden
olabilir. Noromiskiiler bloke edici ajanlarin (NMBA'lar), genel anestezi sirasinda
meydana gelebilecek anafilaktik reaksiyonlarin ¢ogunu indiikledigi diistintilmektedir.
Benzer sekilde, bir glikopeptid antibiyotik olan vankomisinin, sadece tipik IgE aracili
ani tip reaksiyonlari degil, ayni zamanda KBS’yi de tetikledigi bilinmektedir. Mast
hiicre degraniilasyonuna, alerjenler, glikoproteinler, proteinler, FceRl reseptoriine
yonelik oto-antikorlar ve protein yapisinda olmayan agonistler (ilaglar gibi) neden
olabilir. Bununla birlikte, mast hticreleri, Toll Like Reseptorler (TLR), Proteaz ile aktive

edilen reseptorler (PAR) veya Mas ile iliskili G-proteine bagh reseptor elemani X2



(MRGPRX2) dahil olmak tzere bir ¢ok yiizey reseptoriin sahiptir. Bu nedenle IgE'den
bagimsiz yollarla da mast hiicre degranilasyonu olabilir. Bir anafilaktoid reaksiyon
olan KBS, mast hicrelerinin ve bazofillerin degranilasyonundan kaynaklanir ve
semptomlardan sorumlu olan mast hiicre degranilasyonunun nasil tetikledigi
simdiye kadar vyeterince anlasilamamistir. Yapilan c¢alismalar, MRGPRX2'nin
vankomisin ve bazi diger ilaglarin kullanimiyla aktive oldugunu ve dogrudan mast
hicre degranilasyonunu ve anafilaktik reaksiyonlari tetikledigi gosterilmistir. Bu
bilgiler bize, vankomisin kullanimina bagh kirmizi boyun sendromunu MRGPRGX2
reseptoétiinde meydana gelen tek niikleotid polimorfizmlerinin de etkili olabilecegini
disundlirmiustur. Tek nikleotid polimorfizmleri (SNP'ler), genetik varyasyonlarin en
yaygin tirlerinden biridir ve proteinlerin yapisini, etkilesimlerini ve ozelliklerini
etkileyebilir. MRGPRX2 genindeki SNP'ler, bu reseptorin yapisini degistirerek
hiperaktivasyona yatkin MRGPRX2 varyantlariyla iliskilendirilebilir. Bu baglamda daha
once yapilan ¢alismalarda pek ¢ok amino asit degisikligi belirlenmistir. Bu SNP'lerin
MRGPRX2 reseptoriniin ligand baglanma o6zelliklerini nasil etkileyebilecegini

anlamak i¢in daha fazla arastirmaya ihtiya¢ duyulmaktadir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Vankomisin

ilk olarak 1958'de FDA tarafindan onaylanan ve Amycolatopsis orientalis isimli
bakteri tlriinden izole edilen vankomisin, gram-pozitif bakterilerin neden oldugu
ciddi enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilir. Penisiline alternatif olarak gelistirilen ve
ozellikle metsillin direngli Staphylococcus aureus (MRSA) gibi bakterilere karsi etkili
olan bir trisiklik glikopeptiddir (Sekil 2.1). Ayrica, vankomisin, endokardit,
osteomiyelit, pnémoni ve derin doku enfeksiyonlari gibi ciddi enfeksiyonlarin

tedavisinde de tercih edilen bir antibiyotiktir (1,2).

Sekil 2.1. Vankomisinin kimyasal yapisi (C66H75CI2N9024). (2)

Vankomisin, tim glikopeptid antibiyotikler gibi, bakteriyel hiicre duvarinda
bulunan peptidoglikanin biyosentezi sirasinda ara maddelere baglanarak gram-pozitif
bakterilerin gelisimini engeller. Peptidoglikanlar hiicre duvarinin temel vyapi

taslarindandir ve hiicre duvarinin biitlinliglni korumasina yardimci olurlar (3,4).

Vankomisin, etkisini peptidoglikan sentezinde yer alan D-alanil-D-alanin (D-
Ala-D-Ala) bagini engelleyerek gosterir. D-Ala-D-Ala, peptidoglikan sentezinde yer

alan bir bilesendir ve vankomisin ile yliksek afinitesi olan bir molekildir. Bu durum



vankomisinin D-Ala-D-Ala ile gii¢li bir bag olusturmasini saglar. Vankomisin, D-Ala-D-
Ala’nin glikopeptit baglayici bolgesine baglandiginda, peptidoglikan sentezinde yer
alan transpeptidaz enzimiyle rekabet eder. Transpeptidaz enzimi normalde D-Ala-D-
Ala’nin  hiicre duvari peptidoglikan zincirine baglanmasini katalizler, ancak
vankomisin varliginda bu etkilesim engellenir. Bu durum, D-Ala-D-Ala igindeki amid
N-H'nin, D alanil - D laktattaki bir oksijen atomu ile basit bir sekilde degistiriimesinden
kaynaklanir (Sekil 2.2). Boylece, hiicre duvarini stabilize eden capraz baglarin
olusumunu engellenir ve zayiflamis hiicre duvari sonunda bakteri sitoplazmasinin
yiksek ozmotik basinci altinda yirtilarak bakterinin 6limiine sebep olur (3).
Vankomisin ayrica hiicre zari lizerinde de etkili olur. D-alanil-D-alanin'e baglanarak,
hiicre zarinin lipit bilesenleriyle etkilesime girer, zar gecirgenligini degistirir ve RNA
sentezini segici olarak inhibe edebilir. Bu etkiler sonucunda, vankomisin bakteriyel

hicrelerin bliyiimesini engeller ve enfeksiyonlarin tedavi edilmesinde etkili olur (5,6).

HO

D-Ala-D-Ala

D-Ala-D-lactate

Sekil 2.2. Bakteri hiicre duvarinin gaprazlanmamis peptidoglikaninda terminal D-Ala-
D-Ala'e bagli vankomisinin yapisi. (3)



Vankomisinin yaygin goérilen yan etkilerinden biri asiri  duyarlilik
reaksiyonlaridir. Vankomisin kullanimi iki tlr asiri duyarhlik reaksiyonuna neden
olabilir. Bu asiri duyarllik reaksiyonlarindan biri, imminoglobulin tip E' nin (IgE)
aracihk ettigi anafilaktik immiinolojik, baska bir deyisle ani asiri duyarhliktir. Digeri ise,
Kirmizi Boyun Sendromu (KBS) olarak bilinen psddoalerjik reaksiyonlar olarak da
adlandirilan IgE' den bagimsiz anafilaktoid reaksiyondur (7,8). Alerjik olmayan ilag
asiri duyarhhk reaksiyonu, ilaca ilk maruz kalindiginda ortaya ¢ikabilir (9). Vankomisin,
bag dokusunun graniler hiicreleri olarak da adlandirilan ve bir uyariciya maruz
kaldiktan sonra daha duyarl ve hizli tepki verebilen 6ncl hicrelerini veya mast
hiicrelerini dogrudan aktive edebilir. Mast htcreleri, kemik iliginin CD34+ 6nci
hiicrelerinden gelir. Oncii hiicrelerinin veya mast hiicrelerinin graniilleri, heparin,
histamin ve triptaz gibi proteazlar icerir. Degranilasyon olarak bilinen, aracilarin
hicre disina salinimi; fiziksel faktorler, toksinler, endojen aracilar ve bagisiklik
mekanizmalari tarafindan indiklenir. Degraniilasyon, IgE'yve bagiml veya IgE’den

bagimsiz mekanizmalar araciligiyla olabilir (10,11).

ilag advers reaksiyonlarinda, 6zellikle anafilaksiden siiphelenildiginde, etki
mekanizmasi hakkinda bilgi sahibi olmak énemlidir. ilacin infiizyon hizindan bagimsiz
olarak vankomisin, IgE'nin aracilik ettigi ani asiri duyarlihk reaksiyonu yoluyla
anafilaksiyi indlkler. IgE'nin Fc kisminin, Onci hiicre veya mast hiicre
membranlarindaki ylksek afiniteli, FceRI-a reseptoérlerine veya bazofil hiicre zarina
baglanmasi, histamin, triptaz, prostaglandinler, |6kotrienler gibi enflamatuar

mediatorlerin salinimini indtkler (12).

Bircok anafilaksi vakasi, histamin reseptorlerinin aktivasyonu, akut
bronkospazma yol acabilen H1 ve H2 reseptorleri arasindaki etkilesime, bronsiyal diiz
kaslarin kasilmasi ve mukozal viskozitenin artmasina bagh hiriltili nefes darligina
neden olur. H1 ve H2 reseptorlerinin uyarilmasinin kombinasyonu vaskdler
gecirgenligi, hipotansiyonu, tasikardiyi ve bas agrisini arttirir. Histamin, anafilaksi
semptomlari neden olan tek mediyator degildir. Prostaglandinler, |6kotrienler ve

trombosit aktive edici faktor de vaskiiler gecirgenligi artirarak ve vazodilatasyona



yardimci olarak bronkospazmda da 6nemli bir rol oynar (13). Anafilaksinin erken
teshisi, kandaki histamin seviyesinin 6l¢lilmesiyle saglanabilir ancak, histaminin yari
omru kisadir bu nedenle 6nci hiicrelerinden veya mast hiicrelerinden salinan triptaz

Olcimi histamin 6lgme yontemine alternatif bir yaklasim saglar (14).

Triptaz, molekil agirligi yaklasik 134 kDa olan serin tetramerik proteazdir.
Enzimin dért alt birimi vardir ve her birimin aktif bolgesi vardir. Oncii hiicreleri veya
mast hicreleri esas olarak iki tip triptaz eksprese eder bunlar a ve B triptazlardir. B
triptaz, 6nci hicrelerinin veya mast hicrelerin aktivasyonunun bir isaretidir. Kan
triptaz konsantrasyonunun 6l¢ciimi, anafilaktik ve anafilaktoid reaksiyonlar gibi, dnci
hlcrelerinin veya mast hiicrelerinin aktivasyonuna bagli reaksiyonlari ayirt etmek igin

kullanilir (10).

Cesitli ilaclar, histaminin mast hiicrelerinden dogrudan salinmasina sebep
olur. Histamin salinmasini indlkleyen tim maddeler, hicre igindeki iyon
konsantrasyonunu artirarak mast hiicrelerinin veya bazofillerin degranilasyonunu
aktive eder (15). Ayrica, prototipik bir mast hiicre degranilatéri olan vankomisinin
kismen kalsiyuma (Ca**) bagiml oldugu ve PLC (Fosfolipaz C) ve PLA2 (Fosfolipaz A2)
've bagh mekanizmalar yoluyla histamin ve triptaz salinimina neden oldugu
bilinmektedir. Bu durum, vankomisinin PLC ve PLA (izerindeki dogrudan etkisinin veya

bilinmeyen bir reseptdér mekanizmasinin uyarilmasinin bir sonucu olabilir (16).

Salinan histamin miktari, vankomisinin uygulama hizi ve kandaki
konsantrasyonu ile iliskilidir (7). Vankomisin, histamin metabolizmasindan sorumlu
bir enzim olan N-metiltransferazin etkisini inhibe ederek histamin saliniminin sistemik
etkisini uzatir (17). Yapilan ¢calismalarda, kas gevsetici ilaglarin ve morfinin vankomisin
ile kombine edildiginde histamin salinimini arttirdigi goézlenmistir. Morfin
uygulamasindan sonra sicanlara intravendz vankomisin enjeksiyonunun (1.25 ila 10
mM / 30 dakika) kandaki histamin seviyesinde artisa neden oldugu gorilmustir. Bu
sonuclar vankomisinin dogrudan Ca*™ kanallarini actigini ve histamin salinimini

++

indiikledigini géstermektedir. indiklenen hiicre ici Ca ** salinimi, mast hiicreleri

tarafindan histamin salinimina sinerjik olarak katkida bulunabilir (18).



2.2. Kirmizi Boyun Sendromu

Kirmizi adam sendromu olarak da adlandirilan kirmizi boyun sendromu,
vankomisin alan ¢ocuklarda sik gorilen bir advers reaksiyondur. Son zamanlarda
Amerika Bulasici Hastaliklar Dernegi, Amerika Saglk Hizmetleri Epidemiyolojisi
Dernegi (SHEA) ve Pediatrik Enfeksiyon Hastaliklari Dernegi (PIDS) tarafindan ortaya
konulan teklif ile hastalik terminolojisi 'Vankomisin Flushing Sendromu' olarak
yeniden adlandiriimistir. Ancak elektronik saglik kayitlari ve veri tabanlarinda

gincelleme yapilmamistir.

IgE aracili olmayan vankomisin asiri duyarlligi, tipik olarak vankomisin ile
tedavi edilen hastalarin % 4-47'sinde ortaya ¢ikan ve agirlikh olarak yiz, boyun,
govdenin (st kismi ve (st ve alt ekstremiteleri etkileyen kasintili, eritemli bir dokinti
ile karakterizedir (19). Yan etkilere bazen kalp durmasina, ates yilkselmesine ve
hipotansiyona yol acabilen tasikardi veya bradikardi eslik edebilir. Histamin
salinimindan kaynakh vazodilatasyona ve dolayisiyla hipotansiyona yol agar (20). Bu
yan etkiler, ilk vankomisin dozunun parenteral uygulamasindan 4-10 dakika sonra
ortaya cikabilir. Reaksiyon 20 dakika sonra kaybolabilir veya birka¢ saat devam
edebilir. Reaksiyonun siddeti, uygulanan doz ve inflizyon hizi ile dogru orantilidir (15).
Daha Once herhangi bir olay olmaksizin 7 giinden daha uzun siiredir vankomisin
tedavisi goren hastalarda 90 veya 120 dakikalik inflizyon sonucunda da gecikmis
reaksiyonlar gorilebilir (15,21). Vankomisin ile iligskili en yaygin asiri duyarlilk
reaksiyonu olan KBS’nin, enfekte hastalarda gérilme sikligi % 3,7 ile % 47 arasinda
degismektedir ve en siddetli reaksiyonlar 40 yas alti hastalarda, 6zellikle ¢cocuklarda

meydana gelmektedir (15).

Bazi ilaglar hem IgE aracii hem de IgE aracili olmayan asiri duyarhlik
reaksiyonlarina neden olabilir. Néromiskiler bloke edici ajanlarin (NMBA), genel
anestezi sirasinda meydana gelebilecek anafilaktik reaksiyonlarin cogunu indikledigi
diistiniilmektedir. ilging bir sekilde, bu reaksiyonlarin % 85 kadari daha énce NMBA'ya
maruz kalmamis hastalarda meydana gelmektedir. Daha once ilaci kullanmamis

hastalarda ilaca bagh anafilaktik reaksiyon, IgE capraz duyarliigl veya IgE'den



bagimsiz bir mekanizmanin varhgiyla agiklanabilir. Florokinolon grubu ilaglar, daha
once bu gruba ait her hangi bir ilag kullanmamis hastalarda anafilaktik reaksiyonlara

neden olabilen baska bir ila¢ grubunu temsil eder (21).

Vankomisinin mast hiicrelerini IgE aracili bir etki disinda aktive edebildigi,
1990'larin basinda sican modelinde gosterilmistir (22,23). IgE bagimsiz aktivasyon in
vitro olarak yapilan diger calismalarda da gosterilmis ve vankomisinin MRGPRX2
yoluyla dogrudan mast hiicre degraniilasyonuna neden olabilecegi disliinilmustir

(24).

Kirmizi boyun sendromuna benzer klinik 6zellikler, siprofloksasin ve
atrakuryum ile siklikla gozlenirken, sasirtici bir sekilde, vankomisine benzer bir
glikopeptid antibiyotik olan teikoplanin ile gézlenmemektedir. Glikopeptitlerin genis
klinik etkileri ve kirmizi boyun sendromunun yiiki géz 6nine alindiginda, vankomisin
ve teikoplaninin MRGPRX2 ile etkilesimi, insan kokenli mast hiicre hattinda (LAD2)
arastinlmis  ve teikoplanin, MRGPRX2'yi aktive etmedigi ve mast hicre
degranilasyonunu indiklemedigi gorilirken vankomisinin MRGPRX2' yi aktive ettigi

gortlmustir (24).

Mas ile iliskili G-proteine bagli reseptor elemani X2'nin aktivasyonu, histamin,
IL'ler, timor nekrozis faktort (TNF) ve prostaglandin D2 dahil olmak Uzere bircok
proinflamatuar aracinin salinimini indikler (25,26). Bu veriler, en azindan stafilokok
O-toksin baglaminda MRGPRX2'yi iki spesifik kasintili durum, vankomisin ile iliskili
kirmizi boyun sendromu ve atopik dermatit ile iliskilendirir. Kirmizi boyun sendromu,
mast hdcrelerinin aracilik ettigi, akut semptomlari kismen antihistaminikler
tarafindan kontrol edilebilen IgE'den bagimsiz bir reaksiyondur (24). Atopik dermatit
ise mikrobiyom, bariyer kusurlari ve mast hicreleri dahil olmak Uzere farkli
enflamatuar hiicreleriiceren karmasik bir patogenezi olan kronik enflamatuar bir deri
hastaligidir. Antihistaminikler, atopik dermatit semptomlarinin tedavisinde veya
kontroliinde sinirh etkinlige sahiptir (21). Bu gbézlem, atopik dermatit patogenezine,
mast hilicre kaynakh mediatorlerin katkisini desteklemektedir. MRGPRX2, mast

hiicreleri, duyusal noronlar ve keratinositlerde bulunur ve buralarda IL-6'nin



salinimina yol agar (27,28). Atopik dermatit ile iliskili bir néropeptit olan P maddesi,
MRGPRX2'yi aktive eder ve farelerde Mrgprs aracili kasintiya neden olur (29). Elde
edilen bu veriler, vankomisin ve stafilokok &6-toksinin MRGPRX2 vyoluyla mast
hicrelerini aktive ettigini gostererek, bu reseptoriin kasinti ve eritem ile iliskili
enflamatuar durumlara katkilarini desteklemektedir. MRGPRX2 antagonistleri,
kirmizi boyun sendromu ve atopik dermatit semptomlarini hafifletme veya tedavi

etme potansiyeline sahiptir (30).

2.3. Mast Hiicreleri

Mast hiicreleri, cevresel faktorlere maruz kalan ilk hiicrelerdir ve patojenlere
karsi dogustan gelen bagisiklik tepkilerinin diizenlenmesinde 6nemli rol oynarlar.
Basta deri, oral/gastrointestinal mukozalar ve solunum yollari gibi viicudun bariyer
ylzeylerinde bulunan mast hiicreleri, bu bolgelerdeki lokal doku homeostazini bozan
eksojen veya fiziksel tetikleyiciler tarafindan indiklenen lokal immin yanitlara

katkida bulunurlar (31,32).

Yiksek afiniteli IgE reseptorleri (FceRl) araciligiyla mast hicrelerin
aktivasyonu, 6nceden olusmus ve yeni sentezlenmis araci maddelerin salinimina
neden olur ve asiri duyarhlik ve alerjik hastaliklarla iligkili belirtiler ve semptomlara
katkida bulunur. Mast hiicreleri genellikle granillerinin proteaz icerigine gore 2 tipe
ayrilir. insanlarda, deri gibi bag dokularda bulunan ¢ogu mast hiicresi, triptaz, kimaz,
karboksipeptidaz ve katepsin icerir ve triptaz ve kimaz ifade eden mast hiicreleri
(MCrc) olarak bilinir. Buna karsilik, akciger ve bagirsakta bulunan ¢ogu mast hiicresi
sadece triptazi ifade eder ve triptaz ifade eden mast hiicreleri (MCr) olarak bilinir.
Mast hicrelerir, degraniilasyonu tetikleyen endojen ve egzojen uyaricilara karsi
tepkilerinde de farklihk gosterir. Bu nedenle, her iki insan mast hicre turi de
FceRI'nin agregasyonuyla aktive edilirken, MCrc, C3a, C5a ve bilesik 48/80'e yanit

verirken, MCr bunlara yanit vermez (21,31).

Mast hticreleri, histamin, timor nekroz faktéri a (TNF-a), serotonin, heparin
ve glikozaminoglikanlar iceren, kendilerine 6zgli ¢ok cesitli serin proteazlara sahip

yogun salgi granillerini depolayan bagisiklik hicreleri olarak hizmet ederler.
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Bakterilere, ¢ok hiicreli parazitlere ve ksenobiyotik toksinlere karsi konakgi
direncinden sorumludurlar. Mast hiicreleri, aktive olduklarinda hizh bir sekilde
grandllerini saliverilir ve de novo sentezlenmis inflamatuar mediatorleri (sitokinler ve
IL-4, 5 ve 13) gibi lipit mediatorler Uretirler, bunlar da alerjik enflamasyonun

devaminda rol oynar (31).

Mast hicre degranilasyonuna, alerjenler, glikoproteinler, proteinler veya
FceRl reseptoriine yonelik oto-antikorlar neden olur. Bununla birlikte, mast hiicreleri,
Toll Like Reseptorler (TLR), Proteaz ile aktive edilen reseptorler (PAR) veya Mas ile
iliskili G-proteine bagli reseptor elemani X2 (MRGPRX2) dahil olmak lizere genis ylizey
reseptorl yelpazesine sahiptir. Bu nedenle IgE'den bagimsiz yollarla da mast hiicre
degranilasyonu olabilir. Bir anafilaktoid reaksiyon olan KBS, mast hiicrelerinin ve
bazofillerin degraniilasyonundan kaynaklanir ve semptomlardan sorumlu olan mast
hiicre degraniilasyonunun nasil tetikledigi simdiye kadar yeterince anlasilamamistir
(21,25). Ancak MRGPRX2'nin kesfi, mast hiicre biyolojisini anlamada 6nemli bir yere
sahiptir. Bu kesif, edinsel bagisiklik sisteminden bagimsiz olan mast hiicre

aktivasyonunu agiklamaya yardimci olmustur (33).

2.4. G- proteinleri ve Mas ile iligkili G-proteine bagli reseptor elemani X2

2.4.1. G proteinleri

G proteinleri, hiicre zarinda bulunan ve hiicre igi sinyal iletimini diizenleyen
protein ailesidir. Bu proteinler, hicre digindaki gesitli uyaricilarin (hormonlar,
norotransmitterler, kemokinler vb.) hiicre ici yanitlarini baslatmak ve diizenlemek igin

kullanthrlar.

G proteinleri (GTP baglayan proteinler), adlarini guanozin trifosfat (GTP)
molekiliine baglanma yeteneklerinden alirlar. Heterotrimerik G proteinleri, alfa (a),

beta (B) ve gama (y) olmak tizere (¢ alt birimden olusur.

G proteinleri, G proteinle eslesmis reseptorler (GPCR) ile etkilesime girerek
aktive olurlar. GPCR, hiicre zarinin dis ve i¢ ylzeylerinde bulunan bir reseptor tipidir

ve cesitli ekstraselliler sinyalleri algilamak icin kullanilir. Bir GPCR, ekstraseliiler
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alanda her hangi bir uyarana maruz kaldiginda, reseptoriin i¢ kisminda yer alan G

proteinleri aktive olur.

Aktive olan GPCR, G proteinine baglanir ve onu aktive eder. Aktivasyon, alfa
alt biriminin GDP (guanozin difosfat) yerine GTP'yi baglamasiyla gerceklesir. Bu, alfa
alt biriminin beta ve gama alt birimlerinden ayrilmasina ve hiicre icinde diger
proteinleri etkinlestirmek igin serbest kalmasina yol agar. Bu etkinlenmis proteinler,
ikincil haberciler ve farkh hicresel sinyal yolaklari aracihgiyla hicresel yanitlara yol

agar.

G proteinleri, hiicre i¢i sinyallesmede 6nemli bir rol oynar ve bir¢cok biyolojik
siireci dizenler. Ornegin, hormonlarin, nérotransmitterlerin ve diger hiicresel
sinyallerin hicre icine iletimini dizenlerler. Sinir iletimi, hormon salinimi, hiicre
bliyimesi ve cogalmasi, hiicre hareketi ve diger biyolojik reaksiyonlar gibi cesitli

hiicresel stiregler G proteinleri tarafindan kontrol edilir.

G proteinlerinin  disfonksiyonu, bircok hastaligin altinda yatan
mekanizmalardan biri olabilir. Ornegin, bazi kanserlerde ve nérolojik bozukluklarda G

proteinleri ile ilgili anormallikler bulunmustur.

Sonu¢ olarak, G proteinleri, hicre i¢i sinyal iletiminin temel
dizenleyicilerinden biri olarak hayati Gneme sahiptir ve hiicrelerdeki ¢esitli biyolojik

surecleri diizenlerler (34).
2.4.2. Mas ile iliskili G-proteine baglh reseptér elemani X2

Mas ile iliskili G proteinine bagli reseptoérler, rodopsin benzeri A sinifi G
proteinine bagli reseptorlerin (GPCRs) & dalinda yer alir ve transmembran
reseptorlerinin en biylik ailesini olustururlar. MRGPRX alt ailesi, insanlarda 11p15.1
kromozomunda yer alan dort farkli gen icerir. Bu genler, dort reseptor alt tipini, yani
MRGPRX1, MRGPRX2, MRGPRX3 ve MRGPRX4'ii kodlar. Ozellikle MRGPRX2,

anafilaktoid ilag reaksiyonlarindan sorumludur (35,36).

Mas ile iliskili G proteinine bagl reseptorler (MRGPRs), heterotrimerik G

proteinlerine bagh yedi transmembran alani iceren G proteinine bagh reseptorler
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(GPCRs) olarak adlandirilan daha genis bir reseptor ailesine aittir. Fakat GPCR ailesi
icinde, birkag¢ reseptor alt ailesi heniiz karakterize edilmemistir. GPCR ailesi, fare,
sican, insan, makak ve rhesus maymununda yaklasik 50 Gyeden olusur ve birkac alt
aileye ayrilabilir. A, B, C, D, E, F ve H alt aileleri sadece kemirgenlerde bulunurken, X
alt ailesi ise insanlara, makaklara ve rhesus maymunlarina 6zgiidiir. insanlarda 4 adet
MRGX geni bulunur (MRGPRX1-MRGPRX4). MrgprX alt ailesi icinde, makaklar ve
rhesus maymunlarinin aksine, insanlarda oncelikli olarak eksprese edilen reseptor,
MRGPRX2 dir. MRGPRX2 hem fizyolojik hem de patolojik immin yanitta 6nemli
islevlere sahiptir. Ayrica, tip-2 bagisikhgin diger anahtar efektér hiicreleri olan

bazofiller ve eozinofiller de bu reseptore sahiptirler (21,37).

Mas ile iliskili G-proteine bagh reseptor elemani X2, yalnizca MCrc-tipi mast
hicreleri tarafindan ifade edilir ve bu hicreler agirlikh olarak deride bulunur. Buna
karsihk, MCr tipi mast htcreleri, MRGPRX2 ifadesinden yoksundur ve MRGPRX2

yoluyla aktive olan sekretagoglara, 6rnegin bilesik 48/80’e yanit vermezler (33).

Reseptor konfiglirasyonu hakkinda sinirh bilgiye sahip olunmasina ragmen,
Mrgprb2 (farelerdeki homolog) ve Mrgprb3’in (ratlardaki homolog) insan
MRGPRX2'nin homologlari olarak tanimlanmistir. Bu da yeni arastirmalara ve spesifik

ligandlarin tespiti ile ilgili yapilacak calismalara katkida bulunmaktadir (38).

Anafilaktoid reaksiyonlar, bir hastanin durumunu kétilestirebilen ve yasami
tehdit edebilecek etkiler liretebilen yaygin klinik akut advers ilag reaksiyonlaridir. Tip
| asirt duyarhlk reaksiyonundan farkl olarak, anafilaktoid reaksiyonlarda ana
mekanizma, mast hiicreleri veya bazofiller Gzerinde IgE reseptorlerinin dogrudan
uyarilmasini  veya alternatif bir yolla alerjenler tarafindan komplemanin
aktivasyonunu igerir. Bu reaksiyonlar, histamin ve B-heksosaminidaz gibi anafilaktik
mediatorlerin salinmasina yol acar. Yapilan calismalar, insan mast hiicrelerinde
spesifik bir membran reseptorii olan MRGPRX2'nin de anafilaktoid reaksiyonlari

indlikledigini gostermistir (19,39).



13

Son zamanlarda farkli dokularindan izole edilen insan mast hicreleri
Uzerindeki MRGPRX2'nin ifadesinin ve islevselliginin degisebilecegi gosterilmistir. Cilt
mast hlcreleri en yiuksek MRGPRX2 ifadesine sahipken, akciger mast hicreleri
MRGPRX2'yi ifade etmez (41). MRGPRX2'nin hormonlar, noropeptitler, kigik
molekilli ilaglar ve zehirli maddeler dahil olmak Gzere birgok ligandi vardir (24). Bu
ligandlardan birinin MRGPRX2'ye baglanmasinin mast hiicre degranilasyonunu
indlikledigi, ancak mast hiicreleri tarafindan cok az sitokin liretimine neden oldugu

veya degranilasyona hi¢ neden olmadigi kanitlanmistir (21,41).

Mas ile iligkili G-proteine bagl reseptor elemani X2 veya homologlari igin
tespit edilen ligandlar Sekil 2.3. 'de gosterilmistir. insan MRGPRX2 reseptéri,
katyonik ilaglar, néropeptitler ve psédoalerjik reaksiyonlari tetikleyen nérojenik
inflamasyona aracilik eden ve ayni zamanda antimikrobiyal savunmalari da igeren
konak savunma peptitleri, P maddesi (SP), sinir biylime faktori (NGF), kalsitonin geni
ile ilgili peptit (CGRP), vazoaktif bagirsak polipeptiti (VIP), kortistatin 14, bilesik 48/80
ve E7 de (yapay bir C3a reseptdr agonisti) dahil olmak lzere ¢ok sayida madde
tarafindan aktive edilir. Ayrica katepsin S, antimikrobiyaller, altin kloriir ve mucunain
gibi diger natural ve sentetik bilesikler de bu reseptori aktive edebilir (36,40).
Bunlarin yani sira, MRGPRX2’nin, insan beta-defensinleri (hBD2 ve hBD3), katelisidin
LL-37, hipofiz adenilat siklaz aktive edici peptid ve trombosit aktive edici faktor (PAF
-4) gibi diger peptidlere maruz kalmasinin da mast hiicre degraniilasyonunu

indlikledigi gosterilmistir (37).
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MRGPRX2 Mrygprb2 Mrgprb2
{Insan Reseptirii) {Fare Homologju) {Sigan Homologu)
*  Endojen *  Eksojen *  Endojen * Endojen
¢ Proadrencmediillin amino terminali 20 ¢ HKortistatin 14
*  Kortistatin 14 *  Morfin pepid, fragman 3-20 (PAMP(3-20]) * P maddesi
* P Maddesi *  Vankemisin v P moddesi . I{uls!:mm genine bagh
*  Vazoaktif badisak peptidi v Sisatrakuryum . ::::hsifuhi\reediii
i Si"ir. w‘.".'im i.ﬂmru. , * Bilesik48/80 s pyogjen falisr -4
* Kalsitonin geine baZls pepfid *  Mastoparan *  Kinolonlar *  Hipofiz adenilat siklaz
*  Yapay (3a reseptori agonisti E7 aktive pepid
*  Majsr temel protein +  Noromiskiler bloke edici ejanler
»  Eozinefil peroksidaz +  Eksoi
*  Bela-defensinler (nBD2, hBD3) Xsojen
o Kaelisidinll-37 . * Bilesik 48/80

Gt
G-protein .

Sekil 2.3.insanda Mas ile iliskili G proteinine bagli reseptér X2 ve bunun farelerde ve
sicanlarda islevsel olarak yakin homologlariicin ligandlar (21).

G proteinine bagl reseptor olan MRGPRX2, yiiksek afiniteli IgE reseptoriine
(FceRl) kiyasla farkh bir aktivasyon bicimi kullanmaktadir. FceRl ile tetiklenen
aktivasyon, antijenin kendisi, antijene 6zgl IgE ve FceRI'nin kendisi olmak Uzere (¢
bilesen gerektirmekte ve bir dizi tirozin kinaz tarafindan baslatilmaktadir. Ancak,
MRGPRX2 nin egzositozu Gi ve/veya Gqg' ya bir agonistin baglanmasindan hemen
sonra tetiklenmektedir. Buna bagh olarak granil eksositoz yollari da birbirinden
farkhidir. FceRl, graniil-granil fizyonuna bagl olarak daha diizensiz ve daha bliyik
granillerle gecikmis salgilamayi tetiklerken, MRGPRX2 kiglk granillerin hizh bir
sekilde salgilanmasina aracilik etmektedir. (33). Yapilan calismalar MRGPRX2
aktivasyonunun hiicre ici kalsiyumu arttirdigini gostermektedir. Ayrica, bazi
calismalarda FceRI aktivasyonunda rol alan bir mekanizma olan stromal etkilesim
molekdlt 1 (STIM1) yoluyla kalsiyum girisinin, MRGPRX2 {zerinden mast hiicre

aktivasyonunu diizenleyebilecegini 6ne sirmektedir (30).
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Tanimlanan ilk MRGPRX2 agonisti olan peptid CST-14, MRGPRX2'yi
rekombinant olarak eksprese eden HEK hiicrelerinde (insan embriyonik kok hiicreleri)
Ca*™ mobilizasyonunu indiklemektedir (36). Daha sonra yapilan galismalarda PAMP-
20 aracili MRGPRX2 aktivasyonunun da Ca** mobilizasyonunu indukledigi ayrica
PAMP-20 aracii  MRGPRX2 aktivasyonunun, MRGPRX2'yi rekombinant olarak
eksprese eden HEK hiicrelerinde forskolin kaynakhh cAMP birikimini de azalttig
gosterilmistir (42). MRGPRX2 agonistleri, 6rnegin insan konak savunma peptidi, LL-
37 ve hBD'lerin, PTx'e (Bordetella pertussis toksini) duyarli G proteinine bagimh bir
yolla insan mast hiicre degranilasyonunu indikledigi gosterilmistir (43,44). PT,
agonist kaynakli degranilasyonu inhibe eder, ancak kalsiyum sinyalini inhibe etmez
dolasiyla Gi-protein yolunun esas olarak mast hiicre degrantlasyonu ile ilgili oldugu
gosterilmistir. Baska bir calismada, PTx ve YM-254890 (bir Gaq protein inhibitori), P
maddesi kaynakli Ca** mobilizasyonunu ve sican mast hiicre degraniilasyonunu
onemli Olgliide azalttigl gozlenmistir (45). Benzer sekilde, hem Gaq hem de Gail'in
insan deri mast hicrelerinin degraniilasyonu icin gerekli oldugu goriilmis, ancak
Gai'nin bilesik 48/80 ve P maddesi kaynakli mast hiicre degranilasyonu ile daha

alakal oldugu dustnilmastir (46).

Dogrudan G protein aktivasyonunu 6lcen kimerik G proteini bazh TGFa testi
kullanilarak, CST-14 tarafindan aktive edilen MRGPRX2'nin tim G protein aileleri,
Gas, Gai/o, Gag/11 ve Gal2/13 ile gelisiglizel bir sekilde baglandigi gosterilmistir
(47). Yapilan galismalarda, MRGPRX2'nin tim Ga protein ailelerine baglandigi, ancak

ozellikle Gaq ve Gail proteinleriile gli¢li bag kurdugu gosterilmistir (48).

Mas ile iliskili G-proteine bagli reseptdr elemani X2 aracili degranilasyon,
hicre ici Ca** konsantrasyonundaki hizli ve gecici bir sekilde tetiklenmektedir (49).
Yapilan calismalar, MRGPRX2'nin fosfolipaz C-B (PLCB)'nin, Gag/11 ve Gy yoluyla
aktivasyonunun, MRGPRX2’ye baglanan bir ligandin PIP2’nin (hiicre zarinda bulunan
bir fosfolipit) hidrolizine neden olduguna, bu hidroliz sonucu DAG (diagilgliserol) ve
IP3’ln (hidroliz yoluyla Uretilen bir ikinci haberci) olustuguna bunlarinda endoplazmik

retikulumdan Ca** salinimina neden oldugu gostermistir (50). PLCB'nin Gag
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proteinleri tarafindan aktivasyonuna ek olarak, MRGPRX2'nin, tipik olarak tirozin
kinazlar tarafindan diizenlenen bir enzim olan PLCy 'yi da aktive ettigi bilinmektedir.
insan mast hiicrelerinde MRGPRX2 aracili aktivasyon sirasinda PLCy ve IP3R'nin

fosforilasyonunun arttig1 western blot yontemi kullanilarak da gosterilmistir (51).

PLCB'nin Gag proteinleri tarafindan aktivasyonuna ek olarak, MRGPRX2'nin,
tipik olarak tirozin kinazlar tarafindan diizenlenen bir enzim olan PLCy 'y da aktive
ettigi bilinmektedir. insan mast hiicrelerinde MRGPRX2 aracili aktivasyon sirasinda
PLCy ve IP3R'nin fosforilasyonunun arttigi western blot yontemi kullanilarak da

gosterilmistir (51).

Farkh PLC izoenzimlerinin, PLCB ve PLCy'nin katilimi, FceRI aracili mast hiicre
degranilasyonunun aksine, MRGPRX2 aracili mast hiicre degrantilasyonunun neden
hizli oldugunu ve gecici Ca** mobilizasyonu tarafindan tetiklendigini aciklayabilir
(52,53). Bilesik 48/80'in Lyn ve PLCy fosforilasyonunu indiikleyerek LAD2 hiicrelerinde
artan Ca** mobilizasyonuna yol actigi gorilmustir (52). Hem fosfatidilinositol-3
kinazin (PI3K) LY294002 (bir PI3K inhibitori) tarafindan hem de PLCy'nin U73122 (bir
PLC inhibitorii) tarafindan inhibisyonunun, bilesik 48/80 kaynakli Ca** sinyalini ve
bunu takiben degraniilasyonunu baskiladigi gbsterilmistir (53,54). Hayvanlar (izerinde
yapilan calismalarda, bilesik 48/80’in neden oldugu alerjik semptomlar, hem PI3K
hem de PLCy fosforilasyonunu inhibe ederek azaltilmistir (56). Bu nedenle, PI3K/AKT
ve PLCy yolaklarinin, MRGPRX2 aktivasyonunu takiben artan hiicre ici Ca** seviyesi
artisi ile sonucglanan psodoalerjik reaksiyonlarda gozlenen mast hiicre
degranilasyonunda rol oynamasi muhtemeldir. MRGPRX2 ile tirozin kinazlarin
aktivasyonu arasindaki baglanti halen belirsizligini korumaktadir. Ancak hem G
proteinlerini hem de reseptor tirozin kinazlari (RTK) baglayabilen bir protein olan Ga
proteini ile etkilesime giren vezikiille iliskili protein (GIV; Girdin) ile aciklanabilir
(55,56). GIV, Gai protein alt birimleri icin bir sinyal dénistiricl gibi davranir. Ancak,

MRGPRX2 ve RTK arasindaki etkilesim hala aydinlatiilmayi beklemektedir (57).

Son arastirmalar, MRGPRX2 aktivasyonunu degraniilasyona ve graniil

sekresyonuna ceviren ii¢ fonksiyonel kinaz kiimesini ortaya ¢ikarmistir (58). ilk kiime,
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grantllerin ekzositoz slirecinde rol oynayabilen lkappa B kinaz (IKK) ve niikleer faktor
kappa B (NF-kB), mitojenle aktive olan protein kinaz kinaz (MAPKK veya MEK), MAPK
ve ERK1/2'yi igerir (58,59). Bu kinazlarin aktive edildigi mekanizma belirsizdir, ancak
PKC bir dizi kinazin aktive edilmesinde rol alabilir. ikinci kiime, yalnizca tipik olarak
GPCR'ler tarafindan etkinlestirilen PLCB'yi degil, ayni zamanda PLCy'yi de iceren PLC
sinyalidir. Ugiincii kiime ise PI3K ve kinaz 1'i (ULK1) aktive eden otofaji ile ilgili

sinyalleri igerir (58,60).

Yapilan ¢alismalarda, insan MRGPRX2 ve fare ortologu olan Mrgprb2’nin bazi
ilaglarin kullanimiyla aktive olarak dogrudan mast hiicre degranilasyonunu ve
anafilaktik reaksiyonlari tetikledigi gosterilmistir. Ayrica subkutan veya intramiskiiler
olarak verilen ve siklikla enjeksiyon bolgesinde kasinti ve eritemin eslik ettigi lokal
odemi indlikleyen ve yaygin olarak kullanilan katyonik peptiderjik ilaglarin da, mast
hiicrelerinin MRGPRX2'ye bagli aktivasyonuna sebep oldugu gorilmistir. Benzer
sekilde, bir tetrahidroizokinolin motifi (THIQ) veya benzer bir yapiya sahip kigik
molekdl agirlikl intravenoz ilaglarla, 6érnegin suksinilkolin disindaki bazi NMBA'larin
ve intravendz kullanim igin onaylanmis doért florokinolonun (siprofloksasin,
moxifloksasin, levofloksasin, ofloksasin), mast hiicrelerini MRGPRX2 ve Mrgprb2

aracihgiyla aktive ettigi gorilmustir (25).

Navines-Ferrer ve arkadaslari tarafindan yapilan bir calismada, opiatlar,
NMBA’lar (sisatrakuryum, rokuronyum), iyotlu kontrast ajanlar (meglumin
amidotrizoat, iohexol, iomeprol), antibiyotikler (vankomisin, teikoplanin, amoksisilin-
klavulanik asit), nonsteroidal anti-inflamatuar ilaglar (NSAID'ler; diklofenak) ve
anestezikler (propofol) gibi cesitli ilaclar test edilmis ve bu ilaclardan, sisatrakuryum,
morfin, vankomisin, meglumin amidotrizoat ve iomeprol'in MRGPRX2'nin aracilik
ettigi LAD2 mast hicrelerinin degraniilasyonunu tetikledigini gostermislerdir. Ayrica,
anestezi sirasinda anafilaktoid reaksiyon geciren hastalardan toplanan serumlarin
MRGPRX2'ye bagimli bir sekilde mast hiicre degraniilasyonuna neden oldugunu da

gostermislerdir (21,61).
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Ayrica yapilan galismalarda, QWF (glutaminyl- D-tryptophylphenylalanine)
(MRGPRX2 antagonisti) olarak kisaltilan bir tripeptidin, bilesik 48/80 gibi temel
sekretagoglar ve ayrica atracurium ve ciprofloxacin araciligiyla gergeklesen insan
MRGPRX2'nin aktivasyonunu inhibe ettigi gosterilmistir (29). P maddesi ve bilesik
48/80’in mutasyona ugramamis Mrgpr’leri aktive ederken, tek bir amino asitin
mutasyona ugradigi Mrgpr’leri aktive edemedigi gostermistir. Fakat LL-37’nin
(katalisidin) hem dogal reseptorleri hem de mutasyona ugramis reseptorleri aktive
ettigi gorilmustir. Bu bulgular, P maddesi ve 48/80 bilesigi icin, Mrgpr aktivasyon
sahasinin LL-37’ nin aktivasyon sahasindan farkli oldugunu goéstermektedir. Ayrica,
bir Mrgpr antagonist olan QWF, P maddesi ve bilesik 48/80'in MRGPRX2 ile
etkilesimini inhibe ederken LL-37 ile reseptor arasindaki etkilesimi inhibe etmedigi
bilinmektedir. Yine ayni grup tarafindan yapilan baska bir ¢alismada, vankomisinin
insanda MRGPRX2'sini aktive ettigini ve bu tlr bir aktivasyonun QWF tarafindan
Onlendigini gostermistir (Sekil 2.4). Ayrica, tahmine dayali molekiler modelleme
deneyleri, MRGPRX2'deki tek amino asitlik bir mutasyonunun (Glu164Arg), reseptor
ve genel sekretagoglar (P maddesi ve bilesik 48/80) arasindaki etkilesimi engelledigini

dogrulanmistir (21,62).
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Sekil 2.4. Ana reseptor sistemleri ve mast hiicresi aktivasyonunda rol oynayan ligand
ornekleri (21).

ilaglar hem sIgE' ye bagli mekanizmalarla hem de MRGPRX2 reseptérii araciliglyla mast hiicrelerini
aktive edebilir. Bu aktivasyon yollari birbirinden bagimsizdir. QWF, insan MRGPRX2'nin aktivasyonunu
bir dizi temel sekretagog ve ilagla inhibe eder. MRGPRX2 baglantili hiicre yaniti, FceRl aracili yanittan
farklidir. CR, kompleman sistem reseptorleri; CysLT1R / 2R reseptorleri, sisteinil I6kotrienler; FcyRll;
dusik afiniteli 1gG reseptori; FceRl, yuksek afiniteli IgE reseptérti; GM-CSF, granilosit / makrofaj
koloni uyarici faktor; IL, interldkin; KIT, mast / koék hiicre baytime faktéri reseptéri (CD117); LPS,
lipopolisakkarit; LTC4, I6kotrien C4; Abs, antikorlar; MRGPRX2, Mas-iliskili G proteinine bagli reseptdr-
X2; NMBA, noéromuskiler bloke edici ajanlar; PAR2, proteaz ile aktiflesen reseptor 2; PGN,
peptidoglikan; SCF, kok hicre faktori; sIgk, spesifik IgE; TLR, Toll like reseptér; TNF, timoér nekroz
faktortu; QWF-tripeptid (glutaminil-D-triptofienilalanin); VIP, vazoaktif bagirsak peptidi (24).

2.5. Tek niikleotid polimorfizmi (SNP) ve ilag alerjileri ile olan iliskisi

Tek nikleotid polimorfizmleri (SNP'ler), insan genomunda en yaygin genetik
varyasyon turiduar. SNP'ler, DNA dizisinde belirli konumlarda meydana gelen tek
nikleotid degisimleri olarak tanimlanir. SNP, genomun belirli bir konumunda tek bir
niikleotid bazinin (A, T, C veya G) farkli olmasi durumunu temsil eder. Ornegin,
referans bir genomdaki belirli bir konumda bulunan bir G nikleotidi A ile
degistirilebilir. Bir populasyonun ¢ogunlugu bir niikleotid tasirken, azinlik farkli bir

nikleotide sahip olabilir (63).
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Tek nikleotid polimorfizmleri, genomun kodlanan ve kodlamayan
bolgelerinde meydana gelebilir ve esanlamh (bir proteinin amino asit dizisini
degistirmeyen) veya esanlamli olmayan (bir proteinde amino asit dizisinde
degisikligine neden olan) olabilir. SNP’ler gen ekspresyonunu veya protein
fonksiyonunu etkileyen diizenleyici bolgelerde de olusabilirler. Ornegin, bir SNP'nin
belirli bir gen {Ulzerindeki konumu, protein yapisinda veya regilasyonunda
degisikliklere neden olabilir. SNP'lerin genom boyunca yaygin olarak bulunmasi ve
dagihmi, kisiler arasindaki degiskenlikleri, hastaliklari, ilag tepkilerini ve diger

kompleks fenotipleri belirlemede 6nemli bir rol oynar (63,64,).

Tek nikleotid polimorfizmleri, genetik arastirmalarda genotipleme veya
dizileme yontemleriyle tespit edilebilirler. SNP'lerin tespit edilmesi ve analizi,
populasyon genetigi, kompleks hastaliklarin genetik temellerinin arastiriimasi ve

kisisellestirilmis tip alanlarinda yaygin olarak kullanilan bir yaklasimdir (64).

Tek nikleotid polimorfizmleri, populasyondaki frekanslarina gore
siniflandirilabilir. Yaygin SNP'ler, genellikle (minor alel frekansi (MAF)) %1 veya daha
yuksek bir frekansa sahip olan SNP'leridir. Nadir SNP'ler ise daha dislk bir frekansa
sahiptirler. Yaygin ve nadir SNP'ler arasindaki ayrim, populasyon genetigi ve iliski

calismalar icin oldukca 6nemlidir (64,65).

Tek nukleotid polimorfizmleri, genetik arastirmalarda 6nemli bir role
sahiptirler, ¢clink( biyolojik stireclerdeki rolleri nedeniyle hastalik riski, ila¢ tepkisi,
populasyon genetigi ve evrimsel genetik arastirmalari etkileyen dnemli faktorlerdir.
SNP'lerin kesfi ve karakterizasyonu icin bircok kaynak ve veritabani bulunmaktadir.
Ornegin, Uluslararasi HapMap Projesi ve 1000 Genom Projesi gibi biyiik olgekli
projeler, insan populasyonlarindaki SNP varyasyonlarini sistematik olarak incelemek
icin olusturulmustur. Ayrica, dbSNP, Ensembl ve gnomAD gibi veritabanlari, genetik
varyasyonlarin kataloglanmasi ve erisimi icin 6nemli kaynaklardir. SNP'lerin
kaynaklari genellikle dogal genetik degisimlerdir. Bunlar, spontan mutasyonlar,
genetik rekombinasyonlar, cevresel faktorlerin etkisi, selektif baskilar ve genetik drift

gibi faktorlerden kaynaklanabilir (66,67).
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Tek nikleotid polimorfizmleri fonksiyonel etkilerini anlamak, genetik ve
genomik arastirmalarda 6nemlidir. SNP'ler, gen ekspresyonunu, protein yapisini ve
fonksiyonunu etkileyebilir ve hastalik duyarliligina ve tedavi yanitlarina katkida
bulunabilir. Genom g¢apinda iliskilendirme ¢alismalari (GWAS), belirli SNP'leri gesitli

kompleks hastaliklar ve ozelliklerle iliskilendirmistir (67).

Tek nikleotid polimorfizmlerinin, proteinlerin yapisini, etkilesimlerini ve
ozelliklerini etkiledigi bilinmektedir. SNP'ler, MRGPRX2'nin yapisini degistirerek
bireyleri hiperaktivasyona vyatkin hale getirebilecek MRGPRX2 varyantlar ile
baglantih olabilir (68,69). Yang ve arkadaslari yaptiklari c¢alismada, MRGPRX2
proteininde Ucg spesifik amino asitte (Asn16His, Asn62Ser ve Phe78Leu) degisiklik
meydana geldigini bulmuslardir (70). Yapilan ¢alismalar ve NCBI veri tabani
incelendiginde, insan MRGPRX2 lokusunun kodlama bolgelerinde bircok SNP oldugu
tespit edilmis ve insan MRGPRX2 lokusunun kodlama bdlgelerindeki SNP'lerin listesi

Tablo 2.1 de verilmistir (21,71).
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Tablo 2.1. insan MRGPRX2 lokusunun kodlama bélgelerindeki bazi SNP'lerin listesi

Niikleotid Amino Asit MRGPRX2

SNP ID Mutasyon Varyasyonu MAF Degisikligi domain Ligandlara Yanit
Yanls anlamh Asn62Thr

rs10833049 varyant T>G/T>C C=0.3185 Asn62Ser CPD1 Belirsiz
Yanlis anlaml Degistirmiyor

rs11024970 varyant T>G G=0.1130 Asn16His ECD1 (HK1, SP, IC, hBD3)
Yanls anlamli Degistirmiyor

rs11823569 varyant C>T T =0.0066 Val43lle TMD1 (HK1, SP, IC, hBD3)
Yanlis anlaml

rs564668393 varyant A>G G =0.0066 Ser284Pro CPD4 Belirsiz
Yanlis anlamh Degistirmiyor

rs79763999 varyant A>G G =0.0032 Phe78Leu TMD2 (HK1, SP, IC, hBD3)
Yanlis anlaml Arg140Cys

rs60756581 varyant G>A/G>C A =0.0022 Arg140Gly CPD2 Belirsiz
Yanlis anlaml Met324LeuMet3

rs114017828 varyant T>A/T>C C=0.0022 24Val CPD4 Belirsiz
Yanlis anlamh Degistirmiyor

rs145992601 varyant G>C C =0.0020 Leu31Val TMD1 (HK1, SP, IC, hBD3)
Yanlig anlamli

rs117328742 varyant A>C C=0.0016 Ser313Arg CPD4 Belirsiz
Yanls anlamh Fonksiyon kaybi (HK1,

rs150365137 varyant A>G G =0.0014 Trp243Arg TMD6 SP, IC, hBD3)
Yanlig anlamli Argb61Trp

rs75443524 varyant T>A/T>C C=0.0010 Arg61Gly CPD1 Belirsiz
Yanls anlamli Ala74Ser

rs572320540 varyant C>A/C>T A =0.0010 Ala74Thr TMD2 Belirsiz
Yanlig anlamli

rs118176470 varyant A>G G =0.0006 Vall08Ala TMD3 Belirsiz
Yanls anlamh Fonksiyon kaybi (HK1,

rs140862085 varyant G>A A =0.0004 His259Tyr ECD4 SP, IC, hBD3)
Yanlig anlamli

rs572101439 varyant T>C C=0.0002 Thr224Ala TMD6 Belirsiz
Yanls anlamli

rs564709381 varyant G>T T =0.0002 Pro6Thr ECD1 Belirsiz
Yanlig anlamli

rs550191582 varyant T>C C=0.0002 Ser103Gly TMD3 Belirsiz
Yanlis anlamli

rs543158275 varyant C>G G =0.0002 Val51Leu TMD1 Belirsiz
Yanlig anlamli

rs531328060 varyant C>T T =0.0002 Met196lle TMD5 Belirsiz
Yanlis anlamh

rs530355228 varyant G>C C=0.0002 Pro322Ala CPD4 Belirsiz
Yanlis anlamli

rs372986472 varyant C>A A =0.0002 Asp252Tyr ECD4 Belirsiz
Yanlig anlamli

rs201846837 varyant C>G G =0.0002 Met119lle TMD3 Belirsiz
Yanlis anlamh

rs201177657 varyant G>A A =0.0002 Prol42leu CPD2 Belirsiz
Yanlig anlamli

rs181882698 varyant C>T T =0.0002 Asp75Asn TMD2 Belirsiz
Yanlis anlamh Pro238Ser

rs141141857 varyant G>A/G>C C=0.0002 Pro238Ala TMD6 Belirsiz
Yanlig anlamli

rs111606529 varyant G>A A =0.0002 Arg290Trp CPD4 Belirsiz
Yanlis anlaml Fonksiyon kaybi (HK1,

rs141744602 varyant C>T T =0.000008 | Gly165Glu ECD3 SP, IC, hBD3)
Yanls anlamh G= Fonksiyon kaybi (HK1,

rs372988289 varyant C>G 0.000008 Asp184His TMD5 SP, IC, hBD3)

En yaygin SNP’lerden ikisi, 0,3185 ve 0,1130'luk minér allel frekanslarina
(MAF) sahip Asn62Thr (rs10833049) ve Asnl6His (rs11024970) amino asit
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degisikligidir. Asn62Thr, MRGPRX2’ nin sitoplazmik domainini (CPD1), Asn16His ise
ekstraselliiler domainini (ECD1) ve Trp243Arg, MRGPRX2'nin transmembran domaini
(TMDG6) etkiler. Diger SNP'ler ise nadir veya ¢ok nadir allel frekansina sahiptir (MAF
<0.01) (24). Bununla birlikte, G proteinine bagh reseptorlerin (GPCR) ekstaselliiler
domainleri genellikle ligand/reseptor iliskisinde rol oynar (70). Tespit edilen SNP'lerin
yalnizca besi intaselliiler domainler ile iliskilidir (Pro6Thr, Asn16His, Gly165Glu,
Asp252Tyr, His259Tyr). Yapilan ¢alismalarda, Gly165Glu, Asp184His, Trp243Arg ve
His259Tyr SNP’lerinden birini ifade eden RBL-2H3 hiicrelerinin, P maddesi,
hemokinin-1, insan p-defensin-3 ve icatibant dahil olmak Uzere MRGPRX2
ligandlarina yanit vermedigini gdstermistir. Bu dort SNP'i barindiran hastalar, ilaca
bagh mast hiicre degraniilasyonundan ve asirt duyarhlik reaksiyonlarindan
etkilenmeyebilirler. SNP'lerin  MRGPRX2'nin ligand baglanma 6&zelliklerini nasil
degistirebilecegini belirlemek icin daha fazla ¢alismaya ihtiyac vardir (71). Ayrica bu
calismalarda MRGPRX2 ve Mrgprb2 nin, temel sekretagoglar ve norokininler
tarafindan aktive edildigi, néromuskiiler bloke edici ajanlar, florokinolonlar ve
vankomisin gibi yaygin olarak kullanilan bazi kigik molekilli ilaglarin da bu

reseptorleri in vitro kosullar altinda aktive ettigini gdstermistir (71).

Diger ila¢ alerjileri ve SNP ler arasindaki iliskiyi gosteren farkli ¢alismalar
inceldiginde; Yapilan bir calismada, B-laktamlara karsi ani gelisen alerjik reaksiyonlari
olan hastalarda genetik yatkinlik faktorlerinin rolini degerlendirmek amacglanmistir
ve Immiinoglobulin (Ig)E sentez regilasyonunda rol oynayan proteinleri kodlayan
genlerdeki 15 tek nikleotid polimorfizmi (SNP) incelenmistir. Bu ¢alismada cinsiyet
ve atopi acisindan eslestirilmis 44 B-laktam alerjisi olan hasta ve 44 kontrol grubunu
iceren bir vaka-kontrol calismasi yapimistir. Interlékin (IL)-4, IL-13, IL-4Ra, sinyal
transdiseri ve aktivatori olan transkripsiyon 6 (STAT6), interferon (IFN)-yR1, IFN-yR2
ve FceRIB gen polimorfizmleri polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) restriksiyon fragment
uzunluk polimorfizmi kullanilarak belirlenmistir. IL-21R geni ve IL-10 promotor
polimorfizmleri ise direkt sekanslama yontemiyle belirlenmistir. Analizler, alerjik
hastalar ve kontrol grubu arasinda 15 SNP'nin dagiliminda farklilik ortaya koymamis

ancak, atopik bireyler arasinda, ani gelisen B-laktam alerjisi ile kadinlar arasinda IL-
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4Ra geninin lle75Val varyanti ve baglantili iki IL-10 promotor gen polimorfizmi olan -
819C>T ve -592 C>A arasinda iki farkli anlamli iliski bulunmustur. Ancak, atopik erkek

hastalarda alerjik bir iliski gozlemlenmistir.

Sonug olarak, Guglielmi ve arkadaslari tarafindan yapilan bu ¢alismada IL-10
promotori ve IL-4Ra genlerindeki polimorfizmlerin, atopik kadin hastalarda B-laktam

alerjilerini destekleyen genetik faktorler oldugunu dusiindtirmastir (72).

Apter ve arkadaslari tarafindan yapilan baska bir calismada, penisilin alerjisi
olan 23 vaka incelenmistir. Bu hastalar bir doz penisilin alimindan sonra Urtiker,
anjiyoodem, hirilti, hipotansiyon, kusma veya anafilaksi 6ykistine sahiptir. Yanak
surintilerinden elde edilen DNA ile yapilan galismada, IL4, IL4R, IL10 ve penisilin
metabolizmasi  (LACTB) ile iliskili aday genlerle iliskili varyantlar igin
genotiplendirilmistir. Calismada, 1Ll4 tek nikleotid polimorfizmeleri (SNP)
(rs11740584, rs10062446 ve rs2070874) penisilin alerjisi ile dogrudan iliskilendirilmis
ve LACTB SNP rs2729835 penisilin alerjisi ile sinirliiliskilendirilmistir (73).

Yine penisilin alerjisi ile ilgili yapilan baska bir calismada ise, B-laktam
alerjisinin genetik belirleyicilerini incelemek i¢in genom c¢apinda iliski g¢alismasi
gerceklestirilmistir. Calismada, ispanya'dan 387 hasta ve 1124 kontrol 6rnegi
kullanilmistir ve sonuglar italya'dan 299 hasta ve 362 kontrol 6rnegi ile
tekrarlanmistir. Yapilan ¢alismalar sonucunda, rs4958427, rs17612, rs7754768 ve
rs9268832 tek niikleotid polimorfizmleri ile anlamli iliskiler bulunmustur ve sonuglar;
genetik yatkinhigin HLA tip 2 antijen sunumunun merkezi bir rol oynadigi karmasik

gen-cevre etkilesimlerini gostermistir (74).

Aspirin ile yapilan bir calismada ise, interleukin-4 (IL-4) sentezini etkileyen
aspirinin; IL-4'Gn, aspirin hassasiyeti olan astimli hastalardaki genetik roll arastirilmis
ve IL-4 genindeki tek nlkleotid polimorfizmlerinin (SNP) astimhlarda aspirin
hassasiyeti Uizerindeki genetik ve molekiiler dilizeydeki etkisini incelenmistir.
Arastirmada, aspirine duyarli 103 ve aspirine toleranshi astimli 270 hasta

genotiplendirilmis ve islevsel promotor deneyleri yapilmistir. Test edilen 15 SNP'den
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yedisi (rs2243250, rs2070874, rs2243266, rs2243267, rs2243268, rs2243270,

rs2243274) aspirine duyarlilik ile anlamli bir sekilde iliskilendirilmistir (75).
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3. GEREG VE YONTEM

3.1. Arastirma Yeri

Ornekler, Hacettepe Universitesi ihsan Dogramaci Cocuk Hastanesi Alerji
Unitesi tarafindan temin edilmis ve laboratuvar calismalari, Hacettepe Universitesi

Pediatrik Alerji ve Astim Arastirma laboratuvarinda yapilmistir.

3.2. Arastirmanin Evreni Orneklemi Arastirma Grubu

GO 21/759 sayili etik kurul kararinin kriterlerine uygun sekilde 0-18 yas
araliginda olan, kirmizi boyun sendromu tanisi ile takip edilen 38 hasta ve 22 saglikli

kontrole ait veriler ve kan ornekleri kullaniimistir.
3.2.1. Arastirmaya Dahil Olma ve Olmama Kriterleri
Dahil edilme kriterleri:
v 0-18 yas arasinda olmak
v Doktor tanili vankomisine bagl kirmizi boyun sendromu tanisi olmak
v Ebeveynin arastirma amacli calisma icin onay vermesi (Ek 1.)
v Cocugun arastirma amacli calisma icin onay vermesi (Ek 2.)
Arastirmaya alinmama kriterleri:
v" Onam vermemek
v Vankomisin kullanimina bagh herhangi bir reaksiyon gelistirmis olmak

v" Baska ila¢ kullanimina bagh kronik trtiker, matositoz gelistirmemis olmak
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3.2.2. Goniillii ve/veya Hastanin Arastirmadan Cikarilma Kriterleri ve

Arastirmadan Cikanilanlarin izlenme Siiresi

Calismadan cikmak isteyen gonilli ve/veya hastalar arastirmadan c¢ikartiimis.
Cocuk Alerji Bilim Dalinda takibine devam etmek isteyen hastalarin hastaliklarina

yonelik rutin izlemlerine aynen devam edilmistir.

3.3. Calisma Plani

3.3.1. Kandan DNA izolasyonu
1. Asama:

Hlcrelerin Pargalanmasi: 8-10 ml kan érnegi 40-50 ml tampon ¢ozelti (Tris-
EDTA) ile yikanarak (4000-rpm /4 dk x 3) eritrositler ve serum uzaklastirilmis ve DNA’
yi iceren lI6kositler toplanmistir. Toplanan l6kositleri pargalamak igin 1,6 ml %10 SDS
ve 1,8 ml yiksek konsantrasyonlu tuz ¢ozeltisi (1M NaCl) kullanilmistir. Daha sona
DNA-protein komplekslerinin uzaklastirilmasi ve proteinlerin pargalanmasi icin 60 pl

Proteinaz K eklenmistir.
2. Asama:

56°C de 2 saat veya 37°C de gece boyu bekletilerek hem hiicrelerin

parcalanmasi hemde proteinlerin parcalanmasi saglanmistir.
3. Asama:

v DNA’nin  proteinler, lipidler ve diger makromolekillerden
uzaklastiriimasi igin Gizerine 5 ml tris ile sature edilmis fenol eklenmis

ve siit beyazi olana kadar karistiriimistir.

v" Uzerine 5 ml kloroform eklenip karistirilmis ve 2500-rpm de 3 dk

santriflij edilmistir.

v Berrak olan Ust faz pipet yardimiyla falkon tiiplere aktarilmisdir. Bu faz

DNA yiiceren fazdir.
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4. Asama:

v’ Presipitasyon: Falkona aktarilan DNA’yi iceren fazin lizerine 15 ml ye
kadar %100 soguk etanol ilave edilmistir. Alkol DNA ya bagh olan su
molekdllerini uzaklastirir ve DNA'nin ¢okmesini saglar bu nedenle

izolasyonun bu evresinde DNA giplak gozle gorilebilir hale gelir.

v" DNA’yi iceren falkon tiipii 10 dk -20°C de bekletildikten sonra 4000-
rom de 4 dk santrifiij edilmis ve Ustteki alkol uzaklastirildiktan sonra
uzerine %70 lik soguk etanol eklenmis ve tekrar 4000-rpm’de 4 dk

santrifj edilmistir.

v’ Ustteki alkol tamamen uzaklastirihp falkon tiipiiniin icindeki alkol
buharlastikran sonra, (1-1,5 saat) dipte kalan DNA’nin lizerine 0,5 ila
1ml siteril distile su eklenmis ve DNA ¢06zlinene kadar oda isisinda

bekletilmistir.

v DNA ¢éziindikten sonra DNA konsantrasyonu ve safligi Thermo

Scientific NanoDrop 2000c ile dlgilmistir.

3.3.2. Mas ile iliskili G-proteine Bagh Reseptdér Elemani X2’'nin Gen

Mutasyon Analizi

Mas ile iliskili G-proteine bagli reseptor elemani X2 geninin protein kodlayan
bolgesi asagida dizisi belirtilen primerler kullanilarak iki bélge olarak polimeraz zincir
reaksiyonu ile cogaltildiktan sonra DNA Dizi analizi yontemi kullanilarak genetik
varyasyonlar belirlenmistir.  MRGPRX2 geninde kullanilmak lzere dizayn edilen
primerlerin dizi Sekil 3.1. de gbsterilmistir.

MRGPRX2 F1  5-TCAGTGAACATGCAGCAGG-3’
MRGPRX2 R1 5-TACCAGATGGGCCACAGG-3’

MRGPRX2 F2  5’-TGTGATGACCTGTGCCTAC-3’

MRGPRX2 R2  5-ATCAGACAGACAGGGGCAAA-3’
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TAAAACAGGGGCGGTAATTACCACATAACAGGCTGGTCATGAARAATCAGTGAACATGCAG
CAGGTGCTCAAGTCTTGTTTTTGTTTCCAGGGGCACCAGTGGAGGTTTTCTGAGCATGGA
TCCAACCACCCCGGCCTGGGGAACAGAAAGTACAACAGTGAATGGAAATGACCAAGCCCT
TCTTCTGCTTTGTGGCAAGGAGACCCTGATCCCGGTCTTCCTGATCCTTTTCATTGCCCT
GGTCGGGCTGGTAGGAAACGGGTT TGTGCTCTGGCTCCTGGGCTTCCGCATGCGCAGGAA
CGCCTTCTCTGTCTACGTCCTCAGCCTGGCCGGGGCCGACTTCCTCTTCCTCTGCTTCCA
GATTATAAAT TGCCTGGTGTACCTCAGTAACTTCTTCTGTTCCATCTCCATCAATTTCCC
TAGCTTCTTCACCACTCTGATCGACCTCTCCCTACCT TGCAGGCCTGAGCATGCTGAGCAC
CGTCAGCACCGAGCGCTGCCTGTCCGTCCTGTGGCCCATCTGGTATCGCTGCCGCCGCCC
CAGACACCTGTCAGCGGTCGTGTGTGTCCTGCTCTGGGCCCTGTCCCTACTGCTGAGCAT
CTTGGAAGGGAAGTTCTGTGGCTTCTTATTTAGTGATGGTGACTCTGGTTGGTGTCAGAC
ATTTGATTTCATCACTGCAGCGTGGCTGAT TTTTTTATTCATGGTTCTCTGTGGGTCCAG
TCTGGCCCTGCTGGTCAGGATCCTCTGTGGCTCCAGGGGTCTGCCACTGACCAGGCTGTA
CCTGACCATCCTGCTCACAGTGCTGGTGTTCCTCCTCTGCGGCCTGCCCTTTGGCATTCA
GTGGTTCCTAATATTATGGATCTGGAAGGATTCTGATGTCT TAT TTTGTCATATTCATCC
AGTTTCAGTTGTCCTGTCATCTCTTAACAGCAGTGCCAACCCCATCATTTACTTCTTCGT
GGGCTCTTTTAGGAAGCAGTGGCGGCTGCAGCAGCCGATCCTCAAGCTGGCTCTCCAGAG
GGCTCTGCAGGACAT TGCTGAGGTGGATCACAGTGAAGGATGCTTCCGTCAGGGCACCCC
GGAGATGTCGAGAAGCAGTCTGGTGTAGAGATGGACAGCCTCTACT TCCATCAGATATAT

GTGGCTTTGAGAGGCAACTTTCGCCCCTCTCTCGTCTCGATT TGCTGAACTTTCTCAGTCCTG

Sekil 3.1. MRGPRX2 geninde kullaniimak uzere dizayn edilen primerlerin dizi
Uzerinde gbsterimi

3.3.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu), laboratuvar ortaminda DNA'nin hizli ve
blylk miktarda ¢ogaltilmasi igin kullanilan bir yéntemdir. Bu yontem, 1980'lerde Kary
Mullis tarafindan gelistiriimis ve genetik arastirmalarda, teshis amagli testlerde ve

bircok diger uygulamada yaygin olarak kullaniimaktadir.

PCR, DNA sablonunun belirli bir bélgesini milyonlarca kez ¢gogaltmak igin DNA

polimeraz adi verilen bir enzimi kullanir. PCR reaksiyonu, DNA sablonu, primer adi
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verilen kisa DNA pargalari, nikleotitler ve bir DNA polimeraz enzimi igeren bir karigim

gerektirir.

PCR, bir dizi 1sitma ve sogutma adimi kullanilarak gergeklestirilir. Genellikle Gg

temel adimdan olusur:

1. Denatirasyon: DNA sablonu, yiksek sicaklikta (genellikle 90-95°C) isitilarak
¢ift sarmal yapisinin ayrismasini saglar. Bu adimda, hidrojen baglari
kirilarak DNA tek zincirli hale getirilir.

2. Primer Baglanmasi: Reaksiyon karisimina eklenen primerler, hedef DNA
bolgesine spesifik olarak baglanir. Primerler, DNA sablonu (izerinde
baslangi¢ noktalari olarak hareket eder ve DNA polimerazin baglanmasiigin
bir sablon olusturur. Bu adim, reaksiyonun belirli bir sicakliga sogutulmasi
(genellikle 40-60°C) ile gergeklesir.

3. Uzama: DNA polimeraz enzimi, primerlerin baglandigi baslangig
noktasindan itibaren DNA zincirini sentezler. Uzama adiminda, DNA
polimeraz, serbest nikleotitlerin sablonla eslesmesiyle yeni bir DNA zinciri
sentezler. Bu adim, belirli bir sicaklikta (genellikle 70-75°C) gercgeklestirilir

ve her dongtide DNA zinciri ikiye katlanir.

Bu U¢ adim, bir dizi tekrarli 1sitma-sogutma donglstyle gerceklestirilir. Her
dongli, hedef DNA'nin kopya sayisini geometrik olarak artirir. Boylece, baslangicta

sinirh bir miktarda olan DNA sablonu, milyonlarca kopyasina ¢ogaltilabilir.

Tez ¢alismasinda polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), iki gen bolgesi igin de
malzemeler ayni oranda kullanilarak gercgeklestirilmistir. PCR 6ncesi, primer ana
stoklarindan primerlerin lzerinde yazan oranda alinarak dH;0 ile karistiriimis ve ara
stoklar elde edilmistir. Yine DNA’lar da 50 ng/ul konsantrasyonda olacak sekilde diltie

edilerek ara stok elde edilmis PCR reaksiyonunda bu ara stoklar kullaniimistir.
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PCR reaksiyonu her iki boélge icin de;

2, 5 pl Taq Buffer (10X)

1,5 ul MgCly (25 mM )

0, 5 ul primer R (10pmol/puL)

0, 5 ul primer F (10pmol/uL)

0, 5 ul dNTP (10mM )

0,25ul Tag DNA polimeraz (5U/uL) kullanilmistir.

AN N NN

Steril distile su ile son reaksiyon hacmi 25 pl ‘ye tamamlanmistir.

PCR reaksiyonu i¢in Thermo Px2 Thermal Cycler kullaniimistir. Her iki bolge

icin de PCR optimal thermal cycler kosullari aynidir. Kosullara Tablo 3.1.de verilmistir.

Tablo 3.1. PCR kosullar

Sicaklik °C Siire Dongii Sayisi
95 5 dakika 1

95 45 saniye

59 40 saniye 35

72 45 saniye

72 3 dakika 1

3.3.4. PCR Uriinlerinin Agaroz Jelde Yiiriitiilmesi

Agaroz jel, genellikle biyolojik deneylerde ve molekiler biyolojide DNA ve RNA
orneklerinin ayristirilmasi ve analiz edilmesi igin kullanilan bir materyaldir. Agaroz jel,
agaroz adi verilen bir polisakkaritten yapilir. Agaroz, alglerden elde edilen dogal bir
polisakkarittir ve genellikle laboratuvar ortaminda jel formunda kullanilir. Agaroz jel,
elektroforez tankinda bir matris olarak kullanilir. Bu matris, bir elektrik akiminin
gectigi ve DNA veya RNA oOrneklerinin farkh boyutlarina gore ayristigi bir ortam saglar.
Agaroz jel elektroforezi, drneklerin jel Gizerine yerlestirildigi ve ardindan elektrik akimi
uygulandig bir yontemdir. Elektrik akimi, 6rnekleri hareket ettirir ve agaroz jelin
icindeki gozenekli yapiya gore farkli boyutlarda molekillerin ayrilmasini saglar. Daha
blyik molekiiller, daha yavas hareket ederken, daha kiglik molekiller daha hizh

hareket eder.
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Agaroz jel elektroforezi, DNA analizi, PCR Urinlerinin boyut tayini, genotip
tespiti, DNA dizileme gibi bircok molekiler biyoloji ve genetik arastirmada yaygin

olarak kullanilan bir tekniktir.

Tez ¢alismasinda, PCR reaksiyonu sonrasi Urin olusumunun gozlenmesi,
spesifik olmayan bantlarin saptanmasi, olusan (rlnlerin istenen uzunlukta olup
olmadiginin anlasiimasi amaciyla jel elektroforezi yapilmistir. Bu islem igin 6ncelikle
agaroz jel hazirlanmistir. Jel hazir hale geldikten sonra, ilk kuyucuga 3 ul 100 baz giftlik
DNA ladder eklenmistir. DNA ladder (DNA merdiveni) belirli boyutlarda olan DNA
parcalarinin karisimini icerir ve agaroz jel elektroforezi sirasinda DNA 6rneklerinin
boyutlarinin belirlenmesi icin kullanilan bir molekiler marker veya referans
standardidir. Diger kuyucuklara ise 5 pl PCR Urini ve 2 upl 5X Green Go Taq
karistinlarak yiiklenmistir. Ornekler 110 V’da 20-25 dakika boyunca yiritilmistr.
Gug kaynagi olarak Wealtec Elite 300 cihazi kullanilmistir. Bu islem sonrasinda bant

gorintilemesi Kodak EDAS 290 yardimi ile yapiimistir.
3.3.5. PCR Uriin Piirifikasyonu

Elektroforezde istenen uzunlukta bant saptanmis olan drinler igin
pirifikasyon asamasina gecilmistir. Bu asamada ExoSAP ve FastAP enzimleri
kullanilmistir. Bu enzimler, PCR sonrasi pirifikasyon islemlerinde kullanilan en yaygin
enzimlerdir. Bu enzimler, PCR Urlinlerinden artik tirevlerin (primerler ve niikleotitler)
temizlenmesi icin kullanilir. islem, PCR iriiniine eklenen dNTP'leri ve primerleri
hedeflenen spesifik DNA Grininden ayirmak icin ekzontikleaz ve fosfataz enzim

aktivitelerinin kullanilmasina dayanir.

ExoSAP (Exonuclease | ve Shrimp Alkaline Phosphatase): ExoSAP, PCR
Urinlndeki serbest nikleotitlerin (dNTP'ler) ve primerlerin temizlenmesi icin
kullanilan bir karisimdir. Exonuclease |, 5' uctan baslayarak niikleotitlerin disari dogru
sindirilmesini saglarken, Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP) ise fosfat grubunu
kaldirir. Bu islem, PCR Grtniniin direkt olarak DNA sekanslama veya klonlama gibi

uygulamalara hazir hale gelmesini saglar. FastAP (Fast Alkaline Phosphatase): FastAP,
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sadece fosfat grubunu kaldiran bir alkalen fosfataz enzimidir. PCR Urinlindeki fosfat
gruplarini temizleyerek, dNTP'lerin ve primerlerin ¢ogaltma reaksiyonlarinda engel
olusturmasini 6nler. Bu sekilde, PCR liriini dogrudan sekanslama veya klonlama icin
hazir hale getirilir. PCR sonrasi purifikasyon islemi, PCR Uriiniindeki istenmeyen
artiklari temizlemek ve hedeflenen DNA’nin saf hale getirilmesiigin dnemlidir. ExoSAP
ve FastAP gibi enzimler, bu islemi hizli ve etkili bir sekilde gerceklestirmek igin

kullantlr.

Pirifikasyon icin Thermo Scientific Marka Exonuclease | ve FastAP
kullanilmistir. Bu asamada, 5 ul PCR 0,5 ul Exonuclease | ve 1 pl FastAP kullaniimistir.
Purifikasyon reaksiyonu igin Thermo Px2 Thermal Cycler kullaniimistir. Her iki bolge
icin de purifikasyon optimal thermal cycler kosullari aynidir. Kosullara Tablo 3.2.'de

verilmistir.

Tablo 3.2. Purifikasyon kosullari

Sicaklik °C Siire Dongii Sayisi
37 30 dk 1
85 15 dk 1

3.3.6. Sanger Dizileme ile Hedef Genlerin Dizilenmesi

Dizi analizi icin Sanger’in Zincir Sonlanma Reaksiyonu yontemi kullanilmistir.
Sanger metodu, DNA dizisini belirlemek igin kullanilan bir tekniktir. Bu yontem,
DNA'nin yapi tasi olan nikleotitlerin siralamasini belirlemek amaciyla gelistirilmistir.
Sanger metodu, 1977'de Frederick Sanger tarafindan kesfedilmistir ve gliniimiizde
hala yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Zincir sonlandirma metodu, bu yéntemi bulan
bilim insanina ithafen, Sanger Metodu olarak da adlandirilir ve temelde zincirin
sentezini sonlandirmaya vyarayan dideoksinikleotitler (ddNTP) kullanilmasina

dayanir.

Sanger metodu, belirlenecek DNA'nin ¢ogaltilmasi ve daha sonra belirli
niikleotitlerin siralamasinin belirlenmesi adimlarindan olusur. ilk adimda, DNA
sablonu PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) yontemiyle cogaltilir. Daha sonra, elde

edilen PCR urin, farkh reaksiyon karisimlarina boltndr.
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Bu reaksiyon karisimlarinda, normal nukleotit trifosfatlar (dNTP'ler) ve
dideoksiniikleotit trifosfatlar (ddNTP'ler) bulunur. ddNTP'ler, normal niikleotitlerden
farkl olarak, DNA zincirine baglandiginda zincirin uzamasini durduran bir 6zellige
sahiptir. Bu karisimlar, DNA zincirinin belirli bir noktasinda uzamasini durduracak

sekilde tasarlanir.

Sonraki adimda, her bir reaksiyon karisimi ayri ayri elektroforez yontemiyle
analiz edilir. Elektroforez, DNA parcalarini elektrik alaninda hareket ettirerek farkli
uzunluklarda olan pargalarin ayrismasini saglar. Bu sayede, her reaksiyondaki DNA

parcalarinin uzunluklar belirlenebilir.

Elektroforez sonucunda elde edilen bantlar, bir jelleme sistemi kullanilarak
incelenir. Bantlardaki DNA pargalarinin siralamasi, dizileme yéntemiyle belirlenir. En
kisa DNA pargasi, DNA dizisinin baglangicini temsil eder. Ardindan, elektroforez
sonucunda ayrilan bantlar Uzerindeki DNA parcalari dikkate alinarak, her bir

nikleotidin sirasi belirlenir. Bu sayede tek bir reaksiyonla dizi analizi yapilabilir.

Tez ¢alismasinda prifiye edilen PCR Urinleri “BigDye™ Terminator v3.1 Cycle

Sequencing” Kit kullanilarak dizilenmistir.

Bu islem igin;

4 ul dH20

2 ul 5X sekans buffer

1 pl Big Dye Terminator

1 pl PCR Urind ( purtfiaye edilmis)

SRR NN

1 ul direkt ya da ters primer kullanilmistir.

Daha sonra reaksiyon, thermal cycler cihazina yiklenmistir. Dizileme
reaksiyonu icin optimal kosullar Tablo 3.3.’de verilmistir. Sanger dizileme sonrasi

Urlinlerin parifikasyonuna gecilmistir.
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Tablo 3.3. Dizileme reaksiyonu kosullari

Sicaklik °C Siire Doéngii Sayisi
96 1 dakika 1

96 10 saniye

50 10 saniye 30

60 4 Dakika

3.3.7. DNA Dizileme Sonrasi Uriinlerin Piirifikasyonu

. Her bir sekans reksiyonu (10 pl) Gizerine 1 pl 3M sodyum asetat ve 25 ul

%100 etanol eklenmis ve 10 sn vortekslenmistir.

. Tipler - 20°C'de 30 dakika bekletildikten sonra 13.000-rpm’de 20 dk.

santrifj edilmistir.

. Ustte kalan sivi faz mikropipet ile cekilip atildikran sonra, dibe ¢oken

kismin Uzerine 125 pl %70 etanol eklenmis ve 13.000-rpm’de 10dk.

santrifiij edilmistir.

. Sivi faz mikropipet ile alindiktan sonra dibe ¢oken kisim 37°C'de

kurutulmustur.

. Cokeltinin Gizerine 20pl distile su eklenip, tlipler 10 saniye vortekslendikten

sonra purifiye Grlnler, kapiller elektroforez cihazinda yiritiilecek hale
getirilmigstir. Purifiye Urlnler, 96 well plak aracihgl ile ABI Prism 3500
Genetic Analyzer cihazina ylklenmis ve kapiller elektroforez

gercgeklestirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Klinik Bulgular ve Laboratuvar Bulgulari

Tez kapsaminda degerlendirilen 38 vakanin 15’si kiz ve 23’{ erkek hastalardan
olusmaktadir. Hastalar degerlendirilirken gerekli laboratuvar parametreleri, klinik

oyku ve bulgulari ayrintili sekilde kaydedilmistir.

Yas ortalamasinin 10 yas 9 ay oldugu grupta, 20 hastada vankomisin ile
gecirdigi reaksiyon sonrasinda kendiliginden iyilesme gozlenmistir. 11 hastaya
sadece antihistaminik verilmis olup, 2 hastaya ise hem antihistaminik hem de sistemik
kortikosteroid (KS) tedavisi uygulanmistir. Bir hastada ise feniramin ve parasetamol

kullanilmistir.

Vankomisin alan hastalarin diger ilaglarla iliskili olarak gosterdigi alerjik

reaksiyonlar incelendiginde, asagidaki durumlar gézlemlenmistir:

e Bir hastada, NMBA, linezolid ve sefotaksim kullanimi dokiintliiye neden

olmus ve Rokiironyum kullanimi sonucunda anaflaksi gelismistir.

e Baska bir hastada, teikoplanin kullanimi anaflaksi reaksiyonuna yol

acmistir.
e Bir hastada soperOX kullanimi sonucunda doékiintii meydana gelmistir.

e Bir hastanin ailesi ise ¢cocuklarinin Anti-Tbc (tlberkiiloz) ilaglarina alerjik

reaksiyon gosterdigini bildirmistir.

Vankomisin kullanimi sonrasinda hastalar genellikle yanma, kasinti, makdler
dokintd, trtiker, flushing (ani kizariklik), dokiinti gibi reaksiyonlar sergilemistir. iki
hastada makilopapiler dokiintl, G¢ hastada anjiyoédem gozlenmistir. Hastalarin
atopik hastalik hikayesi incelendiginde, alti hastada sadece astim hikayesi mevcutken,
bir hastada alerjik rinit (AR), astim ve besin alerjisi birlikte mevcuttur. Baska bir

hastada ise, alerjik rinit ve astim birlikte mevcuttur.
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Vankomisin alan hastalarin ailelerinin hastalik ge¢cmisleri incelendiginde ise

asagidaki durumlar gézlemlenmistir:
v/ Bir hastanin birinci derece akrabalarinda astim vardir.
v' Bir hastanin birinci derece akrabasinda polen ve besin alerjisi mevcuttur.

v’ Baska bir hastanin birinci derece akrabasinda astim ve lateks alerjisi birlikte

bulunmaktadir.

v' Yine hastalardan birinin birinci derece akrabasinda mevsimsel alerjik rinit
vardir ve ot deri testi pozitiftir, baska bir hastanin birinci derece

akrabasinda egzama mevcuttur.

Vankomisine reaksiyon gosteren hastalarin bazilarinda kronik hastaliklar da

mevcuttur. Bu bilgiler Tablo 4.1'de her bir hastaya 6zel olarak sunulmustur.



Tablo 4.1. Hastalarin cinsiyet ve yas bilgileri, klinik bulgulari ve aile éykuleri
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Hasta Atopik Hastalik Ailede Ailede ilag Eslik Eden Diger ilag
Numarasi | Cinsiyet | Yas/Ay Hikayesi Atopik Hastalik Alerjisi Kronik Hastalik Vanko Rex. (doz) Tedavi Bulgular Alerjisi
1
E 12/1 Astim/AR/Besin Al. Besin Al./Polen Al. X X Kirmizi Boyun (1) | Antihistamin | Yanma/Kizarikhk/Kasinti X
Makduler Dokint
2 Antihistamin | Makilopapiler Dokiinti
K 14/6 X X X X Kirmizi Boyun (36) |  Sistemik KS Kaginti X
NMBA/Linezolid
3 Klamoks Sefotaksim
ile Roktronyum
E 17/11 X X dokintu X Kirmizi Boyun (1) - Makiler Dokinti (Anaflaksi)
4 K 13/6 X X X X Kirmizi Boyun (1) | Antihistamin Urtiker X
5 Anaplastik
E 7/7 X X X Ependimom Kirmizi Boyun (1) | Antihistamin Flushing (yuz) X
6 K 1/10 X X X X Kirmizi Boyun (1) — Flushing (kafa) X
7 E 5/2 X X X X - X
3 Mevsimsel (AR) Ot
K 10/6 Astim Deri Testi + X Kistik Fibrozis Kirmizi Boyun(1) — Makiler Dokiinti X
9 Astim/Alerjik Rinit
E 16/6 (AR) Astim/Lateks Al X MINGIE Sendromu Kirmizi Boyun = X
10 Makiiler )
E 11/6 X X X X Kirmizi Boyun(1) — Dokiintii/Kaginti/Urtiker X
Hipotonik infant/
Tek. Akciger
11 Enf./Hipertrofik
Kardiyomiyopati Makdler Dokunti Teikoplanin
E 3/0 X Astim X Serebral atrofi Kirmizi Boyun (1) | Antihistamin Flushing (anaflaksi)
Spina
12 Bifida/Hifrosefali Parasetamol
K 9/6 Astim X X Epilepsi Kirmizi Boyun (1) Feniramin Kasinti/Flushing X
13 E 3/2 X X X X Kirmizi Boyun (1) - Makdler Dokinti X




Tablo 4.1. (devam) Hastalarin cinsiyet ve yas bilgileri, klinik bulgulari ve aile dykileri
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Hasta Atopik Hastalik Ailede Ailede ilag Eslik Eden Diger ilag
Numarasi | Cinsiyet | Yag/Ay Hikayesi Atopik Hastalhk Alerjisi Kronik Hastahk Vanko Rex. (doz) Tedavi Bulgular Alerjisi
Spastik Parapleji
Herediter Sensori Kaginti/Flushing
14 K 14/0 X Egzama X Otonomik Noropati Kirmizi Boyun (1) - Kizarikhk X
15 E 13/4 X X X X Kirmizi Boyun(80) | Sistemik KS Makiiler Dokinti X
16 E 11/9 X X X X Kirmizi Boyun (1) — X
Embriyonel Makiiler Dokiintl
17 B 5/6 X X X Rabdomyosarkom Kirmizi Boyun (4) | Antihistamin Flushing/Urtiker X
18 E 8 Astim X X X Kirmizi Boyun (1) - Makiiler Dokinti X
Makuler Dokuntl
19 K 0/11 X X X Var Kirmizi Boyun (1) | Antihistamin Anjiyoodem X
20 K 14/7 X X X Var Kirmizi Boyun (1) — Makuler Dokuntl X
21 E 8/4 X X X X Kirmizi Boyun Antihistamin Kizariklik X
Makuler Dokuntu
22 E 6/4 X X X Kistik Fibrozis Kirmizi Boyun (5) — Anjiyoddem X
23 E 3/8 Astim X X X Kirmizi Boyun (12) | Antihistamin Kasinti/Urtiker X
24 E 9/8 X X X Gorham Sendromu Kirmizi Boyun (4) — Makdiler Dokintl X
25 K 15/4 X X X Var Kirmizi Boyun (80) | Sistemik KS Makiiler Dokinti X
26 K 3/9 X X X X Kirmizi Boyun — X
27 K 13/10 X X X Serebral Palsi Kirmizi Boyun (30) | Antihistamin X
28 K 3/10 X X X X Kirmizi Boyun — X
Anjiyoédem / Kizarikhk
29 E 6/4 Astim X X Var Kirmizi Boyun - Makiiler D. SoperOX (Dokinti)
30 E 3/9 X X X Noroblastom Kirmizi Boyun - X
31 E 16/4 X X X Var Kirmizi Boyun (4) | Antihistamin Urtiker X




Tablo 4.1. (devam) Hastalarin cinsiyet ve yas bilgileri, klinik bulgulari ve aile dykileri
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Atopik Ailede
Hasta Hastalik Atopik Ailede ilag Eslik Eden Diger ilag
Numarasi | Cinsiyet | Yag/Ay | Hikayesi Hastalik Alerijisi Kronik Hastalik Vanko Rex. (doz) Tedavi Bulgular Alerjisi
Makiler Dokinti
32 E 9/6 X X X X Kirmizi Boyun (8) — Makulopaptler Dokiintu X
33 E 6/3 X X X Sjogren Sendromu Kirmizi Boyun (4) — Makler Dokinti Anti-Tbc ilaglar
Protein Kaybettiren Antihistamin
34 K 1/3 X X Var Enteropati Kirmizi Boyun (16) | Sistemik KS Flushing X
35 E 13/8 X X X ileus Kirmizi Boyun (1) | Antihistamin | Makuler Dokintu/Flushing X
36 E 0/11 Astim X Var Tekrarlayan Akciger Enfeksiyonu/Mikrosefali Kirmizi Boyun — Makdler D6kiintii/Flushing X
37 K 12/4 X Var X X Kirmizi Boyun (2) | Antihistamin Urtiker X
38 K 16/7 X X X X Kirmizi Boyun (20) | Antihistamin Kizarikhk X
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Tez kapsaminda degerlendirilen 22 kontrol numunesinin 11’i kiz ve 11’i erkek
hastalardan olusmaktadir. Hastalar degerlendirilirken gerekli laboratuvar

parametreleri, klinik 6yki ve bulgulari ayrintih sekilde kaydedilmistir.

Yas ortalamasinin 6 yas 7 ay oldugu grupta, vankomisine veya diger ilaglara
karsi higbir reaksiyon goézlemlenmemistir. Vankomisin alan kontrol grubunun
ailelerinin hastalik gec¢misleri incelendiginde, hasta grubunun aksine higbirinin
ailesinde, kronik hastalik ve alerji 0©yklist yoktur. Vankomisine reaksiyon
gostermeyen grupta bulunan bazi kontrollerde kronik hastaliklar mevcuttur. Bu

bilgiler Tablo 4.2'de her bir hastaya 6zel olarak sunulmustur.



Tablo 4.2. Kontrol grubu cinsiyet ve yas bilgileri, klinik bulgulari ve aile dykileri
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Kontrol Atopik Hastalik Ailede Atopik Ailede ilag Eslik Eden Diger ilag
Numarasi | Cinsiyet | Yas/Ay Hikayesi Hastalik Alerjisi Kronik Hastalik Vanko Rex. (doz) Tedavi Bulgular Alerijisi
1 K 0/2 X X X Sol Gozde Retinablastom X X X X
2 E 11/2 X X X X X X X X
3 E 1/6 X X X Kalp Yetmezligi/ Dilate KMP X X X X
4 K 1/3 X X X VSD/ASD/SVO atagi dykiisu X X X X
5 E 15/1 X X X Hermansky-Pudlak X X X X
6 K 0/4 X X X PrematiireJejunal/ Jejunal Atrezi (opere) X X X X
7 E 1/1 X X X Var X X X X
NBAS eksikligine bagh KC yetmezkigi yetmezkigi
8 E 2/4 X X X Ensefalit evre 3 X X X X
9 K 10/5 X X X Var X X X X
10 E 15/3 X X X Ewing Sarkonu X X X X
11 K 7/2 X X X Kistik Fibrozis X X X X
12 E 14/4 X X X Orbitomi sonrasi PEComa X X X X
Epilepsi/Hidrosefali
13 E 8/3 X X X Metilmalomik Asidemi X X X X
14 K 9/0 X X X Ritim Bozuklugu 6ykiisti/ ablasyon 6ykusu X X X X
15 K 2/4 X X X AESD X X X X
16 E 0/4 X X X X X X X X
17 K 4/5 X X X Glukokortikoid iliskili adrenal yetmezlik X X X X
18 E 17/5 X X X X X X X X
19 K 6/1 X X X Kistik Fibrozis X X X X
20 K 10/5 X X X Desmoplastik kiigiik hiicreli timor X X X X
21 E 0/4 X X X X X X X X
22 K 8/3 X X X Cerebral Palsi, Hidrosefali, Prematire REtinopatis X X X X
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Tez galismasinda, vankomisin kullanimi sonucu kirmizi boyun sendromu
gorilen hastalarda, genetik vyatkinhk faktorlerinin  roliini  degerlendirmek
amaglanmigtir ve vankomisine baglh kirmizi boyun sendromunda rol oynayan
proteinleri kodlayan gendeki, tek niikleotid polimorfizmleri (SNP) incelenmistir. 38
hasta ve 22 kontrol grubunun incelendigi ¢calismada, etik kurallari geregi hastalar
rakamlar ile ifade edilmistir. Buna gore, 3,4, 5, 11, 12, 34, 37, 38 numarali hastalarda
tek nikleotid polimorfizmi rs10833049 goriilmis iken 8, 13 ve 18 numarali hastada
hem rs10833049 hem de rs11024969 polimorfizmleri birlikte gorilmistir.
rs10833049’da meydana gelen polimorfizm 34 numaral hasta hari¢ tiim hastalarda
heterozigottur. rs11024969°da meydana gelen polimorfizm tim hastalarda
heterozigottur. Bu bilgiler Tablo 4.3'de her bir hastaya 6zel olarak sunulmustur.
Kontrol grubunda ise herhangi bir polimorfizme rastlanmamistir. Ayrica bazi hastalar

icin sekans sonuglari Sekil 4.1, Sekil 4.2, Sekil 4.3 ve Sekil 4.4’de gosterilmistir.



Tablo 4.3. Hasta bazinda tek niikleotid polimorfizmileri
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Hasta Niikleotid Amino asit MRGPRX2 Hasta Niikleotid Amino asit MRGPRX2
Numarasi Varyant ID Mutasyon Varyasyonu Degisikligi Domain Numarasi Varyant ID Mutasyon Varyasyonu Degisikligi Domain
1 X X X X X 20 X X X X X
2 X X X X X 21 X X X X X
Yanlig anlamli A>G
3 rs10833049 . ) Asn62Ser CPD1 22 X X X X X
variant heterozigot
Yanls anlamh A>G
4 rs10833049 ) ) Asn62Ser CPD1 23 X X X X X
variant heterozigot
Yanlig anlamli A>G
5 rs10833049 . ) Asn62Ser CPD1 24 X X X X X
variant heterozigot
6 X X X X X 25 X X X X X
7 X X X X X 26 X X X X X
1$10833049 Yan\llljr?anr:?mll het:\,:figot Asn62Ser CPD1
8 Es anlamli T>G 27 X X X X X
rs11024969 variant heterozigot Ser65Ser
9 X X X X X 28 X X X X X
10 X X X X X 29 X X X X X
Yanlis anlamli A>G
1 rs10833049 variant heterozigot Asn62Ser CPD1 30 X X X X X
Yanlig anlamli A>G
12 rs10833049 variant heterozigot Asn62Ser CPD1 31 X X X X X
Yanlis anlamli A>G
13 rs10833049 variant heterozigot Asn62Ser CPD1 32 X X X X X
Es anlamli T>G
rs11024969 variant heterozigot Ser65Ser
14 X X X X X 33 X X X X X
Yanlis anlamli A>G
15 X X X X X 34 rs10833049 . B Asn62Ser CPD1
variant homozigot
16 X X X X X 35 X X X X X
17 X X X X X 36 X X X X X
rs10833049 Yan\|/|a$riaanr:?m“ het:'Zfi ot Asnb25er el Yanl laml A>G
18 g 37 rs10833049 | | onsanami . Asn62Ser CcPD1
Es anlamli T>G variant heterozigot
rs11024969 variant heterozigot Ser65Ser
19 X X X X X 38 rs10833049 | Yanlis aniam A>G Asn62Ser CPD1
variant heterozigot
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Sekil 4.1. MRGPRX2 geni Uzerinde herhangi bir polimorfizme rastlanmayan bolge
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Sekil 4.2. MRGPRX2 geni lzerinde Asn62Ser (A — G degisimi) polimorfizmine

rastlanan bolge (heterozigot)
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Sekil 4.3. MRGPRX2 geni lizerinde hem Asn62Ser (A — G degisimi) hem de Ser65Ser
(T — G degisimi) polimorfizmine rastlanan bolge (heterozigot)
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Sekil 4.4. MRGPRX2 geni Uzerinde Asn62Ser (A — G degisimi, homozigot)
polimorfizmine rastlanan bolge
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5. TARTISMA

Mas ile iliskili G-proteine bagl reseptor elemani X2'nin kesfi, ilaca 6zg ilag
duyarhhgi reaksiyonlarini anlama konusunda yeni firsatlar sunmustur. Bununla
birlikte, bircok cevapsiz soru halen bulunmaktadir. Literatlir taramalari kirmizi
boyun sendromu yasayan hastalarin mas ile iliskili G- proteinine bagh reseptor
elamani X2'yi kodlayan gen bodlgesinde llkemizde ve diinyada SNP calismasina
rastlanmamistir. Bu ¢alisma bizim Tiurk poptlasyonundaki sikhgi anlamamiza
yardimci olacaktir. Spesifik IgE ve MRGPRX2 aracili ila¢ duyarliligi reaksiyonlari
klinik benzerlikler gosterse de, bu iki tiur reaksiyonun dogru bir sekilde ayirt
edilmesinin  gelecekteki tedavi yontemleri agisindan &nemli olabilecegi

distindlmektedir (76).

Mas ile iliskili G-proteine bagh reseptor elemani X2 aracili reaksiyonlarin
sagiltimi icin sorumlu ilacin daha disik bir hizda veya dozda yeniden uygulanmasi
gibi bir yaklasim dustnulebilir. Ayrica, bu reaksiyonlarin degerlendirilmesi, ¢apraz
reaktiviteyi de icerecek sekilde gerceklestirilmelidir. sIgE aracili reaksiyonlar icin
arastirmalar, yapisal homologlara odaklanirken, MRGPRX2 aracili reaksiyonlar icin
odak noktasi G proteinleri lizerinde etki gosterebilen ve dogrudan veya dolayli

olarak htuicresel sinyal iletimini modile edebilen molekiillere yonelmek olabilir (76).

Ani tip ilag reaksiyonlari, genellikle mast hiicrelerinin degraniilasyonunu
icerir ve bu durum, serum triptaz seviyelerinin yikselmesine neden olur. Bazi
ilaglar, spesifik IgE aracili olarak mast hiicrelerini aktive edebilir. Ancak mast hiicre
degrantlasyonu, FceRI/IgE ¢apraz baglanmasi olmaksizin da meydana gelebilir.
MRGPRX2, deri mast hiicrelerinde yogun olarak ifade edilir ve aktive edilmesi
IgE'den bagimsiz bir degraniilasyona yol acar. MRGPRX2, P maddesi, major bazik
protein ve eozinofil peroksidaz gibi cesitli endojen ligandlara baglanir. Bir grup
katyonik peptidergik ilag, MRGPRX2 araciligiyla mast hiicre degranilasyonuna
neden olabilir ve enjeksiyon bodlgesi reaksiyonlari ile iliskilendirilir. Ayrica,
MRGPRX2'nin ilag duyarlihgindaki rol(i, knockdown modelleri, inhibitorler ve

siRNA sessizlestirme deneyleriyle kanitlanmistir (77).



48

Mas ile iliskili G-proteine bagh reseptdér elemani X2 aracili ilag
reaksiyonlarina yatkinligi artirabilecek faktorler mevcuttur ve bu faktorler
arasinda eslik eden hastaliklar da yer almaktadir. Kronik (rtiker ve prurigo
(kasintih cilt lezyonlari) hastalarinda, MRGPRX2 pozitif hiicre sayilari ve/veya ifade
yogunlugu, kontrol grubuna kiyasla artmistir (80). Bizim calismamizda, hasta
grubunun eslik eden atopik hastaliklari incelendiginde bu hastaliklar arasinda,
astim, alerjik rinit ve besin alerjisine rastlanmistir. Ayrica bazi hastalarin
ailelerinde, egzama, astim, lateks alerjisi ve alerjik rinit varhgi gézlemlenmistir.

Kontrol grubunda ise, herhangi bir atopik hastalik bildirilmemistir (78).

Yayinlanan yeni bir calismada alerjik astim ve MRGPRX2 arasindaki iliski
incelenmis olup alerjik astimi olan hastalarin %11.4’Gnin akciger mast
hiicrelerinde pozitif MRGPRX2 boyanmasinin gorildigi ifade edilmistir. Ancak
daha 6nce yapilan ¢alismalar, insan akciger mast hiicrelerinin MRGPRX2'yi ifade
etmedigi yonindedir. Son zamanlardaki bulgular, astim hastalarinda distk
dizeyde MRGPRX2 ifadesine sahip akciger mast hiicreleri ve MRGPRX2 pozitif
akciger mast hicrelerinin sayisinin ve ifade dizeyinin artmis oldugunu
gostermektedir. Ayrica, hemokinin-1 (HK-1) adh noropeptidin, MRGPRX2'yi
endojen olarak ifade eden LAD2 insan mast hiicre hattinda degraniilasyonu
indikledigi gosterilmistir. HK-1, ayni zamanda NK-1R'nin bir agonisti ve P maddesi
ile ayni aileye aittir. Astimda bronkokonstriksiyonla iliskilendirilmis ve alerjik
astimin, alerjenin mast hucre/FceRl aktivasyonuna adjuvan etkisi oldugu
dustntlmustir. Bu bulgular, akciger mast hicrelerini NK-1R araciligiyla aktive
eden noropeptid P maddesine ek olarak, kronik hava yolu iltihabi durumunda
astimda, HK-1 adli néropeptidin insan mast hiicrelerini NK-1R yerine MRGPRX2
aracihigiyla aktive etmesinin olasi oldugunu diislindiirmektedir (78). Calismamizda
38 hastanin 8’inde (%21) astim bulunmaktaydi, bu hastalarda eslik eden atopik

dermatit veya kronik trtiker bulunmamaktaydi.

Bir diger calisma, Hemokin-1'in (HK-1) insan brons hiicreleri ve makrofajlar

tarafindan uretildigini ve bronslarin kasilmasina yol actigini géstermektedir. Ayni
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zamanda, fare mast hicreleri tarafindan da Uretildigi ve farelerde kronik alerjik
hava yolu inflamasyonuna, noérokinin reseptori-1 (NK-1R) araciligiyla katki
sagladigl bulunmustur. Calismada, astim nedeniyle hayatini kaybeden bireylerin
akcigerleriile diger nedenlerle 6len bireylerin akcigerleri karsilastirildiginda, astim

vakalarinda mast hiicre sayisinin daha yiiksek oldugu saptanmistir.

Ayrica, Mas ile iliskili G proteinine bagh reseptdor X2 (MRGPRX2) adli yeni
bir G proteinine bagli reseptoriin, 6zellikle insan mast hiicreleri lzerinde ifade
edildigi belirtilmistir. Astim olmayan akcigerlerde MRGPRX2 dizeyinin disik
oldugu ancak astim vakalarinda ise bu reseptériin ifadesinin belirgin sekilde arttigi
gozlemlenmigstir. HK-1'in, insan mast hiicre hatti (LAD2) ve MRGPRX2 ifadesine
sahip RBL-2H3 hiicrelerinde degranilasyona neden oldugu belirtilmistir. Bu
degranilasyon tepkisi, NK-1R antagonistine karsi diren¢ géstermektedir. Bununla
birlikte, LAD2 hiicrelerinde MRGPRX2 ifadesinin baskilanmasi, HK-1'e bagh

degranilasyon lzerinde 6nemli bir engel olusturmaktadir.

Bu bulgular, farelerdeki mast hiicrelerinde HK-1'in astim gelisimine NK-1R
aracihigiyla katki sagladigini, insan bronsiyal kasilmada ise HK-1'in akciger mast
hiicrelerinde MRGPRX2'nin aktivasyonunu yansittigini diaslindirmektedir. Bu
nedenle, 6zel MRGPRX2 antagonistlerinin gelistirilmesinin, astimin tedavisinde

yeni bir hedef olarak kullanilabilecegi dnerilmektedir (79).

Foer ve arkadaslarinin kinolonlar, morfin, néromuskuiler blokan ajanlar,
vankomisin ve l6prolide karsi MRGPRX2 aracili ilag reaksiyonlarinda risk
faktorlerini degerlendirdigi calismasinda astim varhigi, MRGPRX2’e bagl ani tip
reaksiyon riskini [OR 1.81, %95 GA (1.68-1.94)] artirdigini gdstermistir. ilaglar tek
tek incelendiginde, hastada bir atopik hastalik bulunmasi vankomisine bagl
MRGPRX2 iliskili ila¢c reaksiyon riskini 6nemli 6l¢lide [OR 2.75, %95 GA (2.27-3.32)]
artirdigi da rapor edilmistir. Alerjik hastaligi olan kisilerde, olmayan kisilere gore

MRGPRX2 iliskili istenmeyen ilag reaksiyonlari %21 daha fazla gdzlenmistir (80).
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Bizim yaptigimiz ¢alismada ise, vankomisin kullanimi sonucu kirmizi boyun
sendromu ile basvuran 38 hastanin 8’inde (%21) astim bulunmaktadir ve bu 8
hastanin da 3’lGnde (%37,5) Asn62Ser polimorfizmi gozlenmistir. Astim
hastalarinin akcigerlerinde MRGPRX2 reseptorleri daha fazla eksprese olmakla
birlikte deri veya bagka organlardaki ekspresyon ile ilgili veri literatlrde
bulunamamistir. Bu durumu aciklayacak ileri calismalara ihtiya¢ vardir. Ozellikle
astim hastalarinda vankomisin tedavisi sirasinda kirmizi boyun sendromu riskinin
sagliklilara gore daha fazla oldugu akilda tutulmali ve gerekli 6nlemler alinmalidir

(80).

Robas ve arkadaslarinin 2003 yilinda yaptigi bir calismada, G-protein bagh
reseptorlerin (GPCR'ler) en biiyik ve en gesitli transmembran protein ailesi oldugu
belirtilmis ve bu reseptorlerin, biyogenik aminler, peptitler, biyoaktif lipitler,
hormonlar ve 1sik gibi cesitli uyaranlara yanit verdiginden bahsedilmistir. Bu
reseptorlere agonistlerin baglanmasi, G-proteinleri araciligiyla hiicre ici
sinyallesme olaylarini adenilat siklazin modilasyonu veya Ca** mobilizasyonu gibi,
aktive eder. insan genom dizileme projesinin tamamlanmasi ile ligandi ve islevi
bilinmeyen 140 "orphan" GPCR tespit edilmistir. Robas ve arkadaslarinin yaptigi
bu calismada, potansiyel terapotik 6neme sahip olan bu "orphan" reseptorleri
onceliklendirmek igin biyoinformatik ve doku dagilim analizleri kullanilmis ve
ardindan "ters farmakoloji" yaklasimiyla uygun ve yedek ligandlar tespit edilmistir.
Bu calisma, "orphan" reseptorlerden MRGX2'nin, insanlarda 5, farelerde 31 ve
sicanlarda 2 kodlama dizisi ile iliskili olan Mas1 onkogeninin bir Gyesi oldugunu
belirtmektedir. Bu genler grubu, Mrg (Mas ile iliskili genler) veya SNSR (duyu siniri
0zgiul G-protein bagli reseptorler) olarak adlandiriimistir. Doku dagilim ¢alismalari,
bu reseptorlerin ozellikle dorsal kok ganglionunun kiglk duyu sinirlerinde ifade
edildigini gostermektedir, bu da agri algisinda rol oynayabileceklerini

disindirmektedir (81).

Tek niikleotid polimorfizmleri (SNP'ler), genetik cesitlilik icinde en yaygin

olan tiplerden biridir. Yanlis anlamli SNP'lerin, proteinlerin yapisi, etkilesimleri ve
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ozellikleri izerinde etkili oldugu dislinilmektedir. SNP’ler, MRGPRX2 varyantlari
ile iliskilendirilebilir ve bu varyantlar, MRGPRX2'nin yapisini degistirerek bireyleri
hiperaktivasyona yatkin hale getirebilir (68, 69). Yang ve arkadaslari, MRGPRX2
proteininde Asnl6His, Asn62Ser ve Phe78Leu seklinde ¢ belirli amino asit

degisimini tespit etmislerdir (70).

Bizim galismalarimizda, insan MRGPRX2 lokusu kodlama bdlgelerinde iki
SNP tespit edilmistir. Bunlardan biri 0,3185 digerinin ise 0,11 minor alel sikhgina
(MAF) sahiptir ve sirasiyla asparajinden serine (Asn62Ser) ve serinden serine
(Ser65Ser) amino asit degisimine yol acar. Asn62Ser, MRGPRX2'nin sitoplazmik
bolge 1'i (CPD1) etkiler. Diger SNP'ler nadir veya ¢ok nadirdir (MAF< 0.01) (62).

Bizim caillismamizda ise, asparajin amino asidinin serin amino asidi ile yer
degistirdigi rs10833049 numarali SNP icin AA, AG ve GG genotip sayilari ile alel
frekanslari, kirmizi boyun sendromu tanisi konulan hastalar icin degerlendirilmis
olup ayni prosedir kontrol grubu icin de uygulanmistir. A aleli icin alel frekansi
0,843 G aleli igin alel frekansi ise 0,157 olarak hesaplanmistir. Karsilastirma
sonucunda, rs10833049 polimorfizminin dagilimi Hardy- Weinberg dengesi
acisindan degerlendirildiginde, popllasyonda genotip frekanslari dagiliminin
dengede oldugu (P>0.05) gbzlenmistir. Serin amino asidinin yine serin amino asidi
ile yer degistirdigi rs11024969 numarali SNP icin de, TT, TG ve GG genotip sayilari
ile alel frekansi degerlendirildiginde T aleli frekansi,0,96 ve G aleli frekansi ise 0,04
olarak hesaplanmistir ve rs11024969 polimorfizminin dagilimi Hardy- Weinberg
dengesi acisindan degerlendirildiginde ise popllasyonda genotip frekanslari

dagiliminin dengede oldugu (P>0.05) gézlenmistir.

Calismada minor alel frekansi disik olan diger varyantlarin goriilmeme
sebebi, calismaya katilan hasta sayisi ile baglantili olabilir. Asparajin (N) amino
asidinin serin (S) amino asidi ile degistigi bolge (rs10833049), yanhis anlamh bir
varyanttir ve potansiyel hastalik iliskisini tahmin etmek zordur. Bir amino asit
degisimi, bir gen Urininin biyolojik islevini bircok farkh sekilde etkileyebilir.

Ornegin, bu degisim, proteinin kritik bélgelerini bozarak katalitik kalintilari veya
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ligand baglanma bolgelerini etkileyebilir ve boylece proteinin islevini
degistirebilir. Ayrica, yanhs anlamli varyantlar protein GrlGnlinin yapisini,
katlanmasini veya stabilitesini degistirerek, proteinin islevini engelleyebilir veya
degistirebilir. Ancak, her amino asit degisimi protein fonksiyonunu her zaman
etkilemez. Bu nedenle, yanlis anlamli varyasyonlarin etkilerinin tahmin edilmesi
zordur. Bu tlir degisimlerin potansiyel etkilerini dogru bir sekilde degerlendirilmesi
icin deneysel c¢alismalar ve hesaplama yontemleri kullanilabilir (82). Serin (S)
amino asidinin tekrar Serin (S) ile degistigi bolge (rs11024969) ise, bir es anlamh
varyanttir. Es anlamli varyantlarin transkripsiyonu, hiicrelerdeki gen ifadesinin
dizenlenme siirecini (splicing), ko-translasyonel katlanmayi, mRNA stabilitesini ve
islevsel olarak 6nemli diger bircok degisikligi etkileyebilir. Ayrica, es anlamli
varyantlar, protein kodlama bdlgelerindeki transkripsiyon ve splicing dizenleyici

faktorleri etkileyerek gen ekspresyonunu da dizenleyebilir (83).

Roy ve arkadaslari yaptiklari bir calismada, GPCR'lerdeki yanlis anlaml
SNP'lerin, GPCR’lerin yapisini etkileyebilecegi ve bu etkinin reseptorlerin ifadesi
ve islevsel Ozelliklerinde farkliliklara yol acabilecegi konusunda bahsetmislerdir.
MRGPRX2'deki GPCR veritabani analizi, 107 yanlis anlamli SNP'nin varhigini ortaya
¢tkarmis ve bunlarin 72'sinin potansiyel olarak zararli olabilecegi ongorilmustir
(Sekil 5.1). Yayinlanan makalede, kendi calismamizda gozlemledigimiz, asparajinin
serin amino asidi ile degistigi bolgedeki SNP'yi (rs10833049) zararl olabilecek

bolgeler arasinda listelemislerdir (84).



Protein  Number Effect
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2 | D184H 5x38 LOF

Ligand cE2
Binding ' 3 | W243R 6x55 LOF

G Protein- om
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4 | H259Y 7x32 LOF

1| VI23F 3x46 LOF

2 | va282Mm %56 LOF
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@ Tolerated mutation @ Ligand binding mutations ™ « 4 | R141C | 34x57 LOF
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Protein Number
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1 N62S 2x37 GOF
B-arrestin Recruitment code: PXXPXXX
MRGPRX2 NAFSVYV 2 | S325L 325 LOF
MRGPRX2 (N625) SAFSVVY
MRGPRX2 SSRSMEP
MRGPRX2 (S325L) SSRLMEP

Sekil 5.1. MRGPRX2'deki SNP'ler (84).

A) MRGPRX2'nin ikincil yapisinin Yilan Diyagrami, her bir dairede amino asitler tek harfli kodla temsil
edilmistir. Kirmizi dolgulu arka plan, MRGPRX2'de zararh ve yesil dolgulu arka plan tolere edilebilen
SNP'leri belirtir. B) Ligand baglanma bolgesinde olan SNP’ler (mor), G protein-baglama boélgesi (yesil)
ve b-arrestin baglanma bolgesinde (mavi) olan SNP’ler gosterilmistir. MRGPRX2'deki b-arrestin
baglanmasi igin korunmus dizi igcinde tanimlanan mutasyonlar da gosteriilmistir.

Chen ve ekibinin 2021 yilinda gergeklestirdigi ¢alisma, insan Ulseratif kolit
hastaliginda mast hicre aktivasyonu ve MRGPRX2 mekanizmalarini ayrintili bir
sekilde arastirmayi hedeflemistir. Elde edilen sonuglar, inflamasyonlu Ulseratif kolit
hastalarinda mast hicrelerinin spesifik mediatérler ve  ADM (adrenomedullin,
MRGPRX2 agonisti olan PAMP-12'nin proteolitik 6nclsi) ifadesinin, inflamasyon
olmayan bolgelere kiyasla anlamli bir sekilde yikseldigini gostermistir. Ayrica,
MRGPRX2 uyariminin, inflamasyonlu Ulseratif kolitte karboksipeptidaz salinimina
neden oldugu kesfedilerek bu mekanizmanin énemi vurgulanmistir. Bu calismada,
proteinin yapisini degistiren tim GPCR alelleri arasinda, asparajinin serin ile degistigi
(rs10833049) varyantin, MRGPRX2 varyantinin Ulseratif kolit ile baglantili varyantlar

arasindan en giglisi oldugu belirlenmistir. Biyoinformatik analizler, bu varyantin

B-arrestin rekriitmanini degistirdigini ortaya koymustur. Yapilan deneylerle,
serin alelinin MRGPRX2 agonistleri ile B-arrestin rekritmanini artirdigi, IP-1'i azalttig

ve fosfoERK'yi artirdigi dogrulanmistir.
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Yine ayni ¢alismada, MRGPRX2'deki Asn62Ser'de serin alelinin llseratif kolite

karsi koruma sagladigindan ve Gas sinyalini azalttigindan da bahsedilmistir.

Bu sonuglar, hastaligin patofizyolojisinde MRGPRX2'nin 6nemli bir rol
oynadigini ve genetik varyantlarin hastalik riski ve tedaviye yanit Gzerinde etkili

olabilecegini diisindlrmustur (85).

Jean ve ekibinin gergeklestirdigi bir calismada G protein bagimli reseptorler,
sinyal aktivasyonu veya inaktivasyonlari nedeniyle neredeyse tiim fizyolojik yollari
etkileyen oncelikli terapotik hedefler olarak kabul edilmistir. Bu ¢alismada ayrica B-
arrestinlerin, cesitli GPCR sinyal iletim modillerinin merkezinde yer aldigl ve
genellikle aktive edilen reseptor kompleksine bir dizi proteinin baglanarak destek
saglayan genis bir yelpazede etkili oldugu belirtilmistir. Aktive edilen GPCR'lar ile
etkilesime girdiginde, B-arrestin molekillerinin farkli aktive konformasyonlari
benimseyebilecegi ortaya konmustur. Bu B-arrestin konformasyonlari, reseptor
kuyrugunun GRK'lar tarafindan isaretlenmesi veya bir agonist tarafindan indiklenen
B-arrestinlerin  posttranslasyonel modifikasyonlar gibi faktorler tarafindan

belirlendigini disinmuslerdir.

Calismada ayrica iki tiir agonistten bahsedilmektedir: balanced agonistler ve
biased agonistler. Balanced agonistler, hem G proteinine bagl sinyal hem de B-
arrestin'e dayali sinyal verilmesini saglar. Bu iki tiir sinyal farkh etkililik ve hizlarla
gerceklesebilir. Biased agonistler ise, reseptorleri etkin duruma getirir, ancak ilging
bir sekilde ya G proteinleri ya da B-arrestinler tzerinden sinyal gondermelerine izin
verir. Bu da belirli sinyal yollarini gliclendirirken digerlerini zayiflatabilir. Yani, biased

agonistler reseptori sinyal iletiminde tercihli bir yol secmeye zorlar.

Bu calismanin sonuglari, GPCR sinyallemesinin karmasiklhigini ve B-arrestinlerin
islevselligindeki 6nemli rolii vurgulamaktadir. Ayrica, biaced agonizmin potansiyelini
tam anlamiyla degerlendirebilmek icin hiicre 6zgiil sinyal iletim aglarini haritalamanin
ve biased sinyallemeyi diizenleyen molekiler mekanizmalari daha ayrintili olarak

anlamanin kritik oldugunu gostermektedir (86).
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Bagka bir ¢calismada ise, G protein bagimli reseptorlerin, hiicresel tepkilere yol
acan ana terapotik hedefler oldugundan ve bu tepkilerin genellikle, B-arrestinler ve
downstream’e neden olan sinyaller araciligiyla gergeklestiginden bahsetmistir.
Ozellikle, B-arrestinler GPCR'larin aktive oldugu bolge olan ekstraseliiler déngiiler ve
transmembran bdlgeler arasinda olusan hidrofobik ceplere etki ettiginden ve bu
sayede GPCR'larin hiicresel yanitlarini yonlendirdiginden bahsedilmistir. GPCR'larin
hiicresel yanitlari G proteinleri, B-arrestinleri ve diger sinyal etkileyicilerini iceren
karmasik bir ag araciligiyla gerceklesir. Bu ¢alismada 6zellikle MRGPRX2'nin sinyal
mekanizmalari incelenmis, bu reseptoriin uyarilmasinin ¢esitli sinyal yollarini
harekete gegirdigi ve mast hiicrelerin sitokin tGretimini etkiledigi ortaya konulmustur

(Sekil 5.2) (31).

Balanced Biased
ligands ligands
IL-33
| ™/ R
MRGPRX2 sT-2 IL1RACP

Mast cells |

N
. @ MyDE8
ai

7 rresun> %/

ERK1/2
P38 NF-kB
internalization cANP Ca™ JNK
PLCE PI3K

Lol

Transcription Prostaglandins ;
(lipid mediators)  Degranulation

Sekil 5.2. MGPRX2 aktivasyon sonrasi sinyal yolunun semasi (31).

MRGPRX2 ligandlari Gi proteini aktivasyonunu tetikler, bu da cAMP seviyesinin diismesine, Ca**
mobilizasyonuna ve ayni zamanda MAPK'larin, PI3K'nin ve NF-kB yolunun etkinlesmesine yol agar. Bu
da degranilasyonu, transkripsiyon indiksiyonunu ve prostaglandin Uretimini baslatir. Balanced
MRGPRX2 ligandlari yalnizca Gi proteini aktivasyonunu degil ayni zamanda B-arrestin rekriitasyonunu
da igerir, bu da ig¢sellestirmeyi tetikler. Ancak biased MRGPRX2 ligandlari B-arrestin rekriitasyonu
saglayamaz. Ayrica, IL-33, MAPK'lari ve NF-kB'yi etkinlestirerek MRGPRX2 sinyallemesini artirir (34).
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Psodoalerjik reaksiyonlar; peptidik ilaglar, néromuskiler blokaj ajanlari,
fluorokinolonlar, vankomisin ve radyografik kontrast ajanlar gibi ilaglarin mast
hiicrelerini aktivasyonunun sonucu olarak ortaya cikar. MRGPRX2 reseptorine
baglanan agonistlerin tipi (balanced veya biased) polimorfizme bagh olarak yolagi
etkileyebilir. Ornegin biased ligandlardan olan kontrast maddeye bagl
psodoalerjilerde polimorfizm varligi, riski arttirmamistir. Ancak vankomisinin nasil bir
ligand olduguna dair bilgi literatiirde bulunmamaktadir. MRGPRX2’de bdyle bir
mutasyona sahip olmak kontrast maddeler igin riski arttirmayabilir ancak

vankomisine bagl psédoaleriji riskini arttirabilir.

Alkanfari ve arkadaslarinin yaptigi arastirmada, rat bazofilik I6semi hiicre hatti
olan RBL-2H3 hiicrelerinde asir ifade edilen MRGPRX2'nin birka¢ yanls anlaml
varyantini test etmislerdir ve bu varyantlardan herhangi birinin normalden farkh bir
fonksiyon sergileyip sergilemedigini incelemislerdir. Arastirma sonuglari, G165E,
D184H, W243R ve H259Y gibi dort farklil MRGPRX2 varyantinin, MRGPRX2'nin dogal
ligandlarindan olan P maddesi, hemokin-1, B-defensin-3 ve ikatibant gibi maddelere

karsi RBL-2H3 hiicre degraniilasyonunu bozdugunu gostermistir (71).

Baska bir calismada ise, V123F, R138C, R141C ve V282M gibi dort MRGPRX2
varyantinin reseptérde fonksiyon kaybina neden oldugu gosterilmistir. Bu varyantlar,
RBL-2H3 hiicrelerinde P maddesine yanit olarak kalsiyum mobilizasyonunu ve
degranilasyonu bozmaktadir. Bu sonuglar, bu yanlis anlamli mutasyonlari tasiyan
bireyleri MRGPRX2 araciliginda olusan psodoalerjiden ve kronik inflamatuvar
hastaliklardan koruyabilecegi disiindiirmektedir. Ayrica, arastirmacilar, S325L ve
L329Q gibi iki MRGPRX2 varyantini da tanimlanmistir, bu varyantlar P maddesi
uyarisina karsi mast hiicrelerinde normalden daha gticli bir MRGPRX2 aktivasyonuna
yol actigini goérmdislerdir. (85). Bu c¢alisma, MRGPRX2'deki yanlis anlamli
mutasyonlarin, mast hiicrelerinin tepkisini degistirerek psoédoalerji ve kronik

inflamatuvar hastaliklara olan yatkinlig etkileyebilecegini gostermektedir (45).

Sonug olarak, MRGPRX2 genindeki tek niikleotid polimorfizmleri (SNP'ler),

genetik cesitlilik icinde yaygin olan varyantlardan biridir ve protein yapisi ve islevi
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Uzerinde etkili olabilir. Ayrica, MRGPRX2'nin bazi yanlis anlamli varyantlari, 6zellikle
Asn62Ser varyanti, hastaliklarin patofizyolojisinde 6nemli bir rol oynayabilir ve

MRGPRX2'nin hiperaktivasyona yatkin hale gelmesine neden olabilir.

Mas ile iliskili G-proteine bagli reseptor elemani X2 'nin psédoalerji ve kronik
inflamatuvar hastaliklarla iliskili olabilecegi distnulmektedir. Bazi yanlis anlamli
varyantlarin reseptor fonksiyonunu degistirerek mast hiicre degranilasyonunu ve

kalsiyum mobilizasyonunu etkileyebilecegi de yapilan ¢alismalar ile gosterilmistir.

Bu bulgular, MRGPRX2'nin genetik varyasyonlarinin bireylerin hastalik
yatkinhgini ve ilag reaksiyonlarini etkileyebilecegini ve daha fazla arastirma yapilmasi
gerektigini vurgulamaktadir. ileride yapilacak calismalar, MRGPRX2'nin roliinii daha
iyi anlamak ve bu bilgilerin hastaliklarin tedavisine ve ilaglara olan duyarhligin

yonetimine katkida bulunmasini saglayacaktir.
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7. EKLER

Ek 1. ARASTIRMA AMACLI CALISMA iCiN AYDINLATILMIS ONAM FORMU
(Ebeveyn)

(Hekimin Ag¢iklamasi)

Vankomisin alerjisi ile ilgili yeni bir arastirma yapmaktayiz. Arastirmanin ismi “Vankomisine
Bagl Kirmizi boyun sendromu gelistiren hastalarda MRGPRX2 Reseptor Mutasyonlarinin
degerlendirilmesi”dir. Cocugunuzun da Prof. Dr. Ozge UYSAL SOYER’in sorumlu arastirmacisi
oldugu bu arastirmaya katilmasini 6éneriyoruz. Ancak hemen soyleyelim ki bu arastirmaya
katilip katilmamakta serbestsiniz. Calismaya katilim gonlltlik esasina dayalidir. Kararinizdan
once arastirma hakkinda sizi bilgilendirmek istiyoruz. Bu bilgileri okuyup anladiktan sonra
arastirmaya katilmak isterseniz formu imzalayiniz. Bu ¢alisma Hacettepe Universitesi Tip
Fakiltesi Cocuk Alerji Bilim Dali tarafindan yapilacaktir. Eger arastirmaya katilmayi kabul
ederseniz cocugunuz Prof. Dr. Ozge UYSAL SOYER veya onun goérevlendirecegi bir hekim
tarafindan muayene edilecek ve bulgular kaydedilecektir. Muayene sonucunda doktorunuz
uygun goriirse bu calismaya alinacaksiniz. Yine izniniz dogrultusunda bu ¢alismayi yapabilmek
icin cocugunuzun kolundan 3-4 ml (1 tip) kadar kan almamiz gerekmektedir. Alinan kan
orneginden, hastada MRGPRX2 reseptor mutasyonlarinin olup olmadigina bakilacaktir.
Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Saghgi ve Hastaliklari Anabilim Dali Cocuk Alerji
Bilim Dali tarafindan gergeklestirilecek bu galismaya katiliminiz arastirmanin basarisi igin
onemlidir.

Kan alinmasi sirasinda olusabilecek riskler:

1. igne batmasina bagli olarak az bir aci duyabilirsiniz.

2. Az bir ihtimal de olsa igne batmasi sonrasinda kanamanin uzamasi veya enfeksiyon riski
vardir.

Bu calismaya katilmaniz icin sizden herhangi bir licret istenmeyecektir. Calismaya katildiginiz
icin size ek bir 6deme de yapilmayacaktir.

Sizinle ilgili tibbi bilgiler gizli tutulacak; ancak ¢alismanin kalitesini denetleyen gorevliler, etik
kurullar ya da resmi makamlarca geregi halinde incelenebilecektir.

Bu calismaya katilmayi reddedebilirsiniz. Bu arastirmaya katilmak tamamen istege baghdir ve
reddettiginiz takdirde size uygulanan tedavide herhangi bir degisiklik olmayacaktir. Calismaya
katilamaniz durumunda, calismanin herhangi bir asamasinda onayinizi cekmek hakkina da
sahipsiniz.

(Katihmcinin/Hastanin Beyani)

Prof. Dr. Ozge UYSAL SOYER tarafindan Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Alerji Bilim
Dalinda tibbi bir arastirma yapilacagi belirtilerek bu arastirmaile ilgili yukaridaki bilgiler bana
aktarildi. Bu bilgilerden sonra bdyle bir arastirmaya “katilimc1” olarak davet edildim.
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Eger bu arastirmaya katilirsam hekim ile aramda kalmasi gereken bana ait bilgilerin gizliligine
bu arastirma sirasinda da bliylik 6zen ve sayg ile yaklasilacagina inaniyorum. Arastirma
sonuglarinin egitim ve bilimsel amaclarla kullanimi sirasinda kisisel bilgilerimin ihtimamla
korunacagi konusunda bana yeterli gliven verildi.

Projenin yurutilmesi sirasinda herhangi bir sebep géstermeden arastirmadan gekilebilirim.
(Ancak arastirmacilari zor durumda birakmamak icin arastirmadan g¢ekilecegimi énceden
bildirmemim uygun olacaginin bilincindeyim) Ayrica tibbi durumuma herhangi bir zarar
verilmemesi kosuluyla arastirmaci tarafindan arastirma disi tutulabilirim. Arastirma igin
yapilacak harcamalarla ilgili herhangi bir parasal sorumluluk altina girmiyorum. Bana da bir
0deme yapilmayacaktir.

ister dogrudan, ister dolayli olsun arastirma uygulamasindan kaynaklanan nedenlerle
meydana gelebilecek herhangi bir saglik sorunumun ortaya ¢ikmasi halinde, her tirlu tibbi
miidahalenin saglanacagl konusunda gerekli glivence verildi. (Bu tibbi mitdahalelerle ilgili
olarak da parasal bir yiik altina girmeyecegim).

Bu arastirmaya katilmak zorunda degilim ve katilmayabilirim. Arastirmaya katilmam
konusunda zorlayici bir davranisla karsilasmis degilim. Eger katilmayi reddedersem, bu
durumun tibbi bakimima ve hekim ile olan iliskime herhangi bir zarar getirmeyecegini de
biliyorum.

Bana yapilan tim agiklamalari ayrintilariyla anlamis bulunmaktayim. Kendi basima belli bir
diisinme siiresi sonunda adi gecen bu arastirma projesinde “katilimci” olarak yer alma
kararini aldim. Bu konuda yapilan daveti blyiik bir memnuniyet ve génillilik icerisinde kabul
ediyorum. imzali bu form kagidinin bir kopyasi bana verilecektir.

Katilimci:
Adi, soyadi:
Adres:

Tel:

imza:

Goriisme tanigi:
Adi, soyadi:
Adres:

Tel:

imza:

Katilimci ile gériisen hekim:
Adi soyadi, Gnvani:
Adres/Tel:

imza
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Ek 2. ARASTIRMA AMAGLI CALISMA iCiN COCUK RIZA FORMU

Sevgili Arkadasim,
Benim adim Prof. Dr. Ozge UYSAL SOYER

Seni “Vankomisine Bagli Kirmizi boyun sendromu gelistiren hastalarda MRGPRX2 Resepto6r
Mutasyonlarinin degerlendirilmesi”’ isimli calismaya davet ediyoruz.

Biliyoruz ki bazi ilaglari aldiktan sonra oldukga rahatsiz oluyorsun. Bizim bu ¢alismayi yapmak
istememizin nedeni bazi ilaclar aldiktan sonra rahatsiz olan senin gibi cocuklarda bu
durumun neden ortaya ¢iktigini arastirmak. Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Saghgi
ve Hastaliklari Anabilim Dali Cocuk Alerji Bilim Dal’'nda gerceklestirilecek bu calismaya
katilimin arastirmanin basarisi igcin dnemlidir.

Sorumlu Arastirmacisi oldugum bu arastirmayi ben Dr. Ozge UYSAL SOYER, Dr. Biilent E.
SEKEREL, Dr. Umit Murat SAHINER ve baska bazi doktorlar birlikte yapiyoruz. Bu arastirmaya
katilacak olursan senden kii¢clik bir miktarda kan 6rnegi alacagiz. Calisma sana ve ailene mali
bir yik getirmeyecektir. Ayrica canini yakacak islem yapilmayacak.

Bu arastirmanin sonuglari senin gibi, bazi ilaglara alerjisi olan ¢ocuklar igin yararl bilgiler
saglayacaktir. Bu arastirmanin sonuglarini baska doktorlara da soyleyecegiz, sonuglari
bildirecegiz ama senin adini sdylemeyecegiz.

Bu arastirmaya katilip katilmamak igin karar vermeden 6nce anne ve baban ile konusup
onlara danigmalisin. Onlara da bu arastirmadan bahsedip onaylarini/izinlerini alacagiz. Anne
ve baban tamam deseler bile sen kabul etmeyebilirsin. Bu arastirmaya katilmak senin istegine
bagl ve istemezsen katilmazsin. Bu nedenle hi¢ kimse sana kizmaz ya da kiismez. Once
katilmayi kabul etsen bile sonradan vazgegebilirsin, bu tamamen sana bagli. Kabul etmedigin
durumda da doktorlar muayene ve diger islemlerde sana 6nceden oldugu gibi iyi davranir,
onceye gore farkhlk olmaz.

Aklina simdi gelen veya daha sonra gelecek olan sorulari istedigin zaman bana sorabilirsin.
Telefon numaram ve adresim bu kagitta yaziyor. Bu arastirmaya katilmayi kabul ediyorsan
asagiya liitfen adini ve soyadini yaz ve imzani at. imzaladiktan sonra sana ve ailene bu formun
bir kopyasi verilecektir.

(KATILIMCI/Hastanin Beyani)

Dr. Ozge UYSAL SOYER, Dr. Biilent E. SEKEREL ve Dr. Umit Murat SAHINER tarafindan
Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Saghgi ve Hastaliklari Anabilim Dali Cocuk Alerji
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Bilim Dal’'nda yapilacak bu arastirma ile ilgili bilgiler bana anlatildi. Bana anlatilan bilgileri

anladim ve bu ¢alismaya katilmak istiyorum.

Cocugun adi, soyadi:

Cocugun imzasi: Tarih:

Velisinin adi, soyadi:

Velisinin imzasi: Tarih:

Arastiricinin adi, soyadi, linvani:
Adres:
Tel:

imza: Tarih:
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DEGERLENDIRILMESI

ORIJiINALLIK RAPORU
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